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Milli Onso6z
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Numune alma ve analiz yontemleri” Teknik Komitesi tarafindan hazirlanmig, CEN tarafindan 13.10.2007
tarihinde onaylanmig ve Tirk Standardlari Enstitlisii Teknik Kurulu'nun 22.05.2008 tarihli toplantisinda Tirk
Standardi olarak kabul edilerek yayimina karar verilmigtir .

Bu standardda kullanilan bazi kelimeler ve/veya ifadeler patent haklarina konu olabilir. Béyle bir patent
hakkinin belirlenmesi durumunda TSE sorumlu tutulamaz.

Bu standard yayinlandiginda TS EN ISO 14501:2002 standardinin yerini alir.

CEN Jyeleri sirasiyla, Almanya, Avusturya, Belgika, Birlesik Krallik, Bulgaristan, Cek Cumhuriyeti,
Danimarka, Estonya, Finlandiya, Fransa, Hollanda, irlanda,ispanya, isveg, isvigre, Italya, Izlanda, Kibris,
Letonya, Litvanya, Liksemburg, Macaristan, Malta, Norveg, Polonya, Portekiz, Romanya, Slovakya,
Slovenya ve Yunanistan'in milli standard kuruluglaridir.

TS EN ISO 14501:2008 standardi, EN ISO 14501:2007 standardi ile birebir ayni olup, Avrupa Standardizasyon Komitesi'nin (Avenue
Marnix 17 B-1000 Brussels) izniyle basiimistir.

Avrupa Standardlarinin herhangi bir sekilde ve herhangi bir yolla tim kullanim haklari Avrupa Standardizasyon Komitesi (CEN) ve lye
Ulkelerine aittir. TSE kanaliyla CEN'den yazili izin alinmaksizin ¢ogaltilamaz.
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Onsoéz

Bu standard (EN ISO 14501:2007) ISO/TC 34 “Tarimsal Gida Uriinleri” Teknik Komitesi tarafindan,
sekretaryasi NEN tarafindan ydratilen CEN/TC 302 “Sut ve st Grtinleri- Numune alma ve analiz yontemleri”
Teknik Komitesi ile birlikte hazirlanmigtir.

Bu Avrupa Standardina en geg¢ Nisan 2008 tarihine kadar ayni metni yayinlayarak ya da onay duyurusu
yayinlayarak ulusal standard statiisu verilmeli ve gelisen ulusal standardlar en ge¢ Nisan 2008 tarihine kadar
yururltkten kaldiriimalidir.

Bu standard bazi unsurlarinin patent haklarina konu olabilecegine dikkat edilmelidir. Boyle herhangi bir
patent hakkinin belirlenmesi durumunda CEN [ve/veya CENELEC] sorumlu tutulamaz.

Bu standard EN ISO 14501:1998 standardinin yerini alir.

CEN/CENELEC ¢ Yénetmeliklerine gére, bu Avrupa Standardinin ulusal standart olarak uygulamaya
alinmasindan sorumlu ulusal standart kuruluslarinin tlkeleri sirasiyla; Almanya, Avusturya, Belgika, Birlesik
Krallik, Bulgaristan, Cek Cumhuriyeti, Danimarka, Estonya, Finlandiya, Fransa, Hollanda, irlanda, ispanya,
Isveg, Isvicre, Italya, izlanda, Kibris, Letonya, Litvanya, Liikksemburg, Macaristan, Malta, Norveg, Polonya,
Portekiz, Romanya, Slovakya, Slovenya ve Yunanistan’dir.

Onay bilgisi

ISO 14501:2007 metni CEN tarafindan higbir degisiklik yapmadan EN ISO 14501:2007 olarak Kabul
edilmigtir
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Onsoéz

ISO (Uluslararasi Standardizasyon Kurulusu) ulusal standard kuruluslarinin (ISO ulke kuruluslar) dinya
capinda federasyonudur. Uluslararasi Standard hazirlama galismasi normalde ISO teknik komiteleri araciligi
ile yapilir. Teknik komitenin kurulmasini saglayan konu ile ilgilenen her bir Gyenin o teknik komitede temsil
edilme hakki vardir. ISO ile isbirligi igindeki resmi ya da hukimet disi uluslararasi kuruluglar da,
galigmalarda yer alabilir. 1SO, elektroteknik standardizasyonla ilgili tim konularinda Uluslararasi
Elektroteknik Komisyonu (IEC) ile yakin isbirligi icinde ¢aligir.

Uluslararasi Standardlar, ISO/IEC Direktifleri Bolum 3’te verilen kurallara uygun olarak kaleme alinir.

Teknik komitelerin ana gorevi, Uluslararasi Standard hazirlamaktir. Teknik komitelerin kabul ettigi Taslak
Uluslararasi Standardlar, oylama igin Uye Uulke kuruluslarina goénderilir. Bir Uluslararasi Standardin
yayinlanmasi igin oy veren Uye ulkelerin en az % 75'inin onayi gerekir.

Bu dokiimanin bazi kisimlarinin patent haklarina konu olabilecegine dikkat edilmelidir. Bu tur herhangi bir ya
da tim patent haklarinin belirlenmesi durumunda ISO sorumlu tutulamaz.

ISO 14501 IDF 171; ISO/TC 34, Gida urunleri, Teknik Komitesi, SC 5, St ve st urunleri Alt Komitesi ve
Uluslararasi Sitgllik Federasyonu (IDF) tarafindan hazirlanmigtir. ISO ve IDF tarafindan ortaklagsa
yayinlanmgtir.

ISO 14501 IDF 177’in bu ikinci baskisi teknik olarak gézden gegirilmis olan ilk baskisini (ISO 14501:1998)
iptal eder ve ilk baskinin yerine gecer.
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Onso6z

IDF (Uluslararasi Siitgiiliikk Federasyonu) her lye (lkede bir Ulusal Komite ile sitgllik sektériiniin diinya
¢apinda bir federasyonudur. Her Ulusal Komite teknik calismalari gergeklestiren IDF Daimi Komitesinde
temsil edilme hakkina sahiptir. IDF, sut ve st Urlnleri igin analiz ve numune alma yontemlerinin
gelistiriimesinde ISO ile isbirligi yapar.

Aksiyon Takimlari ve Daimi Komiteler tarafindan kabul edilen Taslak Uluslararasi Standartlar, oylama igin
Ulusal Komitelere gonderilir. Uluslararasi Standart olarak basim, oy veren IDF Ulusal Komitelerinin en az
%50’sinin onayinin alinmasini gerektirir.

Bu dokimanin bazi unsurlarinin patent hakkina konu olabilecegine dikkat edilmelidir. Bdyle bir patent
hakkinin belirlenmesi durumunda, IDF sorumlu tutulamaz.

ISO 14501 IDF 171; ISO/TC 34, Gida urinleri, Teknik Komitesi, SC 5, Siit ve sit trlnleri Alt Komitesi ve
Uluslararasi Sutculik Federasyonu (IDF) tarafindan hazirlanmigtir. ISO ve IDF tarafindan ortaklasa
yayinlanmistir.

Tdm galisma, Birlesmis IDF-ISO Katki maddeleri ve atiklar icin analitik ydontemler Daimi Komitesinin Organik
atiklar Aksiyon Takimi tarafindan proje lideri Mr. L. Sgrensen (DK) himayesinde yuratulmastar.

ISO 14501 IDF 171’in bu baskisi teknik olarak gozden gegirilmis IDF 171:1995’i iptal eder ve onun yerine
geger.
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ULUSLARARASI STANDARD ISO 14501: 2007(E)

Siit ve siit tozu - Aflatoksin m1 muhtevasi tayini- imnunoafiniti
kromatografi ile temizleme ve yiiksek performansh sivi kromatografi ile
tayini

1 Kapsam

Bu standard, sutln ve sut tozunun, aflatoksin My muhtevasinin tayini igin bir yéntemi kapsar. Yéntemin en
dusik gegerlilik seviyesi, tam yagh sut tozlari igin 0,08 ug/kg iken, sit tozundan hazirlanmis st igin bu
deger, 0,008 pg/L'dir. Bu yontem, yag muhtevasi dusuk sutlere, yagr alinmis sutlere, dusuk yag muhtevali
sit tozuna ve yagdi alinmis sit tozlarinin tamamina uygulanabilir.

Uyarilar

1. Bu dokiimanda tanimlanan yoéntem aflatoksin M; ¢ozeltilerinin kullanimini gerektirmektedir.
Aflatoksinler insanlar igin kanserojendir. Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi tarafindan
yapilan bilgilendirmelere dikkat edilmelidir.”" !,

2. Analizlerin yapildigi laboratuvari giin isigindan yeterince koruyunuz ve aflatoksin standart
¢ozeltilerini, 6rnegin alliminyum folyo kullanarak igiktan koruyunuz.

3. Sulu aflatoksin gozeltileri igin asitle ylkanmamis (asitsiz yikanmig) cam malzemelerin (mesela,
tiipler, ampuller, balonlar, beherler, siringalar) kullanimi, aflatoksin kaybina sebep olabilir.
Bunlara ilaveten, yeni bir takim laboratuvar cam malzemeleri aflatoksinin sulu ¢ozeltileri ile temas
edecekse bu malzemelerin, birka¢ saat siireyle seyreltik asit icine (mesel3, siilfiirik asit 2 mol/L)
daldirnlip bekletilmesi gerekir. Bunlar daha sonra asit kalintilarinin tamaminin giderilmesi igin
damitik su ile iyice galkalanmalidir (pH’nin 6 - 8 arasinda kaldigindan emin olmak igin kontrol
edilmelidir).

4. Kati bilesikler, organik g¢oziiclideki ¢ozeltiler, su ile hazirlanmig ¢ozeltiler ve dokilmeler gibi
laboratuvar atiklari icin ve kanserojen malzemelerle temas etmis cam malzemeler icin aritma
(dekontaminasyon) prosediiriinii kullaniniz. Uluslararasi Kanser Arastirmalar Ajansi tarafindan
uygun arindirma prosediirleri gelistirilmis ve dogrulanmlgtlr[‘“’ B,

2 Terimler ve tarifler
Bu standardin amagclari bakimindan ISO 10993-1°'de verilenlerle birlikte asagidaki terimler ve tarifler
gecerlidir.

2.1 Aflatoksin My muhtevasi
Bu standardda belirtilen isleme gore tayin edilen maddelerin derisimi veya kutle kesri.

Not - Aflatoksin M, derigimi litrede mikrogram ve kiitle kesiri kilogramda mikrogram olarak ifade edilir.

3 Prensip
Deney numunesi bir immunoafiniti kolonundan gegirilerek, aflatoksin M; ekstrakte edilir. Kolon, kati bir
destek madde Uzerine baglanmis belirli antikorlari ihtiva eder. Numune, s6z konusu kolondan gecerken,
antikorlar, secimli olarak ortamda mevcut herhangi bir aflatoksin Ms’e (antijen) baglanir ve bir antikor-antijen
kompleksi olusur.

Bigimlendirilmis: Sol: 56,7
nk, Sag: 56,7 nk, Ust: 70,9
nk, Alt: 56,7 nk, Ustbilginin
kenara uzakhgi: 42,55 nk,
Altbilginin kenara uzakligi:
42,55 nk
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Numune matrisinin diger bitin bilesenleri su ile kolondan yikanir. Daha sonra aflatoksin M4, kolondan elue
edilir ve eluat toplanir. Bu eluattaki mevcut aflatoksin My miktari, florimetrik dedektorlu yiksek performans
sivi kromatografi (HPLC) ile tayin edilir.

4 Reaktifler

Aksi belirtiimedikge, deneylerde analitik safliktaki reaktiflerle, damitik su veya demineralize su ya da esdeger
safliktaki su kullanilir.

4.1 Immunoafiniti kolonu

immunoafiniti kolonu, aflatoksin Mye karsi antikor igermelidir. Kolonun en yiiksek kapasitesi 100 ng
aflatoksin My’den daha az olmamali (bu deger 50 mL deney numunesi tatbik edildiginde, 2 ug/L’ye karsilik
gelir) ve 4 ng toksin ihtiva eden bir standard ¢ozelti kolona uygulandiginda alfatoksin My’in geri kazanimi
% 80’den daha az olmamalidir (bu deger 50 mL numune uygulandiginda 80 ng/L’'ye karsilik gelir).
Yukarida belirtilen nitelikleri sadlayan herhangi bir immunoafiniti kolonu kullanilabilir. Kolonlarin
performansi, kolonlarin her partisi icin en az bir kere olmak tUzere dizenli olarak kontrol edilmelidir (Madde
4.1.1 ve Madde 4.1.2).

4.1.1 Kapasite kontroli

1,0 ml aflatoksin M, standart stok gézeltisi (4.4.2) su ile 50 ml'ye seyreltilir. lyice kanstirilir ve Uretici
tarafindan kolonun kullanimi igin verilen talimatlara goére bitiin hacim immuno-affinite kolonuna dikkatlice
uygulanir. Kolon yikanir ve toksin aynistirilir. Son siizintiinin uygun bir derigsimi hazirlandiktan sonra
kolondan ayristirilan aflatoksin My miktari HPLC ile tayin edilir.

Aflatoksin igin kapasite hesaplanir. Sonuglar 4,1’de verilen gerekliliklerle karsilastirilir.

4.1.2 Geri kazanimin kontroli

0,005 pg/mL’lik aflatoksin M4 galisma ¢ozeltisinden (Madde 4.5.3) 0,8 mL, bir pipet yardimiyla alinarak, suyla
10 mlL'ye seyreltilir. lyice karistirilir ve toplam hacim, immunoafiniti kolonuna uygulanir. Kolonun
kullaniminda, imalatginin verdigi tavsiyelere uyulmasina dikkat edilmelidir. Kolon yikanir ve toksin elue edilir
ve nihai eluatin uygun sekilde seyretiimesinden sonra, kolonda tutulan toksin miktari HPLC yardimiyla
belirlenir. Aflatoksin geri kazanim degeri hesaplanir. Sonug, Madde 4.1’de verilen degerlerle karsilastirilir.

4.2 Asetonitril, saf, HPLC kalitesinde

4.2.1 Asetonitril % 25
750 ml suya 250 ml asetonitril (4.2) eklenir ve karistirilir. Ayni orandaki diger hacimler de kullanilabilir.
Cozelti (eluent) kullanilmadan 6nce gazi giderilmelidir.

4.2.2 Asetonitril, % 10

900 ml suya 100 ml asetonitril (4.2) eklenir ve karistirilir. Ayni orandaki diger hacimler de kullanilabilir.
Cozelti kullanilmadan 6nce gazi giderilmelidir.

4.3 Azot gazi
4.4 Aflatoksin M, standard g¢ozeltileri

4.4.1 Aflatoksin M, standart Kalibrasyon ¢ozeltisi
Aflatoksin My’in kloroformdaki standard ¢ozeltisi, 10 ug/mL’lik anma derigiminde olan.

Derisim, en yuUksek absorpsiyon igin ilgili dalga boyunda, absorbansinin asagidaki sekilde olgiimesiyle
belirlenir.

Spektrometre (Madde 5.14) kullanilarak, tanik olarak kloroforma karsi 330 nm ve 370 nm dalga boylari
arasinda kalibrasyon gozeltisinin absorbansi kaydedilir. 350 nm dalga boyuna yakin en blyik absorbansin
Amax 0ldugu dalga boyunda absorbans, A, élgulur.

Derigim, C4, mililitrede mikrogram olarak, asagidaki esitlikten (1) hesaplanir:

100 | Degistirilmis Alan Kodu |
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A: Amax daki absorbansin sayisal degeri;

M: Aflatoksin M1'in mol kiitlesi, gram/mol (=328 g/mol);

d: Optik yol uzunlugu, cm (d=1 cm);

& Asetonitrildeki toksinin absorpsiyon katsayisinin sayisal degeri, m%2/mol (¢ =1 985 m2-mol-1)

4.4.2 Aflatoksin M1 standart stok ¢ozeltisi

Yogunlugu kontrol edildikten sonra, aflatoksin M, standart kalibrasyon ¢ozeltisi (4.4.1) asetonitril (4.2) ile
seyreltilerek 0,1 pg/mL aflatoksin M, standart stok ¢ozeltisi hazirlanir. Standart stok ¢ozeltisi iyice agzi
kapatiimis ve isiktan korumak igin aliiminyum folyo ile sariimis olmalidir.

Aflatoksin M, standart stok ¢ozeltisi buzdolabinda 1°C ile 5°C arasinda, karanlikta saklanmalidir. Bu kosullar
altinda stok ¢ozeltisi en az 2 ay dayanikhdir. Standart stok ¢ozeltisi 2 aydan daha eski ise, kullanmadan
once aflatoksin M; yogunlugu belirlenir. Herhangi bir degisiklik varsa, g¢ozelti imha edilmeli ve taze bir
standart stok ¢ozeltisi hazirlanmalidir.

4.4.3 Aflatoksin M, standard ¢calisma ¢ozeltileri

Aflatoksin M, standart calisma ¢ozeltileri hazirlanmadan dnce standart stok ¢ozeltisinin (4.4.2) ortam
sicakligina gelmesi beklenir. Standart galisma ¢ozeltileri glinlik olarak hazirlanmalidir.

Aflatoksin M, standart stok cozeltisi (4.4.2) %10 asetonitril ¢ozeltisi (4.2.2) ile aflatoksin M4 derigimi 0,005
pug/mL olacak sekilde seyreltilir.

Stok ¢ozeltisinden pargalar ayrilir ve bu parcalar %10 asetonitril gozeltisi (4.2.2) ile seyreltilerek 0,05 ng/ml,
0,10 ng/ml, 0,20 ng/ml, ve 0,40 ng/ml aflatoksin M igeren bir seri standart galisma ¢ozeltileri hazirlanir.
Enjeksiyon hacmine bagl olarak diger son derigimler de secilebilir.

5 Cihaz ve malzemeler
Genel laboratuvar cihaz ve malzemeleri ile 6zellikle asadida belirtilenler :

5.1 Tek kullanimlik siringalar, 10 mL ve 50 mL kapasiteli.

5.2 Vakum sistemi (mesela Biichner balonu, Vac-Elute sistemi" veya peristaltik pompa).
5.3 Santrifiij, 2000 g radyal ivmeyi olusturabilen.

5.4 Pipetler, 1,0 mL, 2,0 mL ve 50,0 mL kapasiteli.

5.5 Cam beher, 250 mL kapasiteli.
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5.6 Olgiilii balon, 100 mL kapasiteli.
5.7 Su banyolari, 30°C + 2°C, 50°C + 2°C ve 35°C ile 37°C arasinda caligilabilen.
5.8 Siizgeg kagidi (Whatman No.4" veya es degeri).

5.9 Olgiilii konik cam tiipler, tirash cam boyunlu ve kapakli, sirasiyla 5 mL, 10 mL ve 20 mL
kapasiteli.

5.10 HPLC cihazi, yaklasik 1 mL/min sabit hacimsel debi lretme kapasiteli bir pompa ve sabit veya
degisken enjeksiyon hacim dongusi ile birlikte 20 yL’den 500 uL’ye kadar enjeksiyon hacim kapasiteli bir
enjeksiyon sistemi ile donatiimis.

5.11 Ters farz HPLC analitik kolonu, 3 ym veya 5 um oktadesil silika dolgulu ve ters faz koruyucu
kolon ile birlikte

5.12 Floresans dedektor, 365 nm uyari ve 435 nm yayilim dalga boyu saglama ve uygun kromatografik
kosullarda enjekte edilen 0,02 ng aflatoksin My’i saptama (sinyal/guriltl orani:5) kapasiteli.

1) Vac-Elute sistemi ve Whatman, piyasadan temin edilebilir Grtinlere ornektir. Bu bilgiler kullaniciya
kolaylik amaciyla verilmigtir. ISO’nun ve TSE’nin bu Urunleri onayladigi anlami tagimaz.



ICS 67.100.10 tst EN ISO 14501: 2008-05
EN ISO 14501: 2007

5.13 Seritli kayit cihazi, yazici veya ¢izici ile veya elektronik entegrator ile veya bilgisayar tabanl veri
isleme sistemi ile birlikte.

5.14 Spektrofotometre, 200 nm’den 400nm’deki dalga boylarinda élgme kapasiteli ve 1 cm igik yoluna
sahip quartz spektro kuveti ile birlikte.

5.15 Hassas terazi, 0,01 g 6lgme kapasiteli.

6 Numune alma
Laboratuvara temsili bir 6rnek génderilmis olmalidir. Tagima veya depolama sirasinda zarara ugramis veya
degismis olmamalidir.

Numune alma bu Uluslararasi Standartta bahsedilen metodun bir pargasi degildir. Tavsiye edilen bir numune
alma metodu ISO 707 IDF 50’de verilmigtir.

7 lislem

islem sirasinda miimkiin oldugunca giin 1si§indan korunmaya c¢alisiimalidir.

Sit tozunun sivi hale getirilmesi, afiniti kolonuna uygulanmasi, kolonun yikanmasi ve elisyon yontemleri,
kolon imalatgilari arasinda ¢ok az farkhlik géstermektedir. Kolonlarla birlikte verilen 6zel talimatlar kesin
olarak takip edilmelidir.

7.1 Deney numunelerinin hazirlanmasi

7.1.1 Sit

St numunesi, su banyosunda (Madde 5.7) 35°C - 37°C arasinda isitilir. Sit, ya slizge¢ kagidindan
(Madde 5.8) slzulur (gerekirse birkag stizge¢ kullanilir) veya 15 dakika sureyle 2000 g'lik radyal ivmede
santrifljlenir. Hazirlanan sitten en az 50 mL toplanir. Madde 7.3'de belirtildigi sekilde islemlere devam edilir.

7.1.2 Siit tozu

10 g’'lik numune, 250 mL’lik bir behere (Madde 5.5) 0,01 g yaklagimla tartilarak alinir. 50°C’a 6n isitiimis
sudan 50 mL alinir ve sut tozu Uzerine azar azar ilave edilir. Karistirma bageti kullanarak, homojen bir
karigim elde edilene kadar, karistirilir.

St tozu tamamiyla ¢éziinmez ise, beher su banyosu (Madde 5.7) Gzerine konur, 50°C sicaklikta en az 30
dakika bekletilir. Dikkatlice karistirilir.

Sit tozu ¢ozeltisinin 20°C - 25°C’a kadar sogumasi igin bekletilir ve daha sonra ¢ok az miktarda su
kullanarak 100 mL’lik 6lglli balona (Madde 5.6) tamamiyla aktarilir. Suyla, 100 mL isaret gizgisine kadar
seyreltilir. Sut tozundan elde edilen sut, suzge¢ kagidindan (larindan) (Madde 5.8) yeterince stzulur veya 15
dakika slreyle 2000 g'lik ivmede santrifujlenir. Hazirlanan sitten en az 50 mL alinir. Madde 7.3'deki
islemlerle deneye devam edilir.

7.2 immunoafiniti kolonunun hazirlanmasi
immun_oafiniti kolonunun (Madde 4.1) st kismina tek kullanimlik 50 mL’lik siringa (Madde 5.1) haznesi
takilir. Immuno-affinite kolon vakum sistemine (Madde 5.2) baglanir.

7.3 Numunenin ekstraksiyonu ve saflagtiriimasi

Hazirlanan deney numunesinden (Madde 7.1.1 veya Madde 7.1.2) 50 mL’lik kisim bir pipetle alinarak 50
mL’lik siringa haznesine konur (Madde 5.2) ve vakum sistemi (Madde 5.2) yardimiyla hacimsel akis hizi
kontrol edilmek suretiyle, 2 mL/min - 3 ml/min yavas ve kararli bir akis hizinda immunoafiniti kolonundan
gegirilir.

50 mL’lik siringa haznesi gikarilir, yerine 10 mL’lik bir siringa haznesi takilir. Kolon 10 mL su ile yikanir. Su,
kolondan kararli, hacimsel akis hizinda gegirilir. Kolon yikandiktan sonra, tamamiyla kuruyana kadar iginden
hava gegirilir.
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Kolon, vakum sisteminden ayrilir. 10 mL’lik siringa kullanilarak kolondan 4 mL asetonitrii (Madde 4.2)
gegcirilirek aflatoksin M, yavasca elue edilir. Asetonitrilin kolondan gegisi 60 s’de olmalidir. Akis hizi, siringa
pistonu ile ayarlanir. Eluat, konik tiupte (Madde 5.9) toplanir. Cok yavas bir azot (Madde 4.3) akisi
kullanilarak, 30°C’da eluat hacmi, Ve, 20 pL - 500 uL’ye azaltilir.

Uyan - Tamamiyle kuruluga kadar buharlastiriima halinde, madde kayiplari olabilir.
V¢ = 10V,, olacak sekilde seyreltilir (yani, suyla 500 pL - 5000 uL’ye; bakiniz Not).

Not - Enjekte edilen aflatoksin M, ihtiva eden ekstraktin asetonitrii muhtevasi, % 10 (v/v) sinir degeri
asarsa, HPLC kromotograminda pik genislemesi gorulur. Bununla beraber % 90 (v/v) Gzerindeki su
muhtevasinin pikin gériminde etkisi yoktur [8].

7.4 Yuksek performansh sivi kromatografi

7.4.1 Pompanin ayarlanmasi

Eluent (Madde 4.2.1) sabit hacim akis hizinda, HPLC kolonuna pompalanir. Gerekirse (kullanilan kolonun
tipine bagl olarak) HPLC eluentinin (Madde 4.2.1) asetonitril-su orani; aflatoksin My’in diger ekstrakte edilen
bilesiklerden en uygun sekilde ayirimini saglamak Gizere ayarlanabilir.

Not - Eluentin (Madde 4.2.1) hacimsel akis hizi, kolona da (Madde 5.11) baglidir. Klasik kolonlar igin
(yaklasik olarak 25 cm uzunlukta ve yine yaklasik olarak 4,6 mm i¢ g¢apinda olanlar) kilavuz
mahiyetinde yaklasik 1 mL/dakikalik hacimsel akis hizi uygun sonuglar verirken, i¢ ¢api 3 mm olan
HPLC kolonlari igin ise, bu deger 0,5 mL/dakikadir.

Ayri ve aflatoksin M4 standard ¢ozeltisi (Madde 4.4.3) ile birlikte enjekte edilen numune ekstrakti (tercihan
aflatoksin My ihtiva etmeyen) kullanilarak, uygun sartlarin belirlenmesi tavsiye edilir.

7.4.2 Kromatografik performans

Standard ¢ozeltinin (Madde 4.4.3) enjeksiyonunun dogrulugu ve kromatografik sistemin kararliligi, kontrol
edilmelidir. Kararli pik alanlari veya kararli pik ylkseklikleri elde edilene kadar, aflatoksin M, standard
cOzeltisi (sabit miktarda) tekrar tekrar enjekte edilir. Ardigik enjeksiyonlarda, pik alaninda veya pik
yuksekliginde %5’den daha fazla farkhlik olmamalidir.

Aflatoksin My’in alikonma siiresine tepkisi, sicakliga bagldir. Bu nedenle, teshis sistemindeki sapmalar telafi
etmek igin, sabit miktarda aflatoksin M, standart calisma ¢ozeltisi (Madde 4.4.3) duzenli araliklarla enjekte
edilir. Gerekirse, standart galisma gozeltisi igin elde edilen sonuglar gézlenen kayma igin dogrulanabilir.

7.4.3 Aflatoksin M/’in kalibrasyon egrisi

Enjeksiyon halkasina bagli olarak, sirasiyla 0,05 ng, 0,1 ng, 0,2 ng ve 0,4 ng aflatoksin M, ihtiva eden,
aflatoksin M, standard ¢ozeltileri (Madde 4.4.3), uygun hacimlerdea art arta enjekte edilir. Enjekte edilen
aflatoksin My’in kitlesine karsi, pik alani veya pik yiksekliginin isaretlenmesiyle bir kalibrasyon egrisi gizilir.

7.4.4 Saflagtinimis ekstraktlarin analizi ve enjeksiyon semasi

Eluatin (Madde 7.3) uygun, Vi, hacmi, enjeksiyon halkasi yardimiyla HPLC cihazina enjekte edilir. Standard
goOzeltiler icin olan sartlarin aynisi uygulanarak mevcut aflatoksin My’in tamami ayrilir. Belirlenen enjeksiyon
semasina gore ekstrakt ornekleri ve standard ¢ozeltilerin enjeksiyonu yapilir.

Bir seri eluat numunesi birbiri arkasindan enjekte edilecekse, eluat numunesinin her bes enjeksiyonu
sonrasinda standard aflatoksin M4 ¢dzeltisinin enjeksiyonunun yapilmasi tavsiye edilir.

Eluat numunesinin aflatoksin M pik yiksekligi veya alani belirlenir. Kalibrasyon grafiginden, ekstrakte edilen
numunenin enjekte edilen hacmindeki aflatoksin M, kitlesi, nanogram olarak belirlenir.

Eluat numunesindeki aflatoksin My'in pik alani veya pik yiiksekligi en yiiksek derisimli standard ¢ozeltisinin
pik alani veya pik yuksekliginden daha blyiikse eluat, kantitatif olarak suyla seyreltilir ve HPLC cihazina
seyreltilmis eluat ¢ozeltisi yeniden enjekte edilir.
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8 Sonuglarin hesaplanmasi ve gosterilmesi
8.1 Siit

8.1.1 Hesaplama
Deney numunesinin aflatoksin M, iceridi yogunluk olarak, c, mikrogram/litre cinsiden esitlik (2) kullanilarak

hesaplanir:
c=max(@)x(5)
e i T @
™Ma = Ornek slizlintlinin aflatoksin M, pik alanina veya yiksekligine karsilik gelen aflatoksin M, kitlesi,
nanogram

8.1.2 Sonuglarin gosterilmesi
Sonuglar, virglilden sonra tg¢ basamakli olarak litrede mikrogram cinsinden gosterilir.

8.2 Siit tozu

8.2.1 Hesaplama
Numunenin aflatoksin My igerigi kitle kesiri olarak, w, mikrogram/kilogram cinsinden Denklem (3) kullanilarak

hesaplanir:

W= x(‘}}x(l }xf‘

N U7 2 T @
MM = Hazirlanan deney érneginin (7.3) 50 ml'sindeki sut tozu miktar,, gam

8.2.2 Sonuglarin gosterilmesi
Sonuglar, virgulden sonra G¢ basamakli olarak kilogramda mikrogram cinsinden gdsterilir.

9 Kesinlik

9.1 Laboratuvarlar arasi test

Laboratuvarlar arasi testlerden elde edilen tekrarlanabilirlik ve tekrar Uretilebilirlik degerleri ISO 5725-1 ve
ISO 5725-2’e uygun olarak belirlenir. Testin detaylari Ek A’da 6zetlenmistir.

Elde edilen degerler, verilen yogunluk araligi ve matrislerin diginda uygun olmayabilir.

9.2 Tekrarlanabilirlik

Ozdes deney maddeleri lizerinde ayni metot kullanilarak, ayni laboratuvarda, ayni kisi tarafindan, ayni cihaz
kullanilarak, kisa bir zaman aralidi iginde elde edilmis iki bagimsiz test sonucu arasindaki mutlak fark,
durumlarin en fazla %5’indeTablo A.1.’de verilen de@erlerden blyik olabilir.

9.3 Uyarlik

Ozdes deney maddeleri (izerinde ayni metot kullanilarak, farkli laboratuvarlarda, farkli kigiler tarafindan,
farkh cihazlar kullanilarak elde edilmis iki bagimsiz test sonucu arasindaki mutlak fark, durumlarin en fazla
%5’indeTablo A.1.de verilen de@erlerden blyik olabilir.

| Degistirilmis Alan Kodu

Degistirilmis Alan Kodu

Degistirilmis Alan Kodu

[ Degistirilmis Alan Kodu
[ Degistirilmis Alan Kodu

U

| Degistirilmis Alan Kodu

[ Degistirilmis Alan Kodu

| Degjistirilmis Alan Kodu
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10 Deney raporu’

Deney raporu sunlari belirtmelidir:
a) Numunenin tam tanimi igin gerekli tim bilgiler;
b) Eger biliniyorsa numune alma metodu;

c) Kullanilan deney metodu, bu Uluslararasi Standarda atif yapilarak;

d) Bu Uluslararasi Standartta belirtiimeyen tim c¢alisma detaylari, ya da tercihen, sonuglar
etkileyebilecek herhangi bir olayin tim detaylari ile birlikte;

e) Elde edilen deney sonuglari ve eg@er tekrarlanabilirlik kontrol edildiyse, belirtilen son elde edilmis
sonuglar
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" TSE Notu: Deney raporu, burada istenilen bilgilere ilaveten, TS EN ISO/IEC 17025'de verilen bilgileri de
ihtiva edecek sekilde diizenlenebilir.
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Ek A
(Bilgi amaglh)
Laboratuvarlar arasi deney sonuglari
16 laboratuvarin katildigi uluslar arasi laboratuvarlar arasi deneyler, disik yagh (kitle kesri %1) ve ylksek
yagl (kutle kesri % 28) sut tozu numunelerinde yapilmistir. Ikinci numuneler, referans malzemelerin [6]

hazirlanmasinda kullanilan siit tozu parti kalintilari olup, bunlarin alfatoksin My muhtevalari bilinmekteydi.

Sit tozu igin kirlilik seviyeleri, 0,08 pg/kg’dan 0,6 pg/kg’a kadar degismektedir. Bu aralik, sit tozundan
hazirlanan sut igin 8 ng/L - 60 ng/L’dir.

ISO 5725-1 ve ISO 5725-2'ye [2, 3] uygun sekilde kesinlik verileri elde etmek igin, istatistiksel analize tabt
tutulan sonuglar, Cizelge A.1’de gosterilmistir.

Not - Bu deneyden elde edilen veriler, kaynak [7] ve [8] de yayinlanmistir.

Cizelge A.1 - Kesinlik verileri

Ornek 1 2 3 4 5
Katilan laboratuvarlar ® 12 14 13 11 14
Ortalama, W (ughkg) | 0,081 | 0,150 | 0,080 | 0,202 | 0,580 | | Degistirilmis Alan Kodu
Tekrarlanabilirligin standart sapmasi, Sy (ug/kg) 0,008 | 0,022 | 0,005 | 0,010 | 0,073
Tekrarlanabilirlik degeri, r = 2,8Sy, pug/kg 0,023 | 0,060 | 0,015 | 0,027 | 0,203
Tekrarlanabilirligin degisim katsayisi, CV(r), % 9,9 14,0 6,8 4,7 12,5
Uyarlik standart sapmasi, sg, ug/kg 0,019 0,035 0,015 0,022 0,110
Uyarlik degeri, R = 2,8sg, pg/kg 0,052 | 0,098 | 0,041 | 0,061 | 0,310
Uyarlik degisim katsayisi, CV(R), % 23 22,7 18,3 10,8 19,1
@ Laboratuvarlar Cochran testi ve/veya Grubbs outlier testi kullanilarak elenmistir.

10
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(1]
(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

(7]

(8]
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