GIDA VE YEMLERDEKI MiKOTOKSIN VE BITKI TOKSINLERININ
TANIMLANMASINA iLISKIN KILAVUZ

GIRIS

Tanimlama, gida ve yemdeki mikotoksinlerin ve bitki toksinlerinin dogrulayici analizinin

ayrilmaz bir parcasidir. Bu belge, diger alanlardaki mevcut kriterler ve literatiir verileri

dikkate alinarak olusturulmus ve tartisilmistir. Metodun gegerli kilinmasi ve numune analizi

sirasinda dikkate alinmasi gereken tanimlama igin rehberlik kriterleri saglar. Bu kilavuz,

Numune Alma ve Analiz Metodu Kriterleri Tebliglerindeki “Dogrulama metotlari i¢in 6zel
gereklilikler 1 tamamlar.

TANIMLAMA GEREKSINIMLERI

Mikotoksinlerin ve bitki toksinlerinin tanimlanmasi i¢in, kiitle spektrometresi ile birlestirilmis
kromatografi tercih edilen metottur. Alternatif olarak floresan dedektorlii sivi kromatografisi,
yalnizca numune hazirlama sirasinda hedeflenen toksin(ler) icin segici bir immiinoafinite
bazli saflagtirma Kkullanildiginda uygulanabilir. UV veya FID tespitine dayali metotlarin
kullanilmasi tavsiye edilmez, ancak yeterli seciciligin gosterildigi halihazirda ortaya konmus
metotlar kullanilmaya devam edilebilir, bu tipik olarak patulin ve deoksinivalenol ve ayrica
GC-FID ile tespit edilen erusik asit i¢in gegerlidir.

Asagida verilen kriterler, dogru tanimlamay1 elde etmek i¢in kargilanmasi gereken varsayilan
kilavuz kriterlerdir. Metodun gegerli kilinmasi1 sirasinda, standart eklenmis numuneler veya
sertifikali referans malzemeler kullanilarak metodun konsantrasyon araligi dahilinde
kriterlerin karsilandigi dogrulanmalidir. Bu, sonuglarin raporlanacagi en diisiik seviyeyi ve
yasal maksimum seviyeleri igermelidir. Ayrica, kor numuneler i¢in yanlis pozitif
tanimlamalarin elde edilmedigi dogrulanmalidir.

KROMATOGRAFI iCIN GEREKLILIKLER

Incelenen analit i¢in kabul edilebilir minimum alikonma siiresi, kolonun 6lii hacmine karsilik
gelen alikonma siiresinin iki kat1 olmalidir. Ornek ekstraktindaki analitin alikonma siiresi,
hem gaz kromatografisinde hem de (ultra) yiiksek performansli sivi kromatografisinde
((UHPLC) £0,1 dakikalik bir toleransla ayni sirayla Olgiilen kalibrasyon standartlarinin
ortalamasima karsilik gelmelidir. Klasik HPLC ve/veya izokratik akis i¢cin +0,1 dakika
kriterinin ¢ok zorlayict oldugu durumlarda +0,2 dakika veya yar1 yiikseklikteki pik
genisliginin +%50's1 kabul edilebilir.

Bir analitin (internal standart) 13C-izotop ile isaretlenmis bir analogunun numuneye veya
ekstrakta eklenmesi durumunda, analitin alikonma siiresi +0,05 dakikalik bir toleransla
isaretlenmis internal standardininkine karsilik gelmelidir.

FLORESAN TESPIT ICIN GEREKLILIKLER

Bu, dogal floresan sergileyen molekiiller ve doniisiim ya da tiirevlendirme sonrasinda floresan
sergileyen molekiiller i¢in gecerlidir. Kromatografik kosullarla birlikte ekzitasyon ve emisyon
dalga boylarinin se¢imi, kdr numune ekstraktlarinda girisim yapan bilesenlerin olusumunu en
aza indirecek sekilde yapilmalidir. Ekzitasyon ve emisyon dalga boyu arasinda en az 50
nanometre olmalidir. Kromatogramdaki maksimum en yakin pik, belirlenen analit pikinden
analit pikinin maksimum yiiksekliginin %10'unda en az bir tam pik genisligi ile ayrilmalidir.



KUTLE SPEKTROMETRIK TESPIT iCIN GEREKLILIKLER

Tanimlama, uygun iyon se¢imine dayanir. Analiz edilen matriksteki analit i¢in ve ilgili
konsantrasyon araliginda yeterince secici olmalidirlar. Molekiiler iyonlar, (de)protonlanmis
molekiiller veya eklentiler oldukca karakteristiktir ve miimkiin oldugunda O&lgiim ve
tanimlama prosediiriine dahil edilmelidir. Genel olarak ve oOzellikle tek asamali birim
¢oztintirliklii  (single-stage unit resolution) MS'de, yiikksek m/z iyonlar1 disiik m/z
iyonlarindan daha secicidir (6rn. m/z <100). Bununla birlikte, su kaybi, ortak bilesenler veya
eklenti kaybindan kaynaklanan yiiksek kiitleli m/z pargalanma iyonlar1, genellikle daha az
spesifik olduklari i¢in ¢ok az kullanilabilir ve bu nedenle tanimlama amaglari i¢in daha az
yararli olabilirler. Tanimlama igin iyon se¢imi arka plan girisimlerine bagli olarak degisebilir.
Yiiksek c¢oziinirlikli MS'de, analitin bir iyonunun segiciligi, ekstrakte edilen iyon
kromatogramini elde etmek icin kullanilan kiitle ekstraksiyon penceresinin (Mass extracton
window - MEW) darligi ile belirlenir. MEW ne kadar dar olursa segicilik de o kadar yiiksek
olur.

Tanimlama, iki veya daha fazla (bkz. Tablo 1) secici iyonun ekstrakte edilmis iyon
kromatogramlarinda gozlemlenen kromatografik piklere dayanmalidir. Pikler benzer bir pik
sekline sahip olmali, birbiriyle ortiismeli ve iyon orani (daha disiik alana sahip pikin yanitinin
daha yiliksek alana sahip pikin yanitina boéliinmesi olarak tanimlanir) ayni sekanstan
kalibrasyon standartlarinin ortalamasindan elde edilene gore %30 (bagil) icinde olmalidir.
Piklerin dedektoriin dogrusal aralig1 i¢inde olmasi ve en az 3 sinyal-giiriiltii (S/N) oranina
sahip olmas1 gerekir. Ekstrakte edilmis bir iyon kromatograminin énemli bir girisim kaniti
gdstermesi durumunda, tanimlama icin buna giivenilmemelidir.

Olgiilen iyonlarin secicilik derecesine ek olarak, kiitle spektrometrik tespitin farkli tiirleri ve
modlari, tanimlamadaki gilivenle ilgili olan farkli secicilik dereceleri saglar. Tanimlama igin
gereklilikler Tablo 1'de verilmistir. Bunlar, bir analitin varligint veya yoklugunu kanitlamak
icin mutlak kriterler olarak degil, rehberlik kriterleri olarak kabul edilmelidir.

Tablo 1. Farkli MS teknikleri igin tanimlama gereksinimleri*

MS dedektorii/Ozellikler Veri toplama | Tammmlama i¢in gerekenler
Coziiniirliik Tipik sistemler | (Acquisition) Minimum Ek olarak
(ornekler) iyon sayisi
Birim kiitle | Tek MS tam tarama | 3 iyon S/N >3@
¢Oziintrligi (SCAN),  smurlt Ekstrakte edilen iyon
(Unit mass | kuadrupol, m/z araligi, SIM kromatogramlarindaki
resolution) iyon-trap, TOF iyonlardan elde edilen
MS/MS Secilmis veya | 2 pargalanma | analit pikleri tamamen
¢oklu reaksiyon | iyonu ortiismelidir. Ornek
ti¢li kuadrupol, | izleme (SRM, ekstraktlarindan  elde
iyon-trap, Q- | MRM), ana-iyon edilen iyon orani, ayni
trap, izolasyonu  i¢in sekanstan elde edilen
Q-TOF, Q- | birim kiitle kalibrasyon
Orbitrap ¢ozlniirligiine standartlarinin
esit veya daha iyi ortalamasinin ~ +%30'u
kiitle ¢oziiniirligii (bagil) iginde olmalidir
Dogru  kiitle | Yiiksek Tam tarama, | kiitle S/N > 3@
6l¢timil coOziiniirlikli sinirlt m/z aralify, | dogrulugu < 5 | Cikarilan iyon

1 Kiitle spektrometrisi ile ilgili terimlerin tanimi i¢in bakiniz Murray et al. (2013) Pure Appl. Chem., 85:1515-1609



(Accurate mass | MS: SIM,  ana-iyon | ppm @29 olan | kromatogramlarinda
measurement) (Q-)TOF se¢imi olan veya | 2 iyon ana ve/veya pargalanma
(Q-)Orbitrap olmayan iyon(lar)indan gelen
parcalanma veya analit pikleri tamamen
bunlarin ortiismelidir. fyon
kombinasyonlari orani: ©

a) tercihen molekiiler iyon, (de)protonlanmis molekiil veya eklenti iyonu dahil

b) en az bir fragman iyonu igeren

¢) m/z <200 i¢in <1 mDa

d) Gorsel degerlendirmeye dayali olarak; giiriiltii olmamas1 durumunda, takip eden en az 5
taramada bir sinyal bulunmalidir

e) Veri toplama kosullarina bagli olarak, ozellikle genis ana-iyon se¢im pencereleri
durumunda daha yiiksek degiskenlik gozlemlenebilir. Bu nedenle, %30'u asan sapmalar
kabul edilebilir.

BELIRLI TOKSINLER iCiN HUKUMLER

Baz1 toksinler i¢in ¢oklu izomerler mevcuttur. Bunlar aynt MS/MS gegislerini verebilir, ancak
her zaman ayni iyon oranlarinda olmayabilir. Uygun alternatif gecisler mevcut olmadiginda
ve izomerler kromatografik olarak ayrilamadiginda, tanimlama i¢in iyon orami kriterlerini
karsilama konusunda sorunlar ortaya ¢ikabilir. Bu gibi durumlarda, +%30 bagil iyon orani
kriterinden sapmalar kabul edilebilir.

Bu durumun bilinen bir 6rnegi pirolizidin alkaloidlerinin belirli izomerleridir.




