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1. DSSZEFOGLALAS

Az Alternaria toxinoknak tébb mint hetven fajtaja létezik, de kutatok szerkezetileg
eddig még csak parat azonositottak koziliik. Jelen kézlemény célja egy majdnem
tiz éves folyamat bemutatasa, amelynek soran nemzetkozi szabvanyt dolgoztunk ki
ot Alternaria toxin élelmiszermintakbdl t6rténé szimultan vizsgalatara. Ez a hosszu
folyamat magaban foglalja a szabvany igényének a kialakulasat, a szabvanyositasi
palyazat kiirasan és elbiralasa mellett a modszer kidolgozasat, annak érvényesitését,
valamint dokumentaciodjat. A dolgozat foképp a vizsgalati médszer kialakitasara és
validalasara 6sszpontosit, amely a folyamat leghosszabb és legmunkaigényesebb
része, de az 6sszkép megértése végett az elsé és a végso lépések hangsulyozasa
szintén sziikséges. A szabvany kidolgozasa felel6sségteljes feladat mind a szabvanyt
késziték, mind pedig a szabvany validalasaban és annak dokumentacidjaban
résztvevok részérdl, a laboratériumok megrendeldi ugyanis a szabvanyos modszerek
hasznalatat varjak el téliik. Masfel6l az egyedi, sajat kidolgozasu médszereket valaszto
laboratériumokaszabvanymadszerreltorténd 6sszemérésiik soranbizonyosodhatnak
meg eljarasuk pontossagarodl és precizitasarol. A kozel tiz éven keresztiil zajlo
folyamatban az eredeti vizsgalati modszer tobb valtoztatason is atesett; ezeknek a
javitasoknak a célja a minél egyszeriibb és reprodukalhatébb eljaras volt. Igy jutottunk
el a szarmazékképzésen at az izotophigitasos tomegspektrometria alkalmazasaig.
Fontos hangsulyozni, hogy a szabvanyositas egyik célja az, hogy a jogszabalyokban
eléirt élelmiszerszennyezék vizsgalatdhoz egy megdfelelé vizsgalati maoédszer
alljon a hatdésagi laboratoriumok rendelkezésére, amely eljaras ugyan barmelyik
laboratérium szamara elérhetd, viszont kérdéses, hogy a vizsgalat koltsége fedezi-e
annak alkalmazasat. Ebbd6l adédik, hogy nem feltétleniil a legkoéltséghatékonyabb
vizsgalatot ajanlja a szabvany, ami a magan laboratéoriumokban konfliktust okozhat
a laboratérium szakmai és gazdasagi iranyitoéi kozott. Az Alternaria toxinokra
kidolgozott folyadékkromatografias izotophigitasos témegspektrometriai (LC-IDMS)
szabvanymaoddszer végso formajat valdszintileg 2021 végén foga jovahagyni és k6zoIni
az Eurdpai Szabvanyiugyi Bizottsag (CEN) (a szabvany a cikk bekiildése 6ta megjelent:
CEN EN 17521:2021 Foodstuffs - Determination of Alternaria toxins in tomato, wheat
and sunflower seeds by SPE clean-up and HPLC-MS/MS. A szerk.). A szabvany a
tenuazonsav (TEA), altenuane (ALT), alternariol (AOH), tentoxin (TEN) és alternariol
monometil éter (AME) meghatarozasat tartalmazza.

1 Mertcontrol Kit.
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2. Bevezetés

Vilagviszonylatban az Eurdpai Unién (EU) belll a legszigorubbak az élelmiszerekben jelenlévd természetes
(példaul névényi toxinok) vagy mesterséges (példaul maradékanyagok) szennyezékre vonatkozo
jogszabalyok, amelyek a szennyez6k maximalisan megengedett értékeit, hatarértékeit allati és ndvényi
eredetl élelmiszerekben vagy takarmanyokban szabalyozzak. Az EU 1881/2006-os rendelete tartalmazza
a mezdgazdasagi terményeken él6 penészgombak masodlagos anyagcsere termékeibdl élelmiszerekben
megjelend Un. mikotoxin- hatarértékeket [1]. A rendelet folyamatosan bdvil: mig kezdetben csak olyan
sKlasszikus” toxinok szerepeltek benne, mint a deoxinivalenol (DON), az aflatoxinok (B1, G1, B2, G2, M1),
a fumonizinek (B1 és B2) vagy a patulin, addig 2013-ra mar a T-2, HT-2, 2016-ra pedig a citrinin is helyet
kapott a szabalyozott toxinok rendeletében. A komponenskér folyamatosan bévil; a folyamatot megelézi
egy az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatésag (EFSA) részérél megfogalmazott tudomanyos vélemény,
valamint tovabbi hatastanulmanyok. Ezek figyelembe veszik mind a termelék gazdasagi szempontjait, mind a
toxinok rovid- és hosszutavu egészségligyi kockazatait. Az Alternaria toxinokra egyel6re nincs szabalyozas,
a megengedett hatarértékek ALT, AOH és AME vonatkozasaban 1 és 10 pg/kg kozott, a TEA és TEN
esetén pedig 10 és 1000 pg/kg tartomanyban varhatok. Az érintett élelmiszerek a gabonak (elsédlegesen a
buza), a paradicsom alapu élelmiszerek (paradicsomlé vagy -pUré) valamint a napraforgdmag és a hasonlé
alapanyagokbdl készUlt termékek [2].

Az Alternaria toxinokra vonatkozé EFSA jelentés ,Scientific Opinion on the risks for animal and public
health related to the presence of Alternaria toxins in feed and food” cimmel 2011-ben jelent meg [2],
és 97 oldalon keresztlil taglalja jelenlétiket a kildnféle élelmiszerekben, human és dllati egészségre
vonatkozo6 vizsgalatukat és lehetséges kockazatukat. A jelentés tovabbi célja felhivni a figyelmet a jovobeli
szabalyozasokra és egységes vizsgalati médszer kialakitasara. Ennek megfeleléen a CEN 2013 tavaszan
kiirt mikotoxin szabvanyositasi palyazataban palyazhaté szabvanyositasi eljarasként megjelent az Alternaria
toxinok buzabdl, paradicsombdl és napraforgd magbol folyadékkromatografids tandem témegspektrometriai
(LC-MS/MS) médszer segitségével térténd vizsgalata.

3. Kezdeti (laboratériumon beliili) vizsgalati médszer

A palyazat alapkdvetelménye szerint az aspirans laboratériumnak a ISO 17043 sz. szabvany szerinti érvényes
akkreditalt statusszal kell rendelkeznie, amely a jartassagi vizsgalatok szervezésére vonatkozik, valamint
egy jol definialt vizsgalati protokollt is jelent, amely teljesiti a laboratériumon bellili (Single Laboratory
Validation) validalasra vonatkozé analitikai teljesitményjellemzéket [3]. Ennek hianyaban a laboratériumnak
olyan eljarassal kell rendelkeznie, amelyet korabban laboratériumok kozti validalassal érvényesitettek.
Koltségvonatkozasa miatt az utébbi a ritkabb eset, viszont az ISO 17043 sz. szabvany kdvetelményeihez
képest sokkal hatékonyabban képes bizonyitani a mdodszer valddi reprodukdlhatésagat, ezzel szemben
az el6bbi validalas csupan a vizsgalat laboratoriumon bellli reprodukalhatésagat (Intermediate Precision)
mutatja.

Az European Commission Joint Research Centre (JRC, Geel, Belgium) az EU-n bellil mikédd Koézds
Kutatékdzpont, amely 2017-ig magaban foglalta az EU Mikotoxin Referencia Laboratériumat (EU-RL for
Mycotoxins). 2013-ban EU-RL mddszerként dolgoztak ki buza, paradicsomlé, valamint napraforgémag
esetében egy LC-MS/MS mddszert a kdvetkezé 6t, f6bb Alternaria toxinra (1. abra): tenuazonsav (TEA),
altenuane (ALT), alternariol (AOH), tentoxin (TEN) és alternariol monometil éter (AME) [4]. Az 6t toxin kozUl
a TEA-nak van a tébbi toxintél a legnagyobb mértékben eltéré szerkezete és fizikai-kémiai sajatossaga
(kelatképz6 tulajdonsag) [5]. Ennek megfeleléen a korabbi irodalmak a TEA [5], vagy pedig a tébbi toxin
meghatarozasara koncentraltak [6], szimultan vizsgalatukra mindenesetre kevesebb figyelem iranyult. A mi
célunk egy 6tkomponenses szimultan vizsgalat volt, amelyet kémiai szarmazékképzéssel valdsitottunk meg.
A TEA szerkezete aldehid funkcids csoportot tartalmaz, amely jol reagaltathaté 2,4-dinitro-fenilhidrazinnal
(DNPH), és az igy kialakult TEA-hidrazon kromatografids szempontbdl fontos fizikai-kémiai jellemzéi (példaul
Log P, oktanol — viz-megoszlas) mar sokkal kdzelebb vannak a tébbi Alternaria toxinéhoz [5]. Kelatképzé
tulajdonsagat szarmazékolt formaban elvesziti. A DNPH csak a TEA-val reagal a célkomponensek kozil
(2. abra), atdobbi meghatarozasat nem befolyasolja [7]. Amddszerben kidolgozott extrakcids eljarast toxinokkal
természetesen szennyezett rozsmintaval végzett kisérleti tervvel alakitottuk ki. A médszerbe bevontuk az
Alternaria toxinokon felll a citrinint is. Az igy kialakitott mddszer fontosabb jellemzdi az alabbiak [4], [7]:

e Hat komponens vizsgalata (TEA, ALT, AOH, TEN, AME és citrinin);

o Matrixok: gabona, paradicsomlé, hantolt napraforgd mag;

¢ Minta tdbmege folyadékmintakra: 1,0 g;

e Extrakcids olddszer folyadékmintakra: 5 mL metanol;

e Minta tdmege szilard mintakra: 2,0 g;

o Extrakciods olddszer szilard mintakra:15 mL metanol-viz (70/30, v/v) elegy;
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1. dbra. Alternaria toxinok szerkezete €s fontosabb fizikai-kémiai tulajdonsaguk

6.95 NL: 1.60E4
100 TIC F: -c ESI SRM ms2
. AOH 257.000 [146.995-147.005,
50 215.195-215.205] MS
- calib1_1
0 5.61 5.89 6.11 6.26 6.72 7.32 7.61 7.95 8.14 8.30 8.67
8.26 NL: 4.30E4
100 TIC F: -c ESI SRM ms2
] AME 271.000 [228.195-228.205,
] 256.195-256.205] MS
50 calib1_1
o 5.53 5.69 5.82 6.02 6.18 6.43 6.60 6.74 7.06 7.25 7.49 7.78 8.10 8.55
597 NL: 4.33E3
100 ALT TIC F: -c ESI SRM ms2
] 291.200 [203.195-203.205,
248.095-248.105] MS
50 calibl_1
= 5.60 569/ 6.14 6.42 6.68 6.99 7.27 7.38 7.63 7.74 8.13 8.28 8.68
100 7.28 NL: 4.84E4
N . TIC F: -c ESI SRM ms2
1 TEA-hidrazon 376.200 [301.195-301.205,
5o 329.095-329.105] MS
i calib1_1
- 5.61 5.77 6.13 6.42 6.69 6.94 7.65 7.85 8.23 8.46 8.76
0 6.99 NL: 2.97E4
100 N TEN TIC F: -c ESI SRM ms2
] \ 413.300 [215.095-215.105,
‘ 271.195-271.205] MS
50 ‘ calib1_1
45.42 5.71 6.076.16 6.50 6.65 6.85 /) \ 7.16 7.42 7.90 8.03 8.19 8.45 8.66
0 6.05 NL: 1.26E4
100+ .
Gitrinin TIC F: -c ESI SRM ms2
. 249.200 [177.295-177.305,
50 205.095-205.105 | MS
i calib1_1
015:37 569588 6.66 6.88 7.18 7.40 7.59 7.84 8.13 827 gsp
LB A A A R A Mg LA A A A RS Aaa AR L A A A L e A M A A A A
5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5
Time (min)

2. dbra. Alternaria toxinok (TEA szarmazékolt formaban) és a citrinin LC-MS/MS kromatogramjai
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o Szarmazékképzd szer: 0,58% DNPH vizes sésavas oldata;
e Stop reagens: 5% (v/v) undekanal metanolban;
e Minta-tisztitas: polimer alapu szilard fazisu extrakciéval (SPE);
e Minta beparlas és visszaoldas metanolban;
e Fecskenddszlirés PTFE sz(rén;

o LC-MS/MS elvélasztas: savas eluens, C-18-as allofazis és ESI negativ ionizacio (1. tablazat);
e Fecskenddszlrés hidrofil PTFE sz(irén;
o Kalibracié: matrixhoz illesztett kalibracio izotdpjelzett belsd standard nélkiil;

1. tablazat. Alternaria toxinok €s a citrinin iondtmenetei ESI negativ ionizacio és kémiai szaérmazeékképzés mellett.

Komponens Anyaion Leanyionok Utkdzési energia
(m/2) (m/z) )
TEA-hidrazon 376 gg; 12
" - 248 20
= :
u :
Citrinin 249 fg? ;g

2. tabldzat. Alternaria toxinok eredményei jartassdgi vizsgalatban. A mintak (paradicsomlé),
illetve a standard oldat is szarmazékképzés utan kertlt vizsgalatra.

Detektalt koncentracidok Hozzarendelt értékek .
Minta Komponens (ng/kg mintaban és pg/L | (ug/kg mintaban és pg/L | Z-érték | Ertékelés
a standard oldatban) standard oldatban)
TEA 51,9 53,0 -0,1 Megfeleld
ALT <LOQ (25 pg’/kg) 9,48 - Megfeleld
1 AOH 16,5 13,9 0,8 Megfeleld
TEN 9,0 8,29 0,4 Megfeleld
AME 11,3 11,0 0,1 Megfeleld
TEA 28,0 27,0 0,2 Megfeleld
ALT <LOD - - Megfeleld
2 AOH 6,30 6,58 -0,2 Megfeleld
TEN <LOD - - Megfeleld
AME 1,64 1,56 0,2 Megfeleld
TEA 38,4 39,1 -0,1 Megfeleld
ALT 30,7 30,0 0,1 Megfeleld
3 AOH 37,5 36,3 0,1 Megfeleld
TEN 31,8 27,4 0,7 Megfeleld
AME 38,8 37,3 0,2 Megfeleld
TEA 7,90 11,0 -1,3 Megfeleld
ALT 7,48 8,73 -0,6 Megfelelé
Stg::jda"’t‘rd AOH 8,46 10,2 0,8 | Megfelels
TEN 10,9 10,7 0,1 Megfeleld
AME 11,8 11,4 0,1 Megfeleld
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A modszer laboratériumon beliili validalasan tul részt vettink egy nemzetkdzi jartassagi vizsgalatban
is, amelyet a Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR, Berlin, Németorszag), mint Nemzeti Referencia
Laboratorium (NRL) szervezett az 6t Alternaria toxin paradicsomlébdl térténd meghatarozasara. A vizsgalat
sordn harom mintabdl és egy standard oldatbdl kellett az 6t toxint vizsgalni [7]. Az eredményeinket a
2. tablazat tartalmazza. Minden k&zolt érték elfogadhato volt, a Z-score értékek -2 és +2 kdzott alakultak.
Az eredmények azt mutattak, hogy a palyazatban résziinkrél ajanlott moédszer megfelelének bizonyul az
Alternaria toxinok szabvanyositasara.

4. A moédositott vizsgalati médszer

A JRC dltal javasolt vizsgalati modszert elfogadta a CEN és a mandatumot (mandate M/520) a JRC-nek adta
2014-ben. A munkacsoport (TC 275 WG 5 ,Horizontal Methods for Food — Biotoxins”) azonban a médszerben
szerepld kémiai szarmazékképzést azzal az indokkal nem tamogatta, hogy az egy tovabbi és iddigényes lépés
a modszerben, csOkkentheti a precizitasat, ezért javasolt elkeriilni. A citrinin meghatarozdsa sem kerllhetett
a modszerbe, csak Alternaria toxinokat tartalmazhatott a vizsgalat.

A TEA vizsgalhat6 nativ forméban is, de ehhez a HPLC elvéalasztast lugos kémhatasu eluenssel kell végezni,
ami olyan alléfazist igényel, ami pH 9-ig stabil. A mddszer valéban egyszer(ibbé valt szarmazékképzeés nélkul
(3. abra), de ehhez Iényegesen mddositani kellett az eljarast ugy, hogy a mérési eredmények pontossaga ne
csOkkenjen. A szarmazékképzés hatranya az idSigényességen tul a zajszint emelkedése is volt, ugyanis a
DNPH-bdl sok matrixalkotd vegyllet szarmazik, amelyek ko-eludlédhatnak a célkomponensekkel, és ndvelik
a zajt az MS/MS készulékben. A médositott mdédszerben lényegében a HPLC-s elvalasztast kellett optimaini,
illetve olyan extrakcios kézeget valasztani, amellyel minden matrixbdl a lehetd legjobb kinyerést lehet elérni.
Az igy kialakitott médszer fontosabb jellemzdi [8]:

o Ot komponens vizsgdlata (TEA, ALT, AOH, TEN és AME);

e Matrixok: gabona, paradicsomlé, napraforgdmag;

¢ Minta tdmege folyadékmintékra: 2,0 g;

o Extrakcios olddszer: 15 mL metanol/viz/ecetsav (80/19/1, v/v/v);

e Minta-tisztitas: polimer alapu szilard fazisu extrakcioval (SPE);

e Minta beparlas és visszaoldas 100 pL dimetil-szulfoxidban és higitas 900 pL vizzel;

o Fecskend&szurés hidrofil PTFE sz(rén;

e |LC-MS/MS elvalasztas: lugos pH-ju eluens (pH 8,7), C-18-as alléfazis és ESI negativ ionizacié
(3. tablazat);

o Kalibracié: matrixhoz illesztett kalibracio izotopjelzett belsd standard nélkiil;

100 2.74 NL: 1.12E4
b TEA TIC F: -c ESI SRM ms2
- 196.100 [1112.195-112.205,
50 139.095-139.105] MS
] Carrefour_1
o]
100~ 6.?7 NL: 3.69E3
] “‘\‘ AOH TIC F: -c ESI SRM ms2
B “ 257.000 [146.995-147.005,
50 [ 215.195-215.205] MS
q cﬂ“, [ Carrefour_1
0 )\ I
1005 863  NL:6.72E4
AME | TICF:-cESISRMms2

Il 271.000 [228.195-228.205,
[ 256.195-256.205] MS
[ Carrefour_1

o

Relative Abundance
&)
o

100 6.59 NL: 8.11E3
1 ALT TIC F: -c ESI SRM ms2
291.200 [203.195-203.205,

50 248.095-248.105] MS
] Carrefour_1
0 JAC
100 7.92 NL: 4.03E4
] TEN TIC F: -c ESI SRM ms2
] 413.300 [215.095-215.105,
50 271.195-271.205] MS
] Carrefour_1
0: T T T T T T T
8 4 5 Time (min§3 7 8 9

3. dbra. Alternaria toxinok LC-MS/MS kromatogramjai (10 ug/kg) ligos kémhatasu eluenssel, szarmazékképzés nélkdl
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Ezt a modositott médszert a munkacsoport elfogadta és laboratériumon bellli validalasa utan 2015 tavaszan
megkezdd&dhetett a vizsgalati médszer laboratoriumok kdzoétti validalasa is.

3. tablazat. Alternaria toxinok iondtmenetei ESI negativ ionizdcioval
szarmazekképzés nélkdil.

Komponens Anyaion Leanyionok Utkozési energia
(m/2) (m/2) )
2 ;
= :
o ;
i :

5. A médszer laboratériumok kozotti validalasa

A szabvanyositasi folyamat legfontosabb része a mddszer laboratériumok kozétti validalasa, amelynek 6 célja
a vizsgalat reprodukalhatésaganak ellenérzése és értékelése. Ehhez természetesen szennyezett (alacsony,
kbzepes és magas szintl) és adalékolt mintakban kell meghatarozni a toxinok koncentraciéit. Egy adott
komponens adott mintaban 1év6 koncentracidjanak értékeléséhez minimum nyolc fliggetlen érték sziikséges,
ugyanakkor csak két laboratérium eredménye zarhato ki [9]. Célszer(i legalabb tizendt laboratérium részvétele,
hogy minden mintahoz és komponenshez a megfeleld szamu eredmény alljon rendelkezésre. A tapasztalat
alapjan ugyanis a résztvevék koézll kb. 2-3 laboratérium nem kézol eredményt, mig egyes mintakhoz és azon belll
komponensekhez nem mindig szliletik megfelel6 szamu kdzolt eredmény. Féképp az alacsony koncentracids
szinteken fordulhat ez elé, mert nem minden résztvevd rendelkezik megfelel érzékenységi készlilékkel.

Amennyiben a validalas soran régoéta vizsgalt komponensek (példaul DON vagy aflatoxinok) meghatarozasa
a cél, ugy viszonylag egyszer( rutinos laboratériumokat felkérni a validalasra korabbi kérvizsgalatokban
torténd sikeres szereplésik alapjan. Ugyanakkor az Alternaria toxinokat a mai napig is nagyon kevés
laboratdrium vizsgalja, igy a validalasra jelentkezé laboratériumok elézetes rutinnal nem mindig rendelkeznek.
Ezért sziikségessé valik egy un. elévalidalas (pre-trial) megszervezése, amelyben a validalasban résztvevd
laboratériumok elézetesen elsajatithatjdk a mddszert. Esetiinkben az eldvalidalas huszondt laboratérium
részvételével, paradicsomlé mintakat vizsgalva zajlott [8], a résztvevd laboratériumok kdzil pedig minddssze
harom rendelkezett elézetes Alternaria LC-MS/MS vizsgalati ismeretekkel. A huszondét laboratériumbal végll
csak tizenhat vett részt a végsoé validalasban, mert vagy nem kuildtek vissza eredményt, vagy az eredményeik
szignifikdnsan eltértek a konszenzusos atlagtol.

A végsd validalas soran a tizenhat laboratérium szamara az alabbi mintakat kildtik el [8]:
o Alternaria toxinokkal természetesen szennyezett gabona: buza, tritikalé és cirok;
e Alternaria toxinokkal természetesen szennyezett paradicsomlé: 3 sarzs;

e Alternaria toxinokkal természetesen szennyezett napraforgémag: 2 sarzs hantolatlan és 1 magkeverék,
ami hantolt és hantolatlan mintak keveréke volt;

e Minden mintat két kod (blind replicates) alatt kaptak meg a résztvevék, hogy a laboratériumon
bellli ismételhetéséget is tudjuk értékelni, illetve a reprodukalhatdésag vizsgalatahoz tébb adat alljon
rendelkezésre;

o Az adalékolt mintak készitéséhez kiildn tesztmintakat kildtliink matrixonként, amelyekhez Alternaria
toxinokat ismeretlen koncentraciéban tartalmazé standard oldatkeveréket is biztositottunk a
résztvevd laboratériumok szamara. Az adalékolt mintakat a laboratériumok készitették az ,adalékolasi
Utmutatdé” alapjan;

e Matrixonként vakmintakat a matrixhoz illesztett kalibraciéhoz;

o Napraforgdmag esetén a vakminta hantolt napraforgd volt, mert a hantolatlan mintak magas TEA
tartalmuak, igy kalibraciéra nem alkalmasak;

o A célkomponensek analitikai standardijait, illetve azok standard oldatkeverékét is biztositottuk, hogy
minden laboratérium azonos kalibralé oldatot hasznaljon, ebbdl eltérés ne adédhasson;
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e A mintak homogenitasat a harmonizalt protokoll szerint ellendriztik az elkildést megel6z6en [10];

o A mintaklldéssel egy id6ben megkezd&détt a mintak stabilitasvizsgalata kiilonb6zd hémérsékleteken
és id6tartamban;

A CEN altal elvart koncentracios szintek a validalasban: 1-10 yg/kg ALT, AOH és AME esetén, 10-1000 ug/kg
pedig TEA és TEN esetén. A visszanyerést az adalékolt mintakban mért koncentracidékbdl értékeltik, az
adalékolasi szintek 2 és 8 pg/kg ALT, AOH és AME esetén, mig 50 és 200 ug/kg TEA és TEN esetén. Ezek a
szintek ismeretlenek voltak a résztvevék szamara.

A beérkezett eredmények (visszanyeréssel nem korrigalt koncentraciok) statisztikai értékelése féképp a
reprodukalhatésagot célozta meg [9]. A mddszer reprodukalhatésagat jol jellemzi az un. HorRat érték. A
HorRat érték az adott célkomponens adott mintdra szamolt reprodukalhatésaganak és a szervezdk altal
elvart célreprodukalhatésagnak a hanyadosa. Ez utébbi reprodukalhatosagi érték (a ,,célreprodukalhatésag”)
a Horwitz-Thompson egyenletbdl szamolhato: 120 pg/kg alatt egységesen 22%, mig felette a klasszikus
Horwitz-6sszefliggés alkalmazhaté [11]. A HorRat értéknek a validalasi kritériumok alapjan ketténél kisebbnek
kell lennie; ez a feltétel teljeslilt is, kivéve a TEA esetében, a héjas napraforgd mintaknal. A 4. tablazat a
TEA-ra szamolt HorRat értékeket mutatja kilonbdz8 napraforgé mintak esetén. Mig héjas napraforgoknal
a szamolt HorRat értékek a koncentraciotdl fliggetlenll egységesen 2,4-nek adddtak [8], addig a hantolt
mintakra — amelyek joval kisebb koncentracioban tartalmaztdk a TEA-t —, kett6 alatti értéket vettek fel. A
héjas mintak elemzése soran tapasztalt alacsonyabb reprodukalhatésag a kalibraciéval és a matrixhatassal
magyarazhatd, amely az LC-MS/MS alapu mérések sajatossaga, és dontéen a moddszer precizitdsat és
pontossagat befolyasolja [11]. A validalas soran hantolt napraforgé mintat biztositottunk a kalibraciéhoz,
mert az kismérték(i természetes eredetli TEA szennyezést tartalmazott, szemben a héjassal, amely magas
koncentracidban volt szennyezve TEA-val. A héjas és a hantolt napraforgd mintak extraktumai Iényegesen
eltéré matrixot tartalmaznak, amelyet akar szinlk alapjan is észre lehet venni. Ebbdl adéddan a hantolt
mintabol készilt kalibracié a héjas napraforgé mintakban lévé matrixhatast nem tudta kompenzalni, igy
a detektalt koncentracidkat a matrixhatas Iényegesen befolyasolta. Ennek oka, hogy a héjas napraforgd
endogén alkotdi eltérnek a hantoltétol.

4. tablazat. TEA-ra szamolt HorRat értékek napraforgomintak esetén
madtrixhoz illesztett kalibracidval

Héjas Héjas Héjas Hantolt Hantolt
Koncentracio (ug/kg) 804 1102 452 53,0 153
Ismételhetéség (RSD%) 18,8 14,9 15,3 10,4 11,6
Reprodukalhatosag (RSD %) 39,5 38,3 43,7 35,7 25,0
Célreprodukalhatosag (RSD%) 16,5 15,8 18,0 22,0 21,2
HorRat 2,4 2,4 2,4 1,2 1,6

Fontos megjegyezni, hogy a laboratériumok csak a detektalt koncentraciokat kdzolték; a mért értékeket
nem korrigaltak visszanyeréssel, szemben a hagyomanyos korvizsgalatoknal megszokott eljarasrenddel.
A kllénb6zd laboratériumok mas és mas készllékeket hasznaltak, amelyekben eltéré lehetett a héjas
napraforgok vizsgdlata soran jelentkez6 matrixhatas. Mivel a hantolt mintabdl felvett kalibracié a matrixhatast
nem kompenzalta megfelelben, igy a résztvevék altal mért értékek kdzott nagy kildnbségek adddtak. Ugyanez
a probléma hantolt napraforgok elemzésénél nem jelentkezett, mert a kalibracidban és a tesztmintaban
hasonlé mértékl matrixhatas jelentkezhetett a mintdk azonossdga miatt. Erdemes megfigyelni, hogy az
ismételhetéség a héjas mintaknal is elfogadhatd volt (<20%). Ennek oka, hogy ugyanazon minta ismételt
elemzésénél ugyanabban a készllékben azonos matrixhatas jelentkezik, igy a laboratériumok a parhuzamos
mintak esetén hasonlé koncentraciot detektaltak laboratériumon belil, mig a laboratériumok kozétti értékek
eltérék lettek a kildnbdzd készllékekben jelentkezd eltérd matrixhatasok miatt.

6. A végs6 modszer izotophigitassal, és a laboratériumok koézo6tti validalasa

Mivel nem minden komponensnél és mintanal sikerllt a validalas soran a HorRat értéket kettes érték ala
vinni, igy szilkségessé valt a mddszer tovabbi fejlesztése. Az LC-MS/MS mddszerek reprodukalhatésaga
nagymeértékben névelhetd izotéphigitassal (Isotope Dilution Mass Spectroscopy — IDMS), ami jol kompenzalja
a mintardél mintara valtozé matrixhatast. Ez esetben a célvegyllet stabil izotépjelzett analdgjat mint belsé
standardot (Internal Standard - ISTD) adjuk a mintahoz. A belsé standard fizikai-kémiai tulajdonsagai
megegyeznek a célkomponens tulajdonsagaival (kis polaritasbeli kilénbség deuteralt standardoknal
el6fordulhat), igy a célvegyllet és annak izotdpjelzett vegyllete idedlis esetben azonos retencids idében
elualodik.
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A ko-elucié kdvetkeztében a célkomponenst és annak belsé standardjat ugyanolyan iranyu és mértékd
matrixhatas éri az ionforrasban, igy a célvegyllet és az ISTD valaszjelének (terlletének) aranya, az izotop
arany (Isotope Ratio - IR) fliggetlen lesz a matrixhatastél. Az ISTD nem okoz interferenciat a célkomponens
jelén, mert mas, a célkomponens m/z értékétdl fliggéen kell6en tavoli (célszerlien legalabb +3 Da) m/z értéken
detektalhaté az izotdpjelzés kdvetkeztében.

Ehhez izotopjeldlt ISTD-k sziikségesek, amelyek 2015-ben még nem voltak elérhetdk, ezért elsé korben
matrixhoz illesztett kalibraciét alkalmaztunk. 2018-ban azonban megjelentek a kereskedelmi forgalomban
az Alternaria stabil izotopjelzett (*C vagy deutérium jelzett) ISTD-k (TEA-'3C2, ALT-d6, AOH-d3, TEN-d3 és
AME-dB3), igy lehetéség nyilt a mdédszer IDMS technikaval térténd Ujra validalasara.

A JRC 2018 utan az izotdpjeldlt ISTD-kel kiegészitett modszer segitségével megismételte a laboratdriumon beldli
és a laboratériumok kdzoétti validalast (5. tablazat). A koncepcid azonos volt az elsé és a masodik validalas soran is
annyi valtozassal, hogy a masodik eljaras soran csak buzamintak szerepeltek a gabonaalapu mintak kdzott, illetve
a paradicsomalapu mintak paradicsompirék voltak. TEA esetén a HorRat értékek 0,40 és 0,66 kdzott alakultak
IDMS detektalassal héjas mintakban, mig a hantolt mintaban 0,53 lett az érték, ami Iényegesen jobb, mint az ISTD
nélklli értékek (4. tablazat). Az el6zetes varakozasoknak megfeleléen az izotophigitas a laboratoriumok kozotti
reprodukalhatésagot nagymértékben javitotta. A validalas soran az elvart precizitast csak ISTD-kel lehetett elérni,
ami az LC-MS mennyiségi vizsgalatok soran gyakran eléfordul. Ennek oka mindig a matrixhatds kompenzacioja.

5. tablazat. Alternaria toxinok és az izotdpjeldlt ISTD-k ionatmenetei ESI negativ ionizdcidval.

Komponens Anyaion Leanyionok Utkdzési energia
P (m/2) (m/2) V)
139 -27
TEA 196 112 50
TEA-3C2 198 141 -27
214 -29
ALT 291 e 29
ALT-d6 296 189 -35
215 -35
AOH 257 o 3
AOH-d3 260 218 -35
141 -25
TEN 413 o 2
TEN-d3 416 274 -22
256 -27
AME 271 P 2
AME-d3 274 259 -36

7. Dokumentacio

A validalas teljes dokumentaciéja 2020-ra készilt el [12], a szabvanytervezettel egyltt. A draft szabvany
birdlata és javitdsa hamarosan befejez8dik, és varhatéan a 2021. év végén a CEN elfogadja a javasolt
szabvanyt (a szabvany a cikk bekildése 6ta megjelent: CEN EN 17521:2021 Foodstuffs - Determination of
Alternaria toxins in tomato, wheat and sunflower seeds by SPE clean-up and HPLC-MS/MS. A szerk.)

8. Eltérés a szabvanymaddszertdl

Az egyes mlszerforgalmazok LC-MS/MS készilékei érzékenység tekintetében jelent8s eltéréseket
mutathatnak. Ennek egyik f6 oka az ionforrasban rejlik [11]. Mig a szabvanyban ESI (Electrospray lon Source)
ionforras alkalmazasa szerepel, addig a szakirodalomban alig lehet talalni olyan applikaciot, ahol a készilék
ESI ionforrasa elegend6 hatékonysagot biztositott volna a kivant kimutatas eléréséhez, igy az atmoszférikus
nyomasu kémiai ionizacié (Atmospheric Pressure Chemical lonisation — APCI) alkalmazésa valt sziikségessé
[13]. Egy masik eshet8ség, az, amikor a hasznalt készllék olyan nagy érzékenységl, hogy nincs szlkség
szilard fazisu tisztitasra, dusitasra (Solid Phase Extraction — SPE), hanem a minta extraktumat kdzvetlendl
injektalhatjuk a készilékbe (,dilute-and-shoot”) [11], [14]. A szabvany Iényege, hogy a benne leirt mddszert
minden laboratérium tudja azt alkalmazni, igy elkeriilhetetlen volt az SPE dusitas alkalmazasa az alacsony
koncentracidés szint, illetve a hantolatlan napraforgdbmag minta komplexitdsa miatt. Amennyiben az elsé
validalas sikeres, ugy valdszinlileg matrixhoz illesztett kalibraciét javasolna a szabvany.
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Ugyanakkor az ISTD-k megjelenésével a késébbiek soran a laboratériumok egy csoportja inkabb az IDMS
hasznalatat preferalna. Ebbdl a szempontbdl szerencsés, hogy a szabvanyban bevezették az IDMS-t, amely
egyszerlibb és pontosabb, viszont az ISTD-k beszerzése kdltségesebb. ISTD hianydban standard addiciot
(mint mennyiségi értékelést), is lehet alkalmazni a matrixhatdas megfelel6 kompenzacidjara, ez viszont
idéigényes, mert minden mintat minimum négyszer-6tszér eld kell késziteni. Mégis vannak laboratériumok,
amelyek ezt a tipusu értékelést alkalmazzak.
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