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ANOTACIJA

Analitiskas metodes izstrade mikotoksinu noteik§anai notekiidens paraugos.
Pavlenko R., zinatniskais vaditajs Dr. kim., prof. Bartkevi¢s V. Bakalaura darbs, 49 lappuses,
27 atteli, 18 tabulas, 35 literattiras avoti, 1 pielikums. Latviesu valoda.

Mikotoksini ir toksiskie pel&juma séniSu metabolisma produkti, kas rodas, sénitém augot
partika, ka arT apkartgja vide. Ir pieradits, ka mikotoksinu izplatiba partika var izraisit negativu
ietekmi uz cilveku veselibu.

St darba mérkis ir izstradat metodi mikotoksinu noteik3anai notekiidens paraugos, lai
turpmakajos pétijumos biitu iesp&ja aprékinat, izmantojot 5-hidroksiindoletikskabi (5-HIAA)
ka populacijas biomarkieri, iedzivotaju ekspoziciju ar mikotoksiniem. Analiz&jot dazus
notekiidens paraugus, tika detekteti deoksinivalenols (DON), beauvericins (BEA), enniatins A
(ENNA), enniatins A1 (ENNA1), enniatins B (ENNB) un ennitatins Bl (ENNB1).

MIKOTOKSINI, CFE PROCEDURA, MASSPEKTROMETRIJA,
HROMATOGRAFIJA, NOTEKUDENS.

ABSTRACT

Development of the analytical method for the determination of mycotoxins in wastewater
samples. Pavlenko R., supervisor doc. Bartkevics V. Bachelor’s thesis, 49 pages, 27 figures, 18
tables, 35 literature references, 1 appendice. In Latvian.

Mycotoxins are toxic products of moulds that occur when fungi grow on human and
animal food as well as the environment. The spread of mycotoxins in food has been shown to
have adverse effects on human health.

The aim of this work is to develop a method for the determination of mycotoxins in
wastewater samples, so that in future studies it will be possible to calculate the exposure of the
population to mycotoxins using 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) as a population
biomarker. Deoxynivalenol (DON), beauvericin (BEA), enniatin A (ENNA), enniatin Al
(ENNAL), enniatatin B (ENNB) and ennitatin B1 (ENNB1) were detected in some wastewater
samples.

MYCOTOXINS, SPE PROCEDURE, MASSPECTROMETRY,
CHROMATOGRAPHY, WASTEWATER.
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IEVADS

Mikotoksti ir pel&juma sénu metaboliti, kas ir plasi izplatiti augu valsts izcelsmes
objektos, pieméram, graudaugos, zavetos auglos, riekstos un garSvielas. Lielaka dala
mikotoksinu ir kimiski stabili, tie iztur uzglabasanu un parstradi. Cilveki galvenokart uznemt
mikotokstnus ar partiku un noteikts so savienojumu daudzums nonak notekiidenu paraugos
metabolisma rezultata.

Galvenie mikotoksinu izplatibas avoti apkart&ja vidé ir noteces un drenazas tdens no
laukiem, kas iet cauri inficétiem graudaugiem, lauksaimniecibas dzivnieku un cilvéku urina un
ekskrementu izvadiSana ar kanalizacijas sisttmam.? Notekiidenos ir biezi sastopami sekojosi
mikotoksini — DON un ta metaboliti, nivalenols (NIV), BEA, zearalenons (ZEA) un ta
metaboliti.?

Izmantojot notekiidenu balstito epidemiologiju (NBE), ir iesp&jams aprékinat iedzivotaju
ekspoziciju ar mikotoksiniem, ka ari novertét to rasanos partikas produktos, izmantojot 5-HIAA
ka populacijas biomarkieri.* Zinatniskaja literatlira ir ierobeZota informacija par mikotoksinu
noteikSanas metodém notekiidens paraugos. Parsvara izmantotas metodes ir lidzigas un ieklauj
lielu parauga alikvotu, kas padara sagatavoSanas metodi loti laikietilpigu. Savukart
instrumentalas metodes neieklauj ENN, ka arT metodes kvalitativas noteikSanas robezas
dazadiem savienojumiem, pieméram, BEA, ir salidzino$i augstas.>>*! Tadél ir nepiecieSsams
samazinat analiz€jama parauga tilpumu lidz 500 mL, lai paatrinatu paraugu sagatavos$anas
procesu un samazinatu paligmaterialu patérinu. Turklat ir nepiecieSams izstradat instrumentalo
metodi mikotoksinu noteik$anai, sasniegt labaku mikotoksinu analitisko signalu selektivitati un
jutibu, lai turpmak kontrolétu mikotoksinu izplatibu, un iegiitu informaciju notektidenu balstita
epidemiologija.

Bakalaura darba mérkis ir izstradat un validét metodi mikotoksinu noteikSanai
notekiidenos, pielietojot Skidruma hromatografijas — tandéma masspektrometrijas (LC-
MS/MS) metodi.

Darba uzdevumi:
veikt zinatniskas literatiiras izp&ti par mikotoksinu izplatibu notekiidenos;
izstradat un veikt validaciju LC-MS/MS metodei mikotoksinu noteik$anai notekiidenos;

optimizet paraugu sagatavosanas metodi;

> w0 D P

veikt realu paraugu analizi.



1. LITERATURAS APSKATS

Mikotokstni ir toksiski sekundarie metaboliti, ko razo noteiktas sénu sugas, galvenokart,
Aspergillus, Fusarium un Penicillium. Siem savienojumiem piemit potenciali kancerogéna,
teratogéna un iminsupresiva iedarbiba.!2® Pelgjuma sénu augsana un turpmaka mikotoksinu
veidoSanas var notikt kultiraugos uz lauka, graudu uzglabasanas laika, baribas transportésanas
laika no fermas lidz galamérkim, ka ar partikas parstrades procesos.'*

Paaugstinata mikotokstnu izplatiba ir nov@rojama valstls, kuras nav attistita labas
lauksaimniecibas un partikas razoSanas prakse. Visbiezak negativas sekas uz veselibu, ko
izraisTjusi mikotokstnu ietekme, novero sabiedriba, kur ir triicigi dzives apstakli un nav

piecjama kvalitativa partika.'®

1.1. Mikotoksinu klasifikacija

Kopuma ir identificéti vairak neka 300 mikotoksinu veidi, kurus var izdalit 6 galvenas
mikotoksinu klases péc to nelabvéligas ietekmes uz cilvéku un dzivnieku veselibu — aflatoksini,

ohratoksini, fumonizini, zearalenoni, patulins (PAT) un trihotecéni (sk. 1.1.1. att.).

HsC

1.1.1. att. Galveno trihotecénu molekulara struktiira. R ir OH vai aciloksigrupa (visbiezak

acetoksi). B klases trihotecenam DON, R; ir OH, R, ir H, Rz ir OH un R4 ir OH*®

Tos defineé mazakas mikotoksinu klasés — ergota alkoloidi, citrinins (CIT),
ciklopiazonskabe (CPA), sterigmatocistins (STC), moniliformins (MON), gliotoksins (GLT),
citreoviridins (CVD), penicilskabe (PA), rokfortins (ROQ), BEA, ENN un citi.!6

Pie aflatoksiniem pieder aflatoksins B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFGL1) un G2 (AFG2),
M1 (AFM1) un M2 (AFM2); ohratoksiniem — ohratoksins A (OTA), B (OTB) un C (OTC);
trihotecéniem — T-2 Toksins (T-2), HT-2 Toksins (HT-2), DON, u.c.; fumoniziniem —
fumonizins B:1 (FB1), B2 (FB2) un B3 (FB3); zearalenoniem — pats ZEA un ta metaboliti. A
grupas trihotecéni ir T-2, HT-2. B grupas trihotecéni ir DON, NIV, 3-Acetildeoksinivalenol (3-
ADON), 15-Acetildeoksinivalenol (15-ADON), fusarenons-X (FUSX), T-2 Tetraols.*

Deoksinivalenols. DON jeb vomitoksins ir visizplatitakais mikotoksins kulttraugos visa

pasaulg, kuru galvenokart razo séne Fusarium (sk. 1.1.2. att.).%’
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1.1.2. att. DON Kimiska struktira'®

kas

ENN

metilaminoskabju atlikumiem, tadam ka valina, leicina un izoleicina, un tris hidroksi skabju

Enniatini. ir cikloheksadepsipeptidi, sastav no mainigam tris N-

atlikumiem, parasti hidroksiizovalerinskabes. Ir zinami vairaki ENN (A, A1, B, B1, B2, Bs, B4,
D, E, F un G), bet starp tiem pasaulé visizplatitakie ir ENNA, ENNA1, ENNB un ENNB1
(sk. 1.1.3. att.).'®

B
/ l

N
())\/ \'/l\
AN 0
ENN | Rl R2 R3

A | CH(CH3)CH,CH; | CH(CH3)CH>CH; | CH(CHz)CH,CHs
A; | CH(CH:)CH,CH; | CH(CH3)CH,CH; | CH(CHs)s
B | CH(CH:), CH(CHs), CH(CHs)»
B, | CH(CHs)s CH(CHs), CH(CH:)CH>CHs

1.1.3. att. ENN Kimiska struktiira®®

Beauvericins. BEA pieder pie ENN grupas, tas ir ciklisks heksadepsipeptids, kuru razo
pelgjumsénes. Ka mikotoksins BEA ir dabisks piesarnotajs daudzas labibas un labibas
produktos. Galvena atskirtba BEA no ENN ir tam piemitosas N-metilaminskabes ipasibas
(sk. 1.1.4. att.).®®

1.1.4. att. BEA Kkimiska struktiira®



1.2. Mikotoksinu iedarbiba uz organismu

Metabolisma rezultata mikotoksini uzkrajas dazados organos vai audos.! Sie metaboliti
veido toksigénisko un kimiski neviendabigu kopu, tapéc ka var izraisit cilveku un citu
mugurkaulnieku slimibas dazadas pakap€s vai pat navi. Ir zinams, ka toksigénas sénes razo
vienu vai vairakus no Siem toksiskajiem sekundarajiem metabolitiem, tacu ir pieradits, ka ne
viss pel&jums ir toksigéns un ne visi sekundarie metaboliti no veidném ir toksiski.?

DON var iedarboties uz cilvéka veselibu péc piesarnotu partikas produktu — auzu, miezu,
kviesu un citu graudu uznemsanas. DON ir mazak toksisks neka citi trihotecéni, tomer arkartigi
liela deva var izraisit navi. LD50 pelém svarstas no 49 Iidz 70 mg/kg (intraperitoneala DON
injekcija) un 46 lidz 78 mg/kg (perorala DON ievadisana). Dazos gadijumos ir registréta
1slaiciga slikta diiSa un vemsSana. Citas blakusparadibas ir caureja, sapes védera, galvassapes,
reibonis un drudzis.

BEA ir genotoksisks savienojums. BEA un ENN darbibas mehanismi ir saistiti ar ta
aktivitati, kas palielina jonu caurlaidibu biologiskajas membranas, ta rezultata BEA un ENN
izraisa citotoksicitati un sp&j radit oksidativo stresu molekularaja Itmeni, tomér vairaki
antioksidantu mehanismi aizsarga Siinas pret BEA radito oksidativo stresu. Neskatoties uz
spécigo citotoksicitati, joprojam nav Vveikts riska noverté§jums toksicitates datu trikuma dél,
tapec BEA toksikologiskas ietekmes p&tTjumi joprojam turpinas.??23

NBE ir jauna biomonitoringa pieeja, kas var sniegt tieSu informaciju par cilvéku uznemto
mikotoksinu daudzumu. Ta ir balstita uz specifisku cilvéka vielmainas izdaliSanas produktu
(biomarkieru) analizi pilsétu notekiidenos, kas tiesi atspogulo piesarnotaju uznemsanu visa
sabiedriba.t

NBE var izmantot, lai paplasinatu informaciju par mikotoksiniem. Izmantojot NBE, var

atvieglot un paatrinat monitoringu, lai pienemtu lémumus par pielaujamam devam.!

1.3. Notekiidens daba, to piesarnojums

Notekadens ir sarezgita matrica ar neorganisko un organisko savienojumu maisijumiem.
Sastava ir viss kanalizacija izvaditais materials, ieskaitot arT no celiem un jumtiem izskalotos
materialus un gruntstidenus. Notektidenus var sadalit sanitarajos, riipniecibas un sadzives
notektidenos, kas, savukart, sastav no riipniecibas un sanitariem notekiideniem. Notekiidenu

sastavs ir Joti nevienveidigs, tas var mainities katru stundu vai biezak (sk. 1.3.1. att.).?*
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1.3.1. att. Neapstradatu notekiidenu sastavs®

Notektideni sastav no 99,9% tdens un no 0,1% cietvielam. Cietvielas sastava ir fekaliju
un partikas dalinas, tauki, ellas, ziepes, sali, metali, mazgasanas lidzekli, plastmasas un smiltis.
Organisko dalu veido olbaltumvielas, oglhidrati un tauki.?*

Ka notekiidens piesarnotaji zinatniskaja literatiira aprakstiti Smagie metali, antibiotikas,
pesticidi, ftalati, policikliskie aromatiskie ogltidenrazi, halogené&tie savienojumi. Notekidenos

ir detekteti vairak neka 700 jauni piesarnotaji un to metaboliti.?

1.4. Mikotoksinu izplatiba

Mikotoksini ir sastopami graudaugos, zavétos auglos, riekstos, garSvielas, t&jas, sieros un
daudzos citos partikas produktos. Tiek novertets, ka 25% no pasaules kultiiru ir piesarnoti ar
mikotoksiniem. Sagaidams, ka §1 proporcija nakotné palielinasies, pieaugot globalajam partikas
pieprasijumam un globalajam klimatiskajam un vides izmainam.°

Publicetie zinatniskie raksti liecina par biezu mikotoksinu izplatibu notekiidenos.
Pieejamo analitisko metozu jutiba lauj detektét vairakus mikotoksinus. Tabula ir apkopota

informacija par veiktiem p&tijumiem par mikotoksinu izplatibu notekiidenos (sk. 1.4.1. tabulu).

1.4.1. tabula
Pilsétas notekiidenos izmerito mikotoksinu koncentracija ng/L un noteik§anas bieZums
(iekavas)*

Milana, Italija Moccanika, Italija Kastelons, Spanija Centrala Spanija

(7 paraugi) (8 paraugi) (7 paraugi) (7 paraugi)
DON 34,6 + 4,2 (100%) 32,8 + 11,2 (100%) 46,6 + 16,3 (100%) 32,2 + 9,3 (100%)
FB1 5,9 + 0,7 (100%) 104,1 + 52,6 (100%) < 2,0 (0%) < 2,0 (0%)
FB2 1,4 % 0,1 (100%) 7,8+ 3,0 (100%) <0,5 (0%) <0,5 (0%)
FB3 < 3,3 (100%) 5,5 + 2,6 (100%) 2,3+ 1,7 (100%) < 3,3 (0%)

Gracia-Lor pétijuma tika detektéti 4 mikotoksinu savienojumi Italijas un Spanijas pilsétas

notekiidenos (DON un fumonizini) no 11 analizétiem savienojumiem.! Tika analizéti 29
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notekiidenu paraugi, no tiem visos ir detektéts DON. Vislielaka koncentracija paraugos tika
detektéta FB1 Moccanika, Italija, kas ir 104,1 + 52,6 ng/L. Schenzel pétijuma tika detekt&ti
DON, 3-ADON, BEA visos notekiidenos no 34 analiz€tiem mikotokstniem Rekenholca,
Sveicg.5 3-ADON un BEA tika detektéti zemak par LOQ vértibu, kas attiecigi ir 6 un 3,4 ng/L.
DON koncentracija tika detektéta diapazona 16,4 — 38,8 ng/L. Cita Schnezel pétijuma tika
detektéti 3-ADON, DON, NIV un BEA, koncentracijas attiecigi 6,0 — 42,0 ng/L, 19,2 — 73,4
ng/L, 1,6 — 38,8 ng/L un zemak par LOQ, kas ir 3,4 ng/L, Sveice.?2 Wettstein publikacija tika
detektéts DON visos paraugos diapazona 37 — 122 ng/L Sveicé.!* Kolpin raksta notekiidenos
Nujorka tika kvantificéti sekojosi mikotoksini — 3-ADON, DON, a-Zearalenols (a-ZOL) un -
Zearalenols (B-ZOL), kuru ar maksimalas koncentracijas ir attiecigi 44,8 ng/L, 75,4 ng/L, 1701
ng/L, 1828 ng/L.3

Ka ir redzams, detektéto mikotoksinu koncentracijas ir loti atkarigas no geografiskas

atrasanas vietas, idens sastava, vides apstakliem un daudziem citiem faktoriem.

1.5. Mikotoksinu biomarkieri

Biomarkieri lauj kvalitativi un kvantitativi novertét iedarbibu, iek$gjo devu jeb
mikotoksinu un to metabolitu limeni organisma, toksikologisko iedarbibu un jutigumu.
Toksiskas iedarbibas biomarkieri var biit specifiski pievienojumi vai citi kimiski produkti, kas
parada kritiska kimiska produkta izmainas vai fermentu sistémas izmainas.?

Deoksinivalenols. Ciuikas absorbé 54 — 89% no uznemta DON. DON toksikokingtika
cikam ir labs cilveka aizstajgja modelis. 10% no DON asinis ir saistiti ar plazmas
olbaltumvielam. Zarnas, aknas un nieres parveido absorb&to DON, veidojot deoksinivalenola-
glikuronidus, kuri atri izdalas, galvenokart, ar urinu, ar nelielu daudzumu zults. Ari brivais
DON tiek izvadits ar urinu.?® In vitro pétijumi paradija, ka licla dala DON tiek parveidota par
DON metabolitiem, starp kuriem deoksinivalenol-15-glikuronids (D15G) bija doming&josais
DON metabolits cilvéka aknas. Otrs domin&josais DON metabolits ir deoksinivalenol-3-
glikuronids (D3G), kas tika novérots zemakos limenos D3G cilvékiem. Cilvéka aknu
mikrosomas sp€j veidot tikai divus DON metabolitus, savukart, dzivnieku aknu mikrosomas
sp€j veidot dazadus DON metabolitus: D3G, DON-8,15-hemiketal-8-glikuronidu, D15G, izo-
DON-3-G un izodeoksinivalenol-8-glikuronidus.?’

Lielaka dala izdalita DON bija glikuronidéta stavokli (> 75%) un D15G bija domingjosa
urina izdalisanas forma cilvékiem. DON, D3G un D15G ir uzskatami par DON biomarkieriem
urina. 262
Beauvericins un enniatini. In vivo pétijumi tika veikti ar cikam un broileru caliem, kuri

baroti ar ENNBL1 piesarnotu baribu, tika detektéti 11 provizorisku galveno ENNB1 metaboliti
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urina. Tie paSi provizoriskic metaboliti tika atklati in vitro péc cilvéka aknu mikrosomu
inkubacijas ar ENNB1.28 In vitro un in vivo dati liecina, ka péc absorbcijas BEA un ENN atri
metaboliz&jas par dazadiem neraksturigiem metabolitiem. Atra metabolisma dél biitiska ir tikai
1. fazes vielmaina, kas ietver hidroksiléSanas, karboksiléSanas un N-demetiléSanas reakcijas.
Sos procesus vislabak var aprakstit ENNB. Hidroksilétie un karbonilétie produkti un pats
ENNBL ir visizplatitakie ENNB1 metaboliti cilvéka urina.?®

1.6. Mikotoksinu analizes metodes idenos

Mikotoksinu noteiks$anai notektidenos ir aprakstitas dazadas metodes, kuru pamata ir LC-
MS/MS. Veicot literatiras izpéti, tika apkopotas 6 noteikSanas metodes atbilstosi

instrumentalas analizes procediirai, validacijas parametriem un paraugu sagatavoSanas veidam
(sk. 1.6.1. tabulu).

1.6.1. tabula
Mikotoksinu paraugu sagatavosanas metodes salidzinasana
. Parauga Elugsanas  Rekonstruésanas .
Nr.  Analiti IS . pH Filtrésana CFE kolonnas Lit.
tilpums, L Skidums skidums
Stikla Skiedras Oasis HLB H,O/MeOH
1. 34 Ir 1,0 6,6-7,0 MeOH 5
filtrs 1,2 ym (200 mg/6 mL) (9:2)
Stikla $kiedras . . H,O/MeOH
2. 11 Ir 0,025 2,5-3,0 Oasis HLB PRiME MeOH !
filtrs 1,6 pm (8:2)
Nr. 5 filtrpapirs, ZearalaTest H,O/MeOH/ACN
3. ZEA N/F 0,50-1,0 Neé MeOH 68
stikla skiedras filtri afinitate kolonna (7:2:1)
DON Stikla Skiedras Oasis HLB H,O/MeOH
4. Ir 1,0 Ne EtAc 9
ZEA filtrs 1,2 pm (200 mg/6 mL) (9:1)
ZEA
ZAN
a-ZOL Stikla 8kiedras Supelclean Envi-18 H,O/ACN
5. Ir 1,0 Ne ACN 10
a-ZAL filtrs 1,2 um (500 mg/6 mL) (8:2)
B-ZOL
B-ZAL
Stikla skiedras Oasis HLB H,O/MeOH
6. DON Ir 1,0 Ne EtAc 1
filtrs 1,4 um (200 mg/6 mL) (9:1)

Vislielakais analizétais analitu skaits ir 1. metodé, kura tiek analizéti 34 mikotoksini:
AFB1, AFB2, AFG1l, AFG2 un AFM1, altenuéns (ALT), alternariols (AOH) un to
monometiléteris (AME), tentoksins (TET), ergokornins (ECO), ergokriptins (ECY), FB1, FB2
un FB3, OTA un OTB, BEA, STC, sulohrins (SUL), CIT, PAT, ZEA un to a- un - metaboliti,
diacetoksiscirpenols (DAS), HT-2 un T-2, neosolaniols (NEO), verrucarins A (VERA), 3-
ADON, 15-ADON, DON, FUSX un NIV. 2. metodé analizé tikai 11 mikotoksinus: DON,
deepoksi-deoksinivalenols (DOM-1), 3-ADON, 15-ADON, NIV, T-2, ZEA, B-ZOL, FB1, FB2,
FB3.
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Mikotoksinu noteikSanai izmanto paraugu tilpumu no 25 Iidz 1000 mL. Gandriz Vvisas
metodes izmanto 1,0 L parauga, to ickoncentrét ar CFE kolonnas, ka art Oasis HLB kolonnam
ir reckomendgétais tilpums ir 1,0 L @idens paraugiem. Oasis HLB papildus tika izvEléts ta sp&jas
efektivi saglabat lielu skaitu bazes, neitralu un skabu savienojumu un plasa pielietojuma
diapazona de]. Salidzinot metodes, ir redzams, ka paraugus parasti nepaskabina, tomér tas ir
atkarigs no savienojuma, kuru analiz€ dotaja parauga. 1. metodg ir paradits, ka paraugu nedaudz
paskabina ar etikskabi, tom&r rezultata netika novérotas butiskas atSkiribas CFE atgtistamiba
starp pH5un 7.5

2. metodé izmanto Oasis HLB PRIME kolonnas. Saskana ar razotaja ieteikumiem
kolonam nav nepiecieSama kondicionéSana, tadejadi ir iesp€ams saisinat paraugu
sagatavoSanas laiku.! Supelclean Envi-18 CFE kolonnas, kas ir mingtas 5. metodg, izmanto
tidens paraugu labakai attirisanai.’’ ZearalaTest kolonnas izmanto tie§i ZEA izolesanai no
idens paraugiem.®2

Visas aprakstitajas metod@s tick izmantots ick$gjais standarts. Sadu pieeju izmanto, lai
kompensétu zudumus parauga sagatavoSanas laika, ka arT, lai samazinatu matricas efektu.

Kolonnas skalosana notiek tikai 3 metodés ar 5 mL udeni, tomér citas metodes ir
aprakstits, ka CFE kolonnas skalosanas d&] notiek nejausa analitu eluésana no kolonnam uz
atkritumiem.59-11

Ka eluéSanas Skidumu parsvara izmanto metanolu, tomér dazas metodes izmanto arl
acetonitrilu un etilacetatu. Metanolu izmanto, jo ta ir paredzéts CFE kolonnu instrukcijas par
paraugu sagatavosanu ar CFE procediiru, ka arT augstak minétos skidinatajus viegli var ietvaicét
slapekla pliisma un izvéleto mikotoksinu savienojumu $kidiba ir pieteikama.?®

Ka rekonstruéSanas skidumu izmanto Gidens un metanola maisijjumu, jo tie ir polari
Skidinataji, kuros $kist daudzi mikotoksini. Svarigi, lai rekonstrué$anas Skidumu sastavs nebtitu
loti atskirigs no fazes sastava injekcijas sakuma.

Metodes salidzinasana atbilstoSi instrumentalas analizes procedirai tika attelota tabula
(sk. 1.6.2. tabulu).
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1.6.2. tabula

Mikotoksinu instrumentalo analizes salidzinaSana

Injekcijas  Plusmas

Nr. Detektors Analitiska kolonna Gradients tilpums, atrums, Lit
uL mL/min
. A: H,O/MeOH/etiksk. (89:10:1) + 5 mM
Pyramide C18
am.ac
1. MS/MS (125 x 2 mm, 3 pm) + C18 40 0,20 5
B: H,O/MeOH/etiksk. (2:97:1) + 5 mM
(2,1 x 20 mm, 3 pm)
am.ac
Xselect CSH C18 A:H,0 + 0,1% HCOOH
2. MS/MS 5 1x 100 5s 4 0,18 !
(2,1 x 100 mm, 2,5 pm) B: ACN
Fluorescences C18
3. A: ACN/H,0/MeOH (46:46:8) 20 0,50 &8
detektors (150 x 3,9 mm, 4 pm)
Polaris C18 A: H,O/MeOH (95:5) + 5 mM am.ac.
4. MS/MS 20 0,25 °
(50 x 2 mm, 3 um) B: H,O/MeOH (5:95) + 5 mM am.ac.
Polaris Amide C18 A: H,O/ACN (95:5) + 10 mM am.ac.
5. MS/MS 50 0,20 10
(150 x 2 mm, 3 pm) B: H,O/ACN (5:95) + 10 mM am.ac.
Polaris C18 A: H,0/MeOH (95:5) + 5 mM am.ac.
6. MS/MS 20 0,25 u
(50 x 2 mm, 3 pm) B: H,O/MeOH (5:95) + 5 mM am.ac.

1.6.2. tabula ir redzams, ka mikotoksinu noteikSanai izmanto MS/MS detektoru un tikai
analitiskas kolonnas ar C18 sorbentu ar dazadiem parametriem. Ka fazes skidumus izmanto gan
tirus $kidinatajus, gan ar salu piedevam, tadam ka pieméram, amonija acetats (am.ac.) un
amonija formiats. Mikotoksinu noteikSanas metodes tika optimizetas attieciba pret analitisko
kolonnas tipu, kustigo fazi un gradienta programmu, lai panaktu péc iespé&jas lielaku
selektivitati un jutibu. C18 kolonna tika izv€léta ka stacionara faze, jo daudziem mikotoksiniem
piemit labas smailes formas.®> Dazus savienojumus ir loti griiti atdalit vienu no otra, pieméram,
ergota alkaloidu epimérus, tacu atdaliSana tika uzlabota, eluentu Skidumos pievienojot 1%
etikskabi.®

Salu piedevu izmanto labakai savienojumu jonizacijai, jo mikotoksinus joniz&ja [M-H]",
vai [M+H]* forma, vai attiecigajos amonjaka un acetata aduktos. Daziem mikotoksinu
savienojumiem nav redzami MS signali, ja fazes nav izmantoti amonija sali.®

Injekcijas tilpumi tika izveleti peéc kolonnas tipiem un iekoncentréSanas faktoriem, jo
dazadam metodém ir dazads rekonstruéSanas Skiduma tilpums, kuru attiecigi pievieno péc
ietvaiceSanas slapekla plisma.

Metodes salidzinaSana atbilstoSi validacijas parametriem tika att€lota tabula (sk. 1.6.3.

tabulu).
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1.6.3. tabula

Mikotoksinu validacijas parametru salidzinasana

'V['ﬁttgf;;gg Savienojumi Abs. R, % Rel. R, % U % LOD, ng/L Jonu “";;aksa“a’
3-ADON 79-85 94-104 55 6,0 -42
DON 33-72 96-106 11 1,2 -61
FB1 22-29 72-96 21 6,5 51
FBy:3 15 N/F 12 6,0 -48
OTA 77-89 90-105 43 0,80 -7
15 BEA 76-104 N/F 6,3 3,4 18
a-ZOL 14 N/F 24 22 88
B-ZOL 21-29 N/F 34 31 84
ZEA 74-80 86-103 13 13 57
HT-2 74-90 86-90 4,5 4,8 -16
T-2 80-94 94-102 5,7 1,2 -4
DON N/F 108 4,0 3,1
DOM-1 N/F 116 4,0 3,5
3-ADON N/F 104 3,0 6,0
15-ADON N/F 88 7,0 7,6
NIV N/F a7 11 29
21 T-2 N/F 105 1,0 0,30 N/F
FB1 N/F 91 7,0 0,60
FB2 N/F 130 9,0 0,15
FB3 N/F 75 10 0,99
ZEA N/F 94 2,0 2,3
B-ZEA N/F 121 4,0 2,7
368 ZEA 74 N/F 6,2 1,7 N/F
40 DON 85 91 9,0 1,4 18
ZEA 94-109 104-115 4,0 0,80 5,0
ZEA 94-109 104-115 5,0 0,80 58
Zearalanons 88 101-102 6,0 3,7 56
5 10 a-Zearalanol 92-99 113-121 14 12 57
b-Zearalanol 84-88 90-99 10 6,3 66
a-Zearalenol 94-98 98-118 9,0 2,3 67
b-Zearalenol 86-93 94-103 7,0 4,8 68
61 DON 85 91 12 14 18

Tika salidzinati mikotoksinu validacijas parametri dazadas metodés. 1. metodei no 34
savienojumiem tika izvél&ti ne tikai tie savienojumi, kurus var salidzinat ar citam metodém, ka
ari tie (DON un BEA), kas turpmak tiks ieklauti metodes izstrade.

Jonu nomaksana raksturo nelabvéligo ietekmi uz detektora reakciju, ko rada samazinata
interes€josa mérkanalita jonizacijas efektivitate. Efekts rodas no parauga matricas, kas konkuré
ar jonizaciju vai citadi kave efektivu jonizaciju. Ir redzams, ka 1. metode jonu nomaksSana loti
svarstas atkariba no savienojuma no -61% lidz 88%. Apskatot atseviski DON, kuram jonu
nomaksana ir attiecigi -61%, var secinat, ka paraugs p&c sagatavosanas tika iegiits ar loti stipru
matricas efektu. BEA gadijuma, jonu nomaksana ir tikai 18%, kas norada uz to, ka paraugs ir
diezgan tirs un matrica neietekmé jonizaciju tik stipri. 4. — 6. metodei ir paraditas loti augstas
jonu nomaksanas vertibas, kuras svarstas no 5,0% — 68%, kas secina par to, ka paraugi ir iegiti
loti netiri, iznpemot DON, jo 4. un 6. metodeés, DON jonu nomakSana ir tikai 18%.

Visas metodes tika iegtti loti labi atglistamibas rezultati, 1. metodei izvelétiem
savienojumiem relativas atglistamibas diapazons ir 72 — 106%, bet tas ir atkarigs no pasa
savienojuma un ta sp€jas jonizéties. Visas metodés DON relativa atgiistamiba ir loti laba,

diapazona 91 — 108%. Absoluta atgiistamiba DON ir diapazona 33 — 85% visos metodgs.
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LOD jeb metodes kvalitativas noteikSanas robeza 1. metodé DON gadijuma ir 1,2 ng/L,
BEA 3,4 ng/L, kas secina par to, ka parauga sagatavosanas metode un instrumentala metode ir
labi izstradatas. 1. metodei DON ir viszemaka LOD vértiba, tomér 1. metodes precizitate jeb
nenoteiktiba ir 11%, kas ir vislielaka no visam salidzinatam metodém.

Apkopojot visu salidzinato informaciju, var secinat, ka DON noteikSanas metodes ir
izstradatas ar loti labiem parametriem, tacu BEA LOD vértiba izstradata metodg ir diezgan
liela— 3,4 ng/L. LOD vértibu ir iesp&jams samazinat, izmantojot citu paraugu sagatavoSanu un
instrumentalo metodi. Neviena no metodém nav analizéti ENN, ir iespgams ieklaut tos
instrumentala metodé un detektét notekiidenos. Metod@s biezi izmanto 1,0 L notektidens
parauga, ir iesp&ja to samazinat [idz 500 mL, lai paatrinatu paraugu sagatavosanu un samazinatu

paligmaterialu paterinu.
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2. EKSPERIMENTALA DALA

Metode ietver notekiidenu parauga filtréSanu ar stikla skiedru filtriem, iekoncentrésanu
ar CFE kolonnam, paraugu rekonstruésanu, filtréSanu ar centriftgas filtriem un mikotoksinu
noteik§anu ar S$kidruma hromatografiju un elektroizsmidzinaSanas jonizacijas tandéma

masspektrometriju, izmantojot standartpiedevu un ieksgjo standartpiedevu metodi kalibrésanai.

2.1. Materiali un izejvielas

Paraugu paskabinasanai un eluéSanai izmantoja skudrskabi (reagenta tiriba atbilst ACS
krit€rijiem) un 2-propanolu (LC-MS piemérotas tiribas).

CFE kolonnas kondensésanai izmantoja metanolu (LC piemérotas tiribas) un dejoniz&tu
tdeni no Milli-Q attirisanas iekartas.

Paraugu filtréSanai izmantoja stikla Skiedras filtrus ar 0,60 um poru izméru.
Rekonstruésanai izmantoja metanolu, dejonizétu udeni, etikskabi un am.ac. (LC-MS
piemerotas tiribas).

Rekonstruésanas $kidumu pagatavoja 250 mL mérkolba: iesvéra 4,82 £ 0,01 g am.ac.
mérkolba, pievienoja 2,525 mL 99% etikskabes un atskaidija ar 50% metanola skidumu tideni
lidz atzimei.

AtSkaidiSanas $kidumu pagatavoja 250 mL mérkolba: iesvéra 4,82 + 0,01 g am.ac.,
pievienoja 2,525 mL 99% etikskabes un atSkaidija ar dejoniz&tu tideni lidz atzimei.

Kalibrésanai ar standartpiedevu metodi izmantoja mikotoksinu standartSskidumus, kas
pagatavoti no tiram vielam (ar vismaz 95% tiribas): BEA, ENNA, ENNAL, ENNB un ENNBL.
Kalibrésanai ar iek$€jo standartpiedevu metodi izmantoja mikotoksinu standartskidumus, kas
pagatavoti no tiram vielam (ar vismaz 98% tiribu): DON un U-[**C15]-DON.

Pamatskidumus ar koncentraciju 1000 ng/ul. pagatvoja 5 mL mérkolba. lesvéra
un at$kaidija lidz atzimei. Skidums derigs 12 ménesus, glabajot —20 °C temperatiira. Aprekinot
nepiecieSamo iesvaru vertibas, nem vera gan standartvielu tiribas pakapi, gan veidu, kada merka
savienojums atrodams standartviela.

Paraugu sagatavoSanas gaita standartpiedevas pievienoSanai izmantoja mikotoksinu
darba skidumu. Attiecigo darba Skidumu ar koncentraciju 0,125 ng/uL pagatavoja 10 mL
mérkolba, pievienojot 1,25 uL pamatikiduma un atSkaidot lidz atzimei ar acetonitrilu. Skidro
iek§gjo standartu U-[*3C15]-DON ar koncentraciju 0,50 ng/uL pagatavoja 5 mL meérkolba,
pievienojot 100 pL pamatskiduma un atSkaidot 1idz atzimei ar acetonitrilu.

Paraugu sagatavoSanai un analizes veikSanai nepiecieSamie trauki un aparatiira:

laboratorijas svari ar precizitati £ 0,01 g, analitiskie svari ar precizitati £ 0,0001 g,
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termostatéjama centrifiiga, termostat€éjama uUdens vanna, slapekla ietvaicéSanas sist€ma,
vakuuma manifolds, vakuuma stiknis, CFE rezervuari, mércilndri (A klase, dazadi tilpumi),
varglazes (dazadi tilpumi) , mérkolbas (A klase, dazadi tilpumi), 15 un 50 mL polipropiléna
centrifigu stobrini, automatiskas pipetes ar mainamo tilpumu 20, 200, 1000 un 5000 pL,
centrifiigas filtri ar poru izméru 0,22 um, indikatorpapirs, Strata X kolonnas 33 pm
500 mg/6 mL, orbitalas vibracijas kratitajs, FilterSys vakuuma filtréSanas sist€éma, kas aprikota
ar porainu atbalstu bazi, piltuve, 1L filtréSanas kolba, autosamplera stikla pudelites ar ieliktniem

32 mm, 250 L.

2.2. Paraugu sagatavoSana

Katru notekiidens paraugu labi samaisija un iemérija divreiz pa 500,0 = 2,5 mL. Visiem
paraugiem pievienoja skudrskabi lidz pH 5 un filtr€ja caur stikla Skiedru filtriem, izmantojot
FilterSys vakuuma filtréSanas sistému, kas aprikota ar porainu atbalstu bazi, piltuvi, 1L
filtrésanas kolbu un vakuuma siikni. Katram paraugam pievienoja 10 ul. DON ieksgja
standartu, lai beigu koncentracija parauga ir 10 ng/L, un kalibréSanai atkartotajiem tilpumiem
pievienoja mikotoksinu standartpiedevas (pieméram, 5 ng/L, atkariba no gaidamas
koncentracijas parauga un kalibréSanas punktu skaita).

CFE kolonnas secigi aktivizéja ar 10 mL dejonizéta idens, 10 mL metanola un 10 mL
dejonizeto tdeni. Salika iekartu CFE procedirai: virs kolonnam uzlika rezervuarus un uznesa
noteklidenu paraugus, plismas atrumu reguléja ar vakuuma stikni ap 2 — 3 pilieni/sekundg. Péc
parauga uznesanas, kolonnas zavéja 30 mindtes un elugja ar 10 mL 1% skudrskabes Skidumu
2-propanola. Iztvaicgja zem slapekla plismas pie 65°C Iidz sausam atlikumam.

Paraugus rekonstrugja 120 pL rekonstruéSanas $kiduma un maisija uz orbitala vibracijas
kratitaja. No iegiita Skiduma panéma 20 uL alikvotu BEA un ENN noteikSanai, kurai klat
pievienoja 30 pL rekonstruésanas skidumu un filtréja caur centriftigas filtriem, filtratus iepildija
stikla pudelités hromatografijai. Atlikusai dalai pievienoja 200 pL atSkaidiSanas $kiduma,
maisija uz orbitala vibracijas kratitaja un filtréja caur centrifiigas filtriem. lepildija stikla

pudelités hromatografijai DON noteikSanai.

2.3. Instrumentala analize

Mikotoksinu noteikSanu veica, injicgjot filtr€tos ekstraktus Skidruma hromatografa
Thermo Scientific Ultimate 3000, kas aprikots ar pentafluorfenila reversas fazes analitisko
kolonnu vai ar graféto oglekla reversas fazes analitisko kolonnu atkariba no analita noteiks$anas

(skatit 2.3.1. tabulu un 2.3.2. tabulu).
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231

. tabula

Skidruma hromatografijas parametri BEA un ENN grupas mikotoksinu atdali¥anai

Analitiska kolonna

Kinetex 1,7 um PFP 100 A, 100 x 3mm

Temperatiira kolonnai
Temperatiira autosampleri
Kustiga faze “A”

Kustiga faze “B”

Kustiga faze “C”

Kustiga faze “D”

Injekcijas tilpums un sastavs

40°C

15°C

Dejonizéts iidens + 5 mM am.ac. + 0,2% etikskabe

50% metanols tident

LC-MS tiribas metanols + 5 mM am.ac. + 0,2% etikskabe
LC-MS tiribas 2-propanols

25 pL (50% metanols adent + 250 mM am.ac. + 1% etikskabe)

Gradienta programma

Laiks, min Plusmas atrums A, % B, % C, % D, %
-6,250 0,800 100 0 0 0
-0,010 0,800 100 0 0 0
-0,009 0,250 100 0 0 0

0,000 0,250 100 0 0 0
15,000 0,250 1 0 99 0
20,000 0,250 1 0 99 0
24,000 0,250 1 0 99 0
24,150 0,800 1 0 99 0
25,000 0,800 1 0 99 0
25,010 0,800 0 85 5 10
29,990 0,800 0 85 5 10
30,000 0,800 50 0 50
32,500 0,800 1 0 99
35,000 0,800 1 0 99

2.3.2. tabula

Skidruma hromatogrifijas parametri DON atdali$anai

Analitiska kolonna

Hypercarb 5 um, 100 x 2,1 mm

Temperatiira kolonnai
Temperatiira autosamplert
Kustiga faze “A”

Kustiga faze “B”

Kustiga faze “C”

Plasmas atrums

Injekcijas tilpums un sastavs

60°C
15°C

Dejonizéts idens + 5 mM am.ac. + 0,2% etikskabe

LC-MS tiribas metanols + 5 mM am.ac. + 0,2% etikskabe

THF (atbilstosi ACS kriterijiem)

0,500 mL/min

100 pL (33% metanols tdeni + 250 mM am.ac. + 1% etikskabe)

Gradienta programma

Laiks, min A, % B, % C, %
-15,000 100 0 0
0,000 100 0 0
40,000 70 30 0
40,100 50 50 0
42,500 50 50 0

42,500 0 0 100

52,950 0 0 100
53,000 0 100 0
58,000 0 100 0
58,000 50 50 0
65,000 50 50 0
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Hromatografs savienots ar Thermo Scientific TSQ Quantiva kvadrupolu tandéma
masspektrometram, ar apsildamo elektroizsmidzinasanas jonizacijas avotu.

Labakai savienojumu atdaliSanai uz kolonnu padotas kustigas fazes (dejonizets fidens un
metanols ar 0,2% etikskabes un 5 mM am.ac. saturu) p&c gradienta programmas, kuras ilgums
ir 41,25 minites BEA un ENN grupas gadijuma, un 80 miniites DON gadijuma.
Tetrahidrofuranu (THF) un 2-propanolu izmanto kolonnas skalo$anai. Abam metodém tika
ieprogrammets laiks optimala kolonnas kondensg€sanai.

MS jonizacijas avots konfiguréts apsildama elektroizsmidzinaSanas jonizacijas reZima.
Tika veikta prekursora jonu izolé$ana, fragmentacija un fragmentu vienlaiciga detektéSana pie

maksimalas izskirtsp&jas.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

Pamatojoties uz zinatniskaja literattira publicétajiem datiem par mikotoksinu izplatibu
notektidenos, instrumentalaja metod€ ieklava 23 mikotoksinu noteikSanas parejas, tacu ne visus
savienojumus izdevas detektet, kad dazadas izcelsmes notektideniem veica analizi. Liela analitu

skaita d&l, samazinas jutiba un selektivitate attieciba uz citiem analitiem.

3.1. LC-MS/MS parametru optimizacija

S1 pétijuma ietvaros sakotngji tika planots analizét 23 mikotoksinus notekiidenos: BEA,
ENNA, ENNA1, ENNB un ENNB1, ZEA, FB1, FB2 un FB3, DON, T-2, TET, OTA, NEO,
FUSX, AOH, HT-2, 15-acetoksiscirpenols (15-ACS), altertoksins I, T-2 Triols, 15-ADON, 3-
ADON un AFB1. Tomér, analiz&jot 12 notekiidenu paraugus, virs LOD tika detekteti tikai
DON, BEA, ENNA, ENNA1, ENNB, ENNB1, savukart citi mikotoksinu savienojumi, kas ir
minéti augstak, netika detekteti. Talakiem pétjjumiem instrumentala metode tika optimizeta
tikai DON, BEA, ENNA, ENNA1, ENNB un ENNBL1.

Pé&c standartskidumu pagatavoSanas automatiski tika veikta savienojumu fragmentacijas
jonu skenéS$ana un kolizijas energiju optimizé$ana, iegitie dati apkopoti tabula (skatit 3.1.1.

tabulu).

3.1.1. tabula
Izoléto prekursora jonu un galveno detektéto fragmenta jonu m/z

Nosaukums Prekursora jona m/z Fragmenta jona m/z Kolizijas energija, V
Deoksinivalenols 294,940 264,982 10,25
355,053 247,018 14,90
U-[*C;5]-Deoksinivalenols 310,350 219,325 10.25
370,286 261,286 16,37
784,365 134,040 52,67
Beauvericins 784,368 244,071 25,83
801,392 262,071 29,16
683,702 211,375 25,37
Enniatins A 683,705 200,236 39,48
700,702 210,111 30,68
669,701 210,040 24,16
Enniatins A1l 691,40 351,111 51,06
691,404 232,143 55,00
641,401 196,040 24,36
Enniatins B 658,702 196,040 29,82
658,705 186,111 44,43
655,455 197,071 23,80
Enniatins Bl 672,701 542,276 27,60
672,705 210,183 29,72
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parametrus no mikotokstnu noteikSanas metodém (skatit 3.1.2. tabulu).

MS detektora parametri mikotokstnu noteikSanai tika optimizeti, izmantojot optimalas

3.1.2. tabula

Masspektrometriska detektora parametri mikotoksinu noteikSanai

Jonizacijas veids

Apsildamais elektroizsmidzinasanas avots (H-ESI)

4,0 kV (pozitivaja rezima)

Spriegums
2,5 kV (negativaja rezima)
Jonu parneses caurules temperatiira 325°C
Iztvaic@taja temperatiira 300°C
Quantiva darbibas reZims SRM
1z8kirtspgja 1,2 FWHM

3.2. Analitiskas kolonnas izvéle

Analitisko kolonnu salidzinasana. Tika salidzinatas 13 analitiskas kolonnas ar C18,

fenil-, C12, pentafluorfenil-, fenilheksil- un grafita oglekli sorbentiem no popularajiem

razotajiem — Phenomenex un ThermoFischer (sk. 3.2.1. tabulu).

Analitisko kolonnu salidzinajumu saraksts

3.2.1. tabula

Nr. Kolonna Izmérs, mm Sorbcijas koeficients Teorgtisko $kivju skaits
1. Luna C18 3 um 150 x 4,6

2. Kinetex C18 1,7 um 50x 3,0 7,6 411
3. Hypercarb 5 pm (lietota) 100x 2,1 18 905
4. Kinetex C18 1,7 um 100 x 3,0 7,3 2004
5. Synergi Polar-RP 4 um 150 x 3,0 7,8 1080
6. Kinetex PFP 1,7 pm ar UHPLC filtru 100x 3,0 44 4774
7. Omega Polar C18 1,6 um 100 x 1,0 18 1947
8. Omega Polar C18 3,0 um 100 x 3,0 8,8 1838
9. Kinetex Phenyl-Hexyl 2,6 um 100 x 2,1 6,7 958
10. Synergi Hydro-RP 4,0 um 150 x 3,0 12 1171
11. Synergi Max-RP 4,0 pm 150 x 3,0 14 633
12. Hypercarb 5,0 um (lietota) 100x 2,1 14 58
13. Hypercarb 5,0 pm (jauna) 100x 2,1 45 804

Eksperimentali salidzinaja pilnigi jaunas un lietotas kolonnas, ar dazadiem garumiem,

diametriem un poru izmériem. Analitiskas kolonnas tika salidzinatas péc sorbcijas koeficienta

un teorétisko $kivju skaita, jo lielaks ir teorétisko $kivju skaits un sorbcijas koeficients, jo

efektivaka un selektivaka biis kolonna. Laiks, kad no kolonnas izdalas kustiga faze, var

aprékinat péc vienadojuma (3.2.1. vienadojums). 0,49 izmanto ka koeficientu, tapéc ka

kolonnas ir ar virspusgji porainiem iepakojumiem.
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_ 0,49 - d*nL

fo = ~Z000F (321)
, kur ¢ty — laiks, kad no kolonnas izdalas kustiga faze, min;
d — kolonnas diametrs, mm;
L — kolonnas garums, mm,;
F — pliismas atrums, mL/min.
Sorbcijas koeficientu var aprékinat péc vienadojuma (3.2.2. vienadojums).
=l (3.2.2)
to

, kur  k —sorbcijas koeficients;
tgr — signala aizturéSanas laiks, min;
to, — laiks, kad no kolonnas izdalas kustiga faze, min.
Teorétisko skivju skaits jeb kolonnas efektivitate var aprékinat péc vienadojuma (3.2.3.
vienadojums):
(=)
N=16-| —— (3.2.3))
theig — Usak
,kur N —teorétisko §kivju skaits jeb kolonnas efektivitate;
tgr — signala aizturéSanas laiks, min;
tpeig — signala laiks beigas, min;
teax — signala laiks sakuma, min;

Vislielakais teor&tisko Skivju skaits tika novérots Kinetex PFP 1,7 um kolonnai, kas ir
4774, un sorbcijas koeficients ir 4,4. Neskatoties uz to, ka kolonnai nav vislielakais sorbcijas
koeficients, ta tika izvéléta ka prioritara kolonna talakajai salidzinasanai. Vislielakais sorbcijas
koeficients ir Hypercarb 5,0 um kolonnai, kas ir 45, §1 kolonna tika izv¢léta ka prioritara
kolonna talakajai salidzinasanai.

Omega Polar C18 1,6 um kolonnai ir viens no lielakajiem sorbcijas koeficientiem, tomér
§1 kolonna netika izveleta talakajai salidzinasanai, jo ta ir loti Saura, kas samazina gradienta
attiectbu mainas atrumu un samazina analizes atrumu, tadél pazad signala simetriskums.
Synergi Max-RP 4,0 um kolonna tika izvéleta talakajai salidzinasanai, jo tai ir labs sorbcijas
koeficients.

Analitiskas kolonnas tika salidzinati p&c intensitates un smailes formas (sk. 3.2.1. —3.2.3.

att.).
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3.2.1. att. DON hromatogramma ar dazadam kolonnam (sarkana Iinija ir Kinetex PFP, oranza

Iinija ir Hypercarb, zila Iinija ir Omega Polar un melna linija ir Synergi Max-RP)
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3.2.2. att. HT2 hromatogramma ar dazadam kolonnam (oranza linija ir Hypercarb, sarkana linija

ir Kinetex PFP, melna linija ir Synergi Max-RP un zila Iinija ir Omega Polar)
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3.2.3. att. OTA hromatogramma ar dazadam kolonnam (sarkana Iinija ir Kinetex PFP, zila linija

ir Omega Polar un melna Iinija ir Synergi Max-RP)

3.2.1. attela ir redzams, ka, izmantojot Omega Polar kolonnu, DON signals ir plataks
salidzinajuma ar citam kolonnam. lzmantojot Hypercarb kolonnu, DON signals ir loti intensivs
un Saurs. 3.2.2. att€la ir redzams, ka HT-2 gadijuma visas 4 kolonnas, signali ir loti Sauri.
Omega Polar un Hypercarb kolonnu gadijuma signali ir ar lidzigu intensitati, bet signala
intensitate Kinetex PFP kolonnas gadijuma ir nedaudz zemaka. OTA gadijuma,
visintensivakais un visSaurakais signals ir Kinetex PFP kolonnai, ar Omega Polar kolonnu OTA
signals ir ar garo “asti” un ar loti slikto intensitati, ar Hypercarb kolonnu signals nav detektéts
(sk. 3.2.3. att.).

Rezultata, talakai metodes izstradei tika izmantotas Hypercarb 5,0 um kolonna DON
detektésanai un Kinetex PFP 1,7 um kolonna BEA, ENNA, ENNAL, ENNB un ENNBL1. Ta ka
Hypercarb kolonnai ir liels sorbcijas koeficients attieciba uz DON, ir iesp&jams, nebojajot
signala formu, uz tas uznest vairak ekstrakta jeb palielinat injekcijas tilpumu.

Izaicinajumi. Metodes izstrad@s laika tika novérotas dazas problémas, kas ir saistitas ar
analitiskam kolonnam. Hypercarb kolonnai par mobilo fazi izvélgjas tiru tidens. Palaizot
plismu, spiediens uz kolonnas bija parak augsts, tad€l no kolonnas saka tecét ara grafita
sorbents, kas atrodas kolonna. Tika secinats, ka maksimalais spiediens Hypercarb kolonnai
nedrikst parsniegt 400 bar, citadak var piesarnot un aizblivét visu sistému. Tika izvelets
izmantot citas mobilas fazes — fidens un metanols, samazinot pliismas atrumu un palielinat
kolonnas temperatiiru lidz 60 °C. Visticamak, tas ir saistits ar to, ka kolonna ir pilnigi aizpildita
ar sorbentu ar porainibu ap 75%.% PFP kolonnas izmantoSanas laika tika novérota smailes
formas pasliktinasanas — ta dubultojas. Visticamak tas ir saistits ar to, ka BEA un ENN ir citi

struktiiras izoméri, kurus ar to kolonnu var atdalit viens no otra.31*? Pentafluorfenilfaze piedava
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augstu sterisko mijiedarbibas pakapi, lai uzlabotu strukturalo izoméru atdaliSanu, un
elektronegativas fluora grupas var piedavat lielaku polaro bazes savienojumu aizturi.®® Lai
atrisinatu So problému, kolonnu apgrieza pret&ji un skaloja ar mobilam fazém. Omega Polar
C18 kolonnas gadijuma tika noverots, ka, izmantojot dejoniz&tu tideni bez piedevam ka mobilo
fazi DON noteikSanai, nebija izteikta savienojuma selektivitate. StandartSkiduma tika noverots
DON signals, bet paraugos nav.

Gradientu sistemu optimizacija. Tika salidzinatas sekojosas kustigas fazes: tirs idens un
acetonitrils; iidens un acetonitrils, kam tika pievienots 0,1% skudrskabes; tidens un metanols,
kam tika pievienoti 0,2% etikskabes un am.ac. Mobilas fazes tika izvéletas, balstoties uz
literatiras avotiem.!51 Parsvara mikotokstnu detekt€Sanai ir nepiecieSams izmantot
paskabinatas fazes ar salu piedevu, iznemot patulinu, kuram nepiecieSami tiri $kidinataji. Salu
piedeva palielina mikotoksinu jonizaciju, jo tiem veidojas loti labi adukti, kas savukart uzlabo

metodes jutibu (sk. 3.2.4. att.).
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3.2.4. att. DON hromatogramma ar Kinetex PFP kolonnu dazados fazes (oranza linija ir smaile,

kas iegiita ar am.ac. piedevu fazg, zila linija ir smaile, kas iegiita ar skudrskabi faze)

Tika noveérots, ka, izmantojot dejoniz€tu tideni un acetonitrilu, samazinas metodes
jutiba — paraugos netika novérotas analitu smailes. Izmantojot Gideni un acetonitrilu, kam tika
pievienota 0,1% skudrskabe neizv€lgjas turpmakai metodes izstradei, jo adukti, kas veidojas ar
So fazu sistému bija nestabili un paraugiem bija novérota slikta atkartojamiba.

DON signala intensitate negativaja rezima bija loti vaja. Fazu sist€ma, kas atrisinaja
jutibas un fragmentu stabilitates problémas bija dejonizéts Gidens un metanols, kam tika
pievienotas 0,2% etikskabes un am.ac. piedevas, jo smailes intensitate un forma bija

apmierinosa.
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3.3. Paraugu sagatavosanas dalas optimizacija

CFE kolonnu izvele. Paraugu attiriSanai un iekoncentré$anai tika izmantotas CFE
kolonnas. Salidzinaja CFE kolonnas Strata C18-E, Strata X, Oasis HLB, Strata Basic Screen
un Strata ABW. Izmantojot Strata ABW un Basic Screen kolonnas tika konstatéts, ka tas nav

piemérotas DON noteikSanai.

CFE salidzinaSanai tika nemts 100 mL maksligi kontamin&ts dejonizéts tidens. Paraugs
pa dalam tika uznest uz kolonnam, ik pa 20 mL parauga tika savakta viena frakcija , lai novérotu
analita zudumus. Frakcijas tika analiz&ti un konstatéja, ka, izmantojot Strata C18-E kolonnas,

DON izskalojas no sorbenta liela parauga tilpumu pievienosanas dél, DON zudumi ir 53% (sk.

3.3.1. att.).
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3.3.1. att. DON eluésanas profils, izmantojot Strata C18-E kolonnas

Tika secinats, ka tas kolonnas nav piemérotas DON iekoncentré$anai. Izmantojot Strata X
un Oasis HLB kolonnas, DON analita zudumi netika konstatéti.

Tika salidzinata absolita CFE atgustamiba Strata C18-E, Strata X un Oasis HLB
kolonnam, izmantojot 500 mL Milli-Q tdens. Tika veikti 3 atkartojumi katram punktam, BEA
un ENN gadijuma standartpiedevas koncentracija ir 5 ng/L, DON gadijuma standartpiedevas
koncentracija ir 25 ng/L (sk. 3.3.1. tabulu).
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3.3.1. tabula
Mikotoksinu absoliita CFE atgiiSana Milli-Q tidens standarta pievieno$anas koncentracija

5 ng/L ENN grupai un BEA, 25 ng/L DON

Strata C18-E, % Strata X, % Oasis HLB, %
DON 9,0 94 94
BEA 59 90 75
ENNA 67 104 92
ENNAL 71 103 82
ENNB 72 106 76
ENNB1 72 106 78
Videji: PFP metode 68 102 81
Hypercarb metode 9,0 94 94

Tika konstatéts, ka izmantojot Strata C18-E kolonnas DON absolita atgtistamiba ir 9,0%.
BEA un ENN gadijumos, kolonnas atgiistamiba ir diapazona 59 — 72%. Strata X kolonnas
absollita atglistamiba ar visiem savienojumiem ir teicams, diapazona 94 — 106%. Oasis HLB
kolonnu absoliita atgistamiba ir lidziga Starta X kolonnam.

Ka iepriek§ minéts, notekiidenu sastavs ir loti mainigs un dazads, tapeéc nepiecieSams
parliecinaties par izvélétas ekstrakcijas piemérotibu $is sarezgitas matricas analizé. Tika
parbaudita ekstrakcijas efektivitate Stata X kolonnam, ja veic iekoncentrésanu 500 mL
notekiidens parauga. Krana tideni izmantoja ka kontrolparaugu. Paraugu sagatavosana tika

veikta pec aprakstitas metodes eksperimentalaja dala (sk. 3.3.2. tabulu).

3.3.2. tabula
Strata X kolonnas ekstrakcijas efektivitate
Strata X
Krana Gdens 1. notektidens 2. notekiidens 3. notektidens
DON 97% 98% 96% 98%
BEA 56% 187%* 84% 92%
ENNA 69% 166%* 84% 97%
ENNA1 74% 104% 88% 98%
ENNB 72% 101% 89% 109%
ENNB1 82% 103% 96% 95%

* Rupja klada péc Diksona kriterija

Tika noverots, ka Strata X kolonnas DON gadijuma ar krana adeni ir 97%, ar notekiidens
matricu ir 96 — 98%. BEA un ENN gadijuma, rezultati ar Strata X kolonnu arf ir apmierino$i-
ekstrakcijas efektivitate ir robezas 84 — 109%.

3.3.1. un 3.3.2. tabulas ir redzamas ekstrakcijas efektivitates un absoliitas atglistamibas,
kas ir lielakas par 100%, tas varétu bat skaidrots ar to, ka varétu biit eksogénas vielas no argjiem
avotiem parauga sagatavoSanas laika, piem&ram, atlikumi, kas izdalfjusies no CFE

kartridziem.®
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Var redzét, ka izmantojot Strata X kolonnas krana tidens matrica ekstrakcijas efektivitate
ir mazaka attieciba pret ekstrakcijas efektivitati ar notektidens matricu. Krana tdens ir tiraka
matrica neka notektidens, kas var saturét dazadus organiskus un neorganiskus savienojumus
dazadas koncentracijas. lespgjams notiek kolonnas piesarnosana ar siem savienojumiem un
analiz€amie savienojumi labak aizturas sorbentad neka tiro krana tideni, lai gan tas ir tikai
pien€mums un biitu nepiecieSami papildus mérijumi, lai apliecinatu $adu sakaribu.

Talakai paraugu sagatavoSanai izvElgjas izmantot Strata X kolonnas. Oasis HLB kolonnas
ir laba alternativa DON, BEA un ENN noteikSanai, tacu kolonnas cena ir salidzino$i augstaka
neka Strata X.

Parauga tilpums. Parauga tilpums tika izvéléts péc eksperimentaliem datiem, analiz&jot
maksligi kontamin&tu paraugu ar mikotoksinu standartvielam. Salidzinasanai tika izvelgti

sekojosi parauga tilpumi: 333 mL, 666 mL, 1000 mL (sk. 3.3.2. att.).
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q::f 2000 & 2000 °:§ 2000
§ 1500 é 1500 é 1500
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Laiks, min Laiks, min Laiks, min

3.3.2. att. DON hromatogrammas 333 mL, 666 mL un 1000 mL parauga apjomiem ar Hypercarb

kolonnu

3.3.2. attela var redzet, ka, jo vairak ir parauga tilpums, jo lielak ir signala intensitate.

BEA un ENN salidzinasanai tika izvéleti 666 mL un 1000 mL (sk. 3.3.2. —3.3.7. att.).
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3.3.3. att. BEA hromatogrammas ar Kinetex PFP kolonnu (oranza Iinija — 1000 mL un zila
Itnija — 666 mL)
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3.3.4. att. ENNA hromatogrammas ar Kinetex PFP kolonnu (oranza Iinija — 1000 mL un zila
Itnija — 666 mL)
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3.3.5. att. ENNA1 hromatogrammas ar Kinetex PFP kolonnu (oranza linija — 1000 mL un zila
Iinija — 666 mL)
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3.3.6. att. ENNB hromatogrammas ar Kinetex PFP kolonnu (oranza Iinija — 1000 mL un zila
Itnija — 666 mL)
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3.3.7. att. ENNB1 hromatogrammas ar Kinetex PFP kolonnu (oranza linija — 1000 mL un zila
Itnija — 666 mL)

Attelos ir paraditas BEA un ENN grupas mikotoksinu signali, izmantojot 666 mL un 1000
mL parauga. Tika novérots, ka, izmantojot 666 mL parauga tilpuma, signali ir intensivaki neka
ar 1000 mL, iznemot ENNA 1 gadijumu, tacu starpiba nav ievérojama. legiitie rezultati ir pretgji
sagaiditajiem, kas varétu biit skaidrojams ar CFE kolonnu kapacitati. Palielinats parauga
tilpums teorétiski péc iekoncentréSanas nodroSina augstaku analitu koncentraciju, tacu, ka
redzams péc rezultatiem, ir vérojami zudumi un liclaki matricas efekti nevis intensitates
pieaugumi. Palielinot parauga tilpumu Iidz 1000 mL, palielinas signalu intensitate DON un
ENNAL gadijuma, bet pasliktinas — BEA, ENNA, ENNB un ENNB1. DON metodei optimalais
tilpums ir 500 mL parauga. Tilpums lielaks par 1000 mL stipri ietekm& hromatografisko
noteikSanu, palielina slodzi CFE kolonnam, paliclina matricas efektu, palielina paraugu
sagatavoSanas laiku.

Atskiriba starp 500 mL un 666 mL nav biitiska. Tika secinats, ka paraugu sagatavoSanai

nepiecieSamais tilpums ir 500 mL.
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RekonstruéSanas Skidums. Tika veikti dazadi eksperimenti, lai atrastu optimalo
rekonstruésanas Skidumu. Tika novérots, ka, izmantojot rekonstruésanas Skidumu ar augstu
tidens saturu, savienojumiem ar labaku aizturi noveéroja sliktas absoliitas atgiistamibas, bet
palielinot organisko saturu $kiduma, Sie raditaji uzlabojas. Notekiidens paraugos $ads efekts
ekstraktu, un injicgjot, nepasliktina smailes formu. Tika izvéléts tads minimalais injekcijas
tilpums, pie kura visas smailes formas ir apmierinoSas. Ka ari loti svarigi, lai izveleta
rekonstrué$anas skiduma savienojumi biitu stabili.

Rezultata DON gadijuma par rekonstruésanas skidumu izvélgjas 17% metanola Skidumu
tident ar 1% etikskabi un 250 mM am.ac. piedevu, BEA un ENN gadijuma — 50% metanola
Skidums tdent ar 1% etikskabi un 250 mM am.ac. piedevu.

Injekcijas tilpums tika optimizéts, salidzinot dazadus injekcijas tilpumus 30 un 25 L.
Viens no svarigiem metodes izstrades posmiem ir parliecinaties, par gradienta cikla efektivitati
ne tikai panakot labu aizturi izv€l€tajiem savienojumiem, bet ar1 parliecinaties, ka nav
noveérojama parnese no vienas injekcijas uz citu, tadgjadi, radot nepatiesus signalus (Sk. 3.3.8.

att.).
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3.3.8. att. Tira Skidinataja hromatogramma, kuros detektets BEA, izmantojot Kinetex PFP

Skidinatajam. 1. un 2. hromatogrammas injekcijas tilpums ir 30 pL, 3. hromatogramma — 25
pL. 1. hromatogramma, kura tika uznemta pirms standartSkiduma injekcijas ar koncentraciju
10 ppb, var novérot loti mazu BEA smaili, kas visticamak paliek sisttma no ieprieks$&jas
injekcijas. 2. un 3. hromatogramma tika iegiita péc standartskiduma injekcijas.

Salidzinot 1. un 2. hromatogrammas, var novérot, ka BEA signala intensitate palielinajas
2,4 reizgs, kas liecina par to, ka injekcijas tilpums 30 pL ir parak liels BEA gadijuma, ka ari

japievers uzmaniba adatas mazgasanai, kolonnas skaloSanai gan pirms injekcijas, gan péc
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signala paradiSanas hromatogramma. Salidzinot 2. un 3. hromatogrammas, kuram injekcijas
tilpumi ir dazadi, var novérot, ka signals samazinas, un attieciba starp 2. hromatogrammas
intensitati un BEA standartskiduma hromatogrammas intensitati ir 0,032%, savukart attieciba
starp 3. hromatogrammas intensitates un BEA standartS$kiduma hromatogrammas intensitates ir
0,026%.

Var secinat, ka optimalais injekcijas tilpums ir 25 pL. Sads tilpums nemaina smailes
formu, un intensitate stipri nesamazinas. Metod€s uzstadijumos tika uzdota adatas mazgaSana
gan pirms, gan péc injekcijas, tika parslégts varsts no MS uz atkritumiem, uzlikta skaloSana ar
2-propanolu hromatogrammas beigas un kolonnas kondens€sana pirms injekcijas. P& metodes
uzlabosanas tika panakts, ka signala parnese uz citam injekcijam nenotiek, tacu tas butiski
palielinaja instrumentalas analizes ilgumu.

Ta ka Hypercarb kolonnai ir liels sorbcijas koeficients attieciba uz DON, ir iesp&ja uznest
vairak ekstrakta jeb palielinat injekcijas tilpumu Iidz 100 pL, jo tas netrauc€ smailes formu un
intensitate DON signalam ir apmierinosa. Metodes izstrades eksperimentos netika novérota
DON analitiska signala parnese vai piesarnosanas.

Parauga stabilitate. Parauga stabilitate tika parbaudita, veicot maksligi piesarnotu
paraugu testéSanu pec noteikta laika, kur§ glabajas dazadas temperatiiras.

Izmantoja 5,0 L notekiidenu parauga, kuru sakuma analiz&ja s€rija ar tuk$u paraugu un
paraugu ar standartpiedevu koncentraciju liment 5,0 ng/L. P&c parauga analiz&Sanas, atlikumam
tika pievienota mikotoksinu standartpiedeva ar koncentraciju 5,0 ng/L. 4L parauga tika sadaliti
pa 2L un uzglabati attiecigi —20°C un +4°C temperatura. Tika veikta atkartota parauga testéSana
péc 1 nedelas un péc 2 nedelam.

Eksperimenta laika tika pieradits, ka 2 ned€lu laika savienojumi parauga ir stabili,
glabgjot gan saldétava, gan ledusskapi, tapéc paraugu analize biitu javeic 2 nedélu laika no

sanems$anas briza.

3.4. Metodes validacija

Selektivitate. Metodes selektivitate tika pieradita, pagatavojot tukSu matricas paraugu un
salidzinot to ar analogu matricas paraugu, kuram pievienota mikotoksinu standartpiedeva
kvantificéSanas limita (LOQ) koncentraciju limeni.

Metode uzrada labu selektivitati, tomér ir novérojamas dabiska piesarnojuma signals
DON un ENNB gadijumos. Darba izstrades laika visos analiz&tajos paraugos vienmer tika
konstatéts DON un ENNB dabisks piesarnojums dazados Itmenos, tapec turpinot validacijas

izstradi tas bija janem véra (sk. 3.4.1. un 3.4.2. att.).

34



4000
3500
3000

" 2500

2000

1500

1000

500 i y, - /\ \//\\

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Laiks, min

cps

Intensitatae

3.4.1. att. DON hromatogramma (zila linija ir tuksa parauga signals, oranza linija ir paraugs ar

standartpiedevu koncentracija 50 ng/L)

140000
Eniatins B

100000

e
2
8
8

X Eniatins A
Eniatins Al

Intensitite, cps

60000
Eniatins Bl

40000

20000
Beauvericins

20 205 21 215 22 225 23

Laiks, min

3.4.2. att. BEA un ENN hromatogramma (oranza krasa ir tuk$a parauga signals, zila Iinija ir

paraugs ar standartpiedevu koncentracija 5 ng/L)

Linearitate. Metodes linearitate (R? > 0,95) tika parbaudita, konstrugjot kalibré$anas
taisnes no standartskidumiem DON gadijuma, jo ir iesp&jams izmantot iek§€jo standartu metodi
un matricas kalibréSanas BEA un ENN gadijuma, kas sagatavoti atbilstosi standartpiedevu
kalibréSanas metodei. BEA un ENN grupas gadijuma, mikotoksinu koncentracija paraugos
noteikta ar viena punkta kalibréSanu katram paraugam (skrinings), ko drikst izmantot, jo tika
pieradita savienojumu linearitate dazados matricas. Ja koncentracija tika noteikta virs pirma
kalibréSanas punkta, tad veica atkartotu analizi ar 5-Iimenu kalibréSanu ar standartpiedevu

metodi (3.4.3. — 3.4.7. att.).
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3.4.5. att. ENNAL hromatogramma un kalibré$anas taisnes diapazona 0,50 — 18,875 ng/L (oranza
Iinija ir ENNAL signals parauga ar standartpiedevu 5,0 ng/L, zila linija ir ENNAL signals tira

parauga)
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3.4.6. att. ENNB hromatogramma un kalibrésanas taisnes diapazona 0,50 — 18,875 ng/L (oranza
Inija ir ENNB signals parauga ar standartpiedevu 5,0 ng/L, zila Iinija ir ENNB signals tira

parauga)
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3.4.7. att. ENNB1 hromatogrammas un kalibréSanas taisnes diapazona 0,50 — 18,875 ng/L (oranza
Iinija ir ENNB1 signals parauga ar standartpiedevu 5,0 ng/L, zila Iinija ir ENNB1 signals tira

parauga)

DON gadijuma, mikotoksinu koncentracija tika noteikta ar kalibré$anas taisni, izmantojot

standartSkidumus un ieks$&jo standartu (sk. 3.4.8. att.).
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3.4.8. att. DON hromatogrammas un kalibrésanas taisnes diapazona 5 — 200 ng/L (melna linija ir

DON standart§kidums ar koncentraciju 10 ng/L, sarkana linija ir DON ieksejais standarts ar

koncentraciju 10 ng/L)

BEA un ENN gadijuma kvantificéSanai nav iesp&jams izmantot kalibréSanu ar

standartskidumiem, jo ir liels matricas efekts un ir nepiecieSams ieks&jais standarts, lai mazinatu
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to. Tapéc izmantoja standartpiedevas metodes kalibréSanu uz katra parauga atseviski, lai
mazinatu matricas efekta raditas kladas.

Detektesanas robeZas. 1LOD (kvalitativas noteikSanas robeza) tika definéta, ka
koncentracija parauga, pie kuras signala un troks$na attieciba > 3 (3.4.1. vienadojums), un ta tika

noverteta, veicot atkartotu tukSo paraugu analizi ar dazadu koncentraciju standartpiedevam.

3-C
= — 0
LOD = 7+ 100% (3.4.1)

,kur  LOD — kvalitativas noteik$anas robeza, ng/L;
S/N — signala un trok$na attieciba;
C — standartpiedevas koncentracijas gaidamas pieradiSanas robezas tuvuma, ng/L.
KvantificeSanas robeZas. 1.OQ (kvantitativa noteikSanas robeza) tika definéta, ka
koncentracija parauga, pie kuras signala un trokSna attieciba > 10 (3.4.2. vienadojums), un ta

tika noverteta, veicot atkartotu tukSo paraugu analizi ar dazadu koncentraciju standartpiedevam.

100 =29°C 100y 3.4.2
Q_S/N 0 (3.4.2)

, kur  LOQ — kvantitativas noteik$anas robeza, ng/L;
S/N — signala un troks$na attieciba;
C — standartpiedevas koncentracijas gaidamas kvantific€Sanas robezas tuvuma, ng/L.

Tika apkopoti dati par IDL, LOD un LOQ (sk. 3.4.1. tabulu).

3.4.1. tabula
Instrumentala detektéSanas robezas (IDL), LOQ un LOD

Savienojums IDL, ng/L LOD, ng/L LOQ, ng/L
Deoksinivalenols 0,18 19 6,4

Beauvericins 0,0025 0,039 0,13

Enniatins A 0,010 0,12 0,40

Enniatins A1 0,0089 0,14 0,47

Enniatins B 0,0055 0,044 0,15

Enniatins Bl 0,017 0,13 0,43

BEA LOD ir zemak noteikts neka citos publikacijas. DON LOD tika noteikts Iidzigi ar
citiem publikacijam. Schenzel publikacija LOD DON tika sasniegts 1,2 ng/L.°> Ta ir vieniga
publikacija, kura DON LOD ir tik zems attieciba pret So pétijumu. Citos publikacijas DON
LOD tika sasniegts lielaks neka 1,9 ng/L. Gracia-Lor pétijuma DON LOD tika sasniegts 3,1
ng/L.! Bucheli un Wettstein pétijumos — 1,4 ng/L.>*! BEA tika analizéts Schenzel publikacija,
BEA LOD tika sasniegts daudz lielaks (3,4 ng/L) neka $aja pétijuma.’

Tika secinats, ka izstradata metode ir piemérota DON, BEA un ENN grupas mikotoksinu

noteikSanai, tika sasniegti zemakie Un optimalie LOD to detekt&Sanai.
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Metodes atgiistamiba. Metodes relativa atgiistamiba tika definéta ka pirms ekstrakcijas
pievienotas standartpiedevas un ieksgjais standarts izmérita laukuma attieciba, kas dalita ar tiro
standartpiedevas un iekS$€jais standarta izmerita laukuma attiecibu (3.4.3. vienadojums).®
Relativa atgtstamiba tika piemérota DON savienojumam, kam bija izmantots ieksgjais
standarts.

Sp+IS

Ryop % = -100% (3.4.3)

S+HIS
,kur  R,.;, % — relativa atgastamiba, %;
Sp+1s — standartpiedevas un iekS€jais standarts izmerita laukuma attieciba parauga,
Ss41s — tira standartpiedevas un ieks€jais standarts izmerita laukuma attieciba.
Metodes absoliita atgiistamiba tika definéta ka izmérita parauga ar standartpiedevu
koncentracijas  attiectba ar izmérito  standartSkidumu atbilstoSo  koncentraciju

(3.4.4. vienadojums).®> Absoliita atgiistamiba tika piemérota Visiem savienojamam.

Cspy — C
Csolv.sp

,kur R,y % — absoluta atgiistamiba, %;
Csow.sp — atbilstoSa koncentracija standartSkiduma, ng/L;
Csp — kvalitates kontroles paraugu koncentracija, ng/L;

Cp; — vid&ja koncentracija kvalitates kontroles paraugam bez Standartpiedevas, ng/L.

Metodes relativa atgiistamiba DON tika att€lota tabula (sk. 3.4.2. tabulu).

3.4.2. tabula
Metodes relativa atgustamiba DON

- o Min. — max. relativa
Savienojums Vidgja relativa atglistamiba, %
atglistamiba, %

Deoksinivalenols 102 92-110

Eksperimenta rezultata ieguva, ka relativa atgtistamiba DON ir diapazona 92 — 110%,
vidgji 102%. leguta relativa atglistamiba ir loti Iidziga ar citiem publikacijam. Schenzel
publikacija tika ieglita DON relativa atglistamiba 96 — 106%, Gracia-Lor publikacija — 108%,
Bucheli un Wettstein publikacijas — 91%.15911

Metodes absoliita atgiistamiba tika att€lota tabula (sk. 3.4.3. tabulu).
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3.4.3. tabula
Metodes absoliita atgiistamiba DON, BEA un ENN

Min. — max. absolta

Savienojums Vidgja absolata atgiistamiba, %
atglistamiba, %

Deoksinivalenols 105 84-118

Beauvericins 91 66 — 115

Enniatins A 94 63— 126

Enniatins A; 104 82 -131

Enniatins B 89 59 -113

Enniatins B, 89 64 — 109

Eksperimenta rezultata ieguva, ka absoliita atgiistamiba ir diapazona 59 — 131% atkariba
no savienojuma. DON gadijuma ir 84 — 118%, BEA gadijuma ir 66 — 115%, ENNA gadijuma
ir 63 — 126%, ENNA1 gadijuma ir 82 — 131%, ENNB gadijuma ir 59 — 113% un ENNB1
gadijuma ir 64 — 109%. Tika iegtta lidzigs BEA diapazons ka Schenzel publikacija, kas ir 76 —
104%.° ENN grupu nav iesp&jams salidzinat ar citam publikacijam, jo tie nav nekur analiz&ti.

Matricas efekts. Matricas efekts (ME) tika novértets ka kalibrésanas grafika slipuma, kas
veikta uz matricas, un kalibrésanas grafika slipuma, kas veikta uz standartskidumiem, dalijums
(3.4.5. vienadojums)

ME, % = <(%) - 1) - 100% (3.45)
2
, kur  ME — matricas efekts, %;
a,; — kalibrésanas grafika slipums, kas veikta uz matricas;
a, — kalibrésanas grafika slipums, kas veikta uz standartskidumiem.
Eksperimenta tika izmantoti 3 dazadus notekiidenu paraugus ar nezinamo izcelsmi,

noteica matricas efektu atkariba no parauga (sk. 3.4.4. tabulu).

3.4.4. tabula
Matricas efekts notekidenu paraugiem
1. notektidens 2. notekiidens 3. notekiidens Vidgja vertiba

DON 8% — — 8%

BEA -96% -78% -91% -88%

ENNA -40% -24% -51% -38%
ENNA1 -75% -51% -56% -61%

ENNB -65% -49% -70% -61%
ENNB1 -67% -38% -64% -56%

Eksperimenta rezultata ieguva, ka visiem savienojumiem gandriz ViSOS paraugos ir
noverojams negativs matricas efekts — jonizacijas laika notiek savienojuma jonu nomaksana.
Eksperimentam ar DON tika testéts viens vidgjais paraugs (paraugs iegits apvienojot dazadus

notekiidenus vidgja parauga, ieglstot reprezentativu notekiidens paraugu) un kvantificeSana
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tika veikta ar standartSskidumiem izmantojot ieks$€jo standartu. Parjiem tika veikti vairaki
eksperimenti, lai iegiitu skaidribu par ME dazadibu starp paraugiem.

Matricas efekta Iimenis starp paraugiem vari€, tas nozimé, ka matricas kalibrésanas péc
viena parauga principa lietot nav korekti. Lai veiktu korektu kvantificesanu bez icksgja
standarta, javeic vismaz viena punkta kalibréSana katram paraugam. Ja sagaidami vienveidigi
paraugi (iegiiti no vienas un tas pasas vietas ar lidzigu sastavu), pirms tam veicot eksperimentu,
var€s izmantot matricas kalibrésanu no viena parauga ar standartpiedevu.

Metodes nenoteiktiba. Paplasinata mérjjumu nenoteiktiba (pie 95% ticamibas intervala)
tika noverteta, veicot atkartotus mérjjumus paraugiem ar standartpiedevu kvantific€Sanas
robezas tuvuma (kvalitates kontroles paraugi) un aprékinot relativo standartnovirzi no

mérijjumu rezultatu atglistamibas (3.4.6. — 3.4.8. vienadojumi). Paplasinajuma koeficients k = 2.
Sn
Ugadijuma = 7 100% (3.4.6.)

,KUr Uy qg1juma — standartnenoteiktiba gadijuma kladu dg] (precizitate), %;
Sn — standartnovirze starp kvalitates kontroles paraugiem, ng/L;

X — kvalitates kontroles parauga vidéja koncentracija, ng/L.

Csp _C_Bl

—1[-100% (3.4.7)

Usistematiskas —

Cteor.sp
JKur  ugigrematiskas — standartnenoteiktiba sistematisko kladu dél (ticamiba), %;
Cteor.sp — kvalitates kontroles parauga teorétiska koncentracija, ng/L;
@ — kvalitates kontroles paraugu vid€ja koncentracija, ng/L;

Cp; — vid&ja koncentracija kvalitates kontroles paraugam bez standartpiedevas, ng/L.

U=k \/ U aaijuma + Weistematiskas (3.4.8)
,kur U, — metodes kombinéta paplasinata nenoteiktiba pie 95% ticamibas intervala, %;

k — parklasanas koeficients (95% ticamibas intervals, k = 2);

Ugadijuma — Standartnenoteiktiba gadijuma kladu del (precizitate), %;

Ugistematiskas — Standartnenoteiktiba sistematisko klidu dél (ticamiba), %.

Visu nosakamo savienojumu novertétas provizoriska nenoteiktibas bija robezas —no 17%

Iidz 44%. Nenoteiktibas aprékinasanai dati tika apkopoti kontrolkartes un paraditas tabula (sk.
3.4.5. tabulu).
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Metodes nenoteiktiba

Savienojums U, %
Deoksinivalenols 17
Beauvericins 44
Enniatins A 43
Enniatins A1l 36
Enniatins B 44
Enniatins B1 42

3.4.5. tabula

Lidz §tm metodes izstrades posmam nenoteiktibas noveérté€Sanai tika iegiits ierobezots

datu apjoms un metodes izstrades laika izmantotie paraugi ir nezinamas izcelsmes un dazada

sastava, tapec aprékinata nenoteiktiba, analiz€jot citas izcelsmes paraugus, atSkirsies un biis

jaaprekina, izmantojot kontrolparaugus. Talakaja paraugu analizé$anai jaizveido kontrolkartes

DON, BEA un ENN grupai, kas apliecinas validacijas atbilstibu analiz€jamiem paraugu

matricai.

3.5. Realo paraugu analize

Tika izanalizéti 12 notekiidens paraugu no Rigas pils€tas attiriSanas sist€mas

(sk. 3.5.1. tabulu).
3.5.1. tabula
Mikotoksinu koncentracijas (ng/L) notekiidenos
Parauga Nr. Deoksinivalenols Beauvericins Enniatins A Enniatins A Enniatins B Enniatins B;

1. 48+8 0,4+0,2 <0,40¢ <0,47¢ 33+15 1,6+0,7
2. 49+8 16+0,7 04+0,2 05%0,2 7+3 4+2

3. 28+5 1,8+0,8 <0,40¢ <0,47¢ 7+3 24+10
4, <64 0,30+0,13 <0,40 <047 1,1+05 05+0,2
5. <64 2,109 <0,40¢ <0,47 08+04 05+0,2
6. 25+4 <0,13 <0,40 <0,47 1,2+0,5 1,4+0,6
7. <64 4+2 04+0,2 <047 4+2 23+1,0
8. 71+12 08+04 04+0,2 1,1+04 10+4 7+3

9. 16+3 <0,13 <0,40 <0,47¢ 25+11 1,1+05
10. 126 £ 21 <0,13 <0,40 <047 3415 13+05
11. 64 £11 08+0,4 <0,40 <0,47¢ 05%0,2 <0,43¢
12. 29+5 05+0,2 05+0,2 <0,47¢ 22+10 15+0,6

4 _ir detekt&ts zem LOQ

No 12 notekiidens paraugiem, DON tika detektéts 75% paraugos virs LOQ vertibas.
Vislielaka DON koncentracija parauga ir 126 + 21 ng/L (sk. 3.5.1. att.).
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3.5.1. att. Iegiitie rezultati DON notekiidenos ar nenoteiktibam

No 12 notekiidens paraugiem, BEA tika detektets 75% paraugos virs LOQ vertibas.
Vislielaka BEA koncentracija parauga ir 4 + 2 ng/L, ENNA - 05 = 0,2 ng/L,
ENNA1-1,1+0,4 ng/L, ENNB — 10 £+ 4 ng/L un ENNB1 — 7 + 3 ng/L (sk. 3.5.2. att.).
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3.5.2. att. Procentuaila attieciba BEA un ENN grupas mikotoksiniem notekiidenos

DON, BEA, ENNB un ENNBL tika detektgéti loti biezi virs LOQ vértibas. Tika secinats,
ka DON, BEA, ENNB un ENNBL1 ir biezi sastopamie mikotoksini notekiidenos Latvijas

teritorija.
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Tika pétiti notekiidens paraugi 5 publikacijas dazados diapazonos. Sobrid pasaulg ir loti
maz datu par mikotoksiniem notekiidenos, lai uztaisttu detalizetu salidzinasanu. Tika apkopoti

rezultati no citiem publikacijam (sk. 3.5.2. tabulu).

3.5.2. tabula
Mikotoksinu koncentracijas (ng/L) notekiidenos
Lit. Mikotoksins Paraugu skaits Vidgja koncentracija, ng/L Min. — Max. saturs, ng/L
. DON 29 36,6 32,2-46,6
Gracia-Lor*
BEA 29 NA <11,3¢
DON 6 41,1 19,2-734
Schenzel?
BEA 6 NA <11,3¢
DON 3 NA 1,2-754
Kolpin®
BEA 3 NA <349
DON 4 26,1 16,4 -38,8
Schenzel®
BEA 4 NA < 3,44
Wettstein't DON 14 82 37-122
DON 12 51+9 <LOQ-126+21
Bakalaura darbs
BEA 12 1,4+0,6 <LOQ-4+%2

d_ ir detektéts zem LOQ; NA —nav atrasts

Salidzinasanai tika izv€leti 2 mikotoksini — DON un BEA, tapéc ka tikai tie biji atrasti
Saja pétijuma. Tika salidzinati dati no 3.5.2. tabulas par mikotoksinu izplatibu realos
notekiidens paraugos. Ir zinams, ka citos pétijumos tika detekteti citi mikotoksini, pieméram,
fumonizini, tomér tie nav detekt&ti $aja p&tjuma, jo ir neatbilstoss klimats.3*

Vislielaka DON koncentracija no visiem salidzinatiem datiem tika detekteta parauga no
Rigas pilsétas attiriSanas sist€émas, kas ir 126 + 21 ng/L. Vid&ja DON koncentracija 82 ng/L ir
vislielaka Wettstein publikacija. Saja pétijuma iegiitie rezultati ir lielak p&c koncentracijas neka
citos publikacijas, visticamak, tas ir saistits ar to, ka DON un BEA ir raksturigs miisu
klimatam.®® BEA tika detektéts virs LOQ vértibas tikai Saja pétfjuma. Maksimala BEA

koncentracijas ir 4 + 2 ng/L. Citos publikacijas BEA netika detektéts virs LOQ vértibas.
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SECINAJUMI

Tika izstradata analitiska metode, kas ir piem&rota deoksinivalenola, beauvericina un
enniatinu noteikSanai notektidenos, izmantojot skidruma hromatografiju un kvadrupolu
tandéma masspektrometriju. Ir sasniegti sekojosi metodes raksturparametri —
linearitate > 0,95, precizitates diapazons 84 — 94%, LOD no 0,039 ng/L lidz 1,9 ng/L,
LOQ no 0,13 ng/L Iidz 6,4 ng/L un metodes nenoteiktiba no 17% lidz 44%.

Nebija iesp&jams apvienot DON, BEA un ENN noteikSanu viena instrumentalaja metodg,
jo tiem ir dazada polaritate, tapec tika piedavatas divas dazadas instrumentalas metodes,
izmantojot vienu paraugu sagatavoSanas procediru.

Izstradata metode dod iesp&ju analiz€t beauvericinu un enniatinus zemos koncentraciju
limenos. Saja bakalaura darba apskatitaja zinatniskaja literatara nav informacijas par
enniatinu detekteéSanu notekiidens paraugos, tapec §is ir pirmais petijums, kas norada uz
$1 mikotoksina noteikSanas iesp&jam.

Notektidens paraugos no Rigas pils€tas attiriSanas sist€mas tika konstatétas Sadas
mikotoksinu koncentracijas: DON diapazona no LOQ lidz 126 + 21 ng/L, BEA diapazona
no LOQ Iidz 4 + 2 ng/L, ENNA diapazona no LOQ lidz 0,5 + 0,2 ng/L, ENNA diapazona
no LOQ lidz 1,1 + 0,4 ng/L, ENNB diapazona no LOQ lidz 10 + 4 ng/L, ENNB1
diapazona no LOQ Iidz 7 £ 3 ng/L.
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LU 79. starptautiska zinatniska konference: Teézu krajums

OPTIMISATION OF THE SAMPLE PREPARATION STRATEGY FOR THE
ANALYSIS OF MYCOTOXINS IN WASTEWATER SAMPLES

PARAUGU SAGATAVOSANAS PROCEDURU OPTIMIZACIJA MIKOTOKSINU
NOTEIKSANAI NOTEKUDENS PARAUGOS

Romans Pavlenko'?, Zane Beérzinal?, Estefanija Bogdanoval? Martin§ Jansons?,
Vadims Bartkevi¢s'?

tUniversity of Latvia, Faculty of Chemistry, Jelgavas iela 1, Riga, Latvia

2Institute of Food Safety, Animal Health and Environment “BIOR”, Lejupes iela 3, Riga
LV-1076, Latvia

e-mail: romans.pavlenko@bior.lv

Mycotoxins are toxic compounds naturally produced by a certain type of fungi that grow
on foodstuffs such as cereals, dried fruits, nuts, and spices. Most mycotoxins are chemically
stable, they survive storage and processing, and could even remain in cooked food, so humans
are mainly exposed through direct ingestion of contaminated foods and, therefore, certain
amounts of mycotoxins are transferred to the samples of wastewater (WW) as a result of
excretion [1]

Within the current study the main parameters of the analysis were optimised for the
determination of 13 main regulated mycotoxins in WW samples. Quadrupole tandem mass
spectrometry was selected for the quantification of these compounds. 0.1% formic acid
solutions in water and methanol were selected as a mobile phase for liquid chromatography.
Our results showed that additional salts in the mobile phases did not significantly improve the
determination of the selected compounds.

Five solid phase extraction (SPE) columns (Strata X, Strata-C18, Oasis HLB, Strata Basic
Screen, and Strata ABW) were compared. The best recovery for deoxynivalenol (DON) was
achieved using the Oasis HLB phase, however, recoveries for the other compounds were much
lower. Strata Basic Screen and Strata X SPE columns showed the acceptable results for other
mycotoxins, however, using Strata Basic Screen it was impossible to retain DON and C18
indicated better recoveries for less polar compounds. Strata X SPE columns showed better
retention for more polar ones but also being usable for non-polar compounds. The detectable
concentrations are in the range of 1,25 - 5 ng/L for different mycotoxins. SPE activation,
concentration, and equilibration steps were optimised. For polar mycotoxins, it was concluded
that acetonitrile is provided better elution efficiency and for non-polar compounds MeOH was
preferable.

The final version of the analytical procedure provided the limits of detection in the range
of 1 - 5 ng/L for different mycotoxins.
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