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1. UVOD

1.1 Mikotoksini

Mikotoksini su poznati kao grupa sekundarnih metabolita plijesni koji u niskim dozama
djeluju toksi¢no na kraljeznjake (Nielsen, 2003). Sekundarni metaboliti po definiciji su razliiti
spojevi Koji organizmu nisu nuzni za njegov rast i prezivljavanje, odnosno njihov nedostatak nece
odmah izazvati njegovu smrt. Medutim, organizmu koji ih stvara oni su od velike vaznosti jer su
nositelji razli¢itth vaznih bioloSkih funkcija kao Sto je obrana od Stetnih ¢imbenika okolisa,

komunikacija s drugim organizmima itd. (Bills i Gloer, 2016).

Oni su heterogena skupina spojeva niske molekularne mase kojih je danas poznato oko
1000, a taj broj i dalje raste jer osim §to se otkrivaju nove vrste plijesni, razvijaju se i sve bolje
analiticke metode za njihovu detekciju i karakterizaciju (Bills i Gloer, 2016). Interes brojnih
istrazivaCa za mikotoksine prisutan je zbog ozbiljnog toksi¢nog potencijala mikotoksina;
mutagenost, karcinogenost, hepatotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost, neurotoksi¢nost, imunotoksi¢nost
samo su neka od moguéih Stetnih djelovanja (Hussein i Brasel, 2001). Mogu uzrokovati smrt
ljudi i zivotinja, a Stanja koja uzrokuju jednim se imenom nazivaju mikotoksikozama. Ovisno o

koli¢ini 1 trajanju izloZenosti mikotoksinima, razlikuju se akutne i kroni¢ne mikotoksikoze.

U ljudski organizam oni uglavnom dospijevaju oralnim putem: ingestijom kontaminirane
hrane biljnog podrijetla ili hrane animalnog podrijetla u kojoj se nalaze ostaci mikotoksina koje
su Zzivotinje u svoj organizam unijele kontaminiranom hranom, ili pak njihovi metaboliti
(Sweeney i Dobson, 1998). Medutim, znacajan put unosa je i inhalacijski, $to je poseban problem
za ljude koji borave u prostorijama koje su vlazne i tako pogodne za razvoj plijesni. U zadnje
vrijeme naglaSava se i vaznost apsorpcije mikotoksina preko koze, posebno onih lipofilnijih

(Kifer, 2015).

Do danas jo$ nije pronadena ucinkovita terapija za mikotoksikoze. Jedini nacin borbe su

stroge mjere prevencije kontaminacije hrane koje su odredene razlic¢itim legislativama. Stoga je



jasno da iako se radi o nezaraznim bolesti, one predstavljaju velik zdravstveni i ekonomski
problem (Shi i Yu, 2017).

Neki od najpoznatijih spojeva koji spadaju u skupinu mikotoksina su aflatoksin,

okratoksin, zearalenon, citrinin, patulin, fumonizin, trihoteceni te sterigmatocistin.

1.2 Sterigmatocistin

Sterigmatocistin je mikotoksin kojeg kao konacan produkt proizvode plijesni roda
Aspergillus iz sekcije Versicolores: A. versicolor, A. flavus, A.nidulans, A. chevalieri, A.ruber, A.
amstelodami itd. Jaksi¢ Despot i suradnici nedavno su opisali novu vrstu koja je takoder
proizvoda¢ sterigmatocistina, a imenovali su ga kao A. pepii. Tako od ukupno 17 do danas
poznatih vrsta plijesni koje pripadaju u sekciju Versicolores samo su dvije koje ne proizvode
sterigmatocistin (Jaksi¢ Despot i sur., 2017). Medutim, sterigmatocistin je detektiran i kao
produkt drugih rodova poput Penicillium, Bipolaris, Chaetomiuim i Emiricella (Versilovskis i De
Saeger, 2010; Rabie i sur., 1977) koje su rasprostranjene diljem svijeta. On je i prekursor u
biosintezi aflatoksina B1 koji je dokazani humani karcinogen i hepatotoksin. A. nidulans i
A.versicolor ne mogu metabolizirati sterigmatocistin u O-metilsterigmatocistin koji je direktni
prekursor aflatoksina pa tvari kontaminirane tim vrstama sadrze visoke razine sterigmatocistina.
S druge strane, tvari koje kontaminiraju A.flavus i A.parasiticus imaju niske razine
sterigmatocistina jer je vecina konvertirana u aflatoksine (Sweeney i Dobson, 1998; Rank i sur.,
2011).

Izoliran je jo$ 1954., ali mu je bioloska aktivnost otkrivena tek kasnih 60-tih godina

prosloga stoljeca (Terao, 1983).

Sterigmatocistin se kao kontaminant pojavljuje u cijelom nizu ziveznih namirnica za ljude
te hrane za zivotinje: kruh, sir, pSenica, riza, zrna kave, jeCam, uljana repica, kikiriki, kukuruz itd.
(Versilovskis i De Saeger, 2010). Proizvodnja mikotoksina za odredenu vrstu plijesni ovisi o

uvjetima okolisa od kojih su najvaznije temperatura i relativna vlaznost stoga kontaminacija



hrane moZe nastupiti u razli¢ito vrijeme: prije Zetve ili ¢eSc¢e tijekom skladiStenja, sukladno

preferiranim uvjetima za rast pojedinih plijesni proizvodaca sterigmatocistina (Nielsen, 2003).

U slucaju kontaminacije krmiva ili prehrambenih namirnica, dolazi do oralnog unosa
sterigmatocistina u ljudski organizam. Medutim, vrlo je znacajan i unos konidija plijesni sa
stergimatocistinom preko diSnog sustava. Plijesan Aspergillus versicolor koja je glavni
proizvoda¢ ovog sekundarnog metabolita vrlo se ¢esto nalazi u prostorijama koje su oSteCene
vlagom. Ima sposobnost rasta na podlogama vrlo siromasnim nutrijentima kao $to su beton i gips

(Nielsen, 2003) i tako predstavlja opasnost za ljude koji borave u takvim prostorijama.
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Slika 1. Strukturna formula sterigmatocistina

Molekula sterigmatocistina policikli¢ki je aromatski sustav, sastoji se od ksantonskog
prstena fuzioniranog s dihidrodifuranskim prstenom. Od supstituenata ima hidroksilnu i metoksi
skupinu. Molekulska masa mu je 324.288 g mol™, a sazeta molekulska formula CigH,,04
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Strukturna kemijska formula prikazana je na Slici 1.
Kristalizira u obliku zutih kristala koji su dobro topljivi u metanolu, etanolu, acetonitrilu,

benzenu i kloroformu. Tocka talista mu je 246°C (Versilovskis i de Saeger, 2010).

Prema Medunarodnoj agenciji za istrazivanje raka (engl. International Agency for
Research on Cancer, IARC) sterigmatocistin spada u skupinu 2B karcinogena §to znaci da je

potencijalni karcinogen za ljude obzirom da dokazi za karcinogenezu kod ljudi ne postoje (IARC,
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2002). Dokazana je njegova akutna toksi¢nost na pokusnim Zivotinjama, ali je in vivo relativno
niska: 10-100 puta manja u odnosu na aflatoksin B1 nakon oralne primjene na Stakorima i
majmunima. Uzrok lezi u slabijoj apsorpciji sterigmatocistina nakon oralne primjene zbog vece
lipofilnosti u odnosu na aflatoksin B1 (VerSilovskis i De Saeger, 2010; Terao, 1983). Medutim,
na sustavima in vitro gdje je mikotoksin u direktnom kontaktu sa stanicama pokazana je jednaka
toksi¢nost sterigmatocistina kao i kod aflatoksina Bl (Terao, 1983). Ciljni organ za
karcinogenezu kod Stakora bila je jetra, a kod miSeva pluca i krvne kapilare. Takoder, pokazana
je citotoksi¢nost sterigmatocistina u relativno niskim koncentracijama na humanim stanicama
A549 te THP-1 stanicama sliénim makrofagima. To predstavlja visok rizik za ljude koji su
kroni¢no izlozeni takvim koncentracijama u radnom ili Zivotnom okruzenju (Jaksi¢ Despot i sur.,

2016).

Uvjet za ostvarivanje toksi¢nog ucinka sterigmatocistina njegova je metabolicka
aktivacija enzimima citokrom P450 u jetri. Tako nastaje epoksid koji djeluje kao mutagen
kovalentno se veZuéi na molekulu DNA preko N’ gvanina (Essigmann i sur., 1979). In vivo
istrazivanja na mi§jim mononuklearnim stanicama periferne krvi i peritonealnim makrofagima
pokazala su negativne imunomoduliraju¢e ucinke sterigmatocistina. Depresija aktivnosti
limfocita i cijelog obrambenog sustava domacina nastupila je zbog smanjene ekspresije i
sekrecije vaznih proinflamatornih citokina kao §to su TNF-a, interleukini 6 i 12 (Zhang i sur.,
2012).

Budu¢i da je sterigmatocistin teSko ukloniti jednom kad je proizveden, naglasak je na
mjerama prevencije same kontaminacije. Tu spada ¢uvanje poljoprivrednih proizvoda na nizoj

temperaturi te susenje kako bi se sprijecio razvoj plijesni tijekom skladiStenja (www.famic.go.jp).

Europska agencija za sigurnost hrane (European Food Safety Authority, EFSA) 2013.
godine objavila je znanstveno misljenje o rizicima koje sterigmatocistin predstavlja za zdravlje
ljudi i zZivotinja povezano s njegovom prisutnos¢u u hrani za ljude i Zivotinje. U analiziranim
uzorcima LC-MS metodom nisu pronadene znacajnije koli¢ine sterigmatocistina, Stovise u veéini
uzoraka bio je ispod granice detekcije ili ispod granice kvantifikacije. Takoder, zakljuceno je da
bi trebalo intenzivnije pratiti izlozenost ovom mikotoksinu kako bi se prikupilo vise podataka na
temelju kojih bi se mogao donijeti relevantan zakljucak o rizicima koje on predstavlja (EFSA,
2013).



Jo§ je vazno spomenuti da ne postoji internacionalna legislativa o maksimalnim
dozvoljenim koli¢inama sterigmatocistina u hrani te su stoga potrebna daljnja istrazivanja kojima

bi se to odredilo (Versilovskis i De Saeger, 2010).

1.3 5-metoksisterigmatocistin

Derivat sterigmatocistina s metoksi skupinom u polozaju 5 takoder je vazan zbog svojih
toksi¢nih svojstava. Struktura mu je prikazana na Slici 2. Kao i sterigmatocistin i aflatoksin B1,
on u svojoj strukturi sadrzi furofuranski prsten koji je nakon metaboli¢ke aktivacije odgovoran za

ispoljavanje toksi¢nih u¢inaka, jednakim mehanizmom vezanja na molekulu DNA.

Slika 2. Strukturna formula 5-metoksisterigmatocistina

1.4 Masena spektrometrija

Masena spektrometrija kao analiticka tehnika danas je nezaobilazna u suvremenim
laboratorijima za istrazivanje i razvoj lijekova. Rije¢ je o vrlo specifi¢noj tehnici za odredivanje

strukture i potvrdivanje identiteta kemijskih spojeva, odnosno lijekova i sirovina za njihovu
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proizvodnju (Watson, 1999). Isprva je koriStena samo u kvalitativnoj analizi, medutim danas se
jednako tako primjenjuje i u kvantitativnoj analizi (Balogh, 2009). U istrazivackim laboratorijima
masena spektrometrija uglavnom se nalazi u sklopu vezanog sustava s nekom od kromatografskih
tehnika. Takva spregnuta tehnika karakterizirana je visokom selektivnosti, osjetljivosti i niskom
granicom detekcije (Nigovié¢, 2015). Ona se stoga primjenjuje za identifikaciju i strukturnu
karakterizaciju tragova onecis¢enja u lijekovima i gotovim ljekovitim oblicima te za odredivanje
koncentracije lijeka u bioloskim teku¢inama kao i njegovih metabolita i njihove strukturne
karakterizacije (Watson, 1999; Serti¢, 2013). Posebno vazno mjesto masena spektrometrija
zauzima i u istraZivanjima na podru¢ju proteomike, bilo kao zasebna tehnika, bilo u vezanim
sustavima s tekucinskim kromatografom, odnosno kapilarnom elektroforezom (Cindri¢ i sur,
2009). Analiza molekula poput proteina, peptida i oligonukleotida moguca je zahvaljujuci
razvoju novih ionizacijskih tehnika kojima su se nadi$la ogranicenja klasi¢nih tehnika (Mornar 1

sur, 2013; Balogh, 2009).

lako postoji mnogo izvedbi, osnovni princip rada svakog masenog spektrometra je da

razdvaja molekule koje su ionizirane na temelju razlike u njihovom omjeru mase i naboja (m/z).

detektor

ioni najmanje mase

grija¢ za isparavanje uzorka

joniziranje uzorka snop nabijenth Cestica

snopom elektrona

injektranje | | /
uzorka I
/

9
4

ubrzavanje Eestica u
magnetsko polje

ioni najvece mase

I’ I

magnetsko polje razdvaja ione
na temelju omjera m'z

W magnet

Slika 3. Princip rada masenog spektrometra (izvor: http://www.mhhe.com)



Instrument se sastoji od tri osnovna dijela, a to su redom ionizator, analizator masa i
detektor. Nakon unosa uzorka u maseni spektrometar, u visokom vakuumu ili neposredno prije
ulaza u visoki vakuum, dolazi do ionizacije molekula samog analita. Pritom on postaje pozitivno
ili negativno nabijen. Prilikom ionizacije mozZe do¢i i do fragmentacije molekule u dva ili vise
fragmenata. Zatim u analizatoru dolazi do razdvajanja iona nastalih u plinovitoj fazi s obzirom na
omjer m/z djelovanjem magnetskog ili elektricnog polja kako bi se odredila masa molekule,
odnosno mase nastalih fragmenata. Detekcija se vrSi pomocu elektronskog pojacala ili
scintilacijskog brojac¢a (Mornar, 2013; Serti¢, 2013; Watson, 1999). Signal se obraduje i registrira
racunalnim sustavom koji ih prikazuje graficki u obliku spektra masa koji pokazuje relativnu

zastupljenost razli¢itih ionskih vrsta kao funkciju omjera mase i naboja m/z (Nigovi¢, 2015).

Postoje mnogi razli¢iti tipovi ionizacijskih tehnika, dakle razli¢itih vrsta ionizatora, a
jednako tako i viSe vrsta analizatora koji su dostupni na trzistu. Razlikuju se prema nacinu rada,
cijeni, selektivnosti, osjetljivosti, preciznosti, razlu¢ivanju i naravno, namjeni. Ono $to je vazno
jest da nisu svi ionizatori kompatibilni sa svim tipovima analizatora (Mornar i sur., 2013; Sertic,
2013). Razli¢iti analizatori zahtijevaju razli¢ite ionizacijske izvore kao i razli¢ite detektore iona.
Oni se odabiru ovisno o vrstama analize, a one mogu biti jednostavne analize odredenog iona ili
kvalitativne i kvantitativne analize kompleksnih smjesa (Cindri¢ i sur., 2009). Vazno je je li
analiza usmjerena na identifikaciju nepoznatih spojeva, odredivanje strukture oneciS¢enja ili
odredivanje sadrzaja analita u niskim koncentracijama. Pored tipa analize koja se provodi, vazno
je 1 kakva se tocno vrsta rezultata ocekuje, vrsta analita koji se analizira 1 njegova fizikalno-

kemijska svojstva, kako bi se mogla odabrati adekvatna oprema.

lonizacija analita moZe se provesti na nekoliko nacina, a svi se oni dijele u dvije velike
skupine tehnika na temelju toga koliko energije predaju molekuli analita. Tako postoje tzv. blage
ionizacijske tehnike (engl. soft ionization) kojima se predaje manje energije, a koriste se kada je
potrebno dobiti prvenstveno signal molekulskog iona te opseZzna fragmentacija nije pozeljna.
Nasuprot ovoj skupini stoje tzv. ¢vrste ionizacijske tehnike (engl. hard ionization) koje analitu
predaju vece koliCine energije, dolazi do opsezne fragmentacije i stoga su korisne u sluc¢ajevima
kada je potrebno razjasniti strukturu odredene molekule. Dakle o tipu ionizatora ovisi stupanj,
nacin 1 vrsta pucanja kemijskih veza u molekuli analita, odnosno nastajanje razlicitih fragmenata.

(Mornar 1 sur., 2013; Serti¢, 2013). Ovo su neke od danas najceS¢e koriStenih ionizacijskih



tehnika: kemijska ionizacija (engl. Chemical lonization, CI), kemijska ionizaciju pri
atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric-Pressure Chemical lonization, APCI), ionizacija
fotonima pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure Photo lonization, APPI),
matriksom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (engl. Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization, MALDI), ionizacija bombardiranjem brzim atomima (engl. Fast Atom
Bombardment, FAB), ionizacija termorasprSenjem (engl. Thermospray) te ionizacija

elektrorasprSenjem (engl. Electrospray lonization, ESI).

Ionizacija elektrorasprSenjem zahvaljujuci svojim karakteristikama najcesce se koristi u
spregnutim sustavima tekucéinske kromatografije i masene spektrometrije. Tehnika spada u
skupinu mekih ionizacijskih tehnika, a postupak se odvija pri atmosferskom tlaku. Pogodna je za
analizu malih polarnih molekula, koje ne moraju biti hlapljive, ali jednako je tako primjenjiva i za
velike molekule poput proteina i peptida. Tijekom postupka uzorak se ne izlaze zagrijavanju pa je
ovo tehnika kojom se mogu ionizirati i termolabilne tvari. loni koji nastaju mogu biti pozitivnog
ili negativnog naboja i oni ovisno o kemijskoj strukturi analita, to jest broju kemijskih skupina

koje se mogu ionizirati, mogu biti jednostruko ili viSestruko ionizirani.

Analit otopljen u pokretnoj fazi dolazi s kromatografske kolone HPLC-a preko uske
kapilare. Kraj kapilare (igla) na visokom je elektricnom potencijalu koji iznosi 2 — 5 kV i tako
ujedno predstavlja elektrodu. Pod utjecajem spomenutog elektri¢nog polja dolazi do rasprSenja
tekuce faze s uzorkom u fini aerosol sitnih nabijenih kapljica. Rasprsivanje i ionizacija dogada se
pri atmosferskom tlaku u struji vru¢eg plina (Cindri¢ i sur., 2009). Otapalo otparava pod
utjecajem plina za suSenje dusSika, temperature 1 elektricnog potencijala te se kapljice posljedicno
postupno smanjuju. Tako se nabijene molekule analita pomalo nalaze sve blize povrsini kapljica.
U trenutku kada se kapljice toliko smanje da se svi ioni nadu na povrSini, a kulonske sile
odbijanja medu istovrsnim nabojima prevladaju sile povrsinske napetosti, kapljice se rasprsnu u
manje kapljice ili ostaju samo pojedinacne ionizirane molekule koje prelaze u plinovitu fazu. One
potom ulaze u visoki vakuum masenog spektrometra i analizator slijedeci gradijent elektricnog

potencijala i tlaka (Mornar i sur., 2013, Cindri¢ i sur., 2009).

Brzina protoka mobilne faze kojim se analit dovodi s kolone teku¢inskog kromatograma
moze biti i do 1 ml/min, medutim optimalno uklanjanje pokretne faze i sama ionizacije postize se

pri brzinama manjima od 0,2 ml/min (Watson, 1999).



Prednost ove tehnike ionizacije svakako se nalazi u tome da analitu predaje vrlo malo
energije ¢ime je pogodna i za ionizaciju labilnih biomolekula kao $to su proteini. Zatim,
kompatibilna je sa svim vrstama analizatora te se jednostavno moze povezati s tekuéinskom

kromatografijom visoke djelotvornosti ili kapilarnom elektroforezom.

OgraniCenje ionizacije elektrorasprSenjem jest osjetljivost na pufere, inkompatibilnost s

nepolarnim otapalima i nemoguénost ionizacije nepolarnih analita.

Analizatori koji se najcesce koriste u masenoj spektrometriji su kvadrupolni analizator
(engl. Quadropole), analizator vremena leta (engl. Time of Flight, TOF), zatim tandemska
masena spektrometrija (MS/MS) te stupica za ione (engl. lon Trap). Odredene vrste tandemske
masene spektrometrije omoguéuju dodatnu fragmentaciju iona te mogu snimati MS? spektre, dok

stupica za ione moze vrsiti analizu do MS".

Stupica za ione vrlo je Cesto koriSteni analizator u masenoj spektrometriji. Kada ioni
generirani u ionizatoru dospiju u stupicu za ione, oni bivaju zadrzani unutar trodimenzionalnog
elektri¢nog polja koje se nalazi u vakuumu. Najcesca izvedba ovog analizatora je ona u kojoj do
zadrzavanja iona dolazi u prostoru koji je okruzen dvjema kruznim i dvjema polukruznim
elektrodama. loni koji se nalaze u stupici osciliraju sve dok se zbog promjene napona iz stupice
ne izbace, a potom dolaze do detektora. Tu se otvara moguénost odredeni molekulski ion od
interesa zadrzati u stupici, a sve ostale ukloniti. Taj izolirani ion zatim se uz pomo¢ helija moze
fragmentirati, a nastali fragmenti ponovno selektivno zadrZati u stupici 1 dalje fragmentirati. Na
ovaj na¢in mogude je provoditi MS" analize, odnosno dobiti viSe strukturnih informacija iz samo

jedne analize (Serti¢, 2013; Balogh, 2009).

Poput klasi¢ne tandemske masene spektrometrije moze provoditi sekvencijske analize, ali
razlika je u tome da se fragmentacija ovdje dogada u istom prostoru kao i izolacija ciljanog iona.
MS/MS sastoji se od vise kvadrupolnih analizatora u jednom instrumentu te se izolacija ciljanog
iona i njegova fragmentacija odvijaju razdvojeno. Moze se re¢i da se kod stupice za ione

fragmentacija odvija u vremenu, a kod tandemske spektrometrije u prostoru (Balogh, 2009).

Zahvaljuju¢i moguénosti provodenja sekvencijske analize, uz pomo¢ ionske stupice moze

se na jednostavan i brz nacin rasvijetliti kemijska struktura kompleksnih molekula u prisutnosti



matriksa. Takoder, vrlo je pogodna za analizu spojeva u tragovima (npr. oneciS¢enja u

lijekovima) jer se u stupici moze selektivno zadrzati ciljani analit, a ioni matriksa izbaciti.

Pored brojnih prednosti masene spektrometrije do izrazaja dolaze i njeni nedostaci kao
visoko sofisticirane analiticke tehnike. Sam uredaj je vrlo skup, a rukovanje njime zahtijeva

posebno obrazovanog stru¢njaka (Nigovi¢, 2015).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Sterigmatocistin je mikotoksin, odnosno toksi¢ni sekundarni metabolit plijesni. Proizvode
ga mnoge vrste filamentoznih gljivica, a najznacajniji proizvodaci su Aspergillus versicolor i
Aspergilllus nidulans. Sterigmatocistin i njegov 5-metoksi derivat potencijalni su kontaminanti
hrane biljnog podrijetla, a njihovi se metaboliti mogu na¢i i u hrani animalnog podrijetla.
Medutim, zbog njegove relativno slabe oralne bioraspolozivosti 1 Cinjenice da su njihovi
proizvodaci ucestali u zraku unutarnjih i vanjskih prostora, veéu vaznost treba pridati
inhalacijskom putu unosa konidija koje sadrze mikotoksin. Rizi¢na mjesta kontaminacije stoga su

prostorije o$tecene vlagom jer su to izrazito povoljna mjesta za rast plijesni A.versicolor.

Interes istrazivaca pobudili su na temelju strukturne sli¢nosti s dokazanim humanim
karcinogenom — aflatoksinom B1. Svi oni sadrze furofuranski prsten koji je odgovoran za njihove
toksi¢ne ucinke. Medunarodna agencija za istrazivanje raka je sterigmatocistin svrstala u 2B
skupinu karcinogena na temelju dokaza o njegovim toksi¢nim u¢incima na zivotinjama. Takoder

je u in vitro istrazivanjima pokazao znac¢ajan toksi¢ni potencijal.

Pracenje razina sterigmatocistina i njegova derivata 5-metoksisterigmatocistina vrlo je
vazno zbog zdravstvenog rizika koji predstavljaju za zdravlje ljudi i zivotinja te zbog ekonomskih
razloga. Stoga je vazno razvijati osjetljive, selektivne 1 brze metode za njihovu detekciju 1
kvantifikaciju. LC-MS tehnika dovoljno je osjetljiva, specificna i selektivna metoda koja
omogucava rutinsku analizu sterigmatocistina u uzorcima. Za njegovu analizu u uzorcima hrane
postoji mnogo razvijenih pouzdanih i to¢nih metoda. Cilj ovog rada je prilagoditi LC-MS metodu
za osjetljivu i brzu istovremenu analizu sterigmatocistina i njegovog derivata 5-

metoksisterigmatocistina u ekstraktima plijesni proizvodaca izoliranih iz zraka.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Materijali

3.1.1 Kemikalije

Standardne supstancije
e sterigmatocistin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e 5-metoksisterigmatocistin (Toronto Research Chemicals, Toronto, Kanada)
Plinovi

e dusik (Messer Group, Sulzbach, Njemacka)
e helij (Messer Group, Sulzbach, Njemacka)

Otapala

e acetonitril (Merck, Darmstadt, Njemacka)
e metanol (J.T. Baker)
e ultradista voda (Labconco, Kansas City, MI, SAD)

Uzorci

e ckstrakt plijesni proizvodaca izoliranih iz zraka

3.1.2 Radni instrumenti

e Ultrazvucna kupelj (Elma, Singen, Njemacka)

e Vezani sustav tekucinske kromatografije (Agilent 1100 chromatograph, Agilent
Technologies, Waldbronn, Njemacka) i masene spektrometrije LC/MSD Trap VL
(Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)
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3.1.3 Pribor

3.14

Bocice za uzorkovanje 2,0 mL sustavom za tekudinsku kromatografiju (Agilent
Technologies, Waldbronn, Njemacka)

Celulozni nitratni membranski filteri veli¢ine pora 0,45 um (Sartorius, Gottingen,
Njemacka)

Eppendorf tubica 1,5 ml (Eppendorf, Hauppauge, SAD)

Generator dusika NM30LA (PEAK Scientific, Renfrewshire, Velika Britanija)

Kolona za tekucinsku kromatografiju Symmetry C18 dimenzija 150 mm x 4,6 mm,
veliCina Cestica 3,5 um (Waters, Milford, SAD)

Stakleni sustav za filtriranje mobilnih faza u tekuéinskoj kromatografiji (Sartorius,
Gottingen, Njemacka)

Sustav za pro¢i$cavanje vode Waterpro (Labonco, Kansas City, MI, SAD)

Programski paketi

ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)
LC/MSD Trap (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

3.2 Analiticke metode

3.2.1 Priprema mobilne faze

Mobilna faza pripremljena je od dva eluenta, gdje je eluent A bio metanol Cistoce za tekuéinsku

kromatografiju, a eluent B prociS¢ena voda. Budu¢i da se radi o razvoju gradijentne metode,

koriStena su tri razli¢ita gradijentna programa s razli¢itim udjelima metanola i vode. Mobilna faza

profiltrirana je pomocu staklenog sustava za filtriranje mobilnih faza.
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3.2.2 Priprema standardnih otopina

Standardne otopine sterigmatocistina i 5-metoksisterigmatocistina kupljene su kao
pripremljene otopine standardnog spoja u acetonitrilu gdje je koncentracija pojedinog spoja bila
50 pg/mL.

3.2.3 Priprema ispitivanog uzorka

Ciste kulture aspergila kultura Versicolores priredene su na CYA agaru inokulacijom po
3ul suspenzije izolata na tri mjesta na agaru. Upotrebom metalnog cilindra sa svake su porasle
kulture uzeta po tri kruzna isjecka promjera 6 mm. Oni su zatim prebaceni u Eppendorf tubice s
1000 pl organskog otapala koje se sastojalo od metanola, diklormetana i etil-acetata, redom u
omjerima 1:2:3 uz 1% (v/v) mravlje kiseline. Ekstrakcija je provedena na ultrazvu¢noj kupelji
tijekom jednog sata, a ekstrakti su nakon toga izolirani u nove Eppendorf tubice uz pomo¢
sterilne $price i filtriranjem kroz filtre pora 0,45 pum (Sartorius, Njemacka). Ekstrakti su u struji

dusika upareni do suhog ostatka te pohranjeni na -20°C.

3.2.4 Uvjeti analize uzoraka

Identifikacija sterigmatocistina i 5-metoksisterigmatocistina provedena je na tekuc¢inskom
kromatografu Agilent 1100, pri ¢emu je koriStena Symmetry C18 kolona obrnutih faza, dimenzija
150 mm x 4,6 mm 1 veli¢ine Cestica 3,5 pm. Temperatura kolone iznosila je 35°C. KoriStena je
gradijentna metoda eluacije (Tablica 1), a brzina protoka mobilne faze bila je 1 ml/min. Detekcija
je vrsena primjenom detektora s nizom dioda (engl. Diode array detector, DAD) na valnoj duljini
330 nm.
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Tablica 1. Binarni gradijentni program HPLC-DAD-MS" metode za analizu sterigmatocistina i

5-metoksisterigmatocistina

Vrijeme (min) Udio eluenta A (%) | Udio eluenta B (%)
0 52 48
04 52 48
4 — 20 90 10
20 — 22 52 48
22 - 27 90 10

Strukturna karakterizacija provedena je masenim spektrometrom Kkoji se sastojao od
elektrosprej ionizatora i analizatora stupice za ione. Analiza se provodila koriste¢i elektrosprej
ionizaciju u pozitivnom nacinu snimanja. Temperatura izvora iona iznosila je 325°C, a napon na
kapilari 3,5 kV. Kao plin za susenje koristio se dusik pri protoku 6,0 L/min i pri tlaku 10,0 psi.
Spektar snimanja masa iona bio je isprva u rasponu m/z od 100 do 800, a zatim smanjen na od
100 do 500. Kao plin za koliziju koristen je helij. Broj iona zadrzanih u analizatoru iznosio je

10 000, a zadrzavani su do 200 ms.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1 Optimizacija gradijenta

Iako postoji vise razvijenth LC/MS metoda za analizu sterigmatocistina u razli¢itim
uzorcima hrane, od kojih su mnoge razvijene za istovremenu analizu i nekih drugih mikotoksina,
dostupno je malo metoda za istovremenu analizu sterigmatocistina i njegovog 5-metoksi derivata
u ekstraktima. Ovaj derivat u posljednje vrijeme sve vise dobiva na vaznosti te je vazno razviti
pouzdane metode za njegovu identifikaciju. Budué¢i da su koncentracije mikotoksina koje se
trebaju detektirati u uzorcima relativno niske, maseni spektrometar je detektor izbora upravo

zbog svoje osjetljivosti i selektivnosti.

Na pocetku rada snimljeni su UV-Vis spektri oba spoja DAD-detektorom kako bi se
odabrala valna duljina snimanja kromatograma. 1z usporedbe na Slici 4 vidljivo je kako su im
apsorpcijski maksimumi vrlo sli¢ni te su identificirani kao 254 nm i 330 nm. U ovom radu

odabrana valna duljina snimanja je 330 nm.

“DADT, 13385 (353 AU Apx) Rei=12812 & 13 761 0TWYCO0001 D “DAD1, 13328 (67 5 AU, -} Ref=11252 & 15065 of MICODAGZD
ma) Ay

800 50

400

Slika 4. UV-Vis spektri (A) sterigmatocistina i (B) 5-metoksisterigmatocistina.
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Kako bi se pronasao optimalan gradijentni program, prvo su snimljeni pojedina¢ni
kromatogrami standarda sterigmatocistina i 5-metoksisterigmatocistina kako bi se ustanovilo
njihovo vrijeme zadrzavanja. Mobilna faza sastojala se od metanola kao eluenta A 1
visokoprocis¢ene vode kao eluenta B. Brzina protoka mobilne faze podesena je na 1 ml/min. Za
pocetne uvjete eluacije odabran je sljede¢i gradijentni program: prvih 6 min eluacija ide pod
stalnim uvjetima od 48% eluenta B, zatim se do 14. min njegov udio smanjuje do 10% i taj udio
se drzi sljedec¢ih 11 min da bi se tijekom zadnjih 14 min vratio na 48%. Pri ovim uvjetima tako je
ustanovljeno da 5-metoksisterigmatocistin s kolone eluira prije sterigmatocistina. Vremena

zadrzavanja redom su im 12,777 i 13,386 min. Snimljeni kromatogrami prikazani su na Slici 5.

jL

Slika 5. UV/Vis kromatogram (A) sterigmatocistina i (B) 5-metoksisterigmatocistina.

Uvjeti analize: Symmetry kolona C18 4,6x150mm, 3,5 um, temperatura kolone 35 °C, mobilna
faza A: metanol, B: voda; brzina protoka 1,0 ml/min; gradijent: 0-6 min 48% B, 6-14 min 48 —
10% B, 14-25 min 10% B, 25-26 min 10 — 48% B, 26-40 min 48% B. Valna duljina detekcije
330 nm.

16



U pocetku, u preliminarnim ispitivanjima, metoda je trajala 40 minuta kako bi se utvrdilo
vrijeme zadrzavanja pojedinih analita. Nakon toga, trajanje metode skraceno je prvo na 25
minuta, a zatim na 27 minuta jer se tako postavlja dodatna sigurnost da se sve iz uzorka eluira s

kolone, iako oba analita eluiraju puno ranije.

Nakon toga, mijenjani su uvjeti gradijentne eluacije kako bi se odredili optimalni uvjeti u
kojima Ce faktor razlucivanja biti najveci, a trajanje analize najkrace. Tako su postavljeni uvjeti
za prvi gradijent bili sljede¢i: prvih 6 min udio eluenta B bio je 48%, u sljede¢ih 12 min spusta se
na 10%, zatim se tijekom 2 min vra¢a na pocetni udio te tijekom zadnjih 5 min ponovno pada na
10%. Vrijeme zadrzavanja 5-metoksi derivata sterigmatocistina bilo je 13,794 min, a samog

sterigmatocistina 14,550 min te je postignuto razlu¢ivanje Rs=3,5.

U sljedeCem programu nakon pocetnih 6 min izokratne eluacije s 48% eluenta B,
smanjenje njegovog udjela na 10% produljeno je na 14 min. Nakon toga, tijekom 2 min udio mu
se povecava na 48% te tijekom zadnje 3 min smanjuje na 10%. U ovom slucaju vremena
zadrZzavanja su se povecala na 14,198 min za 5-metoksisterigmatocistin i 15,044 min za

sterigmatocistin. Uz to, povecao se i faktor razlu€ivanja koji ovdje iznosi 4,0.

Ispitan je jo$ i gradijent gdje pocetno izokratno eluiranje s 48% eluenta B traje 4 min, a
njegovo smanjivanje do 10% narednih 16 min. Potom se tijekom 2 min udio vra¢a na pocetnu
vrijednost da bi se posljednjih 5 min ponovno spustala na 10%. U ovom je slucaju faktor
razluCivanja jednake vrijednosti kao 1 u prethodnom gradijentnom programu. Medutim, vremena
zadrzavanja analita neSto su kraca i iznose 13,007 min za 5-metoksisterigmatocistin te 13,870

min za sterigmatocistin.

Na temelju ovih podataka, tre¢i gradijentni program odabran je kao optimalan zbog
visokog razlu€ivanja uz najkrac¢a vremena zadrzavanja analita. Shema ovog gradijenta prikazana

je u Tablici 1. u poglavlju 3.2.4.
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Tablica 2. Usporedba vremena zadrzavanja i faktora razlufivanja sterigmatocistina i 5-

metoksisterigmatocistina za tri razlicita gradijentna programa.

Gradijentni program tR (sterigmatocistin) / MIN tR (5-metoksisterigmatocistiny / MIN R
A 15,044 14,198 3,5
B 14,550 13,794 4,0
C 13,870 13,007 4,0
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Slika 6. UV/Vis kromatogrami 5-metoksisterigmatocistina i sterigmatocistina.

Uvjeti analize: Symmetry kolona C18 4,6x150mm, 3,5 um, temperatura kolone 35 °C, mobilna
faza A: metanol, B: voda; brzina protoka 1,0 ml/min, valna duljina detekcije 330 nm.

Gradijent: (A) 0-6 min 48% B, 6-18 min 48 — 10% B, 18-20 min 10% — 48% B, 20-25 min 48—
10% B. (B) 0-6 min 48% B, 6-20 min 48 — 10% B, 20-22 min 10% — 48% B, 22-25 min 48—

10% B. (C) 0-4 min 48% B, 4-20 min 48 — 10% B, 20-22 min 10%— 48% B, 22-27 min 48 —»
10% B.
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4.2 Strukturna karakterizacija analita masenom spektrometrijom

Strukturna karakterizacija sterigmatocistina i1 5-metoksisterigmatocistina masenom
spektrometrijom provedena je elektrosprej ionizacijom u pozitivhom nacinu snimanja. Cilj je
identificirati karakteristicne fragmente za pojedini analit na temelju kojih bi se mogla vrsiti
potvrda njihovog identiteta tijekom analize uzoraka. Uporaba analizatora stupice iona vrlo je
pogodna u ovom slucaju jer osim dobivanja spektra molekulskog iona, omoguéava i daljnju

fragmentaciju molekulskog iona i nastalih fragmenata.

4.2.1 Sterigmatocistin

MS spektar sterigmatocistina pokazuje protonirani molekulski ion [M+H]* pri m/z 325
koji je ocekivano najvecéeg intenziteta. Uz njega su jo$ vidljivi aduktor s natrijem [M+Na]* pri m/z
347 te nastali fragmentni ion pri m/z 310. Zatim je snimljen ESI-MS? spektar molekulskog iona
pri m/z 325. Ondje se isti¢e fragment m/z 310 koji je bio vidljiv i na MS spektru, samo $to je
ovdje on dominantni ion. Uz njega se jo§ pojavio jedan fragment manjeg intenziteta pri m/z 281,

Ovi spektri prikazani su na Slici 7.

Intens.
X107
1.25 ] 325.0

+MS

0.254 310.0
347.0

T T T T T T
100 200 300 400 500 miz

Intens. +MS2(325.0)
310.0

0.5
281.0

0.0 ) &

T T T T T T T
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Slika 7. MS spektar sterigmatocistina te ESI-MS? spektar njegovog molekulskog iona m/z 325.
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Glavni fragmentni ion m/z 310 nastao je eliminacijom fragmenta mase 15 Da iz
molekulskog iona m/z 325, a ta razlika odgovara gubitku metilne skupine. Drugi nastali
fragmentni ion m/z 281 manjeg je intenziteta, a nastao je gubitkom mase od 44 Da §to upucuje na

dekarboksilaciju. PredloZzena fragmentacijska shema prikazana je na Slici 8.

m/z 325

- CH, / \co2

m/z310  m/z 281

Slika 8. PredloZena fragmentacijska shema sterigmatocistina

4.2.2 5-metoksisterigmatocistin

Snimljen je i maseni spektar standarda 5-metoksisterigmatocistina. Kao i u slucaju
sterigmatocistina, ionizacijom je nastao protonirani molekulski ion [M+H]* pri m/z 355 te aduktor

s natrijem [M+Na]* pri m/z 377.
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Slika 9. MS spektar 5-metoksisterigmatocistina (A) te ESI-MS? spektar njegovog molekulskog
iona m/z 355 (B)

20



Medutim, ovdje je aduktor s natrijem ion najveceg intenziteta. Takoder, vidljiva su 1 dva
fragmentna iona vrlo malog intenziteta pri m/z 340 i 327. Na MS? spektru molekulskog iona,
vidljiv je dominantan fragment m/z 340 ta dva manjeg intenziteta m/z 325 i 297. Ovi su spektri
prikazani na Slici 9. Fragmentacijom molekulskog iona dobiven je fragmentni ion m/z 340, a

razlika u masi od 15 Da nastala je odcjepljivanjem metilne skupine.

4.3 Potvrda identiteta analita masenom spektrometrijom

Masenom spektrometrijom moze se dobiti karakteristi¢ni kromatogram toka ukupnih iona
(engl. total ion chromatogram, TIC) na temelju kojeg se dobiva opca slika svih analita u uzorku.
Medutim, u takvom kromatogramu ¢esto nije postignuto zadovoljavajuce razlu¢ivanje, odnosno
ne postoji bazna separacija pikova. Ovdje se nalazi velika prednost masene spektrometrije jer ona
u tom sluc¢aju nudi odli¢no rjeSenje. Naime, radi se o mogucnosti snimanja kromatograma
izoliranih iona (engl. extracted ion chromatogram, EIC) kada se posebno izdvaja kromatogram
pojedinog iona od interesa. Na taj nain nije nuzno osigurati potpuno razdvajanje pikova da bi se
osigurala kvantifikacija analita.

Tako je i ovdje nakon snimanja kromatograma toka ukupnih iona smjese standarda
sterigmatocistina i 5-metoksisterigmatocistina vidljivo da njihovi pikovi nisu potpuno razdvojeni
na baznoj liniji (Slika 10). Medutim, prvo je potrebno utvrditi koji pik pripada kojem analitu;
stoga su analizirani fragmenti u dobivenim MS spektrima. Prvi pik imao je dominantne ione pri
m/z 355 1 377 na temelju Cega je zakljuceno da se radi o 5-metoksisterigmatocistinu jer su upravo
to ioni koji pripadaju protoniranom molekulskom ionu, odnosno aduktoru s natrijem. MS spektar
drugog pika sadrzavao je pak ione karakteristiCne za sterigmatocistin, a to su m/z 325 i 347 gdje
je prvi protonirani molekulski ion, a drugi aduktor s natrijem. Kromatogrami izoliranih
molekulskih iona m/z 355 i 325 preko kojih je moguce vrsiti kvantifikaciju analita prikazani su na
Slici 11.
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Slika 10. TIC kromatogram smjese standarda sterigmatocistina i 5-metoksisterigmatocistina (A).

MS spektri prvog pika (B) i drugog pika (C).
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4.4 Analiza uzoraka

Prije primjene metode na uzorak, najprije je provjereno ima li matriks uzorka znacajan
utjecaj na rezultate. Zato je pripremljen uzorak u koji je dodan standard analita poznate
koncentracije, odnosno sterigmatocistina i 5-metoksisterigmatocistina, da bi se osigurala njihova
prisutnost u uzorku koja je iznad granice detekcije. Nakon separacije analita na HPLC-u,
snimljen je TIC kromatogram na kojem se vide pikovi oba analita. Snimanjem masenog spektra
prvog pika ocekuju se ioni s omjerima m/z karakteristicnim za 5-metoksisterigmatocistin.
Snimljeni spektar to i potvrduje jer su dobiveni ioni s m/z 377 i 355 Kkoji pripadaju njegovom
aduktoru s natrijem i protoniranom molekulskom ionu. Vidljiv je jo$ jedan ion m/z 731, medutim
on je vrlo malog intenziteta. Isto je ucinjeno i za drugi pik za koji se pretpostavlja da pripada
sterigmatocistinu $to potvrduje i njegov MS spektar. Dominantni ioni su m/z 347 i 325 koji
predstavljaju aduktor s natrijem te protonirani molekulski ion sterigmatocistina. Vidljivi su jo$
ioni m/z 393 i 413 Kkoji su veoma slabog intenziteta. 1z ovoga se zakljucuje da matriks u danima
uvjetima analize nema znac¢ajnog utjecaja na rezultate, odnosno metoda je dovoljno selektivna.

Ovdje je zanimljivo primijetiti da u masenim spektrima nisu dominantni protonirani

molekulski ioni [M+H]", nego su to aduktori analita s natrijem [M+Na]*.

DAD1 B, Sig=330,16 Ref=400,100 (MYCOTOXAMYCO0015.D)
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Slika 12. Uv/Vis kromatogram uzorka u koji su dodani standdardi analita poznate koncentracije.
Uvjeti analize: Symmetry kolona C18 4,6x150mm, 3,5 um, temperatura kolone 35 °C, mobilna
faza A: metanol, B: voda; brzina protoka 1,0 ml/min, valna duljina detekcije 330 nm. Gradijent:
0-4 min 48% B, 4-20 min 48 — 10% B, 20-22 min 10% — 48% B, 22-27 min 48— 10% B.
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Slika 13. TIC kromatogram uzorka u koji su dodani standardi sterigmatocistina i 5-

metoksistergimatocistina (A). Maseni spektri prvog (B) i drugog velikog pika (C).

Nakon provjeravanja utjecaja matriksa uz pomo¢ masenog detektora, metoda je
primijenjena i na uzorku. Kao i u prethodnom slu¢aju, iz kromatograma ukupnog toka iona
potvrden je identitet analita snimanjem masenih spektara. Na temelju ve¢ spominjanih iona
karakteristi¢énih omjera m/z za pojedini analit utvrdeno je koji pik pripada sterigmatocistinu, a
koji 5-metoksisterigmatocistinu. Medutim, njihovi pikovi nisu bili razdvojeni na baznoj liniji te je
stoga precizna kvantifikacija nemoguca (Slika 14). Stoga je ovdje iskoriStena moguénost analize

kromatograma izoliranih iona.
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Slika 14. TIC kromatogram uzorka (A). Maseni spektri prvog (B) i drugog velikog pika (C).

Tako su za 5-metoksisterigmatocistin odabrani ioni za koje je snimljen kromatogram

izoliranog iona bili m/z 377 i 355. Zajedno su prikazani na Slici 15. Za sterigmatocistin su to bili

ioni m/z 347 1 325 (Slika 16).
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Slika 16. EIC kromatogram iona m/z 347 i 325 (sterigmatocistin).

Na ovaj nacin moguce je sa sigurnoséu utvrditi identitet analita, sterigmatocistina i 5-
metoksisterigmatocistina, u uzorku ekstrakta plijesni proizvodaca izoliranih iz zraka. Takoder je
moguce 1 kvantitativno odredivanje ovih analita, Sto ¢e biti predmet daljnjih istraZivanja.
Predlozena HPLC-DAD-MS metoda prikladna je za istovremenu analizu sterigmatocistina i 5-

metoksisterigmatocistina.
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5. ZAKLJUCCI

Tijekom optimizacije LC-MS metode za analizu sterigmatocistina 1 5-
metoksisterigmatocistina u esktraktima plijesni izoliranih iz zraka ispitivani su razli¢iti
gradijentni programi kako bi se postiglo zadovoljavaju¢e razdvajanje analita uz prihvatljivo
trajanje metode. RjesSenje koje ovaj rad predlaze je: 0-6 min 48% B, 6-14 min 48 — 10% B, 14-
25 min 10% B, 25-26 min 10 — 48% B, 26-40 min 48% B gdje je eluent B visoko pro¢is¢ena

voda, a A metanol.

Nakon postignute separacije analita, njihova identifikacija provedena je na vrlo
osjetljivom masenom detektoru gdje je ionizacija vrSena elektrosprej rasprSivanjem. Tako su
utvrdeni karakteristicni molekulski i fragmentni ioni za svaki analit na temelju kojih se oni mogu
identificirati u slozenim uzorcima. Takoder, iako nije postignuta separacija analita na baznoj liniji

u TIC kromatogramu, kvantifikaciju je moguce provesti iz EIC kromatograma.

Analizom uzorka u koji su dodani standardi analita, utvrdeno je da matriks uzorka nema

znacajan utjecaj na separaciju analita te je uspjesno potvrden identitet analita.

Na primjeru jednog uzorka pokazana je prikladnost primjene vezanog sustava tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti i masene spektrometrije za analizu sterigmatocistina i 5-
metoksisterigmatocistina zahvaljuju¢i separacijskoj mo¢i HPLC-a te visokoj osjetljivosti i

selektivnosti MS-a.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Mikotoksini kao toksi¢ni sekundarni metaboliti plijesni predstavljaju vrlo znacajne
kontaminante uzrokuju¢i mikotoksikoze kod ljudi i Zivotinja. Osim ingestijom kontaminirane
hrane, vrlo znacajan put unosa je i inhalacijom konidija s mikotoksinima. Kod sterigmatocistina
0vaj je put izrazito vazan jer Se njegov glavni proizvoda¢ plijesan Aspergillus versicolor vrlo
Cesto nalazi u prostorijama koje su ostec¢ene vlagom. Medunarodna agencija za istrazivanje raka
smjesta ga u skupinu 2B karcinogena. Svoj mutageni ucinak ostvaruje kovalentnim vezanjem na
molekulu DNA nakon metabolic¢ke aktivacije. Njemu sli¢an metabolit 5-metoksisterigmatocistin

takoder je vazan jer ima sli¢ne ucinke.

Zbog svoje visoke osjetljivost i selektivnosti, za metodu analize odabrana je tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti povezana s masenom spektrometrijom. Cilj rada bio je
optimizirati uvjete za istovremenu analizu sterigmatocistina i njemu sli¢nog metabolita 5-
metoksisterigmatocistina. Tako je odabran gradijentni program eluacije s najboljim
razlu¢ivanjem 1 najkra¢im vremenom analize. Uz pomo¢ masenog detektora, utvrdeni su
karakteristi¢ni ioni za pojedini analit na temelju kojih se vrSila njihova strukturna karakterizacija
te potvrda identiteta u uzorcima. Koriste¢i kromatogram izoliranih iona pojedinog analita moguca
je precizna kvantifikacija analita usprkos tome $to u kromatogramu ukupnog toka iona njihovi
pikovi nisu bili potpuno razdvojeni. Provjerom utjecaja matriksa na rezultate analize, utvrdeno je
da on nije znacajan. Predlozena HPLC-DAD-MS metoda prikladna je za istovremenu analizu

sterigmatocistina i 5-metoksisterigmatocistina.
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Mycotoxins are toxic secondary metabolites of molds, which represent important
contaminants because they can cause mycotoxicosis in humans and animals. They enter human
body not only by ingestion of contaminated food, but also by inhalation of conidia containing
mycotoxins. For sterigmatocystin this pathway is very important since its main producer, mold
Aspergillus versicolor, is often found in water-damaged rooms. International Agency for
Research on Cancer has categorized it as group 2B carcinogen. After metabolic activation it
covalently binds the DNA molecule thus expressing its mutagenic effect. Sterigmatocystin-
related metabolite 5-methoxysterigmatocystin is also important because it possesses similar

properties.

Due to its high sensitivity and selectivity, the technique of choice was high performance
liquid chromatography mass spectrometry. The aim of this thesis was to optimize the conditions
for the simultaneous analysis of sterigmatocystin and related metabolite 5-
methoxysterigmatocystin. The gradient elution program with high resolution and shortest analysis
time was chosen. The characteristic ions for the analytes were determined using the MS detector
and they were utilized for structural characterization and identity confirmation in samples. Using
extracted ion current chromatogram of each analyte precise quantification is possible, although
the peaks in total ion current chromatogram were not completely separated. The influence of the
sample matrix was tested and the results showed no significant effect. The proposed HPLC-
DAD-MS method is appropriate for simultaneous analysis of sterigmatocystin and 5-

methoxysterigmatocystin.
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