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ISradime aprasytas paprastas, greitas ir ypatingai jautrus grady uZterimo pelésiniais grybais nustatymo
budas. Sis isradimas susijgs su nustatymu gridy virSerdvéje esancio arba nesanéio specifinio lakaus metabolito
(biomarkerio), naudojant dujy chromatografija, sinchronizuota su vabzdZio elektroantenografija ir vertinant
ypatingai jautriy vabzdZiy rasiy anteny uoslés receptoriy atsakus ties sulaikymo laiku, atitinkan&iu biomarkerio
sulaikymo laika.



GRUDY UZTERSIMO PELESINIAIS GRYBAIS APTIKIMO BUDAS

Technikos sritis
Gridai daZnai gali bati uZtersti juos gadinanéiais pavojingais mikroorganizmais, kurie

i§skiria nepageidaujamus junginius taip pakeisdami gridy skonj, todél dauguma produkty
tampa netinkami maistui. Be to $ie mikroorganizmai gali gaminti toksines medziagas, kurios
kelia rimta pavojy Zmoniy ir gyvuliy sveikatal ir dél gridy netinkamumo panaudoti pagal
paskirt gali susidaryti labai dideli ekonominiai nuostoliai.

ISradimas susijes su greitu ir jautriu gridy uiter§imo pelésiniais grybais aptikimo bldu,
paremtu pelésiniy gryby produkuojamy lakiy metabolity aptikimu, tam naudojant
sinchronizuota dujy chromatografijos ir vabzdiiy elektroantenografijos metoda ir vertinant
elektroantenografini atsaka, registruojama lalku, atitinkan&iu chromatografo kolonéléje
sulaikymo laikg Zinomo standarto, kuris bldingas pelésiniais grybais uterstiems gridams.

Technikos lygis
UZter§tumui pelésiniais grybais nustatyti naudojama daug jvairiy metody: molekuliniai,

naudojant lateksinius agliutinacijos rinkinius, imunofermentinés analizés (ELISA),
bioliuminescensiniai metodai (patentai CN 102094080, RU 2079128 ir kt.). Gali buti
naudojami ir kiti esami metodai - mikroskopavimas, gryby kultlry auginimas ant terpiy, o
taip pat kai kuriy gryby metabolity, tokiy kaip chitino, ergosterolio ar mikotoksiny,
nustatymas naudojant chromatografija (WO 2013/135889; US patento paraika Nr.
2014/0356978, ir t.t.) ar Ramano spektroskopija (Grow A.E., Wood L.L., Claycomb J.L. et
al. 2003. New biochip technology for label-free detection of pathogens and their toxins. J.
Microbiol. Methods. 53: 221-233).

JAV patente Nr. US 8,127,593 yra apradytas pelésiniy grybeliy nustatymo gyvenamose ir
kitose patalpose bldas, paremtas tam tikry lakiy organiniy junginiy miginio aptikimu.
Europos patente Nr. EP2568283 atskleistas mikotoksiny nustatymo aplinkoje bldas,
paremtas chemine analize pagal “piréty atspaudy’ principa. Sis metodas apima visos eilés
lakiy organiniy junginiy, susijusiy su mikotoksikogeneze, analize.

Taciau visi $ie bidai ne visada tinkami naudoti, nes yra pakankamai brangis ir uima daug
laiko, skirto vieno meéginio analizei arba reikalauja aukstos kvalifikacijos profesionaly darbo.
Be to, kai kurios gradus uzkrediandiy gryby linijos negamina toksiny, todél remiantis
tiesioginiu nuodingujy metabolity aptikimu, biity gaunamos klaidinan&ios i§vados apie
pelésiniy gryby buvima/nebuvima.



Elektroniné nosis taip pat taikyta gryby lakiems junginiams aptikti (Magan N., Evans P.
2000. Volatiles as an indicator of fungal activity and differentiation between species, and
the potential use of Electronics nose technology for early detection of grain spoilage. J.
Stored Prod. 36: 319-340), tatiau netilirint didelio $§io metodo jautrumo, jis néra specifinis
ir pernelyg priklausomas nuo aplinkos sglygy.

Konkreéiai grady uzterStumui ir kokybeés kritimui nustatyti yra pasidlyta analizuoti lakius
organinius junginius (Stawicki S., Kaminski E., Niewiarowicz A. et al. 1973. The effect of
microflora on the formation of odours in grain during storage. Annales de Technologie
Agricole 22. 449-476; Kaminski E., Stawicki S., Wasowicz E. 1974. Volatile flavour
compounds produced by moulds of Aspergillus, Penicillium and fungi imperfecti. Appl.
Microbiol. 27: 1001-1004.; Abramson D., 8inha, R.N., Mills, J.T. 1980. Mycotoxin and odor
formation in moist cereal grain during granary storage. Cereal Chemistry 57. 346-351).
ISanalizavus daugelj pelésiais uZter§ty @rldy pavyzdZiy, buvo nustatyta, kad lakiy
organiniy junginiy (LOJ) emisijose yra tam tikry bendry junginiy misiniy. Kaip antai jeigu
lakds organiniai junginiai ekstrahuojami [§ pelésiais uZterSty gridy pavyzdziy ir
analizuojami, juose aptinkami dideli kiekiai alkoholiy, aldehidy ir ketony (Magan N., Evans
P. 2000. Volatiles as an indicator of fungal activity and differentiation between species, and
the potential use of Electronics nose technology for early detection of grain spoilage. J.
Stored Prod. 36: 319-340).

Gridy uzter§tumo grybais indikatoriais buvo pasillyta grupé C;, Cs ir Co lakiy organiniy
junginiy (JAV patentas Nr. US 4,314,027), o taip pat daugelis kity grupiy (WO
2013/135889). Siy junginiy aptikimul Ir analizei yra naudojami dujy chromatografijos arba
dujy chromatografijos su masiy spektrometrija (MS) metodai bei-atitinkama jranga. Siy
metody taikymui reikia gana daug cheminiy medZiagy, tame tarpe ypa¢ auksto grynumo
(standarty).

Antra vertus yra Zinomas elektroantenografinis (EAG) metodas, taikomas tokiems LOJ
aptikti, | kuriuos reaguoja vabzdZiy anteny uoslés receptoriai. Sis metodas remiasi
potencialo pasikeitimo registravimu tarp elektrody, prijungty prie vabzdZio antenos
pagrindo ir galiuko, ir remiasi tuo, kad uoslés receptoriy reakcijos atsiranda kai $ie
receptoriai stimuliuojami kai kuriais LOJ, kaip antai — kairomonais. PavyzdZiui, Europos
patente EP0852723 pateikiama biosensoriné (EAG) sistema, turinti vabzdzio antena, kuri
skirta vieno ar keliy LOJ, atsirandanéiy augala paZeidus vabzdZiui-kenkéjui, aptikimui ore.



Paminétina dujy chromatografija (DC), taikoma kartu su elektroantenografiniu detektoriumi
(EAD), dar Zinoma kaip DC-EAD, taikoma vabzdZiy infocheminiams junginiams nustatyti
(A H., Stadler E., Rausfcher S. 1978, The electroantennographic detector: a selective
and sensitive tool in the gas chromatographic analysis of insect pheromones. Z.
Naturforsch. 30C: 722-725; Baker T.C., Francke W., Millar J.G. et al. 1991. Identification
and bioassay of sex pheromone components of carob moth, Ectomyelois ceratoniae
(Zeller). J. Chem. Ecol. 17: 1973-1988). Sia sistema sudaro vabzdZio antena, tvirtinta tarp
dviejy elektrody, i$ kuriy sustiprintas elektrinis signalas registruojamas kompiuteriu. Tiriamy
junginiy srautas i$ dujy chromatografo kolonélés padalinamas | dvi dalis, viena i§ kuriy
patenka | liepsnos jonizacini detektoriy (LJD), o kita ~ | EAD, kas leidZia vienu metu
registruoti dviejy detektoriy parodymus (vienas 18 detektoriy - LJD - yra neselektyvus, o
kitas —~ EAD - labai selektyvus).

Remiantis JAV patentu Nr. US 4,314,027, kuris skirtas gridy apkréstumo pelésiniy gryby
toksinais nustatymui, grady lakieji junginial buvo absorbuojami kietafaziu sorbentu, esanciu
specialiame jrenginyje. Vienintelis apragyme pateikiamas iSradimo jgyvendinimo pavyzdys
atskleidZia kaip testuoti kukurlzy pavyzd|, apie kuri Zinoma, kad jis yra uZkrestas
aflatoksinu: imamas 100 g griidy pavyzdélis, i§ kurio 120 min renkami LOJ, vakuumuojant
pavyzdj. Pavyzdys batinai kaitinamas iki 100 °C, kad pakankamai i$siskirty LOJ. Junginiy
grupes i§ C; — Cy alkoholiy, ketony ir aldehidy, t.y. lakiy junginiy, rodanéiy mikotoksiny
buvima, aptikimui naudojama dujy chromatografija. Duomenys interpretuojami stebint ar
bldingi C;, Cs ir Ce junginiai yra ir jie lyginami su ty paéiy junginiy-standarty registravimu
chromatografu.

Tokiai analizei atlikti reikia daugelio standarty (nuo C; iki Cs alkoholiy, ketony ir aldehidy).
Kaip minéta auks&iau kai kurie grlidus uiteriantys pelésiniai grybai gali gaminti ir kitus
metabolitus, tafiau ne mikotoksinus, ir mikotoksiny nebuvimas gali bdti klaidingai
konstatuojamas taikant minéta metoda. 8i analizé gali duoti ir neapibrezta rezultata, jei kai
kuriy (vieno ar keliy) markeriniy junginiy analizuojamame pavyzdyje néra aptinkama.

Be to, kadangi i§vada priklauso nuo bendro surinkty LOJ kiekio (ekstrahuojamy i$ tiriamo
pavyzdZio), tai remiantis pateiktu pavyzdiiu, LOJ rinkimo trukmé turi blti ne maZesné nei 2
val. Bitinas specialus nestandartinis LOJ surinkimo jrenginys, kuris turi bati pripildytas
specialaus sorbento ir pagamintas ir priderintas prie dujy chromatografo injektoriaus.
Naudojantis tik vienu detektoriumi (be papildomo MS ar EAD) ir lyginant tiriamo pavyzdzio
ir standarto chromatogramas gali bati padaryta klaidinga tyrimo i§vada, salygota dar vienos
aplinkybés - skirtingy junginiy, turindiy panasius ar netgi visidkai tapagius sulaikymo laikus,
pvz., terpeny ir kity organiniy junginiy,



Akivaizdu, kad yra bltinas greitas ir auk$to jautrumo, o taip pat pagal gautus registracijos
duomenis lengvai interpretuojamas blidas, kuriuo blty galima patikimai ir ankstyvoje
stadijoje nustatyti gridy uzter§tuma pelésiniais grybais, taip iSvengiant grady produkcijos
arba jos dalies nuostoliu.

ISradimo esmé
Sio i§radimo svarbiausias tikslas — sukurtl gridy uter§tumo pelésiniais grybais aptikimo

blda, kuris apima vir§ gridy susidariusiy LOJ meéginio surinkima ir surinkto meginio
analizavimg dujy chromatografija, nustatant jame ir markerinj(ius) LOJ. Sis metodas
pasizymi tuo, kad (i) dujy chromatografija sinchronizuoja su vabzdZio elektroantenografija
ir (i) grady uzter§tuma pelésiniais grybais nustato vertinant vabzdzio antenos receptoriy
atsaka konkrediu laiku, atitinkanciu vieno specifinio biomarkerio sulaikymo chromatografo
koloneleje laika.

Minétas specifinis biomarkeris, nurodantis utter§ima pelésiais, yra 3-metil-1-butanolis.

Sillomame blde dujy chromatografija ir vabzdiio elektroantenografija vykdo vienu metu.
Paprastai lygiagreiai su vabzdZio elektroantenografine detekcija atlieka ir liepsnos
jonizacine detekcijg. Tuo atveju tiriamy junginiy srautas, i$einantis i§ dujy chromatografo
padalinamas | dvi lygias dalis (1:1), kuriy viena patenka | liepsnos jonizacin| detektoriy, o
kita — | elektroantenografinj detektoriy.

Optimaliame $io i$radimo jgyvendinimo variante LOJ surinkima nuo grlidy meéginio atlieka
esant normaliam atmosferos slégiui ir temperatiiroje iki 40+5°C; LOJ surinkimas nuo 25 g
grady pavyzdzio trunka maziausiai 30 min.

Siame iSradime siGlomam budui vykdyti tinkama naudoti elektroantenografijos stadijoje
vabzdZio antena gali blti pasirenkama i$ vabzdZiy risiy grupés, apimanéios Plodia
interpunctella, Tenebrio molitor L., Geotrupes stercorarius L., Leptinotarsa decemlineata
(Say), Drosophila melanogaster (Meigen), Musca domestica L., Coreus marginatus L.,
Vespula germanica (Fabricius) ir Apis mellifera L., pirmenybé teiktina $ioms risims:
Drosophila melanogaster, Plodia interpunctella ir Apis mellifera.

Taikant §{ metoda tinkamiausios naudoti elektroantenografijos stadijoje —~ yra Drosophila
melanogaster antenos.

Sio i$radimo bldas gali biti taikomas nustatyti bent jau gridy uter§tumui pelésiniais
grybais, pasirinktais i§ grupés, apimanéios Alternaria alternata, Alternaria brassicola,
Aureobasidium pullulans, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus ochrachloron,



Aspergillus parasiticus, Aspergillus oryzae, Fusarium graminearum, Fusarium culmorum,
Fusarium poae, Fuasarium sporotrichioides, Penicillium aurantiogriseum, Penicillium
chrysogenum, Penicillium citrinum, Penigillium cyclopium, Penicillium digitatum, Penicillium
funiculosum, Penicillium roquefortii, Penicillium raistricki,  Penicillium viridicatum,
Penicillium expansum, Scopulariopsis brevicaulis, Rhizopus oryzae ir Gusarium spp.

Dar vienas svarbus $io i§radimo objektas ~ tai sistema, skirta gridy uZter$imo pelésiniais
grybais aptikimui, kuri bty itin jautri, leidZianti detektuoti ypaé mazZas gryby koncentracijas,
t.y. pagal submikrogramy eilés igskiriamus LOJ kiekius.

Grady uZter$imui pelésiniais grybais aptikti sistema apima kietafazés mikroekstrakcijos
jtaisg (KFME) ir dujy chromatografg (DC), sujungta su elektroantenogramy detektoriumi
(EAD)lygiagretiai su liepsnos jonizaciniu detektoriumi (LJD), kur DC turi srauto dalytuvg |,
leidZianti sinchronizuotai registruoti LJD it EAD atsakus.

Elektroantenogramy detektorius (EAD) apima vabzdZio antena, jtvirtintg tarp dviejy
elektrody, nuo kuriy sustiprintas elektrinis signalas gali biti registruojamas kompiuteriu,
turin€iu specialia programine jranga, ir oro srovés tiekimo priemones, skirtas apipdsti
vabzdZio antenai , kuriy déka iki antenos atne$ami LOJ, i8einantys i§ DC kolonélés.

Dar vienas svarbus &io iSradimo aspektas yra 3-meti-1-butanolio panaudojimas kaip
vienintelio biomarkerio gridy uZter§tumo pelésiniais grybais elektroantenografinei

detekcijai.
Trumpas paveikslo apradymas

Pav. 1 vaizduoja sinchronizuota DC-EAD sistemos dviejy detektoriy signaly jrasa, kai
analizuojami erdveje vir§ grlidy pavyzdtio sutinkti laklis organiniai junginiai. Registruojami
dujy chromatografo (LJD) ir biologinio detektoriaus (EAD) atsakai i lakius junginius, kai
tiriami:

A - neuzkrésti pelésiniais grybais grlidai (neregistruojamas nei LJD, nei EAD atsakas kai
biomarkerio néra);

B — pelésiniais grybais uzkresti gridai (siipnas LJD atsakas, bet stiprus EAD atsakas kai
biomarkerio kiekis yra mazas);

C - pelesiniais grybais uzkrésti gridai (labal stiprus LJD atsakas bei stiprus EAD atsakas
kai biomarkerio kiekis yra didelis);

D - pelésiniais grybais uzkresti gridal (neregistruojamas LJD atsakas, bet aigkus EAD
atsakas, kai yra labai mazas biomarkerio kiekis, kuris yra pakankamas aptikti EAD, bet
nepakankamas - LJD).



Detalus i§radimo apra§ymas

Kaip mineta auks&iau, pagrindinis $io i§radimo tikslas yra sukurti bida grudy uZterstumo
pelesiniais grybais nustatymui, panaudojant specifini pelésiniy gryby produkuojamg laky
junginj. Bldas apima lakiy junginiy surinkima ir dujy chromatografijg (DC), sinchronizuota
su vabzdZio elektroantenografija (EAD). Lakiy junginiy miginys injekuojamas | DC ir
lygiagrediai registruojamas vabzdZio EAD atsakas. EAD atsakas pasirodo jeigu lakiy
junginiy misinyje yra biomarkeris, Z2inomas kaip bldingas pelésiniais grybais uZter§tiems
gridams.

IStyrus visg eile LOJ misiniy, surinkty nuo utersty pelésiniais grybais gridy pavyzdzZiy,
buvo nustatyta, kad pelésiui aptikti pakanka vieno lakaus junginio. VabzdZiy sandeliy
kenkejy elgesio tyrimai parodé, kad specifinis LOJ arba kitaip biomarkeris yra tas junginys,
kurj vabzdZiai naudoja pelésiu uZter$ty griidy atpaZinimui. Toks junginys pasirodé esas 3-
metil-1-butanolis; visais atvejais kai grlidai buvo uZter§ti pelésiniais grybais, buvo gauti
vabzdziy anteny EAD atsakai | §] jungin|. Be to, atsakas | 3-metil-1-butanolj registruojamas
anksCiau negu pvz., | seskviterpenus, kuriuos siGloma naudoti patente EP2568283. Taip
pat 3-metil-1-butanolis turi privaluma, nes yra ankstyvesnio uZter§imo indikatorius, lyginant
su kitais junginiais, atsirandantiais vélesnése usikrétimo stadijose, kai pelésis griduose
jau ir vizualiai matomas.

3-metil-1-butanolio standartas buvo naudojamas DC analizei $io junginio sulaikymo laikui
nustatyti.

Atitinkamai, pelésiniy gryby detektavimui pagal §| iradima naudojama sistema, susidedanti
i§ kietafazés mikroekstrakcijos prietaiso (KFME) ir dujy chromatografo (DC), sinchronizuoto
su elektroantenogramy detektoriumi (EAD).

KFME yra portatyvus, standartinis prietaisas, pritaikytas rinkti ir injekuoti | DC lakius
organinius junginius ir kuris lengvai prijungiamas prie DC-EAD sistemos. Pagrindines DC-
EAD sudedamosios dalys yra: dujy chromatografas, vabzdZio antenos preparatas,
registravimo elektrodai, stiprintuvas, registravimui ir analizei skirtas kompiuteris ir oro
sroves tiekimo priemoneés, generuojanéios nuolating oro srove, atne$andia LOJ i§ DC prie
vabzdZio antenos.

Tiriamas gridy pavyzdys paimamas [prastu bddu. Gridai suberiami | stikline kolba, kuri
uzdengiama aliuminio folija ir laikoma pastovioje temperatiroje kol gridy virSerdvyje
nusistovi pastovi lakiy junginiy koncentracija. LOJ ekstrahuojami juos absorbuojant
kietafaziu strypeliu, naudojant KFME laikikl|. Apsaugai nuo mechaninio pazeidimo strypelis
yra KFME laikiklio adatos makétyje. Naudojant laikiklj strypelis i§stumiamas tik LOJ rinkimui



ir perneSimui | DC. Pelesiniy gryby i$skiriamy LOJ rinkimui naudojamas strypelis
padengtas divinilbenzeno/polidimetilsiioksane (DVB/PDMS) arba polidimetilsiloksano
(PDMS) sluoksniu. Laikiklio adata praduriama kolba dengianti folija, i§stumiamas strypelis
ir laikomas gridy virSerdvyje tam tikrg laika. Pakankama absorbcijos trukmé - nuo 30 min
iki 60 min. Per tg laika gridy pavyzdiio LOJ yra absorbuojami ant strypelio polimerinio
apvalkalo.

Baigus absorbcijg strypelis traukiamas | acata, KFME laikiklis perne§amas nuo gridy
meéginio prie DC kur adata jstumiama | DC Injekavimo porta. Vykstant desorbcijai dujos-
neséjos (vandenilis arba helis) nune$a LOJ miginj { DC kolonele. LOJ srautas padalinamas
{ du, kuriy vienas patenka | liepsnos jonizacini detektoriy (LJD), o kitas - |
elektroantenogramy detektoriy (EAD). EAD susideda i§ vabzdZio antenos (jtvirtintos tarp
dviejy elektrody), stiprintuvo ir elektroninio prietaiso, kontroliuojanéio oro srove atne$andig
LOJ prie antenos. Elektrodai su vabzdio antena sujungiami naudojant fiziologinj tirpalg
(pvz. KOH ar Ringerio tirpalas) arba elektrogel pavyzdZiui, naudojama registruojant
elektrokardiogramas. Fiziologinis tirpalas ir elektrogelis stabdo dehidratacija ir paZeisty
vabzdZio audiniy gijimg bei jgalina uZregistruoti anteny elektrinius signalus. Taip pat
elektroantenogramas galima registruoti naudojant ir visg vabzdj ar jo galva. Tokiu atveju
registruojantis elektrodas jungiamas prie antenos galiuko, o indiferentinis elektrodas - prie
vabzdZio kiino. LOJ i§ chromatografo kolonalés po srauto padalijimo nunesami prie LJD ir
EAD (vabzdzio antenos). Srauto padalijimas leidZia tuo pa&iu metu registruoti ir lyginti LJD
ir EAD atsakus. Sustiprintas EAD signalas registruojamas kompiuterine programa.

Pelésiniy gryby i$skiriami LOJ renkami ant strypelio, padengto
divinilbenzeno/polidimetilsiloksano  (DVB/PDMS8) arba polidimetilsioksano (PDMS)
sluoksniu. Siekiant sumazZinti maziau poliniy Junginiy absorbcija, verta naudoti PDMS
sluoksniu padengta strypelj. LOJ emisijos pusiausvyros nusistoveéjimui gridy vir§erdvyje ir
substrate reikia 15 — 60 min (minimali 18 min trukmé yra pakankama). LOJ absorbcijos
trukme nuo 30 iki 60 min. Absorbcijos laiko ilginimas ne tik padidina visos analizés trukme,
bet ir dél konkurencinés absorbcijos-desorbeijos proceso gali neigiamai paveikti analizés
rezultatus. Absorbcija gali bati vykdoma temperat(ry intervale nuo kambario temperatdros
iki 40 £ 5 °C. Zemesné temperatlra gall lemti maZesne tiriamo junginio (biomarkerio)
emisija, o aukétesné — padidinti desorbeija, Taigi, optimali absorbcijos temperatdra lakaus
biomarkerio surinkimui yra 40 °C. DC analizei gali bGti naudojamos jvairaus polingumo
silikageliu dengtos koloneles, tokios kaip 100 % polietilenglikolio ar 5 %
fenilmetilpolisiloksano. LOJ miSinio i$skistymui turi bti parenkama tinkama temperattrine
chromatografavimo programa ir srauto greitis. Desorbcijos trukmé injekavimo porte gali bti



nuo 1 iki 3 min, tadiau tinkamiausias analités desorbcijai laikas yra 1,5 min. Nuolatinio oro
srauto greitis, kuriuo apipudiama vabzdzio antena gali svyruoti nuo 0,25 iki 1,5 m/s, bet
optimalus yra 0,5 m/s.

Sio i§radimo bidas yra tinkamas aptikti gridy uZter§img jvairiomis pelésiniy gryby rsimis,
tokiomis kaip Alternaria alternata, Alternaria brassicola, Aureobasidium pullulans,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus ochrachloron, Aspergillus parasiticus,
Aspergillus oryzae, Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium poae,
Fuasarium sporotrichioides, Penicillium aurantiogriseum, Penicillium chrysogenum,
Penicillium citrinum, Penicillium cyclopium, Penicillium digitatum, Penicillium funiculosum,
Penicillium roquefortii, Penicillium raistricki, Penicillium viridicatum, Penicillium expansum,
Scopulariopsis brevicaulis, Rhizopus oryzae, Gusarium spp. ir kitomis.

Ypa¢ svarbu taikant §| blidg ~ tinkamo vabzdZio antenos parinkimas. Antenos gali biti
naudojamos tokiy vabzdZiy rG8iy: Plodia interpunctella, Tenebrio molitor L., Geotrupes
stercorarius L., Leptinotarsa decemlineata (Say), Drosophila melanogaster (Meigen),
Musca domestica L., Coreus marginatus L., Vespula germanica (Fabricius) ir Apis mellifera
L.

Tatiau Drosophila melanogaster, Plodia interpunctella ir Apis meliifera yra tinkamiausi
vabzdZiai, nes jy anteny receptoriy jautrumas i§radime sitilomam biomarkeriui (3-metil-1-
butanoliui) yra didZiausias.

I$radimo jgyvendinimo pavyzdZiy apraymas

Zemiau pateikiami konkretls pavyzdial, liustruojantys i§radimo taikyma; tadiau jie néra
apribojantys $io i§radimo apsaugos apimties.

Pavyzdys 1. Lakiy junginiy surinkimas i$ gridy méginio

Grldy pavyzdys dedamas | stikling kolba, kuria uZdengus triguba aliuminio folija,
inkubuojama 40 °C temperattroje 0,5 val. Tada atliekama 1 val. trukmes lakiy organiniy
junginiy (LOJ) kietafazeé mikroekstrakcija. LOJ absorbcijai naudojamas polidimetilsiloksano
(PDMS, 100 pm, Supelco, JAV) strypelis. Tuoj pat po mikroekstrakcijos LOJ 1,5 min
desorbuojami dujy chromatografe ir registruojami LJD ir EAD atsakai (DC-EAD).

Pavyzdys 2. DC-EAD
Ant KFME strypelio absorbuoti LOJ analizuojami DC-EAD. $i analize atliekama Clarus 500
dujy chromatografu (PerkinEimer, Waltham, MA, JAV), kuriame naudojama DB-Wax



kapiliariné kolonelé (30 m; vidinis diametras 0.25 mm, sluoksnio storis 0.25 pm, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, JAV) it LOJ srauto dalintuvas, leidZiantis tuo paciu metu
registruoti LUD ir EAD atsakus | atskirtus midinio LOJ.

Injektoriaus ir detektoriaus temperatlra - 240 °C. Analizés temperatlriné programa:
pradiné 40 °C temperat(ra palaikoma 2 min, po to keliama iki 200 °C 5 °C/min grei&iu, po
to keliama iki 240 °C 10 °C/min greigiu ir palaikoma 14 min. Dujos ne§éjos - vandenilio
dujos (2.5 mi/min).

ISeinantis i$ kolonélés srautas dalijamas | dvi dalis (1:1), kuriy viena nukreipiama | LJD, o
kita — | EAD. Vabzdzio antena naudojama kaip detektorius elektrofiziologi§kai aktyviems
lakiems junginiams nustatyti. Nukirptos vabzdZio antenos pagrindas pritvirtinamas prie
indiferentinio stiklinio elektrodo, kuris upildytas 0.9 % NaCl fiziologiniu tirpalu (llsanta,
Lietuva) ir | kurj ikiSta sidabriné vieluté. Registravimo elektrodas - toks pat fiziologiniu
tirpalu uZpildytas stiklinis kapiliaras, kurio galiukas sulietiamas su antenos galiuku. Toks
paruostas antenos preparatas yra prijungiamas prie IDAC-232 stiprintuvo (Syntech,
Olandija), kuris turi jungt] su kompiuteriu, turiniu DC-EAD atsaky registravimo programa
GcEad V. 4.4 (Synthech, Olandija 1998). Junginiai, kurie sukelia atkartojamus antenos
receptoriy atsakus, laikomi EAD aktyviais.

VabzdzZio anteny receptoriy atsakus sukeliantis 3-metil-1-butanolis identifikuojamas lyginant
jo sulaikymo laikg su autenti$ko sintetinio standarto sulaikymo laiku.

Pavyzdys 3. Tinkamiausi vabzdZiai-detektoriai

Siekiant atrasti ypatingai jautry vabzdZiy-detektoriy rasj, tinkamiausia uZter§tumui pelésiais
pagal biomarker| 3-metil-1-butanolj aptikti, buvo tirti 9 rdsiy vabzdZiy anteny
elektrofiziologiniai atsakai. VabzdZiy anteny preparatai paruoéti taip pat, kaip aprasyta 2
pavyzdyje.

10 pl testuojamo junginio (biomarkerio) tirpalo heksane uzlaginama ant filtro popieriaus
juostelés (5 x 45 mm) (Whatman®1, Anglija). Nugaravus tirpikliui, filtro popieriaus juostele
idedama | Pastero pipete, per kurig tekédama oro srové (7 ml/s) perne$a kvapias
medZiagas | nuolating oro srove (20 mi/s), apiputiangia antena, Stimuliavimo trukme (0,5 s)
nustatoma kontroleriu (CS 55; Syntech, Olandija). Buvo tiriamos Sesios 3-metil-1-butanolio
koncentracijos (0.1, 1, 10, 10% 10° ir 10* pg) didéjimo tvarka. Nugarintas tirpiklis (10 pl
heksano) testuotas kaip kontrolinis stimulas prie§ maziausia koncentracijq ir po didZiausios
koncentracijos. Reakcijos dydis mV nustatomas pagal pikine amplitude, t.y. jvertinus
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atstuma iki labiausiai nutolusio nuo nulinés linijos tadko. Po kiekvieno stimuliavimo daroma
1 min pertrauka, per kurig leidZziama antenos uoslés receptoriams atsistatyti.

Sandeliy kenkéjas P. interpunctella, medune$é bité A. mellifera ir vaisiné musele D.
melanogaster buvo jautriausiai | 3-metil-1-butanolj reaguojantys vabzdZiai. Nelauktai
didZiausia jautruma §iam biomarkeriui parodé D. melanogaster — vaisiné musele, visi§kai
nesusijusi su sandéliuojamais gridais. Vabaly T. molitor, G. stercorarius ir L. decemlineata,
taip pat musiy M. domestica, blakiy C. marginatus ir vapsvy V. germanica jautrumas $iam
junginiui buvo mazdaug 100 karty mazesnis.

Pavyzdys 4. Pelésiniy gryby LOJ detekcija

Siame pavyzdyje buvo testuojami 25 g kvie&iy méginiai. Pirmasis meginys - $vards,
pelésiais neuZkrésti kvie&iy gridai. Kiti kviediy meginiai buvo uZkrediami laboratorijoje
Aspergillus flavus arba Alternaria alternata pelésiniais grybais.

Kiekvieno meéginio LOJ buvo renkami pagal 1 pavyzdyje apradyta KFME metodika. Po to
buvo atliekama absorbuoty LOJ DC-EAD analizé pagal 2 pavyzdyje aprasytq metodika,
siekiant nustatyti ar surinkty LOJ misinyje yra/néra 3-metil-1-butanolio, indikuojancio
uZter§ima pelésiniais grybais.

Tyrimo rezultatai pateikti 1 paveiksle. (Pav. 1). Neuztersto grlidy meginio DC-EAD tyrimy
rezultaty grafiniame vaizde nei DC, nei EAD juostose reakcijy smailiy ties 3-metil-1-
butanoliui bldingu sulaikymo laiku néra, t.y. nei LJD, nei EAD nerodo atsako, t.y. 3-metil-1-
butanolio LOJ miSinyje néra, o kartu tai rei8kia jog gridai pelésiu neuztersti (Pav. 1, A).
Grady meginiy, uzkresty Aspergillus flavus (Pav 1, B), Alternaria alternata (Pav. 1, C)
pelésiniais grybais, LOJ DC-EAD analizés grafinis vaizdas rodo reakcijy smailes tiek DG,
tiek EAD juostoje ties sulaikymo laiku, bldingu 3-metil-1-butanoliui, taigi, tiek vienas, tiek
kitas gridy meginys uzter$tas pelésiniais grybais. Biologinio detektoriaus — EAD atsakas
yra rySkus tiek esant mazai (Pav 1, B), tiek didelei (Pav. 1, C) 3-metil-1-butanolio
koncentracijai.

Ketvirto gridy meginio, uZkrésto Aspergillus flavus (Pav. 1, D), LOJ miSinyje 3-metil-1-
butanolio koncentracija buvo mazesné uz LJD detekcijos slenkstj (Pav. 1, D DC juostoje
smailé neregistruojama), tagiau biologinis detektorius — EAD, ties sulaikymo laiku, blidingu
3-metil-1-butanoliui, registruoja vabzdZio receptoriy atsaka, todel iSvada - &is méginys
uterstas pelésiniais grybais. Sis pavyzdys rodo didesnj EAD jautruma nei LJD.

Analogi$ki rezultatai buvo gauti tiriant gridus, u3terétus ir kitais pelésiniais grybais, tokiais
kaip Fusarium graminearum, Penicillium aurantiogriseum ir kt.
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Aukstas metodo efektyvumas buvo pasiektas dél Zemiau i$vardinty salyguy:

Nepaprastai didelis jautrumas, detekcijai pakankama LOJ koncentracija vir§erdvyje yra ppb
eilés;

Paprasta analizé, kuri remiasi tik vienu markeriniu junginiu, nereikia indeksy skai¢iavimo ir
lyginimo, kurie atliekami kai analizuojama visa eilé junginiy;

Néra neai§kumy, kurie daznu atveju atsiranda skaigiuojant indeksus;

Tyrimui reikalinga tik standartiné jranga,

EAD registravimui tinkamiausia vaisiné muselé - Drosophila melanogaster - yra lengvai
laboratorijos salygomis kultivuojamas vabzdys.

I§ pateikty rezultaty matyti, kad siilomas i§radimas turi keletg naujy privalumy:

1. Pelésiniy gryby aptikimas yra greitas ir supaprastintas, nes pakanka registruoti tik vieng,
laky junginj.

2. Rezultatai neperkrauti bereikalinga informacija, todel perskaityti ir suprasti tyrimo
rezultatus gali kiekvienas, tam nereikia kvalifikuoty profesionaly.

3. Didesnis bdo jautrumas leidZia uZter§img detektuoti ankstyvoje stadijoje (tik pradéjus
daugintis pelésiniam grybui), o tai labai svarbu, nes ankstyvas pelésiniy gryby aptikimas
leidZia imtis priemoniy ir iSvengti galimy gridy produkcijos nuostoliy.

Naujas techninis sprendimas leidZia grldy meginio lakius junginius surinkti jprastu
kietafazés mikroekstrakcijos (KFME) blidu esant normaliam slégiui ir temperatdrai, artimai
kambario temperatirai. Analizei pakanka mazo gridy meginio - iki 25 g grtidy. UZter§tumo
analizei naudojami du detektoriai, bltent - liepsnos jonizacinis (LJD) ir elektroantenogramy
(EAD) detektorius, kurie daro analize patikimesne ir tikslesne.

Reikalingas minimalus auks$to §varumo standarty skaiius, t.y. tik vienas.

Sidlomo bldo jautrumas lyginant su kitais Zinomais bldais (pvz. JAV patentas Nr. US
4,314,027) yra didesnis dél jo papildymo vabzdZio EAD. LJD gali registruoti ppm eilés
medzZiagos koncentracijg ore, tuo tarpu EAD uZregistravimui (suZadinti vabzdio uoslés
receptoriams) pakanka nuo 1 iki keliy ppb koncentracijos, t.y. 1000 karty mazesnés. MS
analizé ir su ja susijusi jranga, naudojant silloma blda, nereikalinga. Surenkant LOJ
nereikia naudoti vakuumavimo ir méginio kaitinimo vir§ 40 °C. Pakanka trumpo DC-EAD
irado (apie 10 min) kad galima baty padaryti i§vada,

Tuo atveju, kai abiejy detektoriy - LJD ir EAD - atsakai yra aigkiai matomi, pelésiniy gryby
produkuojamo biomarkerio koncentracija yra ppm ribose, o kai LJD atsako néra (triuk$my
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lygyje), tadiau yra EAD atsakas, uZter§imas pelésiais yra mazesnis ir jy produkuojamo
biomarkerio koncentracija yra ppb ribose. Atsizvelgiant | tai, pelésiy detekcija gali bati
vykdoma i§jungus LJD, ir naudojant tik EAD.

I§radimo privalumai lyginant su kitais Zinomais bldais (paminétas aukséiau) grady
uzter$imui pelésiniais grybais nustatyti.

- visa analizé, nuo méginio surinkimo iki DC-EAD uZrasymo, trunka apie 45 min (ki 1
valandos), t. y. Zymiai trumpiau nei auké¢iau paminétame metode.

- bldas pranasesnis, nes galima detektuoti Ir tas pelésiniy gryby linijas, kurios negamina
miktotoksiny (pavyzdZiui, Aspergillus ochraceus linijos tokios kaip KA-95, KA-101, KA-284).
- analizé yra daug paprastesné nei kituose inomuose blduose, nes pakanka aptikti ir
analizuoti tik vieng biomarker;.

- didesnis bido jautrumas lyginant su esamais blidais, nes | pastaruosius néra jtrauktas
biologinis (ypa¢& jautrus) detektorius.

- meéginius analizuoti galima ne tik laboratorijoje, bet ir gridy sandéliavimo vietose, turint
portatyvineg DC-EAD jrangs.

Sio i$radimo siCilomas badas yra draugigkas aplinkai: nereikia naudoti organiniy tirpikliy.

Pramoninis pritaikomumas
I§radimas gali buti naudingas 2emeés (kyje vertinant griidy kokybe sandéliavimo vietose,

taip pat pasary kokybeés vertinimui, maisto pramonéje vertinant maistiniy gridy, kruopy ar
milty kokybe ir kt.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Grady uzter§imo pelésiniais grybais aptikimo bldas, apimantis vir§ gridy susidariusiy
lakiy junginiy meéginio surinkima ir surinkto meginio analizavima dujy chromatografija,
nustatant jame markerinj(ius) laky(ius) jungini(ius), besiskiriantis tuo, kad (i) dujy
chromatografija sinchronizuoja su vabzdZio elektroantenografija ir (i) gridy uZterSima
pelésiniais grybais nustato vertinant anteny receptoriy atsaka tam tikru sulaikymo laiku,
kuris bldingas vieninteliam specifiniam biomarkeriui.

2. Bidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas vienintelis specifinis
biomarkeris, indikuojantis uZter§ima pelésiniais grybais, yra 3-metil-1-butanolis.

3. Blidas pagal 1 arba 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad chromatografija ir vabzdzio
elektroantenografijq atlieka vienu metu.

4. Bldas pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad lygiagretiai su vabzdzio
elektroantenografine detekcija atlieka liepsnos jonizacine detekcija, padalinant i$
chromatografo i$einanéiy dujy-nedeéjy srautg tarp liepsnos jonizacinio detektoriaus ir
elektroantenografinio detektoriaus santykiu 1:1.

5. Blidas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty, besiskiriantis tuo, kad lakiy junginiy
nuo grady meginio surinkimg vykdo esant normaliam atmosferos slegiui ir temperatlroje iki
40+5°C, renkant lakius junginius nuo 25 g grldy meginio bent 30 min.

6. Bladas pagal bet kuri i§ ankstesniy punkty, besiskiriantis tuo, kad tinkama
naudoti elektroantenografijos stadijoje vabzdio antena pasirenkama i§ vabzdZiy rasiy
grupes, apimancios Plodia interpunctella, Tenebrio molitor L., Geotrupes stercorarius L.,
Leptinotarsa decemlineata (Say), Drosophila melanogaster (Meigen), Musca domestica L.,
Coreus marginatus L., Vespula germanica (Fabricius) ir Apis mellifera L., geriausiai
Drosophila melanogaster, Plodia interpunctella ir Apis mellifera.

7. Bldas pagal 6 punktg, besiskiriantis tuo, kad tinkamiausia naudoti
elektroantenografijos stadijoje yra Drosophlla melanogaster antena.

8. Bldas pagal bet kuri i§ ankstesniy punkty, besiskiriantis tuo, kad gridy
uzterS§imo pelésiniai grybai yra pasirinkti 18 grupés, apimanéios Alternaria alternata,
Alternaria brassicola, Aureobasidium pullulans, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Aspergillus  ochrachloron, Aspergillus parasiticus, Aspergillus oryzae, Fusarium
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graminearum, Fusarium culmorum, Fusarlum poae, Fuasarium sporotrichioides,
Penicillium aurantiogriseum, Penicillium ehrysogenum, Penicillium citrinum, Penicillium
cyclopium, Penicillium digitatum, Penicillium funiculosum, Penicillium roquefortii,
Penicillium raistricki, Penicillium viridicatum, Penicillium expansum, Scopulariopsis
brevicaulis, Rhizopus oryzae ir Gusarium spp.

9. Sistema, skirta gridy uzter8§imo pelésiniais grybais aptikimui bidu pagal bet kurj i§ 1-8
punkty, besiskirianti tuo, kad ji apima kietafazes mikroekstrakcijos itaisg (KFME) ir
dujy chromatografg (DC), sujungta su elektroantenografiniu detektoriumi (EAD) lygiagreciai
su liepsnos jonizaciniu detektoriumi (LJD), kur DC turi srauto dalytuva, leidZiant]
sinchronizuotai registruoti LJD ir EAD signalus.

10. Sistema pagal 9 punkta, besiskirianti tuo, kad elektroantenografinis detektorius
(EAD) apima vabzdZio antena, patalpinta tarp dviejy elektrody, nuo kuriy sustiprintas
signalas gali blti registruojamas kompiuteriu, ir oro srovés tiekimo priemones, skirtas
apipasti vabzdzio antenai i§ DC i$einanéiais |akiais junginiais.

1. 3-metil-1-butanolio  panaudojimas  grOdy uZter§imo  pelésiniais  grybais
elektroantenografiniam aptikimui.
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