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Dictionary
English term Eestikeelne vaste
abundance arvukus
alert level hairetase
aliquote alikvoot
alluvial scums ujukdntsasete
analyte analuut
analytic run analtusitsukkel
anatoxin anatoksiin

autosampler

proovi automaatsisestaja

back-pressure

vasturdhk

beaker keeduklaas
bile acid sapphape
biovolume biomaht
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riimvesi
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column oven kolonnitermostaat
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condition (tegusdna)

tdokorda seadma

conditioning konditsioneerimine,
tookorda seadmine
cyanobacteria sinivetikad (eelist.)

tstianobakterid

cyanotoxins

tstianotoksiinid (eelist.)
vetikamurgid
sinivetikamurgid

cylindrospermopsin

tsulindrospermopsiin

cytoskeleton

tsutoskelett

degassing

gaasiarastus

depth profiling

stigavusprofiilide

koostamine

desiccator eksikaator

elute elueerima, valja pesema

elution solvent eluent

exposure ekspositsioon
kokkupuude

filament rakuahel

flask kolb

fluorescentin situ in situ

hybridisation (FISH) fluorestsentshibridisatsiog
(FISH)

freeze-drying

kUlmkuivatus,
sublimatsioonkuivatus

freeze-thawing

kilmutamine ja sulatamir

n

e



gastrointestinal

seedeelundkonna-

glass-fibre filter

klaaskiudfilter

guard column eelkolonn
guideline value sihtvaartus
gyre spiraal

health incidents

terviserikked

heater block

kuumutusplokk

HPLC grade HPLC-puhas

insert siseanum

intervention level sekkumistase
interventions meetmed, sekkumine

inverse microscope

inversioonmikroskoop

LPS

lipopoltusahhariidid (LPS)

macroporous suurepooriline

mats matid

microcentrifuge tube mikrotsentrifuugikivett
microcystin mikrotsustiin

mobile phase likuvfaas

nodularin nodulariin

piston kolb, kolb-

polymerase chain reactio

n polumeraasi ahelreakis

(PCR)

o]0}

population

populatsioon

positive displacement
pipette

kolbpipett

preparative separation

preparatiivne lahutaming

117

priming

pumba taitmine

protein sequence analysis
grade

5 valgujarjestusanallisi-
puhas

proteins

valgud

resolution

lahutusvdime

retention time

retentsiooniaeg

reversed-phase

poordfaasiline

saxitoxins saksitoksiinid
scums ujukdonts
sedimentation chamber settekamber

silica cartridge

silikageelkolonn

solid phase extraction

tahkefaasiekstraktsioon

SOP, standard operating

SOP, standardne to6kord,

procedure toojuhis
stopcock korkkraan
subsample alamproov
supernatant supernatant
taxa taksonid
taxonomic taksonoomiline
toxigenic toksigeenne

transmission microscope

transmissioonmikroskod

p

treatment train

(vee) kaitlusahel




trifluoroacetic acid trifluorodadikhape

trigger level kaivituslavi

tumor promoter kasvajapromootor
ultrasonic probe ultrahelihomogenisaator
ultrasonication ultrahelihomogeniseerimine
vacuum manifold vaakumkollektor

vial pudelike

vortex vibratsioonsegisti
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Mikrotsustiinide ja tsulindrospermopsiinide detekte erimine
ELISA-ga — p6himétted ja nbuanded

Pia Vesterkvist, Abo Akademi Ulikool, Turu, Soome

Kuna tstanotoksiinid kahjustavad inimeste ja looenddrvist, on vajalik nende
ulivaikeste koguste avastamine keskkonnas. Meetpdikis ei vaja mingisugust
proovi eelkaitlust, nditeks kontsentreerimist, mmunoloogiline analtiis, mille puhul
toksiinide identifitseerimine toimub spetsiifilistantikehade abil, mis tekitavad
detekteeritava signaali. Selle pdhjal saab leidasiitm koguse. Immunoloogilised
meetodid, naiteks ELISA, vdimaldavad veeproovidehetat anallisimist.
Mikrotsustiini ja tstlindrospermopsiini puhul onastamispiiriks 0,05..0,{ug liitris
vees.

Tanapaeval ELISA komplektides kasutatavad antikeload poliklonaalsed voi
monoklonaalsed. Monoklonaalsed antikehad parinébhadtainsast kloonist ja nad on
spetsiifilised ainult Uhe epitoobi (antigeense tega molekuliosa) suhtes. Naiteks on
valja tootatud mikrotsustiinides leiduva unikaakseinohappe Adda spetsiifilised
monoklonaalsed antikehad (Fischer et al., 2001jikRkmaalsed antikehad koosnevad
erinevate  antikehade heterogeensest segust, millggihel on oma
epitoobispetsiifiline koht. See vdib kaasa tuuaepakitiivsete tulemuste saamise
riski. Imuunanallisil saab kasutada ka antikehadegaaseid molekule, naiteks
antikehade fragmente.

Antikeha ja antigeeni vahelise reaktsiooni spelisifs sOltub suuresti

ristreaktsioonidest: antikehadele seonduvad kai\exideva keemilise struktuuriga
antigeenid, kaasa arvatud toksiinide konjugaadidna& mikrotsustiinid on suur
sarnase struktuuriga Uhendite perekond, vdib aktstgoone nende puhul pidada
kasulikuks nahtuseks. Kuna Uhtede mikrotsustiirafismasus on suur, teistel jallegi
madal, ei saa ELISA abil tavaliselt proovi uldigksilisust hinnata. Ka ei saa
olemasolevate ELISA komplektide abil eristada Ukiglkmikrotsistiinide variante.

See on pdhjuseks, miks mikrotsustiinide hulka vidlgakse

mikrotsustiiniekvivalentidena ning spetsiifilsemakmtsustiin-LR ekvivalendina.

ELISA puhul toimub signali detekteerimine ensiimiéfardika peroksidaasi, HRP)
abil, mis substraadiga koos tekitab varvilise saadiBoltuvalt meetodi liigist on
ensuumiga margistatud kas antikeha v&i antigeenli Niest saadaolevast
kaubanduslikust ELISA komplektist kasutavad otse8istlevat immunoloogilist
meetodit. Otsese vdistleva testi puhul on antikefikgeeritud mikrotiiterplaadi
aukudesse (vt. joonist), millesse lisatakse proav margistatud antigeen, mis
hakkavad vdistlema seondumiskohtade parast. Pesganis eemaldatakse
mittespetsiifilised Uhendid, parast seda lisataksabstraat, mis reageerib
ensuummargistatud antigeeniga ja tekitab detekéwarsaaduse. Seetdttu on varvilise
saaduse kontsentratsioon po66rdvordeline mikroisiti kontsentratsiooniga
proovis. Proov, mis sisaldab suurt hulka mikrotististvoi tsulindrospermopsiine
torjub valja margistatud antigeeni ning tekitab edintensiivsema varvuse, kuna
suur osa margistatud antigeenist pestakse mineiiradalt: vAhem varvust tdhendab
rohkem toksiini.



Véikese Suure
tstanotoksiini toksiinisisaldusega
sisaldusega proov proov

Margistatud

Margistatud

Margistatud antigeenid (teatud hulk) ja
proov voistlevad seondumispaikade parast _y-
kehadelntibodies (fixed amount) in the

Tugev varvus Nérk vdrvus

Mikrotsustiinide ja tsulindrospermopsiinide kvaativne maaramine pd&hineb
teadaolevate  kontsentratsioonide  p6hjal  koostatudalibreerimiskdveral.
Kalibreerimiskdver tuleb koostada iga kord, kui qrist toksiine maaratakse, kuna
antikehade ja antigeenide vaheline reaktsioon atilike tédhtsusega. Seet6ttu tuleb
iga anallusistaadium, naiteks pipeteerimine, segamnkubeerimine ja pesemine,
l&bi viia hoolikalt.

Suureks ELISA eeliseks on asjaolu, et kogu analidissikerge teha, ei ole vaja
immunoloogiaalaseid teadmisi vOi koolitust. Meetodsuure tundlikkusega ja sobib
eriti skriininguuringuteks. Siiski peaks kasutajeera teadlik meetodi ndrkustest.
Metanool, mida sageli kasutatakse  mikrotsustiinidekstraheerimiseks
sinivetikarakkudest ja lahustina, vdib kontsenteoatsil tle 5% hakata segama ja
pOhjustada valepositiivseid tulemusi. Mdned plassig naiteks polupropuleen,
adsorbeerivad vees lahustunud mikrotstistiine (kmitte tsulindrospermopsiine),
mistottu leitud kontsentratsioon on tegelikust géik. Teatud komplektid kalduvad
naitama vaiksemat mikrotsustiinide kontsentratsiookbrgema pH korral.

Tsulindrospermopsiini maaramise kohta kérge pHgawndmed puuduvad.



Viis kaubanduslikult saadaolevat ELISA komplektknoitsustiini jaoks on:

Beacon Microcystin Plate Kit

Beacon Analytical Systems Inc, Portland, ME, UFA
0,1 — 2ug/l

Abraxis Microcystin ELISA
Abraxis LCC, Warminster, PA, US/

EnviroLogix ELISA 0,15 — 5ug/l
EnviroLogix, Portland, ME, USA
0,5 —3ug/l Mitsubishi ELISA
Wako Chemicals, Japan
0,05 — 1,6ug/l

SDI EnviroGard ELISA
Strategic Diagnostics Inc, Newark, DE, USA
0,2 — 4ug/l

Anallusi kaik, Beacon Microcystin Plate Kit:— Itibkkuvote

1. Lisage igasse auku 5@ ensuumikonjugaadi lahust (kui vGimalik, kasutage
mitmekanalilist pipetti)

2. Lisage aukudesse duplikaatidena H0 standardlahust, kontrollproov ja

proovid.

Lisage igasse auku 30 antikehade lahust (mitmekanalilise pipetiga).

Katke augud, segage nende sisu ja inkubeerige B0tinoksul.

Peske 5 korda, kasutades 2B@ett augu kohta.

Lisage 10Qul substraatlahust (mitmekanalilise pipetiga)

Katke augud, inkubeerige 30 minuti jooksul.

Lisage 10Qul stopplahust (multikanalilise pipetiga).

© ® N o o bW

15 minuti mé6dumisel registreerige neeldumine 4s0Quures.



ELISA in microcystin and cylindrospermopsin detecti on —
principles and advise

Pia Vesterkvist, Abo Akademi University, Turku, Find

Since cyanotoxins are threatening human and arhiesdth, very tiny amounts in the
environment should be detected. A method that daisoally need any sample pre-
handling, e.g. concentration steps, are immunoassayere specific antibodies
identify the toxins, the antigens, and gives rigeatdetectable signal from where
guantitative results can be made. Immunoassays HIMSA, allow water samples to
be used directly and toxin concentrations of 0.05-Qug microcystin or
cylindrospermopsin per liter water can be detected.

Antibodies used in ELISA kits today are polyclooalmonoclonal. For research and
diagnostic use, and therapeutic purposes, mondamotiaodies are usually preferred.
However, their production is much more laboriouspared to polyclonal antibodies.
Monoclonal antibodies originate from a single cl@mel are specific for one epitope,
antigen-binding site, only. For example, Fischealet 2001 developed monoclonal
antibodies specific to Adda, a unique amino acid microcystins. Polyclonal
antibodies comprise of a heterogenous mixture férdint antibodies, all with their
own epitope specific site, but this might incretdserisk to get false positive results.
Molecules related to antibodies, for example paftan antibody, can also be used in
immunoassays.

The specificity of the antibody-antigen reactiorpeleds largely on cross reactivity,
l.e. antigens with slightly different chemical stture, including toxin conjugates, will
also bind to the antibodies. Since microcystinsstitutes of a large family of similar
structures, cross reactions can be consideredbasefit. Some microcystins can be
recognized with high affinity and others with loWiity so the overaltoxicity of the
sample can usually not be correctly evaluated ®ltiSA. Neither can determination
of individual microcystin variants be done with skig ELISA kits. That is the
reason why the amount of microcystin is given asrowystin equivalents, and more
specific microcystin-LR equivalents.

Detection of the signal in ELISA is accomplishedhwan enzyme (Horse Radish
Peroxidase, HRP) that together with a substrateesgrise to a coloured product.
Depending on the type of assay either the antigeghebantibody is labeled with the
enzyme. Four of the five commercially available maystin ELISA kits are direct
competitive immunoassays. In direct competitive ummassays antibodies are
immobilized in the microtiter wells (see figure)nd sample and the labeled antigen
are added to microtiter wells. These compete wabheother for antibody binding
sites. Washing removes non-specific compounds waftéch a substrate is added that
reacts with the enzyme-labeled antigen providirdggectable product. The coloured
product is therefore inversely proportional to tmmcentration of microcystin in the
sample. A sample containing large amounts of misties or cylindrospermopsin
out-compete the labeled antigen, and give rise l@ss intense color since a major
part of the labeled antigens are washed away. Ta phort: less colour means more
toxin.



Sample with low Sample with high
cyanotoxin cyanotoxin
Labeled antigens concentration Labeled antigens concentration

Labeled antigens (fixed amount) and
- sample compete for binding sites on _y~
antibodies (fixed amount) in the wells.

Strong colour Weak colour

Quantitative determination of microcystins and gtfiospermopsin in immunoassays
is made according to a standard curve of known exunations. The standard curve
has to be done every time samples are examinddXms since the reaction between
antibodies and antigens is critical. Therefore estep when performing the assay has
to be done with care, e.g. pipeting, mixing, indidaand washing.

The great advantage of ELISA is, nevertheless, thatwhole assay is easy to
perform, no special knowledge or training in immiagy is required. It is highly
sensitive and particularly suitable for screeningppses. However, the user should
be aware of the methods susceptibilities. Methantien used for extraction of
cyanobacterial cells and a common solvent for neigstns, can at concentrations
higher than 5% interfere and give rise to falseitpi@s microcystin concentrations.
High salinity is also troublesome and gives risaveak false positive concentrations.
Matrix effects are quite usual and give false pesitresults. Some plastics, like
polypropen, absorbs microcystins (not cylindrospmsin) dissolved in water and the
detected concentration is lower than it shouldQeztain kits are also prone to give a
lower microcystin concentration with increased phlp data exist regarding
cylindrospermopsin kits and high pH.
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The five commercially available microcystin ELISRA<are:

Beacon Microcystin Plate Kit

Beacon Analytical Systems Inc, Portland, ME, USA

0,1 — 2ug/l

Abraxis Microcystin ELISA

Abraxis LCC, Warminster, PA, US/

EnviroLogix ELISA 0,15 — Sug/
EnviroLogix, Portland, ME, USA
0,5 — 3ugl/l Mitsubishi ELISA
Wako Chemicals, Japanh
0,05 - 1,6u9/1

SDI EnviroGard ELISA
Strategic Diagnostics Inc, Newark, DE, USA
0,2 — 4ug/l

Assay procedure for Beacon Microcystin Plate Kih short

© 0 N o O bk~ w

Add 50 ul of enzyme conjugate solution into each well (dspible, use a
multi-channel pipette)

Add 50 pl of standard solutions, control and samples irite tvells as
duplicates

Add 50pl antibody solution into each well (multi-channgbgtte)
Cover the wells, mix the contents, incubate fong8a

Wash 5 times, 25Ql/well

Add 100pl substrate solution (multi-channel pipette)

Cover the wells, incubate 30 min

Add 100pl stop solution (multi-channel pipette)

Read the absorbance at 450 nm within 15 min
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The following texts have been translated into Estaan language from
the publication

TOXIC : Cyanobacterial Monitoring and
Cyanotoxin Analysis

ISBN 951-765-259-3

(c) Abo Akademi University Press, 2005

with the kind permission of the publisher.

When the original English and the translated Estorersions are found to be
conflicting, the English version must be regardedalid.
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7 Analllsiprotsess
Jussi Meriluoto, Abo Akademi Ulikool (AAU), Turgoome

Selles peatiikis on kujutatud mikrotsistiinide, aksiin-a ja tstlindrospermopsiini
analuisiprotsess. Korgrohuvedelikkromatograafia LEPabil mé&éaratakse Uksikuid
analiite, ning anallitide identifitseerimiseks omjav kasutada autentseid
toksiinistandardeid. Proteiinfosfataasi inhibeestast (PPIA) ja ensuimne
immunosorbenttest (ELISA) on rihmaspetsiifilised jsuure tundlikkusega
skriiningmeetodid. Lisaks mikrotsustiinidele ja mdatiinidele suudab PPIA avastada
ka teisi proteiinfosfataasiinhibiitoreid.

ALUSTASIIT

Naited sinivetikaist:
Anabaena,
Anabaenopsis,
Microcystis,
Nostoc,
Oscillatoria,
Phormidium,
Planktothrix,
Radjocystis

Proteiinfosfataasi inhibeerimistest
(SOP_TOXIC_EXT_01F)

Immuunokeemiline
test (ELISA,
mudgilolev, jargi tootja
kasutusjuhendit)

Auruta kuivaks, lahusta vees ja
selita (lahjenda)

Kogu filtrile GF/C véi vota
tihedat biomassi
(SOP_TOXIC_AAU_04F 2008)

— Tahke faasi ekstraktsioon
OASIS HLB
(SOP_TOXIC_AAU_O5F_2008)

Biomass

Ekstraheeri 75%
metanooliga ja
selita

Liofiliseeri
vBi killmuta-
sulata

Korgsurve vedelikkromatograafia UV
voi MS detekteerimisega

(SOP_TOXIC_AAU_06F_2008,

SOP_TOXIC_AAU_10F)

Joonis 7.1: T6O kaik mikrotsistiinide anallusil
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ALUSTASIIT
Naited sinivetikaist:
Anabaena,
Aphanizomenon,

Oscillatoria,
Phormidium,
Planktothrix,
Raphidiopsis

Reguleeri pH 9,6-le ja tee
tahkefaasi ekstraktsioon C18
(SOP_TOXIC_UDU_04F)

EANATOKS 1] N-aB Kérgsurve vedelikkromatograafia
(SOP_TOXIC_UDU_08F)

Kogu filtrile GF/C v&i vGta
tihedat biomassi

Auruta kuivaks (valdi Glem&arast
aurutamist, see vib pohjustada

anatoksiin-a kadu), lahusta vees ja
(SOP_TOXIC_UDU_O6F) selita

Luofiliseeri voi Ekstraheeri
kiilmuta-sulata metanooliga

Joonis 7.2: THo kaik anatoksiin-a analtusil.

ALUSTASIIT

Naited sinivetikaist:
Anabaena, Immuunokeemiline
Aphanizomenon, test (ELISA,
Cylindrospermopsis, miiigilolev, jargi tootja
Raphidiopsis, kasutusjuhendit)
Umezakia

Tahkefaasi ekstraktsioon
grafiitsdel
(SOP_TOXIC_UDU_05F)

S~ TSULINDROSPERMOPSIN =%,
E Korgsurve vedelikkromatograafia

(SOP_TOXIC_UDU_O9F)

Kogu filtrile GF/C voi vota
tihedat biomassi
(SOP_TOXIC_UDU_06F)

Luofiliseeri voi
kilmuta-sulata

Auruta kuivaks, lahusta vees ja
selita (lahjenda/ELISA)

Ekstraheeri
metanooliga

Joonis 7.3: To0 kaik tsulindrospermopsiini anallilsi
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7 Selection of analytical methodology
Jussi Meriluoto, Abo Akademi University, Turkunfand

(modified from an earlier version printed in TOXI@yanobacterial Monitoring and
Cyanotoxin Analysis, ISBN 951-765-259-3, (c) Abo adlemi University Press,
2005)

This chapter provides schematic workflows for thealgses of microcystins,
anatoxin-a and cylindrospermopsin. High-performanioguid chromatography
(HPLC) targets individual analytes and it requiaesess to authentic toxin standards
for analyte identification. Protein phosphataseliition assay (PPIA) and enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) are group-specifighly sensitive screening

methods. In addition to microcystins and nodularPBIA also detects other protein
phosphatase inhibitors.

Protein phosphatase
inhibition assay
(SOP_TOXIC_EXT_01F)

START HERE
Examples of
cyanobacteria:
Anabaena,
Anabaenopsis,

. ; Immunoassay (ELISA),
Microcystis,

commercial (follow
manufacturer's/
supplier's instructions)

Evaporate, reconstitute in water
and clarify (dilute)

Nostoc,
Oscillatoria,
Phormidium,
Planktothrix,
Radiocystis

Filter on GF/C or
take thick biomass
(SOP_TOXIC_AAU_04F_2008)

Solid-phase extraction on
OASIS HLB
(SOP_TOXIC_AAU_05F_2008)

Biomass

Freeze-dry or
freeze-thaw

Extract with
75% methanol
and clarify

High-performance liquid
chromatography with UV or MS
detection
(SOP_TOXIC_AAU_06F_2008,
SOP_TOXIC_AAU_10F)

Figure 7.1: Workflow for the analysis of microcysti
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START HERE
Examples of
cyanobacteria:
Anabaena,
Aphanizomenon,

Oscillatoria,
Phormidium,
Planktothrix,
Raphidiopsis

Adjust to pH 9.6 and perform solid-
phase extraction on C18
(SOP_TOXIC_UDU_04F)

B——

iAr\ﬁToxm-aB

I

R——

High-performance liquid
chromatography
(SOP_TOXIC_UDU_08F)

Biomass

Filter on GF/C or
take thick biomass
(SOP_TOXIC_UDU_06F)

Freeze-dry or

Extract with
freeze-thaw

methanol

Figure 7.2: Workflow for the analysis of anatoxin-a

START HERE
Examples of
cyanobacteria:
Anabaena,

Evaporate (avoid overlong
evaporation, anatoxin-a losses can
occur), reconstitute in water and
clarify

Immunoassay (ELISA),
commercial (follow

Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis,
Raphidiopsis,
Umezakia

manufacturer's/
supplier's instructions)

Solid-phase extraction on graphitB

carbon (SOP_TOXIC_UDU_05F)

E CYLINDROSPERMOPSIN 3 J

. High-performance liquid
chromatography

(SOP_TOXIC_UDU_09F)

Filter on GF/C or
take thick biomass

(SOP_TOXIC_UDU_O6F)

Freeze-dry or
freeze-thaw

Extract with
methanol

Figure 7.3: Workflow for the analysis of cylindresmopsin.

Evaporate, reconstitute in water

and clarify (dilute)
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8 Rakendused ja tulemuste olulisus

Geoffrey A. Codd ja James S. Metcalf, Dundee UlkoqUDU),
Suurbritannia

8.1 Sissejuhatus

Sinivetikate seiret veekogudes ja tsUanotoksiina®liiise tehakse erinevatel
pdhjustel, mis ulatuvad fundamentaaluuringutesttgarvee (naiteks suplusvee,
vesikultuuride ja potentsiaalsete joogiveevarudggliteedi ja ohutuse hindamisest,
kuni uuringuteni t6ddeldud joogivee kvaliteedi ghutuse tagamiseks. Seire- ja
analtiusiskeemid varieeruvad ulatuselt ja keerukusélmates nii veekogudest kord
aastas voetavaid Uksikproove kui ka intensiivprogre. Viimastesse voib olla

lUlitatud sagedane proovivotmine, naiteks mitu kondddalas, stgavusprofiilidel

jalvoi erinevates kohtades uksikveekogudes ja kikgjtlusahela ulatuses. Selliste
seire- ja anallusiprogrammide kavandamine mdojuthbliselt saadud tulemuste

vaartust, seda nii teaduslikust kui ka toorvee gadeldud vee riski hindamise

aspektist [1]. Veelgi enam, analiilsi- ja seireartdradekvaatne tdlgendamine nduab
nii kdllaldast taustateavet veekogu kohta kui kaaitkeid andmeid kasutatud

anallusi- ja seiremeetodite kohta.

8.2 Seire- ja analuidsimeetodid

Sinivetikapopulatsioonide seire ja tstianotoksiiraaaltitis nduab Uldjuhul teadus- ja
tehnikaalaseid kogemusi, transporti, laboritarkja —reaktiive ning nii lihtsaid kui
ka keerulisi selleotstarbelisi seadmeid. Et pdlagiagi rahuldada ja samas tagada
tulemuste kasutatavus usaldusvaarseks riskiankijluduleks hinnata seire ja
analtitiside toimumise asjaolusid (meetodeid) ningysd, miks neid tehakse. Seiret
vOib teha nii reaktiivsel (tagasitoimival) kui kareetaval (proaktiivsel) viisil, ehkki
viimast vdib modifitseerida vastavalt sindmuseie,dee on juba toimunud.

Reaktiivne proovivott ja analliiis voib toimuda oluks, kus pole veel rakendatud
korraparaselt (rutiinselt) vdi ennetavalt toimivatisteemi. See vOib leida aset
jargmistel juhtudel:

« ootamatu ulatuslik sinivetikapopulatsioonide areng;

* inimeste, loomade, lindude vo&i kalade terviserikkedille (oletatavaks)
pdhjuseks on sinivetikad,

e joogivee tootlusprotsessi parameetrite muutused;

» veetarbijate kaebused vdi nduded, kaasa arvatugbsjarteadlikumaks
muutuvalt kogukonnalt.

Reaktiivne seire on suurema tdenaosusega kui staeditud ennetav (proaktiivne)
susteemad hoc protseduur. Definitsioonist tulenevalt vbetaksektiéane meetod

kasutusele parast sindmust, mistottu see annatiuske proovide ja taustaandmete
puudumise téttu tbendaoliselt ebataieliku pildi. I8el vaatamata on korduvalt
naidatud, et tagasiulatuv (reaktiivne) proovivotenifa analils suudavad anda
vaartusliku panuse tervise ja veevarude kaitsmjdaksennetavat ststeemi pole veel
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sisse seatud (naiteks sinivetikate ja sinivetikaigigga seotud tervisehairete
tagasiulatuvad uuringud, sellistest néidetest @vaaamiseks vt. [2]).

Ennetavat (struktureeritud) seiret ja anallUsikisiltrateegiana eelistada juhtudel, kui
varem on esinenud sinivetikate massilist paljunenkisi sellega seotud probleemid
jatkuvad vdi on oodata nende tekkimist tulevikuse Seiremeetod on:

* vajalik igas susteemis, mis on ette nahtud eelasés, kui sinivetikate
masspaljunemine voib pbhjustada probleeme veekéghdmete toimimisel,
vee-elustiku keskkonnale ja joogi- vOi suplusveedwainimeste tervisele.

* nodutav veemajandussiusteemides, kus hairetaseadtiteijevused sinivetikate
arengu parssimiseks, tstanotoksiinidega kokkupuwiteendamiseks ning
veevarude ja tervise kaitseks.

e noutav jarjest rohkearvulisemates riski juhtimiaetgrvisekaitse eeskirjades,
mis on avaldatud nii kohalikul kui ka riiklikul tamel Gigusaktides voi
juhendites.

PAhimotteliselt ei tohiks tsianotoksiinide nii laisotehtud analttside tulemuste kui
ka tulevikus Uha enam otse jarve aares tehtud @sidki usaldusvaarsust mojutada
see, kas proovide kogumisel kasutati tagasiulatyvesktiivset) vdi ennetavat

(proaktiivset) meetodit. Mdlemal juhul saab kasatehmu reaktiive, standardeid,
meetodeid ja seadmeid. Praktilises elus vdimaldaeadetavad (proaktiivsed)

programmid siiski mineviku- ja olevikusituatsioongakilgsemat hindamist ja

annavad suurema kindluse tulemuste télgendamid&kiteid sinivetikarakkude ja —

murkide struktureeritud proovide kogumise ja ansiii@ihtsusest otsustusalgoritmides
on toodud kirjanduses [3,4]. Neis on toodud sekledna tegutsemistasemed, et
vahendada veetarbijate ja —kasutajate kokkupuutumigrgiste sinivetikatega ja

tsllanotoksiinidega. Jarjest kasvavad uurimisprogra® kaigus koostatud ning

keskkonnaametite ja veekaitlejate poolt kasutatamadmebaasid sinivetikate ja
tstlanotoksiinide esinemise analtusitulemuste kohta.

8.3 Seire eesmargid ning tulemuste rakendamine ja  anallus

Klassikalises limnoloogias on juba aastakimneid ratéd sinivetikate liigilist

kuuluvust, arvukust ja esinemiskohta. Siiski tussre puhul, mille eesmargiks on
hinnata sinivetikaditsengute ja —murkide kahjulikkadju, maarata jargmised
parameetrid:

» Sinivetikate asurkonna liigiline, ajaline ja ruumé areng. Selle tulemusena
tekkida vdivate tstanotoksiinide ligikaudne tlup Kantsentratsioon ning
potentsiaalsete terviseriskide raskusaste (Tafgl 8.

« Sinivetikarakkude. Kui sinivetikad on vegetatiivsasvu varases faasis ja ei
iimuta marke rakkude lagunemisest (lilsist), sasbs mikrotsustiinide ja
nodulariinide puhul eeldada, et enamus toksiinebasakkudes, ning
suhteliselt vahe (vahem kui 10%) rakuvaliselt laboned kujul. Kui
mikrotsdstiini vOi nodulariini tootvad rakud on lamemisfaasis, olgu siis
looduslike tingimuste vai inimtoime tottu (naitekdgitsiididega tootlemise
vOi mehhaanilise mdjutamise tbttu), siis kogu véagegu kogu mikrotsustiin
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vOi nodulariin voib esineda rakuvélisena. Seoseiystikarakkude struktuurse
terviklikkuse ja anatoksiin-a, anatoksiin-a(S) jakstoksiinide jaotumise
vahel pole nii selged, ehkki arvestades, et tegamnisaikeste veeslahustuvate
molekulidega, vbib oodata nende looduslikku esisemakusiseses ja —vélises
lahustunud  fraktsioonis. Rakkude terviklikkust eiaas kasutada
tsilindrospermopsiini rakusisese vdi —vdlise esisenennustamiseks, kuna
suur osa (ule 50%) selle mirgi koguhulgast esia&hwvélisena isegi siis, kui
seda tootvad rakud on véliselt kahjustamata [@,3Qlanotoksiinide jaotumine
rakkude ja vee vahel mojutab ilmselt vbimalusi reereemaldamiseks voi
lagundamiseks vee tootlemisel.

+ Kas on uletatud maksimaalse vastuvdetava sinivelikade esinemistiheduse
piir- vOi sihtvaartused, kui neid kasutatakse dekhindamisel?

» Kas veekogude ja veevarude sinivetikate esinew@bendamise meetmetele
toorvees ning veekaitlusahelas on olnud ? Meetnd@édhd ulatuda veehaarde
valgla tasandilt veekogusiseste ja veekaitlusnuteta.

Tabel 8.1: Naited sinivetikaperekondadest mage- ja riimvees kui
tstianotoksiinide véimaliku produktsiooni indikaatoritest

Tsuanotoksiin Toksigeenne perekond

Mikrotsustiinid Microcystis, Anabaena, Nostoc, Anabaenopsis,
Planktothrix, Oscillatoria, Phormidium, Radiocystis

Nodulariinid Nodularia

Tsulindrospermopsiinid Cylindrospermopsis, Umezakia, Aphanizomenon,
Anabaena, Raphidiopsis

Anatoksiin-a ja Anabaena, Planktothrix, Oscillatoria, Phormidiun,

homoanatoksiin-a Aphanizomenon, Raphidiopsis

Anatoksiin-a(S) Anabaena

Saksitoksiinid Aphanizomenon, Anabaena, Lyngbya,

Cylindrospermopsis, Planktothrix
lipopoltusahhariidid koik?
(LPS)
a, Vt. [2,8]; b, mitte kdik perekonna liigid ei dleksigeensed, mdnes perekonnas on
siiani teada ainult Uks liik, kellel on toksigeedgéved.

Kohtades, kus puuduvad tstanotoksiinide analttsissursid voi vajalikud
teadmised, vOi kui veekogude voi proovide arv ogalisuur, voi kui asjakohased
veekogud pole prioriteetsed, siis vOib sinivetikaiomide anallis olla vbimatu voi
vahepohjendatud. Sellisel juhul tuleb sinivetik&uade seirele osutada teravdatud
tahelepanu kui veekogu seisundi ja potentsiaalseteiseriskide indikaatorile.
Sinivetikarakkude arvukuse kaivituslavi tegevuskies (Tabel 8.3) pShineb praegu
mikrotsustiinide oletatavale kontsentratsioonilédansaab seostada sinivetikarakkude
teatud arvukusega, ning véahestele uurimisaruarét@ieste haigestumise kohta
nende kokkupuutel teatud hulgal sinivetikaid siaa/eega.

Sinivetikataksonite, rakkude  kontsentratsiooni, nbu ja  Kklorofull-a
kontsentratsiooni (kui veekogus domineerivad sitikhael) maaramine voib anda
varast hoiatusteavet sinivetikate olemasolust jaiartetoksiinide vdimaliku
produktsiooni kohta. Sellist indikatiivset lahenstwoib taiendada mikrotsustiini ja
tsulindrospermopsiini stinteesi maaravate geenidastamine, rakendades eraldatud
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sinivetika-DNA-le?  polumeraasi  ahelreaktsiooni (ACRvdi  in situ
fluorestsentshibridisatsiooni (FISH), et teha nskaobi abil kindlaks
tstianotoksiinigeenide esinemine rakkudes. Siiskeksisellistesse asendusvotetesse
sinivetikamurkide tegeliku esinemise ja kontsestoani hindamisel suhtuda
ettevaatusega, kuna (@) tstanotoksiinide tootmisdatusi uksikute
sinivetikaperekondade ja -liikide poolt pole veediesti selge; (b) peale
mikrotsustiinide puuduvad teadmised sinivetikamukgntsentratsiooni seostest
rakkude arvukuse ja biomahuga; (c) pole teada deeamis reguleerivad peale
mikrotsustiinide, nodulariinide ja tsdlindrospernsopide teiste tsianotoksiinide
tootmist; ja (d) kbigi tstianotoksiinide puhul eiasalati eeldada geenide avaldumist
(ekspressiooni). Seetbttu on tstianotoksiinide tegdlontsentratsiooni ja esinemise
hindamiseks vaja neid analtiisida.

Tstanotoksiinide osas saadud analUisiandmestika mid tdiendatud keskkonna-,
veekaitlus- vdi terviseandmetega, voib pakkudandsginformatsiooni:

 Veekogudes, veekaitlusjaamades ja veejaotusvorkudesluvate
tstianotoksiinide liigituse, kontsentratsiooni jatjamise kohta.

» Keskkonnatingimuste ja tstianotoksiinide produtseise vaheliste seoste
kohta.

 Jaotumise ja pusivuse kohta toorvees ja veekditlugeisaks
mitmesugusele rakusisese ja valise jaotumise vostele, lagunevad
tstlanotoksiinid erineval maaral ka keemiliste @ldmgiliste mojurite ning
valguse toimel).

» Tsuanotoksiinide, vee kvaliteedi ja tervise valteliseose kohta koos
hinnanguga inimeste ja loomade kaitstuse tasemele.

» Tsuanotoksiinide sihtvaartuste leidmiseks joogikeeliteedi hindamisel
ja nende héairetaseme lUlitamiseks veeseire ningiyeevotu ja —
kaitluskavadesse.

» Seire- ja otsustusskeemide asjakohasuse ja neradajdastamisvajaduse
maératlemiseks.

* Vastavuse tagamiseks riiklike voi regionaalsetendite ja digusaktidega.

8.4 Sinivetikarakke ja tstianotoksiine puudutavate andmete olulisus
terviseriskide hindamisel

Teadmised sinivetikate ja tstanotoksiinide kahjdikmdjust inimeste ja loomade
tervisele ning oOkosisteemi “tervisele”, kaasa amdaveekoosluste bioloogilisele
mitmekesisusele, on lunklikud. Siiski on kdigi Thbe 8.1 esitatud

tsianotoksiinigruppide toksilisust erineval maatalritud loomkatsetega, vahem
rakukultuuride ja enstimide abil. Veelgi enam, kdikmekirjas olevad

toksiinirithmad on kahtlustatavad v6i vastutavadngste ja loomade surma voOi
haigestumise eest veekaudse ekspositsiooni totid,1(]. Seetbttu peab iga
nimekirjas oleva tsuanotoksiini avastamisele toervéi kaideldud vee proovides
jargnema riskide olulisuse hindamine, vottes amesgee kasutusotstarvet,
tstlanotoksiinide kontsentratsioone ja inimesteledmade ekspositsiooni tdendosust
ja ulatust. Potentsiaalsed ekspositsioonikeskkorfkadsa arvatud vesi) ja —teed on
kokkuvétlikult esitatud Tabelis 8.2 Sinivetikarakder arvukuse ja kloroflll-a
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sisalduse sihtvaartusi suplusvees mojutab tderédlokkupuuteaeg, ning need on
esialgsed. Need on mdeldud vbimalike tervisekahgis vahendamiseks ja nende
kokkuvote on esitatud Tabelis 8.3.

Tabel 8.2: TsUanotoksiinide poolt pdhjustatavate terisekahjustuste
ekspositsioonikeskkonnad ja —teed:.

Ekspositsiooni-| Ekspositsiooni-| Riskitegevused ja -riihmad

keskkond tee

Vesi Suukaudne Toorvee voi kaideldud vee joominplesnisel
juhuslik vee allaneelamine.

Vesi Nahakaudne Suplemine, t66tegemine, dusi attiké,
kiimblemine.

Vesi Sissehingamine  Suplemine, t66tegemine, dukaahine.

vesi Hemodialtits Hemodiallisipatsiendid

Toit Suukaudne Kalade, karpide (limuste) ja veklihe®

s60mine, mis sisaldavad veetekkelisi
tstianotoksiine. Taimetoitude s66mine, mis on
varem niisutuse kaudu eksponeeritud
tstianotoksiinidele.

Toidulisandid Suukaudne Sinivetikaid sisaldavatslaie tarvitamine, kui
neis esineb tstanotoksiine

a, Kokkuvote kirjandusest: [16], b, [17]

Tabel 8.3: Sinivetikarakkude arvukuse esialgsed sitidartused suplusvees.

Riskitase | Kahjulikkude Sihtvaartus Tden&oline
tervisemdjude hinnang Rakke/ml| pg chl-a| mikrotsustiini
/ liitris kontsentratsioon
Kdrge Age mirgistus, pikaajaline| Kambud, irdunud | >1 mg/l
haigus, luhiajaline voi kerge matid
haigus
Keskmine| Pikaajaline haigus, 100000 50 10-20 ugl/l
lUhiajaline voi kerge haigus (vBimalik 50 pg/l)
Madal Luhiajaline voi kerge haigus 20000 10 2-4lug
(vBimalik 10 pg/l)

Kokkuvdte kirjandusestlb

Sinivetikamirkide toksilisuse andmed nende suukeludenustamisel imetajatele,
mida vOib teatud usaldusvddrsusega kasutada situstg (SV) kehtestamiseks
inimese joogiveele, on kattesaadavad ainult mikgit®-LR kohta [12], hiljuti ka
tstlindrospermopsiinide kohta [19]. Nuudseks onaltlaselt teada Maailma
Tervishoiuorganisatsiooni toéérihmade poolt valjgtdd sihtvaartus 1 g/l
mikrotsustiin-LR  jaoks [12,18]. Kasutatav vdib ollaka samasugune
tsdlindrospermopsiini sihtvaartus joogivee jaok®][1Kuna mikrotsustiin-LR on
imetajate jaoks Uks toksilisemaid sinivetikamunkigg hetkel puuduvad adekvaatsed
sihtvaartused teiste sinivetikamirkide kohta, gisdub kdige kohasem olevat
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mikrotsustiin-LR sihtvaartuste rakendamine ka &etstianotoksiinide jaoks kuni uute
andmete saamiseni.

On moobdapddsmatu, et tslanotoksiinide kohta kaivatelmete olulisust
tblgendatakse mikrotsistiin-LR sihtvaartustest Uéhlt. Siiski on selliste andmete
kasutamine riskihindamisel alles kujunemas. Mitmmedailma riigid on juba vett
kasitlevates rahvuslikes Gigusaktides tarvituséimwd voi kohandanud WHO poolt
pakutavat mikrotsustiin-LR sihtvaartust. TeisedstaVad seda sihtvaartust kasitleda
vaid soovituslikuna, vottes arvesse, et ohutustdgum sihtvaartuse tuletamisel juba
arvesse voetud [12,15]. Siinkohal pole kohane el Uht voi teist lahenemisviisi,
pigem tuleks réhutada, et neid sihtvaartusi tulatigjvee puhul arvesse vétta [18].
Tsuanotoksiinide sihtvaartused joogivees:

* naitavad tstianotoksiinide kontsentratsiooni, mig@justa joogivee tarbijale
eluaja jooksul olulist terviseriski.

e on soovituslikud.

 on tuletatud, voOttes arvesse madramatust ja olakiioséid nende
arvutamisel.

* on esialgsed ja vajavad labivaatamist vastavalsteddmiste ja praktiliste
kogemuste téienemisele.

* ei ole mdeldud soovitusliku piirkontsentratsioonimailleni tstianotoksiine
sisaldava vee omadusi vdib lubada halveneda.

« on vahend tsuanotoksiinide riskihindamise meetoditendamiseks ja
rakendamiseks, vottes arvesse praktilisust, tenatat ja tervise ning
veeressursside kaitset.
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SOP: Extraction of microcystins in biomass filtered on glass-
fibre filters or in freeze-dried cyanobacterial bio mass

To0juhis: Mikrotsustiinide ekstraheerimine klaaskiu dfiltril
filtreeritud biomassist voi kilmkuivatatud siniveti kate
biomassist

Dokumendi kood: SOP_ SOP_TOXIC_AAU_04F 2008
Koostajad: Jussi Meriluoto ja Lisa Spoof, AAU

Kuupéaev: 19. august 2008

1 Sissejuhatus

Rakusiseste (biomassiga seotud) toksiinide uurimisel vdib sinivetikarakke
sisaldavaid proove filtreerida klaaskiudfiltrii (GF/C, labim&6t 25-47 mm).
Parast kilmutamist ja sulatamist voi kiilmkuivatust saab filtrid 75% metanoolis
ultrahelihomogeniseerida.

Kaesolevat protseduuri saab rakendada ka nodulariin-R puhul.

2 Eksperimentaalosa

2.1 Materjalid

(@) Klaaskiudfiltrid, [&bim&6t 25-47 mm, Whatman (Maidstone,
Suurbritannia) GF/C ekvivalent

(b) Metanool, HPLC-puhas

(c) Vesi, HPLC-puhas, puhastatud eritakistuseni 18,2 MQ cm
(d) Argoon vdi lammastik, >99.99%

(e) Boorsilikaatkatseklaasid, 12 mm x 75 mm

() Parafilm

(g) Poluetlleenist vdi polupropileenist mikrotsentrifuugikivetid,
eelistatavalt kitsad mudelid

(h) Boorsilikaatklaasist kromatograafiaviaalid, naditeks 1.5 ml varvitust
klaasist ja kirjutuspinnaga. Vaikeste proovimahtude puhul vdib
kasutada 0.3 ml pollaproplleenviaale (ainult 75% metanoolis
olevate proovide puhul) vdi boorsilikaatklaasist siseanumaid.
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2.2

2.3

2.4

(i)

HPLC-puhtad filtrid, mis ei absorbeeri mikrotsistine 75%
metanoolist, GHP Acrodisc 13 mm labimddduga ja 0.2 pm
poorisuurusega filtri (tootekood 4554, Pall Life Sciences, Ann
Arbor, MI, USA) ekvivalent, ja 2-ml duleni plastikust (ilma
kummikolvita) Uhekordselt kasutatavad sustlad (teine vdimalik
proovi selitamise protseduur tsentrifuugimise kdrval)

Eriseadmed

(@)

(b)

Ultrahelivann, Branson (Danbury, CT, USA) 2510E-MT voi
Bandelin (Berliin, Saksamaa) Sonorex RK 156 analoog

Ultrahelihomogenisaator, Sonifier 11 W-250 from Branson/Emerson
Technologies (Dietzenbach, Germany) vdi Bandelin (Berlin,
Germany) Sonopuls HD 2070 analoog

(c) Kilmkuivatusseade (valikuline)

(d) Mikrotsentrifuug

(e) Kuumutusplokk aurustamismooduliga

Lahused

(@) 75% metanooli saamiseks segage 75 ruumalathikut metanooli 25

ruumalathiku veega.

Ekstraheerimisprotseduur

(@)

(b)

(©)

Asetage Ohu kaes kuivatatud ja kulmutatud filtriproovid (GF/C,
l[&bim&6t 25 mm) 12 mm x 75 mm boorsilikaatkatseklaasidesse voi
1,5 ml boorsilikaatklaasviaalidesse, kilmutage ja sulatage neid
kaks korda, vOi kulmkuivatage filtrid maksimaalse taastumise
saavutamiseks

Lisage 1,2 ml 75% metanooli, segage ja ekstraheerige
ultrahelivannis 15 min. Filtreid 47 mm labimdédduga
ekstraheeritakse 2 ml 75% metanooliga katseklaasides, mis tuleks
inkubeerimise ajal katta parafiimiga. Kui kasutatakse viaale, tuleks
neile ultrahelivannis oleku ajaks kork peale keerata.

Edasi ekstraheerige proovid mikrosondiga  varustatud
ultrahelihomogenisaatori abil Ukshaaval 1 minuti jooksul. Enne
jargmist proovi peske sondi 75% metanooliga. Branson Sonifier Il
W-250 puhul téotab seade pulseerivas reziimis 30% tootsukliga ja
vOimsusliliti on asendis 2. MS 73 mikrosondiga varustatud
Bandelin HD 2070 tootab 30% pulsitstikliga ja 30% amplituudiga.
Valtige liigsete kiudude kadu filtrist. Suurem v@imsus toob kaasa
vajaduse jahutada proovi jaavannis.
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(d) Tsentrifuugige ekstraktialikvoodid 10 000 g juures 10 min. jooksul.

(e) Viige 500 ul supernatanti 1,5 ml boorsilikaatviaalidesse voi
puhastesse 12 mm x 75 mm boorsilikaatkatseklaasidesse ja
aurutage kuumutusplokis argooni all temperatuuril 40°C kuivaks.
Kui vaja, voib votta rohkem alikvoote.

() Lisage kuivatatud ekstraktidele 100 upl 75% metanooli, segage
hasti, kandke ule 0,3 ml polUproptleenviaalidesse, tsentrifuugige
10 000 g juures 10 minuti jooksul, vai filtreerige HPLC-puhtal filtril,
kui proov vajab selgitamist. Analuusige proov
vedelikkromatograafiliselt vastavalt to6juhendile
SOP_TOXIC_AAU_06F_2008.

NB! Ultrahelihomogeniseerimise  t6husus  varieerub erinevate
homogenisaatorite puhul tunduvalt. Seet6ttu tuleb tlaltoodud seadeid ja aegu
kohendada vastavalt kasutatavatele seadmetele.

3 Kirjandusviited

Lawton, L.A., Edwards, C., Codd, G.A.: Extraction and high-performance
liquid chromatographic method for the determination of
microcystins in raw and treated waters. Analyst (London) 119,
1525-1530 (1994).

Fastner, J., Flieger, I., Neumann, U.: Optimized extraction of microcystins
from field samples - a comparison of different solvents and
procedures. Water Res. 32, 3177-3181 (1998).

Spoof, L., Vesterkvist, P., Lindholm, T., Meriluoto, J. Screening for
cyanobacterial hepatotoxins, microcystins and nodularin, in
environmental water samples by reversed-phase liquid
chromatography-electrospray ionisation mass spectrometry. J.
Chromatogr. A 1020, 105-119 (2003).

NB! Lugejal soovitatakse hoida end kursis 1ISO mikro  tsustiinianaltusi
standardi valjatbotamisega.

ISO 20179:2005. Water quality -- Determination of microcystins -- Method
using solid phase extraction (SPE) and high performance liquid
chromatography (HPLC) with ultraviolet (UV) detection.

(Dokument ISO  20179:2005 kirjeldab  mikrotsustiinide
maaramise standardmeetodit, mis erineb k&esolevast
protseduurist.)
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SOP: Extraction of microcystins in biomass filtered on glass-
fibre filters or in freeze-dried cyanobacterial bio mass

Document identifier: SOP_TOXIC_AAU_04F 2008

(modified from an earlier version printed in TOXIC : Cyanobacterial Monitoring
and Cyanotoxin Analysis, ISBN 951-765-259-3, (c) Abo Akademi University
Press, 2005)

Prepared by: Jussi Meriluoto and Lisa Spoof, AAU

Date: 19 August 2008

2 Introduction

Water samples containing cyanobacterial cells can be filtered on glass-fibre
filters (GF/C, diameter 25-47 mm) for monitoring of intracellular (biomass-
bound) toxins. After freeze-thawing or freeze-drying the filters can be
extracted by ultrasonication in 75% methanol. This SOP can also be applied
to nodularin-R.

2 Experimental

2.1 Materials

(@) Glass-fibre filters, equivalent to Whatman (Maidstone, UK) GF/C,
diameter 25-47 mm

(b) Methanol HPLC grade

(c) HPLC grade water purified to 18.2 MQ cm
(d) Argon or nitrogen, >99.99%

(e) Borosilicate glass tubes, 12 mm x 75 mm
(H Parafilm

(g) Microcentrifuge tubes, polyethylene or polypropylene, narrow
models preferred

(h) Borosilicate glass chromatographic vials: e.g. 1.5 ml clear glass
with writing surface. For small sample volumes 0.3 ml
polypropylene vials (only for samples in 75% methanol) or
borosilicate glass inserts can be used.

() HPLC grade filters showing no adsorption of microcystins from
75% methanol, equivalent to GHP Acrodisc filters, 13 mm in
diameter and 0.2 um pore size, product number 4554, Pall Life
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Sciences (Ann Arbor, MI, USA), and 2-ml all-plastic (no rubber
piston) single use syringes (alternative sample clarification
procedure to centrifugation)

2.2 Special equipment

3.3

2.4

(@)

(b)

Bath ultrasonicator, comparable to Branson (Danbury, CT, USA)
2510E-MT or Bandelin (Berlin, Germany) Sonorex RK 156

Probe ultrasonicator, comparable to Sonifier 1l W-250 from
Branson/Emerson Technologies (Dietzenbach, Germany) or
Bandelin (Berlin, Germany) Sonopuls HD 2070

(c) Freeze-drying equipment (optional)

(d) Microcentrifuge

(e) Heater block with evaporation unit

Solutions

(@) Mix 75 volumes of methanol and 25 volumes of water to make 75%

methanol.

Extraction procedure

(@)

(b)

(€)

Place the air-dried, frozen filter samples (GF/C, diameter 25 mm) in
12 mm x 75 mm borosilicate glass tubes or in 1.5 ml borosilicate
glass vials, and freeze-thaw them twice, or, to obtain maximum
recovery, freeze-dry the filters. The extraction procedure described
below is also suitable for the extraction of 5-8 mg samples of
freeze-dried cyanobacteria.

Add 1.2 ml of 75% methanol, mix and extract in the bath
ultrasonicator for 15 min. Filters with a diameter of 47 mm are
extracted with 2 ml of 75% methanol in the glass tubes. The tubes
should be covered with parafilm during the incubation. If vials are
used, they should be fitted with caps during the bath
ultrasonication.

Ultrasonicate the samples further, one at a time, with the ultrasonic
disruptor equipped with a microtip probe, for 1 min. Wash the probe
with 75% methanol in between samples. In the case of the Branson
Sonifier I W-250, the unit is operated in a pulsed mode with a 30 %
duty cycle and with an output control of 2. The Bandelin HD 2070
equipped with the MS 73 microtip is operated with a 30 % pulsed
cycle and with an amplitude setting of 30 %. Avoid extensive fibre
loss from the filter. Higher output effects necessitate the use of
cooling around the sample with an ice bath.
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(d) Centrifuge aliquots of the extracts at 10,000 x g for 10 min.

(e) Transfer 500 ul of the supernatants to 1.5 ml borosilicate glass
vials or clean 12 mm x 75 mm borosilicate glass tubes and
evaporate to dryness in a heating block at 40 °C under argon. If
desired, take further aliquots.

() Reconstitute the dried extracts in 100 ul of 75% methanol, mix well,
transfer to 0.3 ml polypropylene vials, centrifuge at 10,000 x g for
10 min or filter through the HPLC grade filter to clarify the sample if
necessary, and analyse with  high-performance liquid
chromatography  (HPLC) according to the procedure
SOP_TOXIC_AAU_06F_2008.

N.B. The efficiency of ultrasonication varies considerably between different
ultrasonicator models. Therefore, the above settings and times must be
adjusted according to the apparatus in use.

4 References

Lawton, L.A., Edwards, C., Codd, G.A.: Extraction and high-performance
liquid chromatographic method for the determination of
microcystins in raw and treated waters. Analyst (London) 119,
1525-1530 (1994).

Fastner, J., Flieger, I., Neumann, U.: Optimized extraction of microcystins
from field samples - a comparison of different solvents and
procedures. Water Res. 32, 3177-3181 (1998).

Spoof, L., Vesterkvist, P., Lindholm, T., Meriluoto, J. Screening for
cyanobacterial hepatotoxins, microcystins and nodularin, in
environmental water samples by reversed-phase liquid
chromatography-electrospray ionisation mass spectrometry. J.
Chromatogr. A 1020, 105-119 (2003).

N. B. The reader is also advised to follow up the d  evelopment of the ISO
standard for microcystin analysis.

ISO 20179:2005. Water quality -- Determination of microcystins -- Method
using solid phase extraction (SPE) and high performance liquid
chromatography (HPLC) with ultraviolet (UV) detection.

(THE ISO  20179:2005 DOCUMENT DESCRIBES A
STANDARDISED METHOD FOR THE DETERMINATION OF
MICROCYSTINS WHICH IS DIFFERENT FROM THE PROTOCOL
DESCRIBED IN THE CURRENT SOP.)



29

SOP: Solid phase extraction of microcystins in wate r samples

ToOo6juhis: Mikrotsustiinide tahkefaasiekstraktsioon
veeproovidest

Dokumendi kood: SOP_TOXIC_AAU_05F_2008
Koostajad:Jussi Meriluoto and Lisa Spoof, AAU
Kuupéaev:19. august 2008

1 Sissejuhatus

Mikrotsustiinide tahkefaasiekstraktsiooni looduslikust voi to6deldud veest on
tavaparaselt tehtud C18 silikageelkolonniga. Abi vdib olla ka uutest
polimeermaterjalidest, eriti OASIS HLB suurepoorilisest kopolimeerist
polu(viniidlbenseen-ko-N-vintulpurrolidoonist). Klooritud vett té6deldakse
enne kontsentreerimist naatriumtiosulfaadiga, et peatada mikrotsustiinide
edasist lagunemist. Kui vahegi vdimalik, tuleks kogu protseduuri véltel
kasutada boorsilikaatklaasist ndusid, kuna vesilahuses olevad mikrotsistiinid
adsorbeeruvad kergesti tavaliselt kasutatavate plastiknbude pinnale. On
leitud, et Ule 25% kontsentratsiooniga metanoolis olev mikrotsustiin-LR ei
adsorbeeru plastikule kuigi suurel maaral. [Hyenstrand et al.,, 2001].
Kaesolevat to6juhist saab kasutada ka nodulariin-R jaoks.

2 Eksperimentaalosa
2.1 Materjalid
Kui pole 6eldud teisiti, kasutage analidtiliselt puhtaid reaktiive.
(@) Metanool, HPLC-puhas
(b) HPLC-puhas vesi, puhastatud eritakistuseni 18,2 MQ cm

(c) Klaaskiudfiltrid, labimdét 25-47 mm, Whatman (Maidstone,
Suurbritannia) GF/C ekvivalent

(d) Naatriumtiosulfaat
(e) NH,OH

()  Trifluorodadikhape (TFA), HPLC- puhas voi valgujarjestusanaliisi-
puhas. TFA-d tuleks hoida eksikaatoris argooni all.

(g) Mikrotsustiinidega t6otamiseks sobilikud poordfaasilised
tahkefaasiekstraktsioonikolonnid, OASIS HLB 200 mg sorbendiga
tahkefaasiekstraktsioonikolonnide ekvivalent (tootekood
WAT106202, Waters, Milford, MA, USA).
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2.2

2.3

(h)
()
()

(k)

()

Argoon voi lammastik, >99.99%
Boorsilikaatkatseklaasid v6i —viaalid, mahuga tle 4 ml.

HPLC-puhtad filtrid, mis ei absorbeeri mikrotsistine 75%
metanoolist, GHP Acrodisc 13 mm |dbimddduga ja 0.2 pm
poorisuurusega filtri (tootekood 4554, Pall Life Sciences, Ann
Arbor, MI, USA) ekvivalent, ja 2-ml uleni plastikust (ilma
kummikolvita) Uhekordselt kasutatavad sistlad (teine vdimalik
proovi selitamise protseduur tsentrifuugimise kdrval)

Poluettleenist vdi polupropileenist mikrotsentrifuugikuvetid,
eelistatavalt kitsad mudelid

Boorsilikaatklaasist kromatograafiaviaalid, naditeks 1.5 ml varvitust
klaasist ja kirjutuspinnaga. Véaikeste proovimahtude puhul vdib
kasutada 0.3 ml pollpropileenviaale (ainult 75% metanoolis
olevate proovide puhul) vdi boorsilikaatklaasist siseanumaid.

Eriotstarbelised seadmed

(@)

(b)

(©)
(d)
(€)
(f)

Vaakumkollektor, eelistatavalt labipaistev, varustatud
korkkraanidega (korkkraanid on OASIS HLB kolonnide puhul
valikulised), vaakumiallikas ja vaakumikontrolliseade.
Suuremahuline ekstraktsiooniseade (LVE) suurte proovimahtude
automaatseks etteandmiseks, varustatud teflontorustikuga ja —
adapteritega tahkefaasiekstraktsioonikolonnide Gihendamiseks.

pH meeter

500 ml mahuga filtreerimisseade

Kuumutusplokk koos aurustamismooduliga, to6temperatuur 40°C

Mikrotsentrifuug (filtreerimise alternatiivina)

Lahused

(@)
(b)
(€)
(d)

Naatriumtiosulfaat, 1 g 100 ml-s HPLC-puhtas vees
TFA, 1% lahus HPLC-puhtas vees
NH4OH, 2 g 100 ml-s HPLC-puhtas vees

20% metanool (20 ruumalathikut metanooli and 80 ruumalathikut
vett)
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2.4

()
(f)

100% metanool

75% metanool (75 ruumalathikut metanooli and 25 ruumalathikut
vett)

T60 kaik

(@)

(b)
(€)

(d)

()

(f)

(9)

(h)
()
0)

(k)
0
(m)

(n)

Kui veeproov sisaldab tahkeid osiseid voi sinivetikarakke, filtreerige
see klaaskiudfiltril.

Viige 500 ml veeproovi boorsilikaatklaasist kolbi voi keeduklaasi.

Mo0Otke veeproovi pH, kui vajalik, viige pH lahjendatud NH,OH voi
TFA abil vahemikku 5..8.

Klooritud vee puhul lisage 500 ml proovie 500 pl
naatriumtiosulfaadi lahust (1 g / 100 ml). Loksutage kdvasti ja laske
5 minutit seista.

Lisage 5 ml metanooli ja segage po&hjalikult.

Konditsioneerige tahkefaasiekstraktsioonikolonn (OASIS HLB, 200
mg) 5 ml etanooliga, seejarel 10 ml veega.

Viige kolonni proov kiirusega mitte tle 10 ml/min (n&ha on tilgad).
Reguleerige voolukiirust vaakumi abil.

Peske kolonn 4 ml 20% metanooliga.

Kuivatage kolonn 2 minuti jooksul 6hku labi juhtides.

Elueerige mikrotsistiinid 4 ml 100% metanooliga kas 12 mm x 75
mm boorsilikaatkatseklaasi voi —viaali. On soovitatav viia eluent
kolonni kahes osas: kandke sinna 2 ml lahustit ja laske seista 3
minutit, seejarel lisage veel 2 ml lahustit ja koguge eluaat kokku
(maksimaalne voolukiirus 4 ml/min).

Aurutage eluaat argooni voi lammastiku abil 40 °C juures kokku.

Suspendeerige jaak 500 pl 75% metanoolis uuesti.

Tsentrifuugige 10 minutit 10 000g juures, vOi filtreerige ja kandke
HPLC-viaalidesse.

Analuusige supernatantiffiltraati vedelikkromatograafiliselt vastavalt
toojuhendile SOP_TOXIC_AAU_06F_2008.
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3 Kirjandusviited

Hyenstrand, P., Metcalf, J.S., Beattie, K.A., Codd, G.A.: Losses of the
cyanobacterial toxin microcystin-LR from aqueous solution by
adsorption during laboratory manipulations. Toxicon 39, 589-594
(2001).

Lawton, L.A., Edwards, C., Codd, G.A.: Extraction and high-performance
liquid chromatographic method for the determination of
microcystins in raw and treated waters. Analyst (London) 119,
1525-1530 (1994).

NB! Lugejal soovitatakse hoida end kursis 1ISO mikro tsustiinianalttsi
standardi valjat6dtamisega.

ISO 20179:2005. Water quality -- Determination of microcystins -- Method
using solid phase extraction (SPE) and high performance liquid
chromatography (HPLC) with ultraviolet (UV) detection.

(Dokument ISO 20179:2005 kirjeldab  mikrotsustiinide
maaramise standardmeetodit, mis erineb k&esolevast
protseduurist.)
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SOP: Solid phase extraction of microcystins in wate r samples
Document identifier: SOP_TOXIC_AAU_05F 2008

(modified from an earlier version printed in TOXIC : Cyanobacterial Monitoring
and Cyanotoxin Analysis, ISBN 951-765-259-3, (c) Abo Akademi University
Press, 2005)

Prepared by: Jussi Meriluoto and Lisa Spoof, AAU
Date: 19 August 2008
1 Introduction

Traditionally solid phase extraction of microcystins in natural or processed
waters has been performed on Cig silica cartridges. New polymeric materials,
in particular the OASIS HLB consisting of a macroporous copolymer
[poly(vinylbenzene-co-N-vinylpyrrolidone], can also be useful for the purpose.
Chlorinated waters are usually treated with sodium thiosulphate before
concentration in order to stop the further degradation of microcystins. Use
borosilicate glassware throughout the procedure whenever possible because
microcystins in water solutions are easily adsorbed onto plastics commonly
used in laboratories. Microcystin-LR in a solution of above 25% methanol was
found not to interact with plastics to any great extent [Hyenstrand et al., 2001].
This SOP can also be applied to nodularin-R.

2 Experimental

2.1 Materials

Use analytical reagent grade reagents if not indicated otherwise.
(@) Methanol HPLC grade
(b) HPLC grade water purified to 18.2 MQ cm

(c) Glass-fibre filters, equivalent to Whatman (Maidstone, UK) GF/C,
diameter 25-47 mm

(d) Sodium thiosulphate
(e) NH,OH

()  Trifluoroacetic acid (TFA), HPLC or protein sequence analysis
grade. TFA should be stored under argon in a desiccator.

() Reversed-phase solid phase extraction columns suitable for
microcystin work, equivalent to OASIS HLB solid phase extraction
columns, size 200 mg sorbent, part number WAT106202, from
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2.2

2.3

(h)
()
()

(k)

()

Waters (Milford, MA, USA). Waters sample volumes <<500 ml can
be concentrated on smaller columns.

Argon or nitrogen, >99.99%
Borosilicate test tubes or vials, >4 ml capacity

HPLC grade filters showing no adsorption of microcystins from
75% methanol, equivalent to GHP Acrodisc filters, 13 mm in
diameter and 0.2 um pore size, product number 4554, Pall Life
Sciences (Ann Arbor, MI, USA), and 2 ml all-plastic (no rubber
piston) single use syringes (alternative sample clarification
procedure to centrifugation)

Microcentrifuge tubes, polyethylene or polypropylene, narrow
models preferred

Borosilicate glass chromatographic vials: e.g. 1.5 ml clear glass
with writing surface. For small sample volumes 0.3 ml
polypropylene vials (only for samples in 75% methanol) or
borosilicate glass inserts can be used.

Special equipment

(@)

(b)

Vacuum manifold, preferably transparent, equipped with stopcocks
(stopcocks are optional with the OASIS HLB columns), vacuum
source and vacuum control

Large volume extraction (LVE) kit for unattended loading of large
sample volumes, made of PTFE tubing and adaptors for SPE
column connection

(c) pH meter

(d) Filtration unit for 500 ml volume

(e) Heating block, operated at 40 °C, with evaporation unit
()  Microcentrifuge (alternative to filtration)

Solutions

(@) Sodium thiosulphate, 1 g in 100 ml HPLC grade water

(b)
(©)
(d)

TFA, 1% solution in HPLC grade water
NH4OH, 2 g in 100 ml HPLC grade water

20% methanol (20 volumes of methanol and 80 volumes of water)
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2.4

()
(f)

100% methanol

75% methanol (75 volumes of methanol and 25 volumes of water)

Procedure

(@)

(b)

(€)

(d)

()

(f)

(9)

(h)
()
0)

(k)
()
(m)

(n)

Filter the water sample through the glass-fibre filter if it contains
particulates or cyanobacterial cells.

Transfer 500 ml of water sample into a borosilicate glass flask or
beaker.

Measure the pH of the water sample, and, if necessary, adjust to
pH 5-8 with dilute NH,OH or TFA.

In case of chlorinated water: add 500 pl of sodium thiosulphate
solution (1 g / 100 ml) to 500 ml water. Shake vigorously and allow
to stand for 5 minutes.

Add 5 ml of methanol and mix thoroughly.

Condition the solid phase extraction cartridge, OASIS HLB, 200
mg, with 5 ml of methanol followed by 10 ml of water.

Apply the sample at a flow rate not exceeding 10 ml min™ (visible
drops). Regulate the flow with vacuum pressure.

Wash the cartridge with 4 ml of 20% methanol.

Dry the cartridge by drawing air through it for 2 min.

Elute microcystins with 4 ml of 100% methanol e.g. in 12 mm x 75
mm borosilicate test tube or in borosilicate glass vials. It is
advisable that the elution solvent is loaded in two fractions: draw 2
ml solvent into the SPE column, soak the sorbent for 3 min, then
load a further 2 ml solvent into the column and collect all the
solvent (max. flow rate 4 ml min™).

Evaporate the methanol eluate at 40 °C using argon or nitrogen.

Resuspend the residue in 500 pl of 75% methanol.

Centrifuge 10 min 10,000 x g, or, alternatively, filter, and transfer to
HPLC vials.

Analyse supernatant/filtrate on HPLC according to
SOP_TOXIC_AAU_06F_2008.
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3 References

Hyenstrand, P., Metcalf, J.S., Beattie, K.A., Codd, G.A.: Losses of the
cyanobacterial toxin microcystin-LR from aqueous solution by
adsorption during laboratory manipulations. Toxicon 39, 589-594
(2001).

Lawton, L.A., Edwards, C., Codd, G.A.: Extraction and high-performance
liquid chromatographic method for the determination of
microcystins in raw and treated waters. Analyst (London) 119,
1525-1530 (1994).

N. B. The reader is also advised to follow up the d  evelopment of the ISO
standard for microcystin analysis.

ISO 20179:2005. Water quality -- Determination of microcystins -- Method
using solid phase extraction (SPE) and high performance liquid
chromatography (HPLC) with ultraviolet (UV) detection.

(THE ISO  20179:2005 DOCUMENT DESCRIBES A
STANDARDISED METHOD FOR THE DETERMINATION OF
MICROCYSTINS WHICH IS DIFFERENT FROM THE PROTOCOL
DESCRIBED IN THE CURRENT SOP.)
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SOP: Analysis of microcystins by high-performance | iquid
chromatography with photodiode-array detection

Too0juhend: Mikrotsustiinide vedelikkromatograafilin e anallus
dioodrividetektoriga

Dokumendi kood: SOP_TOXIC_AAU_06F_2008
Koostajad:Jussi Meriluoto ja Lisa Spoof, AAU
Kuupéaev: 19. august 2008

1 Sissejuhatus

Pddrdfaasivedelikkromatograafia Cig faasi kasutamisega on tavaline meetod
vaiksemate peptiidide lahutamiseks, ning selle jaoks kasutatavad liikuvfaas
koosneb sageli atsetonitriiligradiendist koos perfluoreeritud
alklulkarboksuilhapetega, milleks on tavaliselt trifluorodaadikhape (TFA).
Mikrotsustiinid pole erandiks ning kromatografeeruvad neis tingimustes ilusti.
Toksiinide preparatiivseks lahutamiseks kasutatakse aldjuhul
ammooniumatsetaadil ja atsetonitriilil pdhinevaid neutraalseid eluente.

Teadaolevate mikrotsustiinide arv kasvab kiiresti, hdlmates hetkel tle 80
Uhendi, seetbttu on Uhe anallusitsukliga vBimatu eraldada ja kvantifitseerida
kdiki mikrotsustiine. Siiski on vedelikkromatograafia ja dioodrividetektori abil
Usna kerge eristada peamisi mikrotsistiine (mikrotsustiin-LR, -RR, YR) ja
nende erinevas astmes demetidlimissaadusi retentsiooniaegade ja spektrite
vOrdlemise pohjal. Mikrotsustiinide pohilisteks kromofoorideks on
konjugeeritud dieen Adda-jdagis ja a,B-kiullastumata karbonutlrihm N-
metlulhudroalaniinis, mis neelavad tugevasti 238 nm juures. Mikrotsustiinide
UV-spektreid saab jagada kolme pdohiliikii normaalsete mikrotsustiinide
spektrid lokaalse neelamismaksimumiga 238..240 nm juures; turosiin(Y)
sisaldusega mikrotsustiinide spektritel on lamedam neelamismaksimum
230..240 nm piirkonnas, ning triptofaan(W) sisaldavatel mikrotsustiinidel on
neeldumismaksimum 222..223 nm juures ning nukk 238..240 nm juures
(néaited on toodud Joon. 6 ja 7 olevates spektrites).

Sinivetikaditsengutes voib tekkida mikrotsustiinide vaga keerulise koostisega
kogum. Toksiinide koostise selgitamiseks ja proovi kogutoksilisuse kaudseks
hindamiseks peavad kasutatavad keemilised meetodid suutma lahutada ja
kvantifitseerida Uksikuid erineva mirgisusega mikrotststiine. Selleks on vaja
suure lahutusviimega ja hea selektiivsusega eraldusmeetodeid, naiteks
kasutades pikki kolonne ja pikki anallusiaegu, voi siis spetsiifilisemaid
detekteerimismeetodeid nagu mass-spektromeetria. Teisest kiljest on paljud
proovid, mis on vOetud naiteks veekaitlusahelast, kromatograafiliselt Gsna
lintsad. Nende jaoks voib killaldane olla vaiksem lahutusvdime, kui tahetakse
lahutada ainult ménesid analllte.

Kaesolevat protseduuri saab rakendada ka nodulariin-R puhul.
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2.1

2.2

2.3

Eksperimentaalosa

Materjalid

(@) Acetonitrile gradient HPLC-puhas

(b) HPLC-puhas vesi, puhastatud eritakistuseni 18,2 MQ cm

(c) Trifluorodadikhape (TFA), HPLC- puhas voi valgujarjestusanaliisi-

(d)

()

(f)

puhas. TFA-d tuleks hoida eksikaatoris argooni all.

(Endcapped) C,;3 HPLC kolonn. Kaesolevas t60s vdib kasutada
naiteks Purospher STAR RP-18 endcapped, 3 um particles,
LiChroCART 55 x 4 mm I.D. ning Purospher STAR RP-18
endcapped, 5 um particles, LIChroCART 250 x 4 mm |.D. (Tootja:
Merck, Darmstadt, Saksamaa). VOordluseks on lisatud
kromatogrammid kolonniga Ascentis C18, 3um particles, 50 x 3
mm |.D (Tootja: Supelco, Bellefonte, PA, USA). Vaja on lisada ka
sobiv eelkolonn.

Boorsilikaatklaasist kromatograafiaviaalid, naditeks 1.5 ml varvitust
klaasist ja kirjutuspinnaga. Vaikeste proovimahtude puhul vdib
kasutada 0.3 ml pollpropileenviaale (ainult 75% metanoolis
olevate proovide puhul) vdi boorsilikaatklaasist siseanumaid.

Mikrotsistiinistandardid

Eriotstarbelised seadmed

(@)

(b)
(©)

Kdrgrohuvedelikkromatograaf koos korgrohu- Yol
madalréhugradientpumbaga, proovi automaatsisestajaga

Kromatograafitarkvara

Klaaskapillaaris oleva teflonkolviga kolbpipett, mis suudab tapselt
doseerida 200 ul TFA-d, mis on tugev hape.

HPLC liikuvfaas

(@)

(b)

HPLC liikuvfaasi komponent A: HPLC-puhas vesi + 0.05% TFA.
i. Lisage 800 pl TFA-d in 1.6 | vette.
ii. Vahetage lahust iganéadalaselt.

HPLC liikuvfaasi komponent B: atsetonitriil + 0.05% TFA

I. VOtke umbes 450 pl TFA-d boorsilikaatviaali. Votke sealt
400 pl TFA-d ja lahustage 800 milliliitris atsetonitriilis.
Ulejaanud TFA visake ara.

ii. Vahetage lahust iganadalaselt.
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Pidage silmas jargmist:

» Toid TFA ja atsetonitriiliga tehakse tdmbekapis.

» Doseerige TFA atsetonitriili pinna alla

« Arge saastage TFA p&hipudelit atsetonitriiliga.

* Lahjendamata TFA-d hoidke argooni all.

» Atsetonitriili ja TFA jaakide kdrvaldamisel jargige eeskirju.

2.4 Kromatograafia

2.4.1 Uldine to66juhend

(@)

(b)

(©)
(d)

(€)

(f)

(9)

Vedelikkromatograaf tuleb seadistada vastavalt tootja juhistele,
seda ka gaasiarastuse, pumba taitmise ja kolonnide vahetamise
osas.

Kasutage alati eelkolonni. Vahetage eelkolonn vélja, kui vasturdhk
tbuseb voi piikide kuju moondub.

Reguleerige kolonnitermostaat 40 °C juurde.

Viige vedelikkromatograaf jark-jargult lahteolekusse ja laske
tooreziimil stabiliseeruda.

Kromatografeerige proovid ja standardid soovitatud HPLC
gradientreziimis (vt. allpool), kasutage 10 ul sisestusruumala.

Analuusige kromatogramm. Vorrelge retentsiooniaegu ja spektreid
standarditega.

Leidke mikrotsustiini kontsentratsioon kalibreerimiskdveralt, nagu
on kirjeldatud t66juhendis TOXIC_SOP_AAU_03F.

ToO kaik juhul, kui HPLC-UV abil kvantifitseeritaks e ka
teised mikrotsustiinid peale  mikrotsustiin-LR: koik
mikrotsustiinide spektripiigid kvantifitseeritakse mikrotsustiin-LR
ekvivalendina, s.t. piigi pindala teisendamisel “nanogrammideks
sisestatud proovis” kasutatakse sama tegurit. Kui on teada teise
mikrotsustiini molekulmass, siis saab kriitilistel juhtudel kasutada
vastavat parandustegurit.

2.4.2 Keskmise keerukusega proovide puhul kasutata v mikrotsistiinide
vedelikkromatograafiline analtits luhikese kolonniga (Merck Purospher
STAR RP-18 endcapped, 3 um particles, LIChroCART 55 x4 mm1.D.)

Arge kasutage lintsate proovide jaoks tarbetult pikki kolonne. Lihikeste
kolonnide kasutamine hoiab kokku aega ja lahusteid.
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Tabel 1: Soovitatav gradientprogramm (kolonn Merck
RP-18 endcapped, 3 um particles, LiChroCART 55 x 4 mm 1.D.);
lineaargradient voolukiirusel 1 ml/min. Sisestustsu

Purospher STAR

kli kestus umbes 11

minutit.
Aeg (min) % A % B
0.00 75 25
5.00 30 70
6.00 30 70
6.10 75 25
9.00 STOP

dm-RR + impurity

RR

8
LR +dm-LR

Joonis 1: Anabaena ekstrakti kromatogramm. Kolonn Merck Purospher

STAR RP-18 endcapped, 3 pum particles, LiChroCART 55 x 4 mm I.D.,

detekteerimine 238 nm.

Teised parameetrid

Retentsiooniajad: microtsistin-RR 2,91 min, microts

nagu Tabe lis 1.
Ustiin-LR 3,56 min.
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i

8
7 LR +dm-LR

LW

Joonis 2: Microcystis’e  ekstrakti kromatogramm. Kolonn Merck
Purospher STAR RP-18 endcapped, 3 um particles, LIC  hroCART 55 x 4
mm [|.D., detekteerimine 238 nm. Teised parameetrid nagu Tabelis 1.
Retentsiooniajad: mikrotsistiin-LR 3,56 min, mikrot sustiin -LY 4,58 min,
mikrotsuastiin -LW 5,14 min, mikrotsustiin -LF 5,29 min.

Joonis 3. Microtsustiin-RR, -YR and -LR standardite Uhitatud
kromatogrammid. Kolonn: Merck Purospher STAR RP-18 endcapped, 3
pum particles, LiIChroCART 55 x 4 mm I.D., detekteeri mine 238 nm. Teised
parameetrid nagu Tabelis 1. Retentsiooniajad: mikro  tsUstiin-RR 2,81
min, mikrotsustiin-YR 3,33 min, mikrotsustiin-LR 3, 48 min. See
kromatogramm on saadud vanema kolonniga ja retentsi ooniajad on
vahenenud (vrdl. Joon. 1 ja 2). Kolonn tuleks valja vahetada, kui
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retentsiooniajad on vahenenud rohkem kui 3% vorra. Muutused
selektiivsuses on vdivad tekkida isegi enne seda pi iri.
2.4.3 Keerukate proovide puhul kasutatav  mikrotsust iinide

vedelikkromatograafiline analiiiis pika kolonniga (Me rck Purospher
STAR RP-18 endcapped, 5 pm particles, LIChroCART 25 0x4 mm 1.D.)

Keerukate valiproovide vdi erinevate tliivedega proovide puhul voib vaja minna
pikka kolonni.

Tabel 2: Uks vdimalikest gradientprogrammidest kolo nnile Merck
Purospher STAR RP-18 endcapped, 5 um particles, LIC  hroCART 250 x 4
mm [.D., lineaargradient voolukiirusel 0.75 ml/min. Sisestustsukli kestus
umbes 62 minutit.

Time (min) % A % B
0.00 70 30
10.00 65 35
40.00 30 70
42.00 0 100
44.00 0 100
46.00 70 30
60.00 STOP

DAD1 A, Sig=238,4 Ref=360,100 (L260203B\015-1601.D)

T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Joonis 4: Anabaena ekstrakti kromatogramm. Kolonn: Column Merck
Purospher STAR RP-18 endcapped, 5 um particles, LIC  hroCART 250 x 4
mm 1.D., detekteerimine 238 nm. Teised parameetrid nagu Tabelis 2.
Retentsiooniajad: mikrotsustiin-RR 13,07 min, mikro tsdstiin -LR 19,66
min.



DAD1 A, Sig=238,4 Ref=360,100 (L260203B\016-1701.D)

Joonis 5: Microcystis'e  ekstrakti kromatogramm. Kolonn: Merck
Purospher STAR RP-18 endcapped, 5 um particles, LIC  hroCART 250 x 4
mm 1.D., detekteerimine 238 nm. Teised parameetrid nagu Tabelis 2.
Retentsiooniajad: mikrotsiustiin-LR 19,64 min, mikro tsustiin-LY 28,15
min, mikrotsustiin -LW 32,47 min, mikrotsustiin-LF 33,57 min.
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2.4 Spektrid

*DAD1, 3.416 (355 mAU,Apx) Ref=0.002 & 6.879 of 002-0202.D

mAU ]
350

300 —
250 —
200 —
150 —
100 —
50 —

0]

200‘ o ‘2‘10‘ o ‘2‘20‘ ;. ‘21‘%0‘ ;. ‘24‘10‘ ;. ‘25‘0‘ ;. ‘2(‘50‘ ;. ‘2‘70‘ . ‘25‘30‘ . ‘2!)0‘ . r‘1m
Joonis 6: Mikrotsustiin-LR (Glemine) ja mikrotsuisti in-YR (alumine) UV-
spektrid, kromatografeerimistingimused nagu p. 2.4. 2.

*DAD1, 5.119 (148 mAU,Apx) Ref=0.002 & 6.879 of 002-0202.D
mAU

140 f
120 -
100 -
80
60
40

20

04

200‘ B ‘2‘10‘ B ‘2‘20‘ - ‘21‘%0‘ - ‘24‘10‘ - ‘25‘0‘ - ‘2(‘50‘ - ‘2‘70‘ - ‘25‘30‘ - ‘2!)0‘ - r‘1m
Joonis  7: Mikrotsustiin-LW  UV-spekter  of  microcysti n-LW,
kromatografeerimistingimused nagu p. 2.4.2.
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NB! Lugejal soovitatakse hoida end kursis 1ISO mikro  tsustiinianaltusi
standardi valjatbotamisega.

ISO 20179:2005. Water quality -- Determination of microcystins -- Method
using solid phase extraction (SPE) and high performance liquid
chromatography (HPLC) with ultraviolet (UV) detection.

(Dokument ISO 20179:2005 kirjeldab  mikrotsustiinide
maaramise standardmeetodit, mis erineb k&esolevast
protseduurist.)
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2008. aastal lisatud materjalid

Tabel 3: Soovitatav gradientprogramm (kolonn Supelc
pum particles, 50 x 3 mm 1.D.), lineaargradient vool

Sisestustsukli kestus umbes 17 minutit.

o Ascentis C18, 3
ukiirusel 1 ml/min.

Time (min) % A % B
0.00 75 25
7.00 30 70
10.00 30 70
10.10 75 25
15.00 STOP
60 -
RR Microcystis NIES-107, Ascentis C18, 50 mm x 3 mm, 3 um,
25% to 70% ACN in 7 min, flow-rate 1 ml mirt
50 -
40 - LR +dm-LR
30 -
20 - dm-RR
10 A YR + dm-YH
0 +—4 . T T T T T )
”Y 1 2 3 4 5 6 7 8

-10 -

min

Joonis 8: Microcystis NIES-107 ekstrakti kromatogramm. Kolonn
Supelco Ascentis C18, 3 um particles, 50 x 3 mm I.D ., detekteerimine 238
nm. Teised parameetrid nagu Tabelis 3. Retentsiooni  ajad: mikrotsustiin-
RR 2,53 min, kooselueeruvad mikrotsistin-YR ja dem  etGdlitud
mikrotsustiin-YR 3,20 min, kooselueeruvad mikrotsis tin-LR ja
demetidlitud mikrotsustiin-LR 3,43 min.



a7

70 A
Microcystis PCC7820, Ascentis C18, 50 mm x 3 mm, 3 um,

60 LR 25% to 70% ACN in 7 min, flow-rate 1 ml mif

50 4
40 -
30 4

20 4 LW

10 ~

-10 -
min

Joonis 9: Microcystis PCC7820 ekstrakti kromatogramm. Kolonn
Supelco Ascentis C18, 3 um particles, 50 x 3mm I.D ., detekteerimine 238
nm. Teised parameetrid nagu Tabelis 3. Retentsiooni  ajad: mikrotsustiin-
LR 3,44 min, mikrotsustiin-LY 4,72 min, mikrotsusti in-LW 5,47 min,
mikrotsustiin-LF 5,66 min.
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SOP: Analysis of microcystins by high-performance | iquid
chromatography with photodiode-array detection

Document identifier: SOP_TOXIC_AAU_06F 2008

(modified from an earlier version printed in TOXIC : Cyanobacterial Monitoring
and Cyanotoxin Analysis, ISBN 951-765-259-3, (c) Abo Akademi University
Press, 2005)

Prepared by: Jussi Meriluoto and Lisa Spoof, AAU
Date: 19 August 2008
1 Introduction

Reversed-phase HPLC on C;3 phases is a common choice for separating
smaller peptides, and the mobile phases for peptides often consist of
acetonitrile gradients in the presence of perfluorinated alkyl carboxylic acids,
usually trifluoroacetic acid (TFA). Microcystins make no exception, they
chromatograph perfectly under these conditions. Neutral ammonium acetate -
acetonitrile based eluents are commonly used in preparative toxin
separations.

The rapidly growing number of known microcystins, now exceeding 80, has
made it impossible to separate and quantitate all microcystins on a single
chromatographic run. However, using retention time and spectrum match, the
major microcystins, such as microcystin-LR, -RR, -YR with different degrees
of demethylation, are fairly easy to identify by HPLC combined with
photodiode- array detection. The main chromophores of microcystins, the
conjugated diene in the Adda residue and the a,B3-unsaturated carbonyl group
in N-methyldehydroalanine, absorb strongly at 238 nm. UV spectra of
microcystins can be divided into three main categories: normal microcystin
spectra with a local absorbance maximum at 238-240 nm, the spectra of
tyrosine(Y)-containing microcystins with a flatter absorbance maximum at
230-240 nm, and the spectra of tryptophan(W)-containing microcystins which
have an absorption maximum at 222-223 nm and a shoulder at 238-240 nm
(examples of spectra in Figs. 6 and 7).

Cyanobacterial blooms can produce very complex microcystin profiles. In
order to elucidate the toxin profile and thus indirectly estimate the total toxicity
of a complex sample, the chemical methods used for toxin analyses should be
able to separate and quantify individual microcystins which have different
toxicities. This calls for separation methods of high resolution and good
selectivity, i.e. the use of long columns and long run times, or more specific
detection methods such as mass spectrometry. On the other hand, many
samples in e.g. water treatment trials are rather trivial chromatographically
and therefore less resolution may be enough if only a few analytes are to be
separated.

This SOP can also be applied to nodularin-R.
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2.1

2.2

2.5

Experimental

Materials

(@) Acetonitrile gradient HPLC grade

(b) HPLC grade water purified to 18.2 MQ cm

(c) Trifluoroacetic acid (TFA), HPLC or protein sequence analysis

(d)

()

(f)

grade. TFA should be stored under argon in a desiccator.

Cis endcapped HPLC column (Purospher STAR RP-18
endcapped, 3 pum particles, LIChroCART 55 x 4 mm I.D., and
Purospher STAR RP-18 endcapped, 5 um particles, LiChroCART
250 x 4 mm 1.D., from Merck, Darmstadt, Germany, are mentioned
in this SOP as possible alternatives. Examples of chromatograms
obtained with an Ascentis C18, 3um particles, 50 x 3 mm [.D from
Supelco, Bellefonte, PA, USA have been added for comparison.) A
compatible guard column is also required.

Borosilicate glass chromatographic vials: e.g. 1.5 ml clear glass
with writing surface. For small sample volumes 0.3 ml
polypropylene vials (only for samples in 75% methanol) or
borosilicate glass inserts can be used.

Microcystin standards

Special equipment

(@)

(b)
(©)

High-performance liquid chromatograph equipped with high-
pressure or low-pressure gradient pump, autosampler, column
oven and photodiode-array (PDA) detector

Chromatography analysis software
A positive displacement pipette with a teflon-coated piston working

in a glass capillary, capable of accurately dispensing 200 pul of the
strong acid TFA

HPLC mobile phase

(@)

(b)

HPLC mobile phase component A: HPLC water + 0.05% TFA.
i. Add 800 pl of TFA in 1.6 | of water.
ii. Replace every week.

HPLC mobile phase component B: acetonitrile + 0.05% TFA

i. Take ca 450 pl of TFA in a borosilicate glass vial. Add
400 pl of TFA in 800 ml of ACN. Discard the rest of the
TFA.
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ii. Replace every week.

Please observe the following:

Work in fume hood with TFA or acetonitrile.

Dispense the TFA under the surface of acetonitrile.

Do not contaminate the original TFA bottle with acetonitrile.

Store undiluted TFA under argon.

Disposal of acetonitrile and TFA should conform to local regulations.

2.4 Chromatography

2.4.1 General procedure

(@)

(b)

(€)
(d)

(€)

(f)

(9)

The HPLC system should be set up as described in the
manufacturers instructions including degassing, priming and
changing columns.

Always use a guard column. Change the guard column if the back-
pressure rises or peak forms deteriorate.

Set column oven at 40 °C.

Change the HPLC gradually up to starting conditions and allow to
condition.

Chromatograph the samples and standards as per the
recommended HPLC gradients (see below), use 10 pl injections.

Analyse the chromatogram. Compare retention times and spectra
to standards.

Calculate the microcystin concentration according to the standard
curve  procedure described in  TOXIC_SOP_AAU_O03F.

Procedure for quantitation of microcystins other than microcystin-
LR in HPLC-UV work: all peaks with microcystin spectra are
guantified as microcystin-LR equivalents, i.e. with the same "area
to nglinjection” coefficient as for microcystin-LR. If the molecular
weight of the other microcystin is known, a correction for molecular
weight difference can be applied in critical cases.

2.4.2 HPLC of microcystins on a short column, suita  ble for samples of
medium complexity; column Merck Purospher STAR RP-1 8 endcapped,
3 um particles, LIChroCART 55 x 4 mm I.D.

Do not use unnecessarily long HPLC columns with easy samples. The use of
a short column saves time and solvents.
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Table 1: Suggested gradient programme for Merck Pur  ospher STAR RP-
18 endcapped, 3 pm particles, LiChroCART 55 x 4 mm I.D., linear
gradient at a flow rate of 1 ml min . Injection cy

cle about 11 minutes.

Time (min) % A % B
0.00 75 25
5.00 30 70
6.00 30 70
6.10 75 25
9.00 STOP

—m

dm-RR + impurity

RR

LR +dm-LR

Figure 1: Trace of Anabaena extract. Column Merck Purospher STAR

RP-18 endcapped, 3 um particles, LiChroCART 55 x4 mm 1.D., detection
at 238 nm. Other parameters as in Table 1. Retentio n times: microcystin-
RR 2.91 min, microcystin-LR 3.56 min.
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[ DADIA, Sig=238,4 Ref=360,100 (L 1701.D)
[ FLD1A Ex=250, Em=410 (L25020381016-1701.D)

mAU

8
8

LR +dm-LR

40

-104

Figure 2: Trace of Microcystis extract. Column Merck Purospher STAR
RP-18 endcapped, 3 um particles, LiIChroCART 55 x4 mm 1.D., detection
at 238 nm. Other parameters as in Table 1. Retentio n times: microcystin-
LR 3.56 min, microcystin-LY 4.58 min, microcystin-L W 5.14 min,
microcystin-LF 5.29 min.

I DADL A, Sig=238,4 Ref=360,100 (L
] DADLA, Sig=238,4 Ref=360,100 (L1003038\002-0301.D)
[T DAD1 A, Sig=238,4 Re=360,100 (L100303B\003-0401.D)

—3330

P
Pl

25812

Figure 3: Overlaid traces of commercial microcystin -RR, -YR and -LR
samples. Column Merck Purospher STAR RP-18 endcappe d, 3 pm
particles, LIChroCART 55 x 4 mm I|.D., detection at 238 nm. Other
parameters as in Table 1. Retention times: microcys tin-RR 2.81 min,
microcystin-YR 3.33 min, microcystin-LR 3.48 min. T his chromatogram
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was run with an older column and the retention time s have been
shortened, cf. Figs. 1 and 2. The column should be replaced when the
retention times have been shortened by more than 3% . Selectivity
changes are possible even before this limit.

2.4.3 HPLC of microcystins on a long column, suitab le for complex
samples; column Merck Purospher STAR RP-18 endcappe d, 5 pm
particles, LIChroCART 250 x 4 mm I.D.

Complex field or strain samples may necessitate the use of a long column.

Table 2: One possible gradient programme for Merck
RP-18 endcapped, 5 pm particles, LiChroCART 250 x 4

gradient at a flow rate of 0.75 ml min

Purospher STAR
mm I.D., linear
" Injection cycle about 62 minutes.

Time (min) % A % B
0.00 70 30
10.00 65 35
40.00 30 70
42.00 0 100
44.00 0 100
46.00 70 30
60.00 STOP

DAD1 A, Sig=238,4 Ref=360,100 (L260203B\015-1601.D)

5

Figure 4: Trace of Anabaena extract. Column Merck Purospher STAR

RP-18 endcapped, 5 pm particles, LiChroCART 250 x 4
detection at 238 nm. Other parameters as in Table 2

mm [.D.,
. Retention times:

microcystin-RR 13.07 min, microcystin-LR 19.66 min.



DAD1 A, Sig=238,4 Ref=360,100 (L260203B\016-1701.D)

Figure 5. Trace of Microcystis extract. Column Merck Purospher STAR
RP-18 endcapped, 5 pm particles, LiChroCART 250 x 4 mm 1.D.,
detection at 238 nm. Other parameters as in Table 2 . Retention times:
microcystin-LR 19.64 min, microcystin-LY 28.15 min, microcystin-LW
32.47 min, microcystin-LF 33.57 min.
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2.5 Spectra

*DAD1, 3.416 (355 mAU,Apx) Ref=0.002 & 6.879 of 002-0202.D

mAU
350 b

300 —
250 —
200 —
150 —
100 —
%0-

0]

200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 nm
Figure 6: UV spectra of microcystin-LR (upper) and microcystin-YR
(lower), chromatographic parameters according to se ction 2.4.2.

*DAD1, 5.119 (148 mAU,Apx) Ref=0.002 & 6.879 of 002-0202.D
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Figure 7: UV spectrum of microcystin-LW, chromatogr aphic parameters

according to section 2.4.2.
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N. B. The reader is also advised to follow up the d  evelopment of the ISO
standard for microcystin analysis.

ISO 20179:2005. Water quality -- Determination of microcystins -- Method
using solid phase extraction (SPE) and high performance liquid
chromatography (HPLC) with ultraviolet (UV) detection.

(THE ISO  20179:2005 DOCUMENT DESCRIBES A
STANDARDISED METHOD FOR THE DETERMINATION OF
MICROCYSTINS WHICH IS DIFFERENT FROM THE PROTOCOL
DESCRIBED IN THE CURRENT SOP.)
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Material added in 2008

Table 3: Suggested gradient programme for Supelco A
particles, 50 x 3 mm I|.D., linear gradient at a flo

Injection cycle about 17 minutes.

60

50 4

40 4

30 4

20 4

10 A

-10 -

scentis C18, 3 um
w rate of 1 ml min .

Figure 8: Trace of

Microcystis

Time (min) % A % B
0.00 75 25
7.00 30 70
10.00 30 70
10.10 75 25
15.00 STOP
RR Microcystis NIES-107, Ascentis C18, 50 mm x 3 mm, 3 um,
25% to 70% ACN in 7 min, flow-rate 1 ml mir
LR +dm-LR
dm-RR
YR + dm-YH
“UY ) 2 3 4 5 6 7 6

min

NIES-107 extract. Column Supelco
Ascentis C18, 3 um particles, 50 x 3 mm I.D., detec
parameters as in Table 3. Retention times: microcys
microcystin-YR co-eluting with demethylated microcy
microcystin-LR co-eluting with demethylated microcy

tion at 238 nm. Other
tin-RR 2.53 min,
stin-YR 3.20 min,

stin-LR 3.43 min.
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70 A
Microcystis PCC7820, Ascentis C18, 50 mm x 3 mm, 3 um,

60 LR 25% to 70% ACN in 7 min, flow-rate 1 ml mif

50 4
40 -

30 4

20 4 LW

10 ~

-10 -
min

Figure 9: Trace of Microcystis PCC7820 extract. Column Supelco
Ascentis C18, 3 um particles, 50 x 3 mm I.D., detec tion at 238 nm. Other
parameters as in Table 3. Retention times: microcys tin-LR 3.44 min,
microcystin-LY 4.72 min, microcystin-LW 5.47 min, m  icrocystin-LF 5.66
min.
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SOP: Extraction of anatoxin-a or cylindrospermopsin from
cyanobacterial biomass filtered on glass-fibre filt ers

To0juhend: Anatoksiin-a voi tsulindrospermopsiini
ekstraheerimine klaaskiudfiltril olevast sinivetika massist

Dokumendi kood: SOP_TOXIC_UDU_06F
Koostajad: James S. Metcalf ja Geoffrey A. Codd, UDU
Kuupdaev: 7 juuli 2005
1  Sissejuhatus
Sinivetikate biomassiga seotud anatoksiin-a ja tsulindrospermopsiini
analliisiks taastatakse enne tstianotoksiinide ekstraheerimist klaaskiudfiltril
olevad rakud.
2  Eksperimentaalosa
2.1 Materjalid
Kasutage analuutiliselt puhtaid reaktiive.
(@) Klaaskiudfiltrid, nditeks Whatman GF/C, 1abimddt 25-70 mm
(b) Argoon voi lammastik, >99.99%
(c) Boorsilikaatkatseklaasid voi —viaalid mahtuvusega tle 3 ml

(d) Vesi, puhastatud eritakistuseni 18,2 MQ cm (naiteks Millipore Milli-
Q vesi)

(e) Metanool, HPLC-puhas (Naiteks: tootja Rathburn, Walkerburn,
Scotland, UK)

()  Mikrotsentrifuugiktvetid
(g) Parafilm

2.2 Eriotstarbelised seadmed
(&) Sugavkilmik (-20 °C)
(b) Ultrahelivann

(c) Ultrahelihomogenisaator
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(d) Kulmkuivatusseade
(e) Rotaatorauruti voi kuumutusplokk gaasivoolutusega
()  Mikrotsentrifuug
2.3 To60 kaik
(a) Votke Petri tassidel olevad kilmutatud filtrikettad stgavkilmikust

(b)

(€)

(d)

()

(f)

(9)
(h)

valja ja hoidke neid kiulmkuivatis kuni nad on kuivanud (ajakulu
24..48 tundi).

Asetage kilmkuivatatud kettad sobivasse boorsilikaatndusse ja
lisage 1,2 ml 100% metanooli, segage ja ekstraheerige
ultrahelivannil 15 minuti jooksul. Kui filtri [&bimd6t on suurem kui 47
mm, toimub ekstraheerimine 2 ml metanooliga. Inkubeerimise ajal
tuleks ndud katta parafilmiga.

Homogeniseerige iga proovi ultrahelisondiga 1 minuti jooksul. Enne
jargmist proovi peske sondi 100% metanooliga. Ultrahelisondi
kasutamisel hoidke proove ja& sees, et valtida proovi liigset
kuumenemist.

Tsentrifuugige ekstraktialikvoodid vahemalt 10 000 g juures 10
minuti jooksul.

Viige 500 pl supernatanti 1,5 ml boorsilikaatviaalidesse voi —
katseklaasidesse ja aurutage kuivaks, kasutades gaasivoolutusega
kuumutusplokki.

Lisage igale proovile 250 pl Milli-Q vett ja viige proov
mikrotsentrifuugikivetti.

Tsentrifuugige vahemalt 10 000 g juures 10 minuti jooksul.
Maarake supernatandis vedelikkromatograafiliselt anatoksiin-a

(SOP_TOXIC_UDU_08F) vOi tslindrospermopsiini
(SOP_TOXIC_UDU_Q09F) sisaldus.

3 Kirjandusviited

Edwards, C, Beattie, K. A., Scrimgeour, C. M. Codd, G. A.: Identification of

anatoxin-a in benthic cyanobacteria (blue-green algae) and in
associated dog poisonings at Loch Insh, Scotland. Toxicon
30,1165-1175 (1992).

Metcalf, J. S., Beattie, K. A., Saker, M. L., Codd, G. A.: Effects of organic

solvents on the high performance liquid chromatographic analysis
of the cyanobacterial toxin cylindrospermopsin and its recovery
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from environmental eutrophic waters by solid phase extraction.
FEMS Microbiol. Lett. 216,159-164 (2002).
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SOP: Analysis of environmental cyanobacterial sampl es by
ELISA for microcystins

Toojuhend: Mikrotsustiinide analtitis keskkonnast voe tud
sinivetikaproovides ELISA abil

Dokumendi kood: SOP_TOXIC_UDU_10F

Koostajad: James S. Metcalf ja Geoffrey A. Codd, UDU

Kuupdaev: 7 juuli 2005

1  Sissejuhatus

Immunoloogilist anallisi, kaasa arvatud ELISA meetodit, on jarjest enam
hakatud kasutama mikrotsistiinide avastamiseks ja kvantifitseerimiseks
keskkonnaproovides ja Kkliinilises materjalis. Nende tundlike ja spetsiifiliste
katsete puhul on motestatud kvantitatiivsete tulemuste saamiseks oluline
proovi ettevalmistus.

2  Eksperimentaalosa

2.1 Materjalid

Kasutage analudtiliselt puhtaid reaktiive.

(@)

(b)
(€)
(d)
()
(f)

Vesi, puhastatud eritakistuseni 18,2 MQ cm (naiteks Millipore Milli-
Q vesi)

Microtsentrifuugikivetid
Steriilsed mikrotsentrifuugikivetid
Steriilsed pipetiotsikud (1000 pl)
Keeduklaasid (200-500 ml)

Jaa

2.2 Eriotstarbelised seadmed

(@)
(b)
(€)

Sugavkilmik (-20 °C)
Mikrotsentrifuug

Bunseni poleti
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(d)
()
(f)
(9)
(h)

Statiiv ja vOrk

Autoklaav

Plaadilugeja

Steriilsed Uhekordsed plastiksustlad (1-5 ml)

Mikrotsustiini ELISA komplekt

2.3 ToOO0 kaik

2.3.1 Proovide ettevalmistamine

(@)

(b)
(€)

(d)

Votke mikrotsustiinide ELISA proovid (SOP_TOXIC_UDU_02F) ja
Idhkuge sinivetikate gaasivakuoolid taidetud proovindud vastu
lauda lutes. Selle asemel vdib proovi tbmmata ka steriilsesse
plastiksUstlasse, parast seda sustlaots suletakse ning paar-kolm
korda tommatakse sustlakolbi tagasi ja lastakse lahti.

Tsentrifuugige 10,000 g juures 5..10 minutit.

Steriilseid pipetiotsikuid kasutades eemaldage supernatant ja viige
mikrotsentrifuugikivetti.

Graanuleid ja supernatanti v8ib enne anallitsi sailitada -20°C
juures.

2.3.2 Mikrotsustiinide ekstraheerimine granuleeritu d sinivetikatest

(@)

(b)

(€)
(d)

Kui  proov on kilmutatud, siis laske sellel soojeneda
toatemperatuurini.

Kuumutage bunseni pdletit, statiivi ja vorku kasutades 100..300 ml
Milli-Q vett keemiseni.

Suspendeerige graanul uuesti 200 ul vees.

Sulgege mikrotsentrifuugikiiveti kaas ning paigutage kuvett 60
sekundiks keevas vesivannis olevasse statiivi.

(e) Jahutage kuvett jaaga ja tsentrifuugige 10000 g juures 5..10

minutit.

2.3.3 Microtsustiini ELISA analtiis

(@)

Analluusige punktide 2.3.1(c) ja 2.3.2(e) kohaselt saadud
supernatanti tootja juhendite jargi.



64

3 Kirjandusviited

Metcalf, J. S., Codd, G. A. Microwave oven and boiling waterbath extraction of
hepatotoxins from cyanobacterial cells. FEMS Microbiol. Lett. 184,
241-246 (2000).

Metcalf, J. S.,Codd, G. A.: Analysis of cyanobacterial toxins by immunological
methods. Chem. Res. Toxicol. 16, 103-112 (2003).



Annex:

Ulevaade tavaliste mage- ja rimveesinivetikate tok  siinidest
Jussi Meriluoto, Abo Akademi Ulikool, Turu, Soome
Toksiin Kdige Struktuur Toksiline toime ja Murgisus Tervisekaitse Piirnormid Bio- Tadpilised
tavalisemad sihtorganid aspektid akumulatsioon skriining- ja
produtseerijad analuisi-
(nimekiri pole meetodid
16plik,
liigid/tlved on
suure
muutlikkusega)
Mikrotsustiinid Microcystis, Tsukliline Maksatoksiinid, Enamike MC LDsp on | Pikaajaline WHO ajutine Bioakumulatsioon ELISA, HPLC-
(MC) Planktothrix, heptapeptiid inhibeerivad 50-300 pga/kg (hiired, | kokkupuude sihtvaartus 1 pg/l nait. limustes ja DAD, LC-MS(-
Anabaena, ebatavaliste proteiinfosfataas 1 intraperitoneaalselt), joogivee kaudu MC-LR jaoks kalamaksas, voib MS),
Nostoc aminohapetega- and 2A, suukaudne toksilisus | (JV), kokkupuude joogivees (tihti esineda saastunud | proteiinfosfataasi
(Adda), tle 80 kasvajapromootorid, on vaiksem. suplemisel, télgendatakse koigi veega kastetud inhibeerimistest
variandi vahemalt MC-LR on tavaline eutroofses | MC sihtvaartusena), taimedes.
potentsiaalne magevees, terrorismivastased HPLC-pdhine
inimkantserogeen Tavaparasest Bigusaktid standardmeetod:
joogivee ISO 20179:2005
kaitlemisest ei
piisa, keemiliselt
plsiv.
Nodulariinid Nodularia Tsukliline Maksatoksiinid, Enamike Nod LDsp on | Ldanemeres Ehkki ametlikku normi | Bioakumulatsioon ELISA, HPLC-
(Nod) pentapeptiid inhibeerivad 50-300 pg/kg (hiired, | tavaline, pole, vdib vajalikuks ndit. limustes, DAD, LC-MS(-
ebatavaliste proteiinfosfataas 1 intraperitoneaalselt), kokkupuude osutuda saastunud kalamaksas ja MS
aminohapetega and 2A, suukaudne toksilisus | suplusvee kaudu, mereandide tarbimise | hahkade maksas proteiinfosfataasi
(Adda), umbes 10 | kasvajapromootorid, on vaiksem. keemiliselt pusiv. piiramine. inhibeerimistest
varianti vahemalt Nod-R on
kantserogeenne.
Tsulindro- Cylindro- Tsukliline liitunud | Rakumurgid, Tsulindrospermopsiini | Pikaajaline Tsulindrospermopsiini | Mdningad t6endid ELISA, HPLC-
spermopsiinid spermopsis, uratsiilitsiikliga kahjustavad paljusid LDso on 2,1 mg/kg, kokkupuude JV sihtvaartus pakutakse DAD, LC-MS-MS
(Cyn) Aphanizomenon, | guanidiinalkaloid | siseorganeid (maksa, | (hiired, kaudu, 1 pg/l (Falconer et
Anabaena neerusid, harkelundit, | intraperitoneaalselt, kokkupuude al.)

siidant) parsivad
valgusiinteesi, DNA

24 tunni jooksul)

suplusvee kaudu,
esineb




Toksiin Kdige Struktuur Toksiline toime ja Murgisus Tervisekaitse Piirnormid Bio- Tadpilised
tavalisemad sihtorganid aspektid akumulatsioon skriining- ja
produtseerijad analuisi-
(nimekiri pole meetodid
16plik,
liigid/tived on
suure
muutlikkusega)
kahjustused rakuvalisena,
keemiliselt plsiv
Anatoksiin-a, Anabaena, Sekundaarne Narvimurk, jaljendab LDso 200-250 pg/kg Kokkupuude Terrorismivastased HPLC-DAD, LC-
homoana-toksiin- | Aphanizomenon, | amiin, madala narvisiinapsides (hiired, suplusvee kaudu Bigusaktid MS-MS,
a Planktothrix, molekulmassiga atsetuulkoliini toimet, intraperitoneaalselt) (looduslikus vees gaaskromato-
Oscillatoria alkaloid kuid ei htidrolutisu laguneb kiiresti (JV sihtvaartuseks on graafilised
mittetoksilisteks pakutud 3 pg/l) meetodid
Uhenditeks)
Anatoksiin-a(S) Anabaena Fosfororgaaniline | Narvimirk, blokeerib LDso 20 ug/kg (hiired, | Kokkupuude LC-MS-MS
Uhend atsetilulkoliinesteraasi | intraperitoneaalselt) suplusvee kaudu
Saksitoksiinid Anabaena, Karbamaat- Narvimirk, blokeerib Saksitoksiinide LDsg Kokkupuude Brasiilias JV piirnorm: | Hasti on teada Keerukas HPLC
(tuntud Aphanizomenon, | alkaloidid erineva | narvikiudude 10 pg/kg (hiired, suplusvee kaudu, 3 ug/l akumuleerumine derivatiseerimise
merenduslikus Cylindro- sulfaatimisastmel, | naatriumikanalid intraperitoneaalselt.) akumuleerumine merekarploomades | ja fluorestsents-
kontektis kui spermopsis mdned merekarploomades | Normeeritud detekteerimisega,
paralldtilised dekarbamouil- voib pbhjustada mdnedes LC-MS-MS
karploomamdirgid | Merelised variandid surmavat mereandides (EL: 80
(PSP) vaguviburilised Ule 20 variandi, murgistust u1g / 100 g karbilihas)
kuid koik ei esine
sinivetikates Terrorismivastased
Oigusaktid
Keemiarelvade
konventsioon
Beeta-N-mettil- | K&ik Aminohape Narvimirk, Krooniline mirgisus Pikaajaline Teada on HPLC h
amino-L-alaniin sinivetikad??? seostatakse (vaidlusalune) kokkupuude JV akumuleerumine fluorestsents-
(BMAA) krooniliste kaudu troopilises detektoriga
degeneratiivsete toiduahelas péarast
narvihaigustega (Nostoc'’i simbiont, | derivatiseerimist,
(ALS, Alzheimer) palmiseemned, LC-MS-MS
nahkhiired, ...)
Lipopoli- Kaik sinivetikad Lipiidsed- Arritajad, palavik, Kasitletakse Kokkupuude LPS- Limulus
sahharidid (LPS, sahhariidi- seedekulgla mittesurmavana iga v6ib amoebocyte

endotoksiinid)

struktuurid Gram-
negatiivsete
bakterite

vaevused, allergiline
reaktsioon.

véimendada teiste
murkide mdju

lysate test (LAL)
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Hepatotoxic microcystins and nodularins

Microcystin-LR (6) D-Glu (iso) (7) N-methyldehydroAla
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(3) D-erythro--methylAsp (iso)

©+ cyclic form: critical for toxicity

Over 80 known microcystins, ca 10 known nodularins. Hepatotoxins, protein
phosphatase 1 and 2A inhibitors, tumour promoters

Carcinogens? International Agency for Research on Cancer 2006: Microcystin-LR is
possibly carcinogenic to humans (Group 2B).
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Acute neurotoxins: anatoxin-a, anatoxin-a(S), saxitoxin family; chronic neurotoxin: BMAA

Cytotoxins: cylindrospermopsin family



Overview of common freshwater and brackish-water cy

Jussi Meriluoto, Abo Akademi University, Turku, Eind

anobacterial toxins

Toxin Most common Structure Toxic action Toxicity Public health Guidelines Bioaccumulation Typical
producer genera and target concerns screening and
(not exclusive, organs analytical
great variation in methods
species/strains)
Microcystins | Microcystis, Cyclic Liver toxins, LDso for Longterm WHO Bioaccumulate in ELISA, HPLC-
(MC) Planktothrix, heptapeptide | inhibit protein most MCs ca | exposure via provisional e.g. shellfish and DAD, LC-MS(-
Anabaena, with unusual | phosphatases 1 | 50-300 ug drinking water guideline 1 pg fish liver, and may | MS), protein
Nostoc amino acids | and 2A, tumour kg'1 (mouse, | (DW), recreation | per litre for be present in phosphatase
(Adda), promoters, at i.p.), oral exposure, microcystin-LR plants irrigated by | inhibition assay
>80 variants | least MC-LR toxicity common in in drinking water | contaminated
possible human | weaker eutrophic (the guideline is | water Standard HPLC-
carcinogen freshwaters, often interpreted based method:
traditional as total ISO 20179:2005
drinking water microcystin),
treatment is anti-terrorism
inadequate, legislation
chemically
stable
Nodularins Nodularia Cyclic Liver toxins, LDsg for Common in the Although not Bioaccumulate in ELISA, HPLC-
(Nod) pentapeptide | inhibit protein most Nods Baltic Sea, officially e.g. shellfish, fish DAD, LC-MS(-
with unusual | phosphatases 1 | 50-300 pg recreational regulated, it may | liver and eider MS), protein
amino acids | and 2A, tumour kg'1 (mouse, | exposure, be necessary to | (bird) liver phosphatase
(Adda), ca promoters, at i.p.), oral chemically limit the intake inhibition assay
10 variants least Nod-R is toxicity stable of contaminated
carcinogenic weaker seafood
Cylindro- Cylindro- Cyclic Cytotoxins, LDso for Longterm Guideline 1 pg Some evidence ELISA, HPLC-
spermopsins | spermopsis, guanidine damage many cylindro- exposure via per litre for DAD, LC-MS-MS
(Cyn) Aphanizomenon, alkaloid with | internal organs spermopsin DW, recreational | cylindro-
Anabaena an attached (liver, kidney, 2.1 mg kg™ exposure, spermopsin in
uracil ring thymus, heart) (mouse, i.p., | presentin drinking water
inhibit protein 24 h) extracellular advocated by

synthesis, DNA
damage

form, chemically
stable

Falconer et al.




Toxin Most common Structure Toxic action Toxicity Public health Guidelines Bioaccumulation Typical
producer genera and target concerns analytical
(not exclusive, organs methods
great variation)
Anatoxin-a, Anabaena, Secondary Neurotoxic, LDsg 200- Recreational Anti-terrorism HPLC-DAD, LC-
homoana- Aphanizomenon, amine, low mimic the effect | 250 pg kg™ exposure legislation MS-MS, GC
toxin-a Planktothrix, molecular of acetylcholine | (mouse, i.p.) | (but degrades methods
Oscillatoria weight in nerve rapidly to non- (DW 3 ug I* has
alkaloid synapses but is toxic in natural been suggested)
not hydrolysed waters)
Anatoxin- Anabaena Organo- Neurotoxic, LDso 20 pg Recreational LC-MS-MS
a(s) phosphate anticholin- kg'1 (mouse, | exposure
esterase i.p.)
Saxitoxins Anabaena, Carbamate Neurotoxic, LDso 10 pg Recreational Brazil/DW: Well-known to Complicated
(known as Aphanizomenon, alkaloids block sodium kg™ (mouse, | exposure, 3uglt accumulate in HPLC with
paralytic Cylindro- with different | channels in i.p.) for accumulation in marine shellfish derivatisation and
shellfish spermopsis sulphation nerve axons saxitoxin marine shellfish | Regulated in fluorescense
poisons, degrees. can cause lethal | some seafood detection, LC-MS-
PSPs, inthe | Marine Some poisonings (EU: 80 pg / 100 MS
marine dinoflagellates decarbamoyl g mussel meat)
context) variants.
>20 variants, Anti-terrorism
but not all legislation
are present
in cyano- Chemical
bacteria Weapons
Convention
Beta-N- All Amino acid Neurotoxic, Chronic Long-term Known to HPLC with
methyl- cyanobacteria??? associated with toxicity exposure via bioaccumulate in fluorescence
amino-L- chronic (debated) DwW a tropical food detector after
alanine degenerative web (Nostoc derivatisation, LC-
(BMAA) nerve diseases symbiont, cycad MS-MS
(ALS, seeds, bats, ...)
Alzheimer)
Lipopoly- All cyanobacteria | Lipid-sugar Irritants, fever, Regarded as | Exposure to Limulus
saccharides structures in | gastrointestinal non-lethal LPS may amoebocyte
(LPS, cell walls of problems, potentiate the lysate assay (LAL)
endotoxins) Gram neg. allergenic efffects of other
bacteria responses toxins




Sinivetikatoksiinide anallusi meetodid

Lisa Spoof, Abo Akademi Ulikool, Turu, Soome

Meetod Uuritavad | Spetsii- Tadpiline Hind Koolitus- Kasutusotstarve Mdédodetav Pdhilised puudused ommentaarid
toksiinid filisus tundlikkus vajadus parameeter
Eluskatsed hiirtega “Koik" Vaike LDso MC, Nod Keskmine | Keskmine | Skriining Toksiline Kiiretoimelised 1980-ndatel kasutati
ageda- 25-300 ug kg'1 intraperitoneaalne narvimurgid voivad sageli. Tanapaeval
toimelised LDso C}/n 2.1 (i.p.) toime varjata kasutatakse
mirgid mg kg~ imetajatesse hepatotoksiinide tstianotoksiinide puhul
LDso Anatoksiin- esinemist. harvem, kuna on olemas
a200 ug kg'1 Ebaeetiline, vajalik paremad meetodid.
LDio Stx 10 ug luba
kg™ (i.p.)
Eluskatsed “Koik" Vaike pg/ml Madal Vaike Skriining Toksiline toime Ebakindlus Nait. Artemia eluskatse,
selgrootutega ageda- kontsentratsioon selgrootutesse tokslilisuse pdhjustaja | Thamnotox komplekt
toimelised (Artemia) ja toimemehhanismi
murgid suhtes
Proteiinfosfataasi MC, Nod Suur 0.2-1 pgl/l Madal Keskmine | Skriining Murgisus V6ib esineda teisi Kolorimeetrilised,
inhibeerimistest (PPIA) kolorimeetrilise spetsiifilise proteiinfosfataasi fluoromeetrilised ja
meetodiga, proteiinfosfataasi (1 | aktiivsust péarssivaid radiomeetriclised
voéimalik vBi 2A) suhtes Uhendeid; reaktiivide meetodid
loodusliku vee séilitusaeg piiratud
vahetu analtiis
Ensiimne MC, Nod, | Suur 0.1 po/l, Keskmine | Véike Skriining/ Teatud klassi Mitmesugused Kdige populaarsem
immunosorbenttest Stx and vBimalik Analiits kuuluvate toksiinide | mikrotsustiinide skriiningmeetod.
(ELISA) Cyn loodusliku vee Uldkoguse ristuvad reaktsioonid Kaubanduslikud
vahetu analliis maaramine. mdjutavad komplektid kahel kujul:
kvantifitseerimist katsutid ja 96-auguliste
plaatidena
Kérgrdhuvedelik- “Koik” Suur ng suurusjark Keskmine | Keskmine | Anallius Individuaalsete Vaja on autentseid MC méaéaramiseks on ISO

kromatograafia (HPLC)
ultraviolett- voi
fluorestsentsdetektoriga-

sisestatud
proovis

toksiinide
kvantitatiivne
maaramine, teatud
juhtudel véimalik
tundmatute
mikrotsustiinide
maaramine UV-
spektri jargi

standardeid.
Vaikesed toksiini-
piigid voivad
kooselueeruvate
lisandite tottu
méarkamata jaada.

standard 20179:2005.
Tuupiliselt
derivatiseeritakse
anatoksiin-a ja eriti Stx
fluorestsents-
detekteerimise
voimaldamiseks.




Meetod Uuritavad | Spetsii- Tadpiline Hind Koolitus- Kasutusotstarve Mdédodetav Pdhilised puudused  Kommentaarid

toksiinid filisus tundlikkus vajadus parameeter

Massispektro-meetriline | “K&ik” Suurim S6ltub Kdrge Suur Analysis Individuaalsete Vaja on autentseid Tadpiline on

vedelikkromato-graafia, kasutatavast toksiinide standardeid. elektropihustus-

LC-MS voi LC-MS-MS seadmest. VGib kvantitatiivne lonisatsiooni ionisatsioon (ESI). MS-
olla véimalik madaramine. parssimine voi MS ioonfragmendid
loodusliku vee vBimendamine vOivad vdimalikuks teha
vahetu analiits kooselueeruvate tundmatute toksiinide

maatriksi identifitseerimise.
komponentidega

mdjutab

kvantifitseerimist.

Abimaatriksiga “Koik” Suur S6ltub suuresti Kdrge Keskmine | Analuis Kvalitatiivne voi Off-line meetod, Allikajargne lagundamine

laserdesorptsioon- kasutatavast poolkvantitatiivne, piiratud tundmatute metaboliitide

ionisatsioon/ time-of- seadmest individuaalsete kvantifitseerimisvdime | identifitseerimiseks,
flight MS (MALDI-TOF toksiinide p6hineb ioonide

MS) esinemine fragmentatsioonimustritel.

Ohukese kihi “Koik” Keskmine | Optimaalsetes Madal Vaike Analliis Peamiselt Vajab autentseid

kromatografia (TLC) tingimustes MC kvalitatiivne standardeid,

10 ng laigu keeruliste provide
kohta analldsimine
raskendatud

Kapillarelektroforees “Koik” Suur Vérreldav Kodrge Suur Analiis Individuaalsete Tehnilised raskused Voéimalik optiline ja

(CE) HPLC-ga toksiinide seoses meetodi massispektromeetriline

esinemine tundlikkuse ja detekteerimine
kvantifitseerimisega | ndudlikkusega.

3-metoksiu-2-metuil-4- MC, Nod Suur Keskmine Keskmine | Suur Skriining/Analliis | MC ja Nod Aegandudev. Adda oksudatiivne

fentililbutaanhape, uldkoguse Adda mittetoksilised I6hustamine jargneva

(kvantifitseerimine madaramine. variandid v&i vaba kromatograafilise

MMPB-ga)

Toksiinistandardeid
pole vaja (ainult
MMPB standard)

Adda pdhjustab
Ulehindamist.

detekteerimisega.

Antx-a = anatoksiin-a, Cyn = tsilindrospermopsM@ = mikrotsistiin, Nod = nodulariin, Stx = sak$isiin




Methods for cyanobacterial toxin analysis

Lisa Spoof, Abo Akademi University, Turku, Finland

Method Target Specificity  |Typical Cost Need of Suitabie Measures Main downsides Dther comments
toxins sensitivity training for
Mouse bioassay | “All* Low LDso MC, Nod | Medium Medium | Screening | Mammalian toxicity Quick-acting Was used frequently in
acutely 25-300 pg kg'l through neurotoxins may the 1980s but now less
acting LDso C}/n 2.1 intraperitoneal route mask the frequently for cyanotoxins
toxins mg kg (i.p.) presence of as better methods have
LDso Antx-a hepatotoxins, become available
200 ug kg™ unethical, needs
LDso Stx 10 ug license
kg™ (i.p.)
Invertebrate “All* Low pug mi™ levels | Low Low Screening Invertebrate toxicity Uncertainty about | E. g. Artemia bioassay,
assays acutely (Artemia) the cause of toxic | Thamnotox kit
acting agent and
toxins mechanism
Protein MCs, Nods | High 0.2-1 ug I" for | Low Medium | Screening | Toxicity directed Other compounds | Colorimetric, fluorometric
phosphatase the against a specific inhibiting PP and radiometric assays
inhibition assay, colorimetric protein phosphatase | activity may be
PPIA assay, direct (1 or 2A) present in the
analysis of samples, limited
natural waters lifetime of
possible reagents
Enzyme-linked MCs, High 0.1pugl™, Medium Low Screening/ | Presence of total Different cross- Most popular screening
immunosorbent | Nods, Stxs direct analysis Analysis toxin from a specific reactivities of MCs | method. Commercial kits
assay, ELISA and Cyn of natural class with affect the in two formats: tubes and
waters quantitation quantitation 96-well plates
possible
High- “All” High ng levels per Medium Medium | Analysis Presence of Needs authentic MCs have an ISO
performance injection individual toxins with | standards. standard, number
liquid quantitation, UV Small toxin peaks | 20179:2005. Antx-a and
chromatography spectral based can be overlooked | especially Stxs are
with UV (or FL) detection of unknown | due to coeluting typically derivatised to
detection MCs may be possible | impurities enable fluorescence

detection.




Method Target Specificity | Typical Cost Need of | Suitabie Measures Main downsides Other comments
toxins sensitivity training for
Liquid “All” Highest Strongly Expensive | High Analysis Presence of Needs authentic Electrospray ionisation,
chromatography dependent on individual toxins with | standards. ESI, typical. MS-MS
- mass the instrument quantitation lon suppression or | fragmentation patterns
spectrometry, used. Direct enhancement by can make the detection of
LC-MS or LC- analysis of co-eluting matrix unknown toxins possible
MS-MS natural waters substances affect
may be quantitation
possible

Matrix-assisted "All" High Strongly Expensive | Medium | Analysis Qualitative or semi- Off-line technique, | Post-source decay for
laser desorption/ dependent on quantitative, limited quantitation | identification of unknown
ionisation time- the instrument presence of possibilities metabolites based on
of-flight MS, used individual toxins fragmentation patterns
MALDI-TOF MS
Thin-layer “All” Medium In optimal Low Low Analysis Mainly qualitative Needs authentic
chromatography conditions 10 standards,
TLC ng /spot MCs complex samples

difficult to analyse
Capillary “All” High Comparable to | Expensive | High Analysis Presence of Technical Optical and MS detection
electrophoresis, HPLC individual toxins with | obstacles related possible
CE quantitation to sensitivity and

robustness
3-methoxy-2- MCs, Nods | High Medium Medium High Screening/ | Detects total MCs Time-consuming. Oxidative cleavage of
methyl-4- Analysis and Nods. Non-toxic variants | Adda followed by
phenylbutyric No toxin standards of Adda or free chromatographic
acid, MMPB, needed (only MMPB | Adda lead to detection
guantitation standard) overestimation

Antx-a = anatoxin-a, Cyn = cylindrospermopsin, M@icrocystin, Nod = nodularin, Stx = saxitoxin
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