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ANOTACIJA

Mikotoksinu noteik§ana kaku bariba izmantojot AESH-MS/MS. Magistra darbs
uzrakstits latvieSu valoda, ta apjoms ir 43 lappuses. Darbs satur 20 attelus, 7 tabulas, 49
literatiiras avotus, 7 pielikumus.

Literatiras apskata veikts novertéjums par ergota alkaloidu un citu plasak izplatito
mikotoksinu klasifikaciju, to ietekmi uz civéku un dzivniecku organismu. Apskatitas vairakas
analizes metodes mikotoksinu noteikSanai, padzlinati izpétita Skidruma hromatografijas un
masspektrometrijas metodes. Eksperimentalaja dala veikta 20 sausas kaku baribas paraugu
analize, noteiktas 8 ergota alkaloidu un 8 citu mikotoksinu koncentracijas. Paraugi analize ir
veikta, izmantojot AESH-MS/MS metodi.

ERGOTA ALKALOIDI, MIKOTOKSINI, HROMATOGRAFIJA,
MASSPEK TROMETRIJA, KAKU BARIBA



ABSTRACT

Mycotoxin determination in cat food using HPLC-MS/MS. The master’s thesis is
written in Latvian, it consists of 43 pages. It contains 20 figures, 7 tables, 49 references, 7
attachments.

The theoretical part of the master’s thesis contains information about the classification of
ergot alkaloids and other mycotoxins, their impact on human and animal health and some
pharmaceutical uses. A review of multiple mycotoxins analysis methods with a focus on
chromatographic and mass spectrometric methods was performed. In the experimental part 20
samples of dry cat food were analysed with the HPLC-MS/MS method, 8 ergot alkaloids and 8
other mycotoxins were determined.

ERGOT ALKALOID, MYCOTOXINS, CHROMATOGRAPHY, MASS
SPECTROMETRY, CAT FOOD



SATURS

APZIMEJUMU SARAKSTS ..ottt 5
FEVADS et 5
1. LITERATURAS APSKATS ..ottt ssssesssessssnsenes 7
1.1.  Kakubaribas KIasifiKacCija ........ccouerviiiiiiiiiiiciciee e 7
1.2. Mikotokstnu un EA 1€dallJums ........cccveiiiiiiiiiiiiiiie i 8
1.3.  MikotoksTni majdZIvnieku bariba ...........cceeviiiiiiiiiiiiese e 14
1.4,  EA noteik8anas metodes .........ccceiiiiiiiiiiiiiiiie e 18
1.5. MikotoksTnu noteikSanas mMEtOES .........cocvervirvirieriiiiiiiese e 20
2. EKSPERIMENTALA DALA .......cc.cooiitiiiiicete ettt 22
2.1,  Izmantotd aparatliira UN TEAZENLEL c..uuierieriereertestesiesiesreesteseeste e stesresressee e seessesresseenens 22
2.2. Materiali un izejvielas, SkTdumu pagatavoSana............ceecvvrveriiircnieseenesee e 23
2.3.  Paraugu SagatavOSaNa .........ccciiiiiiiiiiiiie i 25
2.4, AESH-MS/MS metodes apStAKI .......c.evevreveieiciciieeiese e, 26
3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS .........cccooiiiiiiiiiee e 28
SECINAJUMI .......cooitiiiiiiiiiieiiee ettt ettt n ettt 38
IZMANTOTA LITERATURA ..ottt 39
PIELTKKUMI ..ot 45



EA
DON
OTA
DNS
RNS
ZEA
EFSA
TDI
TWI
PMTDI
LDso
NOAEL
LSD

AESH-MS/MS

PSH
AESH
UAESH
AESH-MS
GH-MS
C18
ELISA
TOF

LOD

FB1

FB2
AESH-FD

APZIMEJUMU SARAKSTS

Ergota alkaloids;
Deoksinivalenols;
Ohratoksins A;
Dezoksiribonuk lemskabe;
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Lizerginskabes dietilamids;

Skidrumu hromatografija — tandéma masspektrometrija;
Planslana hromatografija;
Augsti efektiva Skidrumu hromatografija;
Ultra augsti efektiva Skidrumu hromatografija;
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Oktadecilsilikagels;
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Nolidojuma laika masspektrometrija;
Zemaka detekteéSanas robeza;
Fumonizins Bs;

Fumonizins B2;

Augsti efektiva skidrumu hromatografija ar fluorescences detektoru.



IEVADS

Termmns “mikotoksins™ radas 1962. gada, pec krizes netalu no Londonas, kur boja gaja
vairak ka 100000 fitaru. STmasveida izmirSana tika sasaistta ar zemesriekstu miltiem, kuri bija
piesarnoti ar Aspergillus flavus sénes sekundarajiem metabolitiem. Tas lika pé&tnickiem sakt
apspriest ari citu sénu metabolitu potencialo bistamibu veselibai.®

Kakis ir viens no popularakajiem majdzivnickiem Eiropa. 2020.gada bija noteikts, ka ap
110000 kaku tiek tureti ka majdzvnieki, tas nozZimé, ka kakis dzivoja katra treSaja gimene.?
Lielaka dala majas kaku ikdiena tiek baroti ar sauso baribu, Latvija ir pieejamas daudz, dazadas
kvalitates un cenu kategorijas sausas baribas. Ta ka dzivnieku barba biezi tiek pirkta lielakos
iepakojumos majdzivnieki no vienveidigas baribas partiek ilgaku laiku, ja konkrétaja baribas
sérija vai iepakojuma ir paaugstinats mikotoksinu saturs, dzivnieks ir paklauts hroniskai
mtoksikacijai, kas var novest pie ilgtermina veselibas problemam vai pat naves. Majdzivnieku
baribas galvenas sastavdalas parasti ir graudaugi vai kukuriiza un to blakusprodukti un rieksti,
kas rada bazas par plasa spektra mikotoksinu klatbttni. Attiecigi mikotoksinu saturs dzivnieku
barba var izraist nopietnas veselibas problemas majdzivniekiem, kas rada emocionalus
pardzivojumus dzivnieka saimniekam.

Saja magistra darba ergota alkaloidu un citu mikotoksinu noteikSanai kaku sausaja barba

tika piclietota AESH metode ar tandéma kvadrupola masspektrometriju.

Darba meérkis: izpétit ergota alkaloidu un citu mikotoksinu izplatibu kaku baribas
paraugos.
Darba uzdevumi:

e lepazties ar ergota alkaloidu un citu mikotoksu klasifikaciju un izplatibu
e lepazities ar paraugu sagatavoSanas un analizes metodém
e Veikt eksperimenta planosanu

e Veikt 20 kaku barbas paraugu analizi



1. LITERATURAS APSKATS

Literatiiras apskata apkopota informacija par ergota alkaloidu un citu mikotoksinu ietekmi

uz cilveku un dzivnieku veselibu, ka ar apskatitas vairakas to noteikSanas metodes.

1.1. Kaku baribas Kklasifikacija

Lielaka dala dzivnieku baribas razotaju veic izejvielu analizes, un gala produktu termiski
apstrada vai iepako labi noslegta iepakojuma, ka ari veic stabilitates pe€tjumus, lai parliecinatos
par sarazota produkta kvalitati. Majdzivnieku bariba iedaldas 3 grupas — sausa bariba, mitra
bariba un dalgji mitra bariba. Sausas barbas sastavdalas tiek homogeniz@tas, samaisitas,
apstradatas ar tvaiku, spiedienu (34 -37 atm) un temperatiru (100 — 200 °C) un talak tiek
sadalitas noteiktas formas un izméra gabalos. Gala produkta mitruma saturs ir 8 idz 10 %.3

Mitra bariba jeb konservi satur no 60 lidz 87 % mitruma. Mitras baribas izejvielas tick
samaltas, samaisttas, termiski apstradatas un hermétiski iepakotas. Talak Sie iepakojumi tiek
sterilizéti augsta temperatira.> Mitras baribas ka dzZivnicku izcelsmes izejvielas tiek izmatotas
dzivnieku dalas, kas paliek pari no civéku partikas produktu razoSanas, piemeram, aknas,
nieres vai plauSas. Mitras baribas razoSanai médz izmantot ari dzivnieku muskulu galu.
Dzivnieku baribas razotnés Sis sastavdalas parasti piegada svaigd vai saldéta veida. Talak Sis
sastavdalas tiek sasmalcinatas, tiek pievienoti augu izcelsmes produkti, pieméram, kukuriiza,
kviesi, zrni, tiek pievienotas ar ellas, vitamini, mineralvielas, darzeni un tdens. legiita masa
tick samaisita un forméta noteiktas formas un liecluma gabalos. Talak bariba tiek iepakota un
karséta, péc karséSanas produkts tick atdzeséts un markéets.*

Dalgji mitra barba satur 25 idz 35 % mitruma, tadé] $ada veida barba i lielaka iesp&ja
veidoties pelgjumam. Optimalie pelgjuma veidoSanas apstakli ieklauj p@c iesp&jas augstaku
gaisa mitrumu. Temperatira ir atkariga no pelgjuma tipa, pieméram, optimala Aspergillus
augSanas temperatira i 24-35 °C, Penicillum 18-32 °C savukart Fusarium augSanas un
mikotokstnu augstakais temps novérojams 4-15 °C.°Dalgji mitras baribas raZoSanas process ir
lidzigs sausas baribas razoSanas norisei. Izejvielas dzivnieku baribai tick izvéletas ta, lai gala
produkts sp&tu nodrosinat minimalas uzturvielu prasibas dzivnieku fiziologiskajam stavoklim

un dzives posmam.®



1.2. Mikotoksinu un EA iedalijums

Mikotoksini ir dabigi dazadu pelegjuma s€nu sekundarie metaboliti, kas var kaitét gan

citvéku, gan dzivnieku veselibai tos apédot. 1.1 att€la redzams mikotoksinu iedaljums.
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AflatoksTni i indiga substance, ko rada pelejuma sénites. Sie toksini var radit nopietnas

1.1.att. Mikotoksinu iedalijums °

veselbas problemas cilvekiem un dzZivniekiem. Pasaule gada lakka aptuveni 25 % no
kultiraugiem iznicina aflatoksinu dél.

Divas radniecigas sénes galvenokart rada aflatoksinus — Aspergilus flavus un A.
Parasiticus. Daba ir sastopami vairak ka 14 veidu aflatoksinu, tacu 4 no tiem - Ba; Bz; G1; G2
(skat. 1.2. att.) r atzti par veselibai bistamiem cilvékiem un dzivniekiem. Aflatoksini ir
potenciali kancerogéni un ilgtermina vai hroniska ekspozicija var ietekmét visu organu

sisttmas, pasi aknas un nieres, genotoksiski. Lielas devas var izraisit akitu saindé$anos.’
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1.2.att. Aflatoksinu B1, B2, Gi, G; struktarformulas 8

DON (skat. 1.3. att.) galvenokart rodas no Fusarium graminearum sénes, kas biezi inficé
kukurtizu, kvieSus, auzas, miezus, risus un citus graudaugus to augSanas vai glabaSanas laika.
DON dzivniekiem un cilvekiem izraisa akiitu wlaicigu nelabumu, vemSanu, caureju, sapes
veédera, galvassapes, reiboni un drudzi. Viena no galvenajam DON ipaSibam ir ta stabilitate
augstas temperataras (170 - 350°C), tapéc no ta nav iesp&jams atbrivoties kars€jot. DON ir

Odent $kistoSs un ta koncentraciju var nedaudz samazinat partikas produktus varot, jo dala

iz8kist un paliek tGdeni Lielas DON devas var izraistt Soka veida navi, LDsp pelem svarstas no
49 lidz 70 mg/kg® TDI cilvekiem ir pielidzinats TDI pelem, kas ir 1 ugkg kermena svara,

NOAL kakiem noteikts 6 mg DON/kg baribas.*?
H

,OH
HaC y

N c,':H2 CHs

OH

1.3.att. DON struktiirformula®

Fumonizini ir dabigi toksini, kas rodas no vairaku sugu Fusarium séném, galvenokart no
Fusarium verticillioides un Fusarium proliferatum séném. Ir zmami vairaki veidi $o
mikotoksinu, bet fumonizini Bi, B2 un B3 ir biezak sastopami partika. Fumonizins Bi tiek
saistits ar nelabveligu ietekmi uz dzivnieku aknam un nierém, T noveérota ietekme uz
reproduktivo sistému cikam un truSiem un jaundzimuSo kroplbas pelem.!! TDI pelem ir 1
ug/kg kermena svara.!?

OTA (skat. 1.4. att.) galvenokart rodas no Aspegillus ochraceus, Aspegillus niger,
Aspegillus carbonarius un Penicillium verrucosum séném, un to var atrast dazados produktos,
sakot ar kukuriizas izstradajumiem, zavétiem augliem [idz vinam un kafijai OTA izraisa

nefrotoksicitati un nieru audz€jus dazadam dzivnieku sugam. Toksiska iedarbiba uz cilvéka
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organismu nav pietickami izpétita, tacu 1 pieradta OTA toksicitate un kancerogenitate
dzivniekiem. OTA ir kimiski stabils savienojums, tad€l parasta partikas apstrade nemazina ta

daudzumu partika un dzerienos.*® TWI noteikts 120 ng’kg kermena svara.l*

o}
Il

OH o

C—OH

o}

CH,

Cl

1.4.att. OTA Kimiska struktiirformula ©

Tremorgénu mikotoksini iedalas divas apaksklases, kas iedarbojas uz centralo nervu
sisttmu. Pirma apaksSklase i mikotoksini, kas izraisa paralizi un elpoSanas apstaSanos,
pieméram, citreoviridins. Otra tremorgénu mikotokstnu apaksklase izraisa trici. Tremoggni ir
indola — diterpéna alkaloidi.

Citreoviridins ir atrodams Azijas risos un ASV kukuriiza, ir aizdomas, ka tas Japana un
Kma cilvekiem izraisa hdzigu saslimSanu beriberi slimibai, kas ir tiamina jeb Bl vitamina
trikums, kas izraisa gremoSanas metabolisma un nervu sist€mas trauc&jumus.t®

Citrintnu  producé vairakas s€nu Penicillium un Aspergillus sugas. Citrininu saista ar
dzelteno risu kaiti Japana. Citrinins ir nefrotoksisks visiem dzivniekiem ar kuriem i veikti
eksperimenti, ta akiita toksicitate katrai dZivnieku sugai ir atSkiriga. LDso pillem i 57 mg/kg,
vistam — 95 mg/kg un truSiem — 134 mg/kg. Citrinins kopa ar OTA darbojas sinergiski un nomac
RNS sintézi pelu aknas.b

ZEA i nesteroidals estrogenisks mikotoksins, ko rada vairakas Fusarium sénu sugas.
Kukuriiza un graudaugos augSanas laka Sis mikotoksins ir sastopams mazos daudzumos, tacu
ta koncentracija picaug glabasanas laika, ja gaisa mitrums ir 30 — 40 %. P&tjumos, kas veikti

ar cikam pieradis, ka zearalenons vairak ietekmé sievieSu reprodukfivo sistému, neka virieSu.1®

Ir noteikts TDI ciikam, kas tiek attiecinats ari uz cilvekiem - 0,25 pg/kg kermena svara.!’

T-2 un HT-2 tokshi pieder pie trihotecénu savienojumu grupas (skat. 1.5. att). Sie
savienojumi var samazinat kermena svaru, izraisit reproduktivas sist€mas problémas gan
cilvekiem, gan dzivniekiem, var radit dermatitu tie$sa saskar€ ar adu. Kaki ir loti jlifigi pret Siem
toksiniem 18, tomér nav noteiktas NOAEL vai TDI kakiem. EFSA ir noteikusi TDI cilvékiem

T-2 un HT-2 toksinu summai — 100 ng’kg kermena svara.!®
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1.5. att. T-2 un HT-2 toksinu struktiirformulas °

Patulins rodas no vairaku veidu séném, lai gan tam pienmit antibakterialas ipasibas tas ir
toksisks augiem un dzZivniekiem. Patulinu var atrast nefermentétas abolu sulas. Misdienas nav
informacijas par saindéSanas gadijumiem, kas biitu tieSi saistiti ar patulinu. PMTDI noteikts 0,4

ugkg kermena svara.4

EA raksturojumi. EA ir mikotoksini, ko razo sénes no Claviceps gnts. Eiropa
visizplatitaka i Claviceps purpurea suga, S§is sénes parasti skar kultivéjamas graudzales,
pieméram, rudzus kvieSus, tritkkali, mieZzus, prosu un auzas.2% Sis sénes aizvieto graudu seklas
veidojumu - sklerociju ar cietu sénu mic€liju, ko sauc par ergotu jeb melno graudu. Ergoti var
bt briina vai violeti melna krasa un satur EA (skat. 1.6. att.). Sénes auga nokliist no augsnes ar
vEja un lietus palidzbu. Sénes no auga ieglist uzturvielas, lai nodrosinatu augSanu un izplatitos
talak. Melnie graudi tiek novakti kopa ar razu un, ja tie netiek atlasiti, nonak cilvéku un

dzvnieku partika.?!

E "

¢) //(c ronoedi  claves, 626
1.6. att. Rudzu varpa ar ergotiem 2! 1.7. att. Ergolina struktarformula 2°
EA iIr indola savienojumi, kas ir biosintétiski atvasinati no L-triptofana un parstav lielako

daba, atrodamo slapekla séniSu metabolitu grupu. Graudu ergoti satur apméram 0,15 % - 0,5 %
11



alkaloiddu, no kuriem mediciniski lietderigos alkaloidus iedala 2 grupas: tdeni SkistoSo
aminoskabju atvasinajumi (aptuveni 20% no visu alkaloidu satura) un fideni neskistoSo peptidu
atvasinagjumi. Liela dala ergota alkaloidi ir tetracikliska gredzenu sisttma (skat. 1.7. att.) ar

trividlo nosaukumu ergolins. EA iedala 4 apaksgrupas (skat. 1.8. att).?!

Klaviniun6,7- |

sekoergoléni
!

Vienkarsi |
lizerginskabes
atvasinajumi |

I
Ergota alkaloidi - —
Eropeptina |
alkaloidi - ciklola
EA |

[ Ergopeptima |
alkaloidi -
laktamaEA |

1.8. att. Ergota alkaloidu strukturalais sadalijums 2!

EA ietekme uz cilveku un dzivnieku organismu. Sand€Sanos ar ergotiem sauc par
ergotismu. Ergotisms ir viens no vissenak noverotajam mikotoksikoz€m. Pirma dokument&ta
ergotisma epidémija notika 944.— 945. gada pirms miusu &ras, aptuveni 20000 cilvéku Francija
nomira no saindéSanas ar ergotiem, 50 gadus velak vel 40000 cilveku gaja boja §1 pasa iemesla
déL21

Vesturiski smagaka saindéSanas ar EA tiek saistta ar ekstremitdSu gangrénu vai savadu
uzvedibu, kas saistita ar lizerginskabes diamidiem hdzigam vielam. Ka arTaborti, nedZzivu bérmu
dzimSana, nespg€ja razot pienu jaundzimuSo matém (agalaktija) ir novérota péc saindéSanas ar
EA, kas speciali vai dzives apstaklu de] ir spiestas &st sliktakas kvalitates partiku.??

Viduslaikos saindéSanos ar EA dév€ja par “Sv. Antonja uguns slimibu”, §i slimibas
simptomi atbilst EA saindéSanas simptomiem, pieméram, degosas adas sajita, sajuta ka zem
adas r kukami, roku un kaju gangréna. 1690. gados iesp&jama sainde€Sanas ar ergota
alkaloidiem tiek saistita ar raganAm un raganu tiesaSanu Salema, Masacusetsa. Ergotamins ir
dala no lizerginskabes dietlamida jeb LSD.?3

Saindésanas ar EA biezak notiek pe&c veésam, mitram ziemam, kam seko silts pavasaris.
Saindésanas ar EA, kas izraisa gangrénu, biezak ir sastopama Eiropas rietumu dalas valstis.
Misdiendas ir samazinajies risks cilvékiem saindéties ar EA, tomér dzivniekiem saindéSanas

risks vél joprojam ir augsts.?*
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In vivo pétijumos attieciba uz akiitu toksiskumu LDso vertiba ir svarstiga atkariba no
dzivnieku sugas un EA. Zurkam, pelém un truSiem LDso ir robezas no 0,9 idz 275 mg/kg
kermena svara, trusi i visuznémigakie pret EA, LDso ir 0,9 idz 3,2 mgkg. SaindéSanas ar EA
izraisa neirotoksicitati, muskulu vajumu, trici un stivamu, zurkam tika noverota gangréna astes
péc ergokristtna, ergokriptina un ergokornina injicéSanas.?*

Majlopiem smags ergotisms izpauzas ka audu nekroze ausu galos, asté, kas biezi noved
lidz astes zaud€Sanas, sliktakos gadfjumos var sakties nagu audu nekroze, kas noved pie nagu
zaudéSanas, un visbiezak ari ar naves. EA ietekm@ ari asinsriti, saindeéSanas ar EA var izraisit
asinsrites samazinaSanos ekstremitates, kas var izraistt ttsku vai trombozi, kas talak var novest
lidz audu zaud@Sanas ja majlops netiek parvests uz citu barosanas vietu, kur nav sastopami EA.
Ergotisms var izraisit arT hipertermiju jeb parkarSanu, samazinatu kermena svaru, samazinatu

reproduktiva perioda ilgumu, prolaktia samazinaSanos.?®

EA izplatiba un atlautas normas. Misdienas saindéSanas risks ar EA ir salidzino§i
mazs pateicoties dazadiem attiSanas procesiem un noteiktajiem maksimali pielaujamajiem
limeniem graudaugos (skat. 1.1. tabulu). Pagaidam ES noteiktie limiti sklerocijas daudzumam
graudos, kas tiek izmantoti cilvéku partika ir 0,05 % un dzvnieku partika — 0,1%. Tomér tiek
paredzets, ka no 2022. gada §is robezvertbas tks samaznatas fidz 0,02 %.10 Petjuma par EA
izplatibu Eiropa aptuveni 50 % - 100% no 372 analizéto rudzu un rudzu produktu paraugu
saturgja 61 hdz 1231 pgkg EA. Arm miezu un tritikales paraugi saturgja hdzigas EA
koncentracijas.?® Paraugos kas ievakti no 2011. Iidz 2016. gadam 15 Eiropas valstis visaugstaka
EA koncentracija tika atrasta rudzos un rudzus saturoSos produktos, it seviski produktos kuros
ir malti rudzi. EA koncentracija Sajos paraugos tika noteikta 198 — 239 pgkg. Parstradata
partika lielakas EA koncentracijas tika atrastas jauktu kvieSu un rudzu maize: 33 — 82 pgkg.!

No 654 dzivnieku (majlopu) baribas paraugiem, kas tika ievakti Cehija, Niderlandg,
Slovenyja, Horvatja un Apvienotaja Karalisteé laika no 2011. idz 2016. gadam tikai 28 %
paraugos tika kvantificéti EA. Saja pétjuma tka analizeti ari majdzvnicku bariba, EA
koncentracija taja tika noteikta 60 pg/kg.?8
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1.1. tabula

MK noteikumi par atlauto melno graudu Klatbiitni graudos 2’

Nr. p. k. | Produkts | Raditajs Radttaja lielums

1. Kviesi Melno graudu (Claviceps purpurea) klatbitne, % | Ne vairak ka
0,05

2. Rudzi Melno graudu (Claviceps purpurea) klatbttne, % | Ne vairak ka
0,05

1.1. tabula redzamas ES direktivas noteiktas robezvertbas ergota jeb melno graudu
atlauta klatbutne partika izmantojamiem graudaugiem masas procentos.?’ 2012. gada 15. marta
tika pienemts ietelkkums par monitoringu attieciba uz melno graudu alkaloiddu klatbutni
dzivnieku barba un partika. Saja ietelkkuma ir apraksfits, ka melno graudu monitorings ir javeic
graudaugu produktiem, kas paredzeti lietoSanai partka vai dzivnieku bariba, ka ari
ganibw/lopbaribas zalaugos. Analiz€jot Sos paraugus ir japarbauda varakus savienojumus
(ergokristins/ergokristinins, ergotamins/ergotaminins, ergokriptins/ergokriptins,
ergometrins/ergometrinins, ergozins/ergozinins un ergokornims/ergokorninins). Vienlaicigi
bitu janosaka ar1 sklerociju jeb melno graudu saturs parauga, lai varétu git vairak informacijas

par saistbu ar sklerociju saturu un atsevisku EA limeni.?8

1.3. Mikotoksini majdzivnieku bariba

Svariga dzivnieku barbas sastavdala ir kukuriza un graudaugi. Graudaugus sausajai
majdzivnieku baribai pievieno, lai uzlabotu baribas konsistenci un palielinatu uzturvértibu.

Mikotoksmu klatblitne majdzivnieku bariba rada satraukumu par dzivnieku veselibu,
raisot emocionalas un ekonomiskas bazas arT majdzivnieku samniekiem. Kaku, sunu, putnu,
zivju, reptilu un grauz€ju barba galvenas sastavdalas biezi ir kukuriizas blakusprodukti un
rieksti, kas tick parstradati par baribu un var saturét mikotoksinus.?®

Lielaka dala dzivnieku baribas razotaju veic izejvielu analizes, un gala produktu termiski
apstrada vai iepako labi nosleégta iepakojuma, ka ari veic stabilitates pétjumus, lai parliecinatos
par sarazota produkta kvalitati. Izejvielas dzivnieku baribai tiek izvéletas ta, lai gala produkts
spétu nodro$inat minimalas uzturvielu prasibas dzivnieku fiziologiskajam stavoklim un dzives
posmam.® Lai gan potenciali dzivnieku barba var biit piesarpota ar loti plasa spektra
mikotoksiniem, Sobrid nekaitiguma prasibas dzivnieku barba ir noteiktas tikai daziem no

mikotokstniem.
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1.2.tabula

Dzivnieku baribas nekaitiguma prasibas 30

Nr.p.k. | Piesarnojums Bariba vai tas sastavdalas Maksimali pielaujamais
daudzums bariba, mgkg
1. | Deoksinivalenols | Labba un labibas produkti, 8
imemot kukurtizas
blakusproduktus
Kukuriizas blakusprodukti 12
2. | Zearalenons Labba un labibas produkti, 2
iznemot kukuriizas
blakusproduktus
Kukuriizas blakusprodukti 3
3. | Ohratoksins A Labiba un labibas produkti 0,25
4. | Fumonizins B1 + | Kukuriiza un kukurtizas produkti 60
B>
5. | T-2un HT-2 Baribas maisjums kakiem 0,05
toksins

1.2. tabula redzamas ES direktivas noteiktds robezvertibas mikotoksinu daudzumam
dzivnieku bariba vai baribas sastavdalas.®® Ka redzams, majdzivnieku barbai, ka gatavam
produktam nav noteiktas mikotoksinu robezvértibas, iznemot T-2 un HT-2 toksiu daudzumu
baribas maisjuma kakiem.

1,7 % majdzivnieku saind&as ar mikotoksiniem no &diena, lai gan $ada veida saindéSanas
ir salidzinoSi reta, ta ir pietickami nopietna.3! AtSkirba no cilvékiem, kas uzmem dazada veida
partiku no vairdkiem razotajiem ar atSkirigu uzturveértibu, tadejadi atSkaidot mikotoksinu
potencialo diennakts devu, majdzivnieki parsvara partiek no viena veida baribas, vismaz kamér
iegadatais iepakojums i tukSs. Tadgadi ja iegadata bariba tomér i piesarnota ar
mikotoksiniem, majdzivnieckam nav iesp&jas izvairities no regularas intoksikacijas.

Visbiezak majdzivnieku saindéSanas notiek ar DON vai aflatoksiniem. Suni un kaki ir
1pasi jutigi pret aflatoksiniem, eksperimentali noteikta LDso orali suniem i no 0,5 hdz 1,5
mg/kg, bet kakiem LDsp orali ir 0,55 mg/kg. Suniem pat ar subakiitu aflatoksikozi ir novérojama

tauku degeneracija, holeostsaze un audu nekroze, biezi ar izteiktu thsku un nepilnigas audu
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regeneracijas pazimém. Hronisku aflatoksikozi raksturo zemaka tauku degeneracija, lokalizéta

fibroze un aknu formas anomalijas (skat. 1.9. att.).3!

1.9.att. Suna aknas ar aflatoksikozi GV
Nav iesp&jams konkréti noteikt cik daudz majdzivnieku saind€Sanas i saistita ar
mikotoksiniem, jo biezi mikotoksinu izraisitas saindéSanas tiek saisttas ar citam akiitam
slimibam, piem@ram, ar aknu un nieru fibrozi, infekcijam un vézi
SaindeéSanas ar OTA var izraist anoreksju, svara zudumu, vemSanu, asipainu caureju, un
paaugstinatu kermena temperatiiru. Sie simptomi suniem paradas uzmemot vien 0,2 fidz 3,0 mg
OTA/kg kermena svara.?®
Realos apstaklos dzivnieki tiek paklauti riskam saind€ties ar vairakiem mikotoksiniem
vienlaicigi. Vienlaicigi vairaku mikotoksinu ekspozciju iedala 4 grupas péc to mijiedarbias:
e Adifivisms — kombingto mikotoksinu iedarbiba ir vienada ar summu no katra
mikotokstna
e Sinergija — mikotoksinu kombinéta iedarbba i daudz lielaka neka Kkatra
mikotokstna iedarbibas summa
e Potenciacija — vienam mikotoksinam nav toksiskas ietekmes uz kadu organu, bet
kopa ar citu mikotokstnu tas kliist daudz toksiskaks
e Antagonisms —divi mikotoksini kas trauc€ viens otram, samazinot toksisko efektu
Piemérs sinergijai ir DON un T-2 toksina kopgja iedarbiba vistam, barojot $o toksinu
kombinaciju jaunam vistam tika nov€rota samazinata kermena masa. Uznemot Sos toksinus
atseviski kermena masas samazindgjums netika noverots.?®
2019. gada tika veikts petjums par mikotoksinu izplatibu sunu un kaku sausaja bariba,
tika analiz€tas 60 kaku baribas un 62 sunu baribas dazadas cenu kategoryas. Sakotngji tika
pienemts, ka dzivnieku bariba, kuru cena ir augstaka mikotoksiu saturam biitu jabut mazakam.
Lai veiktu mikotoksinu analizi tka izmantota AESH — MS/MS metode ar zemam
kvantificeSanas robezam - LOQ vertibas atkarba no mikotoksina bija robezas no 0,025 ng/g
lidz 5 ng/g. Visos paraugos tika konstateti mikotoksini, 100 % visos paraugos tika konstatets
DON, fumonistni, OTA un aflatoksins Bi. Kaku bariba mikotoksinu koncentracijas tika
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noteiktas augstakas neka sunu bariba. Negaidtti tika secinats, ka kaku baribas, kas bija dargakas,
T2 un HT2 toksinu koncentracija bija augstaka.®? Laika no 2011. idz 2014. gadam Polija tika
veikts pétjums par mikotokstnu saturu dzivnieku bariba, §T pétjuma ietvaros tika parbauditi
1384 paraugi, no kuriem 295 bija kukurtiza, 143 - kukurlizas zalas masas, 466 graudu parslu un
480 dzivnieku baribas paraugi. DON tika atrasts 95 % paraugu, T-2 toksms — 79 %, HT-2
toksins — 85 %, ZEA — 96 %; OTA —47 %. Vislielakas mikotoksinu koncentracijas tika atrastas
kukuriiza un gatava dzivnicku bariba.33

Italja veikta péetjuma par mikotoksmiem kaku bariba konstatets ZEA 75 % no
analizétajiem 64 paraugiem, augstaka noteikta koncentracija — 20,8 pg/kg, vairak augstas klases
bariba. Eiropa noteiktas vadlinijas ZEA koncentracijai kaku bariba kakiem, kas tiek izmantoti
pavairoSanai un kakéniem — 100 pgkg, pieauguSiem kakiem ko neizmanto pavairoSana - 200
ngkg3* DON konstatéts 62 % augstas klases baribas un 100 % standarta klases analizetajas
baribas, augstaka noteikta koncentracja — 209 pgkg, iegutds koncentracijas neparsniedz
Eiropas noteikto ieteicamo maksimalo DON koncentraciju majlopu bariba — 5000 pgkg,
suniem 2000 pg/kg.3* Noteiktas aflatoksthu koncentracijas bija salidzino§i zemas, lielakaja dala
paraugu aflatoksini tika identificéti, bet netika kvantificéti, augstaka noteikta koncentracija —
18,4 ng/kg. Eropa noteikta ieteicamd maksimala koncentracja — 10 pg/kg Fumonizini tika
kvantificéti 95 % paraugu, 2 analiz€tajos paraugos fumonizinu koncentracija parshiedza
ieteiktas maksimalas normas (5000 pg/kg), noteiktas augstakas koncentracijas - 7494 un 7933
ng’kg. OTA tika identificéts tikai 7 paraugos, no kuriem 2 tika kvantificéts — 5,1 un 14 pgkg.
Eiropas vadlinijas par ieteicamo maksimalo OTA koncentracju kaku un sugu bariba - 10
ngkg34 T-2 un HT-2 toksti kopa tika identificéti, bet netika kvantificéti vairakos paraugos,
bet T-2 toksins atseviski tika kvantificéts 5 paraugos ar augstako noteikto koncentraciju — 69,6
ugkg. Vadhnijas T-2 un HT-2 toksiu summai kaku bariba — 50 pg/kg.3®

2014. gada tika veikts petjums par mikotoksinu saturu Polijas veikalos pieejama sunu un
kaku bariba. ST péfjuma ietvaros tika analizeti 49 sausds baribas paraugi. DON un ZEA tika
detekteti visos analiz€tajos paraugos, augstaka DON noteikta koncentracja — 206 ngkg, ZEA
- 123 pg/kg, T-2 tokstnam augstaka noteikta koncentracja — 11,5 pgkg, HT-2 tokstham — 12,0
ngkg, OTA - 3,0 pgke®

Lai gan tiek uzskatits ka baribai ar augstaku cenu butu jabut kvalitativakai ne vienmer tas
izpildas. Vairakos pétfjumos noteiktd mikotoksinu koncentracija dargakas barbas ir augstaka
ka letakas baribas.
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1.4. EA noteik§anas metodes

Hromatografija. EA noteikSanai var izmatot apgrieztas fazes Skidruma hromatografiju,
lielakaja dala analizu metozu ka kustigas fazes sist€mu izmanto widens un acetonitrila vai tidens
un metanola maisjumus ar pievienotu amonga sals vai trietlamina buferSkidumu, lai
nodro$inatu sarmainu pH. Sarmainas mobilds fazes tiek izmantotas, lai saglabatu epiméru
stabilitati un lai uzlabotu atdalisanos. C. purpurea alkaloidus un to epimérus var atdalt ar
AESH. AESH parasti apvieno ar masspektrometriju, jo ar MS metodém ir vieglak identific &t
un kvantificgt EA, ar AESH palidzibu var atdalt aun P izomerus.3”

Ir vairakas paraugu sagatavoSanas metodes, kuru pamata tiek nemts 5,0 g paraugs, tam
tiek pievienots organisks Skidinatdjs un tdens vai amongja buferSkidums, talak paraugu krata
un centrifugé, centrifugatu attira ar QUEChERS metodi vai tam pievieno amonija salus, paraugu
talak atkal krata un centrifugeé, centrifugatu atdala, ietvaicEé un péc tam sauso atlkumu iz8kidina
organisko Skidinataju maisjuma, pieméram, Udens, acetonitrils un metanols, filtr'€ un
analiza. 3738

Ergota alkaloidu noteik3anai var izmantot AESH-MS/MS  elektroizsmidzina$anas
jonizacijas rezima. Ka stacionaro fazi iesaka C18 tipa kolonnas, pieméram, Waters XBridge
C18 150 x 2,1 mm, 3,5 um kolonnu ar XBridge priekskolonnu. Kolonnas temperatira — 30 °C,
ka mobila faze A: Gdens: 0,2M amonija karbonats pH = 10: metanols (85:5:10) un mobila faze
B: ddens: 0,2M amonija karbonats pH = 10: metanols (5:5:90). Plismas atrums 0,15 mL/min,
gradients. Izmantojot $adu analizes metodi i iespéjams noteikt 6 EA.17 LOQ un LOD SH-
MS/MS metodém var svarstities no 0,01 pgkg idz 0,5 pgkg atkariba no nosakama EA un
izmantotas metodes.! Ir daudz dazadu EA analzu metozu ar AESH-MS kas paredzetas
farmacijas, kriminalistikas un lauksaimniecibas nozarem. Izmantojot AESH-MS/MS, EA var
noteikt dazadas paraugu matricas, dazados graudos, graudu produktos, majlopu fermentéta un
nefermentéta bariba, civéku un dzvnieku partikas produktos, kompleksajas bariba. AESH-
MS/MS metod€s i japieverS uzmaniba parauga matricai. Matrica var ietekm@t jonizicijas
efektivitati, radot jonu nomakSanu vai pastiprinasanu. Matricas efektus parasti novers§
kalibrésanai izmantojot standartus, kas pagatavoti paraugam pievienojot standartSkidumus
attiecigajas koncentracijas, bet paraugi tik un ta ir jaattira un ja ir iesp&jams, jaizmanto iekS€jais
standarts. 24

Ergopeptidu un ergopetinu absorbcijas maksimumi izmatojot UV detektoru ir pie vilpa
garuma 310 nm, ar fluorescences detektoru pie vipa garuma 310, 410 nm.3’ Izmantojot
fluoroscences detektoru, EA var detektét ari pie vilpu garumiem 330 nm un 420 nm. Ka kustigo

fazi var zmantot acetonitrila un amonyja karbonata buferSkidumu gradienta reZima. Analizes
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laiks — 34 min. LOD un LOQ mainas atkariba no EA, pieméram, ergotaminam LOD var
sasniegt 3,23 pgkg un LOQ — 6,53 pg/kg, bet ergokristinram LOD — 11,78 pgrkg un LOQ —
13,06 pg/kg3? Ar SH-MS/MS metodem EA LOQ var sasniegt lidz par 0,1 — 1 pgkg, LOD
robezas bieZi i tuvas LOQ robezam. Analizes laks ir saks salidzinot ar AESH-FD metodém,
parasti 15 - 20 min, 3940

Ergopeptidi nav gaisto$i un uzn@émigi pret karstumu, tadel gazu hromatografiju nevar
izmantot tieSai ergota alkaloidu noteikSanai, bet So metodi var lietot lizerginskabes amidu un
zemu molmasu klavinu noteik§anai, izmantojot paraugu derivatizaciju, lai uzlabotu to
gaistambu un stabilitati, blok&jot polaras grupas. Trifluoracetil atvasinagjumi no LSD un iso-
LSD tiek ieghti, sausu paraugu karsgjot ar trifluoracetata anhidridu 70 -80 °C temperatora 30
minites. Klavinu derivatizacija notiek péc HdzZiga principa. Sadas derivativizétas paraugu
Skidumus var uzreiz ievadit gazu hromatografa. (Gazu hromatografiju biezi izmanto
kombinacija ar MS vai MS/MS. GH-MS metodes ieklayj elektronu triecienu jonizaciju un GH-
MS/MS metodes — kimisko joniziciju pozitiva vai negativa reZim.3’

ELISA. ELISA metodes pamata ir antigna — antivielas reakcija, So metodi var izmantot
atrai un salidzino$i [€tai analizei. Lai gan ar So metodi var kvantitativi noteikt EA saturu, §is
metodes LOD ir diezgan augsts salidzinot arcitam metodém, ELISA metode ir labak piemérota
paraugu skrmingam.26

ELISA metodi biezak pielieto, lai noteiktu kop&jo EA koncentraciju augos, ko izmanto
lopbaribai. Paraugu sagatavoSana ir loti vienkarSa, augu izzavé, homogenize, atSkaida ar fosfata
buferskidumu, samaisa, lauj paraugam nostaties un analizei izmanto Skiduma dalu. Vairaku
plasi pieejamu ELISA testu komplektu LOD ir ap 2 pgkg Sos testus var izmantot ari lai
noteiktu kopg&jo EA koncentraciju dzivnieku urma. Lielaka dala ELISA metodes nav specifiskas
un ar tam var noteikt tikai kop&o EA koncentraciju, lai noteiktu kadu specifisku EA
nepiecieSsams pielietot SH-MS metodi.

So analizes metodi misdienas plasi izmanto savienojumu detektSanai biologiskos
Skidrumos, lai gan var gadities, ka rezultats ir viltus pozitivs vai viltus negaftivs, tadgjadi, parasti
péc poztiva rezultata iegiSanas paraugs tiek atkartoti parbaudits ar apstiprino§ajam metodem.?*

Kapilara elektroforcéze. Kapilaras elektroforézes prieksrocibas salidzinot ar AESH ir
isaks analizes laks, augsta precizitate, mazs parauga un reagentu daudzums.

Kapilaro elektroforézi EA noteikSanai izmanto salidzinoSi reti Musdienas vairak izmanto
kapilaras zonas elektroforézi, lai noteiktu EA un to epimérus parasti izmanto fosfatu
buferSkidumu ar pH=2,5 kura i - un y-ciklodekstrini, urinviela un spiti, ar kausé€ta silicija
kapilaru pie 25 kV. So metodi var izmantot, lai noteiktu lizerginskabi, izo-lizerginskabi un
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saisitas paspalinskabes. So metodi var apvienot ar TOF vai UV detektoru. LOD TOF metodei
ir 0,1 mg/L un UV — 0,5 mg/L.%7

EFSA ir noteikusi LOQ vertibu ergota alkaloidu noteikSanas metodém partikas produktos
- 20 ngkg.4t

1.5. Mikotoksinu noteik§anas metodes

Mikotoksihu toksiskums paradas pie nelieliem to uznemSanas daudzumiem, tadel ir
nepiecieSamas jufigas un precizas metodes to noteikSanai partikas produktos. Analizes metodes
ir jaspgj pielagot plasa spektra paraugu veidiem — ne tikai augu un dzvnieku izcelsmes
produktiem, bet arT to parstrades produktiem un dazadiem vides paraugiem.

Hromatografija. Planslana hromatografija kadreiz bya plaSi izplatta metode
mikotoksinu noteikSanai. Miusdienas PSH metodi izmanto, lai noteiktu mikotoksinu klatbiitni,
ne to kvantitativo saturu. Tomér apvienojot PSH metodi ar gaismu jutigiem materialiem,
piem@ram, izmantojot plaksniti, kura noklata ar fluoresc€josSu silikagelu var noteikt vairaku
mikotoksinu koncentracju lidz 0,01 ppm. Miisdienas izmanto ari silikagelu, kas papildinats ar
organisku skabi, ko izmanto mikotoksinu noteikSanai.

AESH ir viena no visplasak izmantotajam metodém kvantitativai mikotoksinu
noteiksanai. Mikotoksinus var noteikt gan ar tieSas fazes, gan ar apgrieztas fazes
hromatografiju. Paraugu ekstrakti tiek injicéti hromatografiskaja sisttma, kur analitiskaja
kolonna tie tick atdalti. Ka signalu detektéSanai var izmantot ultravioletas vai infrasarkanas
gaismas detektoru. Vairakiem mikotokstniem piemitt fluorescences 1pasibas, tadeél nav
nepiecieSams matricas modifikators un var izmantot fluorescences detektoru.

AESH-MS metodes ir piemérotas vairaku mikotoksinu noteikanai vienlaicigi. Ar §adam
metodém var noteikt tik pat ka visus mikotoksinus, pieméram, aflatoksinus Bi, B2, Gi1, Gz,
DON, OTA, fumonizinus Bz1, B2 un Bs, ka arTt HT-2 un T-2 toksmus.

Ja mikotoksini ir pietickami gaistosi vai tos var parveidot gazes stavokli, to kvantitativai
noteiksanai var izmantot GH-MS. STmetode netick plasi izmantota.42

Pamata mikotoksinu noteik§anai AESH analizés izmanto UV detektoru vai fluorescences
detektoru, kura darbiba balstas uz hromofora klatbtitni molekula. Vairakiem toksmiem ir dabigi
noverojama fluorescence pieméram OTA, tacu daudziem toksmiem S$ada pasSiba nepiemit.
Siem savienojumiem ir plasi apraksfitas metodes fluorescentu atvasinajumu iegiisanai43 44
Aflatoksinu B1, OTA un zearalenonu iespgjams noteikt, izmantojot AESH metodi ar

ultravioletas gaismas detektoru, ka kustigo fazi A pielietojot acetonitrili un metanola
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maisjumu, kustigo fazi B izmantojot di-kalja hidrogénfosfata buferSkidumu un ka kustigo fazi
C zmantojot etilacetatu. Analizei izmanto hromatografu, ar kuru iesp&jams kustigas fazes
gradients ar 3 kanaliem, detektoru, ar kuru iesp&jams vienlaicigi registrét absorbciju pie 4
dazadiem vipu garumiem un kolonnu C18, 150 x 4,6 mm ar dalinu diametru 3 pm kopa ar
priekskolonnu C18 10 x 4,6 mm. Izmantojot $adu sisttmu aflatoksina B ultravioletas gaismas
absorbcijas maksimums i pie vilna garuma 326 nm, OTA pie 215 nm un zearalenona pie 236
nm, ieks$€ja standarta absorbcijas maksimums pie vilpa garuma 245 nm. Plismas atrums 1
mL/min un kolonnas temperatiira 25° C.4°

Lai noteiktu OTA, fumonisina Bl un B2, zaeralenona un deoksinivalenola var izmantot
arT hromatografu ar diozu matricas detektoru un fluorescences detektoru, Zorbax SB C18 250
X 4,6 mm, 5 pm kolonnu ar Zorbax C18 12,5 x 4,6 mm, 5 pm priekskolonnu. Ka kustigo fazi
izmantojot buferSkidumu, ko pagatavo 8,0 gnatrija hloridu, 1,2 g di-natrja fosfatu, 0,2 gkaljja
dihidrogénfosfatu un 0,2 g kalija hlorida iz8kidinot aptuveni 990 mL tdens, ieregulejot pH 7,4
ar salsskabi un pievienojot tdeni hdz 1000 mL.  StandartSkidumus pagatavojot no

standartvielam, kuru kvantitativais saturs ir vismaz 97 %.46
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2. EKSPERIMENTALA DALA

Analizei tika izvéleti kaku baribas paraugi, kuru sastava ir augu valsts izcelsmes produkti.
Paraugi tika iegadati Riga veikalos Maxima, DinoZoo, Pet City un Zoocentrs (paraugu aprakstu
un numeraciju skat. 1. pielkuma). Tika iegadata gan sverama bariba, gan 250 g — 1 kg
iepakojumos. Paraugi neatvérti tika uzglabati istabas temperatira lidz analizei.

Paraugu analizei tka izmantotas Institita "BIOR" izstradatas un validétas metodes
mikotoksinu un ergota alkaloidu noteikSanai graudaugu izcelsmes produktos un bariba ar
Skidruma hromatografiju un masspektrometriju. Metodes ietver parauga ekstrakciju ar tdeni un
acetonitrilu, izsal8anu ar QUEChERS salu maisjumu, izsaldésanu, iekoncentréSanu , fitréSanu
un ergota alkaloidu wun mikotoksinu noteikSanu ar Skidruma hromatografiju un
elektroizsmidzinaSanas jonizicijas augstas iz8kirtsp&as masspektrometriju, izmantojot
standartpiedevu metodi.

Lai ar1 EA metode validéta graudaugu produktu analizei, ta rr deriga ari kaku baribas
analizei. To pieradja izmantojot kontroles paraugus, ko ieklava paraugu serijas. legitie
kontroles rezultati ieklavas kontrolkartes drosibas intervalos (Skat. 2. pielikumu), kontroles
grafiki veidoti izmantojot 17 punktus no metodes validacijas.

2.1. Izmantota aparatira un reagenti:

e Analtiskie svari, Satorius, sér. nr. BP110, 110 g+ 0,0101 g

e Acetonitrils, Supelco, gradient grade for liquid chromatography

e Milli -Q tdens (Mili-Q attiBanas iekarta, sér. nr. FOKB83738, 18,2 M Q.cm),

e Skudruskabe BDH Chemicals sér. nr. AL654459, > 99 %);

e Amonija karbonats, Sigma-Aldrich sér. nr. MKCG6510, > 30 % NH: basis;

e QUECHhERS EN 15562 salu maisjums (4,0 g bezidens magnija sulfats, 1,0 g
natrija hlorids, 1,0 trnatrija citrata dihidrats, 0,5 g dinatrija citrata seskvihidrats),
sér. nr. AH0-9041

e Kratitajs Multi-Rotator, Biosa, sér. nr. 010118-1212-0163

e Centrifiga, Eppendorf, sér. nr. 58111Q590000

e Saldetava, Heto Ultra Freeze sér. nr. 1225001358

e Ultraskanas vanna, Lauda AL12 sér. nr. LCB0725

e Centrifiga, Sigma 3K30 sér. nr. 120078
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e Orbitalas vibracijas kratitajs, Heidolph sér. nr. 2000611840216
e Paraugu filtri, Durapore 0,22 um sér. nr. ROMA78097

e Thermo Scientigfic Ultimate 3000 hroamtografs

e Thermo Scientific TSQ Quantiva MS/MS

e Phenomenex Kinetex C18 100 x 2,1mm, 2,6 pm kolonna
e Phenomenex Kinetex C18 1,7um, 100 A, 50 x 3,0 mm kolonna
e Ergosms, Biopure, sér. nr. 1000002811

e Ergosinins, Biopure, sér. nr. 1000002801

e q-ergokriptins, Biopure, sér.nr. 1000004371

e Ergokripinins, Biopure, sér. nr. L18442G

e Ergokornins, Biopure, sér. nr. L18442E

e FErgokorminins, Biopure, sér.nr. L19041A

e Ergokristins, Biopure, sér. nr. L18215T

e Ergokristinins, Biopure, sér. nr. L18513E

e Aflatoksins BI, Biopore, sér. nr. S17273B

e DON, Biopore, sér. nr. S18071D

e ZEA, Biopore, sér. nr. S17285Z

e T-2 toksms, Biopore, sér. nr. S17052T

e OTA, Biopore, sér. nr. S18471Z

e FBI, Biopore, sér. nr. S20041F

e FB2, Biopore, sér. nr. 1000002463

e HT-2 toksins, Biopore, sér. nr. L19453H

2.2. Materiali un izejvielas, Skidumu pagatavoSana

Ekstrakcijai izmantots acetonitrils, dejonizéts tdens, skudrskabe, QUEChERS EN 15562
salu maisfjums.

Ekstraktu rekonstruéSanas Skidumu — 0,4% skudrskabes Skidums tdens - metanola
maisjuma (viv, 6:4) pagatavoja sajaucot 60mL dejonizéta tdens ar 40 mL metanola un
pievienojot 400 pL skudrskabes. Skidumu ievietoja ultraskanas vanna uz 10 min.

Ekstraktu filtréSanai izmantoja PVDF centrifigas membranas filtrus ar 0,22 pm poru

Zmeru.
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Paraugu sagatavoSanas gaita standartpiedevas pievienoSanai zmanto darba Skidumu. EA
darba skidumu ar koncentraciju 0,1 pg/mL pagatavo 10 mL merkolba, pievienojot atbilstosa
tipuma standartSkidumus un atSkaidot idz atzimei ar acetonitrilu.

Mikotoksinu noteikSanai darba Skidumu sagatavo atbilsto§i kalibréSanas Imenu
pakapeém. Gala koncentracijas darba Skiduma — deoksinivalenols, fumonizins Bl un B2 25,0
pg/mL, zearalenons 5 pg/mL , HT-2 toksins, T-2 toksins un ohratoksins A — 2,5 pg/mL un
aflatoksins B1 0,25 pug/mL.

Kustigas fazes A pagatavosana EA noteikSanai. 10 mM amonija karbonata Skidums tdent
atzimei. pH novért§ja izmantojot pH metru un nepiecieSamibas gadjuma, lai iegitu pH=8
pievienoja vai nu skudrskabi vai amonjaka Skidumu. Skidumu uzglabaja istabas temperatiira un
tas i derigs 3 meneSus.*’

Kustigas fazes A pagatavoSsana mikotoksinu noteikSanai. 1L mérkolba pievienoja 800 mL
dejonizéta wdens, 0,02g amonijja acetata un 0,5 mL sudrskabes. Maisjumu sajauca un uzpildija
lidz atzimei ar dejonizEtu tdeni. Vienmerigi sajauc un degaz€ 10 min ultraskapas vanna.
Kustigas fazes B pagatavoSanai atkartoja So paSu procediiru, bettdens vieta izvelejas metanolu.

Kalibrésanai ar standartpiedevu metodi izmantoja darba standartskidumus, kas pagatavoti
no tram vielam (ar vismaz 95% tibu): ergozins, ergokornins, ergokristins, ergozinins,
ergokorninins, ergokristinins, a-ergokriptins, ergokriptinins, deoksinivalenols, zearalenons,
HT-2 toksms, T-2 toksms, fumonizins Bl un B2, aflatoksms Bl un ohratoksms A.
StandartSkidumi pagatavoti viena parauga 6 paraleli pagatavotiem iesvariem pievienojot
standartvielas, lai iegitu gala koncentracijas parauga ka noradits 2.1. tabula. Tikai EA
noteikSanai tika izmantota seSu punktu kalibréSana, par&jo mikotoksinu noteikSanai izmantoja
5 punktu kalibréSanu. Fumonizina gadijuma tika sagatavoti tikai tris no kalibréSanas punktiem,

standartvielas taup®anas noliika.
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2.1.tabula

KalibréSanas $kidumu koncentracijas

Analis Kalibrésanas limenis, gala koncentracija parauga pgkg

1. 2. 3. 4. 5. 6.
Deoksinivalenols 50 100 250 500 1000 -
Zearalenons 10 20 50 100 200 -
HT-2 toksins 5 10 25 50 100 -
T-2 toksins 5 10 25 50 100 -
Fumonizins B1 50 100 250 500 1000 -
Fumonizins B2 50 100 250 - - -
Aflatoksns Bl 0,5 1 2,5 5 10 -
Ohratoksins A 5 10 25 50 100 -
Ergota alkaloidi 0,050 0,10 0,50 1,0 2,5 5,0

2.3. Paraugu sagatavoSana

Visus paraugus homogeniz€ja un iesvéra 50 mL polipropiléna stobrina 5,00 £+ 0,05 g,
katra paraugu s@rija ietverot viena parauga atkartotus 6 iesvarus KkalibréSanas taisnes
konstruéSanai un 4 dazadus paralelos kontrolparaugus. KalibréSanas taisnes konstrugéSanai
pievienoja darba $kidumu dazados limenos (Skat. 2.1. tabulu). Ja parauga sagaidamas augstas
koncentracijas, tad attiecigi tam pielagoja kalibréSanas limenus. Kontrolparaugiem pievienoja
50uL EA darba skiduma, lai gala koncentracija kontrolparauga butu 1,0 ugkg, bet pargjo
mikotoksinu noteikSanai pievienoja 1.Imena kalibréSanas piedevu - 10 pL.

Visiem iesvariem pievienoja 10 mL dejonizeta tdens, kas paskabinats ar skudrskabi
(0,2%) un 10 mL acetonitrila. Paraugus ievietoja mehaniskaja kratitaja uz 10 min un péc tam
ultraskanas vanna uz 10 mmn. Ekstraktiem pievienoja QUEChERS EN 15562 salu maisjumu un
ievietoja mehaniskaja kratitaja uz 10 min. P&c tam ekstraktus centrifugéja pie 4500 apgr./min.
8 mL ekstrakta augs€jo Skidro slani parnesa tiros 15 mL polipropiléna stobrinos un ievietoja
saldetava (-80 °C)uz 30 min. Saldetos ekstraktus ievietoja centrifiga 15 °C, un centrifugéja 15
min pie 4000 apgr./min. 4 mL augs€ja Skidra slana parnesa 15 mL stikla stobrinos un iztvaic€ja
zem slapekla plismas pie 40 °C idz sausam atlikumam.

Iztvaictos sausos atlikumus iz8kidinaja 300 pL 0,4% skudrskabes dejonizéta tidens un

metanola (6:4, viv) skiduma. Stobrinus ievietoja rotacijas maisttaja(1255 apgriezieni/min) uz
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10 min un p&c tam filtr€ja ar PVDF centriftigas membranas filtriem (0,22 pm). Filtratus iepildija
stikla pudelités hromatografijai.

2.4. AESH-MS/MS metodes apstakli

Instrumentalo analizi veica ar Skidrumu hromatografu Thermo Scientific Ultimate 3000,
kas ir savienots ar Thermo Scientific TSQ Quantiva MS/MS. Lai panaktu labu hromatografisko
atdalSanos, kas EA i svarigi to epiméru vienado molmasu del, i jaizmanto bazskas fazes
sisttma (pH~8). Sisistéma nav piemérojama paréjo mikotoksinu analizei, tapéc izmantota cita
mstrumentala analize.

SH un MS detektora parametri optimizeti metozu izstrades laika, apkopoti 2.2 un 2.3
tabulas. Analiz€amo savienojumu sken€Sanas parametri ir iegti veicot ndividualu
mikotokstnu  standartskidumu sken€Sanu un sadursmes energijas optimiz€Sanu, iegitie dati

apkopoti 3. pielikuma.

2.2.tabula
Skidruma hromatografijas metodes parametri EA un mikotoksinu noteik§anai
EA noteikSanai Pargjo mikotoksinu noteikSanai
Kolonnas 50 °C 50 °C
temperatiira
Paraugu 15°C 15°C
temperatura
Kustiga faze A 10 mM (NH4)2COsskidums | 0,5mM amonija acetata un
tdent 0,1%skudrskabes skidums tdent
Kustiga faze B Acetonitrils 0,5mM amonija acetata un
0,1%skudrskabes skidums metanola
Kolonna Kinetex C18 1,7pum, 100 A, | Kinetex C18 1,7um, 100 A, 50 x 3,0
100 x 3,0 mm, Phenomenex | mm, Phenomenex
Plasmas atrums 0,50 mL/min 0,35 mL/min
Injekcijas tilpums 10 L 15 WL
Gradienta programma
Laiks, min Faze A, % Faze B, % Laiks, min Faze A, % | Faze B, %
-4,0 95 5 0,0 85 15
0,00 95 S) 2,0 85 15
12,0 1 99 6,0 2 98
15,0 1 99 7,0 2 98
8,0 90 10
11,0 90 10
12,0 85 15
14,0 85 15

26



2.3.tabula
Masspektrometra detektora parametri

Jonizacijas veids Elektroizsmidzinasanas interfeiss poztivaja un negativaja
jonizacijas reZima

Skenésanas tips SRM

Sheath Gas (N2) 55 arb

Aux Gas (N2) 25 arb

Sweep Gas (N2) 5arb

Kapilara spriegums 3500 V (H-ESI(+)); 2500 V (H-ESI(-))

Sadursmju gazes (N2) spiediens 1,5 mTorr

Jonizacijas temperatiira 300°C

IetvaicéSanas temperatiira 350°C
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

EA satura kaku bariba kvantificéSanai izmantoja standartpiedevu metodi. KalibréSanas
taisnes tika iegitas pievienojot standartpiedevu 6 koncentraciju kmenos paraugam Nr.1 un
Nr.11. Datu apstrades laika izvélejas kalibréSanas taisni ar Kuru ieguva labaku atgiistamibu
kontrolparaugiem (skat. 3.1. att.). No visiem Imenu signalu iegitajiem laukumiem atnéma

kalibréSanas parauga bez standartpiedevas signala laukumu jeb matricas piesarnojuma signalu.
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3.1.att. KalibréSanas Iikne ergosinam

[zmantojot korigeto kalibréSanas taisnes vienadojumu un iegitos signalu laukumus
leguva EA koncentracijas. Korigeta kalibrésanas taisne iegita kalibréSanas Skidumiem atnemot
matricas raditos signalus. legiitas kalibréSanas taisnes atbilstbu citiem paraugiem pamato
iegitas atgiistamibas no kontrolparaugiem. KalibréSanas taisnes katram noteiktajam EA skat.
4. pielkuma. Paraugus, kuru EA koncentracija tika konstatéta arpus kalibréSanas Iiknes,
atSkaidja un analizi atkartoja.

Paraugi tika iegadati 4 dazados veikalos, no kuriem 3 bija zooveikali Kaku baribas
paraugi tika iegadati cenu diapazona, sakot no 0,89 Eur/kg lidz 14,98 Eur/kg. Lai butu lielaka
paraugu daudzveidiba tika iegadata bariba jau gatavos iepakojumos, ka art sverama bariba no
lielakiem iepakojumiem, kas stavjusi atverti 19 no 20 analiz€tajiem paraugiem razoti ES
(Lietuva, Polija, Ungarija, Cehija, Francija, Vacija un Niderlandg). Vairakiem paraugiem ka
izcelsmes valsts tika noradita tikai ES. Viens analiz€tais paraugs bija razots Apvienotaja
Karaliste. Dalai barbu sastava noradits tikai kop€jo graudaugu sastavs, citam baribam sastava

noradits konkréts augu izcelsmes produkta veids. Analizétas kaku barbas sastava neskaitot
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dzivnieku izcelsmes produktus salidzinoSi lielu procentudlo sastavu sastadja kukuriiza, zrni,

kvieSi, risi, lecas un mieZi.
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3.2.att. EA koncentracija kaku baribas paraugos

3.2. attela attelota EA koncentracja 20 kaku barbas paraugos, ka redzams tkai viena
parauga netika konstateti EA. Kopgjas noteiktas EA koncentracijas ir diapazona no 0,075 +
0,03 pgkg idz 70 + 26 pgkg (skat. 3.1.tab.). Apskatot So att€lu var secinat, ka visdargakaja
analiz€taja parauga Nr. 14 EA netika atrasti, bet visletakaja kaku baribas parauga — Nr. 1 EA
kopgja koncentracija ir mazaka noteiktd. Tatad var secinat, ka EA koncentracija baribas
paraugos nav atkariga no cenas (Skat. 3.3. att.). Katra noteikta EA koncentraciju skatit 5.
pielkuma. Ergokristinins, ergokorninins un ergokriptinins kaku baribas paraugos tika
konstatéts liclakas koncentracijas neka citi noteiktic EA.

Barbas parauga, kas razots Holande EA, koncentracija ir visaugstaka — 70 + 26 pg/kg,
EA netika konstatéti parauga, kas raZots Cehija, tadu janem vera fakts, ka $aja bariba dzivnieku
izcelsmes produkti sastada vairak ka 50 % no baribas sastava. Otrs zemakais noteiktais EA
saturs ir bariba, kas razota Lictuva - 0,07 + 0,03 pg/kg. Paraugos Nr. 8., 9., 17., 18., kas razoti
Vacija, EA kopgja koncentracija ir no 0,37 + 0,14 pg/kg hidz 26 + 10 pg/kg, tatad isti nav ari
korelacijas starp EA saturu un produkta izcelsmes valsti.
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3.3. atteld redzams, ka nav korelacijas starp kaku baribas cenu un EA kopgjo

koncentraciju. Barba, kuras cena par kg bijja visaugstaka, EA netka atrasti, tacu visletakaja

bariba EA kopgja koncentracija ir otra zemaka uzreiz aiz dargakas baribas. Visaugstaka EA

summas koncentracija ir parauga, kura cena bija 2,70 Eur/kg, jeb tresa letaka barba.

3.1. tabula
Noteiktas EA koncentracijas paraugos

Savienojums LOQ, | Paplasinata Analizéto | Mediana | Diapazons: | Vidéja

Mg/kg | nenoteiktiba, paraugu Min-max vértiba

% skaits vértiba

Ergosis 30 0,87 <LOQ-11 2,3
Ergokornins 29 0,16 <LOQ -3,6 0,7
a-ergokriptins 32 0,27 <LOQ -2,2 0,6
Ergokristins 38 0,45 <LOQ -7,2 13
Ergosinins 005 35 20 0,45 <L0Q-72 |12
Ergokorninins 29 0,49 <LOQ -12 2,3
Ergokristinins 33 1,16 <LOQ -19 3,6
Ergokriptinins 26 1,03 <LOQ -12 2,7

Peéc 3.1. tabula apkopotajiem datiem var secinat, ka EA i sastopami gandriz katra

kaku bariba. Nav noverota korelacija starp EA kopg@jo saturu un produktu sastavu, parauga ar

visaugstako EA kopg€jo koncentraciju sastdva ir noradits, ka tas satur graudus, nav preciz€ts

kadus un cik daudz, otra visaugstaka EA koncentracija ir parauga, kas satur 17 % kvieSus, 3

visaugstaka koncentracija ir paraugd, kura sastava i 14 % risi un ceturta visaugtaka noteikta

koncentracija ir parauga, kas satur 14 % zirnu cietes un 19 % kartupelu cietes, 8% kaltStu zirnu.
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Barba kuras sastava ka augu valsts izcelsmes produkti noraditi tikai zirni, darzeni, augli un
ogas EA netika konstatéti (paraugs nr. 6). Apkopojot visus iegiitos datus var secinat, ka butu
javeic padzlinati pétjumi, lai varétu spriest par kadas konkrétas kaku baribas kvalitati. Veicot
talakus pétjumus butu arT japieverS uzmaniba laikam, kad produkts ir raZots un jaievac
mformacija par izejvielu ievaksSanu, jo EA koncentracija kultraugos var maintties atkariba no
laikapstakliem - iepriek§ minéts, ka EA koncentracija palielinas p&c veésam, mitrdam ziemam un
sitiem pavasariem.

Vidgji parastam kakim, kas ir vecaks par gadu un netiek izmantots pavairo$anai uz katru
1 kg kermena masas biitu jauznem 60 -70 kcal.*® Atkariba no baribas var izekinat ieteicamo
dienas devu kakiem, pieméram, ja uz iepakojuma energétiska vertiba noradita 3500 kcalkg un
pienemot, ka vidéjs majas kakis sver 4 kg, kakim dienas laka biitu jaaped 69-80 g ar sauso
barbu. Ja noteikto ergota alkaloidu TDI Zurkam, Kas ir 0,6 pg/kg kermena svara*® var pienem
par atbilstoSu arT kakiem, 4 kg smags kakis diena var uzpemt ne vawrak ka 2,4 pg EA. To
parrekinot uz viena diena apésto porciju 69-80 g, maksimali pielaujama EA koncentracija kaku
barba butu 30-35 pg/kg.

Lai gan tkai divi no analiz€tajiem paraugiem parsniedz So teorétiski aprekmnato
koncentraciju, EA monitorings kaku baribai bitu ieteicams.

Pargjo mikotoksinu noteikSanai kalbréSanas kmeni pielagoti mikotoksinu potenciala
satura apmeriem un maksimali pielajamo Iimenu apmériem, piemeram, pielayjamie
fumonizina Iimeni barba ir varakas reizes augstaki neka aflatoksina, tade] arT kalibréSanas

diapazons ir atSkirigs.
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3.4. att. redzama iegitd kalibréSanas Ikne DON. Pargjo noteikto mikotoksinu
kalibrésanas liknes skat. 6 pielikuma.
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3.5.att. Mikotoksinu koncentracija kaku baribas paraugos

mZEA

3.5. attela att€lota mikotoksinu koncentracja 20 kaku baribas paraugos, 2 no
analizetajiem paraugiem mikotoksini netika konstatéti — parauga nr.6 un paraugd nr.7, to
sastava atSkirba no citiem paraugiem nav graudaugu vai kukurtizas. Kopgjas noteiktas
mikotoksinu koncentracijas ir diapazona no 7,0 £ 2,5 pg/kg lidz 1582 + 570 ugkg (skat.
3.2.tab.). 40% no analizetajiem paraugiem, jeb 8 barbas tika kvantificeéts DON, robezas no 31
+ 7 nglkg lidz 394 £ 95 pg/kg. FBI tika noteikts 85 % paraugu, mazaka noteikta koncentracija
—10 *+ 3 pg/kg, augstaka koncentracija — 1080 + 292 pg/kg, FB2 tika konstatets 65% paraugu,
robezas no 15 + 3 idz 469 + 89 ngkg. Aflatoksins Bl noteikts 30% analizétas baribas robezas
no 0,5+ 0,2 idz 1,9 +0,6 pg/kg. 20% paraugos tika noteikts HT-2 toksins ar augstako noteikto
koncentraciju 15 + 5,4 pug/kg, T-2 toksins tika kvantificéts 40 % paraugu ar augstako noteikto
koncentraciju 6,7 + 1,6 ngkg. OTA tika konstatéts 4 paraugos noteikto koncentraciju diapazons
- 0,6 £0,2 pgkg hdz 1,0 = 0,3 pgkg ZEA tika noteikts 60 % paraugu, zemaka noteikta
koncentracija — 5,8 £ 1,8 ng/kg, augstaka —62 + 19 pg/kg. MK noteikumos vieniga robezvertiba
kaku baribai i noteikta T-2 un HT-2 toksiem kas ir 0,5 mg/kg, tatad visa kaku barba atbilst
valst noteiktajam prasibam.3? Bet nemot vera, ka 90 % no analizétajiem paraugiem mikotoksini
tika noteikti, bitu jaizverteé vai dzivnieku baribai nevajadzétu pielagot stingrakas prasibas

paplasinot kontrolgjamo toksmu skaitu.
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3.6 att. redzams ka hdzigi ka EA iegiitajiem rezultatiem ari mikotoksinu koncentracijai

kaku sausaja barba nav korelacijas ar cenu. Lai gan dargakaja paraugd mikotoksini netika

konstateti, paraugd, kas cenu kategorija ierindojas ka otrs dargakais, mikotoksmi un EA tika

atrasti.

3.2. tabula
Noteiktas mikotoksinu koncentracijas paraugos

Savienojums | LOQ, | PaplaSinata Analizéto | Mediana * | Diapazons: Vidéja

Hg/kg | nenoteiktiba, | paraugu Min-max vértiba | vértiba

% skaits

DON 25 |24 54,01 <LOQ-3% 46
FB1 10 |27 121,36 <LOQ -1080 161
FB2 10 |19 38,10 <LOQ -469 48
Aflatoksins B1 05 |34 0,75 <LOQ -19 03
HT-2 5 36 2 9,84 <LOQ -15 2
T-2 1 24 331 <LOQ -7 1
OTA 05 |26 0,70 <LOQ -1,0 0,15
ZEA 5 31 12,17 <LOQ -62,41 11

* Mediana aprekinata nemot vera tikai kvantific€tos rezultatus
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3.8.att. Mikotoksinu kopéja koncentracija

3.8. att. att€lota noteikto EA un citu mikotoksinu summa. 13. paraugd EA koncentracija
bija visaugstaka — 70+ 26 pg/kg citu mikotoksinu summa ir salidzinoSi maza — 157 £57 ug/kg.
Parauga nr. 16 EA koncentracija ir 5,4 + 2,0 ngkg citu mikotokstnu summa ir 1582 + 570
ug’kg. Var secinat, ja barba ir augstaka EA koncentracija nenozimé, ka citu mikotoksinu
koncentracija ari biis augsta. Nemot vera, ka EA koncentracijai barba nevajadz&tu palielinaties

uzglabasanas laika, tad p&c §1 parametra var vairak spriest par izmatoto izejvielu kvalitati.
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Ne vienam mikotoksinam nav noteiktas TDI normas kakiem, bet pienemot, ka EFSA
noteiktas vertibas ir attiecnamas arl uz kakiem, var aprékinat maksimalo pielaujamo
mikotoksTnu koncentraciju kaku bariba.!0.12.14.1%18 Izmantojot iepriekS aprakstitos apstaklus par
baribas energétisko vertbu — 3500 kcalkg, pienemto vidgjo kaka svaru — 4kg un kaka vid€jo
ieteicamo diennakts barbas patérinu atbilsto§i 4 kg svaram — 69-80 g var secinat, ka DON
sausaja kaku barba var but 50,0— 57,9 pg/kg (TDI pelem — 1 pg/kg kermena svara), OTA — 0,9
—1,0 pg’kg (TWI - 0,12 pg/kg kermena svara, no ka izriet TDI — 0,017 pg/kg kermena svara),
ZEA noteiktais TDI ctkam i 0,25 pgkg, tatad kaku barba ta koncentracijai nevajadzetu
parsniegt 12,5 — 14,5 pgkg T-2 un HT-2 toksinu summai TDI cilvékiem i noteikts 0,1 pgkg
kermena svara, attiecigi pienemot So vertibu par atbilstosu art kakiem, So toksu summa bariba
nedrikstetu parsniegt 5,0 —5,8 ug’kg. FB1 un FB2 TDI pelem noteikts 1,0 pg/kg kermena svara,
FB1 un FB2 nevajadzgtu parsniegt 50,0 - 57,9 ngkg.
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mmmwm FBlun FB2 ~ wmmmm DON = Teorétiska pielaujama norma

3.9.att. FB1, FB2 un DON koncentracija kaku bariba attieciba pret teoretiski

aprekinato pielaujamo normu
3.9. att. att€lotas noteiktds FBI1, FB2 un DON koncentracijas attieciba pret teor&tiski

aprékinato pielauyjamo maksimalo mikotoksinu koncentraciju barba. 13 baribas FB1 un FB2

summa parsniedz So normu, 3 baribas DON koncentracija parsniedz teor€tiski noteikto normu.
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mmm ZEA = Teorétiski pielaujama norma

3.10.att. ZEA koncentracija kaku bariba attieciba pret teorétiski aprekinato

pielaujamo normu

3.10. att. attelotas noteikta ZEA koncentracija attiecba pret teorétiski aprékinato
pielayjamo maksimalo koncentraciju bariba. Var secinat ka 6 barbas jeb 30% no analizetajiem

paraugiem ZEA koncentracijas ir parak augstas un var radt risku dzivnieka veselibai.
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3.11.att. T-2 un HT-2 toksinu koncentracija kaku bariba attieciba pret teoretiski

aprékinato pielaujamo normu

3.11. att. att€lotas noteikta T-2 un HT-2 toksinu koncentracija attiecba pret teorétiski
aprekinato pielayjamo maksimalo koncentraciju barba. 25% no analiz€tajiem paraugiem T-2
un HT-2 toksthu koncentracija ir augstaka par aprékinato normu.

Janem vera, ka aprékinos izmantotais TDI ir noteikts pelem, cikam vai cilvékiem nevis
kakiem, ka rezultata iegita teoretiski pielaujama koncentracija ir aptuvena. Janem vera ari tas,
ka katra kaka &Sanas paradumi un vielmaina i atSkiriga, tadel aprekini raksturo tikai vid&ji
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teorétisko gadjumu. Teoretiskais aprékins neietver starpsugu un starpindividu koeficientus, kas
parasti tiek izmantoti dazadu robezvértbu pienemSanai, tapec iegutas vertibas ir vairakas kartas
zemakas neka tas, kas r pienemtas normativajos dokumentos ka maksimali pielaujamas
vertibas. Aprékina merkis ir izprast risku, kas varétu rasties kakim partiekot ar mikotoksiniem
piesarnotas baribas. No iegitajiem datiem var spriest, ka mikotoksinu saturs majdzivnieku
barba ir véra nemamos limenos un var kaitét dzivnieku veselbai, tapéc butu velams noteikt
maksimali pielaujamas mikotoksinu koncentracijas dzivnieku barba ari majdzivniekiem pirms
tam veicot precizus aprékinus un laboratoriskos péffjumus. So pétjumu varétu turpinat
papidinot ar cita veida savienojumu analizi, pieméram, smago metalu, pesticidu u.c.
piesarnotaju analizi, ka ari paplasinot analiz€jamo paraugu skaitu, tad bitu iesp&jams meklet

korelacjas un izteikt pienémumus par noveérotajam lkumsakaribam baribas kvalitatei.
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SECINAJUMI

Izmantota analizes metode i piemérota kvantitativai EA satura noteikSanai kaku
bariba, jo iegitie kvalitates kontroles rezultati ieklaujas metodes validacijas laika
izstradato kontrolgrafiku noteiktajos drosSibas apgabalos.

. Mikotoksii tika atrasti 19 no 20 paraugos un mikotoksinu saturs paraugos bija
diapazona no 7,0 + 2,5 pg/kg dz 1582 + 570 pg/kg, EA koncentracijas - 0,075 %
0,03 pglkg idz 70 £ 26 pg/kg, visas analizétas baribas atbilst MK noteikumiem, tomer
japievers uzmania tam, ka MK noteikumos tikai T-2 un HT-2 toksiiem ir precizeti
maksimali pielayjamie Iimeni kaku bariba.

. Kaku baribai butu ieteicams regulars mikotoksinu monitorings, lai parliecinatos par
baribas kvalitati un tas nekaitigumu, jo mikotoksinu saturs konstatets 95% barbu un
dala no iegitajam koncentracijam parsniedz teorétiski aprékindto maksimali
pielayjamo vertibu bariba

. Mikotoksmu saturs pétjuma ieklautajos kaku baribas paraugos nav atkarigs no
baribas cenas, ka arT nav iesp&jams noverot korelaciju starp mikotoksinu saturu un
razotaju un graudaugu procentudlo saturu, tapéc iepriek§ nav iesp&jams paredzet, kura

no barbam bus mazak kontaminéta ar mikotoksmiem.
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PATEICIBAS

Izsaku pateicbu Zanei Bérzinai par palidzbu AESH-MS/MS analizu veik$ana, rezultatu
apstradé un paraugu sagatavoSana. Ve€los pateikties ari darba vaditdjam Vadimam Bartkevicam

par ieguldito laiku darba vad®ana un noradjumu sniegSana visa darba garuma.



Pielikumi

Kaku baribas paraugi, to izcelsmes

1.pielikums
1.tabula

‘ena un noraditais sastavs

Nr.

~©

Razotajs

Nosaukums

Izcelsmes
valsts

Cena,
Eur/kg

Sastavs

Murka

With beef
and poultry

Lietuva

0,89

Graudaugi — 43%, gala un dzivnieku izcelsmes
blakusprodukti 15%, augu izcelsmes blakusprodulkti,
ellas un tauki, mineralvielas, raugs 0,1%, darzeni

Kitekat

Ar vistu

Polija

3,70

Graudaugi, gala un tas parstrades produkti 26%,
darzenu parstrades produkti, ellas un taukvielas,
mineralvielas, darzeni (taja skaita kalteti burkani
0,5%), 1% kalteti zirni, darzenu olbaltumvielu
ekstrakti

Purina

Friskies

Ungarija

2,97

Graudaugi, gala un dzivnieku blakusprodukti 10%,
augu olbaltumvielu ekstrakti, ellas un tauki, augu
izcelmes blakusprodukti, mineralvielas, darzeni 0,6%,
raugi.

Whiskas

1+ years

Ungarja

3,97

Labiba, gala un tas parstrades produkti 29%, ellas un
taukvielas, darzenu olbaltumvielu ekstrakti,
mineralvielas, darzeni (tostarp kaltéti burkani 0,5%,
kalteti zirni 1%), darzenu parstrades produkti.

Purina

One

ES

8,20

Vistas gala 17%,vkaltetas majputnu galas
olbaltumvielas, pilngraudu kviesi 16 %, kukuriiza,
sojas milti, kvieSu gluténs, ciikas tauki, kukurtizas
protetnu milti, kalt€ta cigorinu sakne 2%, kukurtizas
putraimi, hidrolizats, raugi

Carnilove

Lamb &
wild boar

Cehija

14,98

Mezactkas galas milti 35%, jeéra galas milti 24%,
dzeltenie zirni 17%,vistas tauki (koserveti ar
tokoferoliem) 6%, aboli 4%, vistu aknas 1%, linseklas
1%, zirni 1%, hidrolizeti vezveidigie 0,026%,
skirmsla ekstrakts 0,016%, alus raugs 0,016%,
cigorinu sakne 0,012%, juka Sidigera 0,01%, alges
0,01%, celteka 0,01%, timians 0,01%, rozmarins
0,01%, oregano 0,01%, dz&rvenes, avenes, mellenes
(katrs 0,0008%)

Ontario

Sensitive
Duck &
Lamb

Francija

12,48

Dehidréta pile 22%, svaiga jera gala 15%, brinie risi
15%, zirni 10%Skeltie zirni 10%, visats tauki 9%,
kartupelu protetns, lins€klas, hidrolizéts zivju
proteins, svaiga laSa ella 2%, zaveti aboli, kalteti
burkani, mineralvielas, kaltéti cigorini,




mannanoligosaharidi, kaltatas dzervenes, kalt€tas
mellenes, kaltéti spinati, kalteti brokoli.

8. Josera * JosiCat Vacija 2,99 Labiba, gala un dzivnieku blakusprodukti (piles galas
Duck & Fish milti 4%), augu izcelsmes blakusprodukti, zivis un to
blakusprodukti 4%, ellas un tauki, minerali
9. Josera * JosiCat Vacija 3,99 Pilngraudu kukurtiza, kaltéts majputnu proteins, risi,
Sterilised biesu graizjumi, dradzi, kaltéts lasis, majputnu tauki,
Classic hidrolizéts dzivnieku izcelsmes proteins, hidrolizets
putnu galas proteTns, lignocelulozes, cigorinu saknes
pulveris, minerali
10. | Araton* Adult after ES 2,49 Graudaugi, gala, subprodukti, darzeni, tauki un ella,
sterilization darzenu olbaltumvielu ekstrakts, cukurbiesu
mikstums, vitamini, mineralvielas, atlauti
antioksidanti E320 (BHA), E321 (BHT), konservanti
E202 (kalija sorbats)
11. | Purina * ProPlan ES 7,99 Lasis 20%, kukurtizas glutena milti, ris1 14%,
Sterilised dehidrétas tun¢a olbaltumvielas, kukuriiza, dehidréta
Salmon tunca milti 4%, darzenu Skiedrvielas, zirnu
olbaltumvielu koncentrats, kviesu gluténa milti, olu
pulveris, dzivnieku tauki, hidrolizats, raugs,
mineralvielas
12. | Purina * ProPlan ES 6,99 Vista 21%, 1isi 16%, kukurtizas lipekla milti,
Adult dehidrétas majputnu olbaltumvielas, kukuriiza, kviesi,
Chicken & dzivniecku tauki (konservéti ar tokoferolu maisfjumu),
Rice hidrolizéts olu pulveris, cigorinu sakne 2%, raugs,
pakSaugu olbaltumvielu koncentrats, zivju ella, KCl,
kalcija karbonats, mineralvielas, holina hlorids, L-
arginins, L-litins, NaCl, DL-mentionins
13. | Kis-Kis * | Super Holande 2,70 Graudi, gala un galas produkti, augu valsts produki,
premium ellas un tauki, zivs (silke), un zivju produkti (silke),
quality mineralvielas
14. | Purina * ProPlan ES 8,00 Titara gala 20%, dehidrétas majputnu galas
Sterilised olbaltumvielas, 1isi, kukuriizas gluténa milti,
adult kukurtiza, kvieSu gluténa milti, kviesu Skiedras,
celuloze, olu pulveris, minerali, zivju ella, dzivnieku
izcelsmes tauki, hidrolizats, raugi
15. | Applaws | Adult cat Apvienota | 14,26 Svaigi gatavotas baltas zivis 18%, zirni, silkes malta
Ocean fish Karaliste gala 12%, zirnu milti, Ecas, svaigi gatavota lasa
with salmon malta gala 8%, balto zivju gala 5%, lins€klas, alus

raugs, lasa ella 3%, lucerna, lasa gala 2,5%, dehidréts
zivju protens 2,5%, Zavetas dz€rvenes, vitamini,




mineralvielas, kokosriekstu ella, zaveti aboli, zaveti
bumbieri, citrona ekstrakts, rozmarina ekstrakts

16.

Unica
Natura

Unico
indoor

Italija

11,69

Dehidréts jera galas protems 15,12%, kukuriizas
gluténs, kukurtizas klijas, 1151 12,9%, hidrolizEts
dzivnieku protetns, dehidréts cikgalas proteins, vistas
tauki, zalo zirpu Skiedra un protems, zalie zirni
4,03%, dehidréts lasa proteins, kalt€ts raugs, linséklas
1,01%, olas, kaltetas celmalas s€klas 0,5%, kaltetas
alges, juka 0,13%

17.

Perfecto
Gold

Adult

Vacija

3,49

Vistas gala 17%, majputnu izcelsmes olbaltumvielas,
pilngraudu kviesi 17%, kvieSu mannas putraimi,
kukurtiza, sojas milti, dzivnieku tauki, kukurtizas
lipekla milti, cigorinu sakne 0,2%, mineralvielas,
raugs.

18.

Kattovit

Sensitive

Vacija

13,63

Majputnu galas protems(kaltets) 23%, lasis (kaltets)
14%, zirpu ciete 14%, kartupelu ciete 19.14%, ellas
un tauki, kalteti zirni 8%, kaltets bie20.8u mikstums,
zivju galas proteins 2%, olu pulveris 2%, alus raugs,
mineralvielas, cigormu nulins, oligofruktoze,
mohave juka

19.

Royal
Canin

Reguar
Sensible

ES

13,89

Dehidréts majputnu proteins, risi, dzivnieku tauki,
kukuriiza, augu proteTna izolats, dehidréts ciikgalas
proteins, kviesu milti, kviesi, hidrolizéti dzivnieku
protetni, kukuriizas lipeklis, raugi un to dalas, bietes
mikstums, zivju ella, darzenu Skiedras, sojas ella,
frukto-oligo-saharidi

20.

Fokker

Steri-Fit

Niderlande

4,28

Kaltéta majputnu gala (min. 14% vista), dzivnieku

proteta ekstrakts, 1151 14%, zirni, miezi, majputnu
tauki, celuloze, kukurtiza, kukuriizas lipeklis, lasu

ella, lins€klas, zavéts lasis, olu pulveris, alus raugs,
molins (FOS avots), dzeérvenes

* Sverama bariba
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3.pielikums
1.tabula

Izoléto prekursora jonu un galveno detektéto fragmenta jonu m/z

Nosaukums Prekursora jona m/z Fragmenta jona m/z Kolizijas energija
Ergozms 548 223 32
268 23
Ergozinins 548 208 45
223 29
Ergokomins 562 223 34
268 24
Ergokorninins 562 277 26
305 27
a-Ergokriptins 576 208 44
223 34
Ergokriptinns 576 291 24
304 28
Ergokristins 610 223 35
305 26
Ergokristinins 610 223 32



Analizéjamo savienojumu

raksturojoSie parametri SEM reZima

2.tabula

Savienojums Izdalisanas Prekursora Jonizacija Produkta | Savienojuma
laiks, min jons, m/z jons, miz | energija
DON 2,0 297,0 + 231,0 12
249,0 249,0 11
Aflatoksins 5,0 313,0 + 213,0 43
Bl 313,0 2410 37
313,0 285,0 23
HT-2 toksms | 6,5 448,0 + 268,1 20
448,0 346,1 20
Fumonizins 6,0 722,5 + 334,25 40
Bl 7225 35225 |35
T-2 toksins 6,0 489,0 + 327,0 23
489,0 387,0 21
ZEA 6,0 317,15 - 131,0 28
317,15 175,0 23,5
317,15 273,0 18
OTA 6,0 404,0 + 102,0 50
404,0 239,0 25
404,0 358,0 13
Fumonizins 7,0 706,5 + 318,25 38
B2 706,5 336,2 36
706,5 354,2 33
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3.att. KalibréSanas taisne ergokristinam
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EA koncentracija kaku baribas paraugos

5.pielikums
1.tabula

Parauga Ergosinins, Ergokorninins, a-ergokriptins, Ergokristins, | Ergosinins, | Ergokorninins, | Ergoktistinins, | Ergokriptinins,
Nr. pgkg pekg neke pegkg pegkg pekg pekg pekg
1. <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,08 + 0,03 <LOQ <LOQ <LOQ
2. 1,55+ 0,02 1,23 + 0,07 1,16 + 0,03 1,85+0,03 | 1,97+0,03 | 6,16 £0,02 5,28 £ 0,03 9,58 £ 0,02
3. 0,07 £ 0,02 <LOQ 0,05+ 0,03 0,04 +0,03 | 0,11+0,03 <LOQ <LOQ <LOQ
4. <LOQ <LOQ 0,80 + 0,03 <LOQ 0,08 + 0,03 <LOQ <LOQ <LOQ
5. 2,21 +0,02 0,90 = 0,07 0,72 + 0,03 1,75+0,03 | 1,75+£0,03 | 3,81+£0,02 4,03 + 0,03 3,89 £ 0,02
6. <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
7. 0,43 £ 0,02 0,06 £ 0,07 0,07 £ 0,03 0,27+0,03 | 0,38+0,03 | 0,48 +0,02 0,97 £ 0,03 0,62 £ 0,02
8. 0,33+£0,02 <LOQ 0,15+ 0,03 0,38+0,03 | 0,37£0,03 | 0,51+£0,02 1,66 = 0,03 0,49 + 0,02
Q. <LOQ <LOQ <LOQ 0,37+ 0,03 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
10. <LOQ <LOQ 0,05+ 0,03 0,10+0,03 | 0,10£0,03 | 0,07+0,02 <LOQ 0,12 + 0,02
11. 1,71+ 0,02 0,52 £ 0,07 0,49 + 0,03 1,60+0,03 | 1,60+£0,03 | 2,18+0,02 2,57 0,03 2,25 +0,02
12. 1,78 £ 0,02 0,31+ 0,07 0,31£0,03 1,32+0,03 | 1,32+0,03 | 151+0,02 3,44 £ 0,03 1,54 + 0,02
13. 10,88 + 0,02 3,37 £0,07 2,24 + 0,03 7,20£0,03 | 7,20+0,03 | 12,44+0,02 | 1454+0,03 | 12,34+0,02
14. 10,73 £ 0,02 0,32 £ 0,07 0,29 + 0,03 0,93+0,03 | 0,93+£0,03 | 1,01+0,02 1,34 £ 0,03 1,20 £ 0,02
15. 1,30 £ 0,02 0,20 = 0,07 0,24 + 0,03 156+0,03 | 1,56+0,03 | 0,29+0,02 8,83 + 0,03 1,15+ 0,02
16. 5,15+ 0,02 <LOQ <LOQ 0,11+0,03 | 0,11+0,03 <LOQ 0,06 + 0,03 <LOQ
17. 0,06 £ 0,02 3,55+ 0,07 1,69 + 0,03 3,52+0,03 | 352+0,03 | 6,94 +0,02 19,00 £ 0,03 6,85+ 0,02
18. 6,11 £ 0,02 3,28 £ 0,07 1,57 + 0,03 0,53+0,03 | 053+0,03 | 6,82 +0,02 0,09 £ 0,03 7,18 £ 0,02
19. 0,18 + 0,02 0,11 + 0,07 0,10 + 0,03 0,14+0,03 | 0,14+0,03 | 0,43+0,02 0,26 + 0,03 0,92 + 0,02
20. 2,43 +0,02 1,02 £ 0,07 1,36 £ 0,03 507+0,03 | 1,75+0,03 | 3,47+0,02 10,53 + 0,03 5,86 + 0,02




6.pielikums

30000000

y = 29000x - 212000
25000000 R?=0,9962

20000000

wv
o
o
€ 15000000
2

>S5

F 10000000
5000000

0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

v, ng/kg

1.att. KalibréSanas taisne FB1

40000000
35000000 y = 158000x - 3*10°
30000000 R?=0,998

> 25000000

€ 20000000

15000000

10000000

5000000

0
0 50 100 150 200 250

cps

Lauku

Y, ng/kg

2.att. KalibréSanas taisne FB2

6000000

y =569000x + 19000
5000000 R2=0,9997

4000000

ps

o

3000000

2000000

Laukums

1000000

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Y, ng/kg

3.att. KalibréSanas taisne aflatoksinam B1



40000
35000
30000

wv

S 25000

€ 20000

=)

15000

10000 .- ®

5000 " R

y = 340x + 2000

Lauk

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Y, ng/kg

4 .att. Kalibré$anas taisne HT-2 toksinam

300000

y = 2560x - 1000
250000 R? = 0,996

200000

[ e N A SYL

15000 e :

ps

Laukums

100000 e
50000 e .

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

v, ng/kg

5.att. KalibréSanas taisne T-2 toksinam

70000000

y = 600000x + 590000 ®
60000000 R = 0,999 g

50000000

- 40000000 e
30000000 RS

20000000

Laukums, cps

10000000

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Y, ng/kg

6.att. KalibréSanas taisne OTA



1600000

X3
y = 7500x + 51000
1400000 R =10.953
1200000
w
S 1000000
> ..
€ 300000
>
> 600000
3
400000 s
200000 e
[ )
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Y, ng/kg

7.att. Kalibré§anas taisne ZEA



Mikotoksinu koncentracija kaku baribas paraugos

Pa,ilar“ga DON FB1 FB2 Aﬂaté’ll‘sms HT-2 T2 OTA ZEA Summa
1. <[00 103 <[00 <00 | <L0Q | 43+10 | <LOQ | <LOO 15+5
) 39494 | 15%4 <[00 <0Q | <LOQ | 2305 | 06014 | 29+9 | 440% 158
3. 55+13 | 21859 | 34%6 <L0Q | <LO0Q | <L0Q | <LOQ | 186 | 325:117
2, 53+13 | 182+49 | 32%6 <0Q | <LOQ | 12:03 | <LOQ | 15%5 | 285%23
5. 54+13 | 538+ 145 | 103:20 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ |86%27 | 704+ 253
6. <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
7. <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
8. <0Q | 113t30 | 15%3 <0Q | <LOQ | 2205 | <LOQ |88+27| 139250
9. 17342 | 3229 <[00 | 08+03 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 62%10 | 268%97
10, 53+13 | 210257 | 58+11 | 06202 | <LOQ | 6523 | <LOQ | <LOQ | 328+ 118
11, <00 | 121£33 | 56%11 | <LOQ |65%23| <LOQ | 1,003 |86%+26 | 194%70
12. <l0Q | 65:18 | 27%5 <Ll0Q |87%31| 16204 | 06202 | 92+29 | 11240
13, <0Q | 14038 | 18%3 200 | <00 | <L0Q | <LO0Q | <LOO | 157%57
12, <0Q | 11631 | 55+11 | 05%02 | 11£4 | <LOQ | 06+02 |68%21 | 191%69
15, <L00 1123 <00 | 08203 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ 12+3
16. <[0Q | 1080292 | 469+89 | <LOQ | 155 | <LOQ | <LOQ | 196 | 1582 %570
17, 88+21 | 160t46 | 38+7 <0Q | <LOQ | 52%12 | <L0Q | 24%7 | 324%117
18, <L00 <L00 <[00 | 19+06 | <LOQ | 51£12 | <LOQ | <LOO 73
10, <0Q | 135%37 | 43%8 | 0703 | <LOQ | <LOQ | <LOQ |58%18| 185%67
20. 31 t7 67 % 18 1523 <l0Q | <00 | <L0Q | <L0Q | <L00 | 113z41

7.pielikums
1.tabula



