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IEVADS

Pirolizidina alkalotdi (PA) ir viena no augu sintezéto alkaloidu grupam, ko augs uzkraj sava organisma,
lai novérstu kukainu, kaitéklu un dzivnieku iedarbibu. Sobrid ir zinami vismaz 600 PA, kas augos galvenokart ir
sastopami necina (aminospirta) esteru (mono-, di- un makrocikliskie diesteri), 1,2-piesatinato un/vai 1,2-
nepiesatinato neicinskabes esteru un N-oksidu veida. Ir zinami vairak ka 6000 PA saturosi augi, no kuriem
vairaki (heliotropi, krustaines, un tauksaknes) ir ieklauti lietoSanai partika aizliedzamo augu saraksta saskana
ar Zemkopibas ministrijas normativo aktu “Noteikumi par izmantosanai partika aizliegtajiem augiem un augu
dalam”.

PA toksiskas Tpasibas var btiski atskirties, tomér pédéjo gadu pétijumos konstatéts, ka aptuveni puse
no visiem PA ir citotoksiski, hepatotoksiski, genotoksiski un kancerogéni.

Eiropas Partikas nekaitiguma iestades (EFSA) 2017. gada atzinumi par PA izplatibu un toksisko ietekmi
satur norades, ka Sie alkaloidi ziedputekSnu parneses, ka art PA saturoSu nezalu ietekmé var piesarnot PA-
nesintezéjoSus mediciniskos augus, tai skaita tradicionalas Camellia sinensis téjas, to uzléjumus, ka ari var
uzkraties medd, ka ari dazadu augu izcelsmes uztura bagatinataju sastava. Tadéjadi, PA piesarnojums var
potenciali radit gan akdtas, gan hroniskas iedarbibas riskus patérétajam.

EFSA 2016. gada monitoringa dati par PA izplatibu téjas un medu ieklava 17 bieZak sastopamos PA, kurus
Eiropas Komisija (EK) 2018. g. zinojuma papildindja vél ar ¢etriem PA, kuru monitoréSanu ieteicams veikt
Eiropas dalibvalstis: intermedins, likopsamins, seneksionins, seneksivernins, seneksi(o)filins, retrorsins,
ehimidins, lasiokarpins, senkirkins, europins, heliotrins un to N-oksidi.

Sobrid Partikas aprites piesarnotaju grupa (CONTAM Panel) noteikusi PA patérina references normu 237
ug/kg/diena, kas rada potencialu kancerogénu risku.

Saja pétijuma tika izstradata augstas izskirtspéjas masspektrometrijas metode PA kvantitativa satura
noteikSanai un citu PA struktlranalogu nemérkétam skriningam Latvija pieejamas partikas produktu riska
grupas, kas var potenciali saturét So alkaloidu piesarnojumu. Izstradata metode tika pielietota PA satura

noteikSanai 80 partikas produktu paraugos.



ANALIZES METODES

Pirrolizidina alkaloidu noteikSanai tiek izmantotas un aprakstitas dazadas metodes, kuras balstas uz
Skidrumu hromatografiju un augstas izskirtspéjas masspektrometriju (1. pielikums).

Parsvara PA detektéSanai un kvantificéSanai izmanto Skidruma hromatografu, kurs ir savienots ar
masspektrometrisko detektoru. Lielakaja dala aprakstitajas metodés, paraugus attira ar SPE kolonnam, lai
uzlabotu metodes jutibu, reproducéjamibu un atglstamibu. Gandriz visas aprakstitajas metodés izmanto C18
kolonnas un tikai viena metodé tiek izmantota C8 kolonna. Viszemaka reproducéjamiba ir metodei, kura
izmanto Luna Omega Polar C18 kolonnu [1], bet vislielaka reproducéjamiba ir metodei ar Nucleoshell C18
reversed phase kolonnu un ekstrakciju ar atSkaiditu sérskabes skidumu [2]. Viszemaka atkartojamiba ir C8
kolonnai 3], bet vislielaka ir Hypersil Gold C18 kolonnai kombinacija ar detektoru TSQ Vantage [4]. Vislabaka
atglstamiba ir 7. aprakstitai metodei, kura izmanto ZORBAX C18 kolonnu un netiek veikta SPE attiriSanas
procedura, ekstrakcijai izmanto dejonizétu Gdeni [5].

Ekstrakcijai biezi izmanto atSkaiditu sérskabes Skidumu, ka arT paskabinato dejonizétu tdeni ar
skudrskabi. Parsvara SPE kolonnas aktivizé ar metanolu, sérskabes skidumu un péc ekstrakta filtrésana,
kolonnas elué ar 2,5% amonjaka skidumu metanola. Dazadas metodés tika aprakstits, ka iegito attirito
ekstraktu ietvaicé slapekla plisma. Péc ietvaicéSanas tika ieguts sauss ekstrakts, kuru rekonstrué vai ar
acetonitrils:Gdens (5:95) skidumu, vai ar metanols:tdens (5:95) skidumu, vai ar tiro metanolu [6], [7], [8].

Tika aprakstitas dazadas LOQ (kvantitativas noteikSanas robeza) vértibas, parsvara tas ir lielakas par 0,03
pg/kg, bet ne zemakas par 2 pg/ kg.

Salidzinot attiriSanas metodes, var secinat, ka SPE attiriSanas procediru var neizmantot, jo medus
matrica nav tik sarezgita, pietiekami izmantot filtréSanu un attiriSanu ar saliem. Péc parametriem ir redzams,
ka procediira, neizmantojot SPE attiriSanas pieeju, atglistamiba daZos gadijumos ir pat labaka neka ar SPE
procediru. Dazas metodés izmanto cinka pulveri, lai reducétu N-oksidus, bet tas nelauj precizi noteikt oksidu
koncentraciju paraugos. 6. aprakstitaja metodé izmanto modificetu QUEChERS metodi, lai attirttu paraugus,
ka ar ekstrakciju ar acetonitrilu un Gdeni, metode paredzéta PA noteikSanai bariba. Dzivnieku bariba satur
vairakas traucéjosas vielas, tapéc So paraugu attiriSanai ir nepiecieSams izmantot QUEChERS saJu maisijumu
[9].

Literatlra aprakstitds metodes ir izstradatas, lai noteiktu pirolizidina alkaloidus medd, téja, biSu
ziedputekSnos un bariba, savukart PA noteikSana citdas matricas, pieméram, uzléjumos vai piena, nav
piedavata.

Saja pétijuma izstradatdja metodé izmanto acetonitrilu un Gdeni ka ekstrakcijas $kidumu, QUEChERS

salu maisijumu, lai attiritu parauga matricu, izsaldésanu un ekstraktu atsSkaidisanu. LOQ vértibas ir diapazona



0,027 — 20 pg/kg atkariba no matricas, ka arl korelacijas koeficients ir lielaks par 0,95. Metode ietver
pirrolizidina alkaloidu un to N-oksidu noteikSana (1. tabula).
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1. tabulas turpindjums
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NOTEIKSANAS METODE

Institata "BIOR" pielietota metode pirolizidina alkaloidu noteikSanai ar nanopliismas skidruma

hromatografiju un masspektrometriju

Metode ietver parauga (medus, téjas vai piena) ekstrakciju ar acetonitrilu, paraugu attiriSanu ar
QUECHERS salu maisijumu, izsaldésanu, ekstraktu atSkaidiSanu (tinktdru gadijuma paraugu sagatavosana sakta
ar sausa atlikuma atSkaidiSanu péc iztvaicéSanas), filtréSanu un pirolizidina alkaloidu noteikSanu ar
nanoplismas Skidruma hromatografiju un elektroizsmidzinaSanas jonizacijas augstas izSkirtspéjas

masspektrometriju, izmantojot standartpiedevu metodi kalibrésanai.

Materiali un izejvielas

Ekstrakcijai izmantots acetonitrils (Skidruma hromatografijai piemérotas tiribas), dejonizéts Gdens (no
Milli-Q attirisanas iekartas), skudrskabe (reagenta tiribas, atbilstosi ACS kritérijiem), QUEChERS EN 15562 salu
maisijums (4,0 g bezGidens magnija sulfata, 1,0 g natrija hlorida, 1,0 g trinatrija citrata dihidrata, 0,5 g dinatrija
citrata seskvihidrata).

Ekstraktu filtréSanai izmantoti PVDF centrifigas membranas filtri ar 0,45 um poru izméru. Ekstraktu
atsSkaidisanai izmantots acetonitrils un dejonizéts Gdens (Skidruma hromatografijai un masspektrometrijai
piemérotas tiribas).

Kalibrésanai ar standartpiedevu metodi izmantoti pirolizidina alkaloidu standartskidumi, kas pagatavoti
no tiram vielam (ar vismaz 95% tiribu): ehimidina, ehimidina-N-oksida, ehinatina, ehinatina-N-oksida, eiropina
hidrohlorida, eiropina-N-oksida, heliosupina, heliosupina-N-oksida, heliotrina, heliotrina-N-oksida, indicina
hidrohlorida, indicina-N-oksida, integerimina, integerimina-N-oksida, intermedina, intermedina-N-oksida,
lasiokarpina, lasiokarpina-N-oksida, likopsamina, likopsamina-N-oksida, retrorsina, retrorsina-N-oksida,
senecionina, senecionina-N-oksida, senecifilina, senecifilina-N-oksida, senecivernina, senecivernina-N-oksida,

senkirkina, usaramina.



Paraugu sagatavosana

Katrs partikas (medus, t€jas, piena) paraugs homogenizéts un iesvérti katram paraugam vismaz divi 2,00
+ 0,05 g iesvari (medum un téjai) un 10,00 £ 0,05 g iesvari (pienam), no kuriem atkartotajiem iesvariem
pievienotas pirolizidina alkaloidu standartpiedevas kalibrésanai (pieméeram, 4, 8, 20, 40 un/vai 80 pg/kg,
atkariba no gaidamas koncentracijas parauga un kalibrésanas punktu skaita). Visiem iesvariem (iznemot piena
paraugiem) pievienoti 10 mL dejonizéta Gdens. Visiem iesvariem pievienoti 10 mL acetonitrila un 200 plL
skudrskabes. Paraugi ievietoti ultraskanas vanna uz 10 min, péc tam visiem ekstraktiem pievienots QUEChERS
EN 15562 salu maisijums un ekstrakti kratiti 10 min rotéjosaja kratitaja. Péc tam ekstrakti centrifugeéti pie 4500
apgr./min. 5 mL ekstraktu augséjo skidro slanu parnesti tiros stobrinos un ievietoti saldétava (-80 °C) uz 30
min. Saldétie ekstrakti ievietoti centrifiga, kuras temperatira ir 15 °C, un centrifugéti 18 min pie 4000
apgr./min un 15 °C. 200 plL augsejo skidro slanu parnesti stobrinos un iztvaicéti zem slapekla plismas pie 60
°C Iidz sausam atlikumam.

Katram tinktdras paraugam iesvérti vismaz divi 200 + 5 mg iesvari, no kuriem atkartotajiem iesvariem
pievienotas pirolizidina alkaloidu standartpiedevas kalibrésanai (pieméeram, 4, 8, 20, 40 un/vai 80 pg/kg,
atkariba no gaidamas koncentracijas parauga un kalibrésanas punktu skaita). Tinktlru paraugi iztvaicéti zem
slapekla plismas pie 60 °C lidz sausam atlikumam.

Iztvaicétie sausie atlikumi izskidinati 1% skudrskabes un 1% acetonitrila Gdens skiduma — 300 pL (medus,
piena un tinktdru gadijuma) vai 1500 pL (téjas gadijuma). legiitie ekstrakti filtréti caur centriftgas filtriem, un

filtrati iepilditi stikla pudelités hromatografijai.

Analizes veiksana

Pirolizidina alkaloidu noteikS8ana veikta, injicéjot filtrétos ekstraktus nanoplismas Skidruma
hromatografa (1. att.), kas aprikots ar oktadecilsilana reversas fazes kapilaro kolonnu un papildus stkni

izmantojot stikla emiteri elektroizsmidzinasanai. InjicéSana veikta atbilstosi pilnas cilpas injekcijas metodei.
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1. att. Analizei izmantojama nanoplismas Skidruma hromatografa principiala shéma

Optimalai savienojumu atdaliSanai uz kolonnu padotas kustigas fazes (dejonizéts Gdens un acetonitrils,
kuri satur 1% skudrskabes) péc gradienta programmas, kuras ilgums ir 45 min, savukart caur "T" veida
savienojumu plismai péc kolonnas ar hromatografijas nanopliismas stkni pievienots 80% acetonitrila tidens
Skidums (skidruma hromatografijai un masspektrometrijai piemérotas tiribas) ar plismu attiecibu 1:1, lai
stabilizétu nanoplismas elektroizsmidzinasanas procesu gradienta eluésanas laika. Visiem pldsmas celiem
jabat savienotiem ar augsta spiediena savienojumiem (pieméram, Thermo Scientific nanoViper™ vai IDEX
Health & Science MicroTight™).

Masspektrometra jonizacijas avots konfiguréts nanoplismas elektroizsmidzinasanas jonizacijas rezima.
Masspektrometrs veic prekursora jonu izolésanu, fragmentaciju un fragmentu vienlaicigu detektésanu pie

maksimalas izSkirtspéjas 70 000 vienibu.
Rezultatu izvértesana

Detektétajam smailém veikta fragmentacijas spektra izvértésana, salidzinot fragmentacijas spektrus ar
spektriem, kas iegati tiru standartvielu analizé. Metodes linearitate (R*>0,95) tika parbaudita, konstrugjot
kalibréSanas taisnes no paraugiem, kas sagatavoti atbilstoSi standartpiedevu kalibréSanas metodei, bet
pirolizidina alkaloidu koncentracija paraugos noteikta ar viena punkta kalibréSanu katram paraugam péc

standartpiedevu metodes (2. att.).

10



2. tabula

Izoléto prekursora jonu un galveno detektéto fragmenta jonu m/z

Nosaukums

Prekursora jona m/z

Fragmenta jona m/z

Kolizijas energija

Ehimidina-N-oksids

Ehimidins

Ehinatina-N-oksids

Ehinatins

Eiropina-N-oksids

Eiropins

Heliosupina-N-oksids

Heliosupins

Heliotrina-N-oksids

Heliotrins

Indicina-N-oksids

Indicins

Integerimina-N-oksids

Integerimins

Intermedina-N-oksids

Intermedins

Lasiokarpina-N-oksids

Lasiokarpins

Likopsamina-N-oksids

414,2122 [M+H]

398,2173 [M+H]

316,1755 [M+H]

300,1805 [M+H]

346,1860 [M+H]

330,1911 [M+H]

414,2122 [M+H]

398,2173 [M+H]

330,1911 [M+ H]

314,1962 [M+H]

316,1755 [M+H]

300,1805 [M+H]

352,1755 [M+H]

336,1805 [M+H]

316,1755 [M+H]

300,1805 [M+H]

428,2279 [M+H]

412,2330 [M+H]

316,1755 [M+H]
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254,1382
396,2014
120,0808
83,0497

172,0966
111,0682
96,0812

138,0911
172,0966
328,1749
138,0911
156,1018
120,0808
138,0912
120,0808
220,1329
172,0966
111,0682
138,0911
156,1018
172,0966
94,0656

94,0656

156,1018
94,0656

118,0653
120,0808
138,0911
172,0966
138,0911
94,0656

156,1018
254,1382
120,0810
120,0810
336,1799
172,0966

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
50
50
35
35
30
30
30
30
30
30
30
30
30



Nosaukums Prekursora jona m/z Fragmenta jona m/z Kolizijas energija
138,0911 30
Likopsamins 300,1805 [M+H] 94,0656 30
156,1018 30
2. tabulas turpindjums
Nosaukums Prekursora jona m/z Fragmenta jona m/z Kolizijas energija

Retrorsina-N-oksids

Retrorsins

Senecifilina-N-oksids

Senecifilins

Senecionina-N-oksids

Senecionins

Senecivernina-N-oksids

Senecivernins

Senkirkins

Usaramins

368,1704 [M+H]

352,1755 [M+H]

350,1598 [M+H]

334,1649 [M+H]

352,1755 [M+H]

336,1805 [M+H]

352,1755 [M+H]

336,1805 [M+H]

366,1911 [M+H]

352,1755 [M+H]

138,0911
120,0808
120,0808
138,0911
94,0656
120,0808
120,0808
306,1696
94,0656
120,0808
94,0656
120,0808
94,0656
120,0808
120,0808
308,1851
168,1016
122,0601
120,0810
138,0911

50
50
30
30
30
30
30
30
50
50
35
35
30
30
35
35
30
30
30
30
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Senecionine
0020—200M+20 Senecionine ¥ = 2.072e5X - 3.604ed; R2; 0,9998,; Origin: Ignore; W: Equal; Area
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Senecioning
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2. att. Senecionina hromatogrammas un kalibrésanas taisnes dazados diapazonos, dazados paraugos

(attiecigi — medus, téja, tinktira, piens), kuros senecionins netika konstatéts
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REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

Saja pétijuma tika analizéti 80 Latvijas izcelsmes produkti: zalu té&jas, augu uzléjumi, medus un piens.

Medus paraugi
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vasaras medus "B, "Klasiska®, medus “WINKIS® medus  "Green Hive"  medus,  “Kafija®, "L medus Lacikis", "Deilnas” medus .
Mikelsans"  “Liepkalni®  "VINNIS® ‘Gresn Hive” Wamras  Mikelsone”  "Valini® "Herpid"” Larsena”
ziedu "Green
Hiee"

Medus paraugi

3. att. PA iegitie rezultati Latvijas izcelsmes medi

Tika analizéti 40 medus paraugi, kuri savakti un raZoti Latvija (3. att.). Saskana ar iegltiem datiem, 32,5%
no visiem medus paraugiem bija kvantificéta pirolizidina alkaloidu koncentracija, kas ir lielaka par
kvantificéSanas robeZas (LOQ). Rezultatos tiek aprakstiti tikai tie paraugi, kuriem bija detektéts PA
koncentracijas, kuras ir lielakas par LOQ vértibu.

Medus paraugos tika konstatéri sekojosi pirolizidina alkaloidi: intermedins, likopsamins un indicins,
ehinatins, ehinatina-N-oksids, indicina-N-oksids un intermedina-N-oksids, likopsamina-N-oksids, senecifilins,
integerimins, senecionins, ehimidins. Visbiezak medus paraugos ir sastopami ehimidins, intermedins,
likopsamins un indicins, kas sakrit ar citam publikacijam [3], savukart vislielaka PA summa tika novérota meza
ziedu vasaras medum, kas ir 74,15 pg/kg, bet vismazaka summa tiek kvantificéta griku ziedu medum no J.
Larsenas, kas ir tikai 0,14 pg/kg. Ehinatina-N-oksida koncentracija meza ziedu vasaras medi procentuali ir
71,1% no kopéjas PA summas parauga, kas ir 52,75 pg/kg.

legltie rezultat demonstré sakaribu, saskana ar kuru medus paraugiem ar vienu komponentu (griku
ziedu medus un liepziedu medus), tika detektétas |oti nelielas PA koncentracijas. Paréjie paraugi ieklauj dazadu
ziedu maisijumu. Var secinat, ka jo vairak ziedu sugas ir sastava, jo lielaka ir PA koncentracija. Bez tam ir

redzama sakariba starp medus krasu un alkaloidu saturu, jo tumsSajam medum ir detektétas loti zemas
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koncentracijas vai vispar nekas nav detektéts. lespéjams, ka tas ir saistits ar medus sastavu, jo tumsa medus
sastava visticamak ir griku ziedi, kura lielakaja dala gadijumu PA netika detektéti. ST paradiba sakrit ar
literatiras datiem, ka bieZi griku ziedu medu izmanto ka tiro matricu [6]. Rezultati parada, ka N-oksidu

koncentracija ir zemaka salidzinajuma ar pasu alkaloidu saturu.

3. tabula
Kopsavilkums par PA saturu medi
Vidéja koncentracija, Min. — Max.
PA Paraugu skaits Mediana, pg/kg
ug/kg saturs, pg/kg
Intermedins 5 0,44 0,46 <LOQ-0,53
Likopsamins un indicins 5 0,50 0,66 <LOQ-0,76
Ehinatins 3 2,65 2,32 <LOQ - 3,95
Ehinatina-N-oksids 4 18,09 9,12 <L0OQ-52,75
Indicina-N-oksids un
3 2,06 0,41 <L0Q-5,36
Intermedina-N-oksids
Likopsamina-N-oksids 3 4,31 1,04 <L0Q-10,88
Senecifilins 2 0,51 0,51 <LOQ-0,59
Integerimins 2 1,10 1,10 <LOQ-1,42
Senecionins 2 1,50 1,50 <L0Q-1,50
Ehimidins 9 1,33 0,48 <L0Q-3,89
Citie* - - - <L0Q

* ehimidina-N-oksids, eiropins, eiropina-N-oksids, heliosupins, heliosupina-N-oksids, heliotrins, heliotrina-N-oksids,
integerimina-N-oksids, lasiokarpins, lasiokarpina-N-oksids, retrorsins, retrorsina-N-oksids, senecionina-N-oksids,
senecifilina-N-oksids, senecivernins, senecivernina-N-oksids, senkirkins, usaramins

Kopéjais alkalotdu saturs konkrétos paraugos ir no LOQ lidz 52,75 pg/kg (3. tabula).
Sobrid maksimali pielaujama PA satura norma medum nav noteikta, tapéc rezultatu salidzindjumu ar
maksimali pielaujamo saturu nav iespé&jams veikt.

AnaliZu rezultati ir sniegti 4. tabula:
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4. tabula

PA un to N-oksidu iegiitie rezultati medi

. S . £ E = . 2
S 22 g T . 5888, £ E £ £
RaZotajs Nosaukums g § 'g ‘g .% E = g % g E § .9:.13 .§ 'g
g §-= & £° s5g=2g§8° 8§ & 5§ @&
=3 - g s = -7
SIA "VINNIS" Medus 0,45 0,66 0,43 1,49 3,42
SIA "Puratos Latvia" Meds
SIA "Deiva" Ziedu medus
Liepkalni Ziedu medus 0,49 0,19 1,68 0,35
SIA "VINNIS" Latvijas ziedu medus
SIA "VINNIS" Griku ziedu medus 0,14
SIA "VINNIS" Liepziedu medus
SIA "VINNIS" Kremveida medus 0,53 0,71 0,59 1,50 3,89
ZS KALNA SMIDES 1 MeZa ziedu medus
ZS KALNA SMIDES 1 Griku-amolina ziedu medus
SIA "Deiva" Ziedu medus
Biskopis: Linards Jankevics Dazadu ziedu medus
ZS Jaunspieki Medus ar ingveru un citronu
SIA "VINNIS" Medus
Eberlinu drava Dazadu ziedu medus
SIA "Green Hive" Medus "Kafija" 1,42
SIA "Green Hive" Medus "Piladzis"
SIA "Deiva" Ziedu medus

SIA "Green Hive" Medus "Klasiska" 0,27 2,32 8,40




4. tabulas turpindjums
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SIA "Green Hive" Medus "Lacitis" 0,48
Egita Mikelsone Dazadu ziedu medus 9,84 0,41 1,00 0,29
Z/s "Valini" Dazadu ziedu medus 0,79
Liepkalni Ziedu medus
"Podi", Veronika Pupina Medus
- MeZa ziedu vasaras 0,46 0,76 3,95 52,75 5,36 10,88
biskopis: Dzintars Kreicbergs Dazadu ziedu medus
biskopis: Uldis Zikmanis Dazadu ziedu medus
Z/S "Kerpisi" Dazadu ziedu medus 0,16 1,35 0,41 1,04 0,97
Z/S "latnieki" Dazadu ziedu medus
Z/S "Dzilnas" Medus 0,32
Z/S "Noréni" Dazadu ziedu medus
biskopis: Olga Vabela Medus
- Medus
J.Larsena Teteru medus, Vasaras ziedu 2,12

SIA "AdaZu medus"
biskope llze Grava-Nike

biskope llze Grava-Nike

Adazu Medus
Ziedu medus

Meza ziedu medus
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Z/S "Spulgas"

biskope: Aija Lodina

Medus
Dazadu ziedu medus

Dazadu ziedu medus
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Zalu téjas paraugi
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Heliosupina-N-oksids
214,86

Ehimidins
200,00 .
Heliosupins

M Senkirkins

150,00 B Ehimidina-N-oksids

126,10
M Senecionina-N-oksids

B Integerimina-N-oksids

Koncentracija, pg/kg

100,00
m Senecifilina-N-oksTds

56,75 M Retrorsina-N-oksids

45,58 44,09
50,00 Likopsamina-N-oksids

658 578 Indicina-N-oksids un Intermedina-
! ! N-oksids

0,00 || || || Ehinatina-N-oksids

Pelaikatéja Téja AntiPar Té&ja aizkunga Mallépes téja Raudenes t&ja Téja krits Asinszales taja _
dziedzera dziedzera M Intermedins

veselibai veselibai
Tejas paraugs

4. att. PA iegiitie rezultati Latvijas izcelsmes téjas

4. attela ir attéloti tikai tie paraugi un savienojumi, kuriem biji detektéti PA savienojumi. Projekta
ietvaros tika analizétas 15 zalu téjas, no kuram 47% bija detektétas pirolizidina alkoloidu koncentracijas virs
LoQ.

Téjas paraugos tika konstatéti sekojosi pirolizidina alkaloidi un tie N-oksidi: intermedins, ehinatina-N-
oksids, indicina-N-oksids un intermedina-N-oksids, likopsamina-N-oksids, retrorsina-N-oksids, senecifilina-N-
oksids, integerimina-N-oksids, senecionina-N-oksids, ehimidina-N-oksids, senkirkins, heliosupins, ehimidins,
heliosupina-N-oksids. VisbieZak téjas paraugos ir sastopams heliosupine-N-oksids, bet vismazak — ehimidins
un to oksids, retrosina-N-oksids, senecifilina-N-oksids, senecionina-N-oksids. Vislielakd PA summa tiek
novérota pelaska tejai, kas ir 214,86 pg/kg, savukart, viszemaka PA summa ir detekteta asinszales tgjai, kas ir
5,78 pg/kg. Ehimidina-N-oksida koncentracija pelaska t&ja ir 34,6% no PA summas parauga, kas ir 74,24 ug/kg,
bet senecifilina-N-oksida koncentracija ir 65,64 pg/kg, kas ir 30,6% no PA summas.

Izvértéjot iegltos rezultatus, var redzét, ka téjas paraugos pirolizidina alkaloida N-oksida detektéti
lielaka koncentracija salidzinajuma ar pasiem alkaloidiem, t.i. 69% N-oksida ir konstatéti no visiem detektétiem

PA savienojumiem, kuriem koncentracija ir lielaka par LOQ.

5. tabula



Kopsavilkums par PA saturu téjas

Vidéja koncentracija, Min. — Max.
PA Paraugu skaits Mediana, pg/kg
ug/kg saturs, pg/kg
Intermedins 2 2,19 2,19 <LO0Q-2,22
Ehinatina-N-oksids 2 10,53 10,53 <LOQ-15,12
Indicina-N-oksids un
2 7,76 7,76 <L0Q-13,20
Intermedina-N-oksids
Likopsamina-N-oksids 2 48,37 48,37 <L0Q-94,75
Retrorsina-N-oksids 1 33,95 33,95 <LOQ-33,95
Senecifilina-N-oksids 1 65,64 65,64 <LOQ-65,64
Integerimina-N-oksids 2 10,59 10,59 <LO0Q-20,45
Senecionina-N-oksTds 1 14,21 14,21 <L0Q-14,21
Ehimidina-N-oksids 1 74,24 74,24 <L0Q-74,24
Senkirkins 2 25,71 25,71 <L0Q-44,85
Heliosupins 2 1,13 1,13 <LOQ-1,40
Ehimidins 1 6,37 6,37 <LOQ-6,37
Heliosupina-N-oksids 3 30,91 39,54 <LOQ-47,41
Citie* - - - <L0Q

* ehinatins, eiropins, eiropina-N-oksids, heliotrins, heliotrina-N-oksids, indicins, integerimins, lasiokarpins, lasiokarpina-
N-oksids, likopsamins, retrorsins, senecionins, senecifilins, senecivernins, senecivernina-N-oksids, usaramins

Kopéjais alkaloidu saturs paraugos svarstijas no LOQ lidz 94,75 pg/kg (5. tabula).
Sobrid tiek izskatits Eiropas Komisijas projekts, kurd ir noteiktas maksimali pielaujamas PA
koncentracijas summas 21 pirrolizidina alkaloidam*:
e t@ja pacinas vai bez taras, ko izmanto téjas pagatavosanai — 200 pg/kg;
o rojbusa, anisa, citronu balzama, kumelites, timiana, piparmétras, citronu verbenas téja — 400
ug/ke;
o arstniecibas gurkenes, lupstaja, majorana un raudenes téja — 1000 ug/kg.
* Intermedins, Intermedina-N-oksids, likopsamins, likopsamina-N-oksids, senecionins, senecionina-N-oksids,
senecivernins, senecivernina-N-oksids, senecifilins, Senecifilina-N-oksids, retrorsins, Retrorsina-N-oksids,
Ehimidins, Ehimidina-N-oksids, lasiokarpins, lasiokarpina-N-oksids, Senkirkins, eiropins, eiropina-N-oksids,

heliotrins, heliotrina-N-oksids.
Salidzinot iegltus rezultatus ar EK maksimali pielaujamam normam, var secinat, ka pelaska téjai PA summa ir

194,41 pg/kg, kas ir tuvu 200 pg/kg.

AnaliZu rezultati ir sniegti 6. tabula.
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6. tabula
PA un to N-oksidu iegitie rezultati téjas
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AS "Rigas farmaceitiska fabrika" Kumelites téja
AS "Rigas farmaceitiska fabrika" Klingerites téja
AS "Rigas farmaceitiska fabrika" Liepu ziedu t&ja
AS "Rigas farmaceitiska fabrika" Piparmeétras t&ja
AS "Rigas farmaceitiska fabrika" Asinszales taja 5,78
AS "Rigas farmaceitiska fabrika" Pelaska téja 33,95 65,64 20,45 14,21 74,24 6,37
AS "Rigas farmaceitiska fabrika" Mallépes téja 0,73 44,85
ZS "RUkisu téja" Raudenes téja 2,22 2,32 39,54
ZS "RUkISu teja" Ugunspukes téja
ZS "RUkiSu teja" Melisas téja
SIA "Inovativo biomedicinas Téja vairogdziedzera
tehnologiju institats" veselibai
SIA "Inovativo biomedicinas Téja krats dziedzera
6,58
tehnologiju institats" veselibai
SIA "Inovativo biomedicinas
Téeja AntiPar 2,16 15,12 13,20 94,75 0,87
tehnologiju institats"

SIA "Inovativo biomedicinas

Téeja DIAB
tehnologiju institats"

SIA "Inovativo biomedicinas Téja aizkunga dziedzera

5,94 2,00 1,40 47,41
tehnologiju institats" veselibai




Piena un tinktdras paraugi

Piena un tinktdras gadijuma PA netika konstatéti. PEtijjuma ieklautie paraugi ir noraditi 7. tabula:

Piena un tinktiiras paraugu saraksts

7. tabula

Piens

TinktGras

Razotajs

Nosaukums

RaZotajs

Nosaukums

AS "Rigas piena

kombinats"

AS "Tukuma Piens"

SIA "Abras"

AS "Tukuma Piens"

AS "Lazdonas
Piensaimnieks"
AS "Rigas piena

kombinats"
AS "Talsu

piensaimnieks"
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AS "Lazdonas

Piensaimnieks"

AS "Lazdonas
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KvantificéSanas robezZas

LOQ (kvantitativas noteikSanas robeza) tika definéta ka koncentracija parauga, pie kuras smailes signala
un troks$na attieciba 2 10, un ta tika novértéta, veicot atkartotu tuksSo paraugu analizi ar dazadu koncentraciju

standartpiedevam (8. tabula).

8. tabula
KvantificéSanas robezas (LOQ)
LOQ, pg/kg
Savienojums

Medus Téjas Tinktdras Piens

Intermedins 0,15 2,1 6,6 0,25
Likopsamins un Indicins 0,15 1,8 5,4 0,14
Ehinatins 1,2 2,9 0,80 0,66

Ehinatina-N-oksids 1,1 5,8 3,3 1,1
Indicina-N-oksids un Intermedina-N-oksids 0,40 4,6 0,29 0,50
Likopsamina-N-oksids 0,85 4,4 2,5 0,77
Senecifilins 0,35 3,6 8 0,29
Integerimins 0,25 20 3 0,23
Senecionins 0,20 7,5 3 0,21
Ehimidins 0,095 0,60 8 0,092
Ehimidina-N-oksids 0,33 1,9 0,58 0,32
Eiropins 0,29 2,6 0,40 0,25
Eiropina-N-oksids 0,57 7,5 8,8 0,54
Heliosupins 0,088 0,75 10 0,097
Heliosupina-N-oksida 0,36 3,4 1,8 0,33
Heliotrins 0,10 0,95 0,32 0,14
Heliotrina-N-oksids 0,33 2,3 10 0,33
Integerimina-N-oksids 0,66 5,5 9 0,74
Lasiokarpins 0,050 0,52 6 0,027
Lasiokarpina-N-oksids 0,13 0,85 4,1 0,10
Retrorsins un Usaramins 0,89 3,7 1,4 0,22
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8. tabulas turpindjums

Savienojums 109 ve/ke
Medus Medus

Retrorsina-N-oksids 2,5 13 5,5 1,1
Senecionina-N-oksids 0,62 4,5 8 0,37
Senecifilina-N-oksids 1,1 5,7 3,3 0,57
Senecivernins 0,27 8,4 3 0,29
Senecivernina-N-oksids 1,3 11 8 0,49
Senkirkins 0,11 1,2 0,41 0,50

Metodes nenoteiktiba

Paplasinata meérijumu nenoteiktiba (pie 95% ticamibas intervala) tika novértéta, veicot atkartotus
mérijumus paraugiem ar standartpiedevu kvantificeSanas robeZas tuvuma un aprékinot relativo
standartnovirzi no mérijumu rezultatu atgtstamibas.

Visu nosakamo savienojumu vidéja paplasinata nenoteiktiba ir 18% medus paraugiem, 20% piena
paraugiem, 30% t&ju paraugiem, 17% tinktlru paraugiem.

Visu nosakamo savienojumu novértétas nenoteiktibas ir robezas no 6% lidz 32% medus paraugiem, no
8% I1dz 46% piena paraugiem, no 9% lidz 50% téju paraugiem, no 7% lidz 35% tinktdru paraugiem. Novértétas

nenoteiktibas ir paraditas 9. tabula.

9. tabula
Analitiskas metodes nenoteiktiba

Savienojums Medus Piens Téja Tinktdras
Ehimidins 19% 17% 9% 33%
Ehimidina N-oksids 24% 46% 47% 15%
Ehinatins 28% 18% 27% 21%
Ehinatina N-oksids 20% 17% 25% 11%
Eiropins 22% 27% 46% 12%
Eiropina N-oksids 32% 9% 24% 9%
Heliosupins 18% 16% 29% 28%
Heliosupina N-oksids 28% 41% 50% 7%
Heliotrins 7% 11% 20% 8%
Heliotrina N-oksids 14% 10% 20% 34%
Indicina N-oksids un Intermedina N-oksids 17% 24% 34% 23%
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9. tabulas turpindjums

Savienojums Medus Piens Téja Tinktdras
Integerimins 6% 13% 20% 10%
Integerimina N-oksids 12% 27% 24% 10%
Intermedins 25% 19% 31% 20%
Lasiokarpins 10% 35% 37% 35%
Lasiokarpina N-oksids 14% 13% 20% 7%
Likopsamins un Indicins 20% 18% 36% 32%
Likopsamina N-oksids 17% 14% 36% 8%
Retrosina N-oksids 19% 13% 17% 15%
Senecionins 6% 23% 38% 17%
Senecionina N-oksids 10% 32% 29% 28%
Senecifilins 16% 8% 21% 17%
Senecifilina N-oksids 22% 13% 20% 21%
Senecivernins 20% 20% 46% 13%
Senecivernina N-oksids 30% 21% 43% 9%
Senkirkins 20% 37% 43% 9%
Usaramins un Retrosins 8% 10% 16% 16%
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SECINAJUMI

Pétijuma ietvaros tika izstradata analitiska metode pirrolizidina alkaloidu un to N-oksidu noteikSanai,
izmantojot nanoplusmas skidruma hromatografiju un elektroizsmidzinasanas jonizacijas augstas
izSkirtspejas masspektrometriju.

Tika sasniegti sekojoSi metodes raksturparametri — linearitate > 0,95, ekstrakcijas atglistamiba 57% -
111% medus gadijuma un 42% - 126% téjas gadijuma, LOD no 0,0081 pg/kg lidz 6 pg/kg, LOQ no 0,027
ug/kg Idz 20 pg/kg un metodes nenoteiktiba no 6% lidz 50%.

Tika analizéti 80 paraugi — augu téjas, augu uzléjumi, medus un piens. Lielaka konstatéta koncentracija
ir raksturiga likopsamina-N-oksidam, kas ir 94,75 pg/kg. Visbiezak ir sastopami $adi PA — ehimidins,
intermedins, likopsamins un indicins medd, heliosupine-N-oksids t&jas.

leglto koncentraciju salidzinajums ar EK maksimali pielaujamo koncentraciju projektu liecina, ka

neviena parauga planota PA satura norma netika parsniegta.
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