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Проблема безопасности пищевой продукции и  кормов для животных – одна из  жиз-
ненно важных. Среди наиболее токсичных веществ, накапливаемых в продуктах из нека-
чественного сырья или из-за неправильного хранения, особое место занимают микоток-
сины. Современные аналитические методы и оборудование позволяют контролировать 
их содержание на очень низких уровнях по сравнению с предельно допустимыми концен-
трациями. В статье представлены результаты исследования содержания микотоксинов 
в 10 образцах каш для детского питания, а также в 12 образцах кормов для кошек и собак 
разных производителей. Для количественного определения использовали метод жид-
костной тандемной хромато-масс-спектрометрии. Описаны процедуры пробоподго-
товки, подбора условий для хроматографического анализа и масс-спектрометрического 
детектирования целевых соединений.

Микотоксины – продукты метаболизма определенных 
видов плесневых грибов, которые встречаются повсемест-
но, но обычно в  чрезвычайно малых количествах и  поэто-
му не представляют опасности. Однако, при благоприят-
ных условиях (оптимальная температура, влажность, пи-
тательная среда) они начинают интенсивно размножать-
ся. Несоблюдение условий хранения пищевой продукции 
и сырья способствует развитию грибковой микрофлоры. Это 
происходит в продуктах как растительного, так и животного 
происхождения. Вместе с мясом, молоком, яйцами, крупами, 
орехами, фруктами токсины попадают в организм человека, 
где накапливаются в  тканях или подвергаются метаболиз-
му с  образованием других токсичных соединений [1-3]. Эти 
соединения оказывают канцерогенное и  мутагенное воз-
действие в чрезвычайно низких концентрациях. Постоянное 
воздействие микотоксинов может привести к  тяжелому по-
ражению почек, печени и сердечно-сосудистой системы, как 
человека, так и  животных [4]. Они не разлагаются при тер-
мической обработке продукции. Выделяют пять групп наи-
более распространенных микотоксинов: дезоксиниваленол, 
зеараленон, охратоксины, фумонизины и афлатоксины. Во 
многих странах, в  том числе и  в России, введены норма-

тивы на  содержание самых опасных микотоксинов в  пище, 
кормах для животных и  сырье для них. Особое внимание 
уделяется контролю детского питания. Для этой категории 
продукции установлены очень низкие нормы содержания 
микотоксинов (табл.1) [5]. Определение такого уровня кон-
центраций представляет собой непростую аналитическую 
задачу [6].

Те же соединения нормируются в  кормах для сельскохо-
зяйственных животных и  птицы. Однако, для непродуктив-
ных животных регламентируется только содержание афла-
токсина В1 (< 0,01 мг/кг) [7, 8], контроль за другими опасными 
соединениями этой группы не проводится. Поэтому одна 
из  задач нашего исследования состояла в  оценке содержа-
ния наиболее вредных токсинов в сухих кормах для этих жи-
вотных.

Нормативные документы предписывают определение 
микотоксинов методами высокоэффективной жидкостной, 
тонкослойной и  газовой хроматографии. Анализу предше-
ствует длительная пробоподготовка, включающая экстрак-
цию, очистку полученных экстрактов на сорбционных колон-
ках (в том числе иммуноаффинных), упаривание и т.д. [9–13]. 
Сложность выявления микотоксинов хроматографическими 
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методами связана с широким разнообразием их химической 
природы и  свойств, а  также с  присутствием большого коли-
чества непредсказуемых примесей в  продуктах раститель-
ного и  животного происхождения. Именно поэтому обще-
принятые методики их определения обычно касаются только 
одного соединения. 

Метод тандемной хромато-масс-спектрометрии дает 
возможность селективного высокочувствительного опре-
деления одновременно большого количества соединений 
[14, 15]. Также интересно было подобрать единую процедуру 
пробоподготовки для объектов различной природы, чтобы 
за  один анализ проводить определение широкого перечня 
микотоксинов. Именно поэтому целью нашего исследова-
ния стала разработка единого подхода к  выявлению со-
держания основных нормируемых микотоксинов в образцах 
каш для детского питания и сухих кормов для кошек и собак 
с  использованием тандемной жидкостной хромато-масс-
спектрометрии [16, 17]. 

Проанализировано десять образцов детских каш, шесть 
кормов для кошек и  столько же – для собак. Одна из  задач 
нашего исследования кормов состояла в  определении ко-
личества токсикантов в  продукции разных ценовых катего-
рий – эконом-класса и  профессиональных. Измеряли содер-
жание девяти микотоксинов: афлатоксинов B1, B2, G1, G2, М1; 
Т-2 токсина; зеараленона; дезоксиниваленола; охратоксина А. 
Все товары были приобретены случайным образом в магази-
нах Санкт-Петербурга. В табл.2 приведены сведения об иссле-
дованных образцах, на рис.1, 2 – их фотографии.

Экспериментальная часть
Подготовка образцов
Пробоподготовка – важный этап, который включает стадии 
отбора, экстракции и  очистки экстрактов. Необходимо учи-
тывать, что метаболиты плесневых грибов концентрируются 

в местах образования плесени, неравномерно распределяясь 
в исследуемом объекте. Поэтому важно уделить особое вни-
мание гомогенизации пробы.

Сухой, сыпучий объект исследования (каша, корм) из-
мельчали с  помощью блендера, тщательно перемешивали, 
добавляли 100 мл смеси ACN : H2O (84 : 16 по объему) и прово-
дили экстракцию из 25 г измельченного образца, непрерывно 
встряхивая в течение часа. Экстракты выдерживали несколь-
ко минут до осаждения нерастворимого остатка, затем отби-
рали 4–5 мл верхнего слоя раствора, фильтровали через ней-
лоновый фильтр с диаметром пор 0,45 мкм с помощью шпри-
ца и  отбирали 2  мл. Раствор очищали на  ТФЭ-картриджах 
Supel Tox AflaZea SPE производства компании Supelco. Сор-
бент картриджа не требует предварительной подготовки, 
что позволяет экономить время. Механизм очистки – адсорб-

Рис.1. Каши для детского питания

Рис.2. Сухие корма для кошек и собак

Таблица 1. Предельно допустимые уровни микотоксинов 
в детском питании, согласно СанПиН 2.3.2.1078-01

Наименование микотоксина ПДК, мг/кг

Афлатоксин В1 <0,00015 

Афлатоксин М1 < 0,00002 

Зеараленон <0,005 

Дезоксиниваленол <0,05 

Т-2 токсин <0,05

Охратоксин А <0,005
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ционное удаление примесей из экстракта: микотоксины про-
ходят через сорбент, не удерживаясь. Раствор пропускали со 
скоростью примерно капля в секунду.

Процедуру проводили с  помощью вакуумной установки 
для твердофазной экстракции – 12-позиционного манифол-
да производства компании LabTech. Для анализа детского 
питания собирали 1 мл элюата и упаривали при 50 °С под ва
куумом досуха в  системе упаривания и  концентрирования 
Smart Evaporator C1 компании BioChromato (Япония) (рис.3).

Благодаря технологии вихревого концентрирования при 
вакуумировании возрастает площадь поверхности контакта 
между жидкостью и воздухом (или азотом), ускоряется испа-
рение растворителя и происходит концентрирование образ-
цов без нагрева до высоких температур.

Кроме того, вихревой поток сдувает остатки раствора 
со стенок виалы на  дно, собирая весь аналит внизу. Сухой 
остаток перерастворяли в  500  мкл смеси ACN : H2O (10 : 90 
по  объему), фильтровали через мембранный фильтр с  диа-
метром пор 0,2  мкм и  подвергали хроматографическому 
анализу. 

Поскольку норматив на  содержание афлатоксина В1 
в кормах для непродуктивных животных существенно выше, 
чем в  детском питании, для этих продуктов исключили ста-
дию концентрирования с  упариванием экстракта и  после
дующим перерастворением. К 200 мкл экстракта, полученно-
го после очистки на картридже Supel Tox AflaZea SPE, добавля-
ли 800 мкл воды, смесь отфильтровывали через мембранный 
фильтр с  диаметром пор 0,2  мкм и  подвергали хроматогра-
фическому анализу. 

Условия ВЭЖХ-МС/МС-анализа
Анализ проводили на  жидкостном хромато-масс-
спектрометре с  тройным квадруполем LCMS-8040 
(Shimadzu, Япония) в  режиме ESI (electrospray ionization, 
ионизация с  распылением в  электрическом поле). В  каче-
стве настроек интерфейса были выбраны: поток распы-
ляющего газа (азота) – 2 л/мин, температура осушающего 
газа (азота) – 15 л/мин, температура десольватации – 400 °С. 
Для разделения микотоксинов использовали хроматогра-
фическую колонку Titan C18, 5  см × 3,0  мм; 1,9  мкм. В  каче-
стве подвижной фазы применяли 5  мМ формиат аммония 
в  воде и  смесь ацетонитрил : метанол 1 : 1 (об. %), используя 
градиентный режим элюирования. Скорость потока под-
вижной фазы – 0,4  мл/мин; температура колонки – 35 °С; 
объем инжекции – 2  мкл. Также были подобраны условия 
МС-детектирования и  оптимизированы ионы-прекурсоры 
и  ионы-продукты (MRM-переходы) для каждого соедине-
ния в (+) и (-) режимах переключения полярности. Времена 
удерживания и  MRM-переходы всех аналитов приведены 
в  табл.3. Диапазон градуировочной зависимости составил 
1–50 нг/мл для всех микотоксинов.

Таблица 2. Сведения об образцах детских каш и кормов для 
кошек и собак

Маркировка 
образца

Название

Каши для детского питания

№ 1 Nestle Рисовая каша гипоаллерген-
ная безмолочная

№ 2 Nestle Мультизлаковая каша пять 
злаков безмолочная

№ 3 Bebi Детская молочная каша рисо-
вая с курагой

№ 4 Heinz Низкоаллергенная кукуруз-
ная кашка

№ 5 Heinz
Низкоаллергенная многозер-
новая кашка из 5 злаков без 
молока

№ 6 "Умница" Каша молочная пять злаков + 
13 витаминов

№ 7 "Фруто няня" Овсяная каша банан, яблоко

№ 8 "Сами с усами" Детская молочная каша 
из пяти злаков

№ 9 "Малютка" 
Nutricia

Каша безмолочная кукуруз-
ная

№ 10 "Малютка" 
Nutricia Каша безмолочная гречневая

Корма для кошек

№ 11 Kitekat Мясной пир

№ 12 Felix Двойная вкуснятина с мясом

№ 13 Whiskas Аппетитное ассорти с говяди-
ной и кроликом

№ 14 Royal canin Для стерилизованных взрос-
лых кошек

№ 15 Monge Rich in chicken. Sterilised

№ 16 Purina Cat show. Sterilised

Корма для собак

№ 17 Pedigree Vital Для взрослых собак всех по-
род

№ 18 Perfect fit Total 5

№ 19 Hills Science 
plan Для взрослого питомца

№ 20 Purina pro 
plan

Duo Delice. Rich in beef with 
rice

№ 21 Royal canin Для собак весом до 10 кг

№ 22 Chappi Мясное изобилие с овощами 
и травами
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Для построения градуировочной зависимости использо-
вали готовые стандартные образцы – растворы микотокси-
нов в ацетонитриле, бензоле или смеси ацетонитрил-бензол 
производства РФ. Аликвоты стандартов упаривали в  токе 
азота и  перерастворяли в  подвижной фазе, получая исход-
ный раствор. Затем готовили серию градуировочных раство-
ров в подвижной фазе. Построение зависимостей проводили 
по  методу внешнего стандарта. На рис.4–6 представлены 
хроматограмма стандартного раствора, градуировочная за-
висимость и масс-спектр афлатоксина B1.

На рис.7, 8 приведены масс-спектры зеараленона и  Т-2 
токсина, а на рис.9, 10 – хроматограммы образцов экстрактов 
каш № 10 "Малютка" Nutricia и № 8 "Сами с усами" по выбран-
ным ионам.

Хроматограммы образца корма для кошек №  15 Monge 
по выбранным ионам представлены на рис.11, 12.

Результаты и выводы
Полученные результаты определения микотоксинов в  дет-
ском питании и кормах для непродуктивных животных обоб-
щены и  проанализированы. Поскольку ПДК единственного 
нормируемого в  кормах афлатоксина В1 существенно выше, 
чем в  детском питании (10 и  0,15  мкг/кг соответственно), мы 
не стали рассчитывать точные концентрации микотокси-
нов в кормах, если их содержание не превышало 0,02 мкг/кг. 
В образцах детского питания точные концентрации не опре-
делялись, если содержание компонента соответствовало 
концентрации менее 0,0002  мкг/кг, что на  два порядка 
меньше ПДК афлатоксина М1, имеющего среди перечис-
ленных микотоксинов самое низкое значение этого показа-
теля – 0,02 мкг/кг. 

Превышения содержания микотоксинов относительно 
существующих нормативов не выявлено ни в одном образце. 
Однако, благодаря высокой чувствительности метода тан-
демной ВЭЖХ-МС/МС, в 12 из 22 исследованных образцов ми-
котоксины были обнаружены. 

Так, в  следующих образцах каш для детского пита-
ния были обнаружены: №  2 Nestle "Мультизлаковая каша 
пять злаков безмолочная" – зеараленон в  концентрации 
0,0006  мкг/кг, №  6 "Умница" "Каша молочная пять злаков + 
13 витаминов" – Т-2 в концентрации 0,005 мкг/кг, зеараленон 
в  концентрации 0,0002  мкг/кг, №  8 "Сами с  усами" "Детская 
молочная каша из пяти злаков" – Т-2 в концентрации 0,5 мкг/кг, 

Рис.4. Хроматограмма стандартного раствора 
афлатоксина B1
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Рис.3. Принцип работы Smart Evaporator C1 компании Bio-
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№ 10 "Малютка" Nutricia "Каша безмолочная гречневая" – зеа-
раленон в концентрации 0,07 мкг/кг.

Еще раз обращаем внимание на то, что выявленные кон-
центрации токсинов Т-2 и  зеараленона значительно ниже 
установленных в настоящее время ПДК.

Наше исследование показало, что в  кормах для кошек 
микотоксины выявляются чаще, чем в кормах для собак. Так, 
в пяти из шести закупленных кормов для кошек были обнару-
жены афлатоксин В1, зеараленон и Т-2 токсин. Исключением 
стал образец Purina Cat show Sterilised, в котором содержание 
определяемых токсинов было на  уровне шума. Количество 
нормируемого афлатоксина В1 составило 3 и 4 мкг/кг в образ-

цах Felix "Двойная вкуснятина с мясом" и Monge Rich in chicken 
Sterilised соответственно, что не противоречит регламенти-
руемой концентрации <0,01  мг/кг (<10  мкг/кг). Значительной 
разницы в содержании микотоксинов в кормах эконом-клас-
са и профессиональных не выявлено. Напротив, в профессио
нальном корме для кошек Monge присутствовали три из де-
вяти определяемых аналитов: В1 (4,00 мкг/кг), Т-2 (5,00 мкг/кг), 
зеараленон (8,00 мкг/кг).

Корма для собак показали более благоприятную кар-
тину: микотоксины обнаружены только в  трех из  шести. 
В  образце Pedigree Vital были найдены дезоксиниваленол 
(2,00  мкг/кг) и  Т-2 токсин (6,00  мкг/кг), а  в кормах Purina 

Таблица 3. Времена удерживания и условия детектирования микотоксинов

Название
Время удержи-

вания, мин
Полярность

+/-
MRM 

количественный
MRM 

качественный

Дезоксиниваленол (ДОН) 1,60 – 294,9 > 138,0 –

Охратоксин А (Охр.А) 3,17 – 401,8 > 358,1 401,8 > 167,0

Афлатоксин М1 3,50 + 328,9 > 273,0 –

Афлатоксин G2 3,74 + 330,5 > 313,5 330,5 > 245,0

Афлатоксин G1 4,03 + 328,9 > 243,0 328,9 > 200,1

Афлатоксин B2 4,29 + 314,9 > 259,0 314,9 > 287,1

Афлатоксин B1 4,74 + 312,9 > 285,0 312,9 > 241,1

Т-2 токсин 6,86 + 484,0 > 305,2 484,0 > 185,2

Зеараленон (ЗЕА) 7,01 – 316,0 > 131,2 316,0 > 175,1

Рис.6. Масс-спектр афлатоксина В1
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Рис.7. Масс-спектр зеараленона 
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Pro plan и  Chappi – только зеараленон в  концентрациях 7,00 
и 6,00 мкг/кг соответственно. 

Все нормируемые микотоксины найдены в  концен-
трациях, не превышающих предельно допустимые 
нормы, как в  детском питании, так и  в кормах. В  кашах 
для малышей ненормируемых токсикантов (В2, G1, G2) 
не выявлено. 

Таким образом, использование тандемной жидкостной 
хромато-масс-спектрометрии для определения микоток-
синов имеет ряд неоспоримых преимуществ по  сравнению 
с  методами ВЭЖХ со спектрофотометрическим или флуори-
метрическим детектированием, иммуноферментным ана-

лизом и ТСХ. Достаточно одного анализа для получения ин-
формации о количественном содержании широкого набора 
микотоксинов, благодаря исключительной селективности 
детекторов типа "тройной квадруполь" в  режиме MRM. Зна-
чительно упрощается пробоподготовка, повышается надеж-
ность результатов, существенно снижаются пределы детек-
тирования. Последнее обстоятельство позволяет обнаружи-
вать целевые компоненты в  объектах, для которых предше-
ствующие аналитические методы давали нулевой результат. 
Тем самым, внедрение высокочувствительных инструмен-
тальных методов анализа меняет наше представление об 
окружающем мире [17]. 
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Рис.8. Масс-спектр Т-2 токсина
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Рис.9. Хроматограмма экстракта образца каши № 10, 
зеараленон 
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Рис.10. Хроматограмма экстракта образца каши №8, Т-2 
токсин

6,0 6,5 7,0 7,5

0

250

500

750

1000

1250

1500
484,00>185,15(+)
484,00>305,15(+)

И
н

те
н

си
вн

ос
ть

Время, мин

T2

Науки о жизни



The tandem liquid  
chromatography-mass 
spectrometry (LC-MS/MS) method
for the determination of mycotoxins  
in infant food and animal feeds

A.M.Zakharova, I.S.Muratova, А.V.Kind, N.Yu.Isupova, D.A.Baranenko, I.L.Grinshtein,  
Analyte Products LLC 
za@analit-spb.ru

The problem of food and animal feed safety is one of the most essential to life. Mycotoxins 
are something special among the most toxic substances accumulated in the foodstuffs 
made of poor-quality raw materials or due to improper storage. Contemporary 
analytical methods and equipment allow controlling their content at very low levels 
in comparison with the maximum permissible concentrations. The article presents 
the findings of a research into the content of mycotoxins in 10 samples of porridge 
for baby food as well as 12 feeds for cats and dogs from different manufacturers. For 
quantitative determination, a tandem liquid chromatography-mass spectrometry 
(LC-MS/MS) method was used. Procedures for sample preparation as well as selection 
of conditions for chromatographic analysis and mass spectrometric detection of target 
compounds are described.

Mycotoxins are the metabolism products of certain kinds 
of mould fungi which can be found everywhere but usually 
in extremely small amounts and therefore not posing any 
danger. However, under favourable conditions (optimal 
temperature, humidity, nutrient medium), they begin to 
reproduce themselves intensively. Failure to comply with 
the food and raw material storage conditions promotes 
fungal microflora. As a rule, this occurs in plant products. 
In eating such foods, mycotoxins enter the body, where 
they are accumulated in tissues or are metabolised with the 
formation of other toxic compounds [1, 2]. 

Together with meat, milk, eggs, cereals, nuts and 
fruits, toxins enter the human body [3]. These compounds 
have carcinogenic and mutagenic effects in extremely 
low concentrations. Continuous exposure to mycotoxins 
can lead to severe damage to the kidneys, liver and 
cardiovascular system of both humans and animals [4]. 
They do not decompose during the heat treatment of 
products. There are five groups of the most common 
mycotoxins, i.e. deoxynivalenol, zearalenone, ochratoxins, 
fumonisins and aflatoxins. In many countries including 
Russia maintenance standards have been introduced for 

the most dangerous mycotoxins in food, animal feed and 
respective raw materials. Particular attention is paid to 
the control of baby food. For this product category, very 
low mycotoxin content standards are established (Table 1) 
[5]. The determination of such a concentration level is a 
difficult analytical problem [6].

The same compounds are standardised in feeds for farm 
animals and poultry. However, for unproductive animals, 
only the content of aflatoxin B1 (<0.01 mg/kg) is regulated 
[7, 8]; other dangerous compounds of this group are not 
monitored. Therefore, one of the tasks of our research was 
to assess the content of the most harmful toxins in dry feed 
for those animals.

Regulatory documents prescribe the determination of 
mycotoxins by high-performance liquid, thin-layer and gas 
chromatography methods. The analysis is preceded by a 
long sample preparation including extraction, purification 
of the extracts obtained on sorption columns (including 
immunoaffinity), evaporation etc. [9–13]. The difficulty 
in detecting mycotoxins by chromatographic methods is 
associated with a wide variety of their chemical nature 
and properties as well as the presence of a large number 
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of unpredictable impurities in plant and animal products. 
That is why the generally accepted methods for their 
determination usually concern only one compound.

The tandem liquid chromatography-mass spectrometry 
(LC-MS/MS) method makes it possible to selectively 
conduct highly sensitive determination of a large number of 
compounds at the same time [14, 15]. It was also interesting 
to choose a single procedure for sample preparation for 
objects of various nature, in order to determine a wide range 
of mycotoxins in one analysis. That is why our research was 
focused on developing a unified approach to identifying the 
content of the main normalised mycotoxins in samples of the 
porridge for baby food and dry feed for cats and dogs by using 
tandem liquid chromatography-mass spectrometry [16, 17].

Ten samples of children’s porridge, six cat feeds and the 
same amount for dogs were analysed. One of the purposes of 
our feed research was to determine the amount of toxicants 
in products of different price categories, both economy 
class and professional. The content of nine mycotoxins 
was measured, aflatoxins B1, B2, G1, G2, M1; T-2 toxin; 
zearalenone; deoxynivalenol; ochratoxin A. All products 
were purchased randomly in stores in St. Petersburg. Table 2 
gives information on the samples studied, Fig.1,  2 provide 
their photos.

Experimental
Sample preparation
Sample preparation is an important step in the analysis 
of mycotoxins, which includes the stages of selection, 
extraction and purification of extracts. It is necessary to take 
into account that the metabolites of moulds are concentrated 
in mould formation places unevenly distributed in the object 
under research. Therefore, it is important to pay special 
attention to the homogenisation of a sample.

The dry and loose target of research (porridge, feed) was 
ground with a blender, thoroughly mixed, 100 ml of ACN:H2O 
(84 : 16 by volume) mixture was added and it was extracted 
from 25 g of the crushed sample by continuously shaking for 
an hour. The extracts were held for several minutes before 
precipitation of the insoluble residue; then 4–5 ml of the 
top layer of the solution was taken, filtered through a nylon 
filter with a pore diameter of 0.45 μm by using a syringe and 
2 ml was withdrawn. The solution was purified on Supel 
Tox AflaZea SPE TFE cartridges manufactured by Supelco. 
The cartridge sorbent does not require any preliminary 
preparation, which saves time. The purification mechanism 
is the adsorption removal of impurities from the extract, the 
mycotoxins pass through the sorbent without being retained. 
The solution was passed at a rate of about a drop per second.

Fig.1. Porridge for baby food

Fig.2. Dry feeds for cats and dogs

Table 1. Maximum permissible levels of mycotoxins in infant 
food according to the sanitary regulations and standards SanPin 
2.3.2.1078-01

Mycotoxin
Threshold allowable 

concentration, mg/kg

Aflatoxin В1 <0.00015 

Aflatoxin М1 < 0.00002 

Zearalenone <0.05 

Deoxynivalenol <0.05 

Т-2 toxin <0.05

Ochratoxin A <0.005

 Life sciences
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The procedure was carried out by using a vacuum unit 
for solid-phase extraction, a 12-position manifold produced 
by LabTech. For the baby food analysis, 1 ml of eluate was 
collected and evaporated at 50 °C. under vacuum to dryness 
in the Smart Evaporator C1 concentration by evaporation 
system of BioChromato, Japan (Fig.3).

Due to the vortex concentration technology, during 
vacuum evacuation, the surface area of the contact 
between the liquid and air (or nitrogen) increases, the 
solvent evaporation is accelerated, and the samples are 
concentrated without heating to high temperatures. In 
addition, the vortex flow blows the solution residue off 
the vial walls to the bottom by collecting all the analytes 
at the bottom. The dry residue was redissolved in 500 μl of 
the ACN: H2O mixture (10 : 90 by volume), filtered through 
a membrane filter with a pore diameter of 0.2 μm, and 
subjected to chromatographic analysis.

Since the aflatoxin B1 content standard in feeds 
for unproductive animals is significantly higher than 
in children’s food, the stage of concentration with 
evaporation of the extract and subsequent redissolution 
have been excluded for these products. 800 μl of water was 
added to 200 μl of the extract obtained after purification 
on a Supel Tox AflaZea SPE cartridge, the mixture was 
filtered through a membrane filter with a pore diameter 
of 0.2 μm and subjected to chromatographic analysis.

LC-MS/MS analysis conditions
The analysis was performed on an LCMS-8040 triple 
quadrupole liquid chromatography mass spectrometer 
(Shimadzu, Japan) in the ESI mode (electrospray 
ionisation, ionisation with sputtering in an electric field). 
As the interface settings, the following was chosen: the 
atomising gas (nitrogen) flow – 2 l/min, the temperature 
of the drying gas (nitrogen) – 15 l/min and the desolvation 
temperature – 400 °C. To separate mycotoxins, a Titan C18 
column chromatography column was used, 5 cm × 3.0 mm; 
1.9 μm. As the mobile phase, 5 mM ammonium formate in 
water and acetonitrile, methanol 1 : 1 (vol. %) were used 
by using a gradient elution mode. The flow rate of the 
mobile phase is 0.4 ml/min; column temperature 35 °C; 
injection volume – 2 μl. MS-detection conditions were 
also selected, and precursor ions and product ions (MRM 
transitions) for each compound in (+) and (-) polarity 
switching modes were optimised. The retention times 
and MRM transitions of all analytes are given in Table 
3. The calibration curve range was 1–50 ng/ml for all 
mycotoxins.

build the calibration curve, ready-made standard 
samples were used, the solutions of mycotoxins in 
acetonitrile, benzene or acetonitrile-benzene mixture 

Table 2. Information on samples of baby porridges and fodder for 
cats and dogs

Sample marking Item

Porridge for baby food

No 1 Nestle Hypoallergenic dairy-free rice 
porridge

No 2 Nestle Multi-grain porridge five cereals 
without milk

No 3 Bebi Kids’ milk porridge rice with 
dried apricots

No 4 Heinz Low-allergy corn porridge

No 5 Heinz
Low-allergy multi-grain 
porridge from 5 cereals without 
milk

No 6 Umnitsa Milk porridge five cereals + 13 
vitamins

No 7 Fruto Nyanya Oatmeal porridge banana, 
apple

No 8 Sami s Usami Children’s milk porridge of five 
cereals

No 9 Malyutka 
Nutricia

Cornmeal porridge without 
milk

No 10 Malyutka 
Nutricia

Buckwheat porridge without 
milk

Feed for cats

No 11 Kitekat Meat Feast

No 12 Felix Felix Adult Double Yummy with 
Meat

No 13 Whiskas Appetizing assortment beef 
and rabbit

No 14 Royal Canin For sterilised adult cats

No 15 Monge Rich in chicken. Sterilised

No 16 Purina Cat show. Sterilised

Feed for dogs

No 17 Pedigree 
Vital For adult dogs of all breeds

No 18 Perfect fit Total 5

No 19 Hills Science 
plan For adult pets

№20 Purina pro 
plan

Duo Delice. Rich in beef with 
rice

No 21 Royal canin For dogs weighing up to 10 kg

No 22 Chappi Abundance of meat with 
vegetables and herbs

 Life sciences
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Russian made. Aliquots of the standards were evaporated 
in a nitrogen stream and redissolved in the mobile 
phase to obtain the original solution. Then a series 
of calibration solutions were prepared in the mobile 
phase. The dependencies were constructed by using the 
external standard method. In Fig.4–6 presented are the 
chromatogram of the standard solution, the calibration 
curve and the mass spectrum of aflatoxin B1.

In Fig.7, 8 shows the mass spectra of zearalenone and 
T-2 toxin, and Fig.9, 10 shows chromatograms of samples 
of the extracts of porridge No 10 Malyutka (Little Baby) 
Nutricia and No 8 Sami s Usami for selected ions.

Chromatograms of the sample feed for cats No 15 
Monge for selected ions are shown in Fig.11, 12.

Findings
The obtained results of the determination of mycotoxins 
in infant food and feed for unproductive animals are 
summarised and analysed. Since the threshold allowable 
concentration of aflatoxin B1, the only one standardised in 
the diet, is significantly higher than in infant nutrition (10 
and 0.15 μg/kg, respectively), we did not calculate the exact 
concentrations of mycotoxins in feeds if their content did 
not exceed 0.02 μg/kg. In the infant food samples, precise 
concentrations were not determined if the content of the 
component was less than 0.0002 μg/kg, which is by two 
orders of magnitude lower than the threshold allowable 
concentration of M1 aflatoxin which has the lowest value 
of 0.02 μg/kg among the mycotoxins listed.

Excess of mycotoxin content relative to existing 
standards was detected in not a single sample. However, 

due to the high sensitivity of the tandem LC-MS/MS 
method, mycotoxins were found in twelve of the twenty-
two samples examined.

Thus, in the following samples of infant food cereals, 
Nestle Infant Cereal 5 Cereals was foundб zearalenone 
at a concentration of 0.0006 μg/kg, No 6 Umnitsa Milk 
Porridge Five Cereals + 13 Vitamins, T-2 in a concentration 
of 0.005 μg/kg, zearalenone at a concentration of 
0.0002 μg/kg, No 8 Sami s Usami Children’s Milk Porridge 
Five Cereals, T-2 at a concentration of 0.5 μg/kg, No 
10 Baby Nutricia Porridge without Dairy Buckwheat, 
zearalenone at a concentration of 0.07 μg/kg.

Fig.4. Chromatogram of a standard solution 
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Once again, we draw your attention to the fact that the 
detected concentrations of toxins T-2 and zearalenone are 
significantly lower than the current threshold allowable 
concentration.

Our research showed that in the feeds for cats 
mycotoxins are detected more often than in dog feeds. 
Thus, in five out of six purchased cat feeds, aflatoxin 
B1, zearalenone and T-2 toxin were found. An exception 
was Purina Cat Show Sterilised, in which the content of 
detectable toxins was at the level of noise. The quantity 
of standardised aflatoxin B1 was 3 and 4 μg/kg in the Felix 
samples Felix As Good as it Looks Senior Doubly Delicious 
Meat and Monge Rich in chicken Sterilised, respectively, 

which does not contradict the regulated concentration 
<0.01 mg/kg (<10 μg/kg). 

There was no significant difference in the content of 
mycotoxins in feeds of the economy class and professional 
class. On the contrary, three of the nine detectable 
analytes were present in the professional Monge fodder, 
B1 (4.00 μg/kg), T-2 (5.00 μg/kg), zearalenone (8.00 μg/kg).

The dog food showed a more favourable picture, 
mycotoxins were found only in three of six. In the Pedigree 
Vital sample, deoxynivalenol (2.00 μg/kg) and T-2 toxin 
(6.00 μg/kg) were found, and in the Purina Pro plan 
and Chappi feed, only zearalenone in concentrations of 
7.00 mkg/kg and 6.00 mkg/kg respectively.

Table 3. The retention times and mycotoxin detection conditions

Item
Retention time, 

min
Polarity

+/-
MRM quantitative MRM qualitative

Desoxynivalenol (DON) 1.60 - 294.9 > 138.0 -

Ochratoxin А (Ochr A) 3.17 - 401.8 > 358.1 401.8 > 167.0

Aflatoxin М1 3.50 + 328.9 > 273.0 -

Aflatoxin G2 3.74 + 330.5 > 313.5 330.5 > 245.0

Aflatoxin G1 4.03 + 328.9 > 243.0 328.9 > 200.1

Aflatoxin B2 4.29 + 314.9 > 259.0 314.9 > 287.1

Aflatoxin B1 4.74 + 312.9 > 285.0 312.9 > 241.1

Т-2 toxin 6.86 + 484.0 > 305.2 484.0 > 185.2

Zearalenon (ZEA) 7.01 - 316.0 > 131.2 316.0 > 175.1

Fig.6. Mass spectrum of aflatoxin B1
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Fig.7. Mass spectrum of zearalenone
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All standardised mycotoxins are found in concentrations 
that do not exceed the maximum allowable limits, both 
in infant food and feed. In porridges for babies of the non-
standardised toxicants (B2, G1, G2) it is not revealed.

Thus, the use of tandem liquid chromatography-mass 
spectrometry for the determination of mycotoxins has a 
number of undeniable advantages over HPLC methods with 
spectrophotometric or fluorimetric detection, enzyme-
linked immunosorbent assays and TLC. One analysis is 
sufficient to obtain information on the quantitative content 
of a wide variety of mycotoxins due to the exceptional 

selectivity of ‘triple quadrupole’ detectors in the MRM 
regime. Sample preparation is greatly simplified, the 
reliability of results is enhanced, and detection limits are 
significantly reduced. The latter circumstance makes it 
possible to detect the target components in objects for 
which the preceding analytical methods yielded a zero result. 
Thus, the introduction of highly sensitive instrumental 
methods of analysis changes our perception of the world 
around [17].
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Fig.9. Chromatogram of the extract of porridge sample No 10, 
zearalenone 
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Fig.10. Chromatogram of extract of porridge sample No 8, T-2 toxin 

6.0 6.5 7.0 7.5

0

250

500

750

1000

1250

1500
484.00>185.15(+)
484.00>305.15(+)

In
te

ns
it

y

Time, min

T2

 Life sciences



108 www.j-analytics.ru

№ 2/2018(39)

Approved. Ministry of Agriculture and Food of the 
Russian Federation 15.07.97 n 13-7-2/1010.

8.	 GOST EN 15850-2013 Food Stuffs. Identification of 
Zearalenone in Baby Food Products Based on Corn, 
Barley, Cereals and Wheat Flour, Polenta and Cereal-
Based Products for Feeding Infants and Young 
Children. HPLC Method using Immunoaffinity Column 
Purification of the Extract and Fluorimetric Detection. 
Moscow: Standardinform, 2016.

9.	 GOST EN 15851-2013 Food Stuffs. Determination 
of Aflatoxin B1 in Cereal-Based Products for the 
Nutrition of Infants and Children. HPLC Method using 
Immunoaffinity Column Purification of the Extract 
and Fluorimetric Detection. Moscow: Standardinform, 
2014.

10.	 GOST EN 15835-2013 Food Stuffs. The Definition 
of Ochratoxin A in Foods Based on Cereals for 
Feeding Infants and Children. HPLC Method using 
Immunoaffinity Column Purification of Extract and 
fluorimetric Detection. M., Standartinform, 2016.

11.	 GOST 28001-88. Interstate standard. Grain fodder, 
products of its processing, mixed fodder. Methods for 
determining mycotoxins: T-2 toxin, zearalenone (P-2) 
and ochratoxin A. Combi feed. Part 5. Forage. Mixed 
fodder. Feedstock raw materials. Premixes. Methods 
of analysis: Sat. GOST. - Moscow: IPK Publishing House 
of Standards, 2002.

12.	 MU 3184-84. Methodological guidelines for the 
detection, identification and determination of the 
content of T-2 toxin in food and food raw materials  / 

The collection of methodical documents, required to 
ensure the application of the Federal Law of 12.06.08 
N 88-FZ Technical Regulations for Milk and Dairy 
Products. Part 13. – Moscow: Federal Centre for 
Hygiene and Epidemiology of Rospotrebnadzor, 2010.

13.	 Flores-Flores M.E., González-Penas E. An LC-MS/MS 
method for multi-mycotoxin quantification in cow 
milk // Food Chemistry. 2017, March 1; V. 218, P. 378–385. 

14.	 Geary P.A., Chen G., Kimanya M.E., Shirima  C.P.,  
Oplatowska-Stachowiak M., Eliott C.T., Routledge 
M.N., Gong Y.Y.  Determination of multi-mycotoxin 
occurrence in maize based porridges from selected 
regions of Tanzania by liquid chromatography tandem 
mass spectrometry (LC-MS/MS), a longitudinal study //  
J. Food Control. 2016. 68. P. 337-343.

15.	 Zhang K., Wong J.W., Krynitsky A.J., Trucksess M.W. 
Determining Mycotoxins in baby foods and animal 
feeds using stable isotope dilution and liquid 
chromatography tandem mass spectrometry // 
J. Agric. Food Chem. 2014. 62. P. 8935−8943.

16.	 Fabregat-Cabello N., Zomer P., Sancho J.V., 
Roig-Navarro A.F. and Mol H.G.J. Comparison of 
approaches to deal with matrix effects in LC-MS/
MS based determinations of mycotoxins in food 
and feed // World Mycotoxin Journal. 2016. 9. No 2. 
P. 149–161.

17.	 Amelin V.G., Karaseva N.M., Tretyakov A.V. 
Chromatographic Methods for the Determination 
of Mycotoxins in Foodstuffs // Journal of Analytical 
Chemistry. 2013. 68. No 3. P. 212–223.

Fig.12. Chromatogram of a sample of extract of the feed for cats 
No 15 Monge, T-2 toxin 
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 Fig.11. Chromatogram sample extract of the feed for cats No 15 
Monge, zearalenone 
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