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LISTA SKRACENICA

ACN Acetonitril

AF Aflatoksin

AFB1 Aflatoksin By

AFB; Aflatoksin B>

AFG, Aflatoksin G

AFG> Aflatoksin G

AFM; Aflatoksin My

AOPs Napredni procesi oksidacije (Advanced Oxidation Processes)

BEA Beauvercin

BHK Bubreg hrcka (Celijska linija)

DAD Detektor sa nizom dioda (Diode Array Detector)

DMEM Medijum (Dulbeco’s Modified Essential Medium)

DON Deoksinivalenol

EDTA Etilendiamintetrasiréetna kiselina

EFSA Evropska agencija za sigurnost hrane (European Food Safety
Authority)

FAO Organizacija za hranu i poljoprivredu (Food and Agriculture
Organization)

FB Fumonizini grupe B

FB1 Fumonizin B:

FB: Fumonizin B>

FB3 Fumonizin Bs

FB4 Fumonizin Bs

FC1 Fumonizin C;

FC: Fumonizin C;

FCs Fumonizin Cs

FCs Fumonizin Cs4

FCS Fetalni tele¢i serum (Fetal Calf Serum)

FLD Fluorescentna detekcija (FLuorescence Detection)

GC-MS Gasna hromatografija sa masenim spektrometrom (Gas
Chromatography—Mass Spectrometry)

H-4-11-E Epitelni karcinom jetre pacova (¢elijska linija)

HFB1 Hidrolizovani FB:

HFB: Hidrolizovani FB:

HFB3 Hidrolizovani FB3

HPLC Tec¢na hromatografija pod visokim pritiskom (High Performance
Liquid Chromatography)

HPTLC Tankoslojna hromatografija visokih performansi (High Performance
Thin Layer Chromatography)

HS Huminska kiselina

IARC Medunarodna organizacija za istrazivanje kancera (International

Agency for Research on Cancer)
k' Prividna konstanta brzine reakcije
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LC-MS/MS Teéna hromatografija sa tandemskim masenim spektrometrom (Liquid
Chromatography with tandem Mass Spectrometry)

LOQ Granica odredivanja (Limit Of Quantification)

MCE 2-merkaptoetanol

MeOH Metanol

MRC-5 Humani fetalni fibroblasti plu¢a (Medical Research Coucil cell strain 5;
¢elijska linija)

Neuro-2a Neuroblastom misa (¢elijska linija)

NIV Nivalenol

OPA o-ftaldialdehid

oT Ohratoksin

OTA Ohratoksin A

PAT Patulin

PHFB: Parcijalno hidrolizovani FB1

pHpzc pH izoelektri¢ne tacke (pH of Point Zero Charge)

PZ Provodna zona

r Koeficijent korelacije

SRB Sulforodamin B

SSZ Simulirano suncevo zracenje

TCA Propan-1,2,3-trikarboksilna kiselina (propane-1,2,3-TriCarboxylic
Acid)

TOC Ukupni organski ugljenik (Total Organic Carbon)

TRIS Tris(hidroksimetil)amino-metan

UCv Ultracista voda

UPLC Te¢na hromatografija pod ultravisokim pritiskom (Ultrahigh
Performance Liquid Chromatography)

uv Ultraljubicasto (Ultraviolet) zraenje

VZ Valentna zona

WHO Svetska zdravstvena organizacija (World Health Organization)

ZEA Zearalenon
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1. UVOD

Mikotoksini su sekundarni metaboliti gljiva, uglavnom produkovani iz Aspergillus,
Penicillium i Fusarium rodova, koji mogu kontaminirati veliki broj razli¢itih
poljoprivrednih 1 prehrambenih proizvoda, kao 1 hranu za zivotinje (Bryden, 2012; Streit i
dr., 2013). Novija visegodi$nja ispitivanja zitarica i hrane za Zivotinje pokazala su veliku
frekvenciju kontaminiranih uzoraka, koja na godi$njem nivou u svetu dostize ¢ak 64%
pozitivnih uzoraka. Gljivi¢ne infekcije 1 produkcija mikotoksina se mogu javiti u polju i/ili
tokom skladistenja zitarica, pri ¢emu najveci uticaj na sintezu mikotoksina imaju uslovi
zivotne sredine (Streit i dr., 2013). Iako je veliki broj istrazivanja sproveden na temu
produkcije mikotoksina i njihove rasprostranjenosti u Zitaricama, malo se zna o njihovoj
distribuciji i postojanju u zemljistu i vodenoj sredini (Kolpin i dr., 2010; Schenzel i dr.,
2010). Mogu¢i izvori kontaminacije Zivotne sredine mikotoksinima su kontaminirane
zitarice na polju (Hartmann i dr., 2008; Bucheli 1 dr., 2008), stajsko dubrivo (Binder,
2007), kao i postrojenja za tretman otpadnih voda (Wettstein i Bucheli, 2010). Mikotoksini
se u poslednje vreme smatraju mikropolutantima vodenih sistema (Bucheli i dr., 2008;
Wettstein 1 Bucheli, 2010). Aktuelna su istrazivanja mogucéih migracionih puteva
prenosenja mikotoksina sa kontaminiranih polja (kukuruza i pSenice), kroz zemljiste do
vode (Gromadzka i dr., 2015). Utvrdena je moguénost produkcije fumonizina u vodenom
matriksu (Oliveira i dr., 2018), kao i njihovo prisustvo u razli¢itim vrstama voda
(Waskiewicz i dr., 2015).

Napredni procesi oksidacije (AOPs) se mogu koristiti za pre¢is¢avanje vode koja
sadrzi organske zagadujuée materije, dovode¢i do formiranja visoko-reaktivnih vrsta kao
Sto su hidroksil-radikali ("(OH) (Malato i dr., 2009). Prednost ovih procesa jeste potpuna
mineralizacija zagaduju¢ih materija (Malato i dr., 2003) i Sto se mogu Koristiti za tretman
kontaminanata vrlo niskih koncentracija bez formiranja sporednih proizvoda (Litter, 2005).
Tokom AOPs, reaktivne vrste se mogu generisati fotohemijskim putem (ukljucujuci
suncevu svetlost) ili nekim drugim vidovima energije. Prednost “OH-radikala je ta §to moze
reagovati sa gotovo svim organskim jedinjenjima reaguju¢i 10°-10%2 puta brze od
alternativnih oksidanasa. Druga vrsta aktivnog kiseonika je superoksidni radikal-anjon
(O3) i njegov konjugovani kiseli oblik, hidroperoksidni radikal (HO3), koji se takode

mogu formirati u ovim reakcijama, ali su daleko manje reaktivni od ‘OH-radikala (L.itter,
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2005). Najcesce korisceni AOPs su: O3/H202, UV/Os3, UV/O3/H20;, UV/H202, Fentonova
reakcija, foto-Fentonova i elektron-Fentonova reakcija, heterogena fotokataliza primenom
titanijum-dioksida (TiO2), y-radioliza, sonoliza i dr. (lkehata i dr., 2006). Primenom
UV/H20, tretmana se moze oksidovati $irok spektar organskih zagaduju¢ih materija u

vodenoj sredini (Stefan i dr., 1996), ali se i procesima oksidacije persulfatom (S,05)

posvecuje sve veca paznja pri tretmanu polutanata u vodi (Kamagate i dr., 2018).

Mnogi mikotoksini su fotosenzitivni i mogu se razgraditi primenom sunceve i UV
svetlosti, y-zraka, tehnologijom pulsiraju¢e svetlosti (pulsed light technology), kao i
primenom ozona (Abramovic i dr., 2017). Ispitivanjem uticaja sun¢evog i UV zracenja na
mikotoksine u hrani utvrdeno je da talasna duzina UV zraka, intenzitet zraCenja, vreme
ekspozicije, vrsta mikotoksina, pH i debljina sloja ozracenog uzorka znacajno uti¢u na
efikasnost razgradnje (Diao i dr., 2015). Fotohemijska razgradnja se razvila u efikasnu
metodu za razgradnju i transformaciju AFBy (Liu i dr., 2011), zearalenon (ZEA) (Emidio i
dr., 2017) i deoksinivalenol (DON; Bai i dr., 2017) u bezopasne supstance. Tehnologija
pulsirajuce svetlosti nije ¢esto koriS¢ena za razgradnju mikotoksina, ali se pokazala kao
efikasna za razgradnju AFBi, DON-a, OTA i ZEA u vodenom rastvoru (Moraeu i dr.,
2011). Pri ispitivanju uticaja y-zracenja na razgradnju FB1 u vodenom rastvoru nadeno je
da se njegova koncentracija smanjila za 99,7% pri intenzitetu zraenja od 0,5 kGy
(D'Ovidio i dr., 2007). Prisustvo vode ima vaznu ulogu u razgradnji mikotoksina pomoc¢u
y-zracenja, jer se radiolizom vode formiraju visokoreaktivna jedinjenja (Calado i dr.,
2014). Ozon (O3) efikasno razgraduje aflatoksine B1, (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG:1), G2
(AFGy) (Agriopoulou i dr., 2016), fumunizin By (FB1), ohratoksin A (OTA), ZEA i patulin
(PAT) (Freitas-Silva i Venancio, 2010) u vodenom rastvoru.

Predmet istraZivanja ove doktorske disertacije su fumonizini B serije (FB1,
FB2 i FB3) koji se ujedno smatraju najrasprostranjenijim sekundarnim metabolitima vrste
Fusarium (Waskiewicz i dr., 2015), kao i najces¢im kontaminantima zitarica (Yazar i
Omurtag, 2008). ToksikoloSka procena fumonizina uglavnom se fokusira na FB1 koji kod
razli¢itih Zivotinja moze izazvati: leukoencefalomalaciju (Gelderblom i dr., 1988), plu¢ni
edem (Harrison i dr., 1990; Haschek i dr., 2001) i ispoljiti citotoksi¢an i nefrotoksican
efekat (Gelderblom i dr., 1988). Prema Medunarodnoj organizaciji za istrazivanje kancera
(IARC, 2002) FB1 je svrstan u 2B grupu, kao potencijalno kancerogen za ljude.Doktorska
disertacija sadrzi slede¢a poglavlja: UVOD, TEORIJSKI DEO, EKSPERIMENTALNI
DEO, REZULTATI | DISKUSIJA, ZAKLJUCAK i LITERATURA. Teorijski deo se
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sastoji od opStih informacija vezanih za mikotoksine, njihovo nalazenje u vodi, sa
detaljnim osvrtom na fumonizine. Zatim, sadrzi pregled metoda koje se mogu koristiti za
razgradnju mikotoksina, sa akcentom na napredne procese oksidacije, kao i na njihov
mehanizam delovanja. U Eksperimentalnom delu su opisane Kkoris¢ene hemikalije,
priprema rastvora, aparatura koja je koriS¢ena u radu, kao i postupci primenjeni u
eksperimentalnom radu. U delu Rezultati i diskusija najpre je ispitana efikasnost direktne i
indirektne fotolize primenom UV i SS zraCenja na brzinu razgradnje FB: i FB2. Zatim,
ispitana je primena nekih od najefikasnijih katalizatora u razgradnji fumonizina. Efikasnost
razgradnje FB1 i FB3 procenjena je primenom UV/TiO, Wachkerr-a. Proces razgradnje
fumonizina ispitan je u razli¢itim tipovima voda, kao i dodatkom jona, primenom direktne i
indirektne fotolize. Rezultati proucavanja kinetike razgradnje prikazani su primenom
hromatografskih merenja, tumacenjem rezultata dobijenih merenjem i izvodenjem
zakljuc¢aka. Takode je procenjeno delovanje fumonizina i njihovih proizvoda razgradnje na

rast odabranih ¢elijskih linija sisara.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. MIKOTOKSINI

Mikotoksini su strukturno raznovrsne grupe jedinjenja, male molekulske mase,
nastaju kao sekundarni metaboliti gljivica ili plesni (Zain, 2011). Smatraju se sekundarnim
metabolitima jer nisu neophodni za rast gljivica, a javljaju se kao proizvodi primarnih
metabolickih procesa (Brése i dr., 2009). Do danas nije u potpunosti utvrdena funkcija
mikotoksina, ali se smatra da imaju ulogu u eliminaciji drugih mikroorganizama koji se
nalaze u istom okruzenju, kao i da pomazu parazitskim gljivama u invaziji na tkiva
domacdina (Brése i dr., 2009). lako sve mikotoksine proizvode gljive, to ne znaci da su svi
toksi¢ni produkti gljiva mikotoksini (Hussein i Brasel, 2001). Najvaznije mikotoksine
produkuju toksigene gljive iz pet rodova: Aspergillus, Alternaria, Claviceps, Penicillium i
Fusarium (Marin i dr., 2013).

Prema literaturnim podacima, postoji vise od 500 vrsta mikotoksina koje proizvodi
oko 350 vrsta gljiva (Nielsen i Smedsgaard, 2003), pri ¢emu su istrazivanja uglavnom
fokusirana na toksi¢ne i/ili kancerogene, medu kojima su aflatoksini (AF), ohratoksini
(OT), fumonizini B grupe (FB), ZEA, PAT i trihoteceni (DON, T-2 i HT-2 toksin; Hussein
i Brasel, 2001). Mikotoksini kontaminiraju najéeS$ce zitarice i hranu za Zzivotinje, a
frekvencija uzoraka koji su kontaminirani barem jednim od mikotoksina na godi$njem
nivou iznosi i do 64% (Streit i dr., 2013), sto vodi do velikih ekonomskih gubitaka i
ozbiljnih zdravstvenih problema ljudi i zivotinja (Brése i dr., 2009). Gljive su prirodno
prisutne u mikroflori useva i hrani za zivotinje, ali na proizvodnju mikotoksina uti¢u
faktori koji se mogu podeliti na: fizicke (relativna vlaznost, temperatura, vlaga i mehanicko
ostecenje), hemijske (CO2, O, sastav supstrata, pesticidi i fungicidi) i bioloske (sorta
biljaka, stres, insekti, spore, oSte¢enja) (Bytesnikova i dr., 2021). Kombinacija ovih faktora
stvara povoljno okruzenje za rast plesni (slika 2.1) (Bytesnikova i dr., 2021). Na sintezu
plesni i produkciju mikotokisna najvise uti¢u uslovi zivotne sredine, pri cemu se gljivicne

infekcije najcesce javljaju u polju i/ili tokom skladiStenja (Streit i dr., 2013).
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Slika 2.1. Sema faktora i njihovih kombinacija koji doprinose razvoju plesni u hrani za
ljude i zivotinje (Bytesnikova i dr., 2021).

Varijacije temperature i vlage uti¢u na brzinu rasta gljivica kao i na koli¢ine
proizvedenih mikotoksina, pri ¢emu neke gljive mogu proizvesti nekoliko razli¢itih
mikotoksina. Patogene gljivice koje kontaminiraju useve pre Zetve, obi¢no zahtevaju vecu
koli¢inu vlage za kontaminaciju tj. oko 200-250 g/kg (Bryden, 2012) ili 22—25% (Haschek
i Voss, 2013), nego one koje se mogu razmnozavati tokom skladistenja tj. oko 130-180
g/kg (Bryden, 2012) ili 13-18% (Haschek i Voss, 2013). Veéina zitarica namenjenih
ishrani Zivotinja, sa sadrzajem vlage iznad 130 g/kg je podlozna rastu plesni i
kontaminaciji mikotoksinima (Bryden, 2012). Sto se temperature ti¢e, gljivice najvise rastu
u opsegu izmedu 20 i 30 °C, ali optimalan opseg moze biti i ispod 0 °C i iznad 60 °C
(Haschek i Voss, 2013), sto govori o velikoj prilagodljivosti gljivica na razlicite
temperature. Vazno je napomenuti da proizvodnja toksina uglavnom nije povezana sa
ukupnom gljivicnom biomasom, a ekoloski uslovi za rast i proizvodnju mikotoksina se
mogu znacajno razlikovati izmedu razli¢itih vrsta gljiva (Magan, 2006). Fusariumski
toksini se produkuju u Zitaricama u uslovima visoke vlage u periodu oko zetve, dok je pre
berbe kontaminacija useva uglavnom izazvana aflatoksinom, koja je povezana sa visokom
temperaturom, oStecenjima izazvanim insektima 1 dugotrajnim uslovima suSe (Bryden,
2012). U tabeli 2.1. dat je pregled glavnih karakteristika najvaznijih mikotoksina (Hojnik i
dr., 2017).
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Tabela 2.1. Pregled glavnih karakteristika najvaznijih mikotoksina (Hojnik i dr., 2017)
Vrsta Glavni Producenti Kontaminirana Tip strukture Toksi¢nost
mikotoksina  predstavnici mikotoksina hrana
AF AFB1, AFB, Aspergillus spp.: 4. flavus,  Usevi, zitarice, Difuranokumarini Kancerogenost
AFG;, AFGy, A. parasiticus, A. nomius, semenke,
aflatoksin My A. bombycis, A. oraSasti
(AFMy) pseudotamari, A. plodovi, za¢ini
ochraceoreus
oT OTA, Aspergillus spp. i Usevi, voce, Poliketidni-derivati Nefrotoksi¢nost,
Ohratoksini B i Penicillium spp.: pivo, vino, dihidroizokumarina mutagenost i
C A. ochraceus, sokovi, kafa vezanog za L-B- kancerogenost
A. aliaceus, fenilalanin pomocu
A. auricomus, amidne veze
A. carbonarius,
A. glaucus,
A. meleus,
A. niger,
P. nordicum,
P. verrucosum
FB Fumonizini Fusarium spp.: Kukuruz i Propan-1,2,3- Citotoksi¢nost,
serije A,B,CiD F. verticillioides, njegovi trikarboksilna kiselina  kancerogenost
najcesci od njih F. proliferatum, proizvodi
su: FB1, FBy, F. napiforme,
FBs3 F. dlamini,
F. nygamai
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Tabela 2.1. Pregled glavnih karakteristika najvaznijih mikotoksina (Hojnik i dr., 2017) — nastavak

Vrsta Glavni Producenti Kontaminirana Tip strukture Toksicnost
mikotoksina  predstavnici mikotoksina hrana
Trihoteceni DON, nivalenol Fusarium spp., Myrothecium Usevi Tetracikli¢ni-12,13-  Inhibicija eukariotske
(NIV), T-2, HT-2 spp., Phomopsis spp., epoksitrihoteceni DNK, RNK i sinteze
diacetoksiscirpenol Stachybotrys spp., proteina, muc¢nina,
Trychoderma spp., povracanje, dijareja,
Trichotecium spp., gubitak tezine i
Verticimonosporium spp. gubitak apetita,
ostecenje jetre
Ergot alkaloidi Ergometrin, Claviceps spp., C. purpurea Zito, trava Tetracikli¢ni ergolini  Neurotoksi¢nost,
ergotamine, ergosin, (alkaloidi izvedeni od endokrini poremecaji
ergokristin, triptofana)
ergokriptin,
ergokornin i
odgovarajuci —inin
epimeri
Drugi Fusaproliferin, Fusarium spp., Penicillium  Usevi, voce, povrée, Heksaterpenski Citotoksi¢nost,
mikotoksini  eniacini, beauvercin  spp., Aspergillus spp., Zitarice cikli¢ni abnormalna
(BEA), moniliformin, Eupenicillium spp., heksadepsipeptidi, 3- glukoneogeneza,
PAT Paecilomyces spp., hidroksiciklobut-3-  genotoksi¢nost i
Byssochlamys spp. en-1,2-dion, 4- mutagenost

hidroksi-4H-furo[3,2-
c]piran-2(6H)-on
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U daljem tekstu akcenat ¢e biti na mikotoksinima koje produkuju gljive roda
Fusarium. Zbog negativnog uticaja prisustva mikotoksina u zivotnoj sredini na zdravlje
ljudi i zivotinja, neophodno je prikupiti §to viSe podataka koji definiSu tacke rizika pojave
mikotoksina kao i njihovo ponaSanje u okruzenju (Streit i dr., 2013; Lorenz i dr., 2019).
lako su mikotoksini uglavnom prisutni u niskim dozama, dugotrajna izloZenost ljudi i
zivotinja moze negativno da uti¢e na zdravlje. Pojava toksi¢nosti izazvane mikotoksinima
poznata je kao mikotoksikoza i javlja se nakon konzumiranja proizvoda Kkoji su
kontaminirani nekim mikotoksinom (Peraica i dr., 1999). Mikotoksikoze nastaju kao
rezultat interakcije mikotoksina sa funkcionalnim molekulima i subcelularnim organelama
kod ljudi ili zivotinja (Kiessling, 1986). Raznovrsnost ljudskih i Zivotinjskih oboljenja
koje izazivaju, moze se pripisati Sirokom spektru razliCitih hemijskih struktura
mikotoksina (Kiessling, 1986). Dokazivanje povezanosti izmedu izlozenosti ljudi nekom
mikotoksinu sa odgovaraju¢ommikotoksikozom, vrlo je teSko zato §to su ljudi
istovremeno, osim mikotoksinima, izloZeni i raznim drugim toksinima (Peraica i Rasi¢,
2012). Mikotoksikoze se karakteriSu time da bolest nije prenosiva, javlja se sezonski i
uglavnom je povezana sa konzumiranjem hrane (Prodanov i dr., 2009). Koli¢ina toksina
koja dovodi do Stetnih efekata po zdravlje ljudi zavisi od vrste toksina, kao i od
imunoloskog sistema osobe (Brdse i dr., 2009). Mikotoksini mogu delovati
hepatotoksi¢no, nefrotoksi¢no, genotoksi¢no, teratogeno, imunosupresivno, estrogeno i/ili
kancerogeno (da Rocha i dr., 2014) nakon gutanja, udisanja i kontakta sa kozom (Boonen i
dr., 2012). Toksi¢ni efekti mikotoksina mogu biti akutni i/ili hroni¢ni, u zavisnosti od vrste
toksina, doze, kao i zdravlja, starosti i nutritivnog statusa izlozene osobe ili Zivotinje
(Bannett i Klich, 2003), a postoji i moguénost da dode do sinergijskog dejstva vise
mikotoksina (Creppy i dr., 2004). Akutne mikotoksikoze uglavnom nastaju pri izlozenosti
ljudi i zivotinja velikoj koncentraciji mikotoksina, ¢este su u zemljama sa tropskom
klimom gde su povoljni uslovi za rast plesni i produkciju mikotoksina, a nesto su rede u
zemljama sa umerenom klimom. Hroni¢ne mikotoksikoze su posledica dugotrajne
izloZenosti nekom mikotoksinu i takode su ¢e$¢e u tropskim zemljama (Peraica i Rasic,
2012). Do nedavno je zdravsveni rizik bio procenjen samo za oralni put prenoSenja,
medutim, i put inhalacije stice naucni interes, dok je koZa gotovo neistrazen put
ekspozicije. Iako koza predstavlja prirodnu prepreku za egzogena jedinjenja, mikotoksini
male molekulske mase koji su rastvorljivi u lipidima, poseduju odgovaraju¢a svojstva za

penetraciju kroz kozu, ako je ona izlozena vazduhu i prasini koja sadrzi mikotoksine.
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AFB1, OTA, citrinin, ZEA i T-2 mogu prodreti kroz kozu, za razliku od FB1 (Boonen i dr.,
2012).

Brojna istrazivanja ukazuju da se mikotoksini mogu naéi gotovo svuda u
okruzenju (Streit i dr., 2013; Fromme i dr., 2016), a zabelezeno je njihovo prisustvo i u
vodi (Mata i dr., 2015). Razli¢iti autori su dosli do razli¢tih zakljuaka o distribuciji,
odnosno nastanku mikotoksina u vodenoj sredini. Prema Hartmann-u i dr. (2007)
prisustvo mikotoksina u vodenom okruzenju je rezultat oticanja vode sa poljoprivrednog
zemljista dok neki autori smatraju da su gljive sposobne da vrse biosintezu mikotoksina u
vodi (Oliveira i dr., 2018).

Fusarium je globalno jedan od najvaznijih rodova gljiva, uzrokuje niz bolesti
biljaka, proizvodi mikotoksine i negativno uti¢e na ljudsko zdravlje (Summerell i Leslie,
2011). Konidije, vrsta roda Fusarium, se mogu naci u bilo kojoj fazi sazrevanja Zitarica
kada za njihovu produkciju pogoduju uslovi Zivotne sredine (Osborne i Strein, 2007).
Istrazivanjem je utvrdeno da postoji 61 vrsta gljiva roda Fusarium, od kojih 35 produkuje
ukupno 137 sekundarnih metabolita u laboratorijskim uslovima (Nijs i dr., 1997). Mnoge
toksigene Fusarium vrste su takode uobiCajeni patogeni zitarica (Placinta i dr., 1999).
Yazar i Omurtag (2008) izdvajaju slede¢e mikotoksine kao najvaznije koje produkuju
vrste roda Fusarium: T-2 toksin (podukuje F. sporotrichioides), ZEA i DON (produkuju
F. graminearum, F. culmorum i F. crookwellense) i fumonizini (produkuju F.
verticillioides). Tri klase Fusarium mikotoksina su od posebnog znacaja za zdravlje i
produktivnost zivotinja, a to su: trihoteceni, ZEA i fumonizini. Trihoteceni se mogu
podeliti u Getiri grupe: A (toksini T-2 i HT-2, diacetoksisciprenol), B (DON i NIV), Ci D
(Jimenez-Garcia i dr., 2018). Oni su mali amfipaticki molekuli koji mogu da se krecu kroz
¢elijsku membranu izazivajuéi imunoloske probleme i povrac¢anje (Jimenez-Garcia i dr.,
2018), dok su kod svinja povezani sa odbacivanjem hrane i mogu izazivati reproduktivne
poremecaje (Placinta i dr., 1999). DON pripada B grupi trihotecena i najée$¢e kontaminira
pSenicu, kukuruz, jeCam, raz, ovas i pirina¢ (Sobrova i dr., 2010). lako se smatra da je
DON manje toksi¢an od drugih mikotoksina, on se ipak javlja u koli¢inama dovoljno
visokim da moze izazvati nezeljene efekte, pri ¢emu su gastrointestinalni organi ciljni
organi ovog mikotoksina (Nesi¢ i dr., 2013). Kao vecina mikotoksina i DON je termicki
stabilan, te se javlja problem tokom celog postupka skladistenja i proizvodnje, ukoliko
dode do njegovog formiranja (Jaji¢ i dr., 2005). ZEA se moze nalaziti u Zitaricama, soji,
vocu i povréu (Chilaka i dr., 2017), pri ¢emu je zajedno sa svojim derivatima poznat po

estrogenskim svojstvima (Placinta i dr., 1999). Pored trihotecena i ZEA, zbog svoje
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toksi¢nosti, potencijalne kancerogenosti, kao i zbog Ceste pojave u Zitaricama, fumonizini

su fuzarijumski toksini koji se sve ¢eSce istrazuju Sirom sveta (Kamle i dr., 2019).

2.2. FUMONIZINI

Fumonizini su sekundarni metaboliti plesni Fusarium verticillioides (ranije F.
moniliforme), F. proliferatum (Scott, 1993) i F. nygamai (Ross i dr., 1990), pri ¢emu Su
prvi put izolovani 1988. godine iz kulture F. verticillioides soj MRC 826 (Gelderblom i
dr., 1988). Pojavljuju se Sirom sveta i nalaze se pretezno u kukuruzu i hrani na bazi
kukuruza (Jaksi¢ i dr., 2019), mada postoje sporadi¢ni izveStaji o njihovom prisustvu i u
pSenici (Kushiro i dr., 2009; Jaksi¢ i dr., 2012). Obzirom da je F. verticillioides glavni
producent fumonizina, ispitivan je uticaj razliCitih uslova zivotne sredine na njihovu
produkciju. Optimalni uslovi pri kojima ovaj soj produkuje fumonizine podrazumevaju
temperaturu od 30 °C, aktivnost vode 0,99, salinitet 25 g/cm?®, kao i pH 5, mada je ovaj soj
pokazao dobru prilagodljivost i sposobnost produkcije umerene koli¢ine fumonizina pod
Sirokim spektrom uslova (Fanelli i dr., 2013), pri ¢emu FB1 moze biti produkovan i na
tecnim podlogama (Jackson i Bennett, 1990). Koncentracije fumonizina variraju u
zavisnosti od geografskog podruc¢ja, ali se Cesto razlikuju i izmedu dve lokacije u
neposrednoj blizini (Haschek i Voss, 2013). Prema nekim istrazivanjima, povecana
koli¢ina i odnos masnih kiselina oleinske i linolne imaju uticaj na akumulaciju FB-a u
biljkama (Dall’Asta i dr., 2012). Poznato je da je koncentracija fumonizina u ispucalim,
slomljenim ili na drugi nacin oSteenim jezgrima generalno visa nego u celom zrnu.
Obzirom da je gljivica endofiti¢ka i kukuruz koji deluje nekontaminirano moze da sadrzi
fumonizine (Haschek i Voss, 2013). Toksini se stvaraju pre zetve ili za vreme rane faze
suSenja zitarica, a njihova koncentracija se povecava tokom skladiStenja. Sojevi roda
Fusarium su nadeni i na zidovima vlaznih zgrada, pa je zbog toga moguca izloZenost
fumonizinima i putem disajnih organa (Peraica i Rasi¢, 2012). Kod genetski
modifikovanog kukuruza prime¢ena je vecCa otpornost na fumonizin, nego kod
nemodifikovanog, zbog Bacillus thuringiensis kurstaki toksina, koji smanjuje invaziju
gljivica. Dakle, koncentracija fumonizina je niza u genetski modifikovanom kukuruzu
nego u nemodifikovanim sortama, pri ¢emu su ove sorte podloznije oSteCenju insektima

(Haschek i Voss, 2013). Fumonizini se javljaju Sirom sveta, ali se naroCito visoke
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koncentracije javljaju u Kini i Juznoj Africi, ¢ak i do 100 mg/kg u kukuruzu domace
proizvodnje, dok su koncentracije manje od 1 mg/kg prisutne u SAD-u i Juznoj Americi, a
kukuruz iz Kanade prakti¢éno ne sadrzi fumonizin (Haschek i Voss, 2013). Rezultati
analize uzoraka kukuruza prikupljenih u Srbiji tokom sedam godina, pokazuju frekvenciju

kontaminacije od 82%, sa prose¢nom koncentracijom od 1,515 mg/kg (Jaksi¢ i dr., 2019).

2.2.1. Fizicke i hemijske osobine fumonizina

Do danas je poznato 28 izomera fumonizina (Kushiro i dr., 2009), koji se mogu
podeliti u Cetiri grupe: A, B, C i P (slika 2.2). Fumonizini B serije (B1, B2, B3 1 Bs) su
najzastupljeniji od pomenute Cetiri grupe (Scott, 1993), pri ¢emu su oni i najceséi prirodni
kontaminanti Zitarica (Yazar i Omurtag, 2008). FB1 ¢ini 70-80% od ukupno proizvedenih
fumonizina, FB2 15-25%, a FBs 3-8% (Rheeder i dr., 2002). Biosinteza fumonizina B
serije pocinje formiranjem poliketida sa dve metil-grupe i terminalnom karbonilnom. U
biosintetskoj reakciji kondenzacije poliketida sa alaninom formira se dug lanac od 20
ugljenikovih atoma (Lazzaro i dr., 2012). Fumonizini A serije (N-acetil-analozi B serije) u
koju spadaju A1, A2, Az i A4, nastaju acilovanjem amino grupe i proizvode se u malim
koli¢inama (Tamura i dr., 2014). Fumonizini C serije su strukturno sli¢ni B seriji osim $to
nemaju metil-grupu na C: koja je karakteristicna za fumonizine A i B serije (Soriano i
Dragacci, 2004). Fumonizini C1 (FCy) i C2 (FC2) su strukturno sli¢ni sa FB1 i FB2 i
fitotoksi¢ni su, dok su fumonizini C3 (FCs) i Cs (FC4) strukturno sli¢ni sa FB3 | FBy4 i
imaju umerenu fitotoksi¢nost (Lazzaro i dr., 2012). Fumonizini P serije (N-3-
hidroksipiridinijum-analozi B serije) (Tamura i dr., 2014), se sintetiSu na isti na¢in kao
fumonizini B serije (Lazzaro i dr., 2012), s tom razlikom $to ¢lanovi P serije imaju 3-
hidroksipiridinijum umesto amino grupe i vodonik umesto metil-grupe na Ci1. Smatra se da
fumonizini P serije na kulturama plesni ¢ine i do 30% nivoa FB1 i stoga postoji zabrinutost
da mogu biti odgovorni za neku od toksi¢nosti povezanih sa hranom koja je kontaminirana
Fusariumom (Abbas i dr., 1998).

FB1 je diestar propan-1,2,3-trikarboksilne kiseline (TCA) i 2S-amino-12S,16R-
dimetil-3S,5R,10R,14S,15R-pentahidroksieikosana, u kome hidroksilne grupe na C13 i Cu4
formiraju estre sa dve TCA grupe na kraju lanca. Primarna amino grupa ima specifi¢nu
ulogu u bioloskoj aktivnosti FB1. FB2, FBs i FB4 su manje zastupljeni i strukturno se

razlikuju od FB1 u broju i polozaju hidroksilnih grupa na ugljovodoni¢noj “ki¢mi”
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molekula (Voss i dr., 2007). Fumonizini nemaju hidroksilne grupe na Cs ili C10. Homolozi
koji imaju acetil-, karboksimetil-, N-(1-deoksifruktoz-1-il) ili druge funcionalne grupe
vezane za azot nisu bioloski aktivni (Haschek i Voss, 2013).

Najzastupljeniji fumonizin u prirodi je FB1, empirijske formule C3sHsoNOss. To je
beo higroskopan prah (IARC, 2002), u vodi je rastvorljiv minimalno 20 mg/cm?® (National
Toxicology Program, 2000). Takode se rastvara u metanolu (MeOH) i smeSi acetonitril
(ACN)—H20. FBq je stabilan u smesi ACN-H0 (1:1, v/v) na 25 °C, a nestabilan u MeOH
na 25 °C, pri ¢emu se formira monometil ili dimetilestar. Na -18°C u MeOH je stabilan,
kao i na 78 °C u puferskim rastvorima, pri pH 4,8-9,0 (IARC, 2002). Jackson i dr. (1996a)
ispitivali su stabilnost FB1 u vodenom rastvoru na temperaturama od 100-235 °C, na tri
razli¢ite pH-vrednosti (4,0; 7,0 i 10,0). Na 175 °C pri pH 4,0 posle 30 min FB: je
parcijalno hidrolizovan (PHFB1), dok je nakon 60 min potpuno hidrolizovan (HFB1). U
parcijalno hidrolizovanom fumonizinu samo se jedna od dve TCA grupe uklanja. Na slici
2.2. prikazani su hidrolizovan i parcijalno hidrolizovani proizvodi FB1. Na slican nacin
dolazi do hidrolize i parcijalne hidrolize ostalih fumonizina B serije. Ovi molekuli postoje
kao ravnotezna smeSa C-13 i C-14 estara. Pri pH 10,0 glavni proizvod hidrolize bio je
HFB:, dok je kod pH 4,0 i 7,0 bio detektovan i PHFB1. Na osnovu dobijenih rezultata je
zakljuc¢eno da je FB1 najmanje stabilan pri pH 4,0; zatim pri pH 10,0 i na kraju na pH 7,0.
Nakon 175 °C tokom 60 min hidrolizovalo je vise od 90% FBi1, bez obzira na pH-
vrednost. Kod FB:2 uocena je ista stabilnost na datim pH-vrednostima. FB», kao i FBy, je
amorfna Cvrsta materija (Gelderblom i dr., 1988), pri ¢emu je najmanje stabilan pri pH 4,0,
a najstabilniji pri pH 7,0. Jackson i dr. (1996b) su nakon termicke obrade FB2 na 200 °C
tokom 60 min, kao proizvod hidrolize pri pH 10,0 identifikovali HFB>, dok je pri pH 4,0 i
7,0 bio prisutan i PHFB,. Nakon termickog izlaganja FB> temperaturi od 200 °C tokom 60
min, doslo je do njegove potpune hidrolize, nezavisno od pH-vrednosti. Dakle, rezultati
ukazuju da su FB1 i FB> prili¢no stabilni u vodenoj sredini (Jackson i dr., 1996a; 1996b).
Visconti i dr. (1994) su ispitivali stabilnost FB1 i FB2 tokom 6 nedelja skladistenja u
ACN-H20 (1:1, v/v) i u MeOH na cetiri temperature skladistenja (-18, 4, 25 i 40 °C).
Hidroliza fumonizina u MeOH evidentna je posle 6 nedelja skladistenja na 4, 25 i 40 °C,
dok kod uzoraka koji su ¢uvani na -18 °C nije doslo do hidrolize. Rastvori FB1 i FB2 u
ACN-H:0 stabilni su tokom perioda od 6 meseci na temperaturi od -18, 4 i 25 °C. Prema
do sada objavljenim istrazivanjima, nema podataka 0 stabilnosti FB3 i FB4 u vodenoj

sredini.
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FUMONIZIN Ri1 R2 R3 R4 Rs Rs R7
A-serija

FA1 CHs NHCOCHs H OH OH TCA TCA
FA, CHs NHCOCHs H OH OH TCA TCA
FA3 CHs NHCOCHs: H H OH TCA TCA
FA4 CHs NHCOCHs; H H H TCA TCA
Hidrolizovani

proizvodi FA

HFA3 CHs NHCOCHs H H OH OH OH
PHFAz. CHs NHCOCHs: H H OH OH TCA
PHFAsp CHs  NHCOCHs H H OH TCA OH
B-serija

FB1 CHs NH: H OH OH TCA TCA
FB2 CHs NH: H OH H TCA TCA
FBs CHs NH: H H OH TCA TCA
FB4 CHs NH: H H H TCA TCA
FBs CHs NH, OH OH H TCA TCA
Hidrolizovani

proizvodi FB

HFB1 CHs NH: H OH OH OH OH
PHFB1a CHs NH: H OH OH OH TCA
PHFB1p CHs NH, H OH OH TCA OH
C-serija

FCy1 H NH> H OH OH TCA TCA
FC2 H NH: H OH H TCA TCA
FCs H NH> H H OH TCA TCA
FC4 H NH; H H H TCA TCA
P-serija

FP1 H 3HP* H OH OH TCA TCA
FP2 H 3HP* H OH H TCA TCA
FP3 H 3HP* H H OH TCA TCA

*3HP: 3-hidroksipiridinijum

Slika 2.2. Hemijske strukture glavnih fumonizina i njihovih proizvoda hidrolize (Maragos i
dr., 1996; Poling i Plattner, 1999; Braun i Wink, 2018).
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Za razliku od ostalih mikotoksina, FB su reaktivna jedinjenja koja mogu da se
modifikuju preko primarne amino grupe, hidroksilne i karboksilne grupe (Dall’Asta i
Battilani, 2016). Neki derivati fumonizina mogu nastati u procesima obrade hrane
(Howard, 2002). Koli¢ine hidrolizovanih i delimi¢no hidrolizovanih fumonizina Koji se
nalaze u prirodno kontaminiranom kukuruzu su mnogo manje od nehidrolizovanih
fumonizina, te je izlozenost ovim fumonizinima moguca, ili putem hrane ili kao metaboliti
unetih fumonizina (Poling i Plattner, 1999). Procesom nikstamalizacije kukuruza uspesno
se uklanjaju fumonizini, pri ¢emu nastaju manje toksi¢ni produkti HFB1, HFB>, HFB3 i
HFBs kojih ima u manjoj koli¢ini nego polaznog fumonizina (Poling i Plattner, 1999;

Voss i dr., 2007).

2.2.2. Toksicni efekti fumonizina

Na razli¢itim eksperimentalnim zivotinjama nadeno je da fumonizini nisu akutno
toksicni, verovatno zbog toga $to se slabo adsorbuju, ne akumuliraju se u organizmu,
nemaju metabolicke aktivacije i brzo se izluéuju iz organizma. Njihova hroni¢na
toksicnost zavisi od vrste, soja i pola eksperimentalnih zivotinja (Peraica i Rasi¢, 2012), a
(Haschek i dr., 2001), leukoencefalomalaciju kod konja (Gelderblom i dr., 1988), a kod
pacova je uo¢ena hepatotoksi¢nost i hepatokancenogenost (Gelderblom i dr., 1991). Pored
toga, FB:1 c¢ak i pri niskim koncentracijama pokazuju sinergisticko dejstvo sa
mikotoksinima kojima su ciljni organi jetra i bubrezi (npr., OTA, citrinin i AFB;1) (Peraica
i Rasi¢, 2012). Acetilacijom terminalne amino grupe u organizmu Zivotinja Smanjuje se
citotoksi¢nost fumonizina i postaju relativno inaktivni (Abbas i dr., 1993).

Fumonizini, zbog svoje velike strukturne sli¢nosti sa sfingozinom i sfinganinom,
uti¢u na sfingolipidni metabolizam, tako S§to prilikom biosinteze sfingolipida inhibiraju
kljuéni enzim ceramid sintazu (Norred i dr., 1997; Solfrizzo i dr., 2004). Pri tome dolazi
do velikog povecanja slobodnog sfinganina u biljnim i Zivotinjskim ¢elijama, u roku od
nekoliko sati nakon izlaganja fumonizinu. Sfinganin se metabolise u druge bioaktivne
intermedijere ili se oslobada iz ¢elije (Riley i dr., 1996). Promena odnosa sfingozina i
sfinganina u tkivima, urinu i Kkrvi predstavlja potencijalni biomarker izlozenosti
fumonizinima kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta (Solfrizzo i dr., 2004). Smatra se da

akumulacija slobodnih sfingoidnih baza 1 poremecaj sfingolipidnog metabolizma
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predstavljaju mehanizam toksi¢nosti fumonizina (Norred i dr., 1997), jer mogu da dovedu
do apoptoze celija (Riley i dr., 2001). Medutim, prema Riley i dr. (1996) strukturna
slicnost fumonizina sa sfingoidnim bazama nije neophodna da izazovu poremecaj
sfingoidnog metabolizma.

Tokom inicijalnog tretmana pacova fumonizinima Bi, Bz, Bs, N-acetilovanim
derivatima FB: i FBy, kao i proizvodima hidrolize fumonizina, u periodu od 21-nog dana,
nadeno je da su samo fumonizini izazvali kancer, kao i znacajno smanjenje telesne mase.
U istom ogledu, komparativne studije citotoksi¢nosti u primarnim hepatocitima pacova,
pokazale su da FB: ima najveci citotoksi¢ni efekat, a zatim FB3 i FB1 (Gelderblom i dr.,
1993). Nadeno je da N-acetilovani FB1 (FA1) ne blokira ceramid-sintazu, $to ukazuje da
nije toksi¢an (Norred i dr., 1997), odnosno smatra se da je manje toksi¢an od FB1 u
kultivisanim ¢éelijama bubrega psa, ¢elijama hepatocita pacova (Abbas i dr., 1993), kao i
jetri pacova (Norred i dr., 1997). N-acetil derivati su pokazali nizi citotoksi¢ni efekat, u
odnosu na polazne molekule u visokim koncentracijama (Gelderblom i dr., 1993), iako
Van der Westhuizen i dr. (1998) smatraju da N-acetilovani FB1 ima isti potencijal kao i
FB1 pri inhibiciji ceramid-sintaze. Kod miseva koji su tretirani Sa fumonizinima i njihovim
derivatima 28 dana, nije prime¢eno smanjenje telesne mase, dok su hepatotoksi¢nost i
povecan odnos sfinganina i sfingozina zapazeni samo kod primene FB: (Howard, 2002).
Sva cetiri fumonizina C serije su citotoksi¢na (Lazzaro i dr., 2012). Naime FCy, FC i
hidroksi-FC1 su pokazali fitotoksi¢ne efekte sli¢ne kao FB1, $to ukazuje da Ci terminalna
metil-grupa nije neophodna za biolosku aktivnost. FC3 i FCs pokazuju daleko manji
fitotoksi¢an efekat od FC1 i FC2 (Sewram i dr., 2005). P fumonizini pokazuju slabu
fitotoksi¢nost samo pri ve¢im koncentracijama (=10 umol/dm®), dok su P i C serija
pokazale slican obrazac citotoksi¢nosti sa FB1 (Abbas i dr., 1998).

Sto se ti¢e hidrolizovanih produkata, nadeno je da je citotoksi¢ni potencijal HFB1
jednak ili manji u poredenju sa roditeljskim jedinjenjem, pokazujuéi da ovaj metabolit
izaziva lezije jetre i bubrega, poput fumonizina (Hendrich i dr., 1993). Takode je
zabeleZzena 1 njegova veca adsorpcija preko crevne sluznice, u odnosu na FBi.
Hidrolizovani fumonizini B1, B2 i Bs, kojima nedostaju TCA grupe, su slabiji blokatori
ceramid-sintaze u odnosu na nehidrolizovane. Prema Haschek-u i Voss-u (2013) u
precis¢enom obliku, HFB:1 ima zanemarljivu biolosku aktivnost u razli¢itim studijama na
glodarima. Medutim, alkalno kuvana kukuruzna kultura koja sadrzi hidrolizovane

fumonizine, ima bioloSku aktivnost tipi¢nu za fumonizine. Delimi¢no hidrolizovani oblici
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su identifikovani u fecesu pacova i nehumanih primata koji verovatno nastaju dejstvom
bakterija u tankom crevu (Haschek i Voss, 2013).

Internacionalna agencija za istrazivanje kancera klasifikovala je toksine Fusarium
moniliforme kao potencijalno kancerogene za ljude zbog povezanosti pojave kancera
jednjaka i konzumacije kontaminiranog kukuruza (grupa 2B) (IARC, 2002). Smatra se i da
bi istovremena izloZenost fumonizinima i aflatoksinima mogla biti uzrok nastanka
primarnog karcinoma jetre u nekim kineskim pokrajinama (Peraica i Rasi¢, 2012).
Zajednicki struéni odbor za Svetsku zdravstvenu orhanizaciju (WHO) i Organizaciju za
hranu i poljoprivredu (FAO) propisao je privremeni maksimalani dnevni unos za
fumonizine (zbirno FB1, FB2 i FB3) do 2 pg/kg telesne mase dnevno (FAO/WHO, 2002).
U Srbiji su propisane maksimalne dozvoljene koli¢ine fumonizina u kukuruzu i
proizvodima od kukuruza za ishranu ljudi usaglasene sa regulativom Evropske unije
(Jaksi¢, 2014). Tako maksimalna dozvoljena koli¢ina FB1 i FB2 U nepreradenom kukuruzu
iznosi 4000 pg/kg, u proizvodima 1000 pg/kg, a u zitaricama za dorucak 800 pg/kg (Sl.
Glasnik RS 118, 2021).

2.3. UKLANJANJE MIKOTOKSINA

Obzirom da su mikotoksini stabilna jedinjenja i da se relativno malo zna o
toksi¢nosti intermedijera koji nastaju pri njihovoj razgradnji, efikasna razgradnja
mikotoksina danas je nau¢ni izazov (Aiko i Mehta, 2015). Procesi sprecavanja
kontaminacije zitarica gljivicama i mikotoksinima vrSe se na kriticnim tackama pre
ocekivane gljivicne infekcije (Hojnik i dr., 2017). Mogu se primeniti u tri faze: pre Zetve,
tokom berbe ili u fazama rukovanja i nakon skladistenja (Hojnik i dr., 2017). Posto su
preventivne mere na terenu cesto nedovoljne ili mogu zakazati (Peraica 1 dr., 2002),
potrebne su dodatne procedure za smanjenje sadrzaja mikotoksina posle zetve (Humer i
dr., 2016). Pretpostavka je da se metodama dekontaminacije oni ne mogu potpuno
dr., 2002). Prema Park (1993) proces dekontaminacije mikotoksina bi trebao da:

i) ukloni, inaktivira ili unisti mikotoksine;

i) ne proizvodi i ne ostavlja toksi¢ne produkte;

iii) ne menja nutritivnu vrednost proizvoda;
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iIV) ne menja znacajno tehnoloska svojstva proizvoda; i

V) ukoliko je moguce unisti spore gljivica.

lako bi trebalo akcenat staviti na tretmane pre berbe, produkcija mikotoksina je
neizbezna pod odredenim uslovima okoline. Postoji veéi broj metoda koje su razvijene za
dekontaminaciju (fizicke, hemijske i bioloske), ali samo neke od njih imaju prakti¢nu
primenu (Aiko i Mehta, 2015). Podela ovih metoda se razlikuje od autora do autora, a

neke od reprezentativnih metoda koje su nasle svoju primenu su prikazane u tabeli 2.2.

Tabela 2.2. Najcescée koriséene metode za uklanjanje mikotoksina (Leibetseder, 2006;
Karlovsky i dr., 2016; Ismail i dr., 2018; Peng i dr., 2018; Murugesan i dr., 2021)

Metode Karakteristike
Fizicke Sortiranje e Uklanjanje zagadenih delova
Pranje e Pranje radi spre¢avanja prenosenja
patogena
Adsorpcija e Adsorbensi mogu adsorbovati mikotoksin i

tako smanjiti njihovu bioraspolozivost
e Obicno se koriste mineralni, bioloski i
organski adsorbensi

Segregacija na osnovu e QOdvajanje zdravih od kontaminiranih zrna
razlike u gustini na osnovu fizickih svojstava u razlic¢itim
vrstama tecnosti 1li na osnovu gustine
Fizicko- Fotohemijske metode
hemijske
a) UV/viz zragenje ¢ Uklanjanje mikotoksina korisé¢enjem
fotonske energije sa ili bez katalizatora
e Nastali "OH-radikali oksiduju mikotoksine
b) Pulsirajuca svetlost o Uklanjanje mikotoksina fotohemijskim i
fototermalnim efektima
c) Jonizujuce zracenje e Proizvode se elektroni i reaktivne vrste
(gama-zraci (y-zrak), e Radioliza vode produkuje reaktivne vrste
elektronski snop (e- (‘"H i OH)
zrak), rendgenski zraCi e Energija elektrona moze direktno prekinuti
(X-zraci)) molekulsku vezu mikotoksina
¢ Reaktivne vrste uzrokuju indirektnu
razgradnju
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Tabela 2.2. Najcesée metode za uklanjanje mikotoksina (Leibetseder, 2006; Karlovsky i
dr., 2016; Ismail i dr., 2018; Peng i dr., 2018; Murugesan i dr., 2021) — nastavak

Metode

Karakteristike

Hemijske

Bioloske

Hladna plazma

Elektrohemijske metode

Termicka inaktivacija

Ekstrudiranje

Hidroliza organskim i
neorganskim kiselinama
Amonijacija

Nikstamalizacija

Oksidacija (Os, H20z,
(NH4)2S20s)

Redukcija

Aditivi

Formiranje reaktivnih vrsta koje toksi¢na
jedinjenja mogu transformisati u manje
toksicne proizvode. Reaktivne vrste
ukljucuju: reaktivne radikale ("OH, O,
‘NO, "NO2, "H), molekulske vrste (Hz, O,
03, H203), jone (H*, O*, H;0*, H, O,

H, ,"OH"), UV fotone i elektrone

Oksidativno denaturisanje mikotoksina
elektrolizovanom vodom koja sadrzi

radikale, hipohlorastu i hlorovodoni¢nu
Kiselinu, hipohloritni jon i gasoviti hlor

Razgradnja toplotnim efektom

Postupak koji kombinuje izlaganje visokoj
temperaturi i visokom pritisku u vrlo
kratkom periodu

Zasnivaju se na hidrolizi mikotoksina

Dodatak gasovitog amonijaka smanjuje
toksi¢nost

Kuvanje u alkalnom rastvoru moze ukloniti
perikarp zrna ¢ime se uklanja mikotoksin

Prvenstveno se oksiduju dvostruke veze u
furanskom prstenu mikotoksina pri ¢emu
nastaju manje toksi¢ni i proizvodi manje
molekulske mase

Konverzija u derivate koji su manje
toksicni

Dodavanje konzervansa na primer
esencijalna ulja

Razgradnja mikotoksina koriS¢enjem
mikrobioloskih vrsta (bakterije, gljivice,
kvasci i drugi mikroorganizmi)
Enzimska razgradnja i adsorpcija
mikotoksina uglavnom su uzrokovani
enzimima koje luc¢e mikroorganizmi
Adsorpciona detoksikacija usled prisustva
glukomanana na ¢elijskim zidovima
mikroorganizama
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2.3.1. Fizicke metode

Za fizicku dekontaminaciju hrane kontaminirane mikotoksinima uglavnom se
koriste slede¢e metode: sortiranje, pranje, adsorpcija i segregacija na osnovu gustine
(tabela 2.2). Efikasnost metode zavisi od pocetnog stepena kontaminacije i distribucije
mikotoksina u zrnu (Leibetseder, 2006).

Sortiranje (mehanicko odvajanje) nije potpuno pouzdana metoda jer infekcija
plesni Cesto nije homogena. Princip se zasniva na tome da se identifikuju i uklone vidno
plesnivi ili verovatno kontaminirani uzorci koji su uglavnom slomljeni, sitni, obojeni ili
laksi. Uklanjanje zagadenih delova se moze vrsiti ruéno, mehanicki ili elektronski
(Spadaro i Garibaldi, 2017). Sortiranje se uglavnom primenjuje kod badema, oraha i
kikirikija, dok je kod zitarica teze primetiti neke promene koje mogu biti izazvane
mikotoksinima (Bata i Lasztity, 1999). Obzirom da AF fluoresciraju pod UV zratenjem,
segregacija pod fluorescentnim svetlom je tehnika koja se ¢esto koristi za uklanjanje ovog
mikotoksina iz kukuruza, Kikirikija, oraha i pamuka (Hocking, 1997). Ruc¢no sortiranje
pokazalo se kao izuzetno efikasno u uklanjanju kukuruza kontaminiranog sa AFB:1 i FBy,
pri ¢emu je procenat uklonjenog sa AFB1 oko 94%, a FB1 oko 95% (Matumba i dr., 2015).
Van der Westhuizen i dr. (2011) nalaze da pri sortiranju i ispiranju kukuruza ukupno
smanjenje sadrzaja FB1 iznosi 84%, §to je rezultiralo u smanjenju dnevnog unosa toksina
ovim putem za 62%.

Pranje je fizicka metoda koja se moze primenjivati za uklanjanje mikotoksina koji
su rastvorljivi u vodi i mogu se isprati sa povrsine zrna. ZEA je slabo rastvorljiv u vodi, ali
je dobro rastvorljiv u alkalnim rastvorima, pa se Cesto kao alternativa za poboljSanje
pranja koristi rastvor Na,COs. Tako na primer pranje jeCma i kukuruza u tri puta
destilovanoj vodi tokom 30 min dovodi do smanjenja sadrzaja ZEA-a za 2-61%, a DON-a
za 65-69%, dok je stajanje u 0,1 mol/dm?® rastvoru Na,COs u periodu od 72 h dovelo do
potpunog uklanjanja toksina iz jeéma, kukuruza i pSenice (Trenholm i dr., 1992).
Koncentracija prethodno navedena dva mikotoksina smanjuje se za 44% nakon ispiranja
zrna kukuruza ¢esmenskom vodom u trajanju od 5 min, dok je nakon potapanja zrna
kukuruza u 0,1 mol/dm?® rastvora Na,COs u trajanju od 24 h i naknadnim ispiranjem
vodom smanjena koncentracija za jo§ 35% (Rotter i dr., 1995).

Adsoprcija je jedan od nacina smanjenja sadrzaja mikotoksina u hrani vezujuci se

za adsorbens, pri cemu se spre¢ava adsoprcija mikotoksina u probavnom sistemu ljudi i
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zivotinja (Alberts 1 dr., 2017). Adsorbensi se mogu podeliti na mineralne i organske
adsorbense ili sinteticke polimere, od kojih se naj¢es¢e mineralni koriste za adsorpciju
mikotoksina (Di Gregorio i dr., 2014). Komercijalno hidratisan natrijum-kalcijum-
alumosilikat i egipatski montmorilonit, imaju odli¢nu sposobnost adsorpcije AFB1 1 FB1 u
vodenom rastvoru pri razli¢itim koncentracijama mikotoksina koja je iznosila imedu 95—
99% za AFB1 i 85-93% za FB;1 (Aly i dr., 2004). Flores i dr. (1999) su nasli da adsoprcija
mikotoksina zavisi u velikoj meri i od njegove strukture. Zapravo, minerali alumosilikata
imaju veci afinitet prema AFG:1 od AFB: zbog prisustva cikli¢nog estra u njegovoj
strukturi. Modifikovani montmorilonit kori$¢en je i za adsorpciju ZEA (Feng i dr., 2008),
dok je takode jedan od ovih oblika gline bio efikasan adsorbens i za FB1 (Liao i dr., 2014).
Dakovi¢ i dr. (2007) su nasli da dolazi do efikasne adsorpcije FB1 na nemodifikovanom
zeolitnom adsorbensu, bogatom klinoptilolitom, koja je iznosila ¢ak 90% pri pH 3. Aktivni
ugljenik ima sposobnost da adsorbuje toksine, a toksini imaju afinitet da se adsorbuju na
aktivnom uglju, te stoga dolazi do adsorpcije FB: u vodenom rastvoru, DON-a i
aflatoksina u in vitro eksperimentima (Di Gregorio i dr., 2014).

Pored ve¢ opisanih metoda, neki autori ispituju mogucnost primene Segregacije na
osnovu razlike u gustini za uklanjanje mikotoksina. Pod segregacijom na osnovu razlike u
gustini podrazumeva se odvajanje zdravih od kontaminiranih zrna na osnovu razli¢ite
gustine u razli¢itim vrstama te¢nosti (voda, saharoza, rastvor NaCl i rastvor natrijum-
peroksida) ili frakcionisanjem prema specifi¢noj tezini (Leibetseder, 2006). Segregacija na
osnovu razli€ite gustine zrna kontaminiranih aflatoksinom 1 nezagadenih zrna uspesno se
koristi kod semena pamuka (Koltun i dr., 1974), kukuruza (Huff i Hagler, 1985) i kikirikija
(Henderson i dr., 1989). Utvrdena je efikasnost ovog tretmana u odvajanju kontaminiranih
zrna aflatoksinima od zdravih zrna kikirikija potapanjem u rastvor H>O: razliite
koncentracije, pri ¢emu je zabelezeno smanjenje aflatoksina za 90% (Clavero 1 dr., 1993).
Kombinacija razdvajanja kontaminiranih zrna na osnovu razlike u gustini i drugih metoda
dekontaminacije pokazala se kao efikasna u smanjenju sadrzaja mikotoksina u Zitaricama
(Leibetseder, 2006).

2.3.2. Fizicko-hemijske metode

Kao $to se iz tabele 2.2 moze videti, veci broj fizicko-hemijskih metoda se koristi

za uklanjanje mikotoksina iz razli¢itog matriksa.
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Fotohemijske metode su nasle Siroku primenu u razgradnji mikotoksina (Mao i dr.,
2016; Zhu i1 Koutchma, 2019). Prednost ovih metoda u odnosu na termicke, o kojima ce
biti vise reci kasnije, je da ne uticu na promenu kvaliteta prehrambenih proizvoda do kojih
dovodi termicka obrada (Hojnik i dr., 2017). Za fotohemijsko uklanjanje mikotoksina
koriste se razli€iti tipovi zraCenja.

UV i suncevo zracenje. In vitro studija je pokazala da je UV fotoliza podjednako
primenjiva kako u suvim uzorcima (zrnu), tako i u vlaznim medijumima, kao npr. vodi (o
¢emu c¢e biti vise re¢i u narednom poglavlju), ulju (Magzoub i dr., 2019), razli¢itim
sokovima (Chandra i dr., 2017), kao i da moze da ublazi imunosupresivno dejstvo
mikotoksina (Murata i dr., 2008). Pomoc¢u UV zraka PAT je u soku od jabuke razgraden
priblizno 70% (Chandra i dr., 2017), odnosno 73% (Assatarakul i dr., 2012) i ¢ak 98%
kada se u sok od jabuke doda askorbinska kiselina (Zhu i dr., 2012). UV zracenje talasne
duzine od 365 nm pokazalo se kao vrlo efikasno u smanjenju koncentracije aflatoksina u
razli¢im vrstama oraha, ¢ak do 90% (Jubeen i dr., 2012), kao i u ulju kikirikija (Mao i dr.,
2016). Toksi¢nost produkata razgradnje AFB:1 u ulju kikirikija je ispitivana na
hepatocitima humanih embriona, §to je pokazalo znafajno smanjenje toksi¢nosti u
poredenju sa polaznim jedinjenjem (Mao i dr., 2016). Pored UV fotolize i fotokataliza
primenom UV zradenja se pokazala kao vrlo efikasna metoda za uklanjanje nekih
mikotoksina. Fotokataliticki UV/TiO postupak uklanjanja AFB: u kikirikijevom ulju, bio
je efikasniji od direktne fotolize i stepen razgradnje je iznosio oko 61%. Zatim, Xu i dr.
(2019) su koristili jod-TiO2 za razgradnju AFB1 u istom uzorku, pri ¢emu je postignuta
efikasnost razgradnje od oko 82%, §to je znatno visa efikasnost u odnosu na nedopirani
TiO». Isto tako, kompozit TiOz i aktivni ugalj (AC/TiO2) pokazao se kao vrlo efikasan u
razgradnji AFB:1 u metanolu. Pri optimalnim uslovima se razgradi ¢ak 98%, $to je 22%
viSe u odnosu na ¢ist TiO2. Naime, Supljine (h*) i slobodni “OH-radikali oksiduju AFB1
koji je adsorbovan na katalizatoru (Sun i dr., 2019). UCNP@TiO: (luminiscenti materijal
kombinovan sa TiO2) je uspesno primenjen za razgradnju DON-a u uzorcima psenice, pri
Cemu se razgradi oko 73% ovog toksina (Wu i dr., 2019). Kao $to je u Uvodu veé
pomenuto, hibrid grafena i ZnO primenjen je za fotokataliticku razgradnju DON-a, pri
¢emu se 99% razgradi tokom 30 min ozra¢ivanja (Bai i dr., 2017). Pored UV zracenja, za
razgradnju mikotoksina primenjivano je i simulirano sunc¢evo zracenje (SSZ). Primenom
ovog postupka, efikasnost razgradnje DON-a u pSenici za 60 min pri pH 8 iznosi 100% uz
koris¢enje nanomikrosfera NaYF4:Yb, Tm@TiO> strukture jezgro-ljuska kao katalizatora
(Wu i dr., 2020). Magzoub i dr. (2019) su zabelezili razgradnju od >99,4% AFB11>99,2%
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AFB: u ulju sudanskog kikirikija za samo 4 min na sobnoj temperaturi imobilizovanim
TiO2. Fotohemijske metode se primenjuju i za razgradnju mikotoksina u vodenoj sredini, 0
¢emu Ce biti viSe re¢i u narednom poglavlju.

Pri primeni pulsirajuce svetlosti u eliminaciji mikotoksina koriste se kratki i jaki
bljesci (10°-0,1s) sirokog spektra talasnih duzina od 200 do 1100 nm (Mahendran i dr.,
2019). Pulsirajuca svetlost se generiSe akumuliranjem elektri¢ne energije u kondenzatoru
nekoliko sekundi, a zatim se oslobada u lampi za praZnjenje gasa u kratkom vremenskom
periodu (Abuagela i dr., 2018). Navedeni autori su zabelezili znacajno smanjenje
aflatoksina (91%) u uzorku kikirikija bez ljuske, dok je u kikirikiju sa ljuskom procenat
smanjenje iznosilo 82% nakon tretmana u trajanju od 5 min pulsirajué¢im svetlom. Sli¢an
procenat smanjenja primecen je u pirincu za 15 s (90% za AFB1 i 87% za AFB2),0dnosno
75% AFB1 i 39% AFB; za 80 s (Wang i dr., 2016). Primena pulsiraju¢e svetlosti u
eliminaciji mikotoksina u vodenoj sredini bi¢e opisana u narednom poglavlju.

Jonizujuée zracenje proizvode nestabilni atomi koji imaju visak energije i/ili mase
pri ¢emu postizu stabilnost odavanjem tih atoma ili emitovanjem viska energije ili mase
koju atomi poseduju (Calado i dr., 2014). Kako je utvrdena moguénost migracionih puteva
mikotoksina u vodenu sredinu, kao i njihova produkcija u istoj, jonizujuce zracenje se sve
¢escée vrlo uspesno primenjuje i u tretmanu kontaminiranih uzoraka vode (Markov i dr.,
2015). Ovo zradenje utiCe pre svega na razvoj gljivica, a pod odredenim uslovima
doprinosi razgradnji mikotoksina. Razgradnja mikotoksina pomoc¢u y-zracenja zavisi od
nekoliko faktora kao §to je sastav matrice, sadrzaj vode, doza zracenja, vrste mikotoksina i
njihova koncentracija (Calado i dr., 2018). Visoke doze y-zra¢enja mogu negativno uticati
na kvalitet prehrambenih proizvoda, kao Sto Su zitarice i semenke, tako §to smanjuju
njihovo klijanje (Kottapalli i dr., 2003). Od jonizujuceg zracenja najcesce se primenjuje y-
zracenje u preradi hrane 1 vode (Ismail 1 dr., 2018). Prado 1 dr. (2003) zabelezili su
smanjenje sadrzaja AFB1 u kikirikiju za 55-74% pri dozi od 15-30 kGy y-zracenja.
Ukoliko se primeni doza y-zracenja od 10 kGy, efikasnost razgradnje AFB:1 u pirinc¢u
1znosi 88%, 90% kod je¢ma 1 86% u mekinjama (Ghanem 1 dr., 2008). Razgradnja AFB1 u
uzorcima hrane negativno korelira sa sadrzajem ulja u ozracenim uzorcima, pri ¢emu je
efikasnost razgradnje u kikirikiju, koji je sadrzao najvise ulja, 56,6%, dok je u kukuruzu sa
nizim sadrzajem ulja procenat razgradnje visi i iznosi oko 80% (Ghanem i dr., 2008).
Novija studija pokazuje da doza od 15 kGy nije dovoljna za razgradnju AF i OTA u
uzorcima badema. Naime, primenom ovog tretmana razgradi se 21% AFG;: i 24% OTA
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(Vitai dr., 2014). y-zracenje od 8 kGy potpuno eliminise DON iz brasna i pSenice (Aziz i
dr., 1997), dok se pri dozi od 10 kGy koncentracija DON-a u uzorku soje smanjuje za
33%. Pri dozi od 10 kGy sadrzaj ZEA se u kukuruzu redukuje za 25%, a T-2 u pSenici za
16% (Hooshmand i Klopfenstein, 1995).

Hladna plazma je jedna od novih tehnika koja se Cesto koristi za dekontaminaciju
zitarica. Mikotoksini se u prehrambenom materijalu razgraduju reaktivnim vrstama (O
(!D), O3, "'OH, NOx i NO2) koje su generisane hladnom plazmom, raskidaju¢i hemijske
veze u molekulu mikotoksina, $to dovodi do razgradnje ili konverzije u druge proizvode
(Mir i dr., 2021). Sistem argon-hladne plazme (pod pritiskom od 2 atm) korisc¢en je vrlo
efikasno u cilju smanjenja sinteze FB2 i OTA od strane A. niger u plodovima palme (Ouf i
dr., 2015). Park i dr. (2007) su opisali uspe$nu razgradnju AFB1, DON i NIV nakon samo
5 s primene plazme od argona pod atmosferskim pritiskom. Ispitivana je efikasnost hladne
plazme pod atmosferskim pritiskom sa ambijentalnim vazduhom kao radnim gasom za
razgradnju DON-a, ZEA, eniacina, FB;1 i T-2 toksina, pri ¢emu su svi ispitivani
mikotoksini u potpunosti razgradeni nakon 60 s tretmana (ten Bosch i dr., 2017).
Wielogorska 1 dr. (2019) su istrazivali upotrebu hladne plazme pod atmosferskim
pritiskom za dekontaminaciju mikotoksina u kukuruzu, pri ¢emu su nasli da se za 10 min
ukloni oko 66% AFB: i FB1 iz zrna kukuruza. Tretiranjem semena je¢ma, koji je sadrzao
DON, plazmom pod niskim pritiskom u periodu od 4 min doSlo je do smanjenja
koncentracije DON-a za oko 50%. Takode, ovaj proces bio je efikasan i za eliminaciju T-2
toksina (K#iz i dr., 2015). Ren i dr. (2017) su ispitivali efikasnost hladne plazme pri
razgradnji AFB: u prisustvu vlage u kikirikiju. Primeceno je da pri dodatku 6% vode u
uzorke kikirikija dolazi do povecanja efikasnosti detoksikacije i smanjenja koncentracije
AFB: (72%) u poredenju sa uzorkom kikirikija u ACN, ¢ija efikasnost razgradnje nakon
tretmana iznosi 65%. Duzina trajanja tretmana je takode bitan faktor u razgradnji
mikotoksina ovom tehnikom. Aflatoksini AFB2 i AFG: su najstabilniji na uticaj hladne
plazme, a najnestabilniji je AFBg1, pri ¢emu se njegova koncentracija u le$niku za 12 min
tretmana smanji za 70% (Siciliano i dr., 2016).

Elektrohemijska oksidacija je nova tehnologija za uklanjanje mikotoksina pri
¢emu se oksidacija vrsi na elektrodi (Xiong i dr., 2019). Elektrohemijska oksidacija sve
viSe pronalazi svoju primenu u preciS¢avanju otpadnih voda, pri ¢emu je akcenat
istrazivaca usmeren na povecanje efikasnosti oksidacije razli¢itih zagadujuc¢ih materija

primenom razli¢itih eletroda, poboljsanje elektrokataliticke aktivnosti i elektrohemijske
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stabilnosti materijala elektroda (Chen, 2004). Xiong i dr. (2019) su proucavali
elektrohemijsku oksidaciju DON-a koji se nalazio u vlaznom zrnu nakon destilacije i nasli
su da se za 60 min razgradi 86% DON-a, pri potencijalu od 0,5 V. Obzirom da se ovaj
tretman uglavnom Koristi u vodenoj sredini, o njegovoj primeni za uklanjanje mikotoksina
bice nesto vise re¢i u poglavlju 2.5.3.

Efikasnost termic¢ke inaktivacije mikotoksina (razgradnja izazvana toplotnim
efektom) zavisi od temperature, sadrzaja vlage i od duzine tretmana. Takode, promena pH
I pritiska mogu da pomognu i olakSaju proces dekontaminacije (Spadaro i Garibaldi,
2017). lako DON spada u mikotoksine koji su najotporniji na toplotu (Wolf i Bullerman,
1998), prilikom zagrevanja DON-a na 150 °C tokom 10 min, uz dodatak N-a-acetil-L-
lizin-metil-estra, razgradeno je 80% DON-a (Bretz i dr., 2006). Przenje palente smanjilo je
sadrzaj FB1 za 70-80%, dok je nakon kuvanja 20-30 min u kljucaloj vodi na 175 ili
200 °C, zabeleZeno smanjenje koncentracije ovog toksina za 16-28% (Spadaro i Garibaldi,
2017). Najveca efikasnost razgradnje ZEA u vodenoj sredini primecena je nakon 60 min
tretmana na temperaturi preko 175 °C, gde je vise od 90% ovog mikotoksina razgradeno,
dok je potpuno uklanjanje zabelezeno nakon 30 min na 225 °C bez obzira na primenjenu
pH-vrednost (Ryu i dr., 2003).

Pored ve¢ opisanih metoda, neki autori navode kao fizicke metode za uklanjanje
mikotoksina ekstrudiranje. Postupak ekstudiranja je veoma rasprostranjen u
prehrambenoj industriji za smanjenje sadrzaja mikotoksina. Ova metoda se pokazala kao
vrlo efikasna kada je u pitanju inaktivacija DON-a (¢ak 95%), dok je skoro potpuno
neefikasna u inaktivaciji AFB1, ¢ak i pri dodatku natrijum-disulfita (Cazzaniga i dr.,
2001). Za razliku od Cazzaniga i dr. (2001), Hameed (1993) je utvrdio da je primenom
ekstrudiranja moguce smanjiti sadrzaj aflatoksina za 50-80%, a uz dodatak amonijum-
hidroksida ili amonijum-hidrogenkarbonata se postize smanjenje i do 95%. Sto se
fumonizina ti¢e, ekstrudiranje se, takode, pokazalo kao vrlo efikasna metoda za smanjenje
sadrzaja ovog mikotoksina. Tokom razli¢itih uslova ekstrudiranja sadrzaj FB se smanjuje
za 46-76% (Katta i dr., 1999), 30-55% (Meister, 2001), 70-90% (Pifieiro i dr., 1999),
odnosno 75-85% uz dodatak 10% glukoze (Bullerman i Bianchini, 2007). Iako se oc¢ekuje
da je eliminacija FB: efikasnija pri vi§im temperaturama, Castelo i dr. (1998) su pokazali
da je visa efikasnost duzeg vremena ekstrudiranja kukuruznog griza na 120 °C nego na
140 °C. Produkti hidrolize nisu identifikovani u ekstrudiranim uzorcima, te se moze
zakljuciti da hidroliza u ovom slucaju nije mehanizam uklanjanja FB1 (Castelo i dr., 1998;

Pifieiro i1 dr., 1999). FB: se tokom ekstrudiranja razgradi oko 26%, a FB, 32% na
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temperaturi od 70-105 °C nakon 5 min tretmana (De Girolamo i dr., 2001). Vece
smanjenje sadrzaja FB; je u slucaju kada je nizi sadrzaj vlage, za razliku od FB1 kod koga
je uklanjanje ekstrudiranjem efikasnije kada je sadrzaj vlage visi (Castelo i dr., 1998;
Meister, 2001).

2.3.3. Hemijske metode

Kao $to se iz tabele 2.2 moze videti, mikotoksini se mogu ukloniti i hemijskim
putem primenom razli¢itih organskih i neorganskih kiselina, kao npr. hlorovodoni¢ne
(HCI), siréetne, sumporne (Aiko i Mehta, 2015; Humer i dr., 2016), mravlje, propionske
(Peraica i dr., 2002) i fosforne (Colovié i dr., 2019) kiseline. Isto tako primenjuju se i
baze, kao npr. amonijak (Park, 1993), amonijum-hidroksid, kalcijum-hidroksid (Colovi¢ i
dr. 2019) i natrijum-hidroksid (Humer i dr., 2016). Takode se koriste oksidacioni agensi,
kao npr. vodonik-peroksid (Samarajeewa i dr., 1990), amonijum-persulfat (Shi i dr.,
2017), ozon (McKenzie i dr., 1997) i natrijum-hipohlorit (Colovi¢ i dr., 2019), kao i
redukujuéi agensi, kao §to su natrijum-hidrogensulfit, D-glukoza, D-fruktoza (Colovié i
dr., 2019), limunska i mle¢na kiselina (Humer i dr., 2016). Hemijskim tretmanom
mikotoksini se transformis$u u druga jedinjenja ¢ija toksi¢nost mora biti procenjena, jer je
klju¢no da tretman ne ugrozava kvalitet hrane, teksturu ili ukus hrane (Karlovsky i dr.,
2016). Hemijski tretman je najefikasnije sredstvo za uklanjanje mikotoksina iz
kontaminiranih proizvoda, ali je vrlo vazno da se hemikalije koje se koriste budu bezbedne
po zdravlje ljudi (FAO).

Tretmanom mikotoksina jakim kiselinama, kao na primer HCI, dolazi do
konverzije mikotoksina u druga manje toksi¢na jedinjenja (Karlovsky i dr., 2016) kao
posledica hidrolize laktonskog prstena u slucaju aflatoksina (Ismail i dr., 2018). Takode,
vr$ena je razgradnja AFBi sir¢etnom, limunskom i mle¢nom Kiselinom, pri razli¢itim
koncentracijama, na temperaturama od 37,5 do 80 °C u trajanju od 120 min. lako nije
utvrdena potpuna razgradnja, mlecna kiselina se pokazala kao najefikasnija jer je
razgradeno 85% AFB1 na 80 °C (Aiko i dr., 2015). AFB; u brasnu od kikirikija se potpuno
moze hidrolizovati pomoc¢u HCI na 100 °C (Waltanapat i dr., 1995). Tretmanom sa HCI
(pH 2) dolazi do smanjenja koli¢ine AFB1 i AFG: za 19%, odnosno 19,8% u vodenom
rastvoru, u periodu od 24 h (Doyle i dr., 1982). Organske kiseline, kao $to su mravlja,

propionska i sorbinska kiselina, efikasno razgraduju OTA u rasponu koncentracija od 0,25
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do 1% u periodu do 24 h (Varga i dr., 2010). Mle¢na i limunska kiselina (5%) kori§¢ene su
za razgradnju najzastupljenijih mikotoksina, pri ¢emu je nadeno da obe kiseline smanjuju
koncentraciju mikotoksina posebno DON-a i njegovog derivata 15-acetil-DON-a za oko
50%. Tretman hrane mle¢nom kiselinom znacajno smanjuje koncentraciju DON-a i 15-
acetil-DON-a nakon 5 h tretmana, dok tretman limunskom kiselinom zahteva znatno duze
vreme dekontaminacije ovih mikotoksina (24 i 48 h). Koncentracija NIV-a smanjena je za
oko 40% pomocu mlecne kiseline nezavisno od trajanja tretmana, dok se tretman
limunskom kiselinom nije pokazao efikasnim u uklanjanju NIV-a (Humer i dr., 2016).
Limunska Kiselina se pokazala kao vrlo efikasna u razgradnji aflatoksina (97% nakon 15
min tretmana) (Méndez-Albores i dr., 2005).

Amonijacija je bila jedna od prvih prouc¢avanih metoda za uklanjanje mikotoksina
I pokazala se kao uspesna za detoksikaciju kukuruza kontaminiranog aflatoksinima. Bez
obzira na njenu efikasnost, postoji moguénost da primenom ovog tretmana dode do
stvaranja toksi¢nih jedinjena ili do promene hranljivih sastojaka (Ismail i dr., 2018).
Chelkowski i dr. (1981) su ispitivali uticaj stepena kontaminacije kukuruza ohratoksinom
na efikasnost amonijacije. Naime, ako zrno sadrzi 1-2 mg/kg OTA, mozZe se potpuno
detoksikovati tokom mesec dana (2% amonijaka, 15% vlage i na temperaturi 20 °C).
Pomenuti autori smatraju da veoma visoke koncentracije OTA (50 mg/kg) ne mogu na
ovaj nacin biti detoksifikovane. lako se ZEA smatra jednim od najotpornijih mikotoksina
na amonijaciju, jer se ne ukloni pod istim uslovima kao OTA i AF ve¢ su potrebni dodatni
tretmani (Chelkowski i dr., 1981), moguce ga je razgraditi pomoc¢u 2% amonijaka na 50
°C tokom 28 dana. Nakon postupka amonijacije primecene su promene senzornih
karakteristika i hranljivih sastojaka, kao na primer, smeda boja tretiranih zitarica i
smanjenje sadrzaja lizina i aminokiselina koje sadrze sumpor (Varga i dr., 2010).
Ispitivanjem uticaja amonijacije (1, 2, 5% amonijaka, 15% vlage, 50 °C, 4 dana) na
koncentraciju FB1, konstatovano je da dolazi do smanjenja koncentracije ovog toksina
80-90% u kulturi F. moniliforme, odnosno 50% u prirodno kontaminiranom kukuruzu
(Norred i dr., 1991). Pri tretmanu FB1 u kukuruzu (2% amonijaka, 13-15% vlage, 17-60
kPa, 20-125 °C, 60 min) doslo je do razgradnje ovog toksina (Park i dr., 1992).

Nikstamalizacija, odnosno alkalno kuvanje zitarica, pokazalo se kao efikasna
metoda za razgradnju fumonizina i aflatoksina. Voss i dr. (2013) su utvrdili da primenom
ovog tretmana dolazi do smanjenja koli¢ine FB1 u kukuruzu kontaminiranom sa 1,8-4,2
mg/kg, cak za vise od 90%. Primena tretmana koji predstavlja simuliranu nikstamalizaciju

(Ca(OH)2 sam ili u smesi sa NaHCOs3 i H202) dovodi do potpunog uklanjanja FB1 u
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uzorku kukuruza (Park i dr., 1996), kao i do smanjenja AFB1 za 40% i AFB; za 28% u
tortilji od kukuruza (Abbas i dr., 1988).

Za oksidaciju mikotoksina najcesce se koriste: vodonik-peroksid, ozon i persulfat
(Karlovsky i dr., 2016).

Vodonik-peroksid je primer oksidacionog agensa koji se koristi za kontrolu
mikroorganizama u industriji hrane, za konzervaciju mleka u toku skladiStenja i prerade
mleka (Arefin i dr., 2017). Nadeno je da tretman sa H>O> uti¢e na inaktivaciju i redukciju
sadrzaja AFM1 u mleku (Applebaum i Marth, 1982). Medutim, zbog Stetnog uticaja
rezidua H2O> na ljudsko zdravlje, neophodna je paZzljiva upotreba peroksida i optimizacija
uslova ovakvih tretmana hrane (Nguyen i dr., 2020). FDA je regulisala i maksimalno
dozvoljene vrednosti ostataka peroksida u hrani koje su izuzetno niske i razlikuju se u
zavisnosti od vrste namirnice (FDA, 2021). Za efikasnu razgradnju OTA pomocéu H20>
neophodno je zagrevanje na 100 °C i podesavanje pH iznad 10 (Fouler i dr., 1994).
Dodatkom 0,2% rastvora H20> 10 min pre tretmana bisulfitom, ovaj tretman postaje
znacajno efikasniji pri cemu se procenat razgradnje AFB1 povecava na oko 65,5% (Altug i
dr., 1990). Efikasnost razgradnje ZEA iznosi 83,9%, nakon 16 h na 80 °C pri dodatku 10%
rastvora H2O2 (Abd Alla, 1997). H202 se u tretmanima dekontaminacije ¢esto koristi u
kombinaciji sa nekim od oblika zracenja, o ¢emu ¢e biti viSe re¢i u narednim poglavljima.

Ozon se uspesno moze Kkoristiti za razgradnju mikotoksina u razli¢itim
namirnicama (Krstovi¢ i dr., 2020). Mehanizam razgradnje nije potpuno jasan. Naime,
pretpostavlja se da ozon reaguje sa funkcionalnim grupama mikotoksina, menjajuci
njihovu strukturu, pri ¢emu nastaju proizvodi sa manje dvostrukinh veza, manje
moleksulske mase koji su i manje toksi¢ni (Afsah-Hejri i dr., 2020). Li i dr. (2014) su
pokazali da gasoviti Oz ima znacajan uticaj na smanjenje sadrzaja DON-a kako u rastvoru,
tako i u kontaminiranoj psenici (93,6% se razgradi za 30 s primenom 10 mg/dm? O3 za
tretiranje rastvora DON-a koncentracije 1 pg/cm?). Krstovié i dr. (2020) su ispitivali uticaj
primene razliCite koncentracije ozona u periodu od 20 do 180 min na sadrzaj DON-a,
ZEA-a i OTA u mlevenom kukuruzu. Najveée smanjenje sadrzaja DON-a (42,8%)
primeceno je posle 180 min pri koncentraciji ozona od 85 mg/dm?®. S druge strane, najvisa
efikasnost razgradnje ZEA (68,1%) i OTA (70,3%) ostvarena je pri koncentraciji ozona od
40 mg/dm?® tokom 120, odnosno 180 min. Alexandre i dr. (2017) su ispitivali uticaj
tretmana ozonom na efikasnost uklanjanja DON-a u uzorku integralnog pSeni¢nog brasna
sa razlicitim nivoima vlage i u efluentu nastalom pri mokrom mlevenju. Rezultati

istrazivanja su pokazali ve¢e smanjenje sadrzaja DON-a sa povecanjem sadrzaja vlage u
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uzorku, kao i sa duzim izlaganjem uzorka tretmanu. Maksimalno smanjenje je bilo oko
80%, Sto ukazuje da je ozoniranje efikasna i perspektivna tehnologija za smanjenje
sadrzaja mikotoksina u razli¢itim proizvodima. Medutim, proces je doveo do promene
reoloskog profila integralnog pSeni¢nog brasna, zbog Cega autori zakljuuju da su
potrebne dalje studije kako bi se proces bolje razumeo. ZEA se u integralnom kukuruznom
brasnu ukloni oko 62% primenom 51,3 mg/dm® Oz tokom 60 min (Alexandre i dr., 2019).
Gasoviti Oz se pokazao efikasan i u razgradnji AFB:1 (57%) u uzorku kukuruznog griza
primenom 60 mg/dm?® Oz tokom 480 min (Porto i dr., 2019). O primeni ozona u tretmanu
mikotoksina u vodenoj sredini bi¢e re¢i u narednom poglavlju.

Persulfat je jak oksidans koji je naSao Siroku primenu u sanaciji tla i podzemnih
voda i stie sve veéi naucni interes. On se obi¢no primenjuje u obliku natrijumove,
kalijumove ili amonijumove soli, pri ¢emu se razli¢iti agensi mogu Koristiti za njegovu
aktivaciju (toplota, zracenje, pH, prelazni metali i dr.) (Tsitonaki i dr., 2010). Prema
Matsuura i dr. (1981), dodatak 0,03% rastvora (NH4)2S20s, uz zagrevanje na 100 °C
tokom 15 min, razgradi oko 30% ZEA u uzorku pSeni¢nog brasna. Pri dodatku 0,5%
rastvora (NH4)2S20g za tretiranje AFB1 u sporednim proizvodina industrije etanola, pri
temperaturi od 90 °C tokom 1 h, sadrzaj ovog mikotoksina je smanjen za 42—-44% (Shi i
dr., 2017).

Za redukciju mikotoksina najces¢e se koristi natrijum-hidrogensulfit, koji ima
afinitet da redukuije aflatoksine i trinotecene (Colovié i dr., 2019). Natrijum-hidrogensulfit
koji se Cesto koristi kao dodatak hrani i pi¢ima, moze dovesti do uklanjanja AFB1 i DON-
a, dok AFB: nije podlozan dejstvu hidrogensulfita zbog nedostatka dvostruke veze u
furanskom prstenu (Temba 1 dr., 2016). Takode, ovaj agens se pokazao kao efikasan u
smanjenju koli¢ine AF (96%) i OTA (77-100%) u crnom biberu (Jalili i Jinap, 2012), kao
i AF u maslacu (44-98%) (Tabata i dr., 1994). Prilikom tretmana AFB; u uzorku smokve
dodatkom natrijum-hidrogensulfita (1%) na temperaturi od 25 °C tokom 72 h razgradi se
28,2% ovog mikotoksina (Altug i dr., 1990).

Aditivi i konzervansi Kkoji se dodaju u hranu mogu uticati na razgradnju
mikotoksina. Esencijalna ulja mogu biti koris¢ena u prevenciji stvaranja gljivica i
mikotoksina. Utvrdeno je da na efikasnost uklanjanja ZEA moZe uticati vrsta etericnog
ulja i njegova koncentracija, temperatura, pH, kao i koncentracija toksina (Perczak i dr.,
2016). Najveca efikasnost razgradnje ZEA (99%) dobijena je primenom ulja palmaroze
(Cymbopogon martini), pri pH 4 i 6 na 20 °C (Perczak i dr., 2016). Razli¢ita ulja su

ispitana u cilju povecanja efikasnosti razgradnje FBi pri ¢emu je koriS¢eno citrusno,
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eugenolovo, eukaliptusovo, anisovo i ulje cimeta. Najefiksnije je bilo ulje cimeta, ¢ijom se

primenom postize razgradnja 94% FB1 za 120 h (Xing i dr., 2014).

2.3.4. Bioloske metode

Bioloske metode se zasnivaju na biotransformaciji, enzimskoj razgradnji ili
modifikaciji mikotoksina na manje toksi¢ne materije (Colovié i dr., 2019).

Bakterije poput Actinomycetales, Mycobacterium i Lactobacillus pokazale su se
efikasne u razgradnji AFBy, kao i AFMy (Peng i dr., 2018). Flavobacterium aurantiacum
bakterija eliminisala je AF koji je bio prisutan u medijumu, mleku, ulju, kikiriki puteru,
kikirikiju i kukuruzu, dok je iz soje ovaj toksin delimi¢no uklonjen (Ciegler i dr., 1966).
Corynebacterium rubrum bakterija razgradi vise od 99% AFB1, koji se nalazi u te¢noj
kulturi, posle 4 dana tretmana (Mann i Rehm, 1976). Bacillus sp. LS100 moze da razgradi
DON u kontaminiranoj hrani, eliminiSu¢i na taj nacin njegove Stetne efekte (Li i dr.,
2011). Sojevi bakterija mle¢ne (Lactic acid bacteria) i propionske (Propionic acid
bacteria) kiseline pokazali su se efikasni u razgradnji DON-a (55%), FB1 (82%) i FB>
(100%) (Niderkorn i dr., 2006). Lactobacillus se pokazao kao vrlo efikasan u razgradnji
OTA koji je bio rastvoren u smesi benzen—ACN (99:1) i AFB1 koji se nalazio u rasvoru
benzen—sir¢etna kiselina (97:3). Oba mikotoksina su inkubirana sa L. rhamnosus u
medijumu tokom 1 h na 37 °C uz dodatak 5% CO>, pri ¢emu se koncentracija AFB;
smanjila za 81%, a OTA za 47%. Pri istim uslovima uz dodatak 2 mol/dm? rastvora HCI
umesto medijuma, efikasnost razgradnje se povecala i iznosila je 92% za AFB:1 i 73% za
OTA (Turbi¢ i dr., 2002). Razlic¢ite vrste Lactobacillus-a mogu razgraditi OTA i do 94% u
medijumu za rast ¢elijske kulture (B6hm i dr., 2000). L. rhamnosus 6149 razgradi 51%
PAT u vodenom rastvoru (Hatab i dr., 2012a) i 80,4% u soku od jabuke (Hatab i dr.,
2012b). Ovaj soj bakterija pokazao se kao efikasan i za razgradnju FB1 (82%) i FB>
(100%) koji su se nalazili u kiseloj hranljivoj podlozi (Niderkorn i dr., 2006).
Pseudomonas bakterije su sposobne za biorazgradnju ZEA, pri ¢emu je nakon 72 h
razgradeno 68% ovog toksina (Tan i dr., 2014).

Celije kvasaca poput Saccharomyces cerevisiae i Pichia carribica su pokazale
veliku efikasnost u razgradnji PAT tokom fermentacije u sokovima jabuke (Moss i Long,
2002; Cao i dr., 2013). Cao i dr. (2013) zabelezili su razgradnju PAT od 58% pomocu P.

Carribica nakon inkubacije na 28 °C tokom 12 h, odnosno 78% posle 30 h inkubacije.
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Takode, kvasac Saccharomyces cerevisiae pokazao se kao efikasan u razgradnji AFB;
(Peng i dr., 2018). Neke od plesni i spora plesni delimi¢no transformisu AFB; u nova
fluorescentna jedinjenja (Ciegler i dr., 1966). Do danas je utvrdeno samo nekoliko sojeva
kvasaca odgovornih za razgradnju FB1, kao $to su Exophiala spinifera (Duvick, 2001) i
Delftia/Comamonas (Benedetti i dr., 2006). Takode, prema novijim istrazivanjima, za
razgradnju FB1 mogu biti odgovorna dva gena Sphingopyxis sp., pri ¢emu rekombinantni
karboksiklasteri katalizuju deesterifikaciju FB1 do HFB1 (Heinl i dr., 2010). Exophiala sp.
iako u ovom slucaju pripada karboksilesterazama, vrsi i oksidativnu deaminazu (Duvick i
dr., 1998). Bakutis i dr. (2005) su utvrdili da kvasci poput Rhodotorula rubra, R. glutinis,
Metschnikowsa pulcherima i Geotrichum fermentan mogu da adsorbuju DON i tako
smanje nivo kontaminacije u zrnima kukuruza. S. cerevisiae se pokazao efikasan u
smanjenju sadrzaja DON-a do 51% u suspenzijama posle 24 h tretmana (Liu i dr., 2019).

Enzimska detoksikacija mikotoksina ogleda se u ciljanoj modifikaciji hemijskih
struktura enzimskim cepanjem ili konverzijom hemijskih veza, odnosno grupa, koje imaju
kljuénu ulogu u citotoksi¢nosti (Heinl 1 dr., 2010). Potpuna detoksikacija FB1 postize se
deesterifikacijom pomoc¢u karboksilesteraze 1 naknadnom deaminacijom HFB;
aminotransferazama, uz formiranje 2—keto HFB1. Za ovu razgradnju odgovorna su dva
gena koja poticu od bakterije Sphingopyxis sp. MTA144, gen koji kodira protein Kkoji
pokazuje sli¢nost sa karboksilesterazama, dok drugi gen kodira polipeptid koji je
homologan aminotransferazi, klasa Il (Heinl i dr., 2010). Zhao i dr. (2019) su izolovali
novi bakterijski konzorcijum SAAS79, koji moze da razgradi i do 90% FB: i to samo
nakon 24 h inkubacije. Pored navedenog, proizveden je i aditiv za hranu za zivotinje na
bazi enzima (FUMzyme) iz genetski modifikovanog soja Komagataella pastoris, koji je
od strane Evropske agencije za sigurnost hrane (EFSA, 2016) ocenjen kao vrlo efikasan i
siguran za razgradnju FB1. Enzimi lakaza i mangan-peroksidaza mogu da razgrade AFB;: i
do 90% (Ji i dr., 2016). Enzimska detoksikacija AFB1 pomocu lakaze, rezultirala je
efikasnim smanjenjem mutagenih svojstava AFB1 (Alberts i dr., 2009).
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2.4. POJAVA MIKOTOKSINA U RAZLICITIM VRSTAMA VODA
(Abramovicidr., 2017)

Dosadasnje studije o mikotoksinima uglavnom su bile fokusirane na njihovu
produkciju i prisustvo u zitaricama. S druge strane, sve viSe paznje se posvecuje
proucavanju gljiva koje se nalaze u vodi za pice, pri ¢emu se one i njihovi metaboliti
smatraju opasnim zagadivacima pitke vode, menjajuéi njen ukus i miris (Hedayati i dr.,
2007; Al-gabr i dr., 2014). Mikrobioloska ispravnost vode jedan je od glavnih pokazatelja
kvaliteta voda. Poslednjih godina, pored bakterija, kao parametri za procenu kvaliteta voda
dodati su virusi, paraziti i gljivice (Banu i dr., 2016). Gljivice, pre svega filamentozne,
mogu se pojaviti svuda, pa i u vodi. One mogu rasti u tolikoj koli¢ini u vodi, da mogu
uticati na zdravlje stanovni$tva ili mogu imati negativne efekte na kvalitet vode (Banu i
dr., 2016). Najcesce izolovane gljivice u vodi za pice su: Penicillium citrinum, P. glabrum,
kao i druge Penicillium vrste, zatim Cladosporum cladosporioides (Banu i dr., 2016),
Aspergillus spp. (Sisti i dr., 2017), Cladosporium, Rhizopus, Phoma (Cabral i Pinto,
2002), Acremonium, Alternaria, Exophilia, Mucor, Trichoderma (Kadaifciler i Demirel,
2017) i dr. Filamentozne gljivice u sistemu za distribuciju pitke vode dovode do:

i) blokiranja vodovodnih cevi;

ii) promene organoleptic¢kih svojstava vode;

iii) deluju kao patogeni ili alergeni; i

iv) uzrokuju kontaminaciju vode mikotoksinima (Oliveira i dr., 2016).

Postoji nekoliko razloga zbog kojih izlaganje Zivotne sredine mikotoksinima (i
fitotoksinima) treba detaljnije ispitati:

i) mikotoksini se javljaju u poljoprivrednim sistemima, a erozija i kompresija
zemljiSta rezultira smanjenim kapacitetom zadrzavanja vode u mnogim
poljoprivrednim oblastima, §to uzrokuje povecanje sadrzaja mikotoksina U
vodenoj sredini;

i) mikotoksini doprinose kompleksnoj smes$i (mikro)zagaduju¢ih materija u
okruzenju;

iii) za razliku od antropogenih hemikalija, prirodni toksini po definiciji imaju
toksicne efekte (Hoerger i dr., 2009).

Medutim, nema dovoljno informacija o izloZenosti ljudi 1 Zivotinja mikotoksinima

1z povrsinskih 1 podzemnih voda. Prvobitno se ocekivalo da je najveca koncentracija ovih
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toksina u vodama u blizini njiva, medutim, njihova koncentracija u tim vodama varira, te
migracioni put toksina u vodene ekosisteme nije potvrden (Gromadzka i dr., 2015).
Potencijalni putevi zagadenja zivotne sredine mikotoksinima su:

1) drenazne vode i vode koje oti¢u sa polja na kojima se gaje zarazene biljke;

il) vode iz stocarskih objekata ili iz stajnjaka; i

iii) ljudska aktivnost u postrojenjima za tretman otpadnih voda (Schenzel i dr.,

2012a).

Istrazivanja su pokazala da postoje varijacije u koncentracijama mikotoksina u
drenaznim vodama tokom godine, $to su istrazivaci objasnili sastavom i topografijom
zemljista, ali i vremenskim prilikama koje najviSe utiu na spiranje tla, odnosno koli¢inom
padavina i sezonom topljenja snega. Hartmann i dr. (2007) su identifikovali prisustvo ZEA
u drenaznoj vodi sa polja kao rezultat spiranja toksina sa kontaminirane pSenice, ali
migracioni put toksina u vodene ekosisteme nije potvrden uspostavljanjem znacajne
korelacije izmedu koncentracije mikotoksina na usevima, u zemljiStu i u povrSinskim
vodama (Gromadzka i dr., 2015). Naime, statisticki je utvrdena znaCajna negativna
korelacija izmedu koncentracije ZEA u vodi i u zitaricama, kao i izmedu koncentracije
ZEA u vodi i u zemljistu. Imajuci u vidu vrlo nisku moguénost sinteze ZEA u vodi,
negativnu korelaciju autori objasnjavaju spiranjem toksina sa useva, odnosno iz zemljista,
dovodeci do povecanja njegovog sadrzaja u vodenom ekosistemu i povezuju sa uticajem
klimatskih uslova na povecanje koncentracije mikotoksina u vodi kako nakon zetve, tako i
nakon obilnih padavina tokom proleca i jeseni, kada dolazi do pomenutog spiranja toksina
sa useva, odnosno iz zemljista. lako plesni kao producenti mikotoksina mogu rasti u vodi
(Kanzler i dr., 2008), rezultati istrazivanja o0 mogucnosti produkcije mikotoksina u vodi su
razli¢iti. Naime, Babi¢ i dr. (2017) smatraju da su nivoi mikotoksina u vodi niski, Russell i
Paterson (2007) su objavili rezultate o produkciji ZEA u pijacoj vodi, dok moguénost
produkcije AF u vodi nije utvrdena (Al-gabr i dr., 2014).

U cilju istraZzivanja prisustva mikotoksina u vodi sprovedena su ispitivanja
razli¢itih prirodnih voda: izvorske, povrsinske i podzemne vode, zatim voda iz vodovoda i
rezervoara za vodu, kao i flasirane i ¢esmenske vode za pice (tabela 2.3). U otpadnim
vodama su zabelezene koncentracije ZEA od 0,33 do 19,8 ng/dm® ali Gromadzka i dr.
(2015) smatraju da otpadna voda nije glavni izvor zagadenja povrSinskih voda sa ZEA. U
re¢noj vodi je identifikovano i prisustvo metabolita ZEA (Lagana i dr., 2004; Emidio i dr.,
2017) kao i u postrojenjima za prec¢iséavanje otpadnih voda (<20 ng/dm?®). Smatra se da se

ZEA i njegovi derivati javljaju kao posledica izluéivanja stoke koja je tretirana o—
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zearalenolom, iako je upotreba ovog jedinjenja zabranjena u Evropskoj uniji (Bucheli i dr.,
2008). Prosecan sadrzaj ZEA u uzorcima povrsinskih voda sa poljoprivrednog podrucja se
krece u opsegu 0,5-4,9 ng/dm?, dok su maksimalno izmerene koncentracije u pojedinim
uzorcima iznosile od 11,4 do 51,1 ng/dm3 pri ¢emu su rezultati jasno pokazali da
koncentracija zavisi od mnogih faktora, od kojih su najvazniji vremenski uslovi, godisnje
doba i intenzitet padavina (koncentracija je najvisa tokom leta i jeseni, nakon Zzetve;
Gromadzka i dr., 2015). Pri ispitivanju prisustva ZEA u povrSinskim (reke i1 jezera),
podzemnim i otpadnim vodama u Poljskoj, izmerene koncentracije bile su u opsegu
0—43,7 ng/dm® (Gromadzka i dr., 2009), pri ¢emu je najve¢a koncentracija izmerena u
re¢noj vodi i to krajem oktobra meseca, kada je smanjena gljivi¢na aktivnost. Ovo takode
ukazuje da je prisustvo ZEA rezultat ispiranja sa poljoprivrednog zemljiSta
kontaminiranog sa Fusarium graminerum (Bucheli i dr., 2008), a ne prisustva gljivica u
vodi koje ih sintetiSu. Sli¢no prethodnim rezultatima, Hartmann i dr. (2008) su utvrdili da
je maksimalna koncentracija ZEA u drenaznim vodama, koja iznosi 35 ng/dm?3, tokom jula
I avgusta. Prema rezultatima Kolpin-a i dr. (2010) u re¢nim vodama je utvrdena znacajna
korelacija izmedu prisustva ZEA 1 DON-a, pri ¢emu je DON detektovan tri puta ¢eS¢e od
ZEA. Lagana i dr. (2004) su odredili DON u znatno vis§im koncentracijama od ZEA u
drenaznim vodama. Najvise koncentracije DON-a uocene su u martu (583 ng/dm?), a prvi
put je dokazano njihovo zadrzavanje u zemljiStu tokom zime 1 kasnije transport do
vodenih tokova nakon otapanja snega (Kolpin i dr., 2010). U portugalskim rekama
(Ribeiro i dr., 2015) najvece koncentracije DON-a su izmerene tokom prolec¢a (246,1
ng/dm?®) i leta (373,5 ng/dm?), dok ZEA nije detektovan.

Osim cesto detektovanog DON-a, Schenzel i dr. (2010) su prvi put utvrdili i
prisustvo NIV-a i beauvericina (BEA) u drenaznoj i re¢noj vodi i to u koncentracijama od
6,7 ng/dm® NIV-a i 4,3 ng/dm® BEA u drenaznoj vodi, odnosno od 6,1 ng/dm® NIV-ai 5,9
ng/dm® BEA u reénoj vodi. U drenaznim vodama sa inficiranog pSeni¢nog polja,
detektovano je prisustvo hidrofilnih mikotoksina koji su nadeni i kao kontaminanti datih
useva. Prema ucestalosti pojave, najcesce je identifikovano prisustvo DON-a, NIV-a, BEA
i ZEA, pri ¢emu su maksimalne koncentracije iznosile 1114,5 ng/dm® DON-a, 71,3
ng/dm® NIV-a, 10,4 ng/dm® BEA i 48,4 ng/dm® ZEA (Schenzel i dr., 2012b). Obimno
ispitivanje uzoraka vode iz 32 vodena toka i 3 postrojenja za otpadne vode u SAD ukazalo
je na prisustvo 9 od ispitivanih 33 mikotoksina (Kolpin i dr., 2010). Najzastupljeniji je bio
DON, u 77% uzoraka, sa maksimalnom koncentracijom od 1662 ng/dm?3. Slede NIV sa
59% pozitivnih uzoraka, zatim BEA sa 43% i ZEA sa 26%, a metaboliti ZEA, DON-a i
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diacetoksiscirpenol su detektovani u manje od 20% uzoraka. Takode je znacajno
napomenuti da je u 81% uzoraka zabeleZeno prisustvo najmanje 2 toksina, u 52% tri, u
23% Cetiri, a U 5% pet, dok je jedan uzorak bio kontaminiran sa 6 mikotoksina. lzmerene
koncentracije mikotoksina su bile relativno niske (nize od 50 ng/dm?®), samo u 29 od 1044
(3%) uzoraka je izmereno vise od 100 ng/dm?, a u 3 (0,3%) vise od 1000 ng/dm?® i to su
bili DON i metaboliti ZEA (1828 ng/dm®) (Kolpin i dr., 2014). Analizom izvora
kontaminacije prirodnih voda Wettstein i Bucheli (2010) pretpostavljaju da otpadne vode i
spiranje iz kontaminiranih poljoprivrednih zemljiSta podjednako doprinose izlozenosti
DON-u, ali je ulazna dinamika razli¢ita u prostoru i vremenu. Naime, otpadne vode
dospevaju u prirodne vode permanentno, ravnomerno i svuda, pa se tako koncentracija
DON-a u otpadnim vodama tokom godine krece u opsegu od 32 do 118 ng/dm® (Wettstein
i Bucheli, 2010).

lako su FB rastvorni u vodi, retka su istrazivanja o njihovom prisustvu u uzorcima
prirodnih voda. Waskiewicz i dr. (2015) su prvi saopstili rezultate o prisustvu FB1 u
razli¢itim videnim sistemima. Utvrdeno je da je prisustvo FB1 tokom godine u korelaciji
sa godi$njim dobom pri ¢emu je maksimalna koncentracija iznosila 48,2 ng/dm? u periodu
nakon Zetve (tokom septembra i oktobra), a najniza koncentracija ovog toksina je tokom
zime i proleéa i iznosila je 21,9 ng/dm®. Fumonizini FB, i FBs nisu detektovani u
uzorcima vode. Rezultati takode potvrduju da se fumonizini transportuju kisnicom kroz
zemljiSte u vodene sisteme.

U flasiranim vodama za pice najéeS¢e detektovani mikotoksini su: AFB2, zatim
AFB; i AFGy, kao i OTA, sa maksimalnim koncentracijama 0,48+0,05 ng/dm® AFB.,
0,70+0,06 ng/dm® AFB1, 0,60+0,02 ng/dm® AFG; i 0,26+0,06 ng/dm® OTA (Mata i dr.,
2015). Takode, koncentracija AFB; je odredena u izvorima vode za pice kao §to su metro,
re¢ne i bunarske vode, kao i vode iz busotina i nadzemnih rezervoara u rasponu od 0,052—
0,075 ng/dm? (Banu i dr., 2016). Smatra se da mikotoksini nisu detektovani u ¢esmenskoj
vodi zbog tretmana sa hlorom. Na osnovu ovih podataka, moze se zakljuciti da pojava
mikotoksina u flasiranim vodama ne ukljucuje toksikoloski rizik za odrasle osobe (Mata i
dr., 2015).

Posto je sadrzaj mikotoksina u vodama nizak (tabela 2.3) koriste se savremene
metode sa niskom granicom detekcije i granicom odredivanja (LOQ) kako bi se odredila
njihova koncentracija. Neke od tih metoda prikazane su u tabeli 2.3: tankoslojna
hromatografija visokih performansi (HPTLC), te¢na hromatografija pod visokim pritiskom

(HPLC), te¢na hromatografija sa tandemskim masenim spektrometrom (LC-MS/MS),
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gasna hromatografija sa masenim spektrometrom (GC-MS), te¢na hromatografija pod
visokim pritiskom sa fluorescentnim detektorom (HPLC-FLD), te¢na hromatografija pod
visokim pritiskom sa nizom fotodioda (HPLC—PDA), te¢na hromatografija pod visokim
pritiskom sa masenim spektrometrom (HPLC-MS/MS), te¢na hromatografija pod
ultravisokim pritiskom sa tandemskim masenim spektrometrom (UPLC-MS/MS).

Na osnovu ovog pregleda moze se zakljuéiti da je prisustvo mikotoksina u
prirodnim vodama znacajno. Prisustvo mikotoksina u vodi, narocito u vodi za pi¢e moze
biti potencijalni problem koji zahteva pracenje, kao i reSavanje problema uklanjanja
mikotoksina iz vode sa ciljem njihove razgradnje ili detoksikacije, bez narusavanja

fizickih, hemijskih 1 organoleptickih karakteristika.
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Tabela 2.3. Pojava mikotoksina u razlicitim vrstama voda

Mikotoksini Vrsta vode Koncentracija mikotoksina  Metoda odredivanja Period nalazenja Literatura

AFB1 Metro voda, 0,075 ng/dm?,; HPTLC - Banu i dr., 2016
re¢na voda, 0,075 ng/dm?;
sirova voda, 0,058 ng/dm?;
bunarska voda, 0,065 ng/dm?;
podzemna voda 0,052 ng/dm?®

AFB:; Rezervoar hladne  0,2-1,7 pg/dm?3 HPLC-FLD — Paterson i dr., 1997
vode u zgradi

AFG: Rezervoar hladne  0-0,2 pg/dm?® HPLC-FLD — Paterson i dr., 1997
vode u zgradi

AFB1, AFMy, Pijaca voda 0-3,18 ng/dm?® LC-MS/MS Cele godine Mhlongo i dr., 2020

AFG1, AFG;

DON Drenazne vode 23 ng/dm3-4,9 pg/dm?® LC-MS/MS Jul-avgust Bucheli i dr., 2008
Drenazna voda 0,8-1114,5 ng/dm?® LC-MS/MS Decembar, 2009.—  Schenzel i dr., 2012b

oktobar 2011.

Recipijent 11, 16, 19 ng/dm?® LC-MS/MS Avgust Bucheli i dr., 2008
odvodnih voda
Recna voda do 22 ng/dm?® LC-MS/MS Jul-avgust Bucheli i dr., 2008
Recna voda 132 ng/dm?3 LC-MS/MS Jul-avgust Hartmann i dr., 2008
Recna voda 59,5-373,5 ng/dm?® GC-MS Sva godi$nja doba  Ribeiro i dr., 2015
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Tabela 2.3. Pojava mikotoksina u razlicitim vrstama voda, kao i njihove koncentracije— nastavak

Mikotoksini Vrsta vode Koncentracija mikotoksina  Metoda odredivanja Period nalazenja Literatura
Otpadne vode 32-118 ng/dm?® LC-MS/MS April, jul, oktobar ~ Wettstein i Bucheli, 2010
Rec¢na voda n.d."-583 ng/dm? LC-MS/MS Mart—septembar Koplin i dr., 2010
Povrsinske i 1662 ng/dm?® LC-MS/MS Cele godine Kolpinidr., 2014
optadne vode iz
postrojenja
Pijaca voda 8,4-96,1 ng/dm?® LC-MS/MS Cele godine Mhlongo i dr., 2020
3-acetil-DON Pijac¢a voda 18,7-145,7 ng/dm?3 LC-MS/MS Cele godine Mhlongo i dr., 2020
15-acetil-DON Pijac¢a voda 15,2-71,6 ng/dm?® LC-MS/MS Cele godine Mhlongo i dr., 2020
ZEA, a-zearalenol, Voda iz 3-18 ng/dm?, n.d."-10 LC-MS/MS Mart-maj Lagana i dr., 2004
B-zearalenol postrojenja ng/dm?, n.d."-8 ng/dm?®
Reka 2-5 ng/dm?3, n.d."-3 LC-MS/MS Mart—-maj Lagana i dr., 2004
ng/dm?, n.d."-3 ng/dm?®
a-zearalenol Povrsinske, 1701 ng/dm?3 LC-MS/MS Cele godine Kolpin i dr., 2014
optadne, vode iz
postrojenja
[3-zearalenol Povrsinske, 1828 ng/dm?3 LC-MS/MS Cele godine Kolpinidr., 2014

optadne, vode iz

postrojenja
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Tabela 2.3. Pojava mikotoksina u raz/icitim vrstama voda, kao i njihove koncentracije — nastavak

Mikotoksini

Vrsta vode

Koncentracija mikotoksina

Metoda odredivanja Period nalazenja

Literatura

ZEA

Povrsinske vode
Recéna voda

Otpadne vode

Jezerska voda
PovrSinske,
podzemne i
otpadne vode
Drenazne vode

Drenazne vode

Drenazne vode

Rec¢na voda
Rec¢na voda
Pijaca voda

Rec¢na voda

0,5-4,9 ng/dm?3

0,3-5,2 ng/dm?3

12,7; 19,8; 18,2 ng/dm?

0,3-14,2 ng/dm?®

0,4-43,7 ng/dm?®

3-35 ng/dm?3
0-35 ng/dm?3

6,0-48,4 ng/dm?

Ispod LOQ
n.d.*-8 ng/dm?®

Nizak nivo

n.d."-137,5 ng/dm?3

HPLC-FLD
HPLC-FLD

HPLC-FLD

HPLC-FLD

HPLC-PDA

LC-MS/MS
LC-MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS
LC-MS/MS
HPLC-FLD

GC-MS

Mart—decembar
Mart—oktobar

Mart, avgust
septembar

Mart—oktobar

April-novembar

Jul-avgust

Jul-avgust

Decembar, 2009.—

oktobar 2011.
Jul-avgust
Mart—-Septembar

Novembar

Sva godiSnja doba

Gromadzka i dr., 2015
Gromadzka i dr., 2012

Gromadzka i dr., 2012

Gromadzka i dr., 2012

Gromadzka i dr., 2009

Hartmann i dr., 2008
Bucheli i dr., 2008

Schenzel i dr., 2012b

Bucheli i dr., 2008
Kolpinidr., 2010
Rusell i Paterson, 2007

Ribeiro i dr., 2015
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Tabela 2.3. Pojava mikotoksina u razlicitim vrstama voda, kao i njihove koncentracije — nastavak
Mikotoksini Vrsta vode Koncentracija mikotoksina  Metoda odredivanja Period nalazenja Literatura
FB1 DrenaZzna voda 17,6-48,2 ng/dm?® HPLC-FLD; April-novembar Waskiewicz i dr., 2015
UPLC-MS/MS
Re¢na voda 27,4-55,6 ng/dm?® HPLC-FLD; April-novembar Waskiewicz i dr., 2015
UPLC-MS/MS
Jezerska voda 25,8-37,4 ng/dm?® HPLC-FLD; April-novembar Waskiewicz i dr., 2015
UPLC-MS/MS
NIV Drenazna voda n.d."-6,7 ng/dm?3 LC-MS/MS Januar—jun Schenzel i dr., 2010
Drenazna voda 5,0-71,4 ng/dm?® LC-MS/MS Decembar, 2009.—  Schenzel i dr., 2012b
oktobar 2011.
Rec¢na voda n.d."-6,1 ng/dm3 LC-MS/MS Januar—jun Schenzel i dr., 2010
BEA Drenazna voda n.d."—4,3 ng/dm?3 LC-MS/MS Januar—jun Schenzel i dr., 2010
Drenazna voda 1,4-10,4 ng/dm?® LC-MS/MS Decembar, 2009.—  Schenzel i dr., 2012b
oktobar 2011.
Recna voda n.d.”-5,9 ng/dm3 LC-MS/MS Januar—jun Schenzel i dr., 2010

n.d."- nije detektovan
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2.5. NAPREDNI PROCESI OKSIDACIJE

Napredni procesi oksidacije obuhvataju Sirok spektar metoda koje se uspeSno
koriste za preciS¢avanje voda. AOPs ukljuCuje brze reakcije i neseletivnu oksidaciju
jedinjenja, pri cemu je moguce tretiranje visSe zagadujucih materija istovremeno (Vilhunen
i Sillanpda, 2010). Ovi procesi mogu biti pokrenuti UV-Vis zraenjem, elektri¢cnom
energijom, y-zracenjem, mikrotalasima 1 ultrazvukom. Primeri AOPs koji se najcesce
koriste za uklanjanje polutanata iz otpadnih voda su: Os/H20., UV/O3, UV/O3/H20,,
UV/H20., UV/S,0; , Fentonova reakcija, foto-Fentonova i elektro-Fentonova reakcija,
sonoliza, y-radioliza, heterogene fotokataliticke reakcije primenom TiO2 i dr. (Ikehata i
dr., 2006; Michael i dr., 2013). U principu, ovi procesi mogu biti podeljeni u dve velike
grupe:
i) fotoliza, pri ¢emu se koriste razli¢ite vrste zracenja za transformaciju molekula
i

ii) fotooksidacija, pri ¢emu se razgradnja jedinjenja zasniva na nastajanju i
reakciji sa oksidativnim vrstama kao $to su "OH- i SO} -radikali (Wang i dr.,
2020).

Kao S§to je ve¢ pomenuto, AOPs se uglavnhom zasnivaju na formiranju
visokoreaktivnih *OH- i SO} -radikala koji efikasno uklanjaju mnoge zagaduju¢e materije
(Vilhunen i Sillanpad, 2010; Yang i dr., 2020). Pored toga, i druge vrste radikala i aktivne
kiseoni¢ne vrste, kao §to su O3, njegov konjugovani kiseli oblik, HO3, tripletni kiseonik
(302), Os, kao i organski peroksidni radikali (R-O-O%) mogu nastati tokom AOPs i biti
ukljuceni u proces razgradnje (Litter, 2005; Ikehata i dr., 2006). Nastale radikalske vrste
su uglavnom sposobne da reaguju sa organskim molekulima do potpune mineralizacije (u
vedini slucajeva) ili da dovedu do oksidacije nekih od komponenata zivih ¢elija sve dok ne

ugroze njihovu aktivnost ili odrzivost (Malato i dr., 2009). Jedan od najvecih problema

.....

ili stabilniji od polaznog jedinjenja. Zato je procena toksi¢nosti intermedijera razgradnje
vrlo vazan segment kada se procenjuje efikasnost i ekotoksikoloSki rizik primene
oksidativnog tretmana (Olmez-Hanci i dr., 2015). Fotokataliticka razgradnja sve vise

dobija na znacaju u tretmanu otpadnih voda, a njene prednosti su u mnogim slu¢ajevima
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kompletna mineralizacija, niska cena, potrebni su blagi uslovi (temperatura i pritisak) za
njeno efiksano odvijanje. Obzirom da je fotokataliticka razgradnja pokazala veliki
potencijal za razgradnju zagadujucih materija i dalje je veliki naucni izazov posti¢i §to
ve¢u fotokataliticku efikasnost (Bai i dr., 2017). Primena fotohemijske razgradnje
mikotoksina u vodenoj sredini bi¢e prikazana u poglavlju 2.5.3. Takode, u narednim
poglavljima bi¢e prikazani mehanizmi i kinetika kako fotolitickog, tako i fotokatalitickog

tretmana.

2.5.1. Fotoliticka razgradnja

Fotoliza zagaduju¢ih materija moze da se vrSi na dva nacina: direktnim ili
indirektnim putem. Razgradnja direktnom fotolizom se odigrava kada zagaduju¢a materija
apsorbuje sunéevo (Emidio i dr., 2017), UV zracenje (Pereira i dr., 2007) i dr., nakon ¢ega
dolazi do njihove transformacije, o ¢emu ¢e biti vise re¢i u narednom odeljku. S druge
strane, indirektna fotoliza se odigrava apsorpcijom svetlosti od strane oksidacionog
agensa, kao $to su na primer H,O2 i S,0;5 (Stefan i dr., 1996; Olmez-Hanci i dr., 2015),
odnosno fotosenzitizera, kao $to su rastvorene organske materije, nitratni/nitritni joni,
Fe(l11)/Fe(Il)-organski kompleksi pri ¢emu nastaju razli¢ite vrste radikala (Emidio i dr.,
2017). Nastale radikalske vrste u vecini slucajeva su sposobne da mineralizuju organske
molekule ili da oksiduju neke od komponenata Zivih ¢elija sve dok ne ugroze njihovu
aktivnost ili odrzivost (Litter, 2005; Malato i dr., 2009). Medutim, postoje slucajevi kada
zagadujuce materije dobro apsorbuju UV zracenje, te njihova UV fotoliza moZe da bude
znacajna komponenta primenom bilo kog AOPs procesa pod dejstvom UV zracenja. UVC
zracenje (200—280 nm) je od posebnog znacaja za UV fotolizu u vodi jer pri navedenim

talasnim duzinama i zagadujuée materije i matriks vode apsorbuju zracenje (Parsons,

2015).

2.5.1.1. Mehanizam fotoliticke razgradnje

Pod direktnom fotolizom se podrazumeva proces transformacije hemijskih
supstanci koji se zasniva na njihovoj direktnoj apsorpciji zraCenja, a ne na stvaranju
reaktivnih vrsta koje nastaju kao posledica UV zracenja (uglavnom A = 254 nm) (Wang i

dr., 2020). Zagadujuce materije u vodi apsorbuju zracenje pri ¢emu prelaze u pobudeno
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stanje u dovoljno dugom vremenskom periodu potrebnom da se podvrgnu razli¢itim
hemijskim reakcijama (Cuerda-Correa i dr., 2020). Naime, pobudeno singletno stanje kroz
intersistem moze da prede u tripletno stanje ¢ime se produzava trajanje pobudenog stanja.
Molekul u pobudenom stanju moze zatim da reaguje na razliite na¢ine medu kojima su:

homoliza, heteroliza i fotojonizacija (slika 2.3) (Burrows i dr., 2002).

P+ X* Homoliza
h P*+ X .
=

(PX)++ Caq Fotojonizacija

Slika 2.3. Moguci hemijski procesi tokom direktne fotolize polutanta PX (Burrows i dr.,
2002).

Efikasnost fotolitickog procesa zavisi od molarnog apsorpcionog koeficijenta
supstrata odnosno od strukture jedinjenja, kao i od njegove koncentracije, zatim od
matriksa vode, tipa i doze UV zracenja (Michael i dr., 2013). Matriks vode ima razli¢it
uticaj na efikasnost fotolitiCke razgradnje u zavisnosti da li su prisutne supstance koje
deluju kao aktivatori ili inhibitori (Ribeiro i dr., 2019). U principu, o¢ekuje se niza
efikasnost uklanjanja supstrata u efluentima otpadnih voda u poredenju sa matriksom
UCYV, $to se moze objasniti prisustvom prirodnih organskih materija koje apsorbuju deo
upadnog zracenja (Real i dr., 2010). Glavni faktori koji uticu na inhibitorski efekat
prirodnih organskih materija su:

i) smanjenje intenziteta zra¢enja izazvano suspendovanim cesticama;

i) uticaj prirodnih organskih materija kao hvataca ‘OH-radikala; i

i) stvaranje nusproizvoda prirodnih organskih materija (Zhang i dr., 2017).

Ipak, komponente otpadne vode mogu povecati brzinu uklanjanja nekih supstrata
indirektnom fotolizom koja je rezultat delovanja reaktivnih organskih specija nastalih
razli¢itim oksidativnim reakcijama u efluentu otpadnih voda (Neamtu i Frimmel, 2006).

Efikasnost fotolitickog procesa se moze znacajno povecati ako se U reakcionu
smesSu dodaju oksidacioni agensi kao sto su H20z ili S,05™ i primeni UV zracenje, ali tada

govorimo o indirektnoj fotolizi, odnosno o razgradnji senzitizovanoj sa UV fotolizom
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H20., odnosno S,0;~ (Stefan i dr., 1996, Nienow i dr., 2008; Wu i Linden, 2008). Proces
ukljucuje direktnu fotolizu, pri ¢emu se ciljno jedinjenje transformise apsorpcijom UV
fotona i indirektnu fotolizu, gde ciljno jedinjenja reaguju sa radikalom koji nastaje UV
fotolizom H202, odnosno S,05 (Crittenden i dr., 1999; Abramovi¢ i dr., 2010).

UV/H;0, tretman pokazao je veliki potencijal za uklanjanje Sirokog spektra
stabilnih organskih kontaminanata (Abramovi¢ i dr., 2010). Efikasnost razgradnje
primenom UV/H20; tretmana pored faktora navedenih kod direktne fotolize zavisi i od
koncentracije H202, (Wu i Linden, 2008), temperature (Garcia Einschlag i dr., 1997), pH-
vrednosti i dr. (Wu i dr., 2016). H20, apsorbuje UV zraenje (najceS¢e se primenjuje
UVC, A =254 nm) pri ¢emu homolitickim cepanjem peroksidne veze (—-O-O-) dolazi do
stvaranja "OH-radikala (reakcija 2.1), tj. Deluje kao direktni fotohemijski reaktant. Nastali
‘OH-radikali zatim oksiduju supstrat. Medutim, H2O> pri vi$oj koncentraciji reaguje i kao

hvata¢ "OH-radikala dajuc¢i manje reaktivne HO?-radikale (reakcija 2.2) Sto usporava

proces uklanjanja supstrata. Nadalje, HO3-radikali mogu da stupe u reakciju sa H>O>
dajuci opet "‘OH-radikale (reakcija 2.3a), ali i da reaguju kao hvata¢ ‘OH-radikala i na taj
nac¢in smanje efikasnost razgradnje supstrata (reakcija 2.3b). Medutim, moze do¢i i do
rekombinacije HOj-radikala koja dovodi do ponovnog nastajanja H2O> (reakcija 2.4), sto
je takode, nepozeljan proces (Ogata i dr., 1981; Abramovic¢ i dr., 2010; Krystynik i dr.,
2018). Zbog toga se mora pazljivo odrediti optimalna koncentracija H202 u cilju
postizanja maksimalne efikasnosti tretmana, a i cena H202 najvise doprinosi ukupnoj ceni
UV/H,0; tretmana (Ribeiro i dr., 2019).

H202 + hv — 2°OH (2.1)
"OH + H20, — HO} + H,0 (2.2)
HOS + H202 — "OH + H20 + O2 (2.33)
HO} + "OH — H,0 + O, (2.3b)
2HO3 — H202 + Oz (2.4)

Mehanizam reakcije "OH-radikala sa supstratom moze biti trojak (Huang i dr.,
1993):

i) apstrakcija vodonika (nezasi¢ena organska jedinjenja);
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ii) adicija OH-grupe (molekuli koji sadrze aromati¢ni sistem ili viSestruke
ugljenik-ugljenik veze); i

i) transfer elektrona (neorganski joni).

Kao $to je ve¢ bilo pomenuto, ‘OH-radikal je snazan, neselektivan hemijski
oksidans, koji brzo reaguje sa ve¢inom organskih jedinjenja (Baxendale i Wilson, 1957) i
Ciji je oksidacioni potencijal od 1,9-2,7 V (Olmez-Hanci i dr., 2015). Mala selektivnost je
korisno svojstvo ‘OH-radikala koji se koristi za pre¢is¢avanje otpadnih voda. Medutim,
‘OH-radikal je nestabilan i mora se kontinuirano generisati hemijskim, fotohemijskim ili
elektrohemijskim reakcijama (Markovi¢ i dr., 2015). Nedostatak primene UV/H20>
tretmana je niska koncentracija nastalih *OH-radikala zbog niskog molarnog apsorpcionog
koeficijenta H20, (18,6 dm®/(mol cm) na 253,7 nm) (Legrini i dr., 1993).

lako se UV/H20: fotolizom moze oksidovati §irok spektar organskih zagadujuéih
materija u razli¢itim tipovima voda (Stefan i dr., 1996), procesu oksidacije persufatom
posvecuje sve veca paznja U tretmanu polutanata u vodi (Kamagate i dr., 2018).
Persulfatni anjon (S,0:), kao najées¢i prekursor SOj -radikala, pokazuje veliki
potencijal za razgradnju zagadujucih materija (Luo i dr., 2019). U velikom broju slu¢ajeva

koriste se razli¢iti na¢ini za aktiviranje S,02" kako bi se generisali SO} -radikali, kao $to
su toplota, UV zracenje (najces¢e A =254 nm), povecanje pH-vrednosti (pH > 10),
kombinacijom sa H20-, kao i prelazni metali (Tsitonaki i dr., 2010). Obzirom da je S,05
simetri¢an oksidans, u odnosu na peroksidne veze, ba§ kao i H20., pod dejstvom UV
zrac¢enja dolazi do homoliti¢kog cepanja pri ¢emu nastaju dva SO; -radikala (reakcija 2.5)
(Olmez-Hanci i dr., 2015). SO} -radikali dalje mogu da reaguju sa vodom (reakcija 2.6)
ili OH -jonom (reakcija 2.7) sto dovodi do stvaranja “OH-radikala (Matzek i Carter, 2016;
Yang i dr., 2020). Generisani SO} i ‘OH-radikali su snazni oksidansi, kao §to je vec

pomenuto, i kao takvi su sposobni da reaguju sa razliitim zagaduju¢im materijama

(reakcija 2.8) (Yang i dr., 2020).

S,05 +hv—2 SOy (2.5)
SO; +H,0O — s0;~+ 'OH +H* (2.6)
SO; +OH — s0;~ +°OH (2.7)
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SO; /'OH + polutanti — produkti (2.8)

SO; -radikali su visokoreaktivne vrste sa relativno kratkim poluvremenom zivota
(3040 ps). Poslednjih godina sve vise paznje se posvecuje oksidaciji SOj -radikalom,
zbog visokog redukcionog potencijala (Eo = 2,5-3,1 V) (Olmez-Hanci i dr., 2015; Wu i
dr., 2016). Obzirom da je SO; -radikal elektrofilan, u reakcijama sa elektron-donorskim
grupama, brzina reakcija ¢e se povecavati (Tsitonaki i dr., 2010).

Prednosti AOPs na bazi SO} -radikala u odnosu na “OH-radikale su:
) SO; -radikali imaju visi oksidacioni potencijal od "OH-radikala (Wang i
dr., 2019);

i) SO; -radikali imaju duze vreme poluraspada (30—40 ps) od ‘OH-radikala

(20 ps) i zbog toga moze duze biti u kontaktu sa zagaduju¢im materijama radi

razgradnje ¢ime se povecava efikasnost (Xiao i dr., 2020),

i) za razliku od °"OH-radikala koji reaguju sa polutantima putem tri

mehanizma, SO} -radikali reaguju sa polutantima mehaniznom prenosa elektrona

(Lian i dr., 2017).

Uprkos tome $to UV/S,0% tretman ima Siroku primenu, u pogledu energetske

efikasnosti UV/H,0- proces je ekonomski konkurentniji od UV/S,0;™ (Luo i dr., 2019).

2.5.1.2. Kinetika fotoliticke razgradnje

Kao $to je ranije pomenuto, fotoreakcije su obi¢no slozene i opsta reakcija
prikazana je reakcijom 2.9, gde je A reaktant, a P proizvod reakcije. U cilju detaljnijeg
opisa kinetike fotorazgradnje reakcija2.9 se moze prikazati reakcijama 2.10.—-2.12. (Zhu i
Koutchma, 2019):

A+hy - AP (2.9)

A+hv = A (2.10)
A 5P (2.11)
A" = A (2.12)
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Tipi¢na fotohemijska reakcija ukljucuje slede¢e korake: apsorpciju fotona
molekulom A (reakcija 2.10), zatim hemijsku transformaciju pobudenog molekula A*
(reakcija 2.11) i gaSenje ili fluorescencija (reakcija 2.12). Konstante brzine prethodnih
reakcija oznadene su sa ki (m%/J s), ka (1/s) i ks (1/s) (Hippler, 2003; Zhu i Koutchma,
2019). Pri umerenom intenzitetu zra¢enja druge kompetitivne elementarne reakcije obi¢no
mogu biti zanemarene. Teorijski, ako se pretpostavi da UV razgradnja supstrata sledi
model reakcije u navedena tri koraka, brzine hemijskih reakcija mogu biti izrazene
jednacinama 2.13-2.15:

__day o dlwl  d[4aT],

n=——_— = ” = k,[A][hv] (2.13)
d[a*] d [P]

B=—— = —— = ky[A] (2.14)
d [A*] dlal; _ .

3= = —— = ky[4] (2.15)

Pod odredenim pretpostavkama takvim kao kvazi-stacionarno stanje za
fotoekscitovani molekul A*, brzina nastajanja proizvoda P ili nestajanja supstrata A prati

reakciju drugog reda (jednacine 2.16 i 2.17):

d[P] _ kiks

& Kotk [A][hv] (2.16)
kR
) = B gy 2.17)

U mnogim eksperimentima [hv] se odrzava konstantnim buduéi da je UV izvor
kontrolisan da emituje stalni intenzitet zracenja tokom kinetickih merenja. Prividna
ukupna brzina reakcije je tada pseudo-prvog reda. Pri konstantnom intenzitetu zracenja

jednacina 2.13 se moze napisati kao jednacina 2.18:
.=k E_[A] (2.18)

gde je ra prividna konstanta brzine reakcije (mol/(m? s)), ke (m?/(W s)) prividna konstanta
brzine hemijske reakcije u zavisnosti od Ea, a Ea (W/m?) gustina snage apsorbovanog UV
zraCenja (absorbed UV fluence rate). lako se Ea tokom merenja moze malo razlikovati

zbog male promene brzine protoka apsorbovanog UV zraCenja u reakcionom sistemu,
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varijacije su obi¢no zanemarljive. PosSto se proizvodi UV razgradnje tretiranih supstrata
retko identifikuju, kinetika fotoreakcija se procenjuje merenjem smanjenja pocetne

koncentracije supstrata. Na osnovu toga, brzina reakcije se moze prikazati izrazom 2.19:

aa] _ _
== ke [4] (2.19)

Logaritamski oblik jednacine 2.19 je prikazan izrazom 2.20:

In ﬂ— —k/E
[Al, 7 (2.20)

Ako Ea ima konstantnu vrednost, jednac¢ina 2.20 dobija jednostavniji oblik (izraz 2.21):

In m = —kat (221)

pri ¢emu je Ka = k¢Ea (1/s), odnosno prividna konstanta brzine reakcije pseudo-prvog reda.

Najznac¢ajnija primena kinetickog modela fotorazgradnje je procena smanjenja
koncentracije supstrata u datom vremenskom intervalu tokom UV zragenja. Prividna
konstanta brzine hemijske reakcije u funkciji od Ea predstavlja ukupne efekte fotohemijske
prirode supstrata, mehanizma fotorazgradnje i talasne duzine emitovanog UV zracenja. S
druge strane, brzina protoka apsorbovanog UV zracenja zavisi od na¢ina zracenja, dizajna
UV reaktora i svojstva medijuma/pufera u kome se nalaze ispitivani supstrati (Zhu i dr.,
2012; 2014). Druga konstanta brzine reakcije, ka, prikazuje direktnu vremenski zavisnu
brzinu reakcije, u kojoj su obuhvacéeni svi faktori odredenog eksperimenta.

Medutim, ukoliko se reakcija ne odigrava u tri faze, ve¢ se razmatra kompleksna
fotoreakcija sa velikim brojem osnovnih koraka, potrebno je naglasiti da se red i (prividna)
brzina reakcije moraju odrediti eksperimentalnim putem. Jednacine 2.20 i 2.21
omogucavaju fitovanje eksperimentalnih podataka (uklanjanje supstrata sa vremenom
ozraCivanja) koris¢enjem modela pseudo-prvog reda. Linearnom regresijom moze Se
proceniti linearni koeficijent regresije (r), a prividna konstanta brzine reakcije moze se

izraCunati iz nagiba regresione prave (Fincur i dr., 2017).
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2.5.2. FOTOKATALITICKA RAZGRADNJA

Fotokataliza je jedna od metoda AOPs, koja privlaci sve ve¢u paznju kao ,,zelena‘“
metoda za dezinfekciju voda (Wang i dr., 2017), pri ¢emu je pokazala i veliki potencijal za
uklanjanje organskih zagadujué¢ih materija (Alkapan i dr., 2009; Abramovié i Soji¢, 2010;
Chong i dr., 2010). U okviru fotokatalitickih reakcija, razlikujemo homogene (Cine
jednofazni sistem) i heterogene (odvijaju se u dvofaznom sistemu) reakcije (Serpone i
Emeline, 2002). Heterogena fotokataliza se zasniva na primeni poluprovodnika kao
katalizatora za razgradnju organskih jedinjenja u prisustvu odgovarajuceg zracenja (UV,
vidljivo ili sun¢evo) koje ¢e dovesti do pobudivanja poluprovodnika (Serpone i Pelizzetti,
1989). Fotokataliti¢ke reakcije na poluprovodni¢kim prahovima privukle su veliku paznju
zbog efikasne razgradnje velikog broja aktivnih komponenata lekova (antibiotika,
analgetika, steroida, hormona, psihoaktivnih supstanci i dr.), alkana, haloalkana,
alifaticnih alkohola, karboksilnih kiselina, alkena, aromati¢nih 1 haloaromati¢nih
jedinjenja, polimera, povrSinski aktivnih supstanci, pesticida, boja i dr. primenom
sunéevog zraCenja (Malato i dr., 2009). Takode, heterogena fotokataliza je pocela da se

koristi i za razgradnju mikotoksina (Sun i dr., 2019).

2.5.2.1. Mehanizam fotokataliticke razgradnje

Prvi korak u fotokatalitickom procesu jeste da se u vodu koja sadrzi uglavnom
organske polutante doda fotokatalizator i tretira zracenjem, ¢ija je energija fotona (4v)
vecéa ili jednaka energetskom procepu (Eg) poluprovodnika (npr. TiO2) (Malato i dr.,
2009). Fotoindukovani elektroni (e”) se pobuduju i prelaze iz valentne zone (VZ) u
provodnu zonu (PZ), pri cemu se nagrade visokoreduktivni elekroni (e7), ostavljajuci
Supljine (h") sa velikom oksidacionom sposobno$¢u u VZ, tj. nastaju parovi elektron—
Supljina (€ —h") (reakcija 2.22) (Herrmann, 1999).

TiO2 + hv — TiO2 (e -h") (2.22)

Jedan broj fotogenerisanih e —h* parova unutar poluprovodnika moze da se

rekombinuje pri ¢emu se oslobada toplota ili svetlost, a razdvojeni nosioci naelektrisanja
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¢e do¢i do povrsine katalizatora i ucestvovati u povrsinskim redoks reakcijama sa

adsorbovanim supstratom iz rastvora (slika 2.4).

Energija

A

Energija

rekombinacija

(a)

Akceptor

REDUKCUA

Akceptor *

Donor*’

OKSIDACIJA
Donor
(b)

nastanak para

elektron-supljina 0> (adsorpcija)

/ (redukcija)

...... By m———

dalja razgradnja

/ polutanta
H +} oksidacija

HZO} adsorpcija

-——————--

Slika 2.4. Mehanizam fotorazgradnje (a) na povrsini poluprovodnika u opstem slucaju;,
(b) u vodi koja sadrzi polutant (P) i u prisustvu O, (Malato i dr., 2009).

Supljine u VZ su snazan oksidans (+1,0 do +3,5 V), dok elektroni u PZ imaju

veliku redukcionu mo¢ (40,5 do -1,5 V). Fotogenerisane Supljine na povrSini

poluprovodnika mogu da reaguju sa H>O (reakcija 2.23) ili OH™ (reakcija 2.24) pri ¢emu

¢e nastati "OH-radikali, dok neke od Supljina direktno ucestvuju u oksidaciji supstrata koji

se nalazi u rastvoru (reakcija 2.25) (Robert i Malato, 2002; Murugesan i dr., 2021).
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hve" + H20— "OH + H* (2.23)
hv;" + OH — "OHag (2.24)
hvz" + Aags— A* (2.25)

U slucaju dekontaminacije voda, reakcije sa "OH-radikalima su zastupljenije
upravo zbog prisustva vode, iako i reakcije direktne oksidacije Supljinama imaju znacajnu
ulogu (Ishibashi i dr., 2000).

Isto tako, adsorbovani elektron-akceptor se moze redukovati u reakciji sa
elektronima koji su fotogenerisani (Chong i dr., 2010). Fotogenerisani elektroni mogu da

reaguju i sa Oz koji je adsorbovan na fotokatalizatoru ili rastvoren u vodi, pri ¢emu se

redukuje u O3 -radikal (slika 2.4, reakcija 2.26) (Robert i Malato, 2002).

epz + 02— OF (2.26)

Do sada je proucavan veliki broj razli¢itih vrsta poluprovodnic¢kih materijala koji
se mogu primenjivati u fotokatalizi. Tu spadaju metalni oksidi, metalni halkogenidi,
slojeviti dvostruki hidroksidi i materijali na bazi ugljenika (tabela 2.4) (Murugesan i dr.,
2021). Kao katalizatori u heterogenoj fotokatalizi mogu da se primenene razliciti
poluprovodnicki materijali medu kojima su TiOz, ZnO, Fe203, CdS, galijum-fosforid
(GaP) i cink-sulfid (ZnO). Oni su se pokazali kao efikasni u razgradnji Sirokog spektra
organskih materija, pri ¢emu na kraju najceS¢e dolazi do mineralizacije u neSkodljiva
jedinjenja kao $to su CO2 i HO (Chong i dr., 2010). Ove Kkatalizatore karakterise
popunjena VZ i prazna PZ (Malato i dr., 2009). Medu brojnim katalizatorima TiO je
privukao veliko interesovanje i pokazao se kao vrlo efikasan u razgradnji organskih
zagaduju¢ih materija zahvaljuju¢i  visokom oksidacionom potencijalu, visokoj
fotostabilnosti, netoksi¢nosti, niskoj ceni i hemijskoj robusnosti (Friedmann i dr., 2010).
TiO2 moze da apsorbuje deo zra¢enja iz bliske UV oblasti, u opsegu od 300-390 nm, jer
ima odgovarajuci energetski procep izmedu VZ i PZ, pri ¢emu se sunce sugeriSe kao
ekonomski i ekoloski prihvatljiv izvor svetlosti u fotokatalizi (slika 2.5) (Malato i dr.,
2009) mada sunceva svetlost sadrzi samo 3—5% UV zracenja (Ge i dr., 2016). Medutim,
neophodno je pomenuti i neke njegove nedostatke kao Sto je brza rekombinacija elektrona
i Supljina, spor prenos nosioca naelektrisanja i visoki troskovi recikliranja (Ge i dr., 2016).

Prema najnovijim istrazivanjima EFSA (2021), TiO2 se ne moze viSe smatrati sigurnim
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dodatkom ishrani, tako da primena fotokatalitiCkog tretmana koris¢enjem TiO. kao
katalizatora u prehrambenoj industriji nije vise pozeljna. Smatra se da su poluprovodnicki
materijali sa uzom energijom procepa superiorniji zbog njihove sposobnosti da apsorbuju
veci deo vidljivog zracenja. Medutim, samo nekoliko jednokomponentnih materijala je
poznato koji su fotokataliti¢ki aktivni $to se objasnjava energetskim nivoima VZ i PZ, kao
I redoks reakcijama osim $to imaju uticaj na njegovu stabilnost. Naime, ovi materijali
imaju nisko razdvajanje naelektrisanja Sto dovodi do velike brzine rekombinacije na
njegovoj povrsini, ¢ime Se smanjuju njegove dobre fotokataliticke karakteristike. S druge
strane, materijali sa ve¢om energijom procepa (npr. > 3,1 eV) pogodni su za odigravanje
redoks reakcija zbog svog adekvatnog VZ i PZ potencijala. Medutim, ovi materijali
obi¢no troSe vecu Koli¢inu energije i mogu pokazati nisku sposobnost apsorpcije zracenja
vidljivog dela spektra. U cilju povecanja efikasnosti poluprovodnickih materijala,
usvojene su razlicite strategije koje ukljucuju:

i) dopiranje katjonima i anjonima;

i) senzitizaciju povrsine; i

iii) hibridizaciju sa drugim poluprovodnickim materijalima (Murugesan i dr.,

2021).

,-""ﬂ' Suncev spektar

spektar Ti0,

Intezitet zracenia

0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50

Talasna dudina {pm)

Slika 2.5. Suncev spektar i apsorpcioni spektar TiO> (Malato i dr., 2009).
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Tabela 2.4. Razlicite vrste fotokatalitickih materijala (Murugesan i dr. 2021)

Tip fotokatalitickog materijala Primer

Metalni oksidi i meSoviti metalni oksidi  TiO2, ZnO, volfram-oksid (WO3), bakar-
oksid (CuO), cirkonijum-oksid (ZrOy),
bizmut-vanadat (BiVOa), natrijum-niobat
(NaNbO:s), galijum-oksid (Ga203), cerijum-
oksid (CeOy), indijum-oksid (In203),
magnezijum-oksid (MgO), gvozde(I1l)-
oksid (Fe203)

Metalni halkogenidi Mono-halkogenidi (ZnTe, ZnS, CdS, Bi2S3)

Slojeviti dvostruki hidroksidi M, MU, (OH)2]x+(A™)wn.mH20, gde je
M(I1) (Mg, Fe, Co, Cu, Ni ili Zn) i M(111)
(Al, Cr, Ga, In, Mn ili Fe) su metalni
katjoni, A je inerkalatni anjon (COZ~, S0O; ™,
NOg, Fili CID)

Materijali na bazi ugljenika Grafen, ugljeni¢ne nanocevi, fuleren i grafit-
ugljen-nitrid (g-CsHa)

Razgradnja mikotoksina primenom fotokatalitickog postupka je obecavajuce
podruc¢ije od komercijalnog i naucnog interesa, sa trenutno ograni¢enim studijama o
detaljnom mehanizmu razgradnje (Murugesan i dr., 2021). Odvajanje katalizatora nakon
tretmana vode ostaje kao glavna prepreka u primeni tokom industrijkog procesa (Chong i
dr., 2010).

2.5.2.2. Kinetika fotokataliticke razgradnje

Langmuir—Hinshelwood-ov kineticki model se tradicionalno primenjuje za
kineticku interpretaciju rezultata fotokataliticke razgradnje organskih polutanata (Turchi i
Ollis, 1990). Ovaj kineticki model je zasnovan na zavisnosti brzine reakcije oksidacije
organskih molekula, r (mol/(dm® min)), od stepena pokrivenosti povrsine katalizatora
zagadujuéom supstancom (supstratom). Treba imati u vidu da je neophodno da se na
katalizatoru u manjoj meri adsorbuju proizvodi fotorazgradnje u odnosu na zagadujucu
supstancu (Boskovi¢, 2007). Prema ovom modelu, brzina reakcije oksidacije moze se

predstaviti jedna¢inom 2.27 (Turchi i Ollis, 1990):
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_dc_ke_ kKc,

o o (2.27)
dt 1+Kc,

gde su: k — konstanta brzine reakcije (mol/(dm® min)); @ — stepen pokrivenosti povrsine
katalizatora supstratom; K — ravnotezna konstanta adsorpcije (dm®mol) i co — pocetna
koncentracija supstrata (mol/dmd).

Transformacijom jednacine 2.27, dobija se linearna zavisnost recipro¢ne vrednosti
pocetne brzine reakcije od recipro¢ne vrednosti pocetne koncentracije supstrata (jedna¢ina
2.28). Integraljenjem jednacine 2.27 u intervalu od co do ¢ u vremenskom intervalu od O
do t, dobija se jednacina 2.29.

1 d 1 1

Ty (2.28)
r dc k KkKc,

In%"+ K (c, — ) = kKt (2.29)

Prethodna jednacina (2.29) predstavlja zbir kineti¢kih jednacina reakcija prvog i
nultog reda. U slucaju nize pocetne koncentracije supstrata, drugi ¢lan je zanemarljivo
mali u odnosu na prvi, tako da moze da se zanemari, te jednacina dobija novi oblik koji

odgovara jednacini pseudo-prvog reda (jednacina 2.30.):

InS —kt (2.30)
C
pri ¢emu je k> = kKK, odnosno prividna konstanta brzine reakcije pseudo-prvog reda (Turchi
1 Ollis, 1990). Ukoliko su pocetne koncentracije reaktanata viSe, tj. ukoliko se postize

zasi¢enje povrSine katalizatora (kada je Kco >> 1), jednacina 2.27 dobija jednostavniji

oblik koji predstavlja izraz za konstantu brzine reakcije nultog reda (jednacina 2.31):
-dc/dt =k (2.31)

Na osnovu dosada$njih istrazivanja, moze se zakljuéiti da su faktori koji najvise
uti¢u na kinetiku heterogene fotokatalize: masena koncentracija i tip fotokatalizatora, pH-
vrednost rastvora, veli¢ina Cestica katalizatora, temperatura, pocetna koncentracija i tip
reaktanata, vrsta rastvaraca, prisustvo huminskih supstanci i neorganskih jona, tip
elektron-akceptora i njegova koncentracija, intenzitet UV zracenja, jonske sile i dr.
(Despotovié, 2014).
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2.5.3. UKLANJANJE MIKOTOKSINA IZ VODENE SREDINE

Na polju unapredenja tretmana voda doslo je do razvoja oksidativnih postupaka
razgradnje, odnosno AOPs (Chiron i dr., 2000), kao alternative konvencionalnim fizi¢kim,
hemijskim i bioloskim metodama. Za uklanjanje mikotoksina iz vodene sredine
primenjeno je nekoliko metoda AOPs: direktna fotoliza, kao i fotokataliza primenom
simuliranog sunc¢evog i UV zradenja, zatim fotoliza pomocu pulsirajuceg i1 y-zracenja, kao
i elektrohemijska oksidacija. Isto tako uspesno je primenjena i ozonizacija (Abramovic i
dr., 2017). Metode za razgradnju mikotoksina u vodi, kao i njihova efikasnost prikazani su
u tabeli 2.4.

Efikasnost fototransformacije i uticaj sastava prirodnih voda na razgradnju ZEA su
ispitivani u estuarskoj, re¢noj i dejonizovanoj vodi primenom SSZ (Emidio i dr., 2017).
Utvrdeno je da dolazi do fotoizomerizacije 1 fotorazgradnje koja je u prirodnim vodama
(estuarima i rekama) mnogo brza nego u dejonizovanoj vodi (tabela 2.4). Takode je
nadeno da na efikasnost fototransformacije ZEA uti¢e veliki broj faktora kao S$to su
zamucenje 1 obojenost vode Sto dovodi do smanjenja efikasnosti razgradnje, a znacajan
uticaj na prodor svetlosti ima i visina vodenog stuba. Isti autori zaklju¢uju da je pH 8,5
najpogodnija za fotorazgradnju ZEA, a brza razgradnja se postize u prisustvu Fe(III) i
oksalatnih jona, kao 1 sinteticke morske soli (Emidio 1 dr., 2017).

Direktna fotoliza mikotoksina primenom UV zraCenja je bila predmet veceg broja
istrazivanja za razliku od SSZ (tabela 2.4). Kao $to se iz tabele 2.4 moze videti ovaj
tretman je primenjen za razgradnju AF, DON-a OTA, PAT i ZEA. Nadalje, utvrdeno je da
je aflatoksin podlozniji UV razgradnji kada je u te€nom, nego kada je u &vrstom
medijumu. Pod dejstvom UV zracenja AFB1 se u vodenoj sredini razgraduje na produkte
koji imaju manji citotoksicni 1 mutageni efekat, tj. nadeno je da je citotoksi¢na aktivnost
smanjena za oko 40%, a mutagena za oko 60% (Liu i dr., 2011). Kao Sto se iz tabele 2.5
moze videti, razgradnja ZEA primenom UV zracéenja je znatno efikasnija nego primenom
SSZ §to je 1 razumljivo.

Pored direktne fotolize kao veoma efikasna u razgradnji mikotoksina u vodenoj
sredini se pokazala i fotokataliza (tabela 2.4). Dodavanje TiO2 u vodene uzorke AFB1,
DON-a, OTA i ZEA u kombinaciji sa UVC zracenjem, pokazalo je znacajnu efikasnost
razgradnje ovih mikotoksina. Tako na primer, ZEA (3 mg/dm?) se u prisustvu TiO2 u
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potpunosti razgradi za 30 min primenom UVC zraCenja, dok se primenom direktne
fotolize za isto vreme razgradi 61% (Sousa, 2017). Nesto manja efikasnost fotokatalize je
zapazena i pri razgradnji AFB1 (94%) i OTA (97%). Kao fotokatalizator za razgradnju 15
ppm DON-a je kori$¢en hibrid grafen/ZnO pod dejstvom UV zracenja na 254 i 365 nm.
Rezultati su pokazali da je na talasnoj duzini od 254 nm (UVC zracenje) fotokataliti¢ka
aktivnost grafen/ZnO hibrida 3,1 puta visa od ¢istog ZnO, a 99% DON-a se razgradi u
toku 30 min. Novosintetisan hibrid grafen/ZnO je pokazao visoku fotokataliticku aktivnost
i jednostavnu primenu za uklanjanje mikotoksina i zastitu zivotne sredine (Bai i dr., 2017).
Pored UV zraCenja, za fotokataliticku razgradnju DON-a primenjeno je i SSZ, a kao
fotokatalizatori UV/UCNP@TIO>, kao i a-Fe2O3 (tabela 2.4). Postignuta je niza efikasnost
u odnosu na UV zraenje, tj. slican stepen razradnje DON-a je postignut za Cetiri puta
duze vreme ozracivanja (120 min). Ovde svakako treba imati u vidu da su i primenjeni
fotokatalizatori razliciti.

O fizi¢ko-hemijskim metodama, kao §to je fotorazgradnja primenom pulsirajuce
svetlosti i y-zracenja, kao i o hemijskom tretmanu ozonom je ve¢ bilo reci u prethodnom
poglavlju o uklanjanju mikotoksina.

Pulsirajuca svetlost pokazala se kao vrlo efikasna u razgradnji mikotoksina, pri
¢emu je zabelezen visok stepen razgradnje AFB:;, DON-a, OTA i ZEA u vodenom
rastvoru (tabela 2.4) (Moreau i dr., 2011). Fotohemijski mehanizam pulsirajuce svetlosti se
pripisuje njegovom UVC spektru gde intenzivni kratkotrajni blicevi dovode do
fotohemijskog razlaganja mikotoksina (Yousefi i dr., 2021). Ukoliko intenzitet pulsirajuce
svetlosti prelazi 0,5 J/cm? dolazi do privremenog pregrevanja mikotoksina koji poti¢e od
apsorpcije UV svetlosti koja dovodi do njihove razgradnje (Wang i dr., 2016). Na osnovu
dostupne literature, mozemo zakljuciti da se pulsirajuca svetlost nije ¢esto primenjivala za
razgradnju mikotoksina.

Pri razgradnji mikotoksina pomocu y-zracenja prisustvo vode ima vaznu ulogu, jer
se radiolizom vode formiraju visokoreaktivna jedinjenja (Calado i dr., 2014; 2018).
Ozracivanjem rastvora AFB1 u smesi MeOH-H>0 (60:40, v/v) na sobnoj temperaturi pri
razli¢itim dozama zracenja (tabela 2.4) koris¢enjem °Co kao izvora, identifikovano je vise
od 20 radiolitickih intermedijera samo nakon primene najvise doze od 10 kGy (Wang i dr.,
2011). Razgradnja DON-a i 3-acetil-DON-a u vodenom rastvoru poc¢inje pri dozi zracenja
od 1 kGy, odnosno 5 kGy, dok su sa 50 kGy oba razgradena u potpunosti (O’Neill i dr.,

1993). Pri ispitivanju uticaja y-zrac¢enja na uklanjanje FB1 u vodenom rastvoru nadeno je
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da se njegov sadrzaj smanjio za 100% pri minimalnoj dozi zracenja (0,5 kGy), za razliku
od kukuruza u zrnu i mlevenog, Sto je prema autorima verovatno posledica nedovoljne
koli¢ine slobodne vode (<17%) (D’Ovidio i dr., 2007). Calado i dr. (2018) su zabelezili da
se koli¢ina OTA, pri poéetnoj koncentraciji od 2,5 pmol/dm?, smanji za 25, odnosno 98%
u dejonizovanoj vodi, pri dozi zracenja od 0,4, odnosno 8,6 kGy, ali je to rezultiralo u
smanjenju toksi¢nosti uzorka za samo dva puta. Ukoliko je koncentracija OTA visa (200
umol/dm?) ne dolazi do potpune razgradnje ni pri vi$oj dozi zradenja od 10,3 kGy (80%) i
prakti¢no nema razlike u efikasnosti izmedu dve ispitivane doze, 2,4 i 10,3 kGy. Pored
nize efikasnosti razgradnje pri viSoj koncentraciji OTA, autori detektuju radioliti¢ke
intermedijere samo pri viSoj koncentraciji OTA u uzorcima vode. Ovi radioliticki
intermedijeri su zastupljeni u znatno vi$oj koncentraciji pri nizoj dozi zracenja, na osnovu
Cega Calado i dr. (2018) zakljucuju da, iako su koncentracije radiolitickih intermedijera
niske, oni mogu biti toksi¢ni i1 da treba voditi ratuna da se primeni dovoljno visoka doza
zraCenja da bi se OTA 1 njegovi radioliti¢ki intermedijeri u potpunosti uklonili. Kumar 1
dr. (2012) su nasli da do potpune razgradnje OTA u vodenoj sredini, pri po¢etnoj masenoj
koncentraciji od 500 ng/cm?3, dolazi pri najvisoj ispitivanoj dozi y-zracenja, tj. 10 KGy.
PAT rastvoren u destilovanoj vodi (50 ppm) razgraden je skoro u potpunosti (>99%)
primenom 1 kGy doze y-zracenja (Yun i dr., 2008).

Elektrohemijskom oksidacijom se vrlo efikasno moze ukloniti DON iz vodene
sredine. Aproksimativno se ukloni 86% DON-a (koncentracioni opseg 2—10 mg/dm?) za
30 min pri potencijalu od 0,5 V, primenom grafitnih elektroda i 0,02 mol/dm? rastvora
NaCl kao osnovnog elektrolita. Efikasnost razgradnje dostize 93% ovog mikotoksina u
trajanju od 30 min, pri naponu od 0,5 V kada je elektrokatalizovano 10 mg/dm? rastvora
DON-a (Xiong i dr., 2019).

Ozon je bezbedan, snazan dezificijens koji je posebno pogodan za prehrambenu
industriju zbog svoje sposobnosti da kontroliSe bioloski rast neZeljenih organizama, bez
pojave hemijskih nusprodukata u tretiranoj hrani (Kouchesfahani i dr., 2015). Sa kratkim
vremenom poluraspada, pri pH 7 i na sobnoj temperaturi, ozon moze da inaktivira
mikroorganizme i razgradi njihove toksi¢ne metabolite, pri ¢emu se sam ne zadrzava u
tretiranom materijalu (Freitas-Silva i Venancio, 2010). Osim u hrani, ozon se uspes$no
koristi za tretman prirodnih i otpadnih voda, cesmenske vode i otpadne vode iz
kanalizacije (Rice, 1996). Efikasnost ozona je ispitivana za razgradnju nekoliko
aflatoksina (AFB1, AFG1, AFB2 i AFG») u tri puta destilovanoj vodi i to pri razli¢itim
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koncentracijama ozona (tabela 2.4) u periodu od 20 min. Rezultati su pokazali da se AFB;
I AFG; razgrade u potpunosti, dok se AFB2 i AFG: delimi¢no uklone (tabela 2.4). AFG:
efikasnosti razgradnje se mogu pripisati njihovoj razlic¢itoj hemijskoj strukturi, odnosno
postojanju dvostruke veze izmedu 8. i 9. ugljenikovog atoma u furanskom prstenu AFBy i
AFGi, koju AFB2 i AFG. ne poseduju (Agriopoulou i dr., 2016). DON je za 15 s
razgraden oko 96% u ultradistoj vodi, primenom 8 mg/cm?® Os (Li i dr., 2019a). Gasoviti
ozon pri koncentraciji od 12% w/w u kiseoniku moze da razgradi do 92% PAT u vodenoj

sredini (Cataldo, 2008).
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Tabela 2.5. Pregled metoda primenjenih za razgradnju mikotoksina u razlicitim tipovima voda
Tretman  Mikotoksin  Vrsta uzoraka Reakcioni uslovi Efikasnost uklanjanja Metoda odredivanja  Literatura
(%) sadrzaja mikotoksina
SSZ ZEA Estuarska voda; Ksenonova lampa Poluzivot: 28 + 4 min HPLC-FLD Emidio i dr., 2017
100 pg/dm? (A > 290nm);
pH=5,5-85
Recna voda; Ksenonova lampa Poluzivot: 136 £ 21 min  HPLC-FLD Emidio i dr., 2017
100 pg/dm?® (A > 290nm);
pH =5,5-8,5
Dejonizovana Ksenonova lampa Poluzivot: 1777 £ 412 HPLC-FLD Emidio i dr., 2017
voda; 100 pg/dm® (A > 290nm); min
pH=5,5-85
uv AFB: Vodeni rastvor; UV lampa 100 (<100 min) HPLC Liuidr., 2011
zracenje 5 mg/cm?
UCV; 0,69 pg/cm® UV lampasrednjeg 98 (40 min) LC-MS/MS Patras i dr., 2017
pritiska;
A =200-360 nm
Vodeni rastvor; UVC lampa 71 (30 min) UPLC Sousa, 2017
3 mg/dm?3
AFB:; UCV:; 0,46 pg/cm® UV lampa srednjeg 30 (40 min) LC-MS/MS Patras i dr., 2017

pritiska;
A =200-360 nm
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Tabela 2.5. Pregled metoda primenjenih za razgradnju mikotoksina u razlicitim tipovima voda — nastavak

Tretman  Mikotoksin  Vrsta uzoraka Reakcioni uslovi Efikasnost uklanjanja Metoda odredivanja  Literatura
(%) sadrzaja mikotoksina
AFG; UCV; 0,52 pg/em® UV lampasrednjeg 76 (40 min) LC-MS/MS Patras i dr., 2017
pritiska;
A =200-360 nm
DON Vodeni rastvo; UVC lampa; >96 (30 min) HPLC Murata i dr., 2008
30 mg/kg A =254 nm
OTA Vodeni rastvor; UV lampa srednjeg 100 (12 min) HPLC-DAD* Ibarzidr., 2015
100 pg/dm? pritiska; L =255 nm; osim na 15 °C
pH 7; 15-45 °C
Vodeni rastvor; UV lampa srednjeg 100 (40 min; 45 °C) HPLC-DAD Ibarz i dr., 2015
100 pg/dm?® pritiska; A = 255 nm;
pH 4; 15-45 °C
Vodeni rastvor; UVC lampa 79 (30 min) UPLC Sousa, 2017
3 mg/dm?®
PAT Vodeni rastvor; UV lampa srednjeg 100 (75 min; 65 °C) HPLC-DAD Ibarzidr., 2014
500 pg/dm?® pritiska; A =255 nm;
pH 7; 8-65 °C
Vodeni rastvor; UV lampa srednjeg 100 (40 min; 45 °C) HPLC-DAD Ibarzidr., 2014

500 pg/dm?®

pritiska; A =255 nm;
pH 4; 8-65 °C

*DAD — detektor sa nizom dioda
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Tabela 2.5. Pregled metoda primenjenih za razgradnju mikotoksina u razlic¢itim tipovima voda — nastavak
Tretman Mikotoksin  Vrsta uzoraka Reakcioni uslovi Efikasnost Metoda odredivanja  Literatura
uklanjanja (%) sadrzaja mikotoksina
ZEA Vodeni rastvor; UVC lampa; >97 (30 min) HPLC Murata i dr., 2008

30 mg/kg A =254 nm

Vodeni rastvor; UVC lampa 61 (30 min) UPLC Sousa, 2017

3 mg/dm?3
UV zracenje AFB1 UCV; UVA lampa; 70 (1200 mJ/cm?) HPLC-FLD Stanley i dr.,
(LED) 1 pg/lcm?® 4°C 2020

AFM; UCV; UVA lampa; 84 (1200 mJ/cm?) HPLC-FLD Stanley i dr.,

2 pg/cm?® 4°C 2020
Fotokataliticka DON Vodeni rastvor; UV lampa; 99 (254 nm, 30 min) ESI-MS, HPLC Bai i dr., 2017
razgradnja sa 15 ppm A =2541365nm
UV/grafein/ZnO
Fotokataliticka UCV; Ksenonova lampa; 100 (120 min) UPLC-TQD MS Zhou i dr., 2020
razgradnja sa 20 ppm pH 8; sobna
SSZ/UCNP@TIO2 temperatura;

1,3 mg/cm?
UCNP@TIO:

Fotokataliticka Dejonizovana Ksenonova lampa; 90 (120 min) HPLC-MS Wang i dr., 2019
razgradnja sa voda; A =420 nm; 25 °C;

SSZ/a-Fe203

4ug/em?®

0,1 mg/cm?® a-Fe;03
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Tabela 2.5. Pregled metoda primenjenih za razgradnju mikotoksina u razlicitim tipovima voda — nastavak

Tretman Mikotoksin Vrsta uzoraka Reakcioni uslovi Efikasnost Metoda odredivanja  Literatura
uklanjanja (%) sadrzaja mikotoksina
Fotokataliticka AFB1 Vodeni rastvor;  UVC lampa, 94 (30 min) UPLC Sousa, 2017
razgradnja sa 3 mg/dm?3 c(TiOz) = 0,02
UV/TiO; g/lcm®
OTA Vodeni rastvor;  UVC lampa, 97 (30 min) UPLC Sousa, 2017
3 mg/dm?3 ¢(TiO2) = 0,02
g/lcm®
ZEA Vodeni rastvor;  UVC lampa, 100 (30 min) UPLC Sousa, 2017
3 mg/dm?3 ¢(TiO2) = 0,02
g/lcm®
Pulsirajuca svetlost AFB: MeOH-H:0; Ksenonova lampa 93 (8 pulsnih HPLC Moreau i dr., 2011
5 pg/cm?® bljesaka)
DON Vodeni rastvor;  Ksenonova lampa 93 (8 pulsnih HPLC Moreau i dr., 2011
6, 8, 10 pg/cm? bljesaka)
OTA ACN i Ksenonova lampa 98 (8 pulsnih HPLC Moreau i dr., 2011
destilovana bljesaka)
voda; 5 pg/em?
ZEA ACN i Ksenonova lampa 84 (8 pulsnih HPLC Moreau i dr., 2011
destilovana bljesaka)
voda; 163, 342 i
722 ng/lcm?®
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Tabela 2.5. Pregled metoda primenjenih za razgradnju mikotoksina u razlicitim tipovima voda — nastavak
Tretman Mikotoksin Vrsta uzoraka Reakcioni uslovi Efikasnost Metoda odredivanja Literatura
uklanjanja (%) sadrzaja mikotoksina
y-zradenje ~ AFBi MeOH-H,0; 20  ®°Co; 0-10 kGy; - LC-Q-TOF Wang i dr., 2011
mg/dm?3 sobna temperatura
DON Dva puta 0Co; 10 °C; 1-50 kGy 100 (50 kGy) TLC, HPLC, GC-MS O'Neill i dr., 1993
destilovana voda;
500 pg/cm?®
ACN-H0; 0Co; 0-20 kGy 83 (20 kGy) LC-UV Liidr., 2019b
2 pg/dm?3
UCV; 2 pg/dm® 0Co; 0-20 kGy 100 (5 kGy) LC-UV Liidr., 2019b
3-acetil- Dva puta 0Co; 10 °C; 1-50 kGy 100 (50 kGy) TLC, HPLC, GC-MS  O'Neill i dr., 1993
DON destilovana voda;
500 pg/cm?
FB1 Standardni 0Co; 0,5-30 kGy 100 (0,5 kGy) HPLC-FLD D’Ovidio i dr., 2007
rastvor; 10
mg/cm?3
OTA Vodeni rastvor; 1-10 kGy 100 (10 kGy) TLC Kumar i dr., 2012
500 ng/cm?®
Dejonizovana 0Co; 0,4-8,6 kGy; 98 (8,6 kGy) HPLC-FLD Calado i dr., 2018
voda; 2,5 sobna temperatura
pumol/dm?
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Tabela 2.5. Pregled metoda primenjenih za razgradnju mikotoksina u razlicitim tipovima voda — nastavak

Tretman Mikotoksin Vrsta uzoraka Reakcioni uslovi Efikasnost uklanjanja (%) Metoda odredivanja  Literatura
sadrzaja
mikotoksina
Dejonizovana 0Co; 81 (2,4 kGy) HPLC-FLD Calado i dr.,
voda; 200 2,4110,3kGy; 2018
pumol/dm?® sobna temperatura
PAT Destilovana voda;  ®°Co; 0,5-5 kGy; >99 (1 kGy) HPLC-PDA Yunidr.,
50 ppm 15+0,5 °C 2008
Elektrohejska DON Vodeni rastvor, 0,02 mol/dm? NaCl; 93 (30 min) HPLC-UV/Vis Xiong i dr.,
oksidacija 10 mg/dm?® potencijal 0,5V 2019
Ozonizacija  AFB1i Tri puta Koronsko praznjenje; 100 (13,5 ppm Os; 3 min; HPLC-FLD Agriopoulou i
AFG destilovana voda; 8,540 ppm Os; 308,15 K) dr., 2016
2110 ppb 298,15-338,15 K
AFB; Tri puta Koronsko praznjenje; 54 AFB: i 30 AFG; 0,5 ppb; HPLC-FLD Agriopoulou i
AFG; destilovana voda; 8,540 ppm Os; 42 AFB2 117 AFG2 2,5 dr., 2016
0,51 2,5 ppb 298,15-338,15 K ppb; (308,15 K; 40 ppm Oz3)
DON UCV; 2pg/em® Koronsko praznjenje; 96 (15 s; 8 mg/dm? Os) UHPLC-Q-Orbitrap  Li i dr., 2019a
(0-8 mg/dm?® O3) MS
PAT Destilovana voda;  Elektrohemijski; 92 HPLC-DAD Cataldo, 2008

6,8 x107
mmol/dm?

12% w/w O3
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. HEMIKALIJE, RASTVORI I FOTOKATALIZATORI

Standardni rastvori fumonizina za kalibraciju. Fumonizin Mix rastvor
OEKANAL®, analiticki standard koncentracije 50 upg/cm® FB1 (69,20 pmol/dm?3,
Ca4HsoNO1s; CAS broj 118355-83-0; M, =721,84 g/mol) i 50 pg/cm® FB. (70,80
umol/dm?3;,CAS broj 116355-84-1; CssHsoNO1s; M = 705,83 g/mol) u smesi ACN—H,0
(50:50, v/v), Sigma-Aldrich, St. Louis, Article/Product 34143 i FB3 (CAS broj 1422359-
85-0; CasHsoNO1s; M, =705,83 g/mol) rastvor OEKANAL®, analiticki standard
koncentracije 50 pg/cm® (70,80 pmol/dm®) u smesi ACN-H20 (50:50, v/v), Sigma-
Aldrich, St. Louis, Article/Product 32606 su koriS¢eni za pripremu rastvora za kalibraciju
u masenim koncentracijama: 0,100; 0,250; 0,500; 1,00 i 2,00 pg/cm® (FB1: 0,138; 0,346;
0,693; 1,380; 2,770 umol/dm?3; FB, i FB3: 0,142; 0,354; 0,708; 1,416; 2,833 pmol/dm?) u
ACN-H20 (50:50, v/v) za svaki toksin.

Standardni rastvori fumonizina za tretmane razgradnje. Osnovni rastvor FB:
pripremljen je rastvaranjem oko 1,00 mg ¢vrstog FB1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, F1147, iz
F. moniliforme, approx. 98% TLC) u 100 cm? ultra¢iste vode (UCV; 13,9 pmol/dmd), a
rastvor FB: (Sigma-Aldrich, St. Louis, F3771, from F. moniliforme) rastvaranjem 1 mg u
100 cm® smese ACN—H,0 (50:50, v/v) (14,2 pumol/dm?®). Za tretmane razgradnje FBs
koriS¢en je isti osnovni standard kao za kalibraciju. Od osnovnih rastvora razblazivanjem
pomoéu UCV pripremani su radni rastvori koji su kori§éeni za fotorazgradnju.
Koncentracije ovih rastvora su bile: 1,00 pg/cm?® (1,39 pmol/dm?®) za FBs; 0,485 pg/cm?
(0,687 umol/dm?®) za FB; i 0,370 pg/cm? (0,425 pmol/dm?) za FBs.

Za ispitivanje uticaja matriksa nekoliko tipova voda na efikasnost fotorazgradnje
FB: pripremljen je radni standardni rastvor FB; koncentracije 13,9 pumol/dm?. Zatim je
5,00 cm® ovog radnog standardnog rastvora FB; razblazeno u odmernom sudu do 50 cm?®
sa ispitivanim tipovima voda (reka Dunav, podzemna, &esmenska i UCV), pri ¢emu je
koncentracija rastvora iznosila 1,39 pmol/dm?®, kao i pri ispitivanju uticaja pH i razli¢itih
tretmana na efikasnost razgradnje.

Svi standardni rastvori su bili zaStiCeni od svetlosti i Cuvani u frizideru na

temperaturi od 4 °C do 8 °C. Vodeni rastvor FB; stabilan je u mraku u periodu duzem od
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500 dana, dok je FB: pri istim uslovima stabilan 150 dana, koliko je prac¢ena njihova
stabilnost.

o-ftaldialdehid—2-merkaptoetanol reagens (OPA-MCE). 40 mg OPA (Sigma, St.
Louis, min. 99%) je rastvoreno u 1 cm® MeOH (HPLC gradient grade, Fisher Scientific,
Belgija), razblazeno sa 5 cm® 0,1 mol/dm? rastvora Na2B4O- (pro analysis, Zorka, Sabac,
Srbija) i zatim je dodato 50 ul MCE (reinst — reseach grade, Serva, Hajdelberg, Nemacka).
Reagens ¢uvan u dobro zatvorenom vijalu zasti¢en od svetla je stabilan 8 dana i koriS¢en je
za derivatizaciju fumonizina.

Pri ispitivanju efikasnosti indirektne fotolize fumonizina korisé¢eni su H202 (30%,
pro analysi, Sigma-Aldrich, St. Louis) i (NH4)2S20s (> 95%, Merck-Alkaloid, Skoplje,
Severna Makedonija), koji su odmeravani automatskom pipetom (H20.), odnosno na
mikrovagi (0,06380 g (NH4)2S20s) i razblazivani/rastvarani u odgovarajucoj zapremini.

Kao poluprovodnici za fotokataliticku razgradnju koris¢eni su komercijalni
katalizatori TiO2 Degussa P25 (75% anatas- i 25% rutil-faza, veli¢ina Cestica oko 20 nm
prema specifikaciji proizvodaca, specifiéna povrsina 53,2 m?/g i veli¢ina pora 0,134 cm®/g
(Tomi¢ i dr., 2015), TiO2 Wackherr “Oxyde de titane standard” u daljem tekstu “TiO2
Wackherr* (100% anatas, specificna povrsina 8,5 £ 1,0 mz/g, veli¢ina Cestica 300 nm
(Vione i dr., 2005)) i ZnO (Sigma-Aldrich, St. Louis, 99,9%, srednja veli¢ina kristalita
41,0 + 0,9 nm, specifi¢na povrsina 6,5 m?/g i specifi¢na zapremina pora 0,016 cm®/g (Fincur i
dr., 2017)).

Za proucavanje uticaja pH-vrednosti na kinetiku razgradnje fumonizina koris¢eni
su rastvori dobijeni razblazivanjem 30% NaOH (suprapur, Sigma-Aldrich, St. Louis) i
70% HCIO4 (99,999% trace metals basis, Merck-Alkaloid, Skopje, Severna Makedonija).

Uzorci voda su uzimani iz reke Dunav (Novi Sad), podzemna voda je uzeta kod
Stranda (Novi Sad), dok je esmenska voda uzorkovana iz lokalne vodovodne mreze (Novi
Sad). Uzorci svih navedenih tipova voda su procedeni kroz filter papir (Whatman, pre¢nik
125 nm, veli¢ina pora 0,1 um) pre koris¢enja i ¢uvani Su na temperaturi od 4 °C. Fizi¢ko-
hemijske karakteristike ispitivanih voda su prikazane u tabeli 3.1.

U cilju ispitivanja uticaja pojedinih jona i huminske kiseline na efikasnost direktne
1 indirektne fotolize vrSeno je njihovo dodavanje u koncentracijama koje su priblizno
jednake onim u ispitivanim vodama gde im je koncentracija najvisa. Za simuliranje uticaja
jona i organske materije koriS¢eni su: natrijum-hlorid i natrijum-hidrogenkarbonat

(ZorkaPharm, Sabac, Srbija), natrijum-nitrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska), natrijum-sulfat
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(MPhemija, Beograd, Srbija), magnezijum-hlorid i kalcijum-hlorid (Merck, Darmstad,

Nemacka) i huminska Kiselina (¢istoce technical, Fluka).

Tabela 3.1. Fizicko-hemijske karakteristike ispitivanih voda

Parametar Tip vode

gue:;v Podzemna Cesmenska UCV
pH 7,70 7,62 7,30 6,56
Provodljivost na 25 °C (uS/cm) 333 466 516 0,055
TOC (mg/dm?®) 2,30 0,78 1,80 <GD"
Floridi (mg/dm?) <GD" 0,469 0,130 <GD"
Hloridi (mg/dm?) 44,02 61,39 16,50 <GD"
Bromidi (mg/dm?) 0,080 0,090 <0,005 <GD"
Sulfati (mg/dm?) 15,52 0,486 35,0 <GD"
Nitrati (mg/dm?) 3,86 0,099 1,87 <GD"
Nitriti (mg/dm?) 2,76 17,53 <0,01 <GD"
Kalcijum (mg/dm?®) 0,136 <GD" 70,49 <GD"
Kalijum (mg/dm?®) 0,030 <GD" 3,75 <GD"
Litijum (mg/dm?®) <GD" 0,024 <0,005 <GD"
Fosfati (mg/dm?) 0,202 0,052 <GD" <GD"
Magnezijum (mg/dm?q) 0,078 0,129 20,3 <GD"
Natrijum (mg/dm?q) 0,043 0,219 19,2 <GD"
Amonijum-jon (mg/dm?) <GD" 15,76 <0,03 <GD"
Hidrogen-karbonat (mg/dm?) 209 768 238 <GD"

GD" - Granica detekcije

Pri odredivanju ukupnog organskog ugljenika (TOC) U razli¢itim tipovima voda
koris¢ena je 35% HCI (Lachema, Neratovice, Republika Ceska).

Mobilna faza. Koris¢ena je smesa MeOH-0,1 mol/dm® NaH,POs (extra pure,
Merck, Darmstad, Nemacka; 77:23, v/v) ¢iji je pH podesen na 3,35 sa H3PO4 (pro analysi,
Centrohem, Stara Pazova, Srbija). Mobilna faza je filtrirana kroz 0,22 pm membranski
filter (najlon, LLG, Meckenheim, Francuska) i degazirana u ultrazvu¢nom kupatilu.

Za procenu toksicnosti fumonizina, kao 1 meduprodukata nastalih tokom

fotorazgradnje koriS¢ene su sledec¢e hemikalije: fetalni tele¢i serum (FCS) 1 Dulbeco’s
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Modified Essential Medium (DMEM) (PAA Laboratories GmbH, Pashing, Austrija),
penicilin 1 streptomicin (Galenika, Beograd, Srbija), tripsin (Serva, Heidelberg, Nemacka),
etilendiamintetrasiretna kiselina (EDTA, Laphoma, Skopje, Severna Makedonija),
trihlorsiréetna Kiselina, tris(hidroksimetil)amino metan (TRIS, Sigma-Aldrich, St. Louis) i
sulforodamin B (SRB, Sigma, St. Louis). Prilikom procene toksi¢nosti koriSeceni su
standardni rastvori sva tri fumonizina slede¢ih koncentracija: za FB; 1,39; 2,87 i 13,9
umol/dm?; FB; 0,687; 3,43; 6,87 umol/dm?; FB3 0,425 i 1,06 pmol/dm?.

3.2. PRIPREMA UZORAKA I PROCES FOTORAZGRADN]JE

Razgradnja fumonizina vr$ena je u fotohemijskoj ¢eliji (ukupne zapremine oko 40
cm?®, debljina sloja teénosti 35 mm), u koju je odmereno 20 cm?® rastvora ispitivanog
jedinjenja. Celija je napravljena od pireks-stakla sa dvostrukim zidovima, pri ¢emu ima
jedan ravan zid na Kkoji je usmeren snop svetlosti (Abramovi¢ i dr., 2013). Pri direktnoj
fotolizi rastvor je sadrzao pojedinacne mikotoksine, a kada su bili u smesi, pripremljen je
takav odnos koncentracija da bude kao sto se javlja u prirodi (FB1:FB2:FB3 = 3:2:1). Zatim
je fotohemijska celija stavljena na magnetnu mesalicu i reakciona smeSa je termostatirana
na 25,0 °C uz mesanje u struji kiseonika. Pri ozracivanju rastvor je neprekidno mesan na
magnetnoj mesalici u struji Oz (3,0 cm®min) &ime je postignuta njegova stalna
koncentracija tokom ozracivanja (slika 3.1).

Pri ispitivanju efikasnosti procesa indirektne fotolize, kao i uticaja koncentracije
H202, odnosno (NH4)2S20g na efikasnost razgradnje fumonizina, u fotoéeliju koja je
sadrzala 20 cm® rastvora fumonizina je dodata i odgovarajuéa zapremina rastvora
H202/(NHa4)2S20g tako da je njihova koncentracija bila u opsegu koncentracija od 0,07—
0,28 mmol/dm?, pri ¢emu promena ukupne zapremine reakcione smese nije bila veéa od
10%. Postupak je zatim bio kao i pri direktnoj fotolizi.

Pri proucavanju efikasnosti fotokatalize, u rastvor odgovaraju¢eg fumonizina
dodato je i 20 mg fotokatalizatora (1,0 mg/cm?). Posle toga, vodena suspenzija fumonizina
I katalizatora je sonifikovana u ultrazvu¢nom kupatilu (50 Hz) u mraku tokom 15 min
kako bi veli¢ina Cestica fotokatalizatora bila ujednacena i1 kako bi se postigla ravnoteza
procesa adsorpcije i desorpcije. Nakon toga je fotohemijska celija stavljena na magnetnu

mesalicu 1 postupak je bio kao pri direktnoj fotolizi.
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Slika 3.1. Aparatura za ozracivanje; (1) ulaz za kiseonik; (2) Zivina lampa
visokog pritiska/halogena lampa; (3) fotocelija sa dvostrukim zidom, (4)
cirkularni termostat, (5) magnetna mesalica; (6) otvor za uzimanje uzorka i
merenje pH; (7) ravan zid Celije (Abramovic i dr., 2013).

Kao izvor UV zradenja, kori$éena je Zivina lampa visokog pritiska intenziteta od
5,30 mW/cm? (Philips, HPL-N, 125 W) sa emisionim trakama u UVB (290, 293, 296, 304
i 314 nm) i UVA (335 i 366 nm) oblasti zracenja sa emisionim maksimumom na 366 nm
zajedno sa odgovaraju¢im konkavnim ogledalom. Kao izvor SSZ je koriS¢ena halogena
lampa (Philips, 50 W), intenziteta 63,85 mW/cm? u vidljivoj oblasti i 0,22 mW/cm? UV
oblasti. Energetski fluksevi UV i Vis zracenja su mereni upotrebom Delta Ohm (Padova,
Italija) radiometra sa senzorima: LP 471 UVA (spektralna oblast 315-400 nm) za UV
oblast i LP 471 RAD (spektralna oblast 400-1050 nm) za Vis oblast.

Za ispitivanje uticaja matriksa nekoliko tipova voda na efikasnost fotorazgradnje
FB: pripremljen je rastvor FB; koncentracije 2,78 pumol/dm?®. U fotoéeliju je odmereno
10,00 cm® navedenog rastvora FB: i 10,00 cm® svake od ispitivanih tipova voda (reka
Dunav, podzemna, &esmenska i UC voda), tako da je koncentracija rastvora FB; iznosila
1,39 pmol/dm?® kao i pri ispitivanju uticaja razli¢itih tretmana na efikasnost razgradnje
FB1. Pri ispitivanju pojedina¢nog uticaja jona i huminske kiseline, u fotohemijsku ¢eliju u
kojoj se nalazio rastvor fumonizina je dodato 100 pl rastvora (natrijum-hlorida, natrijum-
nitrata, natrijum-sulfata, ili huminske kiseline), odnosno odgovaraju¢a masa (magnezijum-
hlorida, kalcijum-hlorida ili natrijum-hidrogenkarbonata) soli ispitivanog jona, odnosno

huminske kiseline. Postupak je zatim bio kao i pri direktnoj/indirektnoj fotolizi. Pored
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toga, simuliran je i sastav ispitivanih tipova voda, dodatkom rastvora koji je sadrzao smesu
svih prethodno navedenih jona i huminske kiseline u odgovaraju¢im koncentracijama za
odredeni tip vode.

Svi eksperimenti su izvedeni bez podeSavanja pH (u daljem tekstu prirodan pH),

osim u slucaju kada je ispitivan uticaj pocetne pH-vrednosti na efikasnost razgradnje, kao i

pri primeni tretmana sa S,0Z2 . U tom slucaju, pH-vrednost je podesavana dodavanjem

vodenog rastvora NaOH ili HCIO4 (0,10 mol/dm3) pre fotorazgradnje. Promena pH-
vrednosti tokom razgradnje pracena je upotrebom kombinovane staklene elektrode (pH-
elektroda SenTik 20, VTV, Thermo Fisher Scientific, MA, SAD) povezane sa pH-metrom
(pH/Cond 340i, VTV).

3.3. ANALITICKI POSTUPCI

Postupak za praéenje toka fotorazgradnje tecnom hromatografijom. Alikvoti
reakcione smese (0,4 cm?® dozvoljena promena zapremine 10%) uzimani su pre pocetka
zracenja kao i tokom zracenja, u odredenim vremenskim intervalima kako bi se pratila
kinetika fotorazgradnje fumonizina. Suspenzije koje su sadrzale katalizator, filtrirane su
kroz membranski filter (Sartorius™ Minisart™, celulozno acetatni, sterilan, 0,45 pm,
Nemacka). Odsustvo adsorpcije fumonizina na filteru i katalizatoru potvrdeno je HPLC—
FLD sistemom.

Radi derivatizacije fumonizina pre HPLC-FLD odredivanja, alikvot od 0,1 cm?®
reakcione smese pomesan je sa 0,1 cm® OPA-MCE reagensa, na sobnoj temperaturi, uz
mesanje tokom 1 min. Derivatizovan rastvor je profiltriran kroz PTFE $pric-filter (ESF-
PT-04-022; 0,22 um; 4 mm; Kinesis Ltd. Cambridgeshire, Velika Britanija) direktno u
vijalu sa insertom od 200 ul (Supelco, Bellefonte, SAD). 10 ul derivatizovanog rastvora je
injektovano u HPLC—FLD sistem. Kao §to je ve¢ receno u odeljku 3.1, mobilna faza se
sastojala od MeOH—0,1 mol/dm® NaH,PO4 (77:23, v/v), pH-vrednost podesena na 3,35 sa
HsPOQs, izokratsko eluiranje, protok 0,8 cm®/min, talasna duzina ekscitacije 335 nm, a
emisije 440 nm. Temperatura analitiCke kolone je bila 30 °C, a fluorescentnog detektora 50
°C. pH mobilne faze je podeSavan pomocu pH-metra (Consort C830, Turnhout, Belgija) i
mobilna faza je zatim degazirana u ultrazvuénom kupatilu (Sonis 3, Iskra, Sentjernej,

Slovenija).
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Oprema za te¢nu hromatografiju se sastojala od HPLC—FLD sistema Thermo
Scientific Dionex UltiMate 3000 Series, sa fluorescentnim detektorom FLD 3100,
autosemplerom WPS-3000, degazerom, kvaternernom pumpom i Hypersil GOLD
kolonom 150 x 3 mm, pre¢nik zrna 3 um (Thermo Scientific, Germering, Nemacka; slika

3.2). Sistem je kontrolisan pomocu softvera Chromeleon 7 istog proizvodaca.

Slika 3.2. Tecni hromatograf.

Kalibracione krive za odredivanje koncentracije fumonizina tokom fotorazgradnje
prikazane su na slici 3.3 zajedno sa jednacinama pravih. Kao $to se moze videti,
koeficijenti korelacije za sva tri fumonizina su >0,988.

Pri odgovaraju¢im eksperimentalnim uslovima za izraCunavanje prividne konstante
brzine reakcije razgradnje (k') i brzine reakcije (R) primenjen je model reakcije pseudo-
prvog reda, gde su na osnovu kinetickih krivih na kojima je prikazana koncentracija
fumonizina (Inc) u zavisnosti od vremena ozracivanja (t) izracunati kineticki parametri.

Provodljivost svih tipova voda je odredena primenom konduktometra tip MA 5966
(Iskra Elektronika).
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Slika 3.3. Kalibracione krive za odredivanje OPA derivata fumonizina B1, B2 i B3,
HPLC—FLD metodom i jednacine prave. Sastav mobilne faze: MeOH—0,1 mol/dm®

NaH:PO4 (77:23, v/v), pH 3,35; protok 0,8 cm®/min.
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Za odredivanje sadriaja anjona i katjona u svim ispitivanim vodama, koris¢en je
jonski hromatograf. Injektovano je 10 pl uzorka i analizirano na jonskom hromatografu
DIONEX ICS 3000 Reagent-Free IC sa konduktometrijskim detektorom (ASRS ULTRA
II, 4 mm). Za odredivanje katjona je koriS¢ena IonPac CS12A (250 mm x 4 mm, precnik
zrna 7,5 um) analiticka kolona sa pretkolonom IonPac CG12 Guard (4 mm X 50 mm,
precnik zrna 9,0 pum), a mobilna faza je bio rastvor metansulfonske kiseline.
Hromatografisanje je vrSeno u izokratskim uslovima 20 min, pri koncentraciji
metansulfonske kiseline od 40 mmol/dm? i protoku 1,0 cm®min. Za odredivanje anjona
koriS¢ena je AS19 Analytical (4 mm x 50 mm, prec¢nik zrna 9,0 pm) analiticka kolona sa
pretkolonom IonPac AG19 Guard (4 mm x 50 mm, pre¢nik zrna 9,0 um), a mobilna faza
bio je rastvor KOH. Hromatografisanje je vrSeno takode u izokratskim uslovima 20 min,
pri koncentraciji KOH od 40 mmol/dm?® i protoku 1,0 cm®min. Radna temperatura za
anjone i katjone bila je 30°. Parametri konduktometrijske detekcije uz supresiju
provodljivosti mobilne faze su: pozadinska provodljivost 0,5-2 uS, Sum < 5 nS/min i
pritisak ~2500 psi.

Za odredivanje TOC-a u svim ispitivanim vodama koris¢en je instrument
Elementar Liquid TOC Il prema Standard US EPA Method 9060A. Neposredno pre
odredivanja TOC-a u slepu probu i u uzorke je dodato po 0,05 cm? 35% HCI.

Postupak za pracenje toksi¢nosti. Citotoksi¢ni efekat procenjen je na osnovu rasta
Cetiri Celijske linije sisara: hepatoma pacova (H-4-11-E, ATCC CRL-1548), bubrega hrcka
(BHK, ATCC CRL-1632), neuroblastoma misa (Neuro-2a, ATCC CCL-131) i humanih
pluéa (MRC-5, ECACC 84101801). Celijske linije su kultivisane u DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) medijumu (slika 3.4) sa dodatkom 10% FCS, 100 pg/cm®
streptomicina i 100 1U/cm?® penicilina, u posudama od 25 cm?® (Corning, New York, USA)
pri temperaturi od 37 °C u atmosferi od 5% CO: i visokoj relativnoj vlaznosti vazduha.
Celijske linije su sub—kultivisane dva puta nedeljno, a jednoéelijska suspenzija je dobijena
koriS¢enjem 0,1% tripsina sa 0,04% EDTA.

Za ispitivanje citotoksi¢nog efekta FB1, FB2 | FB3 na rast Celijskih linija, koris¢eni
su standardni rastvori u razli¢itim koncetracionim opsezima, kako je navedeno u odeljku
3.1. Pored toga, ispitana je i citotoksi¢nost smeSa koje su dobijene tokom fotorazgradnje
fumonizina. Za ova ispitivanja uzimani su alikvoti od po 1 cm?® standardnih rastvora
fumonizina, zatim rastvora fumonizina pre pocetka fotorazgradnje i u razliCitim

vremenskim intervalima tokom ozra¢ivanja, osim u slucaju fotokatalize, gde su uzimani
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alikvoti od po 1 cm?® suspenzije samo nakon fotorazgradnje u trajanju od 60 min. Uzorci su
potom procedeni kroz membranske filtere (Sartorius™ Minisart™, celulozno acetatni,
sterilan, 0,45 pm). Od standardnih rastvora i smeSa odmeravano je 20 pl i dodato u 180 pl
medijuma sa testiranom celijskom kulturom, tako da je razblazenje iznosilo 10. Uzorak za
kontrolu pripremljen je dodavanjem 20 ul UCV u 180 pl medijuma sa testiranom kulturom

¢elija.

Slika 3.4. Priprema Celijskih linija

Celijski rast je kvantifikovan kolorimetrijski SRB testom (Skehan i dr., 1990;
Cetojevié-Simin i dr., 2012). Celije su posejane u 96-komorne mikrotitar plode (Sarstedt,
Newton, USA) pri ¢emu je gustina sadenja iznosila 3-8 x 10° éelija/otvoru u zapremini od
180 pl i preinkubirane u medijumu u koji je dodat 5% FCS tokom 24 h, na temperaturi od
37 °C. Nakon toga, po 20 pl uzorka (test, slepe probe i kontrole) dodato je u odgovarajucée
otvore. Mikroploge su zatim inkubirane dodatnih 48 h na 37 °C (Cetojevi¢-Simin i dr.,
2012). Celijski rast je kvantifikovan kolorimetrijski SRB testom (Skehan i dr., 1990).
Celije su fiksirane upotrebom 50% trihlorsiréetne kiseline (1 h, na +4 °C), isprane dva puta
destilovanom vodom (Wellwash 4, Labsystems; Helsinki, Finland) i bojene 0,4% SRB (30
min, na sobnoj temperaturi). Nakon toga, ploce su isprane 1% rastvorom siréetne kiseline
da bi se uklonila nevezana boja. Boja vezana za protein je ekstrahovana upotrebom 10
mmol/dm? TRIS baze. Apsorbancija je merena na ¢itacu mikroploca (slika 3.5; Multiscan
Ascent, Labsystems; Helsinki, Finland) na 540/620 nm.
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Slika 3.5. Fotometar

Uticaj na Celijski rast je izracunat kao procenat od kontrole (%K) po jednacini:

WK = A % 100
A

=3

gde je At aposrbancija test uzorka, Ac aposrbancija kontrole.

Podaci su prikazani kao srednja vrednost £SD dva eksperimenta, svaki u
kvadriplikatu (n = 4).

Za sve tretmane konstruisane su krive zavisnosti ¢elijskog rasta u odnosu na
koncentraciju (dozno zavisne krive), a 1Cso vrednosti (koncentracije koje dovode do
inhibicije ¢elijskog rasta za 50%) su izraunate upotrebom OriginPro 8 SRO (Origin-Lab
Corporation, Northampton, SAD) softvera.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. DIREKTNA FOTOLIZA (Jevti¢idr., 2021)

UV zracenje je Siroko koriSéeni postupak za dezinfekciju vode za pice i predstavlja
perspektivan proces za preciS¢avanje otpadnih voda. S obzirom da pH-vrednost moze da se
razlikuje kod razlicitih vrsta voda u kojima su prisutni mikotoksini, ispitan je uticaj
pocetne pH-vrednosti na efikasnost fotorazgradnje FB1 u opsegu pH 4,0-10,0 tokom
tretmana UV zracenjem. Na slici 4.1 prikazani su hromatogrami dobijeni tokom razgradnje
FB1 primenom UV zracenja pri pH 10. Kao §to se moze videti u periodu od 180 min,
koliko je pracena fotorazgradnja, visina pika FB1 opada §to ukazuje da dolazi do njegove

razgradnje mada ne u potpunosti.

\/\~ Vreme ozracivanja (min)
0

i i\ /
v " ,"|
5 | Sl 60
% f \
/ L/ R 120
180
min
Mo 050 100 150 200 25 300 350 400 45 SO0 S50 600 650 6

Slika 4.1. Hromatogrami fotolize FB1 (1,39 pmol/dm?®) primenom UV zracenja pri pH 10,0.

Na slici 4.2 je prikazan uticaj pocetne pH-vrednosti na efikasnost razgradnje FB;.
Kao $§to se moze videti sa smanjenjem pocetne pH-vrednosti od pH 10,0 do pH 5,0
efikasnost fotolize FB; raste. Medutim, dalje smanjenje pH-vrednosti do pH 4,0 nema
znacajnijeg uticaja na brzinu fotolize. Pod primenjenim eksperimentalnim uslovima,
reakcija je pratila kinetiku pseudo-prvog reda. Na osnovu kineti¢kih krivih In(c/co) U

odnosu na vreme t, izraGunate su vrednosti prividne konstante brzine reakcije psedo-prvog
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reda, k’(tabela 4.1). Kao $to se moze videti njihove vrednosti se kre¢u u opsegu od 0,007
do 0,033 min?, pri ¢emu je linearni koeficijent korelacije veéi od 0,985, za prvih 60 min
ozracivanja. Pracenje promene pH-vrednosti tokom fotorazgradnje moze nam dati uvid u
promene koje se deSavaju u ispitivanom sistemu, iako promena pH-vrednosti direktno
odgovara kinetici fotorazgradnje samo kada su u pitanju mnogo jednostavniji molekuli
(Theurich i dr., 1996) nego $to je to slucaj sa fomonizinima. Merenjem pH-vrednosti

tokom ovog tretmana utvrdeno je da se pH ne menja.
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Slika 4.2. Uticaj pocetne pH-vrednosti na efikasnost fotolize FB1 (1,39 umol/dm?)
primenom UV zracenja: 1) 4,0; 2) 5,0, 3) 7,0, 4) 8,0; 5) 10,0.

Uticaj pocetne pH-vrednosti na brzinu razgradnje FB1 primenom SSZ ispitan je pri
pH 4,0; 8,0 1 10,0 (slika 4.3). Najveca efikasnost je uo€ena pri pH 4,0, dok je najmanja pri
pH 10,0. Pri pH 4,0 i 8,0 vrednosti prividne konstante brzine razgradnje iznose 0,011 i
0,007 min (tabela 4.1), pri ¢emu je koeficijent korelacije veéi od 0,99, za prvih 60 min
ozracivanja u oba slucaja. Prividna konstanta brzine razgradnje znacajno opada pri pH
10,0 i iznosi 0,0009 min, dok je linearni koeficijent korelacije 0,96. pH-vrednost je
pracena i tokom razgradnje FB1 pod uticajem SSZ, pri ¢emu takode nisu uocene znacajnije
promene, osim pri pH 10,0, kada pH-vrednost u toku 180 min ozra¢ivanja opadne za oko
jednu pH-jedinicu. Ukoliko se uporedi uticaj pocetnog pH na efikasnost razgradnje FB1 pri
UV i SSZ, moze se zakljuciti da ima isti trend u ispitivanom opsegu pH-vrednosti. Dakle,

primenom obe vrste zraCenja, efikasnost razgradnje se povecava sa opadanjem pH-
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vrednosti. Ukoliko se uporedi efikasnost razgradnje FB1 primenom razlic¢itih izvora
zraCenja, efikasnost fotoliticke razgradnje primenom SSZ je manja u poredenju sa
razgradnjom pod dejstvom UV zracenja, posebno pri nizem pH (ako se uporeduju

apsolutne vrednosti).

Tabela 4.1. Uticaj pocetne pH-vrednosti na prividnu konstantu brzine fotolize FB:
(1,39 pmol/dm?®) primenom UV i SS zracenja

pH uv SSZ
k'a (minY) rP k2 (minY) ro
4,0 0,031 0,999 0,011 0,995
5,0 0,033 0,999 _ _
7.0 0,022 0,996 _ _
8,0 0,009 0,985 0,007 0,993
10,0 0,007 0,993  0,0009 0,959

Prividna konstanta brzine razgradnje izra¢unata za prvih 60 min
ozracivanja.
bLinearni regresioni koeficijent.

Uticaj pocetne pH-vrednosti na brzinu razgradnje FB1 primenom SSZ ispitan je pri
pH 4,0; 8,01 10,0 (slika 4.3). Najveca efikasnost je uocena pri pH 4,0, dok je najmanja pri
pH 10,0. Pri pH 4,0 i 8,0 vrednosti prividne konstante brzine razgradnje iznose 0,011 i
0,007 min? (tabela 4.1), pri ¢emu je koeficijent korelacije veéi od 0,99, za prvih 60 min
ozraCivanja u oba slucaja. Prividna konstanta brzine razgradnje znacajno opada pri pH
10,0 i iznosi 0,0009 min™, dok je linearni koeficijent korelacije 0,96. pH-vrednost je
pracena i tokom razgradnje FB1 pod uticajem SSZ, pri ¢emu takode nisu uocene znacajnije
promene, osim pri pH 10,0, kada pH-vrednost u toku 180 min ozracivanja opadne za oko
jednu pH-jedinicu. Ukoliko se uporedi uticaj pocetnog pH na efikasnost razgradnje FB1 pri
UV i SSZ, moze se zakljuciti da ima isti trend U ispitivanom opsegu pH-vrednostima.
Dakle, primenom obe vrste zracenja, efikasnost razgradnje se povecava sa opadanjem pH-
vrednosti. Ukoliko se uporedi efikasnost razgradnje FB: primenom razli¢itih izvora
zraCenja, efikasnost fotoliticke razgradnje primenom SSZ je manja u poredenju sa
razgradnjom pod dejstvom UV zraCenja, posebno pri nizem pH (ako se uporeduju

apsolutne vrednosti).
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Slika 4.3. Uticaj pocetne pH-vrednosti na efikasnost fotolize FB1 (1,39 umol/dm?)
primenom SSZ: 1) 4,0; 2) 8,0; 3) 10,0.

Posto je efikasnost direktne fotolize FB1 pri pocetnom pH 4,0 bila prakti¢no
najveca, a pH prirodnih voda je najces¢e oko 8,0, ispitan je uticaj ove dve pocetne pH-
vrednosti na efikasnost direktne fotolize FB2 primenom UV zracenja. Nadeno je da je pri
pocetnom pH 8,0 brzina razgradnje FB> manja nego FB: (slika 4.4, krive 1 i 3), iako bi se
imajuci u vidu da je koncentracija FB2 manja, moglo ocekivati suprotno. Naime, nakon 90
min ozra¢ivanja razgradi se oko 56% FB1, odnosno oko 30% FB>. Medutim, pri po¢etnom
pH 4,0 dobijene kineticke krive za FB2 su bile neocekivanog oblika. Naime, nakon 20 min
ozra¢ivanja kineti¢ka kriva naglo pocinje da menja oblik, pri ¢emu odnos C/Co poCinje da
raste, a zatim da opada u viSe ciklusa. Ovakav oblik kinetickih krivih moZe biti posledica
nastajanja intermedijera koji nisu adekvatno razdvojeni od FB2. Zbog toga je nadalje
proucavanje fotorazgradnje FB2 primenom svih tretmana vr$eno isklju¢ivo pri pH oko 8,0.

Tokom razgradnje FB2 pocetna pH-vrednost se smanji za oko 0,5 pH-jedinica.
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Slika 4.4. Efikasnost fotolize FB1 i FB2 primenom UV zracenja pri prirodnom pH: 1) FB:
(pH 8,0); 2) FB1 u prisustvu FB2 (pH 7,3); 3) FB2 (pH 8,3); 4) FB2 u prisustvu FB;1 (pH
7,3). ¢(FB1) = 1,39 umol/dm?3; ¢c(FB2) = 0,687 pumol/dm?.

Isto tako je ispitano da li postoji sinergisti¢ki efekat izmedu FB1 i FB; kada se
nalaze u smesi na efikasnost direktne fotolize primenom UV zracenja. Kao Sto se na slici
4.4 moze videti (krive 2 1 4) dolazi do sinergistickog efekta pri ¢emu se brzina razgradnje
FB1 smanjuje, dok se FB2 povecava u odnosu na slucajeve kada se ne nalaze u smesi.
Naime, kada se nalaze u smesi u vodenoj sredini, za 90 min ozracivanja razgradi se oko
38% FB1 (18% manje), odnosno oko 43% FB> (13% vise).

Na slici 4.5 prikazana je efikasnost razgradnje FB1 i FB2 u smesi primenom SSZ.
Zbog nepravilnog oblika kineticke krive pri pH 4,0 tokom razgradnje FB>, ovaj tretman je
primenjen samo pri prirodnom pH koji je oko 7. Direktnom fotolizom FB: i FB2 koji se
nalaze u smesi, dobijen je nepravilan oblik kineticke krive pri ¢emu odnos c/co opada i
raste u vise ciklusa. Naime, na slici 4.5, kriva 2 pokazuje naizmeni¢ano smanjenje i
povecanje koncentracije FB1 koji se nalazi u prisustvu FB2, pri ¢emu procenat razgradnje
nakon 90 min iznosi samo 19%. Slican trend zabelezen je i prilikom razgradnje FB2 u
prisustvu FB1 (slika 4.5, kriva 3), pri ¢emu je procenat razgradnje nesto nizi i iznosi oko
9%. Ovakav oblik kinetickih krivih moze biti posledica nastajanja intermedijera pri
razgradnji FB: koji nisu adekvatno razvojeni od FB1 i FB> i detektuju se zajedno sa jednim

od fumonizina.
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Slika 4.5. Efikasnost fotolize FB1 i FB2 primenom SSZ pri prirodnom pH: 1) FB: (pH 8,0);
2) FB1 u prisustvu FB; (7,0); 3) FB, u prisustvu FB1 (7,). ¢(FB1) = 1,39 umol/dm?3;
c(FB2) = 0,687 pmol/dm®,

Imajuci u vidu da su vodeni rastvori FB1 i FB> stabilni (ne hidrolizuju) ¢ak i na
temperaturi od 100 °C (Jackson i dr., 1996a; 1996b), moze se zakljuciti da pri ozracivanju
reakcione smeSe UV 1 SS zracenjem ne dolazi do hidrolize, tj. da je razgradnja fumonizina

samo posledica njihove fotolize.

4.2. INDIREKTNA FOTOLIZA (Jevticidr., 2021)

4.2.1. Indirektna fotoliza primenom H:0:

Pocetna koncentracija H202 je veoma vazan parametar koji utice na efikasnost
UV/H:0; tretmana. Zato je ispitan uticaj pocetne koncentracije H202 u opsegu od 0,074—
0,278 mmol/dm® na kinetiku fotolize FB1 pri poéetnom pH 8,0 i 4,0 primenom UV
zraCenja. Odabran je ovaj opseg koncentracija H202 (50-200 puta veca od koncentracije
FB1) jer se pokazalo da u tom opsegu koncentracija pri indirektnoj fotolizi drugih supstrata
ima znacajan uticaj na efikasnost razgradnje (Abramovi¢ i dr., 2010). Na slici 4.6 prikazani

su hromatogrami dobijeni pri razgradnji FB1 primenom UV/H2O; tretmana, pri ¢emu je
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koncentracija HO2 iznosila 0,074 mmol/dm®. Kao §to se moze videti primenom
navedenog tretmana dolazi do postepenog smanjenja pika koji odgovara FB1, pri ¢emu je

nakon 90 min tretmana skoro potpuno uklonjen.
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Slika 4.6. Hromatogrami razgradnje FB; (1,39 pmol/dm®) primenom UV/H.O; tretmana pri
pH 8,0. ¢(H202) = 0,074 mmol/dm3.

Kao sto se moze videti na slici 4.7a efikasnost UV/H20- tretmana raste sa porastom
koncentracije H202 pri poc¢etnom pH 8,0 u ispitivanom opsegu koncentracija H2O2. U
poredenju sa direktnom fotolizom, brzina razgradnje FB1 pri dodatku H202 je znacajno
veca. Naime, FB1 se za 60 min ozracivanja razgradi 89%, 96% i 100% pri koncentracijama
H,0, 0,074; 0,147 i 0,278 mmol/dm?3, redom.
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Slika 4.7. Uticaj pocetne koncentracije H202 (mmol/dm?®) na efikasnost razgradnje FB;

(1,39 pmol/dm?®) primenom UV/H,0> tretmana pri (a) pH 8,0 i (b) pH 4,0: 1) 0; 2) 0,074;
3) 0,147; 4) 0,278.

Za to vreme se primenom direktne fotolize razgradi samo 40% FB; sto ukazuje da
se u prisustvu H2O» efikasnost razgradnje poveca preko dva puta. Pri ispitivanju uticaja
koncentracije H2O2 na efikasnost razgradnje FB1 pri po¢etnom pH 4,0 nadeno je da je on

nesto drugadiji (slika 4.7b). Naime, sa porastom koncentracije H20, do 0,147 mmol/dm?
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(slika 4.7b, krive 1-3) raste i efikasnost uklanjanja FB1, da bi pri daljem povecéanju (0,278
mmol/dm?) pocela da opada (slika 4.7b, kriva 4). Medutim, ovaj efekat je izrazen samo u
prvih 10 min tretmana, da bi ve¢ pri 20 min ozracivanja efikasnost razgradnje u oba
slucaja prakti¢no bila ista. Tako nakon 20 min ozra¢ivanja, FB1 se razgradi 68%, 81% i
79% pri koncentraciji H.O, 0,074; 0,147 i 0,278 mmol/dm?, redom. Za isto vreme
primenom direktne fotolize se razgradi 47% FBi, $to ukazuje da je pri pH 4,0 doprinos
direktne fotolize ukupnoj efikasnosti nesto veci.

Uporedujuci uticaj po¢etnog pH na efikasnost razgradnje FB1 primenom UV/H20:
tretmana moze se konstatovati da je pri pH 4,0 vec¢a nego pri pH 8,0. Prividne konstante

brzine razgradnje za UV/H20- tretman date su u tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Uticaj pocetne koncentracije H2O> na prividnu konstantu brzine razgradnje
FB1 (1,39 pmol/dm?) primenom UV/H,0; tretmana pri pH 8,0 i 4,0

pH Koncentracija H.0; k" (min?) ré
(mmol/dm?d)

8,0 0 0,009° 0,985
0,074 0,038° 0,999
0,147 0,044° 0,999
0,278 0,071° 0,999

4,0 0 0,031° 0,999
0,074 0,054¢ 0,986
0,147 0,166° 0,976
0,278 0,076¢ 0,992

&Linearni regresioni koeficijent.

bPrividna konstanta brzine razgradnje izra¢unata za prvih 60 min ozraéivanja.
°Prividna konstanta brzine razgradnje izracunata za prvih 30 min ozra¢ivanja.
dPrividna konstanta brzine razgradnje izra¢unata za prvih 20 min ozra¢ivanja.
®Prividna konstante brzine razgradnje izracunata za prvih 10 min ozra¢ivanja.

Ovakav uticaj pH na efikasnost UV/H20: tretmana je verovatno posledica uticaja
pH na oksidacioni potencijal *OH-radikala (koji nastaju pri fotolizi H20., reakcija 2.1) i
koji je u kiseloj sredini 2,7 V, dok je u alkalnoj samo 1,8 V (Wu i dr., 2016). Pored toga,
brzina samorazgradnje H20- u velikoj meri zavisi od pH. H2O> se najéesc¢e Kkoristi u blago

kiseloj sredini (pH 5,0) zbog velike brzine samorazgradnje pri viSim pH (reakcija 4.1).
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Utvrdeno je da su konstante brzine reakcije samorazgradnje H>O> prvog reda i iznose
2,29 x 1072 7,40 x 102 min~! pri pH 7,0, odnosno 10,5 (Chu, 2001).

2 Hy02 — H20 + O, (4.1)

Efikasnost razgradnje FB: primenom UV/H20: tretmana, kao §to je vec bilo
pomenuto, pri pocetnom pH 8,0 raste u celom ispitivanom opsegu koncentracija H202, dok
pri pH 4,0 dostize maksimum pri 0,147 mmol/dm® H,0,. Ovakav trend pri pH 4,0 je
verovano posledica dva paralelna efekta. Prvo, veca konentracija H202 dovodi do vece
koncentracije "OH u stanju ravnoteze (reakcija 2.1) i na taj nacin povecava dostupnost
‘OH-radikala za razgradnju FB1. Drugo, H20: takode deluje kao hvata¢ ‘OH, produkujuéi

mnogo manje reaktivne HO; vrste (reakcija 2.2, Abramovi¢ i dr., 2010). Uticaj hvataca

postaje znaCajan pri vi§im koncentracijama H2O, te je prisutno manje ‘OH-radikala za
uklanjanje FB:1. Ovakav trend se ne javlja pri pH 8,0 verovatno zbog manje brzine
generisanja "OH iz H.Ox.

Takode je prac¢eno da li dolazi do promene pH tokom UV/H20; tretmana, pri cemu
je nadeno da se pri pocetnom pH 4,0 pH-vrednost reakcione smese tokom tretmana ne
menja, dok pri pocetnom pH 8,0 dolazi do smanjenja pH-vrednosti za oko 0,7 pH-jedinica.

lako se pri poc¢etnom pH 8,0 FB1 neSto sporije razgraduje u poredenju sa pH 4,0,
efikasnost razgradnje je dovoljno velika tako da se ovi uslovi tretmana mogu primeniti na
razlicite tipove voda bez podesavanja pH.

Posto je razgradnja FB:1 pri pocetnom pH 8,0 najefikasnija koris¢enjem
0,278 mmol/dm® H.0,, ova koncentracija je primenjena i pri ispitivanju efikasnosti
razgradnje FB: i FB3. Na slici 4.8 su prikazani hromatogrami dobijeni pri razgradnji FB3 u
periodu od 90 min primene UV/H,0; tretmana. Kao §to se moze videti primenom 0v0g
tretmana dolazi do razgradnje FBs ali ipak i nakon 90 min ozra¢ivanja razgradnja FB3 nije
potpuna.

Nesto nizi pocetni prirodni pH (7,2) pri razgradnji FB3 (slika 4.9, krive 3 i 5) nego
u slucaju FB1 je verovatno posledica njihovih strukturnih karakteristika. Imaju¢i u vidu da
je pri nizem pH efikasnost razgradnje FB1 veca, moglo se ocekivati da ¢e biti sli¢no i pri
razgradnji FB> i FB3. Medutim, kao $to se moze videti sa slike 4.9, efikasnost razgradnje
fumonizina opada u slede¢em nizu FB1 > FB3 > FB>. Naime za 60 min ozra¢ivanja FB; se

skoro u potpunosti ukloni iz sistema (99%), dok se FBz i FB2 uklone 54% iako je
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koncentracija FB1 najveca. Ovo ukazuje da iako je razlika u strukturnim formulama mala
ipak ima znacajan uticaj na efikasnost UV/H20- tretmana. Takode, oblik kineti¢kih krivih
je razli¢it. Kineticka kriva za FB2 na oko 20 min razgradnje ima mali porast c/co sli¢no kao
u slucaju direktne fotolize FB: (slika 4.4). U slu¢aju FB3 (slika 4.9, kriva 5), u po¢etnom
periodu ozracivanja, oblik kineticke krive je kao u sluc¢aju FBi1, da bi nakon 60 min
ozraCivanja efikasnost razgradnje bio isti sa FB2. Medutim, takode treba imati u vidu da je
odnos koncentracije H202 i fumonizina u slu¢aju FB2 i FB3 veéi nego u sluc¢aju FBj, §to
moze uticati na smanjenje brzine razgradnje. U toku razgradnje FB2 i FB3 je pracena i
promena pH tokom UV/H20> tretmana, pri ¢emu je nadeno da se pocetni pH smanji za oko

jednu pH-jedinicu.
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Slika 4.8. Hromatogrami razgradnje FBs (0,425 umol/dm?®) primenom UV/H.0, tretmana
pri prirodnom pH (7,2). ¢(H202) = 0,278 mmol/dm?,

U ovom slucaju je takode ispitano da li postoji sinergisti¢ki efekat FB1 i FB2 na
efikasnost UV/H20- tretmana. Kao S$to se sa slike 4.9 moze videti (krive 2 i 4), dolazi do
sinegistickog efekta pri Cemu se brzina razgradnje oba toksina znac¢ajno smanjuje u odnosu
na tretmane kada se razgraduju pojedinacno. Naime, kada se nalaze u smesi, za 60 min
ozracivanja razgradi se oko 33% FB;1 (67% manje), odnosno oko 39% FB> (15% manje).
Ovako veliko smanjenje efikasnosti tretmana je verovatno posledica sinergistickog efekta
FB1 i FB2, a ne uslova merenja jer je koncentracija H202 oko 140 puta veca od ukupne

koli¢ine fumonizina, a isti intenzitet zracenja pri direktnoj fotolizi nije doveo do znacajne
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promene efikasnosti razgradnje. U ovom slucaju ne dolazi do promene pH tokom
tretmana. Prividne konstante brzine razgradnje za FB1 i FB2 pojedina¢no i u smesi tokom
UV/H,0; prikazane su u tabeli 4.3.

0 20 40 60 80
Vreme (min)

Slika 4.9. Efikasnost razgradnje fumonizina primenom UV/H20- tretmana pri prirodnom
pH: 1) FB1 (pH 8,0); 2) FB1 u prisustvu FB2 (pH 7,2); 3) FB2 (pH 8,0); 4) FB2 u prisustvu
FB:1 (pH 7,2); 5) FBs (pH 7,2). ¢(FB1) = 1,39 pmol/dm?; ¢(FB,) = 0,687 umol/dm?3;
¢(FBs) = 0,425 pmol/dm3. ¢(H202) = 0,278 mmol/dm?.

Tabela 4.3. Sinergisticki uticaj FB1 (1,39 umol/dm?®) i FB; (0,687 pumol/dm?) na prividnu
konstantu brzine razgradnje primenom UV/H20> tretmana pri prirodnom pH.
¢(H202) = 0,278 mmol/dm?

Analizirani mikotoksini k2 (mint) r°

FB1 0,071 0,999
FB1 u prisustvu FB: 0,006 0,960
FB2 0,011 0,964
FB2 u prisustvu FB1 0,006 0,920

& Prividna konstanta brzine razgradnje izraCunata za prvih 30 min
ozracivanja.
b_inearni regresioni koeficijent.

Isto tako je ispitana efikasnost razgradnje fumonizina primenom SSZ/H>0>

tretmana za njihovo uklanjanje. Za ispitivanje efikasnosti SSZ/H>0> tretmana, koris¢ena je
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koncentracija od 0,278 mmol/dm® rastvora H,O,, obzirom da se ova koncentracija
pokazala kao optimalna pri UV zra¢enju. Kako bismo simulirali prirodne uslove, pH-
vrednost koja je koriS¢ena pri ovom tretmanu je oko pH 8,0, koliko iznosi 1 pH prirodnih
voda. Na slici 4.10 su prikazane kineticke krive direktne fotolize FB:1 (kriva 1), kao i
indirektne fotolize (kriva 2) dobijene primenom SSZ. Kao §to se moze uociti u prisustvu
H>O, je niza efikasnost razgradnje FB1 u poredenju sa direktnom fotolizom. Naime,
direktnom fotolizom se za 180 min razgradi 74% FB1, dok se uz dodatak H>O, razgradi
samo 24% ovog fumonizina. Inhibitorski uticaj prisustva H2O2 na efikasnost razgradnje
FB1 je bio neocekivan. Naime, pretpostavljeno je da ¢e primenom SSZ/H.O; tretmana
efikasnost razgradnja FB: biti slicna onoj pri primeni direktne fotolize jer SSZ ne sadrzi
pogodne talasne duzine za nastajanje *OH-radikala kao u slu¢aju primene UV zracenja.
Takode je pracena promena pH tokom primene SSZ/H»0O: tretmana. Nadeno je da ne

dolazi do promene pH tokom razgradnje koji iznozi oko 8,2.

1,0

0,8+

0,6

c/cO

0,4-

0’2.. —— 1
—0— 2

0,0 T T T T T T
O 30 60 90 120 150 180
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Slika 4.10. Efikasnost razgradnje FB1 (1,39 pmol/dmq) pri prirodnom pH (8,2) primenom:
1) direktne fotolize uz SSZ; 2) SSZ/H20,. ¢(H202) = 0,278 mmol/dm?,
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4.2.2. Indirektna fotoliza primenom S, 03"

Uticaj pocetne koncentracije S,0Z~ na efikasnost razgradnje FB1 ispitan je u istom
koncentracionom opsegu kao i H20;, tj. 0,070-0,280 mmol/dm?3, sto je 50200 puta veca
koncentracija S,02” od koncentracije FBi. Na slici 4.11 prikazani su hromatogrami
dobijeni pri pra¢enju razgradnje FB1 primenom UV/S,0Z tretmana. Kao §to se moze
videti, pri pocetnom pH 8,0 i dodatku najniZze ispitivane koncentracije S,07" tokom 90

min ozracivanja UV zraenjem dolazi do znacajnog smanjenja visine pika FB1, mada ni

nakon 90 min ozra¢ivanja FB1 nije u potpunosti uklonjen iz reakcione smese.
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Slika 4.11. Hromatogrami razgradnje FB1 (1,39 umol/dm3) primenom UV/5,0Z2~ tretmana
pri pH 8,0. ¢(5,027) = 0,070 mmol/dm?

Pored uticaja pocetne koncentracije S,0;, ispitan je i uticaj pocetne pH-vrednosti
na efikasnost razgradnje fumonizina i to pri pH 8,0 (slika 4.12a) i 4,0 (slika 4.12b). Tokom
UV/S,0: tretmana dolazi do malog smanjenja pH (oko 0,5 pH-jedinica). Kao $to se sa
slike 4.11a moze videti, prisustvo S,03~ u ispitivanom opsegu koncentracija poveéava
efikasnost razgradnje FB1 u poredenju sa direktnom fotolizom pri pH 8,0. Naime, brzina
razgradnje se povecava sa porastom koncentracije S,0;~ do 0,140 mmol/dm3, da bi pri

daljem povecanju prakti¢no ostala ista (slika 4.12a, krive 3 i 4, tabela 4.4). Tako, za 60
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min ozra¢ivanja razgradi se 73% FB1 primenom 0,070 mmol/dm? S,05~ , odnosno 100%
primenom 0,140 i 0,280 mmol/dm?® S,05 , dok se direktnom fotolizom razgradi samo

40%.
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Slika 4.12. Uticaj pocetne koncentracije S,03~ (mmol/dm?®) na efikasnost razgradnje FB;
(1,39 pmol/dm?®) primenom UV/5,0;z~ tretmana pri (a) pH 8,0 i (b) pH 4,0: 1) 0; 2) 0,070;
3) 0,140; 4) 0,280.
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Pri ispitivanju uticaja podetne koncentracije S,05~ na efikasnost razgradnje FB
pri pH 4,0 nadeno je da je on nesto drugaciji (slika 4.12b, tabela 4.4). Naime, pri 0,070
mmol/dm?® S,05~ brzina razgradnje FB1 je nesto niza nego primenom direktne fotolize
(slika 4.12b, krive 1 i 2), tj. ukloni se 15% manje FB1 za prvih 20 min ozracivanja.
Medutim, sa porastom podetne koncentracije S,05~ (slika 4.12b, krive 3 i 4) efikasnost
uklanjanja FB1 znacajno raste i ukloni se prakti¢no 100% FB1 za prvih 20 min ozra¢ivanja.
Ovakav uticaj podetne koncentracije S,05~ na efikasnost uklanjanja FB:1 pri obe pH-
vrednosti je verovatno posledica njegove fotolize, pri ¢emu nastaju dva aktivna SOj -
radikala (reakcija 2.5). Sa poveéanjem koncentracije S,03~ generiSe se i veéi broj SO} -
radikala koji povecavaju efikasnost razgradnje FB1 (slika 4.12, krive 2—4). Medutim, pri
visim koncentracijama S,03~ (0,140 i 0,280 mmol/dm®) brzina razgradnje FB: je
prakti¢no ista §to je verovatno posledica eliminacije SO; kroz “samo-hvatanje” SOj

(reakcija 4.2) i “hvatanja” pomoéu S,03~ (reakcija 4.3, Wu i dr., 2016).

SO; + SOy — S,0% (4.2)

SO} + S,08 — S0 +5,05” (4.3)

Isto tako, pocetna pH-vrednost ima zna¢ajan uticaj na efikasnost razgradnje FB1
primenom UV/S,03~ tretmana. Naime, pri pH 8,0 efikasnost razgradnje pri visim
pocetnim koncentracijama S,03~ je znatno manja nego pri pH 4,0 (slika 4.12, tabela 4.4)
$to je verovatno posledica konverzije S;05~ u "OH-radikale pomoéu hidroksilnih jona

(reakcija 2.7). Naime, kao §to je ve¢ napomenuto oksidacioni potencijal ‘OH-radikala je
2,7 V u kiselom i samo 1,8 V u alkalnom rastvoru, §to smanjuje efikasnost razgradnje

(Chen i dr., 2010).
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Tabela 4.4. Uticaj pocetne koncentracije 5,03~ na prividnu konstantu brzine razgradnje
FB1 (1,39 pmol/dm?) primenom UV/S,02" tretmana pri pocetnom pH 8,0 i 4,0

pH Koncentracija k" (min1) r2
S,02" (mmol/dm?)

8,0 0 0,008" 0,985
0,070 0,022° 0,999
0,140 0,071° 0,996
0,280 0,075° 0,999

4,0 0 0,030° 0,999
0,070 0,018¢ 0,999
0,140 0,392¢ 0,972
0,280 0,499¢ 0,976

4Linearni regresioni koeficijent.

bPrividna konstanta brzine razgradnje izraunata za prvih 60 min ozra¢ivanja.
“Prividna konstanta brzine razgradnje izraunata za prvih 30 min ozraéivanja.
dprividna konstanta brzine razgradnje izra¢unata za prvih 20 min ozra¢ivanja.

Na slici 4.13 uporedena je efikasnost razgradnje FB1 primenom sva tri tretmana
(direktna fotoliza primenom UV zragenja, UV/H,02 i UV/S,05~ ) pri pH 8,0 i pH 4,0 i pri
optimalnim koncentracijama H202, odnosno S.0z~ . Kao §to se moze, videti prisustvo
H202, odnosno S,05~ znadajno poveéava efikasnost razgradnje FB1 u odnosu na direktnu
fotolizu. Pri pH 8,0 razlika u efikasnosti UV/H,0, i UV/S,03~ tretmana je zanemarljivo
mala (slika 4.13a, krive 2 i 3). Najveca efikasnost je postignuta primenom UV/S,05™ pri
pH 4,0, gde je ve¢ nakon 20 min ozra¢ivanja FB1 potpuno razgraden (slika 4.13b, kriva 3).
Veéa efikasnost UV/S,03~ u poredenju sa UV/H,0; tretmanom pri pH 4,0 moze biti
objasnjena na dva nagina: S,03  se brze aktivira od H20, a i polu-zivot SO} je duzi od
"OH, $to moze biti razlog efikasnije razgradnje pri UV/S,05~ tretmanu (Wu i dr., 2016).
Obzirom da je SOj; -radikal elektrofilni agens, u reakcijama sa elektron-donorskim
grupama brzina reakcije ¢e se povecavati (Tsitonaki i dr., 2010). U strukturi molekula FB:
se nalazi veliki broj elektron-donorskih grupa, sa kojima ovaj SOj; reaguje, Sto moze

imati za posledicu vecu brzinu reakcije.
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Slika 4.13. Efikasnost razgradnje FB1 (1,39 pmol/dm?®) primenom razlicitih tretmana pri
a) pH 8,0 i b) pH 4,0: 1) UV; 2) UV/H20; (a) 0,278 mmol/dm?, (b) 0,143 mmol/dm?;
3) UV/s,02 (0,140 mmol/dm3).

Obzirom da nema znacajne razlike u brzini razgradnje FB1 pri dodatku 0,140 i
0,280 mmol/dm?® 8,03~ pri po¢etnom pH 8.0 (slika 4.12a), kao optimalna koncentracija pri
kojoj su vrsena dalja istrazivanja odabrana je 0,140 mmol/dm?®. Na slici 4.14 prikazani su

hromatogrami FB, snimljeni tokom UV/S,0;~ tretmana u trajanju od 90 min ozra¢ivanija.
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Kao $to se moze videti, FB2 se uspesno uklanja primenom ovog tretmana, pri ¢emu je

pocetna koncentracija S,05 " iznosila 0,140 mmol/dm?®.
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Slika 4.14. Hromatogrami razgradnje FB (0,687 umol/dm?®) primenom UV/s,02~
tretmana pri pH 8,0. ¢(S,02") = 0,140 mmol/dm?.

Efikasnost UV/S,0Z  tretmana na razgradnju FB: prikazana je na slici 4.15, kriva
3. Tokom UV/S,0% tretmana dolazi do velike promene pocetne pH-vrednosti, tj. pH se
smanji za oko 4 pH-jedinice. Kao §to se moze videti, potpuna razgradnja FB: je postignuta
nakon 90 min ozrac¢ivanja dok se primenom direktne fotolize za isto vreme razgradi samo
30% FB: (slika 4.15, kriva 1), a primenom UV/H.O; tretmana 78% FB: (slika 4.15, kriva
2). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuéiti da se UV/S,0z~ tretman pokazao kao
najefikasniji pri razgradnji FB.. Ovde svakako treba imati u vidu da se tokom razgradnje

FB2 pH-vrednost smanji sa 8,0 na 3,9 Sto povecava efikasnost razgradnje (Slika 4.13,
tabela 4.4).

Ispitan je sinergisticki efekat FB1 i FB, na efikasnost UV/S,035~ tretmana pri pH
8,0 (slika 4.16). Nadeno je da se brzine razgradnje oba fumonizina zna¢ajno smanje kada
se nalaze u smesi (slika 4.16, krive 2 i 4) u odnosu na to kada se razgraduju pojedinac¢no
(slika 4.16, krive 1 i 3). Naime, nakon 90 min ozracivanja razgradi se samo oko 5% oba
fumonizina, pri ¢emu krive imaju sli¢an oblik (slika 4.16, krive 2 i 4). U ovom slucaju
podetna koncentracija S,03~ je oko 70 puta veéa od ukupne koli¢ine fumonizina, pri
¢emu je koriScen isti intenzitet zracenja, kao pri direktnoj fotolizi. Moze se zakljuciti da

primenom UV/S,0;~ tretmana prakti¢no ne dolazi do razgradnje fumonizina ako se nalaze
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u smesi pri navedenim eksperimentalnim uslovima pri ¢emu se pocetna pH-vrednost

tokom fotorazgradnje smanji za oko jednu pH-jedinicu.
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0 20 40 60 80
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Slika 4.15. Efikasnost razgradnje FB; (0,687 umol/dm®) primenom razlicitih tretmana:
1) UV (pH 8,3); 2) UV/H,0; (0,278 mmol/dm?, pH 8,0); 3) UV/5,0;~ (0,140 mmol/dm?,
pH 8,1).
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Slika 4.16. Efikasnost razgradnje smese fiumonizina FB1 i FB, primenom UV/S,07
tretmana pri pH 8,0: 1) FB1; 2) FB1 u prisustvu FB»; 3) FB2; 4) FB; u prisustvu FBy;
¢(FB1) = 1,39 umol/dm?; ¢(FB2) = 0,687 umol/dm?; ¢(S,0Z ) = 0,140 mmol/dm?.
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Obzirom da se UV/S,05~ tretman pokazao kao vrlo efikasan u razgradnji FB1,

ispitana je i efikasnost SSZ/S,05~ tretmana uz dodatak optimalne koncentracije S,0Z”
(0,140 mmol/dm?3; slika 4.17, kriva 4). Da bi se procenila efikasnost ovih procesa, na slici
4.16 prikazana je kinetika razgradnje FB: procesom direktne fotolize (pH 8,0 i 4,0)
primenom SSZ i indirektne fotolize (SSZ/H202, pH 8,2 i SSZ/S,035~, pH 4,1). Poredenjem
dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je efikasnost razgradnje veca pri pH 4,0, bilo da je
u pitanju direktna ili indirektna fotoliza, pri ¢emu je efikasnost pri dodatku S,03 nesto
veca. Naime, tokom prvih 30 min zapazen je isti procenat razgradnje (oko 25%), a nakon
180 min ozraCivanja razlika u efikasnosti je vrlo mala (3%). Naime, posle 180 min
ozracivanja pri direktnoj fotolizi primenom SSZ i pri pH 4,0 razgradi se 88% FBi, a
primenom SSZ/S,03~ tretmana 91% (slika 4.17, krive 2 i 4). U poredenju sa ostala tri

tretmana, SSZ/H,0; tretman se pokazao kao najmanje efikasan (slika 4.17, kriva 3).
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Slika 4.17. Uticaj raczlicitih tretmana na efikasnost razgradnje FB1 (1,39 umol/dm?3):
1) SSZ, pH 8,0; 2) SSZ, pH 4,0; 3) SSZ/H,0;, ¢(H202) = 0,278 mmol/dm?, pH 8,2;
4) SSZ/S,0; . ¢(S,077) = 0,140 mmol/dm?, pH 4,1.

Ukoliko se uporedi efikasnost UV/H20; tretmana primenom UV i SSZ zracenja
mogu se uociti znacajne razlike, tj. UV/H20; tretmanom iz sistema se ukloni 98% FB;: za
60 min ozracivanja pri pH 8,0 (slika 4.13, kriva 2), dok se primenom SSZ/H,0; tretmana

ukloni samo 8% pri pH 8,2. Primenom UV/S,05 tretmana, potpuna razgradnja FB;1 se

postize za samo 20 min pri pH 4,0, dok primenom SSZ/S,0z~ potpuno uklanjanje nije
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moguce ni nakon 180 min pri pH 4,1. Na osnovu svega navedenog, moze se zakljuciti da
se UV zrafenje pokazalo kao mnogo efikasnije u razgradnji FB; u odnosu na SSZ.
Dobijeni rezultati su oéekivani, s obzirom da H202, odnosno S,03~ ne podlezu fotolizi u

vidljivom delu spektra.

4.3. FOTOKATALIZA (Jevticidr., 2021)

U cilju ispitivanja efikasnosti fotokatalitiCke razgradnje fumonizina, ispitana je
moguénost primene tri Katalizatora: TiO2 Degussa P25, TiO, Wackherr i ZnO. Medutim,
nadeno je da se nakon 15 min sonifikovanja suspenzije u mraku FBi u potpunosti
adsorbuje na povrsini TiO2 Degussa P25 (100%), dok je u sluc¢aju primene ZnO adsorpcija
nesto manje izrazena (90%). Samo u slucaju primene TiO2 Wackherr nije doslo do
adsorpcije FBi:. Razli¢it stepen adsorpcije FB1 na proufavanim nanomaterijalima je
verovatno posledica razlike u njihovom hemijskom sastavu, veli¢ini Cestica, specificnoj
povrsini i1 specificnoj veli¢ini pora, pH izoelektriéne tacke (pHpzc). Na slici 4.18 su
prikazani hromatogrami fotokataliticke razgradnje FB1 tokom tretmana UV zraenjem
vodene suspenzije FB1 i TiO2 Wackherr. Moze se uo€iti da se veli¢ina pika brzo smanjuje,
§to govori o izuzetnoj efikasnosti ovog tretmana. Na slici 4.19, kriva 1 je prikazana
odgovarajuca Kineticka kriva. Obzirom da samo u sluc¢aju TiO2 Wackherr nije doslo do
adsorpcije FBy, ispitana je mogucnost njegove primene i za razgradnju FB2 i FBa.
Medutim, utvrdeno je da dok se FB3 vrlo efikasno razgraduje (slika 4.18, kriva 2), FB: se
pri prirodnom pH (8,3) u potpunosti adsorbuje na ovom nanomaterijalu verovatno zbog
svoje strukture, pri ¢emu se pH-vrednost suspenzije smanji ¢ak na 3,5 u perodu
sonifikovanja. Krive prikazane na slici 4.19 bile su osnova za odredivanje prividne
pseudo-prvog reda konstante brzine fotokataliticke razgradnje, pri ¢emu je £’ za FB1
iznosila 0,112 min~!, dok je za FBs iznosila 0,225 min~t (r = 0,96, izracunate za prvih 10
min ozra¢ivanja).

U poredenju sa efikasnoséu direktne fotolize, kao i UV/H20, i UV/S,03~
tretmanima pri optimalnim uslovima, fotokataliticka razgradnja FB1 je najefikasnija (slika
4.20). Naime, u toku prvih 30 min ozracivanja, direktnom fotolizom se razgradi 26% FB1
(kriva 1), UV/H20, 88% (kriva 2) i UV/S,05~ 89% (kriva 3), dok se pri fotokatalizi za

isto vreme razgradnja odigra praktiéno u potpunosti (99%). Uporedujuci efikasnost
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razgradnje FBs primenom UV/H202 i UV/TiO2 Wackherr tretmana moze se uociti jos veca
prednost primene fotokatalize. Naime, nakon 10 min ozracivanja primenom UV/H.0;
tretmana razgradi se samo 25% FBs (slika 4.9, kriva 5), dok se primenom UV/TiO:
Wackherr razgradi ¢ak 92% (slika 4.19, kriva 2).
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Slika 4.18. Hromatogrami fotokataliticke razgradnje FB1 (1,39 umol/dm®) primenom
UV/TiO, Wachkerr (1 mg/cm?®) pri prirodnom pH (7,8).
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4.19. Efikasnost fotokataliticke razgrdanje fumonizina primenom UV/TiO2 Wackherr
(1 mg/cm?®) pri prirodnom pH: 1) FB; (1,39 pmol/dm3, pH 7,8);
2) FB3(0,425 pmol/dmé, pH 7,3).
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Slika 4.20. Efikasnost fotoliticke i fotokataliticke razgradnje FB1 (1,39 pmol/dm?®) pri
prirodnom pH~8: 1) UV; 2) UV/H.02 (0,278 mmol/dm?); 3) UV/s,02 (0,140 mmol/dm?);

4 UVITiO, Wackherr (1 mg/cm?).

4.4. UTICA] MATRIKSA

Vecina studija koja se bavi prou¢avanjem AOPS procesa, Se zasniva na ispitivanju
u cistoj vodi, dok se malo zna o uticaju sastava drugih tipova voda tokom ovih procesa
(¢esmenska voda, recna voda ili reciklirana voda) (Rioja i dr., 2016). Mnogi neorganski
joni, koji su najce$¢e prisutni u razli¢itim vrstama voda, mogu uticati na efikasnost
razgradnje zagadujucih materija (Chong 1 dr., 2010; Wang 1 dr., 2012). Tako na primer,
karbonatni  (CO57), hidrogen-karbonatni (HCO7), hidrogen-fosfatni (HPOZ™) i
dihidrogen-fosfatni (H,PO; ) joni reaguju sa °‘OH-radikalima, pri ¢emu smanjuju
efikasnost razgradnje, dok nitritni (NO;) i nitratni (NO;) joni u vodi pod dejstvom

svetlosti mogu da ubrzaju fotorazgradnju, stvarajuc¢i "OH-radikale (Wang i dr., 2012).

100



Ivana Jevti¢ Doktorska disertaciia

4.4.1. Uticaj matriksa razlicitih tipova voda

S obzirom na prisustvo velikog broja organskih materija i razliCitih jona u
prirodnim vodama i njihov razli¢it sastav, uporedili Smo brzinu razgradnje FB1 u razli¢itim
vrstama voda (UCV, &esmenskoj, dunavskoj i podzemnoj) primenom UV fotolize.

Dobijeni rezultati su prikazani na slici 4.21.

c/c0

0,0 —
0 20 40 60 80
Vreme (min)

Slika 4.21. Efikasnost razgradnje FB1 (1,39 pmol/dm?®) u razlicitim tipovima voda
primenom UV zracenja pri prirodnom pH: 1) UCV (pH 8,2); 2) cesmenska voda (pH 8,2);
3) dunavska voda (pH 8,4); 4) podzemna voda (pH 8,2).

Kao $to se moze videti efikasnost razgradnje direktnom fotolizom se povecava
kada se razgradnja FB1 vrsi u ¢esmenskoj (kriva 2), dunavskoj (kriva 3) i podzemnoj
(kriva 4) vodi u odnosu na UCV. Naime, efikasnost razgradnje tokom prvih 30 min
ozracivanja pribliZzno je ista kod sva Cetiri tipa voda. Medutim, nakon 90 min ozracivanja,
efikasnosti uklanjanja FB1 se znacajnije razlikuju, pri ¢emu je efikasnost razgradnje FB1
najveca u dunavskoj vodi (slika 4.21, kriva 3; 68%), Sto je skoro dva puta vise u odnosu na
UCV (slika 4.21, kriva 1; 36%). Efikasnost razgradnje u ¢esmenskoj i podzemnoj vodi je
skoro ista i iznosi 52, odnosno 50% (slika 4.21, krive 2 i 4). Pocetna pH-vrednost se

kretala od 8,2—8,4 i pracena je tokom fotorazgradnje. Nadeno je da dolazi do povecanja
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pH-vrednosti za 0,5-1 pH-jedinice, pri ¢emu je najveca promena uocena kod dunavske
vode, kod koje je istovremeno zabelezena i najveca efikasnost razgradnje. Ovo je
verovatno posledica nastajanja intermedijera koji pove¢avaju pH. Kod UCV pH se menja
samo za oko 0,2 pH-jedinice.

Obzirom da se efikasnost direktne fotolize povecava dodatkom H20z i (NH4)2S20s,
bilo je interesantno ispitati njihovu efikasnost za razgradnju fumonizina u matriksima
razli¢itog sastava. U razliite tipove vode, nakon dodatka FB1 (1,39 umol/dm?3) dodat je i

H20,, ¢ija je koncentracija iznosila 0,278 mmol/dm? (slika 4.22).

1,0 1
- —e—2
0,8-
0,6-
g
© 0,44
0,2-
0,0 . . . ; - =
0 20 40 60 80

Vreme (min)

Slika 4.22. Efikasnost razgradnje FB1 (1,39 pumol/dm®) u razlicitim tipovima voda
primenom UV/H20; tretmana pri prirodnom pH: 1) UCV (pH 8,0), 2) cesmenska voda
(pH 8,3); 3) dunavska voda (pH 8,2); 4) podzemna voda (pH 8,6).
¢(H202) = 0,278 mmol/dm?.

Poznato je da se u prirodnim vodama nalaze razlic¢ite neorganske i organske
supstance koje obi¢no smanjuju efikasnost oksidacije ciljne zagadujuée materije
trose¢i"OH-radikale nastale prilikom UV/H,0O; tretmana, te je ocekivano da je i brzina
razgradnje zagaduju¢ih materija manja (Crittenden i dr., 1999). U skladu sa ovim, nadeno
je da se razgradnja FB1 najbrze odvija u UCV (slika 4.22, kriva 1). Naime, u prvih 10 min
tretmana, brzina razgradnje u ¢esmenskoj vodi i UCV je gotovo ista i nakon tog vremena
efikasnosti po¢inju da se razlikuju u maloj meri pri ¢emu je procenat razgradnje nakon 90
min ozra¢ivanja 100% u UCV i 91% u ¢esmenskoj vodi (slika 4.22, krive 1 i 2). Za razliku

od ove dve vrste voda, u dunavskoj i podzemnoj vodi uocena je nesto manja efikasnost
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razgradnje FB: i u pocetnom periodu, sa gotovo istim oblikom kineticke krive. Nadeno je
da je nakon 90 min ozracivanja efikasnost razgradnje FB1 u dunavskoj vodi 82%, dok je u
podzemnoj vodi 85% (slika 4.22, krive 3 i 4). Po¢etna pH-vrednost u sve Cetiri vrste voda
se kretala izmedu 8,0 i 8,6, pri ¢emu je najveéa pH-vrednost zabelezena kod podzemne
vode (8,6). Tokom razgradnje pracena je promena pH i nadeno je da se pH-vrednost u
¢esmenskoj vodi povecala za jednu pH-jedinicu, dok se kod prirodnih voda povecava za
0,6-0,8 pH-jedinica. Kod UCV pH-vrednost raste do 8,5 tokom prvih 30 min, a zatim se
smanjuje i nakon 90 min iznosi 7,8 $to je verovatno posledica nastajanja/nestajanja
odredenih intermedijera razgradnje.

Efikasnost razgradnje FB1 u razli¢itim tipovima voda ispitana je i primenom
UV/S,03~ tretmana, pri ¢emu je koncentracija S,03~ iznosila 0,140 mmol/dm®. Na
osnovu prikazanih rezultata na slici 4.23 moze se videti da jedino u UCV dolazi do
potpune razgradnje FB1 nakon 60 min ozraCivanja (slika 4.23, kriva 1), dok kod ostalih
voda ta razgradnja nije potpuna ni nakon 90 min. Veca efikasnost uklanjanja uocena je u
¢esmenskoj vodi (slika 4.23, kriva 2; 95%) tokom 90 min ozradivanja u odnosu na
prirodne vode. U dunavskoj i podzemnoj vodi nakon 30 min ozracivanja, stepen
razgradenog FB1 je 33% (slika 4.23, krive 3 i 4), dok se nakon 90 min ozradivanja taj
procenat neznatno razlikuje. Naime, nakon zavrSenog tretmana procenat razgradnje FB1 u
dunavskoj vodi iznosi 61%, a u podzemnoj 65%. Kao i kod UV/H20; i kod UV/S,05~
tretmana u ispitivanim vodama je uoc¢eno da su kineticke krive za dunavsku i podzemnu
vodu sli¢nog oblika. Pocetne pH-vrednosti su se kretale u opsegu od 8,0-8,2. Tokom
fotorazgradnje u svim ispitivanim tipovima voda, osim u UCV, dolazi do poveéanja pH
tokom tretmana za 0,61 pH-jedinice, dok se u UCV smanji za 0,6 pH-jedinica. Imajuéi u
vidu da je pri nizoj vrednosti pH efikasnost razgradnje veca (slika 4.7, tabela 4.2), ova
razlika u pH-vrednosti nastala tokom tretmana verovatno, pored matriksa, utice na vecu
brzinu razgradnje FB1 u UCV.

Nakon ispitivanja brzine razgradnje FB1 u razliitim tipovima voda, ispitan je i
uticaj pojedinih neorganskih jona i huminske kiseline na efikasnost razgradnje FB1

direktnom i indirektnom fotolizom.
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Slika 4.23. Efikasnost razgradnje FB1 (1,39 pmol/dm?®) u razlicitim tipovima voda
primenom UV/S,0;~ tretmana pri pH ~8: 1) UCV; 2) cesmenska voda; 3) dunavska voda;
4) podzemna voda. ¢(5,037) = 0,140 mmol/dm?.

4.4.2. Uticaj katjona

Budu¢i da je sadrzaj jona kalcijuma i magnezijuma najvisi u odnosu na ostale
prisutne katjone u ispitivanim vodama, ispitan je uticaj ovih katjona na efikasnost
fotorazgradnje FB1 dodavanjem njihovih hloridnih soli, MgCl; i CaCl; (slika 4.24a, krive 3
i 4), pri éemu je masena koncentracija Mg?*-jona iznosila 20,30 mg/dm?, a Ca?*-jona 70,49
mg/dm?®. Da bismo eliminisali uticaj hlorida na efikasnost fotorazgradnje prikazana je i
kineticka kriva dobijena u prisustvu NaCl (kriva 2), pri ¢emu je koncentracija hlorida ista
kao u slucaju prisustva MgCly, dok je u slucaju prisustva CaClz koncentracija hlorida dva
puta veca. Nadeno je da je pri dodatku NaCl za 90 min ozracivanja razgradeno oko 93%
FB: (slika 4.24a, kriva 2), $to je oko dva i po puta vise u odnosu na razgradnju u UCV
(slika 4.24a, kriva 1). Nesto manja efikasnost u odnosu na NaCl primecena je pri dodatku
MgClz i iznosi 81% (slika 4.24a, kriva 3), dok se 73% FB;: razgradi uz dodatak CaCl>
(slika 4.24a, kriva 4), §to je oko dva puta vise u odnosu na efikasnost razgradnje u UCV

(slika 4.24a, kriva 1).
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Slika 4.24. Uticaj razlicitih jona i huminskih kiselina na efikasnost razgradnje FB1 (1,39
umol/dm®), primenom UV zracenja pri prirodnom pH: (a) 1) UCV (pH 8,0); 2) NaCl
(pH 8,2); 3) MgCl. (pH 7,6); 4) CaClz (pH 8,2); 5) huminska kiselina (pH 8,3);

(b) 1) UCV (pH 8,0); 2) NaCl (pH 8,2); 3) NaNOs (pH 8,5); 4) NaHCOs (pH 9,0);

5) NazSO4 (pH 7,7).
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da uticaj ispitivanih jedinjenja na
efikasnost razgradnje FB1 prati sledeci redosled: NaCl == MgCl, = CaCl,. Ovo ukazuje da
je pozitivan uticaj hlorida na efikasnost razgradnje dominantan. Manja efikasnost
razgradnje FB1 u prisustvu Mg?*-, a posebno Ca®'-jona je verovatno posledica gradenja
kompleksa navedenih jona sa FB:1. Naime, karboksilne grupe FB1 pri neutralnim uslovima
imaju afinitet da grade komplekse sa metalnim jonima (Masayoshi, 2016), sto moze
dovesti do smanjenja brzine razgradnje FBa. lzrazitiji inhibitorski uticaj Ca?*-jona je
verovatno posledica gradenja stabilnijeg kompleksa sa FB1.

Pocetna prirodna pH-vrednost u prisustvu NaCl i CaCl; je bila 8,2 i tokom
ozraCivanja se smanjila na 7,6. Nesto niza pocetna pH-vrednost je izmerena u prisustvu
MgCl> (7,6) koja se tokom razgradnje povecala za oko 0,4 pH-jedinice, da bi nakon 90
min ozra¢ivanja pH-vrednost opet iznosila kao na pocetku, tj. 7,6.

Uporedujuci uticaj matriksa ispitivanih tipova voda (slika 4.21) sa uticajem katjona
(slika 4.24a) na efikasnost razgradnje FB1 moze se uociti isti trend mada je kod ispitivanih
tipova voda manje izraZen, $to je verovatno posledica prisustva i drugih komponenti koje
imaju inhibirajuci uticaj.

Obzirom da se UV/H.O» tretman pokazao kao vrlo efikasan u razgradnji
fumonizina, ispitan je uticaj katjona na efikasnost razgradnje FB: i primenom ovog
tretmana (slika 4.25a). I u ovom slucaju je ispitan uticaj MgCl, i CaCl> (slika 4.25a, krive
31 4) na efikasnost UV/H,0; tretmana. Kao §to se moze videti, obe soli imaju inhibitorski
uticaj jer je efikasnost razgradnje manja u odnosu na razgradnju FB; u UCV (slika 4.25a,
kriva 1). Interesantno je uociti da krive 3 i 4 imaju slian oblik, pri ¢emu se u prisustvu
MgCl> razgradi 85%, a u prisustvu CaCl, 75% FB1 za 90 min ozra¢ivanja dok se za isto
vreme FB; u potpunosti ukloni iz reakcione smese u UCV. Na istoj slici prikazana je i
efikasnost razgradnje FB1 u prisustvu NaCl (slika 4.25a, kriva 2). Kao §to se moze videti i
hlorid pokazuje inhibitorski uticaj, ali je on manje izraZzen u odnosu na reakcionu smesu
koja sadrzi i Mg?**-, a posebno Ca?'-jone. Naime, u prisustvu NaCl nakon 90 min
ozracivanja se razgradi oko 88% FB1. Na osnovu ovih rezultata se moze zakljuciti da joni
Mg?* i Ca®" i u direktnoj i indirektnoj fotolizi FB1 pokazuju inhibitorski uticaj. Dodatkom
ovih katjona nije prime¢na znacajna promena pH-vrednosti tokom razgradnje FB:. pH-
vrednost reakcione smese u prisustvu NaCl tokom ozra¢ivanja se smanjila za 0,3 pH-

jedinice, dok u prisustvu MgCl; i CaCl; prakti¢no nema promene pH tokom tretmana.
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Slika 4.25. Uticaj razlicitih neorganskih jona i huminske kiseline na efikasnost razgradnje
FB1 (1,39 pmol/dm®) primenom UV/H.0; tretmana pri prirodnom pH: (a) 1) UCV
(pH 8,0); 2) NaCl (pH 8,2); 3) MgCl. (pH 7,6); 4) CaCl2 (pH 8,2); 5) huminska kiselina
(pH 7,6); (b) 1) UCV (pH 8,0); 2) NaCl (pH 8,2); 3) NaNOs (pH 8,2);4) Na2SO4 (pH 7,5).
¢(H202) = 0,278 mmol/dm®.
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Uporedujuci uticaj matriksa ispitivanih tipova voda (slika 4.22) sa uticajem katjona
(slika 4.25a) na efikasnost razgradnje FB1 moze se uoditi isti trend, tj. Smanjenje brzine
razgradnje, mada je kod ispitivanih tipova voda manje izraZen §to je verovatno posledica

prisustva i drugih komponenti matriksa.

4.4.3. Uticaj anjona

Imajuéi u vidu da se razli¢iti anjoni mogu naci u vodenoj sredini, ispitan je uticaj
nekih od anjona koji se nalaze u najve¢im koncentracijama u razli¢itim tipovima voda.
Hloridni (cl-), HCO,, SD:_ i NO, -joni su dodavani u UCV u koli¢ini koja odgovara

njihovoj najvecoj koncentraciji u ispitivanim tipovima voda (tabela 3.1).

4.4.3.1. Uticaj hloridnih jona

Halogenidi, medu kojima i hlorid, su veoma zastupljeni u prirodnim vodama.
Koncentracija halogenida je vazan faktor u tretmanu voda jer mogu razli¢ito da uticu na
brzinu razgradnje zagadujuc¢ih materija (Yang i Pignatello, 2017). Direktna i indirektna
odnosno fotosenzitizovana fotoliza mogu biti primenjene za nastajanje atoma halogena u
vodenoj sredini (Pinto i dr., 2018). Posto su CI™-joni vrlo stabilni, direkthom fotolizom
Cl™-jona mogu nastati reaktivne oksidativne vrste kao §to su CI' i CI;” ali je za to
neophodna primena zracenja vrlo kratkih talasnih duzina (~190 nm, reakcija 4.4) (Jortner i

dr., 1964; Yang i Pignatello, 2017). Cl*-radikal moze delovati kao efikasan oksidans u
tretmanu zagadujuc¢ih materija. Vrednost redoks potencijala C1°/CI~ sistema iznosi 2,43 V i
malo je niza od vrednosti redoks potencijala "OH/OH- (Zhang i dr., 2018), ali je CI*-
radikal selektivniji oksidans od ‘OH-radikala (Pinto i dr., 2018). cl*-radikali brzo i
reverzibilno reaguju sa Cl~-jonom pri ¢emu nastaje dihlor-radikal-anjon, CI;~ (reakcija 4.5)

(Yang i Pignatello, 2017).

HT. H, O
Cl™ + hva (CI', e")— Cl" + H" (+0H") (4.4)

c + cr'e cly (4.5.)
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S druge strane, reakcijom oksidacije Cl™-jona sa H.O> nastaje Cl"-radikal ali samo
u kiseloj sredini, obi¢no pH < 5 (reakcije 4.6 i 4.7) (Dabi¢ i dr., 2009). Nakon toga, CI"-

radikal stupa u reakciju sa CI~-jonom, kao sto je ve¢ bilo pomenuto (reakcija 4.5). Posto je

Cl3"-jon manje reaktivan od "OH-radikala (c1;'f2c1' 2,13 V) (Armstrong i dr., 2015),
moze se registrovati inhibicija fotorazgradnje zbog smanjenja koncentracije *OH-radikala
(reakcija 4.6). Ukoliko se reakcija izvodi u neutralnoj ili baznoj sredini, inhibicija

fotorazgradnje je u maloj meri izraZena, jer su reakcije reverzibilne i teku do reaktanata.

"OH+ CI” 2 HOoCI'™™ (4.6)
HOCI'" + H* & cI' + H,0 (4.7)

Uticaj hlorida na fotorazgradnju FBy ispitan je dodavanjem soli NaCl u reakcionu
smesu. Masena koncentracija dodatog hlorida bila je 61,39 mg/dm?, koliko je zabelezeno i
u podzemnoj vodi. Kao $to se na slici 4.24b, kriva 2, moze videti prisustvo Cl™-jona

poveéava efikasnost fotolititke razgradnje FB1 za oko 2,5 puta u odnosu na UCV i iznosi

93%. Ovaj fenomen moze biti pripisan eventualnom nastanku Clg'-radikala, iako se to na
osnovu primenjenog zracenja ne bi moglo ocekivati. Pored toga, veca efikasnost
razgradnje moze biti posledica vice jonske jacine u prisustvu NaCl (Pinto i dr., 2018).
Tokom ovog tretmana uoceno je smanjenje pH-vrednosti za 0,6 pH-jedinica.

Za razliku od uticaja prisustva Cl™-jona na efikasnost razgradnje FB1 direktnom
fotolizom, pri ¢emu je doslo do njenog znacajnog povecanja, tokom indirektne UV/H20-
fotolize u prisustvu Cl™-jona, dobijen je suprotan efekat. Kao $to se moze videti na slici
4.25b, kriva 2, u prisustvu hlorida dolazi do smanjenja brzine razgradnje FB1 u odnosu na
UCV (kriva 1), pri ¢emu se za 90 min razgradi 88%, dok se u odsustvu hlorida razgradi
100% ovog fumonizina. Ovi rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima koje su
objavili AlHamedi i dr. (2009) gde dodatak svih ispitivanih anjona (hlorid, nitrat, sulfat i
fosfat) u prisustvu H2O> inhibira razgradnju, pri ¢emu je taj efekat, slicno kao u nasim
istrazivanjima, najmanje izrazen kod hlorida. Inhibitorsko dejstvo CI™-jona je u saglasnosti

sa ranije navedenim da je Cl3™-jon manje reaktivan od “OH-radikala. Pored toga, posto se

reakcija razgradnje FB; odigrava u slabo baznoj sredini, reakcije 4.5-4.7 su reverzibilne
tako da je inhibicija fotorazgradnje hloridom u relativno maloj meri izrazena (Dabi¢ i dr.,
2009).
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4.4.3.2. Uticaj nitratnog jona

Nitratni jon je najrasprostranjeniji kontaminant podzemnih voda i uglavnom nastaje
kao posledica dubrenja zemljista (Chaplin i dr., 2006). NOZ-jon apsorbuje UV zracenje (A
< 350 nm) sa maksimumom apsorpcije na 302 nm. Njegova fotoliza obuhvata dva
reakciona puta (reakcije 4.8-4.10) (Machado i Boule, 1995).

NO; +hv — NO; +0 (4.8)
NO; + hv — NO; +0"" (4.9)
0" +H,0 —='OH+ OH~ (4.10)

Oksidacija se u principu pripisuje "OH-radikalima koji su mnogo reaktivniji od
atoma kiseonika. Naime, kvantni prinos nastajanja *OH-radikala u opsegu 305-313 nm je
(0,9-1,7) x 102 $to je mnogo vise od kvantnog prinosa drugog puta koji iznosi 1,1 x 103,

Medutim, u prisustvu *OH-radikala, kao npr. pri UV/H.0 tretmanu, nitratni jon se
ponasa kao hvata¢ ‘OH-radikala (reakcije 4.11 i 4.12), pri ¢emu dolazi do smanjenja

njegove koncentracije $to uzrokuje i smanjenje efikasnosti razgradnje (Liu i dr., 2015).

NO; + H¥ — HNO, (4.11)
"OH + HNO; — H,0 + NO; (4.12)

Uticaj nitratnih jona na efikasnost razgradnje fumonizina ispitan je dodavanjem
NO; u reakcionu smesu u masenoj koncentraciji od 3,86 mg/dm?, u obliku soli NaNOs,
koja odgovara nadenoj koncentraciji u dunavskoj vodi. Sa slike 4.24b, kriva 2, moze se
zakljuciti da dodatak NOS -jona dovodi do povecanja efikasnosti fotoliticke razgradnje FB1
pri prirodnoj pH-vrednosti (oko 8,2). Ovi rezultati su u saglasnosti sa objavljenim
rezultatima gde su NOZ-joni u niskim koncentracijama uticali na povecanje efikasnosti
razgradnje zagadujucih materija (Chen i dr., 2013; Kang i dr., 2018). Ovaj fenomen je
pripisan gore pomenutim rekcijama (reakcije 4.8-4.10), gde usled UV ozracivanja NO; -
jona dolazi do stvaranja "OH-radikala pomocu kojih se efikasno mogu ukloniti zagadujuce

materije. Nasi rezultati pokazuju da se tokom ozracivanja u trajanju od 90 min razgradi
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oko 72% FB4 §to je dva puta vise u odnosu na efikasnost razgradnje u UCV. pH-vrednost
se ne menja znacajno tokom tretmana, osim blagog pada pH-vrednosti nakon 30 min
ozrativanja (8,0), a zatim povecanja do 8,6. Nakon 90 min ozracivanja, pH-vrednost je
bila za oko 0,3 pH vecéa u odnosu na pocetnu (8,5). Obzirom da se pH-vrednost kretala u
skoro istom opsegu kao pri tretmanu u UCV, moZe se zaklju¢iti da je na efikasnost
razgradnje isklju¢ivo uticao dodatak NOZ -jona.

Medutim, inhibirajuci efekat zapazen je primenom UV/H20, tretmana i u prisustvu
NO;-jona, slicno kao kod Cl™-jona, pri ¢emu se za 90 min razgradi 88% FB1 (slika 4.25b,
kriva 3), $to je 12% manje u odnosu na UCV bez NO;-jona (slika 4.25b, kriva 1). Ovaj
efekat su takode zabelezili Liu i dr. (2015) pri razgradnji antibiotika florfenikola i
tiamfenikola primenom UV/H20: tretmana, pri ¢emu su konstatovali da NOZ-joni deluju
kao hvataci "OH-radikala (reakcije 4.11 i 4.12) ¢ime se smanjuje njegova koncentracija, a
time i brzina razgradnje antibiotika. Dodatak NOZ-jona nije znacajno uticao na promenu

pH-vrednosti, pri ¢emu je pocetna vrednost bila 8,2, a na kraju tretmana 8,3.

4.4.3.3. Uticaj karbonatnih i hidrogen-karbonatnih jona

Karbonatni i hidrogen-karbonatni joni su prisutni u prirodnim povrSinskim
vodama, pri ¢emu je prisustvo ovih jona najcesc¢e odgovorno za alkalnost voda u kojima se
nalaze (Chowdhury i dr., 2011). CO; i HCOZ ne apsorbuju suncevo UV zraenje, vec
deluju kao hvataci ‘OH-radikala (reakcije 4.13 i 4.14) (Buxton i dr., 1988) c¢ije konstante
brzine reakcija drugog reda iznose 3,9 x 108, odnosno 8,5 x 10 mol/(dm? s). Kao proizvod
reakcija nastaje karbonatni radikal-anjon, C0;™-jon, koji je slabo oksidaciono sredstvo i
nema tendenciju da oksiduje druge molekule (Buxton i dr., 1988; Chowdhury i dr., 2011).
Zbog toga CO; i HCO; uglavnom inhibiraju reakcije fotorazgradnje organskih zagadujucih
supstanci. Medutim, u nekim slucajevima CO; | HCO; mogu da povecaju efikasnost

razgradnje polutanata, npr. kvinmeraka (Despotovi¢ i dr., 2012).

CO3™+'OH — CO;~ + OH"™ (4.13)

HCO; + 'OH - cO;™ + OH"™ (4.14))
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Uticaj hidrogen-karbonatnih jona na efikasnost razgradnje FB: je ispitana
dodatkom 768 mg/dm?® HCO; u vidu soli NaHCOs (slika 4.24b, kriva 4). Kao $to se moze
videti, samo dodatak NaHCO3 je smanjio efikasnost razgradnje FB: direktnom fotolizom
primenom UV zracenja, $to je u skladu sa literaturnim podacima o0 njegovom uticaju na
razgradnju drugih kontaminanata (Li i dr., 2011). Nakon 90 min ozradivanja u prisustvu
HCO; -jona razgradi se samo 16% FBy, §to je oko dva puta manje nego u UCV. Pored toga
§to HCOZ -joni deluju kao hvataci "OH-radikala i time inhibiraju reakciju fotorazgradnje
FB1, mala efikasnost fotorazgradnje moze biti posledica i vise pocetne pH-vrednosti u
poredenju sa pH-vrednostima pri dodatku ostalih jona, mada ovaj efekat nije jako izrazen
(slika 4.2). Naime, pri dodatku HCO; pocetna pH-vrednost je 9,0 i nakon 90 min

ozra¢ivanja se povecava za 0,5 pH-jedinica i iznosi 9,5.

4.4.3.4. Uticaj sulfatnih jona

Sulfatni joni su veoma zastupljeni u vodenoj sredini i mogu se javiti u velikom
rasponu koncentracija. SO;™-joni se smatraju inertnim u vodenom okruZenju zbog svoje
hemijske stabilnosti (Pan i dr., 2019). Smatra se da je aktivacija SO3™-jona izuzetno teska
u uobicajenom vodenom okruzenju zbog njegovog visokog redoks potencijala (Eo =
2,5-3,1), te da je aktivacija sunCevim zra¢enjem gotovo nemoguca (Pan i dr., 2019).
Medutim, S0; -joni mogu da deluju kao hvatadi 'OH-radikala (reakcija 4.15)

(Muruganandham i Swaminathan, 2006) ¢ime se smanjuje koncentracija "OH-radikala, ali

nastaju SO; -radikali koji takode mogu da oksiduju organske molekule.

SOF”+ 'OH — S0y + OH~ (4.15.)

Uticaj sulfatnih jona na efikasnost razgradnje fumonizina ispitan je dodavanjem 35
mg/dm® SO; -jona standardnom rastvoru fumonizina koji je podvrgnut tretmanu, $to
odgovara nadenoj koncentraciji u cesmenskoj vodi. Sa slike 4.24b, kriva 4, se moze videti
da SO~ -joni poveéavaju efikasnost fotoliticke razgradnje FB1. Dodatkom ovog jona za 90
min ozraivanja razgradi se oko 62% FBy, pri ¢emu se pH-vrednost tokom tretmana ne

menja znacajno (7,7-8,0). Povecanje efikasnosti razgradnje FB1 direktnom UV fotolizom,
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iako je SOF™-jon veoma stabilan, je verovatno posledica poveéanja jonske ja¢ine rastvora
koja takode moze da ima ulogu u razgradnji organskih molekula (Pinto i dr., 2018).

Kao i pri dodatku prethodno ispitivanih jona, tako je i u prisustvu SO -jona doslo
do inhibicije razgradnje FB1 primenom UV/H20, tretmana. Kao S$to se na slici 4.25b, kriva
4, moze videti, efikasnost razgradnje nakon 90 min ozracivanja (14%) je sli¢na onoj kao i
pri dodatku NaCl (kriva 2), iako je inhibitorski uticaj SO;™-jona na efikasnost razgradnje
FB1 na podetku tretmana bio nesto vise izrazen. Inhibitorski uticaj S03~-jona je verovatno

posledica smanjenja koncentracije ‘OH-radikala (reakcija 4.15). lako kao proizvod reakcije

4.15 nastaju SO: -radikali koji dalje mogu da oksiduju organske molekule, efikasnost
razgradnje FB1 je niza u odnosu na UCV. Do sli¢nih rezultata su dosli i AlHamedi i dr.
(2009) koji su ispitivali uticaj prisustva SO;™-jona na efikasnost razgradnje rodamina B
primenom UV/H.0> tretmana. Pocetna pH-vrednost pri razgradnji FB1 bila je nesto niza,

oko 7,5, dok se tokom tretmana nije zna¢ajno menjala (7,8).

4.4.4. Uticaj huminske Kiseline

Huminske supstance (HS) ¢ine najvec¢i deo rastvorene organske materije u vodi i
mogu ¢initi i do 90% rastvorenog organskog ugljenika (Corin i dr., 1996). Huminske
supstance mogu da apsorbuju sunc¢evo zracenje pri ¢emu nastaje pobudeno tripletno stanje
koje moze da indukuje razgradnju organskih supstanci ili putem elektronskog transfera
energije, ili putem transfera elektrona, odnosno atoma vodonika (Zhan i dr., 2006).
Huminske supstance se na osnovu rastvorljivosti mogu podeliti na fulvinske kiseline,
huminske kiseline i humin (Chowdhury i dr., 2011). Huminske kiseline sadrze hromoforne
grupe koje mogu da apsorbuju sunéevo zracenje u opsegu od 300-500 nm nakon Cega
prelaze u pobudeno tripletno stanje, generisuci slobodne radikale koji mogu dovesti do
fotooksidacije zagaduju¢ih materija. Tokom procesa direktne fotolize HS odigravaju se
sledece reakcije 4.16-4.18 (Chowdhury i dr., 2011). Nastali H2O> (reakcija 4.18) zatim

podleze fotolizi UV zracenjem pri ¢emu nastaju ‘OH-radikali (reakcija 2.1).

HS + hv — HS"~ (4.16)
HS"~ 4+ 0, — HS-oksidovani + 0.~ (4.17)
20"+ 2H" = H,0, + 0, (4.18)
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Medutim, u prisustvu ‘OH-radikala, kao npr. pri UV/H20> tretmanu, huminska
kiselina se ponasa kao hvata¢ "OH-radikala (reakcija 4.19) pri ¢emu dolazi do smanjenja

njegove koncentracije §to uzrokuje i smanjenje efikasnosti razgradnje (Wang i dr., 2000).

‘OH + HS = HS" + H,0 (4.19)

Uticaj huminske kiseline na efikasnost razgradnje FB: ispitan je dodatkom 6,9
mg/dm?® huminske kiseline, koliko je izmereno u dunavskoj vodi. Na osnovu dobijenih
rezultata se moze zakljuciti da huminske kiseline (slika 4.24a, kriva 5), kao i hloridni i
nitratni joni, povecavaju brzinu direktne fotolize FB1 primenom UV zracenja (slika 4.24b,
krive 2 i 3). Naime, tokom prvih 20 min ozra¢ivanja, procenat razgradnje FB1 pri dodatku
huminske kiseline iznosi 17%. Nakon 90 min ozra¢ivanja u prisustvu huminske kiseline,
razgradi se dva puta vise FB1 (69%) u poredenju sa razgradnjom u UCV (36%, slika 4.24a,
kriva 1). Dobijeni rezultati za ispitivanu koncentraciju su u saglasnosti sa literaturnim
podacima gde pri dodatku huminske kiseline dolazi do efikasnije razgradnje zagadujuéih
materija (Sanlaville i dr., 1996; Chan i dr., 2005; Ren i dr., 2016). Medutim, Ren i dr.
(2016) nalaze da huminska kiselina moze ubrzati efikasnost razgradnje do odredene
koncentracije, nakon Cega se ponasa kao hvata¢ reaktivnih vrsta pri ¢emu dolazi do
smanjenja efikasnosti fotolize. Tokom ovog tretmana takode je pracena promena pH-
vrednosti, pri ¢emu je uoceno da dolazi do smanjenja pH-vrednosti od oko 0,8 pH-
jedinica.

Na slici 4.25a je prikazana efikasnost razgradnje FB: pri dodatku huminske
kiseline primenom UV/H.0: tretmana (kriva 5). Kao §to se moze videti, u ovom sluc¢aju
huminska kiselina pokazuje inhibitorski efekat, pri ¢emu se nakon 90 min ozradivanja
razgradi oko 70% FB4, tj. oko 30% manje nego u sluéaju indirektne fotolize FB1 u UCV.
Interesantno je da je efikasnost razgradnje FB1 primenom direktne i indirektne fotolize ista
iako je uticaj huminske kiseline drugaciji. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
literaturnim podacima (Kang i dr., 2018) gde je takode utvrden inhibitorski efekat
huminske kiseline na UV/H20. tretman. Pored toga sto huminska kiselina moze delovati
kao hvata¢ slobodnih ‘OH-radikala (reakcija 4.19), kao $to je ve¢ reCeno, vecle
koncentracije huminske kiseline mogu smanjiti i prodiranje UV svetlosti kroz rastvor koji
se ozracuje (Kang i dr., 2018). Na osnovu prac¢enja promene pH-vrednosti tokom tretmana

zakljuc€eno je da dolazi do njenog povecanja sa 7,6 na 7,9.
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Dobijeni rezultati ukazuju da dodatak anjona (izuzev HCO;-jona) i huminske
kiseline pozitivno uti¢e na efikasnost direktne fotoliticke razgradnje FB1 primenom UV
zracenja. U prisustvu anjona i huminske kiseline nastaju razli¢ite radikalske vrste koje
ubrzavaju razgradnju fumonizina. Povecanje brzine razgradnje FB1 je verovatno i
posledica povecanja jonske sile. U prisustvu katjona dolazi do inhibicije razgradnje FB1
primenom UV fotolize §to je verovatno posledica gradenja kompleksa.

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da je dodatak katjona, anjona i
huminske kiseline smanjio efikasnost UV/H;0; tretmana, ,,takmiceci se“ za "*OH-radikale
koji nastaju tokom tretmana, odnosno grade¢i kompleks sa FB:1 pri ¢emu je dolazi do

inhibitorskog efekta na efikasnost razgradnje FB1.

4.4.5. Uticaj matriksa simuliranih voda

Da bi se procenio uticaj matriksa u razliCitim tipovima voda na efikasnost
razgradnje fumonizina, simuliran je sadrzaj prirodnih voda dodatkom neorganskih jona
¢ija je koncentracija u proucavanim tipovima voda bila najvisa (kalcijum, magnezijum,
hlorid, sulfat, hidrogen-karbonat i nitrat) i huminske kiseline. Na osnovu slike 4.26a moze
se zakljuciti da je u svim simuliranim vodama efikasnost razgradnje FB1 primenom UV
fotolize manja (krive 2-4) u odnosu na ispitivane tipove voda (krive 5-7) bez obzira $to je
u prisustvu pojedinacnih jona (osim HCO;/ CO;-jona) efikasnost razgradnje bila znatno
visa (slika 4.24). Ovo je verovatno posledica sinergistickog efekta medu dodatim jonima i
huminske kiseline koji pojedina¢no razlicito uti¢u na efikasnost razgradnje FBi. Niza
efikasnost razgradnje u simuliranim u odnosu na realne vode je verovatno posledica
prisustva i drugih komponenti matriksa. pH-vrednost tokom ovog tretmana se menja od
0,2 do 1,5 pH-jedinice kod simuliranih voda. Naime, poc¢etne pH-vrednosti simuliranih
voda bile su u opsegu od 7,5-7,8, $to su neSto nize vrednosti od onih u ispitivanim
vodama. Takode, i nakon 90 min ozracivanja pH-vrednosti su se razlikovale od onih u
ispitivanim vodama i bile su vise, tj. u opsegu od 8,7-9,3.

Efikasnost razgradnje FB1 u simuliranim vodama ispitan je i uz primenu UV/H20>
tretmana (slika 4.26b). Kao i kod realnih (krive 5-7) i kod simuliranih (krive 2—4) voda
efikasnost razgradnje FB1 bila je manja u odnosu na UCV (kriva 1). Sli¢no kao u slucaju

ispitivanja uticaja pojedinih jona i huminske kiseline primenom UV/H.O; tretmana (slika
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4.25), kod simuliranih voda registrovana je niza efikasnost razgradnje FB1 u odnosu na
UcCv.
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Slika 4.26. Kinetika razgradnje FB1 (1,39 umol/dm®) u simuliranim i razlicitim tipovima
voda tokom:(a) direktne UV fotolize; (b) UV/H20; tretmana: 1) UCV (pH 8,1);
2) simulirana c¢esmenska voda (pH 7,5); 3) simulirana dunavska voda (pH 7,8);
4) simulirana podzemina voda (pH 7,7), 5) cesmenska voda (pH 8,2); 6) dunavska voda
(pH 8,3); 7) podzemna voda (8,4). c(H202) = 0,278 mmol/dm?.
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Medutim, kod simuliranih voda inhibitorski uticaj matriksa je bio znatno visi nego pri
ispitivanju uticaja pojedinih jona na efikasnost razgradnje FB1, na osnovu ¢ega se moze
zakljuciti da neorganski joni i huminska Kkiselina sinergisti¢ki deluju. U ovom sluc¢aju je
efikasnost razgradnje u realnim vodama takode bila visa nego u simuliranim §to je
verovatno posledica prisustva i drugih komponenti matriksa koje ubrzavaju razgradnju.

pH-vrednost se kretala u priblizno istom opsegu kao i primenom direktne UV fotolize FB;.

4.5. PROCENA TOKSICNOSTI (Jevti¢ i dr., 2021)

4.5.1. Procena toksicnosti standardnih rastvora fumonizina

Obzirom da se fumonizini smatraju toksi¢nim jedinjenjima, izvrSena je procena
toksi¢nosti standarnih rastvora FB1, FB2 i FB3 in vitro upotrebom cetiri celijske linije:
BHK, H-4-1I-E, Neuro-2a i HT-29, poreklom od razli¢itih tkiva sisara. Na osnovu
dobijenih rezultata o toksi¢nosti standardnih rastvora bilo je moguce porediti razlike u
toksi¢nost ispitivanih fumonizina pre i posle tretmana koji su koris¢eni u cilju njihove
razgradnje. Ispitivanjem standardnih rastvora fumonizina u razliitom opsegu
koncentracija (slika 4.27), Celijska linija bubrega hréka (BHK) pokazala je najvecu
osetljivost prema svim ispitivanim fumonizinima. Rast BHK c¢elijske linije bio je potpuno
inhibiran (Celijski rast iznosio je 5%) delovanjem FB: u celom opsegu ispitivanih
koncentracija (0,0687—0,687 pumol/dm?3) (slika 4.27b). Visok procenat inhibicije ¢elijskog
rasta BHK ¢elijske linije dobijen je i delovanjem FBs pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji
(0,106 pmol/dm?3; slika 4.27c). Niske vrednosti 1Cso koje su dobijene delovanjem FB; i
FBs prema BHK c¢elijskoj liniji potvrduju njihovu visoku toksi¢nost (tabela 4.5). Najvise
koncentracije FB1 (1,39 umol/dm?3; slika 4.27a), inhibirale su rast BHK za 37%, ali
vrednost ICso nije dostignuta. Pri nizim koncentracijama FB1 i FB2 (0,139 umol/dm? i
0,0687 pmol/dm?®) uocena je stimulacija rasta (proliferacija) Neuro-2a éelija. FB1 i FB;
nisu znacajno inhibirale rast MRC-5 celija, dok je maksimalna inhibicija rasta H-4-11-E
éelija delovanjem FB; iznosila 20% pri koncentraciji 0,343 pmol/dm?®. FB3 nije znac¢ajno
uticao na rast Neuro-2a i H-4-11-E pri ispitivanim koncentracijama, dok je celijski rast
MRC-5 bio inhibiran za 38% pri koncentraciji od 0,106 pmol/dm?.
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Slika 4.27. Citotoksicna aktivnost standardnih rastvora fumonizina ispitana na Cetiri
Celijske linije: a) FB1; b) FB2, ¢) FBa.
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Tabela 4.5. I1Cso vrednosti za fumonizine FB1, FB2 i FB3 na BHK celijskoj liniji

Fumonizin ICs0
(umol/dm?)
FB.? >1,39*
FB, 0,076+0,018
FBs* 0,009+0,002

ICso vrednosti predstavljaju srednje vrednosti + SD za ¢etiri merenja (n = 4)
dobijene u opsegu koncentracija 0,139-1,392, 0,0687-0,687° i 0,0425-0,106°
pumol/dm?,

*Pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji ¢elijski rast je inhibiran za 37%, ali vrednost

ICso nije postignuta.

4.5.2. Procena toksicnosti smese fumonizina i intermedijera
razgradnje

Da bi se procenila opasnost prisustva fumonizina u vodi po Zivotnu sredinu ispitana
je toksi¢nost fumonizina i intermedijera razgradnje na odabranim ¢elijskim linijama sisara.
Intermedijeri koji nastaju tokom fotorazgradnje su od veoma velike vaznosti jer mogu biti
aktivnost smese FB1 i njegovih intermedijera koji su nastali primenom direktne UV
fotolize. Na osnovu rezultata prikazanih na slici 4.28 moze se zakljuciti da je efekat na rast
¢elijskih linija bio zavisan od vrste c¢elijske linije, duzine trajanja ozraivanja i od
intermedijera koji su nastali tokom razgradnje. Tokom direktne UV fotolize FB1 nije
uocena inhibicija rasta ni jedne Celijske linije. Naprotiv, tokom ozradivanja su nastali
intermedijeri koji su blago stimulisali rast ¢elijskih linija. Tako je kod BHK c¢elijske linije
(slika 4.28, kriva 1) procenat stimulacije ¢elijskog rasta u reakcionoj smesi koja sadrzi FB1
I intermedijere razgradnje koji su nastali nakon 180 min ozracivanja iznosio 14%. Blaga
stimulacija rasta od 6% dobijena je i na H-4-11-E celijskoj liniji (kriva 2) nakon 90 min
ozraCivanja, dok je nakon tretmana u trajanju od 180 min iznosila 3%. Isti procenat
stimulacije rasta (3%) u uzorku reakcione smese koja je tretirana 180 min je zabeleZen i za
Neuro-2a ¢elijsku liniju (kriva 3), sa manjom inhibicijom, odnosno stimulacijom rasta

tokom tretmana. Kod MRC-5 ¢elijske linije u pocetnom periodu ozracivanja (20 min)
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uocena je blaga stimulacija ¢elijskog rasta (6%), dok je na kraju tretmana (180 min)

¢elijski rast bio na nivou kontrole (kriva 4).
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Slika 4.28. Citotoksicna aktivnost FB1 (0,139 pmol/dmd) i njegovih reakcionih smesa

nastalih tokom procesa fotoliticke razgradnje primenom UV zracenja (pH ~8) ispitana na
Cetiri Celijske linije: 1) BHK; 2) Neuro-2a; 3) H-4-11-E; 4) MRC-5.

Procena citotoksic¢nosti na BHK Ccelijskoj liniji. BHK celijska linija pokazala se
kao najosetljivija pri ispitivanju standardnih rastvora fumonizina. Pored standardnih
rastvora ispitali smo i toksi¢nost reakcionih smesa dobijenih primenom razlicitih tretmana
na rastvor FB; (0,139 umol/dm?®) i uporedili rezultate na podetku i na kraju razgradnie.
Smese nastale nakon fotorazgradnje su imale manji uticaj na Celijski rast, nezavisno od
tipa tretmana, izuzev u sludaju UV/S,03~ tretmana (slika 4.29, stubi¢ 4) kada je uodena
inhibicija celijskog rasta od 23%. Standardni rastvor FB1 (stubi¢ 1), kao i smesa nastala
nakon UV/TiO, Wackherr tretmana u trajanju od 60 min (stubi¢ 5) nisu imali uticaj na rast
BHK ¢elijske linije, dok je stimulacija ¢elijskog rasta uo¢ena nakon primene UV (14%,
stubi¢ 2) 1 UV/H202 (15%, stubi¢ 3) tretmana u trajanju od 180 min.
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Slika 4.29. Citotoksicna aktivnost FB1 (0,139 umol/dmq) i njegovih reakcionih smesa
nastalih tokom razlicitih tretmana na BHK Céelijskoj liniji: 1) FB1 (bez tretmana),
2) UV fotoliza (posle 180 min ozracivanja), 3) UVIH202 (posle 180 min ozracivanja;
¢(H20,) = 0,278 mmol/dmq), 4) UV/S,0;~ (posle 180 min ozracivanja;
¢(8,0357) = 0,140 mmol/dm?®) i 5) fotokataliticka razgradnja primenom UV/TiO2 Wackherr
tretmana (posle 60 min ozracivanja, c(TiOz) = 1 mg/cmd).
pH pri svim tretmanima je bio ~8.

Kao $to je ve¢ receno, standardni rastvor FB; je pokazao snazan inhibitorni efekat
na rast BHK ¢elijsku liniju (slika 4.30, stubi¢ 1) pri ¢emu je ¢elijski rast Smanjen za ¢ak
97%. U sludaju direktne UV fotolize (stubié¢ 2) i UV/S,05~ tretmana (stubi¢ 3) nastale
smese nakon 90 min ozracivanja nisu imale uticaj na rast ove celijske linije, kao posledica
efikasnosti tretmana pri kojima se FB: transformiSe u manje toksi¢ne intermedijere.
Medutim, kada se FB> nalazi u smesi sa FB1 (stubi¢ 4) i usled znatno nize efikasnosti
razgradnje u ovom sluc¢aju dolazi do znacajne inhibicije rasta BHK ¢elijske linije u odnosu
kada se FB: i FBy tretiraju pojedinac¢no (slika 4.16, kriva 4). U ovom slu¢aju, nakon
UV/S,03 tretmana u trajanju od 90 min, éelijski rast BHK linije je je inhibiran za 49%.

Citotoksi¢na aktivnost standardnog rastvora FB3 i nastalih reakcionih smesa tokom
njegove fotokataliticke razgradnje na BHK ¢elijskoj liniji prikazana je na slici 4.31 (zuti
stubi¢i). Standardni rastvor FB3 (0,0425 pmol/dm?3), kao $to je ve¢ redeno, pokazao se kao
izuzetno toksican prema BHK celijskoj liniji slicno kao FB», dok je nakon UV/TiO>

Wackherr tretmana u trajanju od 60 min ¢elijski rast povecan sa 3 na 73%, tj. inhibicija
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¢elijskog rasta je sa 97% smanjena na 27%, kao posledica nastanka manje toksi¢nih
intermedijera.
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Slika 4.30. Citotoksicna aktivnost FBz (0,0687 umol/dm®) i njegovih reakcionih smesa
nastalih tokom razlicitih tretmana na BHK ¢éelijskoj liniji: 1) FB; (bez tretmana),
2) UV fotoliza (posle 90 min ozracivanja), 3) UV/S;05 (posle 90 min ozracivanja;
c(5,037) = 0,140 mmol/dm?), 4) FB, u prisustvu FB1 (0,139 umol/dm?®) primenom
UV/S,0z~ (posle 90 min ozracivanja); ¢(S,05 ) = 0,140 mmol/dmq).
pH pri svim tretmanima je bio ~8.

sk [JH-41-E [JINeuro2a [CJMRC-5

[
HH

+

401
204

Rast celija (%)

FB3 (BT) FB3 (AT)

Slika 4.31. Citotoksicna aktivnost FB3 (0,0425 umol/dm?) — pre tretmana (BT) i
njegovih reakcionih smesa nastalih koris¢enjem UV/TiO, Wackherr (1 mg/cm?®) posle
60 min ozracivanja (AT) ispitana na Cetiri éelijske linije. pH 7,3.
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Procena citotoksi¢nosti na H-4-11-E éelijskoj liniji. Na osnovu dobijenih rezultata
o citotoksi¢nosti FB1, kao i smese fumonizina i intermedijera razgradnje (slika 4.32) moze
se zakljuCiti da FB1 ne uti¢e znacajno na rast H-4-11-E celija, osim u sluéaju primene
UV/S,03~ tretmana. Pre tretmana (stubié¢ 1), kao i nakon UV/H20; tretmana u trajanju od
180 min (stubi¢ 3) inhibicija Celijskog rasta iznosi oko 5%. Ovo je verovatno posledica
nastanka intermedijera Cija se citotoksi¢na aktivnost ne razlikuje od citotoksi¢ne aktivnosti
FB1 na H-4-11-E ¢elijskoj liniji te se procenat ¢elijskog rasta u ovom slucaju ne menja.
Stimulacija rasta H-4-11-E ¢elija primecena je nakon direktne UV fotolize (oko 4%, stubic¢
2), dok je inhibicija rasta uo¢ena nakon UV/S,05~ (oko 20%, stubi¢ 4), kao i UV/TiO

Wachkerr (8%; stubi¢ 5) tretmana $to se moze protumaciti produkcijom intermedijera koji

.....
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Slika 4.32. Citotoksi¢na aktivnost FB1 (0,139 pmol/dm?®) i njegovih reakcionih smesa
nastalih primenom razlicitih tretmana na H-4-11-E celijskoj liniji: 1) FB;1 (bez tretmana),
2) UV fotoliza (posle 180 min ozracivanja), 3) UV/H20> (posle 180 min ozracivanja,
¢(H202) = 0,278 mmol/dm?®), 4) UV/S,05~ (posle 180 min ozracivanja;
¢(8,057) = 0,140 mmol/dm?®) i 5) fotokataliticka razgradnja primenomUV/TiO, Wackherr
tretmana (posle 60 min ozracivanja; ¢(TiOz) = 1 mglem?®,
pH pri svim tretmanima je bio ~8.

Na slici 4.33 prikazana je procena citotoksi¢nosti FB2 na H-4-11-E ¢elijskoj liniji.
Dobijeni rezultati ukazuju na ujednacen Celijski rast koji se kre¢e u opsegu 93-95% za

standardni rastvor i prva dva tretmana (slika 4.33, stubi¢i 1-3). Naime, standardni rastvor
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FB2 ne pokazuje vecu toksi¢nost prema H-4-11-E c¢elijskoj liniji, pri ¢emu je rast inhibiran
oko 5% (stubi¢ 1). Takode, ni reakcione smeSe nastale nakon tretmana primenjenih za
razgradnju FB2 nisu pokazale znacajniji inhibitorni efekat na celijski rast, pri ¢emu je
nakon 180 min UV fotolize éelijski rast bio 95% (stubi¢ 2), a nakon UV/S,0;~ fotolize
93% (stubi¢ 3). Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da tokom ovih tretmana
ne nastaju intermedijeri koji imaju povecanu citotoksi¢nu aktivnost u odnosu na sam FB.
Medutim, u reakcionoj smesi nastaloj nakon UV/S,0z tretmana FB2, ali u prisustvu FB;
zabeleZena je veca inhibicija rasta H-4-11-E ¢elija od 20% (stubi¢ 4) najverovatnije kao

posledica prisustva intermedijera koji nastaju pri razgradnji FB1 (slika 4.32, stubi¢ 4).
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Slika 4.33. Citotoksicna aktivnost FB2(0,0687 umol/dm®) i njegovih reakcionih smesa
nastalih primenom razlicitih tretmana na H-4-11-E ¢celijskoj liniji: 1) FB; (bez tretmana),
2) UV fotoliza (posle 90 min ozracivanja), 3) UV/S,05 (posle 90 min ozracivanja;
c(5.057) = 0,140 mmol/dm?), 4) FB; u prisustvu FB1 (0,139 umol/dm?) pri UV/S,03~
(posle 90 min ozracivanja; ¢(5,03~) = 0,140 mmol/dm?3).
pH pri svim tretmanima je bio ~8.

Citotoksi¢nost smese nastale nakon razgradnje FBs primenom UV/TiO2> Wackherr
tretmana (slika 4.31, sivi stubiéi), prema H-4-11-E C¢elijskoj liniji je povecana. Naime,
standardni rastvor je inhibirao celijski rast za 8%, dok je nakon primene ovog tretmana

procenat inhibicije povecan za 25%. Na osnovu dobijenih razultata moZe se zakljuciti da

.....
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Procena citotoksi¢nosti na Neuro-2a éelijskoj liniji. Na osnovu dobijenih rezultata
0 citotoksi¢nosti FB1, kao i smeSe FB;1 i intermedijera koji su nastali u procesu razgradnje
primenom razli¢itih tretmana (slika 4.34) moze se zakljuciti da nije doSlo do znacCajnije
inhibicije/stimulacije ¢elijskog rasta, osim u slu¢aju primene UV/S,0;~ tretmana. Najveéa
stimulacija rasta zabelezena je kod standardnog rastvora FB1 u iznosu od 11% (slika 4.34,
stubi¢ 1). Stubi¢em 3 prikazana je stimulacija rasta Neuro-2a ¢elijske linije nakon 180 min
UV/H20, tretmana (9%), Sto je verovatno posledica nastanka intermedijera cija se
aktivnost na ovoj celijskoj liniji ne razlikuje znacajno od FBi:. Nakon tretmana UV
fotolizom (stubi¢ 2) i UV/TiO2 Wackherr (stubi¢ 5) nastaju intermedijeri koji izazivaju
manju stimulaciju Celijskog rasta (3%, odnosno 1%) u odnosu na standardni rastvor FBy,
tj. primenom ovih tretmana nastaju intermedijeri koji ne utiCu na rast Neuro-2a celijske
linije. Samo u sluaju primene UV/S,03~ tretmana u periodu od 180 min uodena je
inhibicija rasta Neuro-2a Ccelijske linije od 10% (stubi¢ 4), kao posledica nastanka

citotoksi¢nih intermedijera.
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Slika 4.34. Citotoksicna aktivnost FB1 (0,139 pmol/dm®) i njegovih reakcionih smesa
nastalih primenom razlicitih tretmana na Neuro-2a ¢celijskoj liniji: 1) FB;1 (bez tretmana),
2) UV fotoliza (posle 180 min ozracivanja), 3) UV/H202 (posle 180 min ozracivanja;
¢(H202) = 0,278 mmol/dm?), 4) UV/S,05~ (posle 180 min ozracivanja;
¢(S,0357) = 0,140 mmol/dm?®) i 5) fotokataliticka razgradnja uz dodatak TiO, \Wackherr
(posle 60 min ozracivanja,; c(TiO2) = 1 mg/cm?®). pH pri svim tretmanima je bio ~8.

Na slici 4.35 prikazana je citotoksi¢na aktivnost FB2 i njegovih intermedijera

nastalih tokom razli¢itih tretmana na Neuro-2a ¢elijskoj liniji. Sli¢no, kao i u sluc¢aju
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standardnog rastvora FB1 i standardni rastvor FB> je pokazao stimulativni uticaj na rast
Neuro-2a c¢elija (15%) (slika 4.35, stubi¢ 1), o ¢emu je bilo vise re¢i u odeljku 4.5.1.
Reakciona smeSa FB> i proizvoda razgradnje nastalih primenom direktne UV fotolize u
trajanju od 90 min nisu imali uticija na rast Neuro-2a ¢elija (stubi¢ 2). U slucaju primene
UV/S,03 tretmana u periodu od 90 min nastala smesa je inhibirala rast Neuro-2a éelija za
5% (stubi¢ 3). U sluéaju kada je na smesu FB, i FB1 primenjen UV/S,0;™ tretman u
trajanju od 90 min, tako dobijena reakciona smesa sa intermedijerima razgradnje takode
nije dovela do efekata na rast $to je najverovatnije posledica nastajanja intermedijera koji

nisu citotoksi¢ni prema ovoj ¢elijskoj liniji (stubié 4).
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Slika 4.35. Citotoksicna aktivnost FB2 (0,0687 umol/dm®) i njegovih reakcionih smesa
nastalih primenom razlicitih tretmana na Neuro-2a celijskoj liniji: 1) FB2 (bez tretmana),
2) UV fotoliza (posle 90 min ozracivanja), 3) UV/S,05~ (posle 90 min ozracivanja;
¢(5,0z7) = 0,140 mmol/dm?), 4) FB, u prisustvu FB; (1,39 pmol/dm?) pri UV/S,05~
(posle 90 min ozracivanja; c(5,05~) = 0,140 mmol/dm?).
pH pri svim tretmanima je bio ~8.

Sliéno kao i kod prethodna dva fumonizina, tako i kod FBs, nije primecéena
znacajna osetljivost Neuro-2a celijske linije kako na standardni rastvor FB3, tako ni na
intermedijere koji su nastali nakon UV/TiO2 Wachkerr tretmana (slika 4.31, plavi stubiéi).
Ispitivanjem citotoksi¢nosti standardnog rastvora FB3, zabelezena je manja inhibicija rasta

Neuro-2a ¢elijske linije (6%), dok je nakon tretmana taj procenat nesto veci (8%).
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Procena citotoksicnosti na MRC-5 Celijskoj liniji. Kada se uporede rezultati
dobijeni za procenu citotoksi¢nosti FB1, kao i smese FB1 i intermedijera koji su nastali
tokom ispitivanih tretmana fotorazgradnje, uo¢ena je manja stimulacija rasta, ali u veéini
slu¢ajeva nije bilo uticaja na rast celija (slika 4.36). Prilikom ispitivanja uticaja
standardnog rastvora FB1 na rast MRC-5 celijske linije (stubi¢ 1), kao i nakon UV
tretmana (stubi¢ 2), rast ¢elija je bio na nivou kontrole. Nakon primene UV/H,O; tretmana,
kao i fotokatalize, zabelezena je stimulacija rasta ¢elija od 5% (stubi¢ 3), odnosno 9%
(stubi¢ 5). Manja inhibicija éelijskog rasta je Uotena nakon UV/S,03~ tretmana (3%,
stubic¢ 4).
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Slika 4.36. Citotoksicna aktivnost FB1 (0,139 pumol/dm®) i njegovih reakcionih smesa
nastalih primenom razlicitih tretmana na MRC-5 éelijskoj liniji: 1) FB1 (bez tretmana),
2) UV fotoliza (posle 180 min ozracivanja), 3) UV/H202 (posle 180 min ozracivanja;
¢(H202) = 0,278 mmol/dm?), 4) UV/S,05™ (posle 180 min ozracivanja;
¢(8,057) = 0,140 mmol/dm?®) i 5) fotokataliticka razgradnja uz dodatak TiO, Wackherr
(posle 60 min ozracivanja, c(TiO2) = 1 mg/cm®). pH pri svim tretmanima je bila ~8.

Sli¢no, 1 pri ispitivanju citotoksi¢nosti FB2 i njegovih intermedijera na MRC-5
¢elijsku liniju uglavnom je uocen ujednacen ¢elijski rast koji se kretao od 96-103% (slika
4.37). Pri proceni toksi¢nosti standardnog rastvora FB2, kao §to je veé receno, uocena je
manja inhibicija rasta (3%, stubié¢ 1), kao i u slu¢aju UV/S,05" tretmana (4%, stubié 3).

Primenom tretmana direktne UV fotolize u reakcionoj smesi nije uocena znacajna promena
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u rastu MRC-5 ¢elija (stubi¢ 2). Interesantno je zapaziti da se jedino kod MRC-5 ¢elijske

linije javlja stimulacija rasta (3%) nakon UV/S,0z" tretmana sme$e FB1 i FB; (stubié 4).
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Slika 4.37. Citotoksi¢na aktivnost FB, (0,0687 umol/dm?®) i njegovih reakcionih smesa
nastalih primenom razlicitih tretmana: 1) FB> (bez tretmana), 2) UV fotoliza (posle 90 min

T

ozracivanja), 3) UV/S,05~ (posle 90 min ozracivanja; ¢(S,05~) = 0,140 mmol/dm?3),
4) FB, u prisustvu FB1 (1,39 pmol/dm?®) pri UV/S,03~ (posle 90 min ozracivanja;
c(5,057) = 0,140 mmol/dm?®) na MRC-5 ¢elijskoj liniji.
pH pri svim tretmanima je bila ~8.

Smesa nastala pri fotokatalitickoj razgradnji FB3 bila je manje toksi¢na prema
MRC-5 ¢elijama u poredenju sa standardnim rastvorom FB3 (slika 4.31, roze stubici).
Naime, pre tretmana celijski rast je bio inhibiran 38%, dok je nakon fotokatalize UV/TiO>
Wachkerr tretmanom zabeleZena inhibicija rasta od 10%. Dobijeni rezultati ukazuje da su

nastali intermedijeri manje toksi¢ni od FBa.
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5. ZAKLJUCAK

Fumonizini su toksi¢ni i kancerogeni proizvodi plesni koji uglavnom kontaminiraju
zitarice, kao 1 hranu od zitarica. Oni predstavlju znacajan zdravstveni rizik za ljude i
zivotinje. U novijim istrazivanjima utvrdeno je njihovo prisustvo u vodi, kao i moguénost
produkcije fumonizina u vodenoj sredini. Obzirom na potencijalnu opasnost ukoliko se
fumonizini nadu u vodi, veoma je vazno posvetiti paznju razvoju metoda za njihovo
uklanjanje. Napredni procesi oksidacije su se pokazali kao efikasni procesi za
pre¢is¢avanje voda koje sadrze zagadujuce materije pri ¢emu najcesée dolazi do njihove
potpune mineralizacije. Zbog toga je predmet istazivanja ove doktorske disertacije bila
direktna i indirektna fotoliza fumonizina primenom UV i SS zracenja, kao i fotokataliza u
cilju njihovog uklanjanja iz vodene sredine. Procena toksi¢nosti standardnih rastvora
fumonizina, kao i smesa nastalih nakon razli¢itih postupaka fotolize i fotokatalize izvrSena
je in vitro upotrebom Ccetiri ¢elijske linije, poreklom od razlicitih tkiva sisara. Na osnovu
postignutih rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci.

Prac¢enjem stabilnosti vodenih rastvora fumonizina u mraku, ustanovljeno je da je
FB: stabilan u vremenskom periodu duzem od 500 dana, a FB2 u periodu duzem od 150
dana (koliko je trajalo ispitivanje). Ovo ukazuje na neophodnost razvoja efikasne metode
za njihovo uklanjanje iz zivotne sredine.

Obzirom da je pH-vrednost razli¢ita u zavisnosti od tipa vode (zbog razli¢itog
matriksa), pre svega je ispitan uticaj pH-vrednosti (u opsegu od 4,0 do 10,0) na efikasnost
direktne fotolize FB1 primenom UV i SS zra¢enja. Nadeno je da sa smanjenjem pocetne
pH-vrednosti reakcione smese dolazi do povecanja u efikasnosti razgradnje FBy, pri ¢emu
je efikasnost najveca pri pH 4,0, a najmanja pri pH 10,0 primenom obe vrste zracenja.
Medutim, primenom UV zracenja efikasnost razgradnje FB1 pri istom pH je znatno visa,
na primer pri pH 4,0 prividna konstanta brzine razgradnje je oko tri puta visa primenom
UV zracenja nego primenom SSZ, dok je pri pH 10,0 ¢ak oko osam puta visa. Obzirom da
su fumonizini termostabilna jedinjenja zakljuCeno je da je efikasno uklanjanje FB:
posledica samo fotolize, a ne i hidrolize. Pri ispitivanju efikasnosti direktne fotolize FB>
pri pH 8,0 uz primenu UV zracenja nadeno je da je efikasnost razgradnje oko dva puta niza

nego u slucaju FB1. Nadalje je ispitan uticaj sinergistickog dejstva FB1 i FB2 pri pH 8,0 na
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efikasnost direktne fotolize primenom UV i SSZ. Primenom UV zrafenja sinergisticki
efekat dovodi do sporije razgradnje FB1, dok se FB> razgraduje brze u odnosu kada se oni
razgraduju pojedina¢no. Primenom SSZ za razgradnju smese FB; i FB, dobijene su
kineticke krive nepravilnog oblika, $§to je verovatno posledica sinergistickog dejstva ova
dva fumonizina i pojave intermedijera tokom razgradnje koji se nisu hromatografski
razdvojili od pikova FB1 i FB..

U cilju povecanja efikasnosti razgradnje fumonizina, nakon direktne, ispitana je
efikasnost i indirektne fotolize fumonizina u ultradistoj vodi uz koris¢enje UV i SS zralenja u
prisustvu H,02, kao i (NH4)2S:0s. Pri primeni UV/H>O> tretmana prvo je ispitan uticaj
pocetnih koncentracija H202, u opsegu od 50 do 200 puta veéem od koncentracije FB1 tj.
od 0,074 do 0,278 mmol/dm3. Nadeno je da pri pH 8,0 efikasnost razgradnje FB1 raste u
celom ispitivanom koncentracionom opsegu, dok pri pH 4,0 dostize maksimum pri 0,147
mmol/dm?3, da bi sa daljim poveéanjem koncentracije (0,278 mmol/dm?) pocdela da opada.
Ovakav uticaj pH na efikasnost UV/H.O; tretmana je verovatno posledica uticaja pH-
vrednosti na redoks potencijal *OH-radikala (koji nastaju pri fotolizi H202) i koji je veéi u
kiseloj nego u alkalnoj sredini. lako se pri po¢etnom pH 8,0 FB1 nesto sporije razgraduje u
poredenju sa pH 4,0, efikasnost razgradnje je dovoljno velika tako da se ovi uslovi
tretmana mogu primeniti na razli¢ite tipove voda bez podesavanja pH. U poredenju sa
direktnom fotolizom, efikasnost razgradnje FB1 u prisustvu H202 pri pH 8,0 je preko dva
puta veca u prvih 60 min ozra¢ivanja. Medutim, pri pH 4,0 doprinos direktne fotolize
ukupnoj efikasnosti je nesto veci tako da je primenom UV/H20. tretmana efikasnost
razgradnje za 1,4 do 1,7 puta visa (u zavisnosti od koncentracije H.O2) nego primenom
direktne fotolize u prvih 20 min ozraCivanja. Isto tako je ispitana i efikasnost razgradnje
FB: i FB3 pri optimalnim uslovima razgradnje primenom UV/H20; tretmana. Nadeno je da
efikasnost razgradnje fumonizina opada u slede¢em nizu FB1 > FB3 > FB; §to je verovatno
posledica strukturnih razlika, iako su one male. Medutim, u slué¢aju primene SSZ/H>0>
tretmana efikasnost razgradnje FB:1 je niza u poredenju sa direktnom fotolizom (oko tri
puta nakon 180 min ozracivanja).

I u slugaju primene UV/S,03~ tretmana za razgradnju FB: ispitan je uticaj
koncentracije persulfata u slicnom koncentracionom opsegu, kao i H202. Nadeno je da pri
pH 8,0, sa poveéanjem koncentracije persulfata do 0,140 mmol/dm?® dolazi do poveéanja
efikasnosti razgradnje FB1, da bi sa daljim poveéanjem do 0,280 mmol/dm? efikasnost

razgradnje ostala prakti¢no ista. Slican uticaj koncentracije persulfata zapazen je i pri pH
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4,0 s tim $to je efikasnost razgradnje FB1 u celom opsegu koncentracija visa nego pri pH
8,0. U poredenju sa direktnom fotolizom, efikasnost razgradnje FB1 u prisustvu S,03~ pri
pH 8,0 je preko dva puta vec¢a u prvih 60 min ozraCivanja pri viSim koncentracijama
persulfata, tj. efikasnost je sli¢na onoj u prisustvu H.O,. Medutim, pri pH 4,0 efikasnost
razgradnje primenom UV/S,0;~ tretmana (pri vi$im koncentracijama $,0357) je oko osam
puta visa u odnosu na direktnu fotolizu. U slu¢aju primene SSZ/S,05™ tretmana efikasnost
razgradnje FB1 je prakticno ista kao i pri direktnoj fotolizi, §to ukazuje da se u ovom
slucaju odigrava samo direktna fotoliza. Isto tako je ispitana i efikasnost razgradnje FB:

T

pri optimalnim uslovima primenom UV/S,0;~ tretmana. Nadeno je da u ovom slucaju

dolazi do potpune razgradnje FB2 u toku 90 min ozra¢ivanja, tj. da je UV/S,03  tretman
najefikasniji u poredenju sa direktnom fotolizom i UV/H2O, tretmanom. Medutim, u
slu¢aju primene UV/S,03~ tretmana dolazi do znacajne promene pH tokom razgradnije (sa
pH 8,1 se smanji na 3,9), §to verovatno uti¢e na povecanje efikasnosti indirektne fotolize.

lako je primenom UV/sS,0% tretmana postignuta visa efikasnost razgradnje FB1 u
odnosu na UV/H20;, primenom UV zraéenja dolazi do razlaganja S,02  na sulfatne jone,

dok se H20O2 razlaze na vodu, $to je mnogo bezbednije po zivotnu sredinu. Obzirom da
izmedu primenjenih optimalnih koncentracija H2O2 (0,278 mmol/dm®) i s,0% (0,140
mmol/dm®) pri prirodnom pH, nema znacajne razlike u efikasnosti razgradnje, moze se
zakljuciti da je pogodnije da se fotoliza izvodi u prisustvu H20..

Znacajan sinergisticki efekat je zapazen izmedu FBi i FB2 tokom UV/H20,
odnosno UV/s,0;~ tremana. Naime, brzina razgradnje oba fumonizina je znafajno manja
kada su u smesi, u odnosu na brzinu kada se razgraduju pojedina¢no, pri ¢emu je ovaj
sinergisti¢ki efekat posebno izrazen tokom UV/S,05 tretmana. Isto tako je utvrdeno da je
sinergisticki efekat u ve¢oj meri izraZen pri indirektnoj nego pri direktnoj fotolizi.

U cilju proucavanja efikasnosti fotokataliticke razgradnje fumonizina, ispitana su
tri katalizatora: TiO2 Degussa P25, TiO2 Wackherr i ZnO, pri ¢emu je u ovom istrazivanju
samo TiO2 Wachkerr naSao svoju primenu. Naime, u sluéaju ostala dva katalizatora, doslo
je do potpune adsorpcije FB1 u sluc¢aju TiO2 Degussa P25, odnosno 90% u slucaju ZnO,
Sto je verovatno posledica strukture nanomaterijala, specifiéne povrsine, velicne pora i
pHpzc. Primenom fotokatalitickog tretmana sa TiO> Wackerr FB1 i FB3z se efikasno
razgraduju (efikasnije 1 od direktne 1 indirektne fotolize), dok se FB2 adsorbuje na povrSini

ovog katalizatora. Adsorpcija FB: je verovatno posledica velikog smanjenja pH-vrednosti
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(sa 8,3 se smanji na 3,5 u perodu sonifikovanja), sto nije sluc¢aj sa FB1 i FB3z. Imajuci u
vidu da je nakon tretmana potrebno odvojiti fumonizin od fotokatalizatora, a da je zapazen
problem adsorpcije fumonizina na katalizatoru, moze se zakljuciti da je za uklanjanje
fumonizina iz vodene sredine pogodnije Koristiti indirektnu fotolizu iako je efikasnost
nesto manja.

Pri ispitivanju uticaja matriksa razli¢itih tipova voda (UCV, ¢esmenska, dunavska i
podzemna) na efikasnost razgradnje FBi1 zapazeno da se efikasnost razgradnje menja u
zavisnosti od tipa vode, pri ¢emu je najveca brzina razgradnje zabeleZena u dunavskoj
vodi, a najniza u UCV kada se primenjuje direktna UV fotoliza. Medutim, ukoliko se

razgradnja FB; vr$i primenom UV/H20: ili UV/S,03 tretmana u tom sluéaju efikasnost

razgradnje je najve¢a u UCV, dok ostale vode pokazuju inhibitorski uticaj. Sli¢an uticaj na
efikasnost razgradnje je primeéen i pri dodatku pojedinih katjona, anjona i huminske
kiseline koji se u analiziranim vodama nalaze u najvi$im koncentracijama. Tako, dodatak
anjona (hlorid, nitrat, sulfat) i huminske kiseline u UCV, dovodi do povecanja efikasnosti
razgradnje u procesu direktne UV fotolize, osim HCO; koji inhibira razgradnju FB1. U
prisustvu anjona i huminske kiseline nastaju razlicite radikalske vrste i dolazi do povecanja
jonske sile §to ubrzava razgradnju fumonizina. Dodatak katjona (kalcijum i magnezijum) u
UCV dovodi do inhibicije razgradnje verovatno zbog formiranja kompleksa sa FB1. U
slu¢aju primene UV/H20> tretmana za razgradnju FB1 prisustvo svih ispitivanih katjona,
anjona i huminske kiseline uzrokuju inhibiciju razgradnje. Inhibitorski uticaj anjona i
huminske kiseline je verovatno posledica $to se ponasaju kao hvataci slobodnih radikala,
dok katjoni i u ovom sluéaju verovatno grade komplekse sa FB1. U uzorcima simulirane
dunavske, ¢esmenske i podzemne vode zapazena je veca efikasnost direktne UV fotolize
FB1 u poredenju sa razgradnjom u UCV, kao i u odnosu na ostale ispitivane tipove voda.
Medutim, u sluc¢aju primene UV/H.O: tretmana u simuliranim vodama, efikasnost
razgradnje je znatno niza u odnosu na UCV, kao i u odnosu na ostale ispitivane tipove
voda. Ovo je verovatno posledica prisustva i drugih komponenti matriksa koje uticu na
efikasnost razgradnje, a koje nisu bile predmet ispitivanja.

Odredivanjem in vitro citotoksi¢ne aktivnosti standardnih rastvora fumonizina, kao
I nastalih intermedijera tokom UV fotolize, kao i indirektne fotolize i fotokatalize utvrdeno
je da je BHK ¢elijska linija bubrega hrcka bila najosetljivija na fumonizine, posebno na

FB2 i FB3, kao i na njihove proizvode razgradnje.
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U okviru ove doktorske disertacije prvi put su objavljeni rezultati ispitivanja in
vitro toksi¢nosti FB1, FB2 i FB3 na ¢elijskim linijama i dobijene su ICsg vrednosti na BHK
¢elijskoj liniji bubrega hrcka.

Uporednim pracenjem produkata razgradnje i toksi¢nosti, bilo je mogucée dobiti
podatke 0 mogucim nosiocima toksi¢nosti. Takode, bilo je moguce identifikovati
fotoliticke i fotokatalitiCke procese i intermedijere koji dovode do formiranja intermedijera
koji su manje toksi¢ni od standardnih rastvora fumonizina.

Osetljivost svih ¢elijskih linija je potvrdena detekcijom toksi¢nosti nakon primene
razli¢itih fotolitickih 1 fotokatalitickih procesa, kao i u sluc¢aju smanjene efikasnosti

katalitickog procesa kod tretmana smese FB1 i FB2 i primenom UV/S,05~, kada je
toksi¢nost detektovana i na najmanje osetljivoj Neuro-2a ¢elijskoj liniji.

Ova istrazivanja imaju za rezultat znacajne podatke o fotohemijskom ponasanju
fumonizina B serije u vodenoj sredini, kao i 0 in vitro toksi¢nosti fumonizina i
intermedijera nastalin tokom njihove fotorazgradnje. Takode, rezultati ovih istraZivanja
daju uvid o uticaju matriksa prirodnih voda na efikasnost razgradnje fumonizina i znac¢ajni

su za razvoj tehnoloskih metoda preciS¢avanja vode od fumonizina kao potencijalno

kancerogenih  mikotoksina  koji mogu lako dospeti u vodenu sredinu.
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Osaj Obpazay yunu cacmasHu 0eo OO0KMOpPcKe oucepmayuje, OOHOCHO
OOKMOPCKO2 YMEMHUYKO2 npojekma Koju ce Opanu Ha YHueepzumemy y
Hosom Caoy. Ilonywen Ob6pazay ykopuuumu usa mexkcma OOKMOpPCKe
oucepmauyuje, 00HOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKma.

[liman TpeTMana noxaTtaka

Ha3uB npojexta/mcrpaxknBama

Jokropcka nuceprauuja: JupextHa u nHAUpeKkTHa QoToNM3a HyMOHH3HHA Y PA3IMYUTUM TUIIOBUMA

BOJla Kao U MponcHa lbbUXOBE TOKCUYHOCTHU

Ha3uB nHCTHTYIMje/MHCTUTYMja Yy OKBUPY KOjHX Ce CIIPOBOAH MCTPAKMBaHe

a) [Ipupoano-marematnuku gaxynrer YHusepsureray Hosom Cany
0) Hayunu uHCTHTYT 32 BeTepuHapcTBo ,,HoBu Can'

B) MHCTUTYT 32 OHKOJIOTH]Y BojBOIMHE

Ha3uB nporpama y OKBHpY KOI' ce peajin3yje HCTPasKMBame

Pa3Boj Merona npahema u ykiamarma OHOJIONIKYA aKTUBHUX CYIICTAHIU Y IIWbY yHamnpelhema KBauTeTa
)kuBoTHe cpenune, OH 172042, xao u y okBupy Illporpama HaydHOHMCTpPaKMBAUYKOT paja
MunucTapcTBa MPOCBETE, HAyKe W TEXHOJIOMIKOT pa3Boja Pemybmmke Cpbuje (6poj 451-03-9/2021-
14/200125 u 451-03-9/2021-14/200031).

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra cryauje

Yxpamxo onucamu mun cmyouje y oxeupy Koje ce nooayu npukynsajy

JlokTOpCKa aucepramuja

1.2 Bpcre nonataka

KBaHTI/ITaTI/IBHI/I
KBaJII/ITaTI/IBHI/I

1.3. HauuH npukymnsbama moaTaka
a) aHKeTe, YITUTHHUIU, TECTOBU
0) KJIMHUYKE POIICHE, MEUIIMHCKH 3aTKCH, EIICKTPOHCKH 3IPABCTBEHH 3aITUCH

B) TEHOTHITOBH: HABECTH BPCTY
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T') aAMIHUCTPATHBHU TIOJAIA: HABECTH BPCTY

1) Y30pIIA TKUBA: HABECTU BPCTY

) caumim, potorpaduje: HaBeCcTH BPCTY

€) TeKCT, HaBeCTH BPCTY HAYYHHU PaJlOBH

’K) MaIia, HaBeCTH BPCTY

3) OCTaJI0: OMHUCATH J1a00PaTOPH]CKH EKCIEPUMEHTH

1.3 ®opmar nopartaka, ynorpeOpeHe cKalle, KOIMYMHA [To1aTaKa

1.3.1 YnorpeGspeHu copTBep U popMar JaToTeKe:
a) Excel ¢ajn, maroreka .xIsx

b) SPSS ¢ajn, naroreka

¢) PDF ¢ajn, naroreka .pdf
d) Texkcr ¢aji, natorexa .doc
e) JPG ¢ajn, naroreka .jpg

f) Ocraino, naroreka

1.3.2. bpoj 3anmca (Ko KBaHTUTATHBHUX TO/aTaKa)

a) Opoj Bapujabmu 7

0) Opoj Mepera (MCITUTaHUKA, TIPOIICHA, CHUMaKa U CJI.) BEJIUKU Opoj

1.3.3. IloHOBJbEHA MEpEHa

@

0) HE

VYKOJIMKO je 0JroBOp Ja, OJIrOBOPUTH Ha cieneha nurama:

a) BPEMCHCKH pa3dMaK I/I3Meby IIOHOBJBCHUX Mepaje HCKOJHMKO MMHYTA WJIKM HCKOJHMKO JdaHa

0) BapujalJie Koje ce BHIIE IyTa Mepe OJHOCE CE Ha IOHOBJEEHE EKCIEPUMEHTE 03paunBambha,
HOHOBJbECHO oJpehrBame KOHIICHTpAIIH]je 03pa4YeHOT jeINbEHha WIN NOHOBIJLEHO opehiBarme
TOKCHYHOCTH

B) HOBe Bep3uje PajiioBa KOjH caapike MOHOB/BCHA MEPEHA CY MIMEHOBAHE Ka0 JIPYTUM aparcKuMm
OpojeEM Kao U peunma
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Hamowmeune:

Ja nu popmamu u cogpmeep omozyhasajy demerve u dyeopouny 6anuoOHOCHm no0amara?

@

6) He

Axo je 00e080p He, 0bpaznodcumu

2. llpuxynibame nmogaTaka

2.1 Mertoznonoruja 3a NpUKyIbamke/TeHEPHCabe MoIaTaka

2.1.1. Y oKBUpY KOT' HCTPa)KMBAYKOT HALPTa Cy MOAALM IPUKYIJEHU?

a) eKCTIIEpUMEHT, HABECTH THII Ja00PaTOPUjCKH EKIICEPUMEHT

0) KOpeNnanroHO UCTPaKUBakE, HABECTH THIl KOpeJallioHa aHanu3a u3Mel)y npoMeHe KOHIIEHTpaIuje
UCIIUTHBAHOT je/IMCHba TPe U HAKOKOH 03pavyHBatbha

11) aHaJIM3a TeKCTa, HABECTH THII IIPETJIe]l HAYYHE JIUTEPAType Koja je TOCTYIHA Y OBOM MOMEHTY

1) OCTaJI0, HABECTH 11T

2.1.2 Hagecmu 6pcme MepHUuX uHCMpyMeHama uiu Cmanoapoe nooamaxa cneyu@uyHux 3a oopehemny
HAy4Hy OUCYUNIUHY (aKo nocmoje).

HPLC-FLD, TOC ananuzarop, joHCKH Xpomarorpad, horomerap

2.2 Kpayrer mojiataka v CTaHAapIA

2.2.1. Tperman HenocTajyhux nogaraka

a) [la nmu marpuua cagpxu Henocrajyhe nogaTtke? ﬂ

AKO je 0roBop J1a, OAroBopuTH Ha ciiefeha nurama:

a) Konuku je 6poj Hemoctajyhux nonataxa?
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0) Ja mu ce KOpHCHUKY MaTpHIIe TIpernopydyje 3aMena Hepoctajyhux nogaraka? Jla He

B) AKO je 0roBOp 12, HABECTH CYrecTHje 3a TPeTMaH 3aMeHe HellocTajyhux momaraka

2.2.2. Ha xoju HaYMH je KOHTPOJKMCaH KBATUTET noaataka? OnucaTu

Kpanurer momaraka ie KOHTPOJIMCAaH HOMOhV CTaTUCTHUYKC 06021,[[6 nojJgaraKa

2.2.3. Ha koju Ha4uH je U3BpIIcHa KOHTPOJIa YHOCA MTOJIaTaka y MaTpUIly?

CTaTUCTUYKOM KOHTPOJIOM JIOOM]EHOr pe3yaTara

3. TpermaH noaataka u npareha JokymMeHTanuja

3.1. TpermaH u dyyBame moaTaKa

3.1.1. Hodayu he Oumu Oenonoéanu y 3ajeOHUYKU ROPMAL C8UX OOKMOPCKUX Oucepmayuja u
uzgewimaja o mwuxoeoj ouenu Ha Yuueepzumemuma v Cpbuju (NaRDUS) u y penozumopujymy
dokmopckux oucepmayuja Yuusepzumema y Hosom Caody (CRIS).

3.1.2. URL aopeca

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla 1u he nodayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a)@

0) a, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o

8) He

Axo je 002080p He, nasecmu paznoe

3.1.5. Hooayu nehe 6umu denonosanu y peno3umopujym, aiu fie oumu yyeau.
Obpasnooicerve

Jloxkmopcka ducepmayuja he bumu 0enonosana y 3ajeOnuyxy nopman ceux 0OKmMopCKux oucepmayuja
u_uzgewmaja_ o ruxoeoj oyenu nHa Yuueepsumemuma v _Cpbuju (NaRDUS) u y penozumopujymy
ooxmopckux oucepmauuja Yuueepzumema y Hoeom Caoy (CRIS)
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3.2 Mertanofiany u JOKyMEHTaIl{ja ToaTaKa

3.2.1. Koju crannapn 3a Meranoaarke he Outu npuMemeH?

3.2.1. HaBectn MeTamnomaTke Ha OCHOBY KOjUX Cy MOJIAIM JIEIOHOBAHH Y PEMIO3UTOPH]jYM.

AKo je nompebno, Hasecmu memoode Koje ce Kopucme 3a npey3umarse no0amaxd, aAHaIumuyKe u
npoyedypaine uHgopmayuje, uxo8o KoOOUupare, 0emasbHe Onuce 8apujadiu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u cTaHIap/y 3a YyBambe MmojaTaKa

3.3.1. Jlo xor nepuoja he noganu OUTH YyBaHHU y PEHO3ZUTOPUjyMY?
Heorpannueno

3.3.2. Jla i he nogauu 6uTu nenoHoBanu 1nox mudpom? Ja @

3.3.3. la nu he mudpa Outn goctynHa oapeheHoM Kpyry uctpaxusaua? [a

3.3.4. la v ce nojauy Mopajy yKJIOHUTH U3 OTBOPEHOT IPUCTYIMA [I0CJIe N3BECHOT BpeMeHa?

Ja (i)

O06pa3noxKuTH

4. bBe3deaHOCT MOogAaTAKa U 3ALITHTA MOBEP/LUBUX HHPOPMALHja
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OBaj onesbak MOPA OnTH MOMyHEH aKo BalllH MOJANN YKJbYUyjy JTUYHE TIOJaTKe KOjU Ce OAHOCE Ha
YYEeCHUKE y UCTpaXNBamy. 3a Apyra HCTpaKMBama Tpeba Takol)e pa3MOTPUTH 3aIUTUTY U CUTYPHOCT
HOo/IaTaKa.

4.1 dopmanHu CTaHIAPIU 32 CUTYPHOCT HH(pOpMaIrja/mojaraka

UcTpaknBaun Koju CIPOBOJIE UCIIMTHBAA C JbYJMMa MOPajy Ja ce MPUAPKaBajy 3aKoHa O 3aIITHTH
nogartaka o nuuHoctH (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html) n
onrosapajyher HHCTUTYIIOHATHOT KO/IEKCa O aKaJIeMCKOM HHTETPUTETY .

4.1.2. Jla nu je uctpaxkupame 0100peHO 0] cTpaHe eThuke komucuje? [la He

Axo je oaroop [la, HaBecTH JaTyM U Ha3MB €THUYKE KOMHUCH]E K0ja je 0100pHiIa HCTPaKUBAHE

4.1.2. la v nojany yKJby4yjy JUUHE MOJIATKE YUECHUKA Y UCTPAKUBABY? )1

AKO je 0JroBOp J1a, HaBeIUTE Ha KOjU HAYMH CTE OCUTYPAJIU MIOBEPJBUBOCT M CUTYPHOCT HH(OpMaIirja
BE3aHUX 32 UCIIUTAHUKE:

a) [Mogauy HECY Y OTBOPEHOM MPHUCTYITY
0) ITomanu cy aHOHUMU3UPAHU
1) Ocraio, HaBeCTH 1ITa

5. JocTynHoOCT moaaTraka

5.1. Ilooayu he bumu
a) jagno docmynuu
()ocmynHu CAMO YCKOM Kpyey ucmpanicueaua y oopehenoj nayuuoj ooracmu

y) 3ameoperu

Axo ¢y nodayu 00CmynHu camo ycKom Kpyay UCmpaicuéaid, Hagecmu noo Kojum YCio8uma Moy 0d ux
Kopucme:

V3 3aXTeB U MIHUCMEHO OI[O6DGH>G BJIAaCHHKA 11oJaTaKa

Axo cy nooayu 0ocmynHu camo yYCKoM Kpyay UCIpadcudaid, Hagecmu Ha Koju Ha4uH moey
npucmynumu nooayuma: Y3 no0ujameM mudpe 0/ BAACHUKA [101aTaKa 33 IPUCTYI HOaaI[MMa KOJU CY
noxpamenn Ha Penosuropujymy Yuausepsurera y Hosom Cany
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5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npukynmenu nooayu oumu apxusuparu.

AvyTOpCcTBO-HEKOMEPLIM]AJIHO-0€3 IIpepaae

6. YJjiore u 0AroBOpHOCT

6.1. Hagecmu ume u npesume u meji aopecy 61AcHUKA (aymopa) nooamaxa

Msana Jestuh (ivana.dabic@yahoo.com)

6.2. Hagecmu ume u npesume u meji aopecy
0cobe Koja 00pacasa Mampuyy ¢ nO0ayumMa

HBauna Jestuh (ivana.dabic@yahoo.com)

6.3. Hagecmu ume u npesume u meji aopecy ocobde roja omocyhyje npucmyn nodayuma opyeum
ucmpasxcueauuma

HBana Jestuh (ivana.dabic@yahoo.com)
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