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Dosadasnji objavljeni literaturni podaci ukazuju da aflatoksini, usled
njihovog dokazanog toksi¢nog, mutagenog, teratogenog i kancerogenog
efekta na organizam ljudi i Zivotinja, predstavljaju najpoznatiju i najrizi¢niju
grupu mikotoksina. Nasuprot navedenom, dostupna nauc¢na i stru¢na
literatura iz Republike Srbije ukazuje na nedostatak sistematski sprovedenih
monitoringa ucestalosti pojave aflatoksina. Kao sirovine za ispitivanje pojave
aflatoksina, u ovoj doktorskoj disertaciji, odabrani su kukuruz i mleko.
Kukuruz je odabran jer predstavlja jednu od najzastupljenijih zitarica u Srbiji.
Navedena cinjenica dodatno povecava potrebu za istrazivanjem, jer pojava
aflatoksina u velikoj meri uti¢e i na kvalitet kukuruza, kao i smanjenje
prinosa i ekonomskog profita zemlje. Cilj da se ispita mleko proistekao je iz
¢injenice da ono usled velike frekventnosti u ishrani, predstavlja namirnicu
sa najvecim potencijalnim rizikom za unos aflatoksina u organizam ljudi.



Analiza pojave aflatoksina u kukuruzu obuhvatila je 1000 uzoraka,
sakupljenih tokom perioda od cetiri godine (2009-2012.). Dobijeni rezultati
ukazali su da aflatoksini nisu detektovani u uzorcima kukuruza iz 2009.,
2010. i 2011. godine. Medutim, od 700 analiziranih uzoraka kukuruza iz
2012., ¢ak 553 (79%) bilo je kontaminirano aflatoksinima. Znacajne razlike u
pojavi aflatoksina u kukuruzu, iz razli¢itih proizvodnih godina, mogu se
objasniti izuzetno toplim i suvim vremenskim uslovima zabeleZenim u 2012.
godini. Susni vremenski uslovi bili su povoljni za razvoj plesni i sintezu
aflatoksina u kukuruzu, a takode su u velikoj meri doprineli i visokom nivou
pojave aflatoksina M1 (AFM1) u mleku. Analiza 200 uzoraka razlic¢itih
kategorija kravljeg mleka pokazala je da je AFM1, sa koncentracijama od 0,01
do 1,20 ug/kg, detektovan u 198 (98,7%) uzoraka. Na osnovu odredenih
koncentracija AFM1 u uzorcima mleka, prikupljenih informacija o
prose¢nom unosu mleka, telesnoj tezini razli¢itih starosnih kategorija i
polova 1500 ispitanika, procenjen je rizik od unosa AFM1. Dobijeni rezultati
ukazali su da su sve ispitane starosne kategorije, a posebno deca, izloZena
visokom riziku od unosa AFM1 u organizam preko kontaminiranog mleka.

Usled svega navedenog, proizilazi potreba za kontinuiranim pracenjem
pojave aflatoksina u kukuruzu i AFM1 u mleku, sa ciljem zastite
stanovni$tva od rizika povezanih sa njihovim dokazanim toksi¢nim i
kancerogenim efektima. Tokom poslednjih godina, doslo je do povecane
traznje za razvojem osetljive, tacne, jednostavne i brze metode, ¢ijom
primenom ce se obezbediti pouzdano odredivanje razli¢itih aflatoksina pri
niskim koncentracijama. Usled toga, ELISA metode, kao i metode te¢ne
hromatografije sa razli¢itim detektorima (HPLC-FLD, HPLC-UV light-FLD,
LC-MS/MS) su razvijene, optimizovane i validovane. Validacija je izvrSena
prema smernicama odgovaraju¢ih evropskih Regulativa, analizom
sertifikovanih referentnih materijala i spajkovanih wuzoraka. Dobijeni
parametri validacije potvrdili su da se sve primenjene metode sa visokom
pouzdanoséu mogu koristiti za odredivanje aflatoksina u kukuruzu,
odnosno AFM1 u mleku. Validovane metode su zatim primenjene za analizu
aflatoksina i AFM1 u prirodno kontaminiranim uzorcima kukuruza i mleka.
Analizom prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza uoceno je da
koncentracija aflatoksina u velikoj meri zavisi od neravhomerne raspodele
aflatoksina unutar ¢vrstih uzoraka. Pored toga, analiza uzoraka kukuruza iz
skladista, takode je ukazala na neravnomernu raspodelu ukupnih plesni,
vrste Aspergillus flavus, kao i aflatoksina. S druge strane, dobijeni koeficijenti



korelacije (> 0,9) izmedu primenjenih metoda za odredivanje AFM1 u mleku,

ukazali su da medu dobijenim rezultatima postoji snazna korelacija, koja

moze poticati i od relativno homogenije raspodele AFM1 unutar te¢nih

uzoraka.
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Recent studies have demonstrated that aflatoxins (AFs) represent the best
known and most intensively researched mycotoxins in the world, with
proven toxic, mutagenic, teratogenic and carcinogenic effects on human and
animal health. However, up to the author's knowledge, there are no
investigations concerning the occurrence of AFs in food or feed from
Republic of Serbia. For that purpose, maize and cow’s milk samples were
chosen as matrixes for investigation. Maize is selected because it represents
one of the major crops grown in Serbia and presence of AFs leads to
reduction of maize quality as well as significant economical losses. On the
other hand, milk has the greatest demonstrated potential for AFs introducing
into the human diet since it represents one of the main foodstuffs in human



nutrition.

An investigation regarding occurrence of AFs in maize included 1000
samples collected during four years period (2009-2012). Obtained results
indicate that AFs were not detected in maize samples collected during 2009-
2011 period. However, among 700 analyzed maize samples from 2012 even
553 (79%) samples contained AFs. Significant differences in occurrence of
AFs in maize could be contributed to extremely hot and dry weather
conditions noted during maize growing season 2012. Described weather
conditions were favorable for mould growth and AFs synthesis in maize and
also could be the possible reason for high contamination frequency of
aflatoxin M1 (AFM1) in milk. Analysis of 200 cow’s milk samples showed
that AFM1 were detected in 198 (98.7%) samples in concentrations ranged
from 0.01 to 1.20 pg/kg. On the basis of the obtained AFM1 concentrations in
cow’s milk samples, collected information about average milk intake and
mean body weight (bw) for different age’s categories, mean ingestion of
AFM1 in ng/kg per bw per day were estimated. Obtained results showed
that all age’s categories, especially children, are exposed with high risk
related to presence of AFM1 in milk.

Based on everything stated above, presence of AFs in maize and AFM1 in
milk should be continuously controlled in order to protect the population
from risks associated with its proven toxicity and carcinogenicity. During
recent years, there has been an increase in demand for development of
sensitive, accurate, simple and fast method which is reliable to detect AFs
and AFM1 at low concentrations. For that purpose, enzyme linked
immunosorbent asssay (ELISA), high performance liquid chromatography
with fluorescence detector (HPLC-FLD; HPLC-UV light-FLD) and high
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) were optimized and validated. The method validation was
performed according European Union Regulative using certificated reference
material as well as spiked blank maize and milk samples. The obtained
validation parameters indicate that all applied methods are suitable for
determination of AFs in maize as well as AFM1 in milk samples. Afterwards,
validated methods were applied for analysis of natural contaminated maize
and milk samples. Analysis of natural contaminated maize samples indicate
that determined AFs concentration mostly depends of uneven distribution of
AFs in solid samples. Furthermore, analysis of maize samples from different
warehouses indicates an uneven distribution of moulds, Aspergillus flavus



and AFs. On the other hand, obtained correlation coefficients (>0.9) indicate

that strong correlation exists between applied methods for AFMI1

determination. Relatively homogeneous distribution of AFM1 in liquid

samples could be the possible reason for obtained strong correlation between

applied methods.
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AFG1 Aflatoksin G1

AFG2 Aflatoksin G2

AFM1 Aflatoksin M1

AFM2 Aflatoksin M2
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FAO eng. ,Food and Agriculture Organization of the
United States”

FDA eng. ,Food and Drug Administration“
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HI Indeks opasnosti
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[ARC eng. ,International Agency for Research on Cancer”
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JECFA eng. ,Joint Expert Committee on Food Additives”

LC-MS/MS Tecfna hromatografija sa masenom spektrometrijom
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1. Uvod

Savremena masovna proizvodnja hrane ima za cilj da obezbedi velike koli¢ine
hrane koja ¢e zadovoljiti kriterijume za visokim nutritivnim kvalitetom uz teZnju da se
proizvede zdravstveno bezbedna hrana bez bioloskih, fizickih i hemijskih
kontaminenata.

Mikotoksini se ubrajaju u jedne od najpoznatijih i najucestalijih hemijskih
kontaminenata hrane. Kao sekundarni produkti metabolizma plesni mogu
kontaminirati veliki broj razlicitih poljoprivrednih i prehrambenih proizvoda, kao i
hrane za Zivotinje. Naucni literaturni podaci svedoce da je oko 25% svetske ukupne
proizvodnje zZitarica kontaminirano bar jednim mikotoksinom. Ucestala pojava
mikotoksina pored dokazanog viSestrukog negativnog dejstva na zdravlje ljudi i
Zivotinja, uzrokuje i velike ekonomske gubitke. Sve navedeno utice na svakodnevni
porast istrazivanja u oblasti mikotoksikologije. Poslednjih godina, na globalnom nivou,
sve viSe se povecava ucestalost kontaminacije hrane mikotoksinima. Kao razlozi
ovome, navode se klimatske promene, ali i sve ¢eS¢a i savremenija kontrola njihovog

prisustva, podrZana osetljivim analitickim metodama (Scudamore, 2008).
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Sa aspekta ucestalosti pojave i negativnog uticaja na zdravlje ljudi i Zivotinja,
aflatoksini predstavljaju najpoznatiju i najrizicniju grupu mikotoksina. Do danas je
poznata i dokazana njihova viSestruka Stetnost.

Aflatoksine sintetiSu plesni iz roda Aspergillus. Pojava navedenih plesni kao i
sinteza aflatoksina, karakteristicna je za podrucja sa suptropskom i tropskom klimom.
Aspergillus plesni i aflatoksini predstavljaju jedne od najc¢eS¢ih kontaminenata
kukuruza, koji se ubraja u najrasprostranjenija Zita na svetu i zauzima izuzetno vazno
mesto u ishrani ljudi, a pre svega Zivotinja (Mejia-Teniente i sar., 2011). Ukoliko je
kukuruz koji se koristi za ishranu mlec¢nih Zivotinja kontaminiran aflatoksinima, postoji
velika verovatnoca da ¢e i mleko biti kontaminirano. S obzirom na to da se mleko
smatra osnovnom zivotnom namirnicom koja se svakodnevno konzumira, sistematski
sprovedena kontrola prisustva aflatoksina u celom lancu ishrane pocevsi od kukuruza
do mleka je neophodna (Erkekoglu i sar., 2008).

Sprovodenje sistematske kontrole pojave aflatoksina zasniva se na primeni
analitickih metoda, koje treba da zadovolje kriterijume savremene analiticke prakse u
pogledu osetljivosti i tacnosti, a da ujedno ispune zahteve vazane za jednostavnost
izvodenja, brzine i Sto pristupacnije cene analize (Kralj Cigi¢ i Prosen, 2009).

Usled izrazitog kancerogenog dejstva, velikog negativnog uticaja na zdravlje
ljudi i Zivotinja, kao i velikog uticaja na ekonomske gubitke, aflatoksini Cine izuzetan
izazov za istraZivanja Sirom sveta. U razvijenim zemljama, istraZivanja koja se bave
navedenom tematikom su u stalnom porastu. Nasuprot navedenom, dostupna naucna i
strucna literatura iz Republike Srbije ukazuje na nedostatak sistematski sprovedenih
monitoringa ucestalosti pojave aflatoksina. Ujedno, za Srbiju nema ni podataka koji

objedinjuju rezultate analize klimatskih uslova na pojavu aflatoksina.
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2. Pregled literature

2.1. Mikotoksini

Mikotoksini su sekundarni produkti metabolizma plesni, koje plesni sintetiSu u
nizu reakcija kataliziranih enzimima od velikog broja biohemijski jednostavnih
meduprodukata primarnog metabolizma. Od viSe stotina hiljada razli¢itih vrsta plesni,
oko 200 do 250 su toksigene, odnosno imaju sposobnost da sintetiSu mikotoksine (Pitt,
2000; Hussein i Brasel, 2001). Toksigene plesni najce$¢e pripadaju rodovima
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Mucor, Alternaria i Cladosporium (Scudamore, 2008).
Do danas jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjeno zasto plesni sintetiSu mikotoksine.
Najveci broj istrazivanja ukazuje da mikotoksini nisu neophodni za rast plesni, ali
imaju znacajnu ulogu na eliminaciju drugih mikroorganizama sa kojima se nalaze u
istom okruZenju (Brase i sar., 2009).

Mikotoksini su visokotoksi¢ni kontaminenti hrane za ljude i Zivotinje. Naziv im
potice od grcke reci ,mykes” Sto znaci gljiva i latinske reci ,toxicum* S§to znaci otrov. Do
danas je otkriveno oko 400 mikotoksina, a smatra se da ih ima oko nekoliko desetina
hiljada. Oni se medusobno razlikuju po vrsti plesni koja ih sintetiSe, hemijskoj

strukturi, mehanizmu delovanja i toksi¢nosti. Iako je otkriven veliki broj razli¢itih
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mikotoksina, najveéa paznja pridaje se onima koji se najcesce javljaju kao kontaminenti

hrane i hrane za Zivotinje (Marasas i sar., 2008):

aflatoksini,

ohratoksini,

zearalenon,

fumonizini,

trihoteceni (deoksinivalenon, T-2, HT-2),

patulin.

Mikotoksini u lanac ishrane mogu dospeti na vise nacina. Kako gotovo sve biljke

mogu biti podloge za rast toksigenim plesnima, do sinteze mikotoksina moZe doc¢i na

polju, tokom berbe, transporta, skladiStenja sirovine, prerade, skladiStenja gotovih

proizvoda i njihove distribucije. Mikotoksini u namirnice Zivotinjskog porekla najceSce

dospevaju preko kontaminirane hrane za Zivotinje. Ukoliko Zivotinje konzumiraju

hranu kontaminiranu mikotoksinima postoji velika verovatno¢a da ¢e se oni

akumulirati u razli¢itim tkivima i organima (Scudamore, 2008; Bailly i Guerre, 2009).

Sirovine i proizvodi koji su najceS¢e kontaminirani mikotoksinima su

(Weidenborner, 2008; Scudamore, 2008):

strna zita (pSenica, raz, zob, jecam, riza),

zita velikog zrna (kukuruz),

uljarice (kikiriki, soja, suncokret, pamuk, sirak),

koStunjavo (orasi, leSnik, badem) i suvo voce (smokve, grozde),
pivo i vino (od kontaminiranog grozda, je¢ma i drugih Zitarica),
zaclini,

kakao,

mleko i mle¢ni proizvodi.

Bolesti ljudi i Zivotinja izazvane dejstvom mikotoksina zajednickim imenom

nazivaju se mikotoksikoze. Mnogobrojni literaturni podaci svedoce o neurotoksi¢nom,
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kancerogenom, mutagenom, imunosupresivnom i estrogenom efektu pojedinih
mikotoksina. = Mikotoksikoze su uglavnom prouzrokovane konzumiranjem
kontaminirane hrane, a u manjoj meri nastaju i nakon udisanja mikotoksina ili njihovog
unosa preko koZe u organizam (International Agency for Research on Cancer, IARC,
1993; IARC, 2002; IARC, 2012).

Stabilnost mikotoksina prema razliCitim metodama konzervisanja koje se
primenjuju u proizvodnji hrane i hrane za Zivotinje dodatno povecava opseg
istraZivanja usmeren na iznalaZenje reSenja za prevenciju tj. smanjenje kontaminacije
sirovina toksigenim plesnima i mikotoksinima (Council for Agricultural Science and
Technology, CAST, 2003).

Sve navedeno potvrduje da Kkontaminacija hrane i hrane za Zivotinje
mikotoksinima predstavlja globalni problem. Cinjenica da je vise od 25% Zita u svetu
kontaminirano mikotoksinima (Charmley i sar., 1995; Kabak i sar., 2006) povecava
potrebu za stalnim istraZivanjima u oblasti mikotoksikologije, jer uz negativan uticaj na
zdravlje ljudi i Zivotinja (Atroshi i sar., 2002; Azziz-Baumgartner i sar., 2005) pojava
mikotoksina uslovljava i velike ekonomske gubitke (Robens i Cardwell, 2003; Coulibaly

isar., 2008).

2.2. Aflatoksigene vrste roda Aspergillus

Plesni iz roda Aspergillus sintetiSu aflatoksine, koji sa aspekta uticaja na zdravlje
ljudi i Zivotinja predstavljaju najznacajniju grupu mikotoksina. Od velikog broja
Aspergillus vrsta, Aspergillus flavus (Slika 2.1) i A. parasiticus se izdvajaju kao plesni
koje najcesce sintetiSu aflatoksine (Abbas i sar., 2005). Pojedini literaturni izvori kao
potencijalne plesni koje mogu sintetisati aflatoksine navode i vrste A. nomius, A.

bombycis, A. ochraceoroseus i A. pseudotamari (Mishra i Das, 2003).
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Slika 2.1. Aspergillus flavus (Scheidegger i Payne, 2003)

Aspergillus vrste su veoma rasprostranjene plesni i mogu se naci u vazduhu,
zemljiStu, kao i na velikom broju razli¢itih supstrata. Prema literaturnim podacima,
navedene plesni mogu sintetisati aflatoksine (Vaamonde i sar., 2003; Wilkinson i sar.,
2007) u kukuruzu (Molyneux i sar., 2007), razli¢itim vrstama Zita i proizvodima od Zita
(Zinedine i sar., 2007), uljaricama, kostunjavom i suvom voc¢u (Scudamore, 2008),
zacinima (Hernandez-Hierro i sar., 2009), kakau (Copetti i sar.,, 2011) i suSenim
proizvodima od mesa i sirevima (Rodriques i sar., 2012). lako Aspergillus plesni
najceSce sintetiSu aflatoksine na njivi, one mogu sintetisati aflatoksine i tokom Zetve,
skladiStenja sirovine, prerade, posebno tokom suSenja, kao i tokom skladiStenja
gotovih proizvoda (Schmidt-Heydt i sar., 2011).

Ukoliko postoje odgovarajudi fizicki, hemijski i bioloSki uslovi do¢i ¢e do rasta,
razvoja i razmozavanja Aspergillus vrsta, a uz posedovanje genetske predispozicije
plesni Ce sintetisati i aflatoksine (Payne, 1992; Hesseltine, 1979).

Fizicki faktori sa najvedim uticajem na rast i razvoj Aspergillus vrsta su
temperatura i vlaga (Dhanasekaran i sar., 2011). A. flavus i A. parasiticus mogu
sintetisati aflatoksine pri temperaturama od 12 do 41 °C, dok je optimalni interval za
sintezu izmedu 25 i 32 °C (Lillehoj, 1983). Najveci broj autora potvrduje da na
temperaturi iznad 27 °C, pri vlaZnosti vecoj od 62% i sadrzaju vlage od 14% dolazi do

povecanja sinteze aflatoksina (Royes i Yanong, 2002). Magan i sar. (2004) utvrdili su
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da je pri aw (aktivnost vode) vrednosti od 0,95 produkcija aflatoksina najizrazenija na
35 °C, dok je pri aw vrednosti od 0,99 produkcija aflatoksina najintenzivnija na 33 °C

Od hemijskih faktora, najveci znacaj pripisuje se sastavu vazduha i prirodi i
sastavu supstrata. Prisustvo pojedinih nutrijenata, pre svega cinka, vitamina, masnih i
amino kiselina utiCe izuzetno povoljno na razvoj Aspergillus vrsta i sintezu aflatoksina
(Wyatt, 1991). Takode, supstrati koji u svom sastavu sadrze vecu koliinu ugljenih
hidrata, kao Sto su kukuruz, pirina¢, pamuk, kikiriki, krompir i soja, takode su izuzetno
pogodni za razvoj Aspergillus vrsta i sintezu aflatoksina (Santin, 2005).

Bioloski faktori uglavnom su u vezi sa vrstom domacina. Kako sinteza
mikotoksina predstavlja prirodan proces plesni, on je veoma cesto i neophodan za rast
i razvoj plesni. Pre svega jer produkcija toksina u velikoj meri pospeSuje tzv. patogenu
invaziju plesni na domacinu tj. biljnoj sirovini.

Pored navedenog, pojava suSe, oSteCenje biljke, prisustvo insekata i glodara,
ubrajaju se u faktore sa izuzetno velikim uticajem na razvoj plesni i sintezu toksina.
Pojava Aspergillus vrsta i aflatoksina takode je u velikoj meri uslovljena geografskim
podru¢jem tj. klimatskim uslovima, kao i primenjenim agrotehni¢ckim merama. Uz
postojanje nekih od navedenih povoljnih uslova i genetsku predispoziciju plesni do¢i ¢e
do sinteze aflatoksina (Steyin, 1984; Stack i Carlson, 2003). Ukoliko dode do sinteze,
aflatoksini ¢e se primarno nalaziti u micelijama toksigenih plesni, a u manjoj meri i u

sporama (Bennett i Klich, 2003).

2.3. Aflatoksini

Aflatoksini su dobili ime kombinacijom slova ,a“ koje potice od roda Aspergillus,
reci ,fla“ koja potice od vrste A. flavus i reci ,toxicum“ Sto znaci otrov (Ellis i sar., 1991).
Kao i drugi mikotoksini, i aflatoksini mogu kontaminirati razliCite poljoprivredne i
prehrambene proizvode, kao i hranu za Zivotinje, i na taj nacin dovesti do viSestrukog

negativnog uticaja na zdravlje ljudi i Zivotinja, a ujedno njihova pojava moZe izazvati i
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velike ekonomske gubitke (Greppy i sar., 2002). Aflatoksini se uglavnom javljaju kao
kontaminenti u umereno kontinentalnim, suptropskim i tropskim regionima. Glavni
izvori aflatoksina su zita, uljarice, oraSasti plodovi, suvo koStunjavo voce i zacini
(Turner i sar., 2009; Salem i Ahmad, 2010).

Usled ceste pojave i dokazane Stetnosti aflatoksina do danas je objavljeno oko
8000 naucnih radova koji se bave ispitivanjem aflatoksina. Theumer i Rubinstein
(2011) objedinili su istrazivanja o aflatoksinima za period od 2001. do 2010. godine i
ustanovili da je u navedenom vremenskom periodu objavljeno oko 2200 radova u vezi
sa aflatoksinima. Na Slici 2.2. prikazane su oblasti ispitivanja koje su bile najvisSe
zastupljene kao i zemlje iz kojih potice najveci broj radova u vezi sa aflatoksinima. Sa
Slike 2.2. moZe se uociti da je najve¢i broj radova posvecéen ispitivanju toksi¢nosti
aflatoksina (52%). PribliZno isti broj radova (*16%) bavio se istrazivanjima plesni koje
sintetiSu aflatoksine kao i hranom koja je njima kontaminirana. NeSto manje radova
(14%) bavilo se ispitivanjem metoda za odredivanje aflatoksina, dok je najmanje
radova (2%) posveéeno ispitivanju biljaka koje su kontaminirane aflatoksinima.
Takode, sa Slike 2.2. primecuje se da je najveci broj radova, u ispitanom periodu od
deset godina, objavljen u Sjedinjenim Americkim DrZzavama (SAD), dok je oko pet puta
manji broj radova objavljen u Kini, Indiji, Japanu i Italiji. Ukupan broj radova iz

navedenih pet zemalja pribliZan je broju radova iz ostalih zemalja sveta.
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B TOKSICNOST ®PLESNI ®HRANA W METODE u BILJKE

a)

HOSTALI ®SAD HMKINA MINDIA MJAPAN WITALIJA

b)

Slika 2.2. Podaci u vezi sa aflatoksinima objavljeni u periodu od 2001.
do 2010. godine a) najzastupljenije oblasti ispitivanja b) zemlje iz kojih
potice najveci broj radova (Theumer i Rubinstein, 2011)
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2.3.1. Fizicko hemijske osobine aflatoksina

Prema razli¢itim autorima, do danas je otkriveno izmedu 13 i 20 razlicitih
aflatoksina, od kojih se aflatoksin B1 (AFB1), aflatoksin B2 (AFB2), aflatoksin G1
(AFG1), i aflatoksin G2 (AFG2) najcesce javljaju kao kontaminenti hrane i hrane za
Zivotinje. Aflatoksine B grupe najceSce sintetiSe plesan A. flavus, dok aflatoksine G
grupe pored plesni A. flavus sintetiSe i A. parasiticus (Weidenborner, 2001; Gurbay i

sar., 2010). Strukturne formule navedena Cetiri aflatoksina prikazane su na Slici 2.3.

AFB1 AFG1

AFB2 AFG2

Slika 2.3. Strukturne formule aflatoksina

Uz navedena Cetiri aflatoksina, veoma znacajni su i aflatoksin M1 (AFM1) i

aflatoksin M2 (AFM2), koji nastaju kao metaboliti AFB1 i AFB2 koji se putem hrane

10
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unose u organizam sisara i mogu se javiti kao kontaminenti mleka i mle¢nih proizvoda
(Decastelli i sar., 2007; IARC, 2002). Znatno rede i u minimalnim koli¢inama kao
kontaminenti hrane i hrane za Zivotinje mogu biti prisutni i sledeci aflatoksini: AFB2A,
AFG2A, AFGM1, AFM2A, AFGM2, AFB3, parazitikol, aflatoksikol (Huchchannanavar i
Balol, 2011). Od svih navedenih aflatoksina, AFB1 je najfrekventniji, a ujedno i
najtoksicni sa najizraZenijim kancerogenim dejstvom (IARC, 1993).

Aflatoksini se ubrajaju u difuranokumarine koji se prema hemijskoj strukturi
mogu podeliti u dve grupe: difurokumarociklopentane (AFB1, AFB2, AFB2A, AFM1,
AFM2, AFM2A i aflatoksikol) i difurokumarolaktone (AFG1, AFG2, AFG2A, AFGM1,
AFGM2, AFB3). AFB2 i AFG2 su dihidroksi derivati AFB1, odnosno AFG1.

Osnovne osobine aflatoksina B i G rupe, kao i AFM1 prikazane su u Tabeli 2.1.

Tabela 2.1. Osobine aflatoksina
Aflatoksin  Molekulska formula Molekulska masa  Tacka topljenja (° C)

AFB1 C17H1206 312,3 268-269
AFB2 C17H1406 314,3 286-289
AFG1 C17H1207 328,3 244-246
AFG2 C17H1407 330,3 237-240
AFM1 C17H1207 328,3 299

Aflatoksini su bezbojne do bledo Zute kristalne supstance koje intenzivno
fluoresciraju u ultraviolentnoj oblasti. AFB1 i AFB2 emituju plavu (eng. ,blue), dok
AFG1 i AFG2 emituju zelenu (eng. ,green“) boju, na osnovu ¢ega su i dobili ime. AFM1,
kao derivat AFB1, takode emituje plavu boju (Mejia-Teniente i sar., 2011).

Aflatoksini su veoma slabo rastvorljivi u vodi (10-30 ug/ml), nerastvorljivi su u
nepolarnim rastvara¢ima, a najbolje se rastvaraju u polarnim organskim rastvarac¢ima
kao $to su metanol, aceton i acetonitril. Nestabilni su i pri pH vrednostima manjim od 3
ive¢im od 10 (Cole i Cox, 1981).

U odsustvu svetlosti i ultraviolentnog zracenja, aflatoksini u ¢vrstom stanju

pokazuju veliku stabilnost sa izuzetno visokim tackama topljenja. Rastvori aflatoksina

11
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u hloroformu i benzenu, ¢uvani u mraku stabilni su i po nekoliko godina (Scott, 1990).
U prisustvu vlage, pojedinih kiselina i baza moZe do¢i do naruSavanja strukture
aflatoksina u duZem vremenskom periodu, i tada uglavnom dolazi do otvaranja
laktonskog prstena uz mogucnost dekarboksilacije na temperaturama iznad 100 °C.
Neka oksidaciona sredstava, kao Sto su NaClO, KMnO4, H202, Clz i O3 mogu reagovati sa
aflatoksinima i uticati na promenu njihove strukture, sto ponekad moZe usloviti i
smanjenje sposobnosti fluorescencije. Uglavnom su mehanizmi ovakvih reakcija jo$
uvek nedovoljno istraZeni, kao i to da li produkti koji pri tome nastaju imaju smanjenu
toksi¢nost u odnosu na polazna jedinjenja (Scudamore, 2008). Aflatoskini su stabilni i
na dejstvo vec¢ine metoda koje se Koriste za konzervisanje hrane i hrane za Zivotinje

(Smith i sar., 1994; Scudamore, 2004).

2.3.2. Aflatoksini u kukuruzu

Kukuruz se ubraja u tri najznacajnije Zitarice na svetu (Guevara-Gonzales i sar.,
2011). U Srbiji je oko 40% obradivog zemljiSta namenjeno za proizvodnju kukuruza i u
poslednjih nekoliko godina Srbija se ubraja medu vodece proizvodace i izvoznike
kukuruza u Evropi (Slika 2.4.).

Najveca koli¢ina (80-90%) proizvedenog kukuruza u Srbiji iskoristi se kao
komponenta hrane za Zivotinje, a preostala koli¢ina se uglavnom koristi za ljudsku

ishranu i proizvodnju skroba (Maslac, 2011; 2012).

12
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nema
< 1000000 ha
>1000000 ha

Slika 2.4. Zastupljenost kukuruza u Evropi (EFSA, 2012)

Aspergillus plesni i aflatoksini ubrajaju se u jedne od najces¢ih kontaminenata
kukuruza (Slika 2.5.). Kukuruz Kkoji raste u izuzetno toplim i vlaznim uslovima u
tropskim i subtropskim regionima predstavlja pogodniji supstrat za razvoj
aflatoksigenih plesni i sintezu aflatoksina, u odnosu na kukuruz koji raste u podrucjima

sa umerenom klimom (Rustom, 1997).

Slika 2.5. Aspergillus flavus na a) klipu kukuruza(Schmidt,
2013) i b) zrnu kukuruza (Loeffler i Miderson, 2010)
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Kao S$to je i ranije istaknuto, ukoliko postoje odgovarajuc¢i povoljni uslovi do
pojave rasta, razvoja i razmnoZavanja Aspergillus plesni i sinteze aflatoksina moZe do¢i
tokom rasta kukuruza na njivi, tokom Zetve, transporta, skladiStenja i prerade
kukuruza (Bankole i Adebanjo, 2003).

Na Slici 2.6. prikazan je ciklus razvoja plesni A. flavus u sistemu gajenja
kukuruza. S obzirom na to da je A. flavus veoma rasprostranjena plesan koja se moZze
nalaziti u zemljiStu, vazduhu i ostacima biljnog materijala (Horn i sar., 1998), iz
njegovih sklerocija i konidija formiraju se micelije koje proizvode velik broj
konidiofora koje se otpuStaju u vazduh. Putem vetra ili insekata konidiofore bivaju
noSene do kukuruza. Nakon kolonizacije plesni A. flavus na kukuruzu, plesan se moze
ponasati kao oportunisticki patogen. Medutim, u uslovima poviSene temperature i
smanjene koli¢ine vode, biljka postaje osetljivija i A. flavus ¢e se dalje preko kanala svile

prenositi do klasa i zrna kukuruza (O’Brian i sar., 2007).
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Slika 2.6. Ciklus razvoja plesni Aspergillus flavus u sistemu
gajenja kukuruza (Abbas i sar., 2009)
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Ukoliko su pojedini delovi kukuruza osteceni od strane insekata, ptica ili
glodara invazija i prodor plesni ¢e biti intenzivniji (Payne i sar., 1998).

Dakle, razvojni ciklus plesni A. flavus moZe se podeliti u dve glavne faze. Prva
faza obuhvata kolonizaciju ostataka biljaka u zemljiStu, a druga infekciju delova
semena i biljke u razvoju. Tokom prolec¢a u okviru prve faze kada se sklerocija nalazi na
povrsini zemljiSta, ona se brzo razvija i formira novi inokulum konidija. Formirani novi
inokulumi putem vetra i insekata mogu biti preneti na tek zasejani kukuruz. Tokom
perioda rasta kukuruza zaraZzeni delovi biljke predstavljaju sekundarni inokulum
konidija, koji se moZe ponovo kolonizovati na novim nezaraZenim kukuruzima (Horn,
1998). lako prisustvo insekata nije neophodno za kontaminaciju kukuruza
aflatoksinima, njihovo prisustvo znatno doprinosi povecanju kontaminacije. Takode,
pojava visokih koncentracija aflatoksina u kukuruzu veoma Cesto je povezana sa
oStecenjem biljke od strane insekata. Navedena pojava skoro uvek se dovodi u vezu sa
pojavom kukuruznog moljca, Ostrinia nubilalis (Widstrom, 1996).

Ukoliko je na kukuruzu doslo do razvoja Aspergillus vrsta, do sinteze aflatoksina
¢e do¢i ukoliko (Widstrom, 1996; Abbas i sar., 2009):

e plesni imaju genetsku predispoziciju za sintezu aflatoksina,

e postoje odgovarajuci spoljasnji uslovi.

Genetska predispozicija podrazumeva postojanje odredenih gena koji
omogucavaju sintezu aflatoksina. A. flavus sintetiSe aflatoksine na osnovu postojanja 25
identifikovana gena grupisana na 70-kb DNA hromozoma III. Proces sinteze sastoji se
od oko 23 enzimske reakcije pri ¢emu nastaje najmanje 15 meduprodukata (Bhatnagar
i sar., 2006; Cary i Calvo, 2008).

Kao dva najvaznija uslova iz spoljasnje sredine navode se temperatura i sadrzaj
vlage. Susni uslovi, tj. uslovi poviSene temperature i smanjene koli¢ine padavina,
znatno doprinose povecanju verovatnoCe pojave plesni i sinteze aflatoksina u
kukuruzu (Payne, 1998). Pojava suse, navodi se kao abioticki faktor sa najizrazenijim

negativnim efektom na biljku. U susnim uslovima biljka gubi vodu koja je neophodna za
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sve biohemijske procese. Nedostatak vode dovodi biljku u stanje stresa koji uslovljava
smanjenje prirodne odbrane i otpornosti biljke i pove¢ava verovatnoc¢u razvoja plesni i
sinteze aflatoksina (Gosal i sar., 2009; Guevara-Gonzalez i sar., 2011). Dodatan
doprinos razvoju plesni A. flavus u uslovima suSe proizilazi iz Cinjenice da je razvoj
ostalih plesni pri ovakvim uslovima uglavnom onemogucen, i stoga se smanjuje
prirodna konkukurencija izmedu razli¢itih vrsta plesni. Medutim, nasuprot tome,
pojava suSe moZze usloviti razvoj nekih drugih plesni i sintezu mikotoksina, pre svega
pojavu Fusarium plesni i sintezu fumonizina (Kos i sar., 2014b). A. flavus mozZe
obrazovati i sklerocije koji mogu ostati u tom obliku duZi period, nakon ¢ega moze do¢i
do njegovog razvoja i tokom narednih sezona (Klich i sar., 1994).

Pojava aflatoksina u kukuruzu u velikoj meri zavisi i od sorte kukuruza. U novije
vreme veliki broj istrazivanja usmeren je na stvaranje novih sorti kukuruza koje ¢e
imati vecCu toleranciju na susne uslove i pojavu plesni (Marin i sar., 2001; Guevara-
Gonzdlez i sar., 2011).

Ukoliko postoje povoljni uslovi do razvoja Aspergillus vrsta i sinteze aflatoksina
uglavnom dolazi na njivi. Medutim, ukoliko se povoljni uslovi nastave, do daljeg razvoja
plesni i sinteze toksina moze do¢i i tokom Zetve i skladiStenja kukuruza. Sinha (1995)
je sve faktore koji doprinose razvoju plesni i sintezi toksina podelio u Cetiri grupe:
unutrasnji-nutritivni, spoljasnji, faktori prerade i implicitni-mikrobioloski faktori. Na
Slici 2.7. prikazan je uticaj navedenih faktora na pojavu toksina. Svaki od navedenih
faktora ima odgovarajudi uticaj tokom tri faze u kojima moZe do¢i do razvoja plesni i
sinteze toksina: pre Zetve, tokom Zetve i skladiStenja. Faza pre Zetve, odnosno period
dok je kukuruz jo$§ uvek na njivi, u velikoj meri zavisi od vremenskih uslova. I pored
postojanja povoljnih vremenskih uslova postoje postupci ¢ijom primenom je moguce
uticati na smanjenje pojave Aspergillus plesni i sinteze aflatoksina. Pre svega, potrebno
je poStovati nacela dobre poljoprivredne prakse (eng. ,Good Agricultural Practice”,
GAP) koja ukazuje na vaZnost koriScenja otpornijih sorti kukuruza, adekvatno
dubrenje, navodnjavanje, kao i primenu odgovarajucih pesticida sa ciljem suzbijanja

korova i raznih Stetocina.
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Faktori obrade

Spoljasnji faktori

Agroekonomska Klimatski uslovi
praksa
Implicitni faktori PRE Unutrasnji faktori
o ZETVE _
Vrsta plesni i broj spora Aktivnost vode
Interakcija insekata i jaja Razlike izmedu sorti biljaka
Mikrobioloski ekosistem Priroda supstrata
Ostecenie od bolesti biljaka Vreme Sastav supstrata
Vreme .
Implicitni faktori Faktori obrade
Interakcija insekata i jaja Postupak Slv1§elnl' a
Prisustvo i broj spora Mehanicko oStecenje
Mlevenje
7ZETVA Temperatura
Spoljasnji faktori
Unutrasnji faktori
Klimatski uslovi
Sadrzaj vlage
Implicitni faktori Vreme Faktori obrade
Vrsta plesni i broj spora Brzina suSenja
Interakcija insekata i jaja Zarista
Mikrobioloski ekosistem Mehanicko ostecenje
Ostecenje od bolesti biljaka SKLADISTEN]E Mlevenje
Atmosfera
Higijena
Hemijski konzervansi
Unutrasnji faktori Spoljasnji faktori
Aktivnost vode Temperatura

Priroda supstrata
Sastav supstrata

Klimatski uslovi
Sadrzaj kiseonika

Slika 2.7. Interakcija izmedu unutrasnjih i spoljasnjih faktora u lancu
proizvodnje kukuruza koji uticu na razvoj plesni i sintezu mikotoksina

(Magan i sar., 2004)
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Pojedini autori smatraju da je upotreba otpornijih sorti najbolji nacin za
kontrolu pojave aflatoksina (Bhatnagar, 2010). Da bi se dalje smanjila moguénost
sinteze aflatoksina, Zetvu kukuruza potrebno je sprovesti kontrolisanim postupkom u
Sto boljim mogu¢im vremenskim uslovima. Tokom Zetve potrebno je svesti na
minimum moguénost promene vlage kukuruza, kao i svako oSteCenje izazvano
mehanickim postupcima, raznim insektima ili Steto¢inama. Kao Sto se i vidi na Slici 2.7.
faza skladiStenja obuhvata veliki broj razlicitih faktora koji mogu usloviti dalji razvoj
plesni i sintezu mikotoksina. 1z tog razloga potrebno je pridrzavati se svih nacela
propisanih dobrom proizvodackom praksom (eng. ,Good Manufacturing Practice®,
GMP) kao i HACCP-a (eng. ,Hazard Analysis Critical Control Point“) (Codex
Alimentarius Commission, 2014). Ukoliko pre skladiStenja sirovina nije bila
kontaminirana, uslovi skladistenja treba da budu takvi da onemogucée rast, razvoj i
razmnozavanje plesni kao i sintezu aflatoksina. Medutim, ukoliko je sirovina
kontaminirana potrebno je pre skladiStenja sprovesti odgovarajuée postupke koji ¢e u
najvecoj meri smanjiti nivo kontaminacije. Neki od tih postupaka su: fizicko
razdvajanje, detoksifikacija, bioloska ili hemijska inaktivacija (Samarajeewa i sar 1990;
Mejia-Teniente, 2011). Pri skladiStenju, najbitniji uslovi su sadrzaj vlage kukuruza kao i
relativna vlaZnost okruZenja (Wilson, 1994).

Pored svega navedenog, pojava Aspergillus plesni i aflatoksina u kukuruzu
znatno uticu i na smanjenje kvaliteta i prinosa kukuruza, uslovljavaju¢i velike
ekonomske gubitke. Ekonomske gubitke uslovljene pojavom aflatoksina u kukuruzu
teSko tac¢no izraziti, ali ipak postoji nekoliko studija koje govore o tome. U periodu od
1990. do 1996. godine SAD su usled pojave aflatoksina izgubile oko 34 miliona dolara,
dok su tokom 1998. godine americki farmeri izgubili oko 40 miliona dolara (AMCE,
2010). Istrazivanja sprovedena poslednjih godina, ukazuju da godiSnji gubici u SAD od
pojave aflatoksina u kukuruzu iznose izmedu 100 i 200 miliona dolara (Coulibaly i sar.,
2008; AMCE, 2010). Prema Cardwell i sar. (2004) u Africi pojava aflatoksina u Zitima
svake godine prouzrokuje gubitke od oko 750 miliona dolara. Otsuki i sar. (2011) su

preracunali da usled stroZijih regulativa Evropske Unije (EU) u vezi sa aflatoksinima,
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Afrika zbog nemoguénosti izvoza Zita, suvog i koStunjavog voca svake godine gubi oko
670 miliona dolara. Na osnovu ovih i mnogobrojnih drugih navedenih gubitaka
uslovljenih pojavom aflatoksina, Jolly i sar. (2009) ipak smatraju da bi jeftinije bilo
uloZiti u poboljSanje agrotehnickih mera sa ciljem poboljSanja poljoprivredne prakse

Cijom primenom bi se uticalo na smanjenje pojave aflatoksina.

2.3.3. Aflatoksin M1 (AFM1) u mleku

Do sinteze AFM1 dolazi u organizmu sisara nakon unosa AFB1 preko
kontaminirane hrane. Pored AFM1, postoji moguénost da i AFB2 prede u metabolit
AFM2, ali s obzirom da je AFB2 znatno rede zastupljen u prirodi, manja je verovatnoca
i pojave AFM2 u mleku i mle¢nim proizvodima (Gurbay i sar., 2010). Strukturne

formule AFM1 i AFM2 prikazane su na Slici 2.8.

)
I

AFM1 AFM?2
Slika 2.8. Strukturne formule AFM1i AFM2

Veoma brzo, nakon unosa AFB1 putem hrane u organizam sisara, dolazi do
njegove transformacije u AFM1. Koli¢ina AFM1 u mleku zavisi od: koli¢ine unete hrane
kontaminirane AFB1, uzrasta, vrste i rase Zivotinje, perioda laktacije, infekcije mle¢nih
Zlezda, zdravstvenog stanja Zivotinje, godiSnjeg doba, i dr. (Van Egmond i Dragacci;

Duarte i sar., 2013).

19


http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&searchType=journal&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A(Garrido%2C+N.+S.)

Doktorska disertacija Jovana Kos

Ayar i sar. (2007) su utvrdili da od unete koli¢ine AFB1 u organizam Zivotinje
izmedu 0,3-6,2% prede u AFM1, a preostala koli¢ina u najvecoj meri bude izbacena iz
organizma preko izlucevina ili se akumulira u drugim tkivima i organima. Do danas je
objavljeno nekoliko nauc¢nih radova (Nabney i sar., 1967; Van Egmond, 1989;
Battacone i sar., 2003) u kojima su autori utvrdili odnos izmedu unete koli¢ine AFB1 i
stvorene koli¢ine AFM1. Navedeni autori dosli su do zakljucka da veoma brzo nakon
unosa AFB1 u organizmu dolazi do konverzije u AFM1 i do njegove ekskrecije u mleko.
Najveca kolicina AFM1 prisutna je u mleku izmedu 6 (Battacone i sar., 2003) i 24 Casa
nakon konzumiranja kontaminirane hrane. Nakon navedenog perioda koli¢ina AFM1
pocinje da opada do potpunog eliminasanja nakon 72 do 96 h, ukoliko se u organizam
viSe ne unosi hrana kontaminirana AFB1 (Van Egmond, 1989).

Pojedini autori tvrde da pojava AFM1 u mleku zavisi i od vrste Zivotinje, i da je
AFM1 najces¢e prisutan u kravljem mleku. Kao mogué¢i razlog navode drugaciji
digestivni trakt kod preZivara, kao i vecu koli¢inu unete hrane, i vecu zastupljenost
hraniva (kukuruza) koje je ¢eS¢e kontaminirano AFB1 (Barbiroli i sar, 2007; Hussain i
sar, 2010). Pored toga, veliki uticaj na pojavu AFM1 u mleku ima i godiSnje doba.
Naime, tokom jesenjih i zimskih perioda najve¢i udeo u ishrani mle¢nih Zivotinja
zauzima kabasta hrana (kukuruz, kukuruzna silaZa, smese) koja je ¢eS¢e kontaminirana
AFB1, u odnosu na biljke koje Zivotinje pasu tokom prole¢nih i letnjih meseci (Anfossi i
sar, 2011; Fallah i sar., 2011).

U ranije objavljenim literaturnim podacima, o termickoj stabilnosti AFM1,
postojali su veoma kontradiktorni podaci (Stoloff i sar., 1975; Oruc i sar., 2006). U
novijim radovima, utvrdeno je da je AFM1 stabilan na dejstvo poviSenih temperatura,
koje se koriste u proizvodnji pasterizovanog i sterilizovanog mleka, mleka u prahu i
mlecnih formula za decu. Iz tog razloga potrebno je sprovoditi stalne kontrole
prisustva AFM1 u mleku, jer njegovo prisustvo u mleku dovodi do proizvodnje
kontaminiranog jogurta, sira, pavlake i drugih mlec¢nih proizvoda (Tekinsen i Eken,

2008).

20



Doktorska disertacija Jovana Kos

2.3.4. Aflatoksikoze

Nakon unosa aflatoksina u organizam ljudi i Zivotinja, u zavisnosti od unete
koli¢ine i frekventnosti unosa, kao i od starosti, pola, imunog sistema i zdravstvenog
stanja jedinke koja konzumira kontaminiranu hranu, moZe do¢i do razvoja ¢itavog niza
razliCitih bolesti. Sve bolesti prouzrokovane aflatoksinima zajedni¢ckim imenom

nazivaju se aflatoksikoze (IARC, 2002).

Aflatoksikoze se mogu podeliti u dve grupe:
o akutna intoksikacija, koja dovodi do tesSkog oStecenja jetre, a neretko i do pojave

kancera i smrti,

o hronic¢na intoksikacija.

U kojoj meri ¢e aflatoksini negativno delovati na organizam zavisi od stepena
izloZenosti, tj. koncentracije aflatoksina, kao i od vremenskog perioda unoSenja u
organizam. Kao najce$¢i pocetni simptomi aflatoksikoza, u slu€aju unosa manjih
koncentracija aflatoksina u organizam, navode se slabost, umereno poviSena
temperatura i pad imuniteta. U slu¢aju unosa manjih koncentracija aflatoksina u duZzem
vremenskom periodu moZe doc¢i do Citavog niza poremecaja imunoloskog sistema i
poremecaja u prometu hranjivih materija. Ukoliko se unose vele koncentracije,
navedeni simptomi se intenziviraju uz pojavu akutnih oboljenja pracenih jakim
abdominalnim bolom, povrac¢anjem, Zuticom, hepatitisom, kancerom i smrti. Osetljivost
na dejstvo aflatoksina varira izmedu vrsta, ali i izmedu starosti jedinki unutar jedne
vrste. Dokazano je da najvecu osetljivost ispoljavaju mladi organizmi, kao i da se
osetljivost povecava u zavisnosti od nivoa testosterona, tako da je muski pol Cesto

je primarni organ na koji deluju aflatoksini (Williams i sar., 2004).
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U Tabeli 2.2. prikazano je poredenje akutnog i hroni¢nog dejstva mikotoksina-
aflatoksina u odnosu na druga toksi¢na jedinjenja. Iz Tabele 2.2. moZe se zakljuciti da
od sedam nabrojanih najc¢es¢ih potencijalnih izazivaca akutnih oboljenja, mikotoksini
zauzimaju cetvrto mesto. Medutim, kao potencijalni izazivaci hroni¢nih oboljenja

prema Kuiper-Goodman (1998) mikotoksini se nalaze na prvom mestu.

Tabela 2.2. Poredenje akutnog i hroni¢nog dejstva mikotoksina u odnosu na
druga toksicna jedinjenja (Kuiper-Goodman, 1998)

Akutno dejstvo VISOKO Hronic¢no dejstvo
Mikroorganizmi Mikotoksini
Fikotoksini Antropogeni kontaminenti
Neki fitotoksini Neki fitotoksini
Mikotoksini NeuravnoteZena ishrana
Antropogeni kontaminenti Fikotoksini
Ostaci pesticida Prehrambeni aditivi
Prehrambeni aditivi Ostaci pesticida
Mikroorganizmi
NISKO

Intezitet akutne i hroni¢ne toksi¢nosti aflatoksina je sledeci:
AFB1>AFG1>AFB2>AFG2. Najintezivnija toksicnost AFB1 potice od laktonskog prstena
i dvostrukih veza na C-8 i C-9 atomu furanskog prstena (Wogan i sar., 1971; Verma,
2004).

Takode, hrana za Zivotinje kontaminirana aflatoksinima moze izazvati razlicita
akutna i hroni¢na oboljenja Zivotinja: odbijanje hrane, gubitak teZine, pad imuniteta,
pojavu kancera, umanjenje reproduktivne sposobnosti i smanjenje produkcije, pa i
smrt. Pored Stetnog dejstva na zdravlje, aflatoksini uneti putem hrane u organizam
Zivotinja mogu se akumulirati i u razli¢itim tkivima i organima koji se koriste u ishrani
ljudi. Naime, pored AFM1 u mleku, pojedini aflatoksini se mogu na¢i i u mesu,
iznutricama i jajima. Bailly i Guerre (2009) objedinili su veliki broj studija i ustanovili

da se sa poveCanjem koncentracije aflatoksina u hrani, povecava i njihova
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koncentracija u navedenim proizvodima. Ispitivanja su obuhvatila kontaminiranu
hranu (koncentracije aflatoksina od 55 do 10000 pg/kg) i razlicite Zivotinje koje su je
konzumirale u periodu od 8 dana do 4 nedelje. Koncentracije aflatoksina u mesu, jetri,
bubrezima, Zeludcu i jajima kretale su se od 0,02 do 22,3 pg/kg. S obzirom da se
nevedene namirnice gotovo svakodnevno koriste u ishrani ljudi, prisustvo aflatoksina
u njima dodatno povec¢ava mogucénost pojave aflatoksikoza.

Na Slici 2.9. prikazan je mehanizam i posledice dejstva AFB1 u organizmu
zZivotinja. Citohrom P450 enzim prevodi AFB1 u 8,9-epoksid koji direktno reaguje sa
proteinima i dezoksiribonukleinskom kiselinom (eng. ,deoxyribonucleic acid“, DNA).
Reakcija sa proteinima uslovljava pojavu razlicitih toksi¢nih efekata, dok reakcija sa
DNA uslovljava pojavu kancera. Takode, AFB1 i epoksid mogu preci i u druge oblike

koji mogu ispoljavati toksi¢na dejstva (Eaton i Groopman, 1993).

HIDROLIZOVANI METABOLI'I\

AFB1 >
(AFM1)
\4 DIHIDRODIOL
EPOKSID
» GSH KONJUGAT
\ 4
VEZIVANJE ZA REAKCIJA SA
PROTEINE DNA
" TOKSICNOST KANCER

Slika 2.9. Mehanizam i posledice dejstva aflatoksina B1 u organizmu
Zivotinja (Eaton i Groopman, 1993)
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Internacionalna agencija za ispitivanje kancera (IARC) po Kklasifikaciji
kancerogenih jedinjenja iz 1993. godine, uvrstila je AFB1 u prvu grupu, u kojoj se
nalaze jedinjenja sa izrazitim i dokazanim kancerogenim efektom. Ostali aflatoksini,
AFB2, AFG1, AFG2 i AFM1 prema tadasnjoj klasifikaciji uvrSteni su u 2B grupu. U
navedenoj grupi, nalaze se jedinjenja za koje je utvrdeno da imaju kancerogeni efekat,
ali o njihovom kancerogenom efektu jo$ uvek nema dovoljno naucnih dokaza. Prema
kasnijoj Kklasifikaciji iz 2002. godine (IARC) i navedena 4 aflatoksina uvrSetna su u
jedinjenja prve grupe po kancerogenosti. Do promene Kklasifikacije doslo je usled
povecanog broja istraZivanja i dokazane kancerogenosti ispitane na razli¢itim
Zivotinjama.

Prvi objavljeni podatak o pojavi aflatoksina i aflatoksikozama potice iz 1960.
godine, kada je viSe od 100000 mladih ¢uri¢a u Engleskoj uginulo nakon konzumiranja
hrane kontaminirane aflatoksinima. Ova pojava nazvana je ,Turkey X disease” jer je
tada joS uvek bilo nepoznato Sta je prouzrokovalo ova uginuéa (Bradburn i sar., 1994).
Neposredno posle toga, zabeleZene su nove pojave aflatoksina i uginucéa razlicitih
Zivotinja: pacica i pili¢a (Asplin i Carnaghan, 1961), svinja (Loosmore i Harding, 1961) i
teladi (Loosmore i Markson, 1961). Nove epidemije izazvane aflatoksinima uslovile su i
intezivna ispitivanja aflatoksina, njihovih osobina, Stetnosti i uzroka njihove pojave.
Ustanovljeno je i da je pojava aflatoksina kao i ¢itav niz bolesti koje oni izazivaju
karakteristi¢nija za zemlje u razvoju u odnosu na razvijene zemlje. Kao razlozi tome
navode se razli¢iti nivoi higijene, razlicita ishrana, postupci pripreme i cuvanja hrane, i
zemljama u razvoju izloZeno hroni¢nim oboljenjima usled unosa aflatoksina preko
razlicitih zitarica (Gebrehiwet i sar., 2007). Dhanasekaran i sar. (2011) smatraju da je
pojava aflatoksina i aflatoksikoza, kako kroz istoriju tako i danas, uslovljena pojavom
suSe, nedostatkom pravilnika koji propisuju njihovu kontrolu, upotrebom
kontaminiranih sirovina za dalju proizvodnju, ignorisanjem javnosti njihovog

prisustva, kao i ratovima, loSom politickom situacijom i ekonomskom nestabilnoScu.
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Veoma Cesta oboljenja ljudi i epidemije izazvane aflatoksinima zabeleZene su u
Indiji i Keniji. Godine 1974. Tandon i sar. (1977) opisali su epidemiju hepatitisa koja je
zabeleZena u 200 sela u Zapadnoj Indiji. Epidemija hepatitisa dovedena je u vezu sa
konzumiranjem kukuruza kontaminiranog aflatoksinima. Analizama je utvrdeno da su
oboleli ljudi u toku mesec dana konzumirali kukuruz koji je bio kontaminiran sa
izuzetno visokim koncentracijama aflatoksina, izmedu 2000 i 6000 pg/kg. Epidemija je
trajala dva meseca, nakon Cega je preminulo 106 osoba (Krishnamachari i sar., 1975).
Godinu dana kasnije, Sreenivasamurhty (1975) je opisao uticaj aflatoksina iz hrane na
pojavu uvecanja jetre kod dece. Takode u Indiji, zabeleZeno je nekoliko epidemija i
uginuca velikog broja Zivine koja je konzumirala hranu kontaminiranu aflatoksinima
(Char i sar., 1982). Pored uginuca Zivine, aflatoksini su uzrokovali i smanjenje
produkcije jaja za 40-85% (Choudary i sar., 1982). Jedna od vecih svetskih epidemija
aflatoksinima zabeleZena je u Keniji (Azziz-Baumgartner i sar., 2005) tokom 2004.
godine, ali i narednih godina. U toku 2004. godine 317 ljudi je obolelo, od cega je 215
preminulo. Uzrok epidemije bio je kontaminirani kukuruz, u kome je koncentracija
AFB1 iznosila ¢ak i 46000 pg/kg, Sto je 2300 puta veca koncentracija od dozvoljenih 20
ug/kg koje propisuje Pravilnik u Keniji (Onsongo, 2004).

l[ako je od otkrivanja aflatoksina do danas proslo viSe od pola veka, jos uvek je
veoma teSko utvrditi koliko ljudi je izloZeno negativnom uticaju aflatoksina i koliko
njih je obolelo od nekog vida aflatoksikoze. Poznata je jedino Cinjenica da je broj
obolelih znatno veci u zemljama u razvoju nego u razvijenim zemljama. Kao prilog
ovome navodi se podatak da je pojava raka jetre 2 do 10 puta ucestalija u zemljama u
razvoju u odnosu na razvijene zemlje (Henry, 1999). Medutim, i pored mogu¢nosti da
se izloZenost organizma aflatoksinima prati preko analize razli¢itih metabolita
aflatoksina u krvi i mokraci, ovo se joS uvek veoma retko primenjuje (Bennett i Klich,
2003).

Svetska zdravstvena organizacija (eng. “World and Health Organization”, WHO),
Organizacija Ujedinjenih Nacija za Hranu i Poljoprivredu (eng. “Food and Agriculture

Organization of the United States”, FAO), JECFA (eng. “Joint Expert Committee on Food
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Additives”) i SCF (eng. “Scientific Committee on Food”) i pored dokazananog
kancerogenog efekta i sposobnosti aflatoksina da prouzrokuju ¢itav niz negativnih
efekata u organizmu ljudi, jo§ uvek nisu odredili dozvoljeni dnevni unos aflatoksina
(eng. “tolerable daily intake”, TDI). Medutim, prema navedenim institucijama svaki
unos aflatoksina veci od 1 ng/kg telesne mase (TM) predstavlja rizik za pojavu kancera
jetre. Iz tog razloga, pomenute institucije savetuju da se unos aflatoksina u organizam
putem hrane svede na minimum. Takode, s obzirom da se usled izuzetne toksi¢nosti
aflatoksina njihovo dejstvo ne moze ispitivati na ljudima, za takvu vrstu ispitivanja
uglavnom se koriste Zivotinje. Mnogobrojnim istrazivanjima ustanovljene su LDso (eng.
sletal doze“; LD) vrednosti za pojedine Zivotinje. LDso vrednosti definiSu se kao letalne
doze aflatoksina koje ubiju 50% ispitane populacije Zivotinja. U Tabeli 2.3 prikazane su
LDso vrednosti za pojedine Zivotinje, na osnovu kojih se moze zakljuciti da su zecevi i
paci¢i najosetljivije vrste, dok glodari pokazuju najmanju osetljivost na dejstvo

aflatoksina.

Tabela 2.3. Akutna toksi¢nost AFB1 izraZzena kao jedna oralna doza, LDso
(Newberne i Butler, 1969)

Vrsta LDs5o mg/kg telesne mase
Zecevi 0,30
Pacici 0,34
Macka 0,55
Svinja 0,62
Pas 1,00
Pacov 5,50-7,20
Mis 9,00
Hrcak 10,2

Za AFM1, Kuiper-Godman (1990) izrazio je koli¢inu od 0,2 ng/kg TM/dan kao
TDI vrednost. PredloZeni nivo za TDI ekvivalentan je riziku od 1:100 000. U zavisnosti
od koncentracije AFM1 u mleku i od unosa mleka u organizam, moZe se proceniti i
unos AFM1 (eng. ,estimated daily intake“, EDI), a zatim se na osnovu EDI vrednosti

moZe odrediti i indeks opasnosti (eng. ,Hazard index", HI). Na osnovu HI vrednosti
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procenjuje se rizik i svaka HI vrednost ve¢a od 1 ukazuje na postojanje rizika za osobe

koje konzumiraju kontaminirano mleko.

2.3.5. Zakonske regulative

S obzirom na to da je pojava mikotoksina globalni problem, u svim razvijenim
zemljama sveta postoje nadlezne sluzbe koje se bave ovom problematikom. Evropska
komisija (eng. “European Commisssion”, EC) na nivou Evropske Unije i FDA (eng.
“Food and Drug Administration”) na nivou SAD-a, predstavljaju dve najrazvijenije
institucije koje se bave problemom mikotoksina. Pored navedenih institucija, ovom
problematikom bave se i WHO, FAO i JECFA, kao i mnoge druge organizacije. Navedene
ustanove propisuju pravila kontrole mikotoksina u prehrambenim proizvodima i hrani
za Zivotinje, usvajaju pravilnike o maksimalno dozvoljenim koli¢inama (MDK)
mikotoksina, 0 metodama koje se koriste pri njihovoj analizi, o pravilima uzorkovanja i
pripremi uzoraka, kao i mnoga druga pravila i propise.

Na nivou Evropske Unije postoji jedinstven pravilnik koji propisuje MDK za
mikotoksine u prehrambenim proizvodima (European Commisssion, EC/1881/2006).
0Od 2006. godine do danas usledilo je nekoliko izmena navedenog Pravilnika. U
Republici Srbiji (RS) kontrola aflatoksina u prehrambenim proizvodima vrsi se na
osnovu Pravilnika (“Sluzbeni glasnik RS”, 28/2011) koji je 2011. godine delimi¢no
uskladen sa navedenim Pravilnikom Evropske Unije. 0d 2011. godine do danas usledilo
je nekoliko izmena navedenog Pravilnika u Srbiji (“SluZbeni glasnik RS”, 20/2013; “Sl.
glasnik RS”, 29/2014; “Sl. glasnik RS”, 37/2014) sa ciljem njegovog potpunog
uskladivanja sa evropskim. Do 2011. godine u Srbiji je bio na snazi Pravilnik iz 1992.
godine (Sluzbeni list RS, 5/92) koji se znatno razlikovao od Pravilnika Evropske Unije.
Razlike su bile najuocljivije u pogledu mikotoksina i proizvoda koje je bilo potrebno
kontrolisati, kao i MDK kontrolisanih mikotoksina. Tek nedavno uskladivanje

Pravilnika u Srbiji sa Pravilnikom iz Evropske Unije, moZe se navesti kao jedan od
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razloga nedovoljno sistematski sprovedenih monitoringa i nedostataka publikovanih
podataka o pojavi mikotoksina iz Srbije.

Kontrola prisustva aflatoksina u hrani za Zivotinje na nivou Evropske Unije vrsi
se po Pravilniku EC/32/2002 dok je Pravilnik u Srbiji prvobitno bio delimi¢no
uskladen sa navedenim pravilnikom tokom 2010. godine (“Sluzbeni glasnik RS”,
4/2010), a njegova poslednja izmena izvrSena je tokom 2014. godine (“SIl. glasnik RS”
27/2014).

S obzirom da ¢e u ovoj doktorskoj disertaciji biti ispitana pojava aflatoksina u
kukuruzu i mleku, MDK aflatoksina za navedene proizvode kao i poredenje MDK sa

pojedinim medunarodnim Pravilnicima prikazane su u Tabelama 2.4 i 2.5.

Tabela 2.4. Maksimalno dozvoljene koli¢ine (MDK) za AFB1 i ukupne aflatoksine
u kukuruzu, prema pravilnicima iz Srbije, Evropske Unije i SAD

MDK (ng/kg)
Ukupni
Zemlja Pravilnik aflatoksini
AFB1 (AFB1, AFB2,
AFG1, AFG2)
Kukuruz-hrana za ljude

»Sluzbeni glasnik SR]“ 5/1992 5 10
Republika »Sluzbeni glasnik RS“ 28/2011 5 10
Srbija ,Sluzbeni glasnik RS* 5 10

20/2013,RS 29/2014
Evrﬂopska European Commission 1881/2006 > 10
Unija
SAD Food and Drug Administration, 2000. 20

Kukuruz-hrana za Zivotinje

»Sluzbeni glasnik SR]“ 5/1992 50
Republika »Sluzbeni glasnik RS“ 50
Srbija 4/2010,RS 113/2012

»Sluzbeni glasnik RS“ 27 /2014 30
EVl?f)pSka European Commission 32/2002 20
Unija
SAD Food and Drug Administration, 2011 20-300*

*U zavisnosti od Zivotinje

28



Doktorska disertacija Jovana Kos

Tabela 2.5. MDK za AFM1 prema pravilnicima iz Srbije, Evropske Unije i SAD

Zemlia Pravilnik Vrsta uzorka MDK
J koja se kontrolise (ng/kg)
,2oluzbeni glasnik SR]“ 5/1992 Mleko i proizvodi od mleka 0,50
_ »2Sluzbeni glasnik RS“28/2011 y s 0,05
S leko, t k —

SRrelfi?‘:’hka Sluzbeni glasnik RS*20/2013 Vize;n exo lelr{mlc : 0,50

) ,Sluzbeni glasnik RS* 37/2014 obra e(ri‘o,m el "vz‘f"h 0,05

,Sluzbeni glasnik RS“ 72/2014 protzvodnju miechl 0,25

Evropska European Commission proizvoda 005
Unija 1881/2006 ’

SAD g(())(l)(ll and Drug Administration, Mleko 0,50

SR]J: Savezna Republika Jugoslavija
RS: Republika Srbija

Iz Tabele 2.5. moZe se uociti da su u Republici Srbiji vrednosti MDK za AFM1 u
mleku najviSe puta promenjene. Naime, do 2011. godine MDK za AFM1 u mleku
iznosila je 0,50 pg/kg, nakon cega je promenjena na 0,05 upg/kg. Ministarstvo
poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede je usled pojave AFM1 u mleku tokom 2013.
godine (Kos i sar., 2014a) ponovo promenilo MDK vrednost na 0,50 pg/kg. Navedena
MDK vrednost vazila je od 01.03.2013. do 01.07.2014. godine, nakon ¢ega je ponovo
vratena na 0,05 pg/kg. Veoma brzo, nakon 11 dana, Ministarstvo poljoprivrede,
Sumarstva i vodoprivrede je na osnovu zahteva proizvodaca mleka povecalo MDK
vrednost na 0,25 pg/kg.

U Tabeli 2.6. prikazano je poredenje MDK za ukupne aflatoksine u hrani za

razlicite regione sveta. Kao Sto se vidi, najniZe vrednosti MDK propisane su u Evropi.

Tabela 2.6. Poredenje propisanih vrednosti MDK za ukupne aflatoksine u hrani u
razli¢itim regionima sveta (Food and Agriculture Organization, 2004)

Region Opseg MDK (pg/kg) Najucestalije MDK (ng/kg)
Afrika 10-20 10
Azija/okeanija 5-35 15

Evropa 0-10 5

Latinska Amerika 2-35 20

Severna Amerika 15-20 15-20
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2.4. Odredivanje aflatoksina

Usled Cinjenice da se aflatoksini, kao kontaminenti hrane za ljude i Zivotinje,
nalaze u izuzetno niskim koncentracijama (pg/kg ili ng/kg) pri kojima ispoljavaju i
toksi¢no dejstvo, za njihovo odredivanje potrebne su izuzetno osetljive i precizne
metode. Za analizu aflatoksina mogu se koristiti razlic¢ite tehnike u okviru kojih mogu
biti razvijene i razlic¢ite metode. Koja tehnika i metoda ¢e biti odabrana zavisi od uzorka
koji se analizira, dostupnosti opreme za analizu, obucenosti izvrSioca, koncentracije
aflatoksina, brzine, osetljivosti i cene metode (Turner i sar., 2009).

U savremenoj analitici aflatoksina (AFB1, AFG1, AFB2 i AFB2) najvec¢u primenu
ima teCna hromatografija visokih performansi (eng. “high performance (pressure)
liquid chromatography”, HPLC) sa fluorescentnim detektorom (eng. “fluorescence
detector”, FLD), a pored navedene tehnike u velikoj upotrebi su i imunoenzimatske
metode (eng. “enzyme linked immunosorbent assay”, ELISA) kao i kombinovana
tehnika tecna hromatografije sa masenom spektrometrijom (eng. “liquid
chromatography-mass spectrometry”, LC-MS/MS). Ranije je veliku upotrebu u analitici
aflatoksina imala i tankoslojna hromatografija (eng. “thin layer chromatography”, TLC),
koja je zbog visokih vrednosti limita kvantifikacije i loSe ponovljivosti gotovo u
potpunosti zanemarena (Lin i sar., 1998). Pored navedenih tehnika, za potrebe brze
analize aflatoksina, npr. pre skladistenja Zitarica u velike silose, koriste se i tzv. brzi
testovi (eng. “lateral flow”) koji se zasnivaju na imunohromatografskim principima
(Reiteri sar., 2009).

Prema literaturnim podacima, ELISA je najzastupljenija tehnika za odredivanje
AFM1 u mleku i mle¢nim proizvodima, a sve vise se koriste HPLC-FLD i LC-MS/MS
tehnike (Shephard i sar., 2012; Shephard i sar., 2013).

U Tabeli 2.7. predstavljene su tehnike koje se mogu koristiti za analizu

aflatoksina, kao i njihove prednosti i nedostaci.
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Tabela 2.7. Tehnike koje se koriste za analizu aflatoksina, prednosti i nedostaci

(Leslie i sar., 2008)
METODA PREDNOSTI NEDOSTACI
Jednostavno, jeftino, brzo LoSa preciznost
TLC MozZe se koristiti kao skrining metoda Adekvatno razdvajanje zahteva

Simultana analiza razlic¢itih mikotoksina dvodimenzionalnu analizu
Dobra osetljivost za aflatoksine

Dobra osetljivost Skupa oprema
Automatizovan Specijalizovano
Omogucava konfirmaciju (MS detektor)  visokoobrazovano osoblje

GC Simultana analiza veceg broja razlicitih Moguce matriks- interference

mikotoksina Varijacije kod ponovljivosti i
reproduktivnosti
Nekada je potrebna
derivatizacija
Dobra osetljivost Skupa oprema
Dobra selektivnost Specijalizovano
Dobra ponovljivost visokoobrazovano osoblje
HPLC : o
Automatizovano Potrebna derivatizacija
Kratko vreme analize
Dostupne oficijalne metode
Simultana analiza veceg broja razlic¢itih Skupa oprema
mikotoksina Specijalizovano
LC/MS Dobra osetljivost (LC/MS/MS) visokoobrazovano osoblje
Omogucava konfirmaciju Uticaj matriksa
Nije potrebna derivatizacija
Jednostavna priprema uzorka Moguce matriks- interference
Jeftina oprema Moguci laZni
Dobra osetljivost pozitivan/negativan rezultat
Simultana analiza velikog broja uzoraka = Moguca reakcija sa vezanim
ELISA . . - . .
Prihvatljiva kao skrining metoda mikotoksinima
Ogranicena upotreba organskih Zahteva konfirmaciju LC/MS
rastvaraca Polukvantitativna
Vizuelna ocena
Jednostavno, jeftino Kvalitativna, polukvantitativna
Brzo (5-10 minuta) Moguce matriks- interference
BRZI OgraniCena upotreba organskih Mogudi lazni
TESTOVI rastvaraca pozitivan/negativan rezultat
Prihvatljiva kao skrining metoda Moguca reakcija sa vezanim
Upotrebljivo na svim mestima mikotoksinima

TLC: tankoslojna hromatografija; GC: gasna hromatografija; HPLC: tecna
hromatografija visokih performansi; LC/MS: tena hromatografija sa masenom
spektrometrijom

31




Doktorska disertacija Jovana Kos

Kao prilog cinjenici da odredivanje aflatoksina predstavlja analiticki izazov
navode se sve faze koje je neophodno sprovesti u toku analize: uzorkovanje,
ekstrakcija, preciScavanje, koncentrovanje, razdvajanje, detekcija, konfirmacija,
kvantifikacija i validacija (Scudamore, 2005). Pored navedenog, treba napomenuti da je
i zahteve o visokoj osetljivosti i tacnosti primenjene metode uz adekvatnu pripremu
uzorka tesko u potpunosti zadovoljiti pri svakodnevnim, rutinskim analizama u praksi.
Usled toga, u savremenoj analitici aflatoksina potrebno je pronaci optimalni balans da
se primenom S$to savremenije metode uz minimalnu upotrebu Stetnih rastvaraca,
skupih hemikalija i krac¢e vreme analize, dobije tacan i pouzdan rezultat (Kralj Cigic¢ i

Prosen, 2009; Shephard i sar., 2012).

2.4.1. Uzorkovanje

Kao prvi i jedan od najvaznijih koraka pri analizi aflatoksina navodi se postupak
uzorkovanja. Cilj uzorkovanja je da se obezbedi uzorak za laboratorijsku analizu, koji u
najvecoj meri reprezentuje karakteristike pocetnog lota iz kojeg je uzorak uzet. S
obzirom da su mikotoksini neravnomerno rasporedeni unutar velikih koli¢ina uzoraka
(CAST, 2003; Gloria i sar., 2004; Whitaker, 2006), na nivou Evropske Unije propisana je
Regulativa u vezi sa uzimanjem uzoraka za analizu mikotoksina (Commission
Regulation, EC/401/2006). Prema navedenoj Regulativi, uzorkovanje Zita za analizu

mikotoksina izvodi se na osnovu smernica prikazanih u Tabeli 2.8.

Tabela 2.8. Velic¢ina i broj sublotova, pojedinacnih i zbirnih uzoraka u zavisnosti
od velicine lota (EC/401/2006)

iy: Velicina ili R T Veli¢ina
Velicina . Broj pojedinacnih .
Uzorak lota (1) broj uzoraka zbirnog
sublotova uzorka (kg)
5 > 1500 500t 100 10
o 4 _300-1500 3 sublota 100 10
oo 50-300 100 t 100 10
od Zita
<50 - 3-100* 1-10

*broj pojedinacnih uzoraka zavisi od velicine lota
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Iz Tabele 2.8. se vidi da broj sublotova, pojedina¢nih uzoraka i veli¢ina zbirnog
uzorka zavise od veli¢ine. Ukoliko je ukupna koli¢ina Zita i proizvoda od Zita manja od
50 tona, uzorkovanje se vrSi prema Tabeli 2.9. U zavisnosti od teZine lota, broj
pojedinac¢nih uzoraka krece se od 3 do 100, a ukupna koli¢ina zbirnog uzorka od 1 do

10 kg.

Tabela 2.9. Broj pojedinacnih uzoraka i veli¢ina zbirnog uzorka za lotove Zita ¢ija
je teZina manja od 50 t

Veli¢ina lota (t)  Broj pojedinac¢nih uzoraka Velic¢ina zbirnog uzorka (kg)

< 0,05 3 1
0,05-0,5 5 1
0,5-1 10 1
1-3 20 2
3-10 40 4
10-20 60 6
20-50 100 10

Uzorci Zita uzorkovani na opisan nacin dalje se homogenizuju i usitnjavaju sa
ciliem obezbedivanja laboratorijskog uzorka.

O neravnomernoj raspodeli mikotoksina unutar tecnih uzoraka, kao i o
raspodeli AFM1 unutar mleka nema do danas objavljenih literaturnih podataka.
Medutim, da bi rezultat laboratorijskog uzorka verodostojno reprezentovao
karakteristike lota iz kojeg je uzet, uzorkovanje mleka za analizu mikotoksina (Tabela
2.10) na nivou Evropske Unije takode je propisano smernicama Regulative

(Commission Regulation, EC/401/2006).

Tabela 2.10. Uzorkovanje mleka za analizu mikotoksina

. . . . Minimalna
. . . Minimalni broj . -
Forma u kojoj Zapremina (1) . ey . zapremina (1) ili
. re e v pojedinacnih v .
se prodaje ili tezina (kg) uzoraka tezina (kg) zbirnog
uzorka
Veca kolicina - 3-5 1
<50 3 1
Boce/pakovanje 50-500 3 1
> 500 10 1
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Da je uzorkovanje izuzetno vazan korak pri analizi mikotoksina, ukazao je i
Whitaker (2006). On je ukupnu gresku pri analizi mikotoksina izrazio kao zbir gresaka
nastalih tokom uzorkovanja, pripreme uzoraka i analitickog postupka (Slika 2.10.).
Pored toga, naveo je i da u greSkama tokom mikotoksikoloske analize, uzorkovanje

moze ucestvovatii do 82%.

UKUPNA GRESKA
Greska Greska pripreme Analiticka
uzorkovanja uzorka greska

Lot Analiza

A 4

A 4

Uzorak |—| Priprema uzoraka

\4

[zvestaj

Slika 2.10. Moguc¢i izvori gresaka pri analizi mikotoksina (Whitaker, 2006)

2.4.2. Metode pripreme uzoraka

Bez obzira koja tehnika ¢e biti primenjena za odredivanje aflatoksina, veliku
paznju potrebno je posvetiti i odabiru najefikasnije pripreme uzorka koja treba da
obezbedi adekvatno preciS¢avanje uzorka uz koncentrovanje odredivanog analita.

Nakon uzorkovanja i obezbedivanja reprezentativhog uzorka, laboratorijski
uzorak potrebno je pripremiti za analizu. Priprema uzorka za mikotoksikoloSku
analizu sastoji se iz sledecih koraka: ekstrakcija, preciS¢avanje uzorka i koncentrovanje
odredivanog analita.

Ekstrakcija aflatoksina iz kukuruza zasniva se na izdvajanju aflatoksina iz
¢vrstih faza u te¢nu fazu primenom razlicitih rastvaraca. Ekstrakcija je potrebna da bi

se omogucilo izdvajanje aflatoksina iz uzorka u onoj koncentraciji koju ¢e biti moguce
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detektovati. Od uspesnosti postupka ekstrakcije, tj. od izdvajanja aflatoksina iz uzorka i
prenosa u te¢nu fazu u velikoj meri zavisi i tacnost (eng. ,recovery“) analize. Odabir
rastvaraca zavisi pre svega od sastava uzorka i hemijskih i fizickih osobina jedinjenja
koje se odreduje, kao i od celog analitickog postupka i svakako cene i Stetnosti
rastvaraca. Stoga je odabir rastvaraca kompromis izmedu njegove jacine da efikasno
ekstrahuje aflatoksine iz uzorka i da ujedno bude pogodan za dalji analiticki postupak
(Kralj Cigic i Prosen, 2009).

Ekstrakcija aflatoksina iz kukuruza uglavnom se izvodi organskim rastvaracima
ili smeSom organskih rastvaraca i vode. SmeSa metanola i vode najceSca je kombinacija
rastvaraca za ekstrakciju aflatoksina iz kukuruza koji ¢e biti analizirani primenom
ELISA tehnike (Krska i Schuhmacher, 2012). Literaturni podaci navode da su
acetonitril i metanol najceS¢e koriSéeni ratvaraci za ekstrakciju aflatoksina koji ¢e se
odredivati primenom HPLC-FLD tehnike (Chun i sar., 2007; Oliveira i sar., 2009;
Hepsag i sar., 2014). Uz navedene organske rastvarace koristi se i voda koja dodatno
pospesuje ekstrakciju jer prisustvo vode dovodi do bubrenja uzorka i lakSeg i boljeg
izdvajanja aflatoksina (Scudamore, 2005). Za ekstrakciju aflatoksina iz uzoraka koji ¢e
se analizirati primenom LC-MS/MS tehnike koriste se kombinacije istih organskih
rastvaraca sa vodom, sa ili bez dodatka kiselina (CH3COOH, HCOOH).

Zapremina primenjenog rastvaraca zavisi od koli¢ine uzorka, i najceSce je
zapremina rastvaraca (ml) 4 do 6 puta veca od mase uzorka (g) (Sulyok i sar.,2006;
Ferrer i sar., 2010; Shepard i sar., 2013).

Ekstrakcija AFM1 iz mleka, bez obzira na tehniku odredivanja, najceSce se vrsi
acetonitrilom, a veoma ¢esto AFM1 se analizira i bez ekstrakcije tj. direktno iz uzorka
(Leeisar., 2009; Wang i sar., 2012; Malissiova, 2013).

Kada su aflatoksini ekstrahovani iz uzorka, tecnu fazu u koju su presli, potrebno
je precistiti kako bi se uklonile sve necCisto¢e koje bi mogle ometati dalju analizu,
detekciju i kvantifikaciju. Postupak preciS¢avanja zavisi od koncentracije prisutnog
aflatoksina, vrste uzorka, primenjene tehnike odredivanja, i dr. (Langseth i Clasen,

Vv 7

1998). Pored nabrojanog, postupak preciS¢avanja uzorka za analizu aflatoksina u
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velikoj meri zavisi i od toga da li se analiziraju samo aflatoksini, ili i neka druga

jedinjenja (drugi mikotoksini, pesticidi, boje).

PreciS¢avanje uzorka ima za cilj da obezbedi Sto bolje (Krska i Schuhmacher,

2012):

J izdvajanje Zeljenog analita,

. koncentrisanje analita, jer su aflatoksini prisutni u izuzetno malim
koncentracijama (pg/kg ili ng/kg) i potrebno ih je koncentrisati do
koncentracije koju je moguce detektovati,

J uklanjanje interferiraju¢ih komponenti, koje mogu “maskirati” rezultat i oteZati
odredivanje komponenti od interesa (naj¢es¢e se radi o visokomolekularnim

jedinjenjima: lipidima, ugljenim hidratima i proteinima).

Priprema uzoraka kukuruza za odredivanje aflatoksina (AFB1, AFG1, AFB2 i
AFG2) primenom ELISA tehnike uglavnom se zasniva samo na ekstrakciji. Odredena
masa samlevenog uzorka ekstrahuje se u smesi metanola i vode, odredeni vremenski
period mucka i profiltrira. Za odredivanje AFM1 u mleku, primenom ELISA tehnike,
uzorak je uglavnom potrebno samo izcentrifugirati.

Za preciscavanje uzoraka kukuruza i mleka za analizu aflatoksina, primenom
HPLC-FLD tehnike koriste se kolone sa razli¢itim punjenjem (aktivni ugalj i aluminijum
oksid sa ili bez jonskog izmenjivaca, silika gel, fluorisil, i dr.) (Bursi¢ i sar., 2012).
Postupak primene navedenih kolona za preciS¢avanje uzoraka naziva se ¢vrto-fazna
ekstrakcija (eng. ,solid-phase extraction®, SPE). lako se danas na trZistu mogu pronaci

razlic¢ite SPE kolone, sve one preci$¢avaju uzorke po istom principu (Slika 2.11).
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Slika 2.11. Postupak preciS¢avanja uzoraka primenom c¢vrsto fazne
ekstrakcije

Kolone se prvo kondicioniraju sa odgovaraju¢im rastvaracem, a zatim se nanosi
uzorak. Nakon toga, sledi ispiranje interferiraju¢ih komponenti i izdvajanje Zeljenog
analita (Reiter i sar., 2009).

MycoSep kolone su vrsta SPE kolona koje se veoma Ccesto Kkoriste za
preciS¢avanje uzoraka u kojima Ce se vrsiti odredivanje aflatoksina (Slika 2.12.). One su
u osnovi multifunkcionalne kolone, punjene razli¢itim adsorbentima poput aktivnog
uglja, celita, jonoizmenjivackih smola i dr., i kao takve namenjene su za analizu

razli¢itih komplesnih uzoraka. Cvrsta faza, tj. punjenje kolone, sme$teno je u
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polietilensku cevc€icu izmedu filter-diskova sa gumenim ivicama. Na donjem delu

nalaze se krilca koja propustaju uzorak samo u jednom smeru.
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Slika 2.12. Postupak preciS¢avanjauzoraka primenom MycoSep

kolona (Jaji¢, 2004)

Kada se kolona uroni u epruvetu sa ekstraktom gumeni krajevi diska se
pribijaju uz zid epruvete povlacec¢i ekstrakt uzorka kroz punjenje kolone, tako da se u
gornjem delu plasti¢ne cevcice, iznad gornjeg filter-diska pojavljuje ekstrakt (Krska,
1998). MycoSep kolone omogucavaju izuzetno brzo precisS¢avanje uzorka (10-30
sekundi) i njihova osnovna prednost je odsustvo dugotrajnih ispiranja, jednostavnost
upotrebe kao i efikasno uklanjanje interferirajuc¢ih supstanci koje ostaju zadrZane na
koloni (Jaji¢, 2004).

Primena imunoafinitetnih kolona (eng. ,immunaffinity columns®, IMC) takode je
od izuzetno velikog znacaja pri analizi aflatoksina. Ove kolone punjene su antitelima

koja su specificna za aflatoksine, ili neke druge mikotoksine. Kada se ekstrakt uzorka
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propusti kroz IMC dolazi do specificnog vezivanja mikotoksina za antitela, dok ostale
komponente prolaze kroz kolonu. Nakon ispiranja nepozeljnih supstanci mikotoksin se
eluira rastvaracem kao $to je metanol, acetonitril ili vodeni rastvor dimetilsulfoksida
(Scott i Truckess, 1997). Osnovna prednost ovih kolona je specificnost koja eliminiSe
uticaj matriksa i koncentrovanje analita iz velike zapremine ekstrakta ¢ime se postize
niska granica detekcije (CAST, 2003). U poredenju sa MycoSep kolonama, IAC
zahtevaju viSe manuelnog rada.

Danas se na trziStu moZe pronaci veliki broj razli¢itih SPE i IMC kolona za
odredivanje aflatoksina, a u zavisnosti od proizvodaca i veli¢ine kolone, zavisi i odabir
rastvaraca, protok kroz kolonu kao i zapremina ekstrakta (CAST, 2003).

U novije vreme za pripremu i ekstrakciju uzoraka kukuruza za analizu
aflatoksina primenom LC-MS/MS tehnike koriste se i QUEChERS-i kitovi (akronim koji
oznacava brzu-laku-jeftinu-efikasnu-robustnu-bezbednu metodu; eng. “quick-easy-
cheap-effective-rugged-safe) i samo postupak ekstrakcije. Navedeni postupci pripreme
uzoraka koriste se uglavnhom ako se uz aflatoksine Zele odrediti i neka druga
jedinjenjenja (mikotoksini, pesticidi, boje, i dr.). QUEChERS metoda prvobitno je
razvijena za analizu pesticida iz voc¢a i povrca od strane Anastassiades i sar. (2003), a
zatim je sa izvesnim modifikacijama uvedena i kao metoda za ekstrakciju i
preciS¢avanje uzoraka za analizu mikotoksina u uzorcima zita i hrane za Zivotinje (Mol
i sar., 2008; Desmarchelier i sar., 2010; Zachariasova i sar., 2010). Postupak pripreme
uzoraka zasniva se na ekstrakciji mikotoksina vodom i acetonitrilom. PreciS¢avanje se
obavlja dodatkom razlicitih soli (najces¢e MgS0O4, CH3COONa, NaCl) (Slika 2.13.). Danas

se na trziStu mogu pronac¢i QUEChERS kitovi razli¢itih proizvodaca.
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Slika 2.13. Osnovni princip pripreme uzoraka pomocu QuEChERS-a
1. ekstrakcija; 2. preciS¢avanje uz dodatak soli; 3. 4. muc¢kanje; 5.
centrifugiranje

Priprema uzoraka samo ekstrakcijom bez preci§¢avanja u novije vreme Koristi
se za analizu veceg broja razlicitih jedinjenja koja ¢e biti analizirana primenom LC-
MS/MS metode. Postupak se zasniva na meSanju odredene koli¢ine uzorka sa
odgovaraju¢im rastvaracem (u odnosu 1:4 do 1:10). Dobijena smesa se zatim meSa (od
2 do 60 min), po potrebi centrifugira i profiltrira kroz filter papir. Dobijeni filtrat se ili
dalje razblaZi mobilnom fazom, ili upari do suva i rekonstituiSe u mobilnoj fazi (Sulyok,
isar., 2006; Amate i sar., 2010).

Prednost primene ekstrakcije i QUEChERS kitova u pripremi uzoraka ogleda se
u jednostavnosti postupka, brzini i minimalnom utrosku hemikalija. Uz navedene
prednosti, kao osnovni nedostatak navedenih priprema uzoraka navodi se uticaj
uzorka-matriksa na rezultat (matriks efekat) kao i kontaminacija uredaja usled
nedovoljnog preciS¢avanja uzorka (Garrido Frenich i sar., 2009).

Nakon ekstrakcije i preciS¢avanja uzoraka za analizu aflatoksina, primenom
hromatografskih metoda, uzorke je najc¢es¢e potrebno koncentrovati. Koncentrovanje
se vr$i uparavanjem male koli¢ine preciS¢enog ekstrakta u struji azota ili vazduha.
Ovako upareni uzorci dalje se rekonstituiSu u odgovaraju¢oj mobilnoj fazi i analiziraju

(Bursi¢isar., 2012).
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2.4.3. ELISA

ELISA se definise kao polukvantitativna (Munari i sar., 2003) i/ili kvantitativna
(Reiter i sar., 2009) skrining tehnika za odredivanje razlicitih jedinjenja. Do danas je
razvijen i veliki broj razli¢itih ELISA test kitova za odredivanje aflatoksina (Neogen
Veratox®, Lansing, SAD; Tecna S. r. L. Trieste, Italy; Ridascreen, R-Biopharm, Darmstad,
Germany; Immunolab GmbH, Kassel, Germany; i dr.). U sastavu svakog test kita, bez
obzira na proizvodaca, nalazi se set pripremljenih hemikalija: serija standarda
aflatoksina, aflatoksin enzim-konjugat, rastvor za ispiranje, reagens za razvoj boje, stop
reagens i 48 ili 96 bunarica za analizu.

Bez obzira koji ELISA test kit se koristi za odredivanje aflatoksina, princip je isti.

Osnovni princip ELISA tehnike prikazan je na Slici 2.14.
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Slika 2.14. Osnovni princip ELISA tehnike

Slobodni aflatoksini iz uzorka i standarda (Slika 2.14., 1, 2) u bunari¢ima se
takmice sa enzim-vezanim aflatoksinom (konjugatom) za vezivna mesta antitela (Slika

2.14., 3). Nakon perioda inkubiranja (Slika 2.14., 4), bunari¢i se ispiraju rastvorom za
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ispiranje nakon ¢ega se dodaje supstrat koji reaguje sa vezanim konjugatom i dolazi do
razvoja boje (Slika 2.14., 5, 6). Posle odredenog perioda inkubiranja (Slika 2.14., 7, 8),
dodaje se stop reagens i vrsi oCitavanje intenziteta boje na ELISA ¢itacu. Koncentracija
aflatoksina odreduje se na osnovu kalibracione krive standarda i koncentracija je
obrnuto proporcionalna intenzitetu razvijene boje.

Osnovne prednosti ELISA tehnike, u odnosu na druge tehnike za odredivanje
aflatoksina su: minimalna priprema uzorka, jednostavnost izvodenja i niska cena
analize. Medutim, kao glavni nedostaci ELISA tehnike navode se pojava “cross-
reactivity” i mogucénost dobijanja lazno pozitivnih rezultata. “Cross-reactivity” definiSe
se kao sposobnost jedinjenja sa slicnom hemijskom strukturom da reaguju sa
antitelima. Usled moguée pojave “cross-reactivity” i dobijanaja lazno pozitivnih
rezultata, svaki detektovani aflatoksin ELISA metodom treba da bude potvrden i
nekom hromatografskom tehnikom, narocito ako je koncentracija aflatoksina blizu

MDK vrednosti (Anklam i sar., 2002).

2.4.4. Tecna hromatografija visokih performansi (HPLC)

Te¢na hromatografija visokih performansi ili visokog pritiska je savremena
analiticka tehnika koja se koristi za razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju
komponenata iz razli¢itih uzoraka. HPLC tehnikom mogu biti analizirane komponente
koje su rastvorene u tec¢nosti. Na Slici 2.15. prikazana je osnovna Sema HPLC-a, kao i

njene sastavne jedinice.
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Slika 2.15. Osnovna Sema HPLC-a (Commons, 2014)

1. posude za mobilnu fazu, 2. degazer, 3. gradient ventil, 4. meSa¢ mobilne faze, 5.
visoko-pritisna pumpa, 6. ventil, pozicija injektovanja, 6'. ventil, pozicija
ubrizgavanja, 7. petlja injektovanja uzorka, 8. pred-kolona (zastitna), 9. kolona,
10. detektor, 11. kompjuter, 12. sakupljac otpada ili frakcija

Razvojem savremene analitike i sve ve¢im potrebama trzista, danas je razvijen i
veliki broj razli¢itih modela HPLC-a. Medutim, osnova analize i rada HPLC-a je ista za
sve modele. Mala kolicina (pl) specijalno pripremljenog i preciS¢enog uzorka se u struji
odgovarajuce mobilne faze injektuje, tj. unosi u sistem. Pod dejstvom pumpe uzorak i
mobilna faza bivaju noSeni kroz sistem i uneti na kolonu. Na koloni dolazi do
interakcija izmedu komponenata uzorka i stacionarne faze kolone. U zavisnosti od
navedenih interakacija, zavisi i vreme zadrZavanja komponenata na koloni. Vreme za
koje se neka komponenta ispere sa kolone naziva se retenciono vreme (eng. ,retention
time“, Rt). Komponente se identifikuju na osnovu poredenja njihovog Rt sa Rt
standarda. Za svaki HPLC sistem vezan je detektor i kompjuter sa specijalnim
softverskim programom, pomoc¢u kojih se dobijaju i obraduju hromatogrami, i
identifikuju i kvantifikuju komponente. Izdvojene komponente sa kolone dolaze u

detektor, koji ih registruje i Salje elektri¢ni signal kompjuteru.
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U zavisnosti od komponenata koje se ispituju mogu se Kkoristiti razliCiti
detektori (Kromidas, 2006):
o UV-detektor (eng. ,ultra violet“, UV) kada komponenta absorbuje u UV oblasti,
o Detektor sa nizom dioda (eng. ,diode array detector”, DAD) kada komponenta
absorbuje u UV oblasti,
) fluorescentni detektor (eng. ,fluorescence detector”, FLD) ukoliko komponenta

ima sposobnost da fluorescira,

J ELSD detektor (eng. ,evaporative light-scattering"),
o maseni detektor (eng. ,mass spectrometar®, MS),
. i drugi, a postoji moguénost da se koristi i viSe detektora pri jednoj analizi.

Svi navedeni detektori, kao izlazni signal jedinjenja koje se odreduje, daju
pikove koji se zovu hromatogrami. Na osnovu povrSine pikova standarda razli¢itih
koncentracija formira se kalibraciona kriva iz koje se na osnovu povrSine pika
odredivanog jedinjenja izracuna njegova koncentracija u uzorku.

U analitici aflatoksina najve¢u primenu imaju FLD i maseni detektori. Za
odredivanje aflatoksina, moZe se koristiti i DAD detektor, ali on nema dovoljnu
osetljivost da odredi aflatoksine u koncentracijama na nivou pg/kg, u kojima se oni

najcesce javljaju kao kontaminenti hrane i hrane za zZivotinje (Shepard i sar., 2012).

2.4.4.1. Fluorescentni detektor (FLD)

Fluorescentnim detektorom (FLD) mogu se detektovati komponente koje imaju
sposobnost da fluoresciraju ili one koje se mogu prevesti u oblik koji moZe da
fluorescira. FLD detektor odlikuje se i do 1000 puta veéom osetljivosS¢u od DAD
detektora, jer koristi talasne duZine emisije (Aem) i ekscitacije (Aex). Na Slici 2.16.
prikazano je poredenje intenziteta signala razlic¢itih aflatoksina na DAD i FLD

detektoru.

44



Doktorska disertacija Jovana Kos

25 -
] 2

20 =
: =
4 o

15 o

o =2}

] FD:a, 3650m = 2

107 Ay 455 NM f\ =
i J

%

] DAD: 365 nm

2 4 6 8 10

Slika 2.16. Poredenje hromatograma aflatoksina iz istog uzorka na
FLD i DAD detektoru (Schuster i sar., 1993)

Fluorescencija je sposobnost supstanci sa specificnim funkcionalnim grupama
da ekscituju (pobuduju) pri kra¢im talasnim duZinama i emituju zracenje na viSim
talasnim duZinama. Intenzitet fluorescencije zavisi od obe talasne duZine, Aem i Aex, Sto
omogucava selektivno otkrivanje nekih supstanci, jer ujedno suzbija emisije drugih
supstanci. Pri izboru rastvaraca za ekstrakciju ili mobilnu fazu, mora se voditi racuna
da oni ne ometaju fluorescenciju komponenti koje se odreduju.

AFB2 i AFG2 pokazuju jaku prirodnu fluorescenciju, dok AFB1 i AFG1 slabije
fluoresciraju i moraju biti derivatizovani pre detekcije na FLD detektoru. Za povecanje
fluorescencije navedenih aflatoksina mogu se koristiti prekolonska (trifluorsircetna
kiselina, TFA) i poslekolonska derivatizacija (jodidi, bromidi, Kobra ¢elija). U novije
vreme, TFA najvise
se koristi za ovu svrhu. U prisustvu TFA, AFB1 prelazi u AFB2A (Slika 2.17.), dok AFG1
prelazi u AFG2A. Formirani AFB2A i AFG2A pokazuju znatno jacu fluorescenciju od
polaznih jedinjenja. Do povecanja fluorescencije dolazi usled ubacivanja vode u

furanski prsten AFB1 i AFG1 (Reiter i sar., 2009).

45



Doktorska disertacija Jovana Kos

AFB1 AFB2A

Slika 2.17. Hemijska derivatizacija AFB1 u AFB2a u prisustvu TFA
(Reiteri sar., 2009)

TFA se dodaje u uzorak nakon njegovog preciS¢avanja i uparavanja. Prvo se
doda n-heksan (100-200 pl), kako bi se izdvojili aflatoksini sa zidova suda u kome je
vrseno uparavanje, a zatim se doda TFA (100-200 pl). Postupak derivatizacije najcesce
traje 10 minuta i odvija se na temperaturi do 50 °C. Nakon derivatizacije, smesa n-
heksana i TFA se upari i uzorak se rekonstituiSe u mobilnoj fazi (Kok, 1994; Oliveira i
sar., 2009).

lako AFM1 ispoljava bolju fluorescenciju od AFB1 i AFG1, za odredivanje AFM1
primenom HPLC-FLD metode takode se u velikoj meri koristi TFA za derivatizaciju. U
prisustvu TFA, AFM1 prelazi u AFM2A, a postupak derivatizacije isti je kao i kod AFB1 i
AFG1 (Kok, 1994).

2.4.4.2. FLD sa UV light detektorom

Pored navedene hemijske derivatizacije aflatoksina sa TFA, poslednjih nekoliko
godina sve viSe je zastupljena i fotohemijska derivatizacija primenom UV-light sistema.
Navedeni sistem poveZe se iza HPLC kolone, a ispred FLD detektora. Nakon razdvajanja
aflatoksina na hromatografskoj koloni oni idu u UV-light sistem gde dolazi do

fotohemijske derivatizacije na talasnoj duZini od 254 nm. AFB1 i AFG1 se derivatizuju u
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AFB2A i AFG2A koji ispoljavaju jacu fluorescenciju, dok AFB2 i AFG2 izlase iz sistema

nepromenjeni. Nakon derivatizacije, aflatoksini odlaze u FLD detektor.

Navedeni postupak derivatizacije, u poredenju sa hemijskom derivatizacijom sa

TFA, ima nekoliko prednosti jer je pre svega smanjena upotreba Stetnih hemikalija kao

i vreme pripreme uzoraka, a ujedno je i ponovljivost rezultata na viSem nivou

(Muscarella i sar., 2009).

U Tabeli 2.11. iz literaturnih podataka prikazani su parametri odabranih

metoda iz savremene literature za odredivanje aflatoksina i AFM1 primenom tecne

hromatografije visokih performansi.

Tabela 2.11. Literaturni

primeri

performansi za odredivanje ukupnih aflatoksina i AFM1

metoda tecne hromatografije visokih

Analit Ekstrakcija Priprema Mobilna faza Aex  Aem Derivatizacija Izvor
MeOH/H0/ o
Mf‘;g//fozo IAC CHsCN 363 440 TFA SaNr““ngB‘Z
B =17/70/17 v 00
CH5;CN/H20 Chunisar.,,
MeOH SPE 250/50 365 418 TFA 007
AFB1 MeOH/H,0/ o
AFG1 Mf‘;g//;{ozo IAC CH3CN 360 440 TFA s(:;"‘;‘(g";‘);
AFB2 B =60/20/20 g
AFG2 MeOH/ H,0/MeOH/ Sirhan i
CHsCN/H,0  OuEChERS CHsCN 365 425 / o o1
=51/9/40 =65/25/10 v UL
H,0/CH3CN / MeOH/H,0 .
MeOH IAC =87,5/37,5 360 430 IEZE‘": s;'fpsgi
=60/20/30 5 g NaCl J v AU
MeOH/H,0/ CH3CN Kim i sar.,,
/ SPE =50/20/30 365 450 / 2000.
/ IAC H,0/CHsCN=80/20 365 450  TFA Leze()‘os;‘r"
MeOH/ .
AFM1 / IAC 2%CH5COOH/CHsCN 360 430 TFA S‘C:rl“gggé
=25/40/35 v 4OV
Oasis HLB _ Wangi sar.,,
/ ooty H20/CH:CN=25/75 365 435 / -
/ IAC H,0/CHsCN=25/75 365 435 / le(‘)sl“;"a'

47




Doktorska disertacija

2.4.4.3. Maseni spektrometar

Masena spektrometrija (eng.

instrumentalna tehnika koja ima veliku primenu usled svojih viSestrukih moguénosti.

Jovana Kos

“mass spectrometry”, MS) je savremena

Upotrebom sprege masene spektrometrije sa tecnom hromatografijom (LC-MS) moZe

se analizirati veliki broj razli¢itih jedinjenja rastvorenih u tecnosti. Bez obzira koji

uzorak se analizira masena spektrometrija najcesce se koristi za:

. identifikaciju i kvantifikaciju poznatih jedinjenja,
o identifikaciju nepoznatih jedinjenja,
. upoznavanje hemijske strukture i osobina razlicitih jedinjenja.

Princip rada masenog spektrometra zasniva se na razdvajanju jonizovanih

atoma ili molekula u vakuumu na osnovu razlike mase prema naelektrisanju (m/z).

Joni se stvaraju izazivanjem gubitka ili dobitka naelektrisanja neutralnoj vrsti.

Sematski prikaz osnovnog principa masene spektrometrije prikazan je na Slici

2.18.

JONIZACUA

MASENI ANALIZATOR

DETEKTOR

Formiranje jona

Razdvajanje jona

AN

Detekcija jona

Slika 2.18. Princip masene spektroskopije
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Cetiri osnovne komponente masenog spektrometra su: sistem za unoSenje
uzorka, jonski izvor, maseni analizator i jonski detektor. Uzorak se unosi u jonski izvor
direktno ili nakon hromatografskog razdvajanja, i molekuli se zatim u jonskom izvoru
pretvaraju u jone. Joni se tada razdvajaju prema njihovom m/z odnosu u masenom
analizatoru nakon Cega detektor pretvara jonsku energiju u signal (maseni spektar)
koji sadrzi informaciju o m/z vrednosti, zajedno sa njihovim intezitetom (Ardrey,
2003).

Do danas je otkriven veliki broj tipova jonizacije, sa stalnim inovacijama u
postojec¢im i otkrivanju novih jonizacija. Koji tip jonizacije ¢e biti odabran zavisi od
nekoliko faktora, od kojih su najbitniji dostupnost uredaja i tipa jonizacije kao i
polarnost odredivanog analita, molekulske mase, termicke stabilnosti ispitivanog
jedinjenja i od sastava uzorka.

Najvecu primenu pri analizi aflatoksina ima elektron sprej jonizacija (eng.
»electrospray ionization”, ESI). ESI predstavlja tzv. ,meku” jonizacionu tehniku, koja
daje protonovani molekulski jon [M+H]* u pozitivnoj jonizaciji odnosno deprotonovani
molekulski jon [M-H]- u negativnoj jonizaciji, ili adukt jone sa natrijumom, amonijakom
ili acetatom. ESI je pogodna za polarna jedinjenja sa molekulskom masom od 100 do
100000 Da (Ardrey, 2003).

Razli¢iti tipovi analizatora se razlikuju prema principu rada, opsegu razdvajanja
m/z, preciznosti, rezoluciji, brzini spektralne akvizicije, osetljivosti i dr. Za analizu
aflatoksina najceS¢e se Kkoriste te¢ni hromatografi sa tri masena analizatora (eng.
striple quadrupole”, LC-MS/MS), ¢iji je osnovni princip rada prikazan na Slici 2.20.
Uzorkak se jonizuje u eksternom u jonizacionom izvoru. Loptice razliCite boje
reprezentuju jone sa razliCom m/z vrednosS¢u. Kvadrupolni maseni analizatori
predstavljeni su kao pokretni kaiSevi, koji propustaju jone samo odredene velicine.
Nakon jonizacije formirani joni bivaju noSeni do masenog analizatora (masenog filtra,
Q1) koji kontroliSe kretanje jona i usmerava samo odredene prekursor jone ka
kolizionoj ¢eliji. Koliziona Celija se smatra drugim kvadrupolom (maseni filtar, Q2) koji

je najCeSce ispunjen nekim inertnim gasom, azotom ili argonom. U kolizionoj ¢eliji pod
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odredenim naponom i u prisustvu inertnog gasa dolazi do fragmentacije i formiranja
produkt jona, koji naponom kolizione Celije bivaju dalje usmereni ka tre¢em masenom
filtru, Q3. Tre¢i maseni analizator propusta samo definisane produkt jone koji se dalje

usmeravaju na detektor (Agilent, Concept Guide, 2007).

KOLIZIONA
CELIJA (Q2)

DETEKTOR

Slika 2.20. Princip rada kvadrupolnog masenog analizatora
(eng. ,Triple quadrupole”)

Kvadrupolni tip analizatora ima odredene prednosti i mane. Prednosti
kvadrupolnog sistema su niska cena u odnosu na druge masene analizatore, mogucnost
upotrebe za kvalitativnu i kvantitativnu analizu, sa mogu¢noScu povecanja osetljivosti
u SIM modu (eng. “selected ion monitoring”). Njihov nedostatak je Sto propustaju do
detektora samo odabrane jone sa odredenom m/z vrednosti, dok joni sa razli¢itim

odnosom m/z bivaju izgubljeni. Zbog toga se uglavnom upotrebljavaju za ciljane
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analize (Vukovi¢, 2012). Pored toga, povecanje ili smanjenje inteziteta signala analita,
kao posledica uticaja uzorka-matriksa je glavni problem za LC-MS/MS metode. lako
tacan mehanizam povecanja/smanjenja signala pod uticajem matriksa nije poznat,
pretpostavlja se da komponente matriksa uticu na efektivnost jonizacionog procesa,
uzrokuju¢i uzajamno pozitivne ili negativne efekte na koli¢inu formiranih jona analita
(HajSlova i Zrostlikova, 2003). Faktori koji mogu negativno uticati na jonizaciju analita
su koli¢ina komponenata matriksa u injektovanom uzorku, ili koriS¢enje kolone koja ne
omogucava zadovoljavaju¢e razdvajanje analita od komponenata uzorka. Prema
Matuszevski i sar. (1998) izracunavanje matriks efekta zasniva se na injektovanju dve
serije standarda. Prva serija sastoji se od standarda odredivanog analita rastvorenih u
rastvaracu ili mobilnoj fazi (eng. ,solvent calibration curve”, SC). Druga serija sastoji se
od uzoraka za koje je prethodno utvrdeno da ne sadrze odredivani analit, u koje je
nakon postupka ekstrakcije i precis¢avanja dodat standard (eng. ,matrix matched
calibration”, MMC). Koncentracije odredivanog analita u seriji MMC moraju da
odgovaraju standardima iz serije SC. Iz standarda obe serije formiraju se kalibracione
krive, a matriks efekat racuna se kao odnos nagiba jednacina prava dve kalibracione
krive. Uticaj matriksa na suzbijanje ili na povecanje signala analita (eng. ,signal

suppression and enhancment®, SSE) izracunava se kao:

SSE (%) = 100 x nagibmmc/nagib sc

Ako je uticaj matriksa (SSE) jednak 100%, onda se kaZe da ne postoji uticaj
matriksa. Ako je %SSE<100, onda postoji supresija jonizacionog procesa dok vrednost
%SSE>100 ukazuje da postoji pojacavanje jonizacionog procesa (Arroyo-Manzanares i
sar., 2013). Na osnovu postojec¢ih regulativa i literature, trenutno ne postoji ona koja
propisuje dozvoljen uticaj matriksa na analiticki signal. Frenich i sar., (2011) ustanovili
su da se odstupanje od #20% smatra prihvatljivim odstupanjem.

U literaturnim navodima novijeg datuma objavljeno je nekoliko metoda za odredivanje

aflatoksina pomoc¢u LC-MS/MS metoda, i neke od njih su prikazane u Tabeli 2.12.
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Tabela 2.12. Literaturni primeri LC-MS/MS metoda za odredivanje aflatoksina

Odredivani Masa
Uzorak . . . uzorka Ekstrakcija Mobilna faza Autori
mikotoksini
(8)
2 ml CH3CN/H;0/
Kukuruz,  2F51J0835 CH:COOH ool /H20/HCOOH  Sulyoki
Senica drugih 0,5 =79/20/1 meSanje -gradijent sar.,2006
p mikotoksina 90 min, centrifuga, 8 J Y ’
filtriranje
10 ml H,0/10 ml o
AFSijo§ 12 0,5% HCOOH 0'1“1 fOI:ncl\S[) OH gieesfi’f‘;crh
Zitarice _druglh. 5 u MeOH/CH3;CN NH.HC00,0,05% 2010,
mikotoksina (1/1) HCOOH u MeOH
QuEChERS
10 ml CH5CN
. mesSanje 30 .
o AFS, boje i . H,0/MeOH/5mM Ferrer i
Zacini pesticidi 1 m‘?‘/ ultrazyuk 30 NH4HCOO-gradijent sar., 2010.
min/centrifuga/
filtriranje
50ml
AFS, OTA, PBS/mesan]e 60 MeOH/H?O=40/6O
. . min; 15 ml PBS gradijent sa ..
Proizvodi FUMs, DON, Lattanzio i
od zitarica 7EA. T-2 10 ekstrakta + 35 ml dodatkom sar. 2011
H'i"-2 ’ MeOH/meSanje 60 1mM NH4CH300 v '
min/filtriranje 0,5% CH3COOH
IAC -AOFZDT2™
25 ml
Kukuruz, MeOH/H0=80720m 1y 6 /cHsCN- -
“ eSanje 15 s McDaniel i
susene AFS > min/centrifuga/ gradijent sar., 2011
sitarice centriug Sa 0,1 % HCOOH v eUi
Filtriranje
SPE-AflaCLEAN
AFS, OTA, * m(lllgl_g(():g{lHZO/ Soleiman
o FUMs, DON, S CHsCN/H0/CH5CO ) y
Zitarice 10 =79/20/1 meSanje isar,
ZEA, T-2, . . OH=20/79/1
60 min, centrifuga, 2012.
HT-2 o
filtriranje
50 ml CH3CN/vortex 5mM Wang i
Mleko AFM1 20 1 min/ultrazvuk 15 NH,HCOO/MeOH= 5
. sar., 2011.
min 60/40
8 ml CH3CN /vortex
2 min/ultrazvuk 8 MeOH/H20 H .
Mleko AFM1 2 min/centifuga € d'/ . UE;%glllL
Oasis-HLB gradien sar., .
kertridz
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Prikazane metode (Tabela 2.12.) medusobno se razlikuju u zavisnoti od uzorka
koji se analizira, nacina ekstrakcije i precis¢avanja uzorka kao i od toga da li se
analiziraju samo aflatoksini ili se pored njih odreduju i drugi mikotoksini. Ono $to je
zajednicko za sve navedene metode je da se za odredivanje polarnih aflatoksina LC-
MS/MS metodom Kkoristi elektron sprej jonizacija (ESI) koja dovodi do pozitivne
jonizacije aflatoksina. Pri pozitivnoj jonizaciji, za molekule aflatoksina vezuje se jedan
proton (atom vodonika) pri ¢emu im se molekulska masa povecava za jednu jedinicu.
Formirani joni nazivaju se prekursor joni. Bez obzira koja LC-MS/MS metoda se koristi
za analizu aflatoksina, za maksimalnu fragmentaciju prekursor jona i formiranje
produkt jona, potrebno je optimizovati uslove kolizione energije (eng. ,collision
energy”, CE) i napona fragmentacije (eng. ,fragmentation voltage“, FV). PoZeljno je da
se dobiju bar dva produkt jona, od kojih ¢e jon sa pikom vece povrsine sluZziti za
kvantifikaciju analita (eng. ,quantifier”), a jon manje povrsine za kvalitativhu potvrdu

(eng. ,qualifier”).

2.4.5. Validacija metoda

Savremena analiti¢ka praksa podrazumeva validaciju svake primenjene metode.
Pod validacijom se podrazumeva proces kojim se utvrduje da li karakteristike
izvodenja analitickog postupka odgovaraju zahtevima nameravanih analitickih
primena (Pappa, 2005). Cilj analitickog merenja je dobijanje konzistentnih, pouzdanih i
tacnih podataka, a validovan analiticki metod igra glavnu ulogu u postizanju
navedenog cilja (Bursi¢, 2011).

Na nivou Evropske Unije propisana je Regulativa (EC/657/2002) o pravilima
validacije za skrining (ELISA) i konfirmatorne metode (HPLC) za odredivanje
aflatoksina i drugih pravilnicima regulisanih mikotoksina. Dobijeni parametri
validacije treba da budu u skladu sa vrednostima propisanim Regulativom Evropske

Unije (EC/401/2006) kao i Tehnickim izveStajem za validaciju i izvodenje metoda za
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analizu mikotoksina (European Committee for standardization, Technical Report,
CEN/TR 16059, 2010).
Prema navedenim regulativima potrebno je da se odrede slede¢i parametric

validacije:

J Granica detekcije, odnosno limit detekcije (eng. “limit of detection, LOD), koji se
definiSe kao najmanja koncentracija koja moze biti odredena-detektovana sa
odgovaraju¢im nivoom poverenja.

. Granica kvantifikacije, odnosno limit kvantifikacije (eng. “limit of quantification,
LOQ), koji se definiSe kao najmanja koncentracija koja moZe biti kvantifikovana
sa prihvatljivom preciznosc¢u i tacnoscu.

o Linearnost, odnosno sposonost analitiCkog postupka da obezbedi lineranu
zavisnost (korelaciju), unutar ispitivanog opsega, izmedu koncentracije (mase) i
odgovora detektora. Koeficijent determinacije R? >0,99 ukazuje na dobru
linearnost.

. Tacnost analitickog postupka izraZava bliskost slaganja izmedu vrednosti koja je
prihvacena ili referentna i pronadene vrednosti. [zraZava se kao recovery (%). U
analitici mikotoksina, predvideno je da se recovery odreduje na osnovu analize
sertifikovanog referentnog materijala (CRM). Ukoliko CRM nije dostupan
tacnost analitickog postupka moZe se odrediti analizom spajkovanog uzorka, tj.
uzorka u koji je u poznatoj koncentraciji dodat standard odredivanog analita.

o Ponovljivost se definiSe kao sposobnost istog izvrSioca da pod istim uslovima
analize istog uzorka u viSe ponavljanja dobije rezultate ¢ija razlika mora biti u
definisanim granicama. Izrazava se preko relativne standardne devijacije, RSDy;

o Reproduktivnost se definiSe kao sposobnost istog ili razlicitih izvrSioca da pri
istim ili promenjivim uslovima analize istog uzorka u viSe ponavljanja dobije
rezultate Cija razlika mora biti u definisanim granicama. Izrazava se preko
relativne standardne devijacije, RSDr.

o Specificnost metode odreduje se razli¢ito u zavisnosti od primenjene metode.

Specifi¢nost ELISA metode zasniva se na postojanju specificnih antitetla kojima
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se mogu odredivati samo Zeljeni analiti. Specificnost hromatografskih metoda
utvrduje se identifikacijom analita na osnovu uporedivanja njegovog spektra i
retencionog vremena sa istim identifikacionim karakteristikama kao i
odgovarajuci standardni rastvor analita. Pored toga, specificnost LC-MS/MS
metode utvrduje se i identifikacijom odredivanog analita na osnovu prekursor i
produkt jona. Kod hromatografskih metoda retenciono vreme standarda i

odredivanog analita ne sme se razlikovati vise od 2,5%.

Dobijeni parametri validacije pri analizi aflatoksina moraju zadovoljiti
kriterijume propisane evropskom Regulativom za pravilno izvodenje analitickih
metoda za odredivanje mikotoksina (EC/657/2002) kao i tehnickim izveStajem za
validaciju i izvodenje metoda za analizu mikotoksina (CEN/TR 16059, 2010). Navedeni

kriterijum prikazani su u Tabelama 2.13 i 2.14.

Tabela 2.13. Propisane vrednosti za parametre validacije prema European

Commission, 657/2002
P ¢ dnost
Kriterijum Koncentracioni opseg (ug/kg) reporuc;;a; vreanos
0
<10 50-120
Recovery 1-10 70-110
>10 80-110

Maksimalna vrednost: 2 x
vrednost dobijena iz
Horwitz-ove jednacine

[zrac¢unata iz Horwitz-ove

RSDr jednacine

RSD: RSD; =RSDrx 0,66

RSD..-relativna standardna devijacija u uslovima ponovljivosti;
RSDg.-relativna standardna devijacija u uslovima reproduktivnosti.
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Tabela 2.14 Propisane vrednosti za neke parametre validacije prema tehnickom
izvestaju (CEN/TR 16059)

Kriterijum Koncentracioni opseg (ng/kg) Preporucena vrednost
> 100 MDKx 1/5
LOQ <100 MDK x 2
<1,0 50-120%
Recovery 1-10 50-120%
>10 50-120%
<1,0 <30%
1-10 <25%
RSD: 10-100 <20%
>100 <15%
<1,0 <60%
1-10 <50%
RSDr 10-100 <35%
>100 <30%
<1,0 <45%
1-10 <36%
RSDrorui 10-100 <25%
>100 <22%

LOQ-limit kvantifikacije;

RSD:.-relativna standardna devijacija u uslovima ponovljivosti;

RSDrg.-relativna standardna devijacija u uslovima reproduktivnosti;

RSDruorwitz-relativna standardna devijacija u uslovima reproduktivnosti izracunata pomocu
Horwitz-ove formule.
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3. Cilj rada

Podaci objavljeni od strane EFSA (European Food Safety Authority, 2013)
ukazuju na ucestalu i sve vecu pojavu aflatoksina. Poslednjih godina, pojava aflatoksina
uslovila je razvoj citavog niza bolesti, koje su neretko poprimale oblik epidemije i
dovele do smrti, kako ljudi tako i Zivotinja (Azziz-Baumgartner i sar., 2005; Muthomi i
sar., 2009). Dostupna naucna literatura ukazuje da je tokom prethodnih godina
zabeleZena pojava klimatskih promena koje su pokazale veliki uticaj na pojavu
aflatoksina (Abbas i sar., 2002; Cotty i sar., 2011;Wu i sar., 2011). Usled toga, u mnogim
zemljama sveta postoji stalna teZnja za otkrivanjem uzrocnika njihove pojave, uz velika
ulaganja u prevenciju, redovnu kontrolu, smanjenje rizika i edukaciju.

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije iniciran je Cinjenicom da je
neophodno poceti kontinuirano pratiti pojavu aflatoksina u Republici Srbiji. Kao
sirovina za ispitivanje odabran je kukuruz, jer predstavlja jednu od najzastupljenijih
Zitarica u Srbiji sa prosetnom godisnjom proizvodnjom od oko Sest miliona tona, od
Cega je oko treina namenjena za izvoz (Maslac, 2012). Navedena cinjenica dodatno
povecava potrebu za istrazivanjem, jer pojava aflatoksina u velikoj meri uti¢e i na
kvalitet kukuruza, kao i smanjenje prinosa i ekonomskog profita zemlje. Ispitivanja ¢e

objediniti cetvorogodiSnje rezultate u okviru kojih ¢e biti sagledani klimatski uslovi,
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kao faktori sa najve¢im uticajem na pojavu aflatoksina (Abbas i sar., 2002; Cotty i sar.,
2011).

S obzirom da se najveca koli¢ina proizvedenog kukuruza (80-90%) (Maslac,
2011; Maslac, 2012) u Srbiji iskoristi za ishranu Zivotinja, odluceno je da se u ovoj
doktorskoj disertaciji ispita i pojava AFM1 u mleku, u godini u kojoj je doSlo do pojave
aflatoksina u kukuruzu. Cilj da se ispita mleko proistekao je iz ¢injenice da ono usled
velike frekventnosti u ishrani predstavlja namirnicu sa najve¢im potencijalnim rizikom
za unos aflatoksina u organizam ljudi (Erkekoglu i sar., 2008). Iz tog razloga, procenice
se i rizik unosa AFM1 iz mleka. Kako za Srbiju ne postoje zvani¢ni podaci o prosetnom
unosu mleka, ovi podaci bi¢e obezbedeni kroz formiranu anketu koja ¢e obuhvatiti
1500 ljudi razlicitog pola i starosnih grupa.

Dobijena baza podataka, pored nacionalnog, imace i medunarodni znacaj jer ¢e
doprineti povecanju svetskih baza u kojima je do sada bilo veoma malo podataka iz
ovog dela Evrope.

Drugi segment istraZivanja obuhvatice ispitivanja u vezi sa primenom razli¢itih
metoda odredivanja aflatoksina u prirodno kontaminiranim uzorcima kukuruza i
mleka. Analiza prisustva aflatoksina B1 (AFB1), kao i ukupnih aflatoksina u kukuruzu
bice sprovedena primenom ELISA metoda i te¢ne hromatografije visokih performansi
sa razli¢itim detektorima (HPLC-FLD, HPLC-UV light-FLD, LC/MS-MS). U okviru
primene tecnohromatografskih metoda ispitace se i razliCiti postupci pripreme
uzoraka. ELISA, HPLC-FLD, i LC/MS-MS metode primenice se sa ciljem odredivanja
AFM1 u mleku. ELISA metode bice validovane i primenjene prema uputstvu
proizvodaca test kitova, dok ¢e hromatografske metode biti razvijene, optimizovane i
validovane u skladu sa definisanim smernicama evropske Regulative (European
Commission, 401/2006).

Dobijena saznanja, u ovoj doktorskoj disertaciji, omogucice da se stekne uvid u
performanse primenjenih metoda i da se poredenjem performansi i rezultata dobijenih
nakon analize realnih uzoraka ukaZe na moguc¢nost primene navedenih metoda za

analizu aflatoksina.
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4. Materijal i metodi

Eksperimentalni deo doktorske disertacije uraden je u Nau¢nom institutu za

prehrambene tehnologije u Novom Sadu (FINS).

4.1. Ispitivani uzorci

U ovoj doktorskoj disertaciji odabrani uzorci za ispitivanje su:
e Kukuruz;

e Mleko.

4.1.1. Kukuruz
Za analizu pojave ukupnih aflatoksina (AFB1, AFB2, AFG1 i AFG2) koriSc¢eni su

uzorci kukuruza koji su sakupljani nakon Zetvi u periodu od 2009. do 2012. godine. Svi

uzorci kukuruza sakupljeni su na teritoriji Autonomne Pokrajine Vojvodine.
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Primenom ELISA metode, nakon Zetve, svake godine analizirano je po 100
uzoraka kukuruza. S obzirom da je u uzorcima iz 2012. godine utvrdeno prisustvo
aflatoksina, tokom navedene godine analizirano je ukupno 700 uzoraka kukuruza. Po
100 uzoraka kukuruza uzorkovano je i analizirano iz razlicitih skladista svaki mesec u
periodu od sedam meseci (od oktobra 2012. do aprila 2013. godine). Broj analiziranih

uzoraka kukuruza po godinama prikazan je u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Broj analiziranih uzoraka kukuruza na prisustvo ukupnih aflatoksina
po proizvodnim godinama

Metoda odredivanja Proizvodna godina Broj uzoraka
2009 100
2010 100
ELISA 2011 100
2012 700

700 uzoraka kukuruza analizirano je sa ciljem da se ispita pojava aflatoksina u
kukuruzu iz 2012. godine kao i da se stekne uvid da li tokom skladiStenja dolazi do
promena u nivou kontaminacije ovih mikotoksina.

Za ispitivanje razli¢ite metodologije odredivanja aflatoksina u kukuruzu, od
prirodno kontaminiranih uzoraka iz 2012. godine, odabrano je 30 uzoraka. Uzorci su
podeljene u tri grupe na osnovu detektovanih koncentracija aflatoksina: 1-10 pug/kg,
izmedu 10-50 pg/kg i viSe od 50 pg/kg. U Tabeli 4.2. prikazan je ukupan broj
analiziranih uzoraka prirodno kontaminiranih kukuruza, kao i broj analiziranih

uzoraka kukuruza unutar razli¢itog koncentracionog opsega aflatoksina.

Tabela 4.2. Broj analiziranih uzoraka kukuruza po svakom postupku pripreme
uzoraka i metodi odredivanja

Ukupan broj uzoraka Broj uzoraka Koncentracioni opseg (ng/kg)
10 1-10
30 10 10-50
10 > 50
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Odabranih 30 uzoraka kukuruza analizirano je razli¢itim postupcima pripreme
uzoraka kao i razlicitim metodama odredivanja aflatoksina. Primenjeni razliciti
postupci pripreme uzoraka kukuruza kao i razliCite metode odredivanja aflatoksina u

prirodno kontaminiranim uzorcima kukuruza prikazani su u Tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Metode odredivanja i postupci pripreme uzoraka kukuruza za
odredivanje aflatoksina

Metoda odredivanja Postupak pripreme uzoraka
ELISA Ekstrakcija
MycoSep kolone
HPLC/FLD Imunoafinitetne kolone
: MycoSep kolone
HPLC/FLD/UV light Imunoafinitetne kolone
MycoSep kolone
Imunoafinitetne kolone
LC-MS/MS QuUEChERS
Ekstrakcija

Radi smanjenja uticaja neravnomerne raspodele aflatoksina unutar prirodno
kontaminiranih uzoraka na rezultat, svaki od 30 odabranih uzoraka je pre analize
homogenizovan. Masa svakog uzorka iznosila je 500 g.

Sa ciljem ispitivanja raspodele aflatoksina i toksikoprodukujué¢ih plesni unutar
vece kolicine skladiStenog kukuruza izvedena su i mikotoksikoloska ispitivanja, koja su
obuhvatila odredivanje ukupnog broja plesni (UBP) i determinaciju plesni Aspergillus
flavus. Uzorci kukuruza sakupljeni su iz Cetiri skladiSta. Iz svakog skladiSta, pri
eleviranju kukuruza, uzeto je osam pojedinacnih uzoraka, po principu jedan uzorak na
svakih 100 kg. U svakom pojedinacnom uzorku odreden je ukupan broj formiranih
kolonija (eng. “colony forming unit”, cfu) za UBP i A. flavus, kao i sadrZaj aflatoksina.
Sadrzaj aflatoksina odreden je primenom HPLC-FLD metode, a uzorci su preciS¢eni

primenom MycoSep kolona.
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4.1.2. Mleko

Za analizu pojave, procenu rizika i ispitivanje razli¢itih metoda odredivanja
AFM1 koriSceni su uzorci kravljeg mleka. Uzorci su prikupljeni od najvecih proizvodaca
mleka u Srbiji, sa farmi, kao i iz malih pogona za preradu mleka. Za analizu pojave
AFM1 primenom ELISA metode analizirano je 200 uzoraka mleka. Kategorije i broj
analiziranih uzoraka kravljeg mleka prikazani su u Tabeli 4.4. Uzorci mleka od velikih
proizvodaca obuhvatili su sve zastupljene kategorije mleka na trziStu: sa udelom

mlec¢ne masti od 0,5 do 3,8 %, bez laktoze, obogacene vitaminima i mleka za kafu.

Tabela 4.4. Kategorije i broj analiziranih uzoraka kravljeg mleka

Proizvodac Kategorija Broj uzoraka
UHT 96
Veliki Pasterizovano 37
Organsko 8
Mali Pasterizovano 19
Farma Sveze 40

UHT: (eng. “ultra high temperature”)

Nakon analize pojave AFM1 primenom ELISA metode i obrade rezultata,
odabrano je 15 prirodno kontaminiranih uzoraka mleka. Uzorci mleka su na osnovu
detektovanih koncentracija AFM1 podeljeni u tri grupe: < 0,10 pg/kg, izmedu 0,10-0,40
ug/kg i vise od 0,40 ug/kg. U Tabeli 4.5. prikazan je ukupan broj analiziranih uzoraka
prirodno kontaminiranih mleka, kao i broj analiziranih uzoraka mleka sa razlic¢itim

nivoima koncentracija AFM1. Uzorci mleka analizirani su u dva ponavljanja.

Tabela 4.5. Broj analiziranih uzoraka mleka po svakom postupku pripreme
uzoraka i metodi odredivanja

Ukupan broj uzoraka Broj uzoraka Koncentracioni opseg (ng/kg)
5 <0,10
15 5 0,10-0,40
5 >0,40
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U odabranih 15 uzoraka mleka, prisustvo AFM1 analizirano je primenom tri
razliCite metode. Primenjeni postupak pripreme uzoraka mleka kao i metode

odredivanja AFM1 prikazane su u Tabeli 4.6.

Tabela 4.6. Primenjene metode odredivanja AFM1 i postupci pripreme uzoraka

mleka
Metoda odredivanja Postupak pripreme uzoraka
ELISA Centrifugiranje
HPLC/FLD Imunoafinitetne kolone
LC-MS/MS Imunoafinitetne kolone

4.2. Hemikalije i reagensi

Spisak hemikalija i rastvora koji su koriS¢eni tokom izvodenja

eksperimentalnog dela istraZivanja dati su u nastavku.

ELISA test kitovi:

e Quantitative Aflatoxin High Sensitivity Test (# 8031) Neogen Veratox®
(Lansing, SAD);

e Aflatoxin Quantitative Test kit (# 8030) Neogen Veratox® (Lansing, SAD);

e TecnaS.r.l Celer B1 (code MA220/MA221, Trst, Italija);

e TecnaS.r.l I'screen AFLA M1 (code MA418/MA419, Trst, Italija);

Standardi aflatoksina:

e Aflatoksin B1 (Cistoce > 99,9%), Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemacka);

e Aflatoksin G1 (Cistoce > 99,9%), Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemacka);

¢ Smesa ukupnih aflatoksina B1, B2, G1, G2 (¢istoce > 99,9%), Supelco (Bellefonte,
PA, SAD);

e Aflatoksin M1 (Cistoce > 98,5%), Supelco (Bellefonte, PA, SAD).
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Sertifikovani referentni materijali:

e Prirodno kontaminirani kukuruz, Trilogy® Reference Material A-C-268
(VaSington, SAD);

e Prirodno kontaminirani kukuruz, Progetto Trieste MI1140-2/CM, MI1240-
1/CM (Test Veritas, Padova, Italija);

e Prirodno kontaminirano mleko, Progetto Trieste MI1142-1/CM (Test Veritas,

Padova, Italija).

Hemikalije:

e Acetonitril (CH3CN, HPLC ¢istoc¢e), Merck (Nemacka);

¢ Amonijum Formijat (NH4HCOO, LC-MS/MS C¢istoc¢e), Fluka Analytical (Sigma-
Aldrich, SAD);

e Fosfatni puffer (eng. “phosphate buffered saline”, PBS: u 1 1 vode rastvoreno je
8,01 g NaCl, 0,20 g KCl, 1,78 g Na,HPO4 (x 2H20) i 0,27 g KH2PO4)

e Heksan, Merck (Germany);

¢ Imunoafinitetne kolone za Aflatoksin M1, AFlaStarTM M1 R-Immunoaffinity
Columns, Romer, Romer Labs Inc. (Union, SAD);

¢ Imunoafinitetne kolone za ukupne aflatoksine, Afla-Ota CLEANTM, LCTech
GmbH (Dorfen, Nemacka);

e Kalijum hlorid (KCI, p.a. ¢istoce), Merck (Nemacka);

e Kalijumdihidrofosfat (KH2PO4, p.a. Cistoce), Centrohem (Srbija);

e Metanol (MeOH, HPLC ¢istoce), ].T.Backer (SAD);

e Metanol (MeOH, LC-MS/MS cistoce), ].T.Backer (Holandija);

e Metanol (MeOH, p.a. Cistoce), Zorka Pharma (Srbija);

e Mravlja kiselina (HCOOH, HPLC cistoce), Sigma-Aldrich (Nemacka);

e MycoSep® 224 AflaZon kolone, Multifunctional Columns, Romer Labs Inc

(Union, MO, SAD);
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e Natrijum dihidrogen fosfat-2 hidrat (Na;HPO4 x 2H>0, p.a. Cistoce), ].T.Backer,
(Danska);

e Natrijum hlorid (NaCl, p.a. ¢istoce), ].T.Backer (Danska);

e QuEChERS European Standard EN Kits, sadrzi smesu soli za ekstrakciju p/n
5982-5650 (4 g anhidrovanog MgSO4, 1 g NaCl, 1 g natrijum citrat, 0,5 g
dinatrijum citrat seskvihidrat) i tubu za ¢vrsto-faznu ekstrakciju p/n 5982-5056
(900 mg anhidrovanog MgSO4 i kombinaciju primarnih sekundarnih amina,
PSA), Agilent Technologies, Inc. (Wilmington, DE, SAD);

e Trifluorsir¢etna kiselina (TFA, HPLC C(istoce), Thermo Fisher Scientific
(Engleska);

e Ultracista voda.

Standardni zbirni rastvor aflatoksina. Od osnovnog rastvora koncentracije 1
ug/ml (AFB1i AFB2)i 0,3 pg/ml (AFB2 i AFG2) napravljeni su radni rastvori. Postupak
je izveden razblaZivanjem odgovarajute zapremine standardnog rastvora sa
metanolom. Ovakvi rastvori koriS¢eni su za razvoj i optimizaciju hromatografskih
metoda, kao i validaciju ELISA i hromatografskih metoda. Rastvori su ¢uvani na -10 °C
u mraku.

Standardni rastvor AFM1. Od osnovnog rastvora koncentracije 10 pg/ml
napravljeni su radni rastvori. Postupak je izveden razblaZivanjem odgovarajuce
zapremine standardnog rastvora sa acetonitrilom. Ovakvi rastvori koriS¢eni su za
razvoj i optimizaciju hromatografskih metoda kao i validaciju ELISA i hromatografskih
metoda. Rastvori su ¢uvani na -10 °C u mraku.

MMC (eng. matrix-matched standards) standardi. Radi ispitivanja uticaja
matriksa na dobijeni rezultat koriS¢eni su MMC standardi ukupnih aflatoksina (AFB1,
AFB2, AFG1 i AFGZ) i AFM1. MMC standardi pripremani su na slede¢i nacin:
odgovarajuci koncentracioni opseg standardnog rastvora ili standardnog zbirnog
rastvora dodat je u poslednjem delu procedure pripreme uzoraka prilikom

rekonstituisanja uzorka, tj. nakon uparavanja. Za pripremu MMC standarda koris$¢eni

65



Doktorska disertacija Jovana Kos

su uzorci kukuruza i mleka, za koje je prethodno utvrdeno da nisu kontaminirani

aflatoksinima, odnosno AFM1.

4.3. Oprema

Tokom izvodenja eksperimentalnog dela istrazivanja koriS¢ena je sledeca

oprema:

e Analiticka vaga (Mettler Toledo, Columbus, SAD);

e Automatske pipete: 10-10 000 ul (Eppendorf, Hamburg, Nemacka);

e Bocice za autosampler, 2 ml vijalice (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD);

e Centrifuga (Tehtnica, Yugoslavia);

e ELISA c¢ita¢ (Thermolabsystem, Thermo, Finska);

e Filter papir, Whatman No. 1 (Whatman International Ltd., Maidstone, UK);

e Igle (Romed®, Holandija);

e Kolone: Zorbax XDB C18 (50 x 4,6 mm; 1,8 um), (Agilent Technologies, Santa
Clara, SAD);

e Membranski filteri-regenerisana celuloza, pre¢nika 25 um (Agilent
Technologies, Santa Clara, SAD);

e Mlin za mlevenje uzoraka kukuruza, KnifetecTM 1095 (Foss, Hoganas, Sweden);

e Plasti¢ni Spricevi od 2 ml, Chirana T. Injecta, a.s. (Stara Tura, Slovacka);

e Prikupljanje i obrada podataka: Agilent Mass Hunter Data Acquisition, verzija
B.03.01, (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD), Design-Expert 7.0.0. (Stat-
Ease, Minneapolis, SAD).

e Sistem za preciS¢avanje vode Simplicity UV (Millipore, Bedford, SAD);

e Sistem za uparavanje u struji azota ili vazduha, Reacti-Therm modul (Thermo-

Scientific, SAD);
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e Tecni hromatograf Agilent 1200 sa slede¢im detektorima: DAD 1200, FLD 1200,
i maseni 6410B Triple Quad (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD);

e Tehnicka vaga (Mettler Toledo, Columbus, SAD);

e Uredaj za fotohemijsku postkolonsku derivatizaciju (eng., “Photochemical Post
Column Derivatizer”), UV light, UVC 254 nm (UVE LCTech GmbH, Dorfen,
Nemacka);

e Uredaj za muckanje uzoraka, Griffin Sejker (Griffin and George, Wembley,
England);

e Vakuum manifold za SPE (Supelco Analytical, Bellefonte, PA, SAD);

e Vorteks uredaj (BOECO, Nemacka).

4.4. Odredivanje aflatoksina u kukuruzu

Odredivanje aflatoksina u kukuruzu izvrSeno je primenom ELISA, HPLC-FLD,
HPLC-UV light-FLD i LC-MS/MS metoda. ELISA metode primenjene su na osnovu
uputstva proizvodaca i zatim validovane, dok su hromatografske metode pre validacije
razvijene i optimizovane. U okviru hromatografskih metoda ispitani su i razliCiti

postupci pripreme uzoraka.

4.4.1. ELISA

ELISA metoda kori$¢ena je za analizu prisustva ukupnih aflatoksina i AFB1.

4.4.1.1. Odredivanje ukupnih aflatoksina

Za odredivanje ukupnih aflatoksina (AFB1, AFB2, AFG1 i AFG2) ELISA metodom
koriS¢ena su dva test kita proizvodaca Neogen Veratox® (Lansing, SAD): Quantitative

Aflatoxin High Sensitivity (HS) Test (# 8031) i Aflatoxin Quantitative Test kit (# 8030).
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U sastavu oba kita nalazi se isti set pripremljenih hemikalija: aflatoksin HRP-konjugat,
K-Blue® supstrat, stop reagens, po 48 crvenih i providnih bunarica i serija standarda.
Aflatoxin HS Test sadrZi 5 standarda koncentracija aflatoksina od 0, 1, 2, 4 i 8 pg/kg,
dok Aflatoxin Quantitative Test kit sadrZi Cetiri standarda koncentracija 0, 5, 15 i 50
ug/kg. Sa ciljem povecanja broja tacaka na kalibracionoj krivi, napravljen je i standard
od 25 pg/kg, meSanjem istih zapreminskih udela standarda od 0 i 50 pg/kg. Postupak
metode sproveden je na osnovu uputstva proizvodaca.

Masa samlevenog uzorka kukuruza od 5+0,001 g ekstrahovana je sa 25 ml 70%
MeOH (p.a. Cisto¢e) i muckana 3 minuta na Griffin Sejkeru. Nakon ekstrakcije i
filtriranja kroz Whatman No. 1 filter papir uzorak je spreman za analizu.

Na pocetku ELISA metode 100 pl aflatoksin HRP-konjugata i 100 pl standarda t;.
uzorka dodaje se mikropipetom u crvene bunarice. Zatim se sadrZaj u crvenim
bunari¢ima promesa tri puta mikropipetom i 100 pl se prenese u providne bunarice
Cije dno je obloZeno antitelima. Nakon inkubacije bunarié¢i se ispiraju destilovanom
vodom i dodaje se 100 pl supstrata koji reaguje sa vezanim konjugatom uz razvoj plave
boje. Nakon dodavanja 100 pl stop reagensa ocitava se intenzitet boje na 650 nm na
ELISA ¢itaCu. Koncentracija aflatoksina obrnuto je proporcionalna intenzitetu plave
boje. Koncentracija aflatoksina odredena je iz kalibracione krive.

Svi uzorci prvobitno su analizirani primenom Aflatoxin HS Test kita. Uzorci koji
su imali koncentraciju aflatoksina ve¢u od 8 pg/kg analizirani su ponovo primenom

Aflatoxin Quantitative Test Kkita.

4.4.1.2. Odredivanje AFB1

Za odredivanje AFB1 primenom ELISA metode koriS¢en je test kit proizvodaca
Tecna S.r.l. Celer B1 (code MA220/MA221, Trst, Italija). U sastavu Kkita nalazi se set
pripremljenih hemikalija: AFB1 enzim-konjugat, rastvor za ispiranje, reagens za razvoj

boje, stop reagens, 96 belih i providnih bunaric¢a i serija standarda. Aflatoksin B1 test
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sadrzi 5 standarda sa koncentracijama od 0, 1, 5, 20 i 40 ug/kg. Postupak metode
sproveden je na osnovu uputstva proizvodaca.

Masa samlevenog uzorka kukuruza od 5#0,001 g uz dodatak 1 g NaCl
ekstrahovana je sa 25 ml 70% MeOH (p.a. Cisto¢e) i muckana 3 minuta na Griffin
Sejkeru. Nakon ekstrakcije i filtriranja kroz Whatman No. 1 filter papir uzorak je
spreman za analizu.

Na pocetku ELISA metode, 100 pl aflatoksin enzim-konjugata i 50 pl standarda,
tj. uzorka mikropipetom se doda u bele bunarice. Zatim se sadrZaj u belim bunari¢ima
promesa tri puta sa mikropipetom i 100 pul se prenese u providne bunarice ¢ije dno je
obloZeno antitelima. Nakon inkubacije bunari¢i se ispiraju pripremljenim rastvorom za
ispiranje i dodaje se 100 pl supstrata koji reaguje sa vezanim konjugatom i dolazi do
razvoja plave boje. Nakon dodavanja 50 pl stop reagensa ocitava se intenzitet boje na

450 nm na ELISA ¢itacu. Koncentracija AFB1 odredena je iz kalibracione krive.

4.4.2. Tecna hromatografija

Za analizu aflatoksina u kukuruzu koriS¢ena je i metoda tecne hromatografije sa
detektorima: FLD, UV light-FLD i MS/MS. U okviru navedenih te¢nohromatografskih

metoda ispitani su i razli¢iti postupci pripreme uzoraka.

4.4.2.1. Priprema uzoraka

Za pripremu uzoraka kukuruza koji Ce biti analizirani primenom HPLC-FLD i
HPLC-UV light-FLD metoda koriS¢ene su imunoafinitetne i MycoSep kolone, dok su za
LC-MS/MS analizu pored navedenih postupaka pripreme uzoraka primenjena i

QuEChERS tehnika i postupak ekstrakcije.
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4.4.2.1.1. Imunoafinitetne kolone

Za pripremu uzoraka kukuruza koriS¢ene su Afla-Ota CLEAN™ kolone (LCTech
GmbH, Dorfen). SmeSa metanola i vode (MeOH/H.0=80/20, v/v) koris¢ena je za
ekstrakciju 20+0,001 g samlevenog i homogenizovanog uzorka uz polucasovno
muckanje. Nakon filtriranja, 14 ml ekstrakta rastvoreno je u 86 ml PBS pufera od Cega
je 50 ml naneto na imunoafinitetnu kolonu. Nakon Sto je sva tec¢nost, protokom kap po
kap, iza$la sa kolone dodato je 10 ml vode za ispiranje. Zeljeni analiti, tj. aflatoksini
isprani su sa kolone propustanjem 3 ml MeOH. Sadrzaj u kiveti uparen je do suva na
ReactiTerm bloku. Nakon uparavanja, sadrzaj u kiveti ispran je odgovaraju¢om
mobilnom fazom. Sastav i odnos mobilne faze zavisi od detektora koji Ce se koristiti u

HPLC metodi.

4.4.2.1.2. MycoSep kolone

Priprema uzoraka kukuruza primenom c¢vrsto-fazne ekstrakcije, izvrSena je na
MycoSep®224AflaZon kolonama prema uputstvu proizvodaca (Romer, Romer Labs
Diagnostic GmbH, Tulln, Austria).

Masa samlevenog i homogenizovanog uzorka kukuruza od 25%0,001 g
rastvorena je u 100 ml smeSe acetonitrila i vode (CH3CN/H20=84/16) i muckana 30
minuta na Griffin Sejkeru. Nakon muckanja, uzorak je profiltriran (Whatman No. 1) i 5
ml filtrata preneto je u kivetu za wuzorak. Multifunkcionalna kolona
MycoSep®224AflaZon uronjena je u kivetu sa uzorkom pri ¢emu je doslo do izdvajanja
preciS¢enog uzorka. 2 ml preciS¢enog uzorka je mikropipetom preneseno u vialu i
upareno do suva na ReactiTerm bloku. Nakon uparavanja, pripremljeni uzorak
rekonstituisan je u odgovarajucoj mobilnoj fazi, u zavisnosti od detektora koji se

koristio za HPLC metodu.
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4.4.2.1.3. QuEChERs

Priprema uzoraka kukuruza primenom QuEChERs-a (Agilent Technologies, Inc.,
Wilmington, DE, SAD) izvedena je na slede¢i nacin: 5+0,001 g samlevenog i
homogenizovanog uzorka kukuruza rastvoreno je u 10 ml vode i promeSano na
vorteksu 1 minut. Nakon 30 minuta odstojavanja, dodato je 10 ml CH3CN i gotove
smesSe soli za ekstrakciju. Navedena smeSa promuckana je i centrifugirana brzinom od
4000 obr/min u trajanju od 5 minuta. Nakon centrifugiranja, izdvojeno je 6 ml gornjeg
acetonitrilnog sloja i preneto u tubu koja sadrzi 900 mg anhidrovanog MgS04 i PSA.
Nakon kratkotrajnog muckanja na vorteksu i centrifugiranja (4000 obrtaja, 5 minuta),
gornji izdvojen sloj je profiltriran. Zapremina filtrata od 1ml preneta je u vialu i
uparena.

Na ovaj nacin pripremljeni uzorci kukuruza analizirani su samo primenom LC-
MS/MS metode, tako da je upareni uzorak rekonstituisan u 1 ml mobilne faze

H20/CH30H=50/50 (uz dodatak 0,1 % HCOOH u obe faze).

4.4.2.1.4. Ekstrakcija

Priprema uzoraka kukuruza primenom ekstrakcije izvedena je na slede¢i nacin:
10g+0,001 g samlevenog i homogenizovanog uzorka kukuruza rastvoreno je u 40 ml
smese acetonitrila i vode (CH3CN/H20=84/16). Nakon 30 minuta muckanja, uzorak je
profiltriran. Ukupno 4 ml filtrata, upareno je do suva i rekonstituisano u 1 ml mobilne
faze H,0/CH30H=50/50 (uz dodatak 0,1 % HCOOH u obe faze) i analiziran LC-MS/MS

metodom.
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4.4.3. Hromatografski uslovi

Sve hromatografske metode za odredivanje aflatoksina u kukuruzu izvedene su
na HPLC sistemu Agilent 1200 serije (Agilent Technologies Inc., USA) koji se sastojao
od degazera, pumpe, dela za automatsko ubacivanje uzoraka (eng. ,autosampler”),
termostatiranog dela za hromatografsku kolonu i odgovaraju¢eg detektora.
Razdvajanje aflatoksina postignuto je koris¢enjem ZORBAX Eclipse XDB-C18 kolone
(50 mm x 4,6 mm; 1,8 um) (Agilent Technologies Inc., USA) pri temperaturi od 30 °C.

4.4.3.1. HPLC-FLD

Bez obzira na koji nac¢in su uzorci kukuruza pripremljeni za analizu aflatoksina,
neophodno je izvrsiti derivatizaciju za njihovo odredivanje na FLD detektora. Pojacanje
signala izvrSeno je primenom hemijske derivatizacije. Uzorci kukuruza, pripremljeni
primenom MycoSep i imunoafinitetnih kolona, nakon precis¢avanja upareni su do suva.
Postupak derivatizacije, izvrSen je dodatkom 100 pl TFA i 200 pl n-heksana u vialu.
Zatvorena viala ostavljena je 10 minuta na 45 °C u ReactiTerm bloku. Derivatizacija je
zaustavljena uparavanjem TFA i n-heksana. SadrZaj u viali rekonstituisan je u 1 ml
smeSe acetonitrila i vode (CH3CN/H20=10/90), muc¢kan na vorteksu i analiziran na
HPLC/FLD.

Mobilna faza sastojala se od vode (A) i smeSe metanola i acetonitrila (B),
(H20/MeOH/CH3CN=65/17,5/17,5), pri protoku od 0,3 ml/min. Eluiranje i razdvajanje
aflatoksina izvrSeno je po gradijentnom programu: 35% B na pocetku analize sa
linearnim porastom do 45% B u trajanju od 9 minuta i zatim narednih 6 minuta do
70% B. Vreme povratka na poCetnih 35% trajalo je 4 minuta. [dentifikacija aflatoksina
izvrSena je pri talasnim duZinama ekscitacije Aex=365 nm i emisije Aem=455 nm.

Zapremina injektovanja bila je 10 pl.
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4.4.3.2. HPLC-UV light-FLD

Upotrebom kombinacije UV light-FLD detektora izbegava se hemijska
derivatizacija aflatoksina, tako da su uzorci kukuruza, pripremljeni primenom
MycoSep i imunoafinitetnih kolona, upareni do suva i odmah rekonstituisani u
mobilnoj fazi. Mobilna faza sastojala se od vode (A) i smeSe metanola i acetonitrila (B),
(H.0/MeOH/CH3CN=65/17,5/17,5). Primenjen je izokratski rezim eluiranja sa
protokom mobilne faze od 0,3 ml/min. Identifikacija aflatoksina izvrSena je pri
talasnim duZinama ekscitacije Aex=365 nm i emisije Aem=455 nm. Zapremina

injektovanja bila je 10 pl.

4.4.3.3. LC-MS/MS

Agilent 6410 Triple Quad maseni spektrometar (Agilent Technologies Inc., USA)
sa multimod jonskim izvorom i ESI pozitivnhom jonizacijom koriS¢en je za analizu
aflatoksina u kukuruzu. MassHunter Workstation Data Acquisition i MassHunter
Workstation Qualitative Data Analysis softver izdanje B.03.01 (Agilent Technologies
Inc., USA) koriS¢en je za kontrolu uredaja, prikupljanje i analiziranje podataka.
Operativni parametri instrumenta bili su sledeci: temperatura gasa za susSenje 325 °C,
temperatura isparivaca 220 °C, pritisak gasa (N2z) na rasprsivacu 50 psi, protok gasa 5
1/min, napon kapilare 2500 V i napon punjenja 2000 V. MRM (eng. “multiple reaction
monitoring”) rezim rada odabran je za ispitivanje aflatoksina. Najintenzivnije MRM
tranzicije odabrane su za svaki aflatoksin. Naponi fragmentora i kolizione energije

ispitivanih aflatoksina prikazani su u Tabeli 4.7.
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Tabela 4.7. Odgovaraju¢i m/z prekursor joni (Q1), m/z praceni produkt joni
(Q3), naponi fragmentora (FV) i kolizione energije (CE) ispitivanih

aflatoksina
Aflatoksin Q1 Q3 FV (V) CE (V)
e ——
e ——
151 —5067 150 %
e ——

*Tranzicije kori$¢ene za kvantifikaciju

Nakon preciS¢avanja uzoraka kukuruza (MycoSep Kkolone, imunoafinitetne
kolone, QuEChers-i, ekstrakcija) i uparavanja, uzorci su rekonstituisani u 1 ml smese
vode i metanola (H20/MeOH=50/50), sa dodatkom 0,1% HCOOH u obe faze. HCOOH je
dodata jer pri pozitivnoj elektrosprej jonizaciji utice na formiranje [M+H]* prekursor
jona, pri cemu se ujedno povecava osetljivost, rezolucija i oblik pikova.

Mobilna faza sastojala se od metanola (A) i vode (B). Obe faze sadrzale su 5mM
HCOONH4 i 0,1% HCOOH. Eluiranje i razdvajanje aflatoksina izvrSeno je pri
izokratskom rezimu. Protok mobilne faze bio je od 0,35 ml/min, a zapremina

injektovanja 20 pl.

4.5. Odredivanje ukupnog broja plesni i vrste

Aspergillus flavus u kukuruzu

MikoloSka ispitivanja obuhvatila su odredivanje ukupnog broja plesni (UBP) i
determinaciju plesni Aspergillus flavus u 1 g uzorka kukuruza.
Odredivanje UBP izvrSeno je prema horizontalnoj metodi za odredivanje broja

kvasaca i plesni (SRPS ISO 21527-2,2011).
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Nakon odredivanja UBP izvrSeno je njihovo presejavanje (monokulturisanje) na
podloge za identifikaciju. Konidije i fragmenti hifa sa kolonija plesni za koje se
pretpostavilo da su pripadnici roda Aspergillus preneSeni su na podlogu po Czapek-u
(CYA). Zasejane podloge inkubirane su na temperaturi od 25°C u periodu od 7 dana.
Kriterijumi koje su opisali Samson i sar. (2004) i Pitt i Hocking (2009) primenjivani su

za identifikaciju vrste Aspergillus flavus.

4.6. Odredivanje AFM1 u mleku

Za odredivanje AFM1 u mleku koris¢ene su slede¢e metode: ELISA, HPLC-FLD i
LC-MS/MS metoda.

4.6.1. ELISA

Za odredivanje AFM1 ELISA metodom koriS¢en je test kit I'screen AFLA M1
(code MA418/MA419, Trst, Italija). U sastavu kita nalazi se set pripremljenih
hemikalija: aflatoksin M1 enzim-konjugat, rastvor za razblaZivanje, enzim-konjugat,
rastvor za ispiranje, reagens za razvoj boje, stop reagens, 96 bunari¢a i serija
standarda. Aflatoksin M1 test sadrZi sedam standarda koncentracija 0, 5, 10, 25, 50,
1001 250 ng/1.

Da bi se odvojila masna faza, uzorci mleka pre analize su centrifugirani pri
brzini od 3000 obrt/min u trajanju od 10 minuta. ObezmasS¢eno mleko se dalje koristilo
za analizu, a postupak analize sprovoden je na osnovu uputstva proizvodaca.

Na pocetku ELISA metode 100 ul AFM1 enzim-konjugata i 100 pl standarda t;.
uzorka mikropipetom se doda u bunarice i inkubira 45 minuta na sobnoj temperaturi.
Nakon inkubacije, sadrzaj iz bunari¢a se isprazni, a bunariéi isperu pet puta
pripremljenim rastvorom za ispiranje. Zatim se doda 100 ul enzim konjugat supstrata i

nakon toga ponovo sledi inkubacija (15 minuta) i ispiranje. Dodatkom 50 pl stop
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reagensa, zavrsava se analiza i sledi ocitavanje intenziteta boje na 450 nm na ELISA

¢itaCu. Koncentracija AFM1 odreduje se iz kalibracione krive.

4.6.2. TeCna hromatografija

Za analizu mleka koriS¢ena je metoda te¢ne hromatografije sa FLD i MS/MS
detektorima. Hromatografske metode za odredivanje AFM1 u mleku izvedene su na
HPLC sistemu Agilent 1200 serije (Agilent Technologies Inc., USA) uz kolonu (ZORBAX
Eclipse XDB-C18 kolone; 50 mm x 4,6 mm; 1,8 um, Agilent Technologies Inc., USA).

4.6.2.1. Priprema uzoraka

Priprema uzoraka mleka za odredivanje AFM1 primenom HPLC-FLD i LC-
MS/MS metoda izvedena je primenom AFlaStar™ M1 R-imunoafinitetnih kolona
(Romer Labs Inc., Union, SAD).

Na imunoafinitetnu kolonu naneto je 50 ml zagrejanog mleka (30 °C). Protok
uzorka od jedne kapi u sekundi kroz kolonu podesen je upotrebom vakuum manifolda.
Nakon prolaska uzorka kroz kolonu, ona je isprana dva puta sa 10 ml destilovane vode.
Eluiranje Zeljenog analita tj. AFM1 izvrSeno je sa 1,5 ml MeOH. Sakupljeni eluat uparen
je do suva i rastvoren u odgovarajucoj mobilnoj fazi, u zavisnosti da li se analizira na

FLD ili MS/MS detektoru.

4.6.2.2. HPLC-FLD

PreciS¢eni i upareni uzorak derivatizovan je sa ciljem povecanja intenziteta
signala AFM1. Derivatizacija je izvedena na 45 °C uz dodatak 200 pl TFA i 200 pl n-

heksana. Nakon 10 minuta, derivatizacija je zaustavljena uparavanjem TFA i n-
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heksana. Sadrzaj u viali rastvoren je u 1 ml smeSe vode i acetonitrila
(H20/CH3CN=75/25), promuckan na vorteksu i analiziran na HPLC/FLD.

Primenjen je izokratski reZim eluiranja. Zapremina injektovanja bila je 15 pl, a
protok mobilne faze 0,25 ml/min. Identifikacija AFM1 izvrSena je pri talasnim

duZinama ekscitacije Aex=360 nm i emisije Aem=450 nm.

4.6.2.3. LC-MS/MS

Kao i za analizu aflatoksina u kukuruzu, i za analizu AFM1 u mleku koris¢en je
isti maseni spektrometar (Agilent 6410 Triple Quad LC/MS, Agilent Technologies Inc.)
sa istim operativnim parametrima instrumenta (4.4.3.3.). Za AFM1 odabrane su
najintenzivnije MRM tranzicije, a vrednosti napona fragmentora i kolizionih energija

prikazane su u Tabeli 4.8.

Tabela 4.8. Odgovarajuci m/z prekursor jon (Q1), m/z praceni produkt joni (Q3),
naponi fragmentora (FV) i kolizione energije (CE) za AFM1

Aflatoksin Q1 Q3 FV CE
273,1" 150 20
AFMI 329,1 259,1 150 20

*Tranzicija kori$¢ena za kvantifikaciju

Nakon precis¢avanja uzoraka mleka i uparavanja, uzorci su rastvoreni u 1 ml
smese vode i metanola (H20/MeOH=50/50), sa dodatkom 0,1% HCOOH u obe faze.
Mobilna faza sastojala se od metanola (A) i vode (B). Obe faze sadrZale su 5mM
NH4HCOO i 1% HCOOH. Eluiranje AFM1 izvrSeno je pri sledeem gradijentnom
programu: 70% B na pocetku analize sa linearnim smanjenjem do 20% B u trajanju od
3,5 minuta, i zatim ponovnim porastom do 70% B u trajanju od 2,5 minuta. Od 6 do 8
minuta zadrZzan je odnos A/B=30/70. Protok mobilne faze bio je 0,5 ml/min, a

zapremina injektovanja 30 pl.
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4.7.Validacija metoda

Sa ciljem utvrdivanja da li primenjene metode odgovaraju zahtevima
nameravanih analitickih primena, ELISA metoda kao i razvijene i optimizovane
hromatografske metode, validovane su u skladu sa zahtevima evropske regulative
(EC/657/2002). Navedena regulativa propisuje pravila validacije za skrining (ELISA) i
konfirmatorne metode (HPLC) za odredivanje aflatoksina i drugih pravilnicima
regulisanih mikotoksina.

Primenjenje ELISA, HPLC-FLD, HPLC-UV liight-FLD i LC-MS/MS metode
validovane su nakon analize sertifikovanih referentnih materijala (CRM) i realnih
uzoraka kukuruza i mleka u koje su dodati odgovarajudi standardi (spajkovani uzorci).

CRM-i pripremljeni su za analizu, u zavisnosti od primenjene metode, po istim
principima kao i realni uzorci. Spisak koriS¢enih CRM-a kao i sertifikovane

koncentracije odredivanih analita prikazane su u Tabeli 4.9.

Tabela 4.9. KoriSceni sertifikovani referentni materijali (CRM) za validaciju
ELISA, HPLC-FLD, HPLC-UV liight-FLD i LC-MS/MS metoda

<. . Sertifikovana . .

Sifra Analit vEednost (g /kg) Proizvodac

A-C-268 AFBI 4,20+ 0,50 Trilogy® Reference
AFS 4,50 +0,50 Material (Vasington, SAD)
AFB1 2,71+1,35

MAT1140-2/CM AFS 3,34+1,67 Prosetto Trieste (Test

MA1240-1/CM AFB1 4,98+3,54 Veritas (I;agz)?lsael’gal?'Z)
AFS 6,46 +4,42 ’ Ay

MI 1142-1/CM AFM1 0,053+0,026

AFS-ukupni aflatoksini

U kontrolne uzorke kukuruza, za koje je utvrdeno da ne sadrZe aflatoksine,
dodati su standari aflatoksina. Standardi su dodati tako da krajnja koncentracija u
uzorku bude 10 pg/kg. Koncentracije su odabrane tako da budu na nivou MDK

vrednosti, propisanih Pravilnicima Republike Srbije i Evropske Unije (“SluZbeni glasnik
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RS”, 27/2014; EC/1881/2006). Za uzorke mleka u koje je dodat standard AFM]1,
takode je prethodno utvrdeno da nisu prirodno kontaminirana. Standardi su dodati
tako da krajnja koncentracija AFM1 u uzorku bude 0,05, 0,5 i 1,0 pg/kg. Koncentracije
su odabrane tako da budu na nivou MDK vrednosti, propisanih Pravilnicima Republike
Srbije i Evropske Unije (“Sluzbeni glasnik RS”, 20/2013; EC/1881/2006).

Prema smernicama evropske regulative (EC/657/2002) odredeni su sledeci

parametri validacije:

. Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) za ELISA metode
propisani su od strane proizvodaca kitova, dok su za hromatografske metode
one procenjene na osnovu merenja opadaju¢ih koncentracija standarda i
merenja odgovora signala pri odnosu signal/Sum (eng. “signal/noise”) (S/N) = 3
za LOD i S/N = 10 za LOQ. LOQ vrednosti definisane su na osnovu tehnickog
izvestaja (CEN/TR 16059/2010)

o Linearnost je za hromatografske metode odredena preko kalibracionih
kriva ispitivanih aflatoksina u Cistom rastvaracu ili u matriksu (za LC-MS/MS).
Kalibracione krive su konstruisane prikazivanjem zavisnosti koncentracija
aflatoksina i povrsSina njihovih pikova sa dobijenih hromatograma. Kalibracione
krive su konstruisane na osnovu 5 ili viSe tacaka u tri ponavljanja. Linearnost
kalibracionih krivih iskazana je kroz vrednost koeficijenta determinacije (R?).

Za primenjene ELISA metode zavisnost izmedu koncentracije aflatoksina i
odgovora detektora (absorbanci) nije linearna, nego logaritamska.

Logaritamska zavisnost takode je iskazana kroz koeficijent determinacije (R?).

o Tacnost u analitici mikotoksina odreduje se analizom CRM-a i izraZava se
kao odnos izmedu dobijene srednje vrednosti i sertifikovane vrednosti. Pored
analize CRM-a u ovoj disertaciji tacnost ispitivanih metoda proverena je i
analizom spajkovanih uzoraka kukuruza i mleka, za koje je prethodno utvrdeno

da ne sadrZe aflatoksine, odnosno AFM1. Spajkovanje je izvrSeno dodatkom
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poznatih koncentracija odredivanih analita pre analize i uporedivanjem sa

teorijskim koncentracijama. Recovery je izracunavan prema slede¢im

formulama:
R=Codredenas CcrM X 100
R:Codred‘ena/ CteorijskaX 100
o Preciznost u uslovima ponovljivosti za ELISA i hromatografske metode

proverena je analizom istog uzorka, pod istim uslovima analize, od strane istog
analiticara u viSe ponavljanja. Za analizu su KkoriS¢eni CRM-ovi, kao i uzorci

kukuruza i mleka u koje su dodati odgovarajuci standardi aflatoksina.

o Preciznost u uslovima reproduktivnosti za ELISA i hromatografske metode
proverena je analizom istog uzorka, pod istim uslovima analize, od strane istog
ili razlic¢itih analitiCara u razli¢itom vremenskom periodu, u viSe ponavljanja.
Samo je za primenjene ELISA metode preciznost u uslovima ponovljivosti
ispitana analizom CRM-a, usled njegove ogranic¢ene koli¢ine. Za hromatografske

analize koriSteni su spajkovani uzorci kukuruza i mleka.

. Specificnost hromatografskih metoda utvrdena je na osnovu poredenja
spektara i retencionih vremena odredivanih analita sa odgovaraju¢im
standardima, dok je za LC-MS/MS metode, specificnost dodatno utvrdena
identifikacijom odredivanih analita na osnovu prekursor i dva produkt jona.
Specificnost ELISA metoda utvrdena je od strane proizvodaca test Kkitova

postojanjem specifi¢nih antitela kojima se mogu odredivati samo Zeljeni analiti.
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4.8. Procena rizika za unos AFM1 preko mleka

Procena rizika za unos AFM1 u organizam ljudi preko mleka ispitana je na
osnovu analize 200 uzoraka kravljeg mleka primenom ELISA metode. Nakon analiza, za
procenu rizika odabrane su najmanja, srednja i najve¢a odredena koncentracija AFM1.

S obzirom da za Srbiju ne postoje zvani¢ni podaci o prosecnom unosu mleka, ovi
podaci obezbedeni su kroz formiranu anketu (Tabela 4.10). Takode, kroz anketu
obezbedeni su i podaci o prosecnoj telesnoj masi (TM) u zavisnosti od pola i starosne
kategorije ispitanika. Anketa je obuhvatila 1500 ispitanika razli¢itog pola i starosnih

kategorija.

Tabela 4.10. Anketa za prikupljanje podataka o prosecnom unosu mleka u
zavisnosti od pola i starosne kategorije
Podaci o ispitanicima

Godine
Telesna masa kg
Pol Muski Zenski

Svaki dan

4-6 puta nedeljno
1-3 puta nedeljno
Nikada

< 0,11 (pola case)
=~ 0,21 (jedna casa)
0,2-0,51

051-11

>11

Kravlje

Kozije

Ovcije

Magarece

Koliko ¢esto konzumirate mleko?

Koliko mleka popijete u toku dana?

Koju vrstu mleka konzumirate?

BWN UL E W P W e

Procena unosa AFM1 (EDI) izracunata je na osnovu sledece formule:

EDI(ng/kg TM/dan) =
[koncentracija AFM1 (ng/kg)] x [unos mleka (1/dan)] / [TM (kg)]
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Deljenjem izracunatih EDI vrednosti sa definisanom TDI vrednoS¢u za svaku

starosnu kategoriju odredena je vrednost indeksa opasnosti (HI).

4.9. Statisticka obrada podataka

Pojedini podaci i dobijeni rezultati statisticki su analizirani primenom programa
STATISTICA 10.0 StatSoft, Inc. (2011). STATISTICA (eng. “data analysis software
system”), version 10 (www.statsoft.com).

Analiza znacajnosti uticaja klimatskih faktora obavljena je primenom analize
varijanse ANOVA (eng. “Analysis of Variance”). Za analizu znacajnosti razlika medu
srednjim vrednostima analiziranih parametara kori$¢en je Duncan test sa pragom
znacajnosti 0,05. Dobijene prosecne vrednosti koje se statisticki znacajno razlikuju
obeleZene su razli¢itim slovima. Takode, analiza varijanse ANOVA, primenjena je i za
analizu znacajnosti razlika izmedu vrednosti koncentracija AFM1, dobijenih primenom

razli¢itih metoda odredivanja.
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5.  Rezultati i diskusija

5.1. Analiza pojave aflatoksina u kukuruzu

5.1.1. Period od 2009. do 2012. godine

Analiza pojave aflatoksina u kukuruzu obuhvatila je uzorke kukuruza iz Cetiri
proizvodne godine, 2009-2012. Primenom ELISA metode ispitana je pojava ukupnih
aflatoksina (AFB1, AFB2, AFG1 i AFG1). Svake godine, nakon Zetve, sakupljeno je i
analizirano 100 uzoraka kukuruza. Utvrdeno je da od 300 uzoraka kukuruza iz 2009.,
2010. i 2011. godine nijedan uzorak nije bio kontaminiran aflatoksinima u
koncentraciji iznad LOQ vrednosti metode, odnosno 1 pg/kg. Nasuprot tome, u
prvobitno analiziranih 100 uzoraka kukuruza sakupljenih tokom Zetve 2012. godine
ustanovljen je visok nivo kontaminacije kukuruza aflatoksinima. Usled toga i sa ciljem
detaljnije analize pojave aflatoksina u kukuruzu iz proizvodne 2012. godine,
analizirano je ukupno 700 uzoraka. Dobijeni rezultati pokazali su da je 553 (79%)
uzorka sadrzalo aflatoksine iznad koncentracije 1 ug/kg.

Visok nivo pojave aflatoksina u uzorcima kukuruza iz 2012. godine, kao i

odsustvo aflatoksina u analiziranim uzorcima kukuruza iz 2009., 2010. i 2011. godine,
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moze se dovesti u vezu sa zabeleZenim klimatskim uslovima. Naime, klimatski uslovi
definisu se kao jedan od najznacajnijih spoljasnjih faktora koji imaju velik uticaj na rast
i razmnoZavanje Aspergillus vrsta i sintezu aflatoksina (Sisson, 1987; Magan i sar.,,
2004; Cotty i Jaime-Garci, 2008; Wu i sar., 2011). Da bi se razumeo uticaj klimatskih
faktora na pojavu aflatoksina u ispitivanim uzorcima kukuruza, pre svega treba istaci
da se Srbija nalazi u kontinentalnom klimatskom pojasu i objasniti vremenske uslove
koji su zabeleZeni u periodu gajenja ispitivanih uzoraka kukuruza (april-septembar,
2009-2012. godine). U Tabeli 5.1. prikazani su osnovni pokazatelji vremenskih uslova
za svaku ispitanu godinu, kao i njihovo poredenje sa srednjim vrednostima za
viSegodisnji period od 1971. do 2000. godine. ViSegodiSnji period definiSe poslednje
uobicajene vremenske uslove u Srbiji, odnosno aritmeticku sredinu Kklimatskih
elemenata dobijenih za tri uzastopne decenije. Svi podaci o vremenskim uslovima za
period 2009-2012. godine preuzeti su od Republickog HidrometeoroloSkog Zavoda
Srbije (Agrometeoroloski uslovi u proizvodnoj godini 2008/2009; 2009/2010;
2010/2011; 2011/2012 na teritoriji Republike Srbije).

Tabela 5.1. Vrednosti temperatura i padavina za period april-septembar 2009-

2012.
Devijacija . . .

. . Brojdana Brojdana Broj dana P o
Godina s,‘;;?g;e T>30°C T>35°C sapadavinama (mm) P (%)
2009 1,8¢ 372 2a 382 269b 77
2010 0,92 28b 0,42 59b 575¢ 169¢
2011 1,6P 392 5b 362 2402 692
2012 2,44 63¢ 16¢ 372 2402 692

Razli¢ita slova u istoj koloni ukazuju na znacajnu razliku (P < 0,05) izmedu rezultata prema
Dankanovom testu viSestrukih intervala

T: temperatura

P: padavine

). suma

Iz Tabele 5.1. moZe se uociti da je statistickom obradom rezultata ustanovljeno

da izmedu sve Cetiri ispitane godine postoji statisticki znacajna razlika u pogledu
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devijacija srednjih temperatura. Najmanja devijacija srednje temperature (0,9 °C)
zabeleZena je 2010. godine. Devijacije srednjih temperature tokom 2009. i 2011.
godine bile su 1,8 °C, odnosno 1,6 °C, dok je najviSa devijacija srednje temperature
zabeleZena tokom perioda od aprila do septembra 2012. godine (2,4 °C). Pored najvise
devijacije srednje temperature, tokom 2012. godine zabeleZen je i najveci broj dana sa
temperaturama iznad 30 °C i 35 °C. Tokom iste godine, zabeleZen je skoro duplo veci
broj dana sa temperaturama iznad 30 °C, u odnosu na prethodne tri godine. Takode,
broj dana sa temperaturama iznad 35 °C tokom 2012. godine bio je od 3 (2011) do 40
(2010) puta veci. Visoke temperature zabeleZene tokom 2012. godine odgovarale su
optimalnim temperaturama (25-35 °C) za razvoj i razmnozavanje Aspergillus plesni i
sintezu aflatoksina (Lillehoj, 1983; Royes i Yanong, 2002).

U pogledu koli¢ine padavina, 2010. godina statistic¢ki se razlikovala od ostalih
ispitivanih godina po koliCini padavina i broju dana sa padavinama. Takode, od ispitane
Cetiri godine, jedino je tokom 2010. godine koli¢ina padavina bila iznad viSegodiSnjeg
proseka. Period od aprila do septembra 2012. godine, u kojoj je doSlo do pojave
aflatoksina, u pogledu padavina bila je priblizna kao i 2011. godina, dok su 2009.
godine zabeleZene nesto vece koli¢ine padavina u odnosunai2011.i2012. godinu.

Potrebno je napomenuti da prikazani osnovni pokazatelji vremenskih uslova u
Tabeli 5.1. reprezentuju ceo proizvodni period kukuruza (od aprila do septembra), za
svaku ispitanu godinu, dok ¢e za 2012. godinu u kojoj je dosSlo do pojave aflatoksina

pokazatelji vremenskih uslova biti detaljnije izu¢avani.

5.1.2.2012. godina

Kako je ve¢ ranije istaknuto, u 2012. godini analizirano je 700 uzoraka

kukuruza. Rezultati analiza kukuruza iz 2012. godine prikazani su na Slici 5.1.
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Slika 5.1. Raspodela koncentracija aflatoksina u analiziranim
uzorcima kukuruzima iz proizvodne 2012. godine

Analiza pojave aflatoksina izvrSena je na osnovu podele ispitanih uzoraka
prema sadrzaju aflatoksina. Svi uzorci su na osnovu odredene koncentracije aflatoksina
podeljeni u pet koncentracionih opsega. Sa Slike 5.1. moZe se uociti da od 700
analiziranih uzoraka kukuruza, 149 (21%) nije sadrZalo aflatoksine u koncentraciji
iznad 1 pg/kg. Koncentracija izmedu 1 i 10 ug/kg odredena je u 123 (18%) uzorka.
Pored toga, 101 (14%) i 156 (22%) uzoraka kukuruza sadrZalo je aflatoksine u
koncentracionom opsegu od 10-20 pg/kg i 20-50 pug/kg, redom. Najveci broj uzoraka,
171 (25%) sadrZao je aflatoksine u koncentraciji iznad 50 pg/kg.

700 uzoraka kukuruza, sa ciljem analize pojave aflatoksina, prvobitno je
analizirano primenom Quantitative Aflatoxin High Sensitivity Test kita (Veratox® HS,
Lansing, SAD) ¢iji je opseg odredivanja od 1 do 8 ug/kg. Nakon toga, svi uzorci (65%)
koji su sadrzali koncentraciju aflatoksina vecu od 8 pg/kg ponovo su analizirani
primenom Aflatoxin Quantitative Test kit (Veratox® HS, Lansing, SAD), €iji opseg je od 5
do 50 pg/kg. Uzorci kukuruza koji su sadrzali koncentraciju aflatoksina iznad 50 pug/kg
(25%) nisu ponovo analizirani ELISA metodom, jer bi to zahtevalo viSestruka

razblaZenja, Sto bi dodatno povecalo broj i vreme trajanja analize, a ujedno i cenu.
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Pored toga, 50 pg/kg je u vreme analiza kukuruza bila i MDK aflatoksina u kukuruzu
koji ¢e se koristiti za ishranu Zivotinja (,Sl. glasnik RS”, 4/2010), a ujedno i najveca
propisana MDK vrednost u poredenju sa svim drugim pravilnicima.

Da bi se ustanovilo koliko kontaminiranih uzoraka kukuruza moZe da se
iskoristi za ishranu ljudi, odnosno ishranu Zivotinja, izvrSena je podela uzoraka u
zavisnosti od nivoa kontaminacije aflatoksinima. Na Slici 5.2. prikazani su dobijeni
rezultati za ukupne aflatoksine u zavisnosti od MDK vrednosti propisanih

odgovarajucim pravilnicima.

M Zadovoljava pravilnik M Ne zadovoljava pravilnik
o 80 75
70 -
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60 - 53
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Slika 5.2. Procenat ispravnih i neispravnih uzoraka kukuruza u
zavisnosti od propisanih MDK vrednosti za aflatoksine

Prema Pravilniku Republike Srbije (,,S1. glasnik RS”, 28/2011 sa izmenama) kao
i Pravilniku Evropske Unije (EC/1881/2006), 10 ng/kg je MDK vrednost za aflatoksine
u kukuruzu koji ¢e se koristiti u ishrani ljudi. Prema navedenim pravilnicima, od
ukupno 700 analiziranih uzoraka kukuruza svega 273 (39%) bi moglo da se koristi za
ishranu ljudi, dok 427 (61%) ne bi moglo da se koristi za navedenu namenu. U pogledu
koriS¢enja kukuruza kao hraniva za ishranu Zivotinja, Pravilnik Evropske Unije

(EC/32/2002) propisuje 20 pg/kg kao MDK za AFB1. S obzirom da literaturni podaci

87



Doktorska disertacija Jovana Kos

govore da je od svih aflatoksina u kukuruzu najvise zastupljen AFB1 (Weidenborner,
2001; Kos i sar., 2014c), dobijeni rezultati za ukupne aflatoksine su uporedivani sa
MDK za AFB1. U skladu sa tim, 371 (53%) uzorak kukuruza bi mogao da se koristi za
ishranu Zivotinja u Evropskoj Uniji, dok 329 (47%) uzoraka ne bi moglo da se iskoristi
za tu namenu. Prema Pravilniku Republike Srbije (,,S1. glasnik RS”, 4/2010), koji je bio
punovazan za vreme analiziranja kukuruza, MDK za ukupne aflatoksine u kukuruzu
koji ¢e se koristiti za ishranu Zivotinja iznosila je 50 pg/kg. Od 700 analiziranih
kukuruza, 525 (75%) uzoraka je moglo da se iskoristi za ishranu Zivotinja, dok se 175
(25%) uzoraka smatralo neupotrebljivim.

Prikazani rezultati ukazali su na pojavu znacajne KkoliCine aflatoksina u
uzorcima kukuruza iz proizvodne 2012. godine. S obzirom na to da je navedenih 700
uzoraka kukuruza sakupljano iz razlic¢itih skladista u periodu od sedam meseci, iz
dobijenih rezultata moZe se analizirati i uticaj vremena skladiStenja na nivo
kontaminacije. Na Slici 5.3. prikazana je uticaj vremena skladisStenja na pojavu

aflatoksina u uzorcima kukuruza sakupljanih u periodu od sedam meseci.

M Kontaminirani uzorci i Nekontaminirani uzorci

% 100 -
80 -
60
40
20 -
0 - . | . | |
X XI XII I I 11 v

Meseci (2012-2013.)

Slika 5.3. Pojava aflatoksina u uzorcima kukuruza analiziranih u periodu
od sedam meseci
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Svaki mesec sakupljeno je po 100 uzoraka kukuruza iz skladista, dok su jedino
uzorci sakupljeni tokom oktobra meseca analizirani nakon Zetve i bez prethodnog
skladiStenja. Obuhvacena su skladista razlicitih kapaciteta i iz razlic¢itih proizvodnih
regiona. Ovakav odabir uzoraka izvrSen je sa ciljem da se ispita da li tokom perioda
skladiStenja u realnim uslovima dolazi do promena u nivou kontaminacije kukuruza
aflatoksinima. Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 5.3. moZe se primetiti da se
procenat kontaminiranih uzoraka kretao od 72% u oktobru do 85% u februaru. Tokom
prva cCetiri meseca skladiStenja, od oktobra do januara, bilo je od 72% do 79%
kontaminiranih uzoraka, dok je u poslednja tri meseca, od februara do aprila,
zabeleZen ve(i broj kontaminiranih uzoraka i njihov procenat kretao se izmedu 81% i
85 %.

Na Slici 5.4. prikazana je raspodela koncentracija aflatoksina u uzorcima
kukuruza po analiziranim mesecima. Analizirana je zastupljenost pet koncentracionih

opsega aflatoksina.
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Slika 5.4. Zastupljenost koncentracija aflatoksina u uzorcima
kukuruza analiziranih tokom sedam meseci
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Sa Slike 5.4. moZe se uociti da se broj nekontaminiranih uzoraka tokom perioda
skladistenja menjao, i da je bio najmanji u poslednja tri meseca. Sa smanjenjem broja
nekontaminiranih uzoraka, povecavao se broj kontaminiranih uzoraka sa sadrzajem
aflatoksina u koncentracionom opsegu od 10-20 pg/kg i 20-50 pg/kg. Procenat
uzoraka sa koncentracijama iznad 50 pg/kg nije se znatno menjao tokom skladistenja i
kretao se od 23 do 26%. Takode, sa Slike 5.4. moZe se primetiti promena u raspodeli
koncentracija aflatoksina. Na pocetku analiza, a pre skladistenja (oktobar), u 44%
uzoraka, koncentracija aflatoksina bila je manja od 10 pg/kg i oni su se mogli koristiti
za ishranu ljudi, dok je na kraju skladiStenja (april) 32% uzoraka moglo da se iskoristi
za navedenu namenu. Prema Pravilniku Evropske Unije (EC/32/2002) u oktobru
mesecu je za ishranu Zivotinja moglo da se iskoristi 57% uzoraka, dok je u aprilu taj
procenat smanjen na 48%. Navedeni podaci ukazuju da je i pre skladistenja kukuruza
postojao visok procenat (72%) kontaminiranih uzoraka, kao i da je tokom skladiStenja
nastavljena aktivnost Aspergillus plesni i dalja sinteza aflatoksina. Dobijeni rezultati su
u skladu sa prethodno objavljenim podacima. Liua i sar. (2006) su ustanovili da je pri
skladiStenju kukuruza u periodu od godinu dana doSlo do povecanja koncentracije
aflatoksina za 39%. Pojava povecanja koncentracija aflatoksina i broja kontaminiranih
uzoraka tokom perioda skladiStenja kukuruza opisana je i od strane autora Hell i sar.
(2000), kao i Kaaya i sar. (2006).

Visok nivo kontaminacije uzoraka kukuruza iz proizvodne 2012. godine, kako je
ve( i ranije navedeno, moZe se dovesti u vezu sa klimatskim uslovima. S obzirom na to
da su u Tabeli 5.1. prikazani osnovni pokazatelji vremenskih uslova za ceo period
uzgoja kukuruza od aprila do septembra 2012. godine i da je u navedenoj godini
zabeleZena pojava aflatoksina u kukuruzu, odluceno je da se ispitaju vremenski uslovi
posebno za svaki mesec u toku perioda gajenja kukuruza. U Tabeli 5.2. prikazane su
vrednosti temperatura vazduha za period od Sest meseci, dok je na Slici 5.5. prikazano
poredenje srednjih temperatura vazduha zabeleZenih tokom 2012. godine sa

viSegodis$njim prosekom temperatura(1971-2000).
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Tabela 5.2. Prikaz temperatura vazduha za period april-septembar 2012. godine

Mesec Tsr A Tsr Tmax Tmin Br.danasaT>30°C
April 13,2 1,6 29,4 3,2 0

Maj 17,3 0,2 31,0 6,0 12

Jun 22,4 2,5 35,6 8,3 15,3

Jul 25,1 3,4 37,4 11,6 20

Avgust 23,8 2,7 38,4 7,5 22
Septembar 20,4 3,8 34,2 3,6 8

Tsr: srednja dnevna temperatura vazduha na 2 metra visine (° C)

A Tsr: odstupanje srednje dnevne temperatura (° C) vazduha od viSegodiSnjeg proseka
Tmax-Tmin: apsoultna maksimalnai minimalna temperature vazduha (° C)

Br.dana sa T > 30 ° C: broj dana sa maksimalnom temperaturom vazduha iznad 30 ° C, tzv. broj
tropskih dana
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20 )"'—-’.J—J'.'
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—
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(] T T T 1
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Slika 5.5. Srednje dnevne temperature vazduha za period april-septembar
2012. godine i viSegodisnji period (1971-2000.)
[z prikazanih podataka, moZe se uociti da je tokom celog ispitivanog perioda od
aprila do septembra 2012. godine zabeleZena veca srednja temperatura vazduha u
odnosu na viSegodiSnji prosek. Najvece devijacije srednjih vrednosti temperatura od
2,5 do 3,8 °C zabeleZene su u periodu od juna do septembra. Navedeno povecanje
vrednosti srednjih temperatura je iznad vrednosti od 2 °C, koje prema EFSA izveStaju
(2012) znatno doprinosi povecanju rizika pojave Aspergillus plesni i sinteze

aflatoksina.

91



Doktorska disertacija Jovana Kos

Vrednosti koje karakteriSu koli¢inu padavina za period od Sest meseci tokom
2012. godine prikazane su u Tabeli 5.3., dok je na Slici 5.6. prikazano poredenje
srednjih vrednosti suma padavina zabeleZenih tokom 2012. godine u poredenju sa
viSegodi$njim prosekom (1971-2000.). Iz tih podataka vidi se da je tokom aprila i
maja zabeleZena koli¢ina padavina bila iznad viSegodiSnjeg proseka, dok je period od
juna do septembra 2012. godine bio okarakterisan sa znaCajno manjim koli¢inama

padavina.

Tabela 5.3. Prikaz padavina za period april-septembar 2012. godine

Mesec YP AYP VisegodiSnji prosek P Broj dana sa padavinama
April 66,2 18,9 47,3 12,4

Maj 61,2 7,80 53,4 10,2

Jun 31,5 -51,1 82,7 6,6

Jul 41,8 -20,8 62,6 51

Avgust 5,00 -51,9 57,0 1,4

Septembar 24,6 -27,0 51,6 3,8

P: padavina (mm)
Y. P: ukupna koli¢ina padavina (mm)
A 'Y P: odstupanje ukupne kolic¢ine padavina (mm) od viSegodiSnjeg proseka (1971-2000)

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
=40
E30 -
20 -
]
0 : : : i .
\% Vv i Vil VIII IX
Meseci (2012-2013.)

Prosecna mesecna koli¢ina padavina

b 5 P (mm)  =fl=VISEGODISNJI PROSEK
P(mm), (1971-2000)

Slika 5.6. Prosecne koli¢ine padavina za period april-septembar 2012.
godine i viSegodis$nji period (1971-2000)
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Da bi se utvrdilo da li je tokom rasta kukuruza 2012. godine zabeleZena susa,
koja se definiSe kao najjaci abioticki faktor koji dovodi biljku u stanje stresa i direktno
utiCe na pojavu Aspergillus plesni i pojavu aflatoksina (Gosal i sar., 2009; Guevara-
Gonzalez i sar., 2011; Wu i sar., 2011), ispitane su vrednosti Palmerovog indeksa suse
(Z indeks) i indeksa jacine suse (PDSI). Kao Sto se moZe uociti iz podataka u Tabeli 5.4.,
jun i avgust su prema vrednosti Z indeksa okarakterisani kao meseci sa ekstremnom
suSom, dok su tokom meseca jula zabeleZeni uslovi jake suSe. Na osnovu PDSI
vrednosti, period od juna do avgusta okarakterisan je kao ekstremno suSan, dok je

tokom maja i septembra zabeleZena jaka susa.

Tabela 5.4. Pokazatelji suSe za period april-septembar 2012. godine

Mesec Z indeks PDSI

April 0,9 Normalno -0,9 Normalno
Maj 0,8 Normalno -3,2 Jaka susa
Jun 4,5 Ekstremna susa -4,0 Ekstremna susa
Jul 2,1 Jaka susa -4,2 Ekstremna susa
Avgust 4,0 Ekstremna susa -51 Ekstremna susa
Septembar 0,7 Normalno -3,3 Jaka susa

Z index: Palmerov Z indeks suse/vlage
PDSI: Palmerov indeks jacine suSe

S obzirom na to da prikazani podaci ukazuju da je ispitivani vremenski period
(april-septembar 2012. godine) bio okarakterisan susnim uslovima sa viSim prose¢nim
dnevnim temperaturama vazduha i manjim prose¢nim koli¢inama padavina, ispitano je
i kako su navedeni vremenski uslovi uticali na rast kukuruza od aprila do septembra
2012. godine.

April 2012. godine karakterisalo je znacajno toplije vreme sa viSe padavina nego
Sto je uobicajeno za ovaj mesec. PoCetkom meseca, usled nepovoljnog stanja vlaznosti
povrsinskog sloja tla bila je i oteZana priprema zemljiSta i setva kukuruza, kao i nicanje
i rast ve¢ posejanih hibrida. Suvo i toplo vreme zabeleZeno krajem aprila i poCetkom
maja, uticalo je na prosusivanje povrsinskog sloja tla Sto je omogucavalo normalan

nastavak radova u polju. Nakon toga, u drugoj i trecoj dekadi maja doSlo je do
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znacajnog zahladenja pra¢enog obilnim padavinama. Jun 2012. godine karakterisalo je
veoma toplo vreme sa znatno manje padavina nego Sto je uobicajeno. Srednje dnevne
temperature tokom veceg dela meseca bile su iznad viSegodiSnjeg proseka. lako su
toplotni uslovi i veliki broj suncanih sati povoljno uticali na kukuruz koji je bio u fazi
intenzivnog rasta i razvoja, usled velikog deficita padavina znatno je smanjena vlaznost
zemljiSta. Navedena pojava posebno negativno je uticala na kukuruz, koji sredinom leta
ulazi u generativnu fazu razvoja za Sta mu je vlaga u zemljiStu neophodna. Takode, u
prvoj polovini juna, toplo i nestabilno vreme sa lokalnim pljuskovima pogodovalo je
razvoju gljivicnih infekcija, a uocene su i prve Stete od larvi kukuruzne zlatice na
korenu kukuruza, kao i jajna legla pamukove sovice i jaja kukuruznog plamenca.
Opisani uslovi, nastavili su se i u julu 2012. godine, s tim $to je veoma toplo vreme i
deficit padavina uslovilo stanje ekstremne suse skoro tokom citavog meseca. lIako je u
poslednjoj sedmici jula doslo do osveZenja i padavina, procenjeno je da je do tada oko
polovine useva kukuruza ve¢ bilo sasuseno u toj meri da ga nove kolicine padavina nisu
mogle oporaviti. Ove padavine mogle su popraviti stanje samo kasnije posejanih
hibrida kukuruza. S druge strane, ovakve vremenske prilike uslovile su povecéanje
aktivnosti Stetnih insekata, pre svega kukuruzne zlatice. Vremenski uslovi
okarakterisani visokim temperaturama i malom koli¢cinom padavina nastavili su se i u
avgustu. Prosecna koli¢ina padavina za avgust 2012. godine iznosila je 5 mm Sto je
znatno manje od viSegodiSnjeg proseka (51,9 mm). Potreba kukuruza za vodom tokom
ovog perioda bila je velika, a pri opisanim vremenskim uslovima zalihe vlage u
zemljistu brzo su se troSile i u mnogim poljoprivrednim podruc¢jima bile su na
minimumu. Takode, vremenski uslovi pogodovali su i masovnoj pojavi kukuruznog
plamenca i pamukove sovice. Letnji vremenski uslovi nastavljeni su tokom septembra,
tako da su radovi na berbi kukuruza mogli skoro neometano da se obavljaju
(Agrometeoroloske informacije, Republicki hidrometeoroloski savez Srbije, 2012).
Opisani vremenski uslovi smatraju se izuzetno pogodnim za razvoj Aspergillus
plesni i sintezu aflatoksina, o ¢emu svedoce mnogobrojni literaturni podaci (Azzis i

sar.,, 2005; Wu i sar, 2011; Karami-Osboo i sar., 2012; EFSA, 2012). Kao prilog
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dobijenim rezultatima u vezi sa pojavom aflatoksina u kukuruzu, svedoce i nedavno
objavljeni podaci iz Hrvatske (Pleadin i sar., 2014a). Od 633 analizirana uzorka
kukuruza, primenom ELISA metode, ustanovljeno je da je 241 (38%) uzorak bio
kontaminiran aflatoksinima sa srednjom koncentracijom od 81 pg/kg. Analizirani
uzorci bili su iz proizvodne 2012. godine, koja je bila okarakterisana slicnim
vremenskim uslovima kao i u Republici Srbiji. Takode, rezultati iz Hrvatske koji su
obuhvatili uzorke kukuruza iz perioda od 2009. do 2013. godine, ukazali su da je
naveca kontaminacija aflatoksinima zabeleZena u uzorcima iz 2012. godine (Pleadin i
sar., 2014b). Pored objavljenih podataka iz Hrvatske, nema puno objavljenih podataka
o pojavi aflatoksina iz drugih zemalja Evrope. Kao razlog tome navode se klimatski
uslovi, koji u ve¢em delu Evrope ne pogoduju razvoju Aspergillus plesni i sintezi
aflatoksina. Najve¢i broj radova iz Evrope poticCe iz Italije, Turske i Rumunije, gde
klimatski uslovi u nekim proizvodnim godinama mogu pogodovati razvoju plesni i
sintezi aflatoksina (EFSA, 2012).

U Tabeli 5.5. prikazani su neki od objavljenih podataka o pojavi aflatoksina u
kukuruzu iz razlic¢itih zemalja.

Tabela 5.5.. Pojava aflatoksina u kukuruzu iz literaturnih podataka

Zemlja Godin N(%) Csr(png/kg) Cmax (pg/kg) Referenca
a
2003 6 1,5 159
Argentina 2004 5 0,5 60,1 Garrido i sar., 2012.
2005 2 0,5 35,2
Kenija 2004 53 20,5 46400 Azzisisar., 2005.
Rumunija 2005 27,3 - 3,92 Braicu i sar., 2008.
2006 26 10,3 25,8 Karami-Osboo i sar
Iran 2007 42 43,2 150,3 2012, Y
2008 50 17,7 214,4
Italija 2007 100 26,3 820 Covarellj, i sar., 2011.
) 2009 40 10,4 18,5 Luftullah i Hussain,
Pakistan 2012.
2011 35 121 19,5 Majeed i sar., 2013.
Hrvatska 2012 38 81 2072 Pleadin i sar., 2014a.

N (%): procenat kontaminiranih uzoraka
C (ng/kg): srednja vrednost koncentracije aflatoksina
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Kao Sto se moze uociti iz podataka prikazanih u Tabeli 5.5., najveci procenat
kontaminiranih uzoraka zabeleZen je u Italiji, Iranu i Keniji u onim proizvodnim
godinama u kojima su vremenski uslovi okarakterisani kao su$ni, imali veliki uticaj na
pojavu plesni i aflatoksina.

Pored svega navedenog, potrebno je istac¢i da su opisani vremenski uslovi
zabeleZeni tokom proizvodne 2012. Godine, kao i pojava aflatoksina u kukuruzu, u
velikoj meri prouzrokovali veoma slab ili prepolovljen rod kukuruza u vecini
proizvodnih regiona, dok je u nekim podrucjima rod potpuno izostao. U regionima gde
su primenjivane odgovarajuce agrotehnicke mere i gde je vrSeno navodnjavanje,
kukuruz je bio u relativno boljem stanju. Navedenu pojavu potvrduju i podaci prikazani

u Tabeli 5.6., koji su preuzeti sa sajta www.indexmundi.com/agriculture.

Tabela 5.6. Statisticki podaci o proizvodnji kukuruza u Republici Srbiji za period
2009-2012: zasejana povrsina (ha), prinos (Mt), kolic¢ina za izvoz (Mt)

Godina Zasejana povrsSina (ha) Prinos (Mt) KoliCina za izvoz (Mt)
2009 1200 000 6400 1343
2010 1230000 6800 2004
2011 1260 000 6300 2200
2012 1250 000 3900 300

Preuzeto sa www.indexmundi.com/agriculture

lako je zasejana povrSina u ispitivanom Cetvorogodi$njem periodu bila priblizna
(1,2 Mha), iz Tabele 5.6. vidi se da je prinos kukuruza zasejanog tokom 2012. godine
bio skoro upola manji u odnosu na prethodne tri godine. Pored toga, kao Sto i
prethodni literaturni podaci potvrduju (Charmley i sar.,, 1995; Otsuki i sar., 2001;
AMCE, 2010) pojava suse, Aspergillus plesni i aflatoksina u velikoj meri su doprineli i

smanjenu ekonomskog profita zemlje jer je izvoz kukuruza smanjen za oko 80 %.
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5.2. Analiza pojave AFM1

Usled pojave aflatoksina u uzorcima kukuruza iz proizvodne 2012. godine,
odluceno je da se u ovoj doktorskoj disertaciji ispita i da li pojava aflatoksina u
kukuruzu, koji se u Srbiji uglavnom koristi za ishranu Zivotinja, uslovljava i pojavu
AFM1 u mleku.

Prema podacima iz 2010. godine u Srbiji postoji oko 200 registrovanih mlekara,
od ¢ega su 123 aktivne. Smatra se da postoji i viSe od navedenog broja mlekara, ali da
posluju u oblasti sive ekonomije. Najvec¢i deo trZiSta zauzimaju veliki proizvodaci
mleka (90%), dok srednji (6%) i manji (4%) zauzimaju znatno manji deo. Glavni
snabdevaCi mlekara su manje porodicne i vece komercijalne farme, koje su u
privatnom ili drzavnom vlasniStvu (Berkum, 2010). Kravlje mleko zauzima oko 99%
ukupne proizvodnje mleka u Srbiji, sa prosetnom godiSnjom proizvodnjom od oko 1,6
miliona tona. Oko 52% od ukupne koli¢ine mleka se preradi u mlekarama. Na trzZiStu
Srbije najzastupljenije je sterilizovano mleko (UHT), zatim pasterizovano i najmanje
sveze mleko (Bozi¢ i sar., 2009).

Na osnovu navedenih podataka i najvece zastupljenosti kravljeg mleka u odnosu
na druga mleka u Srbiji, ispitana je pojava AFM1 u 200 uzoraka kravljeg mleka. Broj
uzoraka mleka po kategoriji kravljeg mleka odreden je na osnovu zastupljenosti
pojedinih kategorija na trZistu. S obzirom na veliki broj uzoraka, analize su izvedene
validovanom ELISA metodom, jer je kako je vec¢ i ranije napomenuto, ELISA metoda
znatno brza u odnosu na hromatografske metode i izvodi se bez prethodne pripreme
uzoraka.

Analizom 200 uzoraka kravljeg mleka ustanovljeno je da u samo 2 (1%) uzorka
nije pronaden AFM1 u koncentraciji iznad LOQ (0,005 pg/kg) vrednosti metode, dok je
198 (99%) uzoraka sadrzalo AFM1 iznad navedene koncentracije. Na Slici 5.7.

prikazana je raspodela broja uzoraka na osnovu odredenih koncentracija AFM1.
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Slika 5.7. Raspodela uzoraka na osnovu sadrZaja koncentracije AFM1

Sa Slike 5.7 moZe se uociti da je u 31 (15,5%) uzorku mleka koncentracija AFM1
bila u intervalu izmedu LOQ vrednosti i 0,05 ug/kg, dok je 34 (17%) uzoraka sadrzalo
koncentraciju od 0,05 do 0,10 ug/kg. Najveci broj uzoraka mleka (122, 61%) sadrZao je
AFM1 u intervalu od 0,10 do 0,50 pg/kg, dok je u 11 (5,5) uzoraka koncentracija bila
iznad 0,50 pg/kg. Na osnovu navedenih rezultata moZe se uociti da je od 200
analiziranih uzoraka kravljeg mleka, samo 33 (16,5%) uzoraka imalo koncentraciju
AFM1 ispod 0,05 pg/kg tj. propisane MDK vrednosti prema Pravilnicima Evropske
Unije (EC/1881/2006) i Republike Srbije (,,Sl. Glasnik RS”, 28/2011, do 01.03.2013.).
Usled pojave AFM1 u mleku, u Republici Srbiji promenjena je MDK vrednost na 0,50
ug/kg (,SI. Glasnik RS”, 20/2013, od 01.03.2013. do 01.07.2014.). Prema navedenom
Pravilniku, u 11 (5,5%) uzoraka mleka koncentracija AFM1 nije bila u skladu sa novom
propisanom MDK vrednosti.

Kao Sto je i ranije napomenuto, broj i udeo analiziranih kategorija kravljeg
mleka u ovoj doktorskoj disertaciji koncipiran je na osnovu dostupnih podataka o
njihovoj zastupljenosti na trzistu Republike Srbije. Na osnovu toga, najviSe je

analizirano uzoraka UHT (48%) mleka, zatim pasterizovanog mleka (18,5%)
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proizvedenog u velikim mlekarama, sveZeg mleka sa farmi (20%) i pasterizovanog
mleka proizvedenog u manjim mlekarama (9,5%). S obzirom na to da u Srbiji postoji
samo jedna mlekara koja proizvodi organsko mleko, analizirano je i 8 (6%) uzoraka
organskog mleka.

U Tabeli 5.7. prikazani su sumarni podaci u vezi sa pojavom AFM1 po
analiziranim kategorijama mleka. Iz prikazanih rezultata moZe se videti u kojoj meri je
svaka ispitana kategorija kravljeg mleka bila kontaminirana AFM1, kao i srednje,

minimalne, median i maksimalne koncentracije AFM1.

Tabela 5.7. Prisustvo AFM1 u analiziranim uzorcima Kravljeg mleka

Proizvodac Veliki Mali Farma  Ukupno
Kategorija UHT P 0 P S
N 96 37 8 19 40 200
< 0,005 - - - - 2 (5,0) 2 (1,0)
1]
g 0,005-0,05 12(12,5) 4(10,8) 6(75) 1(53) 8(20) 31 (15,5)
d
: ~
;d g 0,05-0,10 14 (14,6) 7(189) 2(25) 1(53) 10 (25) 34 (17)
o
;o = 0,10-0,50 70(72,9) 25(67,6) - 11(57,9) 16(40) 122 (61)
[72])
& ~0,50 i 1(27) C 6(315) 4(10) 11(55)
Med 0,151 0,178 0,037 0,235 0,124 0,170
SRV 0,165 0,198 0,080 0,372 0,209 0,197
STD 0,094 0,129 0,073 0,308 0,191 0,176
Min 0,019 0,033 0,010 0,044 0,019 0,010
Max 0,410 0,700 0,201 1,200 0,689 1,200

N: Broj uzoraka

P: pasterizovano; O: organsko; S: sveZe mleko

Opseg koncentracija: broj (procenat)

Med: Median (ug/kg)

SRV+SD: Srednja vrednost koncentracije (ug/kg) * standardna devijacija (pg/kg)
Min-Max: minimalna i maksimalna koncentracija (pg/kg)

Odredene srednje vrednosti koncentracija AFM1 sa standardnim devijacijama

za analizirane kategorije kravljeg mleka prikazane su na Slici 5.8. Najvecu srednju
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vrednost koncentracije AFM1 (0,372+0,308 ng/kg) sadrZala su pasterizovana mleka
proizvedena u manjim pogonima. Priblizne srednje vrednosti AFM1 pronadene su u
sveZim uzorcima mleka sa farmi (0,209+0,191 pg/kg), kao i pasterizovanom mleku od
velikih proizvodaca (0,198+0,129 png/kg). Neznatno manja srednja koncentracija AFM1
pronadena je u UHT mleku (0,165%£0,094 pg/kg). Najmanja srednja koncentracija
AFM1 (0,080+0,073 pg/kg) bila je u uzorcima organskog mleka. Treba napomenuti da

su sve izracunate srednje vrednosti bile znatno iznad MDK od 0,05 ug/kg.

0.7 -
‘ C (ng/kg)

0.6

0.4

0.2 KATEGORIJA MLEKA

0

Slika 5.8. Srednje vrednosti koncentracija AFM1 sa standardnim
devijacijama za analizirane kategorije mleka
(Veliki proizvodaci: 1. UHT, 2. Pasterizovano, 3. Organsko; Mali
proizvodaci: 4. Pasterizovano sa farmi: 5. SveZe mleko)
Na Slici 5.9. prikazano je poredenje ispitanih kategorija mleka prema procentu

uzoraka u kojima je koncentracija AFM1 bila iznad MDK (0,05 pg/kg).
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UHT PASTERIZOVANO

ORGANSKO MALI PROIZVOPACI
6%

SVEZE

[] ¢>0,05 ug/kg MM C<0,05 pg/kg

Slika 5.9. Procenat ispravnih i neispravnih uzoraka mleka
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Sa Slike 5.9. vidi se da je najveci procenat (94%) neispravnih uzoraka bio unutar
ispitanih uzoraka pasterizovanog mleka od malih proizvodaca. Takode, moZe se
primetiti da su i ostale vrste ispitanih uzoraka mleka pokazale visok procenat
neispravnih uzoraka: 89% pasterizovanih i 88% sterilizovanih uzoraka mleka od
velikih proizvodaca i 75% uzoraka sveZeg mleka sa farmi. Najmanji procenat (25%)
neispravnih uzoraka pronaden je kod uzoraka organskog mleka.

Raspon odredenih koncentracija AFM1 u 200 analiziranih uzoraka kravljeg
mleka kretao se od 0,01 pg/kg u organskom mleku do 1,20 pg/kg u pasterizovanom
mleku manjih proizvodaca. NajniZi nivo kontaminacije organskog mleka moZe se
objasniti rigoroznijom kontrolom hrane za Zivotinje i mleka u poredenju sa
konvencionalnim nacinom proizvodnje. Medutim, literaturni podaci ukazuju na
razlic¢ite nivoe kontaminacije u organskim i konvencionalnim uzorcima mleka (Ghidini
i sar., 2005; Vallone i sar., 2006). Takode, najviSi detektovani nivo AFM1 u
pasterizovanom mleku moZze ukazivati na losiji stepen kontrole hrane za Zivotinje i
mleka kod manjih proizvodaca.

Pojava AFM1 u analiziranim uzorcima kravljeg mleka iz 2012. godine moZe se
dovesti u vezu su suSnim vremenkim uslovima i pojavom aflatoksina u kukuruzu (Kos i
sar., 2013). Cinjenica da je 79% analiziranih uzoraka kukuruza iz 2012. godine bilo
kontaminirano aflatoksinima i da se najveci deo proizvedenog kukuruza (80-90%) u
Srbiji koristi za ishranu Zivotinja, dodatno potvrduje prethodno definisan uzrok pojave
AFM1 u mleku. Takode, brojni literaturni podaci ukazuju na uticaj vremenskih uslova
na pojavu aflatoksina u Zitima, koja se koriste kao komponente hrane za Zivotinje i
direktno uti¢u na pojavu AFM1 u mleku (EFSA, 2010).

Najveci broj objavljenin nau¢nih podataka o pojavi AFM1 u mleku potice iz
oblasti mediterana i srednjeg istoka, gde su vremenski uslovi pogodni za razvoj
Aspergillus vrsta, sintezu aflatoksina, a samim tim i pojavu AFM1 u mleku (EFSA, 2010).
Objavljeni radovi ukazuju da su u Iranu, Indiji, Tajlandu, Brazilu, Siriji i Keniji
zabeleZene Ceste pojave AFM1 u mleku i mle¢nim proizvodima (Duarte i sar., 2013).

Nasuprot tome, literaturni podaci potvrduju da je pojava AFM1 u mleku iz evropskih
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zemalja znatno reda, ili je ovaj mikotoksin uglavnom prisutan u koncentracijama ispod
MDK (0,05 pg/kg). Neki od objavljenih podataka o pojavi AFM1 u mleku prikazani su u
Tabeli 5.8.

Tabela 5.8. Pojava AFM1 u kravljem mleku iz literaturnih podataka

. . N (%)
o,
Zemlja Godina Metoda  N(%) C(AFM1)>0,05 pg/kg Referenca
Neevropske zemlje
Egipat  2003-2004  ELISA 100 33 Motawee i sar,
20009.

" Rastogi i sar.,
Indija 2004 ELISA 94,4 94,4 2004
Sirija 2005-2006  ELISA 95 58,6 Ghanem i Orfi,

20009.
. Shundo i sar.,
Brazil 2006 HPLC-FLD 95,3 51,5
2009.

" Kangethe i
Kenija 2006 ELISA 97,8 30,3 Langa, 2000,
Iran 2007-2008  ELISA 78,7 36 Rahimi i sar,

2010.
Ruangwises i
Tajland  2006-2007 HPLC-FLD 100 64,6 Ruangwises,
2009.
Evropske zemlje
= . 2000- Velasco i sar.,
Spanija 2001 ELISA 5,4 0 2003.
Portugal 2005  HPLC-FLD 65,8 8,2 Marg‘gg ; sary
Turska 2006 ELISA 58,1 47 Unusan, 2006.
< .. Cano-Sanco i sar.,
Spanija 2008 ELISA 78,7 36 2010,
Bilandzi¢ i sar.,
Hrvatska 2009 ELISA 5 1,6 2010.
Y 2009- Tsakiris i sar.,
Grcka 2010 ELISA 46,5 1 2013.
Duarte i sar.,
Portugal 2011 ELISA 27,5 5 2013
Turska 2012 HPLC-FLD 30,1 17 Golge, 2014.
Hrvatska 2013 ELISA 17,5 3,86 B‘lanzdozﬁ‘ Sary

N (%): procenat kontaminiranih uzoraka
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Iz prikazanih podataka u Tabeli 5.8. moZe se uociti da je znatno veca pojava
AFM1 zabeleZena u neevropskim u poredenju sa evropskim zemljama. Procenat
kontaminiranih uzoraka mleka kretao se od 78,7% u Iranu do 100% u Egiptu i
Tajlandu, dok se procenat uzoraka sa koncentracijom AFM1 vecom od 0,05 pg/kg
kretao od 30,3% u Keniji do 94,4% u Indiji. Takode, primecuje se da je pojava AFM1
karakteristi¢nija za evropske zemlje sa toplijom klimom (Turska, Portugal, Spanija,
Grcka) u odnosu na evropske zemlje sa umerenom klimom.

O pojavi AFM1 u zemljama iz okruZenja Srbije ima veoma malo podataka.
NajviSe publikovanih podataka iz zemalja okruZenja potice iz Hrvatske. lako su, kako je
ve¢ i ranije navedeno, u Hrvatskoj tokom perioda rasta kukuruza 2012. godine
zabelezeni suSni uslovi koji su wuslovili da 38,1% wuzoraka kukuruza bude
kontaminirano AFB1 sa koncentracijama u intervalu od 1,1 do 2072 pg/kg (Pleadin i
sar., 2014a), pojava AFM1 u mleku bila je znatno niZa u odnosu na isti period u Srbiji.
Od 337 uzoraka kravljeg mleka, 59 (17,5%) uzoraka bilo je kontaminirano AFM1, od
cega je u samo 13 uzoraka koncentracija AFM1 bila iznad MDK od 0,05 ug/kg
(Bilandzi¢ i sar., 2014). Dakle, u Hrvatskoj je i pored visoke kontaminacije kukuruza
zabeleZena niza frekventnost pojave AFM1 u mleku. Kao razlog ovome moZze se navesti
¢injenica da je Pravilnik o kontroli aflatoksina u kukuruzu iz Hrvatske u potpunosti
uskladen sa Pravilnikom Evropske Unije, pri ¢emu je kontrola kukuruza znatno
rigoroznija i ucestalija u odnosu na Srbiju. Pored toga, u periodu kada je u Srbiji
zabeleZena pojava aflatoksina u kukuruzu i mleku na snazi je bio Pravilnik iz 2010.
godine (,Sl. glasnik RS”, 4/2010). Navedenim Pravilnikom MDK vrednosti za aflatoksin
u kukuruzu (50 pg/kg) koji se koristi za ishranu Zivotinja i potpunim smeSama za
muzne Zivotinje (10 pg/kg) bile su znatno iznad MDK za AFB1 propisanih Evropskim
pravilnikom (20 pg/kg odnosno 5 pg/kg).

Pojava AFM1 u mleku iz Srbije do sada je opisana u samo dva rada. Jankovi¢ i
sar. (2009) objavili su da je 3 od 23 analizirana uzorka kravljeg mleka bilo
kontaminirano AFM1 iznad 0,05 pg/kg, dok su Polovinski-Horvatovi¢ i sar. (2010)

godinu dana kasnije objavili da nijedan od 70 analiziranih uzoraka kravljeg mleka nije
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sadrzao koncentraciju AFM1 iznad 0,05 pg/kg. Nizak nivo kontaminacije i pojave AFM1
u mleku u prethodnim godinama u Republici Srbiji moZe se objasniti umerenim
klimatskim uslovima i odsustvom aflatoksina u kukuruzu i drugim Zitima koja se
koriste za ishranu mlecnih Zivotinja u Srbiji (Kokic i sar., 2009; Matic¢ i sar., 2010; Kos i

sar., 2013).

5.3. Procena rizika pojave AFM1 u mleku

Kao uzorak za procenu rizika u ovoj doktorskoj disertaciji odabrano je mleko,
jer ono usled velike frekventnosti u ishrani ljudi predstavlja namirnicu sa najve¢im
potencijalom za unos aflatoksina u organizam ljudi (Erkekoglu i sar., 2008).

Rizik od pojave AFM1 u mleku procenjen je na osnovu analize 200 uzoraka
kravljeg mleka i analize ankete koja je obuhvatila 1500 ispitanika. Anketirani ispitanici
podeljeni su u pet starosnih kategorija, a podela je izvrSena i na osnovu polova.
Obradeni podaci ukazali su nam na prosecnu telesnu masu (TM) i prosecan unos mleka
u toku dana (1/dan). Na osnovu navedenih podataka izracunat je i prosecan unos mleka
u toku dana po kg TM na dan u zavisnosti od pola i starosne kategorije ispitanika.

Dobijeni i obradeni rezultati prikazani su u Tabeli 5.9.

Tabela 5.9. Prosecna telesna masa i unos mleka u zavisnosti od starosne
kategorije i pola

Starosna Prosecna TM (kg) Unos mlekal/dan  Unos mleka l/kg TM
kategorija M y/ M Z M /A

1-5 14 14 0,44 0,43 0,031 0,030
5-15 38 37 0,42 0,32 0,011 0,009
15-25 74 55 0,44 0,11 0,006 0,002
25-55 90 69 0,21 0,18 0,002 0,003
>55 89 71 0,22 0,23 0,002 0,003

TM: telesna masa
M: muskarci
7: zene
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[z rezultata prikazanih u Tabeli 5.9. vidi se da najvecu koli¢inu mleka piju deca
Rezultati ankete ukazali su i da je kravlje mleko najzastupljenije (99,3%) i da svega 10
(0,83%) ispitanika ne konzumira kravlje mleko. Nakon dobijanja podataka o prosecnoj
TM i unosu mleka u toku dana, pristupljeno je izraZavanju rizika odnosno izloZenosti
razlicitih polova i starosnih kategorija AFM1 iz mleka. Procenjeni dnevni unos (EDI) za
AFM1 izracunat je na osnovu najmanje (0,010 pg/kg), srednje (0,197 pg/kg) i najvece
(1,200 pg/kg) odredene koncentracije AFM1 u ispitanih 200 uzoraka kravljeg mleka, sa
ciliem da se izrazi minimalna, srednja i maksimalna EDI vrednost za AFM1. U Tabeli
5.10. prikazane su EDI vrednosti (ng/kg TM/dan) za AFM1 u zavisnosti od pola i

starosne kategorije.

Tabela 5.10. Procena dnevnog unosa (EDI) AFM1 za koncentracije 0,010; 0,197 i
1,200 pg/kg

EDI EDI EDI

Starosna ng/kg TM/dan ng/kg TM/dan ng/kg TM/dan
kategorija C=0,010 pg/kg C=0,197 pg/kg C=1,200 pg/kg

M Z M Z M Z
1-5 0,31 0,30 6,05 5,87 36,8 35,8
5-15 0,11 0,09 2,19 1,74 13,4 10,6
15-25 0,06 0,02 1,19 0,39 7,18 2,39
25-55 0,02 0,03 0,46 0,52 2,80 3,17
>55 0,02 0,03 0,48 0,65 2,90 3,96

TM: telesna masa
M: muskarci
1: Zene

Rezultati prikazani u Tabeli 5.10. ukazuju da se EDI vrednosti povecavaju sa
smanjenjem starosne kategorije, jer kako je vec i ranije naglaseno, deca konzumiraju
znatno vece koliine mleka u odnosu na njihovu TM. Pri analizi rizika od unosa mleka
sa najmanjom odredenom koncentracijom AFM1 (0,010 ug/kg) postoji rizik samo kod
starosne kategorije dece od prve do pete godine, jer je izracunata EDI vrednost iznad
vrednosti od 0,2 ng/kg TM/dan koja prema Kuiper-Goodman (1990) predstavlja TDI

vrednost. Kao Sto se moze videti na Slici 5.10., pri unosu mleka sa koncentracijom
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AFM1 od 0,010 pg/kg ostale starosne kategorije ne unose koli¢inu iznad 0,2 ng/kg
TM/dan.

ng/kg
TM/dan g5 - — M

=TD|
0.05 - l
0.00 - [ |

1-5 5-15 15-25 25-55 >55

Starosna kategorija

Slika 5.10. Poredenje vrednosti dozvoljenog dnevnog unosa (TDI) sa
izraCunatim vrednostima za procenjeni dnevni unos (EDI) za C
(AFM1)=0,010 pg/kg

Za mleko sa prosecnom koncentracijom AFM1 od 0,197 pg/kg postoji rizik, jer
je izracunata EDI vrednost iznad TDI vrednosti za sve ispitane starosne kategorije
(Slika 5.11.). I pri ovoj koncentraciji najvedi rizik je za decu od prve do pete godine.

S obzirom da je ustanovljeno da se konzumiranjem mleka sa koncentracijom
AFM1 od 0,197 pg/kg za sve starosne kategorije EDI vrednost znatno prevazilazi TDI
vrednost, moZe se zakljuciti da bi se konzumiranjem ostalih mleka (79) koja imaju
koncentraciju AFM1 vecu od 0,197 ng/kg takode povecavala EDI vrednost. Pored toga,
konzumiranjem mleka sa najvecom odredenom koncentracijom AFM1 od 1,20 pg/kg,
dnevni unos AFM1 za sve starosne kategorije bio bi znatno visi od 0,2 ng/kg TM/dan

(Slika 5.12).
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Slika 5.11. Poredenje vrednosti dozvoljenog dnevnog unosa (TDI) sa
izraCunatim vrednostima za procenjeni dnevni unos (EDI) za C
(AFM1)=0,197 pg/kg
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Slika 5.12. Poredenje vrednosti dozvoljenog dnevnog unosa (TDI) sa
izracunatim vrednostima za procenjeni dnevni unos (EDI) za C
(AFM1)=1,200 pg/kg
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Da bi se procenio rizik usled konzumiranja mleka razlic¢itih nivoa koncentracija

AFM1, za sve starosne kategorije izracunat je indeks opasnosti (HI) (Tabela 5.11.).

Tabela 5.11. Procena rizika na osnovu ineksa opasnosti (HI)

HI
SELESIEL C (AFM1) C (AFM1) C (AFM1)
kategorija 0,010 pg/kg 0,197 pg/kg 1,200 pg/kg
M Z M Z M Z
1.5 1,54 1,49 30,2 29,3 184 179
5-15 0,56 0,44 10,9 8,70 67,0 53,0
15-25 0,30 0,10 5,95 1,95 35,9 11,9
25-55 0,12 0,13 2,30 2,60 14,0 15,8
>55 0,12 0,17 2,40 3,25 14,5 19,8
M: muskarci
Z: Zene

Svaka izracunata HI vrednost ve¢a od 1 ukazuje na postojanje rizika (Kuiper-
Godman, 1990). Na osnovu rezultata iz Tabele 5.11. vidi se da za najmanju odredenu
koncentraciju AFM1 od 0,010 pg/kg postoji rizik za decake i devojcice starosti od prve
do pete godine. Za ostale ispitane starosne kategorije HI vrednost je manja od 1. Za
unos koncentracije AFM1 od 0,197 pg/kg, HI vrednosti krecu se u intervalu od 2,25 do
30,2; dok je za koncentraciju od 1,20 pg/kg interval HI vrednosti od 11,9 do cak 184.
Usled dokazanog kancerogenog, mutagenog, teratogenog i imunosupresivnog efekta
AFM1 na organizam ljudi (IARC, 2002; Williams i sar., 2004) moZe se zakljuciti da za
sve starosne Kkategorije postoji izuzetan rizik od konzumiranja mleka koje je
kontaminirano AFM1. Pored toga, HI vrednosti za decCake, uzrasta od prve do pete
godine, koji konzumiraju mleko sa koncentracijama AFM1 od 0,197 pg/kg ili 1,20
pg/kg, iznose 30 odnosno 184, redom. Za devojcCice istog uzrasta HI vrednosti za
navedene koncentracije iznose 29 odnosno 179. Ovo dodatno povecava rizik i opasnost
od konzumiranja kontaminiranog mleka jer prisustvo aflatoksina u ishrani dece, usled
njihovog intezivnog rasta i razvoja, moze dovesti do c¢itavog niza negativnih efekata:

mutacije gena, anomalije hromozoma, transformacije Celija, zaostajanja u rastu i
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razvoju, dizbalansu hranjivih materija, kancera, pa i smrti (IARC, 2002; Williams i sar.,
2004).

Usled visoke frekventnosti kontaminacije mleka (99%) i uoc¢enog visokog rizika
u slucaju konzumiranja kontaminiranog mleka, izvrSena je i procena koncentracija
AFM1 ¢ijim konzumiranjem u zavisnosti od pola, starosne kategorije, prosecne teZine i
prosecnog unosa mleka ne bi bio prevaziden nivo TDI vrednosti (0,2 ng/kg TM/dan).

Navedena procena prikazana je u Tabeli 5.12.

Tabela 5.12. Procena dozvoljenih koncentracija AFM1 u zavisnosti od pola i
starosne kategorije

~

M Z
Starosna Maksimalno Maksimalno
kategorija dozvoljena N (%) dozvoljena N (%)

C (AFM1) pg/kg C (AFM1) pg/kg

1-5 0,006 2 (1) 0,006 2 (1)
5-15 0,017 4 (2) 0,021 6 (3)
15-25 0,032 14 (7) 0,095 64 (32)
25-55 0,08 46 (23) 0,07 38 (19)
>55 0,08 46 (23) 0,06 31 (15,5)

N (%): broj i procenat uzoraka koji odredeni pol i starosna kategorija smeju da konzumiraju
M: muskarci
Z:7Zene

Iz Tabele 5.12. moZe se zakljuciti da decaci i devojCice uzrasta od prve do pete
godine ne bi trebalo da konzumiraju mleko koje je kontaminirano AFM1 u
koncentraciji iznad 0,006 pg/kg. Na osnovu toga, navedena starosna kategorija od 200
ispitanih uzoraka mleka, bez postojanja rizika, mogla bi da konzumira samo 2 (1%)
uzorka svezeg mleka sa farmi u kojima je koncentracija AFM1 bila ispod navedene
koncentracije. U skladu sa navedenim rezultatima i Tsakiris i sar. (2013) su procenili
da za decu do trece godine sa prosecnom teZinom od 14 kg svaki nivo kontaminacije
mleka AFM1 predstavlja rizik.

Decaci uzrasta od pet do petnaest godina mogli bi da konzumiraju samo 4 (2%)
uzorka mleka u kojima je koncentracija AFM1 ispod 0,017 pg/kg, dok bi devojcice istog

uzrasta mogle bez rizika da konzumiraju 6 (3%) od 200 uzoraka mleka u kojima je
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koncentracija AFM1 ispod 0,021 pg/kg. MoZe se uociti da se sa povecanjem starosne
kategorije, i pre svega TM povecava i procenjena dozvoljena koncentracija AFM1, tako
da bi ispitanici musSkog pola uzrasta od 15 do 25 godina mogli da konzumiraju 14 (7%)
uzoraka sa koncentracijama AFM1 niZim od 0,032 pg/kg. Takode, sa povecanjem
starosne kategorije povecava se TM, ali i smanjuje koli¢ina mleka koje se konzumira u
toku dana, pa se iz Tabele 5.12. moze videti da Zene uzrasta od 15 do 25 godina, kao i
Zene i muskarci uzrasta od 25 do 50 godina, i stariji od 55 godina mogu konzumirati
uzorke mleka u kojima je koncentracija AFM1 i iznad 0,05 pg/kg, Sto je MDK vrednost
prema pravilniku Evropske Unije (EC/1881/2006). I pored navedene mogu¢nosti, a
usled visoke kontaminacije ispitanih uzoraka mleka, navedene kategorije ispitanika
bez rizika bi mogle da konzumiraju izmedu 17 (C (AFM1)<0,032 pg/kg) i 59 (C
(AFM1)<0,095 pg/kg) od 200 ispitanih uzoraka mleka.

Prethodni literaturni podaci o proceni rizika usled konzumiranja mleka
kontaminiranog AFM1 uglavnom su bili orjentisani na procenu rizika za odrasle osobe,
izuzimaju¢i decu. Takode, u navedenim studijama nisu ispitane prose¢ne TM i unos
mleka za razli¢ite polove i starosne kategorije, ve¢ su preuzimani nacionalni podaci za
odrasle osobe koje u proseku imaju oko 60 kg. Prema Leblanc i sar. (2005) EDI
vrednost u Francuskoj iznosi svega 0,01 ng/kg TM/dan, dok za Spaniju iznosi 0,305
ng/kg TM/dan (Cano-Sancho i sar., 2010). Zinedine i sar. (2007) su procenili rizik od
3,26 ng/kg TM/dan. Treba napomenuti i da su u navedenim literaturnim podacima
procenjeni unosi AFM1 izraZeni na osnovu odredenih srednjih koncentracija AFM1.
Prema istraZivanju objavljenom od strane JECFA (2001), koje je obuhvatilo 5 razli¢itih
regiona sveta, najveca kolicina mleka konzumira se u Evropskoj Uniji, dok se najvece
koncentracije AFM1 pronalaze na Dalekom Istoku. U skladu sa tim, a kao Sto se moze i
videti iz podataka u Tabeli 5.13. najvece EDI vrednosti za AFM1 izraZene su za Daleki i
Bliski Istok. Iako se u Evropskoj Uniji konzumira najveca koliina mleka, usled niske
prosecne koncentracije AFM1 (0,023 pg/kg) procenjena je i niza EDI vrednost. Takode,
moZe se uociti da su procenjenje EDI vrednosti iz 2001. godine za pet razlicitih regiona,

ispod procenjenih EDI vrednosti u ovoj doktorskoj disertaciji.
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Tabela 5.13. Dnevni unos AFM1 preko mleka u pet regiona sveta

Prosecne vrednosti
Region Unos mleka AFM1 Unos AFM1
(kg/dan) (ng/kg) ng/dan ng/kg TM/dan

Evropska Unija 0,290 0,023 6,8 0,110
Latinska Amerika 0,160 0,022 3,5 0,058
Daleki Istok 0,032 0,360 12 0,200
Bliski Istok 0,120 0,005 0,6 0,100
Afrika 0,042 0,002 0,1 0,002

Rezultati preuzeti od Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA, 2001)

5.4. Optimizacija metodologije odredivanja aflatoksina
u kukuruzu

Za optimizaciju metodologije odredivanja aflatoksina (AFB1, AFB2, AFG1 i
AFG2) analizirano je trideset odabranih prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza.
Odredivanje aflatoksina u kukuruzu izvrseno je primenom ELISA, HPLC-FLD, HPLC-UV
light-FLD i LC-MS/MS metode. Sve navedene metode su pre primene na realnim
uzorcima validovane, a rezultati analize, prirodno kontaminiranih uzoraka, dobijeni

ovim metodama medusobno su uporedeni.

5.4.1. ELISA

ELISA metoda primenjena je radi analize pojave aflatoksina u 1000 uzoraka
kukuruza u periodu od 2009. do 2012. godine, kao i za odredivanje ukupnih aflatoksina

i AFB1 u odabranih trideset prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza.
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5.4.1.1. Validacija metode za odredivanje ukupnih aflatoksina

Za odredivanje ukupnih aflatoksina primenom ELISA metode, kako je vec i
ranije napomenuto, koriS¢ena su dva test kita. Za validaciju Quantitative High
Sensitivity Test kita i Quantitative Test kita koriS¢eni su CRM-i sa sertifikovanim
vrednostima za ukupne aflatoksine od 4,50+0,50 pg/kg (A-C-268), odnosno 6,46+4,42
ug/kg (MA1240-1/CM). Analizom CRM-a za primenjene test kitove ispitana je ta¢nost
metode i preciznost u uslovima ponovljivosti i reproduktivnosti.

LOD i LOQ primenjenih ELISA test kitova odredeni su od strane proizvodaca
(Neogen, Lansing, SAD), dok je preciznost u uslovima ponovljivosti i reproduktivnosti
na nivou LOQ-a ispitana analizom najmanjih standarda aflatoksina od 1 pg/kg za prvi,
odnosno 5 pg/kg za drugi primenjeni test kit. Na osnovu Sest analiza najmanjih
standarda u uslovima ponovljivosti i deset analiza u uslovima reproduktivnosti
dobijene su vrednosti za RSD, i RSDg, a njihove vrednosti kao i svi odredeni parametri

validacije prikazani su u Tabeli 5.14.

Tabela 5.14. Parametri validacije za odredivanje ukupnih aflatoksina primenom

ELISA metode
Parametri validacije Test kit
Quantitative High Sensitivity Test Quantitative Test

LOD (ug/kg) 0,50 1,40
LOQ (ng/kg) 1,00 5,00

RSD: (%) 4,86 8,71

RSDr (%) 6,12 12,6
Recovery (%) 103,2 96,5
RSD: (%) 8,06 7,54
RSDr (%) 9,17 9,33
Opseg (ng/kg) 1,00-8,00 5,00-50,0
Kalibraciona kriva y=-0,27In(x)+0,859 y=-0,32In(x)+1,415
R2 0,999 0,999

Evropska Regulativa (EC/401/2006) propisuje da recovery vrednost za
odredivani opseg koncentracija od 1 do 10 pg/kg treba da bude u intervalu od 70 do
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110%, dok po tehnickom izveStaju (CEN/TR 16059, 2010) recovery vrednost moZe biti
u Sirem intervalu, od 50 do 120%. Dobijene vrednosti za recovery od 103,2% i 96,5%
ukazuju na tacnost primenjenih ELISA metoda. Za proveru preciznosti u uslovima
ponovljivosti analizirani su navedeni CRM-i, tako $to je svaki uzorak analiziran pet puta
od strane istog analitiara u toku jednog dana. Dobijene RSD; vrednosti manje od 25%
ukazuju na dobru preciznost metoda. Preciznost u uslovima reproduktivnosti ispitana
je analizom navedenih uzoraka od strane dva analitiCara u periodu od dva dana.
Dobijene RSDr vrednosti ukazuju na dobru preciznost primenjene ELISA metode (RSDr
<50%; CEN/TR 16059, 2010).

Takode, u Tabeli 5.14. prikazane su i kalibracione krive za oba primenjena test
kita. Na osnovu kalibracionih krivih izvrSena je kvantifikacija odredivanih aflatoksina.
Koeficijenti determinacije od 0,999 ukazuju na visok stepen Kkorelacije izmedu

koncentracije aflatoksina i izmerenih absorbanci.

5.4.1.2. Validacija metode za odredivanje AFB1

Za odredivanje AFB1 primenom ELISA metode koriScen je test kit Tecna S.r.l.
Celer B1 (code MA220/MA221, Trst, Italija). Navedeni kit validovan je analizom CRM-a
sa sertifikovanom vrednosc¢u AFB1 od 4,98+3,54 (MA1240-1/CM).

LOD i LOQ primenjenog ELISA test kita odredeni su od strane proizvodaca, dok
su ponovljivost i reproduktivnost na nivou LOQ-a ispitani analizom najmanjeg
standarda od 1 pg/kg, na isti nacin kao i za test kitove za odredivanje ukupnih
aflatoksina. Odredeni parametri validacije prikazani su u Tabeli 5.15. iz koje se moZe
videti da njihove vrednosti zadovoljavaju kriterijume propisane Evropskom
Regulativom i tehni¢kim izveStajem (EC/401/2006; CEN/TR 16059, 2010). Na osnovu
toga moze se zakljuciti da se primenjeni test kit sa dovoljnom osetljivo$¢u, ta¢noscu i

precizno$¢u moZze koristiti za odredivanje AFB1 u kukuruzu.
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Tabela 5.15. Parametri validacije za odredivanje AFB1 primenom ELISA metode

Parametri validacije Test kit
Tecna S.r.l. Celer B1

LOD (pg/kg) 0,30
LOQ (pg/kg) 1,00

RSD: (%) 6,13

RSDr (%) 8,66
Recovery (%) 105,0
RSD: (%) 5,78
RSDr (%) 5,22
Opseg 1,00-40,0
Kalibraciona kriva y=-0,688In(x)+2,7823
R2 0,997

5.4.1.3. Analiza prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza

Za odredivanje aflatoksina u odabranih 30 prirodno kontaminiranih uzoraka
kukuruza koris¢ena su tri ELISA test kita. Sa primarnom namenom odredivanja
ukupnih aflatoksina u koncentracionom opsegu od 1-10 ug/kg koriS¢en je Quantitative
Aflatoxin High Sensitivity Test kit, dok je za koncentracioni opseg od 5-50 ug/kg i vise
od 50 ug/kg koriS¢en Aflatoxin Quantitative Test. Za odredivanje AFB1 koriSéen je
Celer B1 test kit. Uzorci koji su sadrzali koncentracije koje su izvan opsega primenjenih
test kitova, analizirani su ponovo nakon razblaZivanja. Medutim, za svaki od navedenih
ELISA test kitova postoji i odredena ,cross reactivity“. U ovom slucaju, ,cross-
reactivity” znaci da razliCiti aflatoksini usled sli¢cne hemijske strukture, mogu reagovati
sa istim antitelima. S obzirom da je od svih aflatoksina, AFB1 najzastupljeniji u prirodi,
a ujedno i sa najizraZenijim toksi¢nim i kancerogenim dejstvom, vecina proizvodaca
ELISA test kitova teZi da proizvede test kit ¢ijom primenom ¢e u najvecoj meri biti
odreden samo AFB1. Medutim, kao Sto je ve¢ napomenuto, usled slicne strukture
aflatoksina, do sad nije razvijen ELISA test kit kojim ¢e se odredivati samo AFB1. S tim
u vezi, za svaki test kit postoji i procenjena ,cross-reactivity” vrednost. Navedene

vrednosti za primenjene ELISA test kitove prikazane su u Tabeli 5.16.
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Tabela 5.16. “Cross-reactivity” vrednosti za primenjene ELISA tets Kitove

. Cross reactivity (%)
Testkit AFB1  AFB2 AFG1 AFG2
Quantitative Aflatoxin High sensitivity Test? 100 18 13 1
Aflatoxin Quantitative Test?2 100 31 28 38
Celer B1P 100 5 19 no

a (Neogen, Veratox, Lansing, SAD)
b (Tecna S.r.], Trst, Italija)
no: nije odredeno

[z Tabele 5.16. moZe se uociti da svi primenjeni ELISA test kitovi za AFB1 imaju
100% vrednost za “cross-reactivity”, dok je za ostala tri aflatoksina “cross-reactivity”
vrednost razliCita. To znaci da Ce sav prisutan AFB1 u uzorku reagovati sa antitelima,
dok ¢e samo navedeni procenti ostalih aflatoksina reagovati sa antitelima.

Trideset odabranih prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza prvobitno je
analizirano primenom ELISA test kitova kojima se primarno odreduju ukupni
aflatoksini. Medutim, usled ¢injenice da “cross-reactivity” ne ukazuje na raspodelu
razlic¢itih aflatoksina unutar jednog uzorka, ve¢ samo pokazuje koliko odredenog oblika
aflatoksina ukoliko je prisutan moZe izreagovati sa antitelima, rezultati su prikazani sa
i bez uracunate vrednosti za “cross-reactivity” (Tabela 5.17.).

S obzirom na to da svi upotrebljeni test kitovi imaju “cross reactivity” za AFB1
100%, dobijene vrednosti predstavljaju koncentraciju AFB1. U zavisnosti od prisustva
AFB2, AFG1 i AFG2 rezultat za ukupne aflatoksine moZe biti u navedenim opsezima,
bez mogu¢nosti da se ukaZe na njihovo postojanje i tatnu raspodelu.

Primenom test kita (Celer B1) kojim se primarno odreduje AFB1, takode se
moZe na osnovu “cross reactivity” vrednosti za AFB2 i AFG1 odrediti i pribliZan opseg

za ukupne aflatoksine (Tabela 5.18.)

116



Doktorska disertacija Jovana Kos

Tabela 5.17. Sadrzaj AFB1 i ukupnih aflatoksina (AFS) u odabranim uzorcima
kukuruza odreden ELISA metodom (Quantitative Aflatoxin High
sensitivity Test i Aflatoxin Quantitative Test)

Koncentracioni opseg (ng/kg)
1-10 10-50 >50

AFB1 AFS N | AFB1 AFS N AFB1 AFS

6,74 | 6,74-890 | 11 | 32,6 32,6-40,8 21 70,5 70,5-88,1

4,51 | 4,51-595 | 12 | 18,2 18,2-22,7 22 57,5 57,5-71,9

7,56 | 7,56-998 | 13 | 46,3 46,3-57,9 23 76,3 76,3-95,4

563 | 563-743 | 14 | 41,0 41,0-51,3 24 60,2 60,2-75,2

2,80 | 2,80-3,70 | 15 | 29,6 29,6-37,1 25 68,2 68,2-85,2

4,10 | 4,10-541 | 16 | 21,0 21,0-26,2 26 80,3 80,3-100

493 | 493-651 | 17 | 26,7 26,7-33,4 27 114 114-142

7,60 | 7,60-10,0 @ 18 | 319 31,9-39,9 28 120 120-150

552 | 552-729 | 19 | 164 16,4-20,5 29 112 112-140

10 | 3,67 | 3,67-485 | 20 | 434 43,4-54,3 30 86,4 86,4-108

N: broj uzorka

O oo bdlw Nm= 2

Tabela 5.18. SadrZaj AFB1 i ukupnih aflatoksina (AFS) u odabranim uzorcima
kukuruza odreden ELISA metodom (Celer B1)

Koncentracioni opseg (ng/kg)

1-10 10-50 >50

AFB1 AFS N AFB1 AFS N AFB1 AFS

33,5 33,5-415 | 11 24,4 24,4-30,3 | 21 54,8 54,8-72,1

6,62 6,62-8,21 | 12 14,0 14,0-17,3 | 22 30,0 30,0-39,5

11,8 11,8-14,6 | 13 40,0 40,0-49,6 | 23 37,1 37,1-48,9

9,47 9,47-11,7 | 14 37,8 37,8-46,8 | 24 45,3 45,3-59,6

2,02 2,02-2,50 | 15 19,8 19,8-24,5 | 25 67,6 67,6-89,0

2,36 2,36-2,92 | 16 24,8 24,8-30,8 @ 26 45,9 45,9-60,4

3,11 3,11-3,85 | 17 22,6 22,6-279 @ 27 61,9 61,9-81,4

8,88 8,88-11,0 | 18 16,6 16,6-20,6 @ 28 85,6 85,6-113

O/l bdlw N(im 2

5,93 593-7,35 | 19 24,7 24,7-30,6 = 29 24,5 24,5-32,3

10 7,44 7,44-9,22 | 20 25,2 25,2-31,2 | 30 28,7 28,7-37,8

N: broj uzorka
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Poredenjem rezultata iz Tabela 5.17. i 5.18. moZe se zakljuciti da 8 od 30
analiziranih uzoraka primenom Celer B1 test kita ne zadovoljava koncentracione
opsege definisane primenom Neogen test kitova. Najveci broj rezultata (6) ne odgovara
koncentracionom opsegu >50 pg/kg. Ova pojava moZe se objasniti i nemoguénoScu
primene Celer B1 test kita, da i pored razblaZenja uzoraka, odredi koncentracije AFB1
veCe od 40 pg/kg. Pored toga, razli¢iti rezultati mogu poticati i od neravhomerne
raspodele aflatoksina unutar ispitivanih uzoraka, ali i upotrebe razliCitih ELISA test
kitova koji se mogu odlikovati razli¢itom osetljivosti i specifi¢cnosti antitela (Hongyo,
1992; Trung i sar., 2008).

U slucaju detekcije aflatoksina primenom ELISA metode, i usled navedenih
Cinjenica i dobijenih rezultata, moZe se zakljuciti da postoji potreba za konfirmacijom
rezultata dobijenih ELISA metodom. Konfirmacija se vrsi sa ciljem provere moguénosti
dobijanja lazZno pozitivnih rezultata, kao i da se proveri vrednost dobijene
koncentracije, ali i odredi eventualno prisustvo drugih aflatoksina. Za navedenu svrhu
koriste se pre svega hromatografske metode.

Upravo usled znacajnog broja referenci (Anklam i sar., 2002; EC/657/2002;
Zachariasova i sar., 2008) koje ukazuju na neophodnost potvrde rezultata dobijenih
primenom ELISA metode, u ovoj doktorskoj disertaciji bice uporedeni rezultati analiza
aflatoksina u prirodno kontaminiranim uzorcima kukuruza dobijeni primenom ELISA
metoda i hromatografskih metoda (HPLC-FLD, HPLC-UV light-FLD, LC-MS/MS).
Takode, potrebno je napomenuti da su tri koncentraciona opsega 1-10, 10-50 i >50
ug/kg kontaminacije aflatoksina u trideset odabranih uzoraka kukuruza definisana
nakon primene Neogen ELISA test kitova, kao i da ¢e pripadnost uzoraka navedenim

opsezima biti proverena primenom hromatografskih analiza.
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5.4.2. HPLC-FLD

5.4.2.1. Optimizacija hromatografskih uslova

Optimizacija hromatografskih uslova obuhvatila je variranje svih parametara
koji mogu uticati na poboljSanje osetljivosti metode, a da se ujedno obezbedi dobro
hromatografsko razdvajanje odredivanih aflatoksina.

Radni rastvor smese standarda aflatoksina (c (AFB1, AFG1)= 50 ng/ml; c (AFB2,
AFG2)=15 ng/ml) upotrebljen je =za ispitivanje optimalnih hromatografskih
parametara. U Tabeli 5.19. prikazani su varirani i odabrani hromatografski parametri

za odredivanje aflatoksina.

Tabela 5.19. Varirani i odabrani hromatografski parametri za odredivanje
aflatoksina primenom HPLC-FLD metode

Hromatografski parametri Opseg variranja Odabrani uslovi

A/B/C=50/25/25 "\ b 10 65/175/17,5

Odnos rastvaraca u mobilnoj fazi A/B/C=80/10/10

Brzina protoka mobilne faze (ml/min) 0,2-0,5 0,30
Temperatura kolone (° C) 30-40 30
Aem (M) 445-465 455
Aex (Nm) 350-370 365

A: H20

B: MeOH

C: CH3CN

Primenom optimizovanih hromatografskih uslova dobijen je zadovoljavajuci
hromatogram odredivanih aflatoksina. Na Slici 5.13. (a) prikazan je hromatogram Cetiri
aflatoksina bez derivatizacije sa TFA, dok je na slici pod b) prikazan hromatogram
aflatoksina derivatizovanih sa TFA. Sa Slike 5.13. (b) moZe se primetiti da je dejtvom
TFA znatno povecan intenzitet AFB1 i AFG1, dok se intezitet AFB2 i AFG2 nije

promenio.
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Slika 5.13. Hromatogrami standarda aflatoksina (c (AFB1,
AFG1)=50 ng/ml i c (AFB2, AFG2)=15 ng/ml) a) bez
derivatizacije b) sa derivatizacijom sa TFA

Takode, sa Slike 5.13. moZe se uociti da se aflatoksini sa kolone eluiraju po

slede¢em redosledu i retencionim vremenima: AFG1 Rt=4,1 min; AFB1=5,3 min; AFG2
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Rt=7,8 min i AFB2 Rt=10,0 min. Relativne standardne devijacije retencionih vremena
kretale su se od 0,10% za AFB2 do 0,19% za AFG1.

Nakon optimizacije hromatografskih uslova analizirane su serije standarda
aflatoksina sa ciljem formiranja zavisnosti izmedu koncentracija aflatoksina i povrsine
pikova hromatograma. S obzirom da je AFB1 prisutan u svih 30 analiziranih uzoraka i
to u Sirokom koncentracionom opsegu, analizirane su dve serije standarda AFB1. Obe
serije obuhvatile su Sest standarda razli¢itih koncentracija. Kvantifikacija ostala tri
aflatoksina izvrSena je na osnovu jedne kalibracione krive od Sest standarda razlic¢itih
koncentracija za svaki aflatoksin. U Tabeli 5.19. prikazani su opsezi koriS¢enih
standarda aflatoksina, kao i dobijene zavisnosti izmedu koncentracija i povrsine pikova

i koeficijenti determinacije.

Tabela 5.19. Karakteristike Kkalibracionih Kkrivi za odredivanje aflatoksina
primenom HPLC/FLD metode

Aflatoksin Koncentracioni opseg (ng/ml) Zavisnost R2
AFB1 1,0-25,0 y=3,634x-1,333 0,999
25,0-200 y=2,795x+29,44 0,997
AFB2 1,0-25,0 y=3,809x-0,818 0,998
AFG1 1,0-50,0 y=1,915x-0,987 0,998
AFG2 1,0-25,0 y=3,129x-0,759 0,997

Kao Sto se vidi iz Tabele 5.19. dobijene vrednosti koeficijenata determinacije
iznad 0,997 ukazuju na lineranu zavisnost izmedu koncentracija odredivanih

aflatoksina i povrSina hromatograma.

5.4.2.2. Validacija metode

Vrednost LOQ, za odredivanje aflatoksina primenom HPLC-FLD metode, zadata
je na osnovu smernica koje propisuje tehnicki izvestaj (CEN/TR 16059, 2010). Naime,
ukoliko je propisana MDK vrednost manja od 100 pg/kg, LOQ vrednost prema

navedenom izveStaju mora biti manja ili jednaka broju koji se dobija mnoZenjem MDK
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sa 0,4. S obzirom da MDK za AFB1 u kukuruzu koji ¢e se koristiti za ishranu ljudi iznosi
5 pg/kg, LOQ vrednost treba da bude 2 pg/kg ili manje. Za ostala tri analizirana
aflatoksina nije propisana MDK, pa su LOQ vrednosti odredene kao i za AFB1. Analizom
opadajucih vrednosti koncentracija za svaki aflatoksin odredena je LOQ vrednost, dok

su LOD vrednosti izra¢unate matematickim putem (Tabela 5.20.).

Tabela 5.20. Granice odredivanja aflatoksina primenom HPLC-FLD metode

Granice odredivanja AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
LOQ (pg/kg) 1,00 1,00 1,00 1,00
LOD(ug/kg) 0,30 0,30 0,30 0,30

Za odredivanje aflatoksina u kukuruzu primenom HPLC-FLD metode
upotrebljena su dva nacina pripreme uzoraka: MycoSep i imunoafinitetne kolone.
Priprema uzoraka kukuruza primenom MycoSep kolona validovana je analizom CRM-a
A-C-268, dok je priprema uzoraka primenom imunoafinitetnih kolona validovana
analizom CRM-a MI1240-1/CM. Parametri validacije za oba primenjena postupka
pripreme uzoraka proverena su i analizom spajkovanih uzoraka kukuruza.

Analizom CRM-a i spajkovanih uzoraka ispitane su ta¢nost i preciznost metode
u uslovima ponovljivosti. Preciznost u uslovima reproduktivnosti ispitana je samo
nakon analize spajkovanih uzoraka. CRM nije koriS¢en za ispitivanje preciznosti u
uslovima reproduktivnosti, usled njegove ogranicene koli¢ine. Odredivani parametri
validacije i njihove vrednosti prikazane su u Tabeli 5.21.

Prikazani parametri validacije u Tabeli 5.21. ukazuju da oba primenjena
postupka pripreme uzoraka u kombinaciji sa razvijenom i optimizovanom HPLC-FLD
metodom zadovoljavaju propisane normative za tacnost i preciznost metode
(EC/401/2006; CEN/TR 16059, 2010). Pored toga, uporedivanjem spektara i
retencionih vremena odgovarajueg standarda i odredivanog analita izvrSena je
identifikacija svakog odredivanog aflatoksina, a time je ujedno potvrdena i specificnost

metode.
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Tabela 5.21. Parametri validacije za odredivanje aflatoksina primenom HPLC-

FLD metode
MycoSep kolone
Parametri CRM Sa dodatkom standarda
validacije AFB1 AFG1 AFB2 AFG2
Recovery 87,2 83,4 81,5 94,3 95,5
RSD, 11,2 10,2 9,46 6,68 7,13
RSDr no” 13,2 14,3 8,97 8,22
Imunoafinitetne kolone
Parametri CRM Sa dodatkom standarda
validacije AFB1 AFG1 AFB2 AFG2
Recovery 89,3 91,8 86,8 92,2 90,4
RSD; 9,38 8,41 14,6 7,37 10,2
RSDr no” 9,13 16,7 7,99 11,4

no’: nije odredivano
CRM: sertifikovani referentni materijal

5.4.2.3. Analiza prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza

Razvijena, optimizovana i validovana HPLC-FLD metoda primenjena je za
analizu 30 odabranih prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza. Hromatogrami
standarda aflatoksina i prirodno kontaminiranog uzorka kukuruza prikazani su na Slici

5.14.

123



Doktorska disertacija Jovana Kos

[ (mal) AFB1

standard —
uzorak

&0 AFG1

AFG2 AFB2

T T T T T T
- 4 4m

t (min)

Slika 5.14. Hromatogram standarda aflatoksina
c (AFB1, AFG1)=25 ng/mli c (AFB2, AFG2)=8,3 ng/ml
i prirodno kontaminiranog uzorka (broj 17)

Odabranih 30 uzoraka kukuruza za analizu aflatoksina primenom HPLC-FLD
metode pripremljeno je primenom MycoSep i imunoafinitetnih kolona. Dobijeni
rezultati za uzorke pripremljene primenom MycoSep kolona prikazani su u Tabeli 5.22.
Iz prikazanih rezultata vidi se da je primenom MycoSep kolona za preciS¢avanje
uzoraka kukuruza i HPLC-FLD metode za odredivanje aflatoksina, potvrdeno prisustvo
aflatoksina u svih 30 analiziranih kukuruza. Na osnovu toga zakljucuje se da primenom
ELISA metode nisu dobijeni laZno pozitivni rezultati. Takode, primenom HPLC-FLD
metode utvrdeno je da je AFB1 bio prisutan u svih 30 analiziranih uzoraka.
Najzastupljeniji aflatoksin, posle AFB1, bio je AFB2 koji je bio prisutan u 19 uzoraka. U
11 uzoraka kukuruza odredeno je prisustvo AFG1, dok je prisustvo AFG2 odredeno u 6

uzoraka.
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Tabela 5.22. Sadrzaj AFB1 i ukupnih aflatoksina (AFS) u odabranim uzorcima
kukuruza pripremljenih primenom MycoSep kolona i analiziranih
HPLC-FLD metodom

Koncentracioni opseg (ug/kg)
1-10 10-50 >50
N AFB1 AFS N AFB1 AFS N AFB1 AFS
1 5,55 6,55 11 14,1 19,1 21 74,9 80,4
2 1,52 1,52 12 22,3 27,6 22 83,6 97,8
3 13,7 17,9 13 11,4 11,4 23 86,8 98,9
4 10,2 14,4 14 12,4 12,4 24 175 184
5 1,72 1,72 15 12,5 14,5 25 169 186
6 2,35 3,72 16 20,4 20,4 26 40,1 45,1
7 4,07 4,07 17 17,7 34,1 27 93,2 99,0
8 3,52 4,52 18 34,4 39,1 28 17,2 18,7
9 4,02 5,54 19 24,0 26,0 29 103 126
10 6,62 6,62 20 | 50,25 54,2 30 64,7 71,4

N: broj uzorka

Koncentracije odredenih AFB1, AFB2, AFG1 i AFG2 kretale su se redom u
slede¢im intervalima: 1,72-175 pg/kg; 1,10-16,6 pg/kg; 1,00-7,95 pg/kg i 1,04-5,90
pg/kg. 1z dobijenih rezultata vidi se i da se najzastupljeniji AFB1 javlja u najvec¢im
koncentracijama, dok se sa smanjenjem udela ostalih aflatoksina smanjuje i njihov
opseg koncentracija. Pored toga, utvrdeno je da u 4 od 30 analiziranih uzoraka,
koncentracije aflatoksina ne odgovaraju definisanim koncentracionim opsezima,
odredenim primenom ELISA metode. U uzorcima pod brojem 3 i 4 odredene su
koncentracije vise od 10 pg/kg, u uzorku 20 odredena je koncentracija izvan
definisanog opsega od 10-50 pg/kg, dok je u uzorku pod brojem 28 odredena niza
koncentracija od definisanog opsega (> 50 pg/kg). Navedene razlike mogu poticati od
neravnomerne raspodele aflatoksina unutar uzorka (Whitaker i sar., 1972; Whitaker,
2006), usled razlicitih primenjenih tehnika ispitivanja (Shepard i sar., 2013), a ujedno
postoji moguénost da za navedene uzorke nisu dobro definisani koncentracioni opsezi
primenom ELISA metode. Iz tog razloga, primenom drugih postupaka pripreme

uzoraka kao i drugih metoda odredivanja, ispitace se da li su primenom ELISA metode
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definisani dobri koncentracioni opsezi aflatoksina. Sa tom namerom, odabranih 30
uzoraka kukuruza, analizirano je primenom HPLC-FLD metode, nakon preciS¢avanja

uzoraka i imunoafinitetnim kolonama. Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 5.23.

Tabela 5.23. Sadrzaj AFB1 i ukupnih aflatoksina (AFS) u odabranim uzorcima
kukuruza pripremljenih primenom imunoafinitetnih kolona i
analiziranih HPLC-FLD metodom

Koncentracioni opseg (ng/kg)

1-10 10-50 >50
N AFB1 AFS N AFB1 AFS N AFB1 AFS
1 7,21 8,77 11 10,9 24,5 21 70,9 74,7
2 3,91 3,91 12 17,8 22,1 22 23,5 28,2
3 6,50 12,0 13 34,2 34,2 23 71,3 76,3
4 14,0 14,0 14 16,7 16,7 24 83,8 85,6
5 2,23 2,23 15 14,8 17,2 25 33,1 38,8
6 2,64 4,10 16 26,7 26,7 26 52,7 57,8
7 9,99 9,99 17 23,8 37,0 27 75,4 77,4
8 5,04 8,83 18 38,5 42,9 28 113 114
9 6,12 7,22 19 22,6 23,6 29 86,2 97,0
10 9,87 9,87 20 42,6 43,6 30 94,7 99,8

N: broj uzorka

Rezultati u Tabeli 5.23. joS jednom su potvrdili da primenom ELISA metode nisu
dobijeni lazno pozitivni rezultati, tj. laZno pozitivne detekcije. U uzorcima kukuruza
analiziranim primenom HPLC-FLD metode i imunoafinitetnih kolona za precis¢avanje
uzoraka, odredeno je kao i nakon precis¢avanja Mycosep kolonama, da je AFB1 bio
prisutan u svih 30 analiziranih uzoraka. Koncentracije AFB1 kretale su se u intervalu
od 2,23 do 113 pg/kg. Kao i primenom MycoSep kolona, i primenom imunoafinitetnih
kolona prisustvo AFB2 odredeno je u 19 uzoraka, u kojima su se koncentracije kretale
od 1,01 do 5,13 pg/kg. Nasuprot tome, u 10 odnosno 4 uzorka kukuruza odredeno je
prisustvo AFG1 i AFG2, Sto je razli¢ito od 11 odnosno 6 uzoraka u kojima je odredeno
prisustvo AFG1 i AFG2 primenom MycoSep kolona. Navedena pojava bi¢e proverena

nakon analize uzoraka primenom Kkonfirmatorne LC-MS/MS metode i analize
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detektovanih jona. Koncentracije AFG1 i AFG2 kretale su se redom u slede¢im

intervalima: 1,15-10,3 ug/kgi 1,15-4,80 pg/kg.

5.4.3. HPLC-UV light-FLD

5.4.3.1. Optimizacija hromatografskih uslova

Variranjem hromatografskih parametara, odabrani su oni parametri (Tabela
5.24.) C¢ijom primenom je postignuta odgovaraju¢a osetljivost metode uz ujedno

zadovoljavajuce hromatografsko razdvajanje odredivanih aflatoksina.

Tabela 5.24. Varirani i odabrani hromatografski parametri za odredivanje
aflatoksina primenom HPLC-FLD metode

Hromatografski parametri Opseg variranja Odabrani uslovi

A/B/C=50/25/25  » b0 65/17,5/17,5

Odnos rastvaraca u mobilnoj fazi A/B/C=80/10/10

Brzina protoka mobilne faze (ml/min) 0,2-0,5 0,30
Temperatura kolone (° C) 30-40 30

Aem (Nm) 445-465 455
Aex (nm) 350-370 365
A: H20

B: MeOH

C: CH3CN

Sa Slike 5.15. moZe se uociti da se aflatoksini sa kolone izdvajaju pri slede¢em
redosledu i retencionim vremenima: AFG2 Rt=6,0 min, AFG1 Rt=6,9 min, AFB2 Rt=7,8
min i AFB1 Rt=9,2 min. Relativne standardne devijacije retencionih vremena kretale su

se od 0,09 % za AFB1 do 0,15% za AFG2.
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Slika 5.15. Hromatogram standarda aflatoksina c (AFB1, AFG1)=50 ng/ml i
c (AFB2, AFG2)=15 ng/ml

Zavisnost izmedu koncentracija aflatoksina i povrSine pikova ispitana je
analizom dve serije po Sest standarda AFB1, i jednom serijom od Sest standarda za
AFG1, AFB2 i AFG2. Opsezi koriS¢enih standarda, kao i dobijene zavisnosti i koeficijenti

determinacije prikazani su u Tabeli 5.25.

Tabela 5.25. Karakteristike kalibracionih krivi za odredivanje aflatoksina
primenom HPLC-UV light-FLD metode

Aflatoksin Koncentracioni opseg (ng/ml) Zavisnost R2
AFB1 1,0-25,0 y=24,643x+19,695 0,999
25,0-200 y=57,671x-1217,2 0,996
AFB2 1,0-25,0 y=33,435x+35,971 0,995
AFG1 1,0-50,0 y=124,69x-97,764 0,999
AFG2 1,0-25,0 y=115,59x-123,52 0,994
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Dobijene vrednosti koeficijenata determinacije iznad 0,994 ukazuju na lineranu

zavisnost izmedu koncentracija odredivanih aflatoksina i povrSina hromatograma.

5.4.3.2. Validacija metode

Kriterijum za odredivanje LOQ vrednosti primenom HPLC-UV light-FLD metode
bio je isti kao i kod HPLC-FLD metode. Analizom opadajucih vrednosti koncentracija za
svaki aflatoksin, ustanovljeno je da se razvijena i optimizovana HPLC-UV light-FLD
moZe sa dovoljnom osetljivoS¢u primeniti za analizu aflatoksina. Odredene LOQ i LOD

vrednoti za svaki aflatoksin prikazane su u Tabeli 5.26.

Tabela 5.26. Granice odredivanja aflatoksina primenom HPLC-UV light-FLD

metode
Granice odredivanja AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
LOQ (pg/kg) 1,00 1,00 1,00 1,00
LOD(ug/kg) 0,30 0,30 0,30 0,30

Kao i za HPLC-FLD metodu, i za odredivanje aflatoksina u kukuruzu primenom
HPLC-UV light-FLD metode ispitana su dva nacina pripreme uzoraka: MycoSep i
imunoafinitetne kolone. Takode, validacija primenom CRM-a i spajkovanih uzoraka
kukuruza sprovedena je po istom principu kao i kod HPLC-FLD metode.

Odredivani parametri validacije i njihove vrednosti prikazane su u Tabeli 5.27.
Propisane vrednosti za recovery, RSD; i RSDr (EC/401/2006, CEN TR 16059, 2010)
zadovoljene su primenom MycoSep i imunoafinitetnih kolona u kombinaciji sa
razvijenom i optimizovanom HPLC-UV light-FLD metodom.

Specificnost metode utvrdena je identifikacijom analita na osnovu uporedivanja
njegovog spektra i retencionog vremena sa istim identifikacionim karakteristikama

odgovarajuceg standardnog rastvora analita.
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Tabela 5.27. Parametri validacije za odredivanje aflatoksina primenom HPLC-UV
light-FLD metode

MycoSep kolone

Parametri CRM Sa dodatkom standarda

validacije AFB1 AFG1 AFB2 AFG2
Recovery 90,6 94,3 92,6 102,5 104,3
RSD, 10,0 8,8 10,6 5,12 7,94
RSDr no* 7,4 11,5 6,11 9,29

Imunoafinitetne kolone

Parametri CRM Sa dodatkom standarda

validacije AFB1 AFG1 AFB2 AFG2
Recovery 91,1 95,2 86,3 94,5 98,4
RSD; 8,88 7,16 15,9 8,59 9,2
RSDRr no* 9,25 18,0 10,7 8,4

no’: nije odredivano
CRM:sertifikovani referentni materijal

5.4.3.3. Analiza prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza

Rezultati analiza prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza, dobijeni nakon
preciS¢avanja uzoraka primenom MycoSep kolona, prikazani su u Tabeli 5.28.

Iz rezultata prikazanih u Tabeli 5.28. moZe se uociti da odredene koncentracije
aflatoksina u uzorcima 2, 3, 6, 8, 13 i 22 ne odgovaraju prethodno definisanim
koncentracionim opsezima. Iz prvog koncentracionog opsega, koji po ELISA metodi
obuhvata uzorke sa koncentracijama aflatoksina ispod 10 pg/kg, 4 od 10 uzoraka ima
koncentraciju aflatoksina iznad 10 pg/kg. U uzorcima 4 i 6 je pored AFB1 bio prisutan i
AFB2, dok je u uzorku 3 bio prisutan i AFG1. Pojava drugih aflatoksina, pored AFB1, u
navedena tri uzorka, kao i nemogu¢nost primenjenih ELISA test kitova da odrede
celokupnu koli¢inu AFB2 i AFG2, mogu posluziti kao objaSnjenje za dobijanje vecih
koncentracija aflatoksina primenom HPLC-UV light -FLD metode u odnosu na ELISA

metodu.
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Tabela 5.28. Sadrzaj AFB1 i ukupnih aflatoksina (AFS) u odabranim uzorcima
kukuruza pripremljenih primenom MycoSep kolona i analiziranih
HPLC-UV light-FLD metodom

Koncentracioni opseg (ug/kg)

1-10 10-50 >50
N AFB1 AFS N AFB1 AFS N AFB1 AFS
1 9,36 9,36 11 26,5 34,2 21 70,9 75,8
2 12,9 12,9 12 28,4 28,4 22 16,9 16,9
3 13,2 18,0 13 45,0 64,1 23 71,3 87,5
4 8,33 8,33 14 40,4 40,4 24 83,8 88,8
5 6,35 6,35 15 29,1 34,1 25 123 141,9
6 12,2 14,5 16 26,7 26,7 26 52,7 58,6
7 9,99 9,99 17 23,8 45,3 27 72,4 76,4
8 13,6 14,96 18 38,5 49,2 28 113 129,9
9 5,60 8,24 19 22,6 24,7 29 86,2 106,3
10 9,82 9,82 20 42,6 45,9 30 94,7 101,3

N: broj uzorka

Razlike u odredenim koncentracijama aflatoksina, u navedenim uzorcima,
svakako mogu poticati i od neravnomerne raspodele aflatoksina unutar prirodno
kontaminiranog uzorka kukuruza, ali svakako i usled greSke analize. Takode,
primenom MycoSep kolona u kombinaciji sa HPLC-UV light-FLD metodom potvrdeno je
da je AFB1 najdominantniji aflatoksin jer je bio prisutan u svih 30 uzoraka kukuruza.
Koncentracija AFB1 kretala se od 5,60 do 123 pg/kg. AFB2 pronaden je u 18 uzoraka sa
koncentracijama od 1,15 do 19,0 pg/kg, dok su AFG1 i AFG2 pronadeni u 10, odnosno 3
uzorka, sa koncentracijama od 1,36 do 14, 8 pg/kg odnosno 1,08 do 3,78 nug/kg.

Rezultati dobijeni nakon primene imunoafinitetnih kolona za precis¢avanje
prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza i HPLC-UV light-FLD metode prikazani su

u Tabeli 5.29.
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Tabela 5.29. Sadrzaj AFB1 i ukupnih aflatoksina (AFS) u odabranim uzorcima
kukuruza pripremljenih primenom imunoafinitetnih kolona i
analiziranih HPLC-UV light-FLD metodom

Koncentracioni opseg (ug/kg)

1-10 10-50 >50
N AFB1 AFS N AFB1 AFS N AFB1 AFS
1 13,4 13,4 11 20,3 28 21 72,1 80,2
2 4,90 4,90 12 24,8 24,8 22 51,3 51,3
3 9,18 12,5 13 31,4 36,8 23 94,5 102
4 11,1 11,1 14 39,8 39,8 24 88,1 94,7
5 1,80 1,80 15 19,9 32,2 25 115 129
6 9,71 11,8 16 19,5 19,5 26 54,4 56,6
7 9,15 9,15 17 29,8 44,5 27 98,3 103
8 7,30 9,49 18 40,1 46,3 28 105 117
9 6,13 9,14 19 39,8 43,6 29 79,6 96,4
10 8,80 8,80 20 25,5 42,7 30 115 117

N: broj uzorka

Prema rezultatima iz Tabele 5.29. moZe se uociti da je koncentracija aflatoksina
u uzorcima 1, 3, 4 i 6 bila visa od definisanog koncentracionog opsega (1-10 pg/kg). U
ostalim uzorcima, odredene koncentracije aflatoksina zadovoljavaju koncentracione
opsege definisane ELISA metodom. Najdominantniji aflatoksin, AFB1, u ispitivanim
uzorcima nalazio se u koncentracijama od 6,13 do 115 pg/kg. AFB2 detektovan je u 16
uzoraka sa koncentracijama od 1,07 do 14,1 pg/kg, dok je AFG1 detektovan u 12
uzoraka sa koncentracijama od 1,15 do 14,0 pg/kg. U najmanjem broju uzoraka (3) i sa

najmanjim koncentracijama (1,66-2,18 pg/kg) odreden je AFG2.

5.4.4. LC-MS/MS

5.4.4.1 Optimizacija MS/MS parametara
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Pre optimizacije hromatografskih uslova rada izvrSena je optimizacija MS/MS
parametara za koju su KkoriS¢eni pojedinacni standardi aflatoksina, koncentracije 1
pug/ml za AFB1 i AFB2 i 0,3 ug/ml za AFB2 i AFG2. Optimizacija se zasnivala na
pronalaZenju optimalnih tranzicija jona odredivanih aflatoksina, kao i njihovih
akvizicionih parametara u MRM reZimu rada. Optimizacija napona na fragmentoru i
kolizione energije izvrSena je postupnim “ru¢nim” promenama navedenih parametara i
proverena primenom automatskog MassHunter Workstation Optimizer softvera. Da bi
se obezbedio najjaci signali prekursor jona prvobitno je optimizovan napon na
fragmentoru. Svaki aflatoksin analiziran je pri 8 razli¢itih napona fragmentora. U
zavisnosti od aflatoksina analizirani su naponi od 120 do 180 V. Na Slici 5.16.
prikazane su zavisnosti napona na fragmentoru od povrsine pika za jedan produkt jon

za svaki ispitivani aflatoksin.

A(maU) 140000 -
120000 -
100000 -
80000 - ——285,1 (AFB1)
60000 - -#-311,1 (AFG1)
40000 - 287,1 (AFB2)
20000 - 313,1 (AFG2)

120 130 140 150 160 170 180

Napon na fragmentoru (V)

Slika 5.16. Odnos intenziteta signala (I) i optimizovanih napona na
fragmentoru za jedan produkt jon za svaki aflatoksin

Po sedam vrednosti kolizionih energija od 16 do 28 V sa koracima od po 2 V

ispitane su za svaki produkt jon (Slika 5.17). Najvece povrSine pikova ukazale su na
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najbolje kombinacije napona na fragmentoru i kolizionih energija za svaki ispitivani

jon.

A [:lnaL':] 160000 -
140000 -
120000 -

100000 -
20000 - ——285,1 (AFB1

( )
£0000 | -#-311,1 (AFG1)
20000 | —4+—287,1 (AFB2)

( )

20000 - 313,1 (AFG2

(:] T T T T T T 1
16 18 20 22 25 27 29

Koliziona energija (V)

Slika 5.17. Odnos intenziteta signala (I) i optimizovanih kolizionih
energija za jedan produkt jon za svaki aflatoksin

5.4.4.2. Optimizacija hromatografskih parametara

Optimizacija hromatografskih parametara za odredivanje aflatoksina u
kukuruzu primenom LC-MS/MS metode izvedena je analizom smeSe standarda
aflatoksina (c (AFB1, AFG1)=50 ng/ml i c (AFB2, AFG2)=15 ng/ml).

Varirani i odabrani hromatografski parametri za odredivanje aflatoksina

prikazani su u Tabeli 5.30.

Tabela 5.30. Varirani i odabrani hromatografski parametri za odredivanje
aflatoksina primenom LC-MS/MS metode

Hromatografski parametri Opseg variranja Odabrani uslovi
Odnos rastvaraca u mobilnoj fazi A/B=30-70/70/30 A/B=50/50
Brzina protoka mobilne faze (ml/min) 0,2-0,5 0,35
Temperatura kolone (° C) 30-40 30

A: MeOH, 5mM NH4HCOO, 0,1% HCOOH
B: H20, 5mM NH,HCOO, 0,1% HCOOH
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Ekstrahovani MRM jonski hromatogrami standarda aflatoksina prikazani su na
Slici 5.18. sa koje se moZe uociti da je primenom optimizovanih MS/MS parametara i
hromatografskih uslova postignuto zadovoljavaju¢e hromatografsko razdvajanje
aflatoksina. Aflatoksini se eluiraju sa kolone po slede¢em redosledu i retencionim
vremenima: AFG2 Rt=2,2 min, AFG1 Rt=2,5 min, AFB2 Rt=3,0min i AFB1 Rt=3,6 min.
Relativne standardne devijacije retencionih vremena, izraCunate na osnovu osam

merenja, kretale su se od 0,9 za AFG2 do 1,3 % za AFB1.

3154 |I L I | [
i1 { __II', II.' I |- |I Fay | | 'II

- - - f . —

B2 Ot O6 OB 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 22 34 36 38 4 47 44 46 48 0 A2 84 56
Courss (%) va. Aoquisibon Tame (man)

Slika 5.18. Ekstrahovani MRM jonski hromatogrami standarda
aflatoksina (c (AFB1, AFG1)= 25 ng/ml, c (AFB2, AFG2)=8,3 ng/ml) sa
odabranim tranzicijama
Za ispitivanje zavisnosti izmedu koncentracija ispitivanih aflatoksina i povrsina

pikova hromatograma analizirane su serije standarda. Opsezi ispitivanih standarda,

kao i dobijene zavisnosti i koeficijenti determinacije prikazani su u Tabeli 5.31.
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Tabela 5.31. Karakteristike kalibracionih Kkrivi odredivanja aflatoksina
primenom LC-MS/MS metode

Aflatoksin Koncentracioni opseg (ng/ml) Zavisnost R2
AFB1 1,0-25,0 y=643,72x+72,65 0,999
25,0-200 y=643,21x+1563 0,997
AFB2 1,0-25,0 y=580,34x+21,85 0,996
AFG1 1,0-50,0 y=440,8x+259,3 0,998
AFG2 1,0-25,0 y=258,54x-134,0 0,999

Vrednosti koeficijenata determinacije iznad 0,996 ukazuju da koncentracije

aflatoksina dobro kooreliraju sa povrSinama pikova hromatograma.

5.4.4.3. Ispitivanje uticaja matriksa

Za ispitivanje uticaja matriksa pri odredivanju aflatoksina u kukuruzu
primenom LC-MS/MS metode bilo je potrebno ispitati odnos izmedu kalibracionih
krivih cistih standarda u rastvaracu (SC) i standarda koji su dodati u uzorak nakon
uparavanja pripremljenih uzoraka (MMC). S obzirom da su LC-MS/MS metodom
analizirani uzorci kukuruza pripremljeni primenom Mycosep i imunoafinitetnih
kolona, kao i primenom QuEChERS-a i postupka ekstrakcije, bilo je potrebno analizirati
MMC standarde nakon svakog od Cetiri primenjena postupka pripreme uzoraka.
Karakteristike formiranih MMC krivih i izracunati matriks efekti prikazani su u Tabeli
5.32.

Na osnovu rezultata iz Tabele 5.32. vidi se da su sva Cetiri primenjena postupka
pripreme uzoraka uslovila smanjenje intenziteta signala pod uticajem matriksa-
kukuruza. Smanjenje signala u zavisnosti od primenjenog postupka pripreme uzoraka
kretao se u intervalu od 85-93% pri primeni MycoSep kolona, 82-97% sa
imunoafinitetnim kolonama, 49-85% sa QuEChERS-ima i 33-78% pri primeni
ekstrakcije. S obzirom da su navedeni postupci pripreme uzoraka primenjeni na
odabranih 30 prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza, od kojih je svaki

kontaminiran sa AFB1, posebno je obracena paznja na uticaj matriksa pri odredivanju
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AFB1. Najmanji uticaj matriksa kod AFB1 primecen je nakon preciS¢avanja uzoraka
primenom imunoafinitetnih kolona, i on u zavisnosti od ispitivanog opsega, iznosi 97%,
odnosno 95%. Nasuprot tome, najveci uticaj na smanjenje matriksa uoceno je nakon
primene postupka ekstrakcije, bez dodatnog preciS¢avanja, i u tom slucaju smanjenje
signala isnosilo je 73% odnosno 78%. Takode, potrebno je napomenuti da su, zbog
uticaja matriksa, koncentracije aflatoksina u prirodno kontaminiranim uzorcima

racunate na osnovu MMC krivih.

Tabela 5.32. Karakteristike MMC kalibracionih Krivih i uticaj matriksa

Aflatoksin Koncentracioni Zavisnost R2 Matriks efekat

opseg (ng/ml) (%)
MycoSep kolone
AFB1 1,00-25,0 y=584,4x+105,7 0,998 91
25,0-200 y=598,9+1413,1 0,998 93
AFB2 1,00-25,0 y=510,7x+228,1 0,991 88
AFG1 1,00-50,0 y=377,6x+339,2 0,996 86
AFG2 1,00-25,0 y=218,9x-96,82 0,998 85
Imunoafinitetne kolone
AFB1 1,00-25,0 y=625,7x+71,13 0,997 97
25,0-200 y=609,6x+1980 0,994 95
AFB2 1,00-25,0 y=525,9x-6,794 0,995 91
AFG1 1,00-50,0 y=413,5x+301,7 0,996 94
AFG2 1,00-25,0 y=210,9x-75,72 0,998 82
QuEChERS
AFB1 1,00-25,0 y=547,0x+42,55 0,997 85
25,0-200 y=531,6x+2213 0,993 83
AFB2 1,00-25,0 y=282,7x+72,67 0,995 49
AFG1 1,00-50,0 y=257,7x+87,7 0,992 58
AFG2 1,00-25,0 y=161,9x-71,78 0,999 63
Ekstrakcija

AFB1 1,00-25,0 Y=468,0x-112,4 0,999 73
25,0-200 y=502,0x+352,2 0,997 78
AFB2 1,00-25,0 y=314,3x-23,34 0,986 54
AFG1 1,00-50,0 y=143,5x+65,87 0,994 33
AFG2 1,00-25,0 y=106,9x-20,84 0,999 41
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5.4.4.4. Validacija metode

Da bi se mogli uporediti dobijeni rezultati analize trideset prirodno
kontaminiranih uzoraka kukuruza, primenom razli¢itih metoda, odluceno je da LOD i
LOQ vrednosti za LC-MS/MS metodu budu isti kao i za HPLC-FLD i HPLC-UV light-FLD
metode (Tabele 5.20. i 5.26.), bez obzira $to se primenom navedenih metoda mogu
odrediti koncentracije znatno niZe od 1 pg/kg.

Validacija LC-MS/MS metode i Cetiri razlicita postupka pripreme uzoraka
kukuruza izvrSena je analizama CRM-a i spajkovanih uzoraka kukuruza. Dobijeni i
izraCunati parametri validacije prikazani su u Tabeli 5.33.

Dobijene vrednosti za recovery, prikazane u Tabeli 5.33. u skladu su sa
zahtevima tehnickog izveStaja (CEN/TR 16059) na osnovu kojeg recovery vrednosti
terba da budu u opsegu od 50-120%. Na osnovu toga, moZe se zakljuciti da se sva Cetiri
primenjena postupka pripreme uzoraka mogu Kkoristiti pri odredivanju aflatoksina
primenom LC-MS/MS metode. Medutim, evropska regulativa (EC, 657/2002) za opseg
koncentracija aflatoksina od 1 do 10 pg/kg prihvata recovery vrednosti u intervalu od
70-110%. Manje recovery vrednosti od 70% dobijene su primenom QuEChERS metode
za AFG2 (64,9%) kao i primenom ekstrakcije za AFB2 (65,9%). Ostale recovery
vrednosti zadovoljile su pravila navedene evropske regulative.

Primenom sva Cetiri postupka pripreme uzoraka dobijaju se zadovoljavajuce
vrednosti koje KkarakteriSu preciznost metoda u uslovima ponovljivosti i
reproduktivnosti (Tabela 5.33).

Specifi¢nost metode utvrdena je identifikacijom svakog aflatoksina sa prekursor
jonom i dva produkt jona. Pored toga izvrSena je i identifikacija na osnovu poredenja
retencionog vremena sa istim identifikacionim karakteristikama kao i za odgovarajuci

standard.
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Tabela 5.33. Parametri validacije za odredivanje aflatoksina u kukuruzu
primenom LC-MS/MS metode i razlicitih postupaka pripreme

uzoraka
Parametri validacije
Recovery (%) RSDr (%) RSDr (%)
MycoSep kolone

CRM 95,8 7,11 no”
AFB1 94,3 4,55 6,64

Dodatak  AFB2 82,6 7,84 10,5
standarda AFG1 92,1 11,9 15,2
AFG2 85,3 8,37 12,8

Imunoafinitetne kolone

CRM 103,2 9,14 no”
AFB1 95,8 7,12 6,45

Dodatak  AFB2 85,6 5,12 8,91
standarda AFG1 91,4 6,56 7,49
AFG2 83,1 9,66 12,1

QuEChERS

CRM 84,1 7,13 no*
AFB1 75,4 8,76 9,54

Dodatak  AFB2 73,1 10,4 13,8
standarda AFG1 82,7 8,05 9,09
AFG2 64,9 11,8 18,7

Ekstrakcija

CRM 82,5 15,2 no*
AFB1 79,5 11,8 12,5

Dodatak  AFB2 65,9 16,3 20,4
standarda AFG1 77,1 13,5 16,1
AFG2 73,8 13,9 14,2

no*:nije odredivano
CRM: sertifikovani referentni materijal

5.4.4.5. Analiza prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza

Cetiri razli¢ita postupka pripreme uzoraka u kombinaciji sa razvijenom,
optimizovanom i validovanom LC-MS/MS metodom primenjeni su za analizu

aflatoksina u 30 odabranih prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza.
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Dobijeni rezultati za uzorke pripremljene primenom MycoSep kolona prikazani

su u Tabeli 5.34.

Tabela 5.34. Sadrzaj AFB1 i ukupnih aflatoksina (AFS) u odabranim uzorcima
kukuruza pripremljenih primenom MycoSep kolona i odredenih
LC-MS/MS metodom

Koncentracioni opseg (ng/kg)

1-10 10-50 >50
N AFB1 AFS N AFB1 AFS N AFB1 AFS
1 6,16 7,48 11 13,0 21,1 21 51,4 56,8
2 4,86 4,86 12 12,2 23,3 22 27,7 42,9
3 3,27 6,61 13 13,5 13,5 23 48,6 59,8
4 1,10 1,10 14 17,7 17,7 24 10,5 12,7
5 1,85 1,85 15 11,8 15,0 25 82,7 89,9
6 23,9 26,3 16 9,89 9,89 26 7,03 11,4
7 14,2 14,2 17 58,6 66,5 27 64,5 71,2
8 3,41 3,41 18 15,1 20,6 28 83,9 88,6
9 4,44 6,63 19 26,5 30,2 29 53,8 64,3
10 3,20 3,20 20 36,8 41,7 30 27,5 31,9

N: broj uzorka

Rezultati prikazani u Tabeli 5.34. ukazuju da je AFB1 detektovan u svih 30
uzoraka kukuruza. Najzastupljeniji aflatoksin, posle AFB1, je AFB2, koji je naden u 18
uzoraka. U 10 od 30 analiziranih uzoraka bio je prisutan AFG1, dok je AFG2 naden u 5
uzoraka. Koncentracije AFB1, AFB2, AFG1 i AFG2 kretale su se redom u slede¢im
intervalima: 1,10-83,9 pg/kg, 1,11-6,67 pg/kg, 2,12-5,55 ug/kg i 1,40-4,48 nug/kg.
Takode, iz prikazanih rezultata moze se videti da koncentracija aflatoksina u 8 od 30
uzoraka ne zadovoljava koncentracioni opseg definisan ELISA metodom (Tabela 5.17).
U uzorcima pod brojem 6 i 7 koncentracija aflatoksina bila je viSa od 10 pg/kg. Od 10
uzoraka iz koncentracionog opsega 10-50 pg/kg, uzorak pod brojem 16 imao je manju,
a uzorak 17 veéu koncentraciju od definisanog opsega. Cetiri uzorka (broj 22, 24, 26 i

30), iz treceg koncentracionog opsega, imala su koncentraciju aflatoksina manju od 50

ng/ke.
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Primenom imunoafinitetnih kolona i LC-MS/MS metode dobijeni su rezultati

analize aflatoksina u 30 uzoraka kukuruza, koji su prikazani u Tabeli 5.35

Tabela 5.35. Sadrzaj AFB1 i ukupnih aflatoksina (AFS) u odabranim uzorcima
kukuruza pripremljenih primenom imunoafinitetnih kolona i
odredenih LC-MS/MS metodom

Koncentracioni opseg (ng/kg)
1-10 10-50 >50
N AFB1 AFS N AFB1 AFS N AFB1 AFS
1 3,56 5,22 11 41,9 49,6 21 52,9 57,4
2 4,31 4,31 12 120 125 22 17,5 28,2
3 13,6 16,4 13 10,1 10,1 23 124 133
4 2,95 2,95 14 31,1 31,1 24 70,1 70,1
5 1,10 1,10 15 11,2 14,8 25 46,2 52,4
6 5,88 8,32 16 48,5 48,5 26 90,8 96,5
7 6,12 6,12 17 40,9 48,5 27 178 179
8 1,65 1,65 18 6,57 10,5 28 174 176
9 11,4 11,4 19 32,5 38,6 29 72,3 82,0
10 1,10 1,10 20 106 113 30 166 168

N: broj uzorka

Prikazani rezultati u Tabeli 5.35. ponovo su potvrdili da je svih 30 uzoraka
kontaminirano AFB1, ali da se navedeni toksin kao i drugi ispitivani aflatoksini, usled
primenjennog drugog postupka pripreme uzorka, metode ispitivanja, kao i
neravnomerne raspodele aflatoksina unutar uzorka, u nekim uzorcima nalazi u
razlic¢itim koncentracijama. Odredene koncentracije AFB1 kretale su se u intervalu od
1,10 do 166 pg/kg. AFB2 bio je prisutan u 16 uzoraka sa koncentracijama od 1,01 do
7,13 pg/kg, dok su se koncentracije AFG1 u 10 kontaminiranih uzoraka kretale od 2,27
do 4,23 pg/kg. Najmanji broj uzoraka (5) bio je kontaminiran AFG2 sa koncentracijama
od 1,13 do 2,84 pg/kg. Pored toga, moZe se uociti da koncentracija aflatoksina u 6
uzoraka (broj 3, 9, 12, 18, 20 i 22) ne odgovara opsegu definisanom primenom ELISA
metode (Tabela 5.17).
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Daljim ispitivanjima, ispitana je mogu¢nost primene QUEChERS-a za pripremu
uzoraka za odredivanje aflatoksina u kukuruzu, a dobijeni rezultati prikazani su u

Tabeli 5.36.

Tabela 5.36. Sadrzaj AFB1 i ukupnih aflatoksina (AFS) u odabranim uzorcima
kukuruza pripremljenih primenom QuEChERS-a i odredenih LC-

MS/MS metodom
Koncentracioni opseg (ng/kg)
1-10 10-50 >50
N AFB1 AFS N AFB1 AFS N AFB1 AFS
1 10,7 10,7 11 27,2 34,7 21 63,1 67,7
2 6,75 6,75 12 18,5 31,2 22 42,3 53,0
3 7,52 9,4 13 30,6 30,6 23 55,4 67,5
4 16,1 16,1 14 39,1 39,1 24 30,4 33,8
5 6,20 6,2 15 21,1 26,5 25 27,1 33,6
6 4,28 6,22 16 21,2 21,2 26 51,4 551
7 4,96 4,96 17 29,8 49,9 27 102 106
8 3,15 3,15 18 27,4 34,5 28 88,1 88,1
9 8,80 8,80 19 48,5 52,9 29 77,2 78,3
10 7,20 7,20 20 32,8 36,2 30 107 107

N: broj uzorka

Rezultati iz Tabele 5.36. ukazali su da je koncentracija aflatoksina u pet uzoraka
(broj 1, 4, 19, 24 i 25) bila izvan definisanih koncentracionih opsega. Pored toga,
utvrdeno je da se u trideset uzoraka kukuruza koncentracija AFB1 kretala od 3,15 do
107 pg/kg. Trinaest uzoraka bilo je kontaminirano AFB2 sa koncentracijama od 1,15
do 7,39 pg/kg, dok je 9 uzoraka bilo kontaminirano AFG1 sa sa koncentracijama od
1,63 do 7,11 pg/kg. Kao i primenom drugih postupaka pripreme uzoraka i metoda
odredivanja, utvrdeno je da je AFG2 bio prisutan u najmanjem broju uzoraka (3) i sa
najnizim konecntracijama (1,43-4,44 pg/kg).

Poslednji primenjeni postupak pripreme uzoraka, ekstrakcija, u kombinaciji sa
LC-MS/MS metodom ukazao je da koncentracija aflatoksina uzorcima 7, 9 i 15 nije u

skladu sa definisanim koncentracionim opsezima (Tabela 5.37). Najzastupljeniji
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aflatoksin, posle AFB1, bio je AFB2 (prisutan u 15 uzoraka). U 8 od 30 analiziranih
uzoraka bio je prisutan AFG1, dok je AFG2 bio prisutan u 4 uzorka. Koncentracije
odredenih AFB1, AFB2, AFG1 i AFG2 kretale su se redom u slede¢im intervalima: 4,28-
107 pg/kg, 1,12-11,5 ug/kg, 1,35-4,64 ng/kgi1,84-4,13 pg/kg.

Tabela 5.37. Sadrzaj AFB1 i ukupnih aflatoksina (AFS) u odabranim uzorcima
kukuruza pripremljenih primenom ekstrakcije i odredenih LC-

MS/MS metodom
Koncentracioni opseg (ng/kg)
1-10 10-50 >50

N AFB1 AFS N AFB1 AFS N AFB1 AFS
1 6,61 9,76 11 26,3 34,6 21 44,6 50,1
2 5,44 5,44 12 33,4 43,3 22 67,1 78,9
3 7,33 8,97 13 27,5 27,5 23 94,3 111
4 4,18 4,18 14 29,0 29,0 24 78,5 79,6
5 9,22 9,22 15 5,00 6,64 25 91,3 91,3
6 3,64 6,63 16 39,4 39,4 26 46,5 52,8
7 10,2 10,2 17 34,7 49,7 27 116 116,4
8 5,37 5,37 18 16,8 19,0 28 108 119
9 12,4 12,4 19 42,1 43,7 29 91,6 98,0
10 2,15 2,15 20 31,9 34,5 30 86,1 88,9

N: broj uzorka

[ako se LC-MS/MS metoda koristi kao konfirmatorna tehnika, tj. tehnika sa
kojom na osnovu prekursor i produkt jona sa sigurno$¢u moze da se potvrdi prisustvo
ili odsustvo nekog jedinjenja, dobijeni rezultati primenom ove tehnike i Cetiri razliita
postupka pripreme uzoraka ukazali su da postoji razlika u prisustvu pojedinih
jedinjenja nakon analize istih uzoraka. U Tabeli 5.38. prikazana je raspodela aflatoksina
u 30 prirodno kontaminiranih uzoraka u zavisnosti od postupka pripreme uzoraka. Iz
prikazanih rezultata. moze se uociti da je AFB1 odreden nakon sva Cetiri primenjena
postupka pripreme uzoraka u svih 30 analiziranih uzoraka kukuruza. AFB2 odreden je
u razli¢itom broju uzoraka, koji se kretao od 13 nakon primene QuEChERS-a do 18

nakon primene MycoSep kolona. Takode, razlika u broju kontaminiranih uzoraka
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postoji i u sluc¢aju pojave AFG1 i AFG2. Broj kontaminiranih uzoraka sa AFG1 kretao se
od 8 nakon primene postupka ekstrakcije do 10 nakon primene MycoSep i

imunoafinitetnih kolona.

Tabela 5.38. Raspodela aflatoksina u prirodno kontaminiranim wuzorcima
kukuruza u zavisnosti od primenjene metode pripreme uzoraka

Aflatoksini odredeni Metoda pripreme uzoraka
primenom LC-MS/MS MycoSep IAC QuEChERS Ekstrakcija
metode Broj kontaminiranih uzoraka

AFB1 30 30 30 30
AFB2 18 16 13 15
AFG1 10 10 9 8
AFG2 5 5 3 4
AFB1+AFB2 11 9 8 10
AFB1+AFG1 3 2 4 4
AFB1+AFB2+AFG1 2 1 2 no*
AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 5 5 3 4

no*: nije odreden

Prisustvo AFG2 odredeno je u 5 uzoraka primenom MycoSep i imunoafinitetnih
kolona, odnosno 4 uzorka primenom ekstrakcije i 3 uzorka primenom QuEChERS-a.
Razli¢it broj odredenih pojedinacnih aflatoksina uslovio je i razli¢ite zbirne
kombinacije aflatoksina. Navedena pojava moZe se objasniti neravnomernom
raspodelom aflatoksina unutar prirodno kontaminiranog uzorka, ali i primenjenim
razli¢itim postupcima pripreme uzoraka. Kao $to se moze uociti iz Tabele 5.38. najveci
broj aflatoksina, pored AFB1, odreden je nakon primene MycoSep i imunoafinitetnih
kolona za pripremu uzoraka. To ukazuje da primena kolona obezbeduje najbolje
preciS¢avanje uzorka, jer je najmanji matriks efekat, a ujedno su njihovom primenom
postignute i visoke recovery vrednosti (> 90%). Tabela (5.33.). Takode, potrebno je
naglasiti da su razlike u rezultatima mogle usloviti i veoma ceste pojave AFB2, AFG1 i

AFG2 na nivou LOQ vrednosti.

144



Doktorska disertacija Jovana Kos

5.4.5. Poredenje rezultata analize prirodno Kkontaminiranih
uzoraka Kkukuruza primenom razli¢itih metoda
odredivanja aflatoksina

Primenom 4 razli¢ite metode za odredivanje aflatoksina (ELISA, HPLC-FLD,
HPLC-UV light-FLD, LC-MS/MS) u prirodno kontaminiranim uzorcima kukuruza, u
kombinaciji sa razlicitim metodama pripreme uzoraka dobijen je veliki broj rezultata,
koji su zbirno u zavisnosti od koncentracionog opsega prikazani u Tabelama 5.39,
5.40. i 5.41. Na ovaj nacin za svaki uzorak dobijeno je po devet rezultata za AFB1 i
ukupne aflatoksine.

U Tabeli 5.39. prikazani su rezultati za koncentracioni opseg aflatoksina od 1 do
10 pg/kg. Kao Sto je i prethodno naglaseno, navedeni opseg definisan je nakon analize
uzoraka primenom ELISA metode. Iz prikazanih rezultata moZe se uociti da u pogledu
vrednosti za AFB1, svim primenjenim postupcima analize za uzorke pod brojem 51 10,
dobijene su koncentracije AFB1 u opsegu od 1 do 10 pg/kg. U dva uzorka (broj 2 i 8)
jedan od ukupno devet rezultata bio je iznad 10 pg/kg. Najveci broj uzoraka, pet (broj
1, 3, 6,7 19) imalo je po dva rezultata iznad 10 pg/kg, dok je samo jedan uzorak (broj
4) imao Cetiri koncentracije AFB1 izvan definisanog koncentracionog opsega.

U pogledu rezultata za ukupne aflatoksine (AFS), kao i za AFB1, koncentracije
AFS u uzorcima 5 i 10 bile su u skladu sa definisanim koncentracionim opsegom, dok je
kod uzoraka 2 i 8 po jedan rezultat bio iznad 10 pg/kg. Po dva rezultata izvan
definisanog opsega dobijena su za uzorke 1, 7 i 9; tri rezultata kod uzorka 6, dok su

Cetiri koncentracije AFS iznad 10 pg/kg pronadene u uzorcima 3 i 4.
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Tabela 5.39. Pregled rezultata analiza prirodno kontaminiranih uzoraka
kukuruza dobijenih primenom razli¢itih postupaka pripreme
uzoraka i metoda odredivanja aflatoksina za koncentracioni

opseg 1-10 ug/kg

Metoda Metoda Analit Broj uzorka
odredivanja pripreme 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ELISA AFB1 6,74 451 756 563 280 410 493 7,60 552 3,67
AFS 890 451 998 563 280 541 4,93 100 7,29 3,67
MycoSep AFB1 555 1,52 13,7 10,2 1,72 235 4,07 3,52 4,02 6,62
HPLC-FLD AFS 6,55 1,52 17,9 144 1,72 3,72 4,07 452 554 6,62
IAC AFB1 721 391 650 140 223 264 999 504 612 987
AFS 877 391 120 140 223 4,10 999 883 722 987
AFB1 936 129 13,2 833 635 122 999 13,6 5,60 9,82
HPLC-UV VYOS TAReT 936 129 180 833 635 145 999 149 824 982
light- FLD IAC AFB1 13,4 490 9,18 11,1 1,80 9,71 9,15 7,30 6,13 8,80
AFS 13,4 490 12,5 11,1 1,80 11,8 9,15 949 9,14 8,80
MycoSep AFB1 6,16 4,86 327 1,10 1,85 239 142 341 444 3,20
AFS 748 486 661 1,10 1,85 263 142 341 6,63 3,20
IAC AFB1 356 431 13,6 295 1,10 588 6,12 1,65 11,4 1,10
LC-MS/MS AFS 522 431 164 295 1,10 832 612 1,65 11,4 1,10
QUECHERS AFB1 10,7 6,75 7,52 16,1 620 4728 496 3,15 881 7,20
AFS 10,7 6,75 94 161 620 622 496 3,15 881 7,20
Ekstrakcija AFB1 6,61 544 733 418 922 364 102 537 124 215
AFS 9,76 544 897 418 922 663 102 537 124 215
Sr.vrednost 770 546 9,10 818 3,70 7,63 818 563 7,16 5,83
AFB1 STD 297 3,12 366 511 284 694 3535 357 3,01 3,37
MIN 356 152 327 1,10 11 235 4,07 1,65 4,02 1,10
MAX 13,4 129 13,7 161 922 239 142 13,6 124 9,87
Sr.vrednost 890 546 1242 864 3,70 967 818 681 852 583
AFS STD 239 3,12 415 550 2,84 7,18 3,35 4,27 2,22 3,37
MIN 522 152 661 1,10 1,10 3,72 4,07 1,65 554 1,10
MAX 134 129 180 16,1 922 263 142 149 124 9,87

Na Slici 5.18. predstavljeni su svi dobijeni rezultati za AFB1 i ukupne aflatoksine

po jednom uzorku kao srednja vrednost sa standardnom devijacijom, prema podacima

iz Tabele 5.39.
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Slika 5.18. Rezultati analize dobijeni primenom razlicitih metoda za
koncentracioni opseg 1-10 ng/kg predstavljeni kao srednja vrednost

a) AFB1 b) ukupni aflatoksini

[z rezultata prikazanih na Slici 5.18. (a) moZe se uociti da se dobijene srednje

vrednosti koncentracija AFB1 u svim uzorcima nalaze u definisanom koncentracionom
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opsegu od 1 do 10 pg/kg, dok vrednosti standardnih devijacija ukazuju da su
odstupanja pojedinih rezultata zabeleZena kod uzoraka 3, 4, 6 i 7. U pogledu rezultata
za ukupne aflatoksine (Slika 5.18. b) moZe se uociti da je jedino kod uzorka pod brojem
3 dobijena srednja vrednost iznad 10 pg/kg, dok sa uracunatim vrednostima
standardnih devijacija samo kod uzoraka 2, 5 i 10 nije zabeleZno odstupanje od
definisanog koncentracionog opsega.

Za koncentracioni opseg od 10 do 50 pg/kg u pogledu rezultata dobijenih za
AFB1 mozZe se uociti da je u uzorcima 12 i 17 po jedna odredena koncentracija ve¢a od
50 pg/kg, dok je u uzorcima 15, 16 i 18 po jedna koncentracija manja od 10 pg/kg
(Tabela 5.40). Jedino su kod uzorka 20, dva rezultata bila iznad definisanog opsega.
Ostali rezultati za koncentraciju AFB1 bili su u skladu sa definisanim opsegom. Kada se
posmatraju rezultati u vezi sa koncentracijom ukupnih aflatoksina kod uzorka 20 tri
rezultata su iznad definisanog opsega, dok su kod uzoraka 12 i 17 po jedan rezultat

iznad, a kod uzoraka 15 i 16 po jedan rezultat ispod definisanog opsega.
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Tabela 5.40. Pregled rezultata analiza prirodno kontaminiranih uzoraka
kukuruza dobijenih primenom razliCitih postupaka pripreme
uzoraka i metoda odredivanja aflatoksina za koncentracioni
opseg 10-50 ng/kg

Metoda Metoda Analit Broj uzorka
odredivanja pripreme 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
ELISA AFB1 32,6 182 463 41,0 296 21,0 267 319 164 434
AFS 40,8 22,7 463 41,0 371 21,0 334 399 205 543
MycoSep AFB1 141 223 11,4 124 125 204 17,7 344 24,0 50,2
HPLC-FLD AFS 19,1 27,6 114 124 145 204 341 391 260 54,2
IAC AFB1 109 17,8 342 16,7 148 26,7 23,8 385 226 42,6
AFS 24,5 22,1 34,2 16,7 17,2 26,7 37,0 429 23,6 43,6
MycoSep AFB1 26,5 284 450 404 29,1 26,7 238 385 22,6 426
HPLC-UV AFS 342 284 64,1 404 341 26,7 453 49,2 24,7 459
light- FLD IAC AFB1 20,3 24,8 31,4 398 199 19,5 29,8 40,1 39,8 25,5
AFS 28,0 248 368 398 32,2 195 44,5 46,3 43,6 42,7
MycoSep AFB1 13,0 12,2 13,5 17,7 11,8 989 586 151 265 36,8
AFS 21,1 233 135 17,7 150 989 66,5 20,6 302 41,7
IAC AFB1 419 120 10,1 31,1 11,2 485 409 6,57 32,5 106
LC-MS/MS AFS 49,6 125 10,1 31,1 148 48,5 485 10,5 386 113
QUEChERS AFB1 27,2 185 306 391 21,1 212 298 274 485 32,8
AFS 347 31,2 30,6 391 265 21,2 499 345 529 36,2
Ekstrakcija AFB1 26,3 334 275 290 500 394 347 168 42,1 319
AFS 346 433 27,5 290 6,64 394 49,7 19,0 43,7 34,5
Sr.vrednost 236 328 278 29,7 17,2 259 31,8 27,7 30,6 458
AFB1 STD 10,1 33,3 136 11,4 84 116 12,1 12,1 10,8 23,8
MIN 109 12,2 10,1 12,4 5 989 17,7 6,57 16,4 25,5
MAX 419 120 46,3 41,0 296 485 586 40,1 485 106
Sr.vrednost 31,8 387 305 29,7 220 259 454 336 33,8 51,8
AFS STD 98 330 17,7 11,4 10,7 11,6 10,2 13,6 11,3 23,9
MIN 19,1 22,1 10,1 124 6,64 989 334 10,5 20,5 345
MAX 49,6 125 64,1 41,0 37,1 485 665 492 529 113

Najveca nehomogenost uzorka uocena je kod uzorka 12, u kome se

koncentracija AFB1 kretala od 2 do 120 pg/kg, a koncentracija ukupnih aflatoksina od

22,1 do 125 pg/kg. Navedena nehomogenost dobijenih vrednosti kod uzorka 12, kao i

raspodela koncentracija AFB1

i

ukupnih aflatoksina

koncentracionog opsega 10-50 pg/kg prikazani su na Slici 5.19.

za druge

uzorke

iz
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Slika 5.19. Rezultati analize dobijeni primenom razli¢itih metoda za

koncentracioni opseg 10-50 pg/kg predstavljeni kao srednja vrednost
a) AFB1 b) ukupni aflatoksini
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Kako se sa Slike 5.19. (a) vidi, dobijene srednje vrednosti koncentracija AFB1 u
svim uzorcima nalaze se u definisanom koncentracionom opsegu od 10 do 50 pg/kg,
dok vrednosti standardnih devijacija ukazuju da su odstupanja pojedinih rezultata
zabeleZena kod uzoraka 12, 15 i 20. Za ukupne aflatoksine (Slika 5.19. b) dobijene
srednje vrednosti koncentracija u svim uzorcima nalaze se u definisanom
koncentracionom opsegu, dok je sa uraCunatim vrednostima standardnih devijacija
kod uzoraka 12, 17 i 20 zabeleZno odstupanje od definisanog opsega.

U Tabeli 5.41. prikazani su rezultati dobijeni primenom razli¢itih metoda
odredivanja aflatoksina za koncentracioni opseg iznad 50 pg/kg. 1z tih rezultata moze
se zakljuciti da je po jedan rezultat za AFB1 ispod 50 pg/kg dobijen kod uzoraka 21, 24,
27 i 30. Dva rezultata manja od 50 pg/kg dobijena su kod uzorka 26, dok su tri
rezultata dobijena kod uzorka 25. Najveci broj odstupanja rezultata za odredenu
koncentraciju AFB1 pronadeni su kod uzorka 22, u kome je ¢ak pet rezultata imalo je
koncentraciju ispod 50 pug/kg. U pogledu rezultata vezanih za ukupne aflatoksine moze
se uociti da je po jedan rezultat kod uzoraka 24, 27 i 30 bio manji od 50 pg/kg, dok su
dva rezultata manja od 50 pg/kg dobijena kod uzoraka 25 i 26. U slu¢aju ukupnih
aflatoksina, kao i kod AFB1, kod uzorka 22 zabeleZen je najveci broj (4) odstupanja
rezultata.

Rezultati prikazani u Tabeli 5.41. prikazani su i graficki na Slici 5.20. preko
srednjih vrednosti i standardnih devijacija. Sa Slike 5.20. (a) moZe se uociti da jedino
srednja vrednost rezultata za koncentraciju AFB1 je ispod definisanog opsega kod
uzorka 22, dok su srednje vrednosti ukupnih aflatoksina kod svih uzoraka iznad 50
ug/kg (Slika 5.20. b). Medutim, uraCunate vrednosti standardnih devijacija kod uzoraka

22,24, 251 26 ukazuju na odstupanja od definisanog koncentracionog opsega.
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Tabela 5.41. Pregled rezultata analiza prirodno kontaminiranih uzoraka
kukuruza dobijenih primenom razli¢itih postupaka pripreme
uzoraka i metoda odredivanja aflatoksina za koncentracioni

opseg >50 pg/kg
Metoda Metoda Analit Broj uzorka
odredivanja pripreme 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
ELISA AFB1 70,5 57,5 763 60,2 682 803 114 120 112 86,4
AFS 881 719 954 752 852 100 142 150 140 108
MycoSep AFB1 749 836 868 175 169 40,1 932 17,2 103 64,7
HPLC-FLD AFS 80,4 978 989 184 186 451 99,0 187 126 71,4
IAC AFB1 709 23,5 71,3 838 33,1 52,7 754 113 86,2 94,7
AFS 74,7 282 763 856 388 578 774 114 97,0 99,8
MycoSep AFB1 709 16,9 71,3 838 123,0 52,7 724 113 86,2 94,7
HPLC-UV AFS 758 169 87,5 888 1420 586 764 130 106 101
light- FLD IAC AFB1 72,1 51,3 94,5 88,1 115 544 983 105 79,6 115
AFS 80,2 51,3 102 94,7 129 56,6 103 117 964 117
MycoSep AFB1 51,4 27,7 48,6 10,5 82,7 7,03 645 839 538 275
AFS 568 429 598 12,7 899 114 712 886 643 319
IAC AFB1 529 17,5 124 70,1 46,2 90,8 178 174 72,3 166
LC-MS/MS AFS 574 28,2 133 70,1 524 965 179 176 82 168
QuEChERS AFB1 63,1 423 554 304 27,1 514 102 88,1 77,2 107
AFS 67,7 53,0 67,5 338 336 551 106 881 783 107
Ekstrakcija AFB1 44,6 67,1 943 785 91,3 465 116 108 91,6 86,1
AFS 50,1 789 111 796 91,3 528 116 119 98,1 889
Sr.vrednost 63,5 43,0 803 756 840 529 101,5 1025 84,7 93,6
AFB1 STD 11,1 23,6 22,8 457 46,5 23,7 339 411 17,0 37,4
MIN 44,6 169 48,6 105 27,1 703 645 172 538 27,5
MAX 749 83,6 124 175 169 90,8 178 174 112 166
Sr.vrednost 70,1 52,1 924 80,5 942 593 1078 111,3 98,7 99,2
AFS STD 12,9 26,6 22,6 47,3 50,6 265 34,7 444 234 364
MIN 50,1 169 598 12,7 336 114 71,2 18,7 643 319
MAX 88,1 97,8 133 184 186 100 179 176 140 168
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Slika 5.20. Rezultati analiza dobijeni primenom razlicitih metoda za
koncentracioni opseg >50 ng/kg predstavljeni kao srednja vrednost
a) AFB1 b) ukupni aflatoksini
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Dobijeni rezultati u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da se na osnovu
dobijenih parametara validacije, sve Ccetiri primenjene metode za odredivanje
aflatoksina u kombinaciji sa razli¢itim postupcima pripreme uzoraka, mogu primeniti
za odredivanje aflatoksina. Navedena cinjenica proizilazi iz rezultata u vezi sa
potvrdenom osetljivo$¢u, ponovljivosti i tacnosti primenjenih metoda. Medutim, iz
rezultata dobijenih nakon analize prirodno kontaminiranih uzoraka kukuruza, moze se
zakljuciti da neravnomernost raspodele aflatoksina ima izuzetno velik uticaj na
rezultat i da je, kako je veC i ranije reCeno, iz navedenog razloga veoma teSko sa
velikom sigurnoS¢u odrediti ta¢nu koncentraciju aflatoksina u prirodno
kontaminiranom uzorku (Remington i Schrok, 1970; CAST, 2003).

Koja metoda, od ispitanih, ¢e biti odabrana za analizu aflatoksina zavisi pre
svega od dostupnosti opreme, ali i obucenosti analiticara, i Zeljene brzine i cene

analize.

5.5. Prisustvo i raspodela ukupnih plesni, vrste
Aspergillus flavus 1 aflatoksina u prirodno
kontaminiranim uzorcima kukuruza

Usled neravnomerne raspodele plesni i mikotoksina unutar veée kolic¢ine
skladiStenih Zitarica veoma je teSko, sa visokim stepenom sigurnosti, odrediti tacnu
koncentraciju mikotoksina, bez obzira koja savremena analiticka tehnika se koristi za
njihovo odredivanje (Whitaker i sar., 1974; Jewers, 1982; Whitaker, 2006).

Navedena Cinjenica, kao i dobijeni rezultati prirodno kontaminiranih uzoraka
kukuruza primenom razli¢itih metoda, uslovili su nastavak istrazivanja u vezi sa
ispitivanjem raspodele plesni i aflatoksina unutar vece kolic¢ine skladiStenog kukuruza.
Za ispitivanje su odabrana cetiri skladista kukuruza kapaciteta do jedne tone. Iz svakog
skladista, pri eleviranju kukuruza, uzeto je osam pojedinac¢nih uzoraka, po principu
jedan uzorak na svakih 100 kg. U svakom pojedinacnom uzorku odreden je ukupan

broj formiranih kolonija (eng. “colony forming unit”, cfu) za UBP i A. flavus, kao i

154



Doktorska disertacija

Jovana Kos

sadrZaj aflatoksina. Sadrzaj aflatoksina odreden je primenom HPLC-FLD metode, a

uzorci su precisS€eni primenom MycoSep kolona. Dobijeni rezultati prikazani su u

Tabeli 5.42.

Tabela 5.42. SadrZaj ukupnog broja plesni, vrste Aspergillus flavus i aflatoksina u
pojedinacnim uzorcima kukuruza uzorkovanim iz skladista

Skladiste

Pojedinacni uzorci

1 1 2 3 4 c 6 - 3 SRV STD MIN MAX
UBP 85 215 230 190 156 230 160 135 175 50,9 85,0 230
Aflavus 6,50 7,50 850 6,20 12,5 57,5 32,0 150 182 180 6,20 57,5
C(AFS) 359 372 11,6 284 104 33,4 88,1 408 357 241 104 88,1
Skladiste Pojedinacni uzorci

2 1 2 3 4 c 6 - 3 SRV STD MIN MAX
UBP 155 190 320 165 105 230 205 210 197 63,0 105 320
Aflavus 6,10 11,5 16,0 10,0 12,7 30,0 12,5 105 255 329 6,10 105
C(AFS) <1 209 579 <1 319 451 16,5 183 593 62,6 16,5 183
Skladiste Pojedinacni uzorci

3 1 2 3 4 c 6 7 3 SRV STD MIN MAX
UBP 320 160 200 260 120 130 90,0 120 175 79,6 90,0 320
A.flavus 40,0 8,00 30,0 220 20,0 10,0 7,00 200 196 11,4 7,00 40,0
C(AFS) 719 399 531 244 371 23,0 950 51,6 388 199 9,50 71,9
Skladiste Pojedinacni uzorci

4 1 5 3 4 s 6 - 3 SRV STD MIN MAX
UBP 550 350 110 50,0 110 140 170 80,0 195 170 50,0 550
A.flavus 30,0 40,0 20,0 10,0 50,0 18,0 10,0 33,0 264 14,4 10,0 50,0
C(AFS) 9,70 100 596 <1 752 49,1 543 150 71,2 44,4 9,70 150

UBP: ukupan broj plesni
SRV: srednja vrednost

STD: standardna devijacija
MIN: minimalna vrednost
MAX: maksimalna vrednost
UBP i A. flavus: (x 103 cfu/g)

C (AFS): ug/kg

Iz rezultata prikazanih u Tabeli 5.42. vidi se da u svakom od Ccetiri skladiSta

postoji veliki raspon u broju formiranih kolonija ukupnih plesni i vrste A. flavus, kao i

odredenih koncentracija aflatoksina. UBP kretao se u intervalu 85-230 x 103 cfu/g u

prvom skladistu, 105-320 x 103 cfu/g u drugom skladistu, 90-320 x 103 cfu/g u trecem i
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50-550 x 103 cfu/g u cetvrtom skladiStu. Prema Pravilniku o mikrobioloskoj
ispravnosti namirnica u prometu iz 1993. godine, maksimalan broj formiranih kolonija
za UBP u kukuruzu bio je 10 x 103 cfu/g. U svakom od 32 pojedinaCna uzorka
kukuruza, UBP bio je ve¢i od 10 x 103 cfu/g. Medutim, stupanjem na snagu novog
Pravilnika (,,SI. glasnik RS”, 72/2010) UBP u kukuruzu viSe se ne kontroliSe.

U svakom pojedinatnom uzorku odredeno je prisustvo plesni A. flavus. Broj
formiranih kolonija plesni A. flavus u pojedinacnim uzorcima iz prvog, drugog, treceg i
Cetvrtog skladista kretao se redom: 6,20-57,5 x 103; 6,10-105 x 103; 7,00-40,0 x 103 i
10,0-50,0 x 103 cfu/g.

Od ukupno 32 analizirana pojedinacna uzorka, samo 2 uzorka iz drugog
skladiSta i 1 uzorak iz Cetvrtog skladista nisu sadrzala aflatoksine u koncentraciji iznad
1 pg/kg. Ostali uzorci kukuruza bili su kontaminirani, a raspon koncentracija iz
pojedinacnih uzoraka iz prvog, drugog, treceg i cetvrtog skladiSta kretao se redom:
10,4-88,1; 16,5-183; 9,50-71,919,70-150 nug/kg.

Dobijeni rezultati ukazuju na neravnomernu raspodelu plesni A. flavus i
aflatoksina unutar svakog skladiSta. NajizraZenija neravnomernost bila je prisutna
unutar drugog skladiSta, u kome je zabeleZen najveci raspon koncentracija aflatoksina
(16,5-183 pg/kg), kao i broj kolonija plesni A. flavus (6,10-105 x 103 cfu/g). Pored toga,
u istom skladiStu od osam analiziranih uzoraka dva uzorka nisu sadrzala aflatoksine.
Na osnovu raspodele broja kolonija plesni A. flavus i koncentracija aflatoksina, moZe se
uociti da je od svih ispitanih uzoraka u uzorku broj 8 iz drugog skladista, najveci broj
kolonija (105 x 103 cfu/g) uslovio i najve¢u koncentraciju aflatoksina (183 pg/kg).
Takode, u istom skladiStu u uzorku broj 1 najmanji broj kolonija plesni A. flavus (6,10 x
103 cfu/g) nije doveo do pojave aflatoksina. Medutim, u ostalim uzorcima iz drugog
skladista, kao i iz ostalih skladiSta, vec¢i broj kolonija plesni A. flavus nije uvek
uslovljavao viSe koncentracije aflatoksina, i obrnuto.

Neravnomerna raspodela plesni A. flavus i aflatoksina u kukuruzu konstatovana
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u ovoj doktorksoj disertaciji u skladu je sa rezultatima dobijenim od strane Trung i sar.
(2008). Pored toga, Whitaker i sar. (1972) opisali su i neravnomernu raspodelu
aflatoksina kod uzorka kikirikija.

Na osnovu svega navedenog, moZe se zakljuciti da Sirok opseg koncentracija
aflatoksina ukazuje na teSkocu dobijanja ta¢ne koncentracije aflatoksina unutar jednog
skladista (lota), bez obzira na njegovu veli¢inu (CAST, 2003). Kao posledica toga, a
usled veoma Ceste analize jednog uzorka iz lota, Sanse da se dobije rezultat drugaciji od

stvarnog su vece od 50% (Remington i Schrok, 1970).

5.6. Optimizacija metodologije odredivanja AFM1 u
mleku

Za optimizaciju metodologije odredivanja AFM1 u ovoj doktorskoj disertaciji
ispitano je petnaest odabranih prirodno kontaminiranih uzoraka mleka. Odredivanje
AFM1 u mleku izvrSeno je primenom ELISA, HPLC-FLD i LC-MS/MS metoda. Pre
primene na realnim uzorcima ELISA metoda je validovana, a hromatografske metode

su optimizovane, razvijene i validovane.

5.6.1 ELISA metoda

Kao $to je i ranije istaknuto, ELISA metoda primenjena je za analizu pojave
AFM1 u 200 uzoraka kravljeg mleka na osnovu Cega je i procenjen rizik od pojave
AFM1 u mleku. Od analiziranih 200 uzoraka mleka, odabrano je petnaest sa sadrZzajem
AFM1 u tri koncentraciona opsega. Na osnovu dobijenih rezultata, ELISA ¢e biti

uporedena sa hromatografskim metodama.
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5.6.1.1. Validacija metode

LOD i LOQ primenjenog ELISA test kita odredeni su od strane proizvodaca
(Tecna S.r.l. I'screen AFLA M1, Trst, Italija) i iznose 0,002 pg/kg, odnosno 0,005 pg/kg.
Ponovljivost i reproduktivnost na nivou LOQ-a ispitana je analizom standarda AFM1 od
0,005 pg/kg. Na osnovu Sest analiza najmanjeg standarda u uslovima ponovljivosti i
deset analiza u uslovima reproduktivnosti dobijene su vrednosti za RSD;=3,98% i
RSDr=4,11%.

ELISA metoda validovana je analizom CRM-a i analizama uzoraka mleka u koje
je dodat standard AFM1. Odredivani parametri validacije kao i njihove vrednosti

prikazane su u Tabeli 5.43.

Tabela 5.43. Parametri validacije ELISA metode za odredivanje AFM1 u mleku

Koncentracija dodatog standarda

Parametar CRM
validacije (ng/ke)

0,05 0,50 1,00
Recovery 107,6 94,3 95,8 96,6
RSD: 3,54 8,36 7,15 6,43
RSDgr 4,97 17,8 14,2 10,9
Kalibraciona kriva y=-0,429In(x)+2,595 R2=0,999

CRM: sertifikovani referentni materijal

Tacnost metode procenjena je na osnovu analize CRM-a i tri spajkovana uzorka
mleka. Dobijene vrednosti za recovery od 94,3-107,6% su u okviru kriterijuma od 50-
120% za nivo koncentracija do 1 pg/kg, propisanog evropskom Regulativom i
tehnickim izvesStajem (EC/401/2006; CEN/TR 16059, 2010).

Preciznost u uslovima ponovljivosti i reproduktivnosti ispitana je analizom
CRM-a i tri uzorka mleka sa dodatim standardom AFM1. U uslovima ponovljivosti,
svaki uzorak analiziran je od strane istog analiti¢ara, pet puta u toku dana. Dobijene
RSD; vrednosti za ispitane koncentracione nivoe zadovoljavaju kriterijum (RSD:<30%)

propisan gore pomenutim tehnickim izveStajem. Preciznost u uslovima
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reproduktivnosti odredena je analizom navedenih uzoraka od strane dva analiticara u
periodu od dva dana. Dobijene RSDr vrednosti ukazuju na dobru preciznost primenjene
ELISA metode (RSDr <60%; CEN/TR 16059, 2010).

Takode, u Tabeli 5.43. prikazana je kalibraciona kriva i Kkoeficijent
determinacije, cija vrednost od 0,999 ukazuje na visoku zavisnost izmedu

koncentracija AFM1 i oCitanih absorbanci.

5.6.1.2. Analiza odabranih uzoraka mleka

Validovana ELISA metoda primenjena je za analizu petnaest odabranih uzoraka

mleka. Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 5.44.

Tabela 5.44. Sadrzaj AFM1 u odabranim uzorcima mleka odreden primenom

ELISA metode
Koncentracioni opseg (ng/kg) Broj uzorka SRV+SD (ng/kg)
1 0,043+0,001
2 0,036+0,001
<0,10 3 0,050+£0,001
4 0,086+0,009
5 0,047+0,001
6 0,254+0,007
7 0,231+0,032
0,10-0,40 8 0,189+0,013
9 0,105+0,001
10 0,253+0,012
11 0,534+0,070
12 0,528+0,157
>0,40 13 0,792+0,203
14 0,440+0,016
15 1,096+0,226

SRV # SD: srednja vrednost koncentracije (ug/kg) * standardna devijacija (pg/kg)
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Rezultati u Tabeli 5.44. ukazuju da je najbolja ponovljivost rezultata dobijena za
koncentracije AFM1 manje od 0,10 pg/kg. Opsezi standardnih devijacija (STD) u
navedenom ispitivanom opsegu kretale su se od 0,001 do 0,009 pg/kg. U druga dva
ispitivana opsega, dobijene su vece vrednosti STD, posebno za koncentracije vece od
0,25 pg/kg. Kao mogudi razlog za pojavu vecih STD vrednosti moZe se navesti potrebno
razblaZenje uzoraka, jer je 0,25 pg/kg najveca koncentracija AFM1 koja se moZe
odrediti primenjenim test kitom bez razblaZenja uzoraka.

Takode, primenom ELISA metode formirana su tri opsega koncentracija AFM1, a
pripadnost uzoraka navedenim opsezima bice ispitana poredenjem dobijenih rezultata

sa rezultatima dobijenim primenom hromatografskih metoda.

5.6.2 HPLC-FLD

5.6.2.1. Optimizacija hromatografskih uslova

Optimizacija hromatografskih parametara izvedena je radi pronalaZenja
optimalnih hromatografskih uslova radi dobijanja zadovoljavaju¢eg hromatograma i
odredivanja AFM1 sa dovoljnom osetljivoS¢u. Radni rastvor standarda AFM1 (50,0
ng/ml) upotrebljen je za ispitivanje optimalnih hromatografskih parametara. U Tabeli
5.45. prikazani su varirani i odabrani hromatografski parametri za odredivanje AFM1 u
mleku.

Tabela 5.45. Varirani i odabrani hromatografski parametri za odredivanje AFM1
u mleku primenom HPLC-FLD metode

Hromatografski parametri Opseg variranja Odabrani uslovi
Odnos rastvaraca u mobilnoj fazi A/B=60-80/40-20 A/B=75/25
Brzina protoka mobilne faze (ml/min) 0,2-0,5 0,25
Temperatura kolone (° C) 30-40 30
Aem (nm) 425-460 450
Aex (nm) 353-365 360

A: H20

B: CH3CN
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Primenom optimizovanih hromatografskih uslova dobijen je zadovoljavajuci
hromatogram AFM1 (Slika 5.21). AFM1 eluira se sa kolone na retencionom vremenu od
3,8 min, pri ¢emu relativna standardna devijacija retencionih vremena izracunata na

osnovu osam merenja ne prelazi 0,5%.

[ [maU] AFML

t (min)

Slika 5.21. Hromatogram standarda AFM1 (25 ng/ml)

Za utvrdivanje zavisnosti izmedu Kkoncentracije AFM1 i povrSine pikova
hromatograma analizirane su dve serije standarda AFM1. Prva serija obuhvatila je 8
standarda razlic¢itih koncentracija AFM1 (0,50; 1,00; 2,50; 5,00; 7,50; 10,0; 15,0 i 20,0
ng/ml), dok je druga serija obuhvatila Sest standarda (20,0; 40,0; 50,0; 75,0; 85,01 100
ng/ml). U Tabeli 5.46. prikazani su opsezi koriS¢enih serija standarda AFM1 kao i

karakteristike formiranih kalibracionih krivih, odnosno linearnih zavisnosti.
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Tabela 5.46. Karakteristike kalibracione krive za odredivanje AFM1 primenom

HPLC/FD metode
Koncentracioni opseg (ng/ml) Zavisnost R2
0,50-20,0 y=1,603x-0,133 0,999
20,0-100 y=1,261x+4,711 0,998

Dobijeni koeficijenti determinacije od 0,999 i 0,998 ukazuju da koncentracije
AFM1 dobro koreliraju sa povrSinama pikova hromatograma. Odabrane su dve serije
standarda, jer su ocekivane koncentracije AFM1 u analiziranim prirodno

kontaminiranim uzorcima mleka obuhvatale Sirok opseg koncentracija.

5.6.2.3. Validacija metode

Vrednost LOQ, za odredivanje AFM1 primenom HPLC-FLD metode, zadata je na
osnovu smernica koje propisuje tehnicki izvestaj (CEN/TR 16059, 2010). Prema
navedenom izvestaju LOQ vrednost treba da bude 0,4 puta manja od MDK analiziranog
mikotoksina. S obzirom da MDK za AFM1 iznosi 0,05 pg/kg, LOQ vrednost mora biti
manja od 0,02 pg/kg. LOQ vrednost od 0,004 pg/kg odredena je analizom opadajucih
koncentracija standarda AFM1, dok je LOD (0,001 pg/kg) izracunata matematickim
putem.

Validacija HPLC-FLD metode za odredivanje AFM1 u mleku izvrSena je po istom
principu kao i validacija ELISA metode. KoriS¢enjem uzoraka CRM-a i mleka sa dodatim
standardima AFM1 ispitana je ta¢nost i preciznost metode u uslovima ponovljivosti i
reproduktivnosti. Odredivani parametri validacije kao i njihove vrednosti prikazane su
u Tabeli 5.47.

Dobijene recovery vrednosti od 81,1-86,4%,prikazane u Tabeli 5.47,
zadovoljavaju kriterijum od 50-120% za nivo koncentracija do 1 pg/kg propisan

evropskom regulativom i tehnic¢kim izvestajem (EC/401/2006; CEN/TR 16059, 2010).
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Tabela 5.47. Parametri validacije za odredivanje AFM1 primenom HPLC-FLD

metode
Parametar CRM Koncentracija dodatog standarda (png/kg)
validacije 0,05 0,50 1,00
Recovery 81,5 84,5 81,1 86,4
RSD; 5,88 11,3 10,8 9,53
RSDr - 23,4 18,2 19,1

CRM: sertifikovani referentni materijal

Vrednosti za RSD; kretale su se od 5,88% nakon analize CRM-a i od 9,53 do
11,3% za uzorke mleka sa dodatim standardima AFM1. Preciznost u uslovima
reproduktivnosti nije ispitana nakon analize CRM-a, usled njegove ogranicene kolicine.
Vrednosti za RSDr dobijene nakon analize spajkovanih uzoraka, bile su u intervalu od
19,1 do 23,4%. RSD; i RSDr vrednosti zadovoljavaju kriterijume propisane tehnickim
izveStajem (CEN/TR 16059, 2010) i ukazuju na dobru preciznost razvijene HPLC-FLD
metode. Pored toga, uporedivanjem spektara i retencionog vremena standarda i AFM1

iz uzoraka izvrSena je njegova identifikacija, a ujedno i potvrdena specificnost metode.

5.6.2.4 Analiza prirodno kontaminiranih uzoraka mleka
Razvijena, optimizovana i validovana HPLC-FLD metoda primenjena je za

analizu petnaest odabranih prirodno kontaminiranih uzoraka mleka. Hromatogrami

standarda AFM1 i prirodno kontaminiranog uzorka mleka prikazani su na Slici 5.22.
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Slika 5.22. Hromatogrami standarda AFM1 (50 ng/ml) i prirodno
kontaminiranog uzorka mleka (uzorak 14) snimljen pri
optimizovanim hromatografskim uslovima

Rezultati analize za petnaest odabranih uzoraka prirodno kontaminiranih
mleka dobijeni primenom HPLC-FLD metode prikazani su u Tabeli 5.48.

Od 15 uzoraka, uzorak pod brojem 9 sa koncentracijom AFM1 0,075 pg/kg ne
upada u opseg 0,10-0,40 pg/kg definisan ELISA metodom. Takode, dva uzorka sa
koncentracijama AFM1 od 0,356 ug/kg (broj 12) i 0,352pug/kg (broj 14) ne odgovaraju
opsegu > 0,4 pg/kg. Na osnovu vrednosti standardnih devijacija, od pomenuta tri
uzorka, samo uzorak 12 sa koncentracijom AFM1 0,356+0,015 pg/kg ne zadovoljava
opseg definisan ELISA metodom (Tabela 5.44).

164



Doktorska disertacija Jovana Kos

Tabela 5.48. SadrZaj AFM1 u odabranim uzorcima mleka odreden primenom
HPLC-FLD metode

Koncentracioni opseg (ng/kg) Broj uzorka SRVSD (pg/kg)

1 0,021+0,017

2 0,025+0,015

<0,10 3 0,033+0,009
4 0,074+0,011

5 0,036+0,013

6 0,122+0,028

7 0,178+0,020

0,10-0,40 8 0,163+0,022
9 0,075+0,047

10 0,115+0,042

11 0,421+0,008

12 0,356+0,015

>0,40 13 0,670+0,075
14 0,352+0,065

15 0,760+0,090

SRV # SD: srednja vrednost koncentracije (ug/kg) * standardna devijacija (pg/kg)

5.6.3. LC-MS/MS

5.6.3.1. Optimizacija MS/MS parametara

Za optimizaciju MS/MS parametra koriS¢en je standard AFM1 koncentracije 1
pg/ml. Optimizacija se zasnivala na pronalaZenju optimalnih tranzicija jona AFM1, kao
i njegovih akvizicionih parametara u MRM reZimu rada. Optimizacija napona na
fragmentoru i kolizione energije uradena je na nacin opisan u poglavlju 5.4.4.1. AFM1
analiziran je pri naponu fragmentora u rasponu od 120-200 V, u koracima izmedu 10 i
20 V. Najvece povrsine pikova ukazale su da je 150 V optimalan napon na fragmentoru

(Slika 5.23.).
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Slika 5.23. Odnos inteziteta signala (I) i optimizovanih napona na
fragmentoru za produkt jone 273,1i 259,1

Kolizione energije za dva produkt jona ispitivane su u intervalu od 10 do 35 V.

20V je odabrana koliziona energija za oba ispitivana produkt jona (Slika 5.24.).
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Slika 5.24. Odnos inteziteta signala (I) i optimizovanih kolizionih energija
za produkt jone 273,11 259,1
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5.6.3.2. Optimizacija hromatografskih uslova

Optimizacija hromatografskih parametara za odredivanje AFM1 u mleku
primenom LC-MS/MS metode izvedena je analizom radnog rastvora standarda AFM1
(50,0 ng/ml). U Tabeli 5.49 prikazani su varirani i odabrani hromatografski parametri
za odredivanje AFM1 u mleku. AFM1 eluiran je u gradijentnom reZimu opisanom u

Poglavlju 3 (LC-MS/MS, hromatografski uslovi).

Tabela 5.49. Varirani i odabrani hromatografski parametri za odredivanje AFM1
u mleku primenom LC-MS/MS metode

Hromatografski parametri Opseg variranja Odabrani uslovi
Odnos rastvaraca u mobilnoj fazi A/B=20-80/80-20 A/B=70/30
Brzina protoka mobilne faze (ml/min) 0,2-0,5 0,50
Temperatura kolone (° C) 30-40 30

A: MeOH, 5 mM NH;HCOO 1% HCOOH
B: H20, 5 mM NH4HCOO 1% HCOOH

Primenom optimizovanih hromatografskih uslova i MS/MS parametara dobijen
je zadovoljavaju¢i hromatogram AFM1 (Slika 5.25). AFM1 se eluira se sa kolone na
retencionom vremenu od 4,8 min, pri ¢emu relativna standardna devijacija izracunata

na osnovu osam merenja ne prelazi 1,2%.
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Slika 5.25. Ekstrahovani MRM jonski hromatogram standarda
AFM1 (c=25 ng/ml) sa odabranom tranzicijom

Da bi se utvrdila zavisnost izmedu koncentracije AFM1 i povrSine pikova
hromatograma analizirane su dve serije standarda AFM1. Prva (0,50; 1,00; 2,50; 5,00;
10,0; i 20,0 ng/ml) i druga (20,0; 40,0; 50,0; 75,0; 85,0 i 100 ng/ml) serija standarda
obuhvatile su 6 razli¢itih koncentracija AFM1. U Tabeli 5.50. prikazani su opsezi
korisc¢enih serija standarda AFM1 kao i karakteristike formiranih kalibracionih krivih.
Dobijeni koeficijenti determinacije od 0,999 i 0,998 ukazuju da koncentracije AFM1

dobro kooreliraju sa povrSinama pikova hromatograma.

Tabela 5.50. Karakteristike kalibracionih krivi za odredivanje AFM1 primenom
LC/MS-MS metode

Koncentracioni opseg (ng/ml) Zavisnost R2
0,50-20,0 y=44,76x-11,88 0,999
20,0-100 y=33,62x+199,1 0,998
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5.6.3.3. Validacija metode

Validacija LC-MS/MS metode za odredivanje AFM1 u mleku izvrSena je po istom
principu kao i validacija HPLC-FLD metode. Da bi se mogli uporediti dobijeni razultati
analize petnaest prirodno kontaminiranih uzoraka mleka primenom razlicitih metoda,
odluceno je da LOD i LOQ vrednosti za LC-MS/MS metodu budu isti kao i za HPLC-FLD
metodu.

KoriS¢eni su uzorci CRM-a i mleka sa dodatim standardima AFM1, i ispitani su
tacnost i preciznost metode u uslovima ponovljivost i reproduktivnost. Odredivani

parametri validacije kao i njihove vrednosti prikazane su u Tabeli 5.51.

Tabela 5.51. Parametri validacije za odredivanje AFM1 primenom LC-MS/MS

metode
Parametar CRM Koncentracija dodatog standarda (png/kg)
validacije 0,05 0,50 1,00
Recovery 71,2 74,4 72,5 80,3
RSD, 8,22 12,8 11,6 11,5
RSDr - 26,7 21,3 20,8

CRM: sertifikovani referentni material

Iz Tabele 5.51. moZe se uociti da dobijene vrednosti za recovery 81,1-86,4%;
RSD; 8,22-12,8 i RSDr 20,8-26,7% zadovoljavaju kriterijume za nivo koncentracija do 1
ug/kg propisane evropskom regulativom i tehnickim izveStajem (EC/401/2006;
CEN/TR 16059, 2010), i ujedno ukazuju na tacnost i dobru preciznost razvijene LC-
MS/MS metode.

Specificnost metode utvrdena je identifikacijom AFM1 na osnovu prekursor i
produkt jona. Pored toga izvrSena je i identifikacija na osnovu poredenja retencionog

vremena sa istim identifikacionim karakteristikama kao i za odgovarajuéi standard.
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5.6.3.4 Ispitivanje uticaja matriksa
Za odredivanje uticaja matriksa koriS¢ene su dve serije (0,50-20,0; 20,0-100
ng/ml) SC i MMC standarda. U Tabeli 5.52. prikazane su karakteristike formiranih MMC

kalibracionih krivih i izra¢unati matriks efekti.

Tabela 5.52. Karakteristike MMC kalibracione Krive i uticaj matriks efekta

Koncentracioni opseg (ng/ml) Zavisnost R2 Matriks efekat (%)
0,50-20,0 y=40,44x-11,30 0,999 90,3
20,0-100 y=32,05x+120,4 0,994 95,3

Dobijeni koeficijenti determinacije od 0,999 i 0,994 ukazuju da koncentracije
AFM1 iz MMC krivih dobro koreliraju sa povrSinama pikova hromatograma. Pored
toga, iz Tabele 5.52. moZe se uociti da je ispitivani matriks-mleko doveo do malog
smanjenja analitickog signala. Odnos nagiba MMC i SC krivih za opseg koncentracija od
0,50 do 20,0 ng/ml ukazuje na smanjenje signala od 9,7%, dok za vece koncentracije od
20,0 do 100 ng/ml smanjenje signala iznosi svega 4,7%. Iz ovoga se moZe zakljuciti da
matriks-mleko preciS¢eno primenom AflaStar™ M1 R-imunoafinitetnih kolona nema
veliki uticaj na smanjenje signala, kao i da je smanjenje signala manje pri ve¢im
koncentracijama AFM1.

Odredeni uticaj matriksa u ovoj doktorskoj disertaciji u skladu je sa SSE

vrednostima dobijenim i objavljenim u dostupnim literaturnim izvorima (Chen i sar.,

2005; Skrbi¢ i sar. 2014).

5.6.3.5. Analiza prirodno kontaminiranih uzoraka mleka
Razvijena, optimizovana i validovana LC-MS/MS metoda primenjena je za

analizu petnaest odabranih prirodno kontaminiranih uzoraka mleka. Hromatogrami

standarda AFM1 i prirodno kontaminiranog uzorka mleka prikazani su na Slici 5.26.
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STANDARD

/

UZORAK

xW0=
9
875

Slika 5.26. Hromatogrami standarda AFM1 (50 ng/ml) i prirodno

kontaminiranog uzorka mleka (0,298 pg/kg) snimljen pri optimizovanim
hromatografskim uslovima

Rezultati analize za petnaest odabranih uzoraka prirodno kontaminiranih

mleka dobijeni primenom LC-MS/MS metode prikazani su u Tabeli 5.53.

Iz dobijenih rezultata moZe se uociti da od petnaest uzoraka, samo jedan uzorak
(broj 9) sa koncentracijom AFM1 0,085+0,007 pg/kg ne upada u opseg 0,10-0,40 pg/kg

definisan ELISA metodom (Tabela 5.44).
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Tabela 5.53. Sadrzaj AFM1 u odabranim uzorcima mleka odreden primenom LC-

MS/MS metode
Koncentracioni opseg (ng/kg) Broj uzorka SRVSD (ng/kg)
1 0,035+0,013
2 0,029+0,007
<0,10 3 0,034+0,010
4 0,069+0,020
5 0,046+0,017
6 0,117+0,053
7 0,180+0,044
0,10-0,40 8 0,193+0,020
9 0,085+0,007
10 0,112+0,041
11 0,524+0,033
12 0,445+0,056
>0,40 13 0,778+0,035
14 0,326+0,064
15 1,501+0,165

SRV * SD: srednja vrednost koncentracije (ug/kg) * standardna devijacija (pg/kg)

5.6.4. Poredenje rezultata analiza odabranih uzoraka mleka
primenom ELISA, HPLC-FLD i LC-MS/MS metoda

ELISA, HPLC-FLD i LC-MS/MS metodama analizirano je prisustvo AFM1 u
petnaest odabranih prirodno kontaminiranih uzoraka kravljeg mleka. Poredenje
dobijenih rezultata prikazano je u Tabeli 5.54.

lako mnogi literaturni podaci ukazuju da ELISA metoda daje laZno pozitivne
rezultate (Anklam i sar., 2002; Rodriques-Velasco i sar., 2003; Singh i sar., 2013), na
osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 5.54. moZe se zakljuciti da je prisustvo AFM1
odredeno primenom ELISA metode potvrdeno i u svih 15 uzoraka primenom HPLC-

FLD i LC-MS/MS metoda. Pored toga, moZe se uociti da su rezultati dobijeni primenom

172



Doktorska disertacija Jovana Kos

ELISA metode malo viS$i u odnosu na rezultate dobijene hromatografskim analizama,
Sto je u skladu sa prethodno objavljenim literaturnim podacima (Rodriques-Velasco i

sar., 2003; Colak i sar., 2006).

Tabela 5.54. Poredenje sadrzaja AFM1 u odabranim uzorcima mleka odredenog
primenom ELISA, HPLC i LC-MS/MS metoda

Primenjene metode

Opseg

koncentracija Broj ELISA HPLC-FLD LC-MS/MS
(ug/kg) uzorka SRV+SD SRV+SD SRV+SD
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
1 0,043+0,0012 0,021+0,0172 0,035+0,0132
2 0,036+0,0012 0,025+0,0152 0,029+0,0072
<0,1 3 0,050+0,0012 0,033+0,0092 0,034+0,0102
4 0,086+0,0092 0,074+0,011= 0,069+0,0202
5 0,047+0,0012 0,036+0,0132 0,046+0,0172
6 0,254+0,007b 0,122+0,0282 0,117+0,0532
7 0,231+0,0322 0,178+0,0202 0,180+0,0442
0,1-0,4 8 0,189+0,0132 0,163+0,0222 0,193+0,0202
9 0,105+0,0012 0,075+0,047 a 0,085+0,007 2
10 0,253+0,012b 0,115+0,0422 0,112+0,0412
11 0,534+0,0702 0,421+0,0082 0,524+0,0332
12 0,528+0,1572 0,356+0,0152 0,445+0,0562
> 0,4 13 0,792+0,2032 0,670+0,0752 0,778+0,0352
14 0,440+0,0162 0,352+0,0652 0,326+0,0642
15 1,096+0,2263 0,760+0,092 1,501+0,165P

Razli¢ita slova u istom redu ukazuju na znacajnu razliku (P < 0,05) izmedu rezultata prema
Dankanovom testu viSestrukih intervala
SRV+SD: Srednja vrednost koncentracije (ug/kg) * standardna devijacija (pg/kg)

StatistiCka analiza varijansi izmedu primenjenih metoda pokazala je da postoji
znacajna razlika (p < 0,05) izmedu rezultata za uzorke 6, 10 i 15. Primenom ELISA
metode za uzorke pod brojem 6 i 10 dobijene su koncentracije AFM1 koje se znacajno
razlikuju od rezultata dobijenih primenom HPLC-FLD i LC-MS/MS metoda. Pored toga,

koncentracija AFM1 u uzorku 15 odredena LC-MS/MS metodom znacajno se razlikuje
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od odredenih koncentracija primenom druge dve metode. I pored navedenih znacajnih
statistickih razlika, potrebno je ukazati da je od ukupno 45 rezultata dobijenih
primenom tri metode za 15 razliitih uzoraka, samo u tri uzorka primecena statisticki
znacajna razlika.

Da bi se ispitala korelacija izmedu primenjenih metoda za odredivanje AFM1 u
prirodno kontaminiranim uzorcima mleka, dobijeni rezultati analizirani su metodom
proste linearne regresije. Korelacija izmedu primenjenih metoda izraZena je
koeficijentom korelacije (r) za ukupan i tri ispitana opsega koncentracija. Dobijeni

rezultati analize prikazani su u Tabeli 5.55.

Tabela 5.55. Korelacija izmedu primenjenih metoda za odredivanje AFM1:
ELISA/HPLC-FLD; ELISA/LC-MS/MS i HPLC-FLD/LC-MS/MS

Opseg

S ELISA/ ELISA/ HPLC-FLD/
) HPLC-FLD LC-MS/MS LC-MS/MS
(ng/kg)
r 0,9748 0,9456 0,9561

<0,1 zavisnost y=1,062x-0,0182 y=0,7760x+0,001 y=0,7201x+0,0152

r 0,4938 0,2778 0,9572

0,1-0,4 zavisnost y=0,326x-0,0635 y=0,2090x+0,094 y=1,0911x-0,0052

r 0,9623 0,9851 0,9142

>0,4 zavisnost y=0,682x-0,0493 y=1,7267x-0,456 y=2,2602x-0,422

Ukupan r 0,9857 0,9651 0,9465

opseg zavisnost y=0,747x-0,0065 y=1,2293x-0,0857 y=1,5912x-0,0626

r: koeficijent korelacije

Podaci prikazani u Tabeli 5.55. ukazuju da je za svih 15 analiziranih uzoraka
najveéi koeficijent korelacije (r=0,9857) odreden za rezultate dobijene primenom
ELISA i HPLC-FLD metoda. NeSto manji koeficijent korelacije (r=0,9651) odreden je za
rezultate dobijene primenom ELISA i LC-MS/MS metoda. [ako su uzorci u ovoj
doktorskoj disertaciji za analizu primenom HPLC-FLD i LC-MS/MS pripremani na isti
nacin (imunoafinitetne kolone), poredenjem rezultata dobijena je najmanja korelacija,

odnosno r vrednost od 0,9465. Ovaj podatak moZe se objasniti moguc¢im gubitkom
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analita tokom viSeetapne pripreme uzoraka primenom imunoafinitetnih kolona
(Castegnaro i sar., 2006). Iz tog razloga, Hongyo i sar. (1992) preporucuju da se za
poredenje rezultata razliitih metoda koriste isti ekstrakti, kako bi se povecala
korelacija izmedu uporedivanih metoda. Medutim, Beaver i sar. (1990) tvrde da bi se
analizom istih ekstrakata poredile samo metode odredivanja, a ne ceo postupak
analize. [z tog razloga u ovoj doktorskoj disertaciji za poredenje HPLC-FLD i LC-MS/MS
metoda koriS¢eni su razliCiti ekstrakti od istih prirodnih kontaminiranih uzoraka
mleka pripremljeni na isti nacin primenom imunoafinitetnih kolona. Ipak, na osnovu
dobijenih koeficijenata korelacije od 0,9857, 0,9651 i 0,9465 moZe se zakljuciti da
izmedu rezultata uporedivanih metoda postoji korelacija, jer je r>0,9 (Das i sar., 2009).

U pogledu dobijenih koeficijenata korelacije izmedu ispitivanih metoda za
razlic¢ite opsege koncentracija, moZe se uociti da se njegova vrednost krece u intervalu
od 0,2778 do 0,9748. Slaba korelacija, okarakterisana sa r<0,5 (Das i sar., 2009),
dobijena je za opseg koncentracija AFM1 od 0,1 do 0,4 pg/kg dobijenih primenom
ELISA metode, u poredenju sa druge dve hromatografske metode. Za ostale ispitivane
opsege koncentracija AFM1, dobijeni rezultati primenom tri razli¢ite metode pokazale
su korelaciju sa vrednostima r>0,9 (Tabela 5.55).

Dobijeni rezultati i visoke vrednosti koeficijenta korelacije izmedu primenjenih
ELISA, HPLC-FLD i LC-MS/MS metoda mogu poticati i od relativno homogene
distribucije AFM1 u prirodno kontaminiranim uzorcima mleka. Iako je u mnogim
literaturnim izvorima (Whitaker i sar., 2006; Krska i Molinelli, 2007; Van Egmond i sar.,
2007) kao i u ovoj doktorskoj disertaciji, potvrdena neravnomerna raspodela
aflatoksina unutar ¢vrstog uzorka (kukuruza), do danas nema dostupnih podataka o
raspodeli mikotoksina unutar te¢nih matriksa.

Takode, dobijeni rezultati analize prisustva AFM1 u prirodno kontaminiranim
uzorcima mleka primenom tri razlicite metode ne mogu u potpunosti biti uporedeni sa
rezultatima iz literature. Prvo, jer do danas nema radova koji porede tri navedene
metode, a drugo jer se vecina radova koji se bave poredenjem dve metode koncipiraju

na analizama uzoraka koji nisu prirodno kontaminirani nego je u njih dodat standard
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ispitivanog mikotoksina. Objavljeno je nekoliko radova koji su poredili ELISA i HPLC-
FLD metodu za odredivanje AFM1 u mleku i mle¢nim proizvodima. Kim i sar. (2000) su
nasuprot drugim autorima (Rodriques-Velasco i sar., 2003; Colak i sar., 2006)
ustanovili da se primenom ELISA metode dobijaju manje koncentracije AFM1 u odnosu
na HPLC-FLD metodu. Pored toga, Dixon-Holland i Katz (1988) kao i Colak i sar. (2006)
ustanovili su da izmedu rezultata dobijenih primenom ELISA i HPLC-FLD metode
postoji dobra korelacija.

Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da se sve navedene tri
metode kao dovoljno osetljive, ponovljive i tacne mogu koristiti za odredivanje AFM1 u

prirodno kontaminiranim uzorcima mleka.
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6. Zakljucak

Na osnovu sprovedenih istrazivanja i prikazanih rezultata u ovoj doktorskoj
disertaciji mogu se izneti slede¢i zakljucci:
1. Analizom pojave aflatoksina u uzorcima kukuruza iz Cetiri proizvodne
godine (2009-2012.) utvrdeno je da nijedan od 300 uzoraka kukuruza iz 2009.,
2010. i 2011. godine nije bio kontaminiran aflatoksinima. Nasuprot tome, od
700 analiziranih uzoraka kukuruza iz 2012. godine, 553 (79%) uzoraka bilo je
kontaminirano aflatoksinima. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti
da su klimatski uslovi u velikoj meri uticali na visok nivo pojave aflatoksina u
uzorcima kukuruza iz 2012. godine, kao i odsustvo aflatoksina u analiziranim
uzorcima kukuruza iz 2009., 2010. i 2011. godine. Naime, zabeleZeni klimatski
uslovi od aprila do septembra (2009-2011.) nisu pogodovali razvoju
Aspergillus plesni i sintezi aflatoksina. Medutim, susni uslovi zabeleZeni tokom
2012. godine u velikoj meri uticali su na pojavu Aspergillus plesni i visok nivo

kontaminacije kukuruza aflatoksinima. Takode, analizom po 100 uzoraka
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kukuruza u periodu od sedam meseci, utvrdeno je da tokom perioda
skladistenja dolazi do povecanja broja kontaminiranih uzoraka kukuruza.

2. Analizom 200 uzoraka razli¢itih kategorija kravljeg mleka ustanovljeno
je da samo 2 (1%) uzorka nisu bila kontaminirana sa AFM1. Ostalih 198
uzoraka sadrzalo je AFM1 u koncentracionom intervalu od 0,005 do 1,200
ug/kg. Takode, na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je najveca
srednju vrednost koncentracije AFM1 (0,372+0,308 pg/kg) odredena kod
uzoraka pasterizovanih mleka proizvedenih u manjim pogonima, dok je
najmanja srednja koncentracija AFM1 (0,080+0,073 pg/kg) pronadena u
uzorcima organskog mleka. Dobijeni rezultati ukazuju da se pojava AFM1 u
analiziranim uzorcima kravljeg mleka iz 2012. godine moZe dovesti u vezu sa
klimatskim uslovima i pojavom aflatoksina u kukuruzu. Cinjenica da je 79%
analiziranih uzoraka kukuruza iz 2012. godine bilo kontaminirano
aflatoksinima i da se najveci deo proizvedenog kukuruza (80-90%) u Srbiji
Koristi za ishranu Zivotinja, dodatno potvrduje prethodno definisan uzrok
pojave AFM1 u mleku.

3. Rizik od pojave AFM1 u mleku procenjen je na osnovu analize 200
uzoraka kravljeg mleka i analize ankete koja je obuhvatila 1500 ispitanika.
Analizom mleka odredene su najmanja, srednja i najve¢a koncentracija AFM1 u
kontaminiranim uzorcima mleka, dok su rezultati ankete ukazali na prosecan
unos mleka u zavisnosti od starosne kategorije i pola ispitanika. Dobijeni
rezultati u vezi sa procenom rizika ukazuju da se izraCunate vrednosti
procenjenog dnevnog unosa (EDI) za AFM1 povecavaju sa smanjenjem
starosne kategorije, usled znatno veceg unosa mleka u odnosu na telesnu masu
(TM). Pri analizi rizika od unosa mleka koje je sadrzalo najmanju koncentraciju
AFM1 od 0,010 pg/kg, uocava se da postoji rizik samo kod starosne kategorije
dece od prve do pete godine, dok ostale starosne kategorije ne unose AFM1 u
kolicini iznad vrednosti za dozvoljeni dnevni unos (TDI) od 0,2 ng/kg TM/dan.

Za mleko sa srednjom i najve¢om koncentracijom AFM]1, izracunata EDI
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vrednost je znatno iznad TDI vrednosti za sve ispitane starosne kategorije.
Usled dokazanog kancerogenog, mutagenog, teratogenog i imunosupresivnog
efekta AFM1 na organizam ljudi kao i na osnovu izracunatih vrednosti indeksa
opasnosti, moZe se zakljuciti da je pojava AFM1 u mleku uslovila postojanje
izuzetnog rizika od konzumiranja mleka koje je kontaminirano AFM1.

4, Optimizacijom metodologije odredivanja aflatoksina u kukuruzu
utvrdeno je da primenjene ELISA metode, kao i razvijene i optimizovane HPLC-
FLD, HPLC-UV light-FLD i LC-MS/MS metode sa razli¢itim postupcima
pripreme uzoraka, zadovoljavaju kriterijume o validaciji metoda propisane
odgovarajucih evropskim Regulativama.

5. Primenom navedenih metoda za analizu aflatoksina u prirodno
kontaminiranim uzorcima kukuruza, uoceno je da su pojedini dobijeni rezultati
izvan prethodno definisanog opsega koncentracija aflatoksina. Navedena
pojava objasnjena je na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem raspodele
ukupnog broja plesni, vrste Aspergillus flavus i aflatoksina u uzorcima kukuruza
iz istih i razlicitih skladista. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da
neravnomerna raspodela ispitivanih plesni i aflatoksina unutar realnih uzoraka
kukuruza, u velikoj meri utiCe na dobijeni rezultat, bez obzira na primenjenu
metodu analize.

6. Optimizacijom metodologije odredivanja AFM1 u mleku utvrdeno je da
primenjene ELISA metode, kao i razvijene i optimizovane HPLC-FLD i LC-
MS/MS metode, zadovoljavaju kriterijume o validaciji metoda propisane
odgovarajucih evropskim Regulativama. Primena navedenih metoda za analizu
AFM1 u prirodno kontaminiranim uzorcima mleka dovela je do zakljucka da
ravnomernija raspodela toksina unutar tecnog uzorka u manjoj meri utice na
rezultat, kao i da postoji dobra korelacija izmedu koncentracija AFM1

odredenih primenom razli¢itih metoda
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