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Srdan M. Stefanovié¢ Rezime

UPOREDNO ISPITIVANJE PRISUSTVA AFLATOKSINA B; U HRANI ZA ZIVOTINJE
I AFLATOKSINA M: U MLEKU

Rezime: Cilj ove disertacije je bio da se ispita zastupljenost i tok
kontaminacije kukuruza aflatoksinom Bi (AfBi), kao i obim i tok posledi¢nog
nalaza njegovog metabolita aflatoksina M1 (AfM1) u mleku, nakon ekstremne suse
koja je u leto 2012. godine pogodila jugoistocnu Evropu i Balkansko poluostrvo,
ukljucujuci i Republiku Srbiju. Takode, cilj disertacije je bio i da se razviju i validuju
savremene analitiCke metode tecne hromatografije ultra visokih performansi
kuplovane sa masenom detekcijom (UPLC-MS/MS) za odredivanje sadrzaja AfB; i
AfM1 radi poboljsanja analitickih kapaciteta laboratorija za ispitivanje bezbednosti

hrane i hrane za Zivotinje i posledi¢nog o¢uvanja zdravlja ljudi i Zivotinja.

Uzorkovanje kukuruza i mleka sprovedeno je na gotovo celoj teritoriji
Republike Srbije bez AP Kosovo i Metohija. U cilju adekvatnog sistematizovanja
rezultata, teritorija Republike Srbije je arbitrarno podeljena na tri regije:
vojvodansku regiju, beogradsku regiju i centralnu Srbiju. Uzorkovanje kukuruza
sprovedeno je tokom novembra 2012. i marta 2013. godine na teritorijama 23
upravna okruga Republike sa farmi mle¢nih krava, iz silosa i od individualnih
proizvodaca hrane za Zivotinje. Ukupno je uzorkovano 680 uzoraka kukuruza
namenjenog za pripremu hrane za Zivotinje. Uzorkovanje sirovog i termicki
obradenog mleka je sprovedeno kontinualno od februara 2013. godine do polovine
juna 2013. godine na teritorijama 24 upravna okruga Republike sa farmi mle¢nih
krava, iz mlekara, od individualnih proizvidaca i iz prometa. Ukupno je uzorkovano
6.625 uzoraka mleka. Uzorkovanje je sprovedeno na nacin da se obezbedi

adekvatna reprezentativnost u pogledu homogenosti uzorka i sadrzaja AfB1i AfM.
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Uzorci kukuruza i mleka su analizirani na sadrzaj AfB1 i AfM1 koriS¢enjem
imunoenzimskih (ELISA) metoda. Odabrano je 100 uzoraka kukuruza i 250
uzoraka mleka koji su paralelno analizirani razvijenim i validovanim UPLC-MS/MS

metodama sa ciljem poredenja dve analiticke tehnike.

Rezultati ispitivanja su potvrdili visoku kontaminaciju kukuruza sa AfBj,
kao i prisustvo AfM; u velikom broju ispitivanih uzoraka mleka. Prosecan broj
uzoraka kukuruza na nivou Republike Srbije sa sadrzajem AfB; ve¢im od
nacionalne MDK vrednosti od 50 ug/kg iznosio je 24,3%, a ovaj procenat je
znacajno vedi i iznosi 37,8%, ukoliko se u obzir uzme MDK vrednost vaze¢a u EU
od 20 ug/kg. Najvisa koncentracija AfB1 je pronadena u jednom uzorku sa teritorije
centralne Srbije i iznosila je 560 ug/kg. NajviSa kontaminacija zabeleZena je na
podrucdju vojvodanske regije, nesto niZza na podrucju beogradske regije a najniza
na podrucju centralne Srbije. Statisticki znacajnih razlika u stepenu kontaminacije
ima jedino izmedu vojvodanske regije i centralne Srbije dok izmedu vojvodanske i
beogradske regije nisu zabeleZene statisticki znacajne razlike u kontaminaciji
kukuruza sa AfBi. Promena Kkoncentracije AfBi u vremenu analizirana je
poredenjem koncentracija u uzorcima uzorkovanih u dva perioda u sve tri regije
kao i na nivou cele Republike. ZabeleZen je jasan trend rasta sadrzaja AfB: u svim
regijama pojedinacno i zbirno, usled u literaturi dobro opisane pojave sekundarne

kontaminacije kukuruza tokom njegovog skladistenja.

Prosecan broj uzoraka mleka na nivou Republike Srbije sa sadrzajem AfM;
ve¢im od trenutno vaZece nacionalne MDK vrednosti od 0,5 ug/kg iznosio je 6,23
%. Medutim, ovaj procenat je drasti¢no veci i iznosi 68,43 % ukoliko se u obzir
uzme MDK vrednost vazeca u EU od 0,05 ug/kg. Najvisa koncentracija AfM; je
pronadena u jednom uzorku sa teritorije beogradske regije i iznosila je 1,778
ug/kg. Kao i u sluc¢aju AfB; u kukuruzu, najvise prisustvo rezidua AfM; zabeleZeno
je na podrudju vojvodanske regije, nesto niZe na podrucju beogradske regije a
najniZe na podrucju centralne Srbije. Za razliku od sadrzaja AfB: u kukuruzu,
razlike u sadrZaju AfM; u svim regijama su statisticki veoma znacajne (p<0,0001).
Promena koncentracije AfM1 u vremenu analizirana je poredenjem koncentracija u

il
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uzorcima uzorkovanih u tri perioda u sve tri regije kao i na nivou cele Republike.
Zabelezen je jasan trend rasta sadrzaja AfM: u svim regijama Sto odgovara
rezultatima koji se odnose na AfB1 u kukuruzu. Medutim, trend rasta koncentracija
AfM; je blazi u svim regijama u odnosu na rast AfB; u kukuruzu, Sto se moze
objasniti nizom mera koje su se tokom perioda ispitivanja preduzimale od strane
regulatornih tela i ¢inilaca u lancu proizvodnje i prerade mleka sa ciljem smanjenja

sadrzaja AfM.

Validacije UPLC-MS/MS metoda za odredivanje AfB:1 u kukuruzu i AfM; u
mleku, pokazale su vrednosti parametara koji su u skladu sa zahtevima regulative
EU koja se odnosi na performanse analitickih metoda. Poredenje ELISA i UPLC-
MS/MS metoda za odredivanje sadrzaja AfB1 u kukuruzu i AfM1 u mleku, pokazalo
je visok stepen slaganja dobijenih rezultata. Koeficijenti determinacije (r?) dobijeni
paralelnim izvodenjem ELISA i UPLC-MS/MS metoda za odredivanje sadrzaja AfB1
u kukuruzu i AfM1 u mleku iznosili su 0,994 i 0,920.

Klju¢ne reci: aflatoksin B1, aflatoksin M1, klimatske promene,

kontaminacija, kukuruz, mleko, Srbija, UPLC-MS/MS

Naucna oblast: Veterinarstvo

UzZa naucna oblast: Bezbednost hrane

UDK broj: 366.624.4+615.334:636.087+613.287.5
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COMPARATIVE INVESTIGATION OF AFLATOXIN B: PRESENCE IN FEED AND
AFLATOXIN M; PRESENCE IN MILK

Summary: The aim of this doctoral dissertation is to investigate magnitude
and course of maize contamination with aflatoxin B: (AfB1), as well as magnitude
and course of the findings of its metabolite - aflatoxin M1 (AfM1) in milk, after
extreme drought that affected south-eastern Europe and Balkans, including the
Republic of Serbia, in summer 2012. Furthermore, the aim of this work was also to
perform validation of state-of-the-art analytical methods based on ultra-
performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS),
for determination of AfB: and AfM; for the purpose of improving analytical
capacities of Serbian food and feed safety laboratories and consequent health

preservation of animals and humans.

Sampling of maize and milk was performed on almost entire territory of the
Republic of Serbia (excluding Autonomous Province of Kosovo and Metohija). In
order to enable systematic presentation of the results, territory of the Republic of
Serbia was arbitrary divided into three regions: Vojvodina region, Belgrade region
and central Serbia. Maize sampling was conducted during November of 2012 and
March of 2013 on the territories of 23 Counties of the country. Samples were taken
from dairy farms, siloses and from individual manufacturers of feed intended for
dairy cattle. Total of 680 samples of maize intended for feed production were
taken. Sampling of raw and thermically treated milk was conducted continually
from February 2013 to mid-June 2013 in 24 Counties of the country. Samples were
taken from dairy farms, dairies, from individual farmers and from retail. Total of
6,625 milk samples were taken for the analysis. Sampling was conducted in a way

to ensure sample homogenity in respect to AfB; and AfM.

Maize and milk samples were analysed for the AfB1 and AfM1 content using

immune-assays (ELISA). Total of 100 maize samples and 250 milk samples were

v
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selected and analysed simultaneously using ELISA and validated UPLC-MS/MS

methods in order to compare two different analytical techniques.

Investigation results confirmed high-level contamination of maize with
AfB1, as well as the presence of AfM; in large number of milk samples. Average
number of positive maize samples that were non-compliant according to national
MRL (50 ug/kg) was 24.3%. This number is significantly higher if EU MRL of 20
ug/kg is taken into account, ammounting to 37.8%. The highest concentration of
AfB1 was found in one sample taken from central Serbia - 560 ug/kg. The highest
contamination was recorded on the territory of Vojvodina region, followed by
Belgrade region and Central Serbia. Statistically significant differences between
degrees of contamination among three regions was found only between Vojvodina
region and central Serbia, while differences between Vojvodina and Belgrade
regions were not significant regarding AfB; contamination of maize. Variations of
AfB1 concentrations in time were analysed by comparison of concentrations in
samples taken in two sampling periods in all three regions. Trend of AfB;
concentrations increase was clear in all three regions, due to the well described

secondary contamination of maize during storage.

Average percentage of milk samples that were non-compliant according to
current national MRL of 0.5 ug/kg was 6.23 %. However, this number is
significantly higher if EU MRL value (0,05 ug/kg) is taken into account - 68.43 %.
The highest concentration of AfM; was found in one sample taken from the
Belgrade region (1.778 ug/kg). Similary to AfB: in maize, the highest presence of
AfM; residues was recorded in Vojvodina region, followed by Belgrade region and
central Serbia. However, unlike the AfB; in maize, differences in AfM: content are
statistically significant among all three regions (p<0,0001). Variations in AfM;
concentrations in time were analyzed by comparison of milk samples taken during
three investigation periods in all three regions separately, and at the level of the
entire country. Trend of increase of AfM1 content in milk samples was observed in
all regions which corresponds to the results of maize samples. However, this
increasing trend is less steep in the case of milk samples which can be explained by

A
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number of measures taken in the meantime by competent authorities and all
interested parties in milk production and processing, in order to decrease AfM;

content.

Validations of UPLC-MS/MS methods for determination of AfB; in maize
and AfM: in milk, demonstrated the fitness-for-purpose of these analytical
methods in respect to parameters set by EU regulations concerning performances
of analytical methods. Comparison of ELISA and UPLC-MS/MS methods for
determination of AfB; content in maize and AfM1 content in milk, demonstrated
high degree of concurrence between obtained results. Coeficient of detemination

(r?) for comparison of AfB1 and AfM; methods were 0.994 and 0.920 respectively.

Key words: aflatoxin B4, aflatoxin M;, climate changes, contamination

maize, milk, Serbia, UPLC-MS/MS

Scientific field: Veterinary medicine
Specific scientific field: Food safety

UDC: 366.624.4+615.334:636.087+613.287.5
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Srdan M. Stefanovié¢ Uvod

1. UVOD

Mikotoksini su toksi¢ni produkti sekundarnog metabolizma preteZzno
saprofitskih plesni, koji u organizam ljudi i Zivotinja dospevaju putem
kontaminirane hrane. Mikotoksikoze, tj. intoksikacije mikotoksinima su gotovo
uvek vezane za alimentarni put unoS$enja, nisu infektivne i etioliski su iskljucivo
vezane za toksin-produkujuce sojeve plesni. Zahvaljujuci velikom interesovanju za
ova jedinjenja, kao i brzom razvoju modernih analitickih tehnika u poslednjih
nekoliko decenija, danas je poznata struktura preko 300 mikotoksina. Stete koje
nastaju kao posledica unosenja mikotoksina u organizam ljudi i Zivotinja su
viSestruke, po prostornom zahvatu su globalne i obuhvataju sve elemente lanca

hrane, od proizvodnje hrane i hrane za Zivotinje do zdravlja ljudi i Zivotinja.

Prema podacima FAO (2005), kontaminacija Zitarica mikotoksinima na
svetskom nivou iznosi oko 30% S$to dovoljno govori o znacaju problema pojave
mikotoksina u lancu ishrane, i o potrebi nalaZenja novih reSenja za smanjivanje
kontaminacije hrane ovim jedinjenjima. Iako je broj otkrivenih mikotoksina veliki,
brojnim istraZivanjima utvrdeno je da samo 20-30 prema svojoj toksi¢nosti i
zastupljenosti imaju medicinski, nutritivni ekoloSki i ekonomski znacaj (Wild i sar,
2010). Jedna od najznacajnijih grupa mikotoksina su svakako aflatoksini (Af). To su
jedinjenja bis-furokumarinske strukture koja produkuju razli¢ite vrste plesni iz
roda Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus, A. niger...). Ova grupa srodnih jedinjenja je
Siroko rasprostranjena u prirodi. Do sada je otkriveno 17 aflatoksina, a
najznacajniji predstavnik ove grupe, kako sa aspekta prevalence, tako i toksi¢nosti,

je aflatoksin B1 (AfB1), za koji je utvrdeno da poseduje niz bioloskih aktivnosti

1
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ukljucujudi akutnu toksi¢nost, teratogenost, mutagenost i karcinogenost (McLean i
Dutton, 1995). Jedan od najvaZznijih predstavnika metabolita AfB; je aflatoksin M1
(AfM1), njegov hidroksi derivat koji se izlu¢uje mlekom i poseduje analogne
toksikoloSke karakteristike u odnosu na AfB1. Do 2002. godine se smatralo da ovaj
metabolit ima manji karcinogeni potencijal od AfB;. Medutim, Medunarodna
agencija za istrazivanje raka (IARC) je 2002. godine sve prirodno sintetisane

aflatoksine klasifikovala u grupu 1 - dokazani karcinogeni agens (IARC, 2002).

Poznato je da su kikiriki, kukuruz, jeCam i ostala zrnasta hraniva veoma
podlozni infestaciji plesnima koje produkuju toksine roda Aspergillus, kao i da se u

njima Cesto nalaze znacajne koncentracije AfB1.

Ekstremni klimatski uslovi, u sadejstvu sa ostalim faktorima, pogodovali su
razvoju aflatoksikogenih plesni, prvenstveno na kulturama kukuruza, i pojavi
povecanog sadrzaja AfB: u kukuruzu Sirom Republike Srbije nakon Zetve 2012.
godine, a posledi¢no i pove¢anom sardzaju AfM: u mleku. Pojava AfB; i AfM; u
kukuruzu i mleku izazvala je veliku paZnju naucne, strucne i ostale javnosti u nasoj

zemlji.

Imajuci u vidu globalni znacaj prisustva AfB: u hrani i hrani za Zivotinje, kao i
rezidua AfM1 u mleku, kako sa aspekta bezbednosti hrane i hrane za Zivotinje, tako
i sa aspekta globalne trgovine, u velikom broju zemalja je na snazi zakonska
regulativa koja postavlja maksimalno dozvoljene koli¢cine (MDK) za AfB:; u

kukuruzu i AfM1 u mleku.

Zakonima propisane maksimalno dozvoljene koli¢ine za AfB1 i AfM1 namecu i
potrebu za efikasnom laboratorijskom kontrolom prisustva ovih jedinjenja u hrani,
hrani za Zivotinje i mleku. Neadekvatne analiticke metode i posledi¢na pojava
laZno pozitivnih i/ili laZno negativnih rezultata moZe dovesti do nemerljivih Steta
kako po zdravlje ljudi i Zivotinja, tako i po nacionalne i medunarodne trgovinske

tokove.
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Stoga je implementacija adekvatne analiticke metodologije, kako u naucne,
tako i u regulatorne svrhe od primarnog znacaja pri utvrdivanju stepena
kontaminacije hrane i krane za Zivotinje sa AfB1, kao i utvrdivanju sadrzZaja rezidua

AfM7 u mleku.
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2. PREGLED LITERATURE

Uzimajuci u obzir kompleksnost problematike mikotoksina i mikotoksikoza,
odnosno razli¢ite aspekte sa kojih se mogu razmatrati pitanja vezana za uticaj ovih
kontaminenata i rezidua na zdravlje i produktivnost Zivotinja, u pregledu literture
navedeni su samo radovi koji se odnose na predmet istrazivanja i odredivane
parametre. Zbog bolje preglednosti, materija je podeljena prema elementima

istrazivanja.

2.1 Aflatoksni - opsti podaci

Aflatoksini predstavljaju grupu hemijski srodnih mikotoksina, sekundarnih
metabolita toksikogenih plesni roda Aspergillus. Ovi organizmi su ubikvitarni i
preteZno se nalaze na hrani i hrani za Zivotinje, razmnoZavajuéi se na poljima ili
tokom njenog skladiStenja. SintetiSu ih uglavnom micelijumske strukture plesni.
Ova jedinjenja ne igraju nikakvu ulogu u sopstvenom metabolizmu rastu i razvoju
plesni (Moss, 1991) - te otuda i naziv “sekundarni”. Sa druge strane, Schardi i sar,
1996 prisustvo ovih jedinjenja tumace i kroz prizmu zastite infestirane biljke s
obzirom da neki mikotoksini spreCavaju naseljavanje biljnim parazitima. Pored
ove, postoji i niz drugih teorija o razlozima za proizvodnju mikotoksina od strane
plesni, ali ni jedna od njih do sada nije nau¢no potvrdena. Neki autori produkciju
aflatoksina pripisuju odgovoru plesni na uslove spoljasnje sredine i stres dok neki
govore o sintezi kao nacinu zastite od ultraljubic¢astog zracenja iz spektra sunceve

svetlosti (Cary i Ehrlich, 2006). Pojedini autori potvrduju teorije Shardija i sar.
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(1996), i sintezu mikotoksina pripisuju odbrambenom mehanizmu plesni od
predatora i ugrozavanja njihovih reproduktivnih organa (Magan i Aldred, 2007).
Medutim, uneti u organizam Zivotinja ili ¢oveka, ovi molekuli ispoljavaju niz
bioloskih aktivnosti, ukljucuju¢i akutnu i hroni¢nu toksiCnost, teratogenost,
mutagenost i karcinogenost (McLean i Dutton, 1995). Zato su ova jedinjenja
svrstana u grupu najznacajnijih mikotoksina. Njihovo prisustvo u organizmu
Zivotinja i primarnim proizvodima animalnog porekla uzrokuje direktne i
indirektne Stete koje se ogledaju u narusavanju zdravlja, padu produktivnosti i
posledi¢no velikim ekonomskim gubicima. Stetno dejstvo mikotoksina, pa i
aflatoksina poznato je od davnina. Trovanja ljudi i Zivotinja toksinima razane
glavice prvi put su opisana jo$ u X veku pod imenom “vatra Sv. Antonija” (Smith i
Moss, 1985, Berry, 1998). Danas se smatra da su ova trovanja (radi se o ergot
alkaloidima) sa svojom upecatljivom klinickom slikom nekroti¢nih promena na
kozZi i sluzokozama, kao i konvulzijama, bila povod za cuvena i istorijski dobro
dokumentovana sudenja ,veSticama” u mestu Salem u Masacusetsu, danasSnje
Sjedinjene Drzave, krajem XVII veka (Richard, 2007). U Japanu je 1891. godine prvi
put dokazano da je plesnjivi neglazirani pirina¢ smrtonosan za eksperimentalne
Zivotinje. Miake i sar. su 1920. godine prvi izolovali plesan sa Zuckasto obojenog
pirinca i identifikovali je kao Penicillium citreonigrum (Saito i sar, 1971). Toksi¢ni
proizvod ove plesni je u to vreme bio nazvan citreoviridin. U posleratnom periodu,
Japan je bio prinuden da wuvozi pirina¢ zbog cestih sluCajeva trovanja
kontaminiranim pirinéem. Ova oboljenja su nazvana “sindrom Zutog pirinca”.
Danas je poznato da su za njih odgovorne dve vrste plesni: P. islandicum koji
izaziva braonkasto prebojenje pirinca i lu¢i luteoskirin i cikolohlorotin, i P.

citrinum koji dovodi do Zuckastog prebojenja i luci citrinin (Udagawa i sar, 2000).

Tokom perioda 1940-1950 zabeleZene su pojave nekoliko incidenata sa smrtnim
ishodom veceg broja ljudi u Rusiji. U to vreme, bolest je nazvana “alimentarna
toksi¢na aleukija - ATA”. Drasti¢ni simptomi ove bolesti sastojali su se od

nekroticnih i hemoragi¢nih promena kao i manifestacijama na centralnom
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nervnom sistemu. Bolest je pripisana ishrani plesnjivim Zzitaricama (Richard,
2007). Naravno, u to vreme nije moglo biti govora o identifikaciji toksi¢nog agensa,
ali se iz danaSnje vizure poznavanja vrsta plesni i dejstava mikotoksina sa

sigurno$¢u moze zakljuciti da se radilo o T-2 toksinu, produktu Fusarium spp.

Dvadeseti vek donosi konkretna saznanja o mikotoksikozama. Znacaj
aflatoksina je prvi put sagledan 1960. godine, nakon masovnog uginuca ¢urica,
pacica i pili¢a (viSe od 100 000 jedinki) u Velikoj Britaniji. U to vreme, hemijska
struktura, niti uloga aflatoksina jo$ nije bila poznata, te je ova “misteriozna” bolest
nazvana “X - oboljenje ¢uraka” ili hepati¢na nekroza (Asao, et al, 1963; Butler,
1974). MioloSka analiza hrane za Zivotinje kojom je uginula Zivina hranjena,
potvrdila je prisustvo plesni Aspergillus flavus. Kasnija analiza hromatografijom na
tankom sloju omogucila je isprva samo vizualnu identifikaciju nekoliko jedinjenja
koja su pokazala sposobnost nativne fluorescencije nakon izlaganja
ultraljubi¢astom svetlu. Ova jedinjenja su nazvana aflatoksini (“A. flavus toksin”) a
tadasnje otkrice postaje prekretnica u daljem izucavanju mikotoksina i

mikotoksikoza uopste.

[ako je prema literaturnim podacima (McLean i Dutton, 1995) u ranijem
periodu bilo izolovano 17 jedinjenja koja se prema hemijskoj strukturi svrstavaju u
aflatoksine, taj broj nije konacan; drugi autori prijavljuju preko 20 jedinjenja
(Hussein i Brasel, 2001). Ipak, ovaj termin se u prakticnom kontekstu prevashodno
odnosi na Ccetiri jedinjenja koje produkuju plesni A. flavus i A. parasiticus -
aflatoksin B1 (AfB1), aflatoksin B2 (AfB:), aflatoksin G1 (AfG1) i aflatoksin G2 (AfGz),
kao i na najznacajniji metabolit AfB1 koji se izlu¢uje mlekom, aflatoksin M1 (AfM).
Na osnovu hemijske strukture, ova jedinjenja predstavljaju dihidro ili
tetrahidrofuranske grupe vezane za kumarinski prsten. Slika 1 prikazuje hemijsku

strukturu aflatoksina i njihovih znacajnijih metabolita.
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AFP,

Slika 1. Hemijska struktura aflatoksina i njihovih znacajnijih metabolita

Aspergillus flavus proizvodi AfB: i AfB:, dok je Aspergillus parasiticus
odgovoran za produkciju sva Cetiri aflatoksina (Bi, B2, Gi i Gz) (D’ Mello i
MacDonald, 1997). Kao i ostala heterociklicna jedinjenja, i aflatoksini imaju
sposobnost nativne fluorescencije (Sargeant i sar, 1963), te poreklo njihovih
oznaka vodi iz ove ¢injenice. Naime, AfB1 i AfB2 emituju plavu svetlost kada su sami
osvetljeni ultraljubicastom svetlo$¢u talasne duzine od 366 nm (engl. blue = plavo)
dok AfG: i AfG: fluoresciraju Zuto-zelenom svetloS¢u (engl. green = zeleno).
Ovakve fizicko-hemijske osobine su ujedno bile i osnova za razvoj veteg broja
metoda za kvalitativno i kvantitiativno odredivanje sadrZaja aflatoksina u hrani i

hrani za Zivotinje.
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2.2 Struktura i opste osobine aflatoksina B

07 N Z NoCH,

Slika 2. Hemijska struktura AfB1

Izolovani aflatoksin Bi je belo-Zuti prah slabo rastvorljiv u vodi, dok se u
vecini organskih rastvara¢a umerene polarnosti kao Sto su hloroform i metanol
dobro rastvara, a narocito je rastvorljiv u dimetil sulfoksidu. Ovaj mikotoksin je po
svojoj hemijskoj strukturi bisfurokumarin molekulske mase 312 i zbirne formule
C17H1206. Slika 2 prikazuje hemijsku strukturu AfB;. Svi aflatoksini su izuzetno
termostabilni i tokom uobicajene termicke obrade hrane (kuvanje, pasterizacija)
se malo ili uopste ne razaraju (McLean i Dutton, 1995), Sto je od velikog znacaja sa

aspekta prevencije kontaminacije hrane i hrane za Zivotinje.
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2.3 Metabolizam aflatoksina B:

Sve do danas postoji mnogo praznina u fundamentalnom razumevanju
koordinisane regulacije formiranja aflatoksina, interakcije izmedu primarnog i
sekundarnog metabolizma plesni, kao i biotickih i abiotickih faktora koji
rezultiraju odredenom produkcijom aflatoksina (Bhatnagar i sar, 2006). Sa druge
strane, metabolicka sudbina molekula i njegova biotransformacija u organizmu
Zivotinja i coveka su daleko viSe istrazeni i opisani. Studije izvedene u novije vreme
(Bhatnagar i sar, 2003; Chang i sar, 2003) su pokazale da put sinteze aflatoksina
odgovara poliketidnom tipu i da su geni A. flavus i A. parasiticus odgovorni za
biosinteticki put aflatoksina deo klaster gena zajednickog evolutivnog pretka ovih
plesni. Nakon unoSenja AfB: u organizam dolazi do niza biohemijskih reakcija i
nastajanja veoma razlicitih produkata u zavisnosti od metabolickih puteva kojima
molekul moZe biti podvrgnut. Vazno je naglasiti da AfB; sam po sebi nije
karcinogeno jedinjenje i da svi Stetni efekti nastaju kao posledica njegovog
metabolisanja (Swenson i sar, 1974) i nastanka AfB1-8-9-epoksida mehanizmom

oksidacije 8,9-vinil etarske veze.

o 2 o
, A X | i
Blo o ’ ~I-

AfB1 AfR]1-E-9-apoksid

Slika 3. Biotransformacija AfB1 u AfB1-8-9-epoksid

Ovu reakciju prvi je opisao Paterson (Patterson, 1973), a detaljan put
biotransformacije je opisan u radu Uena i sar. (1978). Nakon transporta molekula
AfB1 kroz plazminu membranu, dolazi do njegove aktivacije mikrozomalnim mono-

oksigenazama uz prisustvo citohroma P-450, NADPH i molekulskog kiseonika.
9
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Proizvod reakcije je visokoreaktivni AfB1-8-9-epoksid. Ovo jedinjenje se vezuje za
jedarnu DNK pri cemu dolazi do oStecenja jedra, ili se vezuje za specificna mesta na
endoplazmatskom retikulumu Sto rezultira odvajanjem ribozoma sa membrana

retikuluma i degradacijom polizoma (Kasper i Gonzales, 1982).

Jedan od metabolickih puteva, naroCito prisutan kod prezivara je i
reverzibilna konverzija AfB1 uz pomo¢ NADPH-reduktaze u aflatoksikol, koji sa
jedne strane predstavlja produkt detoksikacije, ali imajué¢i u vidu reverzibilnost
reakcije, moZe da sluzi i kao “rezervoar” iz koga ¢e nastati novi molekuli epoksida

(Patterson, 1973; Hsieh i sar, 1977; Wong i Hsieh, 1982).

Aflatoksin Bi-epoksid moZe biti podvrgnut i reakciji hidratacije pri ¢emu
nastaje 8,9-dihidro-8,9-dihidroksi AfB: koji se preko posredni¢ckog molekula
aflatoksina Bza (AfB2a) vezuje za bo¢ne lance aminokiselina u proteinima i formira
Sifovu bazu (Neal i Colley, 1979). AfB2a inkorporisan u strukturne elemente celije

zatim moze izazvati sve efekte koje ispoljava i AfB1 (Hsieh isar, 1977).

Sistem mikrozomalnih mono-oksigenaza je zasluzan i za druge puteve
biotransformacije AfB1 i to u polarne molekule kao Sto su AfMy, aflatoksin P1 (AfP1)
i aflatoksin Q1 (AfQ1). Zahvaljujuci svojoj polarnosti, ovi molekuli se lakSe eliminiSu
iz organizma putem urina i/ili mleka. [ako su se AfM;, AfP; i AfQ: smatrali manje
toksi¢nim i karcinogenim, oni (a narocito AfM1) imaju veliki znacaj zbog pojava

rezidua u mleku.

10
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Slika 4. Metabolicki putevi aflatoksina B (izvor: WHO, 1979)

Detoksikacioni kapaciteti organizma u odnosu na aflatoksine ukljuc¢uju niz
mehanizama, u prvom redu konjugovanje sa glukuronskom kiselinom, sulfatima ili
glutationatima (Hsieh, 1987). Primarna reakcija detoksikacije je konjugacija
reaktivnog AfB:-8-9-epoksida sa glutationatom uz pomo¢ enzima glutation S-
transferaze (GST) (Degen i Neuman, 1978;1981). Dobijeni konjugat se izlucuje
putem zuci (Hsieh, 1987). Medutim, isti autor navodi i mogucénost hidrolize
konjugata u gastrointestinalnom traktu, formiranja “nativnog” AfB: i njegove
reapsorpcije i ulaska u enterohepati¢nu cirkulaciju (Hsieh i Wong, 1987). Drugi
autori (Hayes i sar, 1991) opisuju joS jedan put detoksikacije, konverziju AfB1-8-9-

epoksida putem UDP-glukuronil transferaze-sulfotransferaze.

[z svega navedenog proisti¢e da je metabolicka sudbina AfB; u organizmu

kompleksna. Ovim se mogu objasniti i razlike u prijemcivosti, odnosno

11
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rezistentnosti pojedinih vrsta na AfBi. Drugim recima, razlike kako u putevima
aktivacije AfB1, tako i u mehanizmima detoksikacije i eliminacije iz organizma
putem konjugacije su jedan od faktora koji odreduju posledice unosenja AfB; kod
pojedinih vrsta (Hsieh i sar, 1974; Roebuck i Wogan, 1977). U prilog ovoj tezi idu i
rezultati eksperimenta objavljeni u istom radu, gde se saopStava da rezistentne
vrste na AfB; (miS, majmun, Covek) eliminiSu AfP: i AfQ;, dok to nije slucaj sa
prijemcivim vrstama (patka, pacov). Mehanizam rezistencije pojedinih vrsta se
delom mozZe objasniti i smanjenom produckcijom adukata mitohondrijalne DNK u

¢elijama jetre pri izlaganju AfB; (Bhat i sar, 1980).

2.4 Toksic¢nost aflatoksina B,

0d svih aflatoksina, AfB1 ispoljava najvecu akutnu i hroni¢nu toksi¢nost, kao i
mutagenost, teratogenost i kancerogenost (Ueno i Ueno, 1978). Za vecinu
Zivotinjskih vrsta, LDso za AfB; iznosi od 0,36 mg/kg do 10 mg/kg telesne mase
(TM). Sa druge strane, toksi¢nost drugih aflatoksina varira, te tako
eksperimentalno utvrdene vrednosti LDso za AfB1, AfG1, AfBz i AfG; kod pacic¢a koji
se smatraju veoma prijemcivom vrstom za aflatoksine iznosi 0,36; 0,78; 1,70 i 3,44
mg/kg TM. (Carnaghan i sar, 1963). Za ostale vrste Zivotinja LDso vrednosti su
drugacije ali kod svih vrsta AfB1 predstavlja najpotentniji toksin dok AfG; ispoljava
najslabiju toksi¢nost i posledi¢no najvisu LDso vrednost. AfB; i AfG; se nalaze
izmedu, tako da se red akutne i hroni¢ne toksi¢nosti aflatoksina moZe prikazati na
slede¢i nacin: AfB1>AfGi1>AfB2>AfG,. Ovakav redosled je posledica nacina
formiranja epoksida oksidacijom dvostruke veze na 8,9 poloZaju (Slika 3) kao i
vece reaktivnosti jedinjenja sa ciklopentanskim prstenom (AfB1, AfB2) u odnosu na
cikloheksanski laktonski prsten (AfGi, AfGz) (Wogan, 1966, McLean i Dutton,

1995). Slika 5 ilustruje navedene strukture.

12
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N
Aflatoksin G, Aflatoksin G,

Slika 5. Aflatoksini B1, G1, B2 i G2

Pored varijacija u toksi¢nim efektima izmedu pojedinih aflatoksina, veoma
je znacajna i varijabilnost efekata akutne i hroni¢ne toksi¢nosti prvenstveno AfB1
medu razli¢itim vrstama Zivotinja. Ovce, psi i pacovi se smatraju ekstremno
prijemcivim Zivotinjama, dok se majmuni, kokoSi i miSevi smatraju mnogo manje
osetljivima. PreZivari spadaju u manje prijemcive Zivotinje na Stetno dejstvo
mikotoksina uopSte, pa i AfB1, zahvaljuju¢i detoksifikacionom kapacitetu
mikroflore buraga koja svojom metabolickom aktivno$¢u transformise AfB; u
aflatoksikol i na taj nacin Stiti Zivotinju od njegovih Stetnih dejstava (Fink-
Gremmels, 2008). Sa druge strane, reakcija u kojoj se formira aflatoksikol je
reverzibilna, te uvek postoji mogucnost interkonverzije u AfB; (Nakazato i sar,
1990). Treba imati u vidu i da je kapacitet mikroflore buraga ogranicen, i primarno
zavisi od nacina ishrane Zivotinja kao i pojave patoloskih metabolickih stanja
vezanih za isharnu kao Sto je metabolicka acidoza. Tada je eliminacija toksina

putem mikroflore znatno manja, te dolazi do snaznog ulaska AfB1 u krvotok i

13
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njegove biotransformacije u jetri Sto za posledicu ima sasvim drugaciji metabolicki
put, pri kome dolazi do hidroksilacije AfB; i nastanka AfM: (Fink-Gremmels, 2005,
Jouany i Diaz, 2005).

[ako i samo ime aflatoksina implicira toksi¢nost kao osnovno svojstvo ovih
molekula, treba naglasiti da su slucajevi akutne intoksikacije Zivotinja i ljudi veoma
retki u prirodnim uslovima. Iz ovog razloga vrednosti LDso za ljude nisu
ustanovljene iako postoje epidemioloski dokazi o ulozi aflatoksina Bi u pojavi
karcinoma jetre i pove¢anog mortaliteta novorodencadi u Africi, jugoistocnoj Aziji i
Indiji (Hsieh, 1986). Akutna hepati¢na nekroza i hiperplazija Zu¢nih puteva su
simptomi akutnih trovanja aflatoksinima kod Zivine (Newberne i Butler, 1969).
Gubici na telesnoj masi i uvetanje jetre i bubrega je zabeleZeno u in vivo
eksperimentima na brojlerima (Smith i sar, 1970). Mehanizam toksi¢nog i
karcinogenog dejstva AfB; je, pored eksperimentalnih Zivotinja, najbolje opisan
kod Zivine s obzirom na njihovu visoku osetljivost i posledicne velike direktne i
indirektne ekonomske gubitke usled izlaganja toksinu. Klju¢nu ulogu u
metabolizmu AfB; igra citohrom P450, kompleks oksidaza koje katalizuju
biotransformaciju velikog broja ksenobiotika u organizmu (Rawal i sar, 2010).
Ovaj kompleks, kao Sto je to ranije naglaseno, katalizuje biotransformaciju AfB; u
visoko reaktivni AfB1-8-9-epoksid koji alkilacijom formira N7 guaninske adukte
DNK i tako ispoljava karcinogeno dejstvo (Lin i sar, 1977). Dokazano je da je
citohrom P450 u jetri ¢uraka ima izmedu 1,8 i 3,5 puta vecu aktivnost ka AfB1 u
odnosu na druge vrste Zivine Cime se objaSnjava visoka prijemcivost ¢curaka a
samim tim i incidenca oboljevanja (Lozano i Diaz, 2006). Imunosupresivno dejstvo
AfB; je potvrdeno u in vitro eksperimentima na izolovanim makrofagima. U tim
eksperimentima ustanovljeno je dozno-zavisno smanjenje adherentnog potencijala
makrofaga i povecanje broja Celijskih oStec¢enja Sto je za posledicu imalo znacajnu
inhibiciju fagocitnog potencijala (Neldon-Ortiz i Qureshi, 1992). Brojna neZeljena
dejstva AfB:1 dokumentovana su i u eksperimentima na svinjama: smanjenje

dnevnog prirasta, i uve¢anje mase jetre uz hepatocelularne lezije zabeleZeni su kod
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svinja kojima su davane visoke doze AfB; od 1,48mg/kg hrane. lako kod davanja
nizih doza u in vivo eksperimentima nisu zabeleZene Ccelijske lezije i druge
patohistoloSke promene, pad proizvodnih rezultata je zabeleZzen i kod davanja
viSestruko niZih doza (Southern i Clawson, 1979). Neki autori nude objasnjenje
mehanizma gubitka telesne mase usled izloZenosti aflatoksinu B, kroz zabeleZeni
pad serumskih koncentracija albumina i ukupnih proteina (Southern i Clawson,

1979; Harvey i sar, 1988, Linderman i sar, 1993).

Primeri Stetnih akutnih efekata aflatoksina opisani kod ljudi su malobrojni i
ograniCeni na izucavanja retkih prikaza slucaja. Akutna trovanja ljudi Cija se
etiologija pripisuje AfB: su zabeleZena u nekim oblastima Kine i Afrike, i
manifestovala su se akutnim toksi¢nim hepatitisom sa mortalitetom od 10 do 60%
(Bhat i Krishnamachari, 1977). Drugi slucaj predstavlja mladu Zensku osobu koja
je pokusala samoubistvo na bizaran nacin, precis¢enim aflatoksinom B1 unevsi 5,5
mg AfB1 tokom 2 dana, a nakon 6 meseci nastavlja sa unosom jo$ 35 mg tokom dve
nedelje (Willis i sar, 1980). Simptomi su bili osip bez prisustva svraba, mucnina i
glavobolja. Zena se u potpunosti oporavila, i nakon 14 godina pracenja njenog
zdravstvenog stanja nisu zabeleZene patoloSke promene na jetri. Rezultati iz ove i
drugih prikaza slucaja ukazuju da vecu opasnost po zdravlje predstavlja unosenje
subakutnih doza tokom dugog perioda (Sto je zabeleZeno u nerazvijenim
zemljama), gde nakon prolongiranog unosenja moZe do¢i do indukovanja akutnih
manifestacija toksemije sa letalnim ishodom (Willis i sar, 1980; Peraica i sar,

1999).

Daleko najveci rizik od aflatoksina za ljude predstavlja dugotrajna hroni¢na
ekspozicija putem kontaminirane hrane. Izlaganje toksinu na ovaj nacin je
povezano za hepatocelularnim karcinomima, narocito kod osoba prethodno
inficiranih virusom hepatitisa B (Hussein i Brasel, 2001). Primarni hepatocelularni
karcinom je znacajno prisutniji u podrucjima sa visokom prevalencom nosilaca
HbsAG - hepatitis B serumskog antigena (JECFA, 1998; Henry i sar, 1999,2001). U

podruc¢jima Kine i podsaharske Afrike, godisnje se zabeleZi oko 250 000 smrtnih
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slucajeva uzrokovanih hepatocelularnim karcinomima (Groopman i sar, 1992), sto
se obaj$njava visokim faktorima rizika kao Sto su visoka prosec¢na dnevna doza od
1,4 ug/dan AfB: (Wild i sar, 1992) i visoka incidenca hepatitisa B (Kensler i sar,
1997; Wild i sar, 1992).

Oboljenje kvasiorkor kod dece u nerazvijenim afri¢kim i azijskim zemljama
koje se karakteriSe edemima bez pojave ascita i hipoalbuminemijom se takode
dovodi u vezu sa prisustvom AfB; u ishrani (Hendrickse i sar, 1984). lako je
etiologija bolesti kompleksna i jos uvek nedovoljno objasnjena, postoji dovoljno
podataka koji povezuju kvaSiorkor sa ishranom namirnicama kontaminiranih
plesnima, narocito ako se ima u vidu cinjenica da deca obolela od kvaSiorkora uvek
imaju visak ugljenih hidrata u ishrani. Studija koja opisuje pojavu ove bolesti u
Sudanu (Coulter i sar, 1986) pokazuje povezanost oboljenja sa sadrzajem AfB; u

hrani.

Aflatoksin B; je prema klasifikaciji medunarodne Agencije za ispitivanje
kancera (IARC), 1993. godine klasifikovan kao dokazani karcinogen i svrstan u

grupu 1A (IARC, 1993).

Svetska zdravstvena organizacija je 1998. godine objavila obimnu
evaluacionu studiju o aflatoksinima gde se uz pregrst literaturnih podataka

sumiraju svi Stetni efekti aflatoksina (WHO, JECFA 1998).
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2.5 Opste osobine, metabolizam i toksi¢nost aflatoksina M1

Aflatoksin M1 predstavlja 4-hidroksi derivat aflatoksina B; i od njega se

strukturno razlikuje samo po prisustvu —-OH grupe na furanovom prstenu.

O

OCH;

Slika 6. Hemijska struktura aflatoksina M1

Molekulska masa AfMi je 312 a zbirna formula Ci7H1207. Pored AfM;
opisani su i drugi metaboliti aflatoksina koji se izlu¢uju mlekom, aflatoksin M
(AfM2) - metabolit AfB; kao i aflatoksin M4 (AfMa4) koji je drugi hidroksi-metabolit
AfB1 (Gorelick, 1990, McLean i Dutton, 1995). Medutim, u odnosu na AfM;,
prisustvo AfM; i AfM4, kao i ostalih metabolita jetre (AfP1, AfQ1) je zabeleZeno u
mnogo manjem obimu, te samim tim ova jedinjenja imaju daleko manji znacaj za
javno zdravlje (EFSA, 2004). Kao i drugi aflatoksini, i AfM; je termostabilan pa
temperature pasterizacije i sterilizacije mleka, kao i ostalih temperaturnih rezima
obrade pri proizvodnji mle¢nih proizvoda veoma malo ili uopsSte ne uticu na
eventualnu razgradnju toksina (Van Egmond i sar, 1977; Wiseman i Marth, 1983;

Yousef i Marth, 1989; Govaris i sar, 2002; Prandini i sar, 2009)

Akutna i hroni¢na toksi¢nost AfM: je ekvivalentna toksi¢nosti AfBi, ali je
karcinogeni potencijal manji (Carnaghan i sar, 1963). Ovo potvrduju i podaci iz

novije literature (Henry i sar, 2002), gde se tvrdi da je karcinogena potentnost

17



Srdan M. Stefanovié¢ Pregled literature

AfM1 10 do 100 puta manja u odnosu na AfBi1. Uprkos tome, kao i Cinjenici da,
metabolicki gledano, AfM: predstavlja produkt detoksifikacije (Neal i sar, 1998),
njegova Stetna dejstva na zdravlje Zivotinja su veoma detaljno dokumentovana u
literaturi. Sa druge strane, podaci o moguéim Stetnim efektima AfM; na ljude nisu
dovoljno opisani (EFSA, 2004). Ogranicene studije na eksperimentalnim
Zivotinjama ukazuju na hepatotoksi¢ni i hepatokarcinogeni potencijal. Malobrojne
studije pokazuju da se AfM1 moZe naci i u mleku Zena u periodu dojenja (El-Sayed i
sar, 2002), gde autori iznose podatke o sadrZzaju AfM1 u mleku Zena iz Egipta od 0,3

do 0,5 ug/L uz srednji nivo istog jedinjenja u krvi od 1,2 ug/L.

Iz ovih razloga, IARC u svojoj studiji iz 1993. godine, najpre svrstava AfM1 u
grupu 2B (nedokazani ali potentni karcinogen), dok poslednja studija iste
oranizacije iz 2002. godine sve prirodno sintetisane aflatoksine, pa i AfM; svrstava

u grupu 1 - dokazani karcinogeni za ljude (IARC, 1993; IARC, 2002).

Metabolicki put nastanka AfM; u jetri (narocito kod prezivara) je opisan u
prethodnom poglavlju. Proizvodnja AfM: u organizmu preZivara i, Sto je od
posebnog znacaja, stepen konverzije AfB; u AfM; zavise od brojnih faktora, od
kojih je najvazniji koli¢ina unetog AfB; putem hrane za Zivotinje. Sa druge strane,
znacajno povecanje proizvodnih potencijala mle¢nih goveda u prethodnim
decenijama putem selekcije i velikih pomaka u istom pravcu zahvaljujudi
optimizaciji ishrane ovih Zivotinja doveli su do ucestalijih pojava metabolickih
oboljenja visokomlec¢nih grla kao Sto su ketoza i acidoza buraga (Fink-Gremmels,
2008). Period zasuSenja pred partus, sam partus i posledi¢no naglo povecanje
mlecnosti predstavljaju za organizam dramatiCne promene sa metabolickog
aspekta. Tada dolazi do povecanja potreba za kalcijumom i svarljivom energijom,
dok se joS uvek osecaju posledice smanjenja obroka pred partus (za oko 20%).
Posledi¢no, dolazi do negativnog energetskog bilansa, mobilizacije masnih depoa,
hepati¢ne lipidoze i sistemske ketoze (Greelen i Wensing, 2006). Nacin da se
ovakvo stanje prevazide je ishrana visokoenergetskom hranom bogatom lako

svarljivim ugljenim hidratima, kao Sto su potpune smese sa visokim sadrzajem
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kukuruza. Ukoliko kukuruz sadrzi AfB:i u vecoj KkoliCini, dolazi do zasi¢enja
detosikacione sposobnosti mikroflore buraga da AfB; metaboliSe u aflatoksikol. Na
ovaj nacin dolazi do prelaska AfB1 u sistemsku cirkulaciju i njegove hidroksilacije u
jetri, te nastanka AfM: (Jouany i Diaz, 2005). Iz ovoga se moze izvesti zakljucak da
visokomle¢na grla imaju vecu sposobnost konverzije AfB; u AfMi. Ipak, kod
prezivara, znatan deo unetog AfB; se metaboliSe u buragu i nikada ne ude u
sistemsku cirkulaciju (EFSA, 2004). Deo AfB: koji se nade u cirkulaciji biva brzo
metabolisan u jetri hidroksilacijom do AfM1 koji mozZe biti slobodan u cirkulaciji ili
podleZe procesu glukuronizacije i biva eliminisan putem Zuci. Slobodan AfM; se
potom javlja u urinu i mleku (EFSA, 2004). U prvim saopStenjima, procenjivalo se
da ukupna koli¢ina AfM; izlu¢ena mlekom predstavlja 1-2% ukupnog AfB: unetog
u organizam (Van Egmond, 1989). Medutim, kod visoko-mlec¢nih grla, promene u
mleko-plazma barijeri u vimenu u kombinaciji sa konzumiranjem vecih koli¢ina
koncentrovanih hraniva dovodi do viSeg stepena konverzije, te tako Veldmann i sar

(1992) saopstavaju da je eksperimentalno potvrden procenat konverzije i do 6,2%.

Paterson (Patterson, 1998) je na osnovu svih podataka publikovanih u
literaturi od 1985. godine koji uklju¢uju 10 zapaZanja iz 5 kontrolisanih
eksperimenata izradio regresionu krivu konverzije AfB; u AfM1 u mleko krava koje
su hranjene potpunim smesSama sa aflatoksinom B u koli¢ini oko MDK vrednosti

(20 ng/kg). Jednacina koja opisuje krivu je sledeca:

AfM; (ng/kg) = 10,95 + 0,787 x (ug AfB1 unetog tokom 1 dana)

Koeficijent korelacije regresione krive je 0,956 (r? = 0,915). ProSirivanjem
analize na sve eksperimente u kojima je dnevni unos AfB; bio manji od 150 ug AfB;
(10 zapaZanja iz 6 studija), ali zanemaruju¢i individualni prinos mleka po grlu,

regresioni koeficijent je bio znatno manji (r? = 0,417).

Na osnovu ovih podataka, ekspertski panel za kontaminente u lancu hrane

osnovan od strane evropske Agencije za bezbednost hrane, je sacinio matematicki
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proracun konverzije AfB1 u AfM: kod razli¢itih vrsta Zivotinja i pri razlic¢itim
rezimima ishrane kontaminiranom hranom, kao i pri dve vrednosti za konverziju

(2% 1 6%). Podaci za mle¢na goveda su prikazani u Tabeli 1.

Tabela 1. Procenjena koncentracija AfM1 u mleku krava sa stepenom konverzije od

216% (izvor: EFSA, 2004 - deo originalne tabele koji se odnosi na goveda)

UKupni

Mlegnost unos Dopunske  Hraniva d LAish E AfBiu ﬁfBl . Konverzija  AfM;u
Scenario (k;/cg:r?) hrane smeSe (kg (kg :n[;g?;:rr:;n hranivu uu;l(]));n AfBiu mleku
SM(/}:im) SM/dan) SM/dan) Rl (ug/kg) it AfM1 (%) (ug/kg)
A 50 26,0 19,5 6,5 5,0 20,0 227,5 6 0,27
B 25 17,5 7,0 11,5 5,0 20,0 265,0 2 0,21
C 25 17,5 7,0 11,5 5,0 0 35,0 2 0,03

Scenario “A” predstavlja visoko-mle¢no grlo izloZeno maksimalno
dozvoljenoj koli¢ini AfB1 u dopunskoj smeSi i hranivu sa konverzijom od 6%
(najgori scenario). Scenario “B” predstavlja grlo prosefne mlecnosti izloZeno
maksimalno dozvoljenoj koli¢ini AfB1 u dopunskoj smesi i hranivu sa konverzijom
od 2%. Scenario “C” predstavlja grlo prose¢ne mlecnosti izloZeno maksimalno
dozvoljenoj koli¢ini AfB1 u dopunskoj smesi dok samo hranivo ne sadrZi AfB4, sa
konverzijom od 2%. Iz tabele se moZe videti da u prva dva slucaja, sadrzaj AfM; u
mleku viSestruko prelazi maksimalno dozvoljenu koli¢inu (0,05 ug/kg prema EU
propisima). Ipak, treba naglasiti da se ovde radi o matematickom modelu i da su
verovatnoc¢e da se dogodi upravo jedan od ova tri scenarija male. U realnim
uslovima, gotovo uvek se radi o kombinaciji nepovoljnih i povoljnijih okolnosti
koje se konstantno smenjuju u vremenu, tako da iskazane numericke vrednosti za
sadrzaj AfM; treba tumaciti kao orijentacione a nikako kao fiksirane ili unapred

date.
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[z svega do sada iznetog, moZe se zakljuciti da aflatoksini predstavljaju
znacajan i slojevit zdravstveni i proizvodni problem sa kojim se, u razliitom
stepenu, suoCavaju sve zemlje sveta, bilo da se radi o kontaminaciji koja vodi
poreklo iz same drZave, ili o uvezenoj hrani odnosno hrani za Zivotinje. Prikazani
podaci iz obimne naucne literature, kao i brojna nau¢na mi$ljenja izradena od
strane medunarodnih i nacionalnih ekspertskih panela i drzavnih agencija (WHO,
IARC, JECFA, EFSA), jasno ukazuju na Cinjenicu da se problematici kontaminacije
hrane i hrane za Zivotinja aflatoksinima (u prvom redu sa AfB: kao najznacajnijim
iz grupe aflatoksina), kao i prisustvu njegovih rezidua u mleku (AfM;) pristupa
veoma ozbiljno. Osnovna pitanja koja se uzimaju u obzir pri iznalaZenju resenja za
smanjenje kontaminacije i sprecavanja prisustva rezudua ili njihovo svodenje na
bezbedni nivo, jesu proucavanje moguéih puteva kontaminacije u prvom redu
hrane za zivotinje aflatoksinom Bi kao i faktora koji doprinose pojavi AfB1
(klimatski faktori, skladiStenje...), zatim utvrdivanje maksimalno dozvoljenih
kolicina za AfB1 i AfM4, kao i razvoj analitickih metoda i protokola za pouzdano
kvantitativno odredivanje njihovog sadrZaja u cilju sagledavanja stvarnog stanja
kontaminacije i/ili prisustva rezidua na odredenom podrucju, radi uskladivanja sa

propisanim zakonskim limitima.
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2.6 Infestacija kukuruza plesnima roda Aspergillus

Danas je poznato da su dve vrste plesni iz roda Aspergillus odgovorne za
produkciju aflatoksina: A. Flavus i A. parasiticus. Aspergillus vrste su ubikvitarne
plesni, $iroko rasprostranjene u prirodi. Cesto se mogu izolovati iz zemljista,
narocito u tropskom i subtropskom pojasu, iz hrane za Zivotinje, skladiStene
zrnaste hrane, kao i iz raznih vrsta namirnica. (EFSA, 2012). Ove plesni imaju ulogu
u procesu dekompozicije biljnog materijala na poljoprivrednim povrSinama. Neke
vrste roda Aspergillus su patogene samo za insekte, dok A. flavus i A. parasiticus
mogu biti patogeni i za viSe Zivotinje i ¢oveka (Rapner i Fennel, 1965). Ove dve
srodne vrste su odgovorne za kontaminaciju primarnih poljoprivrednih proizvoda
na poljima kao i nakon Zetve (Diener i sar, 1987). Isti autori navode i jednu
znacajnu razliku izmedu A. flavus i A. Parasiticus. A. parasiticus je prevashodno
adaptiran na Zivot u zemljiStu i zato infestira samo kikiriki, dok je Zivotno staniste
za A. flavus primarno nadzemni, tj. lisnati deo biljke te najcesc¢e infestira kukuruz,
pamuk i koStunjavo voce. Novija istrazivanja, medutim, donekle osporavaju ova
saznanja (Abbas i sar, 2005; Costa i sar, 2009; Pildain i sar, 2005). Jedan od razloga
za ovu protivrecnost je i ¢injenica da su DNK profili obe vrste razlic¢iti do nivoa od

samo 4% (Cary i Ehrlich, 2006).

Aspergillus vrste se karakteriSu lakom kolonizacijom zemljiSta i organske
materije biljnog porekla prisutne na poljoprivrednim povrSinama. U ovakvim
stanistima, plesni su sposobne da preZive zimu u vidu micelijuma (vegetativni deo
plesni koji se sastoji od dugackih, razgranatih struktura - fijalida) ili sklerotija
(kompaktna masa stvrdnutih micelijuma koja sadrZi rezerve hranljivih materija).
Pri pojavi povoljnih uslova, nakon zimskog perioda, iz navedenih struktura nastaju
konidiofore - spore plesni, od kojih aseksualnim deobama nastaje novi organizam
i ponovo zapocinje ciklus infestacije biljke. Najvazniji faktori koji podsti¢u

razmnozavanje plesni iz roda Aspergillus su temperatura i vlaga u zemljiStu.
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Slika 7. Aspergillus flavus snimljen tehnikom elektronske mikrografije. 1 - Konidije;

2- Fijalide; 3- Konidiofore (izvor: University of Guelph, Kanada)

Zivotni ciklus A. flavus se moZe podeliti na dve faze: kolonizacija ostataka
biljnog materijala na poljoprivrednim povrsinama nakon Zetve i infestacija biljnog
tkiva Zivih biljaka na tom zemljistu nakon sledece setve. U fazi rasta biljke, i pri
nastanku povoljnih uslova spoljasnje sredine, sklerotije i konidije koje su opstale u
zimskim uslovima, germiniraju u micelijum koji zatim proizvodi brojne
konidiospore sa posledicnim oslobadanjem konidija u vazduh. Najznacajniji
vektori za prenosenje konidija na mladu biljku su insekti i vetar, i ovo je narocito
karakteristi¢no za poljoprivredne kulture kao Sto je kukuruz, pamuk, kikiriki i za
koStunjavo voce (Horn, 2005; Northolt, 1979, Payne, 1998; Scheidegger i Payne,
2005).
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Slika 8. Sematski prikaz ciklusa infestacije kukuruza sa A. flavus
(izvor: EFSA, 2012)

Pored vektora, na stepen i ishod infestacije uticu i broj spora kao i prijemcivost
biljaka, i populacija insekata na poljoprivrednim povrSinama (Northolt, 1979).
Dowd i sar. (2005) ukazuju i na period rasta biljke u kojem je doslo do oSte¢enja
zrna putem insekata, kao na jo$ jedan znacajan faktor imajuci u vidu da obim

produkcije aflatoksina direktno zavisi od sadrZaja vode u biljci i zrnu.

Proizvodnja aflatoksina na infestiranom kukuruzu pocinje kada sadrzaj
vlage u zrnu opadne ispod 32% (Payne, 1998) i nastavlja se dok ne dostigne 15%.
Dowd i sar. (2005) saopStavaju da ukoliko insekti oStete zrno kada je sadrZaj vlage
veC opao, posledi¢na kontaminacija aflatoksinima ¢e biti mala, osim u slucaju da
neposredno pre Zetve dode do padavina. Isto se deSava kod odloZene Zetve, i ako

tada dode do padavina, nivoi aflatoksina se znacajno povecavaju (Cotty i Jaime-
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Garcia, 2007). Kukuruz je najpodloZniji infestaciji plesnima u fazi cvetanja i

narocito u fazi svilanja.

Infestacija kukuruza Aspergillus plesnima se deSava i nakon Zetve, prilikom
skladiStenja, Sto rezultira sekundarnom kontaminacijom aflatoksinima, narocito
ako su procesi suSenja zrna i samog skladiStenja tehnoloski neadekvatni. lako se
govori o sekundarnoj kontaminaciji, treba imati u vidu da je poreklo samog
inokuluma svakako sa polja, odnosno, zrna kukuruza infestirana na poljima
predstavljaju infektivni materijal za kukuruz koji se skladisti u silosima. Rast plesni
se u ovim uslovima moZe ocekivati sve dok je sadrzaj vlage u zrnu 8-12%
(aw=0,73), dok se proizvodnja aflatoksina odvija na minimalno 7-19% sadrzaja
vlage Sto korespondira aw vrednosti od 0,85 (EFSA, 2012; Bryden, 2012). Koli¢ina
sintetisanog AfB: zavisi od brojnih faktora (Frisvald, 1995; Wicklow, 1995) -
fizickih (sadrzaj vlage, relativne vlaZnosti vazduha, temperature i stepena
mehanickog oSteCenja zrna), zatim hemijskih (odnos koncentracija kiseonika i
ugljen dioksida, hemijskog sadrzaja substrata, odnosno kukuruza, prisustva
pesticida i fungicida), kao i bioloskih faktora (vrste, soja odnosno hibrida
kukuruza, stresa, prisustva insekata i broja spora plesni). Medutim, temperatura i
vlaga igraju daleko najvaZniju ulogu u pojavi plesni i posledi¢noj kontaminaciji
kukuruza u polju (Bryden, 2012). Toksikogene plesni koje infestiraju kukuruz na
njivama obi¢no zahtevaju vece vrednosti vlage (200-250 g/kg) od plesni koje se
formiraju i rastu u uskladiStenom kukuruzu (130-180 g/kg). Takode, treba
naglasiti i istraZivanje koje je sproveo Magan, 2006. godine, gde se navodi da
proizvodnja toksina nije obavezno proporcionalna ukupnoj biomasi plesni, ve¢
zavisi od brojnih faktora spoljaSnje sredine ili mikroklimatskih faktora tokom
skladiStenja. Navodenje obilja literaturnih podataka koji se odnose na faktore
(osim temperature i vlage) koji uticu na pojavu kontaminacije kukuruza
aflatoksinima, daleko bi prevazislo obim ove disertacije. Medutim, svakako treba
imati u vidu i njihovo postojanje kao potencijalno vazine pravce buducih

istrazivanja.
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2.7. Klimatske promene - uticaj na kontaminaciju kukuruza

aflatoksinom B

Prisustvo aflatoksina, kao Sto je naglaseno u prethodnim poglavljima,
uglavnom je bilo vezivano za zemlje, odnosno regione u kojima je dominantna
tropska i subtropska klima (EFSA, 2004) s obzirom da su visoka temperatura i
sadrzaj vlage u zrnu kukuruza dominantni faktori koji uticu na rast i
razmnozavanje Aspergillus plesni, kao i na produkciju aflatoksina. Ovo je primarni
razlog zbog koga se dugo smatralo da aflatoksini ne spadaju u vaZnije
kontaminente hrane i hrane za Zivotinje na evropskom tlu, i da se problem njihove
pojave uglavnom vezuje za hranu i hranu za Zivotinje poreklom iz zemalja sa
dominantno tropskom i subtropskom klimom pogodnom za rast Aspergillus vrsta
plesni. Medutim, primarna kontaminacija Zitarica (prvenstveno kukuruza) je ipak
u nekoliko navrata zabeleZena i na evropskom kontinentu. Petterson i sar, 1989
prijavljuju povecani nivo aflatoksina u proizvodima tretiranim organiskim
kiselinama u cilju produZavanja odrzivosti. Skorasnja kontaminacija kukuruza
aflatoksinom je zabeleZena i u Italiji na usevima gajenim u dolini reke Po (Pieti i
Diaz, 2003) usled visokih temperatura i suSe. NeSto ranije, 1999. godine
zabeleZena je izuzetno visoka kontaminacija kukuruza aflatoksinom na srednjem
zapadu Sjedinjenih americkih drzava (Windham i Williams, 1999; Windham i sar,
1999) koja je po nanetoj direktnoj i indirektnoj materijalnoj Steti proglaSena
ekonomskom katastrofom (Abbas i sar, 2006), a dogodila se u podrucju koje se

inace karakteriSe umereno-kontinentalnom do kontinentalnom klimom.

Stoga je uticaj klimatskih promena u skorije vreme identifikovan kao veoma
znacajno pitanje u kontekstu bezbednosti hrane (EFSA, 2012). Panel evropske
Agencije za bezbednost hrane je identifikovao promenu u obrascu kontaminacije
zZitarica (kukuruz, pSenica, pirina¢) mikotoksinima a narocito aflatoksinima usled

klimatskih promena na evropskom kontinentu, a narocito u juzZnim i
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mediteranskim delovima Evropske unije. Januara 2012. godine je kao rezultat
objavljena veoma obimna studija u vidu nauc¢nog miSljenja sa naslovom
“Modelovanje, predvidanje i mapiranje pojave aflatoksina u zitaricama u EU usled
klimatskih promena” (EFSA, 2012). Imaju¢i u vidu da je od ukupno Cetiri
aflatoksina, AfB1 dominantno prisutan, kao i da u vecini prikazanih literaturnih
podataka AfBz, AfG1 i AfGz nisu bili izmereni u znacajnoj koli¢ini, nau¢no misljenje
je fokusirano na AfB: kao najznacajnijeg predstavnika ove grupe mikotoksina.
Studija je definitivno potvrdila visoku meduzavisnost izmedu pojave aflatoksina
pretezno u kukuruzu (pored kukuruza, predmet studije je bila i pSenica kao i
pirinac), kao i primenjenog matematickog modelovanja klimatskih faktora u
Evropi u narednih 100 godina. Zakljucci do kojih su autori studije dosli potvrduju
realnost pojave znacajnih nivoa kontaminacije kukuruza na znatno Sirem podrucju
evropskog kontinenta. Slika 9 prikazuje matematicki model rizika kontaminacije
kukuruza aflatoksinom B; u Evropi u periodu od 2000-2100. godine ukoliko se
primeni predvidanje globalnog porasta prose¢ne temperature za 2°C. Paletom boja
je predstavljena veli¢ina nazvana “Af indeks rizika” (engl. Af risk index). Bela boja

oznacava zanemarljiv rizik dok tamno crvena predstavlja kritican rizik.

180

Slika 9. Matematicki model rizika kontaminacije kukuruza sa AfB1 — globalni

porast prosecne temperature za 2°C (izvor: EFSA, 2012)
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Slika 10 prikazuje matematic¢ki model rizika kontaminacije kukuruza aflatoksinom
B1 u Evropi u periodu od 2000-2100. godine ukoliko se primeni predvidanje

globalnog porasta prosecne temperature za 5°C

Slika 10. Matematicki model rizika kontaminacije kukuruza sa AfB: - globalni

porast prosecne temperature za 5°C (izvor: EFSA, 2012)

Kriti¢ni i visoki rizici od pojave AfB1 u kukuruzu se predvidaju u nekim
oblastima zemalja jugoisto¢ne Evrope (Grcka, juzna Italija, Bugarska, Albanija).
Kontaminirani kukuruz proizveden na ovim lokacijama moZe dospeti do
stanovnisStva i izazvati konstantnu ekspoziciju AfBi. Kontaminacija moZe biti
primarna (rast plesni i produkcija toksina na polju) i sekundarna (razmnozavanje
plesni u silosima i dodatna kontaminacija prilikom skladiStenja). Kontaminacija
AfB1 moZe dramaticno da se uvea ukoliko se nakon Zetve faze suSenja i
skladiStenja neadekvatno sprovode. Visoki Af indeks rizika se predvida u
centralnoj i juznoj Spaniji, Gr¢koj u severoisto¢nom delu i Kipru. Srednji i niski
aflatoksin indeks rizika (Af indeks rizika) se predvida u Rumuniji, Francuskoj,
Madarskoj i severoisto¢noj Italiji. Ove zemlje daju 73% ukupne proizvodnje
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kukuruza u EU. Iako je indeks rizika manji, ove zemlje moraju da pojacaju pracenje
kukuruza na prisustvo AfB1 u okviru svojih nacionalnih monitoring programa kao i

da saCine efikasne sisteme i strategije upozoravanja i obavestavanja” (EFSA, 2012).

Studija je obuhvatala samo zemlje clanice EU, iako je, razumljivo,
matematic¢ki model u geografskom smislu izraden za celo podrucje Evrope. Prema
prikazanim rezultatima (slika 9, slika 10), Republika Srbija se nalazi u podrucju
srednjeg do visokog Af indeksa rizika. Sa druge strane, Srbija spada u velike
proizvodace kukuruza (treci proizvodac¢ u Evropi, iza Rumunije sa 2,3 miliona ha
pod kukuruzom i Francuske sa 1,7 miliona hektara) sa 1,3 miliona hektara pod
kukuruzom (EFSA, 2012; Statisticki godisnjak R. Srbije 2011), i sa godiSnjom
proizvodnjom koja varira u zavisnosti od sezone, ali prosecno iznosi oko 6,5
miliona tona. Grafikon 1 prikazuje proizvodnju kukuruza u periodu 2006-2013

(FAO, online).

Grafikon 1. Proizvodnja kukuruza u Srbiji 2006-2013 (izvor: FAO, 2012)

Na grafikonu se moze videti veliki pad proizvodnje u 2012. godini (3,5
miliona tona u odnosu na 6,4 miliona tona u 2011, Sto predstavlja pad od 45,31 %).
Uzrok ovome je velika susa koja je pogodila celu Evropu, a narocito jugoisto¢nu
Evropu i Balkansko poluostrvo 2012. godine. Sezonski bilten Republickog
HidrometeoroloSkog zavoda (RHMZ, 2013), Nacionalni centar za Kklimatske

promene (www.hidmet.gov.rs), leto 2012. godine u Republici Srbiji karakterise kao
29



Srdan M. Stefanovi¢ Pregled literature

“ekstremno toplo i ekstremno susno, najtoplije i jedno od najsu$nijih od kada
postoje meteoroloSka merenja u Srbiji. Prevaziden dosadasnji apsolutni
maksimum broja tropskih i letnjih dana i tropskih no¢i za referentni klimatoloski

period 1961-1990. godine”.

Prema ovom izveStaju, odstupanja srednjih letnjih temperatura od normale
su bila pozitivna na teritoriji cele Srbije i iznosila su od 3,1°C do 5°C. Odstupanja
srednje maksimalne temperature su bila od 4°C do 5°C a na planinama i do 6°C.
Maksimalna dnevna temperatura u Srbiji tokom leta 2012. godine izmerena je u
Cupriji 15. Jula i iznosila je 41,5°C. Slika 11 prikazuje odstupanje srednje letnnje

temperature vazduha od proseka 1961-1990. godine.

JAaz2 A 2012
Ozerynuiba epeitsix Temneparypa OUeNa TEMNEPATYPE METOAOM NEPLENTILI
(Pedepentun nepuos 1961-1990) (Peqepenui nepuon 1961-1990)

NEPLENTIIN  KATEFOPILE

(@)

sos [MERCTRE N

BEOMA TOILIO

oo

HOPMATIED

Dy | xnamo

2.0 [ REOMA x1ATHO
< [escTrER O X1ATHO

Cinuka 2. Opcryname cpemse  cesoncke | Cnnka 3. Ouena cpembe CE30HCKE TEMICpAarype y
temnepatype y Cpbuju Ttokom sera 2012, | Cpbujn  TtoxoMm sera 2012, rojgune  Merojom
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Slika 11. Odstupanje srednje letnje temperature vazduha od proseka 1961-1990.
godine (izvor: RHMZ)

U celoj Srbiji je prevaziden broj tropskih dana sa maksimalnom dnevnom
temperaturom viSom od 30°C. Grafikon 2 prikazuje 20 najtoplijih leta u Beogradu

u periodu 1888-2012. godine.
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Grafikon 2. Redosled 20 najtoplijih leta u Beogradu za period 1888-2012. godine
(izvor: RHMZ)

Osim temperature, leto 2012. godine je bilo je u pogledu padavina “jedno od
najsusnijih od kada postoje merenja. Prema metodi percentila suma letnjih
padavina je u ve¢em delu Srbije bila u kategoriji ekstremno susno i veoma su$no”.

Slika 12 prikazuje ocenu suma padavina u Srbiji tokom leta 2012. godine.

1A 2012 JJIA 2012
Cyma Na/IaBHEA Y IPOLEHTHMA 071 HOPMATE OljeHa cyma N1a/JaBHHA METO/I0M [EPUEHTHII
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Hopmaste 1961-1990. pedepenthn neproj 1961-1990.

Slika 12. Ocena suma padavina u Srbiji tokom leta 2012. godine (izvor: RHMZ)
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Svi do sada izneti podaci idu u prilog zakljucku da usled evidentnih
klimatskih promena neminovno dolazi do aktuelizacije pitanja kontaminacije
(prvenstveno kukuruza) aflatoksinima i na evropskom kontinentu, narocito u
jugoistocnoj Evropi i na podruc¢ju Balkanskog poluostrva. Ovakav scenario se i
obistinio u Republici Srbiji krajem 2012. i u 2013. godini kada je zabeleZena
masovna pojava AfB1 u kukuruzu i posledi¢no AfM1 u mleku Sto je izazvalo veliko
interesovanje naucne, strucne i lai¢ke javnosti. Prema dostupnoj naucnoj literaturi,
u Republici Srbiji su do sada objavljene dve studije o sadrzaju AfB1 u kukuruzu . U
jednoj (Bocarov-Stancic i sar, 2000) dokazano je od 40 do 100 ug/kg AfB1. U drugoj
(Masi¢ i sar, 2003) je pokazano da je 10,43% od 585 ispitivanih uzoraka bilo
kontaminirano aflatoksinom Bi. U 2013 godinije obavljena prva znacajnija studija
u Srbiji o kontaminaciji mleka sa AfM; (Kos i sar, 2013). Uzorkovano je 176
uzoraka mleka goveda, koza i magarica, kao i mleka Zena. Od uzetih uzoraka
kravljeg mleka (150), u ¢ak 98,7 % je zabeleZeno prisustvo AfM; a u 86 % uzoraka
je prekoracena MDK vrednost koja je propisana u EU od 0,05 ug/kg. Drugih studija
koje su se u Republici Srbiji bavile ispitivanjem sadrzaja AfM: u mleku, prema

nasim saznanjima, nije bilo.

2.8 Pregled studija o kontaminaciji aflatoksinom B; u pojedinim

zemljama

Sve do poslednjih nekoliko godina, kada su klimatske promene u vidu sve
ucestalijih toplih i suSnih leta pocele da zahvataju i evropski kontinent,
kontaminacija kukuruza na poljima plesnima iz roda Aspergillus se nije smatrala
znacajnijom, pa je pojava aflatoksina u Evropi bila vezana uglavnom za uvezene
sirovine, namirnice i hranu za Zivotinje, odnosno njene biljne komponente.
Medutim, bilo je nekoliko zabeleZenih sluc¢ajeva nakon toplih i su$nih leta gde su se
stekli uslovi za masovniju pojavu infestacije kukuruza Aspergillus vrstama i visi

nivo kontaminacije, u prvom redu AfB1.
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Tako je u Italiji izmedu 1982 i 2007. godine u nizu studija analizirano
ukupno 3607 uzoraka kukuruza (AA. VV, 2005; Battiliani i sar, 2008; Cinti i sar,
2005; Decastelli i sar, 2005; Micco i sar, 1986; Pietri i sar, 2004; Piva i sar, 2006;
Reunerri, 2006). NajviSi utvrdeni sadrzaj AfB: bio je 233 ug/kg, objavljen u
studijama iz 2004 i 2006, sa srednjim vrednostima od 21 i 14 pg/kg. Visoka
kontaminacija AfB: je utvrdena i u studiji iz 2003 (Piva i sar, 2006), sa
maksimalnom vrednoséu od 155 ug/kg. U istoj studiji se navodi da je 2003. godina

u Italiji bila veoma susna, sa periodom bez padavina od maja do septembra.

Turska se, zahvaljuju¢i svojoj mediteranskoj klimi, smatra jednom od
zemalja gde postoje optimalni klimatski uslovi za razvoj aflatoksikogenih plesni. U
periodu od 1986 do 2006. godine analizirano je ukupno 423 uzoraka kukuruza
(Alperden i sar, 1990; Alptekin i sar, 2009; Giray i sar, 2009; Gursoy i Bicici, 2003;
Nizamlyodlu i Oguz. 2003; Oruc i sar, 2006; Oruc i sar, 2007; Ozay i Heperkan,
1989). Najvisi sadrZzaj AfB: zabeleZen u uzorku kukuruza iznosio je 432 ug/kg u
2006. godini (Oruc i sar, 2007). Pored 2006 godine u kojoj je kontaminacija AfB; u
Turskoj bila veoma visoka, u 2002. i 2005. godini bile su zabeleZene najvise
vrednosti nadenog AfB; i to 133 i 120 ug/kg pojedinacno (Giray et al, 2009;
Nizamlyodlu i Oguz, 2003). Ove vrednosti su nadene u kukuruzu poreklom iz

mediteranskog dela Turske.

Rumunija je joS jedna evropska zemlja sa klimatskim predispozicijama za
kontaminaciju kukuruza sa AfBj, a istovremeno je i drugi po veli¢ini proizvodac
kukuruza u EU (EFSA, 2012). Ogranicen broj studija govori da je od 95 uzoraka
analiziranog kukuruza u periodu 1997. do 2004. godine (Braicu i sar, 2008; Curtui i
sar, 1998; Tabuc i sar, 2009), najviSa koncentracija AfB:1 zabeleZena u studiji iz

2009. godine i iznosila je 46,4 ng/kg.

U studijama izvedenim u drugim evropskim zemljama: Francuskoj 1999.
godine (Scudamore i Patel, 2000), Hrvatskoj 1979. godine (Pepeljnak i Blazer,
1982), Kipru 1997., 1998. i 2003 godine (lonnou-Kakuori i sar, 2004), Ceskoj,
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Spaniji i Portugalu 2008. godine (Monbaliu i sar, 2008), kao i u jo$ jednoj studiji iz

Spanije (Munoz i sar, 1990), nije utvrdeno prisustvo AfB; u kukuruzu.

U Iranu, Karami-Osboo i sar. (2012) prijavljuju 146 pozitivnih uzoraka
kukuruza na prisustvo AfB; od ukupno 373 uzoraka analiziranih tokom perioda
2006-2008. godine, Sto predstavlja 46,3 %. MDK vrednost za AfB: u kukuruzu
iznosi 5 pug/kg u ovoj zemlji. Autori su zakljucili da su nivoi kontaminacije

kukuruza visoki, i da postoji znacajan rizik po javno zdravlje.

Studija objavljena 2005. godine u Brazilu (Sassahara i sar, 2005), prijavljuje
kontaminaciju 26% uzoraka hrane za Zivotinje, i ¢ak 53% uzoraka potpunih
krmnih smesa. Uzorci su uzimani u periodu juli 2001. do novembar 2002. godine.

Ukupno je bilo analizirano 98 uzoraka.

Veoma visoka kontaminacija kukuruza sa AfB; gajenog na srednjem zapadu
SAD, narocito u drzavi Arkanzas zabelezena je 1998. Godine (Williams, 1999;
Windham, 1999). Abbas i sar, 2006 su postavili studiju gde su eksperimentalno
gajili viSe hibrida kukuruza uz adekvatne agrotehnicke mere i pratili kontrolisane
infestacije sa A. flavus plesni. Studija pokazuje da je 100% analiziranih uzoraka
imalo sadrZaj ukupnih aflatoksina preko maksimalno dozvoljene koli¢ine (20

ug/kg u SAD), a kontaminacija se kretala od 21 ug/kg do ¢ak 699 ug/kg.

2.9 Pregled studija o kontaminaciji aflatoksinom M; u pojedinim

zemljama

[ako je u dostupnoj naucnoj literaturi manje podataka o prisustvu AfM: u
mleku u poredenju sa AfB: u kukuruzu, ipak postoji znacajan broj studija koje
pokazuju da prisustvo i koli¢ine AfM: u mleku krava predstavljaju direktnu
posledicu prisustva AfB1 u hrani za Zivotinje. U skladu sa tim, nau¢no misljenje
EFSA panela za kontaminente hrane (EFSA, 2004) u svom delu o AfM; istiCe

zakljucak da je u okviru zemalja Evropske unije prevalenca AfM; u mleku veoma
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niska. Od svih prikupljenih podataka u periodu 1996.-2001. godine, odnosno

11831 uzoraka, broj uzoraka u kojima je sadrzaj AfM; iznad propisane maksimalno

dozvoljene koli¢ine (0,05 ug/kg), je iznosio samo 0,06%. Treba naglasiti i to da se

vecina ovih podataka odnosi na zbirne uzorke mleka gde treba imati u vidu efekat

razblaZenja.

Relevantne studije o ispitivanju sadrzaja AfM1 u mleku krava prikazane su

zbirno u tabeli 2.

Tabela 2. Rezultati pra¢enja AfM; u zemljama EU (izvor: EFSA, 2004)

Br Br. uzoraka Br. uzoraka Br. uzoraka Br. uzoraka
Zemlja Godina uzora;ka s.a P manje od 0d 0,01 do vece od 0,05 Referenca
0,01pug/kg  0,05pg/kg ug/kg
V. Britanija 2001 100 50 97 3 0 Food Standards
Agency,2001
Portugal 1999 102 31 43 57 2 Martins i Martins, 2000
Spanija 2000/2001 92 92 89 3 0 Rodriguez i sar, 2003
Italija 1996 161 0 148 13 0 Galvano i sar, 2001
Gréka 1999/2000 166 52 92 71 3 Roussi i sar, 2002
Gréka 2000/2001 132 55 80 50 2 Roussi i sar, 2002
Nematka 1999 6537 Nepoznato 6325 211 0 Podaci dobijeni od
zemlje Clanice
Nemadcka 2000 3618 0 3614 4 0 Bluthgen i Ubben, 2000
Kipar 1992-2003 270 Nepoznato 244 26 0 Ioannou i sar, 1999
Podaci dobijeni od
Austrija 1999 20 Nepoznato 20 0 0 odacl cobljent o
zemlje Clanice
Podaci dobijeni od
Finska 1999 296 Nepoznato 295 1 0 ° a.c1v0 1.]emo
zemlje Clanice
Francuska 1999 234 Nepoznato 234 0 0 Podaci dobijeni od
zemlje Clanice
Podaci dobijeni od
Irska 1999 62 Nepoznato 60 0 0 edaci cobnento
zemlje ¢lanice
Holandija 1999 30 Nepoznato 25 5 0 Podaci dobijeni od
zemlje ¢lanice
Svedska 1999 11 Nepoznato 11 0 0 Podaci dobijeni od

zemlje ¢lanice
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Podaci sa individualnih farmi (280 uzoraka) ukazuju na veéi stepen
kontaminacije od 1,8%. Takode je interesantno zapaZanje da je incidenca pojave
AfM1 kao i nadene koli¢ine ve¢a u mleku krmaca nego u mleku krava. Ovo se
objasnjava slabijom kontrolom potpunih smeSa za ishranu svinja na bazi kukuruza
u odnosu na striktniju kontrolu i niZi MDK kod smeSa za ishranu mlec¢nih krava

(EFSA, 2004).

U izdvojenim studijama treba spomenuti studiju iz Slovenije (Godi¢-Tokar i
sar, 2008) u kojoj je nadeno prisustvo AfM; u koncentraciji ve¢oj od 0,05 ug/kg u
10% ispitivanih uzoraka mleka. Hrvatska studija (Bilandzi¢ i sar, 2010) od ukupno
analiziranog 61 uzorka mleka uzetih sa farmi, utvrduje prekoracenje MDK u samo
dva uzorka (58,6 i 58,7 ng/kg) ili 1,64% od ukupno analiziranih uzoraka. U Gr¢koj,
tokom 2009.1 2010. godine analizirano je 196 uzoraka mleka (Tsakiris i sar, 2013).
AfM1 je naden u 46,5% uzoraka, ali su samo 2 uzorka sadrzala AfM: iznad
maksimalno dozvoljenih koli¢ina (MDK). Sli¢ni rezultati su dobijeni i u Turskoj
(Gurbay i sar, 2006) gde je od 27 analiziranih uzoraka mleka uzetih sa trziSta u
Ankari 59,3% sadrzavalo AfMy, ali u samo dva uzorka je nadeno prekoracenje MDK
prema turskim propisima (50 ng/kg, odnosno 0,05 ug/kg). Sasvim drugaciju sliku
daje druga turska studija (Unusan, 2006) izvedena iste godine na uzorcima mleka
uzetih iz centralne Anatolije: od 129 uzoraka UHT mleka uzetog sa trzista, 58,1% je
bilo kontaminiranio AfM1, a ¢ak 47% uzoraka je sadrZavalo AfM; iznad MDK
vrednosti. Srednja vrednost izmerenog AfM1 u svim uzorcima bila je 108,17 ng/kg,
dok je najvisa vrednost izmerena u dva uzorka i prelazila je 500 ng/kg. U Maroku
je sprovedena studija (Marnissi i sar, 2012) gde je od 48 uzoraka mleka, njih 13
(27%) bilo pozitivno na AfM;, dok je u 4 uzorka (8%) zabeleZeno vise od 50 ng/kg.
Pakistanska studija (Hussain i sar, 2008) saopStava rezultate od 52,5%
kontaminiranog kravljeg mleka kao i 42,5% kontaminiranog mleka bivolice sa
srednjim vrednostima od 44 ng/kg i 27 ng/kg. Ghanem i Orfi, 2009 prezentuju
studiju izvedenu u Siriji na 126 uzoraka mleka (74 uzorka kravljeg, 23 uzorka

ovcijeg, 11 uzoraka kozijeg, 10 uzoraka pasterizovanog kravljeg mleka i 8 uzoraka
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mleka u prahu). U ¢ak 80% ispitivanih uzoraka nadene su rezidue AfM: u rasponu
od 20 do 765 ng/kg. Iransko istrazivanje (Kamkar, 2005) sprovedeno na 111
uzoraka sirovog mleka iz grada Sarab belezi prisustvo AfM1 u 76,6% uzoraka u
opsegu koncentracija od 15 do 280 ng/kg, gde 40% ispitivanih uzoraka prelazi
evropsku MDK vrednost. Druga iranska studija (Nemati i sar, 2010) saopStava
rezultate 90 ispitanih uzoraka mleka uzetog iz maloprodaje u gradu Ardabilu. U
svim ispitivanim uzorcima je utvrdeno prisustvo AfMi, dok je kod 33% uzoraka
nivo rezidua bio visi od 50 ng/kg. Vrednosti sadrzaja AfM; su se kretale od 2,9 do

85 ng/kg.

AfM1 se ne nalazi samo u mleku Zivotinja, ve¢ se moZe naci i u mleku Zena o
¢emu svedoCe malobrojne studije. Tako Gurbay i sar, 2010 izveStavaju o
rezultatima analize na prisustvo AfM; u mleku Zena u Turskoj (Ankara) i
saopsStavaju nadene vrednosti od 60,90 do 299,99 ng/kg u svim uzorcima. El-

Sayed i sar, 2002 su utvrdili srednju vrednost od 300 ng/kg u mleku Zena u Egiptu.

2.10. Zakonska regulativa koja se odnosi na aflatoksin B; u hrani za

zivotinje i aflatoksin M; u mleku

Imajud¢i u vidu sve podatke iznete u prethodnim poglavljima, u pogledu
Stetnih efekata AfB:1 i AfMi na zdravlje ljudi i Zivotinja, kao i Siroku
rasprostranjenost ovih toksina, evidentna je potreba da se u cilju kontrole njihovog
unosa uspostave odgovarajuce zakonske prepreke radi zastite javnog zdravlja.
Svetska zdravstvena organizacija je (izmedu ostalih kontaminenata) okarakterisala
kontaminaciju hrane i hrane za Zivotinje mikotoksinima kao znacajan izvor
oboljenja koja se prenose putem hrane (WHO, 2002). U nekim delovima sveta,
mikotoksini predstavljaju primarnu pretnju javnom zdravlju. Prikupljena saznanja
o Stetnim efektima mikotoksina tokom proteklih decenija rezultirala su
uspostavljanjem maksimalno dozvoljenih koli¢ina (MDK) za mikotoksine u hrani i

hrani za Zivotinje u brojnim zemljama i/ili zajednicama zemalja.
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Ekstenzivna studija koju je objavio FAO - “Worldwide regulations for
mycotoxins in food and feed in 2003” (FAO 2004) sumira zakonske propise koji su
na snazi a odnose se na aflatoksine u hrani i hrani za Zivotinje u ve¢ini zemalja

sveta do 2003. godine.

Prve MDK vrednosti za mikotoksine su propisane upravo za aflatoksine
krajem 60-ih godina proslog veka u razvijenim zemljama sveta, dok je do kraja
2003. godine, vise od 100 zemalja usvojilo MDK vrednosti za mikotoksine u hrani i
hrani za Zivotinje, i ovaj broj je u konstantnom porastu (FAO, 2004). Brojni autori
nauc¢nih radova su svoja istrazivanja posvetili upravo MDK vrednostima za
mikotoksine (Krogh, 1977; Schuller i sar, 1983; Stoloff i sar, 1991; Gilbert, 1991;
Resnik i sar, 1991; Van Egmond 1991; Van Egmond i Dekker, 1995; Boutrif i Canet,
1998; Rosner, 1998; Van Egmond, 1999). FAO je objavio dva pregledna rada u vidu
monografija (FAO, 1997; FAO, 2004) sumiraju¢i MDK vrednosti u pojedinim
zemljama sveta, a poslednja monografija daje presek stanja zaklju¢no sa 31.

decembrom 2003. godine.

Treba naglasiti da se, pored samih MDK vrednosti, velika paznja posvecuje i
procedurama uzorkovanja, imaju¢i u vidu veoma heterogenu distribuciju
mikotoksina u okviru jedne proizvodne partije, narocito u pojedinim proizvodima
(suSene smokve, kikiriki). Iz ovog razloga, kodifikacija procedura uzorkovanja je
predmet velikog interesovanja (FAO, 1993; CAC, 2000). U Evropskoj uniji, propis
kojim se propisuju metode uzorkovanja i analize za potrebe sluZzbene kontrole
nivoa mikotoksina u namirnicama je na snazi od 2006. godine, sa izmenama i

dopunama iz 2010. godine (EC 401/2006; EC 178/2010).

Prema monografiji FAO (FAO, 2004), od 1995. do 2003. godine, broj zemalja
koje imaju na snazi propise o MDK vrednostima za mikotoksine je porastao za 30%
i obuhvata zemlje u kojima Zivi 87% svetske populacije. Na evropskom kontinentu,
sve zemlje imaju na snazi neku vrstu propisa koja reguliSe maksimalno dozvoljene
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koli¢ine pojedinih mikotoksina.

Mnoge zemlje poseduju regulativu koja propisuje MDK vrednosti za AfB; u
hrani za Zivotinje. Poznato je da je najefikasniji nacin kontrole pojave AfM1 u mleku
limitiranje koli¢ina AfB: u potpunim smeSama za mlec¢ne krave. Grafikon 3

prikazuje broj zemalja koje imaju na snazi ovakav propis i MDK vrednosti.

50 pokg M 2

25pg%g W1

20 pgxg N 3

15ugkg 01

10 pgxg [N 5

spokg . 27

= broj zemalja |

Grafikon 3. Broj zemalja u svetu sa MDK vrednostima za AfB1 u potpunim smeSama

za ishranu mlec¢nih krava (izvor: FAO, 2004)

Sa slike se vidi da najveci broj zemalja primenjuje MDK od 5 ug/kg, i odnosi
se na zemlje Evropske unije, kao i zemlje ¢lanice EFTA (engl: European free trade
association) sporazuma. Ovakav propis se primenjuje u zemljama u kojima je MDK
vrednost za AfM1 u mleku postavljena na 0,05 ug/kg. Direktiva EU 2002/32/EC
propisuje ove vrednosti, kao i MDK od 20 ug/kg za AfB1 u kukuruzu.

Grafikon 4 prikazuje broj zemalja i MDK vrednosti za ukupne aflatoksine u
hranivima. Sa slike se vidi da najveci broj zemalja primenjuje MDK vrednost od 20
ug/kg. Ove vrednosti se mogu naci u zemljama Sirom sveta ali su najceS¢e prisutne

u zemljama severne i juzne Amerike.
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Grafikon 4. Broj zemalja u svetu sa MDK vrednostima za ukupne aflatoksine u

hranivima (izvor: FAO, 2004)

Propisi koji reguliSu MDK vrednosti za AfM; postoje u 60 zemalja prema
dostupnim podacima zaklju¢no sa 2004. godinom (FAO, 2004). Zemlje Evropske
unije primenjuju MDK od 0,05 ug/kg. Neke zemlje u Africi, Aziji i Latinskoj Americi
takode predlazu ovu MDK vrednost. Vrednost od 0,05 ug/kg usvojena je prvi put
od strane Evropske unije 2003. godine (Commission Regulation 2003/2174/EC)
medu najniZima je u svetu i zasnovana je na “ALARA” principu (engl: As Low As
Reasonably Achievable - Sto niZe koliko je to razumno moguce postici) (EFSA,
2004).

Nasuprot ovome, neke zemlje u Evropi, Sjedinjene Americke Drzave i
nekoliko azijskih zemalja primenjuje MDK vrednost od 0,5 ug/kg kao i zemlje
Latinske Amerike ¢lanice MERCOSUR alijanse (Argentina, Brazil, Paragvaj, Urugvaj,
Venecuela, Bolivija) (EFSA, 2004). MDK vrednost od 0,5 ug/kg je predloZena i od
strane Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 2001). Grafikon 5 prikazuje MDK
vrednosti za AfM: u mleku na svetskom nivou i broj zemalja primenjuju ove

vrednosti.
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Grafikon 5. MDK vrednosti za AfM; i broj zemalja koje ih primenjuju (izvor: FAO,
2004)

U Republici Srbiji, propis koji reguliSe MDK vrednost za AfB: u hrani za
Zivotinje je “Pravilnik o kvalitetu hrane za Zivotinje” (Sl. glasnik RS broj 4/10 sa
dopunama, Sl. glasnik RS broj 28/2011). Prema ovom Pravilniku aflatoksini su
regulisani kao ukupni (AfB1, AfBz, AfG i AfGz), i MDK vrednost u hranivima iznosi
50 ug/kg. Potpune i dopunske smese za mlecne krave ne smeju da sadrZe vise od

10 ug/kg ukupnih aflatoksina.

Maksimalno dozvoljenu koli¢inu aflatoksina M1 u Republici Srbiji je od maja
1992. godine do marta 2013. godine regulisao “Pravilnik o koli¢inama pesticida,
metala i metaloida i drugih otrovnih supstancija, hemioterapeutika, anabolika i
drugih supstancija koje se mogu nalaziti u namirnicama (SI. list SR] broj 5/92 sa
ispravkama Sl. list SR] broj 11/92)”, koji je propisivao MDK vrednost od 0,5 ug/kg
AfM1 u mleku i mle¢nim proizvodima. U 2011. godini na snagu je stupio “Pravilnik
o dopuni Pravilnika o maksimalno dozvoljenim koli¢inama ostataka sredstava za
zastitu bilja u hrani i hrani za Zivotinje i o hrani i hrani za Zivotinje za koju se
utvrduju maksimalno dozvoljene koli¢ine ostataka sredstava za zaStitu bilja” (SI.
glasnik RS broj 28/11). Prema ovom Pravilniku, MDK vrednost za sirovo mleko,

termicki obradeno mleko i mleko za proizvodnju mlecnih proizvoda iznosila je
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0,05 ug/kg i bila je uskladena sa MDK vrednosti koja se primenjuje u Evropskoj
uniji. U januaru 2013. godine je u Srbiji zabeleZen porast koncentracije AfM: u
mleku, nastala usled povecanih vrednosti AfB1 u kukuruzu nakon jedne od najvecih
suSa koja je pogodila c¢itavo podrucje naSe zemlje. Masovnost pojave i izmerene
koli¢ine AfM; koje su prelazile propisanu MDK vrednost, uticale su da u martu
2013. godine, Vlada Republike Srbije izmeni vrednost MDK od 0,05 ug/kg i ponovo
uvede staru MDK vrednost od 0,5 ng/kg (SL glasnik RS broj 20/2013).

2.11 Analiticke metode za odredivanje aflatoksina B i aflatoksina M1

U prethodnim poglavljima prikazan je samo deo viSedecenijskih napora
naucne zajednice i regulatornih tela nacionalnog i nadnacionalnog karaktera, za
utvrdivanje maksimalno dozvoljenih koli¢ina AfB1 i AfM1 u cilju zaStite zdravlja
ljudi i Zivotinja. Medutim, bez obzira na adekvatnu nau¢nu zasnovanost i
obrazloZenja regulatornih tela za donoSenje MDK vrednosti, kontrola njihovog
postovanja ne bi bila moguca bez paralelnog razvoja analitickih metoda u okviru

razlic¢itih analitickih tehnika, a u cilju dobijanja pouzdanih rezultata.

Analiticka metodologija za kvalitativno i kvantitativno dokazivanje
aflatoksina predstavlja posebnu nau¢nu oblast koja, zbog prirode i kompleksnosti
problema, zahteva multidisciplinarni pristup i izuzetno veliku posveéenost nau¢ne
zajednice koja se bavi ovom problematikom. Pre nego Sto prikaZemo pregled
relevantne literature iz ove oblasti, treba se osvrnuti na dva fundamentalna

problema inherentna aflatoksinima.

U prethodnom izlaganju je na viSe mesta naglaseno da su osnovni izvor AfB;
u hrani za Zivotinje kontaminirane Zitarice (u prvom redu kukuruz) i da
kontaminacija moZe biti primarna i sekundarna (kontaminacija u polju tokom

rasta biljke i tokom skladiStenja u silosima). Medutim, rast plesni, a samim tim i
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produkcija AfB; se odvija krajnje neravnomerno u polju odnosno silosu
(Commission Regulation EC 401/2006/EC), Sto je i razlog velikih varijacija u
sadrZzaju AfB1 u istoj proizvodnoj partiji. Stepen variranja sadrzaja AfB1 moZe da
bude (i uglavnom i jeste) toliko veliki da ponovljena ispitivanja jednog uzorka
kukuruza mase 100-200 g mogu da daju rezultate od negativnih (ispod limita
detekcije metode) do visoko kontaminiranih, nekoliko puta iznad propisane MDK
vrednosti. Brojni autori ukazuju na ovaj problem (Whittaker, 2003; 2006, Bryden,
2012), i smatraju da najveci izvor greske u analizi mikotoksina uopSte lezi u
teSkoéama vezanim za pribavljanje reprezentativnhog uzorka. Neadekvatna
uniformnost sadzaja aflatoksina u biljnom materijalu je odavno poznata i veoma
dobro ilustrovana u radu Hamiltona (1978) koji je analizirao hranu za Zivotinje

uzetu sa razlic¢itih mesta u samo jednom silosu.

Tabela 3. Neravnomerna distribucija aflatoksina u silosu za skladiStenje hrane za

Zivotinje (izvor: Hamilton, 1978)

Uzorak br. Mesto uzimanja uzorka Af (ug/kg)

1 Periferija silosa 120
2 Periferija silosa 350
3 Centar silosa 35

4 Centar silosa <20
5 Centar silosa <20
6 Centar silosa <20

Tabela jasno pokazuje varijacije u sadrzaju aflatoksina koje su do te mere
velike da analizom samo jednog od ovih Sest uzoraka nije moguce dati adekvatnu
informaciju o ispravnosti date hrane za Zivotinje. Imajuc¢i u vidu da je u gotovo
svim zemljama sadrzaj aflatoksina u hrani za Zivotinje zakonom regulisana
kategorija, postaje jasno kakve zakonske i zdravstvene implikacije neadekvatno

uzorkovanje nosi sa sobom.
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Stoga je je neophodno posvetiti veliku paznju samom procesu uzorkovanja i
kodifikovati ga u cilju dobijanja reprezentativnog uzorka. Evropska unija je 2006.
godine donela Pravilnik o metodama uzorkovanja i analize mikotoksina u svrhe
sluZzbene kontrole (Commission Regulation EC 401/2006), gde se navodi nacin
uzorkovanja pojedinih vrsta hrane i hrane za Zivotinje, kao i koliCina
reprezentativnog uzorka potrebnog za analizu. Pravilnik propisuje nacin
uzorkovanja i uvodi pojmove pojedinacnog uzorka i zbirnog uzorka koji se sastoji
od pojedinacnih i dalje se homogenizuje u laboratoriji radi dobijanja konac¢nog
uzorka za analizu. Broj i masa uzetih uzoraka zavise od veli¢ine proizvodne partije
(lot) iz koje se uzima uzorak. Za male proizvodne partije, odnosno male koli¢ine

uzorka moze se uzeti 3-100 pojedinacnih uzoraka ukupne mase 1-10 kg.

Sa druge strane, AfM; predstavlja metabolit AfB1 koji se nalazi u mleku i
njegova distribucija u mleku jedne Zivotinje je ravnomerna. Medutim, u lancu
proizvodnje i prerade mleka (otkup sa farmi ili od individualnih proizvodaca,
mesSanje mleka razli¢itog porekla u cisternama) neminovno dolazi do variranja u
sadrZaju AfM1. Ove varijacije postaju jo§ manje predvidljive kada se ima u vidu da i
u ishrani mle¢nih krava sa jedne farme postoji razli¢ita zastupljenost AfB: usled
njegove neravnomerne zastupljenosti u kukuruzu. Stoga i uzorkovanje mleka mora
da se odvija na nacin da se obezbedi reprezentativnost uzorka, sto je i sadrzano u
EU propisu u vidu propisanih koli¢cina mleka koje mora da se uzme za jednu
analiticku partiju. Pravilnik EU broj 401/2006/EC propisuje minimalan broj
pojedinacnih uzoraka i minimalnu masu zbirnog uzorka za odredivanje AfM; u

mleku.

U oba slucaja (kukuruz ili mleko), obavezna je Sto bolja homogenizacija
dobijenog zbirnog uzorka (na mestu uzorkovanja ili u laboratoriji, u zavisnosti od

raspoloZivosti opreme).

Drugi izazov sa kojim se treba suociti kod odredivanja aflatoksina jeste

njihova niska koncentracija u uzorku. Na osnovu podataka iznetih ranije u ovom
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pregledu o zastupljenosti AfB1 i AfM1 u kukuruzu i mleku, moze se zakljuciti da se
AfB1 u zitaricama nalazi u najve¢em broju slucajeva u koncentracijama do nekoliko
desetina ug/kg, dok se kod AfM: u mleku radi o hiljadu puta manjoj koncentraciji.
U oba slucaja se radi o kompleksnim organskim uzorcima (kukuruz, mleko) koji
sadrZze veliki broj prirodnih sastojaka hrane (proteini, masti, ugljeni hidrati,
enzimi...), i veoma malu koli¢inu toksina. Ovo prakticno znaci da je potrebno
razviti analiticku metodologiju koja je u stanju da identifikuje i kvantifikuje
kolic¢ine od 10-19do ¢ak 10-13 g AfB1 i AfM1 u vrlo kompleksnim matriksima ako se

radi o uzorcima koji toksine sadrze na nivou propisanih MDK vrednosti.

Analiticke metode za odredivanje aflatoksina se mogu podeliti na dve
grupe: trijazne (engl. screening) i potvrdujuce ili konfirmatorne (engl.
confirmatory). Trijazne metode se koriste za detekciju prisustva supstance na
nivou od interesa (Commission Decision 2002/657/EC) i karakteriSu se velikom
propustnom mo¢i (velikim brojem uzoraka koje je moguce obraditi u kratkom
vremenskom periodu), a dizajnirane su tako da ne daju laZzno negativne rezultate,
dok su laZzno pozitivni rezultati moguci. U ove metode uglavnom spadaju brojni
imunoenzimski (ELISA) testovi (Stroka i Anklam, 2002). ELISA metode kombinuju
visoku osetljivost biohemijskih enzimskih reakcija sa specificnoS¢u imunoloskih
reakcija (Syndenham i Shepard, 1996). Osetljivost ELISA metoda u danasnje vreme
dostiZe i 0,005 ug/kg (Wang i sar, 2012) Sto je daleko ispod najniZze MDK vrednosti
za AfM1 od 0,05 pg/kg u mleku. Isto se moZe reci i za metode za detekciju AfB: u
kukuruzu. Ipak, njihova specifi¢nost i selektivnost nisu apsolutne, sto moZe dovesti
do unakrsnih reakcija sa molekulima koji sadrZe iste ili slicne haptenske grupe
koje omogucuju imunolosku reakciju (Kim i sar, 2000; Rodriguez-Velasco, 2003).
Sa druge strane, ELISA metode su brze, jednostavne za izvodenje, osetljive i
dovoljno specificne tako da danas predstavljaju najceS¢i put za brzu analizu
sadrZaja aflatoksina u hrani i hrani za Zivotinje (Magliulo i sar, 2005; Micheli i sar,

2005; Stroka i Anklam, 2002; Thirumala-Devi i sar, 2002; Van Egmond, 2004).
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Eventualno pozitivni nalaz koris¢enjem ELISA metode se moZe naknadno potvrditi

koris¢enjem drugih analitickih tehnika (Markaki i Melissari, 1997).

Drugu grupu metoda Cine konfirmatorne metode. Ove metode treba da
obezbede informacije o supstanci koje (e omoguditi njenu nedvosmislenu
identifikaciju i kvantifikaciju (Commission Decision2002/657/EC). Prema vaZe¢im
propisima u EU, konfirmatorna metoda se zasniva na detekciji supstance od
interesa koja treba da pruzi informaciju o hemijskoj strukturi analita, a kojoj
obavezno prethodni hromatografska separacija komponenti uzorka. Separacione

(hromatografske) tehnike za analizu AfB1 i AfM1 se mogu podeliti na:

- Hromatografiju na tankom sloju (TLC - engl. Thin Layer Chromatography) i
hromatografiju na tankom sloju visokih performasi (HPTLC - engl. High
Performance Thin Layer Chromatography) sa fluorescentnom detekcijom;

- Tec¢nu hromatografiju visokih performansi (HPLC - engl. High Performance
Liquid Chromatography) sa ultraljubicastom ili fluorescentnom
detekcijom);

- Te¢nu hromatografiju visokih performansi sa maseno spektrometrijskom
detekcjom  (LC-MS/MS -  engl. High  Performance Liquid
Chromatography/Mass Spectrometry) i te¢nu hromatografiju ultra visokih
performansi sa maseno spektrometrijskom detekcjom (UPLC (UHPLC)-
MS/MS - engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography/Mass
Spectrometry).

Postoje i druge analiticke tehnike koje se zasnivaju na hromatografiji kojima
se mogu dokazivati aflatoksini (gasna hromatografija, te¢na hromatografija sa UV
detekcijom...), medutim zbog komplikovane pripreme uzoraka i/ili slabe

osetljivosti, nisu nasle mesto u rutinskoj praksi.

Hromatografija na tankom sloju je prva tehnika koriS¢ena za najpre

kvalitativno a potom i kvantitativno odredivanje AfB; i (u manjoj meri) AfM;.
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Danas uglavnom ima istorijski znacaj u razvijenim zemljama, iako se jo$ uvek
zadrzala u zemljama u razvoju zahvaljuju¢i svojim prednostima kao S$to su
relativna lakoca izvodenja i srazmerno tome prihvatljiva cena, kao i moguc¢noséu
analiziranja viSe uzoraka u jednoj analitickoj partiji (Stroka i Anklam, 2002). Jedna
od mana ove metode je upotreba vecih koli¢ina hlorovanih organskih rastvaraca sa
mogucim negativnim posledicama po analiticare i Zivotnu sredinu, kao i relaivno
slaba osetljivost. Krajem XX veka je razvijena i modifikovana TLC metoda koja
iskljuuje upotrebu organohalogenih rastvaraca, ali sa druge strane zahteva
upotrebu imunoafinitetnih kolona za preci§¢avanje uzoraka Sto znacajno utiCe na

cenu izvodenja analize (Stroka i sar, 2000).

Razvoj HPLC metoda pocetkom ‘80-ih godina proslog veka zahvaljujuci
napretku ove analiticke tehnike i sve Siroj dostupnosti instrumentacije za njeno
izvodenje, znacajno utiCe na porast broja dostupnih metoda za kvantitativno
odredivanje AfB: i AfM1 (Zolner i sar, 2006). U okviru poglavlja o hemijskim
osobinama AfB1 i AfMy, reCeno je da ovi molekuli poseduju sposobnost nativne
fluorescencije. Daljom derivatizacijom sa jedinjenjima halogenih elemenata (jodom
ili bromom) intenzitet fluorescencije se znacajno povecava ¢ime je omogucena
detekcija do nivoa od 10-12 g toksina (ng/kg) Sto zadovoljava sve regulatorne
zahteve u pogledu MDK vrednosti (Papp i sar, 2002). Sa druge strane, sve metode
zasnovane na HPLC sa fluorescentnom detekcijom zahtevaju preciS¢avanje
uzoraka imunoafinitetnim kolonama Sto uti¢e na brzinu izvodenja i cenu analize
(Beltran i sar, 2011). Medutim, moZe se zakljuciti da je ova analiti¢cka tehnika
dovoljno dugo u upotrebi i samim tim metode zasnovane na njoj mogu da
zadovolje kako analiticke tako i regulatorne kriterijume koji se danas primenjuju

(Jaimez i sar, 2000; Sizoo i van Egmond, 2005).

U poslednjoj deceniji, te¢na hromatografija sa masenom spektrometrijom
(LC-MS/MS) postaje tehnika izbora za odredivanje mikotoksina uopsSte pa i
aflatoksina u hrani i hrani za Zivotinje (Krska i sar, 2006; Zollner i sar, 2006).

Gotovo apsolutna specificnost i selektivnost koju pruzZa maseni spektrometar
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kvadrupolnog tipa u MRM nacinu rada (engl. Multiple Reaction Monitoring -
pracenje visestrukih reakcija) preko merenja prisustva i intenziteta jona celih
molekula i njihovih fragmenata, postaje tehnika izbora za kvantitativno
odredivanje najveceg broja rezidua i kontaminenata u organskim matriksima
(Beltran i sar, 2011). Mnogi autori prijavljuju metode za odredivanje AfB: i AfM; u
kukuruzu i mleku zasnovane na LC-MS/MS tehnici koje zaobilaze korak
precis¢avanja uzoraka i sastoje se od analiziranja sirovih ekstrakata hrane i hrane
za Zivotinje u nekom organskom rastvaracu (Bertran i sar, 2009; Demulle i sar,
2006; Frenich i sar, 2009; Herebian i sar, 2009; Spanjer i sar, 2008; Sulyok i sar,
2006; Sulyok i sar, 2009). Navedeni pristup je mogu¢ zahvaljujuc¢i sposobnosti
ovakvog tipa detektora da razlikuje jedinjenja na osnovu njihovih masa i samim
tim otkloni interferirajuce supstance prisutne u uzorku Sto druge vrste detekcije
nisu u stanju. Prednosti ovakvog pristupa su zanemarljiv gubitak analita tokom
pripreme uzorka te visok prinos metode, redukovanje upotrebe rastvaraca i
hemikalija na mininum i znacajno povecavanje brzine i propustne moc¢i metode
(Beltran i sar, 2009). Medutim, ovakav pristup nije bio mogu¢ kod odredivanja
AfM; u hrani za decu gde je MDK vrednost u EU propisana na 0,025 ug/kg
(Commission Regulation (EU) 165/2010) i predstavlja, izuzimajué¢i dioksine,
najnizu MDK vrednost za neki kontaminent ili reziduu uopste (Beltran i sar, 2009,

Spanjer i sar, 2008).

Razvoj i sve Sira dostupnost te¢ne hromatografije ultra visokih performansi
(UPLC) kuplovane sa masenom spektrometrijom (UPLC-MS/MS) dozvoljava brze
hromatografske separacije Sto rezultira kra¢im vremenom analize (Di Mavungu i
sar, 2009; Freinch i sar, 2009). Istovremeno, separacija postaje efikasnija Sto
direktno uti¢e na oStrinu i visinu pika sa posledi¢nim povecanjem osetljivosti i
nizim limitima detekcije i kvantifikacije (Fu i sar, 2008; Ren i sar 2007; Ventura i

sar, 2006; Beltran i sar, 2011).

Jedan od najkompletnijih zakonskih propisa iz oblasti zahteva za

kriterijume analitickih metoda jeste dokument EU ,,Odluka Komisije od 12. Avgusta
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2002. godine za implementaciju Direktive Saveta 96/23/EC u pogledu performansi
analitickih metoda i interpretaciji rezultata” (2002/657/EC). Iako se ovim
propisom reguliSu zahtevi za metode koje se primenjuju u okviru Nacionalnih
programa pracenja rezidua i kontaminenata (Nacionalni monitoring programi), on
moZe da predstavlja univerzalnu osnovu za definisanje performansi analitickih
metoda iz viSe oblasti. Metode za odredivanje AfB: i AfM: donekle spadaju u
korpus metoda koje regulise Direktiva 2002/657/EC i to u pogledu samog procesa
validacije, U zemljama c¢lanicama EU obavezna je validacija metoda shodno
kriterijumima iz ovog dokumenta.

Numericki kriterijumi koje analiticke metode za AfB1 i AfM; treba da ispune
sadrzani su u ,Pravilniku Komisije EC 401/2006. Tabela 4 sumira zahteve ovog

dokumenta u delu za analiticke metode.

Tabela 4. Kriterijumi za analiticke metode za odredivanje AfB1 i AfM; (izvor:

401/2006/EC)

L Opseg Preporucena Maksimalno
Kriterijum koncentracija vrednost dozvoljena vrednost
Slepa proba Svi opsezi Zanemarljiva

0,01-0,05 pg/k 60-120%
prinos AfM1 he/kg °
>0,05 ug/kg 70-110%
<1 ug/kg 50-120%
prinos AfB1 1-10 ug/kg 70-110%
>10 ug/kg 80-110%
Preci t
u:f:‘l:::;s " Prema rezultatu
. . Horovicove jednacine 2* RSDr
reproducibilnosti RSDre21-0510g0)
(RSDg) o

Treba naglasiti i da se u tabeli ne navodi limit detekcije imajuci u vidu da se
svi kriterijumi formiraju na ta¢no odredenim nivoima koji proisticu iz MDK
vrednosti. Vrednost ,,C” u Horovicovoj jednacini predstavlja odnos masenog udela
aflatoksina u uzorku (npr. za koncentraciju od 100% - 100 g u 100 g, ova vrednost

je 1 dok za koncentraciju od 1 ug/kg, ova vrednost je 10-° odnosno 0,000000001).
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Pored navedenih kriterijuma, merna nesigurnost (u), odnosno proSirena
merna nesigurnost (U) je jedan od parametara Cije je utvrdivanje obavezno pri
validaciji analitickih metoda za AfB; i AfM1. Merna nesigurnost se definiSe kao uvek
pozitivna vrednost koja se dodeljuje merenoj vrednosti i karakteriSe njenu
disperziju (EURACHEM, 1995). Prema Pravilniku 401/2006/EC, merna

nesigurnost se izvodi prema sledecoj formuli:

Uf2= (LoD/2)2+ (a.*C)?

LoD predstavlja limit detekcije metode, ,C” predstavlja maseni udeo dos

vrednost ,,a” zavisi od koncentracije na kojoj se metoda validuje. Ove vrednosti su

date u tabeli 5.

Tabela 5. Vrednosti “a” u zavisnosti od koncentracije AfB1 i AfM1 (preuzeto

iz 401/2006/EC)
Koncentracija (ng/kg) a
<50 0,2
51-500 0,18
501-1000 0,15
1001-10000 0,12
>10000 0,1
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3. CILJ I ZADATAK

Imajuci u vidu iznete podatke iz literature, cilj rada je:

1. Da se omoguci detaljni uvid u obim i tok kontaminacije kukuruza kao
sirovine za proizvodnju hrane za Zivotinje sa AfB1, na teritoriji
Republike Srbije tokom njegove masovne pojave a nakon

ekstremne suse koja je zemlju pogodila u leto 2012. godine;

2. Da se omoguc¢i detaljan uvid u obim i tok posledi¢ne pojave rezidua

AfM;u mleku na teritoriji Republike Srbije tokom 2013. godine;

3. Da se radi poboljSanja analitickih kapaciteta i dobijanja pouzdanih
rezultata, razviju, validuju i u rutinsku wupotrebu uvedu
konfirmatorne metode za odredivanje AfB1 i AfM; koriste¢i UPLC-

MS/MS analiticku tehniku;

Polaze¢i od pretpostavke da se samo realnim sagledavanjem obima i
intenziteta pojave AfB; u kukuruzu i posledi¢no AfM: u mleku, mogu doneti
efikasne mere u cilju sprecavanja ili smanjenja Stete nastale budu¢im pojavama
AfB1 i AfM1, kao i u cilju oCuvanja zdravlja Zivotinja i ljudi, zadaci istraZivanja ove

doktorske disertacije su:

1. Da se izvrSi uzorkovanje reprezentativnog broja uzoraka kukuruza i

sirovog, pasterizovanog i sterilizovanog mleka na teritoriji Republike Srbije

51



Srdan M. Stefanovié¢ Cilj i zadatak

radi analiziranja sadrZaja AfB: i AfMi. Analize ¢e se izvoditi primenom

prethodno validovanih ELISA protokola koji se ve¢ rutinski koriste;

2. Da se rezultati dobijeni analiziranjem uzoraka kukuruza na AfB; i sirovog,
odnosno termicki tretiranog mleka na AfM; tokom viSe od 6 meseci na
teritoriji cele zemlje detaljno statisticki obrade u cilju dobijanja nauc¢no

validnih podataka o toku i ishodu pojave AfB1 i AfM1 u Republici Srbiji;

3. Da se obavi poredenje distribucije AfB; i AfM; u razli¢itim regionima
Republike Srbije, kao i promene intenziteta kontaminacije i prisustva
rezidua tokom vremena na osnovu polugodiSnjeg pracenja koncentracija

ovih jedinjenja u kukuruzu i mleku;

4. Da se razviju i validuju pouzdane konfirmatorne analiticke metode za
kvantitativno odredivanje AfB1 u kukuruzu i AfM1 u mleku zasnovane na
UPLC-MS/MS tehnici prema kriterijumima i na nivoima (MDK) koji su

vazeciu EU;

5. Da se odredeni broj identicnih uzoraka kukuruza i mleka analizira na
prisustvo AfBi i AfM; Kkoriste¢i obe metode (ELISA i UPLC-MS/MS)
paralelno, radi utvrdivanja nivoa Kkorelacije izmedu performansi dve

razli¢ite analiticke tehnike;
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4. MATERIJAL 1 METODE

Prilikom postavljanja plana rada i izbora metoda, uzeti su u obzir cilj i
zadatak rada, kao i relevantni literaturni podaci o nacionalnoj i medunarodnoj
zakonskoj regulativi vezanoj za AfB: i AfM;, kao i o zahtevima koji se odnose na

uzorkovanje i performanse analitickih metoda.

Radi bolje preglednosti, ovo poglavlje ¢e biti podeljeno na segmente i
obuhvati¢e proceduru uzimanja uzoraka kukuruza i mleka za ispitivanja, opis
ELISA metoda za odredivanje AfB; i AfMi, opis UPLC-MS/MS metoda za
odredivanje AfB:1 i AfMi, postupak validacije UPLC-MS/MS metoda, kao i opis

statistickih metoda koriS¢enih za interpretaciju rezultata.

4.1. Uzorkovanje kukuruza i mleka

Uzorkovanje merkantilnog kukuruza u zrnu namenjenog pripremi hrane za
Zivotinje sprovedeno je od 05.11.2012. godine do 18.03.2013. godine. Sve vreme za
koje su uzimani uzorci je podeljeno na dva dela zbog preglednijeg prikazivanja i
obrade rezultata (1. i 2. period uzorkovanja). Prvi period je obuhvatao uzorke
uzete od 05.11.2012. godine do 20.01.2013. godine (196 uzoraka) dok je drugi
period zapoceo 21.01.2013. godine i zavrSio se 18.03.2013. godine (484 uzoraka).
Razlog za dvostruko vise uzoraka uzetih u drugom u odnosu na prvi period je Sto je

su tek polovinom januara 2013. godine postale evidentne razmere kontaminacije
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mleka AfM;, te je tada odluceno da se eksperiment prosiri i u obzir uzme veci broj
uzoraka kukuruza. Uzorci su uzimani sa farmi mlec¢nih krava, iz silosa i od
individualnih proizvodaca hrane za Zivotinje kao i sa individualnih gazdinstava u
Republici Srbiji bez AP Kosovo i Metohija. Ukupno je uzeto 680 uzoraka kukuruza
iz 23 upravna okruga Republike. Zbog Cinjenice da je broj uzoraka znacajno varirao
po okruzima (neravnomerno rasporedeni proizvodni i skladisni kapaciteti),
odluceno je da se sistematizovanje i grupisanje uzoraka, umesto po okruzima,
obavi na nacin da su formirane 3 ,regije” (vojvodanska, beogradska i centralna
Srbija). Treba naglasiti da pojam ,regije” nije povezan sa zvani¢nom teritorijalnom
podelom koja je propisana u Uredbi o nomenklaturi statistickih teritorijalnih
jedinica (Sl. Glasnik RS br. 109/09 i 45/10), ve¢ je uveden samo u svrhe jasnijeg
prikazivanja i obrade dobijenih rezultata u ovoj disertaciji. Na ovaj nacin je
postignuta priblizna ravnomernost raspodele i samim tim je poredenje rezultata
znacajno olakSano sa aspekta statisticke obrade. Odluka da se na ovaj nacin izvrsi
geografska podela je posledica kompromisa izmedu broja stanovnika Kkoji
naseljavaju ovako formirane geografske celine (1.647.490 stanovnika u
beogradskoj regiji; 1.945.780 stanovnika u vojvodanskoj regiji i 3.665.483
stanovnika u centralnoj Srbiji), i znacajno vece koncentracije poljoprivredne
proizvodnje u prve dve regije, naro¢ito u AP Vojvodina, u odnosu na trecu

(republic¢ki Zavod za statistiku, 2012).
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OnwTtuHe y Peny6nuun Cp6uju no ynpaBHUM OKpy3uma
Crawe 1. jaHyap 2012. rogvHe

Hasuau onwtuHa
oaraveHn Epojesuma:
1. Crapw rpan

2. Bpauap

3. Cabcki sewal

4. 3Jseanapa

5. Hosu Beorpan

6. Pakosuua

7. Boxgosay

8. Yykapuua

9. Merpoaapanuk

10. Cpemcki4 Kapnosum Pasmepa 1:1.840.009

Ypahero y Peny6nikom 32804y 3a CTETHCTHKY
Vssop: Mpaduaxa noanora PenyBnidkor reoneTcKor 338008

Slika 13. Karta Republike Srbije sa administrativnom podelom po upravnim

okruzima (izvor: republicki Zavod za statistiku)
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Pravilnik EU propisuje nacin uzorkovanja i uvodi pojmove pojedinacnog
uzorka i zbirnog uzorka koji se sastoji od pojedinacnih i dalje se homogenizuje u
laboratoriji radi dobijanja kona¢nog uzorka za analizu. Broj i masa uzetih uzoraka

zavise od veli¢ine proizvodne partije (lot) iz koje se uzima uzorak.

Tabela 6. minimalan broj pojedina¢nih uzoraka i minimalna masa zbirnog uzorka

za odredivanje AfB1 u kukuruzu (izvor: 401/2006/EC).

Masa proizvodne Broj pojedinaénih Masa zbirnog uzorka
partije (t) uzoraka (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

Ovo prakti¢cno znaci da ukoliko je proizvodna partija kukuruza iz koje se
uzimao uzorak za analizu imala masu od 10 t, uzeto je 60 puta po 100 g uzorka na

razli¢itim mestima u skladi$tu, da bi kona¢na masa uzorka iznosila 6 kg.

Svi uzorci kukuruza u zrnu su samleveni u mlinu ¢eki¢aru proizvodaca
Sever (Subotica, Srbija), model ,Ideal 70”. Nakon mlevenja svakog uzorka kroz
mlin je propustano oko 5 kg kukuruza koji ne sadrzi AfB; (odsustvo toksina je
prethodno utvrdeno ELISA metodom), radi izbegavanja unakrsne kontaminacije
uzoraka. Oko 500 g ovako samlevenog kukuruza upakovano je u polietilenske
providne kese, obeleZeno i cuvano na sobnoj temperaturi zasti¢eno od svetlosti do

izvodenja analize.

Uzorkovanje sirovog i termicki tretiranog (pasterizovanog, sterilizovanog)
mleka, sprovedeno je od 04.02.2013. godine do 16.06.2013. godine. Uzorci mleka

uzorkovani su u 24 upravna okruga Republike Srbije bez AP Kosovo i Metohija, i to
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sa farmi mlec¢nih krava, iz mlekara, od individualnih proizvodaca i iz prometa.
Vreme za koje je obavljeno uzorkovanje je podeljeno na tri dela radi preglednijeg
prikazivanja i obrade rezultata (1. 2. i 3. period uzorkovanja). Prvi period je
obuhvatao uzorke uzete od 04.02.2013. godine do 24.03.2013. godine (2.404
uzorka), drugi period je zapoceo 25.03.2013. godine i zavrSio se 05.05.2013.
godine (2.832 uzorka) i tre¢i period trajao je od 06.05.2013. godine do 16.06.2013.

godine (1.389 uzorka). Ukupno je analizirano 6.625 uzoraka mleka.

Proces uzorkovanja je u pogledu nacina i koli¢ine uzetih uzoraka bio
sproveden u skladu sa Pravilnikom EU 401/2006. radi obezbedenja njihove
reprezentativnosti. Minimalan broj pojedina¢nih uzoraka mleka, kao i minimalne

mase zbirnog uzrorka koji se dobija iz viSe pojedinacnih prikazani su u tabeli 7.

Tabela 7. Minimalan broj pojedina¢nih uzoraka i minimalna masa zbirnog uzorka

za odredivanje AfM1 u mleku (izvor: 401/2006/EC).

Oblik Zapremllna i . B-r0] . . Masa zbirnog
. masa proizvodne  pojedinacnih
pakovanja .. . uzorka (kg)
partije (L ili kg) uzoraka

Rllnfuz 3.5 1
(cisterna)
Boce ili

oce ili d.ruga <=50 3 1
pakovanja
Boce ili d.ruga 50-500 5 1
pakovanja
Boce ili d.ruga +500 10 1
pakovanja
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Tabela 8 prikazuje broj uzoraka kukuruza i mleka po upravnim okruzima i

regijama.
Regija Upravni okrug Brl(::'l Klzl(:_:lazka Broljn l;:ﬁ:;aka
Zapadnobacki 48 884
Severnobacki 28 600
Severnobanatski 10 80
Vojvodanska Juznobacki 73 209
Srednjobanatski 85 68
Sremski 91 77
Juznobanatski 99 85
Beogradska Beogradski 77 3838
Macvanski 60 271
Kolubarski 6 48
Sumadijski 18 107
Podunavski 4 4
Branicevski 10 20
Borski 3 7
Zlatiborski 9 65
Moravicki 2 11
Centralna Srbija Pomoravski 24 10
Zajecarski 4 0
Raski 13 85
Rasinski 11 43
Toplicki 0 28
Nisavski 2 19
Jablanicki 2 34
Pirotski 0 8
P¢injski 1 23
Ukupno 680 6.625

Grupisanje uzetih uzoraka mleka po teritorijalnom Kriterijumu izvrseno je
analogno modelu opisanom u delu ovog poglavlja koji se odnosi na kukuruz.
Vremensko grupisanje je, medutim, modifikovano, tako da su umesto dva, uzorci

mleka podeljeni na tri perioda.
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4.2. ELISA metoda za odredivanje aflatoksina B1 u kukuruzu

ELISA metoda za odredivanje AfB; zasnovana je na fabrickom kitu “Celer
AFLA B1” proizvodaca ,Tecna S.r.l.”, Italija. Metoda se sprovodi prema uputstvu
proizvodaca. U kitu se nalaze premiks - mikrotitar ploCe i plo¢e impregnirane anti
- AfB1 antitelima, pripremljeni rastvori standarda AfB1 (0; 1; 5; 20 i 40 ug/L),
rastvor enzim - konjugata, rastvor za izazivanje boje, PBS rastvor i “stop - rastvor”.
Metanol i voda su bili HPLC Cistoce i nabavljeni su od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
SAD), Natrijum hlorid je bio p.a. Cisto¢e, nabavljen od proizvodaca Merck

(Darmstadt, Nemacka).

Prethodno samleven kukuruz je dodatno homogenizovan ru¢nim mesanjem
i 5 g laboratorijskog uzorka je odmereno na tehnickoj vagi Ohouse (New Jersey,
SAD) model “Adventurer” sa tacno$¢u od 0,01 g u laboratorijsku ¢asu od 100 mL.
Dodato je 1 g NaCli 25 mL 70 % vodenog rastvora metanola. Ekstrakcija je vr§ena
meSanjem na orbitalnom Sejkeru IKA-Werke (Staufen, Nemacka), model “OS 10
Control” na 150 obrtaja u minutu (o/min) u trajanju od 10 minuta. Ekstrakt je
zatim profiltriran kroz najlonske Spric filtere prec¢nika pora 0,22 um u Cciste

staklene kivete od 15 mL.

[z ELISA Kkita je pripremljena najpre premiks - mikrotitar ploca. Broj otvora
na ploci je pripremljen tako da odgovara broju kalibracionih standarda, slepe
probe uzorka, obogacene slepe probe i broju analiziranih uzoraka. U svaki otvor je
automatskom pipetom preneto 100 uL enzim - konjugata, a zatim je dodato 50 uL
standardnih rastvora, slepe probe, obogacene slepe probe i uzoraka. Smesa uzorka
i enzim - konjugata je homogenizovana u svakom otvoru mikrotitar ploce
uvlaCenjem i izbacivanjem sadrZaja mikropipetom 3 puta. 100 uL smesSe je preneto
iz svakog otvora premiks ploe u korespodentne otvore mikrotitar ploce
impregnirane anti - AfB; antitelima. Inkubacija se odvijala na sobnoj temperaturi
10 minuta. Zatim je ploca ispirana slanim fosfatnim puferom (PBS) tri puta i

dodato je u svaki otvor 100 uL rastvora za izazivanje boje (3,3’ 5,5’ tetrametil
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benzidina - TMB). Ploca je postavljena na orbitalni Sejker i uz lagano protresanje
(50 0o/min), inkubacija se odvijala 5 minuta. Reakcija je zaustavljena dodavanjem

50 uL 0,1 M sumporne kiseline (“stop - rastvor”).

Apsorbanca (optic¢ka gustina) je merena ELISA Citacem Thermo Scientific
(Waltham, MA, SAD), model 364, na 450 nm. Kalibracionu pravu i proracun

koncentracija izracunava sofrver “Ascent”, v1.0).

Kalibracija se izvodila u 5 tacaka, a uz svaku seriju uzoraka su, pored
kalibracionih standarda, analizirani kontrolni uzorci (slepa proba i slepa proba
obogacena standardom AfB: na nivou od 5 ug/kg). Limit detekcije metode je 1
ug/kg za kukuruz. Specifi¢nost je 100 % za AfB1, 5 % za AfBz, 19 % za AfG1 i <1 %
za AfG». Koeficijent varijacije replikata je manji od 3 %. Prinos metode je 91 %. Svi

rezultati su korigovani na eksperimentalno utvrdeni prinos metode.

4.3. ELISA metoda za odredivanje aflatoksina M1 u mleku

ELISA metoda za odredivanje AfM; zasnovan je na fabrickom kitu “Aflatoxin
M; Tecna kit” proizvodaca ,Tecna S.r.l.”, Italija. Princip metode se zasniva na
kompetitivnoj imunoenzimskoj reakciji, gde za razliku od odredivanja AfBj,
pozitivan nalaz predstavlja odsustvo boje proporcionalno koncentraciji AfM; u
uzorku. Metoda se sprovodi prema uputstvu proizvodaca. U Kkitu se nalaze
mikrotitar ploce Ciji su otvori impregnirani anti - AfM; antitelima, pripremljeni
rastvori standarda AfM: (0; 5; 10; 25; 50; 100 i 250 ng/L), rastvor enzim -

konjugata, rastvor za izazivanje boje, PBS rastvor i “stop - rastvor”.

Uzorci mleka su dekantovani u staklene graduisame kivete za centrifugu od
15 mL. Kivete su postavljene u stalak i mleko je ohladeno u friZideru na
temperaturu od 4°C. Kivete su zatim postavljene u centrifugu Thermo Scientific

(Waltham, MA, SAD) Heraeus™ model “Labofuge 200” i uzorci su centrifugirani na
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3700 o/min na 2°C. Svrha hladenja i centrifugiranja mleka je da se na povrsini

izdvoji mle¢na mast, posto se za analizu koristi obezmas¢eno mleko.

Broj otvora na mikrotitar ploc¢i ELISA kita je pripremljen tako da odgovara
broju kalibracionih standarda, slepe probe uzorka, obogacene slepe probe i broju
analiziranih uzoraka. U svaki otvor je automatskom pipetom preneto 100 uL
standardnih rastvora, slepe probe, obogacene slepe probe i uzoraka. Inkubacija se
odvijala 45 minuta na sobnoj temperaturi. Mikrotitar ploca je zatim ispirana 5 puta
PBS rastvorom. U svaki otvor je potom dodato 100 uL enzim - konjugata i ploca je
inkubirana uz lagano protresanje na orbitalnom Sejkeru IKA-Werke (Staufen,
Nemacka), model “OS 10 Control” na 150 o/min, 15 minuta na sobnoj temperaturi.
Ploca je zatim isprana PBS rastvorom jos 5 puta i u svaki otvor je dodato 100 uL
rastvora za izazivanje boje (3,3’ 5,5’ tetrametil benzidina - TMB). Ploca je zatim
prekrivena poklopcem koji Stiti od svetlosti i ponovo inkubirana na orbitalnom
Sejkeru 15 minuta na sobnoj temperaturi. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 50
uL 0,1 M sumporne kiseline (“stop - rastvor”). Nakon zaustavljanja reakcije,

apsorbanca je o€itavana u roku od 60 minuta.

Apsorbanca (opticka gustina) je merena ELISA citacem Thermo Scientific
(Waltham, MA, SAD), model 364, na 450 nm. Kalibracionu pravu i proracun

koncentracija izra¢unava pomocu sofrvera “Ascent”, v1.0).

Kalibracija je radena u sedam tacaka, a uz svaku seriju uzoraka su, pored
kalibracionih standarda, analizirani kontrolni uzorci (slepa proba i slepa proba
obogacena standardom AfM: na nivou od 0,05 ug/kg). Limit detekcije metode je
0.005 ug/kg za mleko (sirovo ili termicki obradeno). Specifi¢nost je 100 % za AfM;
i 16 % za AfM;. Koeficijent varijacije replikata je manji od 6 %. Prinos metode je
110 %. Ocitavanje se vrsi na automatskom citacu ,Multiscan Ascent” (Thermo
Labsystems, Germany) na 450 nm. Akviziciju i obradu sirovih podataka obavlja

»Ascent” softver istog proizvodaca.
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ELISA metode za odredivanje AfB: u kukuruzu i AfM; u mleku su rutinske
analitiCke metode Instituta za higijenu i tehnologiju mesa u Beogradu, interno

validovane i akreditovane od strane Akreditacionog tela Srbije.

4.4 UPLC-MS/MS metoda za odredivanje aflatoksina B1 u kukuruzu

Kao polazna osnova za razvijanje metode za odredivanje AfB; u kukuruzu

koris¢ena je modifikovana metoda (Sulyok, Krska i Schuhmacher, 2007).

Osnovni standardni rastvor AfB: (c=2 ug/mL u acetonitrilu) je kupljen od
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, SAD). Acetonitril, metanol i voda HPLC c¢istoc¢e su
nabavljeni od istog proizvodaca. SirCetna kiselina p.a. ¢isto¢e i sumporna kiselina
p.a. Cistote su nabavljene od kompanije Merck (Darmstadt, Nemacka). Radni
rastvor standarda AfB1 (c=0,2 ug/mL) je dobijen razblazivanjem 0,5 mL osnovnog
standarda u normalnom sudu od 5 mL acetonitrilom. Kalibracioni rastvori
standarda AfB; pravljeni su razblaZivanjem radnog rastvora (c=0,2 pug/mL) u
vialama autosamplera do krajnjih koncentracija od 5, 10, 15 i 20 ng/mL. Svi
standardni rastvori pravljeni su u kapelama sa minimalnom koli¢inom svetlosti i u
zatamnjenim normalnim sudovima. Osnovni standardni rastvor i radni rastvor
¢uvani su u zamrzivacu na -18°C, dok su kalibracioni rastvori pripremani

neposredno pre izvodenja analize.

Deset grama samlevenog i homogenizovanog zrna kukuruza je odmereno
na tehnickoj vagi Tehtnica (Zelezniki, Slovenija), model ET-1111 sa taéno$¢u od 0,1
g, u laboratorijsku ¢asu od 100 mL i preliveno sa 40 mL smeSe acetonitril-voda-
siretna kiselina u zapreminskom odnosu 79:20:1. Nakon prelivanja, ¢aSe su
postavljene na orbitalni Sejker IKA-Werke (Staufen, Nemacka), model “OS 10
Control” i ekstrakcija se odvijala na 150 o/min 1 ¢as na sobnoj temperaturi. Uz
svaki set uzoraka su pripremani kontrolni uzorci (1 slepa proba i tri slepe probe

obogacene AfB:1 u koncentracijama od 5 ug/kg, 10 ug /kg i 20 ug/kg). Nakon
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ekstrakcije i taloZenja kukuruza na dno ¢aSe, automatskom pipetom je odmereno
500 uL supernatanta kome je dodato 500 uL smeSe acetonitril-voda-siréetna
kiselina u zapreminskom odnosu 79:20:1. Jedan mililitar dobijenog rastvora je
profiltriran kroz najlonski Spric-filter precnika pora 0,2 um direktno u vialu za

autosampler.

UPLC-MS/MS instrument se sastoji od Waters Acquity UPLC sistema
(Waters, Milford, MA, SAD) sa kvaternarnom pumpom, autosamplerom, grejacem
kolone i tripl kvadripol masenim spektrometrom ,TQD” (Waters Micromass,
Manchester, Velika Britanija) Hromatografija je izvedena na Merck (Darmstadt,
Nemacka) Purospher Star RP-18, reverzno-faznoj koloni (50x2.1 mm), veli¢ina
Cestica 2 um. Mobilna faza se sastojala od 0.1 % sircetne kiseline u vodi i metanola
u odnosu 40:60. Protok je bio izokratni i iznosio je 0,25 mL/min. Separacija na
hromatografskoj koloni se odvijala na 30+1°C. Temperatura uzoraka u

autosampleru je odrZzavana na 20+1°C.

Jonizacija AfB1 do molekulskog jona se izvodila koriS¢enjem elektrosprej
sistema u pozitivnom modu (ES+). Temperatura jonskog izvora je bila 115°C a
desolvacionog gasa 350°C. Kapilarni napon je iznosio 4000 V a napon na konusu
35 V. Kolizioni gas je Arz. Detekcija se izvodila u MRM nacinu rada spektrometra,
pracenjem molekulskih masa molekulskog jona (313.1 Da) i tri tranziciona
produkta (285,2 Da, 270,1 Dai 241,1 Da). Kvantifikacioni tranzicioni produkt je bio
fragment molekulske mase 285,2 Da. Akviziciju i obradu podataka obavljao je
MassLynx 4.1 softver proizvodaca Waters. Kalibracija se izvodila u pet tacaka

......

replikata je 4 %. Prinos metode je 86-92 %.
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4.5. UPLC-MS/MS metoda za odredivanje aflatoksina M1 u mleku.

Kao polazna osnova za razvijanje metode za odredivanje AfM; u mleku

kori$¢ena je modifikovana metoda (Sgrensen i Elbaek, 2005).

Standard AfM; (5 ug u supstanci) je kupljen od Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
SAD). Acetonitril, metanol, n-heksan i voda HPLC cisto¢e su nabavljeni od istog
proizvodaca. Sircetna Kkiselina p.a. Cistote i sumporna kiselina p.a. Cistoce su
nabavljene od Merck (Darmstadt, Nemacka). Osnovni rastvor standarda AfM; (c=5
ug/mL) je dobijen rastvaranjem supstance u 1 mL acetonitrila. Radni rastvor
standarda AfM: (c=0,5 ug/mL) je dobijen razblaZivanjem 0,5 mL osnovnog
standarda u normalnom sudu od 5 mL acetonitrilom. Kalibracioni rastvori
standarda AfM; pravljeni su razblazivanjem radnog rastvora u vialama
autosamplera do krajnjih koncentracija od 0,1; 0,2; 0,5 i 1 ng/mL Svi standardni
rastvori pravljeni su u kapelama sa minimalnom Kkoli¢cinom svetlosti i u
zatamnjenim normalnim sudovima. Osnovni standardni rastvor i radni rastvor
Cuvani su u zamrzivacu na -18°C, dok su kalibracioni rastvori pripremani

neposredno pre izvodenja analize.

Mleko je pre ekstrakcije AfM: podvrgnuto procesu obezmasc¢ivanja. Deset
mililitara mleka je preneto u polipropilenske kivete za centrifugu od 50 mL. Kivete
su zatim prenete u zamrziva¢ 10 minuta na -18°C na da bi se mleko ohladilo na 1-
4°C. Kivete su zatim centrifugirane u centrifugi Sigma (Osterode am Harz,
Nemacka), model 2-16P na 3000 o/min 5 minuta. Na ovaj nacin se mlecna mast
izdvaja iz mleka i formira povrSinski sloj. Automatskom pipetom je uzeto 5 ml
obezmasc¢enog mleka sa dna kivete i preneto u Cistu polipropilensku kivetu za
centrifugu od 50 mL. Mleku je dodato 100 uL 18 % vodenog rastvora sumporne
kiseline. Kivete su blago protresane i ostavljene u mraku 10 minuta. Indikator
papirom je proverena pH vrednost zakiseljenog uzorka. Prihvatljiva pH vrednost je

bila 2 + 0,5.
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Zatim je dodato 16 mL acetonitrila i 10 mL n-heksana. Dobijena smeSa je
homogenizovana na vibracionoj mesalici - vorteksu proizvodaca Bibby Scientific
Ltd (Staffordshire, Velika Britanija), model SA-8 u trajanju od 30 sekundi. AfM; je
zatim ekstrahovan na orbitalnom Sejkeru IKA-Werke (Staufen, Nemacka), model
“OS 10 Control” 10 minuta na 150 o/min, nakon ¢ega su kivete postavljene u
centrifugu i uzorci centrifugirani 15 min na 4000 o/min. Staklenom pipetom je
odvojen i odbacen gornji sloj n-heksana. Acetonitrilni sloj je dekantovan u staklene
balone za uparavanje. Acetonitril je uparen u vakuum uparivacu Heidolph
(Schwabach, Nemacka), model ,LabRota 4011 - Digital” na 60°C do suva. Suvi
ostatak je rekonstituisan u 2 mL acetonitrila i prenet nakon filtriranja Kkroz

najlonski Spric filter veli¢ine pora 0,22 um direktno u vialu za autosampler.

UPLC-MS/MS instrument se sastoji od Waters Acquity UPLC sistema
(Waters, Milford, MA, USA) sa kvaternarnom pumpom, autosamplerom, grejacem
kolone i tripl kvadripol masenim spektrometrom ,TQD” (Waters Micromass,
Manchester, Velika Britanija) Hromatografija je izvedena na Merck (Darmstadt,
Nemacka) Purospher Star RP-18, reverzno-faznoj koloni (50x2.1 mm), veli¢ina
Cestica 2 um. Mobilna faza se sastojala od 0.1% sircetne kiseline u vodi i metanola
u odnosu 35:65. Protok je izokratni i iznosio je 0,30 mL/min. Separacija na
hromatografskoj koloni se odvijala na 35 #* 1°C. Temperatura uzoraka u

autosampleru je odrZavana na 20 + 1°C.

Jonizacija AfM:1 do molekulskog jona se izvodi koriS¢enjem elektrospre;j
sistema u pozitivnom modu (ES+). Temperatura jonskog izvora je bila 120°C a
desolvacionog gasa 350°C. Kapilarni napon je iznosio 4000 V a napon na konusu
35 V. Kolizioni gas je bio Arz. Detekcija se izvodila u MRM nacinu rada
spektrometra, pra¢enjem molekulskih masa molekulskog jona (329 Da) i dva
tranziciona produkta (273 Da i 259.1 Da). Kvantifikacioni tranzicioni produkt je
bio fragment molekulske mase 259,1 Da. Akviziciju i obradu podataka je obavljao

MassLynx 4.1 softver istog proizvodaca kao i instrument. Kalibracija se izvodila u
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pet taCaka ukljucujuéi i nulu. Limit detekcije metode je 0,02 ug/kg, koeficijent

varijacije replikata je 5,2 %. Prinos metode je 65-81 %.

4.6. Validacija UPLC-MS/MS metoda za odredivanje aflatoksina B1 u

Kkukuruzu i aflatoksina M; u mleku

Validacija UPLC-MS/MS metoda za odredivanje AfB1 u kukuruzu i AfM: u
mleku izvedena je koriS¢enjem protokola EU referentne laboratorije RIKILT
(Wageningen, Holandija). Odredivanje validacionih parametara iz rezultata
validacije je obavljeno koriS¢enjem softvera ,ResVal v. 2.3” koji je izradila ista
laboratorija. Validacija metode za AfB: u kukuruzu je izvrSena na nivou od 20
ug/kg, dok je validacija metode za odredivanje AfM; u mleku izvrS§ena na nivou od

0,05 ng/kg, Sto su ujedno i MDK vrednosti koje su na snazi u EU.

Validacioni proces se sastojao od 4 eksperimenta za AfB1 i 4 eksperimenta
za AfM1. Svaki eksperiment je izveden za jedan dan. Odabrani su reprezentativni
uzorci kukuruza i mleka za koje je analizom ustanovljeno da ne sadrZe AfB1 i AfM;.
Ukupno je odabrano 73 uzorka kukuruza i 73 uzorka mleka. Uzorci kukuruza su
obogacivani dodavanjem standardnih rastvora AfB; prema Semi prikazanoj u

tabeli 9.
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Tabela 9. Sema obogaéenja uzoraka kukuruza standardnim rastvorima AfB; u

procesu validacije

Eksperiment 1 Eksperiment 2 Eksperiment 3
Obogacenje Obogacenje Obogacenje
(ng/kg AfB1) (ng/kg AfB1) (ng/kg AfB1)

1 uzorak 0 0 0

6 uzoraka 2,5 2,5 2,5

6 uzoraka 5 5 5

6 uzoraka 7,5 7,5 7,5

1 uzorak 10 10 10

1 uzorak 25 25 25

Eksperiment 4 se sastojao od odabira 10 razlic¢itih uzoraka kukuruza koji ne
sadrze AfB; i njihovom analiziranjem, a zatim obogacenjem tih istih uzoraka
standardnim rastvorom AfB; do koncentracije od 20 ug/kg i analiziranjem na ovaj

nacin obogacenih uzoraka.

Uzorci mleka su obogacivani dodavanjem standardnih rastvora AfM; prema

Semi prikazanoj u tabeli 10.
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Tabela 10. Sema obogacenja uzoraka mleka standardnim rastvorima AfM; u

procesu validacije

Eksperiment 1 Eksperiment 2 Eksperiment 3
Obogacenje Obogacenje Obogacenje
(ng/kg AfM1) (wg/kg AfM1) (ng/kg AfM1)

1 uzorak 0 0 0

6 uzoraka 0,025 0,025 0,025

6 uzoraka 0,05 0,05 0,05

6 uzoraka 0,075 0,075 0,075

1 uzorak 0,1 0,1 0,1

1 uzorak 0,25 0,25 0,25

Eksperiment 4 se sastojao od odabira 10 razli¢itih uzoraka mleka koji ne
sadrze AfM; i njihovom analiziranjem, a zatim obogaéenjem tih istih uzoraka
standardnim rastvorom AfM; do koncentracije od 0,05 ug/kg i analiziranjem na

ovaj nacin obogacenih uzoraka.

Svi uzorci kukuruza i mleka su pripremani i analizirani prema prethodno
prikazanim UPLC-MS/MS metodama. Rezultati su uneti u ResVal softver i

izraCunati su parametri validacije.

Sva ispitivanje (ELISA i UPLC-MS/MS metode), kao i postupak validacije su

izvedeni u laboratorijama Instituta za higijenu i tehnologiju mesa u Beogradu.

4.7. Statisticka obrada rezultata

Dobijeni rezultati su grupisani u statisticke celine kako je ranije opisano u
ovom poglavlju. Statisticka obrada rezultata ispitivanja zastupljenosti AfB1 u
kukuruzu i AfM1 u mleku obradeni su primenom JMP 10 i Microsoft Excell 2007

softvera. Prilikom obrade primenjene su sledete metode: deskriptivni statisticki
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parametri, ANOVA test i regresiona analiza. ANOVA test je raden na intervalu
pouzdanosti od 5%. Dobijeni i obradeni rezultati prikazani su u vidu tabela,

grafikona i slika.
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5. REZULTATI

U ovom poglavlju prikazani su rezultati ispitivanja sadrZzaja AfB:i u
kukuruzu i AfM; u mleku na podrucjima i u vremenskom periodu definisanim u
poglavlju koje se odnosi na materijal i metode rada. Takode su prikazani rezultati
validacije UPLC-MS/MS metoda za odredivanje AfB1 i AfM1 u kukuruzu i mleku, kao
i poredenje ELISA i UPLC-MS/MS tehnika za odredivanje AfB1i AfM;.

Radi bolje preglednosti, ovo poglavlje je podeljeno na tri glavne celine i to:

1. Rezultati koji se odnose na prisustvo i sadrzaj AfB; u kukuruzu. Ova
celina se sastoji od pregleda broja analiziranih uzoraka kukuruza prema
definisanim regijama i periodima ispitivanja, kao i analize sadrZaja i

distribucije AfB1 u kukuruzu po regijama i periodima;

2. Rezultati koji se odnose na prisustvo i sadrzaj AfM; u mleku. Ova celina
se sastoji od pregleda broja analiziranih uzoraka mleka prema
definisanim regijama i periodima ispitivanja, kao i analize sadrzaja i

distribucije AfM; u mleku po regijama i periodima;

3. Rezultati koji se odnose na validaciju UPLC-MS/MS metoda za
odredivanje sadrzaja AfB; u kukuruzu i AfM; u mleku, kao i poredenje

ELISA i UPLC-MS/MS metoda.

Rezultati su prikazani u vidu tabela, grafikona i slika za odgovarajuce

ispitivane parametre.
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5.1 Aflatoksin B;1 u kukuruzu

5.1.1 Pregled broja analiziranih uzoraka po regijama i periodima

Ovaj deo poglavlja koji se odnosi na rezultate je posvecen analizi broja
uzoraka kukuruza uzetih za analizu na prisustvo AfBi. Imaju¢i u vidu da je
uzorkovanje kukuruza izvrseno u tri regije Republike Srbije tokom dva perioda
uzorkovanja, rezultati vezani za broj uzetih uzoraka i njihovu distribuciju u
prostornom i vremenskom domenu grupisani su koriste¢i mozaicni dijagram. Ovaj
grafik omogucava prikaz odnosa izmedu viSe varijabli (regije i periodi) statisticke

serije podataka.

Grafikon 6 predstavlja mozai¢ni dijagram i prikazuje odnos uzetih uzoraka
kukuruza u beogradskoj regiji, centralnoj Srbiji i vojvodanskoj regiji tokom prvog i

drugog perioda uzorkovanja.

1,00
0,75
i)
5 0,50
o
0,25
0,00 ! I_ Ll
3 £ 3
8 E£s <
o e '8
o = >
@ >
Regij

Grafikon 6. Mozai¢ni dijagram broja uzoraka kukuruza uzetih na ispitivanje

sadrZaja AfB1
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Na x-osi grafikona prikazane su regije, a podela x-ose je proporcionalna
broju uzetih uzoraka. Tako se vidi da je najviSe uzoraka kukuruza uzeto iz
vojvodanske regije dok je najmanje uzeto iz beogradske. Sa desne strane y-ose
prikazani su periodi, a podela y-ose je proporcionalna broju uzetih uzoraka

kukuruza po periodima.

Konkretne vrednosti broja uzoraka kukuruza i njihovih procentualnih
odnosa date su u tabeli 11 koja predstavlja multivarijantnu tabelu raspodele
frekvencija. U tabeli je prikazan broj uzetih uzoraka kukuruza na ispitivanje
sadrzaja AfB: u tri regije i tokom dva perioda, kao i njihova procentualna

zastupljenost u okviru svake regije i/ili perioda.

Tabela 11. Broj uzoraka kukuruza uzetih na ispitivanje sadrzaja AfB: po

regijama i periodima ispitivanja

1. period 2. period glc::'lil::(ll(i)
Beogradska regija - broj uzoraka 37 40 77
% u odnosu na ukupan br. uzoraka 5,44 5,88 11,32
% u odnosu na br. uzoraka po periodu 18,88 8,26
% u odnosu na br. uzoraka po regiji 48,05 51,95
Centralna Srbija - broj uzoraka 68 101 169
% u odnosu na ukupan br uzoraka 10,00 14,85 24,85
% u odnosu na br uzoraka po periodu 34,69 20,87
% u odnosu na br uzoraka po regiji 40,24 59,76
Vojvodanska regija - broj uzoraka 91 343 434
% u odnosu na ukupan br uzoraka 13,38 50,44 63,82
% u odnosu na br uzoraka po periodu 46,43 70,87
% u odnosu na br uzoraka po regiji 20,97 79,03
UKupno - broj uzoraka 196 484 680
% u odnosu na ukupan broj uzoraka 28,82 71,18

Ovakav tip tabele predstavlja najbolji nacin prikazivanja serija podataka

koji su razvrstani po vise Kriterijuma. Radi lakSeg razumevanja vrednosti koje su u

72



Srdan M. Stefanovic Rezultati

tabeli prikazane objasni¢emo nacin ¢itanja tabele na primeru: ukupno je uzeto 680
uzoraka kukuruza, od toga 196 uzoraka (28,82%) u prvom i 484 uzorka (71,18%)
u drugom periodu. U beogradskoj regiji uzeto je 77 uzoraka (11,32%) od ukupnog
broja uzoraka, od toga, u prvom periodu 37 uzoraka ili 5,44% od ukpnog broja
uzoraka, odnosno 18,88% od broja uzoraka uzetih u 1. periodu u svim regijama ili
48,05% uzoraka uzetih u beogradskoj regiji u oba perioda. Isto tumacenje se

primenjuje i na ostale dve regije (centralna Srbija i vojvodanska regija).

5.1.2 Sadrzaj aflatoksina B; u regijama

Pre iznoSenja rezultata vezanih za sadrzaj AfB: u kukuruzu treba naglasiti
da ¢e deo rezultata koji se odnose na MDK vrednost biti prikazani dvojako: u obzir
¢e najpre biti uzeta trenutno vazeca nacionalna regulativa koja ogranic¢ava sadrzaj
AfB1 u kukuruzu na 50 ug/kg u hranivima, a potom ¢e se predstaviti rezultati i na
osnovu MDK vrednosti koja je propisana u EU od 20 ug/kg. Sadrzaj AfB; u
kukuruzu po regijama u odnosu na MDK vrednost od 50 pg/kg je prikazan u tabeli

12.

Tabela 12. Brojcana i procentualna zastupljenost uzoraka kukuruza koji sadrze

AfB1 u odnosu na MDK vrednost koja se primenjuje u Republici Srbiji

Broj uzoraka (%) - Broj uzoraka (%) - Broj uzoraka (%) -
beogradska regija centralna Srbija vojvodanska regija
< 50 pg/kg 61 (79,22%) 131 (77,51%) 305 (70,27%)
> 50 ng/kg 16 (20,77%) 38(22,49%) 129 (29,73%)
UKkupno 77 169 434
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Sadrzaj AfB1 u kukuruzu po regijama u odnosu na MDK vrednost od 20

ng/kg je prikazan u tabeli 13.

Tabela 13. Brojc¢ana i procentualna zastupljenost uzoraka kukuruza koji

sadrze AfB1 u odnosu na MDK vrednost koja se koristi u EU

Broj uzoraka (%) - Broj uzoraka (%) - Broj uzoraka (%) -
beogradska regija centralna Srbija vojvodanska regija
= 20 pg/kg 48 (62,33%) 117 (69,24%) 239 (55,07%)
> 20 ng/kg 29 (37,66%) 52 (30,76%) 195 (44,93%)
Ukupno 77 169 434
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Grafikon 7. Bar dijagram broja uzoraka kukuruza ispitanih na AfB1 po
regijama u odnosu na sadrzaj AfB; prema MDK vrednosti koje se primenjuju u EU
(crvena boja prikazuje prekoracenje MDK vrednosti preko 20 ng/kg, zelena boja

prikazuje uzorke sa sadrzajem AfB1 ispod ove vrednosti).
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Slika 14 prikazuje kartu Republike Srbije sa strukturnim krugovima za
svaku regiju i procenat ispitanih uzoraka kukuruza na AfB: koji prekoracuju

(crvena boja) ili zadovoljavaju (zelena boja) MDK vrednost od 50 ug/kg koja se

primenjuje u Republici Srbiji.
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Slika 14. Objedinjeni prikaz sadrZaja AfB1 u kukuruzu u Republici Srbiji u
odnosu na MDK vrednost koja se primenjuje u Republici Srbiji (crvena boja - preko

MDK; zelena boja - ispod MDK)
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Slika 15 prikazuje kartu Republike Srbije sa strukturnim krugovima za
svaku regiju i procenat ispitanih uzoraka kukuruza na AfB: koji prekoracuju

(crvena boja) ili zadovoljavaju (zelena boja) MDK vrednost od 20 ug/kg koja se

primenjuje u EU.
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Slika 15. Objedinjeni prikaz sadrZaja AfB1 u kukuruzu u Republici Srbiji u
odnosu na MDK vrednost koja se primenjuje u EU (crvena boja - preko MDK;

zelena boja - ispod MDK)
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5.1.3 Distribucija aflatoksina B1 kroz regije

U ovom poglavlju prikazana je distribucija AfB1 u uzorcima kukuruza po
regijama. Pre prikazivanja rezultata potrebno je osvrnuti se na nekoliko detalja
vezanih za nacin njihovog prikazivanja. U situacijama kada se vrs$i merenje velikog
broja uzoraka sa Sirokim rasponom vrednosti (od odsustva AfB; u uzorku do ¢ak
560 ug/kg AfB: zabelezenih u jednom uzorku iz centralne Srbije), distribucija
ovakve statisticke serije je eksponencijalna. Najveci broj rezultata grupisan je oko
najnize vrednosti, i Sto su vrednosti vece, broj uzoraka opada. Ovo znaci da je
prisutno znatno rasipanje podataka i to u prvom redu zahvaljuju¢i velikom
rasponu izmedu rezultata. Da bi se prevazisSla ovakva situacija u statistickoj obradi
rezultata, pribegava se njihovoj matematic¢koj transformaciji logaritmovanjem
svake pojedinacne vrednosti dekadnim logaritmom (logio). Na ovaj nacin se
vrednosti centralizuju uz ocuvanje njihovog medusobnog odnosa, sto omogucava
utvrdivanje statisticke znacajnosti razlika medu pojedinim statistickim serijama

koriS¢enjem parametrijskih testova (ANOVA).

Konkretno govoreci, logaritmovanjem serije od 680 uzoraka kukuruza koje
su se karakterisale vrednostima od <2 ug/kg (limit detekcije ELISA metode) do
560 ug/kg, dobijaju se vrednosti od 0,3 do 2,75.

Rezultati vezani za distribuciju AfB1 u odnosu na regije su prikazani na ovaj
nacin. Zato se u histogramima koji prikazuju distribuciju, kao i u analizi statisticke
znaCajnosti razlika nalaze logaritamske vrednosti rezultata. Medutim, u
tekstualnom i tabelarnom prikazivanju statistickih parametara koris¢ene su

apsolutne vrednosti za sadrzaj AfB; izraZene u ug/kg.

Grafikon 8 predstavlja histogram koji prikazuje distribuciju logaritamskih
vrednosti koncentracija AfB1 u uzorcima kukuruza uzetih na podrucju beogradske
regije. Desna strana grafikona predstavlja graficki prikaz parametara distribucije
statisticke serije podataka (minimalna i maksimalna vrednost, medijana

standardna devijacija).
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Grafikon 8. Distribucija vrednosti koncentracija AfB1 u uzorcima kukuruza uzetih

na podrucju beogradske regije

Tabela 14. Prikaz statistickih parametara serije rezultata za AfB1 u uzorcima

kukuruza uzetih sa podrucja beogradske regije

Broj uzoraka 77
Maksimalna vrednost (ug/kg AfB1) 215
Minimalna vrednost (ug/kg AfB1) <2
Srednja vrednost (ug/kg AfB1) 28,06
Medijana (ug/kg AfB1) 10
Srednja vrednost u gornjem intervalu od 95% (ug/kg 37,1
AfB1)

Srednja vrednost u donjem intervalu od 95% (ug/kg 19,02

AfB1)
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Grafikon 9 predstavlja histogram koji prikazuje distribuciju logaritamskih

vrednosti koncentracija AfB: u uzorcima kukuruza uzetih na podrucju centralne

Srbije

Grafikon 9. Distribucija vrednosti koncentracija AfB1 u uzorcima kukuruza uzetih

na podrucju centralne Srbije

Tabela 15. Prikaz statistickih parametara serije rezultata za AfB1 u uzorcima

kukuruza uzetih sa podrucja centralne Srbije.

Broj uzoraka 169
Maksimalna vrednost (ug/kg AfB1) 560
Minimalna vrednost (ug/kg AfB1) <2
Srednja vrednost (ug/kg AfB1) 29,1
Medijana (ug/kg AfB1) 2
Srednja vrednost u gornjem intervalu od 95% (ug/kg 38,17
AfB1)

Srednja vrednost u donjem intervalu od 95% (ug/kg 20,03

AfB1)
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Grafikon 10 predstavlja histogram koji prikazuje distribuciju logaritamskih

vrednosti koncentracija AfB; u uzorcima kukuruza uzetih na podrucju vojvodanske

regije.
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Grafikon 10. Distribucija vrednosti koncentracija AfB1 u uzorcima kukuruza uzetih

na podrucdju vojvodanske regije

Tabela 16. Prikaz statistickih parametara serije rezultata za AfB1 u uzorcima

kukuruza uzetih sa podrucja centralne Srbije.

Broj uzoraka 434
Maksimalna vrednost (ug/kg AfB1) 475
Minimalna vrednost (ug/kg AfB1) <2
Srednja vrednost (ug/kg AfB1) 33,21
Medijana (ug/kg AfB1) 15
Srednja vrednost u gornjem intervalu od 95% (ug/kg 37,33
AfB1)

Srednja vrednost u donjem intervalu od 95% (ug/kg 29,10

AfB1)
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5.1.4 Znacajnost razlika u sadrZaju aflatoksina B;

Grafikon 11 prikazuje rezultate analize varijanse, odnosno statisticke
znacajnosti razlika u sadrzaju AfB: u uzorcima kukuruza uzetih u tri regije
(beogradska regija, centralna Srbija, vojvodanska regija). Imajuéi u vidu da se radi
o statistickoj seriji diskretnih numerickih vrednosti (koncentracija AfB; izraZena u
ug/kg), koris¢ena je jednofaktorska parametarska ANOVA. Poredenje znacajnosti

razlika izmedu regija izvrSeno je pomoc¢u Studentovog t-testa.
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Grafikon 11. Analiza varijanse za statisticku seriju logaritmovanih vrednosti

koncentracija AfB1 u kukuruzu u tri regije

Grafikon 11 je podeljen na tri celine kojima odgovaraju tri regije u kojima je
obavljano ispitivanje. Horizontalna linija koja deli ceo grafikon predstavlja srednju
vrednost svih podataka. Svaka regija je predstavljena rombom zelene boje. Sirina
romba je proporcionalna broju uzoraka ispitanih na podrudju jedne regije. Visina
romba reprezentuje interval pouzdanosti koji iznosi 95%. Linija koja deli romb po

horizontalnoj osi predstavlja srednju vrednost sadrZaja AfB1 po regiji. Gornja tacka
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svakog romba odgovara maksimalnoj vrednosti sadrzaja AfB; u datoj regiji, dok

donja tacka odgovara minimalnoj vrednosti.

Krugovi sa desne strane grafikona predstavljaju graficki prikaz znacajnosti
razlika izmedu rezultata analize AfB: u tri regije. Svaki krug odgovara jednoj regiji.
Veli¢ina precnika kruga je proporcionalna broju analiziranih uzoraka u svakoj
regiji. Statisticka znacajnost razlika je graficki prikazana preklapanjem ili
razdvojeno$éu krugova. Sto su krugovi razdvojeniji medusobno, razlike su
statisticki znacajnije. Ukoliko se krugovi u potpunosti preklapaju, statisticke

znacajnosti nema.

Sa grafikona 11 se moZe jasno videti da postoje razlike izmedu sadrzaja
AfB1 u uzorcima kukuruza uzetih iz tri regije u Republici Srbiji. Deo ovih razlika
uslovljen je i brojem uzoraka koji nije jednak u pojedinim regijama. U vojvodanskoj
regiji je uzeto najviSe uzoraka, te je i disperzija rezultata (ilustrovana visinom

romba) manja.

Studentov t-test je pokazao da najznacajnije razlike postoje u sadrZzaju AfB1
u kukuruzu izmedu regija centralne Srbije i Vojvodine (p=0,0002), a da statisticki
znacajnih razlika nema u sadrzaju AfB: u kukuruzu izmedu beogradske regije i
centralne Srbije (p=0,1173), kao i izmedu vojvodanske i beogradske regije
(p=0,3034). Ovi rezultati se slazu sa procentualnom zastupljeno$¢u uzoraka sa
prekoracenom MDK vrednos$¢u prikazanim u prethodnom poglavlju. Na osnovu
iznetih podataka moZe se zakljuciti da je prosecan sadrzaj AfB1 u Republici Srbiji
bio najve¢i u uzorcima kukuruza uzetih sa podrucja vojvodanske regije, nesto
manji u kukuruzu uzetom sa podrucja beogradske regije a najmanji u uzorcima
kukuruza wuzetih sa podrucja centralne Srbije. Medutim, osim u slucaju
vojvodanske regije i centralne Srbije, ostale razlike u sadrzaju AfB: u kukuruzu
nisu statisticki znacajne. ObjasSnjenje ovakvih rezultata leZi u Ccinjenici da je
ekstremna suSa koja je Republiku Srbiju pogodila u leto 2012. godine bila
podjednako zastupljena u svim delovima zemlje Sto se jasno vidi iz izveStaja

nacionalnog centra za klimatske promene prikazanom u pregledu literature ove
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disertacije. Statisticki znacCajna razlika izmedu sadrzaja AfB; u kukuruzu sa
podrucja centralne Srbije u odnosu na vojvodansku regiju moZe se objasniti
daleko manjom proizvodnjom kukuruza u centralnoj Srbiji u odnosu na AP
Vojvodinu, manjim skladiSnim kapacitetima u centralnoj Srbiji u odnosu na
vojvodansku regiju te manjom reprezentativno$éu uzoraka uzetih iz centralne
Srbije o ¢emu govori i broj uzetih uzoraka (434 uzorka iz vojvodanske regije u

odnosu na 169 uzoraka iz centralne Srbije).

5.1.5 Promena sadrZaja aflatoksina B; tokom vremena

Analiza trenda kretanja sadrzaja AfB1 u uzorcima kukuruza uzetih tokom
dva perioda u tri regije u Republici Srbiji izvedena je koriS¢enjem metode
najmanjih kvadrata linearne regresije i linearnom ekstrapolacijom. Promena
koncentracije AfB1 tokom vremena je u literaturi dobro opisana pojava i direktna
je posledica sekundarne Kkontaminacije kukuruza tokom skladiStenja u
neadekvatnim uslovima. Grafikoni 12, 13, 14 i 15 prikazuju trend promene
koncentracije AfB; tokom 2 perioda uzorkovanja u beogradskoj regiji, centralnoj

Srbiji, vojvodanskoj regiji i na nivou cele Republike Srbije.
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Grafikon 12. Trend promene sadrzaja AfB1 u kukuruzu uzorkovanom sa podrucja
beogradske regije (x-osa predstavlja periode; y-osa predstavlja sadrzaj AfB; u

kukuruzu izraZen u ug/kg). Jednacina linije trenda je y=3,3068*x+14,936
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Grafikon 13. Trend promene sadrzaja AfB1 u kukuruzu uzorkovanom sa podrucja
centralne Srbije (x-osa predstavlja periode; y-osa predstavlja sadrZaj AfB; u

kukuruzu izrazen u ug/kg). Jednacina linije trenda je y=21,378*x-13,716
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Grafikon 14. Trend promene sadrzaja AfB1 u kukuruzu uzorkovanom sa podrucja
vojvodanske regije (x-osa predstavlja periode; y-osa predstavlja sadrzaj AfB1 u

kukuruzu izraZen u ug/kg). Jednacina linije trenda je y=11,827*x+8,5358
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Grafikon 15. Trend promene sadrzaja AfB1 u kukuruzu uzorkovanom sa podrucja
cele Republike Srbije (x-osa predstavlja periode; y-osa predstavlja sadrzaj AfB; u

kukuruzu izraZen u ug/kg). Jednacina linije trenda je y=15,097*x+0,4594

Sa grafikona se jasno moZe videti da linija trenda izvedena na osnovu dva
perioda uzorkovanja ukazuje na rast sadrzaja AfB: u kukuruzu kako u pojedinim
zavrSna tacka za konstrukciju linije trenda izvedene metodom najmanjih kvadrata
statistickih serija rezultata iz prvog i drugog perioda uzorkovanja te ne
predstavljaju realan nivo kontaminacije kukuruza sa AfB1 koji je prikazan u delu

poglavlja koji se odnosi na analizu distribucije sadrzaja AfB;.
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5.2 Aflatoksin M; u mleku

5.2.1 Pregled broja analiziranih uzoraka po regijama i periodima

U ovom delu poglavlja, bi¢e re¢i o analizi broja uzoraka mleka uzetih za
analizu na prisustvo AfMi. Imaju¢i u vidu da je uzorkovanje mleka izvrseno u tri
regije Republike Srbije, i za razliku od kukuruza tokom tri, umesto dva perioda
uzorkovanja, rezultati vezani za broj uzetih uzoraka i njihovu distribuciju u
prostornom i vremenskom domenu grupisani su koriste¢i mozaicni dijagram. Ovaj
grafik omogucava prikaz odnosa izmedu viSe varijabli (regije i periodi) statisticke

serije podataka.

Grafikon 16 predstavlja mozai¢ni dijagram i prikazuje odnos uzetih uzoraka
mleka u beogradskoj regiji, centralnoj Srbiji i vojvodanskoj regiji tokom prvog,

drugog i treCeg perioda uzorkovanja.
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Grafikon 16. Mozai¢ni dijagram broja uzoraka mleka uzetih na ispitivanje

sadrZaja AfM1
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Na x-osi grafikona prikazane su regije, a podela x-ose je proporcionalna
broju uzetih uzoraka. Tako se vidi da je najviSe uzoraka mleka uzeto iz beogradske
regije dok je najmanje uzeto iz centralne Srbije. Sa desne strane y-ose prikazani su
periodi, a podela y-ose je proporcionalna broju uzetih uzoraka mleka po
periodima. Konkretne vrednosti broja uzoraka mleka i njihovih procentualnih
odnosa date su u tabeli 17 koja predstavlja multivarijantnu tabelu raspodele
frekvencija. U tabeli je prikazan broj uzetih uzoraka mleka na ispitivanje sadrzaja
AfM; u tri regije i tokom tri perioda, kao i njihova procentualna zastupljenost u

okviru svake regije i/ili perioda.

Tabela 17. Broj uzoraka mleka uzetih na ispitivanje sadrzaja AfM; po

regijama i periodima ispitivanja

Uk
1. period 2. period 3. period u.pn(.)

periodi
Beogradska regija - broj uzoraka 870 2.332 636 3.838
% u odnosu na ukupan br. uzoraka 13,13 35,20 9,60 57,93
% u odnosu na br. uzoraka po periodu 36,19 82,34 45,79
% u odnosu na br. uzoraka po regiji 22,67 60,76 16,57
Centralna Srbija - broj uzoraka 361 201 222 784
% u odnosu na ukupan br uzoraka 5,45 3,03 3,35 11,83
% u odnosu na br uzoraka po periodu 15,02 7,10 15,98
% u odnosu na br uzoraka po regiji 46,05 25,64 28,32
Vojvodanska regija - broj uzoraka 1.173 299 531 2.003
% u odnosu na ukupan br uzoraka 17,11 4,51 8,02 30,23
% u odnosu na br uzoraka po periodu 48,79 10,56 38,23
% u odnosu na br uzoraka po regiji 58,56 14,93 26,51
UKupno - broj uzoraka 2.404 2.832 1.389 6.625
% u odnosu na ukupan broj uzoraka 36,29 42,75 20,97

Radi lakSeg pracenja vrednosti koje su u tabeli prikazane, kao i u slucaju

kukuruza na kratkom primeru ¢emo pojasniti nacin ¢itanja tabele: ukupno je uzeto
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6.625 uzoraka mleka, od toga 2.404 uzorka (36,29%) u prvom, 2.832 uzorka
(42,75%) u drugom i 1.389 uzoraka (20,97%) u trecem periodu. U beogradskoj
regiji uzeto je 3.838 uzoraka (57,93%) od ukupnog broja uzoraka, od toga, u prvom
periodu 870 uzoraka ili 13,13% od ukpnog broja uzoraka, odnosno 36,19% od
broja uzoraka uzetih u 1. periodu u svim regijama ili 22,67% uzoraka uzetih u
beogradskoj regiji u sva tri perioda. Isto tumacenje se primenjuje i na ostale dve

regije (centralna Srbija i vojvodanska regija).

5.2.2 Sadrzaj aflatoksina M1 u regijama

Analogno nacinu prikazivanja rezultata za sadrzaj AfB: u kukuruzu, i u
sluc¢aju mleka ¢e se rezultati koji govore o sadrzaju AfM; prikazivati u odnosu na
dve MDK vrednosti: u obzir ¢e najpre biti uzeta trenutno vazeca nacionalna
regilativa koja ogranicava sadrzaj AfM; u mleku na 0,5 ug/kg, a potom ce se

predstaviti rezultati i na osnovu MDK vrednosti koja je propisana u EU od 0,05

ug/kg.

SadrZaj AfM1 u mleku po regijama u odnosu na MDK vrednost od 0,5 pg/kg

je prikazan u tabeli 18.

Tabela 18. Brojcana i procentualna zastupljenost uzoraka mleka koji sadrze AfM1 u

odnosu na MDK vrednost koja se primenjuje u Republici Srbiji

Broj uzoraka (%) - Broj uzoraka (%) - Broj uzoraka (%) -

beogradska regija centralna Srbija vojvodanska regija
= 0,5 pg/kg 3.491 (90,96%) 764 (97,45%) 1.861 (92,91%)
> 0,5 ug/kg 347 (9,05%) 20 (2,55%) 142 (7,09%)
Ukupno 3.838 784 2.003

Sadrzaj AfMi u mleku po regijama u odnosu na MDK vrednost od 0,05

ug/kg je prikazan u tabeli 19.
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Tabela 19. Broj¢ana i procentualna zastupljenost uzoraka mleka koji sadrze

AfM1 u odnosu na MDK vrednost koja se koristi u EU

Broj uzoraka (%) -
beogradska regija

Broj uzoraka (%) - Broj uzoraka (%) -

centralna Srbija vojvodanska regija

=< 0,05 png/kg 1.255 (32,70%) 328 (41,84%) 404 (20,17%)
> 0,05 ug/kg 2.583 (67,30%) 456 (58,16%) 1.599 (79,83%)
Ukupno 3.838 784 2.003
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Grafikon 17. Bar dijagram broja uzoraka mleka ispitanih na AfM; po

regijama u odnosu na MDK vrednosti koje se primenjuju u Republici Srbiji i EU

(crvena boja prikazuje prekoracenje MDK vrednosti preko 0,5 ug/kg, Zuta boja

prikazuje uzorke sa sadrzajem AfB;izmedu 0,051 0,5 ug/kgi zelena boja prikazuje

uzorke sa sadrzajem AfB; ispod 0,05 ug/kg).
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Slika 16 prikazuje kartu Republike Srbije sa strukturnim krugovima za
svaku regiju i procenat ispitanih uzoraka mleka na AfM; koji prekoracuju (crvena
boja) nacionalni MDK, nalaze se izmedu nacionalnog i EU MDK (Zuta boja) ili

zadovoljavaju (zelena boja) EU MDK vrednost.

Slika 16. Objedinjeni prikaz sadrZaja AfM1 u mleku u Republici Srbiji u odnosu na
MDK vrednosti koja se primenjuju u Republici Srbiji i EU
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5.2.3 Distribucija aflatoksina M; kroz regije

U ovom poglavlju prikazana je distribucija AfM: u uzorcima mleka po
regijama. Iz razloga koji su navedeni u poglavlju o distribuciji AfB; u kukuruzu, i
ovde se pribeglo logaritmovanju dobijenih rezultata dekadnim logaritmom, Sto se
vidi na priloZzenim histogramima. Podaci o prisustvu rezidua AfM; u mleku
prikazani u tabelama predstavljaju apsolutne vrednosti koncentracija AfM;

izrazene u ug/kg.

Grafikon 18 predstavlja histogram koji prikazuje distribuciju logaritamskih
vrednosti koncentracija AfM; u uzorcima mleka uzetih na podrucju beogradske
regije. Desna strana grafikona predstavlja grafic¢ki prikaz parametara distribucije
statisticke serije podataka (minimalna i maksimalna vrednost, medijana

standardna devijacija).
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Grafikon 18. Distribucija vrednosti koncentracija AfM1 u uzorcima mleka

uzetih na podrucju beogradske regije
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Tabela 20. Prikaz statistiCckih parametara serije rezultata za AfMi u

uzorcima mleka uzetih sa podrucja beogradske regije.

Broj uzoraka 3.838
Maksimalna vrednost (ug/kg AfM1) 1,778
Minimalna vrednost (ug/kg AfM1) <0,005
Srednja vrednost (ug/kg AfM1) 0,184
Medijana (ug/kg AfM1) 0,095
Srednja vrednost u gornjem intervalu od 95% (ug/kg AfM1) 0,192
Srednja vrednost u donjem intervalu od 95% (ug/kg AfM1) 0,176

Grafikon 19 predstavlja histogram koji prikazuje distribuciju logaritamskih
vrednosti koncentracija AfM; u uzorcima mleka uzetih na podrucju centralne

Srbije.
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Grafikon 19. Distribucija vrednosti koncentracija AfM1 u uzorcima mleka

uzetih na podrucju centralne Srbije
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Tabela 21. Prikaz statistickih parametara serije rezultata za AfM1 u

uzorcima mleka uzetih sa podrucja centralne Srbije.

Broj uzoraka 784

Maksimalna vrednost (ug/kg AfM1) 1,475
Minimalna vrednost (ug/kg AfM1) <0,005
Srednja vrednost (ug/kg AfM1) 0,117
Medijana (ug/kg AfM1) 0,067
Srednja vrednost u gornjem intervalu od 95% (ug/kg AfM1) 0,127
Srednja vrednost u donjem intervalu od 95% (ug/kg AfM1) 0,106

Grafikon 20 predstavlja histogram koji prikazuje distribuciju logaritamskih
vrednosti koncentracija AfM1 u uzorcima mleka uzetih na podrucju vojvodanske

regije.
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Grafikon 20. Distribucija vrednosti koncentracija AfM1 u uzorcima mleka

uzetih na podrudju vojvodanske regije
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Tabela 22. Prikaz statistickih parametara serije rezultata za AfM1 u

uzorcima mleka uzetih sa podrucja vojvodanske regije.

Broj uzoraka 2.003
Maksimalna vrednost (ug/kg AfM1 ) 1,71

Minimalna vrednost (ug/kg AfM1) <0,005
Srednja vrednost (ug/kg AfM1) 0,205
Medijana (ug/kg AfM1) 0,179
Srednja vrednost u gornjem intervalu od 95% (ug/kg AfM1) 0,214
Srednja vrednost u donjem intervalu od 95% (ug/kg AfM1) 0,197

5.2.4 Znacajnost razlika u sadrZaju AfM;

Grafikon 21 prikazuje rezultate analize varijanse, odnosno statisticke
znacajnosti razlika u sadrzaju AfM; u uzorcima kukuruza uzetih u tri regije
(beogradska regija, centralna Srbija, vojvodanska regija). Imajuci u vidu da se radi
o statistickoj seriji diskretnih numerickih vrednosti (koncentracija AfM1 izraZena u
ug/kg), koris¢ena je jednofaktorska parametarska ANOVA. Poredenje znacajnosti

razlika izmedu regija izvrSeno je pomoc¢u Studentovog t-testa.
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Grafikon 21. Analiza varijanse za statisticku seriju logaritmovanih vrednosti

koncentracija AfM1 u mleku u tri regije

Radi lakSe interpretacije grafikona ponovice se uputstvo za njegovo Citanje i
na ovom mestu: grafikon 21 je podeljen na tri celine kojima odgovaraju tri regije u
kojima je obavljano ispitivanje. Horizontalna linija koja deli ceo grafikon
predstavlja srednju vrednost svih podataka. Svaka regija je predstavljena rombom
zelene boje. Sirina romba je proporcionalna broju uzoraka ispitanih na podruéju
jedne regije. Visina romba reprezentuje interval pouzdanosti koji iznosi 95%.
Linija koja deli romb po horizontalnoj osi predstavlja srednju vrednost sadrzaja
AfM; po regiji. Gornja tacka svakog romba odgovara maksimalnoj vrednosti

sadrzaja AfM; u datoj regiji, dok donja tacka odgovara minimalnoj vrednosti.

Krugovi sa desne strane grafikona predstavljaju graficki prikaz znacajnosti
razlika izmedu rezultata analize AfM; u tri regije. Svaki krug odgovara jednoj regiji.
Veli¢ina precnika kruga je proporcionalna broju analiziranih uzoraka u svakoj
regiji. Statisticka znacajnost razlika je graficki prikazana preklapanjem ili

razdvojeno$¢u krugova. Sto su krugovi razdvojeniji medusobno, razlike su

95



Srdan M. Stefanovié¢ Rezultati

statisticki znacajnije. Ukoliko se krugovi u potpunosti preklapaju, statisticke

znacajnosti nema.

Sa grafikona 21 se moZe jasno videti da postoje veoma znacajne razlike
izmedu sadrzaja AfM:1 u uzorcima mleka uzetih iz tri regije u Republici Srbiji.
Studentov t-test je pokazao da su razlike u sadrzaju AfM: u mleku izmedu sve tri
regije (vojvodanske i centralne Srbije, vojvodanske i beogradske, kao i beogradske
i centralne Srbije) veoma znacajne (p<0,0001 u sva tri slucaja). Ovi rezultati se
slazu sa procentualnom zastupljenos¢u uzoraka sa prekoracenom MDK vrednosti
za AfM1 u mleku prikazanim u prethodnom poglavlju. Na osnovu iznetih podataka
moZe se zakljuciti da je prosecan sadrzaj AfM:1 u Republici Srbiji bio najveci u
uzorcima mleka uzetim sa podrucja vojvodanske regije, nesto manji u mleku
uzetom sa podrudja beogradske regije a najmanji u uzorcima mleka uzetim sa
podrucdja centralne Srbije. Identi¢no rangiranje postoji i u slu¢aju AfB1 u kukuruzu,
ali za razliku od AfB1, razlike u sadrzaju AfM; izmedu regija su izraZenije.
Objasnjenje ovakvih rezultata delimicno leZi u cinjenici da je broj uzoraka mleka
daleko veci u odnosu na broj uzoraka kukuruza, ali i u tome da je distribucija AfM;
u mleku po prirodi stvari ravnomernija u odnosu na AfB; u kukuruzu. Dokaz za ovu
tvrdnju se moZe naci i u samom izgledu histograma distribucije koji u slu¢aju AfM1
jasno pokazuju teZnju ka Gausovoj raspodeli (normalna distribucija), dok a AfB1 u

kukuruzu to nije slucaj.
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5.2.5 Promena sadrZaja aflatoksina M1 tokom vremena

Analiza trenda Kkretanja sadrzaja AfM1 u uzorcima mleka uzetim tokom tri
perioda u tri regije u Republici Srbiji izvedena je koriS¢enjem metode najmanjih
kvadrata linearne regresije i linearnom ekstrapolacijom. Imaju¢i u vidu rezultate
analize trenda kretanja sadrZaja AfBi u kukuruzu prikazane u prethodnom
poglavlju, ocekivani rezultati kretanja trenda za AfM1 u mleku trebalo bi da prate
rezultate za AfB1. Grafikoni 22, 23, 24 i 25 prikazuju trend promene koncentracije
AfM; tokom tri perioda uzorkovanja u beogradskoj regiji, centralnoj Srbiji,

vojvodanskoj regiji i na nivou cele Republike Srbije.
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Grafikon 22. Trend promene sadrzaja AfM1 u mleku uzorkovanom sa podrucja
beogradske regije (x-osa predstavlja periode; y-osa predstavlja sadrzaj AfM; u

mleku izraZen u ng/kg). Jednacina linije trenda je y=70,842*x+46,661
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Grafikon 23. Trend promene sadrzaja AfM1 u mleku uzorkovanom sa podrucja

centralne Srbije (x-osa predstavlja periode; y-osa predstavlja sadrzaj AfM; u mleku

izrazen u ng/kg). Jednacina linije trenda je y=43,311*x+37,682
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Grafikon 24. Trend promene sadrZaja AfM1 u mleku uzorkovanom sa podrucja

vojvodanske regije (x-osa predstavlja periode; y-osa predstavlja sadrzaj AfM1 u

mleku izraZen u ng/kg). Jednacina linije trenda je y=20,494*x+170,8
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Grafikon 25. Trend promene sadrzaja AfM1 u mleku uzorkovanom sa podrucja cele
Republike Srbije (x-osa predstavlja periode; y-osa predstavlja sadrzaj AfM; u
mleku izraZzen u ng/kg). Jednacina linije trenda je y=42,539*x+103,9

Sa grafikona se jasno moZe videti da linija trenda izvedena na osnovu tri
perioda uzorkovanja ukazuje na rast sadrzaja AfM: u mleku kako u pojedinim
regijama, tako i na nivou cele zemlje. Takode, kao Sto je i ocekivano, trend AfM;
prati trend AfB1 koji, kao Sto je ranije naglaseno, nastaje zbog pojave sekundarne
kontaminacije kukuruza sa AfB; prilikom skladistenja. Ipak, moZe se uociti da su
linije trenda za AfM1 manje strme u odnosu na AfB1. [ ovoj pojavi e se viSe paZnje
posvetiti u diskusiji, ali na ovom mestu treba re¢i da jedno od objasnjenja za
ovakve rezultate moZe da bude niz mera koje se preduzimaju za smanjenje nivoa
rezidua AfM; u mleku od strane regulatornih tela i u¢esnika u lancu proizvodnje i

prometa mleka u Republici Srbiji.
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5.3 Validacija UPLC/MS-MS metoda za odredivanje sadrzaja
aflatoksina B1 u kukuruzu i aflatoksina M1 u mleku - poredenje ELISA i

UPLC-MS/MS metoda

5.3.1 Validacija UPLC/MS-MS metode za odredivanje aflatoksina B: u

kukuruzu

U ovom poglavlju bi¢e prikazani rezultati koji se odnose na validaciju

UPLC/MS-MS metode za odredivanje AfB: u kukuruzu. Validacija je sprovedena na

nivou MDK koji se primenjuje u EU od 20 ug/kg.

Tabela 23. Elementi jednacine prave i koeficijenti determinacije kalibracionih

pravih dobijenih iz tri eksperimenta.

Jednacina prave (y = ax + b)

Nagib (a) Odsecak (b) r?
Eksperiment 1 130,801 3,618 0,9908
Eksperiment 2 124,633 9,294 0,9970
129,851 2,559 0,9969

Eksperiment 3

Tabela 24. Ta¢nost metode izraZena u procentima kao i standardna devijacija za

prva tri eksperimenta

Nivo Eksperiment  Eksperiment Eksperiment Eksperiment Eksperiment Eksperiment
validacije 1 2 3 1 2 3
Taénost Tacénost Taénost
SD (%) SD (%) SD (%)
(%) (%) (%)
0,5 MDK 5,2 5,4 4,7 0,5 0,5 0,5
1 MDK 51 5,0 4,7 0,4 0,3 0,4
1,5 MDK 5,2 5,2 4,9 0,5 0,4 0,2
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Tabela 25. Koeficijenti varijacije ponavljanja u prva tri eksperimenta

Nivo Eksperiment 1 Eksperiment 2 Eksperiment 3
validacije C.V. (%) C.V. (%) C.V. (%)
0,5 MDK 9,6 10,0 10,0
1 MDK 8,0 7,0 8,1
1,5 MDK 10,6 7,2 4,0

Tabela 26. Kriticne vrednosti metode (granicu odluke - CCa i sposobnost detekcije

- CCP)
CCa CCR
ng/g ng/g
Eksperiment 1 0,08 0,14
Eksperiment 2 0,15 0,26
Eksperiment 3 0,05 0,08
Prosecna vrednost 0,09 0,16

Tabela 27. Koeficijent varijacije iz eksperimenta 4.

Nivo validacije Tacnost (%) SD (%) CV. (%)

1 MDK 4,9 0,2 4,0

Prinos metode se kreé¢e od 81,2% do 93,5%.
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Grafikon 26. Kalibraciona prava obogacenih slepih proba na 5 nivoa obogacenja.
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[~] Chromatogram =3 | = Calibration: 01 Sep 2013 12:46:46. == =]
130212 20 SAFT 0 02 ng po UL Biopure B Smooth(tin,2:3) AFTE1 FLMRH of 3 channels £+
130212 zb StAFT 0 02ng po uL Biopure B 207 313.1>2852] 2=0999973
Zr14ar 380164002
100 Response ps: Extemal Std, Area
[Curve type: Linear, Origin: Force, Weighting: 1, Axis trans: None
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Slika 17. Hromatogram standarda AfB u koncentraciji od 0,020 ng/mL i

kalibraciona prava izvedena u 5 tac¢aka ukljucujuci i nulu. Prikazana je

kvantifikaciona tranzicija AfB1 313,1>285,2 Da. Koeficijent korelacije kalibracione

prave iznosio je 0,9999.

F— ——
Chromatogram ==
121220 spike kukuruz 10 ppb Smooth(Mn,2x3) AFT B1 F1:MRM of 3 channels ES+
121220 spike kukuruz 10 ppb 295 313.1=285.2
25.920 1796e+002

1004

Slika 18. Hromatogram blanko uzorka kukuruza obogacenog standardom AfB; na

nivou od 10 ug/kg. Prikazana je kvantifikaciona tranzicija AfB; 313,1>285,2 Da
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AFTB1 FUMRH of
297

392735

Slika 19. Hromatogram ekstremno visokog nivoa AfB1 u jednom uzorku kukuruza
uzetom sa podrucja centralne Srbije od 560 ug/kg. Prikazana je kvantifikaciona

tranzicija AfB; 313,1>285,2 Da

5.3.2 Poredenje ELISA i UPLC-MS/MS metode za odredivanje aflatoksina B; u

kukuruzu

Poredenje dve analiticke tehnike (ELISA i UPLC-MS/MS) je izvedeno

analiziranjem 100 istovetnih uzoraka kukuruza Dve serije podataka su zatim

korelirane metodom linearne regresije.

500
400 H
300

200 —

UPLC-MS/M
AfB1 (ug/kg

100

0 4

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
ELISA AfB1 (uglkg

Grafikon 27. Regresiona kriva korelacije izmedu ELISA i UPLC-MS/MS metode za

odredivanje AfB1 u kukuruzu.
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Jednacina prave izvedena iz linearne regresije glasi:
y=0,9749*x+0,214

Koeficijent determinacije (r?) izmedu dve metode je veoma visok i iznosi
0,994 sto ukazuje na visok stepen slaganja rezultata dobijenih kori$¢enjem ovih

metoda.

5.3.3 Validacija UPLC-MS/MS metode za odredivanje aflatoksina M; u mleku

U ovom poglavlju bice prikazani rezultati koji se odnose na validaciju UPLC-
MS/MS metode za odredivanje AfM1 u mleku. Validacija je sprovedena na nivou

MDK koji se primenjuje u EU od 0,05 ug/kg.

Tabela 28. Elementi jednacine prave i koeficijenti determinacije kalibracionih

pravih dobijenih iz tri eksperimenta.

Jednacina prave (y = ax + b)

Nagib (a) Odsecak (b) r’
Eksperiment 1 52,603 -6,383 0,9896
Eksperiment 2 87,434 -11,088 0,9762
Eksperiment 3 79,909 -2,559 0,9841

Tabela 29. Ta¢nost metode izraZena u procentima i standardna devijacija za prva

tri eksperimenta

Eksperiment  Eksperiment  Eksperiment Eksperiment Eksperiment Eksperiment

. 1 2 3 1 2 3
Nivo
validacije Tacnost (%) Tacnost (%) Tacnost (%) SD (%) SD (%) SD (%)
0,5 MDK 0,8 1,0 0,8 0,5 0,1 0,1
1 MDK 0,6 0,9 0,9 0,2 0,3 0,1
1,5 MDK 0,5 0,8 0,7 1 0,5 0,3
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Tabela 30. Koeficijenti varijacije ponavljanja u prva tri eksperimenta

Nivo validaciie Eksperiment 1 Eksperiment 2 Eksperiment 3
) C.V. (%) C.V. (%) C.V. (%)
0,5 MDK 51 10,0 15,0
1 MDK 6,5 8,2 6,3
1,5 MDK 1,6 6,3 6,4

Tabela 31. Kriti¢ne vrednosti metode (granica odluke - CCa i sposobnost detekcije

- CCP)
CCa CCR
ng/g ng/g
Eksperiment 1 0,08 0,16
Eksperiment 2 0,13 0,22
Eksperiment 3 0,10 0,18
Prosecna vrednost 0,11 0,18

Tabela 32. Koeficijent varijacije iz eksperimenta 4.

Nivo validacije Tacnost (%) SD (%) C.V. (%)

1 MDK 52 0,3 35

Prinos metode se kreé¢e od 75,3% do 89,2%.
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250.00
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°

®
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Grafikon 28. Kalibraciona kriva obogaéenih slepih proba mleka na 5 nivoa

obogacenja.

= |[-@| 5z | | [ Calibration:01 Sep 2013 11:5213 | = R |
130831 StAf M1 100 pg col SMOOth(SG,5X7)  AFT M4 1R 072 channels £+ | [Gompound name: AFT M1
130831 €tATM1 100 pg col 159 320+ 273, | [Coeficient of Determination: R*2 = 0.999482
1377650 1280e+004, | [Calibration curve: 137914 x
o] Response ype: External Std, Area
ICurve type: Linear, Origin: Force, Weighting: 1/ Axis rans: None
s
1200
155
Y 3s2 1000
4 — min
130831 stAT 111 100 pg col Smooth(SG.57)  AFT M1 g 800
130831 StATM1 100 pg col 50
- 560,037
o Z 500
400
]
200
on 32
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Slika 20. Hromatogram standarda AfM1 u koncentraciji od 10 ng/mL i kalibraciona
prava izvedena u 5 tacaka ukljucujuci i nulu. Prikazana je kvantifikaciona tranzicija
AfM; 329>273 Da i kvalifikaciona tranzicija 329>259 Da. Koeficijent korelacije

kalibracione prave iznosio je 0,9999.

Chromatogram \EI @

130215 spike 50 ppt Smoath(SG 547) AFTM MRM of 2 channels ES+
130216 spike 50 ppt 167 329 =273
100 48 356 9.1926+002

0

130216 spike 50 ppt SMOOIISE 5¢7) WRI o7 2 channelz ES+

130216 spike 50 ppt 3292259
036 161484003
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Slika 21. Hromatogram blanko uzorka mleka obogac¢enog standardom AfM1 na
nivou od 0,05 ug/kg. Prikazana je kvantifikaciona tranzicija AfM; 329>273 Da i

kvalifikaciona tranzicija 329>259 Da.

[~] chromatogram =2 o
9!

130216 uz 1647 01 Smooth(SG,5x7

AFT M1 MRM of 2 ¢ ES+
130216 uz 1647 01 73

167
1477.379

93

7 —r min
13021 01 Smooth(SG,5x7 AFT M1 MRM of 2 ¢
13021 ) 167
621.266
94
0.35 1.00 2.00
A . .
T T T min
0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 450

Slika 22. Hromatogram ekstremno visokog nivoa AfM1 u jednom uzorku mleka
uzetom sa podrucja beogradske regije od 1,78 ug/kg. Prikazana je kvantifikaciona

tranzicija AfM1 329>273 Da i kvalifikaciona tranzicija 329>259 Da.

5.3.4 Poredenje ELISA i UPLC-MS/MS metode za odredivanje aflatoksina M; u

mleku

Poredenje dve analiticke tehnike (ELISA i UPLC-MS/MS) je izvedeno
analiziranjem 250 istovetnih uzoraka kukuruza. Dve serije podataka su zatim

korelirane metodom linearne regresije.
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Grafikon 29. Regresiona kriva korelacije izmedu ELISA i UPLC-MS/MS metode za

odredivanje AfM1 u mleku.

Jednacina prave izvedena iz linearne regresije glasi:
y=0,9201*x-0,0082

Koeficijent determinacije (r2) izmedu dve metode je veoma visok i iznosi
0,9201 Sto ukazuje na visok stepen slaganja rezultata dobijenih koriS¢enjem ovih

metoda.
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6. DISKUSIJA

Poglavlje diskusije je zbog bolje preglednosti, podeljeno na podpoglavlja
prema ciljevima istrazivanja. Diskusijom ¢emo najpre obuhvatiti rezultate koji se
odnose na AfB1 u kukuruzu, potom rezultate koji se odnose na AfM1 u mleku, dok
¢e se zavrSni deo odnositi na parametre UPLC-MS/MS analitickih metoda za
odredivanje AfB1 u kukuruzu i AfM1 u mleku, kao i poredenje ELISA i UPLC-MS/MS
analitic¢kih tehnika.

6.1 Aflatoksin B: u kukuruzu

Pre diskusije rezultata koji se odnose na sadrzaj i distribuciju AfB: u
uzorcima kukuruza, treba se osvrnuti na znacaj koji ova poljoprivredna kultura
ima u Republici Srbiji, kao i na razloge koji su uzrokovali visoki stepen
kontaminacije kukuruza AfB1, kao i posledi¢nu pojavu rezidua AfM1 u mleku tokom

2012.12013. godine.

Prema zvani¢nim statisticCkim podacima, kukuruz zauzima prvo mesto
medu 10 najvaZnijih proizvoda u spoljnotrgovinskoj razmeni, sa novfanom
vredno$cu izvoza od 537.000.000 americkih dolara, $to iznosi oko 4,7% ukupnog
izvoza Republike Srbije (Statisticki kalendar Republike Srbije, 2013). Ovaj podatak
dovoljno govori o znacaju koji proizvodnja kukuruza ima u nasoj zemlji. Sa druge
strane infestacija poljoprivrednih kultura plesnima roda Aspergillus, i posledi¢na
kontaminacija AfB1, se prema raspolozivim literaturnim podacima, sve do nedavno

nije smatrala ozbiljnim problemom u zemljama evropskog kontinenta, te je paZnja
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vezana za kontrolu prisustva AfB: u hrani i hrani za Zivotinje uglavnom bila
usmerena na proizvode iz uvoza, i to iz zemalja sa tropskom i mediteranskom

klimom, koja pogoduje rastu i razmnoZzavanju Aspergilus vrsta plesni (EFSA, 2004).

Medutim, klimatske promene koje su poslednjih decenija sve prisutnije i na
evropskom kontinentu, i pojava veoma toplih i susnih letnjih perioda, aktuelizovali
su i pitanje infestacije Zitarica plesnima iz roda Aspergillus u Evropi, narocito u
zemljama mediteranskog dela Evrope, jugoisto¢ne Evrope i Balkanskog poluostrva.
Evropska Agencija za bezbednost hrane (EFSA) je stoga inicirala izradu studije pod
naslovom: “Modelovanje, predvidanje i mapiranje pojave aflatoksina u Zitaricama u
EU usled klimatskih promena” (EFSA, 2012). Ova studija jasno ukazuje na realnu
opasnost od pojave aflatoksina u Zzitaricama u navedenim zemljama u slucaju
globalnog porasta srednje godiSnje temperature. Kao posledica dugih, toplih i
suSnih leta, rizik od pojave aflatoksina, predvida se u pogodenim zemljama,

ukoliko rast srednje godiSnje temperature bude iznosio 5°C.

Republika Srbija je u leto 2012. godine zabeleZila najvec¢u susu od kako se
sprovodi pracenje vremenskih prilika (RHMZ, 2013). Odstupanja srednjih
maksimalnih temperatura tokom leta 2012. godine iznosila su 3,5-5°C, a na
planinama i do 6°C. Ukoliko ove podatke uporedimo sa podacima iz studije EFSA,
postaje jasno da su se stekli uslovi za pojavu aflatoksina u kukuruzu u Republici

Srbiji tokom 2012. godine.

Sa druge strane, regulativa koja propisuje maksimalno dozvoljene koli¢ine
(MDK) za AfB: u hranivima u Republici Srbiji (Sl. glasnik RS broj 4/10), nije
uskladena sa analognim propisom koji se primenjuje u EU (Commission Decision
2002/32/EU). MDK vrednost za AfB1 u nasem pravilniku o kvalitetu hrane za
Zivotinje za hraniva iznosi 50 pg/kg, odnosno 10 ug/kg za potpune smeSe za
ishranu mlec¢nih krava, dok EU propis limitira AfB1 na 20 ug/kg u hranivima,
odnosno 5 ug/kg u potpunim smeSama za ishranu mlec¢nih krava. PoStovanjem

MDK vrednosti za AfB1 od 20 ug/kg u hranivima i 5 ug/kg u potpunim smeSama za

110



Srdan M. Stefanovié¢ Diskusija

ishranu mlec¢nih krava sa sigurno$¢u se moze izbeci pojava rezidua AfM1 u mleku
preko dozvoljene granice od 0,05 ug/kg mleka. (EFSA, 2004). Zbog toga je vazno
uspostavljanje nacionalnih programa kontinuiranog pracenja (monitoring)
kukuruza i potpunih smeSa namenjenih ishrani mle¢nih krava na prisustvo

nezeljenih supstanci, ukljucuju¢i i mikotoksine.

Sve navedene okolnosti, uticale su na to da se zabeleZi pojava AfB: u
kukuruzu u Republici Srbiji u 2012. godini, i da se posledi¢no utvrdi pojava AfM; u
mleku u 2012.i2013. godini.

6.1.1 SadrZaj aflatoksina B; po regijama

Dobijeni rezultati koji se odnose na prisustvo AfB1 u kukuruzu ukazuju na
visoki stepen kontaminacije ovim mikotoksinom. Ukupno je ispitano 680 uzoraka
kukuruza u tri regije Republike Srbije. Utvrdeno je da je nacionalnu MDK vrednost
za AfB1 prekoracilo 20,77%, 22,49% i 29,73% uzoraka analiziranih sa podrucja
beogradske regije, centralne Srbije i vojvodanske regije, dok je MDK za AfB1 koji se
primenjuje u EU prekoracilo 37,66%, 30,76% i ¢ak 44,93% uzoraka iz navedenih
regija. Maksimalne zabeleZene vrednosti AfB; bile su 215 ug/kg, 560 ug/kg i 475
ug/kg u beogradskoj regiji, centralnoj Srbiji i vojvodanskoj regiji. Srednje vrednosti

u sadrZaja AfB1 u ove tri regije su iznosile 28,06 ug/kg, 29,1 ug/kgi 33,21 ug/kg.

Vrednosti AfB1 koje smo dobili u okviru nasih istraZivanja bile su viSe od
vrednosti AfB: prikazanih u nama dostupne dve studije sa prostora Republike
Srbije. U navedenim studijama u pozitivnim uzorcima kukuruza utvrdeno je
prisustvo AfB; u koncentraciji od 40 do 100 ug/kg (Bocarov-Stanci¢ i sar, 2000)
dok su Masic i sar, 2003) u drugoj studiji prikazali kontaminaciju sa AfB1 u 10,43%

od 585 ispitivanih uzoraka kukuruza.

Rezultati dobijeni u nasSim istraZivanjima, a koji se odnose na sadrzaj AfB1 u
ispitivanim uzorcima kukuruza, saglasni su rezultatima koje su predstavili
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istrazivaci iz Turske (Alperden i sar, 1990; Alptekin i sar, 2009; Giray i sar, 2009;
Gursoy i Bicici, 2003; Nizamlyodlu i Oguz. 2003; Oruc i sar, 2006; Oruc i sar, 2007;
Ozay i Heperkan, 1989). Zbirni prikaz rezultata ovih autora ukazuje na slican obim
kontaminacije kukuruza sa maksimalnom zabelezenom koncentracijom AfB: od
432 ug/kg, dok su prosecne vrednosti iznosile 37,6 ug/kg. Veéina analiziranih

uzoraka potice iz mediteranskog dela Turske.

Poredenje nasSih rezultata sa rezultatima koje su predstavili italijanski
autori, narocito u radovima objavljenim nakon 2003. godine koja je u Italiji bila
pogodena suSom, bez padavina u periodu od maja do septembra (AA. VV, 2005;
Battiliani i sar, 2008; Cinti i sar, 2005) ukazuje na nizu kontaminaciju kukuruza u
ovoj zemlji. U navedenim studijama, najviSa vrednost AfB1 u kukuruzu zabelezena
je u jednom uzorku iz doline reke Po i iznosila je 233 ug/kg, sa srednjim
vrednostima od 21 ng/kg i 14 ug/kg. Studija koju su objavili Decastelli i sar, 2005,
prikazuje 541 analizirani uzorak vise vrsta hraniva uzetih u periodu 2004-2005.
godine. NajviSa kontaminacija AfB; utvrdena je u uzorcima kukuruza i iznosila je
63,6%. Autori studije nisu prikazali izmerene koncentracije, ve¢ samo njihovo

procentualno ucesce u ispitivanim uzorcima.

U Rumuniji, koja je jedan od vodecih proizvodaca kukuruza u Evropi, Tabuc
i sar. (2009) su utvrdili daleko niZe vrednosti sadrzaja AfB:i u kukuruzu.
Maksimalna izmerena vrednost iznosila je 46,4 ug/kg. Ipak, treba naglasiti da su
ove vrednosti dobijene u godinama koje se nisu karakterisale susnim periodima,

Sto svakako objasnjava nizZi sadrZaj AfB1 u kukuruzu u odnosu na nasa istrazivanja.

Studija objavljena u Iranu (Karami-Osboo i sar, 2012) prikazuje daleko vise
vrednosti sadrzaja AfB1 u kukuruzu u odnosu na rezultate koje smo mi prikazali. U
periodu od 2006. do 2008. godine, ukupno je analizirano 373 uzoraka, $to je oko
polovine broja uzoraka analiziranih u toku nasih ipitivanja. Kontaminacija AfB1 je
zabeleZena u 43,6% uzoraka sa srednjim vrednostima izmerenim u najsusnijoj

(2008.) godini od 209,07 ng/kg, dok su srednje vrednosti u 2006. i 2007. godini
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bile daleko niZe i iznosile su od 6 ug/kg do 150 ug/kg u zavisnosti od pokrajine u
kojoj su uzimani uzorci. Ove vrednosti saglasne su sa nasim rezultatima imajuci u

vidu redovne klimatske prilike u toj zemlji.

Takode, istrazivanja sprovedena u SAD, nakon katastrofalne suSe, koja je
pogodila jug ove zemlje (drzava Arkanzas) u leto 1998. godine (Abbas i sar, 2006;
Williams, 1999; Windham, 1999), saglasna su rezultatima nasih ispitivanja.
Maksimalna koncentracija AfB: u ispitivanim uzorcima kukuruza iznosila je 699
ug/kg dok je zabeleZena srednja vrednost bila visa od one koju smo mi izmerili i

iznosila je 221 ug/kg.

Studije objavljene u drugim evropskim zemljama: Francuskoj 1999. godine
(Scudamore i Patel, 2000), Hrvatskoj 1979. godine (Pepeljnak i Blazer, 1982),
Kipru 1997., 1998. i 2003 godine (lonnou-Kakuori i sar, 2004), Ceékoj, Spaniji i
Portugalu 2008. godine (Monbaliu i sar, 2008), kao i jo$ jedna studija u Spaniji

(Munoz i sar, 1990), nisu zabelezile prisustvo AfB1 u kukuruzu.

[z svega do sada prikazanog moZe se zakljuciti da presudnu ulogu u
kontaminaciji kukuruza sa AfB1 imaju klimatski faktori. Studije iz razli¢itih zemalja
jasno ukazuju na kontaminaciju kukuruza ovim toksinom ili u zemljama koje se i
inace karakteriSu toplom klimom, ili u zemljama gde su zabeleZene suSe usled
klimatskih promena. Znacajno prisustvo AfBi u kukuruzu nije zabeleZeno u
evropskim zemljama koje ne pripadaju mediteranskom pojasu i u kojima nije bilo
toplih i susnih leta (Nemacka, Holandija, Francuska), ili je kontaminacija bila

minimalna i daleko ispod propisanih MDK vrednosti za AfB;.

6.1.2 Distribucija aflatoksina kroz regije

[z prikazanih rezultata, koji se odnose na distribuciju AfB1 u kukuruzu u tri
regije Republike Srbije, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike, osim pri

poredenju sadrZaja AfB1 u uzorcima kukuruza uzetih sa podruéja vojvodanske
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regije i centralne Srbije (p=0,0002). Odsustvo statisticki znacajnih razlika se moze
objasniti Cinjenicom da su izuzetno nepovolje vremenske prilike, koje su se
manifestovale velikom susom u leto 2012. godine, pogodile istim intenzitetom celu
Republiku Srbiju o ¢emu jasno govore zvanicni podaci (RHMZ, 2013). Sa druge
strane, prisustvo statisticki znacajnih razlika izmedu vojvodanske regije i centralne
Srbije moZe da se objasni velikim razlikama izmedu ovih regija u pogledu obima
proizvodnje kukuruza. Proizvodni i skladisni kapaciteti u AP Vojvodina su daleko
veci od onih na podrucju centralne Srbije (Statisticki kalendar Republike Srbije,
2013), pa je i najveci deo kontaminacije kukuruza prisutan upravo u vojvodanskoj
regiji. Analiza varijanse sprovedena na sadrZaju AfB: u kukuruzu po definisanim
regijama, potvrduje ove navode, a najviSa srednja vrednost koncentracija AfB; je

zabeleZena upravo na podrucju vojvodanske regije.

Ukoliko se pogledaju dijagrami distribucije (histogrami), prikazani u
poglavlju rezultata ove disertacije, moZe se zakljuciti da raspodela koncentracija
AfB1 u svim regijama ne ukazuje na ocekivani matematicki model normalne
distribucije. Ukoliko bismo eliminisali uzorke u kojima prisustvo AfBi nije
ustanovljeno, ocekivana distribucija pozitivnih uzoraka bi trebalo da tezi
normalnoj raspodeli, odnosno da se povezivanjem srediSnjih tacaka svakog
elementa histograma dobije Gausova kriva. [ako se ova tendencija moZe uociti iz
prikazanih rezultata, ona ipak nije toliko ocigledna kao S$to je to slucaj sa
rezultatima uzoraka mleka. Objasnjenje za ovu pojavu lezi u ranije spomenutoj
heterogenosti raspodele AfB: u kukuruzu o ¢emu svedole brojne studije
(Hamilton, 1978; Whittaker, 2003; Whittaker, 2006; Bryden, 2012). Iz ovog razloga
treba jo$S jednom ponoviti veliki znacaj pravilnog uzorkovanja biljnog materijala
uopste, pa i kukuruza na prisustvo mikotoksina. Uzorkovanje kukuruza, za
izvodenje eksperimentalnog dela ove disertacije, izvedeno je uz poStovanje
kriterijuma zadatih u relevantnim propisima EU (401/2006/EC), zbog odsustva
domace regulative. Iako su isposStovani sloZeni Kriterijumi za uzorkovanje iz ove

direktive distribucija vrednosti koncentracija AfB:i u uzorcima kukuruza ne
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pokazuje stepen normalnosti koji se moze uociti kod distribucije uzoraka mleka,
gde je raspodela AfM; daleko uniformnija zahvaljuju¢i njegovoj pravilnoj raspodeli

u mleku.

6.1.3 Promena sadrzaja aflatoksina B; tokom vremena

Osnovni cilj ispitivanja sadrzaja AfB; u kukuruzu tokom dva perioda bio je
da se utvrdi ili ospori pojava sekundarne kontaminacije tokom skladiStenja.
Sekundarna kontaminacija je u literturi dobro opisan fenomen koji nastaje kao
posledica daljeg razmnoZavanja plesni roda Aspergillus u skladiSnim prostorima,
prvenstveno silosima, ukoliko u ovim prostorima vladaju povoljni mikroklimatski
uslovi koji pogoduju rastu plesni i produkciji mikotoksina (Bryden, 2012). U
takvim okolnostima dolazi do daljeg porasta broja plesni i posledi¢no do porasta
koncentracije AfB1 u kukuruzu tokom skladistenja. Ekspertsko misljenje evropske
Agencije za bezbednost hrane (EFSA, 2012) u svojim zaklju¢cima u pogledu rizika
od pojave AfB; u Zitaricama navodi da “sadrzaj AfB1 moZe drasticno da se uveca
ukoliko se nakon Zetve, faze suSenja i skladiStenja kukuruza neadekvatno

sprovode”.

Nasi rezultati u pogledu kretanja sadrzaja AfB1 u uzorcima kukuruza, tokom
dva perioda ispitivanja, naZalost nedvosmisleno potvrduju ove navode. Linije
trenda pokazuju rast koncentracije AfB1 u kukuruzu u sve tri regije zasebno, kao i
na zbirnoj analizi na nivou cele Republike Srbije. Najintenzivniji rast sadrZaja AfB1
zabeleZen je u uzorcima kukuruza sa podrucja vojvodanske regije, zatim centralne
Srbije, dok je linija trenda najblaZa u uzorcima kukuruza poreklom iz beogradske
regije. Ovo je u skladu sa podacima o intenzitetu kontaminacije, prikazanim u
prethodnom poglavlju. Treba naglasiti da, iako je linija trenda najstrmija u
uzorcima kukuruza uzorkovanih u centralnoj Srbiji, srednja koncentracija AfB1 u
prvom periodu je najniZa, Sto objasnjava naizgled najintenzivniji rast koncentracija
AfB1 u ovoj regiji.
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[z svega do sada izloZenog, moZe se zakljuciti da je kontaminacija kukuruza
nakon Zetve 2012. i tokom skladistenja 2013. godine bila veoma visoka u celoj
zemlji. Najvece prisustvo AfBi i u pogledu koncentracija i u pogledu
rasprostranjenosti je zabeleZeno u vojvodanskoj regiji, medutim visoki intenzitet
kontaminacije je utvrden Sirom Republike Srbije. Takode je zabeleZen i trend rasta
koncentracija AfB; tokom skladistenja usled pojave sekundarne kontaminacije.
Dobijeni rezultati su uporedivi sa saopStenjima autora iz drugih zemalja gde je u
razlic¢itim istrazivanjima utvrdena kontaminacija kukuruza sa AfB; (Abbas i sar,

2006; Alptekin i sar, 2009; Williams, 1999; Karami-Osboo i sar, 2012).

6.2 Aflatoksin M; u mleku

Posledica visokog sadrZzaja AfB: u kukuruzu, koji predstavlja osnovnu
sirovinu za proizvodnju hrane za Zivotinje, jeste pojava njegovog metabolita, AfM;
u mleku krava (EFSA, 2004). Dobijeni rezultati obimnog istrazivanja prisustva
AfM1 u sirovom i termicki obradenom mleku (6.625 uzoraka uzorkovanih Sirom
zemlje), nedvosmisleno ukazuju na znacajan broj uzoraka sa utvrdenim sadrzajem

AfM1iznad MDK vrednosti.

U pregledu literature ove disertacije detaljno su predstavljene MDK
vrednosti za AfM: koje se primenjuju u vecini zemalja sveta. Od 2011. godine
Republika Srbija je uskladila MDK vrednost za AfM; sa maksimalnom dozvoljenom
koli¢inom koja se primenjuje u EU (Sl. glasnik RS broj 28/11) i koja iznosi 0,05
ug/kg. Medutim, MDK vrednost za AfB: u hranivima i potpunim smeSama za
ishranu mlec¢nih krava, od Cijeg poStovanja direktno zavisi koncentracija AfM: u
mleku, nije uskladena sa evropskim propisima i ostala je na nivou od 50 ug/kg u
hranivima, odnosno 10 pg/kg u potpunim sme$ama za ishranu mlec¢nih krava (SI.
glasnik RS broj 4/10) za razliku od propisa EU (2002/32/EC) koji propisuju MDK
vrednost za AfB1 od 20 ug/kg u hranivima i 5 pug/kg u potpunim smesSama za
ishranu mle¢nih krava.

116



Srdan M. Stefanovié¢ Diskusija

Ovakava neusaglaSenost u MDK vrednostima izmedu AfB; u hranivima i AfM1 u
mleku, uz pojavu intenzivne kontaminacije kukuruza 2012. godine AfBj,
neminovno je dovela do toga da veli deo proizvedenog mleka vise nije
zadovoljavao nacionalne propise u pogledu sadrzaja AfM;. Suocavaju¢i se sa
nastalom situacijom, Vlada Republike Srbije je suspendovala MDK vrednost za
AfM1 u mleku od 0,05 ug/kg i vratila prethodno vaZecu vrednost od 0,5 ug/kg
(izmene Pravilnika o maksimalno dozvoljenim koli¢inama sredstava za zastitu bilja
u hrani i hrani za Zivotinje i o hrani i hrani za Zivotinje za koju se utvrduju
maksimalno dozvoljene koli¢ine ostataka sredstava za zastitu bilja, Sl. glasnik RS

broj 20/13, ¢lan 9a, prilog 5, tacka 2.1.13).

U trenutku pisanja ove diskusije (februar 2014. godine), MDK od 0,5 ug/kg
AfM; u mleku je jo$S uvek na snazi. 1z tog razloga, odlucili smo se da dobijene
rezultate ispitivanja sadrzaja AfB1 u kukuruzu i AfM1 u mleku tumacimo dvojako u
odnosu na MDK vrednost, odnosno da predstavimo broj i procenat uzoraka koji

prekoracuju, odnosno zadovoljavaju i nacionalni i evropski MDK.

6.2.1 SadrZaj aflatoksina po regijama

Od svih analiziranih uzoraka mleka tokom 2013. godine, utvrdeno je da
nacionalnu MDK vrednost od 0,5 ug/kg prelazi 9,05% uzoraka uzetih sa podrucja
beogradske regije, 2,55% uzoraka uzetih sa podrucja centralne Srbije i 7,09%
uzoraka uzetih sa podrucja vojvodanske regije. Medutim, ukoliko dobijene
rezultate tumacimo koriste¢i MDK vrednost koja se primenjuje u EU od 0,05 ug/kg,
broj uzoraka koji ne ispunjavaju ovaj propis znacajno raste i iznosi 67,30% u
beogradskoj regiji, 58,16% u centralnoj Srbiji i ¢ak 79,83% u vojvodanskoj regiji.
Maksimalne izmerene vrednosti AfM1 u mleku bile su 1,778 nug/kg, 1,475 ng/kg i
1,710 pg/kg, u beogradskoj, centralnoj Srbiji i Vojvodanskoj regiji. Srednje
vrednosti koncentracije AfMiiznosile su 0,184 ug/kg, 0,117 ug/kgi 0,205 ug/kg u

navedenim regijama.
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Treba naglasiti da redosled regija po prisustvu rezidua AfM; u mleku u
potpunosti odgovara redosledu intenziteta kontaminacije kukuruza AfB;

(vojvodanske regija>beogradska regija>centralna Srbija).

Dobijene vrednosti ukazuju na veoma visok nivo rezidua AfM; u mleku
ukoliko ih poredimo sa vrednostima koje su utvrdili autori iz zemalja severne i
zapadne Evrope. Naime, prema izvestaju evropske Agencije za bezbednost hrane
(EFSA, 2004), prevalencija AfM: u okviru zemalja Clanica EU je veoma niska. Od
ukupno 11.831 analiziranih uzoraka mleka u periodu 1996-2001, udeo uzoraka sa
prekoracenom MDK vredno$¢u od 0,05 ug/kg iznosio je samo 0,06%. Studija iz
Velike Britanije (Food Standars Agency, 2001), nije utvrdila prisustvo AfM; u 100
ispitivanih uzoraka mleka. Nemacka je dostavila EFSA-i podatke o 6.537 uzoraka
analiziranih 1999. godine i jo§ 3.618 uzoraka analiziranih 2000. godine (EFSA,
2004). Ni u jednom uzorku mleka nije zabelezeno prisustvo AfM; iznad MDK koji
vazi u EU. Identi¢ne podatke su dostavila regulatorna tela Finske (296 uzoraka),
Francuske (234 uzorka), Irske (62 uzorka), Holandije (30 uzoraka) i Svedske (11

uzoraka).

Treba naglasiti da ovi podaci nisu iznenadujuéi ukoliko se ima u vidu da sve
navedene zemlje, zahvaljuju¢i svom geografskom poloZaju, imaju umereno-
kontinentalnu klimu i ne beleze pojavu ekstremno toplih i susnih letnjih perioda.
Sa druge strane, grcka studija (Tsakiris i sar, 2013) je objavila rezultate 196
analiziranih uzoraka mleka tokom 2009. i 2010. godine. Prisustvo AfM; je
potvrdeno u cak 46,5% uzoraka, ali prekoracenje MDK vrednosti je zapaZeno u
samo dva uzorka. Treba imati u vidu i ¢injenicu da u navedenim godinama nisu

zabelezZene ekstremne suse.

Prethodno izneti podaci jasno ukazuju na presudan znacaj klimatskih
faktora na pojavu AfB;1 u Zitaricama i posledi¢nu pojavu AfM1 u mleku. Zemlje sa

umereno kontinentalnom klimom u duZem vremenskom periodu ne beleZe
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prisustvo AfM; u mleku, dok u zemljama sa mediteranskom klimom prisustvo

rezidua AfM1 predstavlja objektivni problem sa kojim se ove zemlje suocavaju.

Ukoliko naSa zapaZanja poredimo sa studijama Turskih autora, dolazimo do
podataka pogodnijih za poredenje sa naSim rezultatima. Studija izvedena na 129
uzoraka mleka (UHT) iz centralne Anatolije (Unusan, 2006), je utvrdila
prekoracenje MDK vrednosti od 0,05 ug/kg u 47% ispitanih uzoraka. Srednja
vrednost koncentracije AfM iznosila je 0,108 ug/kg a najvisa vrednost je prelazila
0,5 ug/kg. Marnissi i sar. (2012) u Maroku su utvrdili niZe koncentracije AfM; u
mleku, u odnosu na nasa zapazanja. U studiji koja je obuhvatala ispitivanje 48
uzoraka mleka, prijavljeno je 27% pozitivnih uzoraka na prisustvo AfMi, dok je
MDK vrednost od 0,05 ug/kg prekoracena u samo 4 uzorka. Sa druge strane,
Ghanem i Orfi (2009) u Siriji prijavljuju izuzetno visok broj uzoraka mleka sa
sadrzajem AfM1 (80% od 126 ispitanih uzoraka) sa izmerenim koncentracijama u
rasponu od 0,02 ug/kg do 0,765 ug/kg. Najveci broj uzoraka mleka sa sadrzajem
AfM1 je utvrden u studiji iz Irana (Nemati i sar, 2010). Od 90 analiziranih uzoraka,
svi su pokazali sadrzaj AfM;, a u 33% uzoraka je izmerena koncentracija AfM;

prelazila 0,05 ug/kg.

U 2013 godinije obavljena prva znacajnija studija u Srbiji o kontaminaciji
mleka sa AfM1 (Kos i sar, 2013). Uzorkovano je 176 uzoraka mleka goveda, koza i
magarica, kao i mleka Zena. Od uzetih uzoraka kravljeg mleka (150), u ¢ak 98,7 %
je utvrdeno prisustvo AfM1a u 86 % uzoraka je prekora¢ena MDK vrednost koja je
propisana u EU od 0,05 ug/kg. lako ovi rezultati prikazuju nesto viSi obim
prisustva rezidua AfM1 u procentima u odnosu na nase vrednosti, ove razlike nisu
velike i mogu se objasniti razlikom u broju analiziranih uzoraka, te se moZze
zakljuciti da i drugi autori u Republici Srbiji beleZe veoma visok broj uzoraka

mleka koji sadrze rezidue AfM;.

Na osnovu iznetih rezultata i poredenja sa literaturnim podacima, moZe se

zakljuciti da je sadrzaj AfM1 u uzorcima mleka analiziranih tokom 2013. godine u
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Republici Srbiji bio izuzetno visok, kako po osnovu broja uzoraka za koje je
utvrdeno da sadrze AfM;i, tako i po osnovu izmerenih koncentracija ovog

metabolita.

Poredenje sa zemljama u kojima vladaju klimatske prilike slicne onima koje
su vladale u nasoj zemlji u 2012. godini, (Gr¢ka, Turska, Maroko, Iran, Sirija)
ukazuju na slican procenat uzoraka koji sadrze AfM;. Medutim, u odnosu na
izmerene koncentracije, moZe se zakljuciti da je koncentracija AfM1 u mleku bila
najvisa u Republici Srbiji, bez obzira da li se radi o srednjim ili maksimalnim

vrednostima sadrzaja AfM1 u mleku.

Ovakvi rezultati se donekle mogu objasniti izuzetno jakom suSom koja dugi
niz decenija nije zabeleZena na teritoriji Republike Srbije, ¢ija je poljoprivredna
proizvodnja objektivno neprilagodena ovakvim ekstremnim vremenskim
prilikama. Medutim, evidentno je da je neophodno sprovesti niz preventivnih mera

u cilju sprecavanja ponavljanja ovakvog scenarija.

6.2.2 Distribucija aflatoksina M; kroz regije

Analizom rezultata koji se odnose na distribuciju AfM: u okviru tri regije,
uvidom u histograme (grafikoni 18, 19 i 20) koji prikazuju raspodelu
koncentracija, moZe se utvrditi visoki stepen pravilnosti. Raspodela koncentracija
od najniZih do najviSih izmerenih vrednosti ima oblik gotovo idealne Gausove
krive. Ovakvi rezultati govore o Cinjenici da je za razliku od distribucije AfB1 u
kukuruzu, uniformnost prisustva AfM; u uzorcima mleka daleko veca zbog prirode
matriksa. Ukoliko eliminiSemo uzorke za koje je utvrdeno da ne sadrZze AfMj,
najve¢i broj pozitivnih uzoraka u sve tri regije je koncentrisan izmedu
logaritamskih vrednosti koncentracija od 1,5 do 2,5 u beogradskoj regiji i

centralnoj Srbiji. Ovo odgovara apsolutnim vrednostima koncentracija od 0,032
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ug/kg do 0,316 ug/kg. Izuzetak cini vojvodanska regija, gde je zabeleZeno najvece
prisustvo AfM; i gde se najveci broj pozitivnih uzoraka nalazi u intervalu od 2 do

2,6 (od 0,100 ug/kg do 0,398 nug/kg).

Analiza varijanse statistiCke serije rezultata za AfM: u mleku ukazuje na
znaCajne razlike u koncentracijama izmedu pojedinih regija. Studentov t-test
pokazuje veoma niske ,p” vrednosti u poredenju razlika izmedu svih regija
(p<0,0001). Ovo na prvi pogled mozZe izgledati neuskladeno sa rezultatima
dobijenim za AfB1 u kukuruzu gde su ove razlike manje. Medutim, treba imati u
vidu da su male razlike u sadrzaju AfB; u kukuruzu posledica Cinjenice da su
ekstremne vremenske prilike u leto 2012. godine pogodile celu zemlju. Sa druge
strane, statisti¢ki znacajne razlike u sadrzaju AfM: u mleku po regijama se mogu
objasniti neravnomernom raspodelom farmi mle¢nih krava kao i objekata za otkup
i preradu mleka. Koncentracija ovih privrednih subjekata je daleko veca na
teritoriji vojvodanske i beogradske regije u odnosu na centralnu Srbiju, a samim

tim i proizvodnja i prerada mleka.

[ako navedene razlike pokaziju statisticku znacajnost, treba naglasiti da je u
sve tri regije zabeleZen visok procenat uzoraka mleka koji prelaze MDK za AfM;
propisan u EU, a da su najviSe koncentracije AfM1 izmerene u vojvodanskoj i
beogradskoj regiji. Ovakvi rezultati pre govore o vecoj razvijenosti poljoprivredne i
stoCarske proizvodnje na ovim podru¢jima u odnosu na centralnu Srbiju nego o
eventualnim objektivnim razlikama u stepenu zastupljenosti rezidua AfM; usled

drugih faktora.

6.2.3 Promena sadrZaja aflatoksina M; tokom vremena

Osnovni cilj analize sadrZaja AfM1 u mleku tokom tri vremenska perioda bio
je da se utvrdi trend promene koncentracija tokom vremena u odnosu na rezultate

dobijene za AfB1 u kukuruzu. MoZe se zakljuciti da je prethodno ustanovljeni trend
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rasta koncentracija AfB; u kukuruzu usled sekundarne kontaminacije, adekvatno
pracen rastom sadrzaja AfM; u uzorcima mleka uzetim u sve tri regije. Ovakvi
rezultati potvrduju ispravnost donetih zakljuCaka u odnosu na kontaminaciju
kukuruza AfB:. Ipak, treba naglasiti da za razliku od linija trenda za AfB; koje
ukazuju na intenzivan rast konaminacije tokom dva perioda uzorkovanja,
analiziranjem trenda rasta sadrzaja AfM; u mleku, dolazi se do zakljuc¢ka da proces
rasta nije toliko intenzivan. Linija trenda koja opisuje promene u sadrzaju AfM: u
vojvodanskoj regiji pokazuje najmanji rast u tri perioda ispitivanja, ali sa druge
strane vojvodanska regija beleZi i najviSe prosecne i maksimalne koncentracije

AfM1 u uzorcima mleka (grafikon 24).

Ovakva pojava se mozZe objasniti na dva nacina. Sa jedne strane, najvise
srednje vrednosti koncentracija AfM1 u vojvodanskoj regiji uz veoma slab rast kroz
periode moZe da se objasni faktickim dostizanjem maksimuma koncentracija AfM1
u odnosu na stepen kontaminacije kukuruza sa AfBi. Sa druge strane, blaZi rast
koncentracija AfM1 u mleku u odnosu na AfB1 u kukuruzu moZze da se posmatra i
kroz niz mera koje su od pojave toksina preduzimane od strane regulatornih tela i
subjekata u lancu proizvodnje i prerade sto¢ne hrane i mleka u cilju smanjenja
prisustva rezidua AfM1 u mleku (izbacivanje visoko kontaminiranog kukuruza iz
ishrane Zivotinja, preusmeravanje srednje kontaminiranog kukuruza u ishranu
svinja i Zivine, smanjenje udela kukuruzne komponente u ishrani mle¢nih krava,

upotreba adsorbenata u cilju smanjenja resorpcije AfB1).

Medutim, i uz sve preduzete mere, intenzitet i obim prisustva AfM1 u mleku
u toku trajanja aflatoksinske krize u Republici Srbiji bio je konstantno visok. Zato
se moze zakljuciti da je jedini nacin da se prisustvo AfM: u mleku spreci ili svede
na manju meru, sprovodenje mera u cilju sprecavanja kontaminacije kukuruza sa
AfB1, kako primarne, tako i sekundarne, kao i da se uspostavi sistem permanentne
kontrole hrane za Zivotinje na prisustvo mikotoksina. Da se zakonska regulativa za
prisustvo AfB1 u kukuruzu i smeSama za ishranu mlec¢nih krava izjdnaci sa EU

regulativom te ¢e automatski biti smanjeno i prisusto rezidua AfM; u mleku.
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6.3 Validacija UPLC-MS/MS metoda za odredivanje aflatoksina B1 u

kukuruzu i aflatoksina M1 u mleku i poredenje sa ELISA metodama

Na osnovu svih podataka predstavljenih u ovoj disertaciji, a koji se odnose
na kontaminaciju kukuruza AfB; i prisustvo rezidua AfM; u mleku, jasno se moZze
sagledati veliki znacaj koji analiticka metodologija ima u cilju prevencije i saniranja
pojave ovih jedinjenja u lancu hrane ljudi i Zivotinja. Realan uvid u obim i intenzitet
kontaminacije kukuruza AfB; i prisustva rezidua AfM; u mleku, nije mogu¢ bez
pouzdanih metoda koje omogucuju ta¢no i precizno utvrdivanje koncentracije
toksina u hrani i hrani za Zivotinje. Imajuci u vidu i ¢injenicu da su MDK vrednosti
za AfB1 i AfM; regulisane zakonima u gotovo svim zemljama sveta (FAO, 2004),

znacaj implementacije adekvatne analiticke metodologije postaje jos jasniji.

Evropska unija je kodifikovala zahteve za analiticke metode i oni se nalaze u
dva dokumenta. Opsti zahtevi i procedura validacije za analiticke metode dati su u
Direktivi Saveta 2002/657/EC, dok su specifi¢ni Kkriterijumi koje treba da ispune
analiticCke metode za odredivanje mikotoksina dati u ,Pravilniku Komisije EC
401/2006”. Imajuci u vidu ¢injenicu da zakonski okvir Republike Srbije za sada
nema analogne propise koji se odnose na zahteve i kriterijume za analiticke
metode, navedeni dokumenti su nam posluZili kao osnova za evaluaciju

performansi UPLC-MS/MS metoda za odredivanje AfB1 u kukuruzu i AfM1 u mleku.

Pored zvani¢nih kriterijuma, metode koje se koriste za odredivanje AfB; i
AfM; treba da omogucavaju i veliku propusnu mo¢, odnosno veliku brzinu
izvodenja analize, narocito u slu¢ajevima masovnih pojava AfB1 i AfM; kao Sto je to
zabeleZeno u Republici Srbiji u 2012. i 2013. godini. PoZeljno je takode da ove
metode ne budu previSe skupe za izvodenje, a sa druge strane da omoguce
nedvosmislenu identifikaciju i ta¢nu kvantifikaciju traZenih jedinjenja i to

potvrdivanjem (konfirmacijom) njihove hemijske strukture.
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Jasno je da jedna metoda, odnosno jedna analiticka tehnika ne moze da
ispuni sve ove uslove. Tehnike zasnovane na masenoj spektrometriji (UPLC-
MS/MS) su u stanju da pruZe uvid u strukturu jedinjenja od interesa na osnovu
njegove mase i mase njegovih fragmenata nakon cepanja molekulskog jona pod
strogo kontrolisanim uslovima. Medutim, ove tehnike zahtevaju veoma skupu
instrumentaciju i visoko obuceni kadar, kao i pristup standardnom materijalu i
hemikalijama visoke Cisto¢e Sto u velikoj meri uti¢e na cenu analize. Sa druge
strane, tehnike zasnovane na imunoenzimskim reakcijama (ELISA) se izvode sa
prefabrikovanim mikrotitar plotama (kit) i unapred pripremljenim standardnim
materijalom a zahtevaju osnovnu laboratorijsku opremu za izvodenje. Cak i
ukoliko laboratorija nije opremljena citaCem apsorbanci, vizuelna identifikacija
boje omogucava kvalitativno utvrdivanje AfB1 i AfM1. Za analizu 96 uzoraka (jedna
mikrotitar ploca) potrebno je oko 60 minuta, ukoliko su uzorci kukuruza
samleveni a uzorci mleka obezmasceni. Tehnike zasnovane na masenoj
spektrometriji nisu u stanju da omoguce ovakvu brzinu izvodenja analize, iako je
postignut znacajan napredak u poslednjoj deceniji i na ovom polju, pa prelazak sa
klasi¢nih HPLC kolona i uredaja, na UPLC hromatografsku tehniku znatno skracéuje

vreme analize po uzorku (Beltran i sar, 2009; Spanjer i sar, 2008).

Iz ovih razloga, na$ pristup analitickoj metodologiji pri izvodenju
eksperimentalnog dela ove disertacije je bio dvojak. Imaju¢i u vidu da je ukupno
analizirano 7.305 uzoraka kukuruza i mleka, ELISA metode za AfB:1 i AfM1 su bile
tehnike izbora za odredivanje koncentracije ovih jedinjenja. Jedna od
ogranicavajuc¢ih faktora kod ELISA metoda je mogucnost pojave lazno pozitivnih
rezultata (Stroka i Anklam, 2002). Ukoliko postoji sumnja na laZno prisustvo AfBq
ili AfM1, ono se moZe potvrditi ili osporiti analiziranjem uzoraka potvrdujuéim
(konfirmatornim) tehnikama kakva je UPLC-MS/MS. Medutim, ovakav pristup ima
smisla ukoliko se radi o sporadi¢cnom nalazu AfB; ili AfM; kod redovnih kontrola
kukuruza i mleka. U slu¢aju masovne kontaminacije kukuruza AfB; i posledi¢nog

prisustva AfM1 u mleku, kao Sto je to zabeleZeno u nasoj zemlji, nakon izvodenja
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inicijalnih konfirmatornih analiza, potpuno je jasno da se radi o ovim jedinjenjima,
te se pristupa izvodenju brzih metoda u cilju Sto efikasnije procene obima i
intenziteta kontaminacije. U sluCajevima visokog broja kontaminiranih uzoraka,
ovakav pristup je jedino racionalno resenje. Uvidom u dostupnu naucnu literaturu,
utvrdeno je da je vecina autora studija o kontaminaciji kukuruza AfB; i prisustvu
rezidua AfM; u mleku koristila ELISA metodu za merenje koncentracija ovih
jedinjenja (Decastelli i sar, 2005; Pietri i sar, 2004; Giray i sar, 2009; Oruc i sar,
2007;Rodriguez i sar, 2003; Roussi i sar, 2002 i drugi).

Iz ovih razloga smo odlucili da ELISA tehnikom izvr§imo merenje sadrzaja
AfB1 u uzorcima kukuruza i AfM1 u uzorcima mleka. Uz ova merenja, paralelno je
sprovedena UPLC-MS/MS analiza nad 100 identi¢nih uzoraka kukuruza i 250
uzoraka mleka, sa ciljem da se najpre potvrdi prisustvo AfB; u kukuruzu i AfM1 u
mleku, a zatim i da se izvrSi poredenje rezultata dobijenih koriS¢enjem dve

analiticke tehnike, i utvrdi stepen njihovog slaganja.

6.3.1 Validacija UPLC-MS/MS metoda za odredivanje sadrZaja aflatoksina B;

u kukuruzu i aflatoksina M; u mleku

Deo poglavlja u pregledu literature ove disertacije, odnosio se i na
predstavljanje razli¢itih analitickih pristupa pri razvoju UPLC-MS/MS analitickih
metoda za odredivanje sadrZaja AfB: u kukurzu i AfM; u mleku. Zahvaljujuci
visokoj selektivnosti i specificnosti masenih spektrometara, potreba za
ekstenzivnim precis¢avanjem uzoraka se smanjuje. Analiticke tehnike zasnovane
na te¢noj hromatografiji sa fluorescentnom detekcijom zahtevaju nekoliko koraka
preciS¢avanja uzoraka kukuruza i mleka u cilju eliminacije interferenci, odnosno
omogucavanja detektovanja signala koji je posledica prisustva AFB; ili AfMjy,
umesto nekog drugog jedinjenja koje pokazuje sposobnost fluorescencije a koje bi
potisnulo signal koji je od interesa. Ovakav scenario dovodi do pojave ili lazno

pozitivnih rezultata, ukoliko se retenciono vreme elucije tog jedinjenja poklapa sa
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retencionim vremenom AfBj;, odnosno AfM;, ili do pojave laZzno negativnih
rezultata, ukoliko se retenciono vreme interferirajueg signala nalazi blizu
vremena elucije AfB; ili AfM;, ali je njegov intenzitet veci te dolazi do maskiranja

prisutnih signala koji vode poreklo od mikotoksina.

Da bi se ovo izbeglo, neophodno je preciS¢avanje uzoraka i to najcesce
koriS¢enjem imunoafinitetnih kolona (Beltran i sar, 2011). Ovakav pristup daje
veoma dobre rezultate (Jaimez i sar, 2000; Sizoo i van Egmond, 2005), ali znatno

produzava vreme izvodenja analize i povecava njenu cenu.

Sa druge strane, zahvaljujuéi principu rada masenog spektrometra u MRM
nacinu merenja, prisustvo interferenci je svedeno na minimum ¢ime se omogucava
analize sirovih ekstrakta kukuruza i mleka. Ovaj pristup omogucava znacajne
uStede u materijalu i vremenu izvodenja analize. Studije brojnih autora prijavljuju
validne rezultate merenja sadrZaja AfB: i AfM; koriS¢enjem ovakvog pristupa
(Bertran i sar, 2009; Demulle i sar, 2006; Frenich i sar, 2009; Herebian i sar, 2009;
Spanjer i sar, 2008; Sulyok i sar, 2006; Sulyok i sar, 2009). Dobijeni rezultati nasih
ispitivanja potvrduju ove navode, te se moZe zakljuciti da je ovakva metodologija u

stanju da ispuni zahteve koji se postavljaju pred analiticke metode.

Analiziranjem rezultata validacionog procesa za UPLC-MS/MS metode za
odredivanje AfB1 u kukuruzu i AfM1 u mleku, moZe se zakljuciti da obe metode
ispunjavaju uslove propisane u relevantnim dokumentima EU koji odreduju
kriterijume koje analiticke metode moraju da ispune da bi mogle da se koriste u
svrhe sluzbenih kontrola (Direktivi Saveta 2002/657/EC, Pravilniku Komisije EC
401/2006). Visoki koeficijenti linearnosti (r2=0,997 za AfB1 i r2=0,990 za AfM,)
dobijeni analiziranjem slepih proba kukuruza i mleka obogacenih standardima
AfB1 i AfM;, obezbeduju visoki stepen tacnosti pri kvantifikaciji sadrzaja AfB; i
AfM1 u kukuruzu i mleku. Prinos metode za AfB1 (81,2% - 93,5%), i metode za

AfM1 (75,3% - 89,2%) zadovoljavaju zahteve u pogledu minimalnih vrednosti
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prinosa za AfB: i AfM1 na nivoima MDK od 20 ug/kg i 0,05 ug/kg. Koeficijenti
varijacije, odnosno relativna standardna devijacija u uslovima reproducibilnosti,
ukazuje kod obe metode na prihvatljivi nivo varijacija rezultata visSestrukih
ponavljanja obogacenih uzoraka kukuruza i mleka AfB; i AfM; na MDK
vrednostima. Prosecan koeficijent varijacije UPLC-MS/MS metode za odredivanje
AfB:1 u kukuruzu iznosi 7,7% na 20 pug/kg , dok kod UPLC-MS/MS metode za
odredivanje AfB: u kukuruzu koeficijent varijacije na 0,05 ug/kg iznosi 9,9%.
Dobijene vrednosti odgovaraju zahtevima postavljenim u dokumentima koji se
odnose na Kriterijume za performanse analitickih metoda imaju¢i u vidu propisane

MDK vrednosti.

Na osnovu dobijenih rezultata moZzemo da zaklju¢imo da UPLC-MS/MS
metoda za odredivanje AfBi u kukuruzu i UPLC-MS/MS metoda za odredivanje
AfM; u mleku mogu da se koriste u svrhe kako naucnih istrazivanja tako i u svrhe

sluZzbenih kontrola, i da obezbeduju visoki stepen pouzdanosti dobijenih rezultata.

6.3.2 Poredenje ELISA i UPLC-MS/MS metoda za odredivanje AfB; i AfM;

[z prikazanih rezultata regresione analize 100 vrednosti koncentracija AfB;
u kukuruzu i 250 vrednosti koncentracija AfM1 u mleku, moze se izvesti zakljucak
o visokom stepenu saglasnosti dobijenih rezultata koris¢enjem dve tehnike. Ovo je

slucaj kako kod poredenja metoda za AfB1, tako i u slucaju AfMs.

Uvidom u dobijene koeficijente korelacije (r2=0,994 za AfB1 i r?=0,9201 za
AfM1), uocava se visi stepen slaganja dve analiticke tehnike za odredivanje AfB1 u
odnosu na AfMi. ObjasSnjenje za ovakvu pojavu treba traziti u MDK vrednostima
koje su 400 puta viSe za AfB1 u odnosu na AfM1 (20 ug/kg u odnosu na 0,05 ng/kg)
i posledi¢no vecu stabilnost i koherentnost dobijenih vrednosti. Takode, uvidom u
regresionu krivu koja opisuje stepen slaganja ELISA i UPLC-MS/MS metode za

AfM1 u mleku, uocava se trend veceg rasipanja visih vrednosti u odnosu na nize.
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Objasnjenje za ovu pojavu leZi u manjem opsegu linearnosti ELISA metode i njenoj
tendenciji da se brze dostigne plato apsorbance pri merenju. Maksimalna vrednost
koncentracije AfM1 koja se moZe detektovati u uzorcima mleka ELISA metodom je
0,250 ug/kg. Ukoliko se nadu vise koncentracije, potrebno je ponoviti analizu uz

razblaZivanje uzorka da bi se doSlo do ta¢nih vrednosti.

Ukoliko se sve navedeno uzme u obzir, moze se zakljuciti da ELISA i UPLC-
MS/MS, analiticke tehnike za odredivanje sadrzaja AfB1 u kukuruzu i AfM: u mleku
pokazuju visoki stepen saglasnosti, i da je moguce koristiti obe tehnike u rutinskoj

praksi za merenje sadrzaja AfB1 i AfM1.
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7. ZAKLJUCCI

1. Ukupno je ispitano 680 uzoraka kukuruza u tri regije Republike Srbije.
Srednje vrednosti koncentracija AfB; iznosile su 28,06 ug/kg, 29,1 ug/kg i 33,21
ug/kg u beogradskoj regiji, centralnoj Srbiji i vojvodanskoj regiji. Maksimalne
zabeleZene vrednosti AfB; bile su 560 ng/kg, 475 ug/kgi 215 ug/kg u navedenim

regijama.

2. Rezultati u pogledu kretanja sadrzaja AfB; u uzorcima kukuruza, tokom
dva perioda ispitivanja, ukazuju na trend rasta koncentracije AfB; u kukuruzu u
sve tri regije zasebno, kao i na nivou cele Republike Srbije. Najintenzivniji rast
sadrzaja AfB: zabeleZen je u uzorcima kukuruza sa podrucja vojvodanske regije,
zatim centralne Srbije, dok je linija trenda najblaza u uzorcima kukuruza poreklom

iz beogradske regije.

3. Utvrdeno je da 22,49%, 29,73% i 20,77% ispitivanih uzoraka iz
beogradske regije, centralne Srbije i vojvodanske regije, nije bilo usaglaseno sa
nacionalnom MDK vredno$¢u za AfB1 u kukuruzu. Ukoliko bi se primenila MDK
vrednost koja se primenjuje u EU, procenat neusaglasenih uzoraka iz navedenih

regija je 30,76%, 44,93% i 37,66% uzoraka kukuruza.

4. Srednje vrednosti koncentracija AfM1 u 6.625 uzoraka mleka u tri regije
Republike Srbije iznosile su 0,184 ug/kg, 0,117 ug/kgi 0,205 ug/kg u beogradskoj
regiji, centralnoj Srbiji i Vojvodanskoj regiji. Maksimalne izmerene vrednosti AfM

u mleku bile su 1,778 ug/kg, 1,475 ng/kgi 1,710 ug/kg u navedenim regijama.
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5. Rezultati u pogledu kretanja sadrzaja AfM1 u mleku tokom tri vremenska
perioda ispitivanja, ukazuju na postojanje trenda rasta u sve tri regije zasebno, kao
i na nivou cele Republike Srbije. Linija trenda koja opisuje promene u sadrzaju
AfM: tokom vremena pokazuje najvisi intenzitet rasta u beogradskoj regiji, zatim u

centralnoj Srbiju, dok je najniZi intenzitet rasta zabeleZen u vojvodanskoj regiji.

6. Utvrdeno je da 2,55%, 7,09% i 9,05% ispitivanih uzoraka iz beogradske
regije, centralne Srbije i vojvodanske regije, nije bilo usaglaseno sa nacionalnom
MDK vrednos$éu za AfM:1 u mleku, dok 58,16%, 79,83% i 67,30% uzoraka iz

navedenih regija nije bilo usaglaSeno sa MDK vrednoscu koja se primenjuje u EU.

7. Na osnovu dobijenih rezultata iz procesa validacije, zakljucuje se da
UPLC-MS/MS metoda za odredivanje AfB; u kukuruzu i UPLC-MS/MS metoda za
odredivanje AfM; u mleku mogu da se koriste u svrhe kako naucnih istraZivanja
tako i u svrhe sluzbenih kontrola, i da obezbeduju visoki stepen pouzdanosti

dobijenih rezultata merenja.

8. Poredenjem ELISA i UPLC-MS/MS metoda za odredivanje sadrzaja AfB1 u
kukuruzu i AfM1 u mleku, ustanovljen je visok stepen saglasnosi dobijenih
rezultata. ELISA predstavlja trijaznu analiticku tehniku pogodnu za analiziranje
velikog broja uzoraka u kratkom vremenskom periodu, dok se UPLC-MS/MS
tehnikom nedvosmisleno utvrduje prisustvo AfB1 i AfM1 na osnovu njihove

hemijske strukture.

9. U cilju sprecavanja ulaska AfB1 u lanac ishrane Zivotinja i posledi¢ne
pojave njegovog metabolita AFM1 u mleku, neophodno je uskladiti postojecu
zakonsku regulativu u pogledu MDK vrednosti za AfB1 u hrani za Zivotinje i AfM1 u

mleku sa vaze¢im propisima u EU.

10. Takode je potrebno da se na nacionalnom nivou definiSe i implementira
program sistematskog pracenja mikotoksina u hrani za Zivotinje (monitoring
program), zbog pravovremenog otkrivanja njihovog prisustva i preduzimanja

adekvatnih mera.
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Od 2001. godine, zaposlen je u Institutu za higijenu i tehnologiju mesa u
Beogradu. Od 2004. godine bavi se ispitivanjem i odredivanjem rezidua veterinarskih
lekova i kontaminenata okoline u namirnicama animalnog porekla i hrani za Zivotinje.
Razradio je 1 validovao metode za odredivanje hinolona, tetraciklina, makrocikli¢nih
laktona, ohratoksina A, aflatoksina B1, aflatoksina M1 i dr. Vlada instumentalnim
tehnikama kao S§to su gasna i teCna hromatografija, masena spektrometrija, atomska

apsorpciona spektrofotometrija i ICP-masena spektrometrija.

Ucesnik je stru¢nih skupova u organizaciji referentnih laboratorija Evropske
Unije u oblasti razrade, validacije 1 unapredenja analitickih metoda za odredivanje
rezidua veterinarskih lekova. Od 2007. godine, ¢lan je komisije za farmakovigilansu

veterinarskih lekova Agencije za lekove 1 medicinska sredstva Republike Srbije.

Koautor je vise od 10 nau¢nih radova objavljenih u ¢asopisima medunarodnog
znacaja. Pored objavljenih radova bio je ucesnik u dva nauc¢no-istrazivacka projekta iz
oblasti tehnoloskog razvoja. Od 2011. godine ucesnik je III projekta pod nazivom:
,Unapredenje i razvoj higijenskih i tehnoloskih postupaka u proizvodnji namirnica
zivotinjskog porekla u cilju dobijanja kvalitetnih i bezbednih proizvoda konkurentnih na

svetskom trzistu‘, ev. br. 46009.



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a Srdan M. Stefanovi¢

broj indeksa 14/13

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

“Uporedno ispitivanje prisustva aflatoksina B4 u hrani za Zivotinje i aflatoksina M4 u

mleku”

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predlozena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i
e da nisam krsio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

AR OV G

U Beogradu, 07. april 2014.




Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora : Srdan M. Stefanovié¢
Broj indeksa : 14/13
Studijski program: Higijena i tehnologija namirnica animalnog porekla
Naslov rada
““Uporedno ispitivanje prisustva aflatoksina B4 u hrani za zivotinje i aflatoksina M, u

mieku™

Mentor : dr Jelena Nedeljkovi¢ - Trailovié
Potpisani/a : Srdan M. Stefanovi¢

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta
u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moiji liéni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi lieni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 07. april 2014. é%‘[—}(ﬂ&




Prilog 3.

Izjava o koris¢enju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

“Uporedno ispitivanje prisustva aflatoksina Bs_u hrani za Zivotinje i aflatoksina Ms_u
mleku

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativhe
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

3./Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

==

U Beogradu, 07. april 2014.




