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Popis oznaka, kratica i simbola
aflatoksini
alkalna fosfataza (eng. alkaline phosphatase)

kemijska ionizacija pod atmosferskim tlakom (eng. atmospheric pressure

chemical ionization)

fotoionizacija pod atmosferskim tlakom (eng. atmospheric pressure

photoionization)

govedi serumski alboumin (eng. bovine serum albumin)

kolizijski izazvana disocijacija (eng. collision-induced dissociation)
jednosmjerna struja (eng. direct current)

Drzavni hidrometeoroloski zavod

enzimsko imunokemijska metoda (eng. enzyme linked immunosorbent assay)
ionizacija elektrorasprsivanjem (eng. electrospray ionisation)

plinska kromatografija s tandemskom masenom spektometrijom (eng. gas

chromatography-tandem mass spectrometry)
Hrvatska agencija za hranu

peroksidaza iz hrena (eng. horseradish peroxidase)
ultra-Cista voda

tekucinska kromatografija s tandemskom masenom spektrometrijom (eng.

liquid chromatography-tandem mass spectrometry)
limit detekcije

limit kvantifikacije

metanol

albumin iz jaja (eng. ovalbumin)

radijska frekvencija (eng. radio frequency)
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Usporedba ELISA i LC-MS/MS tehnike u analizi AFT u kukuruzu Livia Strugacevac

Mikotoksini su toksi¢ni sekundarni metaboliti proizvedeni od strane pojedinih vrsta plijesni.
Imaju niz razli¢itih kemijskih i fizikalnih svojstava i toksikoloskih ucinaka na covjeka i
zZivotinje. lako ih je poznato vise od 400, samo za njih 14 postoje zakonski odredeni limiti u
ljudskoj i Zivotinjskoj hrani. Prisutnost mikotoksina u svjeZim proizvodima predstavlja
opasnost za ljudsko zdravlje ukoliko prezive skladistenje, preradu i pripremu prehrambenog
proizvoda za konzumiranje. Njihova pojava u hrani za Zivotinje predstavlja rizik za ljudsko
zdravlje, ukoliko se plijesni, i/ili toksi¢ni metaboliti, prenesu na meso ili Zivotinjske proizvode
poput jaja, mlijeka ili mlijecnih proizvoda, a mogu takoder utjecati i na zdravlje Zivotinja i
njihovu produktivnost (Scudamore, 1998).

Analitika mikotoksina proteklih je godina uvelike napredovala, te u novim metodama
prednjaci uporaba LC-MS/MS-a kao najnaprednije analiticke tehnike. Unatoc¢ tome, analitika
mikotoksina roda Aspergillus medu kojima je najpoznatiji aflatoksin jos uvijek ima ponekad
probleme zbog vrlo heterogene raspodjele u realnim uzorcima. Takoder kod LC-MS/MS
detekcije problem mozZe predstavljati supresija ionskog signala kod teskih matriksa
(Berthiller i sur., 2014).

Cilj ovoga istrazivanja bio je usporediti preciznost imunoloSke metode ,,ELISA“ u odnosu na

potvrdnu LC-MS/MS tehniku prilikom odredivanja koli¢ine aflatoksina u kukuruzu.



2. TEORUSKI DIO



Usporedba ELISA i LC-MS/MS tehnike u analizi AFT u kukuruzu Livia Strugacevac

2.1. Aspergillus flavus

Rije¢ ,aflatoksin“ potjece od ,Aspergillus flavus toksin“, budué¢i da su A. flavus i A.
parasiticus glavne vrste odgovorne za kontaminaciju usjeva aflatoksinom prije berbe i/ili
tijekom skladistenja. Aflatoksini B1, B2, G1 i G2 su Cetiri najvaznija toksina izmedu Sesnaest
strukturno srodnih spojeva (Hedayati i sur., 2007). Aflatoksini M1 i M2 su hidroksilirani
metaboliti aflatoksina B1 i B2 i nastaju kada sisavci konzumiraju hranu kontaminiranu ovim

mikotoksinima (Slika 1) (Scudamore, 1998).

Aflatoksini su derivati kumarina i stvaraju bezbojne do blijedo Zute kristale. Intenzivno
florescentni pod UV svjetlom, emitiraju plavu (aflatoksin B1 i B2) ili zelenu (aflatoksin G1) i
plavo-zelenu (aflatoksin G2) florescenciju, iz ¢ega su izvedene oznake B i G, dok su aflatoksini

M skupine dobili ime prema mlijeku u kojem su prvi put utvrdeni (IARC, 2012).

Slika 1 Kemijska struktura najznacajnijih aflatoksina



2.1.1. KLIMATSKI UVJETI | IZLOZENOST AFLATOKSINIMA

Sinteza aflatoksina zapocinje ve¢ u polju pri temperaturi izmedu 24 i 35 °C i vlaznosti iznad 7
%. A. flavus sintetizira aflatoksine B1 i B2 na Zitaricama poput kukuruza, dok A. parasiticus

moZe sintetizirati aflatoksine B1, B2, G1 i G2 na uskladistenim uljaricama (HAH, 2012).

Za pojavu plijesni i njihovih metabolita odgovorni su:

odgovarajuci sadrzaj vlage (slobodna ili aktivna voda),
pogodne temperature,
prisutnost kisika,

fizicka osteéenja na usjevima, i

v A o hpoE

prisutnost gljiviénih spora (HAH, 2012).

1.8
Varazdin
>89
2 21

2.
Zagreb Bjelovar

=489

h -
Karlovac
1.5
1.5 Pazin

Poreé =99
=09

PERCEMTILI
akstramno hladno =2
v hladno z-a
hladno 2-25
narmalna 2575
topla 7501
‘Sll;v.;ﬂﬂ‘i 1.5 vrlo toplo 21-93
SR Split akstremno toplo =08

>89

KomiZa
>898

1.3
Lastovo

odstupanje temp. (*C) A =94
postaja =
parcentili P

Slika 2 Odstupanje srednje temperature zraka u 2012. godini (DHMZ, 2014)



Kontaminacija polja aflatoksinima je povezana s visokim temperaturama i stresom zbog suse,
a dogada se na usjevima u klimi viSih temperatura u toplim susnim godinama (Klich, 2007).
Slika 2 prikazuje odstupanje srednje temperature zraka u 2012. godini kada su uzeti uzorci

koji su ispitivani na prisustvo aflatoksina.

......

vremenom tijekom uzgoja Zitarica. Ovakvi uvjeti dogode se u odredenim podrucjima i
godinama, i tada A. flavus moze nadéi prikladne uvjete za rast i biosintezu aflatoksina

(Battilani i sur., 2012).

Trenutni rizik kontaminacije Rizik kontaminacije kukuruza s Rizik kontaminacije kukuruza
kukunuza s AFB1 AFB1 kod porasta od 2°C s AFB1 kod porasta od 5°C

Slika 3 Predvidanje proizvodnje aflatoksina pri promjeni srednje vrijednosti temperature

(Battilani i sur., 2012)

Slika 3 prikazuje predvidanje rizika od Sirenja aflatoksina B1 prema sjevernom podrucju u
slu¢aju klimatskih promjena od trenutne srednje temperature te kada bi se prosjecna
temperatura povisila za 2 °Cili 5 °C. Prema predvidanjima, povisenje temperature za 5 °C
dovelo bi do brzeg sazrijevanja kukuruza, uz raniju cvatnju (5-20 dana ranije) i berbu (20
dana prema srednjoj tocki). Prema tome, ocekuje se da ¢e se podrucje proizvodnje
aflatoksina Siriti prema sjeveru zbog porasta povrSina zasijanih kukuruzom, kao i

odgovarajucih uvjeta za rast gljiva. Uz trenutne temperature najmanji je rizik proizvodnje



aflatoksina, dok se kod poviSenja prosje¢ne temperature od 2 °C rizik Siri na veci dio Balkana,
Italiju, Spanjolsku i Portugal, a rizik zahvaéa cijelu centralnu i juinu Europu kod povisenja

prosjecne temperature za 5 °C (Battilani i sur., 2012).

Prema istrazivanju koje su proveli Pleadin i sur. (2014) kao petogodisnje pracenje aflatoksina
B1 na hrvatskim farmama od 2009. do 2013. godine, koriste¢i ELISA imunokemijski test,
aflatoksin B1 je otkriven u 16,4 % ispitanih uzoraka, medu kojima kukuruz najvise
kontaminiran s 21,7 % uzoraka u 2013. godini koji prelaze zakonski postavljene limite
(Tablica 1 i Tablica 2). Osim toga, isti autori prema Tablici 2 ukazuju na to da je od ukupno

ispitivanih uzoraka isto¢na regija imala najve¢u koncentraciju aflatoksina B1.

Tablica 1 Koncentracija aflatoksina B1 u Zitaricama i sto¢noj hrani po pojedinim godinama

uzorkovanja (Pleadin i sur., 2014)

rednja
Zitarica / Godina "[AFB, vrijednost + SD (ng/kg)

Stoéna hrana

2009 2010 2011 2012 2013
Kukuruz 338+ 215 4.15+333 218+ 244 387+ 156
PZenica 1.10+ 061 121+ 117 167+ 111 176+ 213 V2 =+ 2
Jeéam ND 133+ 124 ND .14+ 127 211+ 113
Zob ND ND 1.12+ 015 ND 1.13 + 053
Smjesezitarica 1,02+ 035 1.11+ 128 ND 133+ 124 346+ 514
Stofnahrana 107+ 1.23 1.09+ 1.15 ND 1.12+ 089 294+ 415

Tablica 2 Koncentracija aflatoksina B1 u Zitaricama i sto¢noj hrani po pojedinim regijama (Pleadin i

sur., 2014)
. srednja
Zitarice / Regija [AFB; vrijednost + SD (ug/kg)
stoCna hrana R1 R2 R3 R4
Kukuruz 1825 +3452 1025+ 2831  132+289 « 152524
PSenica 1.28 + 1.53 1.41 + 1.69 189+ 244 164 +221
Jetam 123 +1.14 ND 167+153 1.75+1.12
Zob 1.17 + 0.81 ND 1.28 + 0.31 ND

Mjesavine Zitarica 5.52 + 1541 6.48 + 20.12 285+ 224 431 +3.38
Stocna hrana 225+ 1114 1.89 + 4.15 247 + 214 3.12 + 1038

R 1 —sjevernaregija ,R 2 — zapadnaregija . R 3 —isto¢naregija R4 — sredisnja
regija



lako su mlade Zivotinje osjetljivije na utjecaj aflatoksina, pogodene su sve starosne skupine
uz odredene klinicke pokazatelje: gastrointestinalna disfunkcija, smanjena produktivnost,
smanjena iskoristivost hrane, ostecenje jetre, embrionalna smrt, teratogenost (urodene

mane), tumor i smanjenje funkcije imunolo$kog sustava (Akande i sur.,2006).
2.1.2. ZIVOTNI CIKLUS PLIJESNI A. flavus

Zivotni ciklus plijesni A. flavus moZe se podijeliti u dvije glavne faze: kolonizaciju biljnih
ostataka u tlu i infekciju usjeva. Na pocetku vegetacije, kada nastanu povoljni uvjeti u
okolisu, sklerocije i konidije, oblici micelija koji podnose nepovoljne zimske uvjete, pocinju
klijati i proizvoditi brojne konidiospore koje se prenose zrakom. Novi inokulum se Siri
pomocu kukaca ili vjetrom kako bi se zapocela kolonizacija i infekcija svjeZze posadenih

kultura (Slika 4).

Slika 4 Zivotni ciklus plijesni A. flavus (Battilani i sur., 2012)



Cimbenici koji utje¢u na infekciju, osim uvjeta okolida, su koli¢ina spora u polju i osjetljivost
biljke (ovisno o usjevu, vrsti i zdravstvenom stanju), sustavu obrade tla i bilja te populaciji
insekata. Kod kukuruza, znacajne infekcije i proizvodnja aflatoksina se ne pojavljuju sve dok
je vlaga zrna ispod 32 %, no proizvodnja aflatoksina se nakon infekcije moZe nastaviti sve dok
vlaga zrna ne padne ispod 15 % (Battilani i sur., 2012). Osjetljiv stadij usjeva kukuruza je
cvatnja, osobito posmedivanje svile, kada spore noSene vjetrom ili spore koje nastaju
naknadno imaju optimalnu ucinkovitost. A. flavus moze rasti i proizvoditi mikotoksine pri
aktivitetu vode 0,73 i 0,85, Sto odgovara sadrzaju vlage 8-12 % i 17-19 % u kukuruzu
(Battilani i sur., 2012).

2.1.3. PREVENCIJA PROIZVODNIJE MIKOTOKSINA

Kukuruz je jedna od najvaznijih ratarskih usjeva u Republici Hrvatskoj, te je najcesée
onecis¢en plijesnima Penicillium i Fusarium koje proizvode mikotoksine. Ovakva

kontaminacija moze se smanjiti na nekoliko nacina:

a) upotrebom hibrida kukuruza otpornijih na plijesni,

b) vrijeme sjetve odreduje vrijeme berbe, Sto moZe imati znacajan utjecaj na pojavu
bolesti jer se kasne sorte kukuruza lakse inficiraju plijesnima tijekom vlazne jeseni,

c) smanjenje infekcije moZze se postiéi plodoredom,

d) gnojidba s previse dusika povecava osjetljivost na plijesni, stoga je potrebno provesti
analizu tla prije prihrane biljaka,

e) primjena separatora kako bi se uklonila osteé¢ena i pljesniva zrna,

f) adekvatno skladistenje uz optimalnu temperaturu i vlaznost Zitarica moze smanijiti
rast plijesni (Peraica i sur., 2002),

g) upotreba visoke temperature, UV, X-zraka, mikrovalova i ekstrakcija toksina
otapalima,

h) dodatak vezivnih sredstava kako bi se smanijila bioraspoloZivost ovih spojeva kod
Zivotinja: hidrirani natrij kalcij aluminosilikat i filosilikati izvedeni iz prirodnih zeolita,
bentonit i aktivni ugljen imaju visok afinitet kod aflatoksina B1, no njihova primjena

je upitna zbog mogucih Stetnih ucinaka povezanih s velikom koli¢inom dodanih



sredstava, smanjenja bioraspoloZivosti odredenih minerala i vitamina u prehrani ili
kontaminacije teskim metalima i dioksinima,

i) mnostvo kemijskih sredstava poput kiselina, baza, oksidanata, reducirajucih
sredstava, kloridnih sredstava i formaldehida su koristeni za razgradnju mikotoksina
(osobito aflatoksina) u kontaminiranoj hrani, no njihova primjena je neucinkovita i
skupa pa se uglavnom ne primjenjuju,

j) odredeni sojevi mlijecno kiselih bakterija, propionskih bakterija i bifidobakterija imaju
strukturu stani¢ne stijenke koja moze vezati mikotoksine i na taj nacin ograniciti
bioraspoloZivost u tijelu Zivotinja (Yiannikouris i Jouany, 2002); pojedini kvasci i
plijesni, npr. Trichosporon mycotoxinivorans, imaju sposobnost razgradnje
mikotoksina, ali na trzistu postoje i pripravci odgovarajuéih enzima (Klapec i Sarkanj,

2013).

2.2. ELISA

S obzirom da je onecis¢enje mikotoksinima moguce tijekom razli¢itih faza proizvodnje,
moraju se kontrolirati kritiéne tocke tijekom procesa, a sukladno s tim potrebno je koristiti
metode koje su brze, isplative, jednostavne i pogodne za brzo utvrdivanje mikotoksina.
Vodeée medu brzim metodama su imunokemijske metode visoke osjetljivosti i selektivnosti
kao rezultat specificnih antitijela. NajraSirenija metoda je ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay). Ove metode zahtijevaju jednostavne instrumente (vecina
imunokemijskih metoda je bazirana na fotometrijskom, fluorimetrijskom i elektrokemijskom
principu) ili ne zahtijevaju instrumentaciju (brzi testovi s vizualnim odredivanjem za

kvalitativno/semikvantitativno ocjenjivanje).
Najces¢i nedostaci metoda baziranih na antigen-antitijelo interakciji su:

a) mogucnost nespecificnog vezanja komponenata,
b) neobnovljivost sorpcije procesa,

c) mogucnost reakcija sa srodnim spojevima (Saeger, 2011).
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2.2.1. PRINCIPI ELISA TESTA

Klju¢ ELISA testa je reakcija vezanja izmedu antitijela i antigena, pri ¢emu je kao marker za
detekciju dodan enzim koji katalizira pretvorbu bezbojnog supstrata u obojeni produkt.
Enzimska aktivnost koja se odreduje nakon dodatka supstrata na osnovi intenziteta boje
mjerene kolorimetrijski direktno je proporcionalna sadrZaju specificnih antitijela u

ispitivanom materijalu.

Antitijela su obrambeni proteini koji se stvaraju u tijelu toplokrvnih Zivotinja kao odgovor
organizma na infekciju stranim molekulama ili mikroorganizmima (Poljoprivredni fakultet u
Beogradu, 2011). Kvaliteta antitijela definira specificnost i osjetljivost analiza. Antitijela su
proteini iz klase imunoglobulina sa specificnim mjestom vezanja za antigen. Ako antigeni sa
molekulskom teZinom ispod 1000 Da (1 u = 1 Da = 1,660540 x 1072’ kg + 0,59 ppm) nisu
imunogeni, pogodan imunogen moze se sintetizirati vezanjem analita od interesa ili analoga

na nosac proteina visoke molekulske mase (Saeger, 2011).

U ELISA testu mogu se koristiti dva tipa antitijela, monoklona ili poliklona. Poliklona antitijela
koja nastaju kod Zivotinja kao odgovor na pojedine slozene antigene su heterogena jer ih
proizvodi viSe razlicitih tipova stanica, od kojih je svaki sposoban proizvesti antitijelo koje
reagira s razlicitom antigenskom determinantom kompleksnog antigena. Ukoliko je
infektivno strano tijelo velika molekula poput proteina ili mikroorganizama, na njima se
mogu nalaziti razli¢ita antigena mjesta i poliklona antitijela se stvaraju za vrijeme imunog
odgovora domacina (Poljoprivredni fakultet u Beogradu, 2011). Dok poliklona antitijela imaju
razliCita heterogena svojstva specificnosti i afiniteta i zbog toga mogu dati lazno pozitivne ili
laZno negativne rezultate, monoklona antitijela koja nastaju od pojedinacnih limfocita u
kulturama stanica su kemijski identi¢na, visoko specifi¢na i pozeljna za ELISA-u (Pavlovi¢,

2012).
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2.2.2. VRSTE ELISA TESTOVA

Postoje dva tipa ELISA-e, direktni i indirektni (Slika 5).

Kod direktnog tipa analit se natjece s enzimski ozna¢enim analitom za vezanje s ogranicenom
koli¢inom antitijela imobiliziranih u jaZicama. Nakon inkubacije nevezani spojevi se uklanjaju
pranjem i dodaje se kromogenski supstrat. Enzimska aktivnost u pojedinoj jaZici je obrnuto

proporcionalna koncentraciji mikotoksina (Saeger, 2011).

U slucaju indirektne ELISA-e analit ili njegov analog povezan s makromolekularnim nosacem
(npr. BSA ili OVA) je presvucen preko jaZica za vrijeme inkubacije. Nakon toga se ekstrakt
uzorka i specifino antitijelo dodaju u svaku jaZicu. Analit prisutan u uzorku i imobilizirani
analit natjeCu se za vezanje s antitijelom u otopini. Nakon ispiranja, koli¢ina vezanog

specifinog antitijela se pronalazi pomocu sekundarnog antitijela oznacenog s enzimom.

Indirektni ELISA test Direktni ELISA test

Slika 5 Direktni i indirektni tip ELISA-e (Hammar, 2014.)

Ovakav pristup omogucuje pojednostavljenje pripreme imunoreagensa (sekundarna
antitijela oznacena enzimima pri ¢emu su na trzistu dostupni enzimi: HRP i AP) (Saeger,

2011).

2.2.2.1. SENDVIC ELISA TEST

Sendvi¢ test naj¢eSce se koristi u komercijalne svrhe. Ovakav naziv dobio je zbog dva

antitijela koja hvataju u klopku ciljani antigen. Antigen se prvo hvata, a zatim detektira.
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Specificno antitijelo koje hvata ciljni antigen veZe se za povrSinu C¢vrstog nosaca
(mikrotitarske ploce). Obogaéeni uzorak hrane se dodaje u jaZicu i ukoliko je ciljni antigen
prisutan on ¢e se vezati za antitijela (Slika 6). Nakon ispiranja i uklanjanja nevezanog
materijala, u jaZice se dodaju druga antitijela s vezanim enzimom kao markerom koja ¢e se
ponovno vezati za antigen i napraviti sendvi¢ antitijela. Ponovno slijedi ispiranje da se uklone
nevezana antitijela, a nakon toga dodavanje bezbojnog supstrata koji ¢e enzim prevesti u
obojeni produkt. Na kraju se dodaje otopina za inaktivaciju enzima da se sprijeci daljnja
aktivnost i promjene boje koja se mjeri. Ovaj test ukupno traje dva do tri sata, a zahtjeva
obogacen uzorak hrane za pocetak testa. Pri detekciji patogena u hrani sendvi¢ ELISA koristi
se u kvalitativne svrhe, ukazujuéi na prisustvo, odnosno odsustvo patogena. Kod indirektnog
sendvic testa detekcijsko antitijelo ne nosi vezani enzim nego posebne markerske molekule
koje ée se specificno vezati za druge molekule, poput proteina (pr. antitijelo oznaceno

kompleksom biotina i avidina kao markerom) (Poljoprivredni fakultet u Beogradu, 2011).

KORAK 1 KORAK 2

» —_

YYYY ?’???

JaZica testa oblofena je s Dodan je obogaéeni uzorak
antitijelima specifiénim za hrane. Antitijela hvataju
ciljani organizam. ciljani antigen ukolike

postoji. Krhotine hrane i
nevezani antigeni se ispiru.

KORAK 3 KORAK 4
E o 0 L>)
A i e >".( e
e % 8 ]
. .
° . ° .. . 3
E E

$v86 .48

Antitijela oznaéena za Enzimi pretvaraju
detekeiju vezu se za bezbojan supstrat u
antigen stvarajuéi obojeni produkt.

"sendvié¢". Nevezana
oznaéena antitijela se
ispiru.

Slika 6 Koraci sendvic ELISA testa (Poljoprivredni fakultet u Beogradu, 2011)
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2.2.2.2. KOMPETITIVAN ELISA TEST

Kod kompetitivhog ELISA testa (Slika 7) jaZice mikrotitarske ploce se prekrivaju antigenom uz
istovremeno dodavanje ispitivanog uzorka i oznacenih antitijela. Ukoliko ciljni antigeni nisu
prisutni u uzorku, oznacena antitijela ¢e se vezati za antigene kojima su presvucene jaZice.
Kada se doda supstrat enzim ¢e katalizirati promjenu boje kao kod sendvic¢ ELISA testa. No
ukoliko su ciljni antigeni prisutni u uzorku, antitijela ¢e se vezati za njih, dodatno uz one koji
su spojeni s jazicama. Tijekom ispiranja svi antigen-antitijelo kompleksi iz otopine se
uklanjaju. Prema tome, svaka promjena boje na kraju testa je rezultat jedino antitijelo-
antigen kompleksa na povrsini jaZice i intenzitet boje ¢e biti slab. Ukoliko je nivo antigena u
uzorku visok, viSe antitijela ¢e biti vezano za otopini, Sto za rezultat ima manje antitijela koji

su slobodni za vezanje na povrsini jaZice i tada je rezultat bezbojan i izuzetno slabe boje.

KORAK 1 KORAK 2

T

E

Jaiir.'a testa je. ?hll.:iena s Oznaéena antitijela i uzorak se
a""'E“_"““" (ciljani dodaju istovremeno. U ovom
organizam). primjeru, antigen nije prisutan u
uzorku.
KORAK 3 KORAK 4
> o 2 o:"
.e o
e’
. !
‘e . e oe
el el [e]) Le E] RE] REJ LE
Detekcijski oznagena Enzim pretvara bezbojan
antitijela vefu se za antigen supstrat u obojeni
na ploéi. produkt.

Slika 7 Koraci kompetitivnog ELISA testa (Poljoprivredni fakultet u Beogradu, 2011)

14



Kompetitivan ELISA test daje rezultat suprotan sendvic ELISA testu, zato Sto obojeni proizvod
ukazuje na negativan rezultat, a bezbojan ili vrlo slabo obojen ukazuje na pozitivan rezultat.
Ovakav test moze biti direktan i indirektan, kao i kod sendvi¢ ELISA-e (Poljoprivredni fakultet

u Beogradu, 2011).

2.2.3. PRIMJENA ELISA TESTOVA

Oblik ELISA-e s mikrotitarskim plo¢ama zauzima vodece mjesto medu brzim testovima za
mikotoksine. ELISA testovi su dostupni za odredivanje pojedina¢nih mikotoksina jednako
dobro kao i za grupe povezanih mikotoksina (aflatoksini, fumonizini, trihoteceni). Kitovi ELISA
testa sadrZe potrebne reagense i materijale. Validacija ovih testova ukljuuje procjenu
analitickog raspona, limit detekcije, osjetljivost, to€nost i preciznost postupka kod
kontaminiranih uzoraka razli¢itih prehrambenih matrica. ELISA je heterogena tehnika koja se
uglavnom izvodi na ploéama s 96 ili 384 jazice. Jedan od imunoreagensa je obicno
imobiliziran na dnu i zidovima jaZica za odvajanje vezanog i slobodnog reagensa. Heterogeni
princip ELISA-e omogucava ucinkovito odvajanje vezanih i slobodnih komponenata
analitickog sustava nakon imunokemijske reakcije. S obzirom da su mikotoksini

monovalentni antigeni, obi¢no se koristi kompetitivna ELISA tehnika (Saeger, 2011).

2.3. LC-MS/MS

Osnovni princip masene spektrometrije (MS) je stvaranje iona iz anorganskih ili organskih
spojeva odredenom metodom za odvajanje tih iona na temelju njihovog odnosa mase i
naboja (m/z), te njihovo otkrivanje, kvantitativno ili kvalitativno (Gross, 2004). Masena
spektrometrija se najc¢esce kombinira s tekuéinskom kromatografijom (LC-MS ili LC-MS/MS),
gdje se izvor iona analita nalazi u otopini, iako se moZe spojiti i s plinskom kromatografijom
(GC-MS ili GC-MS/MS). Ukoliko se radi o tandemskoj masenoj spektrometriji (MS/MS)
fragmentacija molekula odvija se izmedu dva masena razdvajanja. Uzorak se uvodi u obliku
kapljica u ionizator pod atmosferskim tlakom koji moze biti elektrosprejni ionizator (ESI),
kemijski ionizator pod atmosferskim tlakom (APCI) i fotoionizator pod atmosferskim tlakom
(APPI) (de Hoffmann i Stroobant, 2007). Kod nepolarnih analita vise se koriste APPI i APCI,

dok se ESI primjenjuje za djelomi¢no polarne i polarne spojeve (Gross, 2004).
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2.3.1. ESI IONIZACIJA

ESI koristi elektricnu energiju kako bi se potaknuo prijenos iona iz otopine u plinovitu fazu
prije nego se podvrgne analizi masene spektrometrije. Prijenos ionskih vrsta iz otopine u
plinovitu fazu sastoji se od rasprsivanja fine vodene prasine nabijenih kapljica, isparavanja
otapala i izbacivanja iona iz visoko nabijenih kapljica. Otapalo isparava povisenjem
temperature i/ili dodatkom plina za susenje, $sto dovodi do smanjenja opsega kapljica i
povecanja povrsine pod nabojem. Jakost elektricnog polja unutar nabijene kapljice doseze

kriti¢nu tocku u kojoj je kineticki i energijski moguce izbacivanje iona na povrsinu.

o O0O<N-—

O =A"AmMm-mOog

Slika 8 Rad kvadrupolskog masenog analizatora (Ho i sur., 2003)

2.3.2. PRINCIP RADA KVADRUPOLA

Kvadrupoli koji se najéesc¢e koriste u MS, se sastoje od Cetiri paralelne elektrode koje su na
istoj udaljenosti. Svaki par nasuprotnih elektroda ima isti naboj. Pulsirajuce elektri¢no polje
uzrokuje oscilirajuce kretanje iona po x-y ravnini u smjeru naboja. Postavljanjem odredenog
omjera DC i RF kontrolira se prolazak pozeljnih komponenti bez dodira elektroda, dok se one

nepozeljne sudaraju i spaljuju na elektrodama (Slika 8).

Kod tandemske masene spektrometrije su tri kvadrupola postavljena jedan iza drugog. U
prvom kvadrupolu (Q1) odvaja se prekursorski ion koji se u drugom kvadrupolu (Q2) sudara s
plinom (N2) Sto se naziva kolizijski inducirana disocijacija (CID), gdje se prekursorski ion

aktivira i podvrgava daljnjoj fragmentaciji. CID rezultira stvaranjem iona koji se prate i
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odabiru pomocu treceg kvadrupola (Qs) dajuéi strukturnu informaciju molekularnog iona

(Slika 9).

{— ulaz zastomog plina

ulaz uzorka
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DP CEP CXP EXP
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ploca zastora \ izlazna leca
odvajac

gr]o O - .-' . L

O . SN A .

- B e B .

O > “a - -
odabir odabir nastalih

izvor iona fokusiranje prekursorskih fragmentacija iona detektor
iona

Slika 9 Princip rada MS/MS uredaja (Varga, 2010)

Faktori koji kontroliraju prolazak analita do detektora su:

a) CP (eng. curtain plate) — zastor plina kroz koji prolazi nabijeni analit,

b) DP (eng. declustering potential) — odvajac gdje se primjenjuje razlika u naboiju,

c) EP (eng. entrance potential) — ulazni potencijal, podeSavanje napona da se propusta
samo specifican odnos mase i naboja za mjereni analit,

d) CEP (eng. collision cell entrance potential) — reguliranje prolaska u sljedeéi kvadrupol
pomocu ulaznog potencijala kolizijske ¢elije,

e) CC-—kolizijska celija gdje se odvija fragmentacija iona analita,
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f) CXP (eng. cell exit potential) — napon na izlaznom dijelu kolizijske ¢éelije koji regulira
prolaz u sljedeéi kvadrupol,

g) LIT —linearni hvatac iona

h) CEM (eng. continuous electron multiplier) — kontinuirani mnozitelj elektrona u koji
udaraju ioni nakon prolaska zadnjeg kvadrupola i

i) DF — deflektor koji dostavlja ione do detektora koji ih pretvara u brojeve udaraca po

sekundi za odredeni odnos m/z.

Aflatoksin B1 se prilikom analize propusta u Qi kao kation molekulske mase 313,1. U Q.
aflatoksin se fragmentira pa se kvantifikacija prati preko fragmenta 241,01, a kvalitativna

potvrda se postize propustanjem fragmenta 269,04.

Mr = 269,04

Slika 10 Fragmentacija aflatoksina B1

Pomoéu MS/MS detektora prate se retencijsko vrijeme fragmenta za kvalifikaciju i
kvantifikaciju (qualifier i quantifier), te njihov relativni omjer u odnosu na standard kako bi se

potvrdilo da u stvarnom uzorku ima aflatoksina B1 (Biselli i sur., 2005; Han i sur., 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



Usporedba ELISA i LC-MS/MS tehnike u analizi AFT u kukuruzu Livia Strugacevac

3.1. ZADATAK

Cilj rada bio je odrediti koli¢inu aflatoksina u kukuruzu, uroda 2012. godine, na uredaju LC-

MS/MS te usporedba dobivenih rezultata s podacima utvrdenim ELISA testom.
3.2. MATERUAL | METODE

Ukupno je analizirano 64 uzoraka kukuruza. Zrno kukuruza koje je analizirano usitnjeno je na
laboratorijskom mlinu IKA M20. Nakon toga je odvagano 50 g uzorka usitnjenog kukuruza i 5

g NaCl-a (Slika 11).

Slika 11 Odvaga uzorka

Aflatoksini su ekstrahirani pomodéu 100 ml otopine metanol:voda (MeOH:HQW) u omjeru
80:20, tako da se pripremljena smjesa mijesala u blenderu jednu minutu na najvedoj brzini

(Slika 12).
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Slika 12 Ekstrakcija s MeOH:HQW (80:20)

Nakon mjesanja u blenderu, dobivena smjesa je filtrirana na nabranom filter papiru (Slika
13).

Slika 13 Prva filtracija
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Deset mililitara dobivenog filtrata pomijesano je s 40 ml HQW (Slika 14), i nakon toga
filtrirano preko filtera sa staklenim mikrovlaknima.

| &
1P
E
| %g
3
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Slika 14 MjesSanje filtrata s HQW
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Nakon filtracije nafilteru sa staklenim mikrovlaknima, 10 ml filtrata je propusteno kroz
imunoafinitetnu kolonu (Slika 15) i isprano s 10 ml HQW. Nakon toga dodan je 1 ml

metanola za eluiranje, a eluat s aflatoksinima skupljan je u kivetu.

Slika 15 Imunoafinitetne kolone AflaStar ®

Kivete su zatim prebacene na otparavanje otapala do suhog u vakuumu na termobloku
(uredaj iza afinitetnih kolona na Slici 15). Nakon otparavanja otapala rekonstitucija je
provedena s 300 pL acetonitrila. Konacna otopina je prebacena u viale (Slika 16) pomocu
kojih je izvrSena analiza na LC-MS/MS-u. Od ukupnog volumena u vialama, 20 pL je koristeno
za analizu. Faktor za prera¢unavanje iznosio je 0,3 te je on ukljucivao sve korake razrijedenja

i koncentriranja tijekom postupka izolacije aflatoksina.
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Slika 16 Postupak rekonstitucije aflatoksina

Metoda je validirana u sklopu ¢ega su odredeni validacijski parametri navedeni u Tablici 3.
Validacija je provedena dodatkom standarda aflatoksina uzorku kukuruza koji nije sadrzavao
detektibilne koncentracije aflatoksina, te je ostavljen u mraku pri sobnoj temperaturi preko
noc¢i da otpari otapalo. Koncentracije aflatoksina pri kojima je iskoriStenje ispitano su
navedene u Tablici 3. LOD i LOQ su izmjereni na matriksu (kukuruzu) mjerenjem odnosa

signala i Suma (S/N) koji je za LOD iznosio 3, a za LOQ 10.

Tablica 3 Validacijski parametri LC-MS/MS metode za analizu aflatoksina

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2

LOD / pg kg™* 0,5 0,5 0,5 1
LOQ / ug kg* 1,65 1,65 1,65 3,3

r 0,9987 0,9995 0,9982 0,9958
Iskoristenje 84%  96% 81% 79%
Koncentracije pri

SOfImeL[e 4,04 1 406 1,015

iskoristenje
ispitano / pug kg *

Napravljena je kalibracija primjenom standarda poznatih koncentracija (Mix 1, Romerlabs),
za aflatoksin B1 od 0,101 do 202 ppb, za aflatoksin B2 od 0,025 do 50 ppb, za aflatoksin G1
od 0,1015 do 203 ppb i za aflatoksin G2 od 0,025 do 50 ppb (Tablica 4).
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Tablica 4 Standardi aflatoksina B1, B2, G1 i G2 (ug kg) koristeni za kalibraciju

oT1 oT2 oT3 oT4 OT5 OT6 oT17 oT8
AFB1 202 101 50,5 10,1 5,05 1,01 0,505 0,101

AFB2 50 25 12,5 2,5 1,25 0,25 0,125 0,025
AFG1 203 101,5 50,75 10,15 5,075 1,015 0,5075 0,1015
AFG2 50 25 12,5 2,5 1,25 0,25 0,125 0,025

Uredaj na kojem je izvrSena analiza je AB SCIEX-ov API 2000 s trostrukim kvadrupolom (QqQ)
i elektrosprejnim rasprsivanjem (ESI). Koristena je kolona Supelcove Express C18, punjenja
2,7 um, dimenzija 15 cm x 4,6 mm, koja je termostatirana na 45 °C uz protok od 100 pL min*

i injekcijski volumen od 20 uL. Pokretne faze koje su koristene u analizi su:

a) pokretna faza A - AcN : H,0 =95 : 5 uz dodatak 2 mM HCOONHa,
b) pokretna faza B — H,0 uz dodatak 2 mM HCOONHa.

Vrijeme analize trajalo je 25 min prema sljede¢em rasporedu:

1. 0-10 min eluat je iSao u otpad,
2. 10-20 min eluat je propustan u MS,

3. 20-25 min eluat je iSao u otpad kako bi se smanjila kontaminacija ESI izvora.

lonizacija je izvrSena pomocu ESI izvora, a za analizu je koristen Perkin EImerov HPLC s
binarnom pumpom i autosamplerom te plinom Nj, spojenim s AB SCIEX-ovim API 2000
MS/MS detektorom. Gradijent pokretne faze je postavljen prema Tablici 5, a MS/MS uvijeti

su navedeni u Tablici 6.
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Tablica 5 Gradijent pokretne faze

Vrijeme / min

Pokretna faza /

0,00 20,00 21,00
%
A 100,0 70,0 100,0
B 0,0 30,0 0,0

25,00

100,0

0,0

Tablica 6 Uvjeti za analizu aflatoksina na AB SCIEX-ovom API 2000 MS/MS detektoru

AFLATOKSIN | Q1/Q3quant | Q1/Q3qua DP / FP/V EP /

\' \'
B1 313,0/241,1 313,1/269,0 40,30 382,40 10,00
B2 315,0/259,2 H 315,0/243,1 55,00 | 365,00 12,00
G1 329,1/242,9 329,1/200,3 35,10 | 321,00 10,30
G2 331,1/256,8 1 331,1/245,4 54,30 | 121,90 9,80
M1 329,1/273,3  329,1/229,1 41,00 392,20 10,00

CE /
eV

52,70

38,10

40,50

41,10

35,20

CXP
/V

12,00

6,10

11,90

14,70

8,10

CEP
/V

12,03

11,10

21,85

12,97

8,97
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4. REZULTATI



Usporedba ELISA i LC-MS/MS tehnike u analizi AFT u kukuruzu

Livia Strugacevac

3.1.

LC-MS/MS ANALIZA AFLATOKSINA

Tablica 7 Rezultati LC-MS/MS analize aflatoksina u uzorcima kukuruza u pg kg

BROJ
UZORKA
9
10
11
13
14
15
18
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
31
32
33
34
36
40
42
43
44
45
48
50
51
55
58
61
67
87
88

AFB1

134,29
26,79
1,38
108,21
204,11
64,64
7,32
31,21
<LOD
0,96
4,64
27,75
1,46
4,75
17,68
18,14
57,14
<LOQ
<LOQ
6,50
1,16
<LOQ
25,36
1,16
37,50
205,00
133,57
<LOQ
51,43
1,18
<LOQ
19,79
1,48
41,79
<LOQ
13,39

AFB2

8,56
1,17
<LOD
13,94
14,53
3,78
<LOQ
1,79
<LOD
<LOD
<LOQ
2,56
<LOD
<LOQ
2,35
1,43
4,09
<LOD
<LOD
0,53
<LOD
<LOD
3,47
<LOD
3,16
18,41
8,22
<LOD
5,13
<LOQ
<LOD
2,01
<LOD
2,91
<LOD
1,81

AFG1

84,82
<LOD
1,13
47,78
1,33
1,16
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
3,85
5,19
0,50
2,19
<LOD
8,89
1,34
<LOD
<LOQ
5,93
<LOQ
<LOD
30,44
<LO0Q
<LOQ
46,30
1,06
<LOD
11,78
2,91
<LOD
11,33
<LOD
2,27
<LOD
1,00

AFG2

5,01
<LOD
<LOD

6,68
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOQ

1,93
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

4,41
<LOD
<LOD

7,63
<LOD
<LOD
<LOQ
<LOQ
<LOD

2,35
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
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Tablica 7 Rezultati LC-MS/MS analize aflatoksina u uzorcima kukuruza u pg kg - nastavak

BROJ
UZORKA AFB1 AFB2 AFG1 AFG2

90 3,52 <LOD <LOD <LOD
91 0,74 <LOD <LOD <LOD
92 24,96 2,88 0,80 <LOD
93 174,29 10,50 <LOD <LOD
94 96,43 6,63 <LOQ <LOD
96 22,75 2,90 <LOD <LOD
97 1,05 <LOD <LOD <LOD
98 54,64 4,00 <LOD <LOD
929 0,84 <LOD <LOD <LOD
100 20,50 2,01 4,44 <LOD
101 74,29 7,16 14,33 1,25
102 233,57 9,34 2,64 <LOD
103 6,21 0,51 <LOD <LOD
104 20,82 1,43 9,78 2,55
107 29,04 3,56 <LOD <LOD
115 16,71 1,22 1,85 <LOQ
116 28,21 2,15 1,56 <LOD
117 4,75 <LOQ 4,26 <LOQ
118 <LOD 1,46 <LOD <LOD
123 9,43 0,73 1,34 <LOD
125 16,82 1,45 2,27 <LOQ
126 100,71 10,25 2,69 <LOQ
130 61,43 4,25 65,56 2,90
132 11,43 0,85 2,08 <LOD
140 <LOD <LOD <LOD <LOD
141 4,79 <LOQ <LOD <LOD
144 25,86 1,76 8,22 <LOQ
146 46,43 3,63 31,48 3,16

* LOD i LOQ vrijednosti u Tablici 3
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Tablica 8 Deskriptivna statistika dobivenih rezultata u ug kg™

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 SUMA
AFT

SREDNJA VRUEDNOST 41,69 4,41 12,08 3,68 52,28
MINIMUM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
MAKSIMUM 233,57 18,41 84,81 7,63 277,34
MEDIUAN 20,82 2,90 3,38 2,90 28,21
STANDARDNA
Y 55,91 4,19 19,70 2,03 68,41
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4.2. USPOREDBA REZULTATA DOBIVENIH LC-MS/MS metodom i ELISA-om

Tablica 9 Usporedba koncentracija aflatoksina izmjerenih LC-MS/MS metodom i ELISA-om

upg kg
uzorak  LC-MS/MS  ELISA AELISAvsLC-MS/MS | [uzorak ~ LC-MS/MS ~ ELISA A ELISA vs LC-MS/MS

9l 232,63| 1088,00 855,32 61 1,48/ 100,00 98,53
10fl 27961 327,00 299,04 6701 46,97 1210,00 1163,03
11/ 2,51] 90,00 87,49 87 0,00[] 171,00 171,00
130 17661  32,00[% -144,61 88|l 16,20 " 914,00 897,80
14 7 219,97 | 1930,00 1710,03 90| 3,520 | 294,00 290,48
151 69,58 99,00 29,42 91 0,741 184,00 183,26
18| 7,320 726,00 718,68 92l 2864 252,00 223,36
20f] 33,00/l 213,00 180,00 o3 18479 216,00 31,21
21 0,00/ 89,00 89,00 94 I 1103,06 | 266,00 162,94
2 0,96 | 515,00 514,04 96 25650 | 30800 282,35
23| 8,49 804,00 795,51 97 1,05 558,00 556,95
24[]  3743] 62,00 24,57 o8| 5864 552,00 493,36
25 1,96 221,00 219,04 99 0,84 960,00 959,16
26 6,94 216,00 209,06 100f] 26,95 540,00 513,05
270l 20,030 708,00 687,97 100 | 97,03 38,00 [} -59,03
2801 2846 | 438,00 409,54 102 245,55 987,00 741,45
290 62,5711 314,00 251,43 103 672 198,00 191,28
31 0,00 ] 368,00 368,00 1041 34,580 507,00 472,42
32 0,00/ 51,00 51,00 107l 32,60 495,00 462,40
33| 12,96 143,00 130,04 115 19,78 42,00 22,22
34 1,16 | 393,00 391,84 1161 31,9 61,00 29,08
36 0,00/ 94,00 94,00 117 9,01 91,00 81,99
s ] 6368 219,00 155,32 118 1,46 80,00 78,54
4 1,16 | | 553,00 551,84 123] 11,50 | 279,00 267,50
43 4066/ 187,00 146,34 125 20,54 60,00 39,46
44 277,34 | 348,00 70,66 126 I~ 113,65 [F171310,00 1196,35
4500 142,85 | 450,00 307,15 130 134,141 222,00 87,86
48 0,00 [7"1544,00 1544,00 132] 14,36 53,00 38,64
sof | 6834 62,00 -6,34 140 0,00 37,00 37,00
51| 4,00 | 455,00 450,91 141 | 4,79 569,00 564,21
55 0,00/l 195,00 195,00 144 3584 62,00 26,16
sgfl 35,48 945,00 909,52 146 | 84,707 798,00 713,30

*sve vrijednosti koje su LC-MS/MS metodom bile manje od LOQ prikazane su u tablici kao

nule
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AFT
y =1,8133x + 326,37
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Slika 17 Usporedba izmjerenih koncentracija aflatoksina mjerenih na LC-MS/MS-u i ELISA-i
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Ovo istrazivanje provedeno je u svrhu usporedbe preciznosti imunokemijske metode ELISE u
odnosu na analiticku metodu LC-MS/MS. Sezdeset €etiri uzorka kukuruza koji su se pokazali
pozitivnima na prisutnost aflatoksina ELISA metodom ponovno je mjereno potvrdnom LC-
MS/MS metodom (Tablica 7). Uzorci berbe 2012, su sakupljeni u Isto¢noj Slavoniji kada su za
vrijeme vegetacije kukuruza bile ekstremno visoke temperature praéene vrlo susnim
razdobljem (DHMZ, 2014). Rezultati s LC-MS/MS-om prikazuju da je u uzorcima kukuruza koji
su analizirani najzastupljeniji aflatoksin B1, zatim G1, dok su u manjim koncentracijama
zastupljeni aflatoksini B2 i G2. Prema Pravilniku o nepozeljnim i zabranjenim tvarima u hrani
za Zivotinje (MPRRR, 2010) najveca dopustena kolic¢ina aflatoksina B1 krece se od 5 do
najvise 20 pg kg (ppb), $to ukazuje na to da vedina uzoraka pozitivnih prema ELISA-i
premasuje pravilnikom dozvoljene vrijednosti. LC-MS/MS metodom je utvrdeno da 47 %

uzoraka ima vise od 20 pg kg'?, te 64 % uzoraka sadrZi vise od 5 ug kg™.

Najveéa koncentracija aflatoksina odredena LC-MS/MS-om se odnosi na aflatoksin B1 i
iznosila je 233,57 ug kg?', dok je minimalna vrijednost ispod limita detekcije. Srednja
vrijednost ukupnih aflatoksina iznosi 52,28 pg kg* (Tablica 8). Odnos pojavnosti aflatoksina
B1:B2:G1:G2 iznosi 1:0,08:0,18:0,02 Sto je u skladu s rezultatima ostalih istrazivaca (Kensler i
sur., 2011; Matumba i sur., 2015).

Rezultati dobiveni s ELISA-om se razlikuju od onih s LC-MS/MS-a, pri ¢emu imunokemijska
metoda ima izrazito viSe vrijednosti. Tako najveca razlika za jedan od uzoraka iznosi ¢ak
1710,03 pg kg, gdje je koncentracija na ELISA-i iznosila 1930 pg kg?, a na LC-MS/MS-u
219,97 ug kgl. Postoji odstupanje u rezultatima dobivenim ELISA i LC-MS/MS metodama 3to
prikazuje slika 17 uz jednadzbu pravca linearnosti y = 1,8133x + 326,37, te koeficijentom
determinacije R? = 0,0925. Prosje¢na razlika izmedu koncentracija aflatoksina mjerenih LC-
MS/MS metodom i ELISA metodom je 364 ug kg (Tablica 9). Zachariasova i sur. (2008) su
proveli istrazivanje na deoksinivalenolu i njegovim konjugatima u pivu koristeci nekoliko
razli¢itih kitova ELISA testa i usporedujuéi rezultate s onima dobivenim LC-MS/MS-om.
Parametri uspjesnosti imunotestova ovise o afinitetu i specifiénosti antitijela koje se koristi u
pojedinom kitu. Tako veliku ulogu ima nacin proizvodnje antitijela, tip proteina nosaca
vezanog na toksin prije imunizacije, kao i mjesto vezanja mikotoksina u antitijelu. Rezultati

koje su oni prikazali takoder pokazuju bolju preciznost LC-MS/MS metode, te povisene
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rezultate ELISA-e. Smatraju da ELISA pokazuje precijenjene rezultate zbog pojave maskiranih
konjugata, no dobra strana ove metode je brzo dobivanje pozitivnih rezultata, koji se zatim
naknadno potvrduju nekom preciznijom metodom. Slikom 17 prikazano je rasprsenje
mjerenih vrijednosti gdje se moZe vidjeti da postoji razlika izmedu rezultata dobivenih LC-
MS/MS i ELISA metodom. Takvi rezultati se mogu i djelomi¢no pojasniti vrlo heterogenom
raspodjelom aflatoksina u uzorcima (Briselli i sur., 2008; Kensler i sur., 2011). Takoder kod
validacije nije ispitana moguca supresija ionskog signala na LC-MS/MS-u, koja moZe utjecati
na rezultate, ali je jedan uzorak poslan na medulaboratorijsko ispitivanje u akreditirani
laboratorij te je odstupanje u rezultatima bilo unutar zakonski propisanih granica (MZSS,
2008). Prema Kensleru i sur. (2011) samo jedan kikiriki u velikoj poSiljci moze sadrzavati
aflatoksine u dovoljno visokim koncentracijama da time, nakon prerade, kontaminira cijelu
posiljku. Heterogenost distribucije aflatoksina u realnim uzorcima smatra se jednim od

glavnih izvora gresaka kod mjerenja njegove koncentracije (Kensler i sur., 2011).

Pleadin i sur., (2014) su mjerili koncentracije aflatoksina u 633 uzorka sjeverne, centralne i
istoCne Hrvatske, te su takoder utvrdili najviSe koncentracije u istonoj Hrvatskoj, do
maksimalno 2072 pg kg?t. Ista skupina autora (Pleadin i sur., 2015) pratila je promjenu
koncentracija aflatoksina u viSe Zitarica berbe od 2009. do 2013. godine gdje su maksimumi
zabiljeZzeni u berbi 2012.Time se potvrduje veéa pojavnost aflatoksina za vrijeme vrlo toplih i
susnih godina (Battilani i sur., 2012). Sukladno povisenim koncentracijama aflatoksina B1 u
krmivima, zabiljeZene su i poviSene koncentracije aflatoksina u mlijeku iz istoénih dijelova

Hrvatske (Bilandzi¢ i sur., 2014 a,b).

Shephard (2009) je opisao razvoj metoda za analizu aflatoksina u 21. stoljeéu, gdje
primjecuje znatno napredovanje u vidu poboljSanja u opéoj analitickoj metodologiji,
ukljuCujuéi uvodenje ekstrakcije cvrste faze, stavljanje (U)HPLC metode u prvi plan
separacijskih tehnika i premjestanje MS-a iz podrucja fizike na gotovo univerzalan HPLC
detektor. On takoder primjecuje otvaranje puta brzim metodama, poput ELISA-e, kao

prakti¢no brzo rjesSenjeu sukladnim situacijama.

35



6. ZAKLJUCCI



Usporedba ELISA i LC-MS/MS tehnike u analizi AFT u kukuruzu Livia Strugacevac

Temeljem istraZzivanja provedenih u ovom radu mogu se izvesti sljededi zakljucci:

1. LC-MS/MS metoda je validirana zadovoljavajuci parametre propisane Pravilnikom
o planu uzorkovanja i metodama analiza za sluzbenu kontrolu koli¢ina
mikotoksina u hrani (MZSS, 2008) uz iskoristenje od 79 do 96 %, te limit detekcije
od 0,5 do 1 pg kg i limit kvantifikacije od 1,65 do 3,3 pg kg'%;

2. Utvrdene su visoke koncentracije aflatoksina u krmivu, te je u 47 % uzoraka bilo
utvrdeno vise od 20 pg kg?l, te u 64 % vise od 5 pg kg?! koji su propisani
legislativom;

3. Zavedéinu uzoraka ELISA je dala previsoke rezultate (u prosjeku 364 pg kg?), to je
u skladu s rezultatima drugih autora;

4. Najzastupljeniji aflatoksin u rezultatima dobivenim LC-MS/MS metodom je
aflatoksin B1, i ¢ini 78 % ukupno detektiranih aflatoksina, dok 22 % otpada na B2,
GliG2.
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