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VOVED

Mikotoksinite se sekundarni metaboliti
na gabite i muvlite koi koga }e se vnesat vo
organizmot na lu|eto i `ivotnite preku
digestija, inhalacija ili apsorpcija preku
ko`ata, predizvikuvaat nezabele`itelni
znaci, bolest ili smrt, vo zavisnot od
stepenot na izlo`enost i koncentracija (1).
Mikotoksikolo{kata kontaminacija na
hranata za lu|e i za `ivotni vo golema mera
zavisi od uslovite na nadvore{nata sredina,

ABSTRAKT

Te~nata hromatografija so fluorescenten detektor i fluorometrijata  (fluorescentna

spektrometrija) na koi im prethodi proces na pro~istuvawe koristej}i imunoafinitetni

koloni, se dvete analiti~ki metodi na koi e napravena sporedba, so cel evaluacija na nivnite

performansi vo opredeluvaweto na vkupni aflatoksini vo dobito~na hrana. Izvr{ena e

validacija na analiti~kite metodi i utvrdena e linearnost vo predlo`enite koncentraciski

podra~ja so zadovolitelni koeficienti na korelacija (0,9994 odnosno 0,978 za dvete metodi).

Bea opredeleni limitite na detekcija za dvete metodi i tie iznesuvaa 0,003 ng/ml (vo prosek

za HPLC-FD metodot) i 0,12 ng/ml za fluorometrijata. To~nosta na metodite be{e opredelena

so koristewe na referentni materijali so to~no opredelena koncentracija i  preku metodot

na standarden dodatok i istata iznesuva{e 85,82% (vo prosek za HPLC-FD metodot) i 56,75%

za fluorometrijata. Dvaeset koncentrati za junci i 20 koncentrati za sviwi bea analizirani

paralelno so dvete metodi. Dobienite vrednosti se vo korelacija vo odnos na dvete metodi

samo vo povisokoto koncentracisko podra~je, dodeka za koncentracii pod 1,0 μg/kg
fluorometrijata poka`uva ograni~ena osetlivost i selektivnost. So toa se potvrduva

negovata ograni~ena upotreba samo kako "screening" metod, a HPLC-FD metodot e metod od

izbor na analiti~arot so cel dobivawe to~ni i sigurni rezultati.

Klu~ni zborovi: aflatoksini, dobito~na hrana, HPLC-FD, fluorometrija

pred sé temperatura i vlaga, koi vodat kon
razvoj na muvli i produkcija na toksini.
Najverojatno niedna hrana ne mo`e da se
smeta za apsolutno bezbedna od
mikotoksikolo{ka kontaminacija, bidej}i
tie se prisutni vo site periodi, po~nuvaj}i
od pred`etveniot period (na pole), za vreme
na `etvata, za vreme na skladiraweto ili za
vreme na transportot, ako za toa se sozdadat
uslovi (2). Se pretpostavuva deka duri 25 do
40% od `itaricite vo svetot se
kontaminirani so mikotoksini (3). Vidovite
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na gabi od rodot Fusarium, Penicillium i
Aspergilus, kako naj~esti kontaminenti na
`itaricite, sozdavaat cel niz na
mikotoksini me|u koi aflatoksinite
zazemaat zna~ajno mesto so ogled na
negativnite posledici vrz zdravjeto na
lu|eto i `ivotnite kako i {tetata vo
zemjodelskoto i `ivotinsko proizvodstvo
poradi kumulacijata  vo nivnite proizvodi
(meso, jajca, mleko) (4).

Aflatoksinite gi proizveduvaat nekoi
soevi na Aspergillus flavus i Aspergillus
parasiticus. Do sega se identifikuvani ~etiri
primarni aflatoksini i toa AFB

1
, AFB

2
, AFG

1

i AFG
2
. Optimalnata temperatura za pojava

na aflatoksini e me|u 25°S i 32°S kako i
relativna vla`nost nad 85% (5). Imaj}i go
vo predvid faktot deka aflatoksinot B

1
 e

potenten karcinogen (so celno mesto na
deluvawe vo crniot drob), vo 1988 godina,
Internacionalnata Agencija za
Istra`uvawe na Rakot (International Agency for
Research on Cancer – IARC), go stavi ovoj
aflatoksin na listata na humani
karcinogeni (6). So evropskata regulativa
EC No 100/2003 odredeni se maksimalno
dozvolenite granici za najtoksi~niot AFB

1

mikotoksin vo dobito~na hrana (7). Vo
na{ata zemja va`e~ki e pravilnikot koj go
regulira na~inot na vr{ewe na veterinarno-
sanitarna kontrola na dobito~na hrana (8)
vo koj se dadeni maksimalno dozvolenite
granici za poedini mikotoksini vo razli~ni
vidovi na `itarici i dobito~na hrana.

Najgolem del od dosega{nite istra`u-
vawa vo oblasta na analitikata na
mikotoksinite kaj nas se naso~eni kon
primena na t.n. brzi ("screening"), kva-
litativni ili polukvantitativni testovi
(fluorometrisko opredeluvawe). So ogled na
faktot deka mikotoksinite se prisutni vo
mnogu mali koli~ini, istite imaat
heterogena raspredelba, a kompleksen e i
matriksot vo koj se prisutni, razbirliva e
upotrebata na osetlivi, precizni i to~ni
analiti~ki tehniki, koi }e uspeat da go
detektiraat i kvantificiraat prisustvoto
na mikotoksinite. Te~nata hromatografija
pod visok pritisok so fluorescenten
detektor (HPLC-FD) (9), e naj~esto koristen
analiti~ki metod za detekcija i
kvantifikacija na mikotoksini koj vo sebe
vklu~uva prethodno pro~istuvawe na
primerocite preku strogo selektivni i
specifi~ni, imunoafinitetni koloni (10).

Celta na ova istra`uvawe be{e da se
napravi sporedba na dve analiti~ki metodi
za opredeluvawe na vkupni aflatoksini vo
dobito~nata hrana koja se koristi vo
ishranata na `ivotnite vo Republika
Makedonija (RM). Interesot za ovaa
problematika kaj nas e sé pogolem, osobeno
zaradi mo`nosta za monitoring na `itari-
cite i dobito~nata hrana vo RM, kako od
doma{no (sopstveno) proizvodstvo, taka i od
uvoz so {to bi se dobila vistinska slika za
mikotoksikolo{kata kontaminacija na ovie
produkti i podobar uvid vo nivnata
bezbednost i sigurnost. Na toj na~in, vo
idnina, bi se kontroliralo i zdravjeto na
`ivotnite, a so toa indirektno i zdravjeto
na lu|eto vo neprekinatiot sinxir na
ishrana.

MATERIJAL I METODI

 Hemikalii i materijali

Rastvoruva~ite so HPLC ~istota
(metanol, acetonitril, voda) i p.a.
hemikaliite (benzen, NaCl) bea nabaveni od
proizvo-ditelot Merck (Darmstadt, Germany).
Vo postapkata na pro~istuvawe na
primerocite bea koristeni imunoafini-
tetnite  Aflaprep® koloni (R-Biopharm Rhône
LTD).

Standardot na vkupni aflatoksini be{e
nabaven od Supelco (Aflatoxins mix (B

1 
982 ng/

ml, B
2
 284 ng/ml, G

1
 1034 ng/ml, G

2
 333 ng/ml)

rastvoren vo benzen: acetonitril (98:2)).
Osnovniot standarden rastvor na me{avina
od aflatoksini so koncentracija (B

1
 100 ng/

ml, B
2
 28,4 ng/ml, G

1
 103,4 ng/ml, G

2
 33,3 ng/ml)

e podgotven so rastvorawe na alikvot od
standardot na vkupni aflatoksini vo
odmerna, temna tikvi~ka od 10 ml. Od
osnovniot standarden rastvor se pripremaat
sedum rabotni standardni rastvori na
aflatoksinite vo soodvetni temni,
volumetriski sadovi od 5 ml. Alikvotot od
potrebniot volumen za priprema na
rastvorite se uparuva pod struja od azot, a
suviot ostatok se rastvora so rastvor na
metanol i voda (1:1). Site rabotni rastvori
se ~uvani na temperatura od +2 do +8°C. Dvata
rabotni rastvori koi bea koristeni za
fluorometrisko opredeluvawe na
aflatoksinite bea so koncentracija od 22 ng/
ml i -1 ng/ml, kako i eden kalibracionen

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○



47

standard koj slu`i za proverka i e so
koncentracija me|u dvete grani~ni
vrednosti (11).

 Instrumenti

Be{e koristen Perkin Elmer (PE) HPLC
sistem opremen so binarna pumpa (PE LC-250),
manuelen injektor (tip PE Rheodyne 7125) i
fluorescenten detektor (PE LC-240).
Hromatografskoto razdeluvawe be{e
napraveno na sobna temperatura na Supelco
kolona (250 mm x 4.6 mm, 5 μm), vrzana za
za{titna (SupelcguardTM LC-18, 2 cm cartridge)
kolona. Mobilnata faza be{e smesa na
voda:acetonitril:metanol vo odnos
(600:350:50, V/V/V), na koja i be{e dodadeno 119
mg KBr i 350 μl 4N HNO

3
.  Prethodno

mobilnata faza be{e degazirana vo
ultrazvu~no kupatilo. Protokot be{e
postaven na 1,0 ml/min, a volumenot na
injektirawe be{e 100 μl. Branovite dol`ini
na apsorpcija i emisija bea 360 i 440 nm,
soodvetno.

Za fluorometriska analiza be{e
koristen fluorometar od firmata Vicam
(USA). Pred da se izvr{i fluorometriskoto
opredeluvawe, potrebna e proverka na
~istotata na hemikaliite, odnosno dali 1 ml
voda dava vrednost nula za fluorescencija
(slepa proba) i dali 1 ml razviva~ za
aflatoksini isto taka dava vrednost nula za
ot~itanata fluorescencija.

 Podgotovka na primerocite

Podgotovkata na primerocite be{e vo
soglasnost so preporakite na
proizvoditelot (11), koj vo isto vreme
pretstavuva i AOAC metod.  Kako dopolnenie
za HPLC-FD metodot be{e iskoristen i ISO
16050 standardot, koj se odnesuva na
opredeluvawe na vkupni aflatoksini vo
`itarici (12). Na vaga se odmeruvaat 25 g
primerok (dobito~na hrana) i 5 g sol (NaCl).
Se stavaat vo ~eli~en blender i se dodava 125
ml ekstrakciono sredstvo (metanol:voda
70:30). Se miksira na najgolema brzina 2
minuti. Ekstraktot od blenderot se
filtrira preku nabrana filter hartija i se
prenesuva vo ~ist sad. Se odmeruvaat 15 ml
od ekstraktot i se razreduvaat so 30 ml
pre~istena voda. Se me{a dobro. Razredeniot
ekstrakt se filtrira preku mikrofiber
hartija do 15 ml. Filtriraniot ekstrakt

kompletno minuva niz imunoafinitetnata
kolona so brzina od 1-2 kapki/sekunda, se
dodeka ne izleze vozduhot od kolonata. Sledi
postapka na miewe na kolonata so 10 ml
pro~istena voda so brzina na protok od 2
kapki/sekunda. Eluiraweto se vr{i so 1 ml
metanol (HPLC ~istota) i eluatot se sobira
vo ~ista epruveta. Ako se vr{i
fluorometriski opredeluvawe na vkupnite
aflatoksini, na eluatot se dodava u{te 1 ml
developer i rezultatot se ~ita na
kalibriran fluorometar po 60 sekundi. Ako
se vr{i opredeluvawe na mikotoksinite so
HPLC-FD, na eluatot mu se dodava 1 ml
pro~istena voda. Dobro se me{a i se
injektira 100 μl vo HPLC sistemot.

 Primeroci dobito~na hrana

Kako primeroci dobito~na hrana vo ovoj
trud, bea koristeni 20 koncentrati za junci
i 20 koncentrati za sviwi. Site primeroci
bea analizirani paralelno so dvete
analiti~ki metodi. Kako referenten
materijal za kontrola na HPLC-FD metodot,
kako i za opredeluvawe na analiti~kiot
prinos, bea koristeni dva proizvodi od
`itarici so to~no opredelena
koncentracija na aflatoksin B

1
 od 16,37 μg/

kg ±3,40 odnosno 6,80 μg/kg 1,96, so oznaki C i
D, nabaveni od proizvoditelot Associazione
Italiana Allevatori (A.I.A), Italia.

REZULTATI I DISKUSIJA

 Validacija na HPLC-FD metodot

Kvantifikacijata na vkupnite afla-
toksini vo primerocite na dobito~na hrana
be{e izvedena so koristewe na sedum
rabotni standardni rastvori. Kalibraci-
onata kriva be{e linerna vo predlo`enoto
koncentracisko podra~je: za AFB

1
 (0,25–15,0

ng/ml), koeficientot na korelacija
iznesuva{e 0,9981; za AFB

2
 (0,071-4,26 ng/ml)

koeficientot na korelacija iznesuva{e
0,9998; za AFG

1
 (0,258-15,51 ng/ml)

koeficientot na korelacija iznesuva{e
0,9999 i za AFG

2
 (0,083-4,99 ng/ml)

koeficientot na korelacija iznesuva{e
0,9999.

Limitot na detekcija (LOD) iznesuva{e
0,002 ng/ml za AFB

1
 i AFB

2
, odnosno 0,004 ng/

ml za AFG
1
 i AFG

2
 i istiot be{e presmetan
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matemati~ki preku ravenkata 3,3 x SD/
naklon, kade naklonot e presmetan od
kalibracionata kriva vo poniskoto koncen-
tracisko podra~je, a SD pretstavuva
standardna devijacija dobiena so presmetka
na analiti~kiot odgovor od deset slepi
probi. Limitot na kvantifikacija (LOQ)
iznesuva{e 0,006 ng/ml za AFB

1
 i AFB

2
,

odnosno 0,011 ng/ml za AFG
1
 i 0,013 ng/ml za

AFG
2
. Se presmetuva matemati~ki preku

ravenkata 10 x SD/naklon, na ist na~in kako
i presmetkata za LOD.

To~nosta na metodot be{e opredelena
preku analiti~kiot prinos. Za taa cel bea
koristeni dvata referentni materijali,

1-a. Preciznost na HPLC sistemot za AFB
1

*n = 6

1-b. Preciznost na HPLC sistemot za AFB
2

*n = 6

1-v. Preciznost na HPLC sistemot za AFG
1

*n = 6

1-g. Preciznost na HPLC sistemot za AFG
2

*n = 6

kako i primeroci na p~enka koi vo

prethodnite analizi ne poka`ale prisustvo

na aflatoksini. Be{e primenet metod na

standarden dodatok. Presmetaniot analiti~-

ki prinos e zadovolitelen i se dvi`i vo

granici od 49,63-125,65%, za site afla-

toksini poedine~no, odnosno vo prosek za

vkupni aflatoksini, analiti~kiot prinos

iznesuva 85,82%.

Preciznosta na sistemot, be{e oprede-

lena preku analiza na {est serii od sedumte

kalibracioni rastvori na ~etirite

aflatoksini. Rezultatite se prika`ani vo

Tabelite 1a do 1g.

Tabeli 1a-1g. Podatoci za preciznosta na HPLC sistemot za site AFB
1
, AFB

2
, AFG

1
 i AFG

2
 aflatoksini

poedine~no
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Mo`e da se zabele`i deka vrednosta za
RSD se dvi`i vo granici od 1,43 do 7,61%, {to
uka`uva na dobra i zadovolitelna
povtorlivost na sistemot.

Dobienite hromatogrami se ~isti, so
ramna bazna linija, prakti~no bez
ne~istotii, neidentifikuvani pikovi i
drugi interferira~ki, fluorescentni
supstancii (Slika 1). Seto ova e rezultat na
visokata selektivnost i specifi~nost na
imunoafinitetnite koloni.

  Validacija na fluorometriskiot metod

Validacijata na fluorometriskiot metod
be{e napravena vo soglasnost so prepo-
rakite na proizvoditelot (11). Koncentra-
ciskoto podra~je na merewe be{e opredeleno
so koristewe na {est primeroci dobito~na
hrana koi vo prethodnite analizi ne
poka`ale prisustvo na aflatoksini vo sebe
(opredeleni so HPLC-FD metod) i na istite
im be{e dodaden standarden dodatok vo
koncentracija od 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 i 15,0
ng/ml soodvetno.

Linearnosta na metodot be{e utvrdena
preku konstruirawe na kalibraciona kriva
dadena kako odnos me|u o~ekuvanite
(teoretski) i izmerenite koncentracii.
Treba da se napomene deka so fluoro-
metriskata analiza mo`e da se utvrdi samo

Slika 1. HPLC-FD hromatogram na ~etirite aflatoksini (B
1
, B

2
, G

1
 i G

2
)

sodr`inata na vkupni aflatoksini, a ne
poedine~no kako {to se vr{i
opredeluvaweto na aflatoksinite so HPLC-
FD metodot.  Metodot se poka`a kako
zadovolitelno linearen, so koeficient na
korelacija 0,978.

Limitot na detekcija (LOD), spored
preporakite na proizvoditelot, e definiran
kako: LOD = sredna vrednost + 3 SD. Srednata
vrednost se odnesuva na pro~itan HPLC
signal od deset primeroci dobito~na hrana

koi vo prethodnite analizi ne poka`ale

prisustvo na aflatoksini vo sebe, a SD e

standardnata devijacija od tie deset

pro~itani signali.  Dobieniot LOD be{e

mnogu povisok vo sporedba so onoj dobien so

primena na HPLC-FD metodot i iznesuva{e

0,12 ng/ml.
Za presmetka na analiti~kiot prinos,

kako merka za to~nosta na metodot,  bea

koristeni istite referentni materijali i

primeroci na p~enka koi vo prethodnite

analizi ne poka`ale prisustvo na

aflatoksini, primenuvaj}i metod na

standarden dodatok. Analiti~kiot prinos

iznesuva{e 56,75% za vkupni aflatoksini,

{to e ne{to ponizok vo sporedba so

dobieniot analiti~ki prinos koga be{e

primenet HPLC-FD metodot.
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 Sporedba na HPLC-FD i fluoro-

metriskiot metod

Vo tekot na ova istra`uvawe bea
koristeni dvaeset koncentrati za junci i
dvaeset koncentrati za sviwi. Site prime-
roci bea raboteni paralelno so dvete metodi
so cel sporedba pome|u niv. Dobienite
rezultati se prika`ani vo Tabela 5.

Tabela 5. Sporedba na prisustvoto na vkupni aflatoksini vo dobito~na hrana  so HPLC-FD  i
fluorometriski metod

[est koncentrati za junci (30%) poka`aa
prisustvo na aflatoksini (pred sé AFB

1
) vo

granici od 0,36 do 4,58 μg/kg, a ostanatite

koncentrati se so vrednost za aflatoksini
pod limitot na detekcija. Kako {to mo`e da

se vidi od tabelata, dobienite vrednosti pri

primena na fluorometriskiot metod se vo
korelacija so onie vrednosti dobieni so

primena na HPLC-FD metodot, posebno koga

stanuva zbor za vrednosti povisoki od 1,0 μg/
kg. No za vrednosti poniski od 1,0 μg/kg
o~igledno e deka osetlivosta i selektiv-

nosta na fluorometriskiot metod e pomala,
{to e dokaz za negovata ograni~ena primena

samo kako "screening" metod.

^etiri koncentrati za sviwi (20%)
poka`aa prisustvo na aflatoksini (pred sé
“AFB

1
) vo granici od 0,45 do 3,56 μg/kg. Ako

povtorno se pogledne tabelata, mo`e da se
donese istiot zaklu~ok i koga stanuva zbor
za koncentratite za junci. Imeno, dobienite
vrednosti pri primena na fluorometriskiot
metod se vo korelacija so onie vrednosti
dobieni pri primena na HPLC-FD metodot,
samo pri povisokite koncentracii, {to e

u{te eden pokazatel za ograni~enata
osetlivost i selektivnost na fluoro-
metriskiot metod.

Na slika 2 daden e hromatogramot na
koncentrat za junci so koncentracija za
aflatoksin B

1
 od 4,58 μg/kg. Od  slikata mo`e

da se zabele`i dobro hromatografsko
razdeluvawe na pikot, ramna bazna linija i
mali ne~istotii od matriksot koi ne vlijaat
na krajniot rezultat. Seto ova e u{te eden
dokaz za visokata selektivnost i specifi~-
nost na upotrebenite imunoafinitetni
koloni za pre~istuvawe na primerocite,
kako i primenata na visoko selektiven
HPLC-FD metod za kvantifikacija na
aflatoksinite.
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ZAKLU^OK

Nema somnenie deka HPLC-FD metodot
pretstavuva to~en, osetliv i selektiven
metod, koj obezbeduva visoki vrednosti za
analiti~kiot prinos vo po{iroko koncen-
tracisko podra~je, so prifatlivi vrednosti
za preciznost na metodot. Od druga strana,
za negova izvedba e potrebno podolgo vreme,
se raboti so skapi instrumenti, a vo isto
vreme potrebna e i posebna obuka za nivno
koristewe.

Kako {to mo`e da se vidi od rezultatite,
fluorometrijata ne pretstavuva to~en i
strogo selektiven metod za kvantitativno
opredeluvawe na aflatoksinite vo dobito~-
nata hrana. Od druga strana pak, toj e
ednostaven i brz metod za koj ne se potrebni

Slika 2. HPLC-FD hromatogram na primerok koncentrat za junci

dopolnitelni analiti~ki sposobnosti i

ekonomski e opravdan vo sporedba so HPLC-
FD metodot. Se odlikuva so zadovolitena

linearnost vo predlo`enoto koncentracisko

podra~je, no so ponizok analiti~ki prinos i

visok limit na detekcija. Posebno treba da

se istakne negovata ograni~ena osetlivost

i selektivnost pri poniski koncentracii.

Zatoa fluorometriskiot metod mo`e da se

koristi samo kako "screening" metod vo

rutinskite analizi posebno vo laboratorii

koi sekojdnevno se soo~uvaat so golem broj

na primeroci za analiza. No, so cel dobivawe

na to~ni i sigurni rezultati, HPLC-FD
metodot treba da bide metod od izbor na

analiti~arot pri opredeluvawe na aflato-

ksinite vo dobito~nata hrana.
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COMPARISON OF TWO DIFFERENT ANALYTICAL METHODS FOR
DETERMINATION OF AFLATOXINS IN FEED

Stojanovska-Dimzoska Biljana, Hajrulai-Musliu Zehra,
Dimitrieska-Stojkovic Elizabeta, Enimiteva Vangelica, Sekulovski Pavle

Food Institute, Faculty of Veterinary Medicine-Skopje

e-mail: bsdimzoska@fvm.ukim.edu.mk

ABSTRACT

Liquid chromatography - fluorescence detector and fluorometry (fluorescence spectrometry) with previous
immunoaffinity column clean-up, are two methods that are compared in order to evaluate their performances
in determination of total aflatoxins content in feed. Method validation was established, linearity of the methods
was checked, and a good coefficient of correlation was found for bought methods (0,9994 and 0,978 respectively).
The limits of detection were 0,003 ng/ml (average for HPLC-FD method) and 0,12 ng/ml for fluorometry. The
accuracy of the methods was determined using reference materials with known concentration and spiked
aflatoxins free samples. The recoveries were found to be 85,82% (average for HPLC-FD method) and 56,75%,
for fluorometry. Twenty feed concentrates for bullock and 20 feed concentrates for swine, were analyzed parallel
with bought methods. The results are in correlation only in higher concentration range. For lower concentration
range (below 1,0  μg/kg) fluorometry shows limited sensitivity and selectivity. It was found that it is applicable
only as a screening method for the prediction of aflatoxins. HPLC-FD method remains a method of choice for
the analyst in order to achieved accurate and reliable results.

Key words: aflatoxins, feed, HPLC-FD, fluorometry
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