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INTRODUCERE

Pentru a fi utile organismului uman sau animal, produsele alimentare trebuie sa fie
lipsite de nocivitate, in caz contrar acestea putand constitui o sursd de imbolnaviri grave, cu
reale pericole asupra sanatatii consumatorilor. O clasificare succinta a pericolelor care pot
plana asupra sanatatii umane ar fi urmatoarea: micotoxine secretate de o gama extinsa de
mucegaiuri, substante chimice rezultate in urma poluarii (contaminanti, metale grele etc.),
substante toxice naturale, diferite boli parazitare, boli infectioase transmisibile prin
consumul de alimente care produc toxiinfectii alimentare etc.

Influenta alimentelor asupra sanitatii omului este un aspect de actualitate. Tntrucat
stilul de viata al timpurilor actuale este foarte diferit de cel din trecut, poate sa apara riscul
contaminarii alimentelor prin contaminanti naturali, prin contaminati introdusi accidental in
alimente, sau prin procesarea inadecvata a alimentelor. Cerinta ca alimentele puse la
dispozitia consumatorilor sa fie sigure din punct de vedere igienico-sanitar, a devenit
imperioasd, Intrucat consumul de alimente obtinute In sistem industrial a crescut foarte mult,
iar acestea nu trebuie sd provoace imbolnaviri oamenilor. Siguranta alimentara constituie o
responsabilitate comuna a tuturor celor implicati in sectorul alimentar, respectiv: producatori
agricoli, procesatori industriali, comercianti, consumatori si guvernanti Pe tot parcursul
lantului alimentar trebuie sé existe o vigilentd maxima din partea tuturor partilor implicate,
astfel incat sa se minimalizeze riscul de contaminare a produselor alimentare, iar acestea sa
fie sigure pentru consum.

Micotoxinele sunt metaboliti secundari produsi de anumiti fungi sau mucegaiuri
care cresc pe substraturi alimentare si pot contamina hrana animalelor si a oamenilor.
(Tanase C., 2001) Acestea au capacitatea de a perturba procesele oxidative de la nivel
celular, producdnd efecte negative asupra sistemului imunitar si asupra integrititii
materialului genetic, acest lucru producand reactii citotoxice si carcinogene, atat la oameni,
cat si la animale. Acestea sunt considerate factor de risc major pentru sanitatea umana si
animald, fiind detectate in numeroase categorii de produse agroalimentare, cum ar fi: cereale
(grau, porumb, orz, oviz, orez, secard), leguminoase (soia, fasole, mazire, arahide), seminte
oleaginoase (floarea soarelui, miez de nucd), legume si fucte proaspete si conservate (tomate,
ardei, morcovi, mere, pere, gutui, caise, piersici, citrice, compoturi, dulceturi), sucuri
naturale, bauturi alcoolice (vinuri, bere, must, cidru), produse derivate din cereale (fainuri,
produse de panificatie, paste fdinoase), condimente si plante medicinale (piper, paprika,
cimbru, mérar, musetel, sunitoare etc). Intrucat sfera de contaminare micotoxinicd este
foarte larga, micotoxinele sunt considerate ca ficand parte dintre contaminatii alimentari cei
mai semnificativi in ceea ce priveste impactul asupra sanatdtii publice, a securitatii
alimentare si asupra economiei numeroaselor tari ale Uniunii Europene.

Aceasta lucrare a luat nastere din dorinta de a aduce un plus de cunoastere datelor
existente referitoare la micotoxinele produse de ciupercile micotice si la modul de acumulare
a acestora n produsele alimentare de origine vegetald, precum si de a crea o atentionare a
faptului cd, In urma consumului cronic si cumulativ de alimente contaminate, se poate
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produce o alterare a calitatii vietii prin aparitia de boli grave. In plus, mi-am propus sa aflu
care au fost sursele si cauzele aparitiei acestor “factori perturbatori tacuti si lenti”, la nivelul
jud. Tasi.

Ideea acestui studiu mi-a fost insuflatd de dl. Prof. univ. Dr. Eugen ULEA, care m-
a sprijinit neconditionat si m-a indrumat continuu pentru a obtine rezultate optime in ceea ce
priveste cercetarile care vizeaza tema. Pentru aceasta si nu numai, ii adresez mii de multumiri
si 11 port o profunda recunostintd si consideratie.

in mod cu totul deosebit, multumesc comisiei de analizi si evaluare a tezei de
doctorat.

Cu multa stima, adresez calde multumiri si membrilor comisiei de indrumare, Prof.
univ. Dr. Mihai Télmaciu, Prof. univ. Dr. Tanase Catalin, Sef lucr. univ. Dr. Florin-Daniel
Lipsa, Asistent univ. Dr. Mihaela Florea, precum si d-nei Prof. univ. Dr. Viorica lacob, care
m-au motivat si m-au sprijinit pe parcursul etapelor de desfasurare a studiilor de doctorat.

De asemenea, as dori sd multumesc conducerii Universitdtii de Stiintele Vietii “Ion
Ionescu de la Brad” din lasi, precum si conducerii Scolii Doctorale de Stiinte Ingineresti,
pentru asigurarea tuturor conditiilor de desfasurare a activitatii didactice si pentru toata
disponibilitatea aratata.

In mod deosebit, adresez multumiri celor dragi mie, adica sotului si fiicei mele, care
m-au Thcurajat si m-au sustinut moral, pentru a finaliza cu succes aceastd noua si importanta
experienta profesionala.



INTRODUCTION

In order to be useful for the human or animal body, food products must be harmless,
otherwise they can be a source of serious illnesses, with real dangers for the health of
consumers. A brief classification of the dangers that may loom over human health would be
as follows: mycotoxins secreted by a wide range of molds, chemical substances resulting
from pollution (pollutants, heavy metals, etc.), natural toxic substances, various parasitic
diseases, communicable infectious diseases by eating foods that cause food poisoning etc.

The influence of food on human health is a current issue. Since the lifestyle of
today's times is very different from that of the past, the risk of contamination of food through
natural contaminants, through contaminates accidentally introduced into food, or through
inadequate processing of food can occur. The requirement that the food made available to
consumers be safe from a hygienic-sanitary point of view has become imperative, since the
consumption of food obtained in an industrial system has increased a lot, and they must not
cause people to get sick. Food safety is a shared responsibility of all those involved in the
food sector, namely: agricultural producers, industrial processors, traders, consumers and
governments Throughout the food chain there must be maximum vigilance from all parties
involved, so as to minimize the risk contamination of food products, and that they be safe
for consumption.

Mycotoxins are secondary metabolites produced by certain fungi or molds that grow
on food substrates and can contaminate animal and human food. (Ténase C., 2001) They
have the ability to disrupt the oxidative processes at the cellular level, producing negative
effects on the immune system and on the integrity of the genetic material, this producing
cytotoxic and carcinogenic reactions, both in humans and animals. They are considered a
major risk factor for human and animal health, being detected in numerous categories of
agri-food products, such as: cereals (wheat, corn, barley, oats, rice, rye), legumes (soy,
beans, peas, peanuts ), oilseeds (sunflower, walnut kernels), fresh and preserved vegetables
and fruits (tomatoes, peppers, carrots, apples, pears, quinces, apricots, peaches, citrus fruits,
compotes, jams), natural juices, alcoholic beverages (wines , beer, must, cider), products
derived from cereals (flour, bakery products, pasta), spices and herbs (pepper, paprika,
thyme, dill, chamomile, St. John's wort, etc.). Since the scope of mycotoxin contamination
is very wide, mycotoxins are considered to be part of the most significant food contamination
in terms of impact on public health, food safety and the economy of many countries of the
European Union.

This work was born from the desire to bring more knowledge to the existing data
regarding mycotoxins produced by mycotic fungi and how they accumulate in food products
of vegetable origin, as well as to create a warning that, following the chronic and cumulative
consumption of contaminated food, an alteration of the quality of life can occur through the
appearance of serious diseases. In addition, | set out to find out what were the sources and
causes of the appearance of these "silent and slow disruptive factors", at the level of lasi
county.



The idea of this study was instilled in me by Mr. Univ. Prof. Dr. Eugen ULEA, who
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REZUMATUL TEZEI

Cuvinte cheie: micotoxine, produse agroalimentare, esantioane, teste imunoenzimatice,
efecte toxice etc.

Teza de doctorat intitulatd “Studii privind prezenta micotoxinelor in produsele de
origine vegetald si cauzele aparitiei acestora in conditiile judetului lasi” este structurata in
doua parti, fiind desfasuratd pe 173 pagini.

Partea | a lucrarii cuprinde 6 capitole, fiind dedicata sintezei studiului bibliografic
privind stadiul cunoasterii la nivel national si international a temei abordate. Aceasta
cuprinde informatii privind cercetarile efectuate cu privire la micotoxinele care influenteaza
calitatea si siguranta produselor agroalimentare.

Capitolul 1 contine o serie de consideratii generale privind principalele micotoxine
care contamineaza frecvent produsele agroalimentare, cu referire la caracteristicile generale
ale acestora, la speciile micotice care le genereaza si la categoriile de produse care pot
prezenta risc de contaminare.

Capitolul 2 cuprinde descrierea factorilor care influenteazd producerea
micotoxinelor, cu referire la factorii de mediu, chimici si biologici. S-a facut o descriere
succinta a influentei fiecaruia dintre acesti factori asupra dezvoltarii micetilor producatori
de micotoxine. Detaliile referitoare la aceste aspecte sunt reliefate in cadrul unei figuri si a
3 tabele.

Capitolul 3 face referire la principalele micotoxine cu potential toxic care
contamineaza produsele vegetale si limitele legislative impuse privind continutul acestora in
produsele alimentare. Capitolul cuprinde 6 subcapitole ce includ informatii generale
referitoare la contaminarea alimentelor cu urmaétoarele tipuri de micotoxine: aflatoxine,
ochratoxine, zearalenond, fumonisine, trichotecene (deoxynivalenol, toxina T-2/HT-2) si
patulind. Sunt reliefate urmatoarele aspecte principale: categoriile de produse alimentare cu
risc, modalititi de reducere a riscului de contaminare cu micotoxine, afectiunile pe care le
pot produce acestea la oameni si animale, precum si limitele maxime admise impuse de
normele legislative ale Comunitatii Europene, pentru fiecare tip de micotoxina, in parte.
Detaliile referitoare la aceste aspecte sunt evidentiate in cadrul a 3 figuri si a 7 tabele.

Capitolul 4 cuprinde 2 subcapitole referitoare la sursele principale si cele secundare
de contaminare micotoxinica. Sursele principale sunt reprezentate de produse agricole
primare (cereale, seminte oleaginoase, fructe si legume proaspete, boabe de cafea si cacao
etc.), iar sursele secundare de infestare, sunt constituite de produse agroalimentare procesate
(ulei, sucuri, bauturi fermentate etc.). Pentru fiecare categorie Tn parte, s-au analizat atat
nivelurile de contaminare cit si sursele de aparitie a micotoxinelor care pot avea potential
toxicogen, fiecare analiza fiind bazatd pe date aferente literaturii de specialitate, referitoare
la incidenta micotoxinelor 1n substraturile vegetale.



Capitolul 5 face referire la metodele de preventie si control in cazul contaminarii
cu micotoxine, fiind structurat in 2 subcapitole si 6 paragrafe, respectiv, metodele preventive
si metodele curative.

Metodele de preventie care se pot aplica in vederea evitarii contaminarii micotoxinice sunt
mai simple din punct de vedere tehnic si sunt preferabile metodelor de decontaminare.
Acestea sunt bazate pe aplicarea de strategii de prerecoltare a produselor agricole, pe
asigurarea unui management corespunzator al recoltelor si pe administrarea corectd a
strategiilor de postrecoltare, respectiv de depozitare a produselor agricole.

Metodele curative se Tmpart in 3 categorii: fizice, chimice si biologice, dintre acestea
aplicabilitate practica avand doar metodele fizice, care prezintd avantajul cd nu afecteaza
calitatea produselor agroalimentare sau a furajelor supuse tratamentelor.

Capitolul 6 este structurat in 6 subcapitole referitoare la efectele consumului de
produse agroalimentare contaminate cu micotoxine. Fiecare categorie de micotoxine este
analizata sub aspectul toxicitatii cronice sau acute pe care o poate manifesta la oameni sau
animale. Efectele toxice si cancerigene asociate micotoxinelor sunt evidentiate n cadrul a 9
figuri si 2 tabele, care fac parte integranti din lucrare. In cadrul capitolului se accentueaz
corelatia dintre diferitele categorii de produse vegetale contaminate cu micotoxine si
carcinogenitatea data de acestea, Tn urma consumului uman sau animal.

Partea Il a lucrérii cuprinde cercetérile proprii, fiind alcatuita din 5 capitole Tn care
se pune accentul pe identificarea si monitorizarea micotoxinelor, pe descrierea materialelor
si a metodelor de determinare a acestora din produsele vegetale si respectiv pe prezentarea
rezultatelor obtinute.

Capitolul 7 este dedicat motivatiei temei de cercetare, a scopului acesteia, a
obiectivelor si activitatilor specifice cercetdrii. Existd mentiuni referitoare la cadrul
institutional si organizatoric unde s-au efectuat cercetarile.

Motivatia alegerii temei studiate s-a datorat urmétoarelor aspecte: -precaritatea cercetarilor
privind prevalenta si nivelul micotoxinelor in produsele agroalimentare la nivelul jud. lasi;
-recomandarile EFSA (Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentelor) de studiere a
potentialei cresteri a contamindrii micotoxinice a produselor agroalimentare din Uniunea
Europeana, in vederea aplicdrii de masuri adecvate;

- necesitatea impusa de toxicitatea ridicata, a evaluarii gradului de contaminare a produselor
vegetale, in scopul protectiei starii de sanétate a consumatorilor.

Scopul acestui studiu il reprezinta evaluarea prezentei si gradului de contaminare
micotoxinicd a diferitelor produse alimentare de origine vegetald, precum si stabilirea
cauzelor si surselor de aparitie a acestora in conditiile jud. lasi, in perioada 2015-2020.
Obiectivele cercetarii au fost stabilite pentru a se putea atinge scopul propus, fiind vizate
urmatoarele aspecte:

-identificarea principalelor micotoxine prezente in produsele alimentare de origine vegetala,
din judetul Tasi;

-evaluarea nivelului de contaminare micotoxinicd a diferitelor categorii de produse
agroalimentare, la nivelul judetului lasi;
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-urmdrirea dinamicii anuale a prevalentei micotoxinelor in produsele agroalimentare;
-stabilirea si analizarea surselor de contaminare cu micotoxine pentru produsele alimentare
de origine vegetala luate Tn studiu;

-efectuarea trasabilitatii produselor alimentare de origine vegetald studiate si analizarea
cauzelor contaminarii micotoxinice a acestora.

Activitatile specifice desfasurate pe durata efectudrii cercetarilor au constat in: prelevarea
probelor de produse agroalimentare si pregatirea preliminard a acestora; efectuarea
analizelor de laborator; interpretarea rezultatelor obtinute; evaluarea gradului de
contaminare micotoxinica a produselor analizate; evaluarea surselor principale si secundare
de contaminare; stabilirea concluziilor si recomandarilor.

Materialul de studiu a fost constituit din esantioane de produse agroalimentare(cereale si
produse derivate, produse de panificatie-patiserie, fructe si legume proaspete, sucuri, vinuri
etc), care au fost prelevate in mod aleatoriu, dupa o strategie de prelevare obiectiva, atat din
unitdti de depozitare, unititi procesatoare cat si din unitati de comercializare a produselor
agroalimentare, situate pe raza jud. Iasi. Prelevarea probelor a fost realizata pe baza unei
proceduri de lucru prestabilite, in conformitate cu anexa nr. 1 a Regulamentului CE nr.
401/2006 care stabileste modalitatile de prelevare de probe si metodele de analiza pentru
controlul oficial al continutului de micotoxine din alimente.

Metodele de determinare a continutului de micotoxine, au avut in vedere efectuarea de
determinari cantitative utilizind metodele de determinare ELISA si HPLC/LC, acestea fiind
validate si acreditate. Cercetarile s-au efectuat pe parcursul a 6 ani de studiu, Tn perioada
2015-2020.

Capitolul 8 cuprinde metodologia de identificare si monitorizare a micotoxinelor,
fiind structurat 1n 4 subcapitole care se refera la: modalitatea de pregatire preliminara si de
esantionare a probelor, la aplicarea metodelor, strategiilor si tehnicilor de prelevare, precum
si la stabilirea conformitatii probelor. Detalii referitoare la aceste aspecte sunt evidentiate si
n cadrul celor 5 figuri incluse Tn capitol.

Capitolul 9 se refera la metodele de determinare efectiva a principalelor micotoxine
studiate. Acest capitol contine o figura si este structurat in 8 subcapitole aferente fiecarui tip
de micotoxina precizat. Pentru determinare s-au utilizat Kit-uri specifice, interpretarea
rezultatelor fiind efectuatd prin metodele ELISA si HPLC/LC. In cadrul capitolului sunt
expuse detalii referitoare la metodologia de lucru, materialele utilizate si la modul de
interpretare a rezultatelor obtinute.

Capitolul 10 cuprinde rezultatele si discutiile privind micotoxinele identificate in
cadrul cercetarilor si este structurat in 8 subcapitole, specifice fiecarei micotoxine studiate.

Tn perioada de studiu, respectiv, anii 2015-2020, la nivelul jud. Iasi, au fost prelevate
si analizate un numar total de 698 de probe de produse agroalimentare de origine vegetala,
pentru determinarea principalelor micotoxine. Pentru fiecare micotoxina in parte, a fost
analizat un numar total de probe, dupa cum urmeaza: 85 de probe pentru aflatoxina B1, 90
de probe pentru aflatoxina totald, 133 de probe pentru deoxinivalenol, 119 probe pentru
zearalenond, 48 de probe pentru fumonisine, 148 de probe pentru ochratoxina A, 40 de probe

pentru Toxina T-2/HT-2 si 35 de probe pentru determinarea patulinei. Probele au constat
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atat din produse agricole primare, cét si din produse agroalimentare procesate. Pentru a
acoperi o arie vasta de analizd, aceste probe au fost prelevate din unitati cu specific de
activitate diferit, respectiv: depozite de cereale, depozite de produse alimentare, unitati de
vanzare cu amanuntul (supermarket-uri), unititi de procesare din domeniile- panificatie,
patiserie, conservare legume-fructe, vinificatie, obtinerea berii etc.

Capitolul mai cuprinde 13 tabele si 8 figuri in care sunt reliefate detalii referitoare
la: numarul total si tipul de probe analizate, zona de provenienta a acestora, valorile pentru
probele depistate pozitiv, limitele legale admise pentru fiecare categoric de produs si
incidenta fiecarei micotoxine raportata la probele analizate.

Concluzia generald desprinsd din analiza valorilor procentuale a tuturor
micotoxinelor cu valori pozitive in esantioanele studiate este cid incidenta majora in
produsele agroalimentare s-a inregistrat Tn cazul cerealelor si produselor derivate din acestea,
precum si in cazul produselor de panificatie, analiza micotoxinelor relevand un nivel mai
ridicat si periculos de deoxinivalenol (53,4%), zearalenona (20.17%) si fumonisine (18.8%).
Toate valorile inregistrate nu au depasit insa, limitele legislative impuse. Cea mai alarmanta
problema depistata, a fost faptul ca, contaminarea micotoxinica este prezenta in produsele
de panificatie in procent de 38,62% din totalul probelor analizate, prezentand un nivel ridicat
si ingrijoritor de deoxinivalenol si zearalenona. Intrucat painea si produsele de panificatie
reprezinta alimente de baza in regimul nutritional al majoritatii populatiei din tara noastra,
se impune o monitorizare permanenta si riguroasa a acestor categorii de produse din punct
de vedere a contaminarii micotoxinice.

Capitolul 11 cuprinde concluziile generale interpretate prin prisma bibliografiei
consultate care cuprinde un numar total de 181 de surse de referintd. Detaliile cu privire la
incidenta micotoxinelor si la rezultatele globale asupra cercetérilor efectuate sunt evidentiate
de o figura si un tabel centralizator.



PhD Thesis Summary

Key words: mycotoxins, agro-food products, samples, immunoenzymatic tests, toxic
effects, etc.

The doctoral thesis entitled **Studies regarding the presence of mycotoxins in
products of plant origin and the causes of their occurrence in the conditions of lasi
county" is structured in two parts, being spread over 200 pages.

Part one of the work includes 6 chapters, being dedicated to the synthesis of the
bibliographic study regarding the state of knowledge at the national and international level
of the topic addressed. This includes information on research conducted on mycotoxins that
influence the quality and safety of agri-food products.

Chapter 1 contains a series of general considerations regarding the main
mycotoxins that frequently contaminate agro-food products, with reference to their general
characteristics, to the mycotic species that generate them and to the categories of products
that may present a risk of contamination.

Chapter 2 includes the description of the factors that influence the production of
mycotoxins, with reference to environmental, chemical and biological factors. A brief
description of the influence of each of these factors on the development of mycotoxin-
producing fungi is given. The details of these aspects are highlighted in a figure and 3 tables.

Chapter 3 refers to the main mycotoxins with toxic potential that contaminate plant
products and the legislative limits imposed on their presence in food products. The chapter
includes 6 sub-chapters that include general information on food contamination with the
following types of mycotoxins: aflatoxins, ochratoxins, zearalenone, fumonisins,
trichothecenes (deoxynivalenol, T-2/HT-2 toxin) and patulin. The following main aspects
are highlighted: the categories of food products at risk, ways to reduce the risk of
contamination with mycotoxins, the conditions they can cause in humans and animals, as
well as the maximum permissible limits imposed by the legislative norms of the European
Community, for each type of mycotoxin. The details of these aspects are highlighted in 3
figures and 7 tables.

Chapter 4 includes 2 sub-chapters relating to the main and secondary sources of
mycotoxin contamination. The main sources are represented by primary agricultural
products (cereals, oilseeds, fresh fruits and vegetables, coffee and cocoa beans, etc.), and the
secondary sources of infestation are constituted by processed agro-food products (oil, juices,
fermented drinks, etc.) . For each separate category, both the levels of contamination and the
sources of occurrence of mycotoxins that may have toxicogenic potential were analysed,
each analysis being based on data related to the specialized literature, regarding the incidence
of mycotoxins in plant substrates.



Chapter 5 refers to prevention and control methods in the case of mycotoxin
contamination, being structured in 2 subchapters and 6 paragraphs, respectively, preventive
methods and curative methods.

Prevention methods that can be applied to avoid mycotoxin contamination are easier from a
technical point of view and are preferable to decontamination methods. These are based on
the application of pre-harvest strategies for agricultural products, on ensuring proper harvest
management and on the correct administration of post-harvest and storage strategies for
agricultural products.

The curative methods are divided into 3 categories: physical, chemical and biological, of
which only the physical methods have practical applicability, which have the advantage of
not affecting the quality of the agro-food products or of the fodder subjected to the
treatments.

Chapter 6 is structured in 6 sub-chapters related to the effects of consuming agri-
food products contaminated with mycotoxins. Each category of mycotoxins is analysed in
terms of the chronic or acute toxicity it can manifest in humans or animals. The toxic and
carcinogenic effects associated with mycotoxins are highlighted in 7 figures and 2 tables,
which are an integral part of the work. The chapter emphasizes the correlation between the
different categories of plant products contaminated with mycotoxins and the carcinogenicity
given by them, following human or animal consumption.

Part two of the paper includes the own research, being made up of 5 chapters in
which the emphasis is placed on the identification and monitoring of mycotoxins, on the
description of the materials and methods of their determination from plant products and
respectively on the presentation of the results obtained.

Chapter 7 is dedicated to the motivation of the research theme, its purpose,
objectives and specific research activities. There are mentions of the institutional and
organizational framework where the research was carried out.

The motivation for choosing the studied topic was due to the following aspects:

- the precariousness of research on the prevalence and level of mycotoxins in agro-food
products at the level of lasi county;

- the recommendations of the EFSA (European Food Safety Authority) to study the potential
increase in mycotoxin contamination of agri-food products in the European Union, in order
to apply appropriate measures;

- the need imposed by the high toxicity, to evaluate the degree of contamination of plant
products, in order to protect the health of consumers.

The purpose of this study is to evaluate the presence and degree of mycotoxin
contamination of various food products of vegetable origin, as well as to establish the causes
and sources of their occurrence in the conditions of lasi county, in 2015-2020.

The objectives of the research were established in order to achieve the proposed goal, with
the following aspects being targeted:

-identification of the main mycotoxins present in food products of vegetable origin, from
lasi county;
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-the evaluation of the level of mycotoxin contamination of different categories of agro-food
products, at the level of lasi county;

-following the annual dynamics of the prevalence of mycotoxins in agro-food products;
-establishing and analysing the sources of contamination with mycotoxins for the food
products of vegetable origin taken into study;

- performing the traceability of the food products of vegetable origin studied and analysing
the causes of their mycotoxin contamination.

The specific activities carried out during the research consisted in: sampling of agri-food
products and their preliminary preparation; performing laboratory analyses; interpretation of
the results obtained; evaluation of the degree of mycotoxin contamination of the analysed
products; assessment of main and secondary sources of contamination; establishing
conclusions and recommendations.

The study material consisted of samples of agri-food products (cereals and derived
products, bakery-pastry products, fresh fruits and vegetables, juices, wines, etc.), which were
randomly sampled, following an objective sampling strategy, both from storage units,
processing units as well as units for the sale of agri-food products, located within the radius
of Tasi county. The sampling was carried out based on a predetermined work procedure, in
accordance with annex no. 1 of EC Regulation no. 401/2006 establishing the methods of
sampling and methods of analysis for the official control of mycotoxin content in food.
The methods for determining the content of mycotoxins considered the performance of
quantitative determinations using the ELISA and HPLC/LC determination methods, these
being validated and accredited. The research was carried out during 6 years of study, in the
period 2015-2020.

Chapter 8 includes the methodology for the identification and monitoring of
mycotoxins, being structured in 4 sub-chapters that refer to: the method of preliminary
preparation and sampling, the application of sampling methods, strategies and techniques,
as well as the establishment of sample compliance. Details regarding these aspects are also
highlighted in the 5 figures included in the chapter.

Chapter 9 refers to the effective determination methods of the main mycotoxins
studied. This chapter contains one figure and is structured in 8 subchapters, related to each
specified type of mycotoxin. Specific kits were used for the determination, the interpretation
of the results being carried out by the ELISA and HPLC/LC methods. In the chapter, details
are presented regarding the working methodology, the materials used and how to interpret
the results obtained.

Chapter 10 includes the results and discussions regarding the mycotoxins identified
in the research and is structured in 8 subchapters, specific to each mycotoxin studied.

During the study period, respectively, the years 2015-2020, at the level of Tasi
county, a total number of 698 samples of agri-food products of vegetable origin were taken
and analysed, for the determination of the main mycotoxins. For each individual mycotoxin,
a total number of samples were analysed as follows: 85 samples for aflatoxin B1, 90 samples
for total aflatoxin, 133 samples for deoxynivalenol, 119 samples for zearalenone, 48 samples

for fumonisins, 148 samples for ochratoxin A, 40 samples for Toxin T-2/HT-2 and 35
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samples for patulin determination. The samples consisted of both primary agricultural
products and processed agro-food products. In order to cover a wide area of analysis, these
samples were taken from units with different specific activities, namely: grain warehouses,
food product warehouses, retail units (supermarkets), processing units in the fields of baking,
pastry, preserving vegetables and fruits, winemaking, obtaining beer, etc.

The chapter also includes 13 tables and 8 figures in which details are highlighted
regarding: the total number and type of analysed samples, their area of origin, the values for
positively detected samples, the legal limits allowed for each product category and the
incidence of each mycotoxin reported to the analysed samples.

The general conclusion derived from the analysis of the percentage values of all
mycotoxins with positive values in the studied samples is that the major incidence in agro-
food products was recorded in the case of cereals and products derived from them, as well
as in the case of bakery products, the analysis of mycotoxins revealing a higher level and
dangerous deoxynivalenol (53.4%), zearalenone (20.17%) and fumonisins (18.8%).
However, all the recorded values did not exceed the legal limits imposed.

The most alarming problem detected was the fact that mycotoxin contamination is
present in bakery products in a percentage of 38.62% of the total samples analysed,
presenting a high and worrying level of deoxynivalenol and zearalenone. Since bread and
bakery products are basic foods in the nutritional regime of the majority of the population in
our country, a permanent and rigorous monitoring of these categories of products is required
regarding mycotoxin contamination.

Chapter 11 includes the general conclusions interpreted through the lens of the
bibliography consulted, which sums up a total number of 181 reference sources. Details on
the incidence of mycotoxins and the overall results of the research carried out are highlighted
by a centralizing figure and table.
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PARTEA I- STUDIU BIBLIOGRAFIC
PART ONE - BIBLIOGRAPHIC STUDY

CAP. 1. CONSIDERATII GENERALE PRIVIND MICOTOXINELE

CHAPTER 1. GENERAL CONSIDERATION REGARDING MYCOTOXINS

Pierderile economice cauzate de micotoxine se produc pe tot parcursul lantului
alimentar. In plus, ca rezultat al consumului de citre animale a furajelor contaminate, care
contin de reguld mai multe micotoxine, existd riscul major ca micotoxinele sa ajunga in
produsele alimentare de origine animald - oud, lapte, carne. In acest context, se impune
necesitatea dezvoltarii capacitatii de determinare a continutului de micotoxine pe intreg
lantul alimentar plantd - animal - produse alimentare. (Savu s.a., 2004)

Micotoxinele prezinta urmatoarele caracteristici generale: au structura chimica
complexa, au molecule nepolare, prezintd masa moleculara micd, sunt rezistente la actiunea
agentilor fizici si chimici, au toxicitate ridicatd, au efecte grave asupra sistemelor biologice,
pot fi secretate Tnainte de recoltare sau dupa recoltare (Coman s.a., 1985).

Distributia micotoxinelor in diferite zone ale globului prezinta caracteristici diferite,
in functie de conditiile climatice manifestate, in nordul Europei (Polonia, Danemarca),
preponderentd avand ochratoxina A iar in sudul si centrul Europei (Ungaria, Austria, Suedia)
dominante fiind fusariotoxinele (deoxinivalenol, zearalenona, toxina T-2/HT-2).
(www.biblioteca.regielive.ro)

Cele mai frecvente micotoxine care au potential de contaminare a produselor
agroalimentare sunt: aflatoxinele, ochratoxinele, zearalenonele, fumonisinele, trichotecenele
(deoxinivalenol; toxina T2/HT2) si patulina.

Aflatoxinele sunt micotoxinele considerate cele mai toxice pentru sanatatea
oamenilor si animalelor, fiind produsi metabolici ai mucegaiurilor, speciile Aspegillus
flavus si Aspegillus parasiticus fiind apte sd produca una dintre urmatoarele aflatoxine: B1,
B2, G1, G2, M1, M2. Alimentele cu risc de contaminare pentru aceasta categorie de
micotoxine sunt: cerealele (grau, sorg, susan, mei, cartofi dulci, porumb, orez, orz),
arahidele, alunele de pamant, nucile si leguminoasele (mai ales boabele de soia) depozitate
n conditii improprii (temp. peste 25°C si URA peste 70%).

Ochratoxinele sunt reprezentate de un grup de metaboliti secundari, cel mai
important fiind ochratoxina A. Aceasta este produsa de numeroase mucegaiuri de depozit
cum ar fi: Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum, Aspergillus alliaceus,
Aspergillus. ostianus, Penicillium cyclopium, Penicillium variable etc.

Alimentele cu risc sunt: porumbul, fasolea uscata, boabele de cacao, soia, orz, sorg, fructele
citrice, arahidele, boabele de cafea, berea, vinul, sucul de mere, condimentele, painea,
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suncile sarate, rinichii de porc etc. Contributia cea mai mare in cazul ingerarii de
ochratoxina A, 0 prezinta cerealele si produsele derivate din cereale. Pentru reducerea
riscului de contaminare se impune o strictdi monitorizare a productiei (impiedicarea
contaminarii cu mucegaiuri de camp), dar mai ales a depozitarii produselor agricole
(contaminarea cu mucegaiuri de depozit), ochratoxina A fiind o specie frecvent intalnita n
special pe cerealele pastrate in conditii de umiditate ridicata. (Banu s.a., 2007)

Zearalenona este produsd de genul Fusarium sp., in principal Fusarium
graminearum (Fusarium roseum forma specializata Giberella zeae) si Fusarium tricinctum.
Aceste mucegaiuri de cdmp infecteaza culturile de grau, ovaz, orez, hamei, susan, dar mai
ales porumb. Zearalenona este doar partial descompusa prin tratament termic. De exemplu,
aprox. 60% din cantitatea de zearalenona din fiina de gru se regaseste n péine si aprox.
50% n taitei. In fiina degerminata si taratele din porumb, cantitatea de zearalenona este
redusa cu cca. 80% fatd de boabele de porumb, datorita faptului ca cea mai mare parte din
micotoxind Se regaseste Tn germene. Extrudarea la temperaturi de 120-140°C este un
procedeu de reducere semnificativa a cantititii de zearalenona din produsele alimentare.
Cantitati importante de reziduuri de zearalenona se transmit prin nutreturi in lapte si oua
(Hagler, 2001).

Fumonisinele sunt micotoxine produse de diferite specii de Fusarium: F.
anthophilum, F. dlamini, F. napiformi, F. nygami, F. moniliforme. Acestea pot infecta
cerealele, Tn special porumbul si produsele derivate din cereale. Cea mai importanta in
contaminarea produselor alimentare este fumonisina B1. Alimentele cu risc ridicat de
contaminare sunt: porumbul, orezul, sorgul, fasolea si produsele alimentare precum,
mamaliga, cerealele pentru mic dejun, berea si snacks-urile. Fumonisinele nu au fost
depistate n lapte, carne, oua. Reducerea riscului de contaminare cu fumonisine se poate face
prin recoltarea la timp a porumbului, uscarea in termen de 24 de ore de la recoltare si
supravegherea umiditatii boabelor la depozitare.

Deoxinivalenolul (Vomitoxina) este 0 micotoxina produsa de specii de Fusarium,
in special F. graminearum. A fost detectata in grau, hrisca, floricele de porumb, sorg,
triticale si alte produse alimentare, inclusiv fdind, paine, cereale pentru micul dejun, paste
fainoase, alimente pentru sugari. Este foarte rar prezentd in secara si orz. Aceastd micotoxina
este foarte frecventa si periculos de abundentd in graul dur (Triticum durum). (Banu s.a.,
2007)

Concentratia cea mai mare de micotoxina Se afla in straturile exterioare ale boabelor
de cereale, de aceea, in fini cantitatea de micotoxina scade. in timpul macinarii graului s-a
constatat cd DON-ul este fractionat 1n asa fel incét concentratia din taratele si din faina de
grau rezultate, este mai scdzutd decdt cea din cerealele din care au rezultat
(www.micotoxinas.com). Fiind solubil in apa, o parte considerabila a continutului de
deoxinivalenol este eliminata prin spalarea cerealelor. Neira s.a. (1997) au scos in evidenta
reducerea cu 44% a cantitatii de deoxinivalenol din aluat, in urma analizarii produselor finale
coapte. Aproximativ jumatate din acest procent se datoreaza procesului de fermentare a
aluatului.
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Tn Romania, deoxinivalenolul este prezent, in special la grau si triticale. Graul
romanesc contine in medie intre 100-500 mg/kg micotoxine (1,0-5,0 ppm), adica de 10-50
de ori peste limita maxima admisa de normele NOEL (NO EFFECT LEVEL - limita pana
la care DON poate fi suportat fara efecte negative) - (Berca, 2011).

Toxinele T-2 si HT-2 precum si trichotecina sunt produse de specii de Fusarium
(F. tricinctum, F. solani) si Trichothecium care provoaca aleucia toxica alimentara (ATA).
Toxina T-2 este principalul trichotecen care se formeaza pe porumb mucegait, dar poate fi
identificata si pe alte cereale. Porumbul care se matureaza tarziu sau are un continut mare de
apa este predispus, la primul inghet, alterdrii de catre fusarii si acumularii de toxina.
Alimente cu risc: porumbul, meiul si alte cereale mucegaite. (Banu s.a., 2007)

Pentru toxinele T-2 si HT-2 nu s-a stabilit inca nivelul maxim admisibil in produsele
alimentare, prin norme legislative.

Patulina (Clavacina sau Expansina) - este produsa de specii de Aspergillus si
Penicillium cum ar fi: Aspergillus niger, Aspergillus. clavatus, Aspergillus. terreus,
Penicillium claviforme, Penicillium  expansum, Penicillium patulum, dar si de
Byssochlamys nivea, Byssochlamys fulva. Penicillium expansum este Tndeosebi, asociat cu
o0 serie de fructe si legume mucegdite, in special mere putrede si smochine (Moss, 2008;
Trucksess and Scott, 2008).

Patulina a fost descoperita drept contaminant in multe fructe (pere, caise, piersici si
struguri), legume, cereale si alte alimente mucegaite (paine, salamuri), cu toate acestea, sursa
majora de contaminare constituind-o merele si produsele din mere. Aceasta este stabila, in
special, Tn produsele procesate din mere: suc de mere, suc concentrat de mere, nectar de
mere, nectar de fructe (care are ca ingredient si sucul de mere), piure de mere, compot de
mere etc. S-a stabilit ca acest metabolit constituie un factor de afectare a sistemului imunitar la
animale (Moss, 2008).
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CAP. 2. FACTORII CARE INFLUENTEAZA PRODUCEREA
MICOTOXINELOR

CHAPTER 2. FACTORS THAT INFLUENCE THE PRODUCTION OF
MYCOTOXINS

Factorii care influenteazd dezvoltarea micetilor si producerea de micotoxine sunt
urmatorii: capacitatea geneticd a mucegaiurilor, substratul nutritiv, umiditatea, pH-ul
substratului, coeficientul de activitate al apei, temperatura, aeratia (compozitia atmosferei),
luminozitatea, agentii antifungici, microorganismele concurente, perioada de timp de la
contaminare, lucrarile agrotehnice si fitosanitare etc. (Derache, 1988) Acesti factori sunt
evidentiati In figura nr. 2.1.
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Fig. 2.1 Factorii care influenteaza productia de micotoxine (Belli et al., 2004)
Fig. 2.1 Factors that influence the production of mycotoxins

2.1 Factorii de mediu

Degradarea produselor agricole dupa recoltare este provocata de numerosi factori
care influenteaza cresterea si dezvoltarea micromicetelor in spatiul de depozitare. Este bine
cunoscut faptul cd, datoritd gradului ridicat de umiditate a produselor, a temperaturii
atmosferice ridicate si a lipsei de aerare 1n timpul depozitarii, pot aparea conditii favorabile
pentru cresterea si dezvoltarea microorganismelor saprofite care modifica initial calitatea
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cerealelor depozitate, ducand apoi la degradarea accentuati a acestora. Ciile de transfer ale
patogenilor in timpul contaminarii semintelor sunt:

- transferul de la samanta la samanta; - transferul de la simanta la planta; - transferul de la
sol - samanta - planta; - transferul de la planta-mama la samanta (Strajeru, 2001; Plicinta,
2007).

Evaluarea corecta a daunelor produse de ciuperci plantelor de cultura este deosebit
de dificila, datorita raporturilor complexe ce se creeazd intre agentii patogeni, plantele de
culturd si conditiile pedoclimatice.(Ulea, 2001) Starea fitosanitara a culturilor de cereale,
gradul de coacere si continutul in umiditate al semintelor, conditiile climatice din perioada
de maturare, din timpul si imediat dupa recoltare, metoda de recoltare, conditionarea
semintelor dupa recoltare, tipul de depozitare, varsta semintelor in timpul pastrarii, rolul
daunatorilor in inmultirea si raspandirea micromicetelor in timpul depozitarii si conditiile de
mediu specifice din depozit, sunt principalii factori care conditioneaza aparitia si dezvoltarea
micromicetelor in produsele agricole. (Plicintd, 2007) Inmultirea, cresterea si activitatea de
degradare a micromicetelor parazite si saprofite sunt favorizate de conditiile de depozitare
in care traiesc, cum ar fi: substratul nutritiv unde se dezvoltd masa de seminte; temperatura
si lumina; umiditatea relativa a aerului din incinta depozitului si dintre spatiile
intergranulare; ventilatia aerului si compozitia atmosferei din depozit (Strajeru, 2001).

Temperatura are influentd asupra speciei de mucegai, dar si asupra produselor de
metabolism, procesele metabolice desfisurdndu-se Tn limite stricte si specifice de
temperatura. Acest factor poate favoriza sau inhiba dezvoltarea ciupercilor, iar Tn anumite
cazuri poate chiar sa determine moartea acestora. Efectul temperaturii asupra dezvoltarii
microorganismelor este influentat de: starea de agregare a apei, de viteza reactiilor
enzimatice si de plasticitatea membranei celulare si a citoplasmei. Mucegaiurile se dezvolta
la temperaturi diferite, pentru fiecare specie existand un grad de temperatura optima, la care
dezvoltarea se face cu cea mai mare intensitate (tabel 2.1). Majoritatea ciupercilor sunt
mezofile, cu un optim de crestere situat intre 25° - 35°C. Unele specii sunt termotolerante
(20°-50°C). Temperatura maxima limita de dezvoltare este de 60°- 62°C. (Ulea s.a., 2011)

Cand temperatura se ridicd deasupra maximului, mucegaiul este distrus. Daca
temperatura scade sub minim (pana la -19°C), mucegaiul nu este distrus, ci se gaseste intr-o
stare de viata foarte lentd, favorabila conservarii. De regula, temperatura
optimd pentru cresterea mucegaiurilor este cuprinsa intre 25°-30° C iar limita maxima este
de 40°-45° C (tabelul 2.2.).

17



Temperaturi minime de dezvoltare a mucegaiurilor producitoeare de micotoxine
Minimum temperatures for the development of mycotoxin-producing molds

Tabel 2.1
Specia de mucegai Temperatura Micotoxina Temperatura
minima produsa minima necesari
necesara (°C)
S
Aspergillus flavus 10 Aflatoxine 10
Aspergillus clavatus 10 Patulina 12
Aspergillus ochraceus 10-12 Ochratoxina 12
Fusarium roseum 15 Zearalenona 10
Penicillium expansum 0 Patulina 0-24
Penicillium cyclopium 0 Ochratoxina 0-24
0 Acid penicilic 4

Plecand de la temperaturile minime necesare pentru cresterea anumitor mucegaiuri,
se poate preciza ca exista conditii optime pentru o crestere si proliferare fungica la o valoare
optima mai mare de 0,75, o temperatura mai mare de 20°C si 0 umiditate a substratului de
14%. Tn functie de temperatura de dezvoltare, mucegaiurile se Tmpart in: mezofile,
termofile, termotolerante si psihrofile, majoritatea fiind mezofile.

Exigentele termice pentru dezvoltarea mucegaiurilor
Thermal requirements for mold development

Tabel 2.2.
Mezofile Temperatura
Maxim <50°C
Minim >0°C
Optim 15-30°C
Termofile
Maxim 50°C
Minim 20°C
Termotolerante
Maxim 50°C
Minim >0°C
Optim 15-40°C
Psihrofile
Maxim 20°C
Minim <50°C
Optim 0-17°C

(www.scrigroup.com/afaceri/agricultura)
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Tn atmosfera cu temperaturi ridicate (ex. tunelele de uscare a alimentelor tocate) se
evidentiaza o microflora fungicad extrem de abundenta in care domina speciile termofile sau
termorezistente ca: Aspergillus flavus si Aspergillus fumigatus.

Umiditatea. Activitatea apei- reprezintd Cantitatea de apa existentd in mediul
ambiant si Th substraturi, fiind unul din factorii importanti pentru dezvoltarea mucegaiurilor
si pentru productia de micotoxine. De reguld, in atmosferd existd o umiditate relativa a
aerului de cca. 70-90% si prin pastrarea alimentelor, in timp, in functic de temperatura si
compozitia produsului, are loc o absorbtie a vaporilor de apa din aer, instalandu-se o stare
de echilibru. Este stiut faptul cd mucegaiurile apar dupa o crestere accidentald a umiditatii.
Insa, nu doar cantitatea de api are influenta ci si forma de prezentare a acesteia (libera sau
legata), sporii de mucegai avand nevoie pentru germinare de apa libera (apa din interiorul
celulelor care poate fi eliminata fard a se interveni Tn procesele vitale). Mucegaiurile au
comportament diferit, in functie de exigenta lor fata de (aw) activitatea apei (tabel 2.3), acest
lucru facand ca acestea sa se imparta in:

- specii xerofile la care germinarea sporilor este posibild la o valoare a aw mai mica de 80%
(in special din genul Aspergillus repens, Aspergillus glaucus, Aspergillus versicolor,
Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans);

- specii mezofile cu o exigentd la apa cuprinsa intre 80-90% (Penicillium cyclopium,
Penicillium expansum, Alternaria sp., Cladosporium cladosporoides);

- specii hidrofile, cu o exigenta pentru apa mai mare de 90% (Epicoccum nigrum, Fusarium
ssp, Mucorales sp.) (www.scrigroup.com/afaceri/agricultura)

Valori ale aw necesare pentru dezvoltarea unor mucegaiuri si pentru productia de

micotoxine
Values of aw necessary for the development of some molds and for the production of
mycotoxins
Tabel 2.3.
Specia de mucegai aw Micotoxina produsi aw
Aspergillus flavus 0.78 Aflatoxine 0.83
Aspergillus parasiticus | 0.70 Aflatoxine 0.80
Penicillium expansum 0.85 Patulina 0.99
Penicillium patulum 0.83 Patulina 0.95
Aspergillus clavutus 0.85 Patulina 0.99
Aspergillus achraceus | 0.77 Ochratoxine 0.88
Aspergillus ochraceus | 0.77 Acid penicilic 0.90
Penicillium cyclopium | 0.82 Ochratoxine 0.90
Penicillium viridicatum | 0.83 Ochratoxine 0.90
Penicillium citrinum 0.80 Citrina 0.88
Penicillium martensii 0.79 Acid penicilic 0.99

(www.scrigroup.com/afaceri/agricultura)
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Se observa ca majoritatea mucegaiurilor se dezvolta plecand de la valori ale aw de 0,7, iar
cresterea mucegaiurilor toxicogene se poate realiza intr-un interval al aw cuprins intre 0,70-
0,85.

Lumina- actiunea acesteia depinde de specia microorganismelor. Tn general, se
poate spune cd lumina este daunatoare mucegaiurilor, actiunea ‘vatamatoare’ a luminii
crescand odata cu scaderea luminii de unda a razelor luminoase. Din spectrul luminos cele
mai daundtoare sunt radiatiile violete, iar din spectrul invizibil, radiatiile ultraviolete
cuprinse Tntre 2300 si 2800 A, care au o actiune antimicrobiana net, ale carui efect depinde
de intensitatea si durata iradierii.(Ulea s.a., 2011) Actiunea ddunatoare a radiatiilor
ultraviolete depinde de intensitatea si durata lor de actiune asupra mucegaiurilor, acestea
putand fi Tmpiedicate sau oprite din activitatea lor, uneori putand fi complet
distrus(www.scrigroup.com/afaceri/agricultura)

Integritatea fizica a boabelor si invelisului produselor vegetale -reprezinta 0
barierd foarte eficace impotriva penetrarii microorganismelor. Aceastd eficacitate scade
dupa recoltare, deoarece invelisul protector este eliminat sau lezat. Tegumentele intacte ale
boabelor ingreuneazd accesul mucegaiurilor. Boabele sfirdmate sunt mai susceptibile
invaziei si cresterii fungice decat boabele intregi, deoarece partea interna a bobului este cea
mai vulnerabili la actiunea mucegaiurilor, datoritd compozitiei chimice a acesteia. Tn cazul
legumelor si fructelor este foarte importanta integritatatea invelisului epidermic al acestora
si starea lor de prospetime, Tntrucdt constituie factori favorizanti pentru accesul si
dezvoltarea mucegaiurilor si implicit a micotoxinelor acestora.
(www.scrigroup.com/afaceri/agricultura)

Natura substratului si nutrientii minerali -au un rol activ in dezvoltarea
microorganismelor, prin asigurarea sursei de apa, de energie, de azot, saruri minerale si
eventual, de oxigen. Microorganismele care se intalnesc pe produsele alimentare sunt
chimio-organotrofe si folosesc mai degraba hidratii de carbon ca sursd de energie, decat
acizii grasi sau substantele azotoase. Produsele alimentare contin in general, toti nutrientii
necesari dezvoltarii microorganismelor, dar diferentele de compozitie observate au un efect
selectiv asupra florei microbiene, fierul si zincul, fiind elementele cele mai importante pentru
cresterea fungica. Lipsa anumitor elemente are ca rezultat o crestere fungica foarte
scazuta. Mucegaiurile nu sunt exigente din punct de vedere nutritional, ele hranindu-se cu
micro si macroelementele care existd in substratul unde se dezvolti. In general, substratul
optim de dezvoltare este cel glucidic (de ex., aflatoxina este secretata in special pe amidon,
iar zearalenona se formeaza pe un substrat celulozic).

Cerealele (porumb, grau, orz, ovaz, secara etc.) ofera prin continutul lor ridicat in
trofine, mediul nutritiv ideal pentru multiplicarea micromicetilor si elaborarea
micotoxinelor. Ele pot fi contaminate cu fungi si micotoxine atat in faza de vegetatie a
plantelor, cat mai ales in perioada de conservare cand conditiile de recoltare i pastrare sunt
favorabile germindrii formelor de rezistentd ale micromicetilor si multiplicarii aparatului

micelian. Una din cauzele principale care genereaza aceste neajunsuri poate fi sanatatea si
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integritatea precard a semintelor, cét si neglijarea masurilor de prevenire si combatere a
principalilor agenti fitopatogeni care afecteaza culturile (Placintd, 2007).

2.2 Factorii chimici

Influenta pH-ului asupra dezvoltarii mucegaiurilor -are loc la trei nivele:
mediul de culturd, permeabilitatea membranei si activitatea metabolicd. Majoritatea
ciupercilor se pot dezvolta intr-o zona de pH cu valori ntre 4,5-8, optimul fiind intre 5,5-
7,5. (Ulea s.a., 2011) Trebuie subliniat faptul cd mucegaiurile pot modifica pH-ul, folosind
ca sursd acizii organici prezenti in alimente. De exemplu, la un pH cu valoare mai mare de
5, Fusarium proliferatum se dezvolta in parametri normali si produce putine toxine, Th timp
ce la un pH mai mic de 5, cresterea este mai putin importantd, dar productia de toxine este
net superioara.

( www.scrigroup.com/afaceri/agricultura)

Potentialul de oxido-reducere (O2/CO2) -oxigenul poate fi procurat de catre
microorganisme din aer, din apa si din diferite substante care 1l contin. Rolul principal in
nutritie si in functionarea celulei microbiene 1l are oxigenul din aer si cel din compusii
organici. Majoritatea mucegaiurilor sunt aerobe si din acest motiv au nevoie de O2 pentru
reactiile metabolice si pentru dezvoltarea lor. O lipsa partiala de O2, conditioneaza cresterea
mucegaiurilor, iar lipsa acestuia duce la moartea lor. O diminuare a concentratiei in O2,
cét si 0 crestere a concentratiei de CO2, provoaca o scadere a toxicogenezei, aceasta fiind
mai importantd decat cresterca. De exemplu, in cazul fumonisinei B1, h conditii de
concentratii scizute ale O2, cresterea mucegaiului va fi redusa, consumul de glucoza va fi
mare, iar productia de micotoxina va fi nuld. (www.scrigroup.com/afaceri/agricultura)

2.3 Factorii biologici

Microflora -are actiune asupra acumuldrii toxinelor, existdnd o stransa competitie
pentru substraturi.

Aziz N.H. s.a. (1997) au studiat efectul microflorei netoxice a porumbului Th
productia de aflatoxine de citre Aspergillus flavus. Au aratat ca Tricoderma viridis inhiba
cresterea mucegaiului si reduce sau anuleaza productia de aflatoxind B1 chiar dacé boabele
de porumb au fost sau nu sterilizate. Daca inocularea de Tricoderma viridis este ulterioara
inocularii lui Aspergillus sp., nivelul de aflatoxind B1 se diminueaza semnificativ, atingand
un procent de cca. 31%.

Un efect inhibitor al microflorei spontane a fost de asemenea, demonstrat de O’Neil
K. s.a. (1996). Analizdnd productia de trichotecene si zearalenona produse de Fusarium
culmorum pe porumb, acestia au aratat cd pe boabele sterilizate prin incalzire sau prin
iradiere, cantitatea de micotoxind este superioard fatd de cea prezentd pe boabele
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nesterilizate. Aceastd diferentd apare deoarece in primul caz substratul este lipsit de
microorganisme, flora spontana fiind prezenta doar in cel de al doilea caz.

Insectele -intervin indirect Tnh producerea de micotoxine, fiind vectorii sporilor de
ciuperci, prin patrunderea in zonele interne ale boabelor de cereale prin rinile pe care le
produc acestora. (Jouany et al., 2009) Insectele influenteazd inocularea fungica si
contaminarea cu micotoxine in boabele depozitate, relatia dintre insectele produselor
depozitate si ciuperci fiind reciproca. (Abbas et al., 2013) Unele specii de insecte de
depozitare sunt diseminatoare de ciuperci de depozit, iar unele sunt exterminatoare de
ciuperci, in timp ce, pe de alta parte, unele ciuperci de depozitare resping insectele, iar unele
dintre ele secreta toxine daunatoare cresterii si dezvoltarii acestora. In timpul depozitarii,
insectele, datorita procesului lor metabolic, ridica temperatura masei de cereale, ducand la
"focare sau puncte fierbinti", uneori ajungand pana la 57°C (Mills, 1989). Aceste focare,
fungilor.

Pande & Mehrotra (1988) au analizat probele de boabe de gréu atacate de gargarita
Sitophilus oryzae si au decoperit ca Aspergillus flavus a fost cea mai frecventa specie din
sistemul lor digestiv. Aceasta indica posibilitatea ca Sitophilus oryzae sa transmita spori de
ciuperci din boabele infectate la cele sanatoase.

Speciile de gargarite din depozite (Sitophilus zeamais Motsch., Sitophilus granarius
L., Sitophylus oryzae) promoveaza cresterea si raspandirea ciupercilor in boabele depozitate,
prin inoculare Tn timpul ovipozitiei, prin activitati metabolice si hranire n stadiul de larva.
(Dunkel, 1988)

La randul sau, ciupercile afecteazd comportamentul, cresterea si reproducerea
insectelor n ecosistemul depozitului (Dunkel, 1988), care se refera direct la insectele
fungivore, cum ar fi gandacul de cereale strain (Ahasverus advena L.) si gandacul paducel
(Typhea stercorea L.). Tn caz contrar, unele ciuperci precum Aspergillus flavus si Aspergillus
parasiticus produc metaboliti (aflatoxina, ochratoxina, citrinina, patulina) care au rol
insecticid sau inhibitor asupra dezvoltarii insectelor (ex. Tribolium confusum) (Roberts si
Yendol, 1971).
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CAP. 3. PRINCIPALELE MICOTOXINE CARE CONTAMINEAZA
ALIMENTELE SI LIMITELE LEGISLATIVE PRIVIND
CONTINUTUL ACESTORA iN PRODUSELE AGROALIMENTARE

CHAPTER 3. THE MAIN MYCOTOXINS THAT CONTAMINATE FOOD
AND THE LEGISLATIVE LIMITS REGARDING THEIR CONTENT IN
AGRI-FOOD PRODUCTS

Micotoxinele sunt metaboliti secundari toxici sintetizati de mucegaiuri, care pot
afecta grav sanatatea omului si a animalelor. (Rotter et al., 1996) Impactul micotoxinelor n
lantul alimentar uman este o problema importanti la nivel mondial. In general, consumatorii
percep un risc mai mic provocat de micotoxine decét de la alte amenintari legate de alimente,
cum ar fi pesticide, aditivi, metale grele si agenti microbieni. Acest lucru se datoreaza
faptului ca, cel putin 1n tarile dezvoltate, micotoxinele provoacd foarte rar focare de
intoxicatie acutd la oameni. Acestea sunt substante nedorite, care nu ar trebui sa fie prezente
in alimente si pentru care ar fi ideald o tolerantd zero. Cu toate acestea, chiar si bunele
practici agricole, de depozitare si prelucrare nu pot preveni complet contaminarea si este
imposibil sa se realizeze un lant alimentar cu adevarat ‘liber de micotoxine’. in consecintd,
cantitdti mici de micotoxine despre care se crede cd nu sunt periculoase sunt tolerate legal.
Tn ciuda datelor toxicologice si epidemiologice incomplete, necesare pentru a evalua pe
deplin expunerea umana si riscurile pentru sandtate si pentru a stabili relatiile de cauzalitate
intre micotoxinele din alimente si bolile umane, gestionarea responsabila a riscurilor duce la
necesitatea luarii de masuri preventive (Kuiper-Goodman, 1995). Din aceste motive,
autorititile publice din multe tari au stabilit limite legale pentru prezenta micotoxinelor in
alimente.

Micotoxinele prezente in mod natural in diverse produse agroalimentare (tabel 3.1)
constituie o problema serioasa asupra sigurantei alimentelor, mai ales in anumite regiuni in
care conditiile climatice pot fi favorabile dezvoltarii acestora, sau in care standardele din
agricultura sunt precare. (Savu, 1999)

Micotoxine cu potential toxic pentru organismele vii
Mycotoxins with toxic potential for living oganisms

Tabel 3.1.
Sursa de contaminare | Potential de infestare Tip de micotoxina
Cereale boabe Infestare fungicd finainte de | deoxinivalenol, toxina
recoltare T-2, zearalenona,
fumonisine

23



Porumb boabe, sorg | Infestare fungicd inainte de | fumonisine

boabe recoltare

Seminte oleaginoase Infestare fungica inainte de | alternariol,
recoltare acid tenuazonic

Arahide, porumb boabe | Infestare fungicd inainte de | aflatoxine
recoltare

Cereale depozitate, | conditii necorespunzatoare de | aflatoxine,

nuci, condimente depozitare ochratoxine

Fructe, sucuri de fructe | dezvoltarea mucegaiurilor pe | patulina
fructe

Bauturi fermentate conditii necorespunzitoare de | patulina

(vin, bere, cidru etc) depozitare

Boabe de cacao/cafea infestare fungica Tnainte de | aflatoxine
recoltarea boabelor ochratoxina A

3.1 Contaminarea alimentelor cu aflatoxine

Aflatoxinele sunt considerate unele dintre cele mai puternice toxine naturale fiiind
singurele micotoxine clasificate de Agentia Internationald pentru Cancer (IARC-
International Agency for Research in Cancer) in grupul 1 al substantelor carcinogene pentru
om. Toxicitatea lor depinde de factori cum ar fi varsta, sexul, specia, starea fiziologica, calea
de administrare, compozitia hranei (Castegnaro si Pfohl-Leszkowicz, 1999; Robens si
Richard, 1992).

Aflatoxinele sunt produsi metabolici ai mucegaiurilor Aspegillus flavus si Aspegillus
parasiticus fiind apte sa produca urmatoarele aflatoxine: B1, B2, G1, G2, M1, M2. Sunt
predominante in boabele de cereale depozitate care prezinta continut mare de umiditate (fig.
3.1). Dezvoltarea mucegaiurilor producatoare de aflatoxine este favorizata de temperaturile
ridicate, prin urmare fenomenul de ncélzire globala poate provoca o potentiald problema
legata de aparitia acestora Tn produsele agroalimentare, Tnh special Tn zonele cu climat
temperat, cum e si cazul Romaniei. (Raicu si Baciu, 1978).

Aflatoxina B1 este cea mai toxica, acumulandu-se in tesuturile animale, in special
in ficat si rinichi la vita, porc, oaie, curcani, unde poate provoca hepatita X. (Banu s.a., 2007).
Tn laptele de vaci se intalneste aflatoxina M1, unul dintre metabolitii aflatoxinei B1. Vacile
care consuma substraturi nutritive contaminate cu aflatoxina B1 si B2, elimina dupa 24 de
ore, aflatoxine M1 si M2 prin lapte. Cantitatea de aflatoxina M1 nu reprezinta decét 0,6-1%
din cantitatea de aflatoxind B1 ingerata de animal. (Laslo, 1995). Datorita toxicitatii, aceasta
reprezintd un potential pericol pentru copiii sugari, motiv pentru care, in unele tari
concentratia aflatoxinei M1 in lapte si derivate nu trebuie sa depaseasca 20 ppb. Tesutul
muscular si viscerele retin aflatoxinele sau metabolitii lor 0 perioada scurta de timp si in
cantitati mici, ceea ce face dificila detectarea lor Tn aceste zone. (Stanescu, 1987)
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Aflatoxinele sunt cunoscute ca fiind cancerigene, efectele toxice putand fi mortale
in intoxicatia acuta. Organele afectate sunt: ficatul (produc congestii si hemoragii Tn
intoxicatia acutad si steatoza hepaticd 1n intoxicatia cronicd); rinichii, stomacul, colonul
(produc tumori). Pot produce de asemenea, malformatii congenitale si modificari genetice.
Alimentele cu risc sunt: cerealele (grau, sorg, susan, mei, cartofi dulci, porumb, orez, orz),
arahidele, alunele de pamant, nucile si leguminoasele (mai ales boabele de soia) depozitate
n conditii improprii (temp. peste 25C si URA peste 70%). (Bradatan, 2007)

"?\i‘a 5
sp. (www.safetycer.erasmus)
Fig. 3.1 Wheat grains infested with Fusarium sp.

Avand in vedere gradul mare de periculozitate pentru organismul uman si cel
animal, legislatia comunitara stabileste limite maxime de aflatoxine pentru materii prime si
produse alimentare, prin Regulamentul CE nr. 1881/2006 (tabel 3.2).

Nivelul de aflatoxine admis in produsele alimentare conform Reg. CE nr. 1881/2006
The level of aflatoxins allowed in food products according to Reg. CE no 1881/2006

Tabel 3.2.
Nr. | Produsul alimentar Nivelul maxim admis, pg/kg
crt. B1 B1+B2+G1+G2 | M1
1. | Alune de pamant destinate sortarii | 8,0 (1) 15,0 (1) -

sau altor tratamente fizice, Thainte
de a fi consumate sau folosite ca
ingrediente Tn produsele alimentare
2. Nuci care nu fac obiectul sortarii sau | 5,0 (1) 10,0 (2) -
altui tratament fizic nainte de a fi
consumate sau folosite ca ingredient
n produsele alimentare

3. | Alune de pamant, nuci si produse | 2,0 4,0 -
procesate din alune destinate
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consumului uman direct sau pentru
folosire ca ingredient in produsele
alimentare

Fructe uscate care sunt supuse
sortarii sau altui tratament fizic,
destinate consumului uman direct
sau pentru folosire ca ingredient n
produsele alimentare

50

10,0

Fructe uscate si produse procesate
din fructe destinate consumului
uman direct sau pentru folosire ca
ingredient Tn produse alimentare

2,0

4,0

Toate cerealele si toate produsele
derivate din cereale, inclusiv
produse din cereale procesate, cu
exceptia produselor de la punctele 7,
10, 12

2,0

4,0

Porumb supus sortdrii sau altui
tratament fizic Tnainte de a fi
consumat sau de a fi folosit ca
ingradient in produsele alimentare

50

10,0

Lapte crud (2), lapte tratat termic si
lapte destinat fabricarii produselor
pe bazi de lapte

0,05

Urmatoarele condimente:

- specii de Capsicum (fruct uscat,
intreg sau madcinat, inclusiv chili,
cayenne si paprika)

- specii de piper (fructe ca atare,
inclusiv piper alb si negru)

- nucsoara (Myristica fragans)

- ghimbir (Zingiber officinale)

- turmeric (Curcuma longa)

50

10,0

10.

Produse alimentare pe bazi de
cereale pentru sugari si copii mici
34)

0,10

11.

Formule pentru sugari si copii
postintarcare, inclusiv lapte pentru
sugari si copii postintarcare (5,6)

0,025

12.

Produse dietetice pentru scopuri
medicale destinate sugarilor (7,8)

0,10

0,025




Nota:

(1) nivelul maxim se raporteaza la partea comestibila a alunelor si nucilor

(2) alimentele din aceasta categorie sunt cele definite de Reglementarea (EC) nr. 853/2004 a
Parlamentului European si a Consiliului

(3) produsele din aceasta categorie sunt cele definite de Directiva Comisiei 96/5/EC si modificata de
Directiva 2003/13/EC

(4) nivelul maxim se raporteaza la substanta uscata determinata in conformitate cu Reglementarea
(EC) nr. 401/2006

(5) nivelul maxim se refera la produsele gata de utilizat ca atare sau dupa reconstituire conform
instructiunilor fabricantului

(6) produsele din aceasta categorie sunt cele definite de Directiva Comisiei 91/321/EC privind
formulele pentru sugari Thainte si dupa intarcare, modificata de Directiva 2003/14/EC

(7) produsele din aceasta categorie sunt cele definite de Directiva Comisieil992/21/EC privind
produsele dietetice pentru scopuri medicale

(8) nivelul maxim n cazul laptelui si produselor lactate se raporteaza la substanta uscatd determinata
conform Reglementirii (EC) nr. 401/2006

3.2 Contaminarea alimentelor cu ochratoxine

Ochratoxinele sunt reprezentate de un grup de metaboliti secundari, cel mai
important fiind ochratoxina A (OTA). Aceasta este produsa de numeroase mucegaiuri de
depozit cum ar fi: Aspergillus ochraceus, Aspergillus alliaceus, Aspergillus ostianus,
Penicillium verrucosum, Penicillium cyclopium, Penicillium variable etc. Producerea
ochratoxinei A este favorizata daca culturile sunt recoltate h conditii de umiditate ridicata
si sunt depozitate Tn spatii cu umezeala. Temperatura optima pentru producerea de OTA este
de 25-30 °C.

Ochratoxina A este o0 substanta teratogena si carcinogend, detectata atat in alimente
de origine animala cat si vegetala. La om produce nefropatia endemica, 0 boala cu evolutie
cronicd si mortalitate ridicatd, frecventd Tn zonele rurale si in special la femeile cu vérsta
cuprinsa intre 30 si 50 de ani. Aceasta boalda produce atrofierea rinichilor, leziuni ale
rinichilor si ficatului, mai ales steatoza, fibroza interstitiala si hialinizare glomerulara in
proximitatea cortexului (Mérutoiu si Tofana, 2001). S-a constatat ca in zonele in care este
frecventa aceastd boald, cerealele sunt contaminate cu ochratoxine in proportie de 8,3-
13,5%, péinea Tn proportie de 18,8%, iar cca. 7% din populatie prezintd micotoxina in sange,
comparativ cu un lot martor. (www.mycotoxins.org)

Alimentele cu risc sunt: cereale (porumb, orez, orz, ovaz, grau, sorg), leguminoase
(soia, fasole uscata), fructele citrice, arahidele, boabele de cacao, boabele de cafea, berea,
vinul, sucul de mere, sucul de struguri, condimentele (ardei rosu uscat, ardei iute pulbere,
piper negru, coriandru, ghimbir, piper cayenne, curcuma , nucsoard), legume, ceai verde,
stafide, fistic, smochine, castane, alimente procesate (painea, suncile sarate) etc. Contributia
cea mai mare la ingerarea de ochratoxind A 0 prezinta cerealele si derivatele din cereale.
Potrivit portalului Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF), in perioada cuprinsa
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intre ianuarie 2016 si iunie 2019, 25 din totalul de 87 dintre notificarile privind OTA au fost
pentru produsele pe baza de cereale. OTA apare frecvent In cerealele pentru consum uman,
indeosebi Tn cele pentru micul dejun. Orezul, orzul, ovazul si graul sunt ingredientele cele
mai contaminate (Piacentini s.a., 2019 ).

Cafeaua prajita este frecvent contaminata cu OTA, contaminarea fiind direct legata
de calitatea procesarii pe intregul lant de productie a cafelei, de la cultivare la procesele de
prajire (Khaneghah s.a.,2019 ).

OTA apare frecvent si in pulberea de Capsicum. Numai in UE, in 2017 si 2018,
RASFF a raportat 41 de cazuri de contaminare a ardeilor. Dintre acestea, pentru 8 notificari
au fost evidentiate depasiri ale nivelului maxim (ML) pentru aceasta micotoxina. OTA a fost
anterior depistata in probe de ardei rosu (Santos s.a., 2010), fructe de ardei uscat ( Jalili si
Jinap, 2012 ), pudri de ardei iute (Ozbey si Kabak, 2012), fulgi de ardei rosu, sos de chili
(Tosun si Ozden, 2015), ardei iute si paprika (Ahn s.a., 2010 ). Una dintre problemele
principale care afecteaza condimentele este posibila aparitie cumulativa cu alte micotoxine,
cum ar fi aflatoxine, zearalenona si deoxinivalenol, din cauza infectiei fungice multiple
(Santos si colab., 2010).

Mai multe studii au reliefat aparitia OTA in infuzii si plante pentru ceai.S-a
demonstrat ca ciupercile toxigenice, in principal Aspergillus niger si Penicillium sp., cresc
pe frunze de ceai si ierburi, inducénd astfel acumularea de OTA. Rata de transfer in timpul
procesului de infuzie a ceaiului a fost calculatd de Malir s.a. ( 2014 ), care a gasit o valoare
medie de 34,8% = 1,3% pentru ceaiul verde. Carraturo si colab. (2018), au stabilit ratele de
transfer pentru ceaiurile verzi si negre, cu valori cuprinse intre 33% si 55%.

O serie de studii trateazd aparitia OTA 1in suplimente dietetice si Tn remediile
traditionale din plante de pe piata europeand (Arifio s.a., 2007 ; Diana Di Mavungu et
al., 2009 ; Santos si colab., 2010 ; Veprikova si colab., 2015). OTA poate fi gasita in
suplimente alimentare obtinute din cafea verde, precum si Tn condimente, deoarece in
procedurile de extractie utilizate in mod obisnuit, izolarea materialelor vegetale contaminate
nu poate fi evitata. (www.efsa.europa.eu/publications)

Pentru reducerea riscului de contaminare cu OTA, se impune o strictd monitorizare
a productiei (impiedicarea contamindrii cu mucegaiuri de cAmp), dar mai ales a depozitarii
produselor (contaminarea cu mucegaiuri de depozit), fiind o micotoxina frecvent intalnita
n special pe cerealele pastrate In conditii de umiditate ridicata. (Braditan, 2007; Banu s.a.,
2007).

Conform Regulamentului CE 1881/2006, nivelul maxim de ochratoxina A Th materii
prime si produse alimentare este mentionat in tabelul 3.3.
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Nivelul maxim de ochratoxina A din produsele alimentare conform Reg. CE nr.
1881/2006
The maximum level of ochratoxin A in food products according to Reg. no 1881/2006

Tabel 3.3
Nr. Produsul alimentar Nivelul maxim
crt. admis, pg/kg
1 2 3
1. Cereale neprocesate 50
2. Toate produsele derivate din cereale neprocesate, 3,0

inclusiv produse din cereale procesate destinate
consumului uman direct, cu exceptia produselor de
la punctele 9,10

3. Fructe uscate (curmale, stafide, sultanine) 10,0

4. Boabe de cafea prajite si cafea prajita maruntita 5,0
(macinatd), cu exceptia cafelei solubile

5. Cafea solubila (instant) 10,0

6. Vin, inclusiv vin spumant, cu exceptia lichiorului 2,0

de vin si vinului cu térie alcoolica nu mai mica de
15% n volume si vin de fructe

7. Vin aromatizat, bauturi aromatizate si produse 2,0
coctailuri pe baza de vin aromatizat
8. Must de struguri, must de struguri concentrat ca 2,0

reconstituit, nectar de struguri, must de struguri si
must de struguri concentrat ca reconstituit,
destinate consumului uman direct

9. Alimente pe baza de cereale procesate si alimente 0,50
pentru sugari si copii mici

10. Alimente dietetice pentru scopuri medicale 0,50
destinate sugarilor

11. Cafea verde, fructe uscate altele decét fructele de -

la pct. 3, bere, cacao si produse din cacao, vinuri
licoroase, produse din carne, condimente si
lichioruri

3.3 Contaminarea alimentelor cu zearalenona

Zearalenona este produsa de ciuperci din genul Fusarium sp,, Tn principal
Fusarium graminearum (Fusarium roseum=Giberella zeae) si Fusarium tricinctum. Aceste
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mucegaiuri de cdmp infecteaza culturile de grau, ovaz, orez, hamei, susan, dar mai ales
porumb.

Fig. 3.2. Porumb infestat cu Fusarium sp. (www.vetonline.ro)
Fig. 3.2 Corn infested with Fusarium sp.

Conditiile umede si calde sunt favorabile productiei de zearalenona, cele mai mari
cantitati fiind produse la temperaturi sub 25°C, la variatii mari ale temperaturilor zilnice si
la 16% umiditate (0.97 aw). Temperatura optima pentru cresterea Fusarium graminearum
este de 25°C.

Zearalenona este doar partial descompusa prin tratament termic. Tn acest context,
aprox. 60% din cantitatea de zearalenona din faina de griu se regaseste in paine si aprox.
50% in taitei. In fiina degerminata si taratele din porumb, cantitatea de zearalenona este
redusa cu cca. 80% fata de boabele de porumb, datorita faptului ca cea mai mare parte din
micotoxind Se regaseste In germene. Extrudarea la temperaturi de 120-140°C este un
procedeu de reducere semnificativa a cantititii de zearalenonad din produsele alimentare.
Cantitati importante de reziduuri de zearalenona se transmit prin nutreturi in lapte si oua
(Hagler, 2001).

Efectele toxice ale acestei micotoxine constau n tulburari de reproductie, avorturi
(porci , bovine), mai ales la animalele care au consumat furaje contaminate. (Bradatan, 2007,
Banu s.a., 2007). Zearalenona nu se transmite prin lapte sau produse lactate. (Cotuna,
Popescu, 2009)

Conform Regulamentului CE 1881/2006, nivelul maxim de zearalenona din unele
produse alimentare este mentionat Tn tabelul 3.4.
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Nivelul maxim de zearalenoni din produsele alimentare conform Reg. CE nr.

1881/2006

The maxim level of zearalenone in food products according to Reg. CE no 1881/2006

Tabel 3.4
Nr. Produsul alimentar (1) Nivelul maxim
crt. admis, pg/kg
1. | Cereale neprocesate, altele decat porumbul (2,3) 100
2. | Porumb neprocesat (2) 200
3. | Cereale destinate consumului uman, fainuri de cereale, 75
tarate si alte produse finite comercializate pe piata pentru
consum direct, cu exceptia produselor de la punctele 4,7,8
4, Porumb destinat consumului uman, faina de porumb, grisuri 200
de porumb, germeni de porumb, ulei rafinat din germeni de
porumb (4)
5. | Péine (inclusiv produse mici de panificatie), paste, biscuiti, 50
snacks-uri si cereale pentru mic dejun, exceptand snacks-
urile de porumb si cereale pentru mic dejun pe baza de
porumb
6. | Snacks-uri de porumb si cereale pentru mic dejun pe baza 50
de porumb
7. | Alimente pe bazd de cereale procesate (exceptand 20
alimentele pe baza de porumb procesat) si alimente pentru
sugari si copii mici (5,6)
8. | Alimente pe baza de porumb procesat pentru sugari si copii 20
mici (5,6)
Nota:

(1) orezul si produsele din orez nu sunt considerate cereale si respectiv produse din cereale

(2) nivelul maxim se aplica la cereale neprocesate puse pe piatd pentru prima etapa de procesare.
Prima etapa de procesare inseamnd orice tratament fizic sau termic, altele decat uscarea, aplicat
cerealelor. Curatirea, sortarea si uscarea nu sunt considerate ca operatii ce intra in prima etapa de
procesare, deoarece boabele ramén intacte dupa curatire si sortare
(3) nivelul maxim se aplica la cerealele recoltate dupa 2005/2006 in concordanta cu Reglementarea

Comisiei (EC) nr. 824/2000, modificata de Reglementarea (EC) nr. 1068/2005

(4) aceasta categorie include si produse similare, cum ar fi semolina
(5) produsele alimentare din aceasta categorie sunt definite de Directiva Comisiei 95/5/EC privind
alimentele pe baza de cereale destinate sugarilor si copiilor mici
(6) nivelul maxim se raporteaza la substanta uscatd, determinata in concordantd cu Reglementarea
(EC) nr. 401/2006
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3.4 Contaminarea alimentelor cu fumonisine

Fumonisinele sunt micotoxine produse cu precadere de Fusarium verticillioides si
Fusarium proliferatum, cea mai importanta fiind fumonisina B1 (FB1). Acestea pot infecta
cerealele, in special porumbul si produsele derivate din acesta. Cantitatea relativd de FB1
care poate sa apara in produsele vegetale este strans legata de factori climatici cum ar fi:
activitatea apei si temperatura.(Marin s.a., 2010 ; Mylona s.a., 2012 ) Alti factori importanti
includ clasa de maturitate a hibrizilor, fertilizarea cu azot, momentul semanatului, umiditatea
boabelor la recoltare. (Battilani si colab., 2008 ; Pietri si Bertuzzi, 2012 )

n prezent, numai FB1 si FB2 sunt luate in considerare in reglementirile UE privind
produsele alimentare si furajele. Tn general, FB1 este considerati a nu fi acut toxica la om.

Fumonisina B2 este produsa si de Aspergillus niger , care poate infecta strugurii,
graul si porumbul. (Frisvad s.a., 2004 ) Desi datele privind aparitia FB2 in stafide, must si
vin sunt inca putine, S-a demonstrat cd aceasta se poate corela cu aparitia de ochratoxina A
la produsele pe baza de struguri. (Abrunhosa s.a..,2010 ).

Efectele toxice ale acestor micotoxine sunt legate de leziuni profunde ale ficatului,
tractusului gastrointestinal, sistemului nervos central si pulmonilor. Acestd micotoxina poate
produce aleucie toxica alimentara (ATA) care se manifestd prin urmitoarele simptome:
senzatie de arsura a gurii, traheei, esofagului, stomacului, urmatd de varsaturi, diaree si
dureri abdominale datorate inflamarii mucoasei gastrice si intestinale. Tn stadiul mai avansat
al bolii, pot apare hemoragii pe piele, mucoasa bucala si limba, stomac si intestin.

Fumonisinele afecteaza n special animalele- porcii, pasarile si ecvidele, Tn timp ce
rumegatoarele sunt mai rezistente. (Bradatan, 2007; Banu, 2007). Caii sunt specia cea mai
sensibila la aceastd micotoxina. Studii recente arata ca, in cazul cailor care sunt hraniti cu
furaje care contin chiar si 8 ppm (considerat continut scazut) de fumosina B1, pot fi supusi
riscului de a dezvolta boala ELEM (encefalomalacia ecvina). Semnele bolii sunt: ameteala,
deplasare fara nici un tel in cerc, lovituri ale capului, pareza, ataxie, orbire, depresie si
hiperexcitabilitate. (Cotuna si Popescu, 2009)

Alimentele cu risc sunt: porumbul, orezul, sorgul, fasolea si produsele alimentare
precum, mamaliga, cerealele pentru mic dejun, berea si snacks-urile. Nu s-au detectat
fumonisine n lapte, carne, oua.

Reducerea riscului de contaminare cu fumonisine se poate face prin recoltarea la
timp a porumbului, uscarea Tn 24 de ore de la recoltare si supravegherea umiditatii boabelor
la depozitare. Fumonisinele sunt stabile termic, dar cand porumbul contaminat este supus
unei prelucrdri termice, se observa o reducere a continutului acestora Th masa de produs
Maicinarea uscatid a porumbului a evidentiat o distributie heterogend a fumonisinelor in
diferitele parti ale bobului, cu niveluri mai ridicate in straturile exterioare si niveluri mai
scazute Tn partile interioare. (Aprodu si Banu, 2015 ) Nivelurile sunt de obicei de doua pana
la patru ori mai mari in germeni si tirate decat in boabele de porumb intregi. In timpul
macindrii, redistribuirea duce la o concentrare puternicd in granulele de porumb. (Broggi
s.a., 2002). Bryla s.a. (2014 ) au studiat efectul tratamentului termic (coacerea) asupra
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continutului de fumonisine din produsele fara gluten. Rezultatele indica o reducere
semnificativa de aprox. 30% a concentratiei de fumonisine,

Conform Regulamentului CE 1881/2006, nivelul maxim de fumonisina Tn unele
produse alimentare este mentionat in tabelul 3.5.

Nivelul maxim de fumonisine din produsele alimentare
conform Reg. CE nr. 1881/2006
The maxim level of fumonisins in food products according to Reg. CE no 1881/2006

Tabel 3.5
Nr. Produsul alimentar Nivelul maxim
crt. admis, pg/kg
1. | Porumb neprocesat (1) 2000
2. | Faina de porumb, grisuri de porumb, germeni de porumb 1000
si ulei rafinat din germeni de porumb (2)
3. Produse alimentare pe baza de porumb destinate 400
consumului uman direct, cu exceptia celor de la punctele
2si4
4. | Produse alimentare pe baza de porumb procesat, alimente 200
pentru sugari si copii mici (3,4)

Nota:

(1) nivelul maxim se aplica la cereale neprocesate aflate pe piata pentru prima etapa de procesare;
prima etapa de procesare inseamna orice tratament fizic sau termic, altul decét uscare, aplicat
cerealelor; curatirea, sortarea si uscarea nu sunt considerate ca operatii ale primei etape de procesare
deoarece nu au nici 0 actiune fizica asupra boabelor de cereale, acestea ramanand intacte chiar dupa
curdtare si sortare.

(2) aceasta categorie include, de asemenea, si produse similare cum ar fi semolina.

(3) alimentele listate Tn aceasta categorie sunt cele definite de Directiva Comisiei 96/5/EC cu privire
la alimentele pe baza de cereale procesate, alimente pentru sugari si copii mici, modificata prin
Directiva 2003/13/EC.

(4) nivelul maxim se raporteaza la substanta uscatd determinatd Tn concordanta cu Reglementarea
(EC) nr. 401/2006.

3.5 Contaminarea alimentelor cu trichotecene (deoxinivalenol; toxina T2/HT2)

Deoxinivalenolul (Vomitoxina) apartine grupului de micotoxine numite
trichotecene, fiind produsa de specii de Fusarium sp., in special Fusarium graminearum,
care apare frecvent in boabele de cereale (grau, orz, ovaz, secara si porumb). Aceste ciuperci
cresc pe cerealele din camp, de preferintda Tn zonele cu climat temperat, fiind frecvent
intalnite Tn Europa. Infectia cu Fusarium sp. in culturd, este dependenta de conditiile
climatice, fiind favorizatd de umiditatea ridicati in momentul infloririi
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(OMS, 2001 ). Cerealele destinate hranei si furajelor pot fi de asemenea, contaminate si n
timpul depozitarii.

Micotoxina a fost detectata in grau, hriscd, sorg, triticale, floricele de porumb si alte
produse alimentare, inclusiv faind, paine, cereale pentru micul dejun, fidea, alimente pentru
sugari. Este foarte rar prezenta pe secara si orz. Foarte frecventa si periculos de abundenta
este Tn graul dur (Triticum durum). (Banu s.a., 2007)

Concentratia cea mai mare de micotoxina de afla in straturile exterioare ale boabelor
de cereale, de aceea In faind cantitatea de micotoxina scade. Fiind solubild in apa, o parte
considerabila este eliminata prin spilarea cerealelor. Neira s.a. (1997) au Scos in evidenta
reducerea cu 44% a cantitdtii de deoxinivalenol din aluat Tnh produsele finale coapte.
Aproximativ jumatate din acest procent se datoreaza procesului de fermentare a aluatului.

fn timpul mécinarii graului s-a constatat ca DON -ul este fractionat in asa fel incat,
concentratia din taratele rezultate si din faina de grau, este mai scazuta decét cea din cerealele
din care au rezultat (www.micotoxins.com). DON este stabil din punct de vedere chimic si
ntr-o oarecare masura rezistent la prelucrarea termica, prin urmare, se gaseste in alimentele
pe baza de cereale) si in furaje. (Schothorst s.a., 2005) Ingestia de catre animale, de furaje
puternic contaminate, poate duce la simptome acute gastro-intestinale cum ar fi: varsaturile
(emeza), refuzul hranei si diareea sangeroasa, efectele pe termen lung fiind reprimarea
cresterii In greutate si anorexia. Datoritad capacitatii sale de a induce varsaturi acute la porci,
deoxinivalenol-ului i s-a atribuit si numele de ,,vomitoxina”.

La oameni, toxicitatea acutd a deoxinivalenolului se manifestd prin vomismente,
refuzul hranei, diaree si pierderi in greutate. Poate produce necroze ale diferitelor tesuturi,
ale tractului gastrointestinal sau tesutului limfatic. Studiile realizate au ardtat ca pot exista
efecte negative asupra sistemului imunitar. (www.mycotoxins.org).

fn Roménia, deoxinivalenolul este prezent in special la grau si triticale. Gréaul
romanesc contine in medie Thtre 100-500 mg/kg micotoxine (1,0-5,0 ppm), adica de 10-50
de ori peste limita maxima admisd de normele NOEL (NO EFFECT LEVEL - limita pana
la care DON poate fi suportat fara efecte negative) - (Berca, 2011). Conform Regulamentului
CE 1881/2006, nivelul maxim de deoxinivalenol in unele produse alimentare este mentionat
in tabelul 3.6.
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Nivelul maxim de deoxinivalenol din produsele alimentare conform Reg. CE nr.

1881/2006
The maximum level of deoxynivalenol in food products according to Reg. CE no
1881/2006
Tabel 3.6
Nr. Produsul alimentar Nivelul maxim
crt. admis, pg/kg
1. | Cereale neprocesate, altele decat graul dur, ovazul si 1250
porumbul (1)
2. | Grau dur neprocesat si ovaz (1) 1750
3. | Porumb neprocesat (1) 1750
4. | Cereale consum uman direct, fdind de cereale 750

(inclusiv faind de porumb, grisuri de porumb), tarate
din produse finite comercializate pentru consum
uman direct, germeni, cu exceptia produselor de la

punctul 7
5. | Pate fainoase (uscate) (2) 750
6. | Paine (inclusiv produse de panificatic marunte), 500
biscuiti, snacks-uri din cereale, cereale pentru mic
dejun
7. | Alimente pe baza de cereale procesate pentru sugari 200

si copii mici (3,4)

Nota:

(1) nivelul maxim se aplic la cereale neprocesate;

(2) paste uscate reprezinta pastele cu continut de umiditate de aprox. 12%

(3) alimentele listate Tn aceasta categorie sunt cele definite prin Directiva Comisiei 95/5/EC cu privire
la alimentele pe bazd de cereale procesate, alimente pentru sugari si copii mici, modificata de
Directiva 2003/13/EC

(4) nivelul maxim se raporteaza la substanta uscata determinata Th conformitate cu Reglementarea
(EC) nr. 401/2006

Toxinele T-2 si HT-2 precum si trichotecina sunt produse de specii de Fusarium
sp. (F. tricinctum, F. solani) si Trichothecium sp. care provoaca aleucia toxica alimentara
(ATA).

Toxina T-2 este principalul trichotecen care se formeaza pe porumb mucegdit, dar
poate fi identificata si pe alte cereale. Porumbul care se maturizeaza tarziu sau are un
continut mare de apa este predispus alterarii de catre fusarii, la primul inghet si acumularii
de toxina. Producerea toxinei T-2 este favorizatd de climatul moderat cald si umed.
Temperatura optima pentru producerea acesteia este de 15-35°C, iar umiditatea optima este
de 40%. Intervalul optim de temperatura pentru cresterea Fusarium sp. este de 25-30°C. Se
dezvolta bine Tn intervalul de pH 4-10.
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Toxina T-2 provoacd dizenterie mortald la mamifere si are un efect de reducere a
coagulabilitatii sdngelui. Toxicitatea acesteia se manifesta prin vomismente, gastroenterita
cu dizenterie, scadere Tn greutate si moarte. (www.contaminati naturali.ro)

Aceste micotoxine au o rezistenta crescuta la factorii de mediu si nu sunt distruse in
timpul procesului tehnologic, fiind stabile la 120°C, moderat stabile la 180°C si se
descompun la 210°C, doar daca sunt mentinute timp de 30-40 minute. De exemplu, in timpul
fierberii pastelor, trichotecenele pot iesi din compozitia produsului in apa de fierbere ntr-o
proportie considerabila (Scott, 1991).

Toxicitatea la om consta n: febrd, singerari nazale, sangerari ale traheii, eruptii
hemoragice, anghina necrotica, leucopenie extrema, agranulocitoza, sepsie si modificari ale
maduvei 0soase.

Tn cazul animalelor, cele mai sensibile la aceasta micotoxina par a fi pasarile de curte
la care apar leziuni ale ciocului. Astfel, pasarile nu se mai hranesc, scad in greutate, au
penajul anormal, productia de oui scade mult iar coaja ouilor este subtire. In final pasarile
mor. (Scott, 1991)

Alimente cu risc: porumbul, meiul si alte cereale mucegdite. (Bradatan,2007; Banu
s.a., 2007) Pentru toxinele T-2 si HT-2 nu s-a stabilit inca nivelul maxim admisibil Tn
produsele alimentare, prin norme legislative.

3.6 Contaminarea alimentelor cu patulina

Patulina (Clavacina sau Expansina) - este produsa de specii de Aspergillus sp. si
Penicillium sp. cum ar fi: Aspergillus niger, Aspergillus clavatus, Aspergillus terreus,
Penicillium claviforme, Penicillium expansum, Penicillium patulum, dar si de
Byssochlamys nivea, Byssochlamys fulva. Penicillium expansum este mai ales asociat cu o
serie de fructe si legume mucegiite, in special mere putrede si smochine (Moss, 2008;
Trucksess and Scott, 2008).

Fig. 3.3 Fructe infestate de Penicillium sp.(original)
Fig. 3.3 Fructs infested with Penicillium sp.(original)
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Patulina a fost descoperita drept contaminant in multe fructe (pere, caise, piersici,
capsuni si struguri) (fig. 3.3), legume, cereale si alte alimente mucegdite (paine, salamuri),
cu toate acestea, sursa majord de contaminare constituind-o merele si produsele din
mere. Aceasta este stabild, n special, in produsele procesate din mere: suc de mere, suc
concentrat de mere, nectar de mere, nectar de fructe (care are ca ingredient si sucul de mere),
piure de mere, compot de mere etc.

Fermentatia alcoolicd distruge patulina si, prin urmare, produsele fermentate, cum
sunt cidrul de mere si cidrul de pere, nu contin patulind. Se cunoaste faptul ca acidul ascorbic
determina disparitia patulinei din sucul de mere, desi conditiile optime pentru inactivare nu
au fost stabilite pe deplin.

Patulina este relativ termostabila, in mod special la pH acid. S-a dovedit ca
tratamentele pe termen scurt la temperaturi Tnalte (150°C) duc la o reducere cu 20% a
concentratiei de patulina. Dar, cu toate acestea, procesarea termica este insuficientd pentru
a se putea asigura un produs liber de patulina.

Patulina apare preponderent in fructele mucegaite, desi prezenta mucegaiului nu
implica in mod obligatoriu prezenta patulinei in fruct, dar indica faptul ca aceasta ar putea fi
prezentd. Dezvoltarea mucegaiurilor in interiorul fructelor, are drept cauza principala, atacul
insectelor asupra tesuturilor sinatoase, acest fapt determinand aparitia patulinei in fructul
care la exterior este aparent sanatos. Patulina poate aparea in fructele lovite si dupa
depozitarea acestora, atat in conditii ambientale cat si In conditii de atmosfera controlata, cu
sau fard alterarea pulpei. Spélarea fructelor sau inlaturarea tesuturilor mucegaite, nu va duce
la eliminarea patulinei prezente n fructe, Tntrucat aceasta micotoxind difuzeaza si n
tesuturile aparent sanatoase. (Ord. 163/2006 al ANSVSA)

Patulina a devenit importanta pentru procesatorii de mere, ca 0 metoda de
monitorizare a calitatii sucurilor si concentratelor obtinute din mere. Studiile arata ca
patulina poate fi gasita in special in sucul de mere (Leggott, 2000). Prin pasteurizare, este
distrus Penicillium sp. dar nu si patulina produsd de acesta. Prezenta unor cantitati de
patulina Tn sucul de mere, indicd faptul ca in productia de suc au fost utilizate mere
mucegaite.

Aceastd micotoxind este moderat toxica si nu se acumuleaza n tesuturi si organele
animalelor deoarece nu este prezenta in furaje (Bradatan, 2007; Banu si colab, 2007). Acest
metabolit nu a fost dovedit inca a fi cancerigen, dar a fost raportat ca fiind factor de afectare
a sistemului imunitar la animale (Moss, 2008).

Conform Regulamentului CE 1881/2006, nivelul maxim de patulind in unele produse
alimentare este mentionat in tabelul 3.7.

37



Nivelul maxim de patulini din produsele alimentare conform Reg. CE nr. 1881/2006
The maximum level of patulin in food products according to Reg. CE no 1881/2006

Tabel 3.7
Nr. Produsul alimentar Nivelul maxim
crt. admis, pg/kg
1. Sucuri de fructe, sucuri de fructe concentrate dupa 50
reconstituire si nectaruri de fructe (1)
2. Bauturi spirtoase, cidru si alte bauturi fermentate 50
derivate din mere sau care contin suc de mere (2)
3. Produse solide din mere, inclusiv compot de mere, 25
piure de mere destinate consumului uman direct, cu
exceptia produselor alimentare mentionate la
punctele 4 si 5
4. Suc de mere si produse solide din mere, inclusiv 10
compot de mere si piure de mere destinate sugarilor
si copiilor de varsta mica, etichetate si vandute ca
atare (3,4)
5. Preparate pentru copii, altele decét cele pe baza de 10
cereale prelucrate destinate sugarilor si copiilor de
varsta mica (4,5)
Nota:

(1) alimentele din aceasta categorie sunt definite de Directiva 2001/112/EC in legatura cu sucurile de
fructe si produse similare destinate consumului
(2) alimentele din aceasta categorie sunt definite in Reglementarea Consiliului (EEC) nr. 1576/89
(3) sugari si copii conform definitiei Directivei 91/321/EEC si Directivei 96/5/EC

(4) nivelul maxim se refera la produse gata de a fi folosite (comercializate ca atare sau reconstituite
conform indicatiilor fabricantului)
(5) alimentele din aceasta categorie sunt definite de Directiva Comisiei 95/5/EC privind produsele
procesate pe baza de cereale pentru sugari si copii mici, modificata de Directiva 2003/13/EC
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CAP. 4, SURSELE DE CONTAMINARE CU MICOTOXINE

CHAPTER 4. SOURCES OF MYCOTOXIN CONTAMINATION

Micotoxinele pot avea atit surse directe de provenienta, reprezentate de produse
agricole primare: cereale, seminte oleaginoase, fructe, legume, boabe de cafea, boabe de
cacao etc, cat si surse indirecte reprezentate de produse agroalimentare procesate: ulei,
sucuri, bauturi fermentate, lapte, carne, oua etc.

4.1. Sursele principale (directe)

Micotoxine Tn cereale -cerealele si produsele secundare conexe au o importanta
unicd, deoarece sunt consumate de milioane de oameni si sunt considerate, din punct de
vedere nutritional ca fiind principala sursa de carbohidrati pentru oameni si animale. Astfel,
siguranta microbiologicd, chimica si micotoxicologica a cerealelor este considerata deosebit
de importanta atat pentru producerea de alimente, cat si pentru hrana destinata animalelor.

Cerealele sunt colonizate foarte usor de mucegaiuri fitopatogene, deoarece ofera
conditii propice de crestere pentru miceti pe camp (tabelul 4.1), dupa recoltare cat si in
timpul depozitarii (tabelul 4.2). Ciupercile primare asociate cu boabele de cereale apartin
genurilor Fusarium sp., Penicillium sp., Alternaria sp. si Aspergillus sp., care sunt implicate
in acumularea de micotoxine.

Micotoxine care se dezvolta in cultura agricola
Mycotoxins that develop in agricultural crops

Tabel 4.1.
Denumire micotoxina Denumire specie de Sursi
mucegai
Trichotecene Fusarium sp. Porumb, orz, grau, ovaz
Zearalenona Fusarium graminearum Porumb, grau, sorg
Fumonisine Fusarium moniliforme Porumb
Aflatoxine Aspergillus ~ flavus  si | Porumb, grau
Aspergillus parasiticus
Alcaloizi ai cornului | Claviceps purpurea Secara si grau
secarei

Aparitia la nivel mondial a aflatoxinelor in cereale este bine documentata,
contaminarea majord aparand in tarile care au un climat cu umiditate ridicatd si/sau
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temperaturi mai ridicate. (Smith, 1997) Dintre cereale, porumbul este cel mai frecvent
contaminat de aflatoxine, intrucat sorgul, orezul, orzul si graul sunt mai putin sensibile. La
depozitarea cerealelor, a produselor de macinis si a celor de panificatie apare, in anumite
conditii, 0 microflord in componenta careia se gasesc numerosi fungi Astfel, in timpul
depozitarii acestora, mucegaiurile se inmultesc atunci cand umiditatea relativa a aerului este
de 80-85%, iar temperatura este ridicatd (peste 25 °C). Produsul atacat devine, la rdndul siu,
o sursd de infectie, iar toxina formata se acumuleaza. (Park et al, 2002)

Micotoxine care se dezvolta la depozitare
Mycotoxins that develop during storage

Tabel 4.2.
Denumire Denumire specie de mucegai Sursi
micotoxina
Ochratoxine Aspergillus ochraceus Porumb, orz, grau
Penicillium viridicatum
Citrinina Penicillium citrinum Orz, secard, ovaz, porumb
Sterigmatocistind | Aspergillus versicolor Gréu
Aflatoxine Aspergillus parasiticus Porumb, sorg, seminte
Aspergillus flavus oleaginoase

Prezenta aflatoxinelor a fost evidentiata Tn péine si produse de panificatie, in crupele
de porumb si diferite tipuri de paine dietetica. Cercetarile efectuate, au stabilit ca 5-7% din
probele de grau, secara si orz, dupd 2 luni de la depozitare, contineau deja micotoxine,
predominanta fiind ochratoxina A, care a fost determinata ih concentratii mai ridicate.

Toxinele produse de ciupercile Fusarium sp. care cresc pe cereale reprezintd o
ingrijorare serioasd. Climatele temperate sunt asociate cu dezvoltarea Fusarium sp. in
cereale, iar pentru dezvoltarea acestor ciuperci sunt necesare temperaturi mai scazute, 1

comparatie cu Aspergillus sp. (Placintd s.a., 1999). Cea mai importanta si cea mai mare

n

familie de fusariotoxine o reprezinta trichothecenele, care sunt formate din mai multi
compusi impartiti in patru subgrupe, tipurile A si B fiind cele mai semnificative (D’Mello
s.a., 1997). Trichotecenele de tip A includ toxina T-2, toxina HT2, neosolaniolul (NEO) si
diacetoxiscirpenolul (DAS), in timp ce grupa B include deoxinivalenolul (DON sau
vomitoxina) si derivatii sai 3-acetil si 15-acetil (3-ADON si 15-ADON, respectiv), nivalenol
(NIV) si fusarenon X. Trichothecenele de tip A predomind in culturile de Fusarium
sporotrichioides si, de asemenea, in Fusarium poae, in timp ce trichothecenele de tip B apar
mai ales Tn cultura Fusarium culmorum si Fusarium graminearum.
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Siguranta cerealelor este strans legatd de aparitia trichotecenelor, asa cum sunt
rezumate de Scott (1989) si Yoshizawa (1991). Tn Asia au fost raportate numeroase focare
de boald umana care implica greatd, varsaturi, tulburiri gastro-intestinale, ameteli, diaree si
dureri de cap, care au fost atribuite consumului de cereale contaminate cu specii de Fusarium
sp. si, mai recent, de prezenta deoxinivalenolului la concentratii de 3300 pg/kg in boabele
pentru consum uman. (OMS, 2002). Aparitia trichothecenelor in cereale, in special in
porumb, constituie o problema la nivel mondial, atat pentru tarile puternic industrializate,
cum ar fi Canada, Japonia, SUA, Germania, Norvegia etc. cat si pentru tarile in curs de
dezvoltare, cum ar fi Africa de Sud, India, Vietnam etc.

Zearalenona este o toxind estrogenicd importanta, care deseori co-contamineaza
cerealele Tmpreuna cu trichotecenele si moniliformina. Moniliformina este, de asemenea,
sintetizatd de Fusarium oxysporum, care este in plus o sursid recunoscutd de micotoxine.
Aparitia fumonisinei este monitorizatd continuu si numeroase lucrari raporteaza aparitia
naturala in principal la porumb (Marasas, 1995).

Comitetul comun de experti FAO / OMS a stabilit pentru deoxinivalenol o doza
maxima tolerabila provizorie (PMTDI) de 1 pg/kg corp si un PMTDI de grup de 0,06 pg/kg
corp pentru toxina T-2 si toxina HT-2, aceste date fiind disponibile numai pentru regiunea
europeana (JECFA, 2001).

Intr-un studiu realizat in Olanda, Pieters s.a. (2002) au subliniat ci in perioada
septembrie 1998-ianuarie 2000, din cauza concentratiei mari de deoxinivalenol Tn grau,
aportul dietetic de deoxinivalenol a depdasit TDI-ul provizoriu, in special la copii, astfel
existand posibilitatea de aparitie a efectelor nocive asupra sanatitii.

in Franta, Leblanc s.a. (2002) au aratat faptul ca, consumatorii de cantitati mari de
cereale produse organic, pot depasi PTDI (aport zilnic tolerabil provizoriu) pentru
deoxinivalenol, pe durata vietii lor.

Foarte recent, Schothorst si van Egmond (2004) au prezentat rezultatele subcomisiei
SCOOP (Comisia de cooperare stiintifica pentru problematici referitoare la alimente) n
urma analizei trichothecenelor. Tn ciuda lipsei semnificative de date privind consumul din
unele tari si a informatiilor reduse cu privire la alimentele pentru copii, autorii au subliniat
ca:

- desi porumbul a prezentat cel mai ridicat nivel de contaminare cu trichothecene, graul si
produsele care contin grau (cum ar fi pdinea si pastele fainoase) reprezintd sursa majora de
aport alimentar;
- aporturile medii generale pentru deoxinivalenol sunt sub TDI (aportul zilnic tolerabil), desi
pentru copiii mici, aportul mediu este uneori foarte apropiat de TDI;
- aporturile de nivalenol sunt cu mult sub TDI;
- aporturile de toxine T-2 si HT-2 sunt, Tn majoritatea cazurilor, peste TDI.
Porumbul poate contine trei micotoxine importante:
-aflatoxinele, produse de Aspergillus flavus si Aspergillus parasiticus:
-deoxinivalenolul, produs de Fusarium graminearum sp.;
-fumonisinele, produse de Fusarium verticillioides si Fusarium proliferatum.
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Conform datelor furnizate de sistemul rapid de alertd pentru alimente si furaje din Uniunea
Europeana (RASFF), prezenta aflatoxinelor si fumonisinei a fost identificata in mai multe
loturi de boabe de porumb conventional fata de cel obtinut din cultura organica. Tn schimb,
n boabele porumbului Bt (care este aprobat sa fie cultivat in UE), posesor al transgenei care
ii confera rezistenta la atacul sfredelitorului european al tulpinilor (Ostrinia nubilalis), nu s-
a semnalat prezenta acestor micotoxine.

Rezultatele analizelor efectuate in Romania, in anii 2008 si 2009, au pus in evidenta
prezenta micotoxinelor in probele de porumb analizate, indiferent de sistemul de cultura
utilizat, insa valorile obtinute au fost mai mici decit limita maxima admisa de legislatie.
(www.dekalb.ro)

Micotoxine in semintele oleaginoase -semintele oleaginoase si in special arahidele
sunt ugor atacate de mucegaiuri, inclusiv de Aspergillus flavus, cu formare de aflatoxine.
Mucegaiul se poate dezvolta ocazional la suprafata cojii, putandu-se infiltra pe diferite cai
in interior §i inmultindu-se 1n spatiul dintre cele doud cotiledoane. Micotoxinele produse de
mucegaiuri se dezvolta in tot bobul. Momentele critice ale invadarii semintelor de cétre
mucegai sunt recoltarea si depozitarea. In cazul recoltdrii, o influentd determinanta o
reprezintd conditiile de climd, la care se adaugd modul de conditionare imediat dupa
recoltare, Tnainte de depozitare. (Tofana M,. 2011)
acumularii aflatoxinelor pe arahide. Pastrarea arahidelor in conditii de ventilatie forfata nu
numai ca nu reduce continutul de aflatoxine, dar favorizeaza sinteza lor. in mod obisnuit,
cantitatea de aflatoxine din ulei reprezinta 10% din cea existenta in boabe, respectiv, 50-250
ppb, ceea ce nu constituie un pericol toxicologic prea mare. Tnainte de presare-extractie,
arahidele sunt supuse operatiei de prajire. Cercetarile au pus in evidenta ca in acest caz are
loc o reducere a toxinei in functie de continutul sau initial, de tipul de toxina si modul cum
se realizeaza prajirea. La arahidele prajite, cu un continut initial de 1500 ppb, reducerea a
fost de 70% pentru aflatoxina B1 si 47% pentru aflatoxina B2. (www.pdfcoffee.com/proiect-
micotoxine)

Pe arahide se poate dezvolta si Fusarium tricinctum care secreta trichotecene.

Semintele de floarea-soarelui reprezinta si ele un mediu propice pentru dezvoltarea
aflatoxinelor. Rafinarea uleiului reduce substantial din continutul de aflatoxine, deoarece la
tratarea cu alcali se formeaza saruri solubile, care sunt apoi usor eliminate prin tratarea cu
pamant decolorant. S-a remarcat aparitia aflatoxinelor in semintele oleaginoase, deoarece
aceste culturi sunt considerate un substrat excelent pentru sinteza si acumularea de
micotoxine produse de mucegaiurile produse de Aspergillus flavus si Aspergillus
parasiticus. (Hesseltine s.a., 1966) Mai multe seminte oleaginoase sunt utilizate ca
Tnlocuitori ai untului de cacao, acest fapt reprezentand un risc grav, deoarece multe produse
procesate pe baza de cacao sunt vizate pentru consum de catre copii si sugari.

Tn 1981, in vestul Africii au fost analizate 21 de probe comerciale de arahide
provenite din diferite tari. Rezultatele au fost considerate satisfacatoare, deoarece valorile

inregistrate de micotoxine au fost foarte scidzute (<5 ppb in 86% din probe). Cele mai
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contaminate produse au fost arahidele din Brazilia iar Aspergillus parasiticus izolat din
acestea a fost in masurd sa producd > 1100 pg / kg de aflatoxind B1 (Kershaw, 1982).

Recent, Begum si Samajpati (2000) au investigat aparitia micotoxinelor in secard,
mustar, soia si alune. Toate probele au fost colectate de pe pietele locale din Calcutta (India).
Un total de 195 de fungi potential toxigenici au fost izolati din opt probe diferite de seminte
oleaginoase, iar 14 dintre acestea s-au dovedit a fi in masura sa sintetizeze aflatoxina B1 sau
sterigmatocistina. (Begum si Samajpati, 2000)

Micotoxine in fructe, legume si sucuri -fructele si legumele sunt o parte importanta
a unei diete echilibrate, dar pot fi colonizate usor de mucegaiuri care pot sintetiza diferite
micotoxine (Drusch si Ragab, 2003). Astfel, Tn morcovi s-au pus in evidenta aflatoxine ca
urmare a dezvoltarii ciupercii Aspergillus parasiticus. Speciile Aspergillus flavus si
Aspergillus parasiticus se dezvolta pe suprafata citricelor, formand aflatoxine B1 si G1, care
trec apoi in sucul obtinut de la aceste fructe. Tn merele care prezentau zone de putrezire s-a
decelat pana la 25000 pg/kg patulina, iar in 9 din 23 de sucuri de mere analizate s-au
determinat 80000 pg/kg. In cantititi mult mai mici s-a gasit patulina, in sucurile de pere,
gutui si struguri. (Andersen s.a, 2004)

Pe fructele uscate se pot forma aflatoxine, ordinea frecventei fiind
caise>smochine>ananas. Patulina a fost determinata si Th gemuri, deoarece zaharul exercita
un efect de protectie asupra micotoxinelor.

Comitetul comun de experti FAO/OMS pentru aditivii alimentari a instituit pentru
patulina un PMTDI (dozd maxima tolerabila provizorie) de 0,4 pg/kg corp/zi (JECFA,
2001). Tn raportul recent privind evaluarea aportului dietetic de patuline de la grupul de lucru
expert european (www.efsa.europa.eu/publications), s-a ajuns la concluzia cd expunerea
pare a fi mult sub valoarea indicata de JECFA.

In sucul de fructe, o importanta micotoxina este acidul asoclamicic, produs de
Byssochlamys fulva in conservele din fructe pasteurizate (Delage s.a., 2003). Acidul
asoclamicic este acumulat si in sucurile de prune, struguri si ananas, dar este mai putin
important in sucurile de mere, portocale si rosii (Samson s.a., 1996).

O alta micotoxind importanta este citrinina produsa de Penicillium expansum in
sucul de mere si Intr-o masura mai mica in sucurile de struguri. Ochratoxina A, biosintetizata
de Aspergillus carbonarius poate constitui un risc important pentru sucul de mere si struguri.
(Vinas s.a., 1993)

Patulina este considerata cea mai importantd micotoxina din sucurile de fructe si
este produsd de mai multe specii de ciuperci, inclusiv Byssochlamys fulva, Byssochlamys
nivea si Penicilium expansum, acesta din urma fiind principalul microorganism care produce
patuline (Frisvad si Thrane, 1996). Patulina a fost studiata pe scara larga in sucurile de fructe
(Mortimer s.a., 1985; Larsen s.a., 1998), in special in sucul de mere (Scott s.a., 1972;
Mortimer s.a., 1985). Aparitia patulinei in sucurile de fructe este legatd de mai multi factori,
cum ar fi temperatura si activitatea apei sau tratamentele tehnologice in timpul transformarii
fructelor, asa cum este descris de Jackson s.a. (2003). Tn plus, practicile agronomice in

cultivarea fructelor si productia de sucuri au un impact mare asupra aparitiei patulinei Tn
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sucurile de fructe (Martins s.a., 2002). Multe grupuri de cercetare au recomandat ca
produsele din mere destinate consumului uman sa nu contind patulind care depaseste 50 mg/
I. Patulina este distrusa partial prin procesul de fermentare in timpul productiei de cidru
(Ough si Corison, 1980).

Bananele pot fi contaminate cu micotoxine produse de Fusarium sp., acestea fiind
invadate, dupa recoltare, de diferite specii fungice care produc ,putregaiul coroanei”
(Ogundero, 1987). S-a descoperit ca izolatele moniliforme produc doua potentiale
micotoxine: toxina T-2 si zearalenona (Chakrabarti si Ghosal, 1986).

Shenasi si colaboratorii au examinat 25 de varietati de curmale (Phoenix dactylifera)
in diferite stadii de maturare, pentru determinarea aflatoxinelor (Aspergillus spp).
Esantioanele au fost examinate atat in stare proaspatd, cat si in conditii de depozitare
simulate cu umiditate ridicatd. Aflatoxinele au fost detectate in 12% din probe, iar
Aspergillus sp. a fost detectat la 40% dintre soiurile examinate (Shenasi s.a., 2002).

Micotoxine in cafea si cacao -in boabele de cafea verde mucegaita s-a identificat
Aspergillus ochraceus si implicit, ochratoxina A. Cu o frecventd mai mica s-a izolat
Aspergillus flavus, producitor de aflatoxine si Aspegillus versicolor, producator de
sterigmatocistine. Prin préjirea boabelor de cafea, o mare parte dintre micotoxine (70-80%)
sunt distruse.

Tn boabele de cacao s-a identificat Aspergillus parasiticus, producitor de aflatoxine.
Tn probele de cacao din Trinidad si Malaysia s-a determinat un continut in aflatoxine de 28-
65 pg/kg.( www.scrigroup.com/afaceri/agricultura)

Cafeaua poate contine ochratoxina A produsd de Aspergillus ochraceus sau
Aspergillus carbonarius. Studiile efectuate in Brazilia au aritat ca cresterea mucegaiului si
productia de ochratoxina A apar numai in timpul uscarii boabelor de cafea verde, iar daca
uscarea este rapida si eficientd, aceasta micotoxind nu va mai fi produsa.

Tn mod frecvent, ochratoxina A a fost gasitd in cafeaua verde, dar exista incd o
anumita incertitudine in ce masura aceasta este degradata in timpul procesului de prajire si
este transmisd mai departe, de la cafeaua prdjita la cafeaua preparata. Reducerile cauzate de
prajire au variat, dar principala sursd de variatie a fost nivelul scazut de ochratoxina A (in
general <10 pg / kg) in cafeaua verde. Rapoartele au prezentat, de obicei, rate mari de
reducere a ochratoxinei A, cuprinse intre 30 si 90%. Decafeinizarea pare a fi un proces
eficient, ceea ce duce la diminuarea cu 92% a acestei micotoxine n boabele de cafea. Tn
timpul fabricarii cafelei solubile, aproape 80% din ochratoxina A prezenta initial in cafeaua
prajitd si macinatd s-a dovedit a fi transferatd ulterior in cafeaua preparata. (Van der Stegen
s.a., 2001)

Multe studii facute pe cafeaua prajitd au demonstrat ca incidenta ochratoxinei A este
in general scdzuta si ca nivelurile care depasesc 5 ug/kg sunt foarte rare (Levi s.a., 1974).

Datele recent obtinute in Germania, Marea Britanie si Elvetia indica faptul ca,
cafeaua pe piata europeana, are un continut mediu de ochratoxina A de aproximativ 0,8
Hg/kg. Pe baza datelor disponibile privind nivelurile de contaminare cu ochratoxina A si
despre consumul mediu al categoriilor de alimente, s-a calculat ca, cafeaua a contribuit cu
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2-3 ng/kg, 1n timp ce cerealele si vinul au contribuit cu aproximativ 25 si 10 ng/kg greutate
corporald pe saptaimand, respectiv, pana la consumul mediu (OMS, 2001).

Cacaua este un produs foarte important in economia mai multor tari precum Cote
d’Ivoire, Ghana, Camerun, Grenada si Republica Dominicana.(Harrison, 2003) Boabele de
cacao sunt sursa de pudri de cacao, un ingredient comun Tn mai multe tipuri de alimente,
prajituri, biscuiti, mancare pentru bebelusi, inghetatd si dulciuri. In toate aceste regiuni
tropicale, conditiile meteorologice si agronomice sunt favorabile cresterii mucegaiului, Tn
principal Penicillium spp. si, prin urmare, biosinteza ochratoxinei A este inerenta. Cresterea
mucegaiului se poate produce atét pe pastaia de cacao, in timpul fermentatiei si uscarii, Cat
si in timpul transportului si depozitarii, atunci cand continutul de umiditate al boabelor este
mare. Deoarece regiunile in care se cultivd cacao nu sunt Situate Tn imediata apropiere a
instalatiilor de prelucrare, termenele de livrare sunt lungi si prin urmare, este favorizata
colonizarea si cresterea mucegaiului pe boabele de cacao. Un studiu initial al ochratoxinei
A n cacao a descoperit ca aceasta este prezenta la niveluri detectabile, in 67% din probele
analizate. Ochratoxina A s-a gasit la niveluri mai scdzute in untul de cacao decat in fractia
de nonfat (pulbere) (Beckett, 1994).

Tn 1998, a fost efectuat un sondaj pentru evaluarea expunerii consumatorilor din
Marea Britanie la ochratoxina A prin consumul pudrei de cacao si ciocolata. Contaminarea
cu ochratoxina A 1n batoanele de ciocolatd si pudra de cacao a fost in general scazuta, desi
aceasta micotoxina a fost detectata in toate cele 20 de probe de pulbere de cacao analizate si
in trei din cele patru tipuri de batoane de ciocolata luate Th studiu. Avand in vedere probele
de ciocolata, 75% din probe au fost pozitive pentru ochratoxina A, dar la niveluri scazute.
Se concluzioneaza ca existd prea putine motive de ingrijorare cu privire la nivelul de
ochratoxina A in cacao si ciocolata. (MAFF, 1999)

Micotoxine in bauturi fermentate -aflatoxinele au fost determinate in diferite
bauturi alcoolice, fiind detectate mai frecvent Tn cidru, intr-o proportie semnificativa
(91,6%).

Aproximativ 5-10% din aflatoxinele B1, B2, G1 si G2 existente in malf, se vor regasi
ulterior in bere, in cazul utilizarii orzului mucegait la fabricarea berii.

Vinul, sucul de struguri si produsele din struguri sunt alimente contaminate frecvent
de ochratoxina A. Un sondaj asupra a 133 de probe de vinuri provenite din Elvetia a aratat
o concentratie mai mare de ochratoxina A la vinurile rosii decat la vinurile albe sau roze.
(Zimmerli si Dick, 1996)

Dupa prima detectare a ochratoxina A in vin, au fost efectuate mai multe sondaje,
in principal in Europa. Sondajul realizat de Pietri si colab. (2001) a confirmat ca regiunea
geografica de origine a avut o influenta puternica asupra contaminarii cu ochratoxina A, atat
pentru vinurile rosii, cat si pentru cele de desert. Concentratii mari de OTA au fost gésite in
vinurile produse n sudul Italiei, in timp ce probele provenite din centrul si nordul Italiei, au
avut un grad de contaminare redus. Este clar ca diferenta de latitudine (paralela de la 46° la
36°) si diferentele climatice, au influentat contaminarea strugurilor cu mucegaiuri si aparitia
OTA in vinuri.
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In mod similar, Stefanaki s.a. (2003) au observat o tendinti de crestere a
contamindrii cu ochratoxina A pentru vinurile rosii, din nordul pand in sudul Greciei,
indicand ca vinurile rosii de masa au concentratii semnificativ mai mari de ochratoxina A
decét vinurile imbuteliate de calitate superioara.

Ochratoxina A poate contamina nu numai vinul, ci si alte produse din struguri.
Zimmerli si Dick (1996) au analizat continutul de ochratoxina A a sucurilor de struguri
comerciale, rosii si albe. Probele de suc de struguri albi au prezentat continut mai mic de
OTA fata de cele rosii. In perioada 1995-1998, multe probe de suc de struguri au fost
analizate Tn Germania, constatdndu-se o prezentd semnificativa a ochratoxinei A in sucurile
de struguri rosii fata de cele obtinute din struguri albi. (Wolff s.a., 1997)

Otetul este un produs care poate avea continut de ochratoxina A. Majerus s.a..
(2000) a gasit micotoxina in 50% din totalul probelor de otet din vin analizate, probele de
otet balsamic prezentand un nivel mai ridicat de contaminare. Markaki si colab. (2001) a
analizat probe de otet balsamic si au constatat ca 25% dintre acestea au prezentat un nivel
ridicat de contaminare.

Berea poate fi contaminata de asemenea, de o serie de micotoxine, deoarece orzul
si alte cereale folosite la producerea berii, constituie substraturi bune pentru cresterea multor
ciuperci toxigenice. Scott (1996) a revizuit datele privind contaminarea berii pand in anul
1996,evidentiind urmatoarele:

-incidenta ridicatd si concentratiile de aflatoxine si zearalenona in berile locale obtinute n
Africa;

-lipsa detectarii aflatoxinelor si a zearalenonei in berile europene;

-detectarea sporadica de ochratoxina A; incidenta ridicata a deoxinivalenolului in berile
canadiene si europene, in special Tn berile germane;

- aparitia limitata a fumonisinei B1 si B2 in continutul berii.

Din 1996 s-au efectuat numeroase sondaje privind contaminarea cu micotoxine a
berilor produse 1n intreaga lume, din diferite cereale si in diferite conditii de fabricare.
Tangni s.a. (2002) au analizat continutul de ochratoxina A in 62 de beri belgiene si 20 de
beri importate din Danemarca, Franta, Germania, Irlanda, Mexic, Olanda si Scotia. Nici una
dintre aceste beri nu a depasit limita propusa de UE de 20 pg/l. Cu toate acestea, ochratoxina
A a fost detectatd la 60 de beri belgiene si la toate berile provenite din import, nivelurile
medii de contaminare fiind scazute.

Schothorst si Jekel (2003) au analizat continutul de micotoxine din berea de pe piata
olandeza, constatand prezenta deoxinivalenolului peste limita de cuantificare (25 ng /1), in
asa-numitele beri de fermentare de top.

In ltalia, Visconti s.a. (2000), au analizat continutul de ochratoxina A in esantioane
de beri autohtone si din import si au gasit o incidentd de contaminare de 50%, insa cu nivel
sub LMA, fara o diferenta substantiala intre tipurile de bere.

Torres s.a. (1998) au descoperit ca fumonisina B1 s-a depistat la un procent de
43,8% din totalul de 32 sortimente de bere spaniola analizate, inclusiv in unele beri
nealcoolice, intervalul de contaminare fiind destul de ridicat.
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Molto s.a. (2000) au observat ca singura micotoxina detectata in berea argentiniana
a fost deoxinivalenolul, acesta fiind prezent in 44% din probe, 18% dintre acestea prezentand
un nivel de contaminare mai mare de 20 pg/l.

Din aceste date se pot trage urmatoarele concluzii: cu cateva exceptii, S-au inregistrat
n general, niveluri scazute de contaminare, existand o variabilitate mare n ceea ce priveste
gradul de contaminare cu diferite tipuri de micotoxine. Conditiile climatice si sursele de
cereale utilizate la fabricarea berii sunt factorii decisivi care favorizeaza in mod selectiv
cresterea unui anume tip de mucegai, ceea ce explicd incidenta geograficd clara.
(www.academia.edu)

4.2. Sursele secundare (indirecte) de contaminare

n general, accesul micotoxinelor in organism se face prin intermediul alimentelor
contaminate, dar mai poate avea loc si pe calea aerului sau prin contact direct cu pielea.
Majoritatea micotoxinelor sunt rezistente la temperaturi ridicate (coacere, fierbere, prajire),
multe toxine rezistd si la procesarea industriald a alimentelor, de aceea pentru a avea alimente
libere de micotoxine trebuie analizatd Th mod riguros, materia prima care este utilizata la
obtinerea acestora (ex: cereale, legume, fructe, lapte, carne etc).

Uniunea Europeand considera cd datoritd reziduurilor de input-uri, indeosebi de
nitrati si pesticide, siguranta alimentara a cetatenilor este periclitata, incidenta cancerului, a
bolilor cardiace si alimentare fiind prea mare, iar tratamentele mult prea scumpe. In
consecintd, s-a dispus reducerea nivelului recoltelor sub nivelul de fortare a limitelor
biologice ale soiurilor de plante cultivate. Acest lucru se face prin introducerea bunelor
practici in agriculturd si reducerea input-urilor conventionale periculoase. (Www.eufic.org)

In Romania, specialistii considera ca in aparitia incidentei cancerului, micotoxinele
ocupa locul doi dupa consumul de tutun. Foarte periculoasa este insa, lipsa de cunoastere a
fenomenului si ignorarea lui in plan politic si social. In zona rurala, procesul de degradare a
cerealelor depozitate in mod necorespunzator, poate avea loc in depozite improvizate,
improprii stocarii, cerealele devenind o masa bruna, toxicd, impregnata cu hife ale
ciupercilor micotoxice. Consumarea acestora de citre animale duce la Tnlesnirea trecerii
rapide a toxinelor in lapte, oua si carne, cu accesul facil in cadrul lantului alimentar si
implicit, cu producerea de intoxicatii indirecte la oameni. Ficatul este primul organ care
receptioneaza toxinele si incearcd sd le degradeze. La acumularea de cantitati mari de
micotoxine, mitoza inceteazi, celulele nu se mai inmultesc, apar celule canceroase care
prolifereaza si individul devine Th mod sigur susceptibil la boli, uneori putind surveni decese
fard a se afla cu exactitate cauza acestora. (www.ibna.ro/pdf/brosuri/micotoxine-norme-
alimentare)

Rezolvarea problemelor poate fi facuta prin practicarea bunelor practici n
agricultura, care sa asigure salubritatea produselor agricole la nivelul la care nu mai are loc
producerea de micotoxine, nu se mai transmit animalelor i, Th mod implicit, nici oamenilor.

47


http://www.academia.edu/

Masurile care se impun se refera atdt la conditiile de cultivare, dar si la aplicarea de
modalitati corecte de depozitare a produselor agricole. Formarea micotoxinelor Tn cdmp este
influentata puternic de: sistemul de lucrari ale solului, sistemul de fertilizare, asolamentul
utilizat, alegerea soiurilor (ex:soiurile cu paiul scurt produc mai multe micotoxine),
tratamentele fitosanitare aplicate. La depozitare, un rol important Tl are raportul
temperatura/umiditate si durata depozitarii produselor agricole.
(www.toxicologiealimentara.ro)

Expertii considerda ca cea mai eficientda metodd de evitare a urmadrilor
micotoxicozelor este prevenirea infestarii cu fungi a culturilor agricole si supravegherea, in
mod deosebit a produselor alimentare cu risc ridicat de contaminare micotoxica (cereale,
nuci etc). Pentru aceasta, se impune aplicarea a numeroase procedee de analiza biochimica
a alimentelor cu scopul depistarii incarcaturii micotoxice din produsele alimentare.
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CAP. 5. PREVENTIA SI CONTROLUL CONTAMINARII CU
MICOTOXINE

CHAPTER 5. PREVENTION AND CONTROL OF MYCOTOXIN
CONTAMINATION

Metodele de preventie care se pot aplica in vederea evitérii contaminarii micotoxice
sunt mai simple din punct de vedere tehnic si sunt preferabile metodelor de decontaminare.
Masurile de recoltare a produselor agricole, aplicate ih conformitate cu principiile bunelor
practici agricole (ex: cultivarea soiurilor rezistente, a varietatilor noi, rotatia culturilor,
gestionarea bolilor plantelor, controlul daundtorilor etc), precum si masurile de post-
recoltare (ex: transportul si depozitarea adecvate) detin un rol important in diminuarea
contamindrii cu micotoxine. Cu toate acestea, aceste masuri nu pot garanta absenta completa
a micotoxinelor In produsele vegetale, tehnicile de procesare a alimentelor constituind
masuri suplimentare de reducere a nivelului micotoxinelor in produsele alimentare.
Tehnologiile de procesare a alimentelor sunt necesare atat pentru a diminua contaminarea
cu micotoxine, cat si pentru a mentine compozitia nutritionald si calitatea alimentelor.
(www.rompan.ro)

Aceste tehnici ar include aplicarea metodelor fizice, chimice, enzimatice si
microbiene. Tn prezent, ca metode majoritare de diminuare a micotoxinelor, sunt utilizate
tratamentele fizice, in productia de alimente la nivelul Comunitatii Europene.

5.1. Metode preventive
5.1.1. Strategii de prerecoltare

Rotatia culturilor - constituie in general un mod eficace de a reduce riscul
contaminarii U micotoxine, in functie de sursa fungica si specia cultivata. Metoda este foarte
eficienta pentru a reduce contaminarea cerealelor de iarna. Culturile precum cartofii, trifoiul,
lucerna sau alte leguminoase, care nu sunt contaminate de specii de Fusarium sp. (care
afecteazd in general cerealele), trebuie s fie cultivate prin rotatie pentru a reduce
contaminarea substratului de cultura. Cerealele cu bobul mic, cum ar fi graul, trebuie sa fie
semanate numai dupa o evaluare a riscurilor de infectie cu mucegaiuri. Trebuie avutd in
vedere si planta premergatoare precum si eliminarea cat mai rapida a terenurilor de resturile
vegetale.

Alegerea speciilor sau a hibrizilor -se vor alege hibrizi sau specii mai bine adaptate
la natura solului, sau la conditiile climatice si la practicile agricole uzuale. Acest lucru va
reduce stresul plantelor iar cultura respectiva va fi mai protejatd Tmpotriva unei eventuale
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infectii fungice. Se vor utiliza specii de seminte selectionate pentru rezistenta la mucegaiuri
sau insecte parazite, dupa analiza sursei de infestare.(www.rompan.ro/safetycer-project)

Planificarea culturilor — se realizeaza pentru a se evita conditiile climatice care
prelungesc coacerea inh cdmp, Tnainte de recoltare. Uscarea cerealelor trebuie considerata ca
fiind un factor de risc in cazul contamindrii cu mucegaiuri. Trebuie evitata densitatea mare
a plantelor in cultura, din acest motiv recomandandu-se respectarea distantelor optime dintre
randuri si Tntre plante pe rand.

Gestionarea solului si a culturilor - la cultivare, trebuie sa se tind cont de riscurile
eroziunii si de buna gestionare a solului. Toate practicile agricole distrug sau ascund
reziduurile culturilor infectate, aratul permitand reducerea contamindrii culturii urmétoare
cu mucegaiuri. Solul trebuie lucrat astfel incat sa se obtina o arie de semanat grosiera, pentru
a favoriza infiltrarea apei si reducerea la minimum a riscului de eroziune a solului si
pierderea nutrientilor sdi. Este recomandatd pregatirea solului prin efectuarea araturii si
inlaturarea resturilor vegetale de la cultura precedenta, prin sfaramarea foarte fina a acestora
si Tncorporarea in sol astfel incat sa fie facilitatd descompunerea lor rapida si completa.

Trebuie evitat stresul plantelor cauzat de: seceta, frig, carentele in nutrienti. De
exemplu Tn cazul irigatiilor, trebuie sa se reduca la minim riscul ulterior de infestare fungica,
prin evitarea irigérii prin stropire in timpul dezvoltarii organelor florale ale plantelor de
culturd. Pentru a se putea evita ,,slabiciunea" plantelor susceptibila favorizarii unei infestari
CU mucegaiuri, se va avea in vedere asigurarea unui aport optim de nutrienti specifici culturii
respective. (www.informatii agrorurale.ro)

n lupta Tmpotriva mucegaiurilor se utilizeaza, in functie de necesitati, exclusiv
insecticide si fungicide agreate si omologate. Combaterea buruienilor din culturi trebuie sa
se faca prin mijloace mecanice sau cu erbicide omologate.

Pentru evitarea fenomenului de ,,culcare la pamant" a plantelor, se recomanda
folosirea judicioasd a Ingrasamintelor si aplicarea regulatorilor de crestere in vederea
fortificarii culturilor. (www.scrigroup.com/afaceri/agricultura)

5.1.2. Managementul recoltelor

Acesta se realizeaza tindndu-Se cont de urmatoarele aspecte:

- evaluarea calitatii cerealelor inaintea recoltarii, prin efectuarea unei analize rapide pe teren;
- separarea cerealelor pe categorii de calitate in functie de exigentele pietei si de calitatea
culturii (umeda, curata sau uscata);

- recoltarea se va face la o umiditate optima a boabelor, pentru evitarea cresterii continutului
de micotoxine. Tn caz contrar, trebuie sa se tina cont de posibilitatea uscarii acestora;

- evitarea sfaramarii mecanice a cerealelor si contactul cu solul in timpul recoltérii;

- inlaturarea cerealelor cu boabe zbarcite si mici care pot prezenta continut mai mare de
micotoxine decét cele cu dimensiune si aspect normale, prin reglarea corectd a combinei sau
printr-o triere post-recoltare;

- uscarea cerealelor imediat dupa recoltare pentru a se asigura umiditatea recomandata pentru
depozitare;
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- tratamentele preventive care limiteaza dezvoltarea mucegaiurilor in depozitele de cereale
sunt: reducerea umiditatii cerealelor prin uscarea la temperaturi scazute sau moderate si
ricirea acestora prin aerare fortata.

Principalele tipuri de sisteme de uscare in celulele de cereale, sunt:

- prin conditionarea completa a celulelor, incluzand operatiile de uscare, racire, aerare si
depozitare. Celulele de stocare vor fi prevazute cu dispozitive de agitare pentru amestecare
verticald, cu uscare la temperatura intermediara;

- prin uscarea succesiva strat cu strat, cu incarcarea secventiala a celulelor, cu cereale;

- prin recircularea cerealelor uscate de la baza stratului catre suprafata, in timpul procesului
de uscare continua. (Brooker et al., 1992)

Procesul de aerare uscata se realizeaza Tn urmatorul mod: cerealele sunt uscate in primul
rand la temperaturi ridicate apoi sunt transferate fierbinti intr-un spatiu temperat, unde restul
de umiditate este Tndepartat prin aerare fortatd. Daca cerealele umede trebuic sa fie
depozitate, fara a fi mai intdi uscate, mucegaiurile se vor dezvolta Tn cateva zile si vor
provoca “incingerea” masei de produs. Cerealele trebuie sa fie uscate prin aerare, Thaintea
depozitarii, astfel incat sd se reducd la minimum pagubele cauzate de dezvoltarea
mucegaiurilor. In cazul unor loturi care prezinta riscuri diferite de contaminare, se va evita
pe cét posibil, amestecarea acestora, asigurandu-se o separare neta in spatiu pentru aceste
loturi. (www.agro.basf.ro)

5.1.3. Managementul postrecoltarii

Acesta se realizeaza tindndu-se cont de urmatoarele aspecte:

- efectuarea aerarii cerealelor, prin trecerea circulara a aerului in zonele de depozitare, pentru
a mentine o temperaturd corespunzitoare si uniforma Tn toate aceste zone. Scédderea
temperaturii cerealelor si aerarea acestora, sunt metode eficiente pentru a impiedica
dezvoltarea mucegaiurilor.

- efectuarea controlului regulat al umiditatii si a temperaturii cerealelor in timpul depozitarii.
Un miros neplacut poate ardta ca boabele sunt incinse, in cazul in care spatiul de depozitare
este lipsit de ventilatie.

- masurarea temperaturii cerealelor depozitate, la intervale de timp bine stabilite, pe intreaga
perioadd a depozitarii acestora. O crestere a temperaturii poate indica o dezvoltare
microbiana si/sau o infestare cu insecte;

- pentru marfurile ambalate trebuie sa se asigure integritatea ambalajelor; sacii vor fi curati
si uscati, vor fi depozitati pe paleti sau gratare din lemn, avand intercalat Tntre ei un strat
impermeabil.

-reducerea la minim a prezentei insectelor prin aplicarea adecvata a metodelor de intretinere
a spatiilor de depozitare. Separarea cerealelor aparent infestate si prelevarea de esantioane
pentru analiza;
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- folosirea insecticidelor si fungicidelor omologate pentru asigurarea inocuitatii masei de
cereale depozitate. Produsele chimice se vor aplica Tn dozele recomandate, iar acestea nu
trebuie sd influenteze calitatea si siguranta pentru consum a cerealelor.

- folosirea agentilor de conservare agreati (de exemplu acizi organici - acidul propionic)
poate avea efecte benefice pentru cerealele destinate alimentatiei animale. Acidul propionic
si sarurile sale au actiune fungistatica, fiind uneori folosite pentru conservarea cerealelor
recoltate cu o umiditate mai ridicata.

- mijloacele auto destinate transportului cerealelor trebuie sa fie curatate si dezinfectate
inainte si dupa folosire, uscate si lipsite de mucegaiuri vizibile, insecte si alte materiale
contaminante.

- pe durata transportului cerealele vor fi protejate de umezeala, se vor evita fluctuatiile de
temperatura si interventiile care ar putea provoca formarea condensului la suprafetei masei
cerealiere, pentru evitarea aparitiei micotoxinelor.(Tofan C., 2004;
www.zdocs.ro/doc/filiera-cereale)

5.2. Metode curative

in conformitate cu reglementirile FAO/OMS, procesele de decontaminare in
vederea reducerii impactului toxicologic si economic al prezentei micotoxinelor in alimente,
urmaresc urmatoarele:
- sa distrugd, sa inactiveze sau sa indeparteze micotoxinele;
- sd nu produca sau sid nu conducd la aparitia unor reziduuri toxice, mutagene sau
carcinogene in produsele supuse tratamentului decontaminant;
- sa nu modifice proprietatile organoleptice ale alimentului;
-sa asigure distrugerea sporilor fungici si a miceliilor care ar putea sintetiza micotoxine;
- 4 fie accesibile din punct de vedere tehnic si economic (Benigni A. 2016).
Aportul de micotoxine pentru organismul uman si animal se produce prin ingerare de
alimente/furaje contaminate, reducerea acestuia putandu-se realiza prin: limitarea
continutului de micotoxine in produsele alimentare/furaje si inactivarea (reducerea
toxicitatii) acestora in organismul uman sau animal. (Sara si Borbil, 2007)

5.2.1. Metode fizice

Aceste metode prezintd avantajul ca nu afecteaza calitatea produselor alimentare sau
a furajelor supuse tratamentelor si se refera la eliminarea fractiilor prin separarea fizica a
boabelor deteriorate (sparte) si alterate (sortarea, mécinarea, polisarea si extragerea fractiei
usoare). Sortarea si separarea produselor contaminate este benefica prin reducerea nivelului
micotoxinelor la concentratii sigure, fara a produce metaboliti de degradare a toxinelor sau
afectarea negativa a valorii nutritive a alimentelor. (Pearson, T. C., 2004)

Procedeele tehnologice fizice care se aplica cerealelor se refera la: macinarea,
decorticarea cerealelor, umectarea acestora si apoi separarea fractiilor. Tn general,
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micotoxinele tind sa se concentreze diferit in fractiile rezultate la méacinis, (in germene si in
invelig), astfel Tncat printr-o gestionare corespunzitoare a procesului se poate evita
contaminarea cu micotoxine a produselor destinate consumului uman. Prelucrarea fizica a
cerealelor, macinarea si sortarea prin cernere a produselor de macinis, conduc la scaderea
incarcaturii fungice, studiile experimentale indicand faptul ca faina alba provenita din grau
contaminat prezinta continut mai redus de micotoxine, comparativ cu fiina neaga provenita
din acelasi grau, ceea ce Tnseamna ca prelucrarea graului scade semnificativ incarcatura
fungica, proportional cu gradul de prelucrare. (Park, 2002).

Micinarea umeda prezinta avantaje fatd de mécinarea uscatd, deoarece prin
intermediul apei folosita la umectarea cerealelor, se elimind 0 mare parte din fractiile de
micotoxine solubile in apa (aflatoxine, fumonisine si deoxinivalenol). Tn general, cea mai
mare concentratie de micotoxine se regaseste Tn apa de spalare, urmata de prezenta acestora
in fibre, gluten sau germene, amidonul fiind relativ liber de micotoxine (Park, 2002).

Decojirea (polisarea) cerealelor presupune indepartarea straturilor exterioare ale
invelisului cerealelor si este una din cele mai eficiente metode de reducere a continutului
de micotoxine din cereale. Tn cazul porumbului, prin aceast tehnica se reduce continutul de
aflatoxine pana la 93 % ceea ce duce la scaderea riscului de expunere a consumatorilor la
alimente contaminate. (Siwela et al. 2005)

Flotarea si spilarea cerealelor poate duce la o scadere semnificativa a continutului
de micotoxine. Eficacitatea spalarii si umectarii cerealelor este maximizata atunci cand se
realizeaza in combinatie cu indepartarea sparturilor, a boabelor deteriorate si a partilor din
boabe care sunt vizibil contaminate. Ca lichide de spilare pot fi utilizate apa distilata sau
solutiile de carbonat de sodiu. Eficienta decontaminarii este mai mare daca boabele sunt
agitate timp de 4 ore Tn solutie de sare, atingand chiar pragul de decontaminare de 100%.
Eficacitatea sa este legata de natura invaziei fungice (contaminarea la suprafatd sau
adancime) si de caracteristicile toxinelor (aflatoxinele se concentreaza Tn fractiunile bogate
n grasimi, iar fumonisinele solubile Tn apa se concentreaza n apa de Tnmuiere.

Tratamente termice- majoritatea micotoxinelor sunt stabile din punct de vedere
termic. Temperaturile ridicate utilizate pentru prajire, coacere si extrudare pot reduce
contaminarea cu micotoxine, in timp ce preparatele alimentare conventionale procesate la
temperaturi de pana la 100°C, au un efect nesemnificativ asupra majoritatii micotoxinelor.
Inactivarea termica a micotoxinelor este influentata de continutul de umiditate al produsului
alimentar, de concentratia de toxine, de tipul matricei alimentare si de aditivii prezenti in
produs. (Bullerman and Bianchini 2007)

Iradierea- poate fi eficienta fie prin transformarea structurii chimice a
micotoxinelor, fie prin inhibarea cresterii si productiei de micotoxine. Microorganismele
patogene pot fi reduse sau eliminate prin aplicarea radiatiilor neionizante (solare, UV, cu
microunde) si ionizante (radiatii X, gamma). Studii efectuate in 2008, au aratat ca
fotodegradarea aflatoxinelor din cereale reduce nivelurile de toxine cu aproximativ 40%
dupa 3 ore si cu pana la 75% dupa 30 de ore de lumina directa a soarelui. (www.rompan.ro)
Inactivarea micotoxinelor prin gama-iradiere este influentatd de doza de radiatii, tipul de

aliment gi natura micotoxinei. (Www.nutripharm.ro)
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5.2.2. Metode chimice

Tratamentele chimice utilizate pentru detoxifierea sau decontaminarea
micotoxinelor nu sunt autorizate in Uniunea Europeana pentru aplicarea asupra produselor
destinate consumului uman; tratamentele specifice de decontaminare ar necesita o aprobare
speciala de reglementare legislativa. Multe cercetari au investigat metodele de procesare
chimica a alimentelor, pentru capacitatea lor de a indeparta sau inactiva micotoxinele (tabel
nr. 5.1.). Tratamentele chimice pot transforma toxinele in alti metaboliti, a caror toxicitate
trebuie minutios analizata.

Tratamentul cu acizi si baze (ex:acidul propionic, dioxidul de sulf, amoniacul etc)

poate fi utilizat pentru a reduce contaminarea cu micotoxine, dar in urma aplicarii acestuia
pot aparea produse de reactie. Aceste cercetari au evidentiat faptul ca, reducerea nivelului
de micotoxine poate fi obtinuta prin controlul fungilor producitori de micotoxine (Vidal., et
al., 2014). Studiile au aratat ca micotoxinele sunt rezistente la acizii slabi, dar tratamentul cu
acizi puternici a distrus activitatea biologica a aflatoxinei Bl si aflatoxinei G1 prin
transformarea lor Tn alte forme: aflatoxina B2 respectiv, aflatoxina G2 (Karlovsky Petr.,
2016). Pe langa inhibarea aflatoxinelor, acizii carboxilici (acid acetic, acid citric, acid lactic)
inhiba cresterea mucegaiurilor si prin urmare, pot fi utilizati ca si conservanti.
Prelucrarea cu apa oxigenata este una din metodele cele mai eficiente, utilizatd in
special la fabricarea derivatelor proteice. De exemplu, tratarea fainii de arahide la pH de
9,5 timp de 30 minute, la 80°C, cu adaos de apa oxigenatd, asigurd o detoxifiere completd a
produsului(www.scrigroup.com/afaceri/agricultura)

Amonificarea este o procedura care implica tratarea produselor contaminate sau a

furajelor, cu o solutie apoasa de amoniac, amoniac gazos sau hidroxid de amoniu apos.
Solutiile pe baza de amoniu pot fi pulverizate direct pe boabele de cereale sau pe furaje.
Eficienta procesului depinde de temperatura, presiune, umiditate, durata si substrat. (Weng
etal., 1994)
Park et al. (1993) au studiat detoxifierea aflatoxinelor prin amonificare iar rezultatele au
demonstrat eficacitatea si siguranta amoniacului ca o solutie practica pentru detoxificarea
aflatoxinelor din furaje. Tnsa, contrar cercetirilor, amoniacul nu a fost aprobat pana in
prezent in nici o tara pentru utilizarea in detoxifierea alimentelor.

Utilizarea de gaz de dioxid de sulf —se realizeaza pentru controlul contaminarii cu
micotoxine, post-recoltare. Este cunoscut ca un dezinfectant obtinut prin arderea sulfului
elementar si utilizarea fumului rezultat. Dioxidul de sulf (SO2) a fost utilizat pentru
conservarea alimentelor si a bauturilor (Magan, 2007). Tn mod obisnuit, SO2 este utilizat ca
tratament inhibitor fungic pentru a preveni cresterea mucegaiurilor, drojdiilor si a bacteriilor.
Fumigarea cu SO2 a fost testatd pentru depozitarea pe termen mediu a cerealelor, dar s-au
constatat probleme cu coroziunea conductelor utilizate pentru aplicarea SO2 in depozitele
de cereale. Pentru depozitarea pe termen mediu (cca. 5 luni) este necesara o doza de cel putin
4,4% SO2 pentru o pastrare eficientd, dar alte studii au subliniat ca pot fi necesare
concentratii mult mai mari, din cauza adsorbtiei si legarea SO2 la cereale, acest lucru
conducénd la scaderea activitatii antifungice. Rezultatele cercetarilor au aratat ca, In functie
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de continutul de umiditate al graului (20-30%), SO2 gazos a devenit legat de cereale, in
timpul aplicarii tratamentului. (Magan s.a., 2007).

Compararea eficacititii metodelor de decontaminare chimica
Comparison of the effectiveness of chemical decontamination methods

Tabel 5.1
Metoda Micotoxina Eficienta
Acizi si baze
Amonificarea aflatoxine Decontaminarea si  reducerea
semnificativa a toxicitatii
fumonisine Decontaminarea fara modificarea
toxicitatii

Oxidanti si agenti reducatori

Apa oxigenata aflatoxine Efect pozitiv
Bisulfiti aflatoxine Efect pozitiv
Glucoza, fructoza | fumonisine Efect pozitiv

(Magan, 2007)

Administrarea unor substante adsorbante- in furaje, blocheaza in tubul digestiv
toxina si o elimind prin materiile fecale. De exemplu, MYCOAD este un aluminosilicat de
sodiu/calciu activat, cu spectru larg, hidratat, special conceput pentru adsorbtia si retinerea
tuturor micotoxinelor majore care afecteaza sinatatea si productivitatea pasarilor, a porcilor
si bovinelor. Acesta este compatibil cu toate ingredientele alimentare si nu afecteazi
adsorbtia nici unuia dintre componentele furajelor (aminoacizi, vitamine, minerale,
antibiotice, coccidiostatice). Spre exemplu, la aplicarea unei doze de 50-60 g/vacé/zi este
capabil sa reduca semnificativ prezenta aflatoxinei M1 in lapte, sub limita maxima admisa
de legislatie (50ppt). (www.specialnutrients.com)

5.2.3 Metode biologice

Prin "decontaminare biologica" se intelege transformarea enzimatica a micotoxinei
intr-un compus mai putin toxic. S-a incercat degradarea naturala a micotoxinelor cu
microorganisme sau enzime. Metodologiile bazate pe sisteme biologice pentru inactivarea
micotoxinelor se refera la o serie de activitati care incep cu screeningul microorganismelor,
pani la stadiul final al eliminarii/inactivarii acestora. Metodele de inactivare a micotoxinelor
implica cinci etape:
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- selectia culturilor microbiene din probele naturale;

-izolarea si identificarea coloniilor microbiene individuale implicate Th biotransformare;

-investigarea caracteristicilor morfofiziologice ale tulpinilor izolate;

-identificarea si evaluarea toxicitatii produselor eliberate dupa biotransformare;

-purificarea enzimelor functionale si aplicarea decontaminarii extinse. (Chulze., 2010)
Tehnologiile noi in combinatie cu noi agenti de detoxifiere, necesita cercetari si

dezvoltari ulterioare, inainte ca acestea sd poatd fi aprobate de autorititile europene de

reglementare. (www.eufic.org) In lupta impotriva micotoxinelor se dezvolti cercetiri in

urmatoarele directii:

-selectia genetica a plantelor rezistente la contaminarea cu fungi toxigeni;

-producerea de plante transgenice capabile sd inhibe productia fungica a micotoxinelor;

-producerea unor seminte ce contin bacterii endofite, care ar putea exclude dezvoltarea

fungilor toxigeni;

-preinfectarea plantelor de culturd cu specii de fungi netoxigeni, care ar putea constitui

factori de competitie pentru speciile toxigene.

Un exemplu de succes Tn acest domeniu este reprezentat de identificarea unei gene din planta

Arabidopsis thaliana, care codifici o enzima (UDP-glucoziltransferaza), implicatd in

detoxifierea deoxinivalenolului si a zearalenonei Sintetizate de Fusarium sp. (Adam, G. et

al., 2003)

56


http://www.eufic.org/

CAP. 6. EFECTELE CONSUMULUI DE PRODUSE
AGROALIMENTARE CONTAMINATE CU MICOTOXINE

CHAPTER 6. THE EFFECTS OF THE CONSUMPTION OF
AGRICULTURAL PRODUCTS CONTAMINATED WITH MYCOTOXINS

In anumite conditii climatice, mucegaiurile sunt capabile si produca mai mult de o
micotoxind, iar unele micotoxine sunt produse de mai multe specii fungice (Zain, 2011). in
consecintd, acest lucru are ca rezultat coexpozitia la micotoxine multiple si riscul de efecte
adverse asociate, inclusiv carcinogenitatea. Tipul de micotoxind, nivelul si frecventa
expunerii (acute sau cronice) afecteaza manifestarea bolilor, precum si Varsta, indicele de
masa corporald, sexul, problemele de sdnatate concomitente si posibilele efecte sinergice ale
altor substante chimice la care se afla expus individul. ( Peraica s.a., 1999).

Toxicitatea acutd are, in general, un debut rapid si un raspuns toxic evident, in
timp ce foxicitatea cronicd se caracterizeaza prin expunerea la doze mici pe o perioada lunga
de timp, ceea ce poate duce in cele din urma la tumori maligne si alte efecte daunatoare
permanente (Peraica s.a., 1999). Multe micotoxine prezinta toxicitati suprapuse la animale,
plante si alte organisme. Tipul si mecanismul de actiune al micotoxinelor din sistemul
biologic, determina rolul acestora in cauzarea cancerului si contribuie la efecte adverse
asupra sanatatii. Natura chimicd a majoritdtii micotoxinelor le face compusi foarte
liposolubili care pot fi absorbiti de la locul expunerii, cum ar fi tractul gastro-intestinal si
respirator, pand la fluxul sanguin, unde pot fi disimilati in tot corpul, ajungand la diferite
organe cum ar fi: ficatul si rinichii.

Micotoxinele au o puternica tendintd si capacitate de a penetra celulele umane si
animale si de a provoca modificari genetice majore si permanente ale genomului celular.
Aceste mutatii duc la dereglarea cresterii celulare si ulterior, la dezvoltarea cancerului.
(Adam s.a., 2003).

Tn contextul asigurarii sigurantei alimentelor si pentru a proteja consumatorul de
efectele ddunatoare ale micotoxinelor, Uniunea Europeana a stabilit reglementéri legislative,
stabilindu-se niveluri maxime permise (ML) in produsele alimentare si valorile aportului
zilnic tolerabil (TDI) sau valorile provizorii ale consumului zilnic maxim tolerabil (PMTDI).
Pericolul prezentat de micotoxine si prezenta lor inevitabild in alimente a determinat
autoritatile publice sa adopte politici riguroase de control. (www.food-info.net)

Agentia Internationald pentru Cercetarea Cancerului (IARC) al Organizatiei
Mondiale a Sanatatii (OMS) pune un accent puternic pe studiile epidemiologice umane
pentru clasificarea carcinogenititii (IARC, 1993a, 2012), iar Tn acest sens a emis o clasificare
a micotoxinelor in functie de efectul lor cancerigen. Tn tabelul 6.1. sunt prezentate
micotoxinele clasificate de programul de evaluare a IARC, 2012.
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Micotoxinele clasificate de citre IARC, care identifica si evalueazi cauzele de mediu
ale cancerului la om
Mycotoxins as classified by the IARC, which identifies and evaluates environmental
causes of human cancer

Tabel 6.1.

Clasificarea IARC

Micotoxina (IARC,2012)

carcinogenitatea sa la om

Grupa | agentul  este  cancerigen | AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1
pentru oameni
Grupa ll agentul este presupus ca fiind | OTA
cancerigen pentru oameni
FB1, FB2
STC
Fusarin C
Grupa Il | agentul nu este clasificabil in | DON
ceea ce priveste
ZEN

Fusarenone X

CIT

PAT

Grupa IV | agentul probabil nu este
cancerigen pentru oameni

Abrevieri: AFB1- aflatoxina B1; AFB2- aflatoxina B2; AFG1- aflatoxina G1; AFG2- aflatoxina G2;
AFM1- aflatoxina M1; CIT- citrinina; DON-deoxynivalenol; FB1- fumonisina B1; FB2- fumonisina
B2; OTA- ochratoxina A; PAT- patulina; STC- sterigmatocistina; ZEN- zearalenone.

Pentru a investiga riscul de cancer produs de micotoxine la oameni, au fost efectuate
studii epidemiologice, Tndeosebi in contextul cancerului hepatic, fiind examinate diferite
matrici de expunere, cum ar fi: sngele, plasma, urina, fecalele, tesutul hepatic, precum si
produsele alimentare. (www.academia.edu) Tn tabelul 6.2 sunt prezentate micotoxinele
observate in studiile selectate si diferitele tipuri de cancer pentru care a fost investigata o

relatie.
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Micotoxinele si posibilele efecte cancerigene
Mycotoxins and possible carcinogenic effects

Tabel 6.2.

Micotoxina Efecte cancerigene Subtipuri de cancer

Aflatoxine Cancer hepatic primar | Carcinom hepatocelular
Colangiocarcinom (tumoare maligna in
caile biliare)

Fumonisina B1 Cancer hepatic primar | Carcinom hepatocellular
Zearalenona Cancer de san -
Cancer de col uterin
(IARC, 2012)

Efectele toxice asociate micotoxinelor sunt prezentate succint in figura 6.1.
Majoritatea datelor referitoare la producerea bolilor de catre micotoxine la om, rezulta din
extrapolarea datelor referitoare la animale si din datele epidemiologice care, din pacate, sunt
limitate ca numar. Principalele organe afectate de micotoxine sunt: ficatul, rinichii,
epiderma, inima, creierul. (www.micotoxins.org)

ACTIVITATE CARCINOGEMNIC
TREMOGENICA

Penitrem Aflatoxina
Penicillium crustosum Aspergillus flavus

AFECTAREA
SISTEMULUINERVOS HEMORAGIE LA NIVELUL

PLAMANILOR SI CREIERULUI

MICOTOXINE

Slaframine

Rhizoctonia leguminicola Aspergillus clavatus

NEPROTOXIC HEMORAGIE LA
NIVELUL FICATULUI
Uchratoina Rubratoxin
Aspergillus ochraceus Penicillium rubrum
OESTROGENIC TULBURAR
GASTROANTESTINALE
Zearalenona Austdiol
Fusarium graminearum Aspergillus ustus

Fig. 6.1 Efectele toxice asociate micotoxinelor
Fig. 6.1 Toxic effects associated with mycotoxins
(www.scrigroup.com/afaceri/agricultura)
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6.1 Efecte consumului de produse contaminate cu aflatoxine

Aflatoxinele sunt metaboliti secundari eliberati de ciupercile Aspergillus flavus si
Aspergillus parasiticus, care s-au dovedit a fi extrem de toxici si cariogeni. Diferitele
investigatii de laborator au confirmat carcinogenitatea ridicata a acestor compusi chimici si
modul in care sunt asociati cu multe tipuri de cancer de ficat si rinichi. Agentia Internationala
de Cercetare a Cancerului (IARC) a clasificat aflatoxinele (B1, B2, G1, G2 si M1) drept
grupul de carcinogeni de grad I cu risc crescut de carcinom hepatocelular. (IARC, 2012)

Dintre aflatoxine, s-a constatat ca B1 si G1 sunt cele mai toxice, cu cel mai mare
efect cancerigen asupra celulelor. Acestea pot avea efecte acute si cronice: varsaturi, dureri
abdominale, edem pulmonar si cerebral, coma, convulsii si chiar moarte. Toxicozele acute
apar mai rar in térile dezvoltate, insa formele cronice constituie o problema la nivel mondial,
datorita efectelor cancerigene, teratogene, hepatotoxice, mutagene si imunosupresive, pe
care le produc. (IARC, 2012)

Produsele alimentare care pot fi contaminate cu aflatoxine includ: cerealele (grau,
porumb, sorg, mei, orez), semintele oleaginoase (arahide, soia, floarea-soarelui, bumbac),
condimente (ardei iute, piper negru, coriandru, turmeric, ghimbir), nuciferele (migdale,
fistic, nuci, nuca de cocos) si laptele. Tn mod frecvent, aflatoxinele se gasesc si In frunzele
de tutun contaminate (Binder EM., 2007). Acestea pot fi prezente si in solul uscat, putand
migra in panza de apa freatica si astfel, existand posibilitatea ingerarii de catre oameni si
animale, prin apa potabila.(Paterson R. s.a, 2010)

Aflatoxina B1 este un metabolit toxic care produce probleme serioase pentru
sanatatea publicd, avand un rol activ in provocarea carcinogenezei hepatice si extrahepatice
atat la oameni, cat si la animale (fig. 6.2). S-a stabilit ca cca. 50% din carcinoamele
hepatocelulare au fost descoperite in zonele in care s-au depistat niveluri ridicate de
contaminare cu aflatoxind B1 in alimente. Se considera ca inhalarea aflatoxinei B1 provoaca
cancer pulmonar primar datorita activarii acesteia la forma sa biologic activa (8, 9-epoxid).
(www.mycotoxins.info)

Aspergillus flavus se giseste in mod obisnuit in cereale, citrice si arahide fiind una
din speciile de mucegai cunoscute ce produc aflatoxina, care poate cauza hepatite acute,
imunosupresie si carcinom hepatocelular. La om, in cazuri rare, Aspergillus flavus Tsi poate
continua ciclul de viata in interiorul corpului, cu localizare cefalica, producand aspergiloza
intracraniana, care este o boala foarte grava, de cele mai multe ori letald. Ciuperca invadeaza
arterele din zona creierului si cauzeaza infarctul cerebral. Tn general, aspergiloza apare la
pacientii imunocompromisi sau mai poate sd apara la agricultori, sporii de Aspergillus flavus
localiz&ndu-se n sinusul paranazal. Aceasta ciuperca produce in principal aflatoxinele B1 si
B2, neavand rol in producerea celor de tip G1 si G2, in timp ce Aspergillus parasiticus le
produce pe toate patru. (www.mycotoxins.info)

Eliminarea aflatoxinelor din organismul uman se realizeaza prin urmétoarele cai: pe
cale biliara (cca, 60% din continutul total), pe cale urinara (eliminarea metabolitilor ce
servesc ca markeri in intoxicatii), prin lactatie (doar aflatoxina M1).
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Organul tintd care sufera leziuni grave in cazul intoxicatiilor cu aflatoxine este ficatul (fig.
6.2) Aflatoxicoza acutd se poate manifesta prin hemoragii, insuficientd hepatica acuta si
chiar deces. Doza mortald difera de la un individ la altul si depinde de mai multi factori cum
ar fi: cantitatea de aflatoxind ingeratd, varsta, starea de sanitate si starea de nutritie.
Consumul unei cantititi mai mici de aflatoxind, dar timp mai Indelungat, duce la aparitia
intoxicatiei cronice. Efectele si simptomele sunt In general greu de pus in evidenta atat din
cauza intensitatii reduse, dar mai ales din cauza caracterului lor nespecific. Aflatoxicoza
cronica trebuie suspectatd cand in lipsa altor cauze evidente, apar tulburari digestive
persistente Insotite de reducerea sporului in greutate. (www.toxicologiealimentara.ro)

Fig. 6.2 Cancer de ficat ( newsmed.ro)
Fig. 6.2 Liver cancer

Contaminarea unui produs alimentar sau furajer cu micotoxine nu presupune
prezenta obligatorie a fungului elaborator sau modificarea caracteristicilor organoleptice ale
produsului (aspect, culoare, miros, gust), ceea ce face imposibila decelarea micotoxinei, daca
alimentele si furajele nu sunt supuse unui control micotoxicologic riguros, efectuat periodic.
(www.toxicologiealimentara.ro)

6.2 Efectele consumului de produse contaminate cu ochratoxine

Ocratoxinele sunt micotoxine produse de unele specii de Aspergillus sp. si
Penicillium sp., cum ar fi: A. ochraceus si A. niger, P. verrucosum si P. carbonarius (Trenk
H.L., 1971), ochratoxina A fiind cea mai frecventa si avand cel mai mare grad de toxicitate.
(Cavin C. et al.,2007)

Ochratoxinele se gasesc in cereale, cafea, fructe uscate si vin rosu, dar se pot
acumula si in carnea animalelor astfel incat, carnea si preparatele din carne pot fi
contaminate cu aceste micotoxine. (Duarte S.C. et al.,2010)

61


http://www.toxicologiealimentară.ro/

Ocratoxina A poate produce efecte diferite asupra oamenilor si animalelor, dar
nefrocarcinogenitatea pe care o manifesta, s-a dovedit a avea cel mai important efect (Fig.
6.3), genele responsabile pentru leziunile renale si regenerarea celulara fiind influentate
semnificativ de aceastd micotoxina. (Marin-Kuan M. et al.,2006)

Fig. 6.3 Cancer renal (esanatos.com)
Fig. 6.3 Kidney cancer

Tn plus, s-a stabilit ca ocratoxina A are o influenta redusi asupra genelor implicate
in sinteza si repararea ADN-ului, si o influentd minima asupra genelor responsabile de
apoptoza (moarte celulard). (Dorrenhaus A. et al.,2000) De asemenea, s-a descoperit ca
ocratoxina A are efecte asupra genelor nefrotice in rinichi, care sunt responsabile pentru
detoxifierea chimica si apararea antioxidanta in interiorul celulei. Acest lucru, la randul sau,
afecteaza mecanismul de aparare al celulei, provocand 1n acelasi timp o crestere a stresului
oxidativ la rinichi, care contribuie la natura cancerigena a ocratoxinei A.

Ocratoxina A are o activitate genotoxica asupra ADN-ului celular, urmata de
metabolismul oxidativ, care joacd un rol major in carcinogeneza renald indusd de
ochratoxina. (Lioi M.B. et al.,2004; Pfohl-Leszkowicz A. et al., 2012).

Este clasificatd ca fiind o micotoxind nefrotoxicd omniprezentd, implicatd in
tumorile tractului urinar, este asociata cu incidenta tumorilor epiteliale ale tractului urinar
superior, fiind responsabila pentru nefropatia endemica umana din Balcani. Din acest motiv,
a fost clasificata de Agentia pentru Cercetarea Cancerului, ca fiind un posibil cancerigen
apartinand grupei 2B (IARC, 2005; Castegnaro s.a. 1999).

Un studiu asupra rozatoarelor a sustinut implicarea ochratoxinei A in dezvoltarea
cancerului de sin prin afectarea genetica. Studiul a dus la ipoteza ca ocratoxina A poate
provoca cancer de san si la om. (Fig. 6.4)
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Fig. 6.4 Cancer de san (www.doctorulzilei.ro)
Fig. 6.4 Breast cancer

S-a emis ipoteza ca ocratoxina A este implicata si n aparitia cancerului testicular,
care este unul dintre cele mai frecvente cancere ce afecteaza barbatii tineri, Tndeosebi n
zonele unde consumul de alimente contaminate cu ocratoxina A de catre femeile Insarcinate
si de catre copii, este semnificativ. Acest fapt ar provoca aparitia de leziuni in ADN-ul
testicular, in timpul pubertatii, care se vor transforma ulterior in cancer testicular. (Dunnick
J.K. etal.,1995)

6.3 Efectele consumului de produse contaminate cu zearalenona

Zearalenona prezinta activitate hormonald la multe specii de animale, ceea ce o
face genotoxicd, cancerigena sau ambele in acelasi timp (Moss M.O., 2002) si poate induce
modificari in organele de reproducere si sistemele multor animale de laborator, precum
soareci, sobolani si diferite animale domestice, cum ar fi caii. Datorita acestei abilitati, se
presupune ca zearalenona poate fi implicatd in producerea cancerului organelor de
reproducere atat la oameni, cat si la animale. Aceasta micotoxina s-a dovedit a fi cancerigena
si capabila sd produca tumori hipofizare (fig. 6.5) si adenoame hepatocelulare. (Schothorst
R.C..van Egmond H.P., 2004)
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hipofiza sanatoasa

tumora hipofizara

Fig.6.5. Tumora hipofizara (www.reginamaria.ro)
Fig. 6.5 Pituitary tumor

O incidenta ridicata a cancerului esofagian (fig. 6.6.) a fost descoperita in zonele
cu contaminare micotoxinicd care include si zearalenona, iar aceastd micotoxind are
capacitatea de a induce papiloame hipercheratotice Tn epiteliul scuamos esofagian (Marasas
W.F. et al., 1979), acest fapt sugerand implicarea zearalenonei si in aparitia si dezvoltarea
tumorilor in tractul digestiv. (Richard J.L., 2007)

Fig. 6.6. Cancer esofagian (www.clinicaoncologieseverin.ro)
Fig. 6.6 Esophageal cancer

Un studiu efectuat pe soarecii carora li s-a administrat o doza de zearalenona prin
alimente, a aratat capacitatea acesteia de a induce adenoame hepatocelulare si cauzeaza
leziuni ale ADN-ului, prezentand aducti de ADN in rinichi si ficat. S-a demonstrat ca
rezultatele acestui studiu au confirmat genotoxicitatea si capacitatea zearalenonei de a
induce adenoame hepatocelulare la soareci (Pfohl-Leszkowicz A. et al., 2012). Aceste
rezultate pot fi folosite pentru a ipoteza implicarea zearalenonei in aparitia cancerului de
ficat, rinichi si a altor tipuri de cancer, la oameni.
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Potentialul cancerigen al zearalenonei la subiectii umani a fost supus unui lung sir
de teste 1n ultimele decenii, fiind evaluat de catre Agentia Internationald pentru Cercetare in
Domeniul Cancerului (IARC), cu Tncadrarea acesteia in grupa 3 de toxicitate (www.iarc.fr).

Studii efectuate demonstreaza faptul ca zearalenona aflatd in concentratii ce
depdsesc limitele maxime admise (50 pg/kg) in alimentatia copiilor mici, poate constitui
cauza inducerii pubertatii precoce la acestia. (http://ec.europa.eu/food/fs) Aceasta
micotoxind afecteazd endocrinitatea fiind asociata cu manifestari clinice de
hiperestrogenism la om, inclusiv modificiri pubertare precoce la copiii mici, precum si
ginecomastie cu atrofie testiculara la barbati. Efectele majore ale zearalenonei se manifesta
si asupra capacitatii de reproducere la femei, aceasta afectand organele de reproducere si
functiile lor, care duc in cele din urma la o afectiune numitd hiperestrogenism. (Kuiper-
Goodman T., 1987)

Conform datelor existente la nivel global, Comitetul de cooperare stiintifica pe
probleme referitoare la produsele alimentare (SCOOP) subliniaza faptul ca la momentul
actual, aportul alimentar de zearalenona din alimentele consumate de populatia statelor
membre ale UE, (painea reprezentand componenta principald), nu depéseste doza zilnica
maxima admisa (ec.europa.eu/food).

6.4 Efectele consumului de produse contaminate cu fumonisine

Fumonisinele reprezinta un alt grup de micotoxine care este produs de speciile
Fusarium sp. S-au depistat trei tipuri de fumonisine B1 (FB1), B2 (FB2) si B3 (FB3), toate
acestea fiind izolate din porumb. (FAO, 2017)

Fumonisina este un agent potential cauzator de cancer la om (Fink-Gremmels J.
et al.,1999). Un experiment efectuat pe sobolani a confirmat cd fumonisina Bl este
hepatocarcinogena si hepatotoxica (Howard s.a., 2001). S-a dovedit ca fumonisina B1 este
implicata in dezvoltarea carcinoamelor renale la sobolanii masculi si a cancerului hepatic la
soarecii femele, afectiuni care ar putea apdrea si la om. (Dragan Y.P.,2001)

Fumonisinele au fost corelate cu aparitia bolii neurodegenerative si incidenta
cancerului esofagian atat in Africa de Sud, cit si in Africa de Nord si China. (Huang
s.a.,2007) Aceste micotoxine pot provoca boli neurodegenerative (fig. 6.7.) de aceea, se
impune studierea modului de actiune a acestora, prin studierea efectului lor asupra diferitelor
gene din creier, pentru a se detecta daca sunt implicate in provocarea cancerului si tumorilor
cerebrale. (Huang s.a., 2007)
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Distorted
brain tissue

Fig. 6.7. Tumora cerebrala (www.esdnitos.com)
Fig. 6.7 Brain tumor

6.5 Efectele consumului de produse contaminate cu trichotecene

Deoxinivalenolul (DON; vomitoxina) si nivalenolul sunt micotoxine trichotecene
produse de Fusarium graminearum. Simptomele intoxicatiei la om includ anorexie, greata,
varsaturi, cefalee, dureri abdominale, diaree, frisoane, vertij si convulsii. O serie de aparitii
ale bolilor acute transmise prin alimente, care implica simptome gastro-intestinale, au fost
atribuite consumului de cereale contaminate cu deoxinivalenol. (Luo 1988)

Alaturi de alte trichotecene, deoxinivalenolul si nivalenolul cauzeaza o varietate
de efecte imunologice la animalele de laborator, ducand la susceptibilitate crescutd pentru
diverse boli microbiene. Aceste toxine nu par a avea efecte cancerigene, insa pot actiona
sinergic cu aflatoxinele. (www.academia.edu)

Toxina T-2 este o micotoxind trichotecend, consideratd ca avand actiune
imunosupresoare, citotoxica, limfocitica si carcinogend in celulele mamiferelor. (Chu s.a.,
1971) Aceasta este capabild sd inducd pauze in ADN-ul limfocitelor atunci cand este
administratd in vivo si in vitro si odatd ce celulele fibroblaste sunt tratate cu aceastd
micotoxind, va avea loc sinteza neprogramata a ADN. (Schoental R., 1985) Sensibilitatea
animalelor nou-nascute si a celor tinere, la toxina T-2 este mai mare decét la animalele adulte
si provoaca un grad ridicat de edem si toxicitati cutanate prin actiune directa asupra vaselor
capilare. (Ueno Y., 1984)

In prezenta aflatoxinei B1, trichotecenele vor spori hepatocarcinogeneza indusi
de aflatoxina B1 (Ueno Y., 1992). Desi s-a descoperit ca in conditii experimentale atat in
vivo cit si in vitro, nu au avut loc daune la nivelul ADN-ului hepatic, toxina T-2 are
capacitatea de a reduce raspunsurile la mitogeni din limfocitele umane in vitro. (Schothorst
RC. etal., 2004)

Expunerea la micotoxine trichotecene poate activa apoptoza atat in vitro, cat si in
vivo, in multe organe cum ar fi: organele limfoide, tesuturile hematopoietice, ficatul,
intestinul, maduva osoasa (fig.6.8.) si nu in cele din urma, timusul (Rocha s.a.,2005); poate
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inhiba sinteza proteinelor (Pestka J.J.,2007) si s-a constatat cd induce necroza celulara si
cariorexie n tesuturile divizoare ale mucoasei intestinale, maduvei osoase, splinei,
testiculelor si ovarelor. (Yazar S. et al., 2008)

osteosarcom femural

Fig. 6.8. Cancer osos (www.bethlen-foundation.ro)
Fig. 6.8 Bone cancer

6.6 Efectele consumului de produse contaminate cu patulina

Patulina este o micotoxina capabila sd provoace mutatii genetice in diferite celule,
la mamifere (Schumacher s.a., 2005). Administrarea de patulind la animale, a aritat ca
induce dezvoltarea celulelor tumorale maligne, ceea ce a dovedit efectul cancerigen al
acestei micotoxine, care poate fi ipotezat si la oameni. (Stewart SG., 1968)

Patulina este mutagena, cancerigend si teratogena, avand tendinta de a induce
leziuni intestinale (Mahfoud s.a., 2002) si are capacitatea de a ataca ADN-ul celular la
oameni, fapt care poate duce la dezvoltarea tumorilor si aparitia cancerului. S-a demonstrat
ca toxicitatea patulinei pentru celulele intestinale implicd o inactivare a proteinei tirozin-
fosfatazd (PTP), care este un regulator cheie al functiei de barierd epiteliald intestinala. Pe
de altd parte, scaderea rezistentei transepiteliale a acestei proteine poate duce la deteriorarea
celulelor intestinale si producerea cancerului de stomac (Mahfoud s.a, 2002). Aceste dovezi
indica implicarea patulinei in dezvoltarea cancerului intestinal si a cancerului de stomac la
om. (Fig. 6.9.)
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Stomach
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Fig. 6.9. Cancer de stomac (www.scumc.ro)
Fig. 6.9 Stomach cancer

Pana in prezent, studiile care investigheaza efectele potentiale ale expunerii la
micotoxine asupra riscului de cancer, s-au concentrat pe expunerea la micotoxine unice si
efectele lor acute asupra sanatitii. Cu toate acestea, studiile in vivo folosind animale de
fermd au ilustrat un set complex de posibile efecte sinergice, aditive, subaditive sau
antagoniste asupra sanatitii animalelor atunci cand s-au administrat amestecuri de
micotoxine (Bensassi s.a., 2014; Speijers s.a., 2004). Atunci cand sunt expuse cronic la
micotoxine multiple, interactiunile complexe pot duce la orice numar de efecte mentionate
anterior (Bensassi s.a., 2014). De exemplu, citrinina actioneaza sinergic cu ochratoxina A
asupra rinichilor ( Speijers s.a., 2004).

Putine studii la oameni au abordat in mod specific asocierile dintre expunerea la
micotoxine si riscul de cancer, chiar daca existd multe dovezi care leaga aceste micotoxine
de efectele negative asupra sanatatii, inclusiv genotoxicitatea.

La nivelul Comunititii Europene au fost emise mai multe reglementari si
recomanddri pentru a minimiza concentratiile de micotoxine permise in alimente si furaje
(Zain s.a., 2011).
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Partea Il - CERCETARI PROPRII
PART TWO - OWN RESEARCH

CAP. 7. CONTRIBUTII PROPRII PRIVIND CERCETAREA
MICOTOXINELOR

CHAPTER 7. OWN CONTRIBUTIONS TO MYCOTOXIN RESEARCH

7.1 Motivatia, scopul si obiectivele cercetarilor

Motivatia studierii incidentei micotoxinelor in produsele agroalimentare s-a datorat
urmatoarelor aspecte:
- precaritatea cercetarilor privind prevalenta si nivelul micotoxinelor in produsele
agroalimentare la nivelul judetului lasi;
- recomandarile EFSA (Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentelor) de studiere a
potentialei cresteri a contaminarii micotoxinice a produselor agroalimentare din Uniunea
Europeana, cu scopul credrii, pe baza analizei datelor obtinute, a modelelor predictive, a
scenariilor definite si a hartilor care sa localizeze zonele in care este posibila o potentiala
contaminare a produselor alimentare;
- necesitatea impusa de toxicitatea ridicata, a evaluarii gradului de contaminare a produselor
vegetale, in scopul protectiei starii de sanatate a consumatorilor.

Scopul cercetarilor a vizat evaluarea prezentei si gradului de contaminare micotoxinica
a diferitelor produse alimentare de origine vegetald, precum si stabilirea cauzelor si surselor
de aparitie a acestora in conditiile judetului Iasi, in perioada 2015-2020.

Obiectivele stabilite Tn vederea atingerii scopului urmarit au fost urmatoarele:

» identificarea principalelor micotoxine prezente in produsele alimentare de origine
vegetald, din judetul Iasi;

» evaluarea nivelului de contaminare micotoxinica a diferitelor categorii de produse
agroalimentare, la nivelul judetului lasi;

» urmadrirea dinamicii anuale a prevalentei micotoxinelor in produsele agroalimentare;

> stabilirea si analizarea surselor de contaminare cu micotoxine pentru produsele
alimentare de origine vegetala luate Tn studiu;

» efectuarea trasabilitatii produselor alimentare de origine vegetala studiate si
analizarea cauzelor contaminarii micotoxinice a acestora.
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Activitatile specifice care au fost desfasurate pe durata efectudrii cercetarilor au constat

e prelevarea probelor de produse agroalimentare si pregatirea preliminara a acestora;
o efectuarea analizelor de laborator;

e interpretarea rezultatelor obtinute;

o evaluarea gradului de contaminare micotoxinica a produselor analizate;

o evaluarea surselor principale de contaminare;

o evaluarea surselor secundare de contaminare;

e stabilirea concluziilor si recomandarilor.

7.2 Materiale si metode de cercetare

Determinarile privind micotoxinele au fost efectuate in perioada 2015-2020, din probe
de produse agroalimentare (cereale, faina de grau, gluten din grau, gris, malai, tarate de grau
etc), care au fost prelevate Tn mod aleatoriu, dupa o strategie de prelevare obiectiva, atat din
unidtti de depozitare, de procesare cat si din unititi de comercializare a produselor
agroalimentare, de pe raza judetului lasi.

Prelevarea probelor a fost realizatid pe baza unei proceduri de lucru prestabilite, Tn
conformitate cu anexa nr. 1 a Regulamentului CE nr. 401/2006 care stabileste modalitatile
de prelevare de probe si metodele de analiza pentru controlul oficial al continutului de
micotoxine din alimente.

Determinarile privind continutul de micotoxine din probele de produse vegetale
prelevate, au fost efectuate in cadrul Laboratorului Sanitar Veterinar si pentru Siguranta
Alimentelor Tasi, prin metodele ELISA si HPLC/LC, aceste metode fiind validate si
acreditate.
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CAP. 8. IDENTIFICAREA SI MONITORIZAREA
MICOTOXINELOR

CHAPTER 8. IDENTIFICATION AND MONITORING OF MYCOTOXINS

Programul de supraveghere micotica si micotoxinica a alimentelor si a hranei pentru
animale, trebuie sa fie aplicat in egald masura, atdt fermelor producitoare de substraturi
vegetale, depozitelor de receptie a cerealelor, fabricilor de procesare a nutreturilor
combinate, fermelor de crestere a animalelor, precum si unitatilor de fabricare a produselor
alimentare, pe principiul ,,de la furca la furculita”.

Este interzisd punerea pe piatd a alimentelor contindnd un contaminant intr-0
cantitate consideratd inacceptabild din punct de vedere al sanatitii umane. In plus, nivelul
de contaminare micotoxinica trebuie mentinut cat mai scazut posibil prin utilizarea bunelor
practici la toate nivelurile de productie, prelucrare, procesare, preparare, tratament,
ambalare, depozitare si transport a produselor alimentare.

8.1 Pregatirea preliminara si esantionarea probelor

Pe baza continutului de micotoxine determinat in probele de laborator se verifica
conformitatea produselor alimentare cu limitele maxime admise stabilite de Regulamentul
(CE) nr. 1881/2006 care legifereaza nivelurile maxime pentru anumiti contaminanti. Pentru
produsele alimentare, Regulamentul (CE) nr. 401/2006 stabileste modalitatile de prelevare
de probe si metodele de analizd pentru controlul oficial al continutului de micotoxine din
alimente.

Prelevarea probelor de produse supuse analizelor de laborator se face dupa proceduri
de lucru prestabilite. Probele se preleveaza numai pentru produsele de origine vegetala care
au previzute limite maxime ale micotoxinelor in legislatia comunitara. Tncepand cu anul
2009 s-a impus prelevarea de probe si pentru monitorizarea continutului de micotoxine la
anumite produse ce nu au limite maxime admise prevazute de legislatia in vigoare, dar care
sunt recomandate a fi monitorizate de catre Comisia Europeana (ex.: toxina T2/HT2),
precum si in vederea elaborérii evaluarii de risc pentru anumite situatii particulare.

Micotoxinele sunt distribuite neuniform Tntr-un lot, de aceea se iau toate masurile
necesare pentru a se asigura ca proba prelevata este reprezentativa pentru lotul in cauza. Prin
urmare, este necesar sd se preleveze un numér mare de probe elementare din diferite locuri
ale lotului respectiv, conform normelor legislative adoptate. In cazul micotoxinelor este
esential ca actiunea de prelevare sa se desfisoare corect deoarece este imposibila stabilirea
unei masuri ulterioare, pe baza analizei unei probe nereprezentative.
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Esantionarea este o tehnica prestabilita prin care proba recoltata dintr-un produs este
divizatd in parti egale, iar una dintre acestea, aleasd In mod aleatoriu, va reprezenta
esantionul, care va fi analizat. Rezultatele obtinute vor fi extrapolate la lotul initial de produs.
Esantionarea trebuie sa respecte cu fidelitate insusirile ce caracterizeaza produsul supus
analizei, fiind o etapa foarte importanta in cadrul tehnicii de apreciere a calitatii unui produs,
deoarece atat procedura de esantionare cat si modul cum aceasta este realizatd, contribuie
semnificativ la incertitudinea rezultatului analizelor efectuate.

8.2 Metode de prelevare a probelor

Prelevarea aleatorie este o metoda de prelevare in care fiecare element al populatiei
tintd are aceeasi probabilitate de fi selectat. De exemplu: o prelevare aleatorie dintr-un lot
contine mai multe probe elementare prin unirea carora se formeaza proba globala.

Prelevarea cluster presupune prelevarea aleatorie a unor grupuri, nu a unor
individualitdti. Toti membrii grupurilor selectate au caracteristici similare. Acest tip de
prelevare se aplica, in general, atunci cand existd grupuri formate in mod natural intr-0
populatie tintad. Se aplicad adesea in cercetarile de piata.

Exemplu: unititile de depozitare a cerealelor din regiunea X, stiind ¢4 in regiunea X sunt un
numar foarte mare (formeaza un cluster) de astfel de unitati.

Prelevarea sistematica este o metoda de prelevare dintr-o populatie in care punctul
de pornire este aleatoriu si este fixat un interval de periodicitate a prelevarii. In mod normal,
se preleveaza a fiecarea ’n”-a proba dintr-0 populatie totala (populatie tinta).

Exemplu: prelevarea probelor de produse alimentare in cazul importului in conditii speciale
(punctul de pornire este aleatoriu, iar frecventa este impusa de legislatie).

Prelevarea stratificata - in cazul acesteia, populatia tintd se imparte in doua sau
mai multe subpopulatii sau straturi, dupa diferite criterii. Apoi Cate o proba este prelevati
din fiecare subpopulatie, numarul probelor se insumeaza si reprezintd proba reprezentativa
pentru populatia tinta.

Exemplu: pentru produsele alimentare presupuse heterogene, prelevarea se realizeaza din
fiecare portiune omogena a lotului.

8.3 Strategii de prelevare a probelor

In conformitate cu “Standard Sample Description for Food and Feed”, ghid elaborat
de catre Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentelor (EFSA) in vederea armonizarii
colectdrii de date furnizate de statele membre ale UE, privind prezenta unor substante
chimice periculoase sau benefice, In alimente si furaje, se definesc urmétoarele tipuri de
strategii de prelevare:
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-Strategia de prelevare obiectiva — care consta in prelevarea unei probe inh mod aleatoriu
dintr-o populatie tinta pentru care se aplica/sunt raportate/sunt valabile rezultatele prelevarii.
Metoda de prelevare in cadrul acestei strategii poate fi oricare dintre metodele care conduc
la rezultate reprezentative pentru populatia tinta, respectiv: prelevarea aleatorie, sistematica,
stratificatd, prelevarea in cluster, prelevarea in etape, etc. In particular, metoda de prelevare
include si cazurile in care populatia tintd este stratificatd in subpopulatii si prelevarea se
desfasoara pe criteriul proportionalitatii.

Proba prelevata aleatoriu este o proba prelevata dintr-o populatie ale carei unitati au aceeasi
probabilitate de a fi prelevate. Un termen mai general pentru prelevarea aleatorie este
»prelevarea probabilistica” 1n care fiecare unitate a populatiei tintd are o probabilitate
pozitivad si cunoscutd de a fi prelevata. Proba prelevata aleatoriu permite elaborarea unor
concluzii bazate pe o evidenta statistica, privind populatia tinta.

-Strategia de prelevare selectiva — consta in prelevarea unei probe Th mod aleatoriu dintr-
o subpopulatie (sau cel mai adesea din subpopulatii) a unei populatii tinta pentru care sunt
raportate datele. Prelevarea din fiecare subpopulatie nu este proportionald: mérimea probei
este mai mare, de exemplu, pentru subpopulatiile considerate cu risc crescut. Criteriile
utilizate pentru selectarea subpopulatiei ce se preleveaza. se bazeaza pe informatii stiintifice
(rezultatele unor studii stiintifice, cunostinte din practicile curente de productie, etc) sau pe
informatii anterioare (ex: istoricul privind neconformitatile, informatiile transmise prin
Sistemul Rapid de Alerta pentru Alimente si Furaje etc).

Datele rezultate prin aplicarea acestei strategii nu permit elaborarea unor concluzii
bazate pe evidente statistice, prin urmare rezultatele nu se refera la intreaga populatie tinta.
Aceasti strategie furnizeaza doar date privind subpopulatiile respective.

-Strategia de prelevare la suspiciune —consti in selectarea unui produs individual sau a
unei anumite unitdti din domeniul alimentar in special pentru a confirma sau respinge o
suspiciune de neconformitate. Nu constituie o prelevare aleatorie. Datele raportate se refera
ele insele la unitatile suspicionate ale populatiei respective. Rezultatele nu se generalizeaza
si se referd numai la produsul alimentar prelevat sau la unitatea aleasa.

-Strategia de prelevare convenabila — presupune prelevarea unei probe pentru care
unitdtile (de populatie tintd) sunt selectate numai pe baza fezabilitatii sau usurintei de
colectare a datelor. Nu este o prelevare aleatorie. Datele raportate se referd la unitatile
selectate in conformitate cu aceasta strategie.

(ex: colectarea de date pentru studii stiintifice la solicitarea EFSA, etc.)

-Strategia census (recensimaint) — se aplica atunci cand totalitatea populatiei pentru care
sunt raportate datele, este controlatd. Dacd este inclus un recensdmant al subpopulatiei Tn
raportarea referitoare la populatie, prelevarea referitoare la populatie constituie o strategie
selectiva.

(ex: datele privind controlul strugurilor importati incluzdnd un recensamant al strugurilor
din Turcia si prelevarea strugurilor din alte tari se raporteaza astfel: prelevare selectiva
pentru struguri si prelevare recensamant pentru strugurii din Turcia).
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8.4 Tehnica de prelevare a probelor

Prelevarea in vederea determindrii continutului de micotoxine se realizeazd in
conformitate cu Anexa nr. 1 a Regulamentului (CE) Nr. 401/2006 de stabilire a metodelor
de prelevare de probe si a metodelor de analizd pentru controlul oficial al continutului de
micotoxine din produsele alimentare (figura 8.1). In plus, Comisia Europeani a furnizat
informatii suplimentare privind prelevarea pentru controlul oficial al micotoxinelor Tn
“Ghidul pentru autoritdtile competente privind controlul conformitdtii cu legislatia
comunitard cu privire la aflatoxine” precum si in ,,Ghidul pentru prelevarea cerealelor in
vederea determinarii micotoxinelor”, care se gasesc la:
http://ec.europa.eu/food/chemicalsafety/contaminants/aflatoxins_en.htm .

Echipamentele utilizate Tn procesul de prelevare a probelor sunt:

-echipamentul individual de protectie folosit de persoana care efectueaza prelevarea
probelor-trebuie sa elimine riscul contaminarii accidentale a probelor prelevate.Acesta
include: halat, manusi de unica folosinta, masca faciala, capelind (bonetd), incaltaminte de
protectie;

-instrumente curate folosite pentru prelevarea si transportul probelor la laborator: sonde si
scafe de diferite dimensiuni, sonde speciale pentru prelevarea lichidelor in vrac, Toate
acestea vor fi decontaminate prin introducerea intr-o solutie de hipoclorit de sodiu 10% timp
de 10-12 ore si apoi clatirea din abundenta cu apa distilata.

-recipiente sau ambalaje curate (de preferinta din hartie sau panza), de culoare inchisa, pentru
prelevarea si transportul probelor. Acestea trebuie sa fie curate, uscate, sa permita etichetarea
si sigilarea iIn mod corespunzator, pentru a se putea evita contaminarea incrucisati a
respectivei probe, de la alte loturi vecine potential ontaminate.

-sigilii si etichete folosite pentru individualizarea probelor prelevate. Cand acestea nu sunt
disponibile probele se inchid cu banda adeziva insotitd de semnéatura persoanei care a realizat
prelevarea probelor.

Probele elementare se preleveaza din locuri diferite ale lotului astfel incat proba
globala sa fie reprezentativa pentru lotul care urmeaza sa fie analizat.

Probele globale vor fi reprezentative pentru lotul respectiv si de aceea este necesar
ca probele elementare sa fie prelevate din puncte diferite ale intregului lot. Aria destinata
prelevarii de probe sau depozitarii produselor respective, nu trebuie sa expuna produsul nici
unui risc de contaminare sau degradare.
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Fig. 8.1 Tehnica de prelevare a probelor
Fig. 8.1 Sampling technique

Proba globala (figurile 8.2, 8.3 si 8.4) este amestecata complet, fiind apoi divizata
n probe de laborator. La locul prelevarii, proba globala este etichetata clar si sigilatd. Proba
globald prelevata se depoziteaza intr-un loc racoros si uscat si se transporti la laborator n
timpul cel mai scurt. Aceasta trebuie sa ajunga Tn laborator sigilata si depozitata intr-un
sac/container opac (deoarece micoxinele pot fi distruse sub influenta razelor ultraviolete sau
a luminii naturale). Tn cazul probelor prelevate in ambalaje gata pentru vanzare, produsul nu
se scoate din ambalaj Thainte de a fi analizat in laborator. Proba/probele de testare sunt
analizate de catre laborator iar rezultatul acestora este inscris in buletine de analiza, in
conformitate cu legislatia in vigoare, in termen de max. 10 zile lucratoare de la receptionarea
lor in laborator.
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Fig. 8.2 Probe globale (original)
Fig, 8.2 Global samples (original)

Fig. 8.3. Probe globale (original)
Fig. 8.3 Global samples (original)

Fig. 8.4 Proba globala (original)
Fig 8.4 Global sample (original)



Proba pentru opinie suplimentara poate fi pastratd Tn cadrul laboratorului sau de
citre operator, in conformitate cu legislatia Tn vigoare. Tn cazul In care proba pentru opinie
suplimentara se pastreaza 1n laborator, timpul de pastrare este:
- pana la eliberarea buletinelor de analiza in cazul produselor conforme;
- 1 an in cazul probelor neconforme.

Proba de referinta se pastreaza in laborator timp de:
- 1 an atunci cand probele sunt neconforme;
- pana la eliberarea buletinelor de analiza in cazul produselor conforme.
Proba pentru opinie suplimentara si proba de referinta sunt separate din probele de laborator
omogenizate — conform prevederilor Regulamentului Comisiei (EC) nr. 401/2006 — Anexa
I, A3.6. In cazul produselor destinate consumului uman direct, din fiecare proba de
laborator se vor separa: o proba de testare, o proba pentru opinie suplimentara si o proba de
referintd, in cantitatile prevazute de bunele practici de laborator (GLP). Pentru fiecare proba
globala prelevata dintr-un aliment destinat consumului uman direct, sunt separate noua probe
din probele de laborator omogenizate, din care trei probe sunt utilizate pentru testare, trei
probe sunt péstrate pentru opinie suplimentara si trei probe sunt de referinta. Deoarece proba
pentru opinie suplimentara si cea de referinta se obtin din probele de laborator omogenizate,
ele pot fi separate numai in cadrul laboratorului.

Stabilirea conformititii probelor se face pe baza buletinului de analiza emis de
laboratorul care efectueaza testarea probei prelevate si care este desemnat pentru controlul
oficial al produselor alimentare. Rezultatelor mentionate in buletinul de analiza li se aplica
corectia pentru recuperare si gradul de incertitudine al masurarii, in conformitate cu Reg. CE
401/2006.

Acceptarea loturilor - proba este conformd daca valoarea inscrisa in buletinul de
analiza este mai mica sau egala cu cea prevazutd in Reg. CE 1881/2006 privind nivelurile
maxime pentru anumiti contaminati din produsele alimentare. In caz ci valoarea inscrisa in
buletinul de analiza este egala cu limita maxima admisa (LMA\), se recomandd monitorizarea
urmatoarelor loturi provenind de la acelasi producator pana cand rezultatele vor fi conforme
cu legislatia in vigoare. Proba este neconformda daca valoarea inscrisa in buletinul de analiza
este mai mare decat cea previzuti in Reg. CE 1881/2006. in caz de neconformitate se aplica
prevederile stipulate de legislatie (art. 12 din Reg. CE 178/2002 privind stabilirea principiilor
generale ale sigurantei alimentare), recurgandu-se la retragerea produselor de pe piata, cu
schimbarea destinatiei acestora, respectiv utilizarea lor in alte scopuri, aplicarea de
tratamente speciale sau dupa caz, chiar la distrugerea produselor neconforme (figura 8.5).
Lotul este declarat acceptat daca proba analizata este conforma.
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Fig. 8.5 - Masuri in caz de neconformitate a probelor (Www.ansvsa.ro)
Fig. 8.5 Measures in case of evidence non-conformity
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CAP. 9. METODE DE DETERMINARE A MICOTOXINELOR

CHAPTER 9. METHODS FOR THE DETERMINATION OF MYCOTOXINS

Laboratorul Tn care s-au efectuat analizele pentru determinarea micotoxinelor
(LSVSA) dispune de proceduri proprii legate de Tnregistrarea datelor, acestea incluzand
etapele de: esantionare, identificarea persoanei care a executat operatiunea, nivelul de
pregatire si specialitatea acesteia, conditiile legate de microclimat la prelevarea probelor,
precum si metodele prin care s-au stabilit punctele de prelevare.

Probele de produse prelevate pentru determinarea continutului de micotoxine au fost
analizate in cadrul laboratorului, pe baza Kit-urilor de determinare specifice fiecarei
micotoxine, pentru interpretarea rezultatelor fiind folosit fotometrul ELISA (Fig. 9.1) si
HPLC/LC. Detaliile privind metodologia de lucru si materialele folosite sunt descrise mai
jos.

Fig. 9.1 Cititor de microplaci multiscan ELISA (multilab.ro)
Fig. 9.1 Microplate reader multiskan ELISA (multilab.ro)

9.1 Determinarea aflatoxinei B1 utilizandu-se testul ELISA
(RIDASCREEN AFLATOXINA B1 30/15)

Testul ELISA este utilizat pentru determinarea cantitativa a aflatoxinei B1 din
cereale si furaje. Kitul contine reactivii necesari si standardele pentru 96 de determinari.
Prepararea probei:-cereale/furaje — macinare, extractie, filtrare si diluare;

-nuci, arahide, condimente— extractie cu coloane de imunoafinitate
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Timpul necesar pentru prepararea probei (10 probe) cereale/furaje —aprox. 30 min.; pentru
efectuarea testului — aprox. 1h.
Limita de detectie: 1ppb
Reproductibilitate: 80-100%
Reactii incrucigate: Aflatoxina B1 — 100%

Aflatoxina G1 — aprox. 29%

Aflatoxina B2 — aprox. 13%

Aflatoxina G2 — aprox. 3.2%

Aflatoxina M1 — aprox. 1.5%
Utilizare:
RIDASCREEN AFLATOXINA Bl are la baza metoda ELISA competitivd pentru
determinarea cantitativa a aflatoxinei Bl din cereale si furaje. Aflatoxina Bl care se
intalneste impreund cu aflatoxina B2, G1 si G2 are cea mai mare toxicitate; Se intalneste n
cereale, alune, nuci, seminte oleaginoase, fistic etc.

Principiul testului:

Testul se bazeaza pe reactia antigen-anticorp. Godeurile placii au fost marcate cu anticorpii
anti-aflatoxina B1. Se adauga standardele (probele), conjugatul aflatoxina-enzima.
Aflatoxina B1 libera si conjugatul enzimatic intrd In competitie pentru situsurile de legare
ale anticorpilor (test imunoenzimatic competititv). Conjugatul enzimatic nelegat este
eliminat prin pasul de spalare. Se adaugd in godeuri amestecul substrat-cromogen si se lasa
la incubat; conjugatul enzimatic legat va converti cromogenul incolor Tntr-o substantd de
culoare albastra. Adaugarea reactivului de stopare va determina virarea culorii de la albastru

la galben. Mésurarea se face spectrofotometric la 450 nm (lungime de undé optonald >600
nm). Absorbanta este invers proportionald cu concentratia aflatoxinei din proba.

Compozitia kitului:

-0 microplaca ELISA cu 96 de godeuri detagabile, captusite cu anticorpi;

-6 standarde de aflatoxind B1 (1,3ml fiecare): Oppt, 1ppb, 5ppb, 10ppb, 20ppb, 50ppb
aflatoxina B1 in metanol, gata de utilizare;

-un conjugat (6 ml) peroxidaza,

-un anticorp anti-aflatoxina (6ml);

-un substrat /cromogen(10ml);

-0 solutie de stopare (14ml);

-0 solutie de spalare (sare).

Materiale necesare:
Echipament: fotometru microELISA (450nm), moard, centrifuga, evaporator, shaker,
agitator magnetic, pipete Pasteur, pipete gradate, micropipete : 50ul, 100ul
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Reactivi: metanol, n-heptan, diclormetan, solutie tampon pentru diluat: PBS, pH 7.2; solutie
tampon pentru spalat: PBS tween, pH 7.2. Decontaminarea sticldriei are loc sub actiunea
hipocloritului de sodiu(10% v/v), peste noapte.

Pregitirea probelor:

Probele trebuie pastrate la loc rece, protejate de lumina.

-se cantaresc intr-un vas 5g proba macinata si se adaugad 25ml metanol 70%;
-se amestecd 3 minute;

-se filtreaza extractul cu ajutorul hartiei de filtru Whatman nr. 1;

-se dilueaza 1ml filtrat cu 1ml apa distilata,

-se folosesc 50l per godeu.

Pregatire preliminara:

-se aduc reactivii la temperatura camerei (20-25°C) Tnainte de utilizare (40-45 min);

-dupa utilizare reactivii se reintroduc la frigider.

-nu este permisa uscarea godeurilor intre pasii de lucru. Godeurile trebuie spalate foarte bine.
-Se evitd contacul cu lumina in timpul incubdrii. Se recomanda acoperirea placii.

-godeurile captusite cu anticorpi- se extrage numai numarul de godeuri necesare pentru
standardele si probele utilizate. Restul godeurilor se sigileaza si se pastreaza la frigider.
-solutiile standard sunt gata de utilizat. Se ia in considerare factorul de dilutie 10 pentru
probe.

-solutia de spélare este continuta in kit. Continutul este dizolvat intr-un litru de apa distilata.
Solutia preparatd expira dupa 4 saptamani la 4°C. Solutia se poate reconstitui i in 100 ml
apa distilata si are o valabilitate de 3 luni. Tnainte de lucru se reconstituie numai cantitatea
necesara.

Protocol de lucru:
-Se insereaza un numar necesar de godeuri pentru standarde si probe in suport;

-se adaugd 50ul din fiecare standard si probd;

-se adauga 50ul conjugat enzimatic Tn fiecare godeu;

-se adauga 50ul anticorp anti-aflatoxina in fiecare godeu. Se amesteca usor rotind placuta
si se lasa la incubat 30 min la temperatura camerei.

-se arunca lichidul si se bate cu putere placuta cu fata in jos pe o hartie absorbanta pentru
eliminarea urmelor de lichid. Se adauga 250ul solutie de spalare si se arunca lichidul. Se
repetd etapa de spalare de doua ori;

-se adaugd 100pul substrat/cromogen in fiecare godeu. Se amesteca rotind placuta si se
incubeaza 15 min. la temperatura camerei (20-25°C);

-se adauga 100ul solutie de stopare in fiecare godeu. Se amesteca usor rotind placuta si se
masoara la 450 nm fata de blank-ul de aer. Nu trebuie sa se depaseasca 60 min. dupa
adaugarea solutiei de stopare.
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Rezultate:

Valoarea medie a absorbantelor obtinute pentru standarde si probe este impartita la valoarea
absorbantei primului standard si se Inmulteste cu 100. Standardul zero este egal cu 100% si
valorile absorbantelor sunt exprimate in procente.

Absorbanta standard (sau proba) X 100 = % absorbanta

Absorbanta zero standard

Valorile calculate pentru standarde sunt introduse ntr-un sistem de coordonate pe hartie
semilogaritmica fatd de concentratia de aflatoxina B1 in ng/kg. Curba de calibrare ar trebui
sa fie liniard in limita 5-20 pg/kg (ppb).Concentratia de aflatoxina in ng/kg corespunzand
absorbantei fiecarei probe poate fi cititd cu ajutorul curbei de calibrare. Pentru a obtine
concentratia de aflatoxind B1 1n pg/kg din proba, concentratia se citeste din curba de
calibrare.

Sensibilitatea: Limita de detectie este 1ug/kg (ppb).

Specificitatea: a fost stabilita analizand interferenta. Aflatoxina B1 — 100%; Aflatoxina
G1 — aprox. 29%; Aflatoxina B2 — aprox. 13%; Aflatoxina G2 — aprox. 3.2%; Aflatoxina
M1 — aprox. 1.5%

Reproductibilitatea aflatoxinei B1- proba de cereale contaminate este de 80-100%.
Coeficientul mediu de variatie este 8%.

9.2 Determinarea aflatoxinelor totale utilizandu-se testul ELISA
(RIDASCREEN AFLATOXINE TOTALE)

RIDASCREEN AFLATOXINE TOTALE este utilizat pentru determinarea
cantitativa a aflatoxinelor totale din cereale si furaje. Kitul contine reactivii necesari si
standardele pentru 96 de determinari.

Prepararea probei: -cereale/furaje: extractie, filtrare si dilutie;

-nuci, arahide, condimente: extractie cu coloane de imunoafinitate.
Timpul necesar pentru prepararea probei (10 probe): -cereale/furaje - 30 min.; pentru
efectuarea testului —aprox. 45 min.
Limita de detectie: aprox. 1.75 ppb
Reproductibilitate: aprox. 85% ; coeficient de variatie 15%
Reactii incrucisate: Aflatoxina B1 — 100%

Aflatoxina B2 — aprox. 200%

Aflatoxina G1 — aprox. 15%

Aflatoxina G2 — aprox. 16%

Aflatoxina M1 — aprox. 63%
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Principiul testului :

Testul se bazeaza pe reactia antigen-anticorp. Godeurile placii au fost marcate cu anticorpi
anti-aflatoxind. Se adauga standardele (probele), conjugatul enzimatic si anticorpii anti-
aflatoxina. Aflatoxina libera si conjugatul enzimatic intrd in competitie pentru situsurile de

legare ale anticorpilor captusiti pe plicuta (test imunoenzimatic competitiv). in acelasi timp,
anticorpii de aflatoxina sunt legati de anticorpii imobilizati. Conjugatul enzimatic nelegat
este eliminat prin pasul de spalare. Se adauga in godeuri amestecul substrat-cromogen si se
lasa la incubat; conjugatul enzimatic legat va converti cromogenul incolor intr-o substanta
de culoare albastrad. Addugarea reactivului de stopare va determina virarea culorii de la
albastru la galben. Masurarea se face spectrofotometric la 450 nm (lungime de unda
optionala > 600nm). Absorbanta este invers proportionald cu concentratia aflatoxinei din
proba.

Compozitia kitului:

-0 microplacd ELISA cu 96 de godeuri detasabile, captusite cu anticorpi;

-6 standarde de aflatoxina (1,3ml fiecare) : Oppb, 0.05ppb, 0.15ppb, 0.45ppb, 1.35ppb,
4.05ppb aflatoxina B1 Tn metanol;

-un conjugat (6ml) peroxidaza concentrata,

-un anticorp anti-aflatoxina (6ml) monoclonal, concentrat;

-un cromogen (10ml), contine tetrametilbenzidina,;

-0 solutie de stopare (14ml), contine acid sulfuric 1N;

-0 solutie tampon de spélare.

Materiale necesare :

Echipament: fotometru microELISA (450nm), moara, shaker, palnie si hartie de filtru, pipete
gradate, micropipete : 50ul, 100ul.

Reactivi: metanol.

Pregatirea probelor:

Probele trebuie pastrate la loc rece, protejate de lumina.

-proba de cereale/ furaje este triturata si amestecatd cu ajutorul unui mixer;

-se cantaresc 2g de proba macinata intr-un vas cu capac;

-se adauga 10ml metanol/apa distilata (70/30) si se amesteca 10min. la temperatura camerei
(20-25C/ 68-77F) folosind un shaker;

-se filtreaza folosind hartie de filtru;

-se dilueaza 100ul de filtrat cu 600ul apa distilat;

-se folosesc 50l per godeu.

Atentionare: daca concentratia de aflatoxina se asteaptd sd depaseasca 120ppb, diluarea
probei se efectueaza in solutie tampon 10% metanol (ex: 9ml solutie tampon + 1ml metanol

100%). Proba folosita trebuie sa fie 10% metanol 1n solutie apoasa. Filtratul poate fi pastrat
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la 2-8°C timp de 2 saptamani si la —20C timp de 2 luni. Se pastreaza intr-un vas sigilat si
ferit de lumina.

Pregatiri preliminarii:

-se aduc reactivii la temperatura camerei (20-25°C), Tnainte de utilizare (40-45min);

-dupa utilizare reactivii se reintroduc la frigider;

-nu este permisaa uscarea godeurilor intre pasii de lucru. Godeurile trebuie spélate foarte
bine.

-se evitd contacul cu lumina in timpul incubarii. Se recomanda acoperirea placii.

-solutia de spalat se prepara dizolvandu-se continutul plicului intr-un litru de apa distilata.
Aceasta este stabild 4 saptamani.

Protocol de lucru:

-Se insereaza un numar necesar de godeuri pentru standarde si probe in suport.

-se adauga 50ul din fiecare standard si proba;

-se adauga 50ul conjugat enzimatic in fiecare godeu;

-se adauga 50pl solutie anticorp diluata in fiecare godeu. Se amesteca manual rotind placuta
si se incubeaza 30 min la temperatura camerei (20-25°C);

-se arunca lichidul si se bate cu putere placuta cu fata in jos pe o hartie absorbantd pentru

eliminarea urmelor de lichid. Se adauga 250ul solutie de spalare si se aruncd lichidul. Se
repetd etapa de spalare de douad ori ;

-se adauga 100ul cromogen in fiecare godeu. Se amesteca rotind placuta si se incubeaza 15
min. la temperatura camerei (20-25°C) ;

-se adaugd 100pl solutie de stopare in fiecare godeu. Se amesteca usor rotind placuta si se
masoara la 450 nm fatd de blank-ul de aer. Nu se vor depasi 30min dupa adaugarea solutiei
de stopare.

Rezultate :

Valoarea medie a absorbantelor obtinute pentru standarde si probe este impartita la valoarea
absorbantei primului standard si inmultita cu 100. Standardul zero este egal cu 100% si
valorile absorbantelor sunt exprimate in procente.

Absorbanta standard (sau proba) X 100 = % absorbanta
Absorbanta zero standard

Valorile calculate pentru standarde sunt introduse Tntr-un sistem de coordonate pe hartie
semilogaritmica fatd de concentratia de aflatoxind in ng/kg. Pentru a obtine concentratia de
aflatoxina 1n ng/kg din proba, concentratia cititd din curba de calibrare trebuie Tnmultitd cu
factorul de dilutie. Conform standardelor factorul de dilutie este 35 pentru cereale/furaje.
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9.3 Determinarea ochratoxinei A utilizandu-se testul ELISA
(RIDASCREEN OCHRATOXINA A)

RIDASCREEN OCHRATOXINA A este utilizat pentru determinarea cantitativa a
ochratoxinei A din cereale, furaje, bere. Kitul contine reactivii necesari si standardele pentru
96 de determinari.

Prepararea probei:- cereale/furaje — extractie, centrifugare, filtrare;
-bere: extractie, centrifugare, filtrare, amestecare, a doua extractie,
centrifugare si evaporare.
Timpul necesar pentru prepararea probei (10 probe)- cereale/furaje — aprox. 0.5h ; bere —
aprox. 2.5h ; efectuarea testului — 45min.
Limita de detectie: cereale/furaje (9.1.)- 2.5 ppb
cereale/furaje (9.2.)- 1.25 ppb
bere — aprox. 50 ppb.
Reproductibilitate: Tn cereale/furaje — aprox. 100%
bere — aprox. 100%
Reactii incrucisate: Ochratoxina A - 100%
Ochratoxina C - 44%
Ochratoxina B - 14%
Ochratoxina o - <0.1%

Principiul testului :
Testul se bazeaza pe reactia antigen-anticorp. Godeurile placii au fost marcate cu anticorpi

pentru ochratoxina A. Se adaugd standardele sau probele si conjugatul enzimatic.
Ochratoxina A libera si conjugatul enzimatic intra in competitie pentru situsurile de legare
ale anticorpilor (test imunoenzimatic competititv). Conjugatul enzimatic nelegat este
eliminat prin pasul de spélare. Se adauga n godeuri amestecul substrat-cromogen si se lasa
la incubat. Conjugatul enzimatic legat va converti cromogenul incolor intr-o substantd de
culoare albastra. Adaugarea reactivului de stopare va determina virarea culorii de la albastru
la galben. Masurarea se face spectrofotometric la 450 nm. Absorbanta este invers
proportionald cu concentratia de ochratoxina A din proba.

Compozitia kitului :

-0 microplaca ELISA cu 96 de godeuri detasabile, captusite cu anticorpi anti-ochratoxina A;
-6 standarde de ochratoxina A (1,3ml fiecare) Oppt, 50ppt, 100ppt, 300ppt, 900ppt, 1800ppt;
-un conjugat (0.7ml) peroxidaza concentrata;

-un substrat/cromogen (10ml) contine tetrametilbenzidina;

-0 solutie de stopare (14ml) care contine acid sulfuric;

-0 solutie tampon (7ml) pentru diluarea conjugatului;

-0 solutie tampon de spalare (sare).
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Materiale necesare:

Echipament: fotometru microELISA (450nm), centrifugd, evaporator, moard, shaker,
agitator magnetic, palnie si hartie de filtru, pipete gradate, pipete Pasteur, micropipete : 20ul,
200ul, 1000pl;

Reactivi: HCI (acid hidrocloric) 1N, diclormetan, solutie tampon NaHCO3 0.13M, pH 8.1.

Pregitirea probelor :

Probele trebuie pastrate la loc rece, protejate de lumina.

Cereale/furaje :

Pregatirea probelor pentru screening (limita de detectie 2.5 ppb):

-proba este trituratd si amestecata cu ajutorul unui mixer;

-se cantdresc 5g de proba macinata intr-o eprubeta cu dop ;

-se adaugd 100ml NaHCO3 0.13M si se amesteca 15min cu ajutorul unui shaker ;

-se filtreaza extractul prin hartie de filtru sau se centrifugheaza 15min/3500g/la temperatura
camerei ;

-se folosesc 50l per godeu.

Cereale/furaje:

Pregatirea probelor pentru screening mai sensibil (limita de detectie 1.25 ppb):

-proba este trituratd si amestecatd cu ajutorul unui mixer;

-se cantaresc 2g de proba macinata intr-o eprubeta cu dop ;

-se adaugd Sml HCI 1IN si se amesteca 5 min. ;

-se adauga 10ml diclormetan si se amesteca cu putere 15 min. ;

-se centrifugheaza 15 min/3500g/15°C ;

-se Indeparteaza stratul superior apos pana la proba ;

-se filtreaza intregul strat de diclormetan folosind hartie de filtru pentru a separa proba si se
colecteaza filtratul intr-o eprubetd de centrifuga ;

-se adaugd un volum echivalent de NaHCO3 0.13M, pH 8.1 si se amestecd 15 min.;

- se centrifugheaza 15 min/3500¢/15°C ;

-se dilueaza 100 pl din stratul superior apos cu 400ul NaHCO3 0.13M, pH 8,1 ;

-se folosesc 50l per godeu.

Bere :

-se filtreaza berea cu ajutorul hartiei de filtru;

-se dilueaza 2ml proba cu 2.5ml HCI1 1N si 4ml diclormetan intr-o eprubeta cu capac;

-se amestecd 5 min.;

-se centrifugheaza 15 min. la 3500g la 15°C;

-se indeparteaza stratul superior apos;

-se filtreaza stratul diclormetan folosind hartie de filtru si se colecteaza intr-o eprubeta cu
dop;

-se transfera 2ml din stratul de diclormetan intr-o eprubeta cu dop;

-se extrage stratul diclormetan cu 2ml NaHCO3 0.13M amestecandu-se continuu timp de 5
min.;
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-se centrifugheaza 5 min la 3500g la 15°C;

-se colecteaza stratul superior;

-se repetd extractia si centrifugarea ;

-se combina cele 2 faze NaHCO3 si se dilueaza cu 0.75ml HCL 1N si 2ml diclormetan;

-se amestecd 10 min. apoi se centrifugheaza 5 min./3500g la 15°C ;

-se indeparteaza stratul superior, se foloseste stratul diclormetan si se evapora la 60°C; se
poate folosi si barbotarea cu azot.

-se redizolva reziduul in 1ml NaHCO3 0.13M;

-se folosesc 50l per godeu.

Pregatire preliminara:
-se aduc reactivii la temperatura camerei (20-25°C) inainte de utilizare. Se lasa 45 min. ca

sd ajunga la temperatura camerei.

-(lupa utilizare reactivii se reintroduc la frigider;

-nu se permite uscarea godeurilor intre etapele de lucru. Spélarea godeurilor joacd un rol
foarte important.

-se evitd contacul cu lumina in timpul incubdrii. Se recomanda acoperirea placii.
-conjugatul enzimatic este concentrat. Deoarece conjugatul enzimatic diluat are o stabilitate
limitatd se reconstituie numai cantitatea care este necesari. Inainte de pipetare trebuie
amestecat. Pentru reconstituire conjugatul enzimatic este diluat 1:11 (1+10) in solutie
tampon (ex: 200ul concentrat + 2.0 ml solutie tampon, suficient pentru 4 stripuri).

-Solutia tampon pentru spalat este continuta in kit si se dilueaza intr-un litru de apa distilata
avand o valabilitate de 4-6 saptamani la 4°C. Pentru o valabilitate mai mare se reconstituie
in 100ml apa distilata si se fac dilutii ulterioare. Aceasta solutie are valabilitate 4 luni.
-godeurile captusite cu anticorpi -Se extrage numai numarul de godeuri care urmeaza sa fie
utilizate. Restul godeurilor se sigileaza si se pastreaza la frigider.

Protocol de lucru :
-Se insereaza un numar necesar de godeuri pentru standarde si probe, in suport;

-se adauga 50ul standard sau proba,

-se adaugd 50ul conjugat enzimatic diluat in fiecare godeu. Se amesteca rotind placa si se
lasa la incubat 30 min. la temperatura camerei, la intuneric;

-se aruncd lichidul si se bate cu putere plicuta cu fata in jos pe o hartie absorbanta pentru
eliminarea urmelor de lichid,

-se adauga 250ul api distilata si se arunca lichidul. Se repeta etapa de spilare de doua ori;
-se adaugd 100pul substrat/cromogen in fiecare godeu. Se amesteca rotind placuta si se
incubeaza 15 min. la temperatura camerei (20-25°C), la intuneric;

-se adauga 100p solutie de stopare in fiecare godeu;

-Se amestecd usor rotind plicuta si se masoara la 450nm fatd de blank-ul de aer. Se va avea
in vedere sd nu se depdseasca citirea, 30 min. dupa adaugarea solutiei de stopare.
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Rezultate :

Valoarea medie a absorbantelor obtinute pentru standarde si probe este impartita la valoarea
absorbantei primului standard si se Tnmulteste cu 100. Standardul zero este egal cu 100% si
valorile absorbantelor sunt exprimate in procente.

Absorbanta standard (sau proba) X 100 = % absorbanta
Absorbanta zero standard

Valorile calculate pentru standarde sunt introduse intr-un sistem de coordonate pe hértie
semilogaritmica fatd de concentratia de ochratoxina A in ng/kg. Curba de calibrare ar trebui
sa fie liniara 1n limita 75-675 ng/kg (ppt). Concentratia de ochratoxina A in ng/kg,
corespunzand absorbantei fiecarei probe poate fi citita cu ajutorul curbei de calibrare. Pentru
a obtine concentratia de ochratoxina A in ng/kg din proba, concentratia cititd din curba de
calibrare trebuie Inmultitd cu factorul de dilutie. Conform standardelor, factorul de dilutie
este: cereale/furaje (9.1.) = 20 ; cereale/furaje (9.2.) = 25 ; bere = 1.

Sensibilitate :
Limita minima de detectie este de 2,5 ppb. Conform implementarii testului, limita de detectie
este 625ng/kg (ppt) pentru cereale/furaje ; 25ng/l (ppt) pentru bere.

Specificitate: a fost stabilita analizand interferenta.
Interferenta: Ochratoxina C - 44%
Ochratoxina B - 14%

Ochratoxina o - <0.1%

Reproductibilitate :
Reproductibilitatea unei probe de cereale este aprox. 100%.

9.4 Determinarea zearalenonei utilizandu-se testul ELISA (RIDASCREEN
ZEARALENONA)

RIDASCREEN ZEARALENONA este utilizat pentru determinarea cantitativi a
zearalenonei din cereale, produse de panificatie (paine, biscuti, paste fainoase), ulei, bere,
lapte, carne, furaje, ser si urina, contine reactivii necesari si standardele pentru 96 de
determinari.

Prepararea probei: cereale/furaje — extractie, filtrare si diluare;

bere —indepartarea CO2 si dilutie.
Timpul necesar pentru prepararea probei (10 probe)- cereale/furaje — aprox. 20min; bere —
aprox. 10min; efectuarea testului — aprox.2.5h.
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Limita de detectie: cereale/furaje- aprox. 1750ppt ; bere — aprox. 250ppt
Reproductibilitate: in cereale/furaje — aprox. 80%
Reactii incrucisate: Zearalenona - 100%
a-Zearalenol - aprox. 41.6%
Zeranol - aprox. 27.7%
[B-Zearalenol - aprox. 13.8%
Principiul testului:
Testul se bazeaza pe reactia antigen-anticorp. Godeurile placii au fost marcate cu anticorpi
pentru zearalenona. Se adauga standardele sau probele si conjugatul enzimatic. Zearalenona

libera si conjugatul enzimatic intrd in competitie pentru situsurile de legare ale anticorpilor
(test imunoenzimatic competitiv). Conjugatul enzimatic nelegat este eliminat prin pasul de
spalare. Se adauga in godeuri amestecul substrat-cromogen si se lasa la incubat. Conjugatul
enzimatic legat va converti cromogenul incolor intr-o substanta de culoare albastra.
Adaugarea reactivului de stopare va determina virarea culorii de la albastru la galben.
Masurarea se face spectrofotometric la 450 nm (lungime de unda optionald > 600 nm).
Absorbanta este invers proportionald cu concentratia zearalenonei din proba.

Compozitia kitului :

-0 microplacd ELISA cu 96 de godeuri detasabile;

-6 standarde de zearalenona (1,3ml fiecare) : Oppt, S0ppt, 150ppt, 540ppt, 1350ppt, 4050ppt;
-un conjugat (0.7ml);

-un substrat/cromogen (7ml);

-0 solutie de stopare (14ml);

-0 solutie tampon 1 (50ml);
-0 solutie tampon 2 (7ml).

Materiale necesare:

Echipament: fotometru microELISA (450nm); moara; shaker; sticlarie: pahare de 100ml;
palnie si hartie de filtru Whatman nr. 1; centrifugd; evaporator; pipete gradate; pipete
Pasteur; micropipete: 50ul, 100pl.

Reactivi: metanol, glucoronidaza, solutie tampon acetat de sodiu 50mM, solutie tampon Tris
20mM pH 8.5/metanol (80/20).

Pregatirea probelor :

Probele (cereale/furaje, produse de panificatie) trebuie pastrate la loc rece, protejate de
lumina.

-se cantaresc 5g de proba macinata Intr-un container de 25ml de metanol/apa (70/30)

-se amesteca viguros 3 min.;
-se centrifugheaza 10 min. la 3500 rotatii., la temperatura camerei;
-se filtreaza folosind hartie de filtru Whatman nr.1;
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-se dilueaza filtratul 1:7 (1+6) cu solutie tampon pentru diluarea probei (ex: 100ul filtrat si
600ul solutie tampon pentru diluarea probei);
-se folosesc 50ul per godeu.

Pregatire preliminara:

-se aduc reactivii la temperatura camerei (20-25°C) Tnainte de utilizare. Dupa utilizare
reactivii se reintroduc la frigider.

-nu este permisa uscarea godeurilor intre pasii de lucru. Godeurile trebuie spalate foarte bine.
-se evita contacul cu lumina in timpul incubdrii. Se recomanda acoperirea placii.
-conjugatul enzimatic este concentrat. Deoarece conjugatul enzimatic diluat are o stabilitate
limitati se reconstituie numai cantitatea necesara. Inainte de pipetare trebuie amestecat.

Pentru reconstituire conjugatul enzimatic este diluat 1:11 (1+10) in solutie tampon 2 (ex:
200ul concentrat + 2,0 ml solutie tampon, suficient pentru 4 godeuri).

-godeurile captusite cu anticorpi - Se extrage numai numarul de godeuri care urmeaza sa fie
utilizate, restul acestora se sigileaza si se pastreaza la frigider.

Protocol de lucru:
-se insereaza un numar necesar de godeuri pentru standarde si probe, in suport ;

-se adauga 50pul standard sau proba;

-se adauga 50ul conjugat enzimatic in fiecare godeu. Se amesteca rotind placa si se lasa la
incubat 2 ore la temperatura camerei, la intuneric;

-se arunca lichidul si se bate cu putere placuta cu fata in jos pe o hartie absorbantd pentru
eliminarea urmelor de lichid. Se adauga 250pl apa distilata si se arunca lichidul. Se repeta
etapa de spalare de doua ori;

-se adauga 50pl substrat si 50pl cromogen in fiecare godeu. Se amesteca rotind placuta si se
incubeaza 30min la temperatura camerei (20-25°C), la intuneric ;

-se adauga 100pul solutie de stopare in fiecare godeu. Se amesteca usor rotind placuta si se
masoara la 450nm fata de blank-ul de aer. Se va avea in vedere sa nu se depaseasca timpul
de citire (60 min. dupa adaugarea solutiei de stopare).

Rezultate:

Valoarea medie a absorbantelor obtinute pentru standarde si probe este impartita la valoarea
absorbantei primului standard si Inmultitd cu 100. Standardul zero este egal cu 100% si
valorile absorbantelor sunt exprimate in procente.

Absorbanta standard (sau proba) X 100 = % absorbanta

Absorbanta zero standard

Valorile calculate pentru standarde sunt introduse intr-un sistem de coordonate pe hértie
semilogaritmica fatd de concentratia de zearalenona in ng/kg. Curba de calibrare ar trebui sa
fie liniara in limita 50-1350 ng/kg (ppt). Concentratia de zearalenona in ng/kg corespunzand
absorbantei fiecarei probe poate fi cititd cu ajutorul curbei de calibrare. Pentru a obtine
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concentratia de zearalenona in ng/kg din probd, concentratia cititd din curba de calibrare
trebuie inmultita cu factorul de dilutie. Conform standardelor, factorul de dilutie are valoarea

35 pentru cereale/furaje.

Sensibilitate: limita minimd de detectie este de 50ng/kg (ppt). Conform implementarii

testului, limita de detectie este 1750 ng/kg (ppt) pentru cereale/furaje.

Specificitatea: a fost stabilita analizdnd interferenta.

Interferenta: Zearalenona ......... 100%
o-Zearalenol ........... aprox. 41.6%
Zeranol.................. aprox. 27.7%

B-Zearalenol............ aprox. 13.8%

Reproductibilitate - Tn cereale este 80% cu un coeficient mediu de variatie de 15%.

9.5 Determinarea fumonisinei utilizandu-se testul ELISA
(RIDASCREEN FUMONISIN)

RIDASCREEN FUMONISIN este utilizat pentru determinarea cantitativa

a

fumonisinei din cereale si produse derivate din cereale, contine reactivii necesari si

standardele pentru 96 de determinari.
Prepararea probei: extractie, filtrare si diluare.

Timpul necesar pentru prepararea probei (10 probe)— aprox. 30 min.; efectuarea testului —

aprox. 1h.
Limita de detectie: Tn cereale -aprox 25 ppb
Reproductibilitate: Tn cereale— aprox. 60%

Reactii incrucisate: Fumonisin Bl ......... 100%
Fumonisin B2 ........... aprox. 40%
Fumonisin B3............ aprox. 100%

Principiul testului:

Testul se bazeaza pe reactia antigen-anticorp. Godeurile placii au fost marcate cu anticorpi
pentru anticorpii anti-fumonisini. Se adauga standardele sau probele, conjugatul enzimatic
si anticorpii specifici. Fumonisina libera si conjugatul enzimatic intrd in competitie pentru
situsurile de legare ale anticorpilor (test imunoenzimatic competititv). Conjugatul enzimatic
nelegat este eliminat prin pasul de spalare. Se adaugd in godeuri amestecul substrat-

cromogen si se lasa la incubat; conjugatul enzimatic legat va converti cromogenul incolor

intr-o substanta de culoare albastra. Adaugarea reactivului de stopare va determina virarea
culorii de la albastru la galben. Masurarea se face spectrofotometric la 450 nm (lungime de
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unda optionala > 600 nm). Absorbanta este invers proportionald cu concentratia de
fumonisind din proba.

Compozitia kitului:

-0 microplaca ELISA cu 96 de godeuri detasabile;

-6 standarde de fumonisind (1,3ml fiecare) Oppm, 0.025ppm, 0.074ppm, 0.222ppm,
0.666ppm, 2ppm;

- un conjugat (6ml);

-un flacon anticorpi anti-fumonisina (6ml);

-un substrat (10ml);

-un cromogen (7ml);

-0 solutie de stopare (14ml);

Materiale necesare:

Echipament: fotometru microELISA (450nm); moara; ultra-turax; sticldrie: pahare de 250
ml si 300ml ; palnie si hartie de filtru Whatman nr. 1; micropipete : 50ul, 100ul, 1000ul.
Reactivi: metanol, metanol 70%, apa distilata.

Pregétirea probelor:

Probele trebuie pastrate la loc rece, protejate de lumina.

-se cantdresc 5g probd macinata intr-o eprubeta si se adaugd 25ml metanol 70%;

-se amesteca folosind ultra-turax timp de 2 min. sau se amesteca cu putere 3 min..;
-se filtreaza extractul folosind hartie de filtru Whatman nr. 1;

-se dilueaza proba filtrata 1:14 (1+13) cu apa distilata (ex: 100pul extract + 1.3ml apa);
-se folosesc 50ul per godeu.

Pregatire preliminaré:

-se aduc reactivii la temperatura camerei (20-25°C) inainte de utilizare. Dupa utilizare
reactivii se pastreaza la frigider.

-nu este permisa uscarea godeurilor intre pasii de lucru. Godeurile trebuie spélate foarte bine.

-se evita contacul cu lumina in timpul incubarii. Se recomanda acoperirea placii.

-godeurile captusite cu anticorpi - folia este taiatd de-a lungul fermoarului. Se extrage numai
numarul de godeuri care urmeaza sa fie utilizate. Restul de godeuri se sigileaza si se
pastreaza la frigider.

-solutiile standard - sunt gata de utilizare (se ia Th considerare un factor de dilutie 70 pentru
proba).

Protocol de lucru:
-se insereaza un numar necesar de godeuri pentru standarde si probe, in suport;

-se adauga 50ul standard sau proba,
-se adauga 50ul conjugat in fiecare godeu;
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-se adauga 50ul anticorp anti-fumonisina in fiecare godeu.Se amesteca rotind placa si se lasa
la incubat 30 min. la temperatura camerei, la Tntuneric.

-se arunca lichidul si se bate cu putere placuta cu fata in jos, pe o hartie absorbanta, pentru
eliminarea urmelor de lichid. Se adauga 250l apa distilata si se arunca lichidul. Se repeta
etapa de spalare de 2 ori.

-se adaugd 100ul substrat in fiecare godeu. Se amesteca rotind placuta si se incubeaza 15
min. la temperatura camerei (20-25°C), la intuneric.

-se adauga 100pl solutie de stopare in fiecare godeu. Se amestecd usor rotind placuta si se
masoara la 450nm fata de blank-ul de aer. Se va avea in vedere sa nu se depaseasca 60 min
dupa adaugarea solutiei de stopare, pana la efectuarea citirii.

Rezultate:

Valoarea medie a absorbantelor obtinute pentru standarde si probe este impartita la valoarea
absorbantei primului standard si inmultitd cu 100. Standardul zero este egal cu 100% si
valorile absorbantelor sunt exprimate in procente.

Absorbanta standard (sau proba) X 100 = % absorbanta

Absorbanta zero standard

Valorile calculate pentru standarde sunt introduse ntr-un sistem de coordonate pe hértie
semilogaritmica fata de concentratia de fumonisina in mg/kg. Curba de calibrare ar trebui sa
fie liniard, in limita 0.074-0.666 mg/kg (ppm). Concentratia de fumonisind in mg/kg
corespunzand absorbantei fiecarei probe, poate fi cititd cu ajutorul curbei de calibrare.

Sensibilitate: limita minima de detectie este de 50ng/kg (ppt). Conform implementarii
testului, limita de detectie este 1750ng/kg (ppt) pentru cereale/furaje.
Specificitatea: a fost stabilita analizand interferenta.

Interferenta: Fumonisin B1 ......... 100%
Fumonisin B2 ........... aprox. 40%
Fumonisin B3............ aprox. 100%

Reproductibilitatea: unei probe de cereale este aprox. 60%, cu un coeficient mediu de
variatie de aprox. 8%.

9.6 Determinarea deoxinivalenolului utilizandu-se testul ELISA
(RIDASCREEN DON)

RIDASCREEN DON este utilizat pentru determinarea cantitativd a
deoxinivalenolului din cereale, malt, produse de panificatie (paine, biscuiti, paste fainoase)
furaje, bere si must. Kitul contine reactivii necesari si standardele pentru 96 de determinari.
Prepararea probei:-cereale, produse panificatie, malt, furaje — extractie, filtrare;
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-bere — indepértarea CO2;

-must — nu necesita preparare.
Timpul necesar pentru prepararea probei (10 probe)- cereale, malt, furaje — aprox. 10 min;
bere — aprox. 5min; must — poate fi utilizat ca atare; durata de efectuare a testului — 45 min.
Limita de detectie: cereale, produse de panificatie, malf, furaje - 18.5ppb; bere — 3.7ppb;
must — 3.7ppb.
Reproductibilitate: 85-110%
Reactii incrucisate: Deoxinivalenol — 100%

3-Acetildeoxinivalenol > 100%

15-Acetildeoxinivalenol — aprox. 19%

Nivalenol — aprox. 4%

Toxina T-2 - <1%

Principiul testului:

Testul se bazeaza pe reactia antigen-anticorp. Godeurile placii au fost marcate cu anticorpi
anti-DON. Se adauga standardele sau probele, conjugatul enzimatic si anticorpii anti-DON.
DON liber si conjugatul enzimatic intrd in competitie pentru situsurile de legare ale

anticorpilor (test imunoenzimatic competitiv). in acelasi timp, anticorpii de DON sunt legati
de anticorpii imobilizati. Conjugatul enzimatic nelegat este eliminat prin pasul de spalare.
Se adauga in godeuri amestecul substrat-cromogen si se lasa la incubat; conjugatul enzimatic
legat va converti cromogenul incolor intr-o substantd de culoare albastrd. Adaugarea
reactivului de stopare va determina virarea culorii de la albastru la galben. Masurarea se face
spectrofotometric la 450 nm (lungime de unda optionald > 600 nm). Absorbanta este invers
proportionald cu concentratia DON din proba.

Compozitia kitului:

-0 microplaca ELISA cu 96 de godeuri detasabile;

-5 standarde de DON (1,3ml fiecare) Oppb, 3.7ppb, 11.1ppb, 33.3ppb, 100ppb;
-un conjugat (6ml);

-un flacon cu anticorpi anti-DON(6ml);

-un substrat/cromogen (12ml) ;

-0 soluttie de stopare (12ml);

-0 Solutie tampon pentru spélat (sare).

Materiale necesare:

Echipament: fotometru microELISA (450nm), moara, shaker, cilindru gradat: 100ml, 11 ;
palnie si hartie de filtru Whatman nr. 1 ; pipete gradate; micropipete : 50ul, 100ul, 1000pl.
Reactivi: apa distilata.

Pregatirea probelor:
Probele trebuie pastrate la loc rece, protejate de lumina.
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Cereale, produse de panificatie, malf, furaje:

-se cantaresc 5g de proba macinata Intr-un vas cu capac si se adauga 25ml apa distilata,

-se amestecd cu putere 3 min.;

-se filtreaza folosind hartie de filtru Whatman nr.1;

-se folosesc 50l per godeu;

*volumul probei poate fi marit: 25g cu 125ml apa distilatd sau 50g cu 250ml apa distilata
Bere:-se foloseste un volum suficient de bere si se indeparteaza CO2 pana cand nu se mai
formeaza bule;

-se folosesc 50ul per godeu;

Must:-se folosesc 50ul per godeu.

Pregatire preliminara:

-se aduc reactivii la temperatura camerei (20-25°C) Tnainte de utilizare. Dupa utilizare acestia
se pastreaza la frigider.

-nu este permisa uscarea godeurilor intre pasii de lucru. Godeurile trebuie spalate foarte bine.

-se evitd contacul cu lumina in timpul incubdrii. Se recomanda acoperirea placii.

-godeurile captusite cu anticorpi - se extrage doar numarul de godeuri care urmeaza sa fie
utilizate, restul acestora sigilandu-se si pastrandu-se la frigider.

-solutia tampon pentru spilat- se dizolva continutul plicului intr-un litru de apa distilata.
Aceasta este stabild 4 saptimani. Solutia se poate reconstitui Tn 100 ml apa distilata si are
valabilitate 3 luni. Tnainte de Tnceperea lucrului se reconstituie volumul care este necesar.

Protocol de lucru:
-Se insereaza un numar necesar de godeuri pentru standarde si probe, in suport;

-se adauga 50l standard sau proba;

-se adauga 50ul conjugat enzimatic in fiecare godeu;

-se adauga 50ul solutie anticorp in fiecare godeu. Se amestecd manual rotind placuta si se
incubeaza 30 min. la temperatura camerei (20-25°C);

-se arunca lichidul si se bate cu putere placuta cu fata in jos pe o hartie absorbantd pentru
eliminarea urmelor de lichid. Se adauga 250ul solutie tampon pentru spalat si se arunca
lichidul. Se repeta etapa de spalare de doua ori.

-se adauga 100pl (2 picaturi) substrat/cromogen in fiecare godeu. Se amesteca rotind placuta
si se incubeaza 15 min. la temperatura camerei (20-25°C).

-se adauga 100ul (2 picaturi) solutie de stopare in fiecare godeu. Se amesteca usor rotind
placuta si se masoara la 450nm fatd de blank-ul de aer. Nu se vor depasi 60 min. dupa
adaugarea solutiei de stopare, pana la efectuarea citirii.

Rezultate:

Valoarea medie a absorbantelor obtinute pentru standarde si probe este impartita la valoarea
absorbantei primului standard si Tnmultitd cu 100. Standardul zero este egal cu 100% si
valorile absorbantelor sunt exprimate in procente.
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Absorbanta standard (sau proba) X 100 = % absorbanta
Absorbanta zero standard

Valorile calculate pentru standarde sunt introduse intr-un sistem de coordonate pe hartie
semilogaritmica fatd de concentratia de DON in pg/kg. Concentratia de DON in ng/kg
corespunzand absorbantei fiecarei probe, poate fi cititd cu ajutorul curbei de calibrare.
Pentru a obtine concentratia de DON in pg/kg din proba, concentratia citita din curba de
calibrare trebuie ITnmultita cu factorul de dilutie. Conform standardelor, factorul de dilutie

este: pentru cereale, malt, furaje=5; pentru bere=1; pentru must=1.

Limita de detectie (LOD) a fost obtinuta prin citirea a 10 probe blank de diferite matrici.

LOD = media concentratiilor + 2 x deviatia standard.

Limita de cuantificare (LOQ) = media concentratiilor + 10 x deviatia standard.
Daci toate valorile LOD se afla sub standardul 2, atunci LOQ poate fi setat ca fiind la

standardul 2.

values (ppb),n=10  Wheat barley ~ maltedbarley oats  com
mean 263 46 307 78.0 216
sd. 14.1 38 159 282 113
LOD 54 12 62 134 91
LOQ 167 42 190 360 143

Specificitatea: a fost stabilita analizand interferenta.

Interferenta: Deoxinivalenol — 100%
Nivalenol — aprox. 4%
Fusarenon X — <1%
Toxina T-2 - <1%

Accuracy and precision data with spiked wheat samples (n =90, each level)

fortification (ppm) 05 1.0 25 5.0
mean (ppm) 0.526 1.0 24 4.1
. (ppm) 0085 024 0240 043
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Comparative testing of incurred wheat samples with HPLC (reference

method)

ELISA mean 0.841 4.020 2.302
(n=30) s.d. 0.156 0.328 0.147
HPLC mean 06 3.88 228
(n=5) s5.d 0.116 0.503 0.16

Reproductibilitatea - in cereale, malt, furaje, bere este cuprinsa intre 85-110%.

9.7 Determinarea toxinei T-2/HT-2 utilizandu-se testul ELISA
(RIDASCREEN TOXINA T-2/HT-2)

RIDASCREEN TOXINA T-2/HT-2 este utilizat pentru determinarea cantitativa a
toxinei T-2/HT-2 din cereale si produse derivate din cereale. Kitul contine reactivii necesari
si standardele pentru 96 de determinari.

Prepararea probei: extractie cu metanol
Timpul necesar: pentru prepararea probei (10 probe) — aprox. 30 min.;pentru efectuarea
testului — aprox. 1.5h.
Limita de detectie: cereale, furaje <5ppb
Reproductibilitate: aprox. 90%
Reactii incrucisate: Toxina T-2 - 100%
Acetil toxina T-2 - aprox. 114%
Toxina HT-2 - aprox. 7%
Isotoxina T-2 - aprox. 2%

Principiul testului:

Testul se bazeaza pe reactia antigen-anticorp. Godeurile plicii au fost marcate cu anticorpi
pentru anticorpii anti-toxina T2/HT-2. Se adaugd standardele sau probele, conjugatul
enzimatic $i anticorpii anti-toxina T-2. Toxina T-2/HT-2 libera si conjugatul enzimatic intra
in competitie pentru situsurile de legare ale anticorpilor (test imunoenzimatic competititv).
Conjugatul enzimatic nelegat este eliminat prin pasul de spdlare. Se adaugd in godeuri
amestecul substrat-cromogen si se lasa la incubat. Conjugatul enzimatic legat va converti
cromogenul incolor Tntr-o substanta de culoare albastra. Addugarea reactivului de stopare va
determina virarea culorii de la albastru la galben. Mésurarea se face spectrofotometric la 450
nm (lungime de unda optionald > 600 nm). Absorbanta este invers proportionald cu
concentratia de toxind T2 din proba.
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Compozitia kitului:

- 0 microplacd ELISA cu 96 de godeuri detagabile;

- 6 standarde de toxina T-2 (1,3ml fiecare) Oppb, 0.1ppb, 0.2ppb, 0.4ppb, 0.8ppb, 1.6ppb;
- un conjugat (5ml);

- un flacon cu anticorpi anti-toxina T-2/HT-2 (5ml);

- un substrat (7ml);

- un cromogen (7ml);

- 0 solutie de stopare (14ml);

- 0 solutie tampon pentru diluarea probei (50ml).

Materiale necesare:

Echipament: fotometru microELISA (450nm), moara, agitator magnetic, palnie si hartie de
filtru, micropipete : 50ul, 100pul, 500pl, 1000ul;

Reactivi: metanol, PBS pH 7.2.

Pregitirea probelor:
-se cantaresc 5g proba macinati si se dizolva in 25ml metanol/apa distilata (70/30);

-se amestecd folosind agitatorul magnetic timp de 10 min;

-se filtreaza extractul folosind hartie de filtru;

-se dilueaza 50ul proba filtrata cu 300ul solutie tampon pentru diluarea probei 1:7 (1+6), cu
factor de dilutie 35;

-se folosesc 50ul per godeu.

Pregatire preliminara:

-se aduc reactivii la temperatura camerei (20-25°C) Tnainte de utilizare.

-(lupa utilizare reactivii se reintroduc la frigider.

-nu este permisa uscarea godeurilor intre pasii de lucru. Godeurile trebuie spalate foarte bine.

-se evita contacul cu lumina in timpul incubarii. Se recomanda acoperirea placii.
-godeurile captusite cu anticorpi - Se extrage numai numarul de godeuri care urmeaza sa fie
utilizate. Restul godeurilor se sigileaza si se pastreaza la frigider.

Protocol de lucru:
-Se insereaza un numar necesar de godeuri pentru standarde si probe in suport;

-se adauga 50ul standard sau proba,

-se adauga 50ul conjugat in fiecare godeu;

-se adauga 50ul anticorp anti-toxina T-2 in fiecare godeu. Se amesteca rotind placa si se lasa
la incubat 1h la temperatura camerei, la intuneric;

-se arunca lichidul si se bate cu putere placuta, cu fata in jos pe o hartie absorbanta, pentru
eliminarea urmelor de lichid. Se adaugd 250ul apa distilata si se aruncd lichidul. Se repeta
etapa de spalare de doua ori;
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-se adauga 50ul substrat si 50l cromogen 1n fiecare godeu. Se amesteca rotind placuta si se
incubeaza 30min la temperatura camerei (20-25°C), la Intuneric;

-se adauga 100pul solutie de stopare in fiecare godeu. Se amestecd usor rotind placuta si se
mdsoara la 450nm fatd de blank-ul de aer. Se va avea in vedere sa nu se depdseascd 60min
dupa adaugarea solutiei de stopare.

Rezultate:

Valoarea medie a absorbantelor obtinute pentru standarde si probe este impartita la valoarea
absorbantei primului standard si inmultitd cu 100. Standardul zero este egal cu 100% si
valorile absorbantelor sunt exprimate n procente.

Absorbanta standard (sau proba) X 100 = % absorbanta
Absorbanta zero standard

Valorile calculate pentru standarde sunt introduse intr-un sistem de coordonate pe hartie
semilogaritmica fatd de concentratia de toxina T-2 Tnh ug/kg. Curba de calibrare ar trebui sa
fie liniara in limita 0.2-0.8 ug/kg (ppb).

Concentratia de toxina T-2 Th ug/kg corespunzand absorbantei fiecérei probe, poate fi citita
cu ajutorul curbei de calibrare. Cand se lucreaza se tine cont de factorul de dilutie:
cereale/furaje = 35 sau 350. De aceea, curba standard are o limita de 3.5 la 56 pg/kg (ppb)
sau 35 la 560 pg/kg (ppb) de toxind T-2 Tn probele de cereale sau furaje.

Sensibilitate: limita minima de detectie este de 0.1 pg/kg (ppb). Conform implementarii
testului, limita de detectie este 3.5 pug/kg (ppb) toxina T-2 Tn proba de cereale sau furaje.
Specificitatea: a fost stabilita analizand interferenta.

Interferenta: Toxina T-2 ................. 100%
Acetil toxina T-2 ........... aprox. 114%
ToxinaHT-2................. aprox. 7%
Isotoxina T-2................ aprox. 2%

Reproductibilitatea: unei probe de cereale sau furaje este aprox. 90%, cu un coeficient mediu
de variatie de aprox. 10%.

9.8 Determinarea patulinei utilizand testul HPLC
(Cromatografie lichida de inalta performanti)

Utilizarea prevazuta:
Coloane cu polimer imprimat molecular (MIP) pentru utilizare impreuna cu un HPLC pentru

detectarea patulinei in sucul de mere si piureul de mere.
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Informatii generale:
Procedura se bazeaza pe tehnologia polimerului imprimat molecular (MIP), ceea ce face ca

testul sa fie specific, sensibil, rapid si simplu de efectuat. Coloanele contin un polimer
imprimat molecular specific toxinei de interes. Dupa extractia toxinei, extractul de proba
este centrifugat, filtrat si trecut prin coloana MIP. Orice toxina care este prezenta in proba
este retinutd de MIP in coloand. Coloana este spalata pentru a Indeparta materialul nelegat
si toxina este apoi eliberata din coloand dupa eluare cu solvent. Eluatul este colectat Thainte
de analiza prin HPLC.

EASIMIP™ PATULIN foloseste o procedura care se bazeaza pe o tehnologie MIP (MIP =
polimeri imprimati molecular) si ca urmare, testul poate fi efectuat intr-un mod specific,
sensibil, rapid si usor. Coloanele contin un polimer specific care este specific toxinei care
trebuie detectata (paulina). Procedura totala de extractie si curatare dureaza aproximativ 45
de minute. Rezultatul este o purificare si o concentrare imbunatitite, a toxinei, din probele
alimentare pentru o cromatograma mult mai clara.

Pregatirea probelor:
Un esantion reprezentativ trebuie obtinut urmand una dintre procedurile de esantionare
recunoscute oficial. Se recomanda ca minim 1 kg de proba reprezentativa sa fie macinata fin

si o portiune (10 - 50 g in functie de metoda utilizatd) sa fie Indepartata si extrasa.

Limita de detectie (LOD): 0.06 ng/kg (ppt)

Evaluare: Se recomanda sa se ruleze o curbad de calibrare cu cel putin 3 - 6 puncte. La
construirea unei curbe adecvate, nivelurile standardelor de calibrare trebuie sa includa
intervalul de rezultate asteptate. Solutiile standard diluate trebuie preparate proaspete in ziua
analizei si utilizate intr-o perioada de 24 de ore.

Pregétirea unei mostre de suc de mere:

-Se masoara 2,5 ml de proba intr-un tub de centrifuga,

-se adauga 2,5 ml de acid acetic 2 %. Se agita puternic timp de 20 de secunde. Coloana nu
va fi lasata sa se usuce in timpul etapei de conditionare;

-pentru a conditiona coloana, se trec 2 ml de acetonitril 100 % prin coloand la un debit de 1

ml pe minut (1 picatura pe secunda). Se lasa un strat fin de acetonitril deasupra sectiunii albe
a coloanei;

-se trece imediat 1 ml de apa prin coloanad cu un debit de 1 ml pe minut (1 picaturd pe
secunda). Se lasd un strat fin de apa deasupra sectiunii albe a coloanei;

-se trec 4 ml de proba diluata (echivalentul a 2 ml de probd) prin coloana la un debit de 0,5
ml pe minut (1 picatura la fiecare 2 secunde). Un debit lent si constant este esential pentru
captarea toxinei;

-se spala coloana prin trecerea a 1 ml de bicarbonat de sodiu 1 % la un debit de 1 ml pe
minut. (1 picdtura pe secundd) pentru a indepirta orice sare si componente ale matricei
polare;

-se trec imediat 2 ml de apa prin coloana cu un debit de 1 ml pe minut (1 picatura pe secunda).
Se usuca coloana prin trecerea aerului pentru a indeparta lichidul rezidual.
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-sub o hota, se trec imediat 500 pl de eter dietilic 100 % prin coloand la un debit de 1 ml pe
minut (1 picaturd pe secundd). Se usuca coloana prin trecerea aerului pentru a indeparta
lichidul rezidual;

-sub o hota, se elueazi toxina din coloana la un debit de 1 picéturd pe secunda folosind 2 ml
de 100 % acetat de etil si se colecteaza intr-un tub de sticla;

-se adauga 1 picatura (aproximativ 10 pl) de acid acetic 100 % la eluat. Se agita timp de 20
de secunde;

-se evapora eluatul la sec sub azot la 35 - 45 °C. Eluatul nu trebuie sa fie prea uscat, deoarece
aceasta va degrada toxina.

-se reconstituie imediat cu 1 ml de acid acetic 0,1 %. Se agita timp de 20 de secunde;

-se injecteaza 100 pl de eluat reconstituit in sistemul HPLC.

Pregatirea unei mostre de piure de mere:

-se cantaresc 10 g de proba intr-un tub de centrifuga,

-se adauga 130 pul de pectinaza si 10 ml de apa. Se vortexeaza timp de 20 de secunde;

-Se incubeaza timp de 2 ore la 40 °C sau peste noapte la 21 - 25 °C;

-proba diluata se pune la centrifuga la 4.000 rpm, timp de 10 minute;

-se filtreaza proba centrifugatd printr-un filtru de seringa de 0,2 um (celuloza regenerata).

-pentru a conditiona coloana,se trec 2 ml de acetonitril 100 % prin coloana la un debit de 1
ml pe minut (1 picaturd pe secunda). Se lasa un strat fin de acetonitril deasupra sectiunii albe
a coloanei;

-se trece imediat 1 ml de apa prin coloand cu un debit de 1 ml pe minut (1 picaturd pe
secunda). Se lasd un strat fin de apa deasupra sectiunii albe a coloanei;

-se trece 5 ml de filtrat (echivalentul a 2,5 g de proba) prin coloana la un debit de 0,5 ml per
minut (1 picatura la fiecare 2 secunde). Un debit lent si constant este esential pentru captarea
toxinei;

-se spala coloana prin trecerea a 4 ml de acid acetic 1 % la un debit de 1 ml pe minut (1
picaturd pe secunda). Se usuca coloana prin trecerea aerului pentru a indeparta lichidul
rezidual;

-se trec imediat 4 ml de apa cu un debit de 1 ml pe minut (1 picdturd pe secundd). Se usuca
coloana prin trecerea aerului pentru a indeparta lichidul rezidual,;

-sub o hota, se trec imediat 500 pl de eter dietilic 100 % prin coloand la un debit de 1 ml pe
minut (1 picaturd pe secundd). Se usuca coloana prin trecerea aerului pentru a indeparta
lichidul rezidual;

-sub o hota, se elueaza toxina din coloand la un debit de 1 picatura pe secunda folosind 2 ml
de 100 % acetat de etil si se colecteaza intr-un tub de sticla;

-se adauga 1 picatura (aproximativ 10 pl) de acid acetic 100 % la eluat. Se agita timp de 20
de secunde;

-se evapora eluatul la sec sub azot la 35 - 45 °C. Nota: Asigurati-va ca eluatul nu este prea
uscat, deoarece aceasta va degrada toxina.

-se reconstituie imediat cu 1 ml de acid acetic 0,1 %. Se agita la vortex timp de 20 de

secunde.
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-se injecteaza 100 pl de eluat reconstituit Tn sistemul HPLC.

Pregitirea standardelor:

Prepararea solutiilor stoc de patulind 10.000 ng/ml:

1. Se poate cumpdra pulbere cristalind de patulina de la distribuitori autorizati. Pulberea este
reconstituitd conform instructiunilor furnizate si lasatd peste noapte la intuneric la
temperatura camerei pentru a da un concentrat stoc.

2. Acesta este apoi utilizat pentru a prepara o solutie stoc de patulind de 10.000 ng/ml.

Curba de calibrare:

Se recomanda si fie rulati o curba de calibrare cu cel putin 3 - 6 puncte. Tn construirea unei
curbe adecvate nivelurile standardelor de calibrare ar trebui sd includd gama de rezultate
asteptate.

Standardul diluat - solutiile trebuie preparate proaspete in ziua analizei si utilizate intr-o
perioada de 24 de ore.

Pentru a pregiti o curba de calibrare 1n patru puncte:

- Standard 5: se iau 200 pl de 10.000 ng/ml si se aduc pand la 8 ml cu acid acetic 0,1 %
(echivalent cu 250 ng/ml);

- Standard 4: se iau 5 ml de 250 ng/ml si se adaugd 5 ml de acid acetic 0,1 % (echivalent cu
125 ng/ml).

- Standard 3: se iau 2 ml de 125 ng/ml si se adauga 3 ml de acid acetic 0,1 % (echivalent cu
50 ng/ml).

- Standard 2: se ia 1 ml de 50 ng/ml si adauga 1 ml de acid acetic 0,1 % (echivalent cu 25
ng/ml).

- Standard 1: se ia 1 ml de 25 ng/ml si adaugéd 1 ml de acid acetic 0,1 % (echivalent cu 12,5
ng/ml).

- se injecteaza 100 pl din fiecare standard in sistemul HPLC.
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CAP.10. REZULTATE SI DISCUTII PRIVIND MICOTOXINELE
IDENTIFICATE

CHAPTER 10. RESULTS AND DISCUSSION OF IDENTIFIED

MYCOTOXINS

n perioada de studiu, respectiv anii 2015-2020, au fost prelevate si analizate un
numar total de 698 de probe de produse agroalimentare de origine vegetald, pentru
determinarea micotoxinelor, la nivelul judetului Iasi. O centralizare a probelor prelevate
pentru fiecare parametru analizat si pentru fiecare perioada studiatd, este prezentata n

tabelul 10.1.

Centralizatorul probelor analizate pentru determinarea micotoxinelor in perioada

2015-2020
The centralizer of samples analyzed for the dermination of mycotoxins in the period

2015-2020

Tabel 10.1
Parametrul Anul de analiza Total probe
analizat 2015 | 2016 | 2017 | 2018 2019 | 2020 analizate/
parametru

Aflatoxina B1 27 11 9 14 13 11 85
Aflatoxine totale | 27 14 9 14 14 12 90
Deoxinivalenol 34 27 14 21 22 15 133
Zearalenona 32 21 12 17 23 14 119
Fumonisine 15 8 5 6 8 6 48
Ochratoxina A 27 20 21 26 32 22 148
Patulina 8 6 4 5 5 7 35
Toxina T2+HT2 4 8 7 7 8 6 40
Total probe | 174 | 115 81 110 125 93 698
analizate
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10.1. Rezultate privind identificarea si monitorizarea aflatoxinei B1

Pe parcursul celor 6 ani de studiu a aflatoxinei B1 a fost analizat un numar total de
85 probe (tabelul 10.2.), constand atéat din produse primare (cereale boabe, fructe uscate) cat
si din produse procesate (faina de gréu, malai, gris din griu, produse de panificatie si
patiserie), dupa cum urmeaza:
- 26 probe de cereale (grau, porumb, secara)
- 19 probe de produse derivate din cereale (faina de grau, malai, gris)
- 34 de probe de fructe deshidratate (cumale, stafide, caise), arahide, castane si miez de nuca.
- 6 probe de alimente procesate (snacks-uri din porumb, covrigi, croissante, paine alba).
Probele au fost prelevate din unitati de depozitare a produselor alimentare cat si din
unitati de comert cu amanuntul a acestora (supermarket-uri). Produsele prelevate au avut atat
origine autohtona cat si comunitara (faina grau Ungaria, malai UE, stafide Ungaria, mix de
fructe UE) sau extracomunitara (curmale Iran, stafide Turcia, stafide Iran, arahide Argentina,
miez de nuca Ucraina, caise si castane Turcia). Rezultatele obtinute au fost comparate cu
limitele maxime admise prevazute de Regulamentul CE 1881/2006 care stabileste nivelurile
maxime pentru anumiti contaminanti din produsele alimentare.

Probe analizate pentru determinarea aflatoxinei B1
Samples analyzed for the detrmination of aflatoxin B1

Tabel 10.2
Nr. AFLATOXINA B1
crt.
Produsul analizat Nr probe | Nr probe | Valori Limita legala
analizate | pozitive inregistrate admisa
(ng/kg) (Hg/kg)
1 | gréau boabe 12 2 1,49/1,55 2
2 porumb boabe 10 0 nedetectabila 5
3 secara boabe 4 0 nedetectabila 2
4 | fainade grau 12 0 nedetectabila 2
5 gris din gréu 2 0 nedetectabila 2
6 malai 5 0 nedetectabila 2
7 stafide 8 0 nedetectabila 2
8 curmale uscate 2 0 nedetectabila 2
9 caise deshidratate 2 0 nedetectabila 2
10 | castane 3 0 nedetectabila 2
11 | mix de fructe uscate 3 0 nedetectabila 2
12 | arahide 3 0 nedetectabila 8
13 | miez de nuci 13 0 nedetectabila 5
14 | snacks din porumb 1 0 nedetectabila 2
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15 | produse de patiserie 2 0 nedetectabila 2
16 | produse de 3 0 nedetectabila 2
panificatie
TOTAL 85 2 - -

Pentru determinarea contaminarii cu aflatoxina B1 au fost analizate 85 probe dintre
care cca. 2,4% (2/85 p) au Tnregistrat valori pozitive pentru aceasta micotoxina (figura 10.1).
Acestea au fost prelevate din doua unitati cu profil de conditionare si depozitare a cerealelor,
situate Tn VVladeni si Tg. Frumos, fapt care sugereaza prezenta unei contaminari a produselor
agricole primare. Pentru restul probelor analizate, continutul de aflatoxina B1 a fost
nedetectabil, ceea ce semnifica ca produsele luate in studiu au fost sigure pentru consumul
uman, din punct de vedere a continutului de aflatoxina B1.

Concluzia generala, pe baza rezultatelor analizelor efectuate, a fost ca produsele
selectate si analizate, prelevate din unitti situate pe teritoriul judetului lasi, au fost sigure
pentru consumul uman din punct de vedere al continutului de substante cu potential
cancerigen, respectiv aflatoxina B1. Contaminarea cu aceastd micotoxina, care poate sa
apara la produsele agricole primare, impune acordarea unei atentii sporite asupra analizarii
acestora, din punctul de vedere a continutului Tn micotoxine

Aflatoxina B1

2.40%
97.60%
probe negative probe pozitive

Fig. 10.1 Incidenta aflatoxinei B1 in probele analizate
Fig. 10.1 Incidence of aflatoxin B1 in the analyzed samples

10.2 Rezultate privind identificarea si monitorizarea aflatoxinei totale

Tn perioada celor sase ani de studiu a fost analizat un numar total de 90 probe de
produse agroalimentare (tabel 10.3.), dupa cum urmeaza:
- 28 probe de cereale (gréu, secara, porumb)
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- 22 probe de produse cerealiere (faina de grau, malai, gris)
- 34 probe de fructe deshidratate (curmale, stafide, caise), arahide, miez de nuca, castane

- 6 probe de alimente procesate (pufuleti, covrigi, croissante, paine alba).

Probele au fost prelevate atat din unitati de depozitare a produselor alimentare si a
cerealelor, cat si din unitati de comert cu amanuntul a produselor alimentare, de tipul
supermarket-urilor, de la nivelul judetului lasi. Produsele prelevate au avut atat origine
autohtona, comunitara (faina de grau Ungaria, malai UE, stafide Ungaria, mix de fructe UE)
si extracomunitara (curmale Iran, stafide Turcia, stafide Iran, arahide Argentina, miez de

nuca Ucraina, caise si castane Turcia).

Probele analizate pentru determinarea aflatoxinei totale
Samples analyzed for the determination of total aflatoxin

Tabel 10.3

Nr. AFLATOXINA TOTALA

crt. | Produsul analizat Nr probe | Nrprobe | Valori Limita legala

analizate | pozitive | nregistrate admisa
(Hg/kg) (Hg/kg)
1 grau boabe 13 3 1,50/1,61/1,9 4
7
2 porumb boabe 11 1 2,65 10
3 secara boabe 4 0 nedetectabila 4
4 faina de grau 15 0 nedetectabila 4
5 gris din gréu 2 0 nedetectabila 4
6 malai 5 0 nedetectabila 4
7 stafide 8 0 nedetectabila 4
8 curmale uscate 2 0 nedetectabila 4
9 caise deshidratate 2 0 nedetectabila 4
10 | castane 3 0 nedetectabila 4
11 | mix de fructe uscate 3 0 nedetectabila 4
12 | arahide 3 0 nedetectabila 15
13 | miez de nuca 13 0 nedetectabila 10
14 | snacks din porumb 1 0 nedetectabila 4
15 | produs de patiserie 2 0 nedetectabila 4
16 | produs de 3 0 nedetectabila 4
panificatie
TOTAL 90 4 - -
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Continutul de aflatoxina totala a probelor analizate a fost foarte scazut, valorile
obtinute situdndu-se cu mult sub limita maxima impusa de legislatia Tn vigoare (Reg. CE
1881/2006).

Tn anul 2015, pentru doua probe din dou loturi de grau provenite de la o unitate de
depozitare a cerealelor situatd Tn zona Mircesti s-au inregistrat valori pozitive (1,50/ 1,61
pg/kg) . De asemenea, Th anul 2016 a fost inregistrata o proba de grau prelevata de la o
unitate de depozitare a cerealelor situata Tn comuna Andrieseni, cu o valoare mai ridicata a
continutului de aflatoxina totala, respectiv 1,97 pg/kg (tabelul 8.3). Tn anul 2019, o proba de
porumb boabe a inregistrat valoare pozitiva (2.65 pg/kg fata de LMA 4 pg/kg), aceasta fiind
prelevata dintr-o unitate de depozitare a cerealelor situata in com. Baltati, Acest fapt
semnifica o potentiald contaminare a produselor agricole primare, cu influenta negativa
asupra produselor alimentare obtinute din acestea. Pentru restul categoriilor de probe
analizate, continutul de aflatoxina totala a fost nedetectabil, ceea ce denota ca produsele luate
n studiu au fost sigure pentru consumul alimentar ulterior.

Din datele prezentate se poate deduce faptul ca din totalul probelor analizate, a fost
depistat un procent relativ redus de probe pozitive, cca. 4.4% (figura 10.2.), esalonate
temporal astfel: Th anul 2015 (cca. 3%), respectiv n anul 2016 (cca.3%) si anul 2019
(cca.1%) comparativ cu anii 2017, 2018 si 2020 in care nu s-au inregistrat valori pozitive ale
aflatoxinelor totale in produsele supuse analizelor de laborator.

Concluzia, pe baza rezultatelor de laborator obtinute, a fost ca produsele agricole
primare pot fi potential contaminate cu aflatoxine totale, acest lucru avénd un ulterior impact
negativ asupra produselor alimentare obtinute din acestea, cu eventuale repercursiuni asupra
sanatatii consumatorilor finali.

AFLATOXINA TOTALA

Fig. 10.2 Incidenta aflatoxinei totale in probele analizate
Fig. 10.2 Incidence of total aflatoxin in the analyzed samples
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10.3 Rezultate privind identificarea si monitorizarea ochratoxinei A

Tn perioada de efectuare a studiului a fost analizat un numar total de 148 probe de

produse (tabelul 10.4.) pentru depistarea ochratoxinei A, dupa cum urmeaza:

- 29 probe de cereale (grau, porumb, secara);

-26 probe de produse derivate din cereale (faina de grau, malai, gluten din gréu, snacks din
porumb);

- 83 probe de bauturi (vin alb, vin rosu, cocktail-uri, suc de struguri);

- 5 probe de cafea prajita;

- 5 probe de produse de panificatie (péine, biscuiti, paste fainoase).

Probele au fost prelevate din urmatoarele categorii de unitati: depozite de cereale,
depozite de produse alimentare, unititi de procesare a porumbului, unititi de productie a
vinurilor din struguri, unititi de comercializare a produselor alimentare. Toate aceste
obiective sunt situate pe raza judetului lasi. Probele prelevate au avut atat origine autohtona
(cereale boabe, snacks din porumb, vinuri, fainuri, malai, paine, paste fainoase) cat si
provenientda comunitard (malai UE, vin/cocktail Spania/ Franta, faina de grdu Ungaria,
gluten din gréu Franta/Polonia, cafea Italia) si extra comunitara (vin R. Moldova, biscuiti
Ucraina).

Probe analizate pentru determinarea ochratoxinei A
Samples analyzed for the determination of ochratoxin A

Tabel 10.4
Nr. OCHRATOXINA A
crt.
Produsul Nr probe | Nr probe | Valori inregistrate | Limita legala
analizat analizate | pozitive (na/kg) admisa (pg/kg)
1 | gru boabe 13 3 1,56/1,56/1,56 5
2 porumb 12 0 nedetectabila
boabe
3 | secara boabe 4 1 1,56 5
4 | faina de grau 9 0 nedetectabila 3
5 | malai 9 0 nedetectabila 3
6 gluten vital 6 2 4,556/3,5 10
din grau
7 paine alba 3 0 nedetectabila
8 | biscuiti 1 1 3,5 3
9 paste 1 0 nedetectabila 3
fainoase
10 |vinalb 35 1 0,483 2
11 | vin rosu 23 0 nedetectabila 2
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12 | bauturi  pe 10 0 nedetectabila 2
baza de vin

13 | snacks din 2 0 nedetectabili 3
porumb

14 | suc de 15 0 nedetectabila 2
struguri

15 | cafea 5 0 nedetectabila 5
TOTAL 148 8 - -

Pentru determinarea contaminarii cu ochratoxina A a produselor agroalimentare, au
fost analizate 148 de probe dintre care, pentru 140 probe continutul de ochratoxina A a fost
nedetectabil. Pentru 8 probe s-au Tnregistrat valori pozitive ale continutului de ochratoxina
A, prezenta acestei micotoxine reprezentand o contaminare a categoriilor de produse atat
autohtone cét si cu alte origini, luate Tn studiu. Continutul de ochratoxina A al probelor
analizate a fost relativ scazut, valorile obtinute situdndu-se cu mult sub valorile limita impuse
de legislatia in vigoare.

Tn anul 2015 au fost inregistrate valori pozitive ale continutului de ochratoxina A
pentru o proba de vin alb origine Spania prelevata dintr-un supermarket situat in municipiul
lasi (0,483 pg/kg fata de LMA=2 pg/kg), reprezentand 1% din totalul probelor analizate n
anul mentionat.

Tn anul 2016 s-au Tnregistrat valori pozitive ale ochratoxinei A pentru 3 probe de
grdu boabe autohton (1,56pg/kg fata de LMA=5ug/kg) si 1 proba de secara autohtona
(1,56pg/kg fatda de LMA=5ug/kg). Probele provin din unitati de conditionare si depozitare a
cerealelor de pe raza judetului lasi, din arealele de cultura: Mircesti, Tg. Frumos, Andrieseni
si Vladeni. Acestea reprezinta doar un procent de 3% din numarul total de probe analizate
n anul de referinta.

Tn anul 2018 s-a inregistrat valoare pozitiva a ochratoxinei A pentru o probi de
gluten vital din gréu origine Polonia (4,556pg/kg fata de LMA= 10ug/kg). Proba a fost
prelevata dintr-o unitate de productie a aditivilor si ingredientelor pentru panificatie din mun.
Tasi si reprezinta 1% din numarul total de probe analizate in 2018.

Tn anul 2019 s-au Inregistrat valori pozitive ale ochratoxinei A pentru: o proba gluten
vital din gréu origine Polonia (3,5pg/kg fata de LMA= 10ug/kg) si 0 proba de biscuiti dulci
origine R. Moldova (1,9ug/kg fatda de LMA= 3,0pg/kg). Proba de gluten a fost prelevata
dintr-o unitate de productie a ingredientelor pentru panificatie, iar proba de biscuiti a fost
prelevata dintr-o unitate de depozitare a produselor alimentare. Acestea reprezinta un
procent de 1% din totalul probelor analizate in anul studiat.

Pentru restul categoriilor de probe analizate, continutul de ochratoxina A a fost
nedetectabil, fapt care denota ca produsele luate Tn studiu, indiferent de originea acestora, au
fost sigure pentru consumul alimentar ulterior.
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Asa cum este evidentiat in tabelul 10.5, valorile Tnregistrate pentru esantioanele
analizate, nu au depadsit limitele maxime impuse de legislatia specifica (Reg. CE 1881/2006).

Situatia probelor pozitive pentru ochratoxina A
Status of positive samples for ochratoxin A

Tabel 10.5
Nr. | Tipul Anul Zona  de | Valoarea pozitiva | Limita
crt. | probei analizei | provenientia | Tnregistrata maxima
a probei (ng/kg) admisa(ug/kg)
1 Vin alb | 2015 Spania 0,483 2
demidulce
2 Gréu 2016 Mircesti 1,56 5
boabe
3 Gréu Tg. Frumos 1,56
boabe
4 Grau Vladeni 1,56
boabe
5 Secara Andrieseni 1,56
boabe
6 Gluten 2018 Polonia 4,556 10
din grau
7 Biscuiti 2019 R. Moldova 1,9 3
dulci
8 Gluten Polonia 3,5 10
din grau

lor.
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Pentru determinarea contaminarii cu ochratoxina A au fost analizate 148 de probe
dintre care numai cca. 5,4% (8/148 p) au inregistrat valori pozitive pentru aceasta micotoxina
(figura 10.3). Produsele agricole primare (grau, secard) detin majoritatea Th cazul acestui tip
de contaminare micotoxica, Tnsa se observa un grad de contaminare si n cazul produselor
procesate, pe baza de cereale (gluten din grau, biscuiti), ceea ce duce la concluzia unei
continuitati a contaminarii, prin procesul de procesare neavand loc neaparat, o diminuare a
continutului micotoxinic. Deci, continutul ridicat de micotoxine al produselor primare se
poate transmite si produselor derivate din acestea, chiar in urma unui proces de procesare a



Ochratoxina A
5.40%

N

94.6%

probe negative O probe pozitive

Fig. 10.3. Incidenta ochratoxinei A n probele analizate
Fig. 10.3 Incidence of ochratoxin A in the analyzed samples

10.4 Rezultate privind identificarea si monitorizarea zearalenonei

Tn perioada luati in studiu au fost analizate 119 probe (tabelul 10.6.) pentru

determinarea continutului in zearalenona, astfel:

-28 probe de cereale (gréu, porumb, secara)

-13 probe de produse derivate din cereale (fiina de grau)

-46 probe de produse de panificatie (paine diverse sortimente, covrigi, biscuiti)

-32 probe de cereale pentru mic dejun (cereale mic dejun, fulgi de porumb, snacksuri din
porumb) si porumb dulce conservat.

Probele au fost prelevate din urmatoarele sectoare de activitate desfasurate pe raza
judetului lasi: depozitarea cerealelor, morarit, fabricarea painii, comercializarea produselor
alimentare (hipermarket-uri). Originea produselor prelevate a fost diferita, tocmai pentru ca
analiza acestora sa fie cat mai vasta: Romania (cereale, fainuri, paine diverse sortimente,
covrigi, biscuiti, fulgi de cereale, pufuleti, popcorn), Ungaria/Polonia (porumb dulce
conservat), Cehia/Belgia/UE (fulgi de cereale).
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Probe analizate pentru determinarea zearalenonei
Samples analyzed for the determination of zearalenone

Tabel 10.6

Nr. ZEARALENONA
crt.

Produsul Nr probe | Nrprobe | Valori finregistrate | Limita legala

analizat analizate | pozitive | (ug/kg) admisa

(Hg/kg)
1 grau boabe 13 2 2,87/3,984 100
2 porumb boabe 11 4 2,68/2,68/2,87/2,87 100
3 secard boabe 4 0 nedetectabila 100
4 faina de grau 13 2 3,0/5,597 75
5 paine alba 31 7 2,147/2,153/2,497/ 50
2,6
2,74/2,953/40,0

6 piine neagra 6 2 4,064/4,064 50
7 paine integrala 3 1 6,101 50
8 paine de secara 2 1 6,101 50
8 covrigi 2 1 3,11 50
9 biscuiti 2 0 nedetectabila 50
10 | fulgi de porumb 14 1 5,016 100
11 | cereale pentru 7 0 nedetectabila 75

mic dejun
12 | porumb dulce in 6 1 2,983 100

conserva
13 | snacks din 5 2 7,372/10,367 100

porumb

TOTAL 119 24 - -

Tn anul 2015 s-au depistat valori pozitive ale continutului de zearalenona pentru 16
probe de produse procesate (cca.50%) din totalul de esantioane luate in studiu (10 probe
paine, 1 proba fiina de grau, 1 proba covrigi, 1 proba fulgi de porumb, 2 probe snacks-uri
din porumb, 1 proba de porumb dulce in conserva). Probele au avut origini diferite, fiind
prelevate atat din unitati de productie a painii si produselor de panificatie, cét si din unitati
de comert cu amanuntul a produselor alimentare, tip supermarket.

Tn anul 2019 au fost nregistrate valori pozitive ale continutului de zearalenona
pentru 3 probe de produse primare (cca.13% din totalul probelor analizate) luate in studiu (o
proba grau boabe, 2 probe porumb boabe).

Tn anul 2020 s-au Tnregistrat valori pozitive pentru zearalenoni in cazul a 5
esantioane, dupa cum urmeaza: 1 proba grau boabe, 2 probe porumb boabe, 1 proba faina de
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grau si 1 proba de paine alba, toate acestea constituind un procent de cca. 35,7% din totalul
esantioanelor studiate in anul de referinta.

Asa cum s-a pus Tn evidentd in tabelul 10.7, valorile inregistrate nu au depasit
limitele maxime admise impuse de legislatia aplicabila (Reg. CE 1881/2006). Pentru restul
probelor analizate in perioada 2016-2018, nu au fost depistate valori pozitive ale continutului
de zearalenond, acestea situdndu-se sub limita de detectie stabilita prin metoda de lucru, ceea
ce semnifica ca produsele luate in studiu nu au prezentat pericole micotoxice pentru
consumatori.

Situatia probelor pozitive pentru zearalenona
The situation of positive samples for zearalenone

Tabel 10.7
Nr. | Tipul probei Anul Zona de | Valoarea Limita
crt. analizei | provenienta a | pozitiva maxima
probei inregistrata | admisa
(Hg/kg) (Hg/kg)
1 snacks din Belgia 10,367 100
porumb 2015
2 snacks din Belgia 7,372
porumb
3 fulgi din Romania 5,016
porumb
4 covrigi Mun. lasi 3,11 50
5 faina de grau Mun. lasi 5,597 75
6 paine alba 2,497 50
7 paine alba 2,74
8 péine alba 2,953
9 paine alba 40
10 | péine alba 2,153
11 | paine alba 2,147
12 | péine de secara 6,101
13 | paine integrala 6,101
14 | péine neagra 4,064
15 | paine neagra 4,064
16 | porumb dulce Ungaria 2,983 100
n conserva
17 | gréu boabe 2019 Pascani 3,984 100
18 | porumb boabe Vladeni 2,68 100
19 | porumb boabe Baltati 2,68
20 | grau boabe Tg. Frumos 2,87 100
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21 | porumb boabe | 2020 Tg. Frumos 2,87 100
22 | porumb boabe Tg. Frumos 2,87

23 | fdina de grau Mircesti 3,0 75
24 | péine alba Tg, Frumos 2,6 50

In vederea determinarii prezentei zearalenonei in diferitele categorii de produse
agroalimentare studiate, au fost prelevate si analizate 119 esantioane, dintre care au
nregistrat valori pozitive un numar de 24 de probe (tabelul 10.7), reprezentand un procent
de cca. 20.17% din totalul esantioanelor analizate (24/119p). Procentul de 79,83% a
constituit diferenta de probe pentru care nu s-a depistat continut de zearalenona (figura nr.
10.4). Produsele agricole primare (grau, porumb) constituie baza de aparitie Tn cazul acestui
tip de contaminare cu zearalenona, insa se observa un grad ridicat de contaminare si n cazul
derivatelor din cereale (faina de grau, paine, covrigi, fulgi din porumb etc), ceea ce duce la
concluzia unei contaminari Tn forma continuata. Se observa ca procesarea produselor
agricole nu duce neaparat la diminuarea continutului acestora in micotoxine, acest fapt fiind
ingrijorator pentru sanatatea consumatorilor.

Zearalenona

20.17%

79.83%

probe negative probe pozitive

Fig. 10.4. Incidenta zearalenonei in probele analizate
Fig. 10.4 Incidence of zearalenone in the analyzed samples

10.5 Rezultate privind identificarea si monitorizarea fumonisinei

n perioada de studiu 2015-2020, a fost analizat un numar total de 48 probe de
produse alimentare (tabelul 10.8), dupa cum urmeaza:
-27 probe de cereale (porumb boabe);
-21 probe de produse derivate din porumb (cereale mic dejun, fulgi de porumb, snacks din
porumb, porumb dulce in conserva).

Probele au fost prelevate din urmatoarele categorii de obiective: depozite
alimentare, depozite de cereale, unitati de procesare a porumbului, cat si din unitati de
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comercializare a produselor alimentare, de tipul supermarket-urilor. Toate aceste obiective
s-au situat pe raza judetului lasi.

Esantioanele prelevate au avut atdt origine autohtona (porumb boabe, fulgi de
porumb, cereale pentru mic dejun, snacks din porumb) cét si provenientd comunitara
(porumb dulce Tn conserva Ungaria si Polonia, fulgi de porumb Polonia/UE).

Probe analizate pentru determinarea fumonisinei
Sampled analyzed for fumonisin determination

Tabel 10.8
Nr. FUMONISINA
crt.
Produsul Nr probe | Nrprobe | Valori  Tnregistrate | Limita legala
analizat analizate | pozitive | (ng/kg) admisa (pg/kg)
1 porumb 27 9 45,36/56,0/82,233/21 4000
boabe 2,87/299,0/431,0/
440,0/757,0/854,0
2 fulgi de 12 0 nedetectabila 1000
porumb
3 porumb 5 0 nedetectabila 1000
dulce in
conserva
4 snacks din 4 0 nedetectabila 1000
porumb
TOTAL 48 9 - -

Din totalul probelor luate Tn studiu, pentru un numar de 39 dintre acestea, continutul
de fumonisina a fost nedetectabil. Pentru 9 probe de porumb boabe autohton provenit din
zonele: Podu lloaiei, Tg. Frumos, Andrieseni, Vladeni, Pascani, s-au Tnregistrat valori
pozitive ale continutului de fumonisine, prezenta acestora reprezentand o contaminare a
produselor agricole primare analizate. Valorile inregistrate (tabelul 10.9) nu au depasit
limitele maxime impuse de normele legislative specifice (4000 pg/kg).

Tn anul 2015 pentru categoriile de probe prelevate si analizate nu s-a detectat
continut de fumonisina.

Tn anul 2016 au fost nregistrate valori pozitive pentru un numar de 4 probe de
porumb boabe (cca. 10% din totalul probelor studiate) care au fost prelevate din depozite de
cereale situate in zonele Tg. Frumos, Pascani, Andrieseni, VVladeni.

Tn anul 2017 s-a depistat continut pozitiv in fumonisind pentru 2 probe de porumb
boabe (cca. 5% din totalul probelor) prelevate din unitati de depozitare a cerealelor din
zonele Tg. Frumos si Andrieseni.
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Tn 2018 numai o proba de porumb boabe (cca. 2% din total probe) a prezentat
valoare pozitiva pentru acest tip de micotoxine. Proba a provenit din arealul de cultura Tg.
Frumos, jud. lasi.

Tn anul 2019, din totalul esantioanelor analizate pentru depistarea fumonisinei, doar
0 proba de porumb boabe (cca.2% din total) a prezentat valoare pozitivd la aceasta
micotoxina . Proba a fost prelevata din zona Podu lloaiei- jud. lasi.

Tn anul 2020 s-a depistat o singurd probi cu valoare pozitivi, constind in porumb
boabe provenit din localitatea VIadeni. Aceasta reprezintd cca 17% din totalul probelor
analizate Tn anul specificat.

Asa cum este evidentiat in tabelul 9.9, valorile inregistrate pentru esantioanele
pozitive nu au depasit limitele maxime impuse de legislatia specificd pentru aceste
micotoxine (Reg. CE 1881/2006). Pentru restul categoriilor de probe supuse analizelor de
laborator, continutul de fumonisina a fost nedetectabil, fapt care denota ca categoriile de
produse luate in studiu au fost sigure pentru consumul alimentar ulterior, indiferent de
originea acestora. Se observa faptul ca fumonisina s-a manifestat doar in produsele primare,
aceasta nefiind detectata Tn nici un tip de produs procesat.

Situatia probelor pozitive pentru fumonisina
Status of fumonisin positive samples

Tabel 10.9
Nr. | Tipul probei | Anul Zona de | Valoarea Limita
crt. analizei | provenienti | pozitiva maxima
a probei Tnregistrata | admisa
(Hg/kg) conf. Reg.
CE
1881/2007
(Hg/kg)
1 porumb boabe | 2016 Tg. Frumos 299,0 4000
2 porumb boabe Pascani 212,87
3 porumb boabe Andrieseni 854,0
4 porumb boabe Vladeni 56,0
5 porumb boabe | 2017 Tg. Frumos 757,0
6 porumb boabe Andrieseni 431,0
7 porumb boabe | 2018 Tg. Frumos 45,36
8 porumb boabe | 2019 Podu lloaiei 82,233
9 porumb boabe | 2020 Vladeni 440,0

Pentru determinarea contaminarii cu fumonisina s-a analizat un numar total de 48
de probe dintre care cca. 18,8% (9/48 p) au inregistrat valori pozitive pentru aceasta
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micotoxina (fig. 10.5), diferenta de 81,2% fiind libere de fumonisina, conform analizelor
efectuate n laborator. Gradul de contaminare pentru aceastd micotoxina a fost semnificativ,
fiind detectat exclusiv in produsele primare, respectiv porumb boabe, fumonisina fiind
specifica pentru acest produs agricol. Tn cazul derivatelor din porumb nu s-a nregistrat
contaminare cu fumonisina, ceea ce denota faptul ca, Tn urma procesarii porumbului a fost
diminuata la maxim eventuala Thcarcatura micotica a acestuia.

Fumonisina
probe
pozitive,
18:80%
81.20%
probe negative probe pozitive

Fig. nr.10.5. Incidenta fumonisinei Tn probele analizate
Fig. 10.5 Incidence of fumonisin in the analyzed samples

10.6 Rezultate privind identificarea si monitorizarea deoxinivalenolului

Pe parcursul celor 6 ani de studiu a fost analizat un numar total de 133 probe de
produse agroalimentare (tabelul 10.10.), respectiv:
-47 probe de cereale (grau, porumb, secara)
-13 probe de produse derivate din cereale (fiina de gréau tip 650, faina grau tip 000)
-57 probe de produse de panificatie (paine diverse sortimente, covrigi, biscuiti, paste
fainoase)
-16 probe de cereale pentru mic dejun (fulgi de grau, fulgi de porumb, snacks din porumb).
Probele au fost prelevate din urmatoarele categorii de unitati situate pe raza
judetului lasi: depozite de cereale, depozite alimentare, unitati de productie (morarit,
panificatie), unitati de comert cu amanuntul a produselor alimentare. Originea produselor
prelevate a fost diferita, tocmai pentru ca analiza acestora sa fie cat mai vastd: Romania
(cereale, fainuri, pine diverse sortimente, biscuiti, paste fainoase, popcorn), R. Moldova
(biscuiti), Bulgaria (paste fainoase), R, Ceha (cereale pentru mic dejun), UE (paste fainoase,
cereale pentru mic dejun), Italia (paste fainoase).
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Probe analizate pentru determinarea deoxinivalenolului
Samples analyzed for the determination of deoxynivalenol

Tabel 10.10
N DEOXINIVALENOL
rc
rt | Produsul Nr probe | Nrprobe | Valori inregistrate | Limita legala
analizat analizate | pozitive | (ng/kg) admisa (pg/kg)
1 | grau boabe 13 2 421,21/636,0 1250
2 | porumb 32 9 41,0/53,0/69,0/114,0/15 | 1750
boabe 7,916/170,489/
252,267/324,2/446,956
3 | secara 2 0 nedetectabil 1250
4 | fidinadegrau | 13 10 21,0/22,0/23,0/82,0/83,0 | 750
1136,0/242,322/347,353/
491,0/593,0
5 | paste 23 21 26,0/26,0/30,0/31,2/37,7 | 750
fainoase 7/38,724/40,0/47,0/57,9/
68,0/68,0/74,0/94,0/152,
0/206,694/213,0/247,0/
318,0/424,0/318,0
6 | biscuiti 2 1 43,8 500
7 | péine alba 24 17 25,0/25,0/26,2/38,0/43,8 | 500
32/51,0/54,1/69,0/99,0/1
24,0/124,0/140,0/161,24
5/226,363/264,0/295,0/
405,0
8 | péine 2 0 nedetectabil 500
integrala de
secara
8 | covrigi 6 3 31,148/128,0/203,712 500
9 | cereale 7 6 25,0/26,3/27,0/39,0/57,0 | 750
pentru  mic /70,0
dejun
1 | fulgi de | 8 2 60,0/70,0 750
0 | cereale
1 |snacks din|1 0 nedetectabil 750
3 | porumb
TOTAL 133 71 - -
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Din totalul probelor luate in studiu, pentru un numar de 62 dintre acestea,
reprezentand cca. 46,6% din totalul esantioanelor analizate, continutul de deoxinivalenol a
fost nedetectabil. Pentru cca. 53,4% din totalul probelor analizate (71/133 p) au fost
nregistrate valori ale continutului de deoxinivalenol, prezenta acestuia punénd in evidenta
0 contaminare substantiala a categoriilor de produse analizate, de provenientd romaneasca
sau cu alte origini.

Tn anul 2015 s-au Tnregistrat 31 probe cu valori pozitive pentru deoxinivalenol (4
probe de produse primare — porumb boabe provenit din unitati de depozitare din zonele
Vladeni si Pascani; 27 probe de produse procesate- 2 probe covrigi, 5 probe faina de grau, 2
probe fulgi de cereale, 5 probe de péine, 13 probe de paste fainoase).

Tn anul 2016 s-au Tnregistrat 7 probe cu valori pozitive pentru deoxinivalenol (1
proba de produs primar — porumb boabe provenit din zona Andrieseni; 6 probe de produse
procesate — 1 proba de paine, 2 probe de paste fainoase, 1 proba de faina de grau, 2 probe de
cereale mic dejun).

Tn anul 2017 s-au depistat 6 probe cu valori pozitive pentru deoxinivalenol (2 probe
de produse primare — 1 proba de grau boabe, 1 proba de porumb boabe ambele provenite din
zona Tg. Frumos; 4 probe de produse procesate — 2 probe faina grau, 1 proba de paine, 1
proba de paste fainoase).

Tn anul 2018, probele depistate pozitive pentru deoxinivalenol au fost in numar de
7, toate fiind reprezentate numai de produse procesate — 2 probe de péine, 2 probe de paste
fainoase, 2 probe de cereale pentru mic dejun, 1 proba de biscuiti).

Tn anul 2019 s-au depistat 12 probe pozitive la deoxinivalenol (2 probe de produse
primare —porumb boabe ambele provenite din zona Tg. Frumos; 10 probe de produse
procesate — 2 probe cereale pentru mic dejun, 1 proba de covrigi, 1 proba de fiina de grau,
4 probe de paine alba, 2 probe de paste fainoase).

Tn anul 2020 au avut valori pozitive pentru aceasta micotoxini, un numar de 8
esantioane: 1 proba de gru boabe (provenientd Tg. Frumos), 1 proba de porumb boabe (
provenienta Baltati), 1 proba de faina de grau (provenienta Mircesti), 4 probe de péine alba
(mun. lasi, Mircesti) si 1 proba de paste fainoase (mun.lasi). Astfel cum este evidentiat in
tabelul 10.11., valorile pozitive inregistrate pentru esantioanele prezentate mai sus, Nu au
depasit limitele maxime impuse de legislatia specifica (Reg. CE 1881/2006).
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Situatia probelor pozitive pentru deoxinivalenol
The situation of positive samples for deoxynivalenol

Tabel 10.11

Nr. | Tipul probei Anul Zona de | Valoarea pozitiva | Limita
crt. analizei | provenienta | Tnregistrata maxima

a probei (Mg/kg) admisa

(Hg/kg)

1 porumb boabe Vladeni 157,916 1750
2 porumb boabe Vladeni 252,267
3 porumb boabe Pascani 446,956
4 | porumb boabe 2015 Pascani 170,489
5 covrigi R. Moldova | 31,148 500
6 covrigi Roménia 203,712
7 faina de grau mun.lasi 347,353 750
8 faina de grau Deleni- 242,322

Harlau
9 faina de grau Pascani 136
10 | fdind de grau Butea 82
11 | faind de grau Butea 83
12 | fulgi de porumb UE 70 750
13 | fulgi de porumb Romania 70
14 | péine Mun. lasi 161,245 500
15 | péine Harlau 226,363
16 | péine Mun. lagi 25
17 | péine Mircesti 99
18 | péine Mun. Tasi 25
19 | paste fainoase UE 38,724 750
20 | paste fdinoase Romania 206,694
21 | paste fdinoase Romania 37,77
22 | paste fainoase Italia 294,946
23 | paste fainoase Bulgaria 26
24 | paste fainoase UE 318
25 | paste fainoase Roménia 68
26 | paste fdinoase Romania 40
27 | paste fdinoase Bulgaria 26
28 | paste fdinoase Romania 68
29 | paste fainoase UE 424
30 | paste fainoase Roménia 74
31 | paste fainoase UE 318
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32 | cereale mic dejun UE 57 750
33 | cereale mic dejun | 2016 Romania 39

34 | péine Mun. lasi 38 500
35 | faina de grau Mun. lasi 22 750
36 | paste fiinoase Italia 213 750
37 | paste fiinoase Italia 94

38 | porumb boabe Andrieseni | 114 1750
39 | faina de grau Mun. lasi 23 750
40 | faind de grau 2017 Mun. lasi 21

41 | paine Mun.lasi 43,832 500
42 | grau boabe Tg. Frumos | 636 1250
43 | paste fainoase UE 47 750
44 | porumb boabe Tg. Frumos | 41 1750
45 | biscuiti UE 43,8 500
46 | fulgi de cereale 2018 Romania 60 750
47 | cereale mic dejun UE 26,3

48 | paine Mun.lasi 26,2 500
49 | paine Mun. lasi 54,1

50 | paste fainoase Italia 57,9 750
51 | paste fiinoase Romania 31,2

52 | porumb boabe 2019 Tg. Frumos | 69,0 1750
53 | porumb boabe Baltati 3242

54 | cereale mic dejun Polonia 25,0 750
55 | cereale mic dejun Ungaria 27,0

56 | covrigi Pascani 128,0 500
57 | faina de grau Mircesti 491,0 750
58 | paine Mun. lasi 51,0 500
59 | péine Mun. lasi 124,0

60 | péine Tg. Frumos | 140,0

61 | péine Tansa 295,0

62 | paste fiinoase Romania 30,0 500
63 | paste fainoase Italia 152,0

64 | grau boabe 2020 Tg. Frumos | 421,21 1250
65 | porumb boabe Baltati 53,0 1750
66 | faina de grau Mircesti 593,0 750
67 | péine alba Tg. Frumos | 124,0

68 | paine alba Mun. lasi 264,0 500
69 | péine alba Mun. lasi 69,0

70 | paine alba Mun. lasi 405,0

71 | paste fiinoase Italia 2470 500
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Din datele prezentate reiese faptul ca a fost depistat un procent ridicat de probe
pozitive, respectiv 53,4% (71/133p) fatda de numarul total de probe analizate (fig. 10.6). Din
analiza rezultatelor se observa o contaminare substantiald a produselor de morérit si
panificatie, ceea ce releva faptul ca cerealele, respectiv graul boabe a avut un grad de
contaminare ridicat inca din camp. Metodele de procesare primara a boabelor de grau nu au
putut duce la diminuarea continutului de micotoxine, astfel Tncét incidenta acestora fn
produsele procesate sa fie cat mai redusa

Concluzia generala este ca, pe baza rezultatelor analizelor efectuate pentru
produsele selectate, de provenienta diferitd, prelevate de pe ntreg lantul alimentar, exista un
potential ridicat de contaminare a produselor alimentare cu deoxinivalenol. Trebuie acordata
0 atentie sporita surselor de contaminare cu aceasta micotoxina, in vederea diminuarii pe cat
posibil, a prezentei acesteia Tn produsele alimentare, pentru a se putea inldtura impactul
negativ care poate avea loc asupra sanatatii umane.

Deoxinivalenol

Probe
negative

Probe
pozitive Probe pozitive

0,
46.60% 53.40%

Probe negative

Fig. 10.6. Incidenta deoxinivalenolului in probele analizate
Fig. 10.6 Incidence of deoxynivalenol in the analyzed samples

10.7 Rezultate privind identificarea si monitorizarea toxinei T-2/HT-2

Tn perioada de studiu 2015-2020, au fost prelevate si analizate 40 probe de produse
agroalimentare (tabelul 10.12), dupa cum urmeaza:

-28 probe de cereale boabe autohtone (grau, porumb, secara)
-11 probe de cereale pentru micul dejun
-1 proba snacks din porumb.

Esantioanele au fost prelevate atat din unitati de conditionare si depozitare a
cerealelor din zonele Mircesti, Tg. Frumos, VIideni, Andrieseni, cat si din unititi de
comercializare a produselor alimentare (supermarket-uri) de pe raza judetului lasi. Originea
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produselor luate Tn analiza a fost atat autohtona (cereale boabe, cereale pentru micul dejun,
snacks din porumb) céat si comunitara (cereale mic dejun UE/Polonia/Cehia), pentru
acoperirea unui spectru mai larg in vederea detectarii toxinei T2/HT2, aceasta fiind supusa
monitorizarii de catre Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentelor (EFSA), in
vederea stabilirii ulterioare a unei limite legale maxime pentru aceasta.

Probe analizate pentru determinarea toxinei T-2/HT-2
Samples analyzed for the determination of T-2/HT-2 toxin

Tabel 10.12
Nr. TOXINA T-2/HT-2
crt.
Produsul analizat Nr probe | Nr probe | Valori Limita legala
analizate pozitive | Tnregistrate | admisa (pg/kg)
(Hg/kg)
1 cereale pentru mic 11 1 33,83 monitorizare
dejun
2 grau boabe 16 0 - monitorizare
3 porumb boabe 10 1 1239 monitorizare
4 secara boabe 2 0 - monitorizare
5 snacks din porumb 1 0 - monitorizare
TOTAL 40 2 - -

Din totalul esantioanelor analizate s-au depistat doar doua probe care au prezentat
in componenta aceastd micotoxina, respectiv o proba de ,,musli cu fructe” origine Romaénia
(33,83 pgrkg), proba fiind prelevata si analizatd Tn anul 2016. Cea de-a doua proba este
constituita din porumb boabe productia 2020, provenind din arealul de culturd a comunei
Vladeni (tabelul 10.12.). Din datele prezentate se deduce faptul ca a fost depistat un procent
nesemnificativ de probe pozitive pentru toxina T2/HT2 (cca. 5%) din totalul probelor supuse
analizelor de laborator, acestea situandu-se sub limita de detectie stabilitd prin metoda de
lucru a laboratorului (figura 10.7.). Tn concluzie, produsele analizate au fost sigure pentru
consumul uman, fara a se prejudicia sanatatea consumatorilor.
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Fig. 10.7. Incidenta toxinei T2/HT2 in probele analizate
Fig. 10.7 Incidence of T-2/HT-2 toxin in the analyzed samples

10.8 Rezultate privind identificarea si monitorizarea patulinei

Tn perioada supusi studiului (2015-2020) au fost prelevate si analizate 35 de probe
din urmatoarele categorii de produse (tabelul 10.13):
- 12 probe de sucuri din fructe roménesti, care au avut ca materie prima principala merele
autohtone;
- 1 proba distilat din mere fabricat in municipiul lasi intr-o unitate de productie a bauturilor
alcoolice;
- 22 probe de produse alimentare pe baza de mere (piure de fructe, gem, mere rase
conservate, piure de fructe pentru copii de varsta mica, suc de fructe pentru copii).
Esantioanele au fost prelevate atat din unitati de fabricare a sucurilor de fructe si
bauturilor distilate din fructe, cat si din unitati de comercializare a produselor alimentare de
pe raza judetului lasi. Probele luate pentru studiu au avut atat origine autohtona (suc de mere,
conserva de mere, piure din fructe, distilat din mere, magiun din mere) cét si provenienta
comunitard (piure de mere Polonia/Franta/Ungaria, piure de fructe pentru copii
Germania/Ungaria/Cehia/Spania/Austria/Franta), in vederea analizarii unui spectru cat mai
larg de contaminare.
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Probe analizate pentru determinarea patulinei
Samples analyzed for the determination of patulin

Tabel 10.13
Nr. PATULINA
crt. | Produsul analizat Nr probe | Nrprobe | Valori Limita legala
analizate | pozitive | Tnregistrate | admisa
(Hg/kg) (Hg/kg)

1 | Suc de fructe 12 0 - 50

2 Mere Tn conserva 3 0 - 25

3 | Gem de mere 1 0 - 25

4 Piure de mere pentru 11 0 - 10
copii mici

5 | Suc de fructe pentru 1 1 4,65 10
copii

5 | Piure de mere 6 0 - 25

5 Distilat de mere 1 0 - 50
TOTAL 35 1 -

Tn anul 2019 s-a Tnregistrat valoare pozitiva pentru o singura proba de suc de fructe

destinat copiilor. Produsul a fost originar din Ungaria (4,65u9/kg), insa rezultatul obtinut nu
a depasit limita maxima impusa de legislatie (LMA=10,0ug/kg). Procentual, proba declarata
pozitivd a reprezentat 2,9% din totalul probelor analizate pentru depistarea acestei
micotoxine (figura 10.8). Pentru restul esantioanelor analizate in perioada 2015-2020 nu s-
au depistat valori pozitive ale patulinei. Tn concluzie, toate produsele alimentare luate n
studiu, indiferent de origine, au fost sigure pentru consumul uman ulterior, din punct de
vedere a continutului de patuling, produsele fiind lipsite de nocivitate.

. Probe
Patulina o

y

2.9%

Probe
negative

B Probe pozitive Probe negative

Fig. 10.8 Incidenta patulinei Tn probele analizate
Fig. 10.8 Inidence of patulin in the analyzed samples
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CAP. 11. CONCLUZII GENERALE

Tn intreaga lume, micotoxinele pot constitui un real pericol pentru sinitatea
oamenilor si a animalelor. In ultimii ani, existi o preocupare in crestere privind riscul
expunerii populatiei la contaminarea cu micotoxine, acumularea acestora in organismul
uman ducand la un nivel mare de toxicitate si chiar la carcinogenitate. Uniunea Europeana
a demarat o puternica monitorizare a micotoxinelor si cercetarea modului cum se produc,
cit si cum se disemineaza pe lanful trofic spre om. Sunt atent cercetate metodele de
contaminare a produselor alimentare si a hranei pentru animale.

Concluziile generale desprinse din analiza valorilor procentuale a tuturor
micotoxinelor care au inregistrat valori pozitive in esantioanele prelevate de la nivelul
judetului Iasi (figura 11.1) sunt urmatoarele:

- incidenta majora in produsele agroalimentare s-a inregistrat pentru deoxinivalenol
(53,4%).

- zearalenona s-a manifestat Tn procent de 20.17% din totalul probelor analizate,
urmata indeaproape de fumonisina cu valoarea procentuald de 18.75%.

-pentru celelalte categorii de micotoxine, procentul de probe pozitive a avut valori
mult mai mici, respectiv: 5.41% pentru ochratoxina A, 5% pentru toxina T2/HT2, 4.4%
pentru aflatoxina totald, 2,86% pentru patulina si 2,35% pentru aflatoxina B1. Acestea din
urma, nu au constituit o reald ingrijorare din punctul de vedere al sigurantei produselor
agroalimentare luate in studio si care ulterior au ajuns in alimentatia umana sau animala.

Incidenta micotoxinelor analizate
%
Deoxinivalenol . . . . 53.4
Zearalenona 20.17
Fumonisina 18.75
Ochratoxina A 544
Toxina T2/HT2 50
Aflatoxine totale 144
Patulina .86
35

N

Aflatoxina B1
0 10 20 30 40 50 60

Procent probe pozitive

Fig. 11.1. Incidenta micotoxinelor in produsele analizate
Fig. 11.1 Incidence of mycotoxins in the analyzed products
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Pe parcursul perioadei de studiu, respectiv anii 2015-2020, s-a prelevat si analizat
un numar total de: 213 probe de cereale, 138 probe produse derivate din cereale, 145 probe
de paine si produse de panificatie, 32 probe de produse oleaginoase, 96 probe de fructe,
legume si sucuri de fructe, 5 probe de cafea si 69 probe de bauturi alcoolice.

Din totalul de 698 de probe analizate s-au inregistrat valori pozitive pentru
urmatoarele categorii de esantioane: 37 probe de cereale, 25 probe de produse derivate din
cereale (fainuri panificabile, fulgi de cereale), 56 probe de paine si produse de panificatie, 2
probe de sucuri si 1 proba de vin. Insi, toate valorile pozitive inregistrate s-au incadrat n
limitele legislative maxime admise, fara ca acestea sa constituie un pericol real pentru
siguranta produselor alimentare si implicit pentru sanatatea consumatorilor.

Gradul mare de contaminare s-a inregistrat in cazul esantioanelor de cereale si
produse derivate din acestea, precum si in cazul produselor de panificatie, analiza
micotoxinelor relevand un nivel mai ridicat si periculos de deoxinivalenol, zearalenona si
fumonisind. Toate valorile Inregistrate nu au depasit insa, limitele legislative, prevazute in
Reg. CE 1881/2008. In cereale 17,37% din esantioane au fost contaminate, in produsele
derivate din cereale 18.12% din probe sunt infectate, dar cea mai alarmanta problema este
ca, contaminarea micotoxica este prezenta in produsele de panificatie, In procent de 38,62%
din totalul probelor analizate.

Intervalul de contaminare s-a prezentat astfel:

-la cereale: aflatoxina B1=1,49 - 1,55pg / kg, aflatoxina totald=1,5 — 1,97 ug / kg;
deoxinivalenol=41,0 — 636,0 pg / kg; ochratoxina A= 1,56 pg / kg; fumonisina = 45,36 —
854,0 ug / kg.

- la produsele derivate din cereale: deoxinivalenol= 21,0 — 491,0 ug/ kg; zearalenona=5,597
pg / kg; ochratoxina A =4,556 g / kg.

- la produsele de panificatie: deoxinivalenol =25,0 — 424,0 ng / kg; zearalenona = 2,147 —
40,0 pg / kg.

In urma analizei principalelor micotoxine, rezultate care sunt centralizate in tabelul
11.1, s-a evidentiat un nivel ridicat si ingrijordtor de deoxinivalenol si zearalenona in
produsele de panificatie. Intrucit painea si produsele de panificatie reprezinti alimente de
baza in regimul nutritional al majoritatii populatiei din tara noastra, se impune o monitorizare
permanentd si riguroasd a acestor categorii de produse, cu referire la contaminarea
micotoxinica.
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Eventuala prezentd a micotoxinelor in produsele alimentare, constituie o problema
de securitate sanitara a acestora. Mentinerea calitatii si salubritatii produselor alimentare,
pentru a se asigura sanatatea oamenilor in urma consumului acestora, reprezinta un obiectiv
foarte important care este monitorizat in cadrul sectorului agroalimentar, pe principiul ‘de la
furcd la furculita’. Produsele agricole trec printr-o succesiune de transformari tehnologice,
de aceea produsele alimentare finale trebuie sa prezinte un risc microbiologic si toxicologic
minim sau acesta sa fie chiar inexistent.

Referitor la prezenta micotoxinelor in produsele alimentare, trebuie avute in vedere
urmatoarele aspecte:

- prevenirea contamindrii materiilor prime vegetale si a produselor procesate din acestea,
care consta Tn respectarea conditiilor agrotehnice, de cultivare si recoltare, precum si a
conditiilor de depozitare;

- aplicarea bunelor practici agricole (GAP) de catre operatorii din domeniu;

- respectarea trasabilitatii produselor alimentare de-a lungul ,,lantului alimentar” in stadiile
de productie, procesare, depozitare si distributie;

- asigurarea sistemului de inspectic minutioasa a acestor etape, pentru ca riscul de
contaminare sa fie redus la minim si alimentele care ajung pe masa consumatorilor sa fie
sigure pentru consum. (Banu, 2007)

O situatie generala privind prezenta micotoxinelor in produsele alimentare se
caracterizeaza printr-o contaminare pe scara larga, la niveluri scazute, acest fapt ducand la
riscuri pentru sanitatea umani legate doar de expunerea cronica la micotoxine. Tn acelasi
timp, nu trebuie sd fie ignorata toxicitatea sinergicd a micotoxinelor prezente in mod
simultan, in special n cereale si produsele cerealiere. Pentru a se asigura o protectie eficienta
a sdndtatii publice, produsele care contin contaminanti ce depdsesc nivelurile maxime nu
trebuie sa fie introduse pe piata nici ca atare, nici amestecate cu alte produse alimentare, nici
sa fie utilizate ca ingrediente in alte produse alimentare.

In ceea ce priveste categoriile de alimente specifice, cerealele ar trebui si ocupe
locul intdi pe o ipoteticd ,listd de avertizare”, datoritd importantei lor dietetice la nivel
european si a nivelului frecvent ridicat de contaminare a acestora.

In vederea protejarii sanatitii publice, trebuie respectate nivelurile maxime impuse
de normele legislative specifice privind contaminarea cu micotoxine pentru produsele
agroalimentare. Aceasta abordare garanteaza ca operatorii din sectorul alimentar aplici toate
masurile posibile pentru a preveni sau limita cat mai mult contaminarea, in vederea protejarii
sanatatii consumatorilor si in mod deosebit a categoriilor vulnerabile (copii, persoane in
varstd).
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CHAPTER 11. GENERAL CONCLUSIONS

All over the world, mycotoxins can pose a real danger to human and animal health.
In recent years, there is a growing concern regarding the risk of population exposure to
mycotoxin contamination, their accumulation in the human body leading to a high level of
toxicity and even carcinogenicity. The European Union has started a strong monitoring of
mycotoxins and research into how they are produced and how they spread through the food
chain towards humans. Methods of contamination of food products and animal feed are
carefully researched.

The general conclusions derived from the analysis of the percentage values of all
mycotoxins that registered positive values in the samples taken from lasi county (figure 11.1)
are as follows:

- the major incidence in agro-food products was recorded for deoxynivalenol (53.4%).

- zearalenone appeared in 20.17% of the total analyzed samples, closely followed by
fumonisin with a percentage value of 18.75%.

- for the other categories of mycotoxins, the percentage of positive samples had much lower
values, respectively: 5.41% for ochratoxin A, 5% for T2/HT2 toxin, 4.4% for total aflatoxin,
2.86% for patulin and 2.35 % for aflatoxin B1. The latter did not constitute a real concern
from the point of view of the safety of the agro-food products taken in the studio and which
later ended up in human or animal food.

The incidence of mycotoxins analyzed

%
Deoxinivalenol : : : : 534
Zearalenona 20.17
Fumonisina - 18.75
Ochratoxina A 541
Toxina T2/HT2 50
Aflatoxine totale 44
Patulina 12186
Aflatoxina B1 [§2.35
0 10 20 30 40 50 60

Procent probe pozitive
Fig. 11.1 Incidence of mycotoxins in the analyzed products

During the study period, namely the years 2015-2020, a total number of; 213 cereal
samples, 138 samples of products derived from cereals, 145 samples of bread and bakery
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products, 32 samples of oil products, 96 samples of of fruits, vegetables and fruit juices, 5
samples of coffee and 69 samples of alcoholic beverages.

From the total of 698 analyzed samples, positive values were recorded for the
following categories of samples: 37 samples of cereals, 25 samples of products derived from
cereals (baking flour, cereal flakes), 56 samples of bread and bakery products, 2 juice
samples and 1 wine sample. However, all the positive values recorded were within the
maximum legal limits allowed, without them constituting a real danger for the safety of food
products and implicitly for the health of consumers.

The high degree of contamination was recorded in samples of cereals and products
derived from them, as well as in the case of bakery products, mycotoxin analysis revealing
a higher and dangerous level of deoxynivalenol, zearalenone and fumonisin. However, all
the recorded values did not exceed the legislative limits, provided in Reg. CE 1881/2008. In
cereals 17.37% of the samples were contaminated, in products derived from cereals 18.12%
of the samples are infected, but the most alarming problem is that mycotoxic contamination
is present in bakery products, in percentage of 38.62% of the total analyzed samples.

The contamination interval was as follows:

- in cereals: aflatoxin B1=1.49 - 1.55 ug / kg, total aflatoxin = 1.5 - 1.97 ug / kg;
deoxynivalenol=41.0 — 636.0 pg/kg; ochratoxin A= 1.56 pg/kg; fumonisin = 45.36 — 854.0
Hg / Kg.

- for products derived from cereals: deoxynivalenol=21.0 — 491.0 pg/kg; zearalenone=5.597
pg/kg; ochratoxin A =4.556 pg / kg.

- for bakery products: deoxynivalenol = 25.0 — 424.0 ug / kg; zearalenone = 2.147 — 40.0 ug
/ kg.

Following the analysis of the main mycotoxins, the results of which are centralized
in table 11.1, a high and worrying level of deoxynivalenol and zearalenone was revealed in
bakery products. Since bread and bakery products are basic foods in the nutritional regime
of the majority of the population in our country, a permanent and rigorous monitoring of
these categories of products is required, with reference to mycotoxin contamination.

The possible presence of mycotoxins in food products constitutes a problem of their
sanitary security. Maintaining the quality and sanitation of food products, in order to ensure
the health of people following their consumption, is a very important objective that is
monitored within the agri-food sector, on the principle of 'fork to fork'. Agricultural products
go through a succession of technological transformations, therefore the final food products
must present a minimal or even non-existent microbiological and toxicological risk.

Regarding the presence of mycotoxins in food products, the following aspects must
be taken into account:

-prevention of contamination of plant raw materials and products processed from them,
which consists in observing agrotechnical, cultivation and harvesting conditions, as well as
storage conditions;

-application of good agricultural practices (GAP) by operators in the field;

-respecting the traceability of food products along the "food chain™ in the stages of

production, processing, storage and distribution;
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-ensuring the thorough inspection system of these stages, so that the risk of contamination is
reduced to a minimum and the food that reaches consumers' tables is safe for consumption.
(Banu, 2007)

The general situation regarding the presence of mycotoxins in foodstuffs is
characterized by widespread contamination at low levels. This leads to risks to human health
related only to chronic exposure to mycotoxins. At the same time, the synergistic toxicity of
mycotoxins present simultaneously, especially in cereals and cereal products, should not be
ignored. In order to ensure effective protection of public health, products containing
contaminants exceeding the maximum levels must not be placed on the market as such, nor
mixed with other foodstuffs, nor used as ingredients in other foodstuffs.

Regarding specific food categories, cereals should be at the top of a hypothetical
"warning list", due to their dietary importance at European level and their frequently high
level of contamination.

In order to protect public health, the maximum levels imposed by the specific
legislative norms regarding mycotoxin contamination for agri-food products must be
respected. This approach guarantees that operators in the food sector apply all possible
measures to prevent or limit contamination as much as possible, in order to protect the health
of consumers and especially vulnerable categories (children, elderly people).
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