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REZUMAT

Cuvinte cheie: ochratoxina A, aflatoxind By, aflatoxind M;j, nutreturi, produse alimentare, test
imunoenzimatic, lichid cromatografie cu spectrometrie de masa
Lucrarea se extinde pe 178 pagini, contine 113 tabele, 101 grafice, 36 figuri, 2 Anexe.

Teza de doctorat este structuratd, conform normelor, in doud parti: ,,Studiu bibliografic” si
,Cercetari proprii”.

PARTEA I
STUDIU BIBLIOGRAFIC

Sinteza bibliografica cuprinde cinci capitole si se extinde pe 42 pagini, 205 titluri bibliografice.
Capitolul 1, INTRODUCERE, contine prezentarea istoricului cunoasterii contamindrii micotoxice
si riscul prezentei micotoxinelor 1n substratul alimentar pentru sanatatea consumatorului.

Capitolul 2, MICETII TOXINOGENI, cuprinde trei subcapitole:

Subcapitolul 2.1. Consideratii generale cuprinde consideratiilor generale despre fungi, sunt
prezentate caracteristicile fungilor (incadrarea, structura, reproducerea si tipurilor de miceti cu clasificarea in
cele patru diviziuni :Zigomicete, Ascomicete, Basidiomicete si Deuteromicete, specificul structural si de
reproducere, principalii reprezentanti).

Subcapitolul 2.2 Factorii care influenteazd dezvoltarea micetilor si elaborarea de micotoxine
cuprinde prezentarea factorilor care influenteaza dezvoltarea micetilor si elaborarea de micotoxine
(substratul / compozitia chimicd a substratului, valoarea pH, coeficientul de activitate al apei, umiditatea
relativd a aerului, temperatura, aeratia, luminozitatea, agentii biologici, microorganismele concurente,
capacitatea genetica, perioada de timp de la contaminare, lucrarile agrotehnice si fitosanitare), cu precizarea
ponderii contributiei la dezvoltarea micetilor si a elaborarii de micotoxine.

Subcapitolul 2.3. Principalii miceti producdtori de aflatoxine si ochratoxine cuprinde prezentarea
principaliilor miceti producatori de aflatoxine si ochratoxine, genurile Aspergillus si Penicillium (clasificarea
taxonomica, substraturile preferate, caracterele culturale generale, caracterele microscopice generale) si
speciile producatoare de aflatoxine si/ sau ochratoxine, A. flavus, A. parasiticus, A. fumigatus, A.niger, A.
nidulans, A. ochraceus, A. versicolor, P. verrucosum sin. viridicatum, (caracterele culturale, caracterele
microscopice).

Capitolul 3, AFLATOXINELE, cuprinde sase subcapitole:

Subcapitolul 3.1. :descrierea speciile de miceti producatoare de aflatoxine ;

Subcapitolul 3.2. prezentarea substraturile pe care sunt elaborate de preferinta aflatoxinele;

Subcapitolul 3.3. prezentarea proprietitile fizico-chimice ale aflatoxinelor;

Subcapitolul 3.4. prezentarea biosintezei aflatoxinelor:

Subcapitolul 3.5. Toxicitatea cuprinde doua parti:

Subcapitolul 3.5.1.: metabolizarea aflatoxinelor, cu specificarea importantei cunoasterii si
intelegerii procesului de metabolizare in Intelegerea toxicitatii si a actiunii carcinogene a aflatoxinelor, cu
explicarea  cailor de metabolizare, a corelatiei metabolit-toxicitate, metabolit-actiune mutagena,
carcinogend;

Subcapitolul 3.5.2 :dozele toxice pentru diverse specii;

Subcapitolul 3.6 : efectele aflatoxinelor asupra sanatatii si productivitatii pornind de la leziunile
biochimice, efectele imunotoxice:supresarea imunitatii mediat celulare si, in mai micd masurd a celei
umorale, efectele hematotoxice, hepatotoxice-ficatul organ tinta, efectul carcinogen hepatic, renal, intestinal,
pulmonar, efectul asupra functiei de reproducere, alte efecte.

Capitolul 4, OCHRATOXINELE cuprinde sase subcapitole

Subcapitolul 4.1. prezinta speciile producatoare;

Subcapitolul 4.2. prezinta substraturile pe care sunt elaborate de preferintd ochratoxinele;
Subcapitolul 4.3. prezinta proprietatile fizico-chimice ale ochratoxinei A;

Subcapitolul 4.4 - biosinteza ochratoxinelor- determinismul genetic;

Subcapitolul 4.5 Toxicitatea cuprinde doud parti:



Subcapitolul 4.5.1. - metabolizarea ochratoxinelor, prezentarea cailor si a sediilor detoxifierii-
duodenul, ileonul, pancreasul au capacitate de hidroliza superioara ficatului si rinichilor, capacitatea crescuta
de detoxifiere prin hidroliza a rumegatoarelor)

Subcapitolul 4.5.2 - dozele letale pentru diverse specii ;

Subcapitolul 4.6.: efectele asupra sdnatatii si productivitatii pornind de la leziunile biochimice,
efectele imunotoxice: imunosupresie-afectarea organelor imunocompetente, efectele neurotoxice-afectarea
hipocampusului si cerebelului, efecte nefrotoxice severe, efecte hepatotoxice mai putin importante
comparativ cu cele nefrotoxice, efecte carcinogene renale, hepatice, efecte asupra aparatului reproducétor:
afectarea spermatogenezei, nivelului testosteronului, efecte embriotoxice si teratogene-anomalii osoase si
viscerale, precum si alte efecte: reducerea cresterii In greutate, scaderea productiei de oua, lapte).

Capitolul 5, ,, MICOTOXINELE iN PRODUSELE ALIMENTARE”,

Subcapitolul 5.1. :prezenta aflatoxinelor si ochratoxinelor in produsele alimentare in diverse zone
ale lumii. si riscul diferitelor categorii de alimente pentru consumatorul uman

Subcapitolul 5.2.: influenta micotoxinelor asupra calitatii produselor alimentare( afectarea valorii
nutritive prin reducerea nivelului glucidelor, lipoliza, oxidarea lipidelor, proteinoliza, depletia sulfului,
fosforului, magneziului si oligoelementelor

Subcapitolul 5.3 : limitele maxime admise de legislatia romana armonizata cu Directivele europene

PARTEAall-a

CERCETARI PROPRII
Se extinde pe 139 pagini si cuprinde cinci capitole, la care se adauga bibliografia .

Capitolul 6. MOTIVATIA, SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARILOR
6.1. MOTIVATIA

e Precaritatea cercetarilor privind prevalenta si nivelul aflatoxinelor si ochratoxinei A in nutreturi si
produse alimentare in zona de vest a Romaniei

o Necesitatea, impusa de toxicitatea crescutd, a evaluarii contaminarii nutreturilor si a produselor
alimentare in scopul protectiei starii de sdnatate a animalelor si omului.

e Recomandarea EFSA de studiere a potentialei cresteri a contamindrii cu aflatoxind B a cerealelor
din tarile Uniunii Europene, ca rezultat al schimbarilor climatice, cu scopul, ca pe baza analizei
datelor, sd se creeze modele predictive, scenarii definite si pentru a crea harti care sa localizeze
zonele 1n care este posibil sa apard o potentiala contaminare a cerealelor.

6.2. SCOPUL
Cercetarile au vizat evaluarea gradul de contaminare micotoxica a diferitelor tipuri de nutret si a
produselor alimentare de origine animala si non-animala din zona de vest a Romaniei in perioada 2004-2009.

6.3. OBIECTIVELE CERCETARILOR:

e urmadrirea dinamicii anuale a prevalentei AFB; si/OTA in: nutreturi de volum, nutreturi suculente, a
materii prime vegetale pentru nutreturi combinate, nutreturi combinate, premixuri vitamino-
minerale, concentrate proteino-vitamino-minerale;

e evaluarea nivelului de contaminare cu aflatoxina B; si/sau ochratoxina A a diferitelor categorii de
nutret ;

e prevalenta aflatoxinei B; (AFB;) si/sau ochratoxinei A (OTA) in carnea de la diferite specii, in
preparatele din carne de porc si in condimentele utilizate pentru preparatele din carne de porc ;

o nivelurile de contaminare cu AFB; si/sau OTA a probelor de carne de la diferite specii, a
preparatelor din carne de porc si a condimentelor utilizate pentru preparatele din carne de porc ;

o frecventa aflatoxinei M; (AFM,) in laptele materie prima, laptele destinat consumului, laptele praf si
in produsele lactate — iaurt, branzeturi, unt;

e nivelurile de contaminare cu aflatoxina M, , metabolit al aflatoxinei B;

o frecventa AFB; si/sau OTA 1in produsele alimentare de origine non-animala (alune, fistic, nuci, fructe
uscate, bere, vin, cafea);

o nivelurile de contaminare cu AFB; si/sau OTA a produselor de origine non-animala;

e optimizarea metodei de analiza prin tehnica lichid-cromatografiei cuplata cu spectrometrie de masa
Varian 394 (LC-MS/MS) ;



e studiu comparativ al metodei de analizd uzuale de identificare si dozare a aflatoxinei B; si a
ochratoxinei A (testul imunoenzimatic ELISA) cu metoda ultraperformanta - lichid-cromatografia
cuplata cu spectrometria de masa (LC-MS/MS).

Capitolul 7 ,MATERIALE SI METODE”

Cercetirile s-au efectuat in perioada 2004-2009, in zona de vest a Romaéniei, in judetele Arad, Bihor,
Caras-Severin, Mehedinti, Satu-Mare si Timig, pe un numar semnificativ de probe: 2174 probe de nutreturl,
5796 produse alimentare de origine animala: 1284 probe de carne de la diferite specii si preparate din carne
autohtone, 4234 de probe de carne din import, 278 probe de preparate din carne destinate exportului, 371
probe de condimente utilizate la preparatele din carne de porc, 1106 probe de produse de origine non-
animala (alune, fistic, nuci, fructe uscate, cafea prajita, cafea macinata, sucuri de fructe, bere, vin).

Metodele utilizate la analizarea probelor sunt validate si acreditate.

Capitolul 8 ,,REZULTATE SI DISCUTII” cuprinde 5 subcapitole

Subcapitolul 8.1. :cercetarile privind prevalenta si nivelul aflatoxinei B; si/sau ochratoxinei A in
diferite categorii de furaje (nutreturi de volum - Subcapitolul 8.1.1., nutreturi suculente - Subcapitolul 8.1.2,
materii prime pentru mutrefuri combinate - Subcapitolul 8.1.3, nutreturi combinate - Subcapitolul 8.1.4 ,
premixuri vitamino-minerale si concentrate proteino-vitamino-minerale - Subcapitolul 8.1.5.)

Subcapitolul 8.2. : cercetarile privind contaminarea produselor alimentare de origine animala (carne
de la diverse specii- Subcapitolul 8.2.1.), preparatelor din carne de porc (Subcapitolul 8.2.2.), condimentelor
utilizate pentru preparatele din carne de porc (Subcapitolul 8.2.3.)

Subcapitolul 8.3. cuprinde prevalenta si nivelul aflatoxinei M; in lapte si produse lactate (lapte
materie prima - Subcapitolul 8.3.1, lapte de consum uman direct - Subcapitolul 8.3.2., lapte praf -
Subcapitolul 8.3.3., produse lactate - Subcapitolul 8.3.4.)

Subcapitolul 8.4. cuprinde cercetarile privind contaminarea produselor alimentare de origine non-
animala (nuci - Subcapitolul 8.4.1, cafea boabe prajita si cafea macinata - Subcapitolul 8.4.2)

Subcapitolul 8.5. cuprinde cercetarile privind optimizarea metodei LC-MS/MS pentru determinarea
micotoxinelor i compararea acesteia cu metoda imunoenzimatica (optimizarea metodei - Subcapitolul 8.5.1.,
metoda ELISA - Subcapitolul 8.5.2., compararea metodelor - Subcapitolul 8.5.3.)

Capitolul 9. CONCLUZII GENERALE
Cercetdrile efectuate in perioada 2004-2009 privind evaluarea nivelului contaminarii cu ochratoxina
A si aflatoxine a furajelor si produselor alimentare in zona de vest a Romaniei au evidentiat:
X Prevalenta si nivelul aflatoxinei B; si/sau ochratoxinei A in diferitele categorii de nutreturi in
zona de vest a Romaniei
e dinamica ascendentd a prevalentei contamindrii cu aflatoxind B; si/sau ochratoxind A in
perioada 2004-2007 si scaderea marcantd in perioada 2008-2009 la toate categoriile de
nutreturi;
e variatia frecventei probelor contaminate in functie de tipul de nutret:

+ aflatoxind Bi: nutreturi de volum (30,2%), nutreturi suculente (23,8%), nutrefuri
combinate (22,4%), materii prime pentru nutreturi combinate (21,6%), premixuri
vitamino-minerale si concentrate proteino-vitamino-minerale (17%);

+ ochratoxind A: nutreturi suculente (16,2%), nutreturi de volum (14,9%), premixuri
vitamino-minerale si concentrate proteino-vitamino-minerale (12,4%), materii prime
pentru nutreturi combinate (12,1%), nutreturi combinate (12,1%);

+ aflatoxind B; si ochratoxind A: nutreturi suculente (12,5%), premixuri vitamino-
minerale si concentrate proteino-vitamino-minerale (11,2%), nutreturi de volum
(9,9%), materii prime pentru nutreturi combinate (9%), nutreturi combinate (8,9%).

o diferente intre judete privind prevalenta micotoxinelor luate in studiu fara a se putea stabili o
ierarhie a acestora in functie de categoria de nutret si tipul de micotoxina;
o diferente ale nivelului mediu de contaminare intre diferitele categorii de nutreturi:

+ aflatoxind Bj: nutreturi de volum (26,50 ppb), nutreturi suculente (22,05 ppb),
materii prime pentru nutreturi combinate (17,19 ppb), nutreturi combinate (4,43
ppb), premixuri vitamino-minerale si concentrate proteino-vitamino-minerale (3,50
ppb);

+ ochratoxind A: materii prime pentru nutreturi combinate (4,97 ppb), nutreturi
combinate (4,81 ppb), nutreturi suculente (4,63 ppb), nutreturi de volum (4,61 ppb),
premixuri vitamino-minerale si concentrate proteino-vitamino-minerale (3,04 ppb);

+ aflatoxind By si ochratoxind A, pentru aflatoxina B; : nutreturi de volum (15,40 ppb),
nutreturi suculente (10,50 ppb), materii prime pentru nutrefuri combinate (9,59 ppb),



nutreturi combinate (3,44 ppb), premixuri vitamino-minerale si concentrate
proteino-vitamino-minerale (3,36 ppb);

+ aflatoxina B; si ochratoxind A, pentru ochratoxina A nutreturi suculente (3,58 ppb),
materii prime pentru nutreturi combinate (3,36 ppb), nutreturi de volum (3,32 ppb),
premixuri vitamino-minerale si concentrate proteino-vitamino-minerale (3,20 ppb),
nutreturi combinate (3,0 ppb).

e depasirea limitelor maxime admise de legislatia in vigoare (probe neconforme, procent din
probele pozitive):

+ aflatoxind Bj: nutreturi de volum (54,8%), nutreturi suculente (40,4%), materii
prime pentru nutreturi combinate (30,6%), nutreturi combinate (20,6%), premixuri
vitamino-minerale si concentrate proteino-vitamino-minerale (0%);

+ ochratoxind A: nutreturi de volum (55,5%), nutreturi suculente (41%), materii prime
pentru nutreturi combinate (38,2%), nutreturi combinate  (32,3%), premixuri
vitamino-minerale si concentrate proteino-vitamino-minerale (0%);

+ absenta probelor neconforme in cazul contaminarii mixte, indiferent de sortimentul
de nutret;

e variatii ale procentului de depasire a valorilor limitelor maxime admise:

+ aflatoxind Bi: nutreturi de volum (minimum 23%, maximum 47,4%), nutreturi
suculente (minimum 33,3%, maximum 50%), materii prime pentru nutreturi
combinate (minimum 27,3%, maximum 40%), nutrefuri combinate (minimum
15,3%, maximum 36,3%), premixuri vitamino-minerale si concentrate proteino-
vitamino-minerale (0%);

+ ochratoxind A: nutrefuri de volum (minimum 50%, maximum 57,2%), nutreturi
suculente (minimum 33,3%, maximum 42,8%), materii prime pentru nutreturi
combinate (minimum 36,3%, maximum 42,8%), nutreturi combinate (minimum
22,6%, maximum 42,1%), premixuri vitamino-minerale si concentrate proteino-
vitamino-minerale (0%);

o diferente nesemnificative intre judete privind nivelul de contaminare al nutreturilor cu
aflatoxind B, si/sau ochratoxind A;

Prevalenta si nivelul aflatoxinei B; si/sau ochratoxinei A in diferitele produse alimentare de
origine animala in zona de vest a Romaniei:

» Carne si preparate din carne

e absenta contamindrii cu aflatoxind B; si/sau ochratoxina A a probelor de carne autohtona si
din import de la diverse specii (bovine, suine, ovine, cabaline, pasire, peste);

e contaminarea preparatelor din carne de porc cu aflatoxina B, (15,9%), ochratoxina A (7%) si
aflatoxind B; asociata cu ochratoxina A (3,8%);

e nivel scazut de contaminare cu aflatoxind B; (sub 1,5 ppb) si/sau ochratoxind A (sub 1,3
ppb) ale preparatelor din carne de porc;

e prevalenta diferitd a aflatoxinei B; in condimentele utilizate pentru preparatele din carne de
porc: boia de ardei (6,6%), enibahar (3,7%), piper (3,5%), nucsoara (3,1%), ghimbir (2,8%),
coriandru (2,4%), cimbru si praf de usturoi (1,9%).

e depdsirea limitei maxime admise pentru aflatoxind B; in toate probele de condimente
analizate, ierarhia condimentelor in functie de gradul de depasire al limitei maxime admise fiind:
boia de ardei (+110,8%), piper boabe (+87,8%), cimbru (+42,6%), enibahar (+21,4%), nucsoara
(+16%), coriandru (+15,2%), ghimbir (+14,6%), praf de usturoi (+14,2%);

e prevalenta diferita a ochratoxinei A in condimentele utilizate pentru preparatele din carne de
porc: piper (2,1%), coriandru(1,8%), cimbru(1,3%), ghimbir(0,9%), enibahar (0,7%), boia
(0,3%).

e ierarhia condimentelor in functie de nivelul contaminarii cu ochratoxina A: cimbru, boia de
ardei, piper boabe, praf de usturoi, enibahar, nucsoard, coriandru si ghimbir (in absenta
precizarilor legislative referitoare la limita maxima admisa pentru ochratoxind A in condimente,
toate probele au fost considerate neconforme);

o frecventa diferitd a aflatoxinei B; si ochratoxinei A in condimentele utilizate pentru
preparatele din carne de porc, procent de depasire a limitei maxime admise pentru aflatoxind B;
in probele de cimbru (+109%), boia de ardei (+83,8%), piper boabe (+56%) si praf de usturoi
(+11%).



» Lapte materie prima si produse lactate (aflatoxina Mj)

e prezenta aflatoxinei M; in 15,3% din probele de lapte materie prima;

e 26,1% din probele de lapte materie prima neconforme, cu depasiri ale limitei maxime admise
de minimum 80% si maximum 140%;

e 15,8% din probele de lapte de consum uman direct si 17% din probele de lapte praf
contaminate, dar fard depasirea limitei maxime admise;

e absenta contaminarii probelor de iaurt, branzeturi si unt;

+  Prevalenta si nivelul aflatoxinei B; si/sau ochratoxinei A in produsele alimentare de origine non-
animala

e absenta contamindrii cu aflatoxind B; si/sau ochratoxina A a probelor de alune, fistic, sucuri
de fructe, fructe uscate, bere, vin;

e contaminarea a 20,8% din probele de nuci cu aflatoxind B;, dar fard a se depasi limita
maxima admisa,

e contaminarea a 7,4% din probele de cafea boabe prdjite si a 4,6% din probele de cafea
macinata cu ochratoxind A, dar fara a se depasi limita maxima admisa.

s Cercetarile efectuate in scopul optimizarii metodei LC-MS/MS Varian 394 si al compararii
metodei LC-MS/MS optimizata cu metoda ELISA, au evidentiat:

e metodei LC-MS/MS optimizata, prin modificarea parametrilor de lucru (gradient, debit, timp de
scanare, faze mobile) este superioara metodei Varian 394, avand procente de recuperare
superioare pentru toti analitii luati in studiu;

e ierarhia metodelor in functie de procentul de recuperare este LC-MS/MS optimizata, ELISA si
LC-MS/MS Varian 394;

e sensibilitatea mai crescuta a metodei LC-MS/MS optimizata, comparativ cu metoda LC-MS/MS
Varian 394 (diferenta procentuala a valorilor micotoxinelor determinate fiind de +37,39%);

o diferente procentuale sensibil egale intre procentul mediu de recuperare (-5,51%) si nivelul
mediu (-5,44%) al analitilor determinati intre metoda ELISA si metoda LC-MS/MS optimizata;

e avantajul metodei LC-MS/MS optimizate comparativ cu metoda ELISA, bazat pe posibilitatea
determinarii simultane, rapide, a mai multor micotoxine si prepararea mai rapida a probelor.

Cele doua Anexe sunt curbele de calibrare pentru aflatoxina B;, ochratoxina A si lactonele acidului
resorcilic.



