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RADIOEKOLOSKI MONITORING U SRBIJI

Gordana Panteli¢’, Vedrana Vuleti¢, Maja Eremié-Savkovi¢,
Ljiljana Javorina, Irena Tanaskovié
Institut za medicinu rada Srbije “Dr Dragomir Karajovi¢”, Deligradska 29, Beograd

Kratak sadrzaj

Radioekoloski monitoring Zivotne sredine obuhvata merenje specifiéne aktivnosti
radionuklida u uzorcima iz Zivotne sredine koji su relevantni za ekspoziciju sta-
novnistva, prvenstveno u vazduhu, vodi za pice, Zivotnim namirnicama, i u nekim
tipi¢nim predstavnicima flore i faune sa svojstvima bioindikatora radioaktivne
kontaminacije (sposobnost koncentrisanja radionuklida). Cilj monitoringa je: a) da
se blagovremeno otkrije i identifikuje uzrok bilo kog nekontrolisanog izvora zratenja
ili radioaktivnog zagadenja; b) da se izvr$i procena stvarnog ili mogudeg izlaganja
kriti¢ne grupe ili stanovni§tva radioaktivnim materijama u Zivotnoj sredini zbog
kori$¢enja bilo kog izvora zradenja; ¢} da se kontinuirano vodi evidencija nivoa
radioaktivosti u Zivotnoj sredini; d) da se u svim slu¢ajevima proveri dali su ispunjeni
vazei zakonski propisi i druga ogranitenja; i e) da se o svemu informise javno
mnenje. Prema ukupnim rezultatima merenja razli¢itih uzoraka sa teritorije
Republike Srbije u periodu od 1986. do 2008. godine, moZe se zakljuditi da su se nivoi
aktivnost prirodnih i ve$tackih (dugoziveéih) radionuklida (¢ernobiljskog porekla)
kretali u niskim, tolerantnim i prihvatljivim nivoima.

Kljuéne redi: monitoring, 137Cs i 20Sr

*  E-mail: gpantelic®nadlanu.com
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RADIECOLOGICAL MONITORING IN SERBIA

Gordana Panteli¢, Vedrana Vuleti¢, Maja Eremié-Savkovié,
Ljiljana Javorina, Irena Tanaskovié¢
Institute for Occupational Health Clinical Centre for Serbian “Dr Dragomir
Karajovi¢”, Deligradska 29, Beograd

Abstract

Radio-ecological monitoring of the environment encompasses the measures of spe-
cific radionuclide activity in the samples from the environment that is relevant for the
exposure of inhabitants, first of all in air, drinking water, food and in some typical
representatives of flora and fauna with characteristic features of radioactive contami-
nation (the ability of radionuclide to concentrate). The aim of monitoring is: a)
timely detection and identification of all uncontrolled radiation sources or radiation
contamination; b) assessment of real and possible exposure of the critical group or
inhabitants to radioactive matters in the environment due to use of any radiation
sources; c) keep the record on the radioactivity level in the environment; d) check if
all the legislative regulations and other restrictions are fulfilled; ) inform the public,
According to the final results of measuring different samples form the territory of the
Republic of Serbia in the period 1986 to 2008, it may be concluded that the level of
natural and artificial (long-lived) radionuclides (originating from Chernobyl) was
low, in tolerant and acceptable levels.

Key words: monitoring, 137Cs and 9°Sr

UvOD

Radi preventivne zaitite zdravlja stanovnistva i ovekove sredine od Stetnog
dejstva jonizujuceg zracenja, vise od pola veka se u Institutu za medicinu rada i radio-
losku zatitu “Dr Dragomir Karajovi¢” sprovodi sistematsko ispitivanje kontamina-
cije radioaktivnim materijama razli¢itih uzoraka iz Zivotne sredine.

U vazduhu se konstantno nalaze radionuklidi kosmic¢kog porekla, kao §to je “Be,
prirodni radionuklidi, ¢lanovi radioaktivnih nizova i 40K, Covek svojim aktivnostima
moze znacajno da izmeni prirodne izvore jonizujuéeg zratenja (sagorevanjem uglja,
upotrebom mineralnih dubriva, ispitivanjem nuklearnog naoruzanja, municija sa
osiromaenim uranijumom, havarijama na nuklearnim istraZiva¢kim i energetskim
reaktorima, primenom radioaktivnih izotopa u privredi, medicini). U slu¢aju nuk-
learnog akcidenta moZe do¢i do emisije radioaktivnih gasova i aerosola u atmosferu
koji noeni vazdusnim strujama u veoma kratkom vremenskom periodu prelaze
velike udaljenosti. Nakon nuklearne nesre¢e u Cernobilu u 1986. godini u svim
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segmentima Zivotne sredine poveéao se nivo aktivnost dugoziveéih radionuklida
fisionog porekla, pre svega 137Cs i 20r.

Glavni putevi ekspozicije stanovnidtva poti¢u od inhalacije, ingestije i od
spolja$njeg ozradenja od radionuklida iz vazduhai deponovanih na zemljistu, tako da
monitoring radioaktivnosti u Zivotnoj sredini obuhvata sistem vertikalne analize:
vazduh - padavine - zemljite - vode - biljke - Zivotinje - covek. Ispitivanje sadrZaja
radionuklida vr$i se u vazduhu, zemlji$tu, gradevinskom materijalu, rekama,
jezerima, ¢vrstim i te¢nim padavinama, vodi za pice i ljudskoj i sto¢noj hrani. Pro-
gram obuhvata razlicita radiometrijska merenja u uzorcima iz #ivotne sredine:

a) merenje jaline apsorbovane doze gama zratenja u vazduhu;

b) gamaspektrometrijska ispitivanja;

c) odredivanje specifi¢ne aktivnosti 2°Sr;

d) merenje koncentracije radona.

Vrsta uzoraka, nacin i frekvencija uzorkovanja, kao i metode merenja propisane
su domacim propisima (,,S1. list SRJ”, 1997) i preporukama Medunarodne agencije za
atomsku energiju (,JAEA”, 1989).

MONITORING

Radioekologki monitoring Zivotne sredine obuhvata merenje specifi¢ne aktivnosti
radionuklida u uzorcima iz Zivotne sredine koji su relevantni za ekspoziciju sta-
novnistva.

Monitoring Zivotne sredine omogucava utvrdivanje dali je ispustanje radioaktiv-
nosti u okolinu u skladu sa propisanim granicama za vreme normalnog rada nuklear-
nih postrojenja i ostalih postrojenja koja koriste radioaktivni materijal. Takode
omogucava procenu uticaja ispustene radioaktivnosti na #ivotnu sredinu i na
zdravlje stanovni$tva. Ako se pojave neplanirana ispustanja ili akcidenti koji dovode
do toga da radioaktivnost u Zivotnoj sredini prelazi dozvoljene granice, upozoravaju
se nadlezne institucije radi pokretanja postupka zastite #ivotne sredine i stanovnittva
od $tetnog dejstva jonijuzujuéeg zracenja. '

Zbog natina i brzine Sirenja fisionog materijala vazduhom, kontrola radio-
aktivnosti u vazduhu je vazan deo monitoringa radioaktivnosti kako u normalnim,
tako i u akcidentnim situacijama. Ja¢ina apsorbovane doze gama zracenja u vazduhu
je prvi indikator eventualnog radiolotkog ili nuklearnog incidenta ili akcidenta.
Osnovno zracenje koje se registruje u normalnim uslovima potiCe od kosmickog
zracenja i prirodnih radionuklida, a zavisi i od geologije terena i nadmorske visine
mernog mesta, te je karakteristi¢no za odredenu teritoriju. Ja¢ina apsorbovane doze
se kontinuirano prati na teritoriji Republike Srbije sistemom rane najave
radijacionog akcidenta. Ovaj sistem ¢&ini devet umreZenih detektora jacine apsor-
bovane doze gama zra¢enja u vazduhu sa kojih se podaci prikupljaju svakih pola sata.
Detektori su postavljeni na Pali¢u, u Novom Sadu, Beogradu, Vin¢i, Kladovu, na
Zlatiboru, u Nidu, Vranju i Kosovskoj Mitrovici. Podaci o jacini apsorbovane doze
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gama zracenja u vazduhu na teritoriji Republike Srbije su dostupni javnosti preko
internet stranice Ministarstva zatite Zivotne sredine (www.ekoplan.gov.rs).

Radionuklidi se iz atmosfere uklanjaju suvom depozicijom ili padavinama. Na taj
nadin se koli¢ina radionuklida u atmosferi smanjuje, ali dolazi do kontaminacije
povriinskih slojeva flore, faune i tla, te je neophodna kontrola radioaktivnosti ¢vrstih
i te¢nih padavina. Kontaminacijom zemlji$ta, vodenih povr$ina i biljnih vrsta
radionuklidi ulaze u lanac ishrane i postaju potencijalni izvor interne kontaminacije
ingestijom (faune i humane populacije).

Radioaktivnost zemljine kore nastaje i od uticaja prirodnih radioaktivnih
elemenata koji se nalaze u zemljistu, stenama, vodi, vazduhu i Zivim organizmima,
Najznacajniji prirodni izvor gama zracenja su radionuklidi koji pripadaju
radioaktivnim serijama 238U, 235U, 232Th, kao i K.

Covek svojim aktivnoi¢u moze u bitnoj meri da izmeni prirodne izvore
jonizujuéeg zracenja. Do kontaminacije biosfere, samim tim i zemljidta dolazi
prilikom ispitivanja nuklearnog oruzja, kao posledice havarije u nuklearnim
elektranama, primenom radioaktivnih izotopa u privredi, medicini, u toku prerade i
obogadivanja urana.

ZemljiSte predstavlja osnovni supstrat iz kojeg kre¢e migracija radionuklida u
biljke, odakle ovi preko biljne ishrane dospevaju do &oveka ili Zivotinja. Vrsta
zemljiSta utiCe na raspodelu radionuklida u samom zemljistu i na transfer istih u
biljke. Migracija radionuklida u zemlji$tu zavisi od: a) brojnih ekologkih ¢inilaca; ib)
osobina zemlji$ta - fizicko-hemijska svojstva (sadrZaj organske materije, pH vrednost,
minerolodki sastav), struktura (mehanicki sastav, poroznost), vodni reZim (sadrZaj
vode, nivo podzemnih voda), agrotehnicke mere (obrada, dubrenje) i sli¢no.

U poljoprivrednoj proizvodnji koja se najve¢im delom odvija na slobodnom
prostoru, biljke usvajaju radionuklide iz zemljiita i vazduha, a time se radiokon-
taminacija prenosi u lanac ishrane. Biljke usvajaju radionuklide, translociraju,
uklju¢uju u metabolizam i akumuliraju na isti na¢in kao i neaktivne izotope istih
elemenata. Usvajanje radionuklida moZe da se odvija na dva nacina: a) pomocu
nadzemnih organa (listova i cveta); i b) korena, pri ¢emu se javlja konkurencija u
inkorporaciji od strane biljaka, kada su u pitanju joni sli¢nih fizi¢kih i hemijskih
osobina (kalijum-cezijum, kalcijum-stroncijum). Pojedine radionuklide biljke
transportuju u nadzemne organe (pdenica - °%Sr 3Cs), a neke zadrzavaju u korenu.
Kako biljke zauzimaju klju¢no mesto ulancu ishrane kod Zivotinja i ljudi, neophodna
je permanentna kontrola sadrzaja radionuklida u njima radi kontrole i zastite
zdravstvenog statusa.

Mleko i mle¢ni proizvodi su veoma znacajni u ljudskoj ishrani. Zbog toga, u
slu¢aju nuklearnih nesre¢a i radioaktivne kontaminacije Zivotne sredine, mleko
predstavlja znacajan put unosa radionuklida u ljudski organizam.

Na osnovu rezultata merenja aktivnosti '3’Cs i °Sr u hrani i godi$nje potroinje
razliitih prehrambenih proizvoda po stanovniku, moze se odrediti efektivna doza
zracenja od unosa ovih radionuklida ingestijom (Panteli¢ i sar., 2005).
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METODE ISPITIVANJA

Merenje ukupne alfa i beta aktivnosti vrsi se na niskofonskom ap - proporcio-
nalnom gasnom broja¢u PIC-WPC-9550 proizvodaca Protean Instrument Corpora-
tion. Broja¢ koristi u procesu rada sme$u gasova 10% metana i 90% argona. Nivo
osnovnog beta zratenja 0,5 imp/min. Pre¢nik planiete je 5 cm. Efikasnost brojaca za
alfa zradenje je 33% a za beta zralenje iznosi 47%, i odredena je pomocu standarda
241Am i 90y respektivno. Relativna greska pripreme uzorka i merenja je £10%. U
procesu merenja se koristi ra¢unarski program Vista 2000 nabavljen od proizvodaca
uredaja.

Gamaspektromerijska merenja vrie se na tri ¢ista germanijumska detektora firme
EG&G ,ORTEC”. Detektori su povezani sa viSekanalnim analizatorom (8192 kanala)
istog proizvoda¢a i sa odgovaraju¢om ratunarskom opremom. Energetska kali-
bracija, kao i kalibracija efikasnosti detektora, obavlja se pomocu radioaktivnih
standarda nabavljenih od Amershama ili od Czech Metrological Institute.

Radiohemijska metoda odvajanja *%Sr zasniva se na oksalatnom izdvajanju Ca i Sr,
7arenju do oksida i korid¢enju aluminijuma kao povlacivaca za 90y, Ravnote?a se
uspostavlja za 18 dana, nakon éega se *°Y izdvaja na povlativa¢u Al(OH)3, koji se za-
tim Zari do oksida koji se nakon toga meri na a—B brojacu.

REZULTATI

Rezultati ispitivanja se objavljuju u godi$njim izvestajima Instituta za medicinu
rada i radiologku zastitu “Dr Dragomir Karajovi¢” (ELABORACIJA, 1995, 1996,
1997, ..., 2008). Rezultati merenja uzoraka iz Beograda, Obrenovca i Lazarevca mogu
se naéi na sajtu Sektretarijata za zaltitu Zivotne sredine grada Beograda
(www.eko.bg.gov.yu). U ovom radu je prikazan samo deo rezultata koji se dobijaju
kroz monitoring program u Srbiji.

U tabeli 1 su prikazane srednje mese¢ne vrednosti jacine apsorbovane doze gama
zratenja u mestima koja su ukljucena u sistem rane najave nuklearnog akcident u
Srbiji. Ovi rezultati su u skladu sa videgodi$njim merenjima u Beogradu (grafik 1).
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Tabela 1: Srednje mese¢ne vrednosti jacine apsorbovane doze gama zradenja u

Srbiji za 2008. god.
Mes. Beograd Vinta Kladovo Novi Sad Pali¢ Ilati-bor Ni§ Vranje | K.Mitrovica
Jan, 84,8 133,6 87,9 17,6 104,6 10,1 107,8 1323 1245
Feb. 83,4 137,6 92,1 19,2 105,4 121 109,5 133,7 1254
Mar. 84,5 137,7 92,5 1208 106,4 154 10,8 134,6 126,5
Apr. 85,5 138,1 93,3 122,7 106,2 115,2 110,5 133,8 126,6
Maj 84,3 141,6 93,8 123,5 107,6 15,2 1,9 1384 1275
Jun 84,7 140,7 93,4 1232 1074 15,2 13,2 1375 1287
Jul 85 1372 95,6 124,6 108,3 116,1 13,5 139,0 129.6
Avg. 85,5 1383 96,5 126,6 110,1 116,2 14,4 140,9 130,2
Sep. 85,2 137,9 97,2 1248 1103 119,0 13,6 138,4 129,5
Okt. 84,1 1343 95,2 1219 1089 15,2 1134 137,0 1281
Nov. 85 1357 96,9 1239 10,8 14,7 14,4 1375 1294
Dec. 838 132,1 96,7 120,6 107,5 114,0 10,7 1334 126,2
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Grafik 1 : Minimalne, srednje i maksimalne vrednosti ja¢ina apsorbovane doze
gama zracenja u Beogradu
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Gamaspektrometrijska analiza kompozitnih mese¢nih uzoraka vazduha u Beo-
gradu, NiSu i Palicu, kao i padavina u Beogradu, Nidu, Zajecaru, Kragujevcu,
Zlatiboru, Pali¢u i Novom Sadu, pokazuje prisustvo radionuklida prirodnog porekla
u niskim nivoima. Aktivnost '3”Cs i°%Sr u ovim uzorcima je takode niska poslednjih
10 godina (ELABORACIJA, 1995, 1996, 1997, ..., 2008).

Aktivnost prirodnih radionuklida u zemljiStu ne razlikuje se mnogo za razlicite
ispitivane regione u Srbiji. Odnos aktivnosti 233U i 23U u merenim uzorcima
odgovara njihovom odnosu u prirodnom uranu. Prisustvo osiromasenog urana u
zemljidtu na teritoriji Republike Srbije iznad 43 paralele (regioni Beograda, Nisa,
UtZica, Zajecara, Golupca, Novog Sada i Subotice) nije utvrdeno u dosada$njim
merenjima. Rezultati merenja na 4 lokaliteta na jugu Srbije (Pljatkovica, Borovac,
Bratoselce i Reljan) ukazuju na visoke kontaminacije zemlji$ta u mikrolokacijama, na
mestima gde su pronadena zrna od osiromasenog uranijuma (Panteli¢ i sar., 2006).
Aktivnost 28U u uzorcima zemljista bila je veoma visoka, tako da je bilo neophodno
da se pristupi uklanjanju preostalih projektila i dekontaminacija ovih terena, §to je i
ucinjeno u periodu 2003-2006. godina. Merenja izvrena nakon dekontaminacije
pokazala su da je ona uspesno izvrsena (ELABORACIJA, 1995, 1996, 1997, ..., 2008).

Zbog dugog vremena poluraspada !3’Cs i “0Sr njihova aktivnost u zemljistu je jos
uvek znacajna (Panteli¢ i sar., 2006). U tabeli 2 dati su rezultati merenja neobradivog
zemljista sa dubine 0-5 cm u poslednje 2 godine.

Kod kultivisanih biljaka (povrée, voce, Zitarice) zbog niskih koeficijenata prelaska
ovih radionuklida iz zemljista u biljke (ELABORACIJA, 1995, 1996, 1997, ..., 2008),
aktivnost u biljnim kulturama je veoma niska u poslednjih 10 godina. Rezultati
gamaspektrometrijske analize u prehrambenim proizvodima iz poljoprivrednih
kombinata i individualne proizvodnje pokazuju znacajno niske nivoe aktivnosti
137Cs u uzorcima povréa, voca, mesa, Zitarica i drugim prehrambenim proizvodima,
tako da je poslednjih godina u veéini namirnica ova aktivnost ispod 1 Bq/kg.
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Tabela 2: Aktivnost radionuklida u zemlji$tu na teritoriji Srbije u 2007. i 2008.
Godini (uzorci neobradivog zemljista sa dubine 0-5 cm)

. 40K 137(5 232Th 226Ra 238U Z35U

Lokacia B | Gokd | Gokg | Gokg | Gghg) | (Bghko)
Min.vr. 527 2 318 39,2 37 18

Beograd Str. 682 62 B2 MAL53 | 415575 | aa4x74 22403
Maks.v. 938 6,7 58,9 613 654 28

Min.vr. 674 08 53,8 515 497 24

Lazarevac Star. 71845 17,7184 | 580433 | 564432 65+ 30205
Maks.vr. 70 34,9 62,6 60,4 80 35

Min.vr. 62 03 54,7 53,9 ) 25

Obrenovac Srvr, 70382 31419 59,031 64,2+6,1 548+9,.1 2903
Maks.v. 804 48,7 62,2 69 69 32

Min.vr. 3n 15 %8 2,2 2 12

Vojvodina Srvr. 470+ 90 58125 40,9+6,3 41,0+77 46 +16 1,9+04
Maks.r. 612 79 48,8 48,8 /E] 26
Min.vr. 179 19 176 2,2 37,9 1

ceg‘:;?j':"a Str. 4574192 6277 2794 | 70466 | 426+49 13£03
Maks.vr. 606 1764 40 343 48 17

Min.vr. 161 67 74 1 3 05

Zapadna Srbija Sr.vr. 255+141 114+ 49 30+27 29103 36+16 13x1,0
Maks.vr. 417 164,4 59,7 548 53 25
Min.ur. 25 144 149 13 % 1

Istoéna Srbija Sr.vr, 415+13 56+ 44 26+14 3116 279+27 14106
Maks.vr. 545 17 455 544 30 23

Minr. 480 14 306 36 2% 15

Juzna Stbija Srr. 54287 120£27 | 405497 | 400444 +14 18+0,1
Maks.vr. 603 293 46,7 50,8 839 23

Min.vr. 370 126 77 23 94 13

Banje u Srbiji Star. 518131 U175 39410 353472 4019 18404
Maks.v. 735 515 196 476 58 22

Aktivnost radionuklida veitatkog porekla (13’Cs i 99Sr) u uzorcima mleka
povecala se nakon Cernobiljskog akcidenta. Medutim, njihova aktivnost je svake
godine u stagnaciji, tako da je ve¢ nekoliko godina nakon akcidenta aktivnost 137Cs
bila ispod 10 Bq/l (grafik 2), a aktivnost *%Sr ispod 0,1 Bq/l (grafik 3).
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Grafik 2: Srednje godiénje vrednosti aktivnosti 1*’Cs u mleku
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Grafik 3: Srednje godidnje vrednosti aktivnosti 2'Sr u mleku

Na osnovu rezultata merenja specifi¢ne aktivnosti '37Cs i *Sr u uzorcima hrane
izra¢unat je ukupan godi$nji unos ovih radionuklida putem ishrane, kao i efektivna
doza zralenja za stanovni§tvo od tih radionuklida unetih ingestijom (tabela 3).
Efektivna doza zradenja za stanovniétvo od '¥’Cs ili ®°Sr unetog ingestijom je
znadajno ispod preporudene godisnje granice primljene doze za pojedinca iz
stanovnistva.
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Tabela 3: Unos !’Cs i °%Sr putem ishrane i efektivna doza zralenja za stanovni$tvo
od tih radionuklida unetih ingestijom

1986 47310 0,662 718,5 0,02012
1987 11782 0,164 1751 0,00490
1988 826,6 0,011 86,2 0,00241
1989 940,5 0,013 934 0,00261
1990 351,7 0,005 102,8 0,00288
1991 123,0 0,0017 85,5 0,00239
1992 12,0 0,0015 99,3 0,00279
1993 74,19 0,001 54,4 0,00152
1994 38,65 0,0005 39,2 0,00110
1995 41,26 0,0006 89,9 0,00252
1996 44,20 0,0006 37,6 0,00105
1997 21,01 0,0003 - -
stright 1998 44,60 0,00058 29,6 0,00083
1999 27,53 0,00036 318 0,00089
2000 44,79 0,00058 53,1 0,00149
2001 42,77 0,00056 34,7 0,00097
2002 3297 0,00043 40 0,00109
2003 34,85 0,00045 69 0,00137
2004 33,98 0,00044 53 0,00148
2005 33,55 0,00044 254 0,00071
2006 34,25 0,00045 26,1 0,00073
2007 33,76 0,00044 52,1 0,00146
2008 23,88 0,00031 16,5 0,00046
ZAKLJUCAK

Prema ukupnim rezultatima merenja radioaktivnosti Zivotne sredine, metodo-
logijom vertikalne analize uzoraka na teritoriji Republike Srbije u zadnjoj deceniji
proslog veka i prvoj deceniji novog milenijuma, moZe se zakljuliti: a) da se aktivnost
prirodnih radionuklida i dugoZive¢ih radionuklida vestatkog porekla (uglavnom od
¢ernobiljskih padavina), u razli¢itim vrstama uzoraka, kretala u niskim nivoima; b)
Izraunata efektivna doza zracenja koja poti¢e od vestackih radionuklida unetih
ingestijom, znacajno je ispod preporucene godiinje granice primljene doze za
pojedinca iz stanovnistva, a koja iznosi 1 mSv/god i odnosi se na zbir odgovarajucih
doza od spoljasnjeg izlaganja i ocekivane efektivne doze unutra$njeg izlaganja od
izvora zracenja vestackog porekla, za period od godinu dana.
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UTVRDIVAN]JE DIROFILARIOZE PASA
PRIMENOM ELISA METODA
I MODIFIKOVANOG KNOTT-OVOG TESTA
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Kratak sadrzaj

Dirofilarioza pasa je parazitsko oboljenje, &iji je uzro¢nik je Dirofilaria immitis ili
Dirofilaria repens. MoZe se javiti kao koZni ili kao sréani oblik bolesti. Sréana forma
oboljenja Cesto se nazivaibolest ,sr¢anog crva”, jer odrasli oblici jedne od dirofilarija
parazitira u srcu. Tokom poslednjih pet godina vi$e slu¢ajeva dirofilarioze prijavljeno
je na nekoliko regiona Srbije (Dimitrijevi¢, 1999; Savié-Jevdenié i sar., 2004). Na
pocetku su dirofilarije bile otkrivane samo kao usputni nalaz tokom obdukcije, a u
poslednje dve godine sve vise je zahteva za dokazivanje dirofilarioze kod Zivih pasa.
Klini¢ku sliku kod pasa obolelih od dirofilarioze ¢ine povremeni kadalj, apatija,
poremecaj disanja, poremecaj sréanog rada, mriavljenje i brzo zamaranje psa. Pojava
simptoma zavisi od ja¢ine infekcije, a izrazenost klinitke slike zavisi od aktivnosti psa.
Dijagnostika dirofilarioze se moZe vrsiti pregledom iz krvi pomo¢u modifikovanog
Knott-ovog testa ili nekom od serologkih metoda. Materijal za rad je predstavljala krv
45 pasa koji poti¢u iz regiona gde je tokom prethodnih godina utvrdeno prisustvo
dirofilarija kod pasa, uglavnom prilikom obdukcije, kao i od pasa koji su imali
Klini¢ke simptome i bili upuceni na analizu od strane veterinara ili samih vlasnika.
Metode kori$¢ene za analiziranje krvi pasa su modifikovani Knott-ov test za
dokazivanje mikrofilarije u punoj krvi i ELISA test. Od 35 ispitivanih pasa bez
klini¢kih simptoma, kod 4 psa je utvrdeno prisustvo antigena Dirofilaria immitis u
krvnom serumu, $to ¢ini 11% ispitivanih pasa. Ispitivanjem 10 pasa sa klini¢kim
simptomima kasljanja, oteZanog disanja, apatije i brzog zamaranja, kod 8 pasa je
utvrdeno prisustvo mikrofilarija u cirkulaciji (ELISA test) i dokazano prisustvo
antigena D. immitis. Kod dva psa, terapija je bila uspe3na.

Klju¢ne reci: dirofilarioza pasa, dijagnostika, terapija

*
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DETERMINATION OF CANINE
DIROFILARIASIS BY ELISA METHOD AND
MODIFIED KNOTT’S TEST

Sara Savi¢!™, Zivoslav Grgi¢!, Biljana Vujkov?, Ivan Fenjac’,
Dugan Pajkovi¢ 4 Marina Zeki¢!

! Scientific Veterinary Institute “Novi Sad”, Rumenacki put 20, Novi Sad
2 Veterinary ambulance “Bilja i Olja”, Drage Spasi¢ 2a, Novi Sad
3Veterinarska ambulance “Pedigre”, Krilova 3, Novi Sad
4 The Army of Srbia, Novi Sad

Abstract

Canine dirofilariasis is a parasitic disease. The causative agent is Dirofilaria immitis or
Dirofilaria repens. It may appear as skin or as a heart disease. The heart form of the
disease is often named “heartworm” disease, because the adult parasites live in the
heart. In the last five years, several cases of dirofilariasis have been reported
(Dimitrijevi¢, 1999; Savi¢-Jevdenic et al., 2004). At the beginning dirofilarias was dis-
covered only as a by-the-way finding during autopsy, but last two years there were
more requests for examination of dirofilariosis in alive dogs. Clinical symptoms in
dogs with dirofilariosis are occasional coughing, apathy, breathing difficulties, heart
failure, progressive loss of weight and rapid fatigue. The variety of symptoms depends
on the intensity of infection, and the symptoms depend on the activity of a dog. For
the diagnostics of dirofilariosis, the modified Knott’s test or another serology meth-
ods may be used. In our research we used 45 blood samples, taken from the dogs in
the region where dirofilariosis was detected mostly through autopsy, but also from
the dogs with clinical symptoms in which cases the owners or veterinarians had sent
the samples for analysis. The modified Knott’s test was used for proving microfilaria
in full blood and ELISA test was applied for detection of D. immitis antigen. Out of 35
examined dogs with no clinical symptoms, in 4 dogs the presence of antigene
Dirofilaria immitis was detected in blood sera, which is 11% of the examined dogs.
The examination of 10 dogs with clinical symptoms (coughing, difficult breathing,
apathy and rapid fatigue) showed the presence of microfiliaria in circulation (ELISA
test) and the presence of antigen D. immitis in 8 dogs. Therapy was successful in two
cases.

Key words: canine dirofilariosis, diagnostics, therapy
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UvOoD

Dirofilarioza pasa je parazitsko oboljenje, a uzro¢nik je Dirofilaria immitis ili
Dirofilaria repens. MoZe se javiti kao kozni ili kao sréani oblik bolesti. Sréana forma
oboljenja se Cesto naziva i bolest ,,sr¢anog crva”, jer odrasli oblici jedne od dirofilarija
parazitira u srcu. Za postojanje i $irenje ovog oboljenja je neophodno prisustvo
komaraca, jer bez njih ne moze da se odvije kompletan Zivotni ciklus dirofilarija.
Simptomi dirofilarioze su nespecifi¢ni — kasalj, gubitak apetita, gubitak glasa,
mriavljenje, umor, krvarenje iz nosa, otezan rad srca, hematurija i sl. kod sréane
forme oboljenja, dok su kod kozne forme promene na ko#i u vidu ranica, &vorica,
gubitka dlake na o$te¢enim mestima i pojava svraba.

Kao posledica klimatskih promena tokom poslednjih decenija, kao i sve slo-
bodnijeg transporta pasa i mac¢aka po Evropi, nastala je pojava dirofilarioze, zajedno
sa drugim vektor prenosivim bolestima, na sve ve¢em geografskom podruéju.
Stalnim porastom srednje godidnje temperature, predvida se da su letnje temperature
dovoljne da se obezbedi inkubacija dirofilarija u komarcima, ¢ak i na veéim
nadmorskim visinama, odnosno da ¢e se dirofilarioza pojavljivati i u podru¢jima gde
je ranije nije bilo (Genchi i sar., 2009).

Tokom poslednjih pet godina vi$e slu¢ajeva dirofilarioze je prijavljeno na teritoriji
Srbije. Na pocetku su dirofilarije bile otkrivane samo kao usputni nalaz tokom
obdukcije, a u poslednje dve godine sve vi$e je zahteva za dokazivanje dirofilarioze
kod Zivih pasa. Prva informacija o postojanju dirofilarioze na prostorima Srbije je
objavljena 1999. godine (Dimitrijevi¢, 1999). Od tada, svake godine je sve vide pri-
javljenih sluajeva pasa sa dirofilariozom. Takode, na podru¢ju Vojvodine prijavljeni
su prvi slucajevi dirofilarioze 2003. godine (Tasi¢ i sar., 2003). Nakon toga, radeno je
viSe ispitivanja u razli¢itim delovima Vojvodine, mnogo &e$ée kod Zivih pasa, tako da
su veterinari i vlasnici pasa postali svesni prisustva ove bolesti na naem podrugju.

Klini¢ku sliku nije moguce primetiti kod svih inficiranih pasa. Ima slu¢ajeva kada
su psi potpuno bez simptoma. Uglavnom, klini¢ku sliku kod pasa obolelih od
dirofilarioze ¢ine povremeni kasalj, apatija, tahipneja, dispneja, mriavljenje i brzo
zamaranje psa. Klinicka slika zavisi od jacine infekcije, a izraZenost klinicke slike
zavisi od aktivnosti psa. Klini¢ki simptomi se lakse primete i izraZajniji su kod radnih
pasa i lovnih pasa tokom vr$enja aktivnosti, nego kod ku¢nih pasa, pogotovo onih
koji su inade slabo aktivni..

Dijagnostika dirofilarioze se moZe vrsiti dokazivanjem uzro¢nika u krvi
primenom modifikovanog Knott-ovog testa ili dokazivanjem antigena. Pregledom
krvi Knott-ovim testom se otkrivaju mikrofilarije u cirkulaciji, dok se ELISA testom
otkrivaju specifi¢na antitela protiv dirofilarija u krvnom serumu i kada razvojnih
oblika vi$e nema u cirkulaciji.

Terapija dirofilarioze nije jednostavna, jer primena lekova nosi odredeni rizik za
psa, zbog nacina aplikacije i eventualnih propratnih dejstava leka, koja mogu dovesti
do komplikacija koje ugrozavaju Zivot psa. Preparati za terapiju dirofilarioze su skupi
i nisu svi dostupni na domacem tri$tu lekova. Kod pasa koji imaju klini¢ke simpto-
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me vezane za respiratorni trakt (pneumonitis) treba najpre davati antiinflamatorne
doze kortikosteroida, pre terapije protiv odraslih oblika parazita. Pacijentima se
odreduje strogo mirovanje, najbolje u kavezu, u vremenu od 4 do 6 nedelja, nakon
terapije protiv odraslih oblika parazita (adulticidna terapija). Kod blagih infekcija,
prognoza moze biti dobra, dok kod teZih slucajeva oboljenja sa teskom
pulmonarnom tromboembolijom ili kongestivnom manom srca, prognoze su nepo-
voljne i nepredvidive. Prevencija dirofilarioze je moguca upotrebom preparata kao
$to je melarsomin (Melarsomine), koji se aplikuje u dve doze. Ovaj preparat je adulti-
cid i prema literaturnim podacima efikasnost je i do 96% (Hoch i Strickland, 2008).

MATERIJAL I METODE

Materijal: Kao materijal koristili smo uzorke krvi 45 pasa koji poticu iz regiona
gde je prethodnih godina utvrdeno prisustvo dirofilarija kod pasa, nakon obdukcije,
kao i od pasa koji su imali klini¢ke simptome dirofilarioze i bili upuéeni na analizu od
strane veterinara ili samih vlasnika.

Slika 1 — Prisustvo odraslih oblika dirofilarija u srcu psa.

Tokom perioda 2006. i 2007. godine, analizirano je 45 pasa sa teritorije Novog
Sada i okoline. Od toga 35 pasa su bili bez klini¢kih simptoma i poticali su sa podru¢ja
u kojima je ranije utvrdeno prisustvo dirofilarioze pasa. Ostalih 10 pasa su imali
klini¢ke simptome u vidu oteZanog disanja, ka$ljanja i lakog zamaranja pri radu i svi
su aktivno udestvovali u lovu.

Metod: Analiza krvi pasa je radena pomoéu dva metoda i to su modifikovani
Knott-ov test za dokazivanje mikrofilarije u punoj krvi i ELISA test (Canine
Heartworm Antigen test kit, IDEXX Laboratories) za detekciju antigena Dirofilaria
immitis u serumu ili plazmi pasa. '
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REZULTATI I DISKUSIJA

Ispitivanjem 35 pasa bez klinickih simptoma prisustvo antigena Dirofilaria
immitis u krvnom serumu utvrdeno je kod 4 Zivotinje, odnosno 11% pasa. Kod 10
pasa sa klini¢kim simptomima kaslja, oteZanog disanja, apatije i brzog zamaranja,
kod 8 je utvrdeno prisustvo mikrofilarija u cirkulaciji, odnosno nalaz Knott-ovim
testom je bio pozitivan. Primenom ELISA testa, takode je kod istih 8 pasa sa klini¢kim
simptomima utvrden antigen D. immitis. Kod dva psa sa klinickim simptomima
primenom oba metoda dobijen je negativan nalaz.

Kod 2 pasa, od ukupno 8, kod kojih je utvrdeno prisustvo D. immitis je sprove-
dena terapija. Prvo je primenjena makrofilaricidna (adulticidna), a zatim mikro-
filaricidna terapija. Le¢enje je vr$eno tokom dve etape — uni$tavanje odraslih odlika i
uni$tavanje mikrofilarija. Kao adulticid kori$¢en je melarsomin dihidrohlorid 2,2
mg/kg, koji je davan dva puta u razmaku od mesec dana. Aplikacija preparata je
vr$ena duboko u lednu muskulaturu pod pravim uglom i takva nacin nosi odredeni
rizik za pojavu otoka, bola, apscesa, crvenilo, $ok. U slucaju ovakvih propratnih
pojava treba dati daksametazon odmah nakon davanja terapije. Pas mora apsolutno
da miruje 4-6 nedelja nakon terapije, zbog moguénosti da se odrasli oblici dirofilarija
otpuste sa sr¢anog zida i izazovu pojavu embolije, pa se preporucuje boravak psa u
kavezu. Terapija protiv mikrofilarija sastojala se od mese¢ne doze milbemicin oksima
u dozi 0,5 mg/kg.

Kontrolni pregled krvi pasa na prisustvo mikrofilarija, vrien je pet meseci nakon
primene terapije i tada nije utvrdeno prisustvo larvi u cirkulaciji Knott-ovim testom.
Medutim, primenom ELISA testa u uzorcima krvnog seruma pasa 5 meseci nakom

- ®
Slika 1 — Mikroskopski izgled Dirofilaria immitis,
modifikovanom metodom po Knott-u.
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terapije dobijen je pozitivan nalaz na prisustvo antigena D. immitis, odnosno
dokazano je prisustvo antigena D. immitis u krvi ispitivanih pasa.

Za dijagnostiku dirofilarioze u slu¢aju postojanja mikrofilarioze, modifikovan
Knott-ov test se pokazao kao pouzdana i precizna metoda u ovom istrazivanju. Kod
prisustva odraslih oblika u srcu, a u slu¢aju nemoguénosti detekcije mikrofilarija u
cirkulaciji, ELISA test je dijagnosti¢ki metod izbora, §to je u skladu sa nalazima
drugih autora (Baneth, 2006).

Kada se radi o terapiji dirofilarioze, autori navode da je moguéa samo mikrofi-
laricidna terapija, ili adulticidna i mikrofilaricidna terapija, u zavisnosti od koristenih
preparata. U terapiji dirofilarioze se mogu koristiti preparati ivermektina, mikso-
dektina, milbemicina (Baneth i sar., 2006). Bazzocchi i saradnici, kao i Atkins su radili
terapiju dirofilarioze ivermektinom u kombinaciji sa doksiciklinom i dobili zado-
voljavajuée rezultate. Prema njihovom istraZivanju, efekat kombinacije ova dva leka
(ivermektin 6pg/kg p/o kao nedeljna doza i doksiciklin 10mg/kg na dan, p/o vide
nedelja) je bio opadanje broja mikrofilarija u cirkulaciji, kao i adulticidni efekat.
Ukupan efekat kombinacije leka je bio mnogo vedi od efekta pojedina¢nog davanja
jednog i drugog preparata. Aplikacija ovih preparata je jednostavna, medutim
davanje antibiotske terapije traje vie meseci (Atkins, 2006; Bazzocchi i sar., 2008).
Terapija melarsomin dihidrohloridom u kombinaciji sa milbemicin oksimom se
pokazala kao efikasna u praksi i u ovom istrazivanju, uz opreznost prilikom aplikacije
preparata.

ZAKLJUCAK

Ispitivanjem 35 pasa bez klinickih simptoma, prisustvo antigena Dirofilaria
immitis u krvnom serumu utvrdeno je kod 4 Zivotinje, odnosno 11% pasa. Kod 10
pasa sa Klini¢kim simptomima kaslja, oteZanog disanja, apatije i brzog zamaranja,
kod 8 je utvrdeno prisustvo mikrofilarija u cirkulaciji, odnosno nalaz Knott-ovim
testom je bio pozitivan. Primenom ELISA testa, takode je kod istih 8 pasa sa klini¢kim
simptomima utvrden antigen D. immitis.

Knott-ov test i ELISA test su zadovoljavajuéi dijagnosticki metod za postavljanje
objektivne dijagnoze kod dirofilarioze pasa. Ukoliko su prisutne mikrofilarije u
cirkulaciji, Knott-ovim testom se one nesumnjivo potvrduju. Ako postoje samo
odrasli oblici dirofilarija u srcu, prisustvo antigena se utvrduje ELISA testom.

Terapija kod dirofilarioze nije jednostavna, od postupka primene lekova, kada je
neophodna velika preciznost, do pojave neZeljenih reakcija kod pasa. Terapija je
efikasna i kod su kod pasa prisutni i odrasli i larveni oblika D. immitis i kompletna je
ako ispoljava dejstvo protiv oba oblika parazita. Uklanjanjem samo mikrofilarija iz
cirkulacije smanjuje se moguénost $irenja dirofilarioze. Nakon terapije, pse treba
posmatrati jo§ neko vreme (vide meseci) radi provere efekata terapije.

Kod pasa koji imaju Klini¢ke simptome u vidu otezanog disanja, prekomernog
zamaranja i kaslja, veterinari u praksi poceli su da obracaju paznju na moguénost
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pojave dirofilarioze i ovo oboljenje viSe nije nepoznanica ni veterinarima ni
vlasnicima pasa.

Dijagnosticka ispitivanja na dirofilariozu su potrebna, pre svega, kod pasa sa

klinickim indikacijama i na prostorima gde postoje uslovi za §irenje infekcije.
Terapija je potrebna kod svakog dijagnostikovanog slucaja oboljenja i uspe$no se
primenjuje i u drugim zemljama i kod nas.
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VALIDACIJA METODE TOTALNOG
SAGOREVANJA ZA ODREDIVANJE SIROVIH
PROTEINA U HRANI ZA ZIVOTINJE
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Kratak sadrzaj

Sadrzaj sirovih proteina je jedan od najvaZnijih parametara kvaliteta hrane za
Zivotinje. Za odredivanje ukupnih proteina Kjeldalova metoda je najpoznatija i
najzastupljenija. Medutim, metoda totalnog sagorevanja, poznatija kao Dumasova,
takode je priznata kao standardna metoda. U ovom radu prikazan je model validacije
Dumasove metode totalnog sagorevanja za odredivanje sadrzaja sirovih proteina na
instrumentu Elementar-Rapid N. Validacija je obuhvatala odredivanje linearnosti,
granice detekcije, ta¢nostii preciznosti, po zahtevu standarda. U procesu validacije su
kori$¢ene standardne supstance, a rezultati su obradeni odgovarajuéim statisti¢kim
metodama u programu Microsoft Excel. Ispitani parametri validacije pokazali su da
testirana metoda moze biti kori§¢ena za pouzdano odredivanje sadrZaja ukupnog
azota (proteina) u uzorcima hrane za Zivotinje.

Kljucne redi: sirovi proteini, metod totalnog sagorevanja, validacija, hrana za
Zivotinje

*
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VALIDATION OF TOTAL COMBUSTION
METHOD FOR CRUDE PROTEINS
' DETERMINATION IN ANIMAL FEED

Sandra Jaksi¢!, Zeljko Mihaljev!, Milica Zivkov-Balo$!, Zoran Mai¢?
IScientific Veterinary Institute “Novi Sad”, Novi Sad, Rumenacki put 20
2Faculty of Agriculture, Novi Sad

Abstract

Crude proteins content is one of the most important parameters of animal feed qual-

-ity. For total proteins determination Kjeldahl method is the most known and most
used. However, total combustion method, well-known as Dumas, is also recognized
as standard method. In this paper the model of Dumas validation for total combus-
tion method on the instrument Elementar- Rapid N is shown. The validation in-
volves determination of linearity, detection limit, accuracy and precision, as the
standard required. In validation procedure standard substances were used and the
results were processed with suitable statistics methods in Microsoft Excel. Examined
validation parameters show that the tested method can be used for accurate determi-
nation of total nitrogen (protein) determination in animal feed samples.

Key words: crude proteins, total combustion method, validation, animal

feed

UVOD

Proteini su veoma vaZni sastojci hrane za %ivotinje. Sadrzaj sirovih proteina se
izraZava kao ukupan sadrZaj azota pomnozen sa odgovarajuéim faktorom i kao takav
predstavlja vazan parametar kvaliteta hrane. Postoje razlicite metode za odredivanje
sirovih proteina, a naj¢e¢e primenjivane su: IR metode, UV-vidljiva spektroskopija i
instrumentalne tehnike bazirane na Kjeldalovoj i Dumasovoj metodi (McClements,
2003). Za koju metodu ¢e se laboratorija odluciti zavisi od vrste uzoraka, broja
uzoraka i raspoloZivih sredstava.

Za odredivanje organskog azota najéeice se koristi Kjeldalova metoda, ¢&ije su
modifikacije usvojene i kao standardne AOAC metode za razlidite vrste uzoraka
(AOAC, 1998). Jos jedna, dugo poznata metoda za odredivanje razli¢itih elemenata
(ugljenik, vodonik, azot i sumpor) u razlititim uzorcima jeste metoda totalnog
sagorevanja (Dumasova). I ova metoda je priznata kao standardna od strane nekoliko
organizacija (AOAC, 1998; ICC, 2000). Metoda se sastoji u sagorevanju uzorka u
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atmosferi bogatoj kiseonikom, pri visokoj temperaturi i analiziranju dobijenih

gasova u tri faze (ICC, 2000; Elementar, 2008):

1. sagorevanje: oksidacija pomocu kiseonika na oko 1000°C, i uz pomo¢
bakar-oksida;

2. redukcija i adsorpcija: proizvodi sagorevanja: ugljen-dioksid, voda, azot-dioksid
i azot se dovode u stanje ravnoteie. Prevodenjem preko zagrejanog bakra
redukuje se azot dioksid do azota, a adsorpcijom se uklanjaju ugljen-dioksid i
voda;

3. kvantifikacija: ukupan azot se meri pomo¢u detektora termitke provodljivosti.

U laboratoriji za ispitivanje hrane za Zivotinje odludili smo se za primenu
Dumasove metode, zbog njene brzine i jednostavnosti. U literaturi postoji nekoliko
istraZivanja — medulaboratorijskih ispitivanja koje porede Kjeldalovu i metodu
totalnog sagorevanja za odredivanje azota u uzorcima hrane za Zivotinje. Svi autori se
slau u tome da su rezultati dobijeni Dumasovom metodom nelto vii, ali da
standardna greska srednje vrednosti nije znadajno razli¢ita, odnosno da metoda
totalnog sagorevanja moZe zameniti Kjeldalovu metodu (Simonne i sar, 1997;
Etheridge i sar., 1998; Marco i sar., 2002; Sader i sar., 2004; Miller i sar., 2007; Sebecic i
Balenovic 2001; Schuster i sar., 1991).

U ovom radu su prikazani rezultati validacije metode totalnog sagorevanja za
odredivanje sirovih proteina u hrani za Zivotinje. Naime, u standardu nije dat
detaljan postupak rada, ve¢ samo moguénost upotrebe instrumenta koji radi na
principu ove metode i kojim se postizu zahtevane performance. Iz tog razloga cilj
validacije metode je dokumentovanje saglasnosti testirane metode sa standardnom
AOAC Official Method 990.03 Protein (Crude) in Animal Feed Combustion
Method, odnosno AOAC Official Method 992.23 Crude Protein in Cereal Graing and
Oilseeds Generic Combustion Method (AOAC, 1998).

MATERIJAL I METODE RADA

Validovana je metoda totalnog sagorevanja za odredivanje sirovih proteina
pomocu aparata Rapid N, Elementar, Germany (Elementar, 2008).

Postupak validacije je izveden prema Priru¢niku za kurs Validacija mernih
metoda, Saveza hemijskih inZenjera, a koji je zasnovan na zahtevima i uputstvima
internacionalnih standarda (Kosti¢ i Rakiéevi¢, 2009).

Zahtevi za izvodenje metode su prikazani u tabeli 1, a odnose se na performance
metode zadate u standardu AOAC 990.03, odnosno AOAC 992.23 (AOAC, 1998).
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Tabela 1: Zahtevi za izvodenje metode

Opseg 0,2-20%N
Lineamost | Odredena pomocu teorétskog sadrZaja N u organskoj supstandi istoce 99,9%
Taénost 0,15 ofekivane teoretske vrednosti sa standardnom devijacijom <0,15,
odredeno pomocu nikotinske kiseline, lizin hidrohlorida if triptofana
Preciznost | RSD <2,0% za 10 uzastopnih odredivanja N

Dnevna kalibracija aparata u cilju odredivanja dnevnog faktora )e izvrSena

pomocu asparaginske kiseline 99,8% (Sigma-Aldrich).

Limit detekcije je odreden merenjem 3est ponavljanja slepe probe, Sn-folije za
pakovanje uzoraka koja ne sadrzi azot (Elementar, Germany).

‘Pri postupku validacije, ¢iji je plan dat u tabeli 2, kori§éene su sertifikovane
hemikalije odgovarajuce ¢istoce. Za odredivanje linearnosti koris¢ena je standardna
kalibraciona supstanca etilendiamin tetrasiréetna kiselina (EDTA, 100,2%, Molar
Chemicals) u koli¢ini 20-300 mg. Ta¢nost je odredena odredivanjem sadrZaja azota u
standardnoj supstanci L-Triptofan 99,9% (Sigma-Aldrich).

Preciznost je odredena iz 10 uzastopnih odredivanja azota u uzorku potpune

smese za pilice.

Tabela 2: Plan rada

Dani Akcije

Dan1 Odredivanje granice detekdije
Dan2 | Odredivanje lineamosti

Dan 3 Odredivanje taénosti

Dan 4 Odredivanje preciznosti i tatnosti
Dan5 Odredivanje linearmnosti

REZULTATI RADA 1 DISKUSIJA

Prlmen)ena procedura odredivanja granice detekcue dala je rezultate prikazane u
tabeli 3. Iz dobijenih rezultata, za $est merenja i t 0,95 (6-1)=2,015, izratunata je
standardna devijacija (SD) i granica detekcije, koja iznosi 0,058% N.
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Tabela 3: Rezultati odredivanja % N u slepoj probi

Br. merenja %N
1. 0,006
2, 0,036
3, 0,013
4, 0,013
5. 0,017
6. 0,002
D 0,012

Rezultati merenja sadrzaja N u EDTA dati su u tabeli 4 i na osnovu njih je graficki
prikazana linearnost odredivanja na grafikonu 1:

Tabela 4: Odredivanje sadrzaja N u EDTA

Br. odredivanja Kolitina EDTA (mg) %N /
1. 20 0.5
2. 20 0,509
3. 50 1,257
4, 50 1,224
5. 100 2,512
6. 100 2,448
7. 150 3,798
8, 150 3,86
9, 200 5,256
10. 200 5142
1. 300 7,636
12. 300 7,682
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8

procenat N

0 100 200 300 400
koli¢ina EDTA
Grafikon 1. Linearnost odredivanja N u EDTA.

Primenjena procedura odredivanja linearnosti (Kosti¢ i Rakicevié, 2009), pomoéu

programa Microsoft Excel (opcije Tools/Data Analysis/Regression) dala je rezultate
prikazane u tabeli 5:

Tabela 5. Linearnost odredivanja %N

Regression Statistics
Multiple R 0,9997
RSquare 0,9995
Adjusted R Square 0,9994
Standard Error 0,0607
Observations 12
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 70,7945 70,7945 19234,8036 9.32454E-18
Residual 10 0,0368 0,0037
Total 1 70,8313
Coefficients Standard Error tStat P-value Lower 95% Upper 95%
Intercept -0,0355 0,0308 -1,1517 0,2762 -0,1042 0,0332
X Variable 1 0,0258 0,0002 138,6896 9.32454E-18 0,0253 0,0262
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Testiranje linearnosti kalibracione krive vriili smo izra¢unavanjem testirane
vrednosti ZI, pomo¢u podataka iz tabele 5, a hipoteza «kalibraciona kriva je linearna»
se prihvata, jer je testirana vrednost Zl manja od grani¢ne vrednosti za 95% fraktile od
F, tj. 2,04,53.

U cilju utvrdivanja taénosti metode, uradeno je pet uzastopnih odredivanja
sadrzaja N u standardnoj supstanci triptofanu u dva dana (tabela 6).

Tabela 6: Odredivanje sadrZaja N u triptofanu

Br. odredivanja %N (1 dan) %N (It dan)
1. 13,644 13,720
2 13428 1361
3 13,469 13,369
4 13,488 13,452
5. 13,429 13,560

Primenjena procedura (Kosti¢ i Raki¢evié, 2009) odredivanja ta¢nosti na osnovu
podataka iz tabele 6, i nominalne vrednosti sadrZaja N u triptofanu (13,71%), dala je
sledece rezultate: maks efikasnost (Recovery) 100%, odnosno, min efikasnost 97%,
$to znadi da je tadnost odredivanja 97-100%, istinitost 99% (Xsr= 13,519%), a
odstupanje (Bias) 1%. .

Primenjena procedura (Kosti¢ i Rak1cev1c, 2009) odredivanja preciznosti na
osnovu podataka iz tabele 6 pomocu programa Microsoft Excel (opcije Tools/Data
Analysis/Anova Single Factor) dala je rezultate prikazane u tabeli 7. Na ovaj nadin
dodli smo do sledecih podataka o preciznosti metode: Standardna devijacija unutar
grupe iznosi Sw=0,087%, standardna devijacija izmedu grupa Sb=0,078, a ukupna
standardna devijacija je Stot=0,117%
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Tabela 7: Preciznost odredivanja triptofana

Anova: Single Factor
SUMMARY
Groups Count Sum Average Varlance
Row 1 2 27,364 13,682 0,002888
Row 2 2 27,059 13,5295 0,0206045
Row 3 2 26,838 13,419 0,005
Row 4 2 26,94 13,47 0,000648
Row 5 2 26,989 13,4945 0,0085805
XSt 13,519
Sx 0,09959982
e 0,00992013
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value Fait
Between Groups 0,079361 4 0,01984025 2,62986798 0,158752494 5192163144
Within Groups 0,037721 5 : 0,0075442 ‘
Total 0,117082 9

U tabeli 8 prikazani su rezultati 10 uzastopnih odredivanja sadrZaja N, odnosno
sirovih proteina u potpunoj smesi za ishranu pili¢a. Dobijena relativna standardna
devijacija (RSD) zadovoljava zahtev standarda te je preciznost odredivanja
zadovoljavajuca.
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Tabela 8: Odredivanje sadrZaja N u potpunoj smesi za ishranu pili¢a

Br. odred. %N % proteina
1. 3,916 24,478
2 3,686 23,035
3. 3,898 24,363
4, 3,829 23,929
5. 3,824 23,897
6. 3,750 23,436
A 3,705 23,158
8. 3,825 23,908
9. 3,897 24,355
10. 3,830 23,937
Xst 3,805 23,780
K 0,076 0AT5
RSD% 1999 1,999
ZAKLJUCAK

Dobijeni eksperimentalni rezultati odredivanja linearnosti, granice detekcije,
tacnosti i preciznosti ukazuju da je validovana metoda primenjiva za odredivanje
sirovih proteina u uzorcima hrane za Zivotinje. Metoda se pokazala kao jednostavna,
brza i prakti¢na, obzirom na ¢injenicu da zahteva malu koli¢inu uzorka i da analiza
jednog uzorka traje 3 minuta.

Metoda moZe biti kori§¢ena za odredivanje sadrZaja proteina u sto¢noj hrani, u
skladu sa slede¢im kartonom metode.
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NAUCN! INSTITUT ZA

IZVESTAJ O VALIDACUI METODE
VETERINARSTVO NOVI SAD Naziv metode: Odredivanje sadrZaja proteina u hrani za Zivotinje

Datum: 22.06.2009.

*NIV-NS* Odeljenje za ispitivanje hrane za fivotinje
KARTON METODE
Naziv metode: Odredivanje sadriaja proteina u hrani za fivotinje Datum izrade izvestaja:
22.06.2009.
Ispitivani parametar: Azot Izvestaj izradio:
mr Sandra Jaksi¢

Vrsta uzorka: Hrana za Zivotinje

Princip metode:

Merenje sadrfaja azota i preracunavanje na sadraj proteina u skladu sa AGAC Official Method 990.03
Protein (Crude) in Animal Feed Combustion Method, odnosno, AOAC Official Method 992.23 Crude
Protein in Cereal Grains and Oilseeds Generic Combustion Method.

Kratak opis validacije:

Metoda je validovana odredivanjem linearnosti (6 nivoa koncentracije), granice detekcije (6
odredivanja) tacnosti (standardna supstanca, odredivanje u duplikatu u 5 serija} i preciznosti {1 prirodni
uzorak, odredivanje u 10 uzastopnih merenja).

Rezultati validadije

Opseg 0,5-20%
Linearni opseg 0,5-7.5%
Granica detekcije 0,06%
Efikasnost 97-100%
Ponovljivost 0,09%
Standarmna devijacija izmedu grupa | 0,08%
Staﬁdardna devijadja 0,12%
Ispitivanje izvrSio: mr Sandra Jaksi¢

Arhiva (0znaka sobe, registratora);

Validacija metoda, soba 503

Odobrio mr Zeljko Mihaljev
Datum: 22.06.2009.
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