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SAZETAK

Iako je proslo vise od 50 godina od otkri¢a mikotoksina, oni su i dalje najzastupljeniji
prirodni kontaminanti velikog broja poljoprivrednih kultura u svijetu. Nastaju kao proizvodi
sekundarnog metabolizma plijesni, zbog ¢ega njihova produkcija ovisi o razli¢itim okoliSnim
uvjetima. Zbog izrazite stabilnosti, ovi spojevi mogu biti zastupljeni ,,od polja do stola“. Glavni
izvor mikotoksina u ljudskoj prehrani su razlicite vrste zitarica i sjemenki uljarica. Mikotoksini
koji predstavljaju najvecu potencijalnu opasnost za zdravlje ljudi su aflatoksini, okratoksini,
fumonizini, patulin, zearalenon i deoksinivalenol, a bolesti uzorokovane njihovim trovanjem
nazivaju se mikotoksikoze. Ipak, posebnu zabrinutost izaziva kancerogeno djelovanje utvrdeno
kod pojedinih vrsta mikotoksina. Premda je produkciju mikotoksina ¢esto nemoguce sprijeciti,
veliki znacaj pridaje se razvoju strategija i metoda uklanjanja ili inaktivacije mikotoksina. Ovaj
globalni problem pokuSava se rijesiti usvajanjem strogih regulatornih smjernica za glavne vrste
mikotoksina. Cilj rada bio je utvrditi u kojim su uzorcima prisutne najveée koncentracije
mikotoksina te odstupaju li dobiveni rezultati od maksimalno dopustenih koncentracija (MDK) u
periodu od 2016. do 2021. godine. Najveca prisutnost aflatoksina B1 i ukupnih aflatoksina
zabiljezena je u uzorcima kikirikija, te je 7 od ukupno 81 uzorka (8.6%) sadrzavalo koncentracije
iznad MDK. Odredene koncentracije deoksinivalenola pronadene su u 17% uzoraka pekarskih
proizvoda, no niti u jednom ne prelaze MDK. Zearalenon i okratoksin A nisu utvrdeni niti u

jednom uzorku u koncentraciji iznad granice kvantifikacije.

Kljuéne rijec¢i: plijesni, mikotoksini, mikotoksikoze, MDK



SUMMARY

Although more than 50 years have passed since the discovery of mycotoxins, they are still
the most abundant natural contaminants of a large number of crops worldwide. They are products
of secondary metabolism of molds, therefore their biosynthesis largely depends on different
environmental conditions. Duo to their extreme stability, these compounds can be present “from
the field to the table”. The main source of mycotoxins in human nutrition are different types of
cereals and oil seeds. Mycotoxins that represent the greatest potential risk for human health are
aflatoxins, ochratoxins, fumonisins, pathulin, zearalenone and deoxynivalenol. Diseases caused by
human poisoning with mycotoxins are called mycotoxicoses. Nevertheless, of a particular concern
are the carcinogenic effects of certain types of mycotoxins. Although mycotoxin production is
often impossible to prevent, strategies and methods for the removal or inactivation of mycotoxins
are of great importance. One solution od this global problem it the adaptation of strict regulatory
guidelines for the regulation of main mycotoxins. The aim of this study was to determine which
samples had the highest concentration of mycotoxins and whether the obtained results deviate from
the maximum allowed concentration in the period from 2016 to 2021. The highest presence of
aflatoxin B1 and total aflatoxins was recorded in peanut samples, and 7 out of 81 samples (8.6%)
contained concentrations above maximum allowed concentration. Certain concentrations of
deoxynivalenoa were found in 17% of bakery product samples, but in none of them maximum
allowable concentration was exceeded. Zearalenone and ochratoxin A were not detected in any of

the samples at concentrations above the quantification limit.

Keywords: molds, mycotoxins, mycotoxicoses, MAC
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1. UVOD

U danasnje vrijeme, globalnu zabrinutost izaziva sve ucestalije povlacenje proizvoda s
trziSta zbog neodgovarajuce kvalitete i/ili ozbiljnog rizika za zdravlje potrosaca. Iz perspektive
zajednickog 1 integriranog pristupa istrazivanja hrane, najznacajnija su tri aspekta prehrambenog
lanca, a to su: kvaliteta, sigurnost i potencijalna nutritivna vrijednost hrane. Sigurnost hrane
trenutno je prioritet u procesima proizvodnje, prerade i distribucije prehrambenih proizvoda (1).

Cesto se uzrokom prisutnosti toksi¢nih tvari u hrani smatra isklju¢ivo ljudsko djelovanje.
No, zaboravlja se da su neki od kontaminanata prirodno prisutni kako u okoliSu tako i u hrani (2).
Medu novonastalim problemima vezanim za sigurnost hrane, veliki znacaj pripisuje se porastu
broja biljnih bolesti povezanih s pojavom toksigenih vrsta plijesni i njihovih metabolita (3).
Mikotoksini, kao sekundarni metaboliti plijesni predstavljaju kemijsku opasnost u raznovrsnim
namirnicama. Kao vrlo stabilni 1 termicki otporni spojevi mogu imati ozbiljan utjecaj na zdravlje
ljudi ¢ak i u niskim koncentracijama. Prema Centrima za kontrolu i prevenciju bolesti (CDC),
procjenjuje da je oko 4,5 milijardi ljudi kroni¢no izloZeno mikotoksinima (4).

Organizacija Ujedinjenih naroda za hranu i poljoprivredu (FAO) procjenjuje da je oko 25
% usjeva u svijetu kontaminirano mikotoksinima. Medutim, nedavna izvje$¢a ukazuju na puno

veci udio kontaminacije, do ¢ak 80 % (5).



1.1.Plijesni

Plijesni pripadaju velikoj skupini gljiva nitaste strukture gradene od gusto zbijenih
cjevastih stanica koje su bezbojne tj. ne sadrze klorofil. Njihove niti (hife) rastu u obliku
isprepletene mase te ¢ine micelij odnosno prasnjavu ili paucinastu prevlaku koja se rasprostire po
podlozi. Vecina hifa je vegetativna §to znaci da one kontinuirano rastu i formiraju tijelo plijesni u
koloniju. Zrac¢ne hife na svojim krajevima imaju posebne stanice nazvane spore koje prilikom
povoljnih okoli$nih uvjeta mogu stvoriti novu koloniju plijesni. Plijesni mogu tvoriti i nespolne i
spolne spore (6). Opcenito, spore nastaju u velikom broju, lako se rasprostranjuju te su otporne na
uvjete koji obi¢no razaraju vegetativne stanice. Vecina se plijesni razmnozava nespolnim na¢inom
¢ije su spore odgovorne za pocetak infekcije u ljudi. Primarno su saprofiti koji organski materijal
koriste kao izvor hrane potreban za reprodukciju i obranu. Zbog velike prilagodljivosti gljiva na
nove izvore hrane, one mogu imati veliki raspon nepozeljnih u¢inaka na poljoprivredu i industriju.
Sposobnost rasta pri maloj koli¢ini vlage osobito je vazna u njihovoj ulozi biljnih patogena (7).

Postoji pet taksonomskih skupina odnosno razreda koji se medusobno razlikuju po tipu
spora, morfologiji hifa i spolom ciklusu. To su skupine: deuteromycetes (Deuteromycotina),
zygomycetes (Zygomycotina), ascomycetes (Ascomycotina), basidiomycetes (Basidiomycotina) i
oomycetes (Oomycotina) (8).

Plijesni koje mogu proizvoditi mikotoksine Cesti su kontaminanti prehrambenih sirovina.
Prema opcenitoj klasifikaciji, dijele se na plijesni polja, plijesni skladiSta i plijesni uznapredovalog
kvarenja. Plijesni, vaZzne zbog potencijalne proizvodnje mikotoksina u hrani, pripadaju rodovima
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Trichothecium, Cladosporium, Byssochlamys i

Sclerotinia (9).



Slika 1. Najvaznije vrste plijesni koje proizvode mikotoksine: a) Aspergillus flavus; b) Fusarium
verticilioides c) Penicillium expansum i d) Alternaria alternata (5).

Vecina mikotoksina sintetizira se samo kada plijesni rastu u okruzenju s velikim udjelom
vlage i pri visokim temperaturama. Takvi uvjeti ¢esto vladaju u silosima i u objektima u kojima se
pohranjuju zitarice. Time se omogucava sinteza smrtonosne koncentracije mikotoksina puno prije
no §to se na zrnima pojavi vidljiv porast plijesni ili mikrobno kvarenje (8). Medutim, prisutnost
toksinogenih plijesni u prehrambenom proizvodu ne podrazumijeva i proizvodnju mikotoksina. S
druge strane, odsutnost toksinogenih plijesni ne jamci da je proizvod slobodan od toksina jer oni
mogu postojati u proizvodu dugo nakon nestanka plijesni (9).

Osim Stetanih metabolita, brojni produkti gljiva pokazali su se izrazito korisnima za ljudsku
primjenu. Primjerice, kvasac Saccharomyces cerevisiae proizvodi etanol i CO; tijekom
fermentacije glukoze. Proteini soje konvertiraju se do sojina mlijeka djelovanjem mikroskopske
gljivice Aspergillus oryzae. Poznato je da neke od vrsta kvasaca i plijesni sudjeluju u proizvodnji
kruha i sira. Takoder vitamini, enzimi, organske kiseline, antiasmatski lijekovi i1 antibiotici

dobiveni su iz kulture gljiva (8).



1.2.Mikotoksini

Mikotoksin je op¢i izraz koji se upotrebljava za opisivanje spojeva ili metabolita plijesni
koji su toksi¢ni ili imaju druge bioloske u¢inke u zivim organizmima. Brojni spojevi koji su danas
klasificirani kao mikotoksini, najprije su proucavani kao potencijalni antibiotici tridesetih i
cetrdesetih godina prosloga stoljeca. No, kasnije je ustanovljeno da su previse toksicni da bi bili
korisni u lijeCenju bolesti kod ljudi ili Zivotinja. Tada jo$ nisu bili prepoznati potencijalni
zdravstveni problemi koje bi ti spojevi mogli uzrokovati kao kontaminanti u opskrbi hranom (10).

Do danas je poznato preko 400 razli¢itih mikotoksina, od kojih je opseznije opisano samo
njih oko 50. Opisani su kao vrlo stabilni spojevi, otporni na razlicite uvjete proizvodnje, prerade 1
skladiStenja hrane 1 hrane za zivotinje (11).

Mikotoksini, gledano biogeneticki i strukturno, pripadaju razli¢itim vrstama prirodnih
kemijskih spojeva. Svi mikotoksini su sekundarni metaboliti ¢ija se sinteza moze izvesti iz
pojedinih etapa glikolize 1 ciklusa karboksilnih kiselina. Glavni putevi ukljuceni u tvorbu
mikotoksina su: poliketidni put (aflatoksini), terpentski put (trihoteceni), aminokiselinski put
(gliotoksini) 1 put trikarbonskih kiselina (rubratoksini). Neki mikotoksini sintetiziraju se u
kombinaciji dvaju ili viSe glavnih putova. Raznolikost strukture sekundarnih metabolita posljedica
je bioloske metilacije, halogeniranja i enzimski kataliziranih oksidoredukcija (8).

Akutne bolesti uzrokovane mikotoksinima nazivaju se mikotoksikoze. Mikotoksini koji
predstavljaju najvecu potencijalnu opasnost za zdravlje ljudi kao kontaminanti hrane su aflatoksini
(AF), okratoksini, fumonizini, patulin, zearalenon (ZON) i trihoteceni ukljucujuci deoksinivalenol

(DON) i T-2 toksin (9).



1.3. Uvjeti nastanka mikotoksina

Koli¢ina i vrsta plijesni te mikotoksini koje tvore na nekoj namirnici ovise o
medudjelovanju brojnih faktora, kao Sto su: vrsta podloge (supstrata), raspolozivost nutrijenata,
udio vlage u supstratu i okoliSu, potentnost kolonije, oSte¢enja supstrata zbog napada insekata i dr.
Stetnici poput insekata svojim djelovanjem na usjeve potpomazu kontaminaciji toksotvornim
plijesnima, a posljedi¢no i1 nastanku toksina. No, pojavnost Stetnika prije svega ovisi o postupcima
prilikom uzgoja samih usjeva te o klimatskim prilikama koje ih prate. Stoga su okolisni uvjeti
odnosno klimatski ¢imbenici od presudnog znacaja za sintezu mikotoksina (12,13).

Interakcije klimatskih promjena kao §to su: povecana razina koncentracije ugljikovog
dioksida, poviSenje prosje¢nih temperatura te nagle izmjene susnih i kiSnih perioda; imaju
presudan utjecaj na razvoj plijesni 1 tvorbu mikotoksina. PoviSene temperature zajedno sa
natprosjecnim koli¢inama kiSe ili izrazito suSnim periodima uzorkuju stres kod biljaka, te one
postaju izloZenije napadima plijesni i njithovim mikotoksinima (14).

Geografski gledano, Aspergilus vrste plijesni najcesc¢e su u dijelovima svijeta gdje
prevladava umjereno do topla klima, dok Penicilium vrste prevladavaju u hladnijim podrucjima.
U skladu s tim, vece koncentracije aflatoksina nalazimo u tropskom i suptropskom pojasu sa duzim
suSnim razdobljima, fuzarijske mikotoksine u umjerenom pojasu s vise kiSnih radoblja, a
okratoksine u hladnijim predjelima (15). Kao posljedica klimatskih promjena, pocetkom 2000-ih,
primjecena je znacajnija kontaminacija aflatoksinima u juznoj Europi, dok je 1 u sjevenom dijelu
Europe njihova pojavnost postala sve ceS¢a. Pa je tako kod uzgoja kukuruza u juznom dijelu
Europe zbog iznimno vru¢ih ljeta doslo do sve vece pojave kolonija A. flavus i iznimno toksi¢nog
AFB1, a neSto manje pojavnosti vrsta Fusarium 1 fuzarijskih mikotoksina koji su uobicajni za to
podrucje (16). Ovakva pojava nije zaobisla ni Hrvatsku, Sto dokazuje istrazivanje provedeno na
kukuruzu uzgojenom tijekom 2012. godine kada su klimatski uvjeti bili nalik tropskim odnosno
izrazito toplo i suho vrijeme (17).

Zadnjih nekoliko godina, od velikog su znac¢aja istraZivanja sa ciljem razvoja modela kojim
bi se mogli predvidjeti geografski predjeli gdje postoji najve¢a moguénost uticaja klimatskih
¢imbenika na razvoj toksikotvornih plijesni. Pored toga, znaCajna istraZivanja potaknuta su
saznanjima da se vi$e razli¢itih mikotoksina ucestalo pojavljuju zajedno, te je cilj razviti model za

procjenu rizika njhovog sinergijskog uc¢inka (18).



1.4.1zvori mikotoksina

Put ulaska mikotoksina u prehrambeni lanac Covjeka moze biti direktna ili indirektna
kontaminacija namirnica. Kada plijesni odredeni prehrambeni materijal koriste kao osnovu za svoj
rast dolazi do diretne kontaminacije. Do indirektne kontaminacije dolazi kada su neki od dodataka
namirnicama prethodno onecis¢eni mikotoksinima. Gotovo svi prehrambeni proizvodi mogu biti
pogodna podloga za rast plijesni tijekom proizvodnje, prerade, uskladistenja ili transporta (8).

Glavnim izvorom mikotoksina u prehrani ljudi smatraju se razliite vrste zitarica i
proizvodi na bazi Zitarica, te zaCini i orasasti plodovi. Takoder, poznato je da su Zitarice koje se
koriste u proizvodnji krmiva nerijetko kontaminirane mikotoksinima, §to dovodi do kontaminacije
cijele krmne smjese za prehranu farmskih Zivotinja. PotroSac¢ time moZe na neizravan nacin biti
izlozen mikotoksinima akumuliranim u hrani zivotinjskog podrijetla kao $to su jaja, mlijeko ili

meso (19).

1.5. Mikotoksikoze

Prvi zabiljeZeni podaci o masovnim otrovanjima ljudi i Zivotinja povezana s konzumacijom
pljesnive hrane 1 krme datiraju jos iz srednjega vijeka. Prvom opisanom mikotoksikozom smatra
se ergotizam, bolest povezana s otrovanjem ergot alkaloidima, koja je usmrtila tisuce ljudi u
srednjojvijekovnoj Europi (8). Medutim, znacajna istraZivanja toksicni u€inaka mikotoksina
zapocinju tek 1960. godine kada se u Velikoj Britaniji dogodila teSka toksi¢na epidemija, poznat
kao “X bolest purana”. Osim purana, bolest je takoder pogodila paci¢e 1 druge mlade domace
zivotinje. Kasnije je dokazano da je uzrok bolest bila prisutnost visokog udjela aflatoksina u
krmivu koje je kao glavni sastojak sadrzavalo kikiriki oneciS¢en plijesnima A. flavus. Otprilike u
isto vrijeme u SAD-u zabiljeZena je pojava hepatoma pastrve. Analizom je ustanovljeno da je u
ovom slucaju pamuk koji se koristio u prehrani pastrva sadrzavao velike koncetracije aflatoksina
9).

Mikotoksikoze su alimentarna trovanja ljudi i1 Zivotinja toksi¢nim produktima plijesni
odnosno mikotoksinima. Utvrden je niz Stetnih ucinaka na ljude i Zivotinje, kao S§to su

kancerogenost, imunotoksi¢nost, probavne smetnje, neurotoksi¢nost, hepatotoksi¢nost,



nefrotoksicnost, reproduktivne i razvojne poremecaje i dr. (20). Ovisno o vrsti mikotoksina, dozi
1 vremenu izloZenosti, poznato je da mogu istovremeno djelovati na vise razli¢itih nacina i na vise
mjesta u oganizmu. Razlicite bolesti 1 alimentarna trovanja ljudi i zivotinja uzorokvana su unosom
mikotoksina putem hrane (oralni put unosa), udisanjem spora (respiracijski pute unosa) te putem
koze (izravnim dodirom) (21).

Zajednicke znacajke svih mikotoksikoza su da se ne prenose s oboljelog na zdravog
covjeka, uvijek su povezane s kontaminiranom hranom, ne mogu se lijeciti antibioticima i imaju
simptome sli¢ne avitaminozama. Velik dio do danas poznatih mikotoksina spadaju u relativno
stabilne organske spojeve koji ne poticu stvaranje antitijela, pa je time organizam ljudi i Zivotinja

trajno nezasti¢en od njihovih ucinaka (22).

1.6 Najznacajniji mikotoksini

1.6.1 Aflatoksini

Aflatoksini su najviSe proucavana skupina mikotoksina koju proizvode razliCite vrste
plijesni iz roda Aspergillus. Prvotno su izolirani 1 identificirani kao uzrocnici bolesti ,, Turkey X
odnosno hepati¢ne nekroze koja je usmrtila 100 000 mladih purana u Velikoj Britaniji 1960.
godine (23, 24). Najzastupljenije plijesni koje sintetiziraju aflatoksine pripadaju rodovima A.
flavus 1 A. Parasiticus (25). One najceS¢e rastu na namirnicama kao §to su Zitarice (kukuruz, riza,
jecam, zob 1 sirak), orasasto voce (kikiriki, pistacij, bademi, orasi), suseno voce, sjemenke pamuka
1 sl. (24). Optimalni uvjeti za rast Aspergillus vrsta pijesni su relativna vlaznost u rasponu od 88 -
95 %, temperatura oko 37 °C za rast same plijesni 1 temperatura iznad 27 °C za maksimalnu

proizvodnju toksina (26).



Do danas je opisano preko 14 razliCitih vrsta prirodno sintetiziranih aflatoksina, a
najznacajniji predstavnici ove skupine su: aflatoksini B1 i B2 (AFB1 1 AFB2), aflatoksini G1 1 G2
(AFG11AFQG2)i aflatoksini M1 i M2 (AFM1 i AFM2) (11). Aflatoksini B2 1 G2 su dihidroderivati
(roditeljskih) aflatoksina B1 i B2. AFM1 i AFM2 nastaju kao produkti bioloske pretvorbe AFB1
1 AFB2 u mlije¢nim zlijezdama sisavaca hranjenih krmom oneciS¢enom prethodno navedenim
aflatoksinima B skupine. Prvotno su detektirani u mlijeku (po kojem su i nazvani aflatoksini M

skupine), a nalazimo ih i u raznim mlije¢nim proizvodima (8).

Slika 2. Kemijske strukture aflatoksina (24).

Aflatoksini dokazano su visokotoksi¢ni, izrazito teratogeni i karcinogeni spojevi, koji u
organizmu ljudi i Zivotinja ujedno djeluju i imunosupresijski, pri ¢emu je jetra glavni zahvaceni
organ. (24,25). Prema Medunarodnoj agenciji za istraZivanje raka (IARC), AFB1 klasificiran je
kao kancerogen Skupine 1, s visokim rizikom od hepatocelularnog karcinoma (HCC) kod osoba
izlozenih aflatoksinima, dok je AFM1 naveden u skupini 2B (mogu¢i kancerogen za ljude) (27).

Vrijednosti LDso krecu se izmedu 0,5-10 mg/kg tjelesne tezine kod razlicitih Zivotinjskih
vrsta. U ljudi, akutnu aflatoksikozu karakterizira povracanje, bol u trbuhu, pluéni i cerebralni
edem, koma, konvulzije, pa ¢ak 1 smrt. Kod Zivotinja su prijavljeni simptomi gastrointestinalne
disfunkcije, smanjena reprodukcija, smanjena konverzija i ucinkovitost hrane, smanjena
proizvodnja mlijeka i jaja te anemija (24).

Zbog izuzetne zabrinutosti oko kontaminacije hrane i1 krmiva, te njihovog negativnog

utjecaja na javno zdravlje 1 ekonomiju, AF se pomno kontroliraju od strane FDA od 1969. Medu
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svim mikotoksinima, AF su jedini regulirani utvrdenim razinama djelovanja FDA, dok drugi

podlijezu samo savjetodavnim razinama (24).

1.6.2 Okratoksini

Okratoksini su Siroko rasprostranjeni sekundarni metaboliti plijesni Penicillium ochraceus
1 Aspergillus ostianius (28). Razvoju ovih plijesni najvise pogoduje vlaznost od 15-19% i
tempretaura > 15°C, dok se maksimalna prizvodnja mikotoksina odvija pri pH 5.5 uz prisustvo
zeljeza, cinka 1 bakra (29) Najistrazeniji i najtoksi¢niji je okratoksin A, neSto manje toksican je
okratoksin B, a okratoksin C do sad je sintetiziran samo u laboratorijskim uvjetima. Ovu vrsta
mikotoksina obi¢no nalazimo na usjevima Zzitarica nakon zetve, te kod drugih brojinh kultura kao
Sto su mahunarke, suseno voce, orasasto voce, zacini, kava, vino, pivo i sl. (30). Kao poljedica
konzumacije pljesnive krme, okratoksini pronadeni su i u svinjskome mesu, iznutricama te
kobasicama koje su sadrzavale svinjsku krv (29).

Okratoksin A (OTA) umjereno je stabilan mikotoksin koji moze podnijeti vecinu
postupaka pripreme hrane 1 ostati neunisten (30). 1zlozenost OTA preko hrane predstavlja ozbiljan
zdravstveni problem koji se povezuje s nekoliko vrsta bolesti u ljudi i1 Zivotinja; ukljucujuéi
okratoksikozu peradi, nefropatiju svinja, ljudske endemske nefropatije i tumore mokraénog
sustava u ljudi (31). Posljedi¢no tome, IARC je 1993. godine klasificirala okratoksin A kao moguci
kancerogen (2B skupina) (29).

HO 0 P -0

N N

H H
Ochratoxin B ™cH,  Ochratoxin C "CH,

cl

Slika 3. Kemijske strukture okratoksina (28).



Premda su bubrezi jedan od ciljnih organa Stetnog uc¢inka okratoksina A, ¢esto se povezuje
kao moguci uzrok balkanske endemske nefropatije (BEN) (30). BEN je kroni¢na progresivna
bolest koja u razdoblju od 6-10 godina dovodi do ireverzibilnog zatajenja bubrega (28). Pojava
ove bolesti zabiljezena je u odredenim geografskim regijama Bosne i Hercegovine, Bugarske,
Hrvatske, Rumunjske i Srbije (32). lako jo$ uvijek nisu sa sigurnos¢u ustanovljeni konkretni uzroci
ove bolesti, u jednom od brojnih istrazivanja utvrdena je poviSena razina okratoksina A u krvi
stanovnika na podruc¢ju Podunavlja i Brodske Posavina. U navedenim regijama ucestalost tumora

gornjeg dijela urotela je za 55 puta veéa nego u ostalim podruc¢ijama u Hrvatskoj (33).

1.6.3 Fumonizini

Fumonizini pripadaju skupini mikotoksina koje proizvode plijesni roda Fusarium, od kojih
skupini mikotoksina je fumonizin B1 (FBI). Osim njega, opisani su jo§ i fumonizin B2 (FB2),
fumonizin B3 (FB3), fumonizin B4 (FB4), fumonizin Al (FA1) i fumonizin A2 (FA2) (35). Za
maksimalnu proizvodnju fumonizina, plijesnima je potrebna visoka temperatura (20-30°C) i
aktivitet vode (0.98). Fumonizini se najvise mogu pronac¢i u kukuruzu i hrani na bazi kukuruza.
FB1 najzastupljeniji je fumonizin u ljudskoj hrani te ga osim u kukuruzu mozemo pronaci i u pivu,
riz1, mahunarkama, soji, Sparogama i sl.

FB1 izrazito je toksican za konje kod kojih se povezuje s nastankom
leukoencefalomalacije, te za svinje kod kojih moze uzrokovati edem pluc¢a (35). Takoder,
oboljenja kao Sto su tumori jetre 1 bubrega zabiljeZeni su u studijama na glodavcima (36). Kod
ljudske populacije, sumnja se da njegov toksi¢an u¢inak moze uzrokovati tumor jednjaka. Zbog
svoje hidrofilnosti, FB1 nije prisutan u mlijeku te se u niskim razinama asporbira u tkiva (37). S
obzirom na toksi¢an i kancerogeni ucinak ovog spoja, prema IARC klasifikaciji, svrstan je u
skupinu 2B kao potencijalni karcinogen za ljude (35).

Privremeni maksimalni prihvatljivi dnevni unos (PMTDI) fumonizina, prema WHO, iznosi
2 ng/kg tjelesne tezine. Europska unija je 2007. godine izmjenom zakona o maksimalnim razinama
fumonizina odredila dopustenu razinu od 4000 pg/kg u kukuruzu i proizvodima na bazi kukuruza,

dok za kukuruz namjenjen izravnoj prehrani ljudi ona iznosi 1000 ng/kg (38).
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1.6.4 Patulin

Patulin je produkt razli¢itih vrsta plijesni iz rodova Aspergillus, Penicillium 1
Byssochlamys. U proslosti se patulin koristio kao antibiotik za lijeCenje prehlade, te se
primjenjivao i kod lijeCenja gljivi¢nih infekcija koze. Kada su se 60-ih godina prosloga stoljeca,
temeljitim istrazivanjima ustanovili njegovi toksi¢ni ucinci, patulin postaje klasificiran kao
mikotoksin. NajviSe se moze pronac¢i u vocu kao §to su jabuke i proizvodi od jabuka, kruske,
tresnje, Sljive, grozde i smokve (11). Izoliran je i iz nekoliko vrsta povréa, Zitarica, sireva te
morskih plodova kao $to su skoljke (39). Proizvodnja patulina ovisi o razli¢itim ¢imbenicima, kao
Sto su temperatura, pH 1 drugi fizikalni parametri. No, jo§ uvijek nije jasno ustanovljeno koji su
uvjeti najpogodniji za njegovu sintezu. Na primjer, razina patulina koju luc¢i P. expansum tijekom
infekcije jabuke moze varirati od 2 do 100 pg/g, te nije ustanovljena korelacija koncentracije
toksina sa potencijalom razvoja gljivicne vrste, niti s njenom patogenoscu (40).

Prema WHO, maksimalna prihvatljiva razina patulina u soku od jabuke iznosi 50 pg/L
(41). Ova koncentracija u skladu je s preporukama FDA i Europske unije (EU), koji su ogranicili
razinu patulina u ¢vrstoj jabuci na 50 pg/kg, a u hrani na bazi jabuke za djecu i1 bebe na 10 pg/L.
Prema preporuci Europske komisije i na temelju utvrdene NOEL razine (43 pg/kg tjelesne tezine),
privremeni maksimalni podnosljivi dnevni unos patulina (PMTDI) postavljen je na 0,4 pg/kg
tjelesne tezine. Ovu razinu usvojila je ve¢ina analiza procjene zdravstvenog rizika za patulin (42,
43).

Akutna izloZzenost patulinu mozZe uzrokovati gastrointestinalne tegobe ukljucujuci
mucninu, povracanje, €ireve, crijevna krvarenja i lezije u dvanaesniku. Procjenom toksi¢nosti
patulina utvrdena su oStecenja na vitalnim organima poput jetre i bubrega (40). Prema IARC-u,
patulin je kancerogen skupine 3, §to znac¢i da nema dovoljno studija utemeljenih na istrazivanju na

zivotinjama ili epidemioloskih studija koje bi dokazale njegovu karcinogenezu (44).

1.6.5 Zearalenon

Zearalenon (ZEA ili ZON) proizvode vrste roda Fusarium, od kojih su najceSée F.

graminearum i F. semitectum (24). Do danas je otkriveno preko 150 derivata zearalenona, medu

.....

je ucinak priblizno jednak ZON-u (45). Zbog svoje strukturne sli¢nosti s prirodnim estrogenima,
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ZON se Cesto opisuje kao estrogeni mikotoksin koji inducira estrogene u¢inke kod ljudi i Zivotinja
(24). ZON 1 njegovi derivati otkriveni su u znacajnim koli¢inama usjeva kukuruza, pSenice, sirka,
jeCma, zobi, sjena, sjemenki sezama i sl. Njegovoj proizvodnji najvise pogoduje visoka vlaznost
(16% vlage) i nesto nize temeprature (od 10 do 15°C). Toplinski je stabilan, Sto ga €ini teskim za
uklanjanje i/ili razgradnju u hrani (46).

ZON se Cesto povezuje s pojedinim bolestima u ljudi 1 hiperestrogenizmom u zivotinja.
Njegova tendencija za vezanje na estrogenske receptore dokazana je u brojnim in vitro i in vivo
modelima u razli¢itim Zzivotinjskim vrstama. Posljedice toga vidljive su prema promjenama i
lezijama posebice kod reproduktivnog sustava Zenki (23). Od domacih Zzivotinja, svinje su
najosjetljivije, dok je perad pokazala nisku osjetljivost na njegovo estrogeno djelovanje. U goveda,
konzumacija hrane kontaminirane velikom kolicinom ZON-a moze biti izravno povezana s
neplodnos$céu, smanjenom proizvodnjom mlijeka i hiperestrogenizmom (38). Od strane IARC-a,
klasificiran je kao kancerogen Skupine 3.

Europski odbor regulirao je maksimalne razine ZON-a u rasponu od 20 do 100 ppb u
razli¢itim prehrambenim proizvodima (24). Najveca zabrinutost javlja se zbog moguceg Stetnog
uc¢inka ZON-a posebno kod dojencadi 1 djece, stoga je za djeCju hranu navedena maksimalno
dopustena razin koja iznosi 20 mg/kg. Maksimalne dopustene razine ZON-a u kukuruzu i drugim

zZitaricama za odrasle nalaze se u rasponu od 50 do 100 mg/kg (47).

1.6.6 Deoksinivalenol

Deoksinivalenol (DON) pripada velikoj skupini mikotoksina zvanih trihoteceni. Proizvode
ga biljne patogene plijesni roda Fusarium, od kojih najviSe vrste F. graminearu i F. culmorum.
Ove plijesni preteZito rastu na Zitaricama u umjerenim klimatskim predjelima Europe. (48). DON
se najcesce nalazi kod usjeva pSenice, je€ma, zobi, razi i kukuruza. Kemijski je stabilan spoj i
relativno otporan na termicku obradu (49). Kao rezultat toga, DON je pronaden i u hrani na bazi
zitarica koja je spremna za konzumaciju (50, 51). Poznato je da se istovremeno moZe pojaviti
zajedno sa svojim acetilnim derivatima kao Sto su 3-acetil deoksinivalenol (3-Ac-DON), 15-acetil
deoksinivalenol (15-Ac-DON) i 3,15-diacetil deoksinivalenol (3,15-Ac-DON) (52).

Konzumacijom izrazito kontaminirane hrane DON-om kod Zivotinja moZe dovesti do
akutnih gastrointestinalnih simptoma kao S§to su povraéanje, odbijanje hrane i krvavi proljev. Zbog

sposobnosti da izazove akutno povracanje kod svinja, dodijeljen mu je trivijalni naziv 'vomitoksin'.
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Najces¢i ucinci dugotrajne prehrambene izlozenosti zivotinja DON-u su supresija debljanja i
anoreksija. Njegovi akutni ucinci kod ljudi sli¢ni su onima kod Zivotinja (53).

IARC, 1993. godine procijenila je kancerogeni u¢inak DON-a i zakljucila da se DON ne
moze klasificirati kao karcinogen za ljude (Skupina 3). Europska komisija 1999. godine iznosi
znanstveno misljenje o DON-u i uspostavlja TDI od 1 pg/kg t.m./dan. U to vrijeme joS se nije
razmatralo donoSenje posebnih mjere zbog zajednickog pojavljivanja i derivata DON-a. No
konac¢no, 2017. godine, EFSA uspostavlja grupni TDI od 1 pg/kg t.m./dan za zbroj DON-a, 3-Ac-
DON-a, 15-Ac-DON-a i DON-3- glukozida. (54).

1.7  Dokazivanje mikotoksina

Pouzdana procjena rizika za zdravlje ljudi prvenstveno ovisi o nedvosmislenoj
identifikaciji i to¢noj kvantifikaciji mikotoksina u namirnicama (55). Vecina analitickih postupaka
za odredivanje mikotoksina imaju sljedec¢e zajednicke korake: uzorkovanje, homogenizacija,
ekstrakcija i ¢iS¢enje koje moze ukljucivati koncentriranje uzorka. Konacno odvajanje 1 detekcija
spojeva od interesa postize se kromatografskim tehnikama pra¢enim razli¢itim metodama
detekcije ili imunokemijskim metodama. Dok se imunokemijske metode baziraju na separaciji
specifi¢nim antitijelima za svaki mikotoksin posebno, kromatografske tehnike mogu odvojiti velik

broj analita (56).

1.7.1 Uzorkovanje

Kljuéni korak kod analize mikotoksina u hrani ¢ini pravilan princip uzorkovanja. O
ispravnosti uzorkovanja uvelike moZe ovisiti pouzdanost rezultata i kona¢na odluka o sukladnosti
ili nesukladnosti za cijelu seriju hrane (57,58). S izuzetkom uzoraka tekuce hrane (npr. mlijeko)
ili neka visoko obradena hrana (npr. maslac od kikirikija), tradicionalne metode uzorkovanja hrane
obi¢no nisu prikladne za analizu mikotoksina jer oni nisu homogeno pristutni u hrani. Takva
neravnomjerna raspodjela mikotoksina u hrani ¢ini ovaj postupak prikupljanja reprezentativanog
uzoraka mase vrlo izazovnim (59,60). Stoga, bitno je provesti temeljito razmotren plan
uzorkovanja kojim e se osigurati reprezentativan uzorak za ukupnu masu serije (61). Za
rijeSavanje tog problema, razvijeni su 1 koriste se mnogi planovi uzorkovanja na temelju
statistiCkih parametara kojima se Zeli uravnoteziti sigurnost potrosaca i zastiti proizvodac (62, 63).

Takve metode uzorkovanja opisuje EU prema Uredbi Komisije (EZ) br. 401/2006. Ipak,
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kontinuirani su napori usmjereni ka poboljSanju plana uzorkovanja kojim upravljaju vladine

regulatorne agencije diljem svijeta (64).

1.7.2  Priprema uzorka

Vecina metoda koje se danas koriste za analizu mikotoksina u hrani zahtijeva intenzivnu
pripremu uzoraka kako bi se toksini odvojili od matrice hrane. Ekstrakcija mikotoksina iz uzoraka
¢vrste hrane u tekucu fazu prvi je korak u pripremi uzorka, nakon ¢ega slijede postupci ¢is¢enja
kako bi se poboljsala osjetljivost i specifi¢nost dane metode detekcije (64, 65). Prilikom odabira
metoda za ekstrakciju i ¢iS¢enje mikotoksina iz uzoraka hrane bitno je voditi se trima glavnim
¢imbenicima: kemijskim svojstvima mikotoksina, prirodom matrice hrane i metodom detekcije
koja se najmjerava koristiti (60). Vecina uzoraka tekuce hrane, kao $to su mlijeko, vino i sok od
jabuke, podvrgnuti su ekstrakciji tekuce-tekucée. Za ekstrakciju mikotoksina iz Zitarica, proizvoda
od zitarica i drugih ¢vrstih materijala najpogodnija je kruto-tekuca ekstrakcija (66).

Vecina mikotoksina je vrlo topljiva u organskim otapalima poput metanola, acetonitrila,
acetona, kloroforma, diklormetana ili etil acetata, ali su izrazito slabo topljivi u vodi (60, 67).
Medutim, za fumonizine je poznato da su topljivi u vodi jer sadrze Cetiri slobodne karboksilne
skupine 1 jednu amino skupinu, a FB1 je vrlo stabilan u mjeSavini vode i acetonitrila (20). Stoga
se za ekstrakciju mikotoksina ¢esto koristi mjeSavina organskih otapala s dodatkom odredene
koli¢ine vode ili kiselog pufera. Time voda poboljSava prodiranje organskih otapala u matricu
hrane, dok kiselo otapalo mozZe razbiti jake veze izmedu analita 1 drugih komponenti hrane kao §to
su proteini i Seceri ¢ime se postize bolja u€inkovitost ekstrakcije (65, 67). Za uzorke s visokim

sadrzajem lipida koriste se nepolarna otapala kao $to su heksan i cikloheksan (68).

Nedavno su se mnoge instrumentalne automatizirane metode ekstrakcije otapalima
koristile u analizi mikotoksina, ukljucujuéi ekstrakciju superkritiénim fluidom (SFE), ubrzanu
ekstrakciju otapalom (ASE) i ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE). U usporedbi s
konvencionalnim metodama, ove metode ubrzavaju ekstrakciju mikotoksina, zahtijevaju manje
koli¢ine kemijskog otapala (ekoloski prihvatljivije) 1 obi¢no daju bolju ucinkovitost ekstrakcije;
medutim, takve automatizirane metode mogu imati visoku cijenu (66, 69).

Nakon ekstrakcije mikotoksina, filtracija i centrifugiranje vazni su koraci za uklanjanje
svih ometaju¢ih &estica prije izvodenja daljnjih koraka ¢iséenja. Cidéenje ekstrakta bitan je proces

za uklanjanje onih tvari koje mogu ometati naknadno otkrivanje mikotoksina. Ciséenjem ekstrakta
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povecava se specificnost 1 osjetljivost Sto rezultira poboljSanom toc¢nosti 1 preciznosti (68).
Primijenjuju su razli¢ite metode CiS¢enja ukljucujuci ekstrakcija tekuce-tekuce, ekstrakcija na
¢vrstoj fazi (SPE), imunoafinitetne kolone (IAC), kolonsku kromatografiju, kolone za ionsku

izmjenu i multifunkcionalne kolone za ¢iSéenje kao sto je Mycosep™ (66, 67).

Najcesce koristene metode za CiS¢enje mikotoksina su SPE i IAC, jer su brze, u€inkovite,
ponovljive i sigurne, sa Sirokim rasponom selektivnosti (70, 71). Vecina brzih metoda temeljenih
na imunokemijskim tehnikama obi¢no ne zahtijevaju ¢iS€enje, stoga se razrijedeni ekstrakti mogu
koristiti izravno za imunoanaliti¢ke metode, kao Sto je ELISA. Takoder, postoje neke metode

odredivanja mikotoksina s LC-MS/MS za koje nije potrebno ¢is¢enje (67).

1.7.3 Analiti¢ke metode

Danas je poznato izmedu 300 do 400 mikotoksina koji pokazuju vrlo razlicita fizikalna 1
kemijska svojstva Sto je dovelo do razvoja brojnih analitickih metoda za detekciju pojedinac¢nih ili
cijele skupine mikotoksina u razli¢itim matricama (56). Zbog ¢injenice da ve¢ina mikotoksina ve¢
u vrlo niskim koncentracijama moze imati toksi¢an u¢inak nuzno je imati osjetljive 1 pouzdane
metode za njihovo otkrivanje. Primjena jednostavnijih, jeftinijih i1 ucinkovitijih rjeSenja za
detekciju mikotoksina sve je viSe potrebna zbog njihove utvrdene toksi¢nosti i postavljenih
zahtjeva zakonodavstva za ogranicenja koli¢ine u hrani. Uspje$na metoda detekcije trebala bi biti
robusna, osjetljiva 1 imati visok stupanj fleksibilnosti, u Sirokom rasponu spojeva, ali koja moze
biti vrlo specificna kada je potrebno. Sve tehnike trebaju biti ponovljive na visokoj razini, a
dobiveni rezultati moraju biti relevantni i laki za analizu (68).

Detekcija mikotoksina provodi se pomocu nekoliko konvencionalnih metoda, kao Sto su
teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC; eng. High Performance Liquid
Chromatography), tekucinska kromatografija i masena spektrometrija (LC-MS; eng. Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry), tankoslojna kromatografija (TLC), plinska kromatografija
(GC; eng. Gas Chromatography), imunoafinitetni test na koloni (ICA) i enzimski imunosorbentni

test (ELISA; eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (1).
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1.7.3.1 Kromatografske motode

U vrijeme otkri¢a aflatoksina, TLC je bila prevladavajuc¢a kromatografska tehnika i nasla
je Siroku primjenu u odredivanju aflatoksina i drugih toksi¢nih sekundarnih metabolita plijesni.
Iako se TLC joS uvijek koristi u nekim laboratorijima u zemljama u razvoju, osobito ako je povezan
s UV ili fluorescentnim detektorom, sada je uglavnom zamijenjem unaprijedenim GC i HPLC
metodama. Modernim razvojem HPLC povezan s UV 1 fluorescentnim detektorima i, u novije
vrijeme, MS-om, postao je glavna metoda za odredivanje mikotoksina (61).

HPLC je kromatografska metoda u kojoj pokretnu (mobilnu) fazu ¢ini tekuéina, dok je
nepokretna (stacionarna) faza krutina razliite polarnosti. Prilikom prolaska uzorka kroz kolonu,
zbog medudjelovanja tvari koje se analizira i stacionarne faze dolazi do separacije ciljanih
komponenti u koloni. Tekuc¢ina visokog tlaka, kao mobilna faza, utjeCe na interakcije analita 1
nepokretne faze te se u analizama naj¢eSée primjenjuje gradijentna promjena sastava pokretne
faze. Otapala koja se najvise koriste su voda, metanol 1 acetonitril, kojima se dodatkom razlic¢itih
pufera moze poboljsati razdvajanje analiziranih komponenata. Vrijeme zadrzavanja komponenata
ovisi o prirodi tvari koja se analizira i karakteristicno je za odredenu tvar. Primjena visokog tlaka
povecava linearnu brzinu i daje komponentama manje vremena za zadrZavanje, $to poboljSava
rezoluciju kromatograma i smanjuje vrijeme analize, uz ustedu otapala (30).

Najvazniji mikotokisni kao Sto su AF, OTA, FB i ZON rutinski se analiziraju pomoc¢u
HPLC- FD, a DON pomo¢u HPLC-UV s dobrom to¢noS¢u i preciznos¢u. HPLC-FD je vrlo
osjetljiv, selektivan 1 ponovljiv, pa su razvijeni specifiéni reagensi za derivatizaciju
nefluorescentnih mikotoksina u fluorescentne derivate (72). U novijim analizama HPLC c¢esto se
kombinira i sa masenom spektrometrijom (MS). MS omogucava izrazito to¢nu i specificnu
detekciju, ali njegovu primjenu najviSe ogranicava visoka cijena potrebne opreme, sloZenost

procesa ekstrakcije 1 separacija te detekcije 1 kvantifikacije ovih vrsta spojeva (68).

1.7.3.2  ELISA

Od svih objavljenih imunoloski utemeljenih metoda, za odredivanje mikotoksina najcesce
se koristi enzimski imunosorbentni test (ELISA). ELISA omogucuje brzi probir, s mnogo

komercijalno dostupnih kompleta za otkrivanje 1 kvantificiranje svih glavnih mikotoksina
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ukljucuju¢i AF, OTA, ZON, DON, fumonizine i T-2 toksin. ELISA metode su validirane u
Sirokom rasponu matrica hrane (66, 67).

Princip ELISA temelji se na kompetitivnim interakcijama izmedu mikotoksina (koji
djeluju kao antigen) i dodijeljenih antitijela obiljezenih konjugatom toksin-enzim za mnoga mjesta
vezanja. Koli¢ina konjugata toksin-enzim vezana na protutijelo odredit ¢e razinu razvoja boje. Ova
tehnika pruza brzu, specifi¢nu 1 relativno jednostavnu metodu za analizu mikotoksina u hrani.
Medutim, ELISA ima odredene nedostatke ukljucujuci potencijalnu kriznu reaktivnost i ovisnost
o specifi¢noj matrici. Osim toga, komplet otkriva samo jedan mikotoksin 1 dizajniran je za
jednokratnu upotrebu; stoga moZe biti skupo ako treba testirati uzorke kontaminirane visestrukim
mikotoksinima (67, 73). Stovise, svaki ispitni komplet specificiran je od strane proizvodaca.
Provjere trecih strana provedene su za neke ELISA komplete, te su validirane i namijenje za
upotrebu samo za specificne toksine pod odredenim razinama kontaminacije unutar odredenih
matrica, stoga se komplet ne moze koristiti za sve matrice hrane i sve razine kontaminacije (73).
Pozitivne rezultate ELISA-e treba potvrditi odgovaraju¢om kromatografskom metodom, osobito

kada se koristi u matrici koju nije naveo proizvodac (61).

1.8  Zakonska regulativa

Mnoga nacionalna i internacionalna tijela javnog zdravstva posvecuju ozbiljnu pozornost
kontaminaciji mikotoksina u hrani i hrani za Zivotinje kao $to su Americka agencija za hranu 1
lijekove (FDA), Svjetska zdravstvena organizacija (WHO), Organizacija za prehranu i
poljoprivredu (FAO) 1 Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA). Oni ovaj globalni problem
pokusavaju rijesiti usvajanjem strogih regulatornih smjernica za glavne vrste mikotoksina u hrani
1 hrani za zivotinje. Trenutno je oko 100 zemalja u svijetu uspostavilo ogranienja prisutnosti
glavnih mikotoksina (24).

Europska unija postavila je jedan od najvisih standarda za sigurnost hrane u svijetu. Za
najvaznije mikotoksine, na temelju opsezne procjene sigurnosti i izlozenosti, provedena je analiza
rizika 1 utvrdena vrijednost sigurne dnevne izlozenosti (TDI) te su definirane maksimalne
dopustene koncentracije (MDK) koje se mogu nalaziti u hrani (74). Uredba propisuje najvise
dopustene koli¢ine kontaminanata koje su razumno ostvarive uz dobre proizvodacke ili dobre

poljoprivredne prakse.
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U svrhu provedbe uredbe Europske komisije, Republika Hrvatska je Zakonom o
kontaminantima (NN 39/13, izmjene i dopune NN 114/18) utvrdila nadlezna tijela, zadace
nadleznih tijela, sluzbene kontrole i nacini postupanja te izvjeStavanja nadleznih tijela i Europske
komisije kao i obveze sluzbenih laboratorija i subjekata u poslovanju s hranom (75). Pravilnikom
o sustavu brzog uzbunjivanja za hranu i hranu za zivotinje (NN 155/2013) propisuje se djelokrug
RASFF sustava i definira djelokrug rada i odgovornosti nacionalne kontakt-tocke (NKT). NKT je
sredi$nja kontakt-to¢ka koja upravlja i koordinira HR RASFF sustavom i koja je kontakt-tocka
prema Europskoj komisiji (76).
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Tablica 1. Grani¢ne vrijednosti reguliranih mikotoksina za pojedine kategorije hrane (74).

MIKOTOKSIN

KATEGORIJE HRANE

MDK (ng/kg)

AFLATOKSINI

Bademi, kikiriki i druge sjemenke uljarica, oraSasti
plodovi, suseno voce, Zitarice, kukuruz, zacini, hrana na
bazi zitarica i hrana za dojencad i malu djecu

Kikiriki i druge sjemenke uljarica, orasasti plodovi,
suSeno voce, zitarice, kukuruz, zaéini

0,1 - 12,0 (BI)

4,0 - 15,0
(Zbroj B1, B2, G1, G2)

OKRATOKSIN A

Sirovo mlijeko, hrana za dojencad, hrana za posebne
medicinske potrebe (dojencad)

Zacini, nepreradene zitarice i proizvodi od Zitarica,
grozdice, hrana za dojencad i malu djecu na bazi Zitarica,
hrana za posebne medicinske potrebe (iskljucivo
namijenjena dojencadi)

0,025 — 0,050 (M1)

0,5-20

PATULIN

Voéni sokovi, jabucni proizvodi, dje¢ja hrana (osim
hrane za dojen¢ad i malu djecu na bazi Zitarica)

10-50

DEOKSINIVALENOL

Nepreradeni kukuruz, nepreradene zitarice, tjestenina,
kruh, kolaci, keksi, snack proizvodi od Zitarica i Zitarice
za dorucak, preradena hrana na bazi zitarica i hrana za
dojencad i malu djecu

200 - 1750

ZEARALENON

Rafinirano kukuruzno ulje, nepreradene Zitarice,
nepreradeni kukuruz, kolaci, kruh, keksi, snack
proizvodi, preradena hrana za dojencad i malu djecu na
bazi zitarica

20 -400

FUMONIZINI

Nepreradeni kukuruz, kukuruzni proizvodi, zitarice za
dorucak na bazi kukuruza i snack proizvodi od kukuruza,
preradena hrana na bazi kukuruza i hrana za dojencad i
malu djecu

200 — 4000
(Zbroj B1 1 B2)

CITRININ

Dodatci prehrani na osnovi rize fermentirane crvenim
kvascem Monascus purpureus

100
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1.9 Prevencija i suzbijanje prisutnosti mikotoksina u hrani

Ve¢ je poznato da mikotoksini naj¢esce ulaze u prehrambeni lanac Zivotinja i ljudi putem
poljoprovrednih proizvoda kao $to su zrna zitarica te sjemenke uljarica. Budu¢i da toksogene
plijesni produktivno rastu na Zitaricama za vrijeme uzgoja, zetve i tijekom skladistenja, uspjesan
sustav suzbijanja njihovog rasta trebao bi obuhvacati sve faze proizvodnje usjeva (8, 77). Kako bi
se postigao glavni cilja, a to je zdravstvena ispravnost krajnjeg proizvoda, razvile su se metode
koje djelimo na one za sprjecCavanje oneciS¢enja plijesnima, rasta i razvoja plijesni, te metode
detoksikacije oneciSéenih proizvoda (25). Prvenstveno primjenom dobre gospodarske prakse za
proizvodnju zdravih i kvalitetnih uroda moguce je smanjiti prisutnost toksogenih plijesni te
njihovih toksina. Odabirom sorti ili hibirda koje ¢e biti manje osjetljive na odredene vrste plijesni,
te kombinirajuéi vrijeme njihovog sazrijevanja s najpovoljnijim okolisnim uvjetima moguce je veé
na polju znacajno smanjiti opasnost od kvarenja i tvorbe mikotoksina (78).

Odrzati nisku vlaZznost usjeva prilikom sjetve osnovni je zahtjev koji se mora kontrolirati,
jer Sto je veca suhoc¢a uroda, manja je mogucnost razvoja plijesni kako u polju tako i u skladistu.
Stoga, za vecinu zitarica smatra se da vlaga ne smije prelaziti 13-14%. No, pored kontrolirane
razine vlaznosti, temperatura u rasponu 15-20°C uz dulje razdoblje skladiStenja moze potaknuti
razvoj plijesni. Sprecavanje ili inhibicija rasta plijjesni kod skladiStenja obicno se obavlja
modifikacijom okoli$nih uvjeta, odnosno sadrzaja vode, temperature i plinovite atmosfere (8).

Vecina plijesni koje uzrokuju kvarenje usjeva uglavnom su aerobni organizmi. Kontrola
plinovite atmosfere kisika 1 CO2 onemogucuje rast plijesni 1 prilikom skladiStenja supstrata visoke
vlaZnosti zbog osjetljivosti plijesni na visoke koncentracije CO2 odnosno niske koncentracije
kisika. Stoga, da bi se smanjio njihov rast potrebno je smanjiti koncentraciju kisika na manje od
0.14% ili povecati koncentraciju CO2 na viSe od 15%. Medutim treba imati na umu da plijesni
pritom nisu uniStene, te da one mogu nastaviti svoj razvoj i prizvodnju mikotoksina ¢im se uvjeti
promjene u njihovu korist (22).

Premda prevencija kontaminacije mikotoksinima nije uvijek ucinkovita, veliki znacaj
pridaje se napredovanju u razvoju strategija i metoda uklanjanja ili inaktivacije mikotoksina te
njihovoj primjeni u industriji. Dekontaminacija mikotoksina u kasnijim fazama proizvodnje hrane
izuzetno je zahtjevna i pored toga rezultati nisu uvijek obecavajuci (79).

Prema FAO-u, procesom dekontaminacije mora se posti¢i sljedece:
e unistiti, inaktivirati ili ukloniti mikotoksin
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e ne proizvesti ili ostaviti toksi¢ni, kancerogeni ili mutageni ostatak u kona¢nim proizvodima
ili u prehrambenim proizvodima dobivenim od zivotinja hranjenih dekontaminiranom
hranom

e zadrzati nutritivnu vrijednost i prihvatljivost proizvoda

e ne mijenjati bitno tehnoloska svojstva

e unistiti spore gljivica i micelije koje bi se mogle, pod povoljnim uvjetima, razmnozavati i

stvarati nove toksine (79).

Opéenito, metode redukcije dijele se na fizikalne, kemijske i1 bioloske. Neki od klju¢nih
parametara o kojima ovisi njihova ucinkovitost su sastav proizvoda, sadrzaj vlage, razina
kontaminacije 1 dr. Fizikalne metode detoksikacije ukljuc¢uju mehanicko odvajanje onecis¢enih
frakcija, primjenu topline, ozracivanje, uporaba adsorbensa te ekstrakcija pomocu otapala (80).
Kod primjene kemijskih metoda, kao $to su amonizacija, tretmani s kiselinama, alkalna hidroliza,
peroksidacija, ozoniranje i primjena bisulfita, postoji opasnost od potencijalne toksi¢nosti i
negativnih ucinaka na kakvocu sirovina. Nedovoljna saznanja o produktima degradacije i promjeni
nutritivnih 1 organoleptickih svojstava hrane i krmiva koje nastaju kod fizikalnih 1 kemijskih

tretmana, jo$ uvijek ogranicavaju primjenu navedenih metoda (76).

1.9.1 Fizikalne metode

Uklanjanje oStecenih dijelova usjeva koji su uz to najceS¢e kontaminirani plijesnima,
moguce je kod neravomjernog ili djelomi¢nog oneciscenja. Tako npr. fizicko uklanjanje obojenih,
ostecenih ili neadekvatno razvijenih jezgri kikirikija znacajno smanjuje koncentraciju aflatoksina,
fumonizina i ergot alkaloida (78). Iako je ovo najraSirenija tehnika dekontaminacije u industriji
kikirikija 1 pistacija, nije prakti¢na za kukuruz i sjeme pamuka (81). Kod kukuruza kontaminiranog
aflatoksinima primjenjuje se metoda fluorescentnog sortiranja zbog fluorescirajueg svojstva
kojicne kiseline, produkta metabolizma Aspergillus flavus 1 drugih plijesni. Fluorescentno
sortiranje moze se koristiti za kukuruz, sjemenke pamuka i suhe smokve, ali je neu¢inkovito za
dekontaminaciju kikirikija (78). Poznato je da kontaminirano sjeme pluta na vodi pa se tako
primjenom flotacije mogu smanjiti visoke koncentracije aflatoksina u kontaminiranom kukuruzu

1 kikirikiju za ¢ak 90%.
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Ispiranje zrna vodom ili vodenom otopinom natrijevog karbonata moze smanjiti
koncentraciju mikotoksina DON, ZON i fumonizina u pSenici i kukuruzu. Ove metode su
ograni¢ene cijenom susenja sjemena, a koriste se samo prije mokrog mljevenja i kuhanja (82).

Mikotoksini su relativno otporni na termic¢ku inaktivaciju. Aflatoksini unistavaju se tek na
temperaturama od oko 250 °C, stoga procesi koji ukljucuju zagrijavanje trebaju doseci taj
temperaturni raspon. Kod bilo koje vrste toplinske obrade, uniStavanje mikotoksina ovisi
prvenstveno o temperaturi i vremenu izlaganja. Na primjer, przenje zrna zelene kave na 200 °C
tijekom 12 minuta uzrokovalo je smanjenje sadrzaja aflatoksina od 79 %, dok je nakon 15 minuta
unisteno 94 % toksina. Takoder, na razgradnju mikotoksina utjeu neki dodatni parametri, kao §to
su sadrzaj vlage proizvoda, razina toksina, vrsta matrice hrane i prisutnost aditiva (83). Okratoksin
A je vrlo stabilan na toplinsku obradu i ne unistava se ni na 200 °C. Iako prisutnost vode povecava
razgradnju, njegovo potpuno uniStenje u suhim ili u mokrim zitaricama, nije postignuto pri 200 °C
niti na 250 °C (84).

Za detoksikaciju mikotoksina takoder su ispitane razlicite vrste zraCenja poput y, X—zraka,
UV, VIS, i mikrovalnog zraenja. U pSenici, y—zracenje uspjesno smanjuje koncentraciju ZON,
DON 1 T-2 toksina (78). No, kod zraenja moze do¢i do proizvodnje opasnog metabolita AFBI,
te je ucinkovitost dekontaminacije zrac¢enjem moguca samo kada se nanese na tanak sloj zrna.
Kako bi se to izbjeglo, utvrdeno je da sunceva svjetlost najucinkovitije detoksicira AFBI, te se
najvise primjenjivati u tropskim krajevima za detoksikaciju kokosa, kikirikija 1 kukuruza (85).

Organska otapala kao §to su etanol, izopropanol, metoksimetan, ucinkovito detoksiciraju
aflatoksine kod razli¢itih vrsta prehrambenih proizvoda. Pored ogranicavajuce visoku cijenu
organskih otapala, ovi spojevi nisu prakti¢ni za industrijsku upotrebu jer se sami tesko uklanjaju

iz tretiranih proizvoda (82, 86).

1.9.2 Kemijske metode

Ucinkovitost kemijskih spojeva, kao $to su kiseline (mravlja 1 propionska kiselina), alkalni
spojevi (amonij, natrijev hidroksid), oksidiraju¢i spojevi (vodikov peroksid, ozon), redukcijski
spojevi (bisulfit) 1 kloriraju¢i (klorid), testirana je u brojnim istraZzivanjima s ciljem
dekontaminacije mikotoksina. lako je dokazana visoka ucinkovitost kemijske detoksikacije,

primjena je dosta ogranicena. Postoji opasnost kod primjene nekih od navedenih spojeva jer
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stvaraju svoje toksi¢ne metabolite, a pored toga mogu smanjiti nutritivnu vrijednost tretirane hrane
1 hrane za Zivotinje (86).

Propionska kiselina djelotvorna je za inhibiciju rasta plijesni, no potreban je oprez pri
rukovanju zbog korozivnog ucinka. Vodikov peroksid moze unistiti veliku kolicinu AFB1 u
kukuruzu 1 detoksificirati aflatoksine koji sadrze kikiriki (87). Za uklanjanje aflatoksina iz hrane
za zivotinje najviSe se koriste vodikov peroksid i amonijak. Pokazalo se da ove metode ne
ostavljaju toksi¢ne metabolite mikotoksina u hrani, ali amonijak smanjuje njihovu nutritivnu
vrijednost smanjenjem lizina i aminokiselina koje sadrze sumpor (78).

Dobra ucinkovitost amonizacije pokazala se kod razaranja AFBI u sjemenu pamuka,
kikirikiju i kukuruzu. Takoder, utvrdena je smanjena koncentracija AFMI1 u mlijeku krava u
laktaciji hranjenih obrokom od kikirikija koji je tretiran amonijakom. Uz odgovarajucu aeraciju za
uklanjanje zaostalog amonijaka, ova metoda smatra se sigurnom i prakti¢nom za dekontaminaciju
aflatoksina u hrani za Zivotinje. Nedostaci ove metode su relativno dugo razdoblje prozracivanja 1
visoka cijena $to moze povecati cijenu proizvoda za 5-20%. (79, 25).

Natrijev bisulfit uobicajen je dodatak hrani koji moze znacajno smanjiti DON i AFB1 u
hrani za svinje na bazi kukuruza. Dodatak natrijevog klorida moze smanjiti koncentraciju
aflatoksina u neoljustenom kikirikiju kuhanom pod pritiskom. lako je dokazana visoka
ucinkovitost kemijske detoksikacije, primjena je dosta ograni¢ena. Razlog tome je jer neki od
spojeva stvaraju svoje toksi¢ne metabolite, a pored toga mogu 1 smanjiti nutritivou vrijednost
tretirane hrane 1 krmiva (79). Zbog toga su do danas kemijske metode detoksikacije odobrene

iznimno u cilju smanjenja prisutnosti AFB1 u krmivima (25).

1.9.3 Bioloske metode

Kod bioloske metode detoksifikacije primjenjuju se mikroorganizmi ili enzimi koji mogu
metabolizirati, razoriti ili inaktivirati mikotoksine do stabilnih, manje toksi¢nih ili bezopasnih
oblika (77). Mnogi mikroorganizmi kao §to su bakterije, kvasci, plijesni, aktinomicete 1 alge, imaju
sposobost ukloniti ili smanjiti koli¢ine mikotoksina u hrani i krmivu, ali je u vecini slucajeva
mehanizam njihova djelovanja ostao nepoznat. Od navedenih potencijalnih mikroorganizama,
bakterije mlijecne kiseline (BMK) 1 kvasci, a posebno, Saccharomyces cerevisiae predstavljaju

izrazito korisnu skupinu. Odavno je poznato da se ve¢ uveliko koriste u proizvodnji i oCuvanju
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fermentiranih proizvoda. No, osim toga djelotvorni su i kod uklanjanja mikotoksina iz hrane tako
da ih vezu na povrsinu stanice ili th mogu transformirati u manje toksi¢ne produkte (88, 89). Osim
razaranja AFB1 pomoc¢u BMK i bakterijom Flavobacterium aurantiacum, mnogi kvasci i sojevi
BMK mogu ukloniti ili degradirati i ostale mikotoksine kao §to su OTA PAT, ZON, DON i
fumonizini. Daljnim istrazivanjima primjene mikrobnih kultura i njihovih stani¢nih komponenti u
svrhu uklanjanja mikotoksina, Zeli se izbjeci ili smanjiti buduce koristenje fizikalnih i kemijskih

metoda (76).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je analizirati podatke o koncentraciji razli¢itih mikotoksina u
odredenim prehrambenim namirnicama koje su dostavljene na analizu na Odjel zdravstvene
ekologije Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Primorsko — goranske zupanije. Takoder, cilj je
bio utvrditi postoje li odstupanja dobivenih rezultata od maksimalno dopustenih koncentracija
(MDK) prema Uredbi komisije (EZ) br. 1881/2006. Uzorci su analizirani u sklopu Programa

javnozdravstvenih mjera zastite zdravlja od Stetnih ¢imbenika u periodu od 2016. do 2021. godine.

25



3. MATERIJALI I METODE

3.1 Materijali

Za odredivanje aflatoksina B1 koristi se kit RomerLabsa “Aflstoxin B1 Assay” u rasponu
koncentracija 2-50 pg/kg koji sadrzi sve potrebne reagense i stanadarde za analizu aflatoksina.
Ukupni aflatoksini odreduju se pomoc¢u kit RomerLabsa “Total Aflatoxin Assay u rasponu
koncentracija 1-20 pg/kg koji sadrzi sve potrebne reagense i stanadarde za analizu aflatoksina.

Kod odredivanja okratoksina A koristi se kit Romer Labsa ,,Ochratoxin Assay 2/40” u
rasponu koncentracija 2 — 40 ug/kg koji sadrzi sve potrebne reagense i standarde za analizu.
Kemikalije koje se koriste za aflatoksine i okratoksin A su metanol i destilirana voda. Potrebna

oprema za odredivanje navedenih mikotoksina je:

e FElektronska analiticka vaga AX204

e Elektronska precizna vaga

e Elisa ¢ita¢ — Tecan Sunrise Absorbance Reader (karton opreme (OB 20-600))
e Tresilica

e pH metar

e Mikropipetori: 1-kanalni (5 — 50 pL; 10 — 100 pL; 200 — 1000 pL)

e FErlenmayerova tikvica sa §lifom 1 ¢epom od 250 - 300 mL, Siroko grlo, tamno staklo
e Menzura 100 mL

e Stakleni ljevak

e Filter papir Whatman br. 1

e Pipete ]l mL, 5 mL, 10 mL
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Za odredivanje DON-a koristi se DONQ test trakice, DONQ “buffer” za razrijedivanje, DON
pozitivna kontrola, ROSA inkubator i ROSA cita¢. Reagens koji se koristi, a nije sadrzan u kitu je
destilirana/deionizirana voda.
Od ostale opreme potrebna je:

e FElektronsaka precizna vaga

e Eprivete od 25 mL

e Menzura od 50 mL

e Tresilica

e Mikrokivete

e Centrifuga

e Mikropipetor (1-kanalni; 10-100uL; 200-1000uL)

Za odredivanje ZON-a koriste se ZEARQ test trakice, ZEAR “buffer” za razrijedivanje, ZEAR
pozitivna kontrola, ROSA incubator i ROSA ¢ita¢. Reagens koji se jos koristi je 70%-tni metanol.

Ostala oprema jednaka je kao kod odredivanja DON-a.

3.2 Metode

Kod postupka analize AFB1, nakon homogenizacije uzorka odvaze se 20,0 g uzorka (50 g
“slurry-a”) i doda 100 mL metanola:voda u omjeru 70:30 (ili za “slurry” 70 mL metanola) u
Elenmayerovu tikvicu s bruSenim grlom i ¢epom. Uzorak se stavi na tresilicu cca 3 minute, pusti
da se slojevi odvoje te se profiltrira kroz filter papir Whatman #1. Filtrat se razrijedi s puferskom
otopinom tako da u 100 pL puferske otopine. Nakon razrijedivanja uzorci se analiziraju pomocu
komercijalno dostupnog kita za aflatoksine Romer Labs: Aflatoxin B Assay.

Pripreme se jazice sa zelenim obrubom. Svaki standard i uzorak radi se u duplikatu.
Mikropipetom se otpipetira 100uL konjugata (aflatoksin-enzim konjugat), potom se doda 50 puL.
svakog standarda 1 uzorka koriste¢i nove nastavke za pipetiranje. Standardi i uzorci se pomijesaju
uvlacenjem 1 ispuStanjem iz mikropipete, te se 100 pL prebaci u jaZice s odgovarajuc¢im
antitjelima. Inkubacija traje 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga sadrZaj iz jaZice se baca,
a jazice se ispiru destiliranom vodom. Postupak se ponovi 5 puta. Izmedu svakog pipetiranja jazie

treba osusiti na papiru. Dno jazice mora ostati potpuno suho.
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U svaku jazicu pipetira se 100 pL supstrata i inkubira 5 minuta na sobnoj temperature.
Konverziju dodanog supstrata katalizira enzim iz aflatoksin-enzim konjugata i pri ovoj se rekaciji
razvija plavo obojenje ove otopine. Intenzitet obojenja otopine dobivene nakon ovdje opisanog
postupka obrnuto je proporcionalan konentraciji aflatoksina u uzorku. Zatim se dodaje 100 pL
stop otopine koja ¢e zaustaviti specificnu kompetitivnu imuno-kemijsku rekaciju i pri tome se boja
otopine mijenja iz plave u zutu.

Intenzitet obojenja ili opticka gustoéa (eng. Optical Density, OD) otopine odreduje se
pomocu ¢itac¢a mikro-titar ploca I to pri valnoj duljini od 450 nm. Vrijednost dobivena za OD
usporedi se s vrijednoSéu OD dobivenoj kod standardnih otopina i odredi koncentracij aflatoksina

u uzorku. Koncetracija AFLB1 koji se odreduje ovom metodom krece se u rasponu od 2 do 50

ng/ke.
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4. REZULTATI

Na Odsjek za kontrolu namirnica, predmeta opée uporabe, unapredenja prehrane i

mikrobiologije Zdravstveno ekoloskog odjela Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Primorsko-

goranske zupanije u sklopu navedenog programa u periodu od 2016. do 2021. godine, dostavljeno

je ukupno 87 uzoraka na analizu prisutnosti AFB; i ukupnih aflatoksina. U tablicama 2 i 4

prikazani su podaci samo za periode analiza tijekom kojih je u navedenim namirnicama pronadena

odredena koncentracija traZzenih mikotoksina. Ruzi¢astom bojom sjencane su vrijednosti koje

prelaze zadani MDK. U tablicama 3 i 5 navedene su srednje vrijednosti utvrdenih koncentracija

po godinama ispitivanja pojedinih vrsta uzoraka.

Tablica 2. Koncentracije AFB1 u uzorcima orasastog voca u razdoblju od 2016. do 2021. godine.

Godina analize Vrsta uzorka Zemlja podrijetla | Koncentracija (ug/’kg) | MDK (ng/kg)

Orasi Srbija 6.17 2

2017.
Kikiriki Egipat 3542 8
Kikiriki Egipat 71.14 8
Kikiriki Egipat 7.41 8
2018. Kikiriki Egipat 29.25 8
Kikiriki Egipat 7.32 8
Kikiriki Egipat 7.24 8
2019. Orasi Hrvatska 7.21 2
Kikiriki Kina 2.16 8
Kikiriki Kina 2.48 8

2020.
Kikiriki Kina 2.97 8
Kikiriki Kina 6.11 8
Kikiriki Kina 6 8
Kikiriki Kina 2.08 8

2021.
Kikiriki Kina 16.8 8
Kikiriki Kina 42.15 8
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Tablica 3. Srednje vrijednosti koncentracija AFB1 u uzorcima kikirikija u razdoblju od 2017. do
2021. godine ( X = SD).

Godina ispitivanja Kikiriki
2017. 6.2
2018. 24.5+27.8
2019. -
2020. 34+18
2021. 16.8+18.0

Tablica 4. Koncentracije ukupnih AF u uzorcima orasastog voca u razdoblju od 2016. do 2021.
godine.

Godina analize Vrsta uzorka | Zemlja podrijetla | Koncentracija(ug/kg) | MDK (ng/kg)
2016, Kikiriki USA 1.0 15
Ljesnjak Hrvatska 1.2 15
Kikiriki Egipat 2.1 15
2017. Orah Srbija 8.4 4
Kikiriki Egipat 36.5 15
Kikiriki Egipat 111.0 15
Kikiriki Egipat 13.2 15
2018. Kikiriki Egipat 30.7 15
Kikiriki Egipat 8.9 15
Kikiriki Egipat 8.8 15
2019. Orah Hrvatska 6.8 4
2000, Kikiriki Kina 1.8 15
Kikiriki Kina 7.2 15
Kikiriki Kina 1.1 15
Kikiriki Kina 7.2 15
2021. Kikiriki Kina 2.5 15
Kikiriki Kina 20.1 15
Kikiriki Kina 59.9 15
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Tablica 5. Srednje vrijednosti koncentracija ukupnih AF u razdoblju od 2016. do 2020. godine

(X £SD)

Godina analize Kikiriki
2016. 1.0
2017. 19.3+244
2018. 345+43.7
2019. -
2020. 45+38
2021. 182+24.5

Osim aflatoksina, kod 31 uzoraka razli¢itih vrsta namirnica testirana je prisutnost
okratoksina A. No, niti u jednom uzorku nije pronadena koncentracija veca od granice
kvantifikacije koja za ovaj mikotoksin iznosi 2 pg/kg. Takoder, prilikom utvrdivanja prisutnosti

ZON-a, od 111 uzoraka niti jedan nije sadZavao trazeni mikotoksin iznad granice kvantifikacije

(15pg/kg).
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Tablica 6. Koncentracija DON-a u uzorcima pekarskih proizvoda sa podrucja Primorsko-goranske
zupanije od 2018. do 2020. godine

Godina analize | Vrsta uzorka | Koncentracija (ug/kg) | Granica (ng/kg)

Kruh 200 500

2018. Kruh 350 500
Kruh 400 500

Kruh 150 500

Krafna 275 500

Kruh 200 500

2019. Kruh 100 500
Kruh 150 500

Kruh 100 500

Kruh 100 500

Kruh 150 500

Kruh 250 500

Kruh 200 500

Keks 125 500

2020. Keks 150 500
Keks 300 500

Keks 100 500

Kruh 250 500

Keks 150 500

Tablica 7. Srednje vrijednosti koncentracija DON-a u uzorcima pekarskih proizvoda u razdobolju
2018.-2019. (X + SD)

Godina analize Kruh Krafna Keksi
2018. 317 £ 104 - -
2019. 140 £ 41 - -
2020. 200 + 50 275 169 + 90
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Od ukupno 111 uzoraka pekarskih proizvoda dostavljenih na analizu sa podrucja
Primorsko-goranske zupanije, kod njih 19 zabiljezena je prisutnost DON-a u koncentracijama
navedenim u tablici 6. U tablici 7 navedene su srednje vrijednosti spomenutih koncetracija po

godinama analize i namirnicama u kojima je odredena.

Svi navedeni podaci obradeni su pomocu programa Microsoft Excel ver. 2016.
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5. RASPRAVA

Analizom namirnica prikupljenih tijekom Sestogodisnjeg razdoblja, prisutnost aflatoksina
B1 utvrdena je kod 16 od ukupno 81 uzorka, §to ¢ini udio od oko 18%. Analizirani uzorci bili su
kikiriki 1 drugi orasasti plodovi poput oraha i pistacija, te suSeno voce kao §to su smokve i datule.
Od navedenih namirnica po broju uzoraka uvelike prednjaci kikiriki sa 72 prikupljena uzorka (oko
88%) od kojih njih 14 sadrZzi odredenu koncentraciju AFB; (19%). ZabiljeZeno je 5 uzoraka
kikirikija ¢ija koncentracija prelazi granicu MDK (8 pg/kg), a najveca od njih iznosila je 71.14
pg/kg (2018.). Takoder, granicu MDK postavljenu za oraSaste plodove namijenjene izravnoj
ljudskoj potrosnji (2 ng/kg) prelaze 2 uzorka oraha podrijetlom iz Srbije (2017.) 1 Hrvatske (2019.).
Dakle, od ukupno 81 uzorka, 8.6% cine uzorci koji prelaze granicu MDK.

Kod istih uzoraka ispitana je i prisutnost ukupnih aflatoksina (AFB1, AFB2, AFGI1 i
AFGQG?2), a odredena koli¢ina utvrdena je kod 18 uzoraka (oko 22%). Zabiljezeno je 7 uzoraka Cija
vrijednost prelazi zadani MDK (4 pg/kg za orah i 15 pg/kg za kikiriki). Najveca vrijednost ukupnih
AF zabiljeZena je u kikirkiju podrijetlom iz Egipta (2018.). Najveca srednja vrijednost, kao i kod
AFBI, utvrdena je 2018. godine.

Jedan od mogucih uzroka najvefe pojavnosti aflatoksina u 2018. godini mogu biti
ekstremno visoke temperature na globalnoj razini u tom periodu, a pogotovo u suptropskim
podrucjima kojima pripada drzava Egipat, odakle su i uvezeni prethodno spomenuti uzorci. Osim
klimatkih ¢imbenika, vazno je spomenuti i moguci utjecaj visokih temperaturama i vlage tijekom

skladiStenja usjeva §to je uobicajena pojava u suptropskim podruc¢jima.

Prisutnost DON-a najviSe se ispituje u zitaricama i proizvodima od Zitarica, kao $to su kruh
1 drugi pekarski proizvodi. U ovoj studiji, od ukupno 111 pekarskih proizvoda, kod 19 je
kvantificirana koncentracija ovog mikotoksina, §to ¢ini udio od oko 17%. Niti jedan od njih ne
prelazi granicu MDK koja iznosi 500 pg/kg za ovu vrstu namirnica. Najvisa srednja vrijednost bila
je 2018. godini u uzorcima kruha koji je ujedno i najzastupljenija vrsta namirnice u ovom slucaju.
Premda je poznato da su uvjeti za sintezu DON-a najpovoljniji u umjerenim klimatskim predjelima
Europe, ne iznenaduje Cinjenica njegove pojavnosti 1 u hrani s nasega podruc¢ja. Takoder, zbog
njegove stabilnosti pri termickoj obradi, koncentracija sadrzana u zitaricama odnosno brasnu, bit
¢e prisutna i u proizvodima od istog. Stoga, posebnu paznju potrebno je posvetiti proizvodima

namijenjenim izravnoj ljudskoj potrosnji i redovito provjeravati razine mikotoksina prvenstveno
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u zitaricama koje se korsite za proizvodnju istih. Ocekuje se da bi do porasta navedenih brojki

podataka pojedinih mikotoksina.

Sli¢nu studiju proveli su Gallo i sur. 2021. godine u Italiji. U njoj su prikazali rezultate
pra¢enja AFB; i ukupnih aflatoksina u periodu od 2017. do 2020. godine u hrani biljnog podrijetla
(ve¢inom oraSasti plodovi i suseno voée) uvezene u juznu Italiju iz zemalja izvan EU. Ukupno je
analizirano 1675 uzoraka akreditiranom HPLC metodom s fluorescentnom detekcijom. Utvrdili su
da je 295 uzoraka (17,6%) kontaminirano aflatoksinom B1, 204 aflatoksinima B/G (12,2%), te 75
(4,5%) uzoraka nije bilo sukladno maksimalnim granicama propisanim zakonima EU. Ovom
studijom takoder je utvrdeno da su orasasti plodovi poput kikirikija, pistacija, ljeSnjaka i badema
glavni izvori izloZenosti potrosaca aflatoksinima (90).

Ediage i sur., 2011. godine osmislili su studiju u Belgiji u svrhu razvoja LC-MS/MS kako
bi istovremeno mogli otkriti i kvantificirati do 25 mikotoksina u razli¢itim uzorcima hrane. Metoda
je primijenjena za analizu prirodno kontaminiranih uzoraka kolac¢a od kikirikija (15 uzoraka),
brasna manioke (4 uzorka) 1 kukuruza (4 uzorka) iz Republike Benin. Svi analizirani uzorci bili su
pozitivni na jedan ili viSe mikotoksina. Ukupni aflatoksini (10-346 pg/kg) 1 okratoksin A (<2
pg/kg) otkriveni su u uzorcima kolaca od kikirikija, dok su fumonizin B1 (4-21 pg/kg), aflatoksin
B2 (<8 ng/kg), aflatoksin B1 (<9 pg/kg) i zearalenon (<12 pg/kg) otkriveni 1 kvantificirani u
uzorcima brasna manioke. Fumonizin B1 (13-836 pg/kg), fumonizin B2 (5-221 pg/kg), fumonizin
B3 (375 ng/kg) 1 beauvericin (<25 pg /kg) otkriveni su u uzorcima kukuruza (91).

Golge 1 sur., 2020 godine u sli¢nom istrazivanju ispitivali su koncentracije DON-a 1 ZON-
a u zitaricama 1 proizvodima od Zzitarica prikupljenih u Turskoj od 2015. do 2018. Ukupno 240
zitarica i proizvoda od Zitarica analizirano je pomo¢u HPLC-PDA. Trinaest uzoraka pSenice (58—
1092 pg/kg), dva kukuruza (313-331 pg/kg), tri jecma (138-973 pg/kg), sedam neoljustene rize
(136-256/pug kg), tri pSenicnog brasna (92—151 pg/kg), dva keksa (31,2—71,3 pug/kg) i samo jedne
tjestenine (49,3 pg/kg) sadrzavali su DON, ali su razine bile ispod MDK propisanog u EU. ZON
je pronadena u 2 uzorka pSenice, 3 kukuruza, 11 neoljustenih riZza i 2 pSeni¢na brasna sa srednjom
vrijednosti od 1,34, 28,0, 42,9 1 2,66 pg/kg (istim redom). Medu uzorcima kontaminiranim ZON-

om , samo je jedna neoljustena riza sadrzavala razinu iznad MDK (92).
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Premda su toksotvorne plijesni Siroko rasprostranjene na globalnoj razini, nemoguce ih je
potpuno iskorijeniti. No, kako bi se prisutnost mikotoksina u namirnicama svela na najmanju
mogucu razinu, potrebno je zajednicko djelovanje svih ukljucenih sudionika od proizvodnje do
prodaje hrane na trzistu. U skladu s primjenom svih nacionalnih i medunarodnih zakona i propisa
o hrani, potrebno je kontinuirano provoditi kontrolu razina mikotoksina, kako od strane subjekta
u poslovanju s hranom, tako i od strane nadleznih tijela. Za poboljSanje sustavnog pracenja
kontaminacije hrane mikotoksinima, potrebno je kontinuirano usavrSavati metode detekcije i
kvantifikacije za postizanje §to brzih, precizinijih i tocnijih rezultata. Daljnja saznanja o uvjetima
nastanka mikotoksina te njihovoj zastupljenosti u sirovina i gotovim proizvodima, doprinijet ¢e
razvoju sve ucinkovitijih metoda analiza te njithovog pravovremenog suzbijanja u svrhu ocuvanja

zdravlja ljudi i zivotinja.

6. ZAKLJUCAK

Prema rezultatima provedenog istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

e najveca prisutnost aflatoksina B1 i ukupnih aflatoksina zabiljeZena je u uzorcima kikirikija

e uzorci koji su sadrzavali koncentraciju AFB1 iznad granice MDK ¢ine 8.6% od ukupnih
analiziranih uzoraka, te isti udio ¢ine i ukupni aflatoksini

e deoksinivalenol pronaden je u 17% uzoraka pekarskih proizvoda

e zearalenon i okratoksin A nisu utvrdeni niti u jednom uzorku u koncentraciji iznad granice

kvantifikacije
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8. POPIS SLIKA

SLIKA 1. Najvaznije vrste plijesni koje proizvode mikotoksine: a) Aspergillus flavus; b) Fusarium
verticilioides c¢) Penicillium expansum i d) Alternaria alternata

SLIKA 2. Kemijske strukture aflatoksina

SLIKA 3. Kemijske strukture okratoksina
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9. POPIS TABLICA

TABLICA 1. Granic¢ne vrijednosti reguliranih mikotoksina za pojedine kategorije hrane

TABLICA 2. Koncentracije AFB1 u uzorcima oraSastog voca u razdoblju od 2016. do 2021.
godine.

TABLICA 3. Srednje vrijednosti koncentracija AFB1 u uzorcima kikirikija u razdoblju od 2017.
do 2021. godine ( X + SD)

TABLICA 4. Koncentracije ukupnih AF u uzorcima orasastog vo¢a u razdoblju od 2016. do 2021.
godine.

TABLICA 5. Srednje vrijednosti koncentracija ukupnih AF u razdoblju od 2016. do 2020. godine
(X £SD)

TABLICA 6. Koncentracija DON-a u uzorcima pekarskih proizvoda sa podruc¢ja Primorsko-
goranske Zupanije od 2018. do 2020. godine

TABLICA 7. Srednje vrijednosti koncentracija DON-a u uzorcima pekarskih proizvoda u
razdobolju 2018.-2019. (X + SD)
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10. POPIS KRATICA

CDC Centers for Disease Control and Prevention (Centri za kontrolu i prevenciju bolesti)
FAO Food Agriculture Organization (Organizacija za prehranu i poljoprivredu)
AF Aflatoksin

ZON Zearalenon

DON Deoksinivalenol

AFB1 Aflatoksin B1

AFB2 Aflatoksin B2

AFG1 Aflatoksin G1

AFG2 Aflatoksin G2

AFM1 Aflatoksin M1

AFM2 Aflatoksin M2

IARC International Agency for Research on Cancer (Medunarodna agencija za istrazivanje raka)
HCC Hepatocellular carcinoma (Hepatocelularni karcinom)

LDso letalna doza, 50%

FDA U.S. Food and Drug Administration (Americka agencija za hranu 1 lijekove)
OTA Okratoksin A

BEN Balkanska endemska nefropatija

FB1 Fumonizin B1

FB2 Fumonizin B2

FB3 Fumonizin B3

FA1 Fumonizin Al

FA2 Fumonizin A2

PMTDI Privremeni maksimalni prihvatljivi dnevni unos
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https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/hepatocellular-carcinoma/cdc-20354552
https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/hepatocellular-carcinoma/cdc-20354552

WHO World Health Organization (Svjetska zdravstvena organizacija)

NOEL No Observed Effect Level ( najvisa doza koja ne izaziva ucinak)

EFSA European Food Safety Authority ( Europska agencija za sigurnost hrane)

SFE Supercritical fluid extraction (ekstrakcija superkriticnim fluidom)

ASE Accelerated Solvent Extraction (ubrzana ekstrakcija otapalima)

MAE Microwave-assisted extraction (ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima)

SPE Solid-phase extraction (ekstrakcija na ¢vrstoj fazi)

IAC immunoaffinity chromatography (imunoafinitetne kolone)

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Enzimski povezani imunosorbentni test)

LC-MS/MS Liquid Chromatography with tandem mass spectrometry (teku¢inska kromatografija
s tandemskom spektrometijom masa)

HPLC High Performance Liquid Chromatography (Tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti)

LC-MS Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (tekuéinska kromatografija i masena
spektrometrija)

TLC Thin-layer chromatography (tankoslojna kromatografija)

GC Gas Chromatography (plinska kromatografija)

ICA Immunochromatography Assay (imunoafinitetni test na koloni)
UV Ultraljubicasto zrazenje

MS Masena spektrometrija

HPLC-UV High-Performance Liquid Chromatography with Ultraviolet detection (Tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti s ultraljubi¢astom detekcijom)

HPLC-FD High-Performance Liquid Chromatography-Fluorescent Detection (Tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti s fluorescentnom detekcijom)

TDI Tolerable Daily Intake (Prihvatljivi dnevni unos)

MDK Maksimalna dopustena koncentracija
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https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://en.wikipedia.org/wiki/Supercritical_fluid_extraction
https://en.wikipedia.org/wiki/Supercritical_fluid_extraction
https://www.thermofisher.com/us/en/home/industrial/chromatography/chromatography-sample-preparation/automated-sample-preparation/accelerated-solvent-extraction-ase.html
https://www.thermofisher.com/us/en/home/industrial/chromatography/chromatography-sample-preparation/automated-sample-preparation/accelerated-solvent-extraction-ase.html
https://en.wikipedia.org/wiki/Solid-phase_extraction
https://en.wikipedia.org/wiki/Solid-phase_extraction

RASFF The Rapid Alert System for Food and Feed (Sustav brzog uzbunjivanja za hranu i hranu
za Zivotinje)

NKT Nacionalna kontakt-tocka

VIS Visible spectrophotometry (vidljivi dio spektra)
BMK Bakterije mlijec¢ne kiseline

ROSA Rapid One Step Assay

OD Optical Density

HPLC-PDA High-Performance Liquid Chromatography—Photodiode Array (Tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti s nizom fotodioda)
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11. ZIVOTOPIS
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