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1. Uvod

Mikotoksini su proizvod koji sintetizira grupa mikroorganizama koje nazivamo fungi,
gljive ili mycetes. Mikotoksini koji su najopasniji su aflatoksin, deoksinivalenol (DON ili
vomitoksin), fumonizini, okratoksin, zeralenon i T-2 toksins. T-2 toksin je opasan i
zabrinjavaju¢i jer ima najsnaznije djelovanje, no manje je ucestao nego neki drugi
mikotoksini kao na primjer DON. P. Prisustvo razli¢itih rodova gljiva (plijesni) u hrani za
Zivotinje je prirodna pojava, a ne izuzetak. Putevi kontaminacije hrane za Zivotinje gljivama 1
njihovim mikotoksinima su razli¢iti, poc¢ev od kontaminiranosti sirovina koje ulaze u sastav
hrane za zivotinje ve¢ u polju, tijekom berbe i transporta, zavisno od nacdina skladistenja

sirovina i gotovih proizvoda, kao i procesa proizvodnje i manipulacije hranom za zivotinje
(Levi¢ i Stojkov, 2002., Harley, 1997., Nelson i sur., 1993., Joffe, 1983.).

Na polju, ali i tijekom skladiStenja, moze do¢i do oneciSenja zitarica plijesnima koje
proizvode toksicne kemijske spojeve mikotoksine. Mikotoksini su sekundarni metaboliti

plijesni koji induciraju akutne i kroni¢ne toksi¢ne u¢inke kod ljudi i Zivotinja (IARC, 1993.).

bilas i sur. u 1999. godini ustanovili su da, iako su smjese za svinje, perad i goveda bile
mikrobioloski neispravne zbog prisustva gljiva iz rodova Fusarium (58%), Penicillium (46%)
i Aspergillus (43%) smjese nisu sadrzavale ni jedan analiziran mikotoksin. Do sli¢nih
rezultata su do$li Skrinjar i sur. (1995.) proudavajuéi sastav gljiva i sadrzaj njihovih
sekundarnih metabolita (mikotoksina) u hrani za pili¢e. Prisustvo mikotoksina u hrani za
zivotinje prouzrokuje oboljenja (mikotoksikoze) kod zivotinja i ljudi (Loncarevi¢ i sur.,

1972.).

OneciS¢enje poljoprivrednih proizvoda mikotoksinima, budu¢i da uzrokuje velike
ekonomske gubitke, ima negativan utjecaj na gospodarstvo zahvaéene regije, prvenstveno
zemalja u razvoju u kojima se strategija sprjeCavanja rasta plijesni u razdoblju zetve i tijekom

skladi$tenja usjeva uglavnom primjereno niti ne provodi (Rustom, 1997.).

S ciljem sprjecavanja oneciS¢enja suvremenu proizvodnju zdravstveno ispravnih i
kvalitetnih proizvoda potrebno je temeljiti na nacelima “od farme do stola”, HACCP (eng.
Hazard analysis and critical control points) sustavu, odnosno analizi opasnosti, prevenciji i
kontroli kriti¢nih tocaka te uklanjanju potencijalnih opasnosti u tehnoloSkom postupku

proizvodnje (Asefa i sur. 2011.).



2. Mikotoksini

Rije¢ mikotoksin dolazi od grcke rije¢i ,,myces®, odnosno gljiva i latinske rijeci
,toksicum® $to znaci otrov. Mikotoksini su toksi¢ni sekundarni metaboliti plijesni. Bolesti
koje uzrokuju nazivaju se mikotoksikoze. Mikotoksikoze su alimentarna trovanja ljudi i

zivotinja toksi¢nim proizvodima plijesni - mikotoksinima (Turner i sur.,2009.).

Mikotoksini se nalaze u hrani biljnog i Zivotinjskog podrijetla. To su sekundarni
metaboliti gljiva (Slika 1.). Primarna kontaminacija, odnosno kontaminacija mikotoksinima u
hrani biljnog podrijetla, posljedica je rasta uzroénika plijesni na vocéu, povrcu, zZitaricama, a s
druge strane u hrani Zivotinjskog podrijetla, mlijeku, mesu, jajima, nalaze se rezidue
mikotoksina zbog hranjenja zaraZenom odnosno kontaminiranom hranom. Ne postoji nikakva
jedinstvena metoda da bi uklonili mikotoksine, a ve¢ i postojeCe metode poskupljuju
proizvodnju hrane i krmiva te je s obzirom na takvu situaciju, najbolja prevencija od nastanka

mikotoksina (Peraica i sur., 2002.).

Slika 1. Mikotoksin

Izvor: https://benymuslimfillah.files.wordpress.com/mikotoksin

Kontaminacija hrane mikotoksinima moze biti primarna i sekundarna. Kontaminacija
mikotoksinima u hrani biljnog podrijetla, odnosno primarna kontaminacija, je posljedica rasta
plijesni na vocu, zitaricama i povréu. Ako su zivotinje hranjene mikotoksinima

kontaminiranom hranom, metaboliti mikotoksina mogu se na¢i i U hrani zivotinjskog


https://benymuslimfillah.files.wordpress.com/mikotoksin

podrijetla (jaja, mlijeko i meso), pa se takav oblik kontaminacije naziva sekundarnom
kontaminacijom.

Primarna kontaminacija, odnosno kontaminacija mikotoksinima u hrani biljnog
podrijetla, posljedica je rasta uzro¢nika plijesni na voéu, povréu, zZitaricama, a s druge strane u
hrani zivotinjskog podrijetla, mlijeku, mesu, jajima, nalaze se rezidue mikotoksina zbog
hranjenja zarazenom odnosno kontaminiranom hranom. Ne postoji nikakva jedinstvena
metoda da bi uklonili mikotoksine, a ve¢ i postoje¢e metode poskupljuju proizvodnju hrane i
krmiva te je s obzirom na takvu situaciju, najbolja prevencija od nastanka mikotoksina.
(Peraica i sur., 2002.).

U povijesti ¢ovjecanstva, bolesti koje su bile uzrokovane mikotoksinima nazvane su
mikotoksikoze te su u povijesti imale utjecaj na demografske promjene, ratove te izazivale

seobe stanovnistva (Peraica 1 Rasi¢, 2012.).

OTROVANJE
LJUDI

REZIDUE U MESU
MESNIM PIERADEVINAMA

Slika 2. Put mikotoksina u hranidbenom lancu

Izvor: Ozegovi¢ i1 Pepeljnjak,1995.

Na pokusnim Zivotinjama dokazano je da se takvi u¢inci mikotoksina mogu odraziti i
nakon izlozenosti njihovim niskim koncentracijama, znanstvenici i agencije su usmjerili
3



paznju na istrazivanje uc¢inka i mehanizma toksi¢nog uc¢inka niskih koncentracija mikotoksina

(Mili¢evic¢ 1 sur., 2010.).

Najvaznijim mikotoksinima smatraju se aflatoksini, trihoteceni, fumonizini,
zearalenon i okratoksin A, a sintetiziraju ih najéescée plijesni rodova Aspergillus, Penicillium i

Fusarium (Nuji¢, 2011.).

Mikotoksini su toksi¢ni produkti metabolizma nekih plijesni koje rastu na razli¢itim
namirnicama i krmivima. U akutnim slu¢ajevima mikotoksini izazivaju otrovanja ljudi i
zivotinja (mikotoksikoze), a u kroni€nim, oSte¢enja koze 1 unutrasnjith organa. U
eksperimentalnim uvjetima dokazano je da mikotoksini induciraju karcinom jetre u raznih
zivotinjskih vrsta, a pronadeni su u namirnicama koje se koriste u prehrani ljudi. Tijekom

istrazivanja primije¢eno je djelovanje aflatoksina i na druge organe (pored jetre), kao Sto su

zeludac, bubrezi, dusnik 1 crijeva (Durakovic, 1989.).

Veéina namirnica (kao i krmiva) je osjetljiva na kontaminaciju mikotoksinima s
supstratima, pri razlic¢itim uvjetima. Prisustvo plijesni u namirnici ne zna¢i nuzno prisutnost
mikotoksina (ako plijesan nije dovoljno porasla), ali s druge strane, odsutnost plijesni ne znaci
da nema mikotoksina jer se mogu zadrzati u supstratu dugo nakon nestanka plijesni. Poseban
problem predstavlja i pojava tzv. maskiranin mikotoksina koji se u hrani nalaze u
promijenjenom obliku. Najcesc¢e je rije¢ o kemijskoj vezi sa Secerima, pri ¢emu se takav
mikotoksin ne moze detektirati uobi¢ajenim metodama $to daje krivu sliku o kontaminaciji
analiziranog uzorka. Naime, maskirani mikotoksini se, djelovanjem hidrolitickih enzima
crijevne mikroflore, mogu osloboditi u probavnom traktu i djelovati toksi¢éno prema

konzumentu (Sarkanj i Klapec, 2013.).

Nikakvim se preventivhim mjerama ne moze u potpunosti sprijeCiti zaraza hrane
mikotoksinima, pa su ljudi i Zivotinje konstantno izloZene zarazi, odnosno njihovom
djelovanju. Osim toksi¢nog djelovanja mogu imati i genotoksi¢no, imunotoksicno i

kancerogeno djelovanje (Domijan i Peraica, 2010.).



3. Rod Aspergillus

Razred: Eurotiomycetes hahaha
Red: Eurotiales
Porodica: Trichocomaceae

Rod: Aspergillus

Vrste: A. terreus, A. repens, A. niger, A. tamarii, A. fumigatus, A. flavus, A. carneus, A.
penicilloides, A. oryzae, A. japonicus, A. ustus. Vecéina vrsta roda Aspergillus odlikuje se

brzim rastom kolonija, a boja kolonija ovisi o vrsti.

Slika 3. Aspergillus sp.

Izvor: https://www.emlab.com/app/funagi/

U rod Aspergillus svrstano je oko 200 vrsta od kojih je tek 20-tak patogeno za ¢ovjeka.
Najces¢i uzroénici aspergiloze ¢ovjeka jesu: A. fumigantus, A. niger, A. flavus, A. candidus i
dr. Ove se plijesni razmnoZavaju nespolno fijalokonidijama. Kod nekih vrsta otkriven je 1

spolni na¢in razmnoZavanja.

Aspergillus je veliki rod plijesni koji obuhvaca vise od 100 poznatih i opisanih vrsta, od
kojih veéi broj dobro raste u laboratorijskom uzgoju. Od golemog broja askosporogenih

rodova, dva imaju posebno znacenje u mikrobiologiji namirnica.


https://www.emlab.com/app/fungi/

Konidije ovih plijesni nalaze se u zraku, zemlji, vodi, na uskladiStenoj hrani i lis¢u
biljaka. Konidije vrste roda Aspergillus &ine Getvrtinu svih konidija u zraku. U 1 m® nalazi se

prosjec¢no 2-15 konidija neke od vrsta ovog roda (Kaleni¢ i Mlinari¢-Missoni, 1995.).

Rastom u vanjskoj sredini neke vrste ovih plijesni stvaraju mikotoksine (aflatoksin,
sterigmatocistin, ohratoksin). Konzumiranjem hrane zagadene mikotoksinima covjek moze
razviti klini¢ku sliku akutnog trovanja hranom ili toksi¢nog oStecenja jetre, bubrega i drugih
organa. Konidije ovih plijesni nalaze se u zraku, zemlji, vodi, na uskladistenoj hrani i li§¢u
biljaka. Konidije vrste roda Aspergillus ¢ine etvrtinu svih konidija u zraku. U 1 m® nalazi se

prosjec¢no 2-15 konidija neke od vrsta ovog roda (Kaleni¢ i Mlinari¢-Missoni, 1995.).
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Slika 4. Crtez plijesni roda Aspergillus

Izvor : http://www.bcrc.firdi.org.tw/fungi/

Slika 5. Mikroskopska slika plijesni roda Aspergillus

Izvor: http://www.moldlab.com/
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4. Aspergillus flavus

Gljivica Aspergillus flavus, kao i neke druge vrste plijesni rasirene su u okolini, a
njihove spore nalaze se u zemljistu. Razvoj ove vrste gljivica i aflatoksina najcesce je povezan

s ekstremnim vremenskim uvjetima koji uzrokuju stres biljke.

Aspergillus flavus je acrobna gljivica, razvija se i proizvodi toksine samo na povrsini
namirnice i dijelovima izlozenim zraku, a njegovi toksini mogu prodrijeti i do nekoliko
centimetara u dubinu namirnice. Najce$cée sintetizira aflatoksine B1, B2, G1 i G2. Aflatoksini
M1 i M2 su produkti metabolizma aflatoksina B1 i B2 i nastaju kada sisavci konzumiraju

hranu kontaminiranu ovim mikotoksinima.

Sojevi Aspergillus flavus mogu proizvoditi aflatoksine koji imaju hepatotoksi¢no i
kancerogeno djelovanje. Zivotinje i ljudi mogu biti izloZeni aflatoksinima nakon direktnog
unoSenja razli¢itih namirnica koje su bile kontaminirane gljivicama Aspergillus flavus u
nekom periodu tokom skladiStenja namirnica, rasta ili zetve. Ljudi mogu biti i indirektno
izloZeni toksinima nakon unoSenja namirnica koje su dobivene od Zivotinja koje su jele

kontaminiranu hranu. To¢nije re¢eno zivotinje se mogu otrovati ako jedu kontaminirane:

e ZITARICE (pSenica, raz, zob, kukuruz);
o ULJARICE (suncokret, soja, kikiriki);

e Gotovu sto¢nu hranu, sijeno, silazu, sjenazu.

Slika 6. Konidiofor A. flavusa

Izvor: http://www.mycology.adelaide.edu.au/



http://www.mycology.adelaide.edu.au/

Cimbenici koji utje¢u na infekciju, osim uvjeta okolida, su koli¢ina spora u polju i
osjetljivost biljke (ovisno o usjevu, vrsti i zdravstvenom stanju), sustavu obrade tla i bilja te
populaciji insekata. Kod kukuruza, znacajne infekcije i proizvodnja aflatoksina se ne
pojavljuju sve dok je vlaga zrna ispod 32 %, no proizvodnja aflatoksina se nakon infekcije

moze nastaviti sve dok vlaga zrna ne padne ispod 15 % (Battilani i sur., 2012.).

Slika 7. Zivotni ciklus plijesni A. flavus

Izvor: Battilani i sur., 2012.



5. Aflatoksini

Aflatoksini su strukturno srodna toksi¢ni spojevi koje proizvodi vecina sojeva
gljivica Aspergillus flavus 1 Aspergillus parasiticus, a ime su dobili po pocetnim slovima
gljivice Aspergillus flavus. Aflatoksin je mikotoksin koji je metabolit patogenih gljiva
(plijesni) roda Aspergillus. Aflatoksin je opasan uzro¢nik raka kod ljudi i zivotinja. Takoder

alfatoksini su plijesni koji vrlo ¢esto kontaminiraju velik broja krma i namirnica.

Najvaznijim mikotoksinima smatraju se aflatoksini, trihoteceni, fumonizini,
zearalenon i okratoksin A, a sintetiziraju ih naj¢esce plijesni rodova Aspergillus, Penicillium i
Fusarium (Nuji¢, 2011.).

.....

1960. godine (Prasanna i sur., 1975., Hussein Brasel, 2001.). Za rast im pogoduju temperature
od 26 — 38 °C i sadrzaj vlage vec¢i od 18%. Aspergillus flavus sintetizira aflatoksine B1 i B2
na zitaricama poput kukuruza, dok Aspergilllus parasiticus moze sintetizirati aflatoksine B1,
B2, G1 i G2 na uskladi$tenim uljaricama (Valpoti¢ i Serman, 2006.). Termostabilni su i u
prirodnom stanju vezu se uz proteine koji ih Stite od nepovoljnih vanjskih utjecaja (Kiermeier
i Hemmerich, 1974., Marth i Dole, 1979.). Topljivi su u organskim otapalima, fotosenzibilni
su u slobodnom stanju, osjetljivi su na kisele i alkalne otopine, a u vodi se gotovo ne tope
(Mann i sur., 1967.). Metaboliti su: gljivica iz roda Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus, A.
nomius, A. niger, A. ruber, A. ohraceus), gljivica iz roda Penicillium (P. puberulum, P.
variable) te nekih pripadnika iz roda Rhizopus. Aflatoksini su smjese kemijskih srodnih
spojeva, derivata difurokumarina. Prirodni su fluorescirajuci spojevi, vidljivi u UV-spektru pri
valnoj duljini od 365 nm. Imena aflatoksina B i G nastala su upravo na njihovom
fluoresciraju¢em svojstvu; B za plavu | G za zelenu fluorescenciju. Termostabilni su i u
prirodnom stanju vezani su uz proteine koji ih Stite od vanjskih utjecaja. Fotosenzibilni su u
slobodnom stanju i osjetljivi na alkalne i kisele otopine, topivi su u organskim otapalima
(alkohol, aceton, kloroform), a gotovo netopivi u vodi. Dokazana je kontaminacija Zitarica,
mesa, iznutrica svinja 1 peradi te jaja (OZegovi¢ i Pepeljnjak, 1995., Richard, 2007., Husain 1

sur., 2010.).



Aflatoksine B2 i G2 su dihidroderivati (roditeljskih) B1 i G1. Aflatoksini M1, M2 i P1
su dihidroderivati (roditeljskih) aflatoksina B1 i B2 a izlu¢uju se u mlijeku, urinu i u stolici
kao proizvodi metabolizma aflatoksina B1 i1 B2. Aflatoksini M1 i M2 produkti su bioloske
pretvorbe aflatoksina B1 i B2 u mlije¢nim zlijezdama sisavaca hranjenin krmom koja je
sadrzavala aflatoksine spomenute B-skupine. Aflatoksini B1 i B2 metaboliziraju se u
aflatoksine M1 i M2 kod sisavaca i to u mlije¢nim zlijezdama (Knezevi¢, 2007., Diener i
Davis, 1996., Valpoti¢ i Serman, 2006.). Na slici 7. su prikazane kemijske strukture glavnih

predstavnika aflatoksina.

Aflatoxin B, Aflatoxin By

Aflatoxin G, Aflatoxin G,

Aflatoxin M, Aflatoxin M,

Slika 8. Kemijske strukture glavnih predstavnika aflatoksina
Izvor: (Delas, 2010.).

10



Bez obzira §to se tijekom pasterizacije i sterilizacije mlijeka smanji koli¢ina AFM1
ono moze naruSiti zdravlje ljudi, ponajprije djece jer oni najviSe konzumiraju mlijeko te

mlijeCne proizvode (Cavaliere i sur., 2006.).

Utvrdeno je da na stvaranje aflatoksina u razli¢itim bioloskim materijalima utje- ¢u
¢imbenici poput vrste supstrata, sadrzaja vlage u supstratu, prisutnosti aflatoksikogenih

plijesni, prisutnosti mineralnih tvari te mehani¢kog osteé¢enja zastitne ovojnice zrna (Viquez i

sur., 1994)

Aflatoksin B1 najsnazniji je karcinogem, a prema opadajucoj kancerogenosti slijede: G1,
M1, B2, G2, M2, B2a, G2a i P1. Aflatoksin B1 je prisutan u najvecoj koli¢ini, koncentracija
aflatoksina G1 ima srednje vrijednosti dok su B2 i G2 zastupljeni u relativno malim

koli¢inama.

Aflatoksini su vidljivi u UV- spektru pri duljini od 365 nm kao prirodni fluorescirajuéi
spojevi. Imena aflatoksina B 1 G upravo to 1 objaSnjavaju, odnosno na taj nacin su dobili ime

B za plavu i G za zelenu fluorescenciju (Prasanna i sur., 1975.).

Izvori aflatoksina u hrani: kruh, grah, soja, zitarice, mlijeko, jaja, meso, suhomesnati
proizvodi, masline, maslinovo ulje, sva vrsta vina, kava, kakao, kikiriki, kokosov orah,

pistacije, orasi, suho voc¢e (smokve, grozdice i dr.), orasi i dr.

Sto se ti¢e Zivotinja za razliku od monogastri¢nih Zivotinja preziva¢i mogu podnijeti puno
vecu koli¢inu aflatoksina u hrani i to bez vidljivih simptoma akutnog trovanja zahvaljujuci
mikroflori buraga koja u velikoj mjeri neutralizira aflatoksin. Ipak, s druge strane mlade

zivotinje koje jo§ nisu prezivaci i visokomlije¢ne krave su osjetljive na djelovanje aflatoksina.

Aflatoksin iz hrane koju pojedu krave prijenosi se u mlijeko u omjeru od 1 do 6 %.
Najveci prijenos zabiljezen je kod visokomlijeénih krava koje jedu puno zitarica. Najveca
dopustena koli¢ina aflatoksina u mlijeku je 0,05 mg/kg. Mlijeko koje sadrzi vecu koli¢inu
aflatoksina od dozvoljene ne smije se koristiti u ishrani ljudi niti hranidbi Zivotinja. Takva

pojava na zalost daje velike gubitke za poljoprivredno gospodarstvo.

Sintetiziranje mikotoksina se u polju odvija pri temperaturama od 24 do 35° C 1 vlaZnosti
supstrata na kojem se gljiva razvija iznad 7%, dok u ventiliranom prostoru vlaga supstrata
treba biti iznad 10% (Williams i sur., 2004.).
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Aspergillus flavus sintetizira aflatoksine B1, B2, G1 i G2 kod uljarica koje se skladiste
(Diener i Davis, 1996., Valpoti¢ i Serman, 2006.).

Pravilnik o nepoZeljnim tvarima u hrani za zivotinje (NN 80/10, 117/10, NN124/12)
propisuje najvise dopustene koli¢ine aflatoksina u proizvodima namijenjenim za hranu za

Zivotinje.

Tablica 1. Najvise dopustene koli¢ine aflatoksina u proizvodima namijenjenim za hranu za

Zivotinje
NEPOZELINA | PROIZVODI NAMIJENJENI ZA HRANU ZA NAJVECA DOPUSTENA
TVAR ZIVOTINJE KOLICINA U mg/kg (ppm)
KADA UDIO VLAGE U
HRANI IZNOSI 12%
Krmiva 0,02
AFLATOKSIN | Dopunske i potpune krmne smjese 0,01
(AFB1) osim:
-krmnih smjesa za mlijeéna goveda i telad, 0,005

mlijecne ovce i janjad, mlijeéne koze i jarad,
prasad i mladu perad

-krmnih smjesa za goveda (osim za mlijeéna 0,02
goveda i telad), ovce (osim mlijeénih ovaca i
janjadi), koze (osim mlijeénih koza i jaradi), svinje
(osim prasadi), perad (osim mlade peradi)

Izvor: Zakon o kontaminantima (NN 39/13)

Metaboliti aflatoksina M1 i M2 izdvojeni su iz mlijeka krava u laktaciji te su prema
tome dobili i ime. Uz mlijeko, njihova prisutnost dokazana je u jajima i drugim proizvodima
zivotinjskog podrijetla, koji tako predstavljaju neizravnu alimentarnu prijetnju za zdravlje

ljudi (Goto i sur., 1996., Peterson i sur., 2001., EFSA, 2004.).

5.1. Aflatoksin B1

Aflatoksini, a narocito aflatoksin B1, se ¢esto mogu nacdi 1 u razli¢itim za¢inima kao $to
su ¢ili paprike i biber. Tako obje gljivice imaju jak afinitet prema oraSastim plodovima i
sjemenu suncokreta, pravog objasnjenja za ovo jo§ uvijek nema. Kontaminacija se najéesce

deSava prije Zetve, a ne tijekom skladiStenja, kako se ranije mislilo.

Aflatoksin B1 ima kancerogeni u¢inak na ljude i zivotinje. Pritom aflatoksin B1 je i do

danas jedini mikotoksin za koji je dokazana kancerogenost u ljudi te je prema izvjeséu
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Internacionalne agencije za istrazivanje raka (International Agency for Research on Cancer) i

svrstan u . skupinu kancerogena (Shank i sur., 1972., Squire, 1981., IARC, 1982.).

U ljudi 1 stoke AFB1 moze uzrokovati karcinom jetre i drugih organa, kako je to
neosporno dokazano u nekoliko zZivotinjskih vrsta, pri ¢emu su prvi simptomi gubitak apetita i
gubitak na tjelesnoj masi (Busby i Wogan, 1984; Eaton i Gallagher, 1994). Aflatoksin M1 je
metabolit aflatoksina B1, a nastaje u jetri ljudi i Zivotinja. Uglavnom se izlu¢uje mokra¢om, a

kod mlije¢nih goveda i drugih sisara u laktaciji se izlu¢uje i mlijekom.

Aflatoksin B1 prisutan u hrani u koli¢ini od 1 mg/kg ili viSe u trajanju od Cetiri tjedna ili
viSe. lako se aflatoksin eliminira vrlo brzo iz tkiva nakon uklanjanja kontaminirane hrane (72-

96 sati) (Trucksess i sur., 1983.; Leeson i sur, 1995.; EFSA, 2004.).

Vrlo je mala ili gotovo nikakva opasnost od rezidua aflatoksina u mesu. “Carry-over”
(odnos koncentracije u hrani prema koncentraciji u tkivu, mlijeku, jajima i dr.) aflatoksina

B1 iznosi:

- za govede meso je 10.000-14.000 : 1,
- za jajaod 500 : 1 do 40.000: 1;

- za mlijeko krava i ovaca 70 : 1.

LD50 vrijednost aflatoksina B1 u veéine zivotinjskih vrsta krece se od 1 do 50 mg/kg,

.....

U Republici Hrvatskoj primjenjuje se Pravilnik o najve¢im dopustenim koli¢inama
odredenih kontaminanata u hrani (NN 146/2012.) koji je usvojio zahtjeve Europske Direktive
1881/2006. Za hranu za zivotinje u Republici Hrvatskoj takoder su prihvacene Uredbe
Europske komisije o nepozeljnim tvarima u hrani za zZivotinje (EC Direktiva 2002/32/EZ) te

su Pravilnikom propisane samo maksimalne dozvoljene koli¢ine aflatoksina B1 (tablica 2.)

(NN 124/2012.).
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Tablica 2. Najvece dopustene koli¢ine nepozeljnih tvari u hrani za zivotinje.

Najveca dopustena koliéina u mg/kg

NepoZeljne tvari Proizvodi namijenjeni za hranu za Zivotinje (ppm), kada udio viage u hrani za
Zivotinje iznosi 12%
Krmiva 002
Dopunske i potpune krmne smjese 0,01
osim:
1. Aflatoksin B1 — krmnih smjesa za mlijeéna goveda i telad, mlijecne ovee i janjad, 0005

mlijecne koze i jarad, prasad i mladu perad '

— kmnih smjesa za goveda (osim miljecnih goveda i teladi),
ovee (osim miijecnih ovaca i janjadi), koze (osim mliigénih koza i jaradi), 0,02
svinje (osim prasadi) i perad (osim mlade peradi)

Izvor: NN 124/2012.

U nekim zemljama svijeta utvrdena je izrazito oneciS¢enje lokalno uzgojenoga
kukuruza, koriStenog u krmivima u hranidbi Zivotinja sa farmi za proizvodnju hrane, sa
znacajno povisenim razinama AFBI u odnosu na propisane (EFSA, 2004; Pleadin 1 sur.,

2014; Pleadin i sur., 2015.).

U brojnim zemljama svijeta utvrdeno je oneciS¢enje mlije¢nih proizvoda, sjemena
pamuka, jeCma, zrnja soje, peletirane pSenice, ljuski kikirikija te krmiva na bazi kukuruza i

sirka (Decastelli i sur., 2007; Sassahara i sur., 2005.).

Kroni¢na ingestija AFBI ima razliite Stetne ucinke, kao S§to su veca podloZnost
bolestima, te, kada je rije¢ o muznoj stoci, opadanje koli¢ine i kvalitete mlijeka. U zivotinja
uzgajanih u svrhu proizvodnje mesa koje su konzumirale onecis¢eno krmivo, ingestija AFBI

rezultira znacajnim opadanjem kvalitete mesa (Bonomi i sur., 1994.).

Kontrolu nad usjevima podloZnih onecis¢enju sa AFB1 u razdoblju nakon Zetve moguce je
posti¢i kontrolom nad ¢imbenicima koji utjeCu na rast plijesni, primjerice, uspostavljanjem
kontrole nad udjelom i aktivno$¢u vode, temperaturom okoline, plinovima u atmosferi te
uporabom insekticida ili konzervansa. Pri skladiStenju zrnja Zitarica i oraSastih plodova
pozornost je poglavito potrebno usmjeriti na odrZavanje aktiviteta vode na razini nizoj od one

koja pospjesuje rast plijesni (IARC, 2002.).
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6. Metode redukcije aflatoksina

Zbog ¢injenice da prisutnost plijesni i/ili mikotoksina u hrani moZe biti opasna po ljudsko
zdravlje i predstavljati gospodarski problem enormnih razmjera sve je veci naglasak na razvoj
metoda redukcije mikotoksina kojima bi se omoguéila proizvodnja zdravstveno ispravne
hrane. Metode nadzora nad zdravstvenom ispravnosti hrane u ovom podru¢ju, moguce je
svrstati u dvije kategorije: metode sprje¢avanja one¢iséenja plijesnima i rasta plijesni i metode

detoksikacije onecis¢enih proizvoda (Riley i Norred, 1999., Mishra i Das, 2003.).

Primijenjena metoda redukcije AFBI1 treba ucinkovito inaktivirati ili u potpunosti
ukloniti mikotoksin ne narusavajuci pritom nutritivna i tehnoloska svojstva proizvoda 1 ne
stvarajuci reaktivne toksi¢ne produkte (Lopez-Garcia i Park, 1998.). Rast plijesni na razliite
je nacCine moguce sprijeCiti i prije 1 nakon Zetve. Metode redukcije mogu se podijeliti na

kemijske, bioloske i fizikalne (Kabar i sur., 2006.).

Ucinkovitost metoda inaktivacije AFB1 ovisi o brojnim parametrima, primjerice o
svojstvima hrane 1 krmiva, njthovu sastavu i1 sadrzaju vlage te o razini oneciS¢enja. U
pojedinim istrazivanjima, detoksikaciju, odnosno inaktivaciju mikotoksina u onec¢iS¢enom
krmivu, pokuSalo se posti¢i gama zracenjem, toplinskom inaktivacijom, fizickim
odjeljivanjem, razgradnjom mikrobne flore te razli¢itim kemijskim postupcima (Piva i sur.,
1995., Rustom 1997.).
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Tablica 3. Prednosti i nedostatci pojedinih metoda u odredivanju mikotoksina.

Metoda Prednosti Nedostaci
Jednostavna, brza 1 jeftina screening metoda; slaba ogjetljivost metode (za neke mikotoksine); slaba
TLC moguénost simultanog odredivanja vise mikotoksina; | preciznost metode; kvantitativna metoda samo kad se
dobra osjetljivost metode za aflatoksine 1 okratoksin A | primjenjuje densitometar
simultano odredivanje vise mikotoksima; dobra skupa oprema; potrebni korac denvatizacije;
GC osjetljivost metode; moguénost automatizacije nelinearna kalibracijska krivulja; carry over efekti;
(autosempler); potvrdna metoda (MS detektor) varijacije u reproducibilnost i repetibilnost
dobra osjetljivost, selektivnost 1 repetabilnost
metode; moguénost automatizactje (autosempler); ] . o P
HPLL kratko vrijeme trajanja analiza; dostupnost sluzbenih skupa ofrosig, patrebul kotht derivatizacys
analititkih metoda
simultano odredivanje vide mkotoksina; dobra vrlo skuna oprema- osietliivost se oslania na tehnici
LC/MS  |osjetljivost i potvrdna metoda (LC/MS/MS); ne VT SKilpa Oprem, OSJETIIVOsL se O1an
5 T IoniZCT)e
zahtijeva derivatizacijske korake
Jjednostavna priprema uzoraka; jefting oprema visoke . L ..
C e . i cross reaktivoost sa srodmim mikotoksinima;
osjetliivostl; simultano odredivanje vise mikotoksing; . L o .
ELISA , Lo, moguénost lazno pozitivnih / negativoih rezultata;
pogodna kao screening metoda; hmitirajuéa uporaba L
o zahtijeva potvrdnu metodu
organskih otapala
brze 1 jednostavne metode; ne zahtjevaju skupu cross reaktivoost sa srodnim mikotoksinima;
Brai testovi | opremu; limitirajuéa uporaba organskih otapala; moguénost lazno pozitivinih/negativiih rezultata; slaba
pogodm za screening senzitivnost

Izvor: (Persi, 2012.).
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/. BioloSke metode redukcije - koriStenje mikrobioloSkih preparata u

suzbijanju aflatoksina

Biosinteza ovisi o klimatskim i o okoliSnim uvjetima, 0 wvrsti toksikotvorne plijesni,
fizikalno-kemijskim ¢imbenicima (temperaturi: od -5 do 60 °C, sadrzaju vode u namirnici:
13% 1 viSe, ay-vrijednosti: iznad 0,65, pH-vrijednosti: 3-9 te o sastavu namirnice i

koncentraciji plinova u atmosferi.

Primjena bioloskih metoda obuhvaca koriStenje bifidobakterija, odredenih sojeva
bakterija mlijecne kiseline 1 propionskih bakterija koje mogu vezati mikotoksine i na taj na¢in
ograniCiti raspolozivost mikotoksina u tijelu zivotinja. Na trziStu postoje i pripravci

odgovaraju¢ih enzima.

Bioloske metode redukcije mikotoksina temelje se na wuporabi razli¢itih
mikroorganizama, ukljucuju¢i bakterije, kvasce 1 plijesni, koji mogu metabolizirati i

inaktivirati aflatoksin, pri ¢emu je najdjelotvorniji Flavobacterium aurantiacum.

Slika 9. Flavobacterium aurantiacum

Izvor: http://www.jcm.riken.go.jp/cqi

Aflatoksin B-1 iz kikirikija i kukuruza moZe ukloniti djelovanjem bakterije

Flavobacterium aurantiacum, takoder se proucavaju i metode dekontaminacije aflatoksina

M-1 iz mlijeka i mlije¢nih proizvoda.
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Aflatoksine razaraju sljedece bakterije: Flavobacterium aurantiacum B -184;
Nocardia coryne bacteroide;
Nocardia roides IFM 8;

Mycobecterium fluoranthenivorans sp.

Nadalje, mogu se dodadavati sojevi plijesni iz roda Aspergillus ali koji ne proizvode
aflatoksikane (npr. Aspergillus niger, A. parasiticus) i druge filamentozne gljive (npr.
Eurotium herboriorum, Rhizopus spp.) koje tada vrSe biotransformaciju aflatoksina (Tejda
Castaneda i sur., 2008.).

Slika 10. Eurotium herboriorum

Izvor: http://fungi.myspecies.info/sites/fungi.myspecies
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Slika 11. Rhizopus sp.
Izvor: http://www.mold.ph/rhizopus.htm

Pored netoksi¢nih plijeni danas s koriste enzimi izolirani iz Rhizopus stolonifer i A.

fumigatus koji specavaju stvaranje mikotoksina u skladistima (Smith i Grish, 2012.).

Slika 12. Rhizopus stolonifer
Izvor: http://bioweb.uwlax.edu/bio203/2011/olbrantz_chri/

Bioloske metode ukljucuju koriStenje sredstava za apsorpciju te mikroorganizme i
enzime. Od mikroorganizama koji prevode toksic¢ki spoj u manje toksi¢an oblik, a ponekad
ga uz nazocnost odredenog enzima i razgrade, ukljucene su neke bakterije, posebice iz
skupine bakterija mlije¢ne kiseline, bifidobakterija i propionibakterija u hrani, s ciljem
smanjenja koncentracije mikotoksina. Odredene bakterije, zbog osobitosti stani¢ne stjenke,

mogu vezati mikotoksine te se stvoreni kompleks bakterija-mikotoksin izlucuje fecesom.

Glukomanan izoliran iz vanjskog sloja stani¢ne stjenke kvasca Saccharomyces cerevisiae

takoder se pokazuje kao uspjesna vezujuca supstanca (npr. 0,5 kg glukomanana ima istu mo¢
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vezanja mikotoksina kao i 8 kg kaolina, odnosno gline). Glukomanan najvise veze AF (95%),
ZEA (77%) i fumozin (67%), a u manjoj mjeri i druge mikotoksine.

Slika 13. Saccharomyces cerevisiae

Izvor: https://media.licdn.com/mpr/mpr/

Odredeni sojevi mlije¢no kiselih bakterija, propionskih bakterija i bifidobakterija imaju
strukturu stani¢ne stijenke koja moze vezati mikotoksine i na taj nafin ograniciti

bioraspolozivost u tijelu zivotinja (Yiannikouris i Jouany, 2002.).

Pojedini kvasci i plijesni, npr. Trichosporon mycotoxinivorans, imaju sposobnost
razgradnje mikotoksina, ali na trziStu postoje i pripravei odgovaraju¢ih enzima (Klapec 1

Sarkanj, 2013.).

Slika 14. Trichosporon mycotoxinivorans

Izvor: http://jcm.asm.org/content/

Isto tako u razaranju aflatoksina uspjeSno su se pokazali deaktivirani kvasci

Trichosporon mycotoxinivorans MTV 115.
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Biosintezu aflatoksina inhibiraju i bakterije mlije¢ne kiseline Bacillus subtilis. Proces
industrijske fermentacije pokazalo je da bakterija ne dovodi do razgradnje aflatoksina, no
dokazano je da se nakon destilacije u alkoholnoj frakciji ne nalazi toksin te da se obi¢no

aflatoksini koncentriraju u tropu.
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Slika 15. Bacillus subtilis

Izvor: https://s-media-cache-ak0.pinimg.com/originals/

Kada se onecis¢eni proizvod koristi u procesu fermentacije, vazno je utvrditi u koju ¢e
svrhu onecis¢eni nusprodukti u konacnici biti upotrijebljeni. Specificni spoj koji se pokaze
uc¢inkovitim dekontaminantom, obi¢no je i s bioloSkoga stajaliSta i sa stajaliSta isplativosti

bolje dodati izravno.

Waliyar i sur., (2007.) u literaturi se navode da je u¢inkovitost bioloskih metoda koje su
pokazale moguénost dekontaminacije, obi¢no ovisna o specificnim spojevima koje proizvode
odabrani mikroorganizmi kompeticiji za nutritivne tvari potrebne za stvaranje toksina,

stvaranju anti-aflatoksigenih metabolita koje proizvode koegzistiraju¢i mikroorganizmi.

Mnogi mikroorganizmi, ukljuuju¢i bakterije, kvasce, plijesni, aktinomicete 1 alge mogu
ukloniti ili smanjiti koli¢ine aflatoksina u hrani i krmi. Medu tim mikroorganizmima,
bakterije mlijecne kiseline (BMK) predstavljaju jedinstvenu skupinu koja se na- Siroko koristi
u proizvodnji i oCuvanju fermentiranih proizvoda. Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) su
prirodno prisutne u raznoj hrani, gdje produzuju trajnost proizvoda, $to je doprinijelo da budu
prihvacene kao bezopasne za ljudsko zdravlje. BMK koje se koriste u proizvodnji
fermentiranih mlije¢nih proizvoda kao starter kulture, mogu imati ulogu u smanjenju koli¢ine
aflatoksina u hrani i krmivu (Haskard i sur., 2001., Peltonen i sur., 2001., Colak, 2007.).
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Dokazano je vezanje aflatoksina s pomocu bakterija mlije¢ne kiseline. Uz dokaze o
korisnoj aktivnosti BMK, sposobnost vezanja aflatoksina im daje znacajan potencijal za

primjenu u funkcionalnoj hrani (Frece i sur., 2009.).

Mikrobioloske metode ukljucuju i kontaminaciju biljnog supstrata sa sojevima plijesni
A. flavus i A. parasiticus koji ¢e u medusobnom nadmetanju prerasti toksikotvorne sojeve

plijesni.

Primjena eteri¢nih ulja i bakterija mlije¢ne kiseline kao inhibitornih tvari na rast
toksikotvornih plijesni u ¢istoj i mjesovitoj kulturi i biosintezu mikotoksina (npr. OTA |
ZEA).

Upravljanje rizikom povezanim uz kontaminaciju Zitarica mikotoksinima moguce je
primjenom i koriStenjem dobre poljoprivredne prakse (GAP-Good agricultural practices) kao
prvog koraka, potom dobre proizvodacke prakse (GMP — Good manufacturing practices) za
vrijeme uskladistenja, obrade, prerade i distribucije te uklju¢ivanje HACCP sustava u ¢itavom

lancu proizvodnje, od polja do stola (eng. Farm to table approach).

22



8. Zakljucak

Mikotoksini i u malim koli¢inama predstavljaju opasnost za zdravlje zivotinja, a i ljudi. Ljudi
I zivotinje mikotoksine unose preko hrane, udisanjem ili preko koze. Aflatoksini su jedni od
najtoksi¢niji mikotoksina. Tvore ih sojevi plijesni roda Aspergillus, a temperatura pogodna za
njihov rast je od 26 do 38° C te sadrzaj vlage supstrata veéi od 18 %. Aflatoksini Su
termostabilni, topljivi su u organskim otapalima, te su vrlo osjetljivi na alkalne otopine i
kiseline, a u vodi se gotovo ne tope.

Opcenito, mikotoksini imaju hepatotoksi¢no, dermonekrotiéno imunosupresijsko
nefrotoksi¢no, kancerogeno, neurotoksino, i estrogeno djelovanje. Kontaminacija
mikotoksinima moze rezultirati znatnim ekonomskim gubitcima u sto€arskoj proizvodnji,
odnosno proizvodnji mesa i mesnih proizvoda, a ponajvise njihova prisutnost u namirnicama

moze neizravno negativno utjecati na zdravlje ljudi.

Suzbijanje, odnosno zastita hrane i hrane za Zivotinje od mikotoksina mora se provoditi
kroz cijeli prehrambeni lanac ,,0d uzgoja do stola“. Primjena bioloskih metoda obuhvaca
koristenje bifidobakterija, odredenih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline i propionskih bakterija
koje mogu vezati mikotoksine 1 na taj nacin ograniciti raspolozivost mikotoksina u tijelu

zivotinja. Na trziStu postoje i1 pripravci odgovarajuc¢ih enzima.
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10. Sazetak

Aflatoksini su mutageni, kancerogeni i teratogeni spojevi i njihova prisutnost u organizmu
tijekom duzeg vremenskog razdoblja i u ekstremno malim koli¢inama, moZze biti opasna za
ljudsko zdravlje. Toksi¢ni metaboliti aflatoksina mogu se naci i u proizvodima Zzivotinjskog
podrijetla, mlijeku i mesu, ukoliko je prethodno hrana za Zivotinje bila onecis¢ena plijesnima,
a onecis¢enje ovisi o geografskom podrucju, klimatskim uvjetima, vlazi i1 temperaturi
(Sassahara 1 sur., 2005.). Mnogi mikroorganizmi, ukljuuju¢i bakterije, kvasce, plijesni,
aktinomicete 1 alge mogu ukloniti ili smanjiti koli¢ine aflatoksina u hrani 1 krmi. Bioloske
metode redukcije mikotoksina temelje se na uporabi razli¢itih mikroorganizama, ukljucujuéi
bakterije, kvasce 1 plijesni, koji mogu metabolizirati 1 inaktivirati aflatoksin, pri ¢emu Su

najdjelotvornija vrsta Pseudomonas fluorescens, te vrste roda Bacillus.
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11. Summary

Aflatoxins are mutagenic, carcinogenic and teratogenic compounds and their presence in
the body over a long period of time and in extremely small quantities may be hazardous to
human health. Tobacco metabolites of aflatoxins can also be found in products of animal
origin, milk and meat, if previous feedstuffs were contaminated with molds, and
contamination depends on the geographic area, climatic conditions, humidity and temperature
(Sassahara et al.,, 2005). Many microorganisms, including bacteria, yeasts, molds,
actinomycetes and algae, can remove or reduce aflatoxins in food and stomach. The
mycotoxin reduction methods are based on the use of various microorganisms, including
bacteria, yeasts and molds, that can metabolize and inactivate aflatoxin, whereby the most

effective is species Pseudomanas fluorescens and species of genus Bacillus.
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