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Mikrobni toksini u zitaricama

SAZETAK

Uz niz mikroorganizama, kao uzro¢nici kvarenja razli¢itih namirnica biljnog i animalnog
podrijetla, javljaju se razlicite plijesni. Njihovi metaboliti, tj. sekundarni produkti metabolizma
nazvani mikotoksini su skupina prirodnih spojeva koji se razlikuju po kemijskoj strukturi i
bioloskoj aktivnosti. Mikotoksini U organizmu ljudi i zivotinja imaju razlicite toksi¢ne ucéinke i
mogu izazvati brojne opasne bolesti nazvane mikotoksikoze. Osim bakterijskih i fungalnih
toksina, toksi¢ne produkte mogu proizvesti i ostali jednostavni mikroorganizmi. Ti toksi¢ni

produkti predstavljaju veliku opasnost za ljudski organizam.

Kljucne rijeci: aflatoksini, mikotoksikoze, mikotoksini, plijesan, Zitarice



Microbic toxins in cereals

ABSTRACT

Along with a series of microorganisms, different moulds occur as causes for the spoilage of
different foods of plant and animal origin. Their metabolites, i.e. secondary products of
metabolism called mycotoxins are a group of natural compounds that differ in chemical
structure and biological activity. Mycotoxins have different toxic effects in human and animal
organisms and can cause dangerous diseases called mycotoxicoses. In addition to bacterial and
fungal toxins, toxic products can also be produced by other simple microorganisms. These toxic

products pose a great danger to the human body.

Keywords: aflatoxins, cereals, mildew, mycotoxicoses, mycotoxins



SADRZAJ

i U A 4 1 I L PRSPPI 1
2. TEORIJISKI DIO ..o esess s sen st eneenes 2
2.0 ZITARICE ...t 2
2.1.1. POVIJEST ZITARICA U LJUDSKOJ PREHRANTI ..........ccccooovvmrnrirnrnnenn. 2
2.1.2. PLOD ZITARICA (ZRNO) .......ooovoiierereeieeiesiesseseesies s seesies s seesiss s 2
2.0.3. KRUH....ooooceeeeeeee et enenes 3
2.2. ORASASTI PLODOVL.......ooooviiiieiieiesereeieeees s 4
2.3 PLIJESN . ...ooooceeieeeeeeeeeee e aes s sasn sttt eneenes 7
2.4, MIKOTOKSINI ..ottt 8
2.5. ZNACAJ AFLATOKSINA B1 I DOZVOLJENE VRIJEDNOSTI. .................. 10
2.6. OCHRATOKSIN ....oovviiieeieecieiee ettt 12
2.7. UTJECAJ TOKSINA NA LJUDSKO ZDRAVLJE | PREVENCIJA................ 12

3. EKSPERIMENTALNIDIO ..o 15

S L MATERIJALL ... e 15
B2 METODE ..ottt 16
3.2. 1. UKUPNT @FIatOKSINT...cciuviiiiiiiic ettt 16
3.2.2. AFIALOKSIN BL .....oocieciecece ettt 18

4. REZULT AT ..ot 19

5. RASPRAVA oo 25

6. ZAKLJIUCC ..........ooiosveeieerseceeeeses s sses s st 26

[ LITERATURA s 27



1. UVOD

Razne vrste toksina prisutne su u hrani i pi¢u koje redovito unosimo u svoj organizam, a
potroSace zanima u kojoj koli¢ini su dozvoljene u hrani. Propisane koli¢ine mogu se pronaci u
Pravilniku o toksinima, metalima, metaloidima te drugim Stetnim tvarima koje se mogu nalaziti
u hrani. Znacajna je ¢injenica da su $tetni utjecaji hrane s plijesnima otkriveni jo$ u Kini prije
vise od 5000 godina, ali nije svaka plijesan otrovna. Plijesan ¢ini otrovnom proizvodnja
mikotoksina, odnosno produkta ili poluprodukta nastalih u procesu metabolizma plijesni, a
upravo oni imaju negativne bioloSke posljedice na ljude i Zivotinje koji ih preko hrane

konzumiraju.

Dosad je poznato stotinjak vrsta plijesni koja proizvodi mikotoksine, a postoji ih vise od 300
vrsta razlic¢itih razina Stetnosti. Ozbiljnije su se poceli proucavati prije pedesetak godina kad je
otkriveno da je za smrt velikog broja pili¢a u Engleskoj kriva smjesa hrane od kikirikija u kojoj
se nastanila gljivica koja proizvodi kemijski spoj kasnije nazvan aflatoksin, koji je najpoznatiji
mikotoksin. Ljudi su mikotoksinima izlozeni putem kontaminiranih namirnica, a bolesti koje
uzrokuju javljaju se u akutnom ili kroni¢nom obliku te se nazivaju mikotoksikozama. Njihove
su posljedice jasno izrazeni simptomi trovanja, ponekad i smrt. Kroni¢ni oblici mikotoksikoza
uzrokuju karcinome, poremecaje hormonalnog sustava, probleme s imunoloskim sustavom,

cirozu jetre 1 oStecenje bubrega, a mogu biti 1 uzro¢nici pobacaja.

Veliki problem je to §to se mikotoksini godinama skupljaju u organizmu, u masnom tkivu,
mlije¢nim Zlijezdama, miSi¢ima i kostima te zbog akumulacije mogu izazvati velike

zdravstvene probleme koje je tesSko lijeciti.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. ZITARICE

Zitarice su skupina jednogodisnjih biljaka iz porodice trava. Plodove Zitarica nazivamo zrna ili
pSena. Osim §to su od iznimnog znacaja u prehrani ljudi, Zitarice se koriste 1 za prehranu stoke
te u preradivackoj industriji. Gotovo polovinu svih obradivih povrSina u svijetu zauzimaju
upravo zitarice, a to ih ¢ini najvaznijim ratarskim kulturama. U Hrvatskoj je njihova
zastupljenost jo§ vec¢a — od ukupnih poljoprivrednih povrSina u nasoj zemlji, Zitaricama je

zasijano preko 60%. Prema udjelu prednjace kukuruz i psenica (Kovacevi¢, 2014).

2.1.1. POVIJEST ZITARICA U LJUDSKOJ PREHRANI

Najdulju poznatu povijest ima pSenica, koja se uzgajala u 7. tisuéljecu prije Krista. JeCam
takoder ima impresivnu povijest — uzgajao se u 5. 1 6. tisu¢lje¢u prije Krista na podrucju
Mezopotamije. | proso pripada najstarijim poljoprivrednim kulturama. Sve su Zitarice kroz
povijest bile vazna namirnica u prehranjivanju ovjeéanstva. Stovise, moze se reéi da je svijet
1 opstao zahvaljujuci energiji dobivenoj iz ugljikohidrata zitarica. U pocetku su zitarice bile
samonikle trave, ¢ije je sjemenke Covjek skupljao i pripremao ih za jelo na razne naline.
Medutim, dug je bio put do kruha. Zitarice su se prvo jele u obliku kase, zatim lepinje, a nakon

par tisu¢ljeca i u obliku kruha- koji ubrzo postaje namirnica nasa svagdasnja.

2.1.2. PLOD ZITARICA (ZRNO)

Zmo ili pSeno je jedno sjemeni plod (caryopsis) s tankim omota¢em ploda koji je srastao sa
sjemenkom. Plod (zrno) pravih Zitarica je izduzenog oblika, razlikuju se ledna (ispupcena) i
trbusna strana, na kojoj se cijelom duzinom zrna proteze pli¢a ili dublja brazdica, a na vrhu zrna
se nalazi tzv. bradica koja se sastoji od slabije ili jace izraZzenih dlacica. Durum pSenice imaju
slabije izrazenu bradicu 1 brazdicu od mekih pSenica. U bazi zrna s ledne strane izvana
je vidljiva klica. Prosolike zitarice nemaju brazdicu 1 bradicu. Postoje razlike u pljevic¢avositi
zrna pa zitarice mogu imati golo zrno, kada ono ispada iz pljevica prilikom Zetve, ili pljevicasto

(obuveno) zrno koje je obavijeno pljevicama.

Golo zrno imaju pSenica, raz, tritikale i kukuruz. Zrno je¢ma i rize je pljevicasto i pljevice su
srasle sa zrnom. Zob, proso i sirak takoder imaju pljevicasto zrno, ali kod njih pljevice samo
omotavaju zrno. Od ostalih razlika mogu se izdvojiti veli¢ina, oblik i boja zrna, $to je osobito

izrazeno kod podvrsta 1 hibrida kukuruza. Pljevice zobi su obrasle gustim dla¢icama. Zrno razi
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je obraslo dlacicama, naborane povrsine, osobito na lednoj strani i zelenkaste je boje. Sirak ima
obavijeno zrno ili je ono bez pljevica, a okruglog je ili jajastog oblika. Proso ima
izrazito sitno zrno apsolutne mase 4-8 g (pSenica oko 40 g), a kod rize je udjel pljevica u

ukupnoj masi zrna oko 20% (Kovacevi¢, 2014).
2.1.3. KRUH

Kruh je proizvod koji se dobiva mijesanjem brasna s vodom, mlijekom, sirutkom, ili nekom
drugom tekué¢inom uz dodatak kuhinjske soli ili Se¢era, masnoca, jaja i sredstva za dizanje
tijesta. Prvi su kruh, i to od psenice i je¢ma, pekli Egip¢ani 1500 godina pr. Kr., vjerojatno je
bio beskvasni 1 zapravo pogaca od braSna, soli, koja se pekla u zeravici 1 pod pepelom u peci,
na §to upucuju slike na zidovima grobnica i zapisi starih Egipéana. Kruh su pekli u
potrebe i posipali ga raznim sjemenkama (esto kKimom). U anti¢ka vremena uz omiljene kase,
kruh je takoder bio dobro dobro poznat. Stari Grci su 70% svoje energije dobivali iz zitarica, a
robovi su svakodnevno pekli i kruh. Hipokrat je ve¢ onda upozoravao da moramo paziti $to
jedemo i kako nije svejedno da li jedemo bijeli ili crni kruh, a Celsus je pisao kako kruh sadrzi
vise hranjivih sastojaka nego bilo koja druga hrana. Rimljanima je kruh bio takoder jedna od
najvaznijih namirnica, ondasnji pekari su za aristokrate morali za svako jelo posluziti
odgovarajucu vrstu kruha, pekli su lepinje posute makom, lovorom, bademima, kruséice sa
sirom, maslinama, a osobito su bili omiljeni oni sa za¢inskim biljem poput persina ili vlasca.

Rimske vojnike nazivalo se "zderacima kruha", jer su dobivali kilogram kruha dnevno.

U ranom Srednjem vijeku uzasli kruh se uglavnom nije pekao u pecima, jer njih su imali
samostani i vlastela. Kruh se pekao od zitarica bez dovoljno glutena poput zobi, jecma i razi,
koji se teSko dizao i bio je vrlo taman. Kruh pripremljen od bijelog brasna bio je privilegija
bogatih, a razeni su dobivali zatvorenici, kojeg su ponekad jeli fratri kako bi pokazali svoju
poniznost, a status se procjenjivao po boji kruha, bijeli su jeli oni na vrhu drustvene ljestvice, a

oni na dnu, crni kruh.

Danas se kruh izraduje se od razli¢itih tipova brasna. PSeni¢no brasno tip 500 koristi se za bijeli
kruh, tip 850 za polubijeli i tip 1100 za crni kruh, a koristi se jos i pSeni¢na prekrupa za graham
kruh i raZzeno brasno tip 750, tip 950 i tip 1250 za svijetli i tamni razeni kruh. Kruh moze biti i
kukuruzni, heljdin, i specijalni. U Hrvatskoj se do sveopceg porasta standarda u drugoj polovici

20. stoljeca, u krajevima koji nisu imali velikih zitorodnih povrsina, u krusne smjese dodavalo
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i brasno od drugih biljaka, primjerice rogaca, a dodavao se i hrastov Zir
(https://hr.wikipedia.org/wiki/Kruh).

2.2. ORASASTI PLODOVI

Skupini oraSastog voca pripadaju orasi, kesteni, bademi, kikiriki, ljeSnjaci, pistacija i mnoge
podvrste koje ne rastu u nasem podneblju, kao npr. makadamijski orah, brazilski orah, indijski

I japanski orasi i sl.

S obzirom na dostupnost i uéestalost konzumacije zadrzat ¢u se na onima koji rastu kod nas i s
kojima se najceSc¢e susrecemo. Orasasti plodovi nezaobilazan su dio ljudske prehrane, bilo samo
kao grickalice ili dodaci jelima; bogati su za srce i krvozilni sustav vaznim omega 3 kiselinama,
vitaminima i mineralima te s obzirom i na kalori¢nost, izvor Su energije. Mogu se osim sirovih,
pripremati na razne nacine (przenjem, kuhanjem), kao dodatak jelima ili kao jedan od sastojaka

gotovih proizvoda.

Koriste se i u kozmetickoj industriji, preradeni kao ulja ili sastojci mnogobrojnim preparatima.
Dnevno se ne preporucuje konzumirati vise od $alice orasastih plodova jer su bogati mastima.
Bogatiji kalcijem od drugog orasastog voca su bademi; dijele se na slatke i gorke bademe, s

time da su gorki otrovni, a slatki su najukusniji mladi i svjezi ( Kulier, 2013).

2.2.1. KIKIRIKI I KIKIRIKI PASTA

Kikiriki (lat. Arachis hypogaea) je biljna vrsta u porodici mahunarki (Fabaceae) a potjece iz
Juzne Amerike, Meksika i Srednje Amerike. Za ljudsku uporabu koristi se sjeme kikirikija.
Kikiriki je bogat izvor bjelan¢evinama, vlaknima, mineralima, Zeljezom, cinkom i vitaminima
E i K. Kikiriki ne sadrzi kolesterol, a upotrebljava se kao dodatak kola¢ima, za proizvodnju
maslaca i ulja od kikirikija i drugo (https://hr.wikipedia.org/wiki/Kikiriki).

Salica kikirikija (146g) ima otprilike 828 kalorija,

389 proteina,

249 ugljikohidrata,

729 masti,

139 kalcija,

37g Zeljeza, izvor je niacina, folne kiseline mangana 1 cinka.

Kikiriki je prirodan izvor vitamina D i E (Kulier, 2013).
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Maslac od kikirikija je jedan od najprodavanijih maslaca od oraSastih plodova. Njegova
popularnost je porasla u posljednjim godinama, posebno sa sve veéim isticanjem vaznosti
zdravih masti u ljudskoj prehrani, kojima je ovaj maslac jako bogat. Upravo je udio masti ono
zbog Cega se mnogi boje maslaca od kikirikija. Kad se govori o zdravstvenim prednostima
uzimanja maslaca od kikirikija, na teret mu se stavlja udio zasi¢enih masti, no potvrdeno je da

ni ova vrsta masti nema negativan utjecaj na zdravlje.

Na trzi$tu je dostupno vise vrsta maslaca od kikirikija, razli¢itih brendova. Da bi odabrali
kvalitetan maslac vazno je procitati deklaraciju i sastav maslaca. Kikiriki maslac proizveden je
od 100% kikirikija i ne sadrzi nikakve druge dodatke. Za razliku od maslaca pozeljnog sastava,
u trgovinama moze se naci i kikiriki maslace u ¢ijem sastavu, osim Kikirikija ima i soli, biljnih

ulja (najcesce palmino), Secera i drugih dodataka.

2.2.2. ORASI

Orah su rod biljaka iz porodice Juglandaceae. To je drvo visoko 10-40m, sa Siljastim listovima
dugim 20-30cm. Dvadeset jedna vrsta oraha proteze se od sjeverne umjerene klime Starog
svijeta u podrucju od jugoisto¢ne Europe do Japana, a u Novom svijetu od jugoistocne Kanade

do Kalifornije na zapad i Argentine na jug.

Orasi imaju dvostruko vecu razinu antioksidansa polifenola od svih oraSastih proizvoda i tako
pomazu tijelu u borbi protiv slobodnih radikala koji oStecuju stanice i uzrokuju bolesti,

pokazalo je istrazivanje na SveuciliStu u Pennsylvaniji.

vvvvv

bogati nezasi¢enim masnim kiselinama, vitaminima i proteinima, ali znanstvenici upozoravaju
da je problem $to ih ljudi ne jedu dovoljno. Orahova jezgra najvise sadrzi ulja (55-65%), zatim
visokovrijednih bjelan¢evina (15%) te isto toliko ugljikohidrata, a bogata je i kalijem,
magnezijem, fosforom, zeljezom te vitaminima B 1 C. List oraha sadrzi ¢vrsto ulje Zuckaste
boje, tanin, kiseline te tvari ljutog i gorkog ukusa. Posto sadrzi neraspadnute ljekovite sastojke,
od orahovog liS¢a se mogu spravljati sirupi, ekstrakti 1 sli¢ni preparati. Osim Sto su bogati
antioksidantima, sadrze i zdrava vlakna, proteine, vitamine i minerale. Ne cude stoga
istrazivanja koja pokazuju da redovno uzimanje oraha moze smanjiti rizik od src¢anih bolesti,
nekih oblika raka i dijabetesa tipa 2. Jedna od zanimljivosti jest i da ORAH izgleda kao mali
mozak, ¢ak su bore i uvijanja bas kao 1 neo-korteks. Danas je poznato da orah pomaze u razvoju

viSe od tridesetak neuro-transmitera za mozdane funkcije (Kulier, 2013).



2.2.3. MAK

Makovi (Papaver), biljni rod iz porodice makovki (Papaveraceae) sa blizu 100 priznatih vrsta,
medu kojima su najpoznatiji i poljski i vrtni ili opijumski mak. Makovke se klasificiraju redu
zabnjakolike (Ranunculales). Mogu se javljati kao jednogodi$nje, dvogodisnje ili visegodisnje
biljke, raSirene po umjerenim i hladnijim krajevima Euroazije, Afrike i Sjeverne Amerike.

Cvijet moze biti crvene, roze, narancaste, zute ili bijele boje, a ima 4 do 6 latica.

Najpoznatija vrsta, vrtni mak, sirovina je za proizvodnju nekih droga, a koristi se 1 u ku¢anstvu

za pripremu kolaca (makovnjaca) (https://hr.wikipedia.org/wiki/Mak).

Sjeme maka je izuzetno bogato nezasi¢enim masnim kiselinama, posebno oleinskom i linolnom
(esencijalna omega 6 masna kiselina koju organizam ne stvara). Nalazi se u stani¢nim
membranama biljaka i sudjeluje u njihovoj izgradnji, a potice resorpciju i transport vitamina A,
D, E i K, koji su topivi u mastima. Od sjemena maka proizvodi se ulje, koje je dobra zamjena
za maslinovo. Jestivo je, a dobiva se hladnim presanjem sirovog sjemena. Mak koji se prodaje
u prehrambenim objektima ne sadrzi alkaloide (stvaraju ovisnost), jer je sjeme osuSeno, pa

slabo djeluje na nervni sistem.
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2.3. PLIJESNI

Plijesan ¢ine mikroskopske gljive koje rastu u obliku hifa. Kolonija plijesni sastoji se od
povezanih, umrezenih hifa koje tvore micelij. Imaju genetski identi¢ne stanice. Micelij plijesni
izlu¢uje hidroliti¢neenzime, koji razlazu organske tvari u jednostavne Secere. Izlucene tvari

pripremaju hranu za gljivu, koju onda hife jednostavno upijaju.

Crna, zelena ili Zuta boja plijesni potjece od njihovih spora (stanica kojima se razmnozavaju).
U plijesan pripadaju gljive iz odjeljaka Zygomycota, Deuteromycota i Ascomycota. Plemenite
plijesni koriste se u proizvodnji sireva. Plijesni su u stalnoj borbi s bakterijama oko hrane. Da
bi se oslobodile bakterija, lu¢e tvari koje su otrovne za bakterije. Te tvari su poznate pod
imenom antibiotici. Prema podacima znanstvenih istrazivanja poznato je preko 100.000 vrsta
plijesni i gljivica od kojih se od toga nekoliko stotina pojavljuje u stambenim prostorijama.
Primjecujemo ih u nasem stanu tek tada kad one mijenjaju boju jer im se promijene zivotni
uvjeti u kojima se razvijaju. Pojavljuju se u mnostvu razli¢itih tonova boja: zelenoj, crnoj, sivoj,
crvenoj pa i zutoj (https://hr.wikipedia.org/wiki/Plijesan).

Tijekom svog razvijanja one stvaraju sjeme koje je tako si¢usno da se ne moze zamijetiti golim
okom. Ove se spore u zraku mogu formirati u milijunskim koli¢inama i na taj se nacin (zrakom)
dalje prenose. Zajedno s toplinom, vlagom i hranidbenom podlogom one stvaraju nova gljivicna
gnijezda koja onda dalje proizvode milijunske koli¢ine novih spora.

Kao §to je spomenuto, plijesan je jednostani¢ni organizam i golim okom je vidljiv samo kada
je toliko razmnozen da stvori micelij. No, Sirenje micelija nije uvijek vidljivo, pa je problem

identificirati hranu ‘sigurnu’ za jelo.
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2.4. MIKOTOKSINI

Plijesni roda Aspergillus medu najée$¢im su uzro¢nicima kvarenja hrane i hrane za zivotinje, a
u nepovoljnim uvjetima mogu proizvesti mikotoksine kao toksi¢ne sekundarne metabolite.
Aflatoksini su skupina mikotoksina koji Cesto onecis¢uju razliCite zitarice, medu kojima
najceS¢e kukuruz, a ulaskom u prehrambeni lanac uslijed ishrane Zivotinja oneciS¢enim
krmivom, mogu biti prisutni 1 u hrani Zzivotinjskog podrijetla. Medunarodna agencija za
istrazivanje raka (IARC) svrstava aflatoksine u humane karcinogene skupine 1A, a sa stajaliSta
zdravstvene ispravnosti, jedan od najvaznijih mikotoksina je aflatoksin B1. Zbog snaznog
karcinogenog, teratogenog 1 mutagenog djelovanja, ¢iji su uc€inci u ljudi i Zivotinja u ovisnosti
0 razini i trajanju izlaganja, prisutnost aflatoksina B1 u hrani i hrani za Zivotinje potrebno je
potpuno sprijeciti ili zadrzati na najniZoj mogucoj razini. Kako prisutnost aflatoksina moze biti
opasna po zdravlje ljudi i zivotinja, u cilju sprjeCavanja $tetnih ucinaka, ali i posljedi¢nih
gospodarskih problema velikih razmjera, stalna kontrola u hrani i hrani za Zivotinje od velikog
su znacaja Sirom svijeta. U cilju proizvodnje zdravstveno ispravne hrane potreban je
kontinuirani razvoj novih metoda za detekciju aflatoksina i redukciju onecis¢enja kao i sustavna
provedba monitoringa na reprezentativnom broju uzoraka hrane i hrane za zivotinje ( Pleadin i

sur., 2014).

2.4.1. NASTANAK MIKOTOKSINA

Susni uvjeti i visoke temperature tijekom rasta i berbe kukuruza, poticu rast Aspergillus vrsta,
a time i proizvodnju AFB1, uz optimalnu temperaturu u rasponu 25 do 42 °C (Santin, 2005).
Upravo takvi vremenski uvjeti, zabiljezeni u Republici Hrvatskoj, bili su uzrokom pojave
oneci$¢enja kukuruza i krmnih smjesa za goveda sa AFB1 te posljedi¢no i mlijeka sa AFM1 sa
farmi mlije¢nih goveda (Pleadin i sur., 2014) Takoder, visoke temperature i susna razdoblja
pogoduju kolonizaciji raznih insekata i dovede do pucanja 1 oSte¢enja zrna kukuruza, dodatno
omogucavajuci sintezu toksina. Ranija istraZivanja ukazuju na to da pojavnost oneciS¢enja sa

AFBI u zna¢ajnoj mjeri ovisi o regiji u kojoj se Zitarice uzgajaju (Reddy i sur., 2009).

Utvrdeno je da na stvaranje aflatoksina u razli¢itim bioloSkim materijalima utjecu ¢imbenici
poput vrste supstrata, sadrzaja vlage u supstratu, prisutnosti aflatoksikogenih plijesni,

prisutnosti mineralnih tvari te mehani¢kog osSte¢enja zastitne ovojnice zrna.



2.4.2. AFLATOKSINI KROZ PREHRAMBENI LANAC

Na polju, ali i tijekom skladiStenja, moze do¢i do oneciSéenja zitarica plijesnima koje proizvode

toksi¢ne kemijske spojeve mikotoksine ( Pleadin i sur., 2014).

Glavni izvor mikotoksina kod ljudi su zitarice 1 proizvodi na bazi Zitarica te orasasti plodovi,
ali 1 proizvodi zivotinjskog podrijetla uslijed sekundarnog onecis¢enja plijesnima koje

produciraju mikotoksine.

Stupanj oneci$¢enja pri tom znacajno ovisi o mikroklimatskim uvjetima (sadrzaju vlage u
proizvodu, relativnoj vlaznosti zraka, temperaturi, pH vrijednosti 1 supstratu) koji mogu

pogodovati rastu plijesni i sintezi mikotoksina.

Aflatoksini su stabilni kemijski spojevi koje postupci prerade hrane uglavnom ne mogu unistiti,
a s obzirom da su Zzitarice Cest izvor AFB1 posljedi¢no su onecis¢eni i gotovi proizvodi na bazi
zitarica. Medutim, oneciS¢enje aflatoksinima ponekad je i neizbjezno, §to namece potrebu za
uvodenjem pogodnih postupaka prerade hrane i hrane za Zivotinje kojima bi Se mogao

inaktivirati toksin (Pleadin, i sur., 2014).

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 AFB1 u odnosu na propisane ( Pleadin i sur., 2014; Pleadin i sur., 2015).
U brojnim zemljama svijeta utvrdeno je oneciS¢enje mlijecnih proizvoda, sjemena pamuka,
jeCma, zrnja soje, peletirane pSenice, ljuski kikirikija te krmiva na bazi kukuruza i sirka
(Decastelli i sur., 2007).

Literatura ukazuju da su ljudi izlozeni AFB1, bilo izravnom konzumacijom oneéiSé¢ene hrane,
bilo neizravno konzumacijom proizvoda zivotinjskoga podrijetla (npr. mlijeka i jaja)

podrijetlom od Zivotinja koje su konzumirale onec¢is¢eno krmivo.



2.5. ZNACAJ AFLATOKSINA B1 | DOZVOLJENE VRIJEDNOSTI

Aflatoksini su prirodni mikotoksini koje proizvode mnoge vrste Aspergillus gljiva, od kojih su

najznacajnije Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus.

Aflatoksini su otrovni i spadaju medu najkancerogenije poznate supstance. Aflatoksini se
stvaraju na polju i tokom skladistenja, a najceS¢e se mogu naci u kukuruzu, sezamu, Kikirikiju,
pamuku, pistaciju, sjemenkama bundeve, bademu, ljesnjaku, suncokretu, soji, susenom vocu,
za¢inima, mlijeku i mlije¢nim proizvodima te mesu. Najznacajniji aflatoksini su aflatoksin B1,

B2, G1, G2, M1i M2 (Evan i sur., 2008).

Aflatoksin B1 je najtoksi¢niji i gotovo je uvijek prisutan gdje i B2, G1 i G2. Samo aflatoksin
B1, koji se moZze naci U npr. namirnicama koje sadrze nepreradene zitarice, ali ne moze se naci
u mlijeku, ubraja se u grupu kancerogenih supstanci, tj. spada u grupu 1 prema IARC
klasifikaciji (International Agency for Research on Cancer) $to znaci da je agens karcinogen i
da je to dokazano kod ljudi. Aflatoksin M1 spada u grupu 2A S$to znaci da je vjerojatno

karcinogen kod ljudi (karcinogenost je dokazana kod zivotinja).

Aflatoksini su dobili naziv prema A (Aspergillus) + FLA (flavus) + TOKSIN, a oznake B i G
oznacavaju pojavu plave (Blue) ili zelene (Green) boje fluorescencije pod UV zracima, dok

oznaka M oznacava prisustvo u mlijeku (Milk).

Na teritoriji Europske Unije vaZze sljede¢a ograniCenja: 2 ug-kg™' za aflatoksin B1 kao i
4 ng-kg! za sumu aflatoksina B1, B2, G1, G2 kod razli¢itih namirnica. VaZe razli¢ite grani¢ne
vrijednosti izmedu 2 i 12 ug-kg! za aflatoksin B1 kao i izmedu 4 i 15 ug-kg' za sumu
aflatoksina B1, B2, G1, G2 kod razli¢itih za¢ina, oraha, ulja, suhog voéa i kukuruza.

Za aflatoksin M1 vazi da je grani¢na vrijednost 50 nanograma po litri (0,050 ug-L™!) kod
svjezeg mlijeka, termicki obradenog i industrijskog mlijeka kao i 25 nanograma po litri
(0,025 ug-L™") u hrani za bebe. Za hranu za bebe i malu djecu vaZi granica od svega 10

nanograma po kilogramu (0,010 ug-kg ') opasnog aflatoksina B1 (Li i sur, 2010).

U svijetu postoje brojni nacionalni propisi kojima se ograni¢ava maksimalno dozvoljena

koli¢ina aflatoksina u hrani.
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Tablica 1. Nivo tolerancije za aflatoksin B1. (Mahoney i sur,. 2010)

drzava maksimalne dozvoljene proizvod
vrijednosti [pg-kg™]
Kanada 15 orasi
Ujedinjeno 20 Zivotinjske namirnice
Kraljevstvo
Europska Unija 2 orasi, suho voce, zitarice
Argentina 0 kikiriki, kukuruz i proizvodi
od kukuruza
Brazil 15 Zivotinjske namirnice
Kina 10 jestiva ulja
Ce¥ka Republika 5 Zivotinjske namirnice
Madarska 5 Zivotinjske namirnice
Indija 30 Zivotinjske namirnice
Japan 10 Zivotinjske namirnice
Nigerija 20 Zivotinjske namirnice
Poljska 0 Zivotinjske namirnice
JuZnoafricka 5 Zivotinjske namirnice
Republika
Zimbabve 5 Zivotinjske namirnice

Aflatoksini su termicki stabilni, tako da se u prehrambenoj industriji za ¢iS¢enje hrane od njih

koriste strojevi koji hranu tretiraju natrij hipokloritom i slicnim kemijskim postupcima.

Ciséenje se potvrduje tekuéom kromatografijom s fluorescentnom detekcijom.
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2.6. OCHRATOKSIN

Ochratoksin A je Siroko rasprostranjeni mikotoksin, naden u hrani biljnog i Zivotinjskog
porijekla. To je tek jedan od oko 400 mikotoksina ¢ijem su djelovanju izlozeni 1 Covjek i
zivotinje. Ochratoksini su derivati izokumarina, koji je povezan preko karboksilne skupine
amidnom vezom s fenilalaninom. Njegova slicnost s fenilalaninom upucuje na mogucénost
interakcija s razliitim enzimskim sustavima. Akumulira se u bubrezima 1 tkivima s veéim
sadrzajem lipida. Istrazivanja na prokariotima, eukariotima, pokusnim zivotinjama, te
stanicnim kulturama pokazuju da djeluje nefrotoksi¢no, genotoksi¢no, karcinogeno,
imunosupresivno, a upli¢e se i u koagulaciju krvi. Zbog izrazenog nefrotoksi¢nog djelovanja
Cesto se koristi u eksperimentalnim modelima ispitivanja mehanizama razvoja patoloskih
promjena u bubreznim bolestima, poglavito u ispitivanjima vezanim uz endemsku nefropatiju.
Zbog opisanih slicnosti klinickih 1 biokemijskih promjena u bolesnika s endemskom
nefropatijom i onih koje nastaju djelovanjem ochratoksina A na eksperimentalnim zivotinjama,
ochratoksin A je najceSc¢e studiran kao moguci uzrok ove bolesti. U literaturi su opisani razliciti
pristupi u stvaranju eksperimentalnih modela, koji se temelje na primjeni akutne i visoke doze
toksina. U svrhu imitiranja prirodne izloZenosti mi smo razvili vlastiti model, koji se zasniva
na primjeni svakodnevnih niskih doza kroz razdoblje od najmanje mjesec dana ( Zani¢,1999;
https://www.bib.irb.hr/56377?rad=56377).

2.7. UTJECAJ TOKSINA NA LJUDSKO ZDRAVLJE | PREVENCIJA

Ve¢ je spomenuto da postoji nekoliko vrsta plijesni, a neke od njih u hranu otpustaju otrove
zvane mikotoksini, zbog kojih se s vremenom moZemo prili¢no razboljeti. 1zlozenost tim
toksinima povecava Sanse da se oboli od cijelog niza zdravstvenih problema poput oStecenja
bubrega, jetre, oslabljenog imunoloskog sustava te da nam se poveéa rizik od raka i neuroloskih

simptoma.

Mikotoksini su otrovi visoke akutne toksicnosti, a mogu imati kancerogena, mutagena,
imunotoksicna 1 teratogena svojstva zbog utjecaja na genetski materijal nasih stanica (DNA i
RNA) (Anonymus 1). Akutna i kroni¢na oste¢enja zdravlja izazvana mikotoksinima nazivaju
se mikotoksikoze 1 mogu izazvati poremecaje Citavog niza sustava organizma (bubreznog,
krvozilnog, jetrenog, zivéanog). Mikotoksikoze nisu uobicajene kod ljudi, posebice je rijetko

akutno trovanje. Veca opasnost prijeti od kroni¢nih oStecenja pri dugotrajnoj izloZenosti
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mikotoksinima. U tablici 2 vidljive su moguce bolesti koje nastaju prekomjernom izlozenosti

mikotoksinima (Li i sur., 2010).

Tablica 2 Bolesti ljudi koje se povezuju s uno$enjem toksi¢nih koli¢ina mikotoksina
(Kataleni¢, 2004)

Sistem Zdravstveni problemi Mikotoksini

smanjena elasticnost zila,

krvotok o .
unutrasnja krvarenja

aflatoksini, satratoxini, roridini

proliv, povraéanje, krvarenje iz
crijeva osteéenje

digestivni sistem | jetre, nekroze, i brioze, rane na
mukoznim membranama,

aflatoksini, T-2 toksini,
deoksinivalenol (vomitoksin)

anoreksija
rt?splratornl ozblljnq pgtesche s disanjem, trikotehekeni
sistem krvarenje iz pluca

drhtavica, nekoordinirani pokreti,

nervni sistem - .
depresija, glavobolja

tremogeni, trikotehekeni

koza osip, fotosenzitivnost trikotehekeni

urinarni sistem | oStecenje bubrega ohratoksin, citrinin
reproduktivni sterilnost, promjene u i .

sistem reproduktivnim ciklusima T-2 toksin, zearalenon
imuni sistem promjene ili potpuno unistenje mnogi mikotoksini
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Sustav obavjeStavanja o pojavi mikotoksina: U Europi postoji RASFF sustav (Rapid Alert
System for Food and Feed), tj. sustav brzog uzbunjivanja za hranu i hranu za Zivotinje, a sluzi
za obavjeStavanje o zdravstveno neispravnoj hrani i hrani za Zivotinje u slu¢ajevima direktnog
i indirektnog rizika za ljudsko zdravlje koji potjecCe iz hrane i hrane za zivotinje. Tijekom 2012.
g. u ovom sustavu bilo je 446 prijava mikotoksina u hrani iznad MDK 1 jo$§ 119 u hrani za
zivotinje. Ukupan broj prijava zbog mikotoksina u hrani je u padu i to zahvaljuju¢i padu broja
prijava na aflatoksine. Mikotoksini se naj¢eSc¢e otkriju u orasastim plodovima (pistacio, Kikiriki,
bademi). Od svih prijava, lani je bilo svega 5 prijava aflatoksina u svjezem mlijeku (4 iz
Madarske i 1 iz Slovenije). Ministarstvo poljoprivrede je nacionalna kontakt tocka za RASFF
sustav 1 obavjeStava potrosace o povlacenju i opozivu zdravstveno neispravnih proizvoda

(Katalenic¢, 2004).

Zakonska regulativa: Hrvatska je medu drzavama koje imaju najnizu MDK za aflatoksin M1
u mlijeku, a imamo medu najnizima MDK i za ostale mikotoksine. Ovo podrucje regulirano je
Pravilnikom o najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani (NN 146/12).
Primjerice, MDK za aflatoksin M1 u mlijeku u Hrvatskoj je kao i u EU, a iznosi 0,05 pg/kg,
dok je primjerice u SAD-u ¢ak 10 puta visi i iznosi 0,5 pg/kg. Dakle, nasa drzava je postavila
znatno stroze kriterije od americkih, §to nam govori kako se odluka 0 MDK vrijednostima ne
donosi samo na temelju znanstvenih i stru¢nih dokaza, ve¢ i kao politicka odluka (Katalenic,

2004).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Uzorci na kojima su odredivani ukupni aflatoksini:

. kikiriki pasta,

. orasi,

. mak

Uzorci na kojima je odredivan aflatoksin B1:
. Kikiriki pasta,

. orasi,

. mak

Uzorak za odredivanje ochratoksina:

. bijeli kruh

Ostali uzorci na kojima se moze vrsiti analiza odredivanja mikotoksina:

proizvodi od zitarica (kruh, peciva, keksi), suho voce, orasasti plodovi, mlinski proizvodi.

U postupku su koriStene kemikalije metanol, destilirana voda, a od opreme bila je potrebna

analitiCka vaga, Elisa Cita¢, tresilica, mikropipete, menzure, Erlenmayerove tikvice, stakleni

lijevak, filter papir.
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3.2. METODE

Odredivanje mikotoksina vr$i se imunoenzimatskim ELISA testom.

3.2.1. Ukupni aflatoksini

ELISA-eng., Enzyme-Linkedimmunosorbentassay ,0D-eng., Opticaldensity

Imunoenzimatski ELISA test je biokemijska tehnika kojom se odreduje prisutnost antigena
(mikotoksina) u analiziranom uzorku. Na stjenkama jazica mikrotitar ploCice vezana su
specificna antitijela. Dodavanjem uzoraka ili standardnih otopina u jazice, prisutni mikotoksin
¢e se vezati na specificna antitijela na Stjenkama jazica. Vezani antigen dokazuje se
dodavanjem drugog specifi¢nog antitijela na koji je vezana peroksidaza (enzim konjugat). Bilo
koji nevezani enzimski konjugat uklanja se ispiranjem, potom se u jazice dodaje enzimski
supstrat i kromogen. Vezani enzimski konjugat pretvara bezbojni kromogen u plavo obojeni
produkt. Dodatak stop reagensa dovodi do promjene boje iz plave u zutu. Intenzitet boje mjeri

se na fotometru pri 450 nm.

Koncentracija ukupnih aflatoksina odreduje se na osnovu izmjerene apsorpcije otopine uzorka
u odnosu na apsorpciju standardne otopine poznate koncentracije. 1z bazdarne krivulje se
izratuna koncentracija ukupnih aflatoksina koja se izrazava u mikrogramima/kg prema

vaze¢em pravilniku.

Za odredivanje ukupnih aflatoksina koriSten je kit Romerlabba ,,Total AflatoxinAssay™ u
rasponu koncentracija 1-20 mikrograma/kg koji sadrzi sve potrebne reagense i standarde za

analizu aflatoksina.

U postupku su koriStene kemikalije metanol, destilirana voda, a od opreme bila je potrebna
analitiCka vaga, Elisa citac, tresilica, mikropipete, menzure, Erlenmayerove tikvice, stakleni

lijevak, filter papir.
Postupak:

Nakon homogenizacije uzorka odvaze se 20,0 g uzorka i doda 100 ml metanol: voda (70:30) u
Erlenmayerovu tikvicu s brusenim grlom i ¢epom. Uzorak se stavi na tresilicu oko 3 min, pusti
da se slojevi odvoje te profiltrira kroz filter papir Whatman 1. Poslije ekstrakcije uzorci se
pripremaju pomocu komercijalno dostupnog kita za aflatoksine Romerlabs: Agraquant Total
AflatoksinAssay. Pripreme se jazice sa zelenim obrubom za svaki standard i1 uzorak.

Mikropipetom se otpipetira 0,1 mL konjugata te se doda 0,05 mL svakog standarda i uzorka
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koriste¢i nove nastavke. Standardi 1 uzorci se promijesaju te se 0,1 mL prebaci u jazice s
odgovarajuc¢im antitijelima. Inkubacija traje 15 min. na sobnoj temperaturi (postupak je isti i za
odredivanje ochratoksina, osim §to vrijeme inkubacije traje 10 min.). Nakon toga se sadrzaj iz
jazica baca, a jazice se ispiru destiliranom vodom. Postupak se ponovi 5 puta, a izmedu svakog
ispiranja jaZice se trebaju osusiti tako da dno jazice ostane potpuno suho. U svaku jaZicu se
pipetira supstrat i inkubira na sobnoj temperaturi 5 min. Konverziju dodanog supstrata katalizira
enzim iz aflatoksin-enzim konjugata i pri ovoj se reakciji razvija plavo obojenje ove otopine.

Intenzitet obojenja otopine obrnuto je proporcionalan koncentraciji aflatoksina u uzorku.

Naime, obojenje otopine potjece iz enzimske reakcije koju katalizira enzim iz aflatoksin-enzim
konjugata vezanog na antitijelo na povrsini jazice, a ne od aflatoksina iz uzorka koji ne sudjeluje
u reakciji u kojoj se razvija plavo obojenje. Zatim se dodaje 0,1 ml stop otopine koja zaustavlja

specifi¢nu kompetitivno imuno-kemijsku reakciju i pri tom se boja mijenja iz plave u zutu.

Intenzitet obojenja ili opticka gustoc¢a (OD) otopine se odreduje pomocu ¢itaca mikrotitar
plo¢ica i to pri valnoj duljini 450 nm. Vrijednost dobivena za OD uzorka usporedi se s

vrijedno$¢u OD dobivenoj kod standardnih otopina i odredi koncentracija aflatoksina u uzorku.
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3.2.2. Aflatoksin B1

Kod odredivanja aflatoksina B1 tehnika i princip odredivanja su isti kao kod prethodnih analiza.
Aflatoksin B1 se odreduje u istim proizvodima kao i kod odredivanja ukupnih aflatoksina te u
mlinskim proizvodima od zitarica. Za njegovo odredivanje koristi se kit Romerlabsa
,»Aflatoksin B1 Assay“ u rasponu koncentracija 2-50 mikrograma/kg koji sadrzi sve potrebne

reagense i standarde za analizu aflatoksina.
Postupak

Slican je postupku odredivanja ukupnih aflatoksina. Razlika je $to se filtrat razrijedi s

puferskom otopinom tako da se u 0,1 ml filtrata doda isto toliko puferske otopine.

Koncentracija aflatoksina B1 koji se odreduje ovom metodom krece se u rasponu 2-50 ppb.
Uzorci koji sadrze veéu koncentraciju aflatoksina Bl dodatno se razrjeduju 70%-tnim

metanolom. U izra¢un se mora ukljuciti ukupno razrjedenje.

Racun: Za izradu bazdarne krivulje koriste se vrijednosti OD dobivene pomocu citaca
mikrotitarskih ploCica za 5 standardnih otopina (0, 2, 5, 20 i 50 ppb) podijeljene s OD
vrijednostima standarda O ppb, izrazene kao %. Negativan logaritam tih vrijednosti prenesen na
0s Yy, a na osi x nalazi se logaritam koncentracije standarda u ppb. Kako su koncentracije
standarda poznate (u standardnim otopinama se nalazi zadana koncentracija odredenih
mikotoksina), interpolacijom se iz bazdarne krivulje moze odrediti koncentracija aflatoksina

B1 (ukupnih aflatoksina i ochratoksina) u uzorcima koji se analiziraju.
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4. REZULTATI

Tablica 3 Rezultati analize odredivanja ukupnih aflatoksina u kikiriki pasti, maku i orasima

Broj jazice standardnih

koncentracija standardne otopine

rezultati vrijednosti OD

otopina (ppb)

1 0 1.088
2 1.0 1.024
3 2.0 0.727
4 4.0 0.451
5 10.0 0.172
6 20.0 0.075

vrsta uzorka koncentracija ukupnih

aflatoksina (ppb)

Kikiriki pasta 0.44 1.026
orasi 6.83 0.277
mak 0.00 1.468
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Slika 1: Bazdarni dijagram za izra¢un koncentracije ukupnih aflatoksina iz uzoraka kikiriki

paste, maka i oraha pomocu ocitanih vrijednosti opticke gusto¢e (OD) ¢ija se logaritamska

vrijednost nalazi na osiy, i1koncentracija standardnih otopina, ¢ija se logaritamska vrijednost

nalazi na osi x.
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Tablica 4 Rezultati analize odredivanja aflatoksina B1 u uzorcima Kikiriki paste, orasima i

maku

Broj jazice standardnih

koncentracija standardne otopine

rezultati vrijednosti

otopina (u ppb) oD
1 0 1.189
2 2.0 1.026
3 5.0 0.552
4 20.0 0.199
5 50.0 0.083
vrsta uzorka koncentracija aflatoksina B1
(Ppb)
kikiriki pasta 0.00 1.406
orasi 7.21 0.538
mak 0.00 1.572
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Slika 2: Bazdarni dijagram za izra¢un koncentracije aflatoksina B1 iz uzoraka kikiriki paste,

maka 1 oraha pomocu ocitanih vrijednosti opticke gustoée (OD) ¢ija se logaritamska

vrijednost nalazi na osiy, i1koncentracija standardnih otopina, ¢ija se logaritamska vrijednost

nalazi na osi X.
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Tablica 5 Rezultati analize odredivanja ochratoksina u uzorku bijelog kruha

Broj jazice standardnih

koncentracija standardne otopine

rezultati vrijednosti

otopina (ppb) oD
1 0 0.38
2 2.0 0.314
3 5.0 0.23
4 20.0 0.091
5 40.0 0.043
vrsta uzorka koncentracija ochratoksina
(Ppb)
bijeli kruh 0.00 0.632
bijeli kruh 0.00 0.629
bijeli kruh 0.00 0.615
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Slika 3: Bazdarni dijagram za izracun koncentracije ochratoksina iz uzoraka kikiriki paste,

maka 1 oraha pomocu ocitanih vrijednosti opticke gustoc¢e (OD) ¢ija se logaritamska

vrijednost nalazi na osi y, i koncentracija standardnih otopina, ¢ija se logaritamska vrijednost

nalazi na osi x.
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5. RASPRAVA

Kod analize ukupnih aflatoksina u maku, aflatoksina B1 u kikiriki pasti i maku te kod analize
ochratoksina u uzorku bijelog kruga, izraCunata vrijednost koncentracije toksina iznosi 0.00
ppb-a, §to znaci da je u navedenim namirnicama izmjerena koncentracija ukupnih aflatoksina,
aflatoksina B1 te ochratoksina manja od koncentracije najmanjeg standarda. Za ukupne

aflatoksine manja je od 1.0 ppb, a za aflatoksine B1 i ochratoksine manja od 2.0 ppb.

Prema Prilogu Uredbe br.1881/2006 - o kontaminantima, najvec¢e dopustene koli¢ine ukupnih
aflatoksina kod kikirikija koji se sortira ili drugacije fizikalno obraduje prije uporabe za

prehranu ljudi ili kao sastojak hrane, iznosi 15.0 ppb, a aflatoksina B1 8.0 ppb.

Usporedno tome, posto je uzorak kikiriki paste preradeni proizvod, kod kikirikija, oraSastih
plodova i njihovih preradenih proizvoda za izravnu prehranu ljudi ili uporabu kao sastojak
hrane, najveca dopustena vrijednost ukupnih aflatoksina je 4.0 ppb, a aflatoksina B1 2.0 ppb,
prema ¢emu vidimo da u analiziranim uzorcima Kikiriki paste ima znatno manje navedenih
toksina, vrijednost koncentracije ukupnih aflatoksina u analiziranim uzorcima kikiriki paste je
0.44 ppb, a aflatoksina B1 0.00.

Prema istom pravilniku, orasasti plodovi koji se sortiraju ili drugacije fizikalno obraduju prije
uporabe za prehranu ljudi ili kao sastojak hrane imaju najvise dopustene vrijednosti ukupnih
aflatoksina u vrijednosti 10.0 ppb, a aflatoksina B1 u vrijednosti 5.0 ppb te mozemo zamijetiti
kako u analiziranom uzorku oraha koncentracije aflatoksina B1 7.21 ppb dolazi do prijelaza
najviSe dopustene vrijednosti koncentracije aflatoksina B1 za 2.21 ppb, a kod ukupnih
aflatoksina, koncentracija u analiziranom uzorku im je za 3.17 ppb manja od najvece dopustene

koncentracije.

Najveca dopustena vrijednost ukupnih aflatoksina za mak koji se drugacije fizikalno obraduje
prije uporabe za prehranu ljudi ili kao sastojak hrane je 10.0 ppb, a aflatoksina B1 5.0 ppb, te

prema rezultatima obje analize (0.0 ppb) mozemo uociti da toksina prakticki nema.

Kod analize ochratoksina, prema navedenom pravilniku svi proizvodi dobiveni iz nepreradenih
zitarica, ukljucujuci preradene proizvode od Zitarica i zitarice za izravnu prehranu ljudi imaju
najve¢u dopusStenu koncentraciju ochratoksina u vrijednosti 3.0 ppb, S§to koncentracije

ochratoksina u analiziranim uzorcima bijelog kruha od 0.0 ppb definitivno ne prelaze.
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6. ZAKLJUCCI

Prema provedenim analizama ukupnih aflatoksina, aflatoksina Bl i ochratoksina mozemo
zakljuciti da se navedeni toksini u znacajnijoj koncentraciji rijetko pojavljuju kod gotovih
preradenih proizvoda kao §to su kikiriki pasta, mak i bijeli kruh, a kod orasastih proizvoda se

mogu zamijetiti viSe koncentracije, kao §to je bio slucaj sa analiziranim orasima.

U analiziranom uzorku oraha koncentracije aflatoksina B1 7.21 ppb dolazi do prijelaza najvise
dopustene vrijednosti koncentracije aflatoksina B1 za 2.21 ppb, a kod ukupnih aflatoksina,
koncentracija u analiziranom uzorku im je za 3.17 ppb manja od najveCe dopustene

koncentracije.

Do porasta razvoja toksina moglo je do¢i prilikom nepravilnog skladistenja u vlaznim uvjetima

koji su pogodni za razvitak plijesni, a time i njihovih toksina.
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