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1. UvOoD

Danas je u svijetu poznato oko 400 raznih mikotoksina. Ovi toksi¢ni metaboliti plijesni
onecis¢uju hranu, uzrocnici su razli¢itih bolesti kod ljudi i zivotinja, dovode¢i i do brojnih
Steta u gospodarstvu. U zadnjih par godina, uslijed promjene klime te porasta brojnosti
mnogih vrsta mikotoksina, pojacala se zainteresiranost struke i javnosti za ovaj noviji
javno zdravstveni problem.

U ovom radu prikazani su rezultati istrazivanja prisutnosti najznacajnijeg
mikotoksina, aflatoksina B1 (AFB:1) u sto¢noj hrani i aflatoksina M1 (AFM3) u uzorcima s
podru¢ja Republike Hrvatske mlijeku. Podaci se odnose na razdoblje od 2013. do 2017. na
podrudju.

Cilj istrazivanja je ukazati na vaznost ispitivanja stocne hrane na sadrzaj
mikotoksina. Svrha je potvrditi da se ranim otkrivanjem aflatoksina B: u sto¢noj hrani
umanjuje mogucnost prijenosa na mlijecne krave, tocnije mlijeko, a preko mlijeka dalje
prenosenje na ljude. Istrazena je povezanost izmedu sadrzaja aflatoksina B1 u sto¢noj hrani
sa sadrzajem aflatoksina M1 u mlijeku.

Pretpostavka je da ¢e se istrazivanjem utvrditi povezanost izmedu sadrzaja
aflatoksina B1 u sto¢noj hrani i sadrzaja aflatoksina M1 u mlijeku, odnosno da ¢e se s
poveéanjem sadrzaja aflatoksina Bi1 u sto¢noj hrani javiti povecanje sadrzaja aflatoksina

M1 u mlijeku.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Mikotoksini
Mikotoksini (gr. mykes — gljiva, toxicon — otrov) su sekundarni produkti

metabolizma koje plijesni sintetiziraju tijekom rasta na supstratima biljnog i Zivotinjskog
podrijetla. Kao Cesti onecis¢ivaci hrane, uz brojne znacajne Stete u gospodarstvu, uzro¢nici
su razli¢itih bolesti, najce$¢e putem hrane, rjede respiratornim putem. Bolesti koje
uzrokuju su mikotoksikoze. Mikotoksini predstavljaju veliki problem za ljude i Zivotinje u
brojnim zemljama svijeta. Prema procjeni FAO-a, 25% hrane koja se proizvodi u svijetu
kontaminirano je mikotoksinima (IP1). Mikotoksini su kemijski spojevi razli¢ite strukture,
razli¢itoga bioloskoga ucinka, u pravilu bez boje i okusa. Stabilni su i u pravilu otporni na
povisenu temperaturu. Njihova biosinteza ovisi o vrsti toksikotvorne plijesni, o klimatskim
i okolisnim uvjetima, fizikalno-kemijskim ¢imbenicima (temperaturi: od -5 do 60 °C,
sadrzaju vode u namirnici: 13% i vise, aw-vrijednosti: iznad 0,65; pH-vrijednosti: 3-9, te
koncentraciji plinova u atmosferi i sastavu namirnice (Sarkanj i sur., 2010). Hrana
oneciS¢ena mikotoksinima predstavlja bitan problem za ljude i Zivotinje. Posebno znacajan
problem predstavlja mogucnost prijenosa mikotoksina i njihovih metabolita na ljude,
putem jestivih Zivotinjskih proizvoda (Masek i Serman, 2006). Mikotoksini predstavljaju
vrlo stabilne spojeve koji dugo ostaju u sirovinama i zivotinjskim proizvodima te
predstavljaju velik rizik zbog moguéeg prijenosa na ljude (Valpoti¢ i Serman, 2006).
Zdravstveno ispravna i kvalitetna hrana za Zivotinje esencijalni je preduvjet zdravlja i
produktivnosti Zivotinja, kao 1 sprecavanja kontaminacije hrane za ljude (Sokolovi¢, 2005).
U danasnjim, ekoloSki narusenim uvjetima zivljenja, problem mikrobne kontaminacije
hrane (namirnica), primarno patogenim mikroorganizmima, odnosno njihovim toksinima,
tijekom citavoga prehrambenoga lanca (od polja do stola), na svjetskoj razini poprima sve
veci znacaj. Razlog tome je zastita zdravlja u ljudi 1 Zivotinja, zaStita ekonomije 1 trgovine,
uz dosljedno pridrzavanje zakonske regulative (Sarkanj i sur., 2010).

Cak i u malim koli¢inama predstavljaju opasnost za zdravlje Zivotinja i ljudi. Ljudi i
Zivotinje mikotoksine unose na tri na¢ina:

1. putem hrane,

2. udisanjem i

3. preko koze.



Izravnom ili neizravhom kontaminacijom mikotoksini mogu u¢i u prehrambeni lanac
covjeka ili zivotinja te osim $to mogu biti prisutne u vocu, povréu i zitaricama, takoder se
izluCuju putem Zzivotinjskih proizvoda, odnosno putem mlijeka, mesa i jaja (Slika 1.).

Iz toga proizlazi postojanje primarne kontaminacije, u koju spada kontaminacija Zitarica i
hrane biljnog podrijetla, te sekundarne kontaminacije, koje podrazumijevaju da, ako su

zivotinje hranjene kontaminiranim Zzitaricama, ostaci mikotoksina mogu se pronaéi i u

hrani zivotinjskog podrijetla (mesu, mlijeku, jajima).
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Slika 1. Put mikotoksina u hranidbenom lancu

Izvor: Kemijske i fizikalne opasnosti u hrani (Sarkanj i sur.,2010)

2.1.1. Mikotoksini kroz povijest

U povijesti se nailazi na podatke o masovnim trovanjima ljudi i Zivotinja, koja su
povezana s konzumiranjem pljesnive hrane i stocne hrane.
Tako se trovanja mikotoksinima, spominju ve¢ 943. godine kao “Vatra sv. Ante”
uzrokovana ergot alkaloidima nastalim razvojem plijesni Claviceps purpurea na zitarici

razi. Spominje se da su Zrtve “Vatre sv. Ante”, ergotizma, bili izlozeni i dietilamidu



lizergi¢ne kiseline (LSD), halucinogenom sredstvu, nastalom pri pecenju kruha od psenice
koja je sadrzavala ergot. Ergotizam je bio odgovoran uzro¢nik smrti tisu¢a ljudi u Europi u
srednjem vijeku. Obiljezavaju ga simptomi otrovanja kao zareca bol u udovima, jaka zed,
gréevi, povracanje, proljev, halucinacije, napadaji, svrbez. Zbog jakog spazma arterija
moze do¢i do prekida cirkulacije u okrajcima tijela (prsti, uske, nos) i suhe gangrene.
Godine 1039. zabiljezena je epidemija ergotizma u Francuskoj. Za vrijeme ovog izboja
Gaston de la Valloire je dao izgraditi bolnicu kako bi se pomoglo oboljelima. Bolnica je
posvecena sv. Antunu, pa se stoga i bolest pocela nazivati ,,vatra sv. Antuna®. Kasnije je
osnovan i red sv. Antuna i izgradeno je preko 370 bolnica kako bi se pruzila pomoc
oboljelima od ,,svete vatre®, u ime sv. Antuna (Brajdi¢, 2014). U Novom vijeku takoder
postoje zapisi o slucajevima koji se pripisuju ergotizmu i to godine 1691. i 1692. na
sudenju vjeSticama u Salemu. Prema zapisima preteZito su obolijevali djeca i mlade Zene, a
simptomi poput gréevitih napada, bockanja, grizenja te ukazanja demona i utvara, umjesto
ergotizmu, pripisani su ¢inovima vjestica, koje su zbog toga bile optuzene na smrt.
Takoder je poznati slu¢aj masovnog trovanja ljudi koji se dogodio 15. kolovoza 1951.
godine, u malom gradu Pont-Saint-Esprit u juznoj Francuskoj, poznat pod nazivom Le Pain
Maudit. Oboljelo je vise od 250 ljudi, a zabiljezeno je 7 smrtnih slucajeva. Postojala je
sumnja na bolest u prehrani jer se ¢inilo da su zrtve imale jednu zajedni¢ku vezu. Naime,
svi su jeli kruh iz pekare Roch Briand. Znanstvenici su ve¢ u rujnu 1951., prema pisanju u
British Medical Journalu, izjavili da je do izbijanja trovanja doslo zbog jedenja kruha od
razenog zrna, koji je bio zarazen gljivicom.

Izmedu 1930. 1 1940. godine u SSSR-u je bila ucestala pojava alimentarna toksi¢na
aleukija (ATA), povezana je s trihotecenima koje proizvode plijesni Fusarium na psenici,
prosu i je¢mu. Godine 1934. na Srednjem zapadu u Sjedinjenim Ameri¢kim drzavama
zabiljeZen je masovni pomor zivotinja u kojem je vise od 5 000 konja uginulo od “bolesti
uzrokovane kukuruznom plijesni”.

Intenzivnije proucavanje toksi¢nih ucinaka mikotoksina zapocinje 1960. zbog
znatnih ekonomskih gubitaka u Velikoj Britaniji uzrokovanih pomorom mladih purana,
svinja i fazana. Otkrivena je plijesan Aspergillus flavus i utvrdeno je da je za ugibanje
Zivotinja odgovoran karcinogen 1 toksiCan aflatoksin Bi1 koji je bio izoliran iz brasna
kikirikija (Pers$i i sur., 2011), uvezenog iz Brazila. Ovo akutno otrovanje aflatoksinom
poznato kao ,,X bolest purana“ uzrokovalo je uginuce 100 000 puri¢a i 20 000 druge peradi
od akutne nekroze jetre i hiperplazije Zucnih kanala. Ta se godina smatra prekretnicom u

snaznijem pristupu istraZivanjima mikotoksina u modernoj povijesti. Takoder se 1972.
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pojavio problem odbijanja hrane kod svinja u pojasu "“Corn Belt*, sto se pripisuje
prisutnosti mikotoksina u sto¢noj hrani.

U najnovijoj povijesti naSe regije, to¢nije 2013., izbila je vrlo poznata afera oko
pojave aflatoksina M1 u mlijeku. U kontroliranim uzorcima trajnog mlijeka s polica
supermarketa i trgovina u Bosni i Hercegovini, Hrvatskoj i Srbiji, koli¢ina aflatoksina Mz
iznosila je vise od dozvoljene granice od 0,05 pg/kg mlijeka, $to nije bilo prema standardu
EU i naravno, predstavljalo je opasnost po same potrosace. Niti Slovenija nije bila
postedena, jer je Nacionalni slovenski institut za veterinarstvo, analizom otkrio aflatoksin u
mlijeku na dvije slovenske farme pocetkom 2014. Kako to poslije i biva, uslijedilo je
prebacivanje krivice s jedne zemlje na drugu. Nitko nije zelio priznati vlastitu pogresku i
opravdanje se trazilo u konstataciji da je nekvalitetan kukuruz uvezen iz druge zemlje
(IP?). Iako nije poznato da je zabiljezen slu¢aj trovanja kod ljudi ili Zivotinja, ipakK je to bio

veliki moralni i ekonomski udarac proizvodacima mlijeka i mljekarama.

2.2. Podjela mikotoksina
Mikotoksini se medusobno razlikuju na osnovu tipa plijesni, bioloSkih ucinaka na

organizam ¢ovjeka ili zZivotinje, zatim kemijske strukture 1 prema ucinku kojeg ispoljavaju
u organizmu. S obzirom na to postoji nekoliko nacina njihove podjele:
1. Prematipu plijesni:
e Plijesni polja: Fusarium, Helminthosporium, Cladosporium i Alternaria
e Plijesni skladistenja: Penicillium i Aspergillus
¢ Plijesni uznapredovalog kvarenja: Rhizopus, Mucor, Chaetomium,
Papulospora i Sordaria
2. Prema bioloskom ucinku na organizam ¢ovjeka ili Zivotinje:
e Mutageni
e Karcinogeni
e Imunosupresivni
e Estrogeni
e Teratogeni
3. Prema kemijskoj strukturi:
e Seskviterpene
e Kumarine

e Laktone



4. Prema ucinku kojeg ispoljavaju u organizmu:
e Hepatotoksi¢ne: aflatoksini
e Nefrotoksi¢ne: ohratoksin i citrinin
e Neurotoksi¢ne: fumonizin i patulin

e (Citotoksi¢ne: trihoteceni

Najvazniji mikotoksini su aflatoksini, ohratoksin A (OTA), deoksinivalenol (DON),
zearalenon (ZEN), fumonizini B1, B2 i B3 (FB1, FB2, FB3), citrinin (CTN) i drugi
trihoteceni, patulin (PAT) i ergot alkaloidi (EA).

Glavne toksikogene vrste plijesni i njihovi glavni mikotoksini navedeni su u tablici 1.
Tablica 1. Glavne toksinogene vrste plijesni i njihovi glavni mikotoksini

Rod gljivice Mikotoksin
Aspergillus sp. Aflatoksin, Ohratoksin A, Ciklopiazoniéna kiselina
) Deoksinivalenol (Vomitoksin, DON), T-2 toksin,
Fusarium sp. ) o o
Diacetoksiscirpenol(DAS), Zearalenon, Fuminosini
Penicillium sp. Patulin, Ohratoksin A
Cladosporium sp Emodin, Kladosporin

Izvor:1P3

U ovom radu obradena su dva mikotoksina i to aflatoksin AFB; i aflatoksin AFM;.

2.2.1. Aflatoksini

.....

zivotinja. Aflatoksini su metaboli¢ki produkti plijesni Aspergillus flavus i A. parasiticus
koje 1h sintetiziraju ve¢ u polju, kao 1 tijekom Zetve te skladiStenja 1 prerade Zitarica.
priPovoljne su temperature izmedu 24 i 35 °C i vlaznost iznad 7%, a 10% u ventiliranom
prostoru (Williams i sur., 2004). Svojstvo termostabilnosti tijekom prerade hrane
aflatoksine svrstava u potencijalno opasne metabolite plijesni.

Danas je poznato dvadesetak aflatoksina, od kojih su najznacajniji aflatoksini By,
B2, G1 i G2 poznatiji kao ukupni aflatoksini te u mlijeku Aflatoksin M1 i Ma.

Na slici 2. prikazana je strukturna kemijska formula navedenih aflatoksina.
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Slika 2. Strukturne kemijske formule aflatoksina

lzvor: IP*

Pobrojane plijesni iz tablice 1. se Cesto nalaze medu zitaricama, bademima, orasima,
kikirikijem, pamuénim sjemenom i kineskom Se¢ernom trskom. Razvoj mikroorganizama
se moze javiti kao posljedica oSte¢enja namirnica od strane insekata, sporog susenja i
uskladistenja u vlaznim uvjetima (IP®). Aflatoksini su prirodni derivati kumarina. Vidljivi
su u UV—spektru pri valnoj duljini od 365 nm. Imena aflatoksina B i G dobili su prema boji
fluorescencije. Tako oznaka B oznacuje plavu (eng. blue), a G za zelenu (eng.green) boju.

Topljivi su u organskim otapalima poput alkohola, acetona i kloroforma, a u vodi se
gotovo ne tope. Termostabilni su i u prirodnom stanju vezu se uz proteine koji ih Stite od

nepovoljnih vanjskih utjecaja (IP*?). Utvrdivanje prisutnosti aflatoksina u hrani za Zivotinje
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je vazno zbog moguce kontaminacije mlijeka u zivotinja hranjenih s aflatoksin-
kontaminiranom hranom (Bilandzi¢ i sur., 2013).

Limbikani i sur. (2014) isticu da se koncentracija aflatoksina B1 (AFB1) u ukupnom
aflatoksinu uglavnom krec¢e >50% te nam daje potvrdu da poviSena koncentracija kod
ukupnih aflatoksina najve¢im dijelom dolazi od AFB:. Hidroksilacijom prethodno
navedenih ukupnih aflatoksina, a prije svega AFB:1 i AFB2 u hrani i krmivima nastaje

.....

zivotinjskoga podrijetla. Nalazi ga se u poljoprivrednim proizvodima, Zitaricama,
uljaricama, kavi, riZi, kikirikiju, pistacijama 1 dr. Od svih mikotoksina on je najvaZzniji
kancerogen. Podnosi izuzetno visoke temperature (do 260 °C) te se stoga ne moze ukloniti
termickom obradom namirnice.

Ciljni organ toksi¢nog djelovanja AFB: je jetra, a izrazenost promjena ovisna je o
dozi, duZini izloZenosti, Zivotinjskoj vrsti, uzgoju i1 uhranjenosti. Uz akutni 1 kroni¢ni
toksi¢ni ucinak, aflatoksini imaju imunosupresivno, mutageno, teratogeno i karcinogeno
djelovanje. Otrovanje s velikim dozama AFB; moze imati smrtni ishod, subletalne doze
uzrokuju kroni¢no otrovanje, a kroni¢na izlozenost niskim dozama uzrokuje maligne
tumore, prvenstveno primarni karcinom jetre (Domacinovic¢ i sur., 2012). AFBy svrstan je,
zbog svoga dokazanoga karcinogenoga uc¢inka na zivotinje i ljude, prema Medunarodnoj
agenciji za istrazivanje raka (International Agency for Research on Cancer - IARC), u
Skupinu 1. (Sarkanj i sur., 2010). Prema Pravilniku o sigurnosti hrane za Zivotinje, U
daljnjem tekstu Pravilnik 1 (NN 102/16) dopustena koli¢ina aflatoksina propisana je
Prilogom Uredbe Komisije (EU) br. 574/2011 od 16. lipnja 2011. o izmjeni Priloga I.
Direktivi 2002/32/EZ Europskog parlamenta i Vije¢a u pogledu najvecih dopuStenih
koli¢ina za nitrit, melamin, Ambrosia spp. i neizbjeznog prenosenja nekih kokcidiostatika i
histomonostatika i o konsolidaciji Priloga I. i Il. Direktivi (SL L 159, 17. 6. 2011.) (u
daljnjem tekstu Uredba Komisije (EU) br. 574/2011). Uredba komisije (EU) 574/2011
donosi sljedecu tablicu u odjeljku II: Mikotoksini (tablica 2.).



Tablica 2. Dopustena koli¢ina aflatoksina B1 u Republici Hrvatskoj kada udio vlage u hrani

za zivotinje iznosi 12%

Najveca dopusStena koli¢ina u
Nepozeljne tvari Proizvodi namijenjeni za hranu za Zivotinje | mg/kg (ppm) kada udio vlage u
hrani za Zivotinje iznosi 12%

Krmiva 0,02

Dopunske i potpune krmne smjese 0,01

osim:

- potpunih krmnih smjesa za mlije¢na goveda i

telad, mlijecne ovce i janjad, mlije¢ne koze i 0,005
1.Aflatoksin B1 jarad, prasad i mladu perad

- potpune krmne smijese za goveda (osim
mlijeénih goveda 1 teladi), ovce (osim
mlijeénih ovaca i janjadi), koze (osim 0,02
mlije¢nih koza i jaradi), svinje (osim prasadi) i
perad (osim mlade peradi).

1.Glavnica razi
(Claviceps
purpurea)

Krmiva i krmne smjese koje se sastoje od

nemljevenih Zitarica 1000

Izvor: Uredba komisije (EU) 574/2011

Kod sisavaca se AFB;1 i AFB; metaboliziraju u AFMy AFM> i to u mlije¢nim Zlijezdama.
Tijekom pasterizacije i sterilizacije mlijeka smanjuje se koli¢ina AFMy, ali bez obzira na
to, AFM: moze narusiti zdravlje ljudi, a prije svega ugrozena su djeca jer oni najvise
konzumiraju mlijeko te mlije¢ne proizvode.

Zbog promjene klimatskih uvjeta i globalnoga zatopljenja poCeo se pojavljivati
aflatoksin u zitaricama, mlijeku i mlije¢nim proizvodima i u umjerenim klimatskim
podrucjima (Peraica i sur., 2014). Bitno je istaknuti da se tek unatrag 20-ak godina pocela
evidentirati prisutnost aflatoksina u uzorcima hrane i sto€ne hrane, premda ve¢inom u
koncentracijama unutar propisanih vrijednosti. Tako su Griessler i sur. (2010) na podrucju
juzne Europe u razdoblju od 2005. od 2009. ispitivali 416 uzoraka sto¢ne hrane i utvrdili
prosje¢nu koncentraciju ukupnog aflatoksina od 3 ug/kg. Autori su istaknuli da nije doslo
do znacajnije intoksikacije aflatoksinima u odnosu na ostale vrste mikotoksina. U
istrazivanju 2009. u Republici Hrvatskoj utvrdena je prisutnost AFB1 kod 24-31% uzoraka,
ali ispod koli¢ina dopustenih Pravilnikom 1 (Mitak i sur., 2013, cit. prema Segvié i sur.,
2009). Povoljni klimatski uvjeti 2012. potaknuli su proizvodnju plijesni na Zitaricama, a S
njima i vecu pojavu aflatoksina. Hrvatska agencija za hranu u rezultatima studije iz 2012.,
gdje se navode podaci za 300 uzoraka sto¢ne hrane, utvrdila 20%-tnu pojavnost AFB: u
rasponu od 1-10 ug/kg. Istovremeno je Sinkovi¢ (2012) potvrdio prisutnost aflatoksina na
zitaricama iz ekoloSkog i konvencionalnog uzgoja u koncentraciji manjoj ili neznatno

iznad 1,0 pg/kg. Da je pojavnost aflatoksina postala sve ucestalija ukazala nam je Ninkovi¢



(2016), u cijem se radu utvrdivao sadrzaj aflatoksina na 200 uzoraka zrna kukuruza i
utvrdeno je da su ih 18% bili pozitivni s prosje¢nim sadrzajem od 12,31 pg/kg. S druge

strane, u uzorcima silaze nije utvrdena prisutnost aflatoksina.

Slika 3. Aflatoksin B

Izvor: IP°

Da je intoksikacija aflatoksinima u porastu pokazuju rezultati istrazivanja tvrtke
Biomin koja je u svojem "Romer" Laboratoriju u Tulin, Austrija ispitala 15 596 uzoraka
sto¢ne hrane s podru¢ja Europe u razdoblju od 2009.-2017. godine. U grafu 1. prikazano je
kretanje broja pozitivnih (%) uzoraka i kretanje prosje¢nog sadrzaja aflatoksina u pug/kg, na

uzorcima sto¢ne hrane.
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Graf 1. Kretanje sadrzaja AFB1u sto¢noj hrani u Europi
u razdoblju od 2009.- 2017.

Izvor: 1P

Iz istrazivanja tvrtke Biomin vidi se kontinuirani porast broja pozitivnih uzoraka
izrazeno u postotku te porast prosje¢nog sadrzaja aflatoksina u razdoblju od 2009.-2017.
godine. Pri tome je bitno istaknuti da znanstvenici tvrtke istiCu znatnu zastupljenost i
intoksikaciju zrna kukuruza u odnosu na ostale istrazene Zitarice (pSenica, jeCam, zob,

tritikal i krmne smjese).

2.2.1.2. Aflatoksin My u mlijeku
AFM; je hepatokarcinogeni metabolit, dobiven hidroksilacijom aflatoksina B:1 pronaden u

mlijeku krava koje su konzumirale hranu zagadenu aflatoksinom Bi1 (BilandZi¢ i sur,
2013). Sintetiziraju ga plijesni iz roda Aspergillus. Nalazi se u mlijeku i mlije¢nim
proizvodima. Dopustena koli¢ina AFM1 u Republici Hrvatskoj regulirana je Pravilnikom o
najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani, u daljnjem tekstu

Pravilnik 2 (NN 146/2012) prema kojem je propisano sljedece, prikazano u tablici 3.
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Tablica 3. Dopustena koli¢ina aflatoksina M1 u Republici Hrvatskoj

Najvece
AFLATOKSIN M; dopustene
kolicine
(ng/kg)
Sirovo mlijeko, toplinski obradeno mlijeko i mlijeko za proizvodnju mlije¢nih proizvoda 0,05
Pocetna i prijelazna hrana za dojencad, ukljucujuéi pocetno i prijelazno mlijeko za
dojencad 0,025
Hrana za posebne medicinske potrebe namijenjena posebno dojencadi 0,025

lzvor: Pravilnik o najveéim dopustenim kolicinama odredenih kontaminanata u hrani (NN 146/2012)

Prema navedenom pravilniku ako je razina aflatoksina M1 u mlijeku veéa od
dopustene, proizvod se ne smije koristiti za prehranu ljudi, niti za proizvodnju mlije¢nih
proizvoda. U mnogim je zemljama Europe koje nisu ¢lanice EU i u zemljama Juzne i
Sjeverne Amerike, Azije i Afrike dozvoljena koncentracija AFM1 do razine od 50 pg/kg.

Stopa apsorpcije aflatoksina i izlu¢ivanje AFM1 u mlijeku varira izmedu pojedinih
Zivotinja, iz dana u dan te od jedne do druge muznje i mnogim drugim faktorima. Opcenito
se smatra da se otprilike 1-3% AFB; prisutnog u hrani zivotinja pojavljuje kao AFMy u
mlijeku (Bilandzi¢ i sur., 2013). Nakon konzumiranja hrane u kojoj je prisutan aflatoksin
B1 mlijeko je kontaminirano s hidroksil-metabolitom AFM., U krava s visokim prinosom
mlijeka, zbog znatno vece potro$nje koli¢ine hrane, moze do¢i do prijenosa (carry-over) i
do 6,2% (EFSA, 2004; Fink-Gremmels, 2008). Ako se konzumira hrana kontaminirana s
AFB1, u mlijeku ¢e se pojaviti AFM1 dva do tri dana nakon ingestije. Isto tako dva do tri
dana nakon konzumacije hrane bez aflatoksina dolazi do smanjenja koncentracija AFM; u
mlijeku. Ljudi mogu biti izloZzeni AFM1 putem endogene proizvodnje ili unosom mlije¢nih
proizvoda. Pretpostavlja se da su najvise izlozena djeca jer su najveci potrosaci mlijeka i
mlije¢nih namirnica, a ne smije se zanemariti dojenc¢ad zbog izlucivanja toksina u mlijeku
Zena koje doje. Smatra se da postupak pasterizacije ili prerade u sir ne djeluje na AFM1 u
sirovom i obradenom mlijeku. Unato¢ tome, zbog njegove slabe topljivosti u maslacu i
dobre apsorpcije u skuti, proizvodi kao $to su maslac, skuta i sirutka pokazuju odstupanja u
sadrzaju AFM¢ u odnosu na izvorno mlijeko.

Zbog njihove termostabilnosti aflatoksini se javljaju i u mlijeku obradenom ultra-
visokim temperaturama tzv. UHT mlijeku (engl. high temperature processing) i
fermentiranim proizvodima od mlijeka. Prijenos aflatoksina od sto¢ne hrane do mlijeka u

mlijeénih krava je pod utjecajem razli€itih fizioloSkih 1 prehrambenih cimbenika,
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uklju¢ujuéi i rezim hranidbe, stupanj digestije, zdravstvenog stanja zivotinja, bio
transformacijski kapacitet jetre te proizvodnju mlijeka. Na zagadenje aflatoksinima utjecaj
imaju hladne i tople sezone time S§to su u proljece i ljeto dostupne svjeZe namirnice za
prehranu stoke kao $to su ispaSa, trava, korov i sirova hranjiva, dok u vrijeme hladnih
mjeseci, zivotinje puno ¢e$¢e konzumiraju suha, pripremljena hranjiva ili koncentrate. U
hrvatskim ruralnim podru¢jima cCesta je ishrana suhim sijenom koje nepravilnim
skladiStenjem uz neadekvatne uvjete moze rezultirati pojavom aflatoksina. Vazni ¢initelji o
kojima ovisi razina zagadenja aflatoksinima su temperatura i vlaga. Plijesni kao Sto su
Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus lako rastu pri temperaturi od 28 °C na
hranjivima sa sadrzajem vlage izmedu 13-18%, a pogodna relativna vlaznost zraka im je
izmedu 50 i 85%. Takoder, ako je prisutna vlaznost zemlje i ostecenje hranjiva koji su
prouzrodili insekti takoder povecavaju moguénost razvoja takvih plijesni. Ipak, najcesci
razlog zagadenju su i dalje neadekvatni uvjeti skladistenja. Zato se u Europskoj Uniji i
svijetu provode kontrole ¢ime se nadzire proizvodnja hrane za zivotinje i sadrzaj AFMz1 u
mlijeku (IP).

Danas se pri odredivanju AFM; koriste orijentacijske metode medu kojima je
najzastupljenija ELISA metoda kao brza, jednostavna i pouzdana metoda (Bilandzi¢ i sur,
2013). ELISA metoda se pokazala najbrzom, ekonomski i ekoloski prihvatljivom metodom
kojom se mozZe ispitati veliki broj uzoraka u kratkom vremenu (Segvi¢ Klarié i sur., 2008).
Najvece dopustene koli¢ine (NDK) propisane su Pravilnikom o sigurnosti hrane za
zivotinje (NN 102/16) gdje se dopustena koli¢ina aflatoksina odreduje kako je propisano
Prilogom Uredbe Komisije (EU) br. 574/2011 od 16. lipnja 2011. te Pravilnikom o
najveéim dopuStenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani (NN 146/2012) te
preporukama Europske unije (2006/576/EC). Pravilnik o provodenju analiti¢kih metoda i
tumacenju rezultata (N.N. 02/05.) definira uvjete o primjeni analitickih metoda, no bez
obzira koja se analiticka metoda koristi, ista prethodno treba biti ispitana kroz odredivanje
validacijskih parametara te mora davati to¢ne i precizne podatke, biti dovoljno specificna
za odredivanje vrlo niskih koncentracija mikotoksina, odnosno imati niske limite detekcije
(Mitak i sur., 2011). Sto¢na hrana je najces¢i kontaminant dok je mlijeko temeljni
mlijeku potencijalno je opasan za zdravlje ljudi. Pravilnik 2 (NN 146/2012) odreduje NDK
za AFM; u sirovom i toplinski obradenom mlijeku od 0,050 pg/kg.

Isto kao S$to se u zadnjih desetak godina pocela evidentirati pojavnost aflatoksina u

sto¢noj hrani tako se pocela evidentirati i pojavnost AFM1 u sirovom mlijeku. Ve¢ su
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Markov i sur. (2010) utvrdili na uzorcima (n=60) mlijeka kontinentalne Hrvatske 86,7%
pozitivnih uzoraka na AFM: od kojih je 7,7% bilo iznad NDK. Zatim su Bilandzi¢ i sur.
(2010) utvrdili koncentraciju AFM1 na 61 uzoraka mlijeka na mlije¢nim farmama u RH od
prosje¢no 0,018 pg /1 tijekom razdoblja zima-prolje¢e te 0,04 pg/l tijekom ljetnog
razdoblja. Bilandzi¢ i sur. (2015) posebno isti¢u 2013. kao prijelomnu godinu sa
maksimalno izmjerenim koncentracijama AFM: u sirovom mlijeku. Autori ukazuju na
visoke sadrzaje AFMi u uzorcima mlijeka tijekom 2014. Tvrde da su takvi rezultati
uzrokovani izbijanjem afere zbog povisenih koncentracija AFM; tijekom 2013. prije svega
u istoénom dijelu Hrvatske. Tamo su izmjerene maksimalne koncentracije AFM;: u
mlijeku od 0,764 ng/kg, nakon Cega je uslijedio pojaani monitoring na aflatoksine u
sto¢noj hrani i mlijeku. Zatim Womack i sur. (2015) objavljuju da su u razdoblju od 2010.-
2015. utvrdili na 7 841 uzorku mlijeka i mlije¢nih proizvoda gotovo 75% pozitivnih
uzoraka na AFM: od kojih je 26% bilo iznad NDK. Da se poviseni sadrzaj aflatoksina u
mlijeku zadrzao nakon krize ukazali su Markov i sur. (2010). Autori su utvrdili prisustvo
AFM; u mlijeku (87%) kod individualnih proizvodaca kontinentalne Hrvatske. Izmedu
ostalog utvrdili su i da gotovo 7% uzoraka ima koncentraciju AFM; iznad NDV. Da se
poviseni sadrzaj AFM1 konstantno zadnjih par godina zadrzava u uzorcima svjezeg mlijeka
ukazuju rezultati Bilandzi¢ i1 sur. (2016). Autori su utvrdili na 548 uzoraka mlijeka
prosjeéni sadrzaj AFM1 od 0,0369 ug/kg u zapadnoj, 0,0311 ug/kg u sredi$njoj te 0,0414
ng/kg u istocnoj regiji Hrvatske tijekom veljace i ozujka 2015.

2.3. lzvori kontaminacije mikotoksinima
Razvoj i intenzitet pojavljivanja mikotoksina uvjetovan je mikroklimatskim

¢imbenicima u razli¢itim dijelovima svijeta te uz pogodne ekoloske prilike trajno
ugrozavaju proizvodnju i skladiStenje stoéne hrane. Geografska rasprostranjenost
mikotoksina vezana je uz klimatske uvjete rasta pojedinih vrsta plijesni. Tako se npr.
aflatoksini (koje uglavnom sintetiziraju Aspergillus spp.) nalaze ¢e$¢e i u vecim
koncentracijama na krmivima u tropskom i suptropskom podruc¢ju (Juzna Amerika,
Oceanija, Indonezija), a ohratoksini, zearalenon i trihoteceni (koje uglavnom sintetiziraju
Penicillium i Fusarium spp.) nalaze se u umjerenom klimatskom podrucju (Sjeverna
Amerika, Europa, Azija i Rusija). Ovo je vrlo vazno za pravilno usmjeravanje analitike
krmiva na mikotoksine ovisno iz kojeg podneblja ona dolaze (Domacinovi¢ i sur., 2012).
Za pojavnost plijesni i njihovih metabolita odgovorni su:

1. odgovarajuci sadrzaj vlage (slobodna ili aktivna voda),
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2. pogodne temperature,

3. prisutnost kisika,

4. fizicka oStecenja na usjevima, 1

5. prisutnost gljivi¢nih spora.

Najcées¢i izvori mikotoksina u hrani su: zitarice, braSno, kruh, mahunarke, riza, mlijeko 1
mlije¢ni proizvodi, meso i suhomesnati proizvodi, masline i maslinovo ulje, kava, suho
voce, vino, pivo, sokovi, zacini, ¢ajevi, a u tablici mozemo vidjeti pregled Zitarica u kojima
su dokazani mikotoksini.

Tablica 4. Pregled zitarica u kojima su dokazani mikotoksini

MIKOTOKSIN pienica raz jecam zob kukuruz riza proso

Aflatoksin

Citrimin

Kojicna kiselina

Luteoskirin

Okratoksin

Patulin

Penicilinska kis.

Sterigmatocistin

Trihoteceni

Zearalenon

Izvor: Kemijske i fizikalne opasnosti u hrani (Sarkanj i sur.,2010)

2.4. Mikotoksikoze
Mikotoksini izazivaju bolesti kod ljudi i Zivotinja koje nazivamo mikotoksikoze.

Mikotoksikoze u ljudi i zivotinja mogu biti akutne, kao posljedica jednokratnog uzimanja
namirnica s visokom koncentracijom mikotoksina (u povijesti ¢eS¢e) i/ili kroni¢ne, nastale
konzumiranjem namirnica s umjerenim do niskim koncentracijama mikotoksina tijekom
duzeg vremenskog razdoblja, koje se povezuju s malignim bolestima. Akutne
mikotoksikoze uzrokuju unutarnja krvarenja, oStecenje bubrega i jetre (nekrozu i fibrozu) i
dr. te se pojavljuju u zemljama loSeg socijalno-ekonomskog stanja zbog loSeg
poljoprivredno-veterinarskoga standarda (IP!). U kroni¢nih aflatoksikoza ciljni organ
takoder su jetra, no simptomi nisu tako brzo vidljivi. Dugotrajna izloZenost niskim
koncentracijama aflatoksina moze uzrokovati kroni¢ne bolesti i maligne tumore jetre

(Peraica i sur., 2014).
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U tablici 5. 1 6. moze se zorno pratiti djelovanja na organizam kod ljudi i bolesti koje se

povezuju s unosenjem mikotoksina.

Tablica 5. Bolesti u ljudi koje se povezuju s uno$enjem mikotoksina

oitecenja sluznice probavnoga sustava
anoreksija

SUSTAV ZDRAVSTVENI PROBLEMI MIKOTOKSINI
e smanjena elasticnost Zila Aflatoksini, Safratoksini
Krvodilni sustav ) ) L
unutarnja krvarenja Roridini
ooy porménge lrerie ke
Probavni sustav JE JELrE, T - 2 toksini

Deoksinivalenol (vomitoksin)

Digni sustav poteskode s disanjem, krvarenje iz pluca Trihoteceni
Fivéani sustay drhtavica Tremorngeni

nekoordinirani pokreti, depresija, glavobolja Trihoteceni
Koia osip, osjet vrucine, fotosenzitivnost Trihoteceni

Mokracni sustav

oitecenje bubrega

Okratoksin, Citrinin

Reproduktivni sustav

sterilnost, promjene u reproduktivnim ciklusima

T = 2 toksin, Zearalenon

Imunosustay

promjene ili potpuno unistenje

Mmnogi mikotoksini

Izvor: kemijske i fizikalne opasnosti u hrani (Sarkanj i sur.,2010)

Tablica 6. Bolesti za koje se, prema rezultatima laboratorijskih ili epidemioloskih

istrazivanja, pretpostavlja da ih uzrokuju mikotoksini

BOLEST ZIVOTINJSKA VRSTA SUPSTRAT ETIOLOSKI AGENS

Alimentama toksiéna aleukija oviek zZrnje Zitarica Fusarium spp.

(ATA ili septicka angina) ] toksicni kruh sporotrichioides
krma (dedir s koZom, udisanje

Dendrodokiotoksikoza konj, éoviek - [ ) Dendrodochium toxicum
cestica krme)

Kashin-Beckova bolest Eovjek zrnje Zitarica .Fusarru["rr SPP-

sporotrichiella
Stahibotritoksikoza Eovjek, konj, ostala sijeno, zmj e,_lf.rma"[dodlr = koom, Stachybotrys atra
stoka udisanje pragine sijena)

Ergotizam Coviek riZa, zrnje Zitarica Claviceps purpurea

Ballansic endemska covjek zrnje Zitarica Penicillium s

nefropatija (BEM) ) : PP

Reyev sindrom covjek zZrnje Zitarica Aspergillus

Hepatokarcinom Eovjek zrnje Zitarica, kikiriki

Hepatokarcinom Coviek zrnje Fitarica, kikiriki

Izvor: Kemijske i fizikalne opasnosti u hrani (Sarkanj i sur., 2010)

Mikotoksikoze u zivotinja predstavljaju veliki problem jer se pojavljuju iznenada,

sa slabo izraZzenim i1 brzim tijekom. Obiljezava ih njihova nezagadenost, ucestala
povezanost s hranom i nemogucnost povezivanja s drugim mikroorganizmima 0Sim
plijesnima (Robb, 1990).

Klini¢ki simptomi koji se javljaju kod akutnih mikotoksikoza su nagli gubitak apetita,
bezvoljnost Zivotinja, poremeéaji SZS-a, izrazene hemoragije na vidljivim dijelovima
tijela, polidipsija i poliurija, i na kraju smrt. U perakutnoj fazi Cesto se javlja smrt bez

prethodno izrazenih klini¢kih simptoma. Kod kroni¢nih mikotoksikoza klinicki simptomi

16



nisu specificni. Ispoljavaju se u vidu pada proizvodnih rezultata, slabije konverzije hrane,
usporenog ili prekinutog rasta, smanjene mlijecnosti, oslabljenog imuniteta §to dovodi do
povecane osjetljivosti Zivotinja prema raznim infekcijama (Pinti¢ Pukec, 2011).
Mikotoksikoze uzrokovane aflatoksinima nazivaju se aflatoksikoze. Ciljni organ
djelovanja aflatoksina jesu jetra, no aflatoksini nisu samo toksi¢ni za jetru nego imaju i
druga nezeljena svojstva kao imunosupresivnost, mutagenost, teratogenost i karcinogenost.
Klini¢ki znaci akutne aflatoksikoze ukljucuju gubitak apetita, bezvoljnost, gubitak u tezini,
neuroloske poremecaje, zuticu mukoznih membrana i gréeve. Mogu se takoder javiti i
edemi u tjelesnim Supljinama i krvarenje bubrega i crijevnog trakta. Epidemioloski dokazi
ukazuju na povezanost izmedu primarnog raka jetre, aflatoksina, i nacina ishrane. U
velikim dozama, aflatoksini su akutno toksicni, izazivaju¢i znacajno oStecenje jetre uz

crijevno i peritonealno krvarenje, $to na kraju dovodi do smrti (IP%).

Tablica 7. Mikotoksikoze povezane s akutnim primarnim bolestima u stoke i peradi

Mikotoksikoza Vrsta Zivotinje Primarni sindrom

Aflatoksikoza perad, svinje, goveda, psi Akutni hepatitis, hemoragije, ugibanje

Ergotizam goveda, ovee, pilié GEI"IQI'EI'ICIZI'?IE nekroz_a, iiw'fani napadi, izostanak
sposobnosti razmnaoZavanja

Facijalni ekcem ovee, goveda Kolangiohepatitis, fotoosjetljivost

Fuzariotoksikoze, vomitoksikoza svinje Enteritis, povradanje

T-2 toksikoza svinje, goveda, perad Dermmatonekroza, gastroentritis

Diacetoksiscirpenol svinje Gastroentericka nekroza, hemoragije

Leukoencefalomalacija koniji Zivéana depresija, nesposobnost koordinacije

F-2 toksikoza (zearalenon) svinje Estrogenizam

Okratoksikoza svinje, purani MNefropatija

Slaframinska toksikoza goveda, ovce Slinjenje, dijareja

Stahibotritoksikoza koniji Dermatonekroza, gastroentritis

ﬂ;ﬂaﬁ:ﬁr:i':_sn rgenim goveda, ovee, psi Poremedena koordinacija misica (ataksija), malaksalost

Izvor: Kemijske i fizikalne opasnosti u hrani (Sarkan;j i sur.,2010)

Negativni ucinci mikotoksina na zdravlje Zivotinja ocituju se smanjenim unosom hrane
(odbijaju hranu), smanjenjem nutritive vrijednosti hrane, manjom resorpcijom i
promjenama u metabolizmu hranjivih tvari, nepovoljnim utjecajem na lu¢enje endokrinih i
egzokrinih zlijezda te slabljenjem imunoloskog odgovora. Trovanja mikotoksinima ovise o
¢imbenicima poput vrste, koncentracije i duzine izlozenosti nekom mikotoksinu te
njegovim farmakodinamic¢kim osobinama, zatim vrsti i dobi Zivotinje. Smatra se da su
preziva¢i otporniji na negativne uc¢inke od monogastri¢nih zivotinja zbog toga jer dolazi
do razgradnje mikotoksina mikrobiotima buraga. U naSim krajevima toksi¢na

koncentracija je razmjerno rijetka (Masek i Serman, 2006).
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Na slikama 4., 5. i 6. moze se vidjeti prikaz djelovanja mikotoksina kod krava, svinja i

peradi.
ZEARALENON T2 T2 VOMITOKSIN
vulvovaginitis gastroenteritis ZEARALENON
prolapsus krvarenja u imunosupresija

crijevima

\

uginuce embrija

"

o

T2 VOMITOKSIN
odbijanje hrane
povracanje

VOMITOKSIN
cistiéni jajnici

VOMITOKSIN T2

AFLATOKSIN M1
y it proi:

Slika 4. Prikaz djelovanja mikotoksina kod krava

. 7
Izvor: IP

OHRATOKSIN ZEARALENON
FUMONIZIN CITRININ vulvovaginitis
akutni pluéni ostecenja bubrega prolapsus

edem embriotoksiénost

T2 DAS
Iiritacija usta

T2 AFLATOKSIN
VOMITOKSIN FUMONIZIN
povracanje ostecéenja jetre
odbijanje hrane

Slika 5. Prikaz djelovanja mikotoksina kod svinja
lzvor: IP’
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Slika 6. Prikaz djelovanja mikotoksina kod peradi
lzvor: IP’

ZEARALENONE
TRICHOTHECEI(E i

Mehanizmi djelovanja mikotoksina su:

1. Inhibicija aktivnosti glukoneogenetskih enzima i aktivacija enzima Koji sintetiziraju
pretece glikogena i glikogen (aflatoksin B1, ohratoksin A, rubratoksin A).

2. Inhibicija funkcije mitohondrija — inhibicija aktivnosti enzima trikarboksilnog
(Krebsovog) ciklusa, s posljedi¢no smanjenim iskoristavanjem kisika, inhibicija transporta
elektrona i raskopcavanje oksidativne fosforilacije te inhibicija transporta bjelanéevina u
mitohondrijima (aflatoksin By, rubratoksin B i ohratoksin A).

3. Remete funkcije nukleinskih Kkiselina i sinteze bjelancevina (aflatoksini i trihoteceni).
Aflatoksini reagiraju s DNK S§to mijenja kalup za produkciju RNK, inhibiraju RNK
polimerazu pa remete transkripciju. Transkripciju u sintezi bjelan¢evina remete i
trthoteceni, jer se veZu na 60S podjedinicu ribosoma 1 inhibiraju aktivnost enzima peptidil
transferaze.

4. Kompetitivno inhibiraju bioloski aktivne komplekse (fumonizini - kemijski analozi
sfinganina i sfinganin-1-fosfata: inhibiraju aktivnost ceramid sintetaze, odnosno sintezu
kompleksa sfingolipida. Time se mijenja funkcija bjelan¢evina na membrani stanica,
mijenja se aktivnost protein kinaze, funkcija aktivnih lipida te rast i vitalnost stanice
(apopotoza).

5. Peroksidacija lipida, §to je osnova hepato toksi¢nosti i hepato karcinogenosti
mikotoksina.

6. Mikotoksini mogu djelovati kao imunomodulatori (mijenjaju normalnu imunolosku
reakciju organizma) i kada su u hrani u koncentraciji ispod granice detekcije. Radi se o

supresiji celularnog i humoralnog dijela imunoloske reakcije: aktivnosti T 1 B limfocita,
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produkcije antitijela i poremetnji funkcije makrofaga i retikuloendotela (aflatoksin B1, T-2
toksin, vomitoksin i deoksinivalenol) ( IP7).

MIKOTOKSINI

Peroksidacija
lipida,promjene grade
ifunkcije membrana(vecina
mikotoksina)

Pokretanje programirane
smrti stanice(vedina
mikotoksina)

Inhibicija sinteze proteina,
DNK, RNK, Ostecenja DNK
(OTA, T-2, AFB1 itd)

|‘ Imunosupresija, hepatotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost,neurotoksi¢nost, gonotoksi¢nost

Shema 1. Glavni mehanizmi toksi¢nosti
lzvor: IP7

2.5. Suzbijanje mikotoksina
Aflatoksini su proizvod plijesni Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus na

Zitaricama u vrijeme rasta u polju prije Zetve, tijekom skladistenja i tijekom vremena
prerade.
Nacelo preventivnih mjera u sprecavanju mikotoksikoza temelji se na smanjivanju ili
onemogucéavanju kontaminacije uroda mikotoksinima, a ne na toleriranju kontaminacije
uroda raznim preparatima u cilju pokusaja resorpcije toksina. Odsutnost plijesni u nekom
proizvodu ne znaci da je taj proizvod bez mikotoksina, oni mogu biti u namirnicama i onda
kada je plijesan odsutna. Provodenje preventivnih mjera na poljoprivrednim povr§inama,
pravilno skladistenje zitarica, prvi su postupci u smanjivanju mikotoksina u namirnicama.
Agronomi, tehnolozi, veterinari i medicinski struénjaci trebaju pravilnom procjenom rizika
1 viSe nego do sada stalnom zdravstvenom kontrolom osigurati ispravnu hranu za prehranu
ljudi i domacih zivotinja (Cvjetkovi¢, 2014).
S obzirom na vrijeme primjene mjera mozemo ih podijeliti u tri skupine:

» Pred zetvene mjere

> Zetvene mjere

» Poslije zetvene mjere
Pred Zetvene mjere suzbijanja mikotoksina sastoje se u primjeni postupaka koji smanjuju

infekciju gljivicama na stabljici, odnosno klasu, klipu i sl. U tu svrhu odabiru se hibridi /
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sorte otporne na infekciju plijesnima te na lom zrna, primjenjuju se primjerene
agrotehnicke mjere (vrijeme sjetve, izmjena usjeva, obrada tla, gustoca sklopa,
navodnjavanje) te zastita usjeva od korova. Navedenim mjerama se nastoje smanjiti
negativni ucinci okoliSnih ¢imbenika koji pogoduju razvoju plijesni kao S§to su visoka
temperatura i vlaga. To su dva klju¢na ¢imbenika koji uvjetuju razvoj plijesni i produkciju
mikotoksina. Relativna vlage zraka od 80 do 90% pogoduje stvaranju plijesni.
Temperatura razvoja plijesni nam je prikazana na sljede¢em grafu (Graf 2.), iz kojeg
mozemo vidjeti da za razvoj plijesni roda Aspergillus su pogodne vise temperature (25-38

°C), za Fusarium 8-19 °C, a za plijesni roda Penicillium ve¢ od od 3 pa do25 °C.

°F oC
104 404

68 207
50 10 I:]

Aspeargillus Penicillium Fusarium

Temperature
@
o]}
W
(=]
L

Fungal Genera

Graf 2. Pogodne temperature za razvoj plijesni

Izvor: IP’

Biljke izloZene nepovoljnim uvjetima (suSa, poplave) koji djeluju kao stresor,
uvjetuju veéu prijemljivost za toksi¢ne gljivice i veéi rizik za pojavu mikotoksina. Tako
Grbesa (2005) smatra da lokalne sorte/hibridi imaju bolju sposobnost prilagodbe na
agroklimatoloske uvjete od introduciranih, npr. kukuruza. Ranija sjetva i berba, dublje
oranje 1 navodnjavanje tijekom suSe smanjuju zarazenost mikotoksinima. Zatim vrijeme
zetve/ berbe ima glavni utjecaj na konac¢ni sadrzaj mikotoksina u zrnu. Vlaga u zrnu u
polju je dovoljna za razvoj gljivica koje su se naselile na njega, a insekti se nastavljaju
hraniti zitaricom i pred berbu te tako pospjesuju napad gljivica na zrno. Tako kasna berba
daje gljivicama viSe vremena da proizvedu vise mikotoksina na zrnu prije njegova susenja.
Tijekom berbe 1 transporta zrno zitarica se mehanicki oSteCuje, a mjesta oSteCenja su
idealna za razvoj gljivica i proizvodnju mikotoksina. Ranija Zetva smanjuje razinu

mikotoksina.
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Odstranjivanje sitnih, oSte¢enih i pljesnivih zrna je bitno za smanjenje koli¢ine
mikotoksina u mjestu skladiStenja zitarica. Medutim, odstranjivanje oSte¢enih zrna bi
trebalo biti §to manje, zbog velikih ekonomskih gubitaka. Nakon berbe umjetnim suSenjem
zrna se sprec¢ava razvoj gljivica. Radi minimiziranja mogucnosti rasta plijesni i proizvodnje
mikotoksina, vlaznost zrna treba smanjiti u roku od 48 sati nakon berbe na ispod 15%.
Medutim, utvrdeno je plijesni mogu proizvoditi mikotoksine i pri niskoj vlazi i temperaturi
zrna. U skladiStima je moguéi razvoj gljivica zbog povecanja vlage uzrokovanog
razli¢itom vlagom zrna, migracijom vlage na zidovima skladista i proizvodnjom vode od
strane insekata i drugih mikroorganizama. Skladista se prije koriStenja moraju dobro
ocistiti kako bi se odstranila stara zrna koja su bogata plijesnima i mikotoksinima, a ako je
kontaminacija jaka, trebalo bi koristiti inhibitore rasta gljivica i primijeniti detoksikaciju
silosa (Grbesa, 2005).

Uskladistene zitarice treba redovito pregledavati, §to ukljucuje kontrolu
temperature, vlage, plijesni na zrnu, miris i sl. UoCene nepravilnosti se moraju ukloniti, tj.
smanjiti temperaturu, ozraciti skladiSte, izbaciti zarazena zrna. Insekti svojom aktivno$éu
pomazu razvoju gljivica, pa njihova kontrola smanjuje koncentraciju mikotoksina. Unato¢
mjerama, prisutnost mikotoksina je neizbjezna. Stoga je potrebno $to bolje kontrolirati
hranu. Sustavna kontrola mikotoksina u hrani je neophodna kako bi se izbjegli negativni
ucinci na zdravlje kako ljudi tako i zivotinja i kako bi se izbjegli ekonomski gubici u

poljoprivrednoj i animalnoj proizvodnji (Pinti¢ Pukec, 2011).
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3. MATERIJAL | METODE

Podaci sadrzaja AFB1 u sto¢noj hrani i sadrzaj AFM; u svjezem mlijeku uzeti su iz
baze podataka Laboratorija za kontrolu meda i sto¢ne hrane Hrvatske poljoprivredne
agencije, Poljana krizevacka 185, Krizevci. U razdoblju od 2013.-2017. ukupno je
analizirano 203 uzorka sto¢ne hrane na AFBj, dok je u razdoblju od 2012.- 2017.
analizirano 552 uzorka svjezeg mlijeka na AFMi. Uzorci stocne hrane koji su analizirani
bili su kukuruz, raz, tritikal, jeam, zob, pSenica i silaze.

Treba napomenuti vecina uzoraka sto¢ne hrane nije potjecala s istih gospodarstava s kojih
su uzimani uzorci mlijeka.

Utvrdivanje sadrzaja AFB1 u sto¢noj hrani provedena je validiranom
imunoenzimskom Elisa metodom prema uputama "Romer Labs Diagnostic GmbH"
(Tehnopark 1, 3430 Tulin, Austrija; www.romerlabs.com), vlasni$tvo tvrtke Biomin
GmbH iz Austrije. Utvrdivanje sadrzaja AFM: provedeno je validiranom
imunoenzimskom Elisa metodom prema uputama "EuroClone SpA" (Via Figino, 20/20,
20016 Pero, Italija) (1P°).

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost +SD (standardna devijacija) uz
minimalne i maksimalne vrijednosti te koeficijent varijabilnost (Cv). U Statisti¢koj obradi
podataka koriSten je SAS. 8.0. program (SAS Institute Cary, NC.USA, 1997).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Sadriaj AFB1 u stocnoj hrani
Rezultati utvrdivanja sadrzaja AFB1 U sto¢noj hrani u Republici Hrvatskoj (RH), ¢iji je

sadrzaj utvrdivan u razdoblju od 2013. do 2017. u Laboratoriju za kontrolu meda i sto¢ne
hrane Hrvatske poljoprivredne agencije u Poljani krizevackoj, pokazali su da je 52,2%
uzoraka sto¢ne hrane bilo pozitivho na AFB;1. Ukoliko se utvrdene vrijednosti usporede sa
sli¢nim istrazivanjima drugih autora, moze se uvidjeti da je bio prisutan vrlo visok postotak
pozitivnih uzoraka. Primjerice, Mitak i sur. (2013), cit. prema Segvi¢ Klari¢ i sur. (2009), u
istrazivanju 2009. u RH utvrdili su prisutnost AFB: u 24-31% uzoraka. U 2012. je
Hrvatska agencija za hranu objavila studiju u kojoj se navodi da je od 300 uzoraka sto¢ne
hrane u 20% utvrdena pojavnost AFB1. Ninkovi¢ (2016) je u 200 uzoraka zrna kukuruza
utvrdila 18% pozitivnih uzoraka na prisutnost aflatoksina. NajopS$irnije istrazivanje je
provela tvrtka Biomin, na ¢ak 15 596 uzoraka sto¢ne hrane iz Europe, u razdoblju od 2009.
do 2017. Visoke vrijednosti biljeze od oko 40%, u 2011., 2012., 2013. i 2014. godini. U
ostalim godinama istrazivanja vrijednosti su bile ispod 20% (IP*%).

Podaci za prosjecni sadrzaj istrazivanog mikotoksina u ovom radu po godinama

istrazivanja prikazani su u tablici 8.
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Tablica 8. Kretanje sadrzaja AFB1 u sto¢noj hrani u Republici Hrvatskoj u razdoblju od 2013.do 2017.

Godina 2013. 2014. 2015. 2016. 2017.
x 9,012 21,710 24,800 13,140 7,007
ng’kg
Miﬂé/'\lfgx'/ 0,150-50,950 0150-91,810 | 1,130-183600 |  7,390-26,400 0,010-50,180
sd 9,15 21,50 36,1 8,17 10,72
< 101,51 99,05 1455 62,19 151
(6]
N 83 56 24 7 33

Izvor: Goti¢ (2018)

25



Iz tablice se moze vidjeti da se prosjecni sadrzaj AFB1 u stocnoj hrani kretao od najnizeg
od 9,012 ug/kg u 2013., bio je ve¢i u 2014. (21,71 pg/kg), a najveci u 2015. kada je
iznosio 24,8 ng/kg, nakon ¢ega se smanjivao i u 2016. iznosio 13,14 pg/kg, a u 2017.
7,097 pg/kg.

Kretanje prosje¢nog sadrzaja AFB1 u sto¢noj hrani zorno prikazuje Graf 3.

Kretanje AFB,

N w
€] o

N
o

=
o

Srednja vrijednost AFB1 u ng/kg
» v

o

2013 2014 2015 2016 2017

Godina

Graf 3. Kretanje prosje¢nog sadrzaja AFB1 u sto¢noj hrani od 2013. do 2017.
Izvor: Gotié, 2018.

Maksimalna koncentracija mikotoksina u poljoprivrednim i prehrambenim
mikotoksina, dozvoljene vrijednosti, odnosno najveca dopustena koli¢ina (NDK) u sto¢noj
hrani, izuzev dopunskih i potpunih krmnih smjesa, iznosi 0,02 mg/kg (ppm) kada udio
vlage u hrani za zivotinje iznosi 12%, odnosno izrazeno i kao 20 pg/kg (EU 574/2011, NN
102/2016).

Prema navedenom vidljivo je da je prosje¢ni sadrzaj AFB1 u sto¢noj hrani u istrazivanom
razdoblju bio ispod NDK tijekom 2013., 2016. i 2017. dok su vrijednosti tijekom 2014. i
2015. bile iznad dopustenih navedenih Pravilnikom 1.

Medutim bitno je istaknuti da je od ukupnog broja pozitivnih uzoraka njih 19,2%
imalo vrijednosti iznad Pravilnikom 1, iznad 20 pg/kg.

Najveci prosjecni sadrzaj AFB1u sto¢noj hrani, kao $to je ve¢ navedeno, utvrden je
2015. u koli¢ini od 24,80 pg/kg. U tablici je vidljivo da je postojala izuzetno velika
oscilacija u sadrzaju AFB1 u uzorcima. To znaci da su se pojedinacni uzorci znatno

rasprsili oko srednje prosjecne vrijednosti buduéi da Cv izrazava distribuciju uzoraka od
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najmanje do najvecée koncentracije. U 2015. sadrzaj AFB1 bio je u rasponu od svega 1,130
do ¢ak 183,600 ug/kg (Cv 145,5%). U 2014. je utvrdena takoder velika prosjecna koli¢ina
AFB:1 od 21,710 pg/kg, takoder uz visoki Cv od 99,05%, zbog oscilacije od 0,15 do 91,81
ug/kg. Najveci Cv, od 151,00%, utvrden je 2017., kada su vrijednosti bile u rasponu od
0,01 do 50,18 pg/kg. Treba napomenuti da visoki Cv moze biti i rezultat malog broja
uzoraka.

Usporede li se druga istrazivanja na tu temu, moze se vidjeti da je Ninkovi¢ (2016)
utvrdila prisutnost aflatoksina u zrnu kukuruzu u prosjeku od 12,31 ng/kg, dok na niti
jednom uzorku silaze nije utvrdena prisutnost aflatoksina. U istrazivanju tvrtke Biomin
(IP1Y) najveca prosjeéna koli¢ina AFB; utvrdena je u uzorcima u 2016., oko 10 pg/kg, dok
su vrijednosti ostalih godina u razdoblju od 2013. do 2017. bile ispod (7-10 pg/kg).

4.2. Sadriaj AFM1 u mlijeku
Rezultati utvrdivanja sadrzaja AFM: u sto¢noj hrani u RH, ¢&iji je sadrzaj utvrdivan u

razdoblju od 2012. do 2017., pokazali su da je 98,7% uzoraka mlijeka bilo pozitivno na
AFMy, od kojih je vise od 57,8% imalo vrijednosti iznad NDK. Ukupno je analizirano 552
uzorka svjezeg mlijeka.

Na razini EU dozvoljena je NDK od 0,05 pg/kg (Pravilnik o najve¢im dopustenim
koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani (NN 146/2012), preporuke Europske unije
(2006/576/EC)), Pravilnik 2.

Dobiveni rezultati su u suglasju s rezultatima mnogih autora koji su takoder u svojim
istrazivanjima dobili povecane koli¢ine AFM1 u uzorcima mlijeka. Naime, ve¢ su Markov i
sur. (2010), ispitujuci 60 uzoraka mlijeka nasumic¢no uzetih od individualnih proizvodaca
iz razli¢itih krajeva kontinentalne Hrvatske da je njih 86,7% pozitivnih na AFMy, a 6,7%
ih je imalo vrijednosti iznad NDK. Womack i sur. (2015) ispituju 7 841 uzoraka mlijeka i
mlije¢nih proizvoda u razdoblju od 2010. do 2015. i dobili su rezultat da je bilo gotovo
75% pozitivnih uzoraka na AFM3, od kojih je 26% iznad NDK

U tablici 9 prikazani su rezultati istraZivanja kretanja sadrZzaja AFMa1 u svjeZem mlijeku u

RH u razdoblju od 2012.do 2017.
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Tablica 9. Kretanje sadrzaja AFM1 u svjezem mlijeku u Republici Hrvatskoj u razdoblju od 2012.-2017.

Godina 2012. 2013. 2014. 2015. 2016. 2017.
X 0,0689 0,2673 0,0424 0,0279 0,0354 0,0840
ng/kg
Min.-Max./
ug/kg 0,0086-0,5926 | 0,0010-3,0330 | 0,0105-0,0771 | 0,0010-0,1050 | 0,0760-0,1050 | 0,0139-0,1050
Sd 0,09 0,34 0,013 0,03 0,03 0,027
%/V/ 129,6 128,3 30,0 97,5 98,6 32,2
0
N 76 317 59 70 6 24

Izvor: Goti¢ (2018)
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Kao $to prikazuje tablica 9, ve¢i sadrzaj AFM: od propisanih Pravilnikom 2 utvrdene su u
2012. kada je utvrdeno 0,0689 pg/kg, u 2013. kada je prosjecni sadrzaj bio 0,2673 pg/kg i
u 2017. kada je utvrdeno 0,0840 pg/kg. Dakle, najveéi prosjecni sadrzaj AFM1 u mlijeku
utvrden je u 2013. u koli¢ini od 0,2673 pg/kg. Iste godine dobiven je i najveéi pojedinac¢ni
sadrzaj AFM1u mlijeku od 3,033 pg/kg te utvrden najveéi Cv (128,3%).

Kretanje prosje¢nog sadrzaja AFB1 u sirovom mlijeku zorno prikazuje Graf 4.
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Graf 4. Kretanje sadrzaja AFM1 u mlijeku od 2012. do 2017.
Izvor: Gotic 2018.

Ukoliko rezultate ovog istrazivanja usporedimo s drugim istrazivanjima u RH koja su se
bavila istom tematikom, vidljivo je vrlo sli¢no stanje. Bilandzi¢ i sur. (2010) utvrdivali su
koncentraciju AFM; na 61 uzorku mlijeka na mlije¢nim farmama u RH u periodu zima-
proljece i ljetno razdoblje. Na uzorcima mlijeka iz razdoblja zima-proljec¢e sadrzaj je u
prosjeku bio 0,018 ug/l, aiz ljetnog razdoblja 0,04 pg/l. U svom radu iz 2015., Bilandzi¢ i
sur. ispituju uzorke mlijeka od listopada 2013. do rujna 2014. Posebno se istice mlijeko
uzeto u 2013., prije svega u istotnom dijelu Hrvatske, gdje su izmjerene maksimalne
koncentracije AFM: u mlijeku od 0,764 nug/kg. U ovom istrazivanju (Bilandzi¢ i sur.,
2015) se navodi, ali i u drugim vezanim za taj period, da su tako visoki sadrzaji doveli su
do alarmantnog stanja te da se nakon toga krenulo s brizljivijim pristupom kontroli
prvenstveno sto¢ne hrane, ali i mlijeka kao proizvoda u kojem se nalazi AFMs. Da se
poviseni sadrzaj AFM1 konstantno zadnjih par godina zadrZzava u uzorcima svjezeg mlijeka

u svojim daljnjim istrazivanjima utvrduju Bilandzi¢ i sur. (2016). Autori su ispitivali 548
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uzoraka mlijeka uzetih tijekom veljace i ozujka 2015. i utvrdili prosje¢ni sadrzaj AFM1 od
0,0369 pg/kg u zapadnoj, 0,0311 pg/kg u sredi$njoj i ponovo najvise u isto¢noj regiji
Hrvatske gdje je zabiljezen prosje¢ni sadrzaj od 0,0414 pg/kg. Prosjeéni sadrzaj upucuju,
na dopusten sadrzaj AFM1 u mlijeku. Medutim, to ne znaci da pojedini uzorci nisu bili
iznad NDK za mlijeko.

Iako zbog metodologije uzimanja uzoraka, a to je da vecina uzoraka sto¢ne hrane
nije potjecala s istih gospodarstava s kojih su uzimani uzorci mlijeka nije uputno tvrditi o
direktnoj povezanosti rezultata sadrzaja AFB1 i AFMy, ipak se usporedbom rezultata za
sadrzaj AFB:1 u sto¢noj hrani i AFM1 u mlijeku u uzorcima analiziranim u Laboratoriju za
kontrolu meda i sto¢ne hrane Hrvatske poljoprivredne agencije moze rec¢i da je vidljiva
njihova povezanost. Tijekom razdoblja od 2013. do 2017. bio je prisutan porast sadrzaja
AFB: u sto¢noj hrani do 2015., kada je bio vrhunac od visokih 24,80 pug/kg AFB;, §to je
iznad maksimalno dopustenih vrijednosti od 20 pg/kg, a nadalje je opadao. Takoder je
sadrzaj AFM1 u mlijeku rastao. Pri tome se izdvaja 2013., kao godina u kojoj se posebno
istaknula visoka vrijednost AFM1 od 0,2673 ng/kg.

Visoke vrijednosti sadrzaja AFB1 u sto¢noj hrani i AFM1 u mlijeku u pracenom
razdoblju ukazuju na moguéu visoku prisutnost i U mlije¢nim proizvodima.

Dobiveni rezultati ukazuju na vaznost kontinuiranog pracenje aflatoksina,
prvenstveno u sto¢noj hrani, ali i u mlijeku, te kontinuirane edukacije svih uklju¢enih u

proizvodnju i promet mlijeka u RH.
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5. ZAKLJUCAK

U praéenom razdoblju od 2013. do 2017. godine utvrdeno je da od ukupno
analiziranih 203 uzoraka sto¢ne hrane, 52,2% bilo je pozitivno na AFB1, a 19,02%
pozitivnih uzoraka imalo je vrijednosti krmiva iznad dopustenih 20 ug/kg kako je
propisano Pravilnikom o sigurnosti hrane za zivotinje (NN 102/16). Najveci prosjecni
sadrzaji AFB1u sto¢noj hrani utvrdeni su u 2015. (24,80 ug/kg) i u 2014. (21,710 pg/kg).
Prosje¢ne vrijednosti u ostalim godinama bile su ispod praga NDK.

Od ukupno analiziranih 552 uzorka svjezeg mlijeka sakupljanih u razdoblju od
2012. do 2017., 98,7% su bili pozitivni na AFM1, a od njih je vise od 57,8% imalo
vrijednosti iznad dopustenih 0,05 pg/kg kako je propisano Pravilnikom o najveéim
dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani (NN 146/2012). Najveci
prosjecni sadrzaj AFM1 u mlijeku utvrden je 2013. u koli¢ini od 0,2673 pg/kg, znatno
manje, ali iznad dopustenih koli¢ina u 2017. (0,084 png/kg) i u 2012. (0,0689 pg/kg).
Dobiveni rezultati ukazuju na vaznost kontinuiranog pracenje aflatoksina te stalna

edukacija svih uklju€enih u proizvodnju i promet mlijeka u RH.
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SAZETAK

Mikotoksini, sekundarni metaboliti nastali u procesu metabolizma plijesni, imaju negativan
bioloski utjecaj na zdravlje ljudi i zivotinja. Najznacajniji medu njima, aflatoksin Bui,
svojim inhibiraju¢im djelovanjem uzrokuje znatnu materijalnu Stetu proizvodacima stocne
hrane, dok je njihov metabolit aflatoksin M1 u mlijeku potencijalno opasan za zdravlje
ljudi. U razdoblju od 2013. do 2017. analizirano je 203 uzorka sto¢ne hrane na AFB;1. Od
52,2% pozitivnih uzoraka u 19,02% sadrzaj AFB1 bio je iznad dopustenih 20 pg/kg.
Najveci prosjecni sadrzaj bio je u 2015. (24,88 ng/kg) i 2014. (21,71 pg/kg). U razdoblju
od 2012. do 2017. analizirano je 552 uzorka svjezeg kravljeg mlijeka na AFM1. Od 98,7%
pozitivnih uzoraka u 57,8% prosjecni sadrzaj bio je iznad dopustenih 0,05 pg/kg. Najveci
sadrzaj AFM; bio je u 2013. (0,2673 pg/kg), znatno manje, ali iznad dopustenih koli¢ina, u
2017. (0,084 pg/kg) i u 2012. (0,0689 pg/kg). Visoke vrijednosti sadrzaja AFB1 u sto¢noj
hrani i AFM1 u mlijeku u pra¢enom razdoblju ukazuju na povezanost ovih mikotoksina, a

samim time 1 na vaznost njihova kontinuiranog pracenja.

Kljucne rijeci: aflatoksini, sto¢na hrana, mlijeko

SUMMARY
Mycotoxins, the secondary metabolites produced in the process of mould metabolism, have

an adverse biological effect on the health of humans and animals. With their inhibitive
action, the most important ones among them, aflatoxins B1 cause significant material
damage to the producers of animal feed, while their metabolite, aflatoxin M1 in milk, is
potentially harmful to human health. In the period from 2013 to 2017, 203 samples of
animal feed were analyzed at AFB;. Of the 52.2% positive samples in 19.02% the content
of AFB: was above the permissible 20 pg/kg. The highest average content was in 2015
(24.88 ng/kg) and 2014 (21.71 pg/kg). Between 2012 and 2017, 552 samples of fresh
cow's milk were analyzed on AFM;. Of the 98.7% positive samples in 57.8% the average
content was above 0.05 pg/kg. The highest content of AFM1 was in 2013 (0.2673 pg/kg),
significantly lower, but above the permitted levels, in 2017 (0.084 ug/kg) and in 2012

(0.0689 pg/kg). levels, in 2017 (0.084 ug/kg) and in 2012 (0.0689 ug/kg). The high values
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of AFB; content in animal feed and AFM; in milk in the observed period indicate the
linkage of these mycotoxins, and thus the importance of their continuous monitoring.

Key words: aflatoxins, animal feed, milk
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