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Sazetak

Mikotoksini su toksi¢ni sekundarni metaboliti plijesni, najéesce rodova Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Alternaria i Claviceps, a bolesti koje uzrokuju nazivaju se mikotoksikoze.
Koncentracija mikotoksina u hrani na razini Europske unije regulira se Uredbom Komisije (EU)
2023/915 o najve¢im dopustenim koli¢inama kontaminanata u hrani, a mikotoksini koji se ureduju
tom Uredbom su aflatoksini, okratoksin A, patulin, deoksinivalenol, zearalenon, fumonizini,
citrinin te sklerocij i alkaloidi glavice razi. Osim nekolicine mikotoksina koji su zakonski
regulirani, otkriveni su i brojni drugi mikotoksini, primjerice sterigmatocistin, emodin, eniatini,
beuvericin i moniliformin, no zbog nedovoljne istrazenosti njihove najveée dozvoljene koli¢ine
nisu propisane te su oni zakonski neregulirani. Opcenito, da bi se sprijecio nastanak mikotoksina
potrebna je prevencija i to kroz implementaciju principa dobre poljoprivredne prakse te sustava
poput HACCP-a u proizvodnji hrane, a ako se oni i pojave u uzgoju, u odredenoj mjeri moguca je
njihova dekontaminacija. Ipak, borba protiv mikotoksina je sve teza jer sve vece klimatske
promjene stvaraju idealne uvjete za njihov nastanak, stoga je potrebna njihova stroga kontrola kroz
laboratorijska ispitivanja. Danas su za odredivanje mikotoksina najpozeljnije metode bazirane na
koristenju spregnute tehnike tekucinske kromatografije i spektrometrije masa (LC-MS), uz
jednostavnu pripremu uzoraka kao $to je razrijedi i mjeri princip.

Kljuéne rijeci: sekundarni metaboliti plijesni, zakonski regulirani i neregulirani mikotoksini,
HACCP sustav, klimatske promjene, LC-MS



Summary

Mycotoxins are secondary fungal metabolites, usually produced by Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Alternaria and Claviceps genera, causing diseases known as mycotoxicosis.
Mycotoxin concentration in certain foodstuff within the European Union is regulated by
Commission Regulation (EU) 2023/915 on maximum levels of certain contaminants in food, and
the regulated mycotoxins are aflatoxins, ochratoxin A, patulin, deoxynivalenol, zearalenone,
fumonisins, citrinin and sclerotia and alkaloids of rye head. Except for the mentioned ones, there
are many more discovered mycotoxins, such as sterigmatocystin, emodin, enniatins, beauvericin
and moniliformin, however due to insufficient research, their maximum levels are still not
regulated by law. In general, to prevent food contamination by mycotoxins, implementation of
Good Agricultural Practice principles and control systems such as HACCP in food raw materials
growth and processing are required, but even if mycotoxins occur, at the certain extent their
decontamination is possible. Nevertheless, the fight against mycotoxins grows larger by the
increasing climate changes that are creating ideal growth conditions for mycotoxicogenic fungi
and consequently mycotoxin synthesis, demanding strong control through laboratory testing.
Nowadays, the most desirable methods for mycotoxin detection are based on the use of liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS), with simple sample preparation such as
dilute and shoot principle.

Key words: secondary fungal metabolites, regulated and emerging mycotoxins, HACCP,

climate changes, LC-MS



Popis korisStenih kratica

DNK deoksiribonuleinska kiselina

HACCP Sustav analize opasnosti i kriticnih kontrolnih tocki, eng. Hazard Analysis and
Critical Control Point

RASFF  Sustav brzog uzbunjivanja za hranu i hranu za Zivotinje, eng. Rapid Alert System for
Food and Feed

AFB1 aflatoksin B1

AFB1 aflatoksin B2

AFG1 aflatoskin G1

AFG1 aflatoksin G2

AFM1 aflatoksin M1

AFM1 aflatoksin M2

IARC Medunarodna organizacija za istraZivanje raka, eng. International Agency for Cancer
Research

OTA okratoksin A

ZEN zearalenon

FB1 fumonizin B1

FB2 fumonizin B2

DON deoksinivalenol

CIT-H1 citrinin H1

CIT-H2  citrinin H2

STE sterigmatocistin

EFSA Europska agencija za sigurnost hrane, eng. The European Food Safety Authority
EMO emodin

ENN eniatini

BEA beauvericin

MON moniliformin

FAO Organizacija za prehranu i poljoprivredu, eng. Food and Agriculture Organization

WHO Svjetska zdravstvena organizacija, eng. World Health Organization

GAP Standard dobre poljoprivredne prakse, eng. Good Agricultural Practice

EU Europska unija

SPE ekstrakcija na ¢vrstoj bazi, eng. Solid-Phase Extraction

IAC imunoafinitetne kolone, eng. Immunoaffinity Columns

TLC tankoslojna kromatohrafija, eng. Thin-layer Chromatography

HPLC tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti, eng. High Performance Liquid
Chromatography

GC plinska kromatografija, eng. Gas Chromatography

LC tekuc¢inska kromatografija, eng. Liquid Chromatography

MS spektrometrija masa, eng. Mass Spectrometry

ELISA  enzimsko imunokemijska metoda, eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
LC-MS  spregnuti sustav tekuc¢inske kromatografije i spektrometrije masa, eng. Liquid
Chromatograpy-Mass spectrometry
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1. Uvod

Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni, najces¢e rodova Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Alternaria i Claviceps, niske molekularne mase koji se znac¢ajno razlikuju po strukturi
[1]. Sintetiziraju se tijekom rasta plijesni na supstratima biljnog ili Zivotinjskog podrijetla te imaju
toksi¢an uéinak na zdravlje ljudi i zivotinja uzrokujuci bolesti zvane mikotoksikoze [2]. lako su
svi mikotoksini produkti plijesni, svi produkti plijesni nisu nuzno toksi¢ni i klasificirani kao
mikotoksini [1]. Neki od u¢inaka mikotoksina na organizam su oksidacijski stres, oste¢enje DNK,
apoptoza, blokada stani¢nog ciklusa, nekroza, peroksidacija lipida, imunosupresija, inhibicija
sinteze bjelanCevina. Jedan od primjera primarnog mehanizma djelovanja mikotoksina je
modifikacija DNK predloska, narusavanje transkripcijskog procesa ili inhibiranje procesa
prevodenja u sintezi proteina (Slika 1), a moguca je i izravna reakcija mikotoksina s enzimskom
proteinom ili koenzimom. Te reakcije organizma na mikotoksine mogu dovesti do sekundarnih
ucinaka u smislu modificiranih enzimskih aktivnosti, te samim time i do promjene metabolicke

aktivnosti i regulacije u organizmu [2].
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Slika 1. Modifikacija DNK, izvor: preuzeto iz [2]



Danas je poznato viSe stotina razli¢itih mikotoksina od kojih je tek nekolicina detaljnije
istrazena. Primarno su detektirani u zitaricama, a njihova rasprostranjenost ovisi o brojim
fizikalnim, kemijskim i bioloSkim ¢imbenicima. Fizikalni ¢imbenici su okoliSni parametri kao $to
su temperatura, vlaznost, svijetlost, prozracnost ili infestacija insektima. PoviSenjem temperature
i stupnja vlaznosti ubrzava se pojavnost mikotoksikogenih plijesni i produkcija mikotoksina na
poljoprivrednim povrSinama i u skladiSnim proizvodima. U kemijske ¢imbenike ubrajaju se utjecaj
gnojiva, insekticida i fungicida na usjeve na polju ili skladista. Bioloski ¢imbenik koji utjece na
rasprostranjenost mikotoksina je kompeticija s mikroflorom okoline, npr. baterijama ili drugim
plijesnima [2].

U Republici Hrvatskoj koncentracije mikotoksina u pojedinim sirovinama i proizvodima
reguliraju se Zakonom o kontaminantima (NN 39/2013), odnosno Uredbom Komisije (EU)
2023/915 o najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani. Zakonom o
kontaminantima (NN 39/2013) se utvrduju nadlezna tijela, zada¢e nadleznih tijela, sluzbene
kontrole 1 nacini postupanja te izvjesStavanja nadleznih tijela i Europske komisije kao i obveze
sluzbenih laboratorija i subjekata u poslovanju s hranom, za provedbu EU uredbi vezanih za
kontaminante u hrani [3]. Uredba Komisije (EU) 2023/915, medu ostalim, u Prilogu I propisuje
najvece dopustene koli¢ine kontaminanata u hrani koja se stavlja na trziste [4]. Ovim propisima
mikotoksini su navedeni kao kontaminanti koje treba nadzirati i regulirati, uz primjerice
implementaciju HACCP-a, prihvacanje RASFF-a te kontrolama koje provode odredena nadlezna

tijela i laboratoriji, a kako bi se osigurala maksimalna sigurnost u proizvodnji hrane.



2. Zakonski regulirani mikotoksini

Mikotoksini ¢ije su koli¢ine u hrani regulirane spomenutom Uredbom Komisije (EU) 2023/915
na razini Europske unije, a samim time i u Republici Hrvatskoj, su aflatoksini (B1, B2, G1, G2 i
M1), okratoksin A, patulin, deoksinivalenol, zearalenon, fumonizini (B1 i B2), citrinin te sklorecij

i alkaloidi glavice razi (ergot alkaloidi) [4].

2.1. Aflatoksini

Aflatoksini su toksi¢ni spojevi koji se u prirodi pojavljuju kao sekundarni metaboliti plijesni
bombycis, A. ochraceoroseus, A. nomus te A. pseudotamari. Najznacajniji aflatoksini su aflatoksin
B1, B2, G1 i G2 koji su svoju oznaku dobili po boji koju daju pod UV svijetlom. Aflatoksin M1 i
M2 su metabolicki produkti aflatoksina B1 1 B2 koji se najc¢eS¢e mogu pronaci u mlijeku Zivotinja
hranjenih krmivima kontaminiranima aflatoksinima B1 i B2. Topljivi su u lipidima te u krvotok,
na mjestu izlaganja, ulaze kroz gastrointestinalni i disni trakt. Do kontaminacije ljudi aflatoksinima
uglavnom dolazi preko proizvoda od zivotinja kontaminiranih tokom hranjenja (AM1). Sama
hrana, odnosno sirovine (zitarice) se kontaminiraju najcesce za vrijeme skladiStenja, no moze doc¢i
i do kontaminacije usjeva na polju. Konzumacija velike koli¢ine aflatoksina moze dovesti do jakog
trovanja, pa ¢ak i smrti kod ljudi i zivotinja. Primarna meta infekcije su jetra, dok su tragovi
aflatoksina detektirani i u bubrezima, plu¢ima, srcu te mozgu. AB1 (Slika 2) je najopasniji
mikotoksin s dokazanim slu¢ajevima mutacija i raka jetre kod mnogih zivotinja [1]. Medunarodna

agencija za istrazivanje raka (IARC) je klasificirala AB1 u grupu 1, kao kancerogen za ljude [5].

Slika 2. Struktura aflatoksina B1, izvor: http://www.chemspider.com/

Aflatoksini su termalno stabilni spojevi koji se ne raspadaju kada su tretirani toplinom kod
pripreme hrane, a ta termalna stabilnost uvjetovana je sa pH i vlaznosti smjese u kojoj se spoj
nalazi. 1z tog je razloga przenje predlozeno kao alternativa kod pripreme hrane sa prisustvom
aflatoksina. Fermentacijski procesi, pasterizacija i kuhanje ne utjeCu na stabilnost AM1 u siru i
mlije¢nim proizvodima. Aflatoksini se mogu unistiti kiselom ili alkalnom hidrolizom ili

djelovanjem oksidativnih sredstava [1].


http://www.chemspider.com/

2.2. Okratoksin A

Okratoksini, ukljucujuéi okratoksin A (Slika 3), okratoksin B i okratoksin C, su mala skupina
mikotoksina koje proizvede Aspergillus spp. i Penicillium spp. Okratoksini B i C se u prirodi

rijetko pojavljuju te se ne smatraju Stetnim za ljude [1].

najvise. Ima malu molekulsku masu te je sekundarni metabolit plijesni roda Penicillium, najcesce
P. verrucosum, P. nordicum, P. olson, P. brevicompactum, P. crustose, P. chrysogenum i P.
oxalicum, te plijesni roda Aspergillus poput A. ochraceus, A. steynii, A. carbonarius, A. alliaceus
I A. westerdijkiae. OTA se moze detektirati kod velike koli¢ine sirovih i preradenih sirovina za
proizvodnju hrane. Najcesce su to Zitarice, kava, kakao, razni orasasti plodovi, vino, suseno voce,
meso 1 mesni proizvodi, jaja, mlijeko 1 razni zacini, a pronadena je 1 kod zrna kave u svim koracima
procesa prerade, od berbe do konzumacije. U Europi se OTA najce$ée pronalazi u vinu i
zitaricama. Budu¢i da se OTA moze razgraditi raznim tehnikama prerade, sirovine Cesto prije
prerade sadrze vecu koli¢inu OTA nego nakon prerade [1].

OTA najcesce napada bubrege, nefrotoksi¢an je kod svih Zivotinja. Ima velik afinitet za krvne
albumine 1 proteine tako da tijekom konzumacije OTA ti proteini sluZze za akumulaciju toksina u
organima. Ta akumulacija u koncu rezultira kontaminiranim sirovinama poput jaja i mlijeka.
Smatra se da uzrokuje poteskoce u razvoju fetusa, supresorom imuniteta te da uzrokuje ostecenja
na DNK genotoksi¢noséu [1]. IARC je OTA-u svrstala u grupu 2B, kao moguci karcenogen za
ljude [5].

OTA je relativno termalno stabilna molekula, a ta stabilnost ovisi o pH, temperaturi, vlaznosti,
vremenu tretiranja te prisutnosti antioksidansa u smjesi. Kod Zitarica se ve¢ u procesima prerade,
¢is¢enja, mljevenja, fermentiranja ili susenja uklanja velika koli¢ina OTA-e jer da se u njima

najcesce uklanja ljuska Zitarice u kojoj se nalazi veéina toksina i plijesni koje ih proizvode [1].


http://www.chemspider.com/

2.3. Patulin

Patulin (Slika 4) je poliketid i sekundarni metabolit plijesni roda Aspergillus, Bysochlamys,
Penicillium, Eupenicillium i Peacylomyces. U pocetku je bio opisan kao aktivan antimikrobni spoj
zbog svoje jake antimikrobne aktivnosti protiv gram pozitivnih i gram negativnim bakterija poput
Mycobacterium tuberculosis. Ve¢i broj istrazivanja rezultiralo je potvrdom toksi¢nosti,
imunotoksi¢nosti i mutagenosti patulina, pa je odluc¢eno, uzevsi u obzir da je antimikrobni utjecaj

patulina toksi¢an za ljude i Zivotinje, zabraniti njegovu upotreba u proizvodnji antibiotika [1].

Slika 4. Struktura patulina, izvor: http://www.chemspider.com/

Patulin je najcesc¢e detektiran u jabukama i1 proizvodima od jabuka, no njegova pojavnost je
zabiljezena i u drugom vocu. Isto tako, pronaden je i kod odredenih Zitarica, poput pSenice, jeCma,
kukuruza, rize, zobi, kikirikija i mahunarki. Neo¢ekivana prisutnost patulina bila je kod djecje
hrane, mlijeka, sira, morskih plodova, mesa te povréa. Njegova toksi¢nost istraZzena je na
zivotinjama, no postoji jako malo podataka o njegovoj kroni¢noj toksi¢nosti. Zna se da najvise
utjece na bubrege, jetru, imunoloski te probavni sustav [1]. IARC je kategorizirala patulin u grupu
3 kancerogena, $to oznacava da nije kancerogen za ljude [5].

Patulin je relativno termicki stabilan spoj, $to znaci da se teSko mozZe unistiti pasterizacijom, a
to oznacava velik problem u proizvodnji razli¢itih proizvoda od jabuka. Zbog topivosti molekule
u vodi, pranje sirovine pod visokim tlakom je dalo pozitivne rezultate u istraZivanjima, kao i
obrada soka od jabuke visokim hidrostatskim tlakom, tretiranje sumpornim dioksidom te

procis¢ivanje i filtriranje granuliranim aktivnim ugljenom [1].

2.4, Zearalenon

Zearalenon (Slika 5) je toksi¢ni produkt plijesni Fusarium spp. poput F. graminearum
(Gibberella zeae), F. verticillioides, F. cerealis, F. culmorum, F. crookwellense, F. equiseti te F.
semitectum. Zearalenon djeluje kao estrogen te uzrokuje poteskoce u reproduktivnim sustavima
domacih Zivotinja (najvise ovce i svinje) i hiper-estrogenski sindrom kod ljudi ovisno o koli¢ini

(koncentraciji) i vremenu izlozenosti [1].


http://www.chemspider.com/
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Slika 5. Struktura zearalenona, izvor: http://www.chemspider.com/

Zearalenon se u svijetu naj¢esce detektira kod zitarica poput kukuruza, je¢ma, pSenice 1 rize,
no moguca je i detekcija kod odredenih mahunarki. Zanimljivo je kako je velika koncentracija
zearaleona bila pronadena i kod indijskih banana. Kod hranidbe stoke zearalenon se iz Zitarica
izluCuje u mlijeko i kontaminira ga. NajceS¢e se u procesiranom mesu ne detektira jer uvjeti rasta
plijesni i nastanka toksina nisu povoljni, no u slucaju kada se zearalenon nade u peradi,
kontaminira i meso i jaja i to samo kada je u pitanju bila hranidba duze vrijeme sa hranom koja
sadrzi velike koncentracije zearalenona [1].

Zearalenon je glavna prijetnja za zdravlje ljudi i zivotinja sa svojim estrogenskim u¢incima.
IzloZenost hrani kontaminiranoj zearalenonom pokazala se Stetnom za ljudski reproduktivni sustav
uzrokovajué¢i promjene na reproduktivnim organima, a u ekstremnim slucajevima dolazi 1 do
pojave raka vrata maternice u zena. Za fetus covjeka opasnost se javlja u obliku apoptoze, jake
embrijske toksi¢nosti i oksidacijskog stresa na embriotske mati¢ne stanice [1]. IARC je zearalenon
kategorizirala u grupa 3 kancerogena, sto daje do znanja da se on ne smatra kancerogenim za ljude
[5].

Zearalenon je termalno stabilan, te se razgradnja detektira uglavnom tek na temperaturama od
200°C, dok je kod kukuruza dovoljna obrada sirovine na temperaturama 110-140°C da bi se
koncentracija zearalenona smanjila za ¢ak 50%. No, jo§ se provode mnoga istrazivanja da bi se
pronaSao najefektivniji nacin procesiranja hrane da bi se maksimalno smanjila koncentracija

zearalenona [1].

2.5. Fumonizini

Fumonizini su sekundarni metaboliti plijesni Fusarium spp., u ve¢ini sluc¢ajeva F. proliferatum
i F. verticillioides, no mogu ga producirati i F. nygamai, F. napiforme, F. anthophilum i F. dlamini.
Identificirano je vise od 15 vrsta analoga fumonizina koji se dijele u 5 kategorija, A, B, C, P i H,
s obzirom na njihovu kemijsku strukturu. Fumonizini su polarni spojevi koji u svojoj strukturi

sadrze metil- i amino- skupine. Najbrojniji su fumonizini grupe B (FB1, FB2, FB3 i FB4), od kojih

.....
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Slika 6. Struktura fumonizina B1, izvor: http://www.chemspider.com/

Fumonizini se naj¢e$¢e pronalaze u Zitaricama, ponajvise kukuruzu, ali 1 kod rize, pSenice,
je¢ma i zobi. FB1 je ¢ak detektiran i kod ¢e$njaka, $paroga, piva, suhih §ljiva i mlijeka [1].

IzloZenost FB1 uzrokuje akutne i1 kroni¢ne simptome toksi¢nosti kod kontaminiranih Zivotinja.
Organi koje fumonizini napadaju su jetra, bubrezi i crijeva, no sam utjecaj ovisi o vrsti fumonizina.
Kod Zivotinja, izvor fumonizina je ¢esto pljesnivo krmivo koje je ¢esto, uz mnoge bolesti, i uzrok
smrti. Kroni¢na toksi¢nost FB1 se pokazala kancerogenom kod ljudi i zivotinja [1]. IARC je
fumonizine kategorizirala u grupu 2B, $to oznacava da su moguci kancerogeni za covjeka [5].

Fumonizini su relativno termalno stabilni spojevi koji se razgraduju na temperaturama 150-
200°C tijekom procesa pripreme hrane, poput przenja i pecenja. Kod proizvodnje u industriji do
razgradnje dolazi i pomocu mijeSanja sa drugim tvarima koje utjeCu na samu strukturu te time
neutraliziraju fumonizine. Fermentacija i zagrijavanje u proizvodnji piva ne utjeée na

koncentraciju FB1 [1].

2.6. Deoksinivalenol

Deoksinivalenol (Slika 7) je sekundarni metabolit plijesni Fusarium spp., najces¢e F.
graminerum. Poznat je pod imenom vomitoksin jer nakon konzumacije putuje do mozga i daje mu
signale da tijelo treba povratiti. Najcesc¢e se detektira kod zitarica 1 njihovih proizvoda. Termicki
je on stabilna, polarna molekula koja u svojoj strukturi ima tri hidroksilne skupine (-OH) te je

dobro topiva u vodi [6].
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Slika 7. Struktura deoksinivalenola, izvor: http://www.chemspider.com/

DON se najc¢esce pronalazi kod Zitarica (zob, jeCam, pSenica, kukuruz) 1 njihovih proizvoda
(brasno, piva, tjestenina). Ukoliko je koncentracija DON-a u hrani za zivotinje velika, dokazano
je njegova akumulacija u jetri i bubrezima, pa se u tim slucajevima detektira i u proizvodima od
Zivotinja kao §to su meso, jaja i mlijeko. Kod ljudi, DON uzrokuje muéninu, vrtoglavicu,
glavobolje i vrucicu kod ljudi [6]. IARC kategorizira deoksinivalenol kao kancerogen grupe 3 §to
znaci da se on ne smatra kancerogenim za ljude [5].

Stabilan pri temperaturama i od 350°C, no u slu¢aju kada se primjerice tjestenina kuha u vodi
moze do¢i do smanjenja njegove koncentracije. Prerade poput pecenja i prZzenja nisu se pokazale

efektivnim u smanjenju koncentracije DON-a u hrani [6].

2.7. Citrinin

Citrinin (Slika 8) je mikotoksin kojeg proizvode plijesni Penicillium spp. (P. citrinum, P.
verrucosum i P. expansum), Aspergillus spp. (A. carneus, A. niveus i A. terrus) i Monascus spp.
(M. ruber). On je ,.kruti* otrov koji mijenja neka svoja fizikalna svojstva obzirom na pH okoline.

Pri pH 4,6 on se nalazi u obliku zutih ,,iglica®, no pri pH 9,9 njegova boja se mijenja u crvenu [7].
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Slika 8. Struktura citrinina, izvor: http://www.chemspider.com/
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Citrinin je naj¢esce detektiran u povréu, no detekcija je moguca i kod raznih zitarica (kukuruz,
pSenica, riza, jeCam, zob), vo¢nih sokova, orasastih plodova (bademi, kikiriki, ljesnjak, pistacija)
uljarica i zaCina. Takoder, pronaden je i u siru, a tada nastaje u procesu zrenja i to je u sluc¢aju samo
kontaminacije sa M. ruber [7].

Citrinin najCes¢e nastaje kada skladiStenje Zitarica nije pravilno, odnosno uz visak vlage u
skladistu zbog nepravilne priprema sirovine prije skladiStenja. Temperatura koja je najpovoljnija
za produkciju citrinina je 12-37°C. Za ljudsko zdravlje citrinin je opasan jer uzrokuje oksidativni
stres te usporava enzimatske antioksidativne odgovore organizma na opasnosti. Razna istrazivanja
pokazala su da je 1 nefrotoksican i hepatotoksi¢an kod ljudi. Najcesce se detektira uz OTA-u, nou
tom sluéaju, ova dva mikotoksina medusobno pojacavaju svoju toksi¢nost i Stetan ucinak po
ljudsko zdravlje [7]. IARC Kkategorizira citrinin kao u grupu 3, $to znaci da se ne smatra
kancerogenim za ljude [5].

Citrinin se razgraduje, tali, na temperaturama izmedu 175-179°C. U hladnoj vodi nije topiv,
dok se u toploj vodi djelomi¢no otapa. Moguce ga je otopiti i u polarnim otapalima poput etanola,
metanola i acetonitrila. Kada se nalazi u suhim uvjetima njegova struktura pocinje se razgradivati
na temperaturama viSim od 175°C, dok u vlaznim uvjetima te promjene po€inju ve¢ na

temperaturama viSim od 100°C. Koncentracija CIT-a moze se smanjiti tretiranjem sirovine

za ljude, dok je CIT-H2 manje toksi¢an. Moguc¢a je razgradnja i pomocu kiselih i luZnatih otopina.
Neke od novih tehnologija u prehrambenoj industriji pokazale su se efektivnim u borbi protiv

citrinina, poput tretiranja visokim hidrostatskim tlakom [7].

2.8. Sklerociji i alkaloidi glavice razi (ergot alaloidi)

Ergot alkaloidi su mikotoksini koje u najvec¢em broju proizvode plijesni rodova Claviceps (C.
purpurea, C. fusiformis, C. africana), ali i Epichloe, Neotyphodium, Blansia, Penicillium te
Aspergillus. Prema strukturi dijele se na tri grupe: klavine, amine lizerginske Kiseline i peptide
(ergopeptide). Poznato je vise od 80 razlicitih ergot alkaloida, a ha koli¢inu i vrstu nastalih ergota
znacajno utjecCu vrsta plijesni, biljke domacini, uvjeti rasta i geografska lokacija [8].

Sklerociji (Slika 9) su ¢vrste mase micelija gljiva koje sluze za rezervu hrane i cuvanje kolonija
u ekstremnim uvjetima. Ergoti se najc¢esce detektiraju kod proizvoda od razi i ¢esto su popraceni
drugim mikotoksinima. Istrazivanja su pokazala da se termickom obradom kontaminiranih
proizvoda ergot alkaloidi ne razgraduju, dok se ¢iS¢enjem i preradom Zitarica uklanja ¢ak 80%

sklerocija [8].



Slika 9. Ergot sklerocij na razi (crna, zadebljana zrna), izvor: https://veterinarska-stanica-

journal.hr/article/ergot-sclerotia-and-ergot-alkaloids-occurrence-in-wheat-and-rye-grains-produced-in-

croatia/

Bolesti koje nastaju konzumacijom plijesni koje sintetiziraju ergot alkaloide nazivaju se
ergotizmi. Halucinacije su najces¢i simptomi trovanja ergotima. Kod Zivotinja, nakon unosa velike
koncentracije ergota, moze do¢i do oboljenja pojedinih ekstremiteta, Sto posljedi¢no ¢ini zivotinju
neupotrebljivom za proizvodnju u prehrambenoj industriji. Uz toksi¢nost, ergoti su pokazali i neka

svojstva koja mogu biti povoljna za ljudsko zdravlje, primjerice antioksidativna i antimikrobna
svojstva [8].
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3. Zakonski neregulirani mikotoksini

Zakonski neregulirani mikotoksini (eng. emerging mycotoxins) su mikotoksini koji se rutinski
ne odreduju, niti su njihove najve¢e dozvoljene koli¢ine propisane, budué¢i da nisu dovoljno
istraZeni da bi se znala njihova pojavnost i dovoljno poznavali ucinci na zdravlje. Ove mikotoksine

najéescée proizvode plijesni rodova Aspergillus, Fusarium i Alternaria, ali i druge [9].

3.1. Sterigmatocistin

Sterigmatocistin (Slika 10) je toksi¢ni prekursor aflatoksina. Proizvode ga Aspergillus spp. (A.

flavus, A. parasiticus, A. nidulans, A. versicolor), Bipolaris spp., Emericella spp., Chaetomium

.....

novija istrazivanja pokazuju da STE na organizam djeluje kao AB1 samo sa manjim toksi¢nim

ucinkom [9].
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Slika 10. Struktura sterigmatocistina, izvor: http://www.chemspider.com/

Neka istrazivanja su pokazala da sterigmatocistin ima genotoksi¢na i citotoksi¢na svojstva na
stanice, te da moze uzrokovati oste¢enja na samoj DNK i mutacije kontaminiranog organizma.
EFSA je 2015. godine pocela intenzivnije provoditi istraZivanja o prisutnosti STE u hrani.
Preliminarnim istraZzivanjima STE je u najvecoj koncentraciji detektiran kod riZze, kukuruza,
kikirkija te nekih proizvoda od Zitarica koji su bili predvideni za ljudsku konzumaciju [9]. IARC
je kategorizirala sterigmatocistin kao kancerogen grupe 2B, $to govori da je on moguéi kancerogen
za ljude [5]. S obzirom da se sva in vitro istrazivanja provode sa velikim koncentracijama STE da
bi se dobili jasni rezultati, postoji potreba za provodenjem in Vivo istrazivanja sa malim
koncentracijama STE da bi se jasno vidjeli rezultati kroni¢ne toksi¢nosti 1 izlozenosti

sterigmatocistina na ljudski organizam [9].
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3.2. Emodin

Emodin (Slika 11) je narancasto-crven Kkristalni spoj koji proizvode Aspergillus spp.,
Penicillium spp. i Talaromyces spp. Isto tako detektiran je i kao aktivan sastojak biljka mahunarke
(Cassia spp.), dvornikovke (Rheum, Rumex i Polygonum spp.) i pasjakovke (Rhamnus i Ventilago
spp.). U tradicionalnoj kineskoj medicini, emodin se ekstrahira iz rizoma Rheum palmatum L. te

se koristi u terapeutske svrhe [9].
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Slika 11. Struktura emodina, izvor: http://www.chemspider.com/

Neka in vitro istrazivanja pokazuju da emodin moze inhibirati rast kancerogenih stanica, te da
u odredenim slucajevima inhibira virus hepatitisa B i oralni herpes. Isto tako, detektirana su jaka
antibakterijska svojstva protiv Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus. Odredena istrazivanja
naznacuju da ima jaka antiosteoporotska i antialergijska svojstva. In vivo istraZivanja o toksi¢nosti
1 terapeutskim svojstvima se ve¢inom provode na miSevima i Stakorima. Neka od tih istrazivanja
bave se trazenjem lijeka za posljedice dijabetesa na ljudski organizam [9].

Emodin je u svijetu viSe poznat 1 upotrebljavan kao antrakinon (organska molekula koja se
koristi za pigmente) nego kao metabolit plijesni. 1z tog razloga postoji jako malo podataka o
njegovoj prisutnosti u hrani [9].

3.3. Eniatini

Eniatini su cikli¢ni heksadepsipeptidi koje proizvode plijesni Fusarium spp. (F. avenaceum,
F. oxysporum, F. poaen i F. tricinctum). Do sada je otkriveno nekoliko desetaka razli¢itih vrsta
eniatina, a u hrani su najées¢e detektirani ENN A, Al, B, i B1 (Slika 12). Eniatini se najéesce

pronalaze u zitaricama i njihovim proizvodima te hrani za zivotinje [9].
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Slika 12. Struktura eniatina B1, izvor: http://www.chemspider.com/

Sama toksi¢nost eniatina je povezana s hjihovim ionofornim svojstvom (sposobnost
reverzibilnog vezanja iona), ¢ime se izravno utjece na transport mono— i divalentnih K* i Ca®* iona
kroz membranu. Neka od istrazivanja pokazala su povezanost u nacinu na koji ENNBI1 i T-2
toksicno djeluju na gastrointestinalni sustav. Mali broj in vivo istrazivanja koja su provedena daju
o kroni¢noj izloZenosti ljudskog organizma eniatinima nisu dostupni, EFSA jo$ nije odredila

koncentracije koje bi bile Stetne za ljudsko zdravlje [9].

3.4. Beauvericin

Beauvericin (Slika 13) je cikli¢ni heksapsipeptid kojeg proizvode Fusarium spp. (F.
proliferatum, F. subglutunans, F. verticillioides i F. oxysporum), a najcesce se detektira kod
nepreradenih Zzitarica i hrane za zivotinje. Kod in vitro istrazivanja rezultati indiciraju da
beauvericin uzrokuje oksidativni stres te da djeluje kao inhibitor enzima kod bubrega. Dok se BEA
pokazao toksi¢an u in vitro uvjetima, tijekom in vivo istrazivanja na peradi i gmazovima
beauvericin se nije pokazao toksi¢nim. Primije¢eno je da se beauvericin akumulira u tkivima

bogatim mastima (npr. kod jaja je detektiran u zumanjku) [9].
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Slika 13. Struktura beauvericina, izvor: http://www.chemspider.com/

S obzirom na rezultate dostupnih istrazivanja, EFSA beauvericin jo$ nije definirala Stetnim za
ljudsko zdravlje. Postoje neka in vivo istrazivanja koja su pokazala da beauvericin utje¢e negativno
na imunoloski sustav, no potrebno je dodatno istraziti da bi se uvela kontrola koncentracije BEA
u hrani. Podaci o kroni¢noj izlozenosti jo§ nisu dostupni, pa posljedice dugotrajne izloZenosti

organizma beauvericinu nisu poznate [9].

3.5. Moniliformin

Moniliformin (Slika 14) je mala molekula koja je lako topiva u vodi. Proizvode je plijesni
Fusarium spp. (F. proliferatum, F.subglutinans, F. avenaceum, F. tricinctum, F. fujikuroi, F.
nygamai, F. pseudonygamai, F. temperatum i F. thapsinum ), a nedavno je dokazano da ga
proizvodi i Penicillium melanoconidium. Moniliformin je jedna od najkiselijih organskih molekula
te se u prirodi naj¢eS¢e nalazi u obliku natrijevih ili kalijevih soli, a najces¢e se pronalazi u

Zitaricama [9].
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Slika 14. Struktura moniliformina, izvor: http://www.chemspider.com/
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Dostupna istrazivanja MON-a daju razli¢ite rezultate, a neki od njih su mogucénost
monilifomina da inhibira piruvat dehidrogenaze (u in vitro uvjetima), inhibicija enzima koji sadrze
tiamin (uzrok tome se navodi strukturna slicnost MON-a i piruvat dehidrogenaze), fitotoksi¢nost
kod kukuruza i pSenice, naj¢eS¢e nekroza, utjecaj na rast biljke i promjene na samoj strukturi
biljke. Neka od in vitro istrazivanja dokazuju toksi¢nost MON-a na zivotinjske stanice, a
zanimljivo je da neka in vivo istrazivanja rezultiraju jakom toksi¢no$¢u moniliformina, ponajvise
kod peradi gdje dolazi do napada na sam sr¢ani organ [9].

IARC je kategorizirala moniliformin kao kancerogen grupe 2B, S§to znaci da je moguci
kancerogen za ljude [5]. Isto tako, EFSA isti¢e vaznost kontrole hrane za zivotinje, pogotovo

peradi, s obzirom na rezultate provedenih istrazivanja [9].
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4. Pojavnost, sprjecavanje i kontrola kontaminacije

Promjenom klime na globalnoj razini (npr. poviSenje temperature zraka, poveéanje koli¢ine
padalina odnosno dulji vremenski periodi bez padalina) dolazi do poremecaja u samom
ekosustavu. Te promjene u klimi, ponajvise povecanje vlage 1 poviSenje temperatura, povoljne su
za rast raznih mikroorganizama ukljucujudi i plijesni koje u sve ve¢oj mjeri proizvode i sve vise
mikotoksina. Istrazivanja na preradenim i nepreradenim sirovinama, ponajviSe Zitaricama,
pokazuju povecéanje koncentracija i vrsta mikotoksina u sirovinama koje se uzgajaju za prehranu
ljudi pri ¢emu dolazi do kontaminacije Zitarica sa sve viSe vrsta mikotoksina, i reguliranih i
nereguliranih, te samim time uniStenja hrane i hrane za Zivotinje, uslijed ekstremnih klimatskih
promjena [10].

Prema studiji koju su proveli Eskola i sur. (2020.), pojavnost mikotoksina vec¢a je od Cesto
citiranih 25% koje je procijenio FAO te ona iznosi i do 80%, Sto se pripisuje sve vecoj osjetljivosti
metoda mjerenja koncentracije mikotoksina, ali i utjecaju klimatskih promjena. Da bi se mogla
odrediti prava opasnost mikotoksina za ljudsko zdravlje, potrebna su jo§ mnoga istrazivanja
njihove pojavnosti 1 supojavnosti, u raznim geografskim podrucjima te u razliitim vremenskim
periodima [11].

Do sli¢nog zakljucka dosli su 1 Kovalsky 1 sur. (2016), €ije je istrazivanje reguliranih 1
nereguliranih mikotoksina u poljoprivrednim sirovinama ukazalo na znac¢ajnu pojavnost Fusarium
mikotoksina (poglavito DON-a i ZEN-a), do gotovo 90%, pri ¢emu je dokazana i Cesta supojavnost
reguliranih mikotoksina s nereguliranima. Takoder, zamije¢ena je i vaznost utjecaja vremenskih
uvjeta na pojedinim mikrolokacijama unutar iste regije, kao i koristenih kultivara, na pojavnost
mikotoksina [12].

S obzirom na ta saznanja, preporucaju se cesca laboratorijska ispitivanja mikotoksina u
sirovinama, ne samo prije Zetve, nego 1 tokom i nakon skladiStenja, budu¢i da su ekstremne
klimatske promjene sve CeSce i sve vece [10], a kako bi se sprijecila inicijalna kontaminacija
mikotoksinima potrebno je, tijekom uzgoja hrane, poStovati smjernice dane od strane organizacija
zaduzenih za oCuvanje kvalitete hrane 1 ocuvanje ljudskog zdravlja (npr. FAO, WHO, EFSA).
Neke od smjernica bave se sprjecavanjem nastanka mikotoksina, dok se druge bave kontrolom i
sprjeCavanjem povecanja koncentracije mikotoksina ako je doslo njihovog nastanka. Neke od tih
smjernica su odnose se na HACCP sustav ili GAP principe, te razne metode dekontaminacije
(fizicke, kemijske i bioloske) [1].
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4.1. HACCP

HACCEP je sustav analize opasnosti i kritiénih kontrolnih to¢aka, a bazira se na sedam nacela
kojima je svrha sprjeCavanje kontaminacije hrane fizickim, kemijskim 1 bioloskim opasnostima.
Uredbom (EZ) br. 852/2004 o higijeni hrane zakonski je propisano obavezno uvodenje HACCP
sustava kod svih subjekata u poslovanju s hranom. Ova Uredba (i sam HACCP sustav) primjenjuje
se na sve faze proizvodnje, prerade i distribucije hrane, kao i na uvoz i izvoz hrane [13].

Prema Uredbi (EZ) br. 852/2004, nacela HACCP sustava su:

1. Utvrdivanje svih opasnosti koje se moraju sprije€iti, ukloniti ili smanjiti na prihvatljivu
razinu;

2. Utvrdivanje kriticnih kontrolnih to¢aka na razini ili razinama na kojim je kontrola bitna za
sprecavanje ili uklanjanje opasnosti ili za njezino smanjivanje na prihvatljivu razinu;

3. Odredivanje kriti¢nih granica na kriticnim kontrolnim tockama koje razdvajaju prihvatljivo
od neprihvatljivog radi spreCavanja, uklanjanja ili smanjivanja uo¢enih opasnosti;

4. Odredivanje 1 provedba ucinkovitih postupaka nadgledanja kriti¢nih kontrolnih tocaka;

5. Odredivanje mjera za uklanjanje nedostataka koje se poduzimaju ako sustav nadgledanja
upozori da kritina kontrolna tocka nije pod kontrolom;

6. Odredivanje postupaka koji se redovito poduzimaju kako bi se provjerila u¢inkovitost
mjera navedenih u nacelima 1-5; te

7. Uspostava i vodenje dokumentacija i evidencija primjerenih vrsti i veli¢ini poduzeéa u
poslovanju s hranom, a koje ¢e dokazivati u¢inkovitu primjenu mjera navedenih u nacelima

1-6.

HACCP sustavom moguca je detekcija mikotoksina u hrani, te se samim time u velikoj mjeri

sprecavanje opasnosti po ljudsko zdravlje koje bi mogle nastati uslijed kontaminacije [13].

4.2. GAP

GAP je zbirka principa koji se trebaju implementirati u procese uzgoja, pripreme za
skladiStenje 1 skladiStenja da bi se osigurala sigurnost prehrambenih proizvoda i1 hrane, uzimajuc¢i
u obzir ekonomsku, socijalnu i ekolosku odrzivost [14]. Neki od principa odnose se na pripremu
tla prije sadnje, uklanjanje otpada od usjeva (ljuske, korijenje, stabljike), sastavljanje sustava
gnojidbe i navodnjavanja bitno kod perioda susa i odrzavanje plodoreda. Potrebno je paziti da se
koriste sorte koje su otporne na bolesti uzrokovane plijesnima i insektima te da se berba odvija u
pravo vrijeme (da je usjev zreo). Prije samog skladistenja sirovina potrebno je dodatno susenje
(ako je sirovina sadrzi previse vode), a kako ne bi doslo do rasta plijesni tijekom skladistenja.
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Tijekom skladi$tenja, potrebno je kontrolirati temperaturu, vlaznost i protok zraka u skladistu da
bi se sprijecio naknadna sinteza mikotoksina. Kod vec¢ine mikotoksina, to znaci da bi temperatura

trebala biti oko 20°C te aktivitet vode ispod 0,7, te se treba regulirati koli¢ina O2 i CO> u zraku

[1].

4.3. Fizicka dekontaminacija

Fizicka dekontaminacija Se 0dnosi na tretiranje hrane pomo¢u metoda koje ne koriste neke
druge tvari ve¢ uzrokuju fizicke promjene na hrani. Tim metodama se uklanjaju mikotoksini iz
usjeva prije obrade [1].

U slucaju aflatoksina i OTA-e kontaminacija je vidljiva ve¢ golim okom (npr. boja zrnai sl.)
pa je moguce njihovo uklanjanje ve¢ prilikom Zetve. Isto tako, prije skladiStenja preporucljivo je
uklanjanje ovojnice ili ljuske sirovina (zitarice, oraSasti plodovi), posto se U njoj nalazi najvise
kontaminanata. Kod fumonizina moguca je dekontaminacija na viSe nacina poput pirolize,
radijacije i mljevenja. Patulin je u velikoj mjeri moguce ukloniti sortiranjem voéa prije procesa
proizvodnje, a moguce je uklanjanje iz voénih sokova pomocu filtracije, fermentacije i
pasterizacije, zagrijavanja, primjene UV svjetlosti te visokog hidrostatskog tlaka. Uklanjanje
zearalenona iz hrane/sirovina moguce je gravitacijskim odvajanjem, mljevenjem te toplinskom
obradom [1]. DON je moguce ukloniti u procesu sortiranja, pranja, drobljenja, radijacije te
toplinsko obradom. Isto tako preporuca se uklanjanje vanjske ljuske Zitarica [15]. U slucaju
uklanjanja citrinina pozitivne rezultate pokazalo je tretiranje sirovina plavim svijetlom [7]. Ergot

alkaloidi uklanjaju se toplinskom obradom, sortiranjem, pranjem i mljevenjem [8].

4.4. Kemijska dekontaminacija

Kod kemijske dekontaminacije koriste se kemikalije koje sluze za uklanjanje mikotoksina, no
one ne smiju tijekom uklanjanja proizvoditi toksi¢ne nusprodukte. Dakle, koriste se kemikalije
koje utjeCu samo na kontaminant, a ne i sirovinu [1].

Kod aflatoksina kemijska dekontaminacija nije zakonski odobrena jer agensi koji su potrebni
da bi se aflatoksin uniStio imaju toksi¢ne nusprodukte. OTA-U je moguce uniStiti pomocu
amonijaka i ozona. Kod fumonizina efektivno je koristenje luzina kod dekontaminacije, poput
amonijaka, sumporovog dioksida i natrijevog hidroksida. Kod patulina preporuca se koristenje
askorbinske kiseline, kalijevog permanganata (koriStenje prije prerade, tijekom pranja), amonijaka
te sumporovog dioksida. U slucaju zearalenona koriste se amonijak, klorovodi¢na kiselina, octena

kiselina, vodikov peroksid i formaldehid [1]. Kod dekontaminacije u slu¢aju DON-a koriste se
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oksidacijski agenti i jake kiseline i baze, te u sve viSe slu¢aja natrijev metabidisulfat [16]. Kod

uklanjanja citrinina koristi se limunska kiselina [7].

4.5. Bioloska dekontaminacija

Bioloska dekontaminacija je metoda kod koje se koriste drugi organizmi za uklanjanje
kontaminanata. Kod upotrebe mikroorganizama za uklanjanje mikotoksina potrebno je znati tocno
koji organizmi su potrebni da se hrana ne bi dodatno kontaminirala drugim Stetnim
kontaminantima [1].

Kod aflatoksina korisnima su se pokazali Bacillus subtilis, neke Pseudomonas spp.,
Burkholderia spp., Ralstonia spp. i Lactobacillus spp. OTA-u je moguce unistiti koriStenjem
odredenih enzima. Tretitanjem sjemena sa Microbasterium oleovorans 1 Bacillus
amyloloquefaciens smanjuje se stvaranje FB1 1 FB2 kod kukuruza. Isto tako, koristenjem nekih
bakterija rodova Azotobacter spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp. i Arhrobaster spp. smanjuje
se pojavnost plijesni Fusarium veriticilliodes te samim time i nastanak fumonizina. Kod borbe
protiv patulina koriste se Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, Bificobacterium animals,
Enterococcus faecium, Sporobolomyces spp., Kodomae ohmeri, Saccharomyces cerevisiae,
Byssochlamys nivea i odredeni enzimi. U slu¢aju zearalenona koriste se Sccharomyces cerevisiae,
Lactobacillus rhamnosus i Lactobacillus plamntarum [1]. Kod kontaminacije DON-om
preporuceno je koristiti Bacillus subtilis i B. lichenoformis, neke Nocardia spp. te Devosia insulae
[16].
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5. Metode analize

Detekcija mikotoksina slozen je proces u kojem je potrebno pravilno uzorkovanje,
homogenizacija, priprema uzorka te detekcija i kvantifikacija analitickim metodama. U pripremu
uzorka ubraja se ekstrakcija spoja iz matrice uzorka, procis¢avanje i koncentriranje dobivenog
ekstrakta. Uklanjanje komponenti matrice uzorka glavni cilj kod pripreme uzorka, a izbor metode
ovisi 0 vrsti i koncentraciji mikotoksina koji se zeli odrediti, kao i tehnici detekcije. Ekstrakcija se
provodi iz usitnjenog uzorka sa smjesom otapala. Pro¢iS¢avanje se provodi kroz razli¢ite metode
kao Sto je SPE, ekstrakcija na Cvrstoj fazi, koja se uz procis¢avanje moze Kkoristiti i za
koncentriranje. U odredivanju pojedinih grupa mikotoksina najznacajnije su multifunkcionalne
SPE kolone, kod kojih komponente matriksa zaostaju na ¢vrstoj fazi dok spojevi od interesa
prelaze u supernatant. Najspecifi¢nije procis¢avanje dobiva se pomoci IAC kolona, kod kojih su
u koloni imobilizirana antitijela specifi¢na za odredeni mikotoksin [17].

Tehnika koja se najceSce koristi za odredivanje mikotoksina u hrani je kromatografija.
Najstarija kromatografska tehnika koja se koristila za brzi pregled odredenih mikotoksina
vizualnom procjenom je tankoslojna kromatografija (TLC). Da bi se pojednostavila i ubrzala
detekcija mikotoksina doSlo je do razvoja kromatografskih metoda baziranih na upotrebi
tekucinske kromatografije (HPLC) u sprezi s razlic¢itim detektorima, u posljednje vrijeme najcesce
spektrometrom masa (MS). GC se danas rijetko koristi u detekciji mikotoksina jer uglavnom
zahtjeva derivatizaciju. Kod odredivanja mikotoksina moguce je koristiti i imunoloske metode.
Najcesce koristena je kompetitivna ELISA zbog svoje visoke specificnosti, jednostavne primjene
i niske cijene [17].

Kako je ranije navedeno, obzirom na sve ¢e$¢u supojavnost mikotoksina u poljoprivrednim
proizvodima, postoji potreba za multimikotoksinskim metodama koje istovremeno odreduju velik
broj spojeva sa minimalnim pristupom i bez posebnih tehnika proc¢is¢avanja, poput razrijedi i mjeri
principa. Razrijedi i mjeri princip (Slika 15) bazira se na jednostavnoj ekstrakciji spoja iz uzoraka
prikladnim otapalom te razrjedenju ekstrakta. Problem ovog pristupa je §to se, uz zeljene spojeve,
¢uvaju i komponenata uzorka koje u konaénici mogu negativno utjecati na izvedbene znacajke
metode [18].
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90 min i

Slika 15. Razrijedi i mjeri princip, izvor: prilagodeno iz [18]

Pazeci na sve te elemente, metode bazirane na spregnutoj LC-MS tehnici odredivanja postale
su vodece u detekciji mikotoksina. LC-MS (Slika 16) omogucuje veéu selektivnost i osjetljivost
te pouzdanost u detekciji Zeljenih spojeva, pri ¢emu se u rutinskim analizama kontaminanata
uglavnom Koristi trostruki kvadrupolni (QgQ) analizator masa, a za tzv. non-target analize i
odredivanje (dokazivanje) novih, do sada nepoznatih spojeva, analizatori masa visoke razlu¢ivosti

i to¢nosti mjerenja mase [17].

P AT TS T TS S SIS EEEEEIEETEEEES ~ N

| I
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. ; 1 . I .

Teku¢inski | Izvor iona Analizator Detektor | Procesiranje

kromatograf _r masa T i kontrola
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Semmmmm- 1 Spektrometar masa I‘ """"

Slika 16. Blok shema spregnutog sustava LC-MS, izvor: prilagodeno iz [17]
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6. Zakljucak

Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni koji predstavljaju prijetnju za ljudsko zdravlje,
stoga se razine odredenih mikotoksina u hrani zakonski reguliraju. U Republici Hrvatskoj postuju
se propisi koji su doneseni na razini EU, u prvom redu Uredba Komisije (EU) 2023/915 o najvecoj
dopustenoj koli¢ini odredenih kontaminanata u hrani ¢ija se provedba osigurava Zakonom o
kontaminantima (NN 39/2013).

Dok se trenutno regulira samo nekolicina otkrivenih mikotoksina (aflatoksini, okratoksin A,
patulin, zearalenon, fumonizini, deoksinivalenol, citrinin, skolerij i alkaloidi glavice razi), poznato
ih je vise stotina razli¢itih. Najopasniji je aflatoksin B1 kojeg je IARC klasificirala kao kancerogen
za ljude. Zakonski neregulirani mikotoksini, kao S§to su sterigmatocistin, emodin, eniatini,
beauvericin, moniliformin 1 drugi, jo§ nisu dovoljno istraZzeni da bi se mogla tocno definirati
njihova opasnost po ljudsko zdravlje. No, sve vise istrazivanja se provodi da bi se to¢no moglo
odrediti koje ,,nove* mikotoksine je potrebno zakonski regulirati.

Jedan od glavnih alata u borbi protiv nastanka mikotoksina je uspostava HACCP sustava. Uz
HACCP, hitno je i postivanje standarda dobre poljoprivredne prakse kojima je opisano kako
sprijeciti nastanak mikotoksina ve¢ pri uzgoju usjeva. Njihovo uvodenje i provedba sve su vazniji
u posljednje vrijeme, uzevsi u obzir utjecaj posljedica klimatskih promjena na pojavnost
kontaminanata i posljedi¢no sigurnost hrane. Jednom kada dode do kontaminacije hrane
mikotoksinima moguca je njena dekontaminacija, fizicka, kemijska ili bioloska, ali samo uz za to
odobrene metode.

Prema tome, postoji potreba za veéim brojem kontrola u proizvodnji hrane, a da bi se
mikotoksini analiticki odredili nuzno je slijediti slozen proces koji se sastoji od pravilnog
uzorkovanja, homogenizacije i pripreme uzorka te detekcije i kvantifikacije analita. Kako bi se
ubrzao proces pripreme uzorka razvijen je jednostavan ,razrijedi i mjeri‘ princip, dok se za
instrumentalno odredivanje mikotoksina naj¢eS¢e koristi tekucinska kromatografija u sprezi sa

spektrometrijom masa, i to radi svoje selektivnosti i pouzdanosti u detekciji zeljenih spojeva.
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