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Sazetak

Jabuke su nutritivno bogato vo¢e podlozno kvarenju do kojeg Cesto dolazi prilikom loseg
rukovanja. Natucene i gnjile jabuke odli¢na su podloga za kontaminaciju plijesnima, a plijesan
koja najc¢esce napada jabuke je Penicillium expansum, koja proizvodi mikotoksin patulin. Patulin
je toksican za ljude te ima negativne ucinke na probavni, imunoloski i Ziv€ani sustav. S obzirom
da je vrlo Cesti kontaminant u jabukama dospijeva u gotove proizvode, a to su uglavnom sokovi i
kasice.

U ovomradu ELISA metodom mjerene su koncentracije patulina u konvencionalnim sokovima
od jabuke, kruSke i naran¢e, ekoloskim sokovima od jabuke i kruske, cijedenim sokovima od
jabuke, kruske i breskve sa korom i bez kore te voénim kasicama od jabuke i kruske. Nakon §to
su koncentracije izmjerene pri 450 nm tablicama su prikazane izmjerene koncentracije te je
odradena analiza istih.

Rezultati su pokazali da su konvencionalni sokovi od jabuke najpodlozniji kontaminaciji
patulinom, nakon cega slijede konvencionalni sokovi od narance, zatim breskve i kruske. Dva
uzorka pokazala su koncentraciju patulina iznad dozvoljene granice, jedan uzorak bio je vrlo blizu

gornje granice, a svi ostali uzorci imaju manje znacajne koncentracije unutar dozvoljenih granica.

Kljuéne rije€i: Patulin, vo¢ni sokovi, ELISA



Summary

Apples are a nutritionally rich fruit subject to spoilage, which often occurs due to poor
handling. Bruised and rotten apples are an excellent base for mold contamination, and the mold
that most often contaminates apples is Penicillium expansum, which produces the mycotoxin
patulin. Patulin is toxic to humans and has negative effects on the digestive, immune and nervous
systems. Since it is a very common contaminant in apples, it ends up in finished products, which
are mainly juices and porridges.

In this undergraduate thesis, patulin concentrations were measured using the ELISA method in
conventional apple, pear and orange juices, organic apple and pear juices, squeezed apple, pear
and peach juices with and without peel, and apple and pear fruit purees. After the concentrations
were measured at 450 nm, the measured concentrations were shown in the tables and an analysis
was made.

The results showed that conventional apple juices are most susceptible to patulin
contamination, followed by conventional orange juices, then peaches and pears. Two samples
showed a concentration of patulin above the permissible limit, one sample was very close to the

upper limit, and all other samples have less significant concentrations within the permissible limits.

Key words: Patulin, fruit juices, ELISA



Popis KkoriStenih kratica

FAO Organizacija za prehranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda, eng. Food and
Agriculture Organization of the United Nations

TLC Tankoslojna kromatografija, eng. Thin layer chromatography

PAT Patulin

ELISA Enzimski povezani imunosorbentni test, eng. Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay

ROS Reaktivne vrste Kkisika, eng. Reactive oxygen species

NFC Ne od koncentrata, eng. Not from concentrate

FC Od koncentrata, eng. From concentrate

TASTE Kratkotrajni toplinski ubrzani ispariva¢, eng. Thermally Accelerated Short Time
Evaporator

HRP Hrenova peroksidaza, eng. Horseradish peroxidase

HPLC Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti, eng. High-performance liquid
chromatography

GC-MS Plinska kromatografija sa spektrometrijom masa, eng. Gas chromatography—mass
spectrometry

ppb Dijelova na milijardu, eng. Parts per billion

HAPIH Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu



Sadrzaj

Lo VOO ettt ettt 1
2. IMIKOTOKSINT ... 2
2.1. Patulin i nje@ova tOKSICIIOSE......coiuiiiiiiieiiie e 3
2.2. Potvrdne metode za odredivanje MiKOtOKSINA ..........covvvveiiiiiiiiieiiiiieic e 4
2.3. ZaKONSKA FEQUIALIVA .......eeiueieiiiiieeiee e 5
2.4. Proizvodnja sokova od jabuke, kruske 1 narance.........ccccoovveiiineiiiiiiiiiienee e 6
X o 21 5 (6311 ¢ 1 (o PP PUPPPPPTRPRR 11
3L MAALEITIAI . 11
3.2, IMBEOGE. ... 17
3.3. Odredivanje patulina Elisa Mmetodom ...........cocvviiiiiiiiiiiiiiec e 19
A, REZURALI ..o 21
O, ZAKIJUCAK . ... 28
B.  LIEBIALTUIA. ..o 30
T POPIS SHKA ... 32
8. POPIS TADNICA ..o 33



1. Uvod

Mikotoksini su toksi¢ni sekundarni metaboliti koje proizvode razne vrste plijesni [1]. Najcesce
su to rodovi Aspergillus, Penicillium i Fusarium, rastu u raznim okoli$nim uvjetima, a najvise im
za rast pogoduje umjerena temperatura i visoka vlaznost [2]. Pronadene su u Zzitaricama i
uljaricama koje imaju vaznu ulogu u medunarodnoj trgovini. Proteklih nekoliko desetlje¢a, razno
voce i povrée koje je dio svakodnevne prehrane takoder je na listi proizvoda koji su izlozeni
kontaminaciji mikotoksinima [3].

Cesto zarazeno voce plijesnima su jabuke, a najéeséa plijesan je Penicillium expansum koja
proizvodi mikotoksin patulin. Kontaminacija patulinom primarno se povezuje sa oSte¢enim 1
trulim plodovima voca i vo¢nim sokovima napravljenim od voca loSe kvalitete. Uzrokuje smedu
trulez kod jabuke i sliéne karakteristike degradacije ploda. Patulin je vrlo termostabilan u
sokovima od jabuke jer ga u gotovim proizvodima saharoza stiti od degradacije prilikom toplinske
obrade, te ga je tesko ukloniti postupcima kao §to je pasterizacija [1].

Njegova toksi¢nost dovodi do genotoksi¢nih, citotoksi¢nih, imunosupresivnih i neurotoksi¢nih
ucinaka, uz mogucénost izazivanja gastrointestinalnih poremecaja poput mucnine i proljeva. Zbog
Stetnih uéinaka, patulin je strogo reguliran, s dozvoljenim maksimalnim razinama u prehrambenim
proizvodima, posebno onima namijenjenim djeci [4].

Uredba Komisije (EU) br. 1881/2006, koja je izmijenjena Uredbom (EU) 2023/915, propisuje
maksimalno dozvoljene koli¢ine patulina u raznim prehrambenim proizvodima. U voénim
sokovima, voénim nektarima, koncentriranim voénim sokovima, alkoholnim pi¢ima i
fermentiranim proizvodima koji sadrze sok jabuke dozvoljeno je maksimalno 50 pg/kg patulina
dok je za Cvrste proizvode od jabuka dozvoljeno 25 pg/kg, a svega 10 pg/kg patulina dozvoljeno
je u voénim sokovima i ¢vrstim proizvodima od jabuka namijenjenim za djecu i dojencad [5].

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) popularna je i ué¢inkovita metoda za detekciju
mikotoksina, ukljucujuéi patulin, u razli¢itim vrstama vocéa i voénih proizvoda. Princip rada
metode temelji se na specifi€nim antitijelima koja se koriste za detekciju 1 kvantifikaciju analita,
u ovom slucaju patulina. Postoje razlicite varijante ELISA metode, no najceS¢e koriStene za
detekciju mikotoksina su kompetitivna i sendvi¢ ELISA [6].

U ovom radu obradit ¢e se tematika mikotoksina patulina i njegove pojavnosti u jabukama i
proizvodima od jabuka. ELISA metodom spektrofotometrijski ¢e se pri 450nm odrediti koli¢ine
patulina u uzorcima konvencionalnih sokova od jabuke, kruske i narance, ekoloski proizvedenim
sokovima od jabuke i od kruske, cijedenim sokovima od jabuke, kruske i breskve sa korom i bez

kore te voénim kaSama od jabuke 1 kruske.



2. Mikotoksini

Mikotoksini su toksi¢ni sekundarni metaboliti mikotvornih plijesni [1]. Proizvode ih razli¢ite
vrste plijesni, a najcesc¢e iz rodova Aspergillus, Penicillium i Fusarium, nastaju u odredenim
uvjetima okolisa, a posebno pri visokoj temperaturi i vlaznosti [2]. Proizvode mikotoksine
aflatoksin, ohratoksin A, patulin i alternaria toksine. Toksi¢ni su za ljude i zivotinje koji
konzumiraju proizvode koji njima mogu biti kontaminirani. Nisu sastavni dio plijesni ve¢ ih
plijesni proizvode zbog razloga koji nisu jo§ razjasnjeni u potpunosti. Pretpostavka je da mozda
sluZze kao insekticidi, mozda imaju ulogu da onesposobe obrambene mehanizme biljaka ili pak
pomazu plijesni u ostvarivanju bioloskih funkcija [1].

Postoje stotine vrsta mikotoksina, neke su poznate i koriste se za proizvodnju antibiotika dok
su neke izrazito opasne poput aflatoksina koji mogu biti vrlo kancerogeni [1].

Bolesti izazvane mikotoksinima nazivaju se mikotoksikoze. Mikotoksini za ljude mogu biti
karcinogeni, genotoksi¢ni i mutageni te uzrokuju akutne i kroni¢ne zdravstvene probleme,
ukljucujuci:

- hepatotoksi¢nost (ostecenje jetre),

- nefrotoksi¢nost (oSte¢enje bubrega),

- imunosupresija (slabljenje imunoloskog sustava)
- kancerogenost (povecanje rizika od raka)

- neurotoksi¢nost (oste¢enje zZivéanog sustava)

- hormonalni poremecaji [7].
Tablica 2.1 prikazuje najzna¢ajnije mikotoksine i toksikogene gljive koje ih produciraju.

Tablica 2.1 Toksikogene gljive i mikotoksini koje proizvode [8]

Mikotoksini Toksikogene gljive
Aflatoksini Aspergillus flavus, A. parasiticus

o Aspergillus terreus, A. carneus, Monascus ruber, M. purpureus, P.
citrinin citrinum, P. expansum, P. odoratum, P. radicicola, P. verrucosum
Deoksinivalenol Fusarium graminearum, F. culmorum, F. pseudograminearum
o Fusarium verticillioides, F. proliferatum, F. nygamai, F. napiforme,

F. thapsinum, F. anthophilum, F. dlamini




Aspergillus affinis, A. albertensis, A. alliaceus, A. welwitschiae, A.
carbonarius, A. cretensis, A. flocculosus, A. lacticoffeatus, A. niger,
) A. ochraceus, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A.
Ohratoksin A o _ §
sclerotioniger, A. sclerotiorum, A. steynii, A. sulphureus, A.
westerdijkiae, Neopetromyces muricatus, Penicillium nordicum, P.

verrucosum

Aspergillus clavatus, A. giganteus, A. longivesica, Paecilomyces
fulvus, P. niveus, P. saturatus, Penicillium antarcticum, P. carneum.
P.clavigerum, P. compactum, P. concentricum, P. coprobium, P.
Patulin dipodomyicola, P. expansum, P. gladioli, P. glandicola, P.
griseofulvum, P. marinum, P. novae-zeelandiae, P. paneum, P.
psychrosexualis, P. samsonianum, P. sclerotigenum, P. vulpinum,

Xylaria longiana

Zearalenon Fusarium graminearum, F. culmorum, F. equiseti, F. crookwellense

Ergot alkaloidi Claviceps purpurea, C. paspali

T-2 i HT-2 toksin Fusarium sporotrichioides, F. langsethiae, F. poae, F. sambucinum

2.1. Patulin i njegova toksi¢nost

Patulin (PAT) (4-hidroksi-4H-furo[3,2-c]piran-2(6H)-on) je mikotoksin kojeg primarno
proizvode plijesni rodova Penicillium i Aspergillus, a ime je dobio po plijesni Penicillium
patulinum [1]. Njegova struktura prikazana je na slici 2.1. Spada u skupinu spojeva poznatih kao
toksi¢ni laktoni. Kontaminacija patulinom primarno se povezuje sa oste¢enim i trulim plodovima
voca i voénim sokovima napravljenim od voca lose kvalitete [1].

Rodovi plijesni koje proizvode patulin najéesce pronalazimo na jezgri¢avom i kostunicavom
vocu kao Sto su kruske, breskve, grozde a naro€ito na jabukama. Nedavna istrazivanja pokazala su
da se patulin moze naci i na povréu, no i dalje se njegova pojavnost najvise povezuje s jabukama
[1]. Smeda trulez jabuke i sline karakteristike degradacije ploda vrlo ¢esto ukazuju na mogucu
kontaminaciju patulinom, takoder i na ostalom vocu sa vidljivim znakovima trulezi, raspadanja ili
plijesni mozemo ocekivati prisutnost patulina no posebice na jabukama. Patulin je vrlo stabilan u
sokovima od jabuke i1 grozda, a u gotovim proizvodima saharoza ga §titi od degradacije prilikom

toplinske obrade, odnosno ¢ini ga vrlo termostabilnim te ga je teSko ukloniti [1].



OH

Slika 2.1 Strukturna formula patulina [1]

Prva istrazivanja toksi¢nosti patulina pokrenuta su prije vise od 60 godina, s ciljem otkrivanja
povezanih farmakoloskih uc¢inaka. Do danas je provedeno nekoliko biokemijskih i toksikoloskih
studija PAT-a. Glavni mehanizam povezan s PAT toksi¢nos¢u ukljuCuje lako stvaranje
kovalentnih spojeva koji sadrze sulfhidrilne spojeve, kao $to su glutation, cistein i tioglikolat [4].

Ove reakcije takoder utjeCu na aktivnosti enzima koji sadrze tiol u mnogim aktivnim
skupinama, kao $to je heksokinaza, koja ima vaznu ulogu u glikolizi. Redukcija glutationa izaziva
proizvodnju reaktivnih Kisikovih vrsta (ROS) u stanicama. Prekomjerne stani¢ne razine ROS-a ne
samo da narusavaju dinamic¢ku ravnotezu izmedu prooksidativnih i antioksidativnih procesa ali i
remete normalno fizioloSko stanje stanice. Osim toga, ROS moze uzrokovati sistemsko
oksidativno oStecenje reakcijom s bioaktivnim molekulama kao Sto su nezasicene masne kiseline
i nukleinske Kkiseline, $to moze dovesti do stani¢ne strukturne i funkcionalne abnormalnosti,
izazivajuci razne bolesti, a time i ugroziti zdravlje organizma. Stoga su studije PAT toksikologije

koncentrirane na put oksidativnog osteéenja [4].

2.2. Potvrdne metode za odredivanje mikotoksina

Potvrdne metode za analizu mikotoksina klju¢ne su za precizno identificiranje i kvantificiranje
ovih spojeva u prehrambenim proizvodima, posebno nakon preliminarnih testova. Tekuéinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) je jedna od najée$¢e koristenih metoda koja
omogucéuje separaciju i kvantifikaciju mikotoksina na temelju njihovih kemijskih svojstava,

pruzajuci visoku osjetljivost i specifi¢nost [9].



Masena spektrometrija (MS), ¢esto u kombinaciji s HPLC-om ili plinskom kromatografijom
(GC), omogucuje detaljnu analizu mikotoksina kroz identifikaciju na temelju mase i strukture, $to
je vrlo specifi¢no i osjetljivo [10].

Plinska kromatografija (GC) koristi se za analizu hlapljivih mikotoksina. Ova metoda ukljucuje
derivatizaciju uzorka, separaciju kroz kromatografski stupac te detekciju pomocéu masene
spektrometrije ili plamen-ionizacijskog detektora [10].

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) koristi specificna antitijela za detekciju
mikotoksina, iako se uglavnom koristi kao poc¢etna screening metoda. Za potvrdu rezultata ELISA
testa Cesto se koriste HPLC ili MS [11].

Tankoslojna kromatografija (TLC) omogucuje separaciju mikotoksina pomocu tankog sloja
adsorbenta, ali ima nizu osjetljivost u usporedbi s HPLC-om i MS-om. lako jednostavna i brza,
ova metoda se koristi za manje zahtjevne analize [11].

Svaka od ovih metoda ima specifi¢ne prednosti i ograni¢enja, a ¢esto se koriste u kombinaciji

kako bi se osigurala to¢nost 1 pouzdanost u identificiranju mikotoksina .

2.3. Zakonska regulativa

Europski zakon regulira razine patulina u hrani kako bi zastitio potroSace od potencijalno
Stetnih ucinaka ovog mikotoksina. Uredba Komisije (EU) br. 1881/2006, koja je izmijenjena
Uredbom (EU) 2023/915, propisuje maksimalno dozvoljene koli¢ine patulina u raznim
prehrambenim proizvodima, a prikazane su u tablici 2.2.

U tablici 2.2 koja prikazuje najvece dopustene koli¢ine patulina prema Uredbi (EU) 2023/915
moze se vidjeti da je u voénim sokovima, vo¢nim nektarima, koncentriranim voénim sokovima,
alkoholnim pi¢ima i fermentiranim proizvodima koji sadrze sok jabuke dozvoljeno maksimalno
50 pg/kg patulina dok je za Cvrste proizvode od jabuka dozvoljeno 25 pg/kg, a svega 10 pg/kg
patulina dozvoljeno je u voénim sokovima i ¢vrstim proizvodima od jabuka namijenjenim za djecu
1 dojencad.

Osnovna nacela zakonodavstva EU o kontaminantima u hrani utvrdena su Uredbom Vijeca

315/93/EEC:

- Hrana koja sadrZi kontaminant u koli¢ini neprihvatljivoj sa stajaliSta javnog zdravlja, a
posebno na toksikoloSkoj razini, ne smije se stavljati na trziSte
- Razine onecis¢enja moraju se odrzavati na najnizim razinama koje se razumno mogu

postici slijedec¢i preporuc¢enu dobru radnu praksu



- Moraju se postaviti maksimalne razine za odredene kontaminante kako bi se zastitilo

javno zdravlje [5].

Tablica 2.2 Najvece dopustene koli¢ine patulina prema Uredbi (EU) 2023/915 [5]

Najveca
patulin dopustena
koli¢ina
(ng/kg)
Voéni sokovi, voé¢ni sokovi iz koncentrata, koncentrirani voéni sokovi i voéni 50
nektari
Alkoholna pica, jabukovaca 1 druga fermentirana pi¢a dobivena od jabuka ili 50
koja sadrzavaju sok od jabuka
Cvrsti proizvodi od jabuka koji se stavljaju na trziste za krajnjeg potrosaca, 25
osim proizvoda iz tocaka 1.3.4.11.3.5.
Sok od jabuka i ¢vrsti proizvodi od jabuka za dojen¢ad i malu djecu koji su 10
oznacenti 1 stavljaju se na trziSte kao takvi
Djecja hrana 10

2.4. Proizvodnja sokova od jabuke, kruske i narance

Jabuka (porodica: Rosaceae, rod i vrsta: Malus domestica) pripada skupini jezgrastog voca
[12]. To je voce koje ima karakteristi¢nu unutarnju jezgru (ili srz) sjemenki okruzenu mesnatim
dijelom ploda. Osim jabuka, u ovu skupinu spadaju i kruske i dunje. Jabuke su iznimno nutritivno
bogato voce, a zbog visokog udjela vode i Sec¢era podlozne su kvarenju koje uzrokuju razni
mikroorganizmi poput plijesni. Plijesan Penicilium expansum prikazana na slici 2.2 ¢esto je
zasluzna za kvarenje jabuka usred nepravilnog skladistenja i manipulacije gdje dolazi do

biosinteze patulina [12].




Slika 2.2 Jabuka zarazena sa plijesni Penicillium expansum [7]

Jabuka zbog sadrzaja vode, Secera i ostalih komponenata vrlo je pogodna sirovina za

proizvodnju sokova. Slika 2.3 prikazuje dijagram toka proizvodnje soka od jabuke [12].
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Slika 2.3 Dijagram toka proizvodnje soka od jabuke [12]

Proizvodnja soka od jabuke zapocinje berbom koja moze biti ru¢na ili strojna. Ubrano voce se
u kantama ili sanducima transportira u tvornicu ili se skladisti. Ako se jabuke skladiste, pozeljno
ih je uskladistiti za manje od 18 sati nakon berbe radi ouvanja kvalitete. Prije ulaska u skladiste
koriste se antioksidansi (kao §to je difenilamin) i fungicidi (kao $to su benomil i benzilmidazoli)
za izbjegavanje fizioloskih i gljiviénih problema [12].

Nakon skladistenja, plodovi se transportiraju u tvornicu gdje prvo idu u jedinicu za pranje.
Plodovi se peru na trakama uz pomo¢ rasprSivac¢a vode pod pritiskom radi uklanjanja ostataka
zemlje 1 primjesa. U nekim slu¢ajevima, koriste se Cetke za uklanjanje trulih dijelova i ¢vrsto
priljubljene prljavstine. Ukoliko se plodovi kratko skladiSte u tvornici prije prerade, to treba trajati
Sto je moguce krace, ne vise od 24 sata nakon uklanjanja iz rashladnih skladista. U fazi selekcije,
oSteceno ili pokvareno voce moze se odbaciti ili djelomi¢no koristiti nakon §to se uklone oSteceni

dijelovi. Prije presanja, jabuke se melju kako bi se smanjila veli¢ina sirovine i time pospjesilo



presanje odnosno ekstrakcija soka. Tako mljevena masa jabuka sluzi da bi sok lakse tekao kroz
masu te kao pomoc¢ni filter za bistrenje soka [12].

Kod presanja dodaje se askorbinska kiselina kako bi se izbjeglo enzimsko posmedivanje.
Bistrenje ukljucuje enzimsku depektinizaciju i doradu, uz uklanjanje spojeva kao $to su pektinske
tvari, protein i fenolni spojevi koji narusavaju izgled kona¢nog proizvoda. Enzimski pripravci
hidroliziraju pektinske tvari odgovorne za mutnoéu soka. Za filtraciju se jo§ mogu Koristiti i
spojevi kao Sto su silika sol, aktivni ugljen, pektinska kiselina, polivinilpirolidon ili bentonit koji
se mijeSaju sa sokom kako bi se uklonili suspendirani materijali koji su rezultat aktivnosti enzima
[12].

U novije vrijeme ultrafiltracija sve je ucestalija metoda filtracije. U nekim industrijskim
pogonima filtrirani sok se pasterizira nakon cega slijede koncentracija 1 skladiStenje, dok u
drugima, nakon bistrenja sok moZe biti izravno namijenjen formulaciji soka ili nektara nakon ¢ega
slijede pasterizacija i punjenje. Kada je sok koncentriran i uskladisten za upotrebu izmedu berbi,
dvaput ¢e se podvrgnuti pasterizaciji, prvi put prije koncentracije i drugi nakon rekonstitucije. Sok
se koncentrira isparavanjem , po mogucnosti na 70-71° Brixa. Ovo je neophodan proces za
ocuvanje spojeva arome (koji su osjetljivi na toplinu) ukoliko sok zelimo skladistiti duze vrijeme
[12].

Proces formulacije koristi se za proizvodnju nektara, bilo da se koristi svjeze iscijedeni sok ili
koncentrirani sok. Formulacija je u ovom slu¢aju mjeSavina soka, vode, Secera i antioksidansa
poput askorbinske kiseline i sredstava za zakiseljavanje kao S§to je limunska kiselina. Nakon
formulacije sok se pasterizira na temperaturama izmedu 90 °C i 98 °C nekoliko sekundi. Nakon
pasterizacije sok se hladi i spreman je za punjenje u tetrapake, staklene ili plasticne boce. Sok u

ambalazi zatim se skladisti i komercijalizira [12].

Kruska (Pyrus sp.) je vrsta jezgri¢avog voca iz porodice Rosaceae, koja se uzgaja u mnogim
dijelovima svijeta zbog svojih ukusnih i hranjivih plodova. Specifi¢nog je oblika koji je suZen pri
vrhu 1 §iri pri dnu, a ovisno o sorti veli¢ina moze varirati od malih do velikih plodova razli¢ite boje
od zelene ili zuto do crvenkaste ili smede. Mezokarp kruske moze biti ¢vrst 1 hrskav ili pak mekan
i socan [13].

Sadrze znacajnu koli¢inu prehrambenih vlakana. SadrZe nesto vise Secera od jabuka i oko 85%
vode $to ih ¢ini vrlo pogodnom sirovinom za proizvodnju soka. Zbog mekane strukture i
podloZnosti kvarenju kruske su ¢esto na meti plijesni roda Penicillium expansum prikazane na slici
2.4 zbog ¢ega dolazi do biosinteze patulina koji dospijeva u gotove proizvode od kruske [13].

Sok od kruske proizvodi se na isti nacin kao i sok od jabuke, no prilikom odredenih procesa

mozZe biti manjih razlika u proizvodnji. Kruske su ¢esto mekse i zrelije u usporedbi s jabukama,
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Sto moze zahtijevati prilagodbe u procesu mljevenja i presanja kako bi se sprije¢ilo prekomjerno

stvaranje pulpe [13].

Slika 2.4 Kruska zaraZena sa plijesni Penicillium expansum (Izvor: popis slika)

Naranc¢a (Citrus sinesis) vrsta je vo¢a koje pripada porodici Rutaceae. Jedno je to od
najpopularnijih voca na svijetu, zbog so¢nog mesa, nutritivnih vrijednosti i osvjezavajuceg okusa
[14].

U usporedbi s jabukama narance imaju nizu pH vrijednost odnosno kiselije su, $to je
nepogodno okruZenje za rast plijesni koje proizvode patulin. Jabuke pruzaju neutralniji pH koji
odgovara plijesnima zasluznim za proizvodnju patulina. Narance imaju debelu, zastitnu koru koja
pruza fizicku barijeru protiv plijesni, dok su jabuke sklonije povrSinskim osSte¢enjima koja
omogucuju plijesni da prodru i koloniziraju plod. Zbog navedenih razloga sok od narance ima nizi
rizik od kontaminacije patulinom nego sok od jabuke. U soku od naran¢e patulin je nestabilan
[14].

Sam proces proizvodnje soka od narance razlikuje se od proizvodnje soka od jabuke i kruSke
zbog razlika u strukturi ploda. Proizvodnja soka ukljucuje pranje i sortiranje voca, ekstrakciju soka
dvjema metodama (metalne ¢aSe ili rotirajuci rezaci), uklanjanje pulpe i sjemenki te filtraciju. Sok
moze biti NFC (ne od koncentrata) ili FC (od koncentrata). Sok koji nije od koncentrata (NFC)
sok se pasterizira i skladiSti smrznut ili ohladen. Sok od koncentrata (FC) sok se koncentrira do
60-65°Brix koristeci kratkotrajni toplinski ubrzani ispariva¢ (TASTE) ili inovativne membranske
tehnologije. Koncentrirani sok se moZze zamrznuti ili rekonstituirati prije pakiranja, a asepticno

pakiranje osigurava duzi rok trajanja [15].

10



3. Prakti¢ni dio

Cilj zadatka je bio odredivanje patulina uz pomo¢ Gold Standard Diagnostic ELISA 96 test
seta. To je set sa svim potrebnim kemikalijama za pripremu uzoraka i mikrotitarskom plo¢icom
oblozenom antitijelima za patulin. Set je namijenjen za odredivanje koncentracije patulina u
sokovima i proizvodima od jabuka, jabu¢nom cideru, soku od narance i sli¢nim proizvodima. Set
je skladiSten na temperaturi 2-8 °C i upotrebljen unutar roka valjanosti. Takoder prije upotrebe sve

komponente su ostavljene izvan hladnjaka kako bi postigle sobnu temperaturu (20-25 °C).

3.1. Materijali

1. Uzorci sokova:

U ovom radu ispitano je ukupno 86 uzoraka sokova od Cetiri vrste voca, od Cega tri uzorka ¢ine
vocéne kaSe. Vrste voc¢a od kojih su ispitani sokovi su jabuka, kruSka, naranca i breskva. 84 uzorka
su konvencionalni uzorci koji su kupljeni u lokalnim trgovinama dok su 2 uzorka iz ekoloske
proizvodnje poduzeca Presaona voca i povréa "Presko", Turcis¢e 106e. Prikupljeni uzorci sortirani
su prema vrsti voca a zatim je svaka vrsta vo¢nog soka sustavno poredana od 100% udjela voca u

soku do 0% uz nekoliko iznimaka.

Slika 3.1 Uzorci sokova poredani prema postotku udjela voca (autor: Karlo Jantolek)
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Tablica 3.1 prikazuje uzorke sokova od jabuke a oznaceni su oznakama od 1A do 33A te je
pored svakog uzorka napisan postotak udjela voc¢a. Dva uzorka nisu isklju¢ivo od jabuke, a to su
uzorak 20A koji sadrzi 20% udjela kruske te uzorak 33 A koji sadrzi 30% udjela kruske.

Tablica 3.1 Uzorci konvencionalnih sokova od jabuke (autor: Karlo Jantolek)

Naziv uzorka  Postotak (%) voéa Naziv uzorka  Postotak (%) voca

1A 0 18A 50

2A 100 18A 50

3A 100 20A 30 + (20% kruska)
4A 100 21A 51

5A 100 22A 50

6A 100 23A 50

7A 100 24 50

8A 100 25A 50

9A 100 26A 50

10A 100 27A 50

11A 100 28A 50

12A 100 28A 50

13A 100 30A 50

14A 100 31A 50

15A 100 32A 5

16A 100 33A 70 + (30% kruska)
17A 95,8

Tablica 3.2 Uzorci konvencionalnih sokova od kruske (autor: Karlo Jantolek)

Naziv uzorka Postotak (%) voca
1B 50
2B 50
3B 25
4B /
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U tablici 3.3 uzorci su nazvani oznakama od 1C do 22C. 50% uzoraka sokova od narance je sa
100% udjelom voca, odnosno njih jedanaest dok je uzoraka sa 50% udjela voca Sest. Ostali uzorci

imaju 25% ili manje udjela voca uz naznaku da uzorak 18C ima i 5% soka od mrkve.

Tablica 3.3 Uzorci konvencionalnih sokova od narance (autor: Karlo Jantolek)

Naziv uzorka Postotak (%) voca
1C 100
2C 100
3C 100
4C 100
5C 100
6C 100
7C 100
8C 100
9C 100
10C 100
11C 100
12C 50
13C 50
14C 50
15C 50
16C 50
17C 50
18C 25 + (5% mrkva)
19C 25
20C 11
21C 6
22C 6

Dva uzorka u ovoj analizi su ekoloSke proizvodnje, a to su su sok od jabuke 1 sok od kruske te
su oba soka od 100% udjela voca. U tablici 3.4 su pod oznakama 1D za sok od jabuke i 2D za sok
od kruske.
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Tablica 3.4 Uzorci ekoloskih sokova od jabuke i kruske (autor: Karlo Jantolek)

Naziv uzorka Vrsta voca Postotak (%) voca
1D Jabuka 100
2D Kruska 100

Uz konvencionalne i ekoloske uzorke napravljeni su i uzorci cijedenih sokova od jabuke kako
bi se vidjelo ima li odstupanja u kontaminaciji patulinom u odnosu na konvencionalne uzorke.
Devet uzoraka oznaka 1E-9E prvo su oguljeni a zatim je od njih napravljen sok, a prikazuje ih
tablica 3.5. Sorte jabuka koje su koriStene za izradu soka su Fajif, Idared, Jona Gold, Granny
Smith, Granny Smith K., Zlatni DeliSes, Crveni deliSes, Pink lady 1 Golden Delicious.

Tablica 3.5 Uzorci cijedenih sokova od jabuke bez kore (autor: Karlo Jantolek)

Naziv uzorka Sorta jabuke
1E Fajif
2E Idared
3E Jona Gold
4E Granny Smith
5E Granny Smith K.
6E Zlatni deliSes
7E Crveni deliSes
8E Pink Lady
9E Golden Delicious

Tablica 3.6 prikazuje uzorke cijedenih sokova sorata jabuka kao i prethodna tablica no ovog
puta je sok pripremljen sa korom jabuke odnosno jabuke prije cijedenja soka nisu oguljene kako
bi se vidjela potencijalna razlika u kontaminaciji patulinom izmedu oguljenih i neoguljenih jabuka.

Uzorcima su dodijeljene oznake od 1F do 9F. Svi sokovi su od 100% voca bez ikakvih dodataka .

Tablica 3.6 Uzorci cijedenih sokova od jabuke sa korom (autor: Karlo Jantolek)

Naziv uzorka Sorta jabuke
1F Fajif
2F Idared
3F Jona Gold
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4F Granny Smith
5F Granny Smith K.
6F Zlatni deliSes
7F Crveni delises
8F Pink Lady
9F Golden Delicious

Osim jabuke, cijedeni sokovi napravljeni su i od kruske i breskve. Za breskvu je sorta

nepoznata, a sorta kruske koja je koriStena je Williams. Sokovi su iscijedeni sa vo¢em sa 1 bez

kore da bi se uocile potencijalne razlike. Uz obi¢ne 1 cijedene sokove napravljena su tri uzorka od

vo¢nih kasa 1to od jedne kaSe od jabuke te jedne od 50% jabuke 1 od 50% kruske 1 jedne od kruske.

Jedan uzorak vo¢ne kase je od 100% voca 1 to je uzorak od jabuke (5G), uzorak 6G je od 50%

jabuke 1 50% kruske, dok za uzorak 7G postotak udjela voc¢a nije poznat. Uzorci cijedenih sokova

od kruske i breskve sa korom i bez kore i kasa od jabuke i kruske prikazani su u tablici 3.7.

Tablica 3.7 Uzorci cijedenih sokova od kruske i breskve sa korom i bez kore i kaSa od jabuke

i kruske (autor: Karlo Jantolek)

Naziv Vrsta Postotak (%0)
Sorta Sa korom Kasa

uzorka voéa voéa
1G Breskva / Ne / 100
2G Breskva / Da / 100
3G Kruska Williams Ne / 100
4G Kruska Williams Da / 100
5G Jabuka / / Da 100

Jabuka +
6G / / Da 50+50
Kruska

7G Kruska / / Da /

2. Pribor potreban za provodenje (nije ukljucen u set):
Mikropipete s plasti¢nim vrhovima (10-200 i 200-1000 pL)

ViSekanalna pipeta s plastiénim vrhovima

Jednokratne pipete: 2,0 mL

Cita¢ mikrotitarske ploée s valnom duljinom 450 nm
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Tajmer

Velike boce (500 mL ili vece)

Parafilm ili pokrov za mikroploce

Plasti¢ne mikro centrifugalne epruvete od 15 mL i 2 mL
Destilirana voda

Termo blok (45°C)

Vortex mikser/rotator

Mikrocentrifuga sposobna za 8 100 x g ili 10 000 rpm

Analiti¢ka vaga s dvije decimale (opseg vaganja £+ 0,05 grama)

3. Kemikalije:

Mikrotitarska plocica obloZena anti-patulin antitijelima

Patulin standardi (6): 0, 0.03, 0.08, 0.15, 0.30 i 0.90 ppb te kontrolni uzorak (1)
0,10 ppb £ 0,02 ppb

10 razrjedivaca uzoraka, 30 mL

Patulin HRP otopina konjugata, 12 mL

Derivatizacijski reagens

Razrjediva¢ derivatizacijskog reagensa, 1.1 mL

Koncentrat otopine za ispiranje (5x), 100 mL

Otopina boje (supstrat), 13,5 mL

Stop otopina, 13,5 mL

Slika 3.2 Mikrotitarska plo¢ica oblozena anti-patulin antitijelima (autor: Karlo Jantolek)
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3.2. Metode

Priprema uzoraka pocinje sustavnim rasporedivanjem sokova prema zeljenom redoslijedu radi
kasnije lakSe analize rezultata. U ovom slucaju uzorci su poredani prema postotku udjela voéa od
najveéeg do najmanjeg, a redoslijed vo¢nih sokova je bio prvo konvencionalni sokovi od jabuke,
zatim ekoloski sokovi od jabuke i kruske, konvencionalni sokovi od kruske, konvencionalni sokovi
od narance te na kraju cijedeni sokovi od jabuke, od kruske te od breskve i vo¢ne kase.

Nakon $to su sokovi rasporedeni, od svakog je mikro pipetom uzeto 0.5 mL uzorka i preneseno
u mikro centrifugalnu epruvetu (u daljnjem tekstu epica) i oznaceno oznakom kombinacije brojeva
i slova radi daljnje identifikacije uzorka.

Nakon izuzetih uzoraka sokova pripremljeni su razrjedivac¢ uzorka i otopina pufera za ispiranje.
Ix razrjedivac¢ uzorka pripremljen je tako Sto je u 270 mL destilirane vode dodano 30 mL 10x
razrjedivaca uzorka i dobro je promijeSano. 1x otopina pufera za ispiranje pripremljena je
mijeSanjem 400 mL destilirane vode i 100mL 5x otopine pufera. U sljede¢em koraku 0.5 mL
razrjedivaca reagensa za derivatizaciju je pomijeSano sa reagensom za derivatizaciju te je
vorteksirano na vorteks mijesalici 30-ak sekundi.

Nakon navedenih koraka sve potrebne otopine su spremne i pocinje se sa pripremom uzoraka.
U svaki standard dodano je 1 mL 1x razrjedivaca uzorka kako bi doSlo do rekonstitucije. Svaki
standard temeljito je vorteksiran. U falcon epruvete dodano je 4.5 mL 1x razrjedivaca uzorka i 0.5
mL uzorka soka koje smo pripremili u prvom koraku te je temeljito vorteksiran. U epicu je zatim
dodano 1.5 mL razrijedenog uzorka soka i stavljeno na centrifugu 5 minuta pri 8000g. U oznacenu
epicu dodano je 960 uL 1x razrjedivaca uzorka i 40 pL supernatanta kojeg smo dobili nakon
centrifugiranja. Epica je zatim temeljito vorteksirana. U svaki uzorak i standard zatim je dodano

po 10 uL derivatizacijskog reagensa te je svaki uzorak vorteksiran.

Slika 3.3 Centrifugiranje i dodatak 960 pL 1x razrjedivaca uzorka i 40 pL supernatanta
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(autor: Karlo Jantolek)
Standardi i uzorci potom idu na inkubaciju u termoblok 45 minuta pri 45 °C. Nakon inkubacije

standardi i uzorci hladili su se na sobnoj temperaturi najmanje 10 minuta. 100 pL derivatiziranog
standarda, kontrolne otopine i uzorka dodano je u jazice prema zadanom redoslijedu. Jazice su
prekrivene plastiénim poklopcem i stavljene su na inkubaciju 60 minuta pri sobnoj temperaturi.
Nakon inkubacije sadrZzaj jazica je bacen u sudoper. Jazice su potom tri puta isprane sa 1x
otopinom pufera za ispiranje. U svaku jazicu je prilikom ispiranja elektronskom multikanalnom
pipetom dodano 250 uL otopine pufera za ispiranje. Preostali pufer uklonjen je tapkanjem plocCice
sa jazicama po papirnatom ubrusu.

Nakon $to je pufer uklonjen u jazice je dodano 100 pL. HRP otopine konjugata pomocu
multikanalne pipete. PloCica s jaZzicama je pokrivena plasticnim poklopcem te je brzim kruznim
pokretima promijes$an sadrzaj jaZica nakon ¢ega je sve stavljeno na inkubaciju 30 minuta pri sobnoj
temperaturi.

Poslije inkubacije sadrzaj jazica ponovno je bacen u sudoper. Svaka jazica isprana je tri puta s
multikanalnom pipetom koriste¢i razrijedenu 1x otopinu pufera za ispiranje. Koristeno je 250 uL
pufera za ispiranje za svaku jazicu i svaki korak ispiranja. Preostali pufer u jazicama uklonjen je
tapkanjem po papirnatom ubrusu.

U sljede¢em koraku 100 pL otopine supstrata/boje dodano je u svaku jazicu uzastopno
koriStenjem multikanalne pipete. Ploc¢ica s jazicama pokrivena je poklopcem i brzim kruznim
pokretima promijesan je sadrzaj jazica. PloCica je potom stavljena na inkubaciju 20 minuta pri
sobnoj temperaturi.

Slika 3.4 Promjena boje nakon dodatka supstrata (autor: Karlo Jantolek)
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Nakon inkubacije u jazice je dodano po 100 pL stop otopine koriStenjem multikanalne pipete
istim redoslijedom kao Sto je dodana otopina boje.
Zadnji korak ukljuCio je ocitavanje apsorbancije na 450 nm pomocu ELISA C¢itaca

mikrotitarskih plo¢ica. Dobiveni rezultati su potom obradeni.

3.3. Odredivanje patulina Elisa metodom

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) popularna je i u¢inkovita metoda za detekciju
mikotoksina, ukljuujuci patulin, u razli¢itim vrstama voca 1 vo¢nih proizvoda. Princip ELISA
metode temelji se na specificnim antitijelima koja se koriste za detekciju i kvantifikaciju analita.
Postoje razliCite varijante ELISA metode, no najces¢e koristene za detekciju mikotoksina su
kompetitivna i sendvi¢ ELISA [6].

Kompetitivna ELISA funkcionira na nacin da se patulin iz uzorka i oznaceni patulin (najcéesce
konjugiran s enzimom) natjeCu za vezivanje na ograni¢en broj specifi¢nih antitijela koja su
imobilizirana na plo¢i. Ako uzorak sadrzi visok nivo patulina, veca koli¢ina slobodnog patulina
vezat ¢e se za antitijela, smanjuju¢i mogucénost vezivanja enzimom oznacenog patulina. Nakon
inkubacije, plo¢a se pere kako bi se uklonili nevezani reagensi, a zatim se dodaje supstrat koji
enzim razgraduje, stvaraju¢i obojeni produkt. Intenzitet boje je obrnuto proporcionalan
koncentraciji patulina u uzorku. Absorbancija (intenzitet boje) se mjeri na spektrofotometru, a
rezultati se interpretiraju pomocu standardne krivulje [16].

Sendvi¢ ELISA koristi dva razli¢ita antitijela koja se vezu za razliCite epitope na patulinu,
formirajuci "sendvi¢" oko molekula patulina. Uzorak se inkubira s antitijelima imobiliziranim na
ploci, nakon Cega se dodaje drugo, enzimom konjugirano antitijelo. Nakon pranja i dodavanja
supstrata, mjeri se intenzitet boje, koji je proporcionalan koncentraciji patulina u uzorku [17].

Identifikacija 1 kvantifikacija patulina u uzorcima vo¢a pomoc¢u ELISA metode temelji se na
specificnosti antitijela koja prepoznaju patulin. Nakon vezivanja patulina za antitijela i obavljanja
reakcije, rezultat se oCitava pomocu spektrofotometra na odredenoj valnoj duljini, obi¢no izmedu
450 1 630 nm, ovisno o koriStenom enzimskom konjugatu i supstratu [17].

Kljuéni faktori za uspjeSnost analize ukljucuju specifinost antitijela, pripremu uzorka,
standardnu krivulju, enzimske reakcije i supstrat te precizno mjerenje absorbancije. Kvalitetna
antitijela s visokim afinitetom za patulin klju¢na su za to¢nost analize. Pravilna priprema uzorka,
koja ukljucuje ekstrakciju i proc¢is¢avanje, nuzna je kako bi se izbjegle interferencije i osigurala
tocnost mjerenja. Standardna krivulja koristi se za tocnu kvantifikaciju patulina, dok je kontrola

uvjeta reakcije bitna za optimalnu aktivnost enzima [6].
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Prednosti ELISA metode za analizu patulina ukljucuju visoku osjetljivost, specifi¢nost, brzinu
iucinkovitost te jednostavnost upotrebe u usporedbi s drugim analitickim metodama poput HPLC-
a (tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti) ili GC-MS-a (plinska kromatografija-masena
spektrometrija). ELISA metoda posebno je korisna u rutinskim analizama kvalitete hrane i

istrazivanjima koja se bave kontaminacijom vo¢a mikotoksinima kao §to je patulin [6].
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4. Rezultati

Tablica 4.1 prikazuje koli¢ine patulina izmjerene u konvecionalnim uzorcima sokova od
jabuke. Analiza koncentracije patulina u konvencionalnim sokovima od jabuke pokazuje
varijabilnost u razinama ovog mikotoksina, s vrijednostima od 0,00 ppb do ¢ak 56,92 ppb. Prema
europskom zakonodavstvu, konkretno Uredbi (EZ) br. 915/2023, maksimalno dopustena razina
patulina u voénim sokovima iznosi 50 ppb. Ovaj limit je premasen u dva uzorka: 10A (51,64 ppb)
1 18A (56,92 ppb), sto ukazuje na potencijalno zdravstveni rizik za potrosace, buduéi da ove razine
prelaze sigurnosni prag

U izvjes¢u Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu (HAPIH) o procjeni rizika vezanom uz
patulin, istaknuto je da visoke razine patulina mogu nastati zbog loSih uvjeta skladistenja ili
prerade jabuka, posebno onih koje su pljesnive ili oSte¢cene. HAPIH naglaSava vaznost pracenja i
kontroliranja patulina u prehrambenim proizvodima kako bi se osigurala sigurnost potrosaca. S
obzirom na to, rezultati analize ukazuju na potrebu za pojac¢anim nadzorom i kontrolom unutar
proizvodnog lanca kako bi se osigurala sigurnost potrosaca i sprijecila kontaminacija sokova
patulinom.

Osim uzoraka 10A i 18A, nekoliko drugih takoder sadrzi znaajne koli¢ine patulina, iako
unutar zakonski dopustenih granica. Na primjer, uzorak 8A sadrzi 48,71 ppb, uzorak 13A ima
16,43 ppb, dok uzorak 14A sadrzi 15,85 ppb. Ovi rezultati su posebno vazni jer, iako ne prelaze
zakonsku granicu, ipak ukazuju na prisutnost patulina u koli¢inama koje nisu zanemarive. Ostali
uzorci, poput 5A (9,39 ppb), 17A (11,15 ppb), 1 24A (17,02 ppb), takoder pokazuju znacajnu
prisutnost patulina

S druge strane, pozitivno je §to mnogi uzorci, kao Sto su 1A, 4A, 6A, 7A, 1 9A, ne sadrze
patulin, Sto potvrduje da je moguce proizvesti sigurne sokove od jabuke kada se slijede
odgovaraju¢i standardi i1 prakse. Medutim, zbog velikih varijacija medu uzorcima, potrebno je
kontinuirano pratiti situaciju kako bi se sprijecilo da proizvodi s visokim razinama patulina dospiju

na trziSte.

Tablica 4.1 Koncentracija patulina u konvencionalnim uzorcima sokova od jabuke (autor:
Karlo Jantolek)

) Koncentracija
Naziv uzorka  Postotak (%) voca )
patulina (ppb)

1A 0 0,00
2A 100 2,35
3A 100 11,74
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4A 100 0,00
5A 100 9,39
6A 100 0,00
7A 100 0,00
8A 100 48,71
9A 100 0,00
10A 100 51,64
11A 100 0,00
12A 100 0,00
13A 100 16,43
14A 100 15,85
15A 100 0,00
16A 100 0,00
17A 95,8 11,15
18A 50 21,71
18A 50 56,92
20A 30 + (20% kruska) 5,87
21A 51 0,00
22A 50 0,00
23A 50 13,50
24A 50 17,02
25A 50 0,00
26A 50 48,71
27A 50 11,74
28A 50 32,86
28A 50 0,00
30A 50 0,00
31A 50 0,00
32A 5 0,00
33A 70 + (30% kruska) 0,00

Analiza koncentracije patulina u konvencionalnim sokovima od kruske pokazuje da niti jedan

od analiziranih uzoraka ne sadrzi patulin. Svi uzorci, bez obzira na postotak voca ili prisutnost
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drugih sastojaka, imaju koncentraciju patulina od 0,00 ppb. Ovi rezultati su u skladu s propisima
Europske unije, posebno Uredbom (EZ) br. 915/2023, koja propisuje maksimalnu dopustenu
razinu patulina u voénim sokovima, ukljuc¢ujuci krusku, od 50 ppb. Budu¢i da su svi uzorci unutar
zakonski dozvoljenih granica, ovi proizvodi zadovoljavaju zahtjeve sigurnosti hrane.. Rezultati

mjerenja prikazani su u tablici 4.2.

Tablica 4.2 Koncentracija patulina u konvencionalnim uzorcima sokova od kruske (autor:

Karlo Jantolek)

) Koncentracija
Naziv uzorka Postotak (%) voca )
patulina (ppb)
1B 50 0,00
2B 50 0,00
3B 25 0,00
4B / 0,00

Analiza koncentracije patulina u konvencionalnim sokovima od naran¢e pokazuje znacajne
varijacije u prisutnosti ovog mikotoksina medu uzorcima. Vecina uzoraka, bez obzira na postotak
voca, ne sadrzi patulin (0,00 ppb), $to je u skladu s Uredbom (EZ) br. 915/2023, koja propisuje
maksimalno dopustenu razinu patulina od 50 ppb u voénim sokovima. Ovi rezultati ukazuju na
adekvatnu kontrolu kvalitete i postupaka u proizvodnji kod veéine proizvodaca.

Medutim, neki uzorci pokazuju prisutnost patulina u zna¢ajnim koncentracijama. Uzorak 3C,
s 100% voca, sadrzi 27,58 ppb patulina, dok uzorak 10C sadrzi 4,11 ppb. lako su ove vrijednosti
ispod maksimalno dopustene granice, patulin je prisutan u kolic¢inama koje nisu zanemarive.
Uzorak 20C, s niskim postotkom voca (11%), takoder sadrzi 27,58 ppb, a uzorak 21C, s 6% voca,
ima 15,26 ppb patulina.

HAPIH-ovo izvjeS¢e o procjeni rizika od patulina upozorava da se kontaminacija ovim
mikotoksinom moze dogoditi zbog lo$ih uvjeta skladistenja ili prerade plodova koji su pljesnivi ili
oSteceni. Prisustvo patulina u uzorcima s visokim i niskim postotkom voc¢a sugerira da razina
patulina ne ovisi samo o postotku voca, ve¢ 1 o drugim faktorima u proizvodnom procesu, kao §to
su kvaliteta sirovina 1 uvjeti skladiStenja, pa mozemo zakljuciti da kod uzoraka 3C, 10C, 20C i
21C kvaliteta sirovine 1 uvjeti skladistenja nisu bili adekvatni.

Rezultati pokazuju da je velina uzoraka sigurna za konzumaciju, no odredeni uzorci s

prisutnosc¢u patulina, iako ispod zakonskog limita, zahtijevaju pazljivije pracenje i stroZu kontrolu
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u proizvodnom lancu kako bi se smanjio rizik od kontaminacije. Rezultati mjerenja prikazani su u
tablici 4.3.

Tablica 4.3 Koncentracija patulina u konvencionalnim uzorcima sokova od narance (autor:

Karlo Jantolek)

Naziv uzorka Postotak (%) voéa Konc-entracija
patulina (ppb)
1C 100 0,00
2C 100 0,00
3C 100 27,58
4C 100 0,00
5C 100 0,00
6C 100 0,00
7C 100 0,00
8C 100 0,00
9C 100 0,00
10C 100 4,11
11C 100 0,00
12C 50 0,00
13C 50 0,00
14C 50 0,00
15C 50 0,00
16C 50 0,00
17C 50 0,00
18C 25 + (5% mrkva) 0,00
19C 25 0,00
20C 11 27,58
21C 6 15,26
22C 6 0,00

Analiza koli¢ine patulina u ekoloski proizvedenim sokovima od jabuke i kruske pokazuje dau
oba uzorka nije zabiljezena prisutnost patulina, s koncentracijom od 0,00 ppb sto je prikazano u
tablici 4.4, a u skladu je sa maksimalno dozvoljenim granicom patulina od 50 ppb. Ovi rezultati

sugeriraju da ekoloski proizvedeni sokovi od jabuke i kruske iz ovih uzoraka nemaju
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kontaminaciju patulinom, $§to je pokazatelj visoke kvalitete i uspjeSne primjene ekoloskih

standarda u proizvodnji. To moze biti rezultat strozih kontrola u ekoloskoj poljoprivredi, kao i

pazljivijeg odabira voca, Sto dodatno osigurava sigurnost i kvalitetu ovih proizvoda.

Tablica 4.4 Koncentracija patulina u ekoloSkim uzorcima sokova od jabuke i kruske (autor:

Karlo Jantolek)

Naziv uzorka Vrsta voéa

Koncentracija

Postotak (%) voca

patulina (ppb)

1D Jabuka

100

0,00

2D Kruska

100

0,00

Rezultati analize patulina u cijedenim sokovima od jabuke bez kore pokazuju apsolutnu

odsutnost ovog mikotoksina u svim ispitivanim uzorcima. Bez obzira na sortu jabuke, ukljucujuci

popularne sorte kao $to su Granny Smith, Zlatni deliSes i Pink Lady, koncentracija patulina iznosi

0,00 ppb u svakom uzorku sto je vidljivo u tablici 4.5, te su svi uzorci u skladu su sa trenutnim

zakonodavnim okvirom. Ovi rezultati sugeriraju da cijedenje jabuka bez kore u¢inkovito uklanja

mogucénost kontaminacije patulinom, osiguravaju¢i visoku kvalitetu soka. To dodatno potvrduje

da je proces obrade, koji ukljucuje uklanjanje kore, uspjesan u smanjenju rizika od prisutnosti

patulina u finalnom proizvodu.

Tablica 4.5 Koncentracija patulina u cijedenim uzorcima sokova od jabuke bez kore (autor:

Karlo Jantolek)

Naziv uzorka Sorta jabuke Koncentracija

patulina (ppb)
1E Fajif 0,00
2E Idared 0,00
3E Jona Gold 0,00
4E Granny Smith 0,00
5E Granny Smith K. 0,00
6E Zlatni deliSes 0,00
7E Crveni delises 0,00
8E Pink Lady 0,00
9E Golden Delicious 0,00
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Analiza patulina u cijedenim sokovima od jabuke s korom pokazuje da je u vecini ispitivanih
uzoraka koncentracija patulina 0,000 ppb, Sto znaci da patulin nije prisutan. Medutim, jedan
uzorak, sorte Pink Lady, sadrzi 17,02 ppb patulina $to je prikazano u tablici 4.6. Ovaj rezultat
ukazuje na to da iako cijedenje jabuka s korom uglavnom ne dovodi do prisutnosti patulina, u
nekim slu¢ajevima moze do¢i do kontaminacije, ovisno o sorti, kvaliteti i nacinu skladiStenja
jabuke. Ipak, zabiljezena koncentracija patulina je ispod zakonski dopustene granice, $to znaci da

su ovi proizvodi i dalje sigurni za konzumaciju.

Tablica 4.6 Koncentracija patulina u cijedenim uzorcima sokova od jabuke sa korom (autor:

Karlo Jantolek)

Naziv uzorka Sorta jabuke Konc-entracija

patulina (ppb)
1F Fajif 0,00
2F Idared 0,00
3F Jona Gold 0,00
4F Granny Smith 0,00
5F Granny Smith K. 0,00
6F Zlatni deliSes 0,00
TF Crveni deliSes 0,00
8F Pink Lady 17,02
9F Golden Delicious 0,00

Analiza koncentracije patulina u cijedenim uzorcima sokova od kruske i breskve, kao i voénim
kaSicama, pokazuje znacajne razlike u prisutnosti ovog mikotoksina. U uzorku breskve bez kore
(1G) detektirano je 9,98 ppb patulina, dok u uzorku iste vrste voc¢a s korom (2G) nije utvrdena
prisutnost patulina (0,00 ppb). Ovi rezultati sugeriraju da uklanjanje kore moze smanjiti rizik od
prisutnosti patulina, no nije uvijek odlucujuce, sto potvrduju i HAPIH-ova izvjes¢a o procjeni
rizika, koja naglasavaju vaznost cjelokupne kvalitete voca i uvjeta obrade.

U uzorcima kruske sorte "Williams", s korom i bez kore (3G 1 4G), kao i vo¢nim kaSicama od
jabuke (5G) 1 kruske (7G), nisu otkriveni tragovi patulina (0,00 ppb). Ovi rezultati su u skladu s
propisima Europske unije, prema kojima maksimalno dopustena koncentracija patulina u voénim
sokovima iznosi 50 ppb. To potvrduje da su ovi proizvodi sigurni za konzumaciju i da je kvaliteta

sirovine adekvatna.
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Medutim, uzorak vo¢ne kasice koja kombinira jabuku i krusku (6G) pokazao je koncentraciju
patulina od 12,32 ppb, §to, iako ispod zakonski dozvoljene granice, ipak ukazuje na prisutnost
kontaminacije. Ovaj rezultat ukazuje na potrebu za dodatnim nadzorom i kontrolom kvalitete u
proizvodnom procesu, posebno kada se koriste mjeSavine razli¢itih vrsta voca, jer svaki dodatni
faktor moze povecati rizik od kontaminacije. Rezultati mjerenja patulina u raznim vrstama sokova

i kaSica prikazani su u tablici 4.7.

Tablica 4.7 Koncentracija patulina u cijedenim uzorcima sokova od kruske i breskve i

vocnim kaSicama (autor: Karlo Jantolek)

_ Koncentracija
Naziv Vrsta Sa Postotak (%0) ]
Sorta Kasa patulina
uzorka voéa korom voéa
(ppb)
1G Breskva / Ne / 100 9,98
2G Breskva / Da / 100 0,00
3G Kruska Williams Ne / 100 0,00
4G Kruska Williams Da / 100 0,00
5G Jabuka / / Da 100 0,00
Jabuka + 12,32
6G / / Da 50+50
Kruska
7G Kruska / / Da / 0,00
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5. Zakljucak

Zbog kontaminacije jabuka s plijesni Penicillium expansum dolazi do biosinteze patulina, $to
rezultira njegovim prisustvom u proizvodima od jabuka, najées¢e u soku i kaSicama. Jabuke su
podlozne kontaminaciji plijesnima do ¢ega dolazi prilikom loseg rukovanja gdje nagnjeceni plod
¢ini odli¢nu podlogu za rast.

Od 86 analiziranih uzoraka 33 su uzorka soka od jabuke konvencionalne proizvodnje te je u
49% uzoraka detektiran patulin, od ¢ega je u dva uzorka detektirana koncentracija iznad
maksimalno dozvoljene zakonske granice od 50 ppb propisane Uredbom Komisije (EU) br.
915/2023. Dva uzorka pokazala su koncentraciju od 48,71 ppb S§to je vrlo blizu maksimalno
dozvoljene granice, dok ostali uzorci imaju nize koncentracije. U uzorcima sokova od kruske
patulin nije detektiran, u sokovima narance 18% uzoraka pokazalo je prisutnost patulina, od ¢ega
dva uzorka sadrze koncentraciju od 27,58 ppb s$to je unutar propisane granice ali nije zanemarivo.
Ekoloski sokovi od jabuke i kruske nisu pokazali prisutnost patulina. U cijedenim sokovima od
jabuke prisutnost patulina pokazao je jedan uzorak od njih 18 sa koncentracijom od 17,02 ppb,
dok je u cijedenim sokovima od breskve i kruske prisutnost zabiljezena samo u uzorku soka od
breskve bez kore (9,98 ppb) sto je unutar dozvoljene granice. U uzorcima voénih kasSica patulin je
detektiran u kasici jabuke i kruske s koncentracijom od 12,32 ppb Sto je takoder unutar granica,
dok u preostale dvije nije detektiran.

Zaklju¢no, najvecu prisutnost patulina mozemo ocekivati u sokovima i kasicama od jabuke na
Sto upucuje i teorija, dok ¢emo ga nesto rjede pronaéi u sokovima od kruske, narance i breskve.
Vecina uzoraka u kojima je detektiran patulin, sadrzavali su koncentracije unutar propisanih

zakonskih granica $to upucuje na dobre proizvodne prakse i redovite kontrole ovog mikotoksina.
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