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1. UVOD

Plijesni su vrlo cesti kontaminanti krmnih smjesa i hrane te pritom sintetiziraju
sekundarne metabolite — mikotoksine, koji zbog svoje toksic¢nosti narusavaju zdravlje ljudi i
Zivotinja. Mikotoksine sintetiziraju toksikotvorne vrste plijesni, a pojedine vrste mogu
sintetizirati viSe razliCitih mikotoksina. Prema procjeni FAO-a, 25% hrane proizvedene na
svijetu, uglavnhom biljnog podrijetla, kontaminirano je mikotoksinima (HAH, 2012). Stoga je
opravdana zabrinutost zbog tzv. ,carry over" efekta jer mikotoksini mogu uéi u prehrambeni
lanac Covjeka kroz meso, jaja, mlijeko i druge prehrambene proizvode (Markov i sur., 2013;
Giovati i sur., 2015; Pleadin i sur., 2015).

Europska unija (EU), a samim time i Republika Hrvatska, ima najstroZze propise koji
definiraju najvisu dozvoljenu koli¢inu (NDK) mikotoksina u razli¢itim vrstama hrane i hrane za

Zivotinje.

Najznacaijniji mikotoksini s javnozdravstvenog aspekta su aflatoksin Bi (AFB:) i okratoksin
A (OTA). AFB; je, zbog snaznog karcinogenog djelovanja na jetru sisavaca svrstan u skupinu
1 kao ljudski karcinogen (IARC, 2002), dok je OTA svrstan u skupinu 2B, kao mogudi ljudski
karcinogen (IARC, 1993). Plijesni mogu biti prisutne u svim fazama proizvodnje hrane, a
samim time moguda je i prisutnost mikotoksina. Stoga je vazno identificirati toksikotvorne

plijesni, ali i Sto tocnije definirati parametre sinteze mikotoksina.

Povedana konzumacija hrane dovodi do potrebe za standardizacijom kvalitete i
ispravnosti proizvoda, a glavni analiticki postupci koji se koriste za odredivanje mikotoksina
ukljucuju orijentacijske (screening) i potvrdne metode. Za odredivanje mikotoksina najcesce
se koriste kromatografske metode kao potvrdne metode. Od kromatografskih metoda
tankoslojna kromatografija (TLC) je kvalitativna metoda kojom se utvrduje prisutnost
mikotoksina. Tanskoslojna kromatografija je jednostavna i jeftina tehnika koja se primjenjuje
za brzo odredivanje sastojaka smjese nekog prirodnog materijala. Istovremeno se moze
analizirati nekoliko uzoraka, mogu se koristiti razliCiti eluensi (mobilna faza), ovisno o

topljivosti mikotoksina, a tocnost i osjetljivost su na visokoj razini.
Cili ovog rada bio je istraziti imaju li ispitivane vrste plijesni sposobnost sinteze
mikotoksina aflatoksina B: i okratoksina A u definiranim laboratorijskim uvjetima pomocu

tankoslojne kromatografije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Plijesni

Plijesni, uz kvasce i mesnate gljive pripadaju posebnoj skupini organizama, gljivama
(carstvo Fungi). Plijesni su eukariotski, nefotosintetski organizmi Cija je stanica obavijena
stanicnom stijenkom, u pravilu sastavljenom od polisaharida hitina. Plijesni sudjeluju u
razgradnji organskih tvari u okoliSu, a mnoge imaju vazne komercijalne uloge, primjerice
upotreba kvasca u pekarstvu, fermentacijskim procesima poput proizvodnje piva i vina, ali i

upotreba odredenih sojeva plijesni za proizvodnju antibiotika i drugih metabolita.

Paucinaste prevlake na kruhu, vocu, pekmezu, vlaga na zidovima, to su zapravo plijesni,
tipicni predstavnici carstva Gljiva. Plijesni su mikroskopske gljive koje dolaze u obliku velikih
nakupina razgranatih cjevastih stanica, hifa (slika 1). Hife rastu kao isprepletena masa i ¢ine
micelij zbog cega makroskopske kolonije plijesni imaju pahuljast ili paucinast izgled
(Durakovi¢ i Redzepovi¢, 2002). Nalaze se u prirodi, ali se mogu koristiti u prehrambenoj i

farmaceutskoj industriji.

Slika 1. Mikroskopska slika plijesni iz roda Aspergillus s hifama (vlastita fotografija)



2.2. Toksikotvorne plijesni

Neke plijesni uzrokuju infektivhe bolesti u ljudi, druge mogu razgradivati rezerve
hrane, a neke sintetiziraju snazne toksine koji mogu dovesti do fatalnih zavrSetaka nakon
unoSenja u organizam sisavaca. Vecina plijesni opasnih za zdravlje ljudi podrijetiom je iz
skladista, iako su i neki bioloski aktivni produkti metabolizma plijesni s prirodnih stanista

pokazali toksicni ucinak na zdravlje ljudi i Zivotinja (Durakovi¢ i Redzepovi¢, 2002).

Toksikotvorne plijesni razli¢itih rodova (Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus)
koje prirodno proizvode sekundarne metabolite — mikotoksine, kao obrambeni mehanizam,
mogu rasti na razli¢itim usjevima i namirnicama ukljucujuci Zitarice, orasaste plodove, zacine,
suho voce, jabucni sok, kavu, a posebno im odgovaraju topli i vlazni uvjeti (Oancea i Stoia,
2008). Neke plijesni imaju sposobnost sinteze vise od jednog mikotoksina, dok su neki

mikotoksini proizvodi vise razlicitih vrsta plijesni (Durakovi¢, 1991).

2.2.1. Rod Aspergillus

Plijesni iz roda Aspergillus prvi put je opisao 1729. godine biolog Pier Antonio Micheli.
Promatrajuéi ih pod mikroskopom uocio je oblik aspergilluma (liturgijskog predmeta za
Skropljenje svete vode) pa je po tome i dobiven naziv (Baker i Bennett, 2010).

Plijesni roda Aspergillus tvore okrugle ili ovalne, kompaktne ili blago rastresite
kolonije, Cije boje variraju od Zute, zelene, smede do crne, ovisno o boji sporangija, tj.
konidija. Vrste ovog roda mogu rasti pri razlicitim vremenskim uvjetima, neke su otporne na

visoke temperature te visoke koncentracije soli i Secera.

Aspergillus je vrlo raSiren rod plijesni za Cije se vrste smatra da su jedni od najvedih
mikrobnih kontaminanata. Moze ih se primijetiti na pokvarenom vocu (crno truljenje bresaka,
limuna, naranca i smokva), kontaminanti su na Sunkama i slaninama te uzrokuju kvarenje
ulja, poput palminog, kikirikijevog i kukuruznog. Neke vrste tog roda, posebice A. flavusi A.
parasiticus tijekom rasta na ovim namirnicama sintetiziraju opasne mikotoksine, aflatoksine,
a ostale vrste kao npr. A. ochraceus (slika 2) sintetiziraju okratoksin A (Durakovi¢ i
Redzepovi¢, 2002).


https://en.wikipedia.org/wiki/Pier_Antonio_Micheli

L) .

Slika 2. Mikroskopska slika plijesni Aspergillus ochraceus (vlastita fotografija)

2.2.2. Rod Penicillium

Penicillium je mozda jedan od najpoznatijih i najSire rasprostranjenih rodova plijesni,
joS od otkri¢a antibiotika penicilina 1929. godine. Ime roda Penicillium potjece od latinskog
korijena penicillum, Sto znaci "slikarski kist", a odnosi se na lance konidija koje nalikuju na

metlu (slika 3). Micelij se obi¢no sastoji od vrlo razgranate mreze s viSe jezgri i pregrada,
obi¢no bezbojnih hifa.

Slika 3. Mikroskopska slika plijesni iz roda Penicillium (vlastita fotografija)

Nekoliko vrsta iz roda Penicillium igraju srediSnju ulogu u proizvodniji sira i raznih

mesnih preradevina (zbog poboljSanja okusa i sprieCavanja rasta drugih plijesni i bakterija).



Koriste se i u biotehnoloskoj proizvodnji enzima i drugih makromolekula kao Sto su limunska,
glukonska, i vinska kiselina te nekoliko pektinaza (lipaza, amilaza, celulaza i proteaza). Neke
vrste roda Penicillium pokazuju potencijalnu uporabu u bioobnovi zbog njihove sposobnosti

da razgrade razli¢ite ksenobiotike (Cao i sur., 2012).

Raspon vrsta mikotoksina koje sintetiziraju plijesni iz roda Penicillium je Siri nego u
ostalih, a molekularni sastav je izvanredno drugaciji (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003). Osim Sto
je rod Penicillium od velikog znacaja u prirodnom okoliSu, u proizvodniji hrane i lijekova, vrste
ovog roda su i najvaznije toksikotvorne vrste koje su odgovorne za kvarenje namirnica,
odnosno sintezu mikotoksina. Neke od vrsta plijesni koje sintetiziraju okratoksin A su
Penicillium viridicatum, P. cyclopim, P. commune, P. palitans, P. purpurescens, P. variable, P.

verrucosum, P. chrysogenum (Gorst-Allman i Steyn, 1979; Pleadin i sur., 2018).

2.3. Mikotoksini

Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni, odnosno ne sudjeluju u njihovom
primarnom metabolizmu, rastu i razvoju, a induciraju akutne i kroni¢ne toksi¢ne ucinke kod
ljudi i zZivotinja (IARC, 1993; 2002). RijeC je o kemijskim spojevima razliCite strukture,
razliCitoga bioloSkoga ucinka te u pravilu bez boje i okusa. Zbog odsutnosti senzorskog
upozorenja prilikom konzumacije i visoke toksic¢nosti u malim koli¢inama, mikotoksini su
izrazito opasni (Markov i sur., 2010; Markov i sur., 2013). Visoka akutna toksicnost
mikotoksina, Cesto je povezana uz maligne bolesti (karcinogenost, mutagenost,
imunotoksicnost, hepatotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost, fenotoksicnost, dermatotoksicnost,
hematotoksicnost, teratogenost) (Vasi¢-Racki i sur., 2010, Pleadin i sur. 2018). Prema
procjeni FAO-a, 25 % hrane koja se proizvodi u svijetu, kontaminirano je mikotoksinima
(HAH, 2012).

Prve informacije o Stethom ucinku pljesnive hrane datiraju jos iz Kine od prije 5000
godina. Otkricem aflatoksina 1963. godine nakon pojave ,X-bolesti" purana u Engleskoj i
znatnim zanimanjem za mikotoksine, doslo se do spoznaje da se radi o novom, znacajnom
znanstvenom podrucju (Vasi¢-Racki i sur., 2010).

Mikotoksini su stabilni i u pravilu otporni na poviSenu temperaturu. Njihova biosinteza
ovisi o vrsti toksikotvorne plijesni, klimatskim i okoliSnim uvjetima, fizikalno-kemijskim
¢imbenicima (temperaturi od -5 do 60°C, sadrzaju vode u namirnici od 13% i viSe, o
koncentraciji plinova u atmosferi te sastavu namirnice) (HAH, 2013.). Primjeri mikotoksina od
najveceg agro-ekonomskog i javnozdravstvenog utjecaja ukljucuju: aflatoksine (AFB;, AFM,),


http://hozir.org/gaeros-sursatisa-da-soflis-meurneobis-organizacia.html

okratoksin A (OTA), zearalenon (ZEA), fumonizine (FB;, FB), trihotecene (T-2 toksin,
deoksinivalenol - DON), patulin (PAT) i ergot alkaloide (Hussein i Brassel, 2001, Pleadin i sur.
2018). Poznato je da dvadesetak razliCitih patogenih plijesni ima sposobnost proizvodnje dva
ili viSe razlicitih mikotoksina. Neki od istrazenih mikotoksina i plijesni koje ih proizvode
navedeni su u tablici 1. Istovremeno mogu djelovati na razli¢ite nacine i na vise ciljnih mjesta
u organizmu, Sto ovisi o samoj tvari, dozi i vremenu izloZzenosti (HAH, 2012). Otrovanja
mogu biti akutna (posljedica jednokratnog uzimanja namirnica s visokom koncentracijom
mikotoksina) i/ili kroni¢na nastala konzumiranjem namirnica s niskim koncentracijama
mikotoksina tijekom duZeg vremenskog perioda (s moguéim letalnim zavrSetkom).

Tablica 1. Znacajni mikotoksini i plijesni koje ih sintetiziraju (Gorst-Allman i Steyn, 1979;
Pleadin i sur., 2018)

Mikotoksini Vrste plijesni
Aflatoksin B; Aspergillus flavus, A. parasiticus
Okratoksin A Aspergillus ochraceus, A. ostianus, A.

melleus, A. alliaceus, A. petrakii A.
sclerotiorum, A. sulphureus, Penicillium
viridicatum, P. cyclopium, P. commune, P.
palitans, P. purpurescens, P. variable, P.

verrucosum, P. chrysogenum

T-2-toksin Fusarium  tricinctum, F. roseum, F.
lateririum, F. solani, F. rigidiusculum,

Trichoderma viride

Zearalenon Fusarium graminearum, F. roseum, F.
nivale, F. tricinctum, F. sporotrichioides, F.

oxysporum, F. moniliforme, Gibberella zea

Patulin Penicillium  patulum, P. roqueforti P.
expansum, P. variable, P. claviforme, P.
lapidosum, P. melinij, P. rugulosum, P.
equinum, P. novaezeelandiae, P. divergens,
P. griseofulvum, P. Ieucopus, P. cyclopium,
P. chrysogenum, Aspergillus clavarus, A.

giganteus, A. terreus, Byssochlamys nivea




Najcesci izvori mikotoksina u hrani su: Zitarice, brasno, kruh, mahunarke, riza, mlijeko
i mlijeCni proizvodi, meso i suhomesnati proizvodi, masline i maslinovo ulje, kava, suho voce,

vino, pivo, sokovi, zacini, ¢ajevi (HAH, 2013; Pleadin i sur., 2014).

Aflatoksin B: i okratoksin A su karcinogeni te je zbog toga potrebno postaviti
prihvatljive granice njihovog sadrzaja u hrani. U usporedbi s drugim dijelovima svijeta,
Europska unija (EU) ima najopseznije i najstroZe razradene propise koji definiraju NDK
(najvisa dozvoljena koli¢ina) za mikotoksine u razli¢itim vrstama hrane i hrane za Zivotinje, a
Republika Hrvatska je takoder donijela propise kojima se regulira prisutnost mikotoksina u
hrani i hrani za Zivotinje, ukljuujuci sve stavke iz trenutno vazecih propisa na podrucju EU.
Hrvatska je medu drzavama koje imaju najnizu NDK za mikotoksine. Najvise dopustene
koli¢ine mikotoksina (ug/kg jestivog dijela namirnice) u hrani i hrani za Zzivotinje u RH
propisane su Pravilnikom o najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani
(NN 146/12) te Pravilnikom o nepozeljnim tvarima u hrani za Zivotinje (NN 80/10, NN111/10,
NN 124/12).

U cilju sprjeCavanja moguée kontaminacije hrane toksikotvornim plijesnima i
mikotoksinima potrebno je poznavati preventivne mjere za spreCavanje kontaminacije:
fizikalne, kemijske i bioloSke metode, mjere uzgoja, zetve, pohrane krme i Zitarica te mjere

prilikom proizvodnog procesa, transporta i prilikom uskladistenja (HAH, 2013).

NajceS¢e metode detekcije mikotoksina su konvencionalne analiticke metode visoko
djelotvorne tekucinske kromatografije (HPLC), tankoslojne kromatografije (TLC) i plinske
kromatografije (GC) te brza metoda enzimskog imunoloskog testa (ELISA) (Zheng i sur.,
2006).

2.3.1. Aflatoksin B1

Aflatoksini (AF) su najpoznatiji i najbolje istrazeni mikotoksini koje sintetizira
ogranicen broj sojeva plijesni roda Aspergillus, Penicillium i Fusarium. Biosinteza AF
plijesnima iz roda Aspergillus (A. flavusi A. parasiticus) ovisi o temperaturnim uvjetima rasta
plijesni, a mogu ih sintetizirati tijekom Zetve, skladiStenja i prerade zitarica, pri
temperaturama izmedu 28 i 33 °C i vlaznosti iznad 15%. Aflatoksini su toksicni, karcinogeni,

imunosupresivni metaboliti, smjese kemijski srodnih spojeva, derivata difurokumarina



(Bennet i Klich, 2003), medu kojima su najvazniji predstavnici aflatoksin Bi, Bz, Gi, G2, My i
M; (Oancea i Stoia, 2008). Oznake B i G obiljezavaju boju kojom pri odredenoj valnoj duljini
UV svjetla fluoresciraju (intenzitet fluorescencije: B - eng. blue, plavo; G - eng. green,
zeleno), a M (eng. milk) prema supstratu iz kojeg su izolirani (HAH, 2013).

Najpoznatiji i najtoksicniji aflatoksin je aflatoksin B: (AFB:) (slika 4), koji se smatra
jednim od najpoznatijih karcinogenih spojeva, prema Medunarodnoj agenciji za istrazivanje
raka (International Agency for Research on Cancer — IARC) te je time uvrSten u skupinu 1
ljudskih karcinogena (IARC 2012). Kod dugotrajne izlozenosti mogu prouzrociti opasnost od
malignih tumora, prvenstveno jetre. Njegova akutna toksiCnost za pojedine vrste zivotinja
nije ujednacena vec se razlikuje se od Zivotinje do Zivotinje te stoga LDso (mg/kg) variraju od
0,5 mg/kg za patke do 10 mg/kg za miSeve (Oancea i Stoia, 2008). AFB; inhibira sintezu
DNA, polimerazu RNA ovisnu o DNA, sintezu glasnicke RNA i sintezu proteina (HAH, 2012).
Nalazi ga se u poljoprivrednim proizvodima, Zitaricama, uljaricama, kavi, rizi, kikirikiju,
mlijeku, susenom vocu i dr.

Primjenom fizickih, kemijskih i bioloskih postupaka poput susenja Zitarica, kemijskim
antifungalnim agensima (propionska, mravlja, octena kiselina), zracenjem, dehidriranim
amonijakom pri poviSenoj temperaturi i tlaku, jakim kiselinama i luZinama, oksidiraju¢im
agensima (ozon i vodikov peroksid), moze se smaniiti koli¢ina aflatoksina u hrani (Vasic-
Racki i sur., 2010).

Loe

Slika 4. Kemijska struktura aflatoksina B; (Oancea i Stoia, 2008)

2.3.2. Okratoksin A

Okratoksini su skupina bliskih derivata dihidroizokumarina povezanih sa L-B-
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predstavnik ove skupine je okratoksin A (OTA) (slika 5), koji u svojoj strukturi sadrzi i atom
klora, Sto ga Cini puno toksi¢nijim od OTB. Otkriven je 1965. godine kao metabolit plijesni
Aspergillus ochraceus tijekom ,screeninga" velikog broja fungalnih metabolita, specijalno za
identifikaciju novih mikotoksina (Bennet i Klich, 2003).

OTA je bezbojan, kristalinican spoj, koji pod UV svjetlom pokazuje plavu
fluorescenciju. Sekundarni je produkt metabolizma plijesni Penicillium verrucosum (sinteza
¢ak od 0-31°C, optimumom pri 20°C) i Aspergillus ochraceus (sinteza pri 12-37°C, optimum
pri 31°C) (Sweeney i Dobson, 1998). Do njegove biosinteze moze doéi tijekom rasta
navedenih toksikotvornih plijesni na Zitaricama (primarno na onim koje prije uskladiStenja
nisu prikladno osusene - jeCam, pSenica, kukuruz, zob), ali i u nekim drugim namirnicama
biljnog i animalnog podrijetla (kruh, pivo, svinjsko meso, sirova i przena kava, suseno voce,
kakao, crno vino, ¢aj, zacini). OTA se na viSe nacina ukljuuje u stani¢nu fiziologiju,
primjerice kroz inhibiciju enzima koji sudjeluju u metabolizmu fenilalanina i sintezu
fenilalanin-tRNA kompleksa. Takoder inhibira sintezu mitohondrijskog ATP i stimulira lipidnu
peroksidaciju, uzrokuje oksidativni stres i malim koncentracijama stimulira apoptozu u
epitelnim stanicama bubrega u Stakora. Kao posljedica duze izloZzenosti, OTA moZe izazvati
akutno zatajenje bubrega u pokusnim i domacéim zivotinjama zbog osStecenja funkcije
proksimalnih tubula, sto uzrokuje smanjenije ili gubitak funkcije bubrega (Vasi¢-Racki i sur.,
2010).

Zbog dokazanog toksickog i karcinogenog ucinka za Zivotinje, a nedovoljnih spoznaja
0 utjecaju na ljude, OTA je prema IARC-u svrstan u skupinu 2B kao potencijalni karcinogen.
PrZenje, zagrijavanje na viSim temperaturama, obrada amonijakom s kalcijevim hidroksidom

(pri 96 °C) utjeCu na smanjenje koncentracije okratoksina u hrani (Vasi¢-Racki i sur., 2010).

S
T_,/--’--/-. .\_r_-""--.-..."ﬁ'r'ln'_r
C

Slika 5. Kemijska struktura okratoksina A (Oancea i Stoia, 2008)



2.4. Tankoslojna kromatografija (TLC)

Tanskoslojna kromatografija (TLC) je jednostavna i relativno jeftina tehnika koja se
pocela razvijati 1960-ih godina. Primjenjuje se kao brzi postupak za odredivanje sastojaka
smjesa izoliranog prirodnog materijala ili produkta neke reakcije. Odvajanje se temelji na
adsorpcijskim ili razdjelnim procesima, a najceSce je koriStena varijanta adsorpcijske
kromatografije na tankom sloju adsorbensa (stacionarna faza) nanesenom na staklenu plocu
ili foliju. Kao adsorbensi pretezno se upotrebljavaju silikagel (silicijska kiselina) ili aluminijev
oksid. Najjednostavnija izvedba je tzv. uzlazna kromatografija (Rapi¢, 2008).

Nakon nanoSenja uzorka na startnu liniju udaljenu 1,5-2 cm od ruba plocCice i
suSenja, plocica se stavlja u kadicu u kojoj je pogodan eluens (mobilna faza - MF). Dizanje
MF uz ploCicu i eluiranje sastojaka smjese odvija se pomocu kapilarnih sila te se ta faza
naziva razvijanje kromatograma. Osnovni kriterij za identifikaciju pojedinog spoja jest
njegova pokretljivost na tankom sloju, Sto se izrazava pomocu Revrijednosti (retencijski
faktor, eng. Retention factor), omjer udaljenosti koju je od startne linije prosla mrlja (x) i
udaljenost do koje je stigla fronta otapala (y) (Rapi¢, 2008). Retencijskim faktorom se

odreduje uspjesnost razdvajanja, a vrijednosti su uvijek manje od 1.

TLC se koristi ¢eS¢e od ostalih kromatografskih metoda (HPLC, GC, LC) jer ne
zahtjeva skupu instrumentaciju te je zbog toga pristupacna, a rezultati analize se dobivaju
relativno brzo. Osim navedenog, kod tankoslojne kromatografije moguée je izbjedi

dugotrajnu i zahtjevnu pripremu uzorka koja ukljucuje destruktivne mehanicke metode.

Pogodna je za analizu Sirokog spektra mikotoksina zbog moguénosti analize sirovog
ekstrakta, istovremene analize nekoliko uzoraka na istoj ploci, koristenje razli¢itih eluensa,
odgovarajuée osjetljivosti te pruza kvalitativnu analizu sa zadovoljavaju¢om preciznoscu i
tocnoscu (Lin i sur., 1998). Kao jednostavnu screening metodu za toksikotvorne plijesni,
razvili su je Filtenborg i Frisvad (1980), Filtenborg i sur. (1983) i Thrane (1986). Zbog niske
cijene i jednostavne izvedbe, TLC se rutinski koristi za dokazivanje prisutnosti mikotoksina
(Braicu i sur., 2008).

Tankoslojna kromatografija je inicijalno koriStena samo za kvalitativhu analizu, ali
kombinacijom s densimetrijom, masenom spektrometrijom moze se primjenjivati i za

kvantitativhu metodu (Braicu i sur., 2003).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizmi

Kao radni mikroorganizmi za dokazivanje prisutnosti mikotoksina aflatoksina B i

okratoksina A upotrijebljenesu tri vrste plijesni iz roda Aspergillus (A. parasiticus,

A.ochraceus i Aspergillus sp.) te dvije vrste iz roda Penicillium (P. nalgiovense i Penicillium

sp.). Upotrijebljene kulture pohranjene su u Zbirci mikroorganizama Laboratorija za opcu

mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica, Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo, Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu. Kulture plijesni ¢uvane su na sladnom agaru

pri temperaturi od 4 °C do upotrebe.

3.1.2. Hranjive podloge

Tablica 2. Sastojci za pripremu hranjivih podloga

HRANJIVE PODLOGE SASTOICI KOLICINA
krumpirov glukozni agar (za | vodeni ekstrakt krumpira 230 mL
sporulaciju plijesni) agar 209
glukoza 20g
destilirana voda do 1000 mL
sladni agar (za uzgoj plijesni) | sladni ekstrakt 30 gxLt?
pepton iz sojina brasna 3gxL?
agar 15 gxLt
destilirana voda 1000 mL
Sterilizacija podloge provedena je pri 121 °C kroz 15 minuta.
3.1.3. Kemikalije
e kloroform "Kemika" - Zagreb
e aceton "Kemika" - Zagreb
e benzen "Kemika" — Zagreb
¢ ledena octena kiselina "Kemika" — Zagreb
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3.1.4. Mikotoksini
Standardi mikotoksina:

e AFB; »Sigma" - Chemical
e OTA »Sigma" - Chemical

3.1.5. Pribor i aparatura

e Petrijeve zdjelice

e mikrobioloska uSica

e mikropipeta (automatska pipeta) od 10 pL (Justor 1100)
e Bunsenov plamenik

e termostat (Sutjeska, Beograd)

e staklene kadice za TLC

e ploce sa silikagelom za TLC (20x20 cm, debljine 0,25 mm) "Merck*

e UV-lampa ,Camag"

3.2. Metode rada
3.2.1. Priprema kultura plijesni

Kulture plijesni Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus sp.,
Penicillium nalgiovense i Penicillium sp. sa sladnog agara iz Zbirke mikroorganizama
nacijepljene su na krumpirov glukozni agar i inkubirane 7 dana pri temperaturi od 28 °C.
Nakon inkubacije, dodatkom fizioloSke otopine nacinjene su suspenzije spora plijesni i po 10
UL je otpipetirano na sredinu sladnog agara u Petrijevoj zdjelici. PloCe sa nacijepljenim
kulturama inkubirane su pri temperaturi od 28 °C tijekom 28 dana. Za odredivanje sinteze
mikotoksina AFB; i OTA, postavljeno je ukupno 20 uzoraka, a uzorci su uzimani nakon 7, 14,
211 28 dana inkubacije.
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3.2.2. Kvalitativho odredivanje sintetiziranih mikotoksina metodom

tankoslojne kromatografije (TLC)

Metodom tankoslojne kromatografije kvalitativho je dokazana prisutnost AFB; i OTA u
uzorcima micelija odabranih plijesni. Postupkom tankoslojne kromatografije provodi se
separacija na plo¢ama za tankoslojnu kromatografiju sa silikogelom G uz razli¢ite sustave
otapala. Pisutnost mikotoksina utvrduje se ozracivanjem plo¢a UV svjetlom i dokazuje se
usporedbom s odgovaraju¢im standardima, Sto omogucéuje odredivanje ekstremno malih
koli¢ina toksina u namirnicama, ¢ak od 0,1 ng s pomocu fluorodenzitometra (Markov, 2005).

Plo¢a za tankoslojnu kromatografiju se pripremi na nacin da se oznace mijesta na

koja se nanesu otopljeni standardi istrazivanih mikotoksina i uzorci micelija.

Svakih 7 dana tijekom 28 dana uzimani su uzorci micelija poraslih plijesni tako Sto su iz
sredine porasle kolonije plijesni izrezani uzorci u obliku diska i prenijeti pomocu busaca (®=
5 mm) zajedno s agarom, na oznacena mjesta na ploci za TLC. Svi uzorci su okrenuti prema
silikagelu stranom na kojoj je agar. Nakon Sto su standard i uzorci naneSeni na plocu, te
nakon susenja mrlja, ploca je stavljena u smjesu otapala na razvijanje kromatograma (slike
6i7).

Prije razvijanja kromatograma kadice za kromatografiju su kod sobne temperature

prethodno bile 12 sati zasi¢ene otapalom.

Za odredivanje prisutnosti AFB;, na silikagel ploCu stavljeni su izrezani diskovi poraslih
plijesni na sladnom agaru u Petrijevim zdjelicama i 10 yL standarda AFB;. Pripremljena ploca
za TLC uronjena je u staklenu ladicu sa 100 mL smjese otapala kloroform/aceton u omjeru
9:1 (slika 6).
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Slika 6. Staklena kadica za provodenje tankoslojne kromatografije (AFB,) (vlastita
fotografija)

Za odredivanje prisutnosti OTA, na silikagel ploCu stavljeni su izrezani diskovi poraslih
plijesni na sladnom agaru u Petrijevim zdjelicama i 10 pL standarda OTA. Pripremljena ploca
za TLC uronjena je u staklenu ladicu sa 100 mL smjese otapala benzen/ledena octena
kiselina u omjeru 9:1 (slika 7)

Slika 7. Staklena kadica za provodenje tankoslojne kromatografije (OTA) (vlastita
fotografija)
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Fronta otapala u pokusima iznosila je izmedu 13 i 14 cm (tablica 3). Kada je
postignuta fronta mobilne faze ploce su izvadene i osusSene u struji zraka. Razvijene ploce
osvjetljene su UV lampom pri valnoj duljini od 365 nm. Identifikacija mikotoksina je
provedena vizualnom usporedbom fluorescencije mrlja u kromatogramu uzorka i standarda
mikotoksina. Kako bi se mogla dokazati prisutnost odredenog mikotoksina u uzorku, mrlja
uzorka mora biti u ravnini sa standardom. Na taj nacin provedena je kvalitativha detekcija
AFB; odnosno OTA.

Osnovni kriterij za identifikaciju pojedinog spoja jest njegova pokretljivost na tankom
sloju, Sto se izrazava pomocu R vrijednosti koji predstavlja omjer udaljenosti koju je od
startne linije prosla mrlja (a) i udaljenosti do koje je stigla fronta otapala (b) (slika 8). Nakon
Sto se uzorci osuSe i osvijetle pod UV lampom, izmjere se udaljenosti otapala i sintetiziranih
mikotoksina (AFB:/OTA) od startne linije te se izraCunaju njihove R vrijednosti. Ocitane R¢
vrijednosti bile su u podruéju R¢ vrijednosti standardnih otopina, tj. imale su istu

fluorescenciju kao standardne otopine istraZivanog toksina.

- FEOMTAS OTARPALS
b g ! 0
] o . (0 0 0
a
¥ ¥ ™ - - - - B e STARTINA LINI]AL
<T Oy Us: Us g Us ST

Ri=a/b<1

Slika 8. Shematski prikaz tankoslojne kromatografije i odredivanje Rf vrijednosti
ST — standard AFB;/OTA
U1-U5-uzorci potencijalnih toksikotvornih plijesni

OTAPALA — kloroform/aceton; benzen/ledena octena kiselina
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Rezultati

4.1.1. Pracenje rasta plijesni na cvrstim hranjivim podlogama

Kao moguci producenti mikotoksina AFB; i OTA U ovom radu, ispitivane su plijesni
Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus sp., Penicillium sp. i plemenita
plijesan Penicillium nalgiovense koja se koristi kao starter kultura za fermentirane mesne
proizvode. Kao podloga za pradenje rasta istrazivanih plijesni i biosintezu AFB; i OTA
upotrijebljen je sladni agar. Sve plijesni su rasle na temperaturi od 28 °C tijekom 28 dana.
Porasle kolonije A. parasiticus bile su maslinasto-zelene, A. ochraceus zuto-smede,

Aspergillus sp crne boje, a vrste Penicillium nalgiovense bijele i Penicillium sp. zelene boje.

4.1.2. Odredivanje sintetiziranih mikotoksina TLC metodom

Prisutnost sintetiziranih mikotoksina, AFB; i OTA, tijekom rasta odabranih plijesni na
Cvrstoj hranjivoj podlozi, odredena je metodom tankoslojne kromatografije. TLC je
provedena na ploCama sa silikagelom Fs4, dimenzija 20 x 20 cm, debljine sloja 0,25 mm.
Rezultati istrazivanja prikazani su na slikama 9-12 i u tablicama 2 i 3 te

Na slikama 9-12 prikazane su ploce s razvijenim kromatogramima osvjetljenim UV-
lampom pri valnoj duljini od 365 nm i vizualno je detektirana i utvrdena prisutnost

mikotoksina u pojedinim uzorcima.
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Slika 9. Razvijeni kromatogram na ploci za TLC ozracen UV svjetlom za odredivanje AFB:
nakon 21 dan inkubacije (vlastita fotografija)

Slika 10. Razvijeni kromatogram na ploci za TLC ozracen UV svjetlom za odredivanje AFB;

nakon 28 dana inkubacije (vlastita fotografija)



Slika 11. Razvijeni kromatogram na ploci za TLC ozracen UV svjetlom za odredivanje OTA
nakon 21 dan inkubacije (vlastita fotografija)

Slika 12. Razvijeni kromatogram na ploci za TLC ozracen UV svjetlom za odredivanje OTA

nakon 28 dana inkubacije (vlastita fotografija)



Sposobnosti

sinteze mikotoksina, plijesni

Aspergillus  parasiticus, Aspergillus

ochraceus, Aspergillus sp., Penicillium sp. i Penicillium nalgiovense prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Kvalitativno odredivanje prisutnosti AFB; i OTA, dokazano TLC-om, tijekom 28

dana rasta odabranih sojeva plijesni na ¢vrstoj hranjivoj podlozi

VRIJEME Aspergillus | Aspergillus | Aspergillus Penicillium Penicillium
MIKOTOKSINI (dani) parasiticus ochraceus Ssp. nalgiovense | sp. (zeleni)
(uzorak 1) (uzorak 2) (uzorak 3) (uzorak 4) (uzorak 5)

7 nd nd nd nd nd

14 nd nd nd nd nd

AFB: 21 nd nd nd nd nd

28 + nd nd nd nd

7 nd nd nd nd nd

14 nd nd nd nd nd

OTA 21 nd nd nd nd nd

28 nd + nd nd +

nd - nije dokazano prisutstvo AFB;/OTA
+ - dokazano je prisutstvo AFB;/OTA

Iz razvijenih kromatograma prikazanih na slikama 10 i 12 nakon mjerenja udaljenosti

od startne linije (otapala i uzoraka) koje sluze kao identifikacijski kriterij i karakteristicne su

za AFBi/OTA u odredenim omjerima volumena koriStenih otapala, izraCunate su Rs

vrijednosti, a rezultati dobivenih R¢vrijednosti prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Rrvrijednosti za AFB1/OTA, odredene TLC-om, kao identifikacijski kriterij

Mikotoksini

AFB;

OTA

y (cm)

13,5

14,3

x (cm)

6,2

4,7

Rf-vrijednost

0,5

0,3

y — udaljenost od startne linije koju je proslo otapalo

x — udaljenost od startne linije koju je proSao AFB;/OTA

Re=x/y
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4.2. Rasprava

4.2.1. Kvalitativho odredivanje sintetiziranih mikotoksina metodom

tankoslojne kromatografije

Plijesni su sveprisutne kako na kopnu tako i u vodenom okoliSu i svojim
metabolizmom proizvode razli¢ite kemijske spojeve, medu kojima su mikotoksini jedna od

najvaznijih skupina sekundarnih metabolita plijesni.

Mnogobrojne namirnice kao Sto su sirevi, trajne kobasice i desertna vina dobivaju se
fermentacijom pomocu odabranih sojeva plijesni, a njihova kvaliteta ovisi o primjeni
plemenitih plijesni kao starter kultura. Medutim, plijesni mogu u promijenjenim uvjetima
rasta sintetizirati mnoge sekundarne metabolite, pa tako i mikotoksine. To predstavlja za
svaki fermentacijski proces potencijalnu opasnost, buduéi da prisustvo plijesni u namirnici ne
znaci nuzno pojavnost mikotoksina, ali s druge strane odsutnost vidljivih plijesni u hrani ne

iskljuCuje pojavnost mikotoksina.

Bududi da je prisutnost mikotoksina u hrani i hrani za Zivotinje gotovo neizbjezna i da
mikotoksini pokazuju toksi¢ne ucinke u ljudi i zivotinja, nuzna je kontinuirana kontrola hrane
i hrane za Zivotinje, uz primjenu specifi¢nih i selektivnih analitickih metoda (Pleadin i sur.,
2018). U svrhu detekcije mikotoksina koriste se razliCite analiticke metode, koje se grupiraju
na orijentacijske (screening) i potvrdne, koje se mogu podijeliti na kvalitativne i
kvantitativne. Kao prikladna orijentacijska (screening) metoda, pokazala se TLC kao
jednostavna, brza i jeftina metoda, koja ima moguénost simultanog odredivanja vise

mikotoksina, a pokazala je i dobru osjetljivost za dokazivanje aflatoksina i okratoksina A.

Stoga je cilj ovoga zavrSnog rada bio uz pomo¢ TLC dokazati da li odabrane
plijesni(A. parasiticus, A. ochraceus, Aspergillus sp., P. nalgiovense i Penicillium sp.), medu
kojima i starter kultura (P. nalgiovense) koja se koristi u proizvodnji fermentiranih mesnih
proizvoda, u kontroliranim laboratorijskim uvjetima mogu sintetizirati aflatoksin By i

okratoksin A.

Kvalitativno odredivanje sintetiziranog mikotoksina provedeno je promatranjem ploca
pod UV-svjetlom i vizualnom usporedbom sa standardima (slike 9-12). Na plo¢ama su
vidljive fluorescentne mrlje standarda mikotoksina (AFB1/OTA) te je usporedbom intenziteta

fluorescencije mrlja uzoraka koje se nalaze u ravnini sa fluorescencijama standarda
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zakljuceno da je u ispitivanim uzorcima prisutan mikotoksin. Takoder, za potvrdu prisutnosti

izraunata je i pokretljivost spoja na ploci, odnosno R¢vrijednost za oba mikotoksina.

Prema rezultatima razvijenih kromatograma micelija plijesni na silikagel plo¢ama za
TLC, u tablici 3 i na slikama 9 i 11, vidljivo je da nema prisutnosti ni AFB: ni OTA tijekom 21.
dana uzgoja, tj. nijedna plijesan pri kontroliranim uvjetima inkubacije (28 °C) nije
sintetizirala mikotoksine. Medutim, nakon 28 dana uzgoja, dokazana je prisutnost oba
mikotoksina (slika 10 i slika 12; tablica 3).

Od svih pet odabranih kultura plijesni samo je kromatogram micelija plijesni A.
parasiticus pokazao prisutnost AFB; nakon 28 dana uzgoja (tablica 3 i slika 10). Dobiveni
rezultati su bili i o¢ekivani buduci da je A. parasiticus izraziti producent aflatoksina Bii Bz, G1
i G2, a za rast i produkciju toksina mu pogoduju viSe temperature ¢ak i do 42 °C, iako mu je
optimum oko 32 °C (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003). AFB; je bio vidljiv kao fluorescentna mrlja
na kromatogramu u ravnini sa standardom AFB; nakon izlaganja plo¢a UV svjetlu (slika 10).
Sukladno tome i Rs—vrijednost ispitivanog uzorka, ista je kao i za standard (tablica 4).

Nakon 28 dana uzgoja u pokusima u kojima je odredivana sposobnost sinteze
okratoksina A, kod plijesni Aspergillus ochraceus i zelenog Penicillium sp., dokazana je
prisutnost OTA na razvijenim kromatogramima (tablica 3 i slika 12). Dobiveni rezultati su u
suglasju sa spoznajom da je A. ochraceus glavni producent OTA buduci se kao kontaminant
Cesto nalazi u tlu i na trulim biljkama, osusenim namirnicama, ali i mesnim proizvodima
(Markov i sur., 2013; Pleadin i sur., 2018). Medu vrstama iz roda Penicillium koje su snazni
producenti OTA, a na hranjivoj podlozi daju zeleno obojene kolonije je vrsta P. verrucosum,
medutim zeleni penicillium u ovom radu nije identificiran tako da sa sigurniS¢u ne mozemo
tvrditi o kojoj vrsti se radi. Takoder, nakon izlaganja plo¢a UV svjetlu (slika 12) i raCunanja
Revrijednosti (tablica 4), izraCunato je da istu Revrijednost ima OTA dokazan u miceliju

plijesni kao i standard okratoksina.

Gorst-Allman i Steyn (1979) analizirali su 13 mikotoksina (smjesa devet neutralnih
mikotoksina medu njima i AFB; i smjesa Cetiri kisela mikotoksina medu kojima je OTA) TLC
metodom u razlic¢itim otapalima i razli¢itim omjerima otapala te su racunali i usporedivali R
vrijednosti. Rf-vrijednost aflatoksina B: iz smjese mikotoksina u sustavu otapala
kloroform/aceton (9:1) iznosila je 0,27; a Revrijednost u ovom istrazivanju za Cisti AFB;
iznosi 0,5. Za okratoksin A iz smjese u sustavu otapala benzen/ledena octena kiselina (4:1)
Revrijednost je iznosila 0,40, dok u ovom istrazivanju s omjerom otapala 9:1, R¢vrijednost
za Cisti OTA iznosi 0,30.
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Braicu i sur. (2008) su provodili kvalitativhu i kvantitativhu analizu aflatoksina i
okratoksina na razli¢itim Zitaricama te su dokazali da TLC povezan s densimetrijskom
kvantifikacijom osigurava dobru rezoluciju, precizno i pouzdano kvantitativno odredivanje
aflatoksina i okratoksina A ekstrahiranih iz Zitarica. Za analizu su imali smjesu od Cetiri
aflatoksina i OTA koristeéi sustav otapala kloroform/aceton (9:1) razdvojili su sva Cetiri
aflatoksina i OTA te im odredili Re-vrijednosti, za AFB; je iznosila 0,35 Sto relativno odgovara

rezultatu istrazivanja u ovom radu, kao i Revrijednost za OTA koja je iznosila 0,58.

TLC je u ovom istrazivanju koristena iskljucivo za kvalitativhu analizu, za dokazivanje

prisutnosti, tj. sinteze mikotoksina od strane navedenih vrsta plijesni.
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5. ZAKLJUCCI

Temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Dokazana je sposobnost sinteze mikotoksina odredenih vrsta plijesni nakon inkubacije u

kontroliranim laboratorijskim uvjetima.

2. Kultura plijesni Aspergillus parasiticus sintetizira aflatoksin B; (AFB1) nakon 28 dana uzgoja

pri temperaturi od 28°C.

3. Kulture plijesni Aspergillus ochraceus i zeleni Penicillium sp. sintetiziraju okratoksin A

(OTA) nakon 28 dana uzgoja pri temperaturi od 28°C.

4. Tankoslojna kromatografija se pokazala kao jednostavna i brza screening metoda za

dokazivanje aflatoksina B; i okratoksina A.

23



6. POPIS LITERATURE

Baker S.E., Bennett J.W. (2010.) An Overview of the Genus Aspergillus, str. 4.

Bennett J. W. & Klich M. (2003) Mycotoxins. Clinical Microbiology Reviews 16(3): 497-516.

Braicu C., Puia C., Bodoki E., Socaciu C. (2008) Screening and quantification of aflatoxins
and ochratoxin A in different cereals cultivated in Romania using thin-layer chromatography-
densitometry. Journal of Food Quality 31(1): 108-120.

Cao S., McMillin D.W., Tamayo G., Delmore J., Mitsiades C.S., Clardy J. (2012) Inhibition of
tumor cells interacting with stromal cells by xanthones isolated from a Costa Rican
Penicillium sp. J Nat Prod. 75 (4): 793-797.

Durakovi¢ S. (1991) Prehrambena mikrobiologija, Medicinska naklada, Zagreb

Durakovi¢ S. i Durakovi¢ L. (2003) Mikologija u biotehnologiji, Kugler, Zagreb

Durakovi¢ S. i Redzepovi¢ S. (2002) Uvod u opéu mikrobiologiju, Kugler, Zagreb,
str. 343-375.

Filtenborg O., Frisvad J.C. (1980) A simple screening method for toxigenic moulds
in pure cultures. Lebensm. Wiss. Technol. 13: 128-130.

Filtenborg O., Frisvad J.C., Svendsen J.A. (1983) Simple screening method for 45
toxigenic molds producing intracellular mycotoxins in pure culture. Appl. Environ.
Microbiol. 45: 580-585.

Giovati L., Magliani W., Ciociola T., Santinoli C., Conti S., Polonelli L. (2015) AFM;

in Milk: Physical, Biological and Prophylactic Methods to Mitigate Contamination.

Toxins 7: 4330-4349.

Gorst-Allman C. P. Steyn P. S. (1979) Screening methods for the detection of thirteen

common mycotoxins. Journal of Chromatography 175: 325-331.

24


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cao%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cao%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McMillin%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McMillin%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tamayo%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tamayo%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Delmore%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Delmore%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mitsiades%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mitsiades%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clardy%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clardy%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22458669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22458669

HAH (2012.) Znanstveno misljenje — mikotoksini u hrani za Zivotinje. HAH — Hrvatska
agencija za hranu <https://www.hah.hr/znanstveno-misljenje-mikotoksini-u-hrani-za-

zivotinje/> pristupljeno 19.6.2019.

HAH (2013) Sto su mikotoksini? HAH - Hrvatska agencija za hranuy,
<https://www.hah.hr/stosu-mikotoksini/> pristupljeno 20. lipnja 2019.

Hussein H. (2001) Toxicity, metabolism, and impact of mycotoxins on humans and animals.
Toxicology 167(2): 101-134.

IARC, International Agency for Research on Cancer (1993) Some naturally occuring
substances: food items and constituents, heterocylic aromatic amines and mycotoxins. JARC

Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risk to Humans 56: 245-395.

IARC, International Agency for Research on Cancer (2002) Aflatoxins. Monograph on the
Evaluation of Carcinogenic Risk to Humans 82: 171. Lyon, France: World Health

Organization.

Lin L., Zhang J., Wang P., Wang Y., Chen J]. (1998) Thin-layer chromatography of
mycotoxins and comparison with other chromatographic methods. Journal of
Chromatography A 815(1): 3-20.

Markov, K. (2005) Utjecaj odabranih parametara na rast plijesni u mjeSovitim kulturama i
biosintezu patulina i zearalenona. Disertacija, SveuciliSte u Zagrebu, Prehrambeno-
biotehnoloski fakultet

Markov, K., Frece, J., Cvek, D., Lovri¢, N., & Dela$, F. (2010) Aflatoksin M1 u sirovom mlijeku
i vezanje aflatoksina pomocu bakterija mlijeCne kiseline. Mijekarstvo 60: 244-251.

Markov K., Pleadin J., Bevardi M., Vahci¢ N., Sokoli¢-Mihalek D., Frece J. (2013) Natural
occurrence of aflatoxin B1, ochratoxin A and citrinin in Croatian fermented meat products.
Food Control 34: 312-317.

Oancea, S., Stoia, M. (2008) A Review of Toxicology, Analytical Methods and Health Risks.
Acta Universitatis Cibiniensis. Serfes E: Food Technology 12: 19-31.

25


https://www.hah.hr/znanstveno-misljenje-mikotoksini-u-hrani-za-zivotinje/
https://www.hah.hr/znanstveno-misljenje-mikotoksini-u-hrani-za-zivotinje/
https://www.hah.hr/sto-su-mikotoksini/
https://www.hah.hr/sto-su-mikotoksini/
https://www.hah.hr/sto-su-mikotoksini/
https://www.hah.hr/sto-su-mikotoksini/
https://www.hah.hr/sto-su-mikotoksini/

Pleadin J., Frece J., Markov K. (2014) Aflatoksini — Onecis¢enje, ucinci i metode redukcije.

Croatian Journal of Food Technology, Biotechnology and Nutrition 9: 3-4;75-82.

Pleadin J., Frece J., Markov K. (2015) Fuzarijski mikotoksini u hrani i hrani za Zivotinje

Fusarium mycotoxins in food and feed. 10: 6-13.

Pleadin, Jelka; Vasilj, ViSnja; Petrovi¢, Danijela (2018) Mikotoksini: pojavnost, prevencija i

redukcija, Mostar: SveuciliSte u Mostaru, 2018 (SveuciliSni udzbenik)

Pravilnikom o najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani
(2012.) Narodne novine 146 (NN 146/2012).

Pravilnikom o nepozeljnim tvarima u hrani za Zivotinje (2010) Narodne novine 80
(NN 80/2010).

Pravilnik o dopuni Pravilnika o nepoZeljnim tvarima u hrani za Zivotinje (2010)
Narodne novine 111 (NN 111/2010)

Pravilnik o izmjenama Pravilnika o nepoZzeljnim tvarima u hrani za Zivotinje kojim se provode
uredbe Europske komisije o izmjenama direktive 2002/32/EZ Europskog parlamenta i vijeca
od 7. svibnja 2002. o nepozeljnim tvarima u hrani za Zzivotinje (2012) Narodne novine 124
(NN 124/2012).

Rapi¢ V. (2008) Postupci priprave i izolacije organskih spojeva, Skolska knjiga, Zagreb, str.
62-63.

Sweeney M. (1998) Mycotoxin production by Aspergillus, Fusarium and Penicillium
species. International Journal of Food Microbiology 43(3): 141-158.

Vasi¢-Racki D., Gali¢ K., Delas F., Klapec T., Kipci¢ D., Kataleni¢ M., Dimitrov N. i
§arkanj B. (2010) Kemijske i fizikalne opasnosti u hrani, Hrvatska agencija za
hranu (HAH), str. 31-40.

Zheng M. Z., Richard J. L., & Binder J. (2006) A Review of Rapid Methods for the Analysis of
Mycotoxins. Mycopathologia 161(5): 261-273.

26


https://www.bib.irb.hr/952849
https://www.bib.irb.hr/952849

Izjava o izvornosti

Lzjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvomni rezultat mojeg rada te da se u nfegovof
izrady nisam koristio drugim izvorima, osim onif kaji su u njemu navedent.

Eclinics  Atmotadvic

ime i prezime studenta




