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1. UVOD

Mikotoksini (gr. mykes — gljiva, toxicon — otrov) su sekundarni produkti metabolizma koje
plijesni sintetiziraju tijekom rasta na supstratima biljnog i zivotinjskog podrijetla. Kao takvi
nemaju biokemijsku funkciju u rastu i razvoju plijesni, nego sluze za njihovu obranu od drugih
mikroorganizama (Hussein i Brasel, 2001). Mikotoksini u ljudski organizam ulaze putem hrane,
izravnom konzumacijom kontaminiranih namirnica ili neizravno proizvodima proizvedenih od

zivotinja koje su tijekom uzgoja bile izloZzene mikotoksinima (Pleadin i sur., 2018).

Vocée se moze kontaminirati toksikotvornim plijesnima prilikom oste¢enja povrSine plodova
tijekom rasta i branja voca, pakiranja, transporta i skladiStenja vo¢a (Kumar i sur., 2017).
Mikotoksini koji se najceS¢e nalaze na vocu i1 njihovim proizvodima su aflatoksini, okratoksini,
patulin i toksini roda plijesni Alternaria (Fernandez-Cruz i sur., 2010). Aflatoksin se najcesce
moze naci na voéu koje raste na podrucju relativno visoke temperature kao Sto su smokve,
datulje, citrusi, ali i na jabukama, dok se okratoksin A moze naci na viSnjama, jabukama,
breskvama, nektarinama i1 smokvama. Patulin se moZe nac¢i na bobic¢astom vocu, breskvama i
Sljivama, a glavni izvor patulina su kontaminirane jabuke i sok od jabuka. Toksini roda plijesni
Alternaria se mogu naci u bobicastom vocu, jabukama i raj€ici (Drusch 1 Ragab, 2003; Kumar
isur., 2017). Prema Dauthy (1995) pekmez sadrzi visok udio Secera, nizak aktivitet vode i nizak
raspon pH vrijednosti (pH 3,2 — 3,4) §to ga ¢ini povoljnim medijem za rast plijesni.

Zbog zabrinutosti za svoje zdravlje, potrebe za smanjenjem otpada od hrane i ekonomskih
razloga, potrosaci Cesto postavljaju pitanje da li se hrana na kojoj je porasla plijesan moZze dalje
konzumirati nakon uklanjanja pljesnivog dijela ili se treba u potpunosti baciti (Olsen 1 sur.,
2019). Pregled literature pokazuje da postoji mali broj istrazivanja o raspodjeli mikotoksina u
plijesnima kontaminiranoj hrani.

Budu¢i da se o mikotoksinima koji se mogu na¢i u uzorcima pekmeza zna malo, cilj ovog rada
bio je istraziti (1) vrstu plijesni koja moze kontaminirati pekmez, (ii) pojavnost mikotoksina i

(111) distribuciju mikotoksina u razli¢itim uzorcima pekmeza.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKOTOKSINI

Mikotoksini su definirani kao sekundarni metaboliti plijesni male molekulske mase (Malachova
i sur., 2014). Identifikacija i izolacija aflatoksina 1960. godine pokrenula je val znanstvenih
istrazivanja na mikotoksinima te je do danas otkriveno oko 200 vrsta plijesni koje imaju
sposobnost sinteze preko 400 razli¢itih toksi¢nih sekundarnih metabolita (HAH, 2012).
Najces¢e ih sintetiziraju plijesni roda Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Claviceps i
Fusarium (Skrbi¢ i sur., 2017). Najznacajniji mikotoksini s obzirom na toksikologki i
ekonomski znacaj su aflatoksini, okratoksini, patulin, zearalenon, fumonizini, ergot alkaloidi,
deoksinivalenol i njegovi derivati te mikotoksini roda Alternaria (Kdppen i sur., 2010).
Medusobno se razlikuju u strukturi, kemijskim i fizikalnim svojstvima, napadaju razlicite
organe te kao takvi mogu uzrokovati razliite vrste toksi¢nosti. Mikotoksini u malim
koncentracijama mogu uzrokovati bolesti i smrt u ljudi i Zivotinja (Malachova i sur., 2014,

Koppen i sur., 2010).

2.1.1. Podjela mikotoksina

Zbog svoje stabilnosti, mikotoksini se mogu nalaziti u nekom mediju neovisno o tome da li je
prisutna plijesan koja ga sintetizira (Fernandez-Cruz i sur., 2010). Takoder, rast plijesni nije
nuzno popracena sintezom mikotoksina (Drusch i Ragab, 2003). Odredena plijesan moZe
sintetizirati viSe vrsta mikotoksina kao S$to je prikazano u tablici 1, dok tablica 2 prikazuje da

se odredeni mikotoksin moze sintetizirati iz razlicitih vrsta plijesni.

Tablica 1. Odabrane plijesni i njihovi sekundarni metaboliti (Frisvad i sur., 2019; Koppen i sur.,

2010; Delas, 2010; Abdallah i sur., 2017; Pleadin i sur., 2018)

Rod plijesni Sintetizirani mikotoksini

Aspergillus Aflatoksini (AFBi1, AFB:, AFGi, AFG,
AFMi, AFMb), okratoksin A, okratoksin B
patulin, citrinin, koji¢na kiselina, paspalin,

paspalinin, tenuazonska kiselina, asperfuran,




ciklopiazonska kiselina, 3-O-

metilsterigmatocistin

Penicillium okratoksin A, patulin, citrinin

Fusarium fumonizini (FBi, FB,, FB3), T-2 i HT-2
toksin, diacetoksiscirpenol, neosolaniol,

nivalenol, deoksinivalenol, 3-
acetildeoksinivalenol, 15-
acetildeoksinivalenol, zearalenon,

fusaproliferin, moniliformin, beauvericin

Alternaria altenuen, alternariol, alternariol monoetil
eter, alteroksin-I, alteroksin-II, altertoksin-

I1I, tenuazonska kiselina

Tablica 2. Odabrani mikotoksini i plijesni odgovorne za njihovu sintezu (Koppen i sur., 2010;

Delas, 2010; HAH, 2012; Pleadin i sur., 2018)

Mikotoksin Vrsta plijesni odgovorna sintezu

Aflatoksini (AFBi, AFB>, AFGi, AFGy, | Aspergillus flavus, A. nomius, A. parasiticus,
AFM1, AFM>») A. arachidicola, A. bombycis, A.
pseudotamarii, A. minisclerotigenes, A.
rambellii, A. ochraceoroseus, Emericella

astellata, E. venezuelensis, E. olivicola

Citrinin Penicillium citrinum, P. viridicatum,

P. implicatum, P. fellatanum, P. citreo-
viride, P. velutinem, P. canascens, P.
purpurescens, P. janseni, P. steckii, P.
spinolosum, P. notatum, P. palitans, P.
expansum, P. claviforme, P. roqueforti,

Aspergillus niveus, A. terreus, A. flavipes




Ergot alkaloidi

Claviceps africanana, Claviceps purpurea,
Claviceps fusiformis, Claviceps paspali,

Neotyphodium coenophialum

Fumonizini (FB1, FB», FB3)

Alternaria alternata, Fusarium anthophilum,
F. moniliforme, F. dlamini, F. napiforme, F.

proliferatum, F. nygamai

Mikotoksini roda Alternaria (altenuen,

alternariol, alternariol monoetil eter,

alteroksin-I, alteroksin-II, altertoksin-III,

tenuazonska kiselina)

Alternaia  alternate, Alternaria dauci,

Alternaria cucumerina, Alternaria solani,

Alternaria tenuissima, Alternaia citri

Okratoksin A

Aspergillus  alutaceus, A. alliaceus, A.

auricomus, A. glaucus, A. niger, A.
carbonarius, A. melleus, A. albertensis, A.
citricus, A. flocculosus, A. fonsecaeus, A.
ostianus, A.

lanosus, A. ochraceus, A.

petrakii, A. pseudoelegans, A.
roseoglobulosus, A. sclerotiorum, A. steynii,
A. sulphureus, A. westerdijakiae,

Neopetromyces  murictaus,  Penicillium
viridactum, P. verrucosum, P. cyclopium, P.

carbonarius, P. variable

Patulin

A. clavatus, A. longivesica, A. terreus, P.
expansum, P. griseofulvum, P. patulum, P.
roqueforti, P. variable, P. cyclopium, P.
claviforme, P. lapidosum, P. melinii, P.

rugulosus, P. equinum, Byssochlamys sp.

Trihoteceni tipa A (T-2, HT-2 toksin,

diacetoksiscirpenol, neosolaniol)

Fusarium sporotrichioides, F. poae, F.

acuminatum, F. culmorum, F. equiseti, F.

graminearum,  F. moniliforme,  F.
myrothecium, Cephalosporium sp.,
Myrothecium  sp.,  Trichoderma  sp.,




Trichothecium  sp.,  Phomopsis  sp.,

Stachybotrys sp., Verticimonosporium sp.

Trihoteceni tipa B (nivalenol, | F.  graminearum, F. culmorum, F.

deoksinivalenol, 3-acetildeoksinivalenol, 15- | sporotrichioides, F. cerealis, F.

acetildeoksinivalenol, fusarenon X) lunulosporum

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

sporotrichioides, F.  moniliforme, F.

avanaceum, F. tricinctum, F'. oxysporium

2.1.2. Uvjeti za rast i razvoj mikotoksina

Rast plijesni i biosinteza mikotoksina se moze pojaviti u bilo kojoj fazi proizvodnje hrane od
polja do stola. Uvjeti za rast toksikotvornih plijesni ovise o klimatsko-okoliSnim uvjetima kao
Sto su dostupnost nutrijenata, aktivitet vode, pH, temperatura, relativna vlaznost, mikrobna
kompeticija, prisutnost insekata i primjena pesticida i fungicida (Freire i Anderson, 2018). lako
Delas (2010) navodi specifi¢nije ¢imbenike za biosintezu mikotoksina (raspon temperature od
-5 do 60 °C, sadrzaj vode u namirnici 13% 1 viSe, aktivitet vode treba biti iznad 0,65, a pH
vrijednost izmedu 3 1 9), vidljivo je da se rast plijesni i biosinteza mikotoksina odvijaju pri
razli¢itim uvjetima te je stoga teSko opisati one okoliSne uvjete koji ¢e omogucditi i rast plijesni

1 sintezu mikotoksina (Freire i Anderson, 2018).

2.2. 1ZVORI MIKOTOKSINA U HRANI

Izvori mikotoksina u hrani su Zitarice, voce, suho voce, orasasto voce, kakao, riza, mahunarke,
zacini, ¢ajevi, kava, masline i maslinovo ulje. Budu¢i da su mikotoksini stabilni spojevi otporni
na visoke temperature, prezivljavaju postupke procesiranja hrane te se mogu naci u vinu, pivu,
sokovima, proizvodima na bazi voca, kruhu i cokoladi zbog uporabe kontaminiranih sirovina
(Delas, 2010; Freire i Anderson, 2018; Fernandez-Cruz 1 sur., 2010). Takoder, nalaze se i u
hrani za Zivotinje te mogu prije¢i u hranu animalnog podrijetla kao $to su meso i mesne
preradevine, mlijeko 1 mlije¢ni proizvodi te jaja (Fernandez-Cruz i sur., 2010).

Koppen i sur. (2010) navode da do kontaminacije plijesnima i mikotoksinima moZze do¢i u bilo

kojoj fazi proizvodnje hrane: prije berbe, izmedu berbe i suSenja i tijekom skladistenja. Tijekom



obrade hrane razli¢itim procesima kao Sto su kuhanje, pecenje, przenje i pasterizacija vecina
mikotoksina je kemijski i termicki stabilna. Zbog toga je vazno izbjegavati uvjete koji dovode
do stvaranja mikotoksina u svim faza proizvodnje hrane od polja do stola, Sto nije uvijek
moguce posti¢i. Dokazano je da okolisni stresni uvjeti poput najezde insekata, suSe, osjetljivosti
kultivara, mehanickih oStecenja, neprimjerenih temperatura, oborina ili vlage mogu potaknuti

proizvodnju mikotoksina (Alshannaq i Yu, 2017; Fernandez-Cruz i sur., 2010).

2.2.1. Mikotoksini na vocu

Voce sadrzi prirodne kiseline kao §to su limunska, mali¢na 1 vinska kiselina koje snizuju pH
voca te tako usporavaju bakterijsko kvarenje. Veéina bakterija ne moze rasti pri pH voca koji
je u rasponu od <2,5 do 5,0 dok je za mnoge vrste plijesni ovaj raspon tolerantan, cak i
optimalan za rast (Fernandez-Cruz i sur., 2010). Drusch i Ragab (2003) navode da se optimalan
aktivitet vode potreban za rast plijesni razlikuje od aktiviteta vode pri kojem ¢e plijesan
proizvesti maksimalnu koli¢inu mikotoksina. Takoder, zrenje voca doprinosi kvarenju
uzrokovanom plijesnima jer se zrenjem povecava pH vrijednost i udio Secera u vocu te tkivo
postaje sve mekse. Biosinteza mikotoksina ovisi o raznim kompleksnim interakcijama izmedu
unutarnjih 1 vanjskih faktora kao $to su geografsko podrucje podrijetla voca, vlaznost zraka,
temperature, prisutnost patogena na vocu, vrsta voca 1 fizioloSke osobine voca.

Plijesni roda Aspergillus, Penicillium 1 Alternaria su naj¢e$¢i kontaminanti na voc¢u (Barkai-
Golan 1 Paster, 2008). Tablica 3 prikazuje pojavnost mikotoksina na voéu 1 u voénim

proizvodima (Ferndndez-Cruz 1 sur., 2010).

Tablica 3. Pojavnost mikotoksina na vocu 1 u voénim proizvodima (Fernandez-Cruz 1 sur.,

2010)

Voce Mikotoksin

Narance Aflatoksin By

Jabuke Alternaria toksini
Okratoksin A

Trule jabuke Aflatoksini
Patulin

Grozdice Aflatoksini




Susene smokve

Aflatoksini
Okratoksin A

Trule mandarine

Alternaria toksini

Breskve Okratoksin A
TreSnje Okratoksin A
Patulin
Jagode Patulin
Voéni proizvodi Mikotoksin

crno 1 bijelo vino

Sok od jabuke Aflatoksin B1 1 Gi
Alternariol
Patulin

Most Aflatoksin By

Sok od grozda, Alternaria toksini

Okratoksin A

Prema Kumar 1 sur. (2017) skladiStenje voc¢a pri odgovarajucoj zrelosti je vaZzan ¢imbenik u
sprjeavanju infekcije voca toksikotvornim plijesnima, a time i tvorbi mikotoksina. Pravilnik
(2019) propisuje zahtjeve kvalitete kojima u proizvodnji i stavljanju na trZiSte moraju
udovoljavati dzem, ekstra dzem, zele, ekstra zele, marmelada, Zele-marmelada, pekmez i
zasladeni kesten pire. Pekmez je definiran kao proizvod odgovarajuc¢e uguSéene konzistencije
proizveden ukuhavanjem vocéne pulpe i/ili kaSe jedne ili viSe vrsta voca, sa ili bez dodatka
Secera. Takoder, Pravilnik (2019) propisuje da plodovi voca, koji se koriste za proizvodnju
pekmeza, trebaju biti svjeZi 1 zdravi, nisu zahvaceni procesom kvarenja i sadrzavaju sve bitne
sastojke, dovoljno zreli za upotrebu nakon ¢iS¢enja, odstranjivanja oStec¢enih dijelova, peteljki,
kostica i ostalog.

Potrosa¢i nece konzumirati vidno trulo voce, a kako su mikotoksini stabilni tijekom
procesiranja, vo¢ni proizvodi 1 dalje mogu predstavljati izvor mikotoksina i opasnost po

zdravlje potroSaca (Barkai-Golan i Paster, 2008).



2.2.2. Zastita od kontaminacije mikotoksinima

Mjere za smanjenje rizika kontaminacije mikotoksinima se mogu podijeliti na kontrolu razvoja
plijesni na usjevima te uporabom fizikalnih, kemijskih i bioloskih metoda (Delas, 2010; Pleadin
i sur., 2018). Kontrola razvoja plijesni na usjevima podrazumijeva kontrolu okolisnih uvjeta,
uzgoj rezistentnih usjeva, kontrola bolesti usjeva, kontrola insekata, osiguranje adekvatne
zetve, transporta i skladiStenja usjeva pri ¢emu je kljucni korak suSenje usjeva nakon Zetve
(Delas i sur., 2010; Karlovsky, 2016; Pleadin i sur., 2018). Fizikalne metode ukljucuju
sortiranje, pranje, mehani¢ko uklanjanje oSte¢enih zrna, obradu visokom temperaturom,
upotrebu radijacije kao Sto su UV zrake 1 X zrake, upotrebu hladne plazme, dodatak tvari koje
vezu mikotoksine kao Sto su kalcijev-aluminosilikat, filosilikat i bentonit, dok se od kemijskih
metoda najéescée upotrebljavaju kiseline, luzine, oksidansi i reduktivne tvari (Pleadin i sur.,
2018). Neke od bioloskih metoda su detoksifikacija enzimima i upotrebu odredenih sojeva
bakterija mlijecne kiseline, bakterija propionske kiseline i bifidobakterija koje smanjuju
koncentraciju mikotoksina (Delas, 2010; Karlovsky, 2016; Markov i sur., 2019). Takoder,
Delas (2010) navodi da primjena bilo koje od gore navedenih metoda poskupljuje procese
proizvodnje i prerade hrane, stoga je vazno primijeniti metode prevencije nastanka

mikotoksina.

2.3. MIKOTOKSIKOZE

Mikotoksini uzrokuju razli¢ite bolesti koje se nazivaju mikotoksikoze. Pojavljuju se u
nerazvijenim zemljama, dok u razvijenim zemljama ne predstavljaju veliki problem (Pleadin i
sur., 2018). Mikotoksikoze mogu izazivati niz Stetnih ucinaka na ljude i Zivotinje kao $to su
karcinogenost, imunotoksi¢nost, probavne smetnje, neurotoksi¢nost, hepatotoksi¢nost,
nefrotoksi¢nost, reproduktivna 1 razvojna toksi¢nost (HAH, 2012). Otrovanja mikotoksinima
mogu biti akutna i/ili kroni¢na, a simptomi trovanja ovise o starosnoj dobi i spolu, vrsti i
koncentraciji mikotoksina, distribuciji u tkivu, odnosno metabolizmu (Delas, 2010).
Mikotoksini ¢esto istovremeno djeluju na razlicite nacine 1 na vise ciljnih mjesta u organizmu,
Sto ovisi o vrsti mikotoksina, dozi i vremenu izlozenosti (HAH, 2012; Pleadin i sur., 2018). U

tablici 4 su prikazane bolesti u ljudi ¢iji su uzro¢nici mikotoksini.



Tablica 4. Bolesti koje su povezane s trovanjem mikotoksinima (Pleadin i sur., 2018)

Sustav

Zdravstveni problemi

Mikotoksini

Krvozilni sustav

Smanjena elastiCnost zila, unutarnja

krvarenja

Aflatoksini, Safratoksini,

Roridini

Probavni sustav

Proljev, povracanje, krvarenje iz crijeva,

Aflatoksini, T-2 toksin,

ostecenje jetre, fibroza, nekroza, anoreksija | Deoksinivalenol

Disni sustav Poteskoce s disanjem, krvarenje iz pluéa Trihoteceni

Zivc¢ani sustav Drhtavica, nekoordinirani pokreti, | Trihoteceni, Termogeni

depresija, glavobolja

Koza Osip, osjet vrucine, fotosenzitivnost Trihoteceni

Mokraéni sustav | OStecenje bubrega Okratoksin, Citrinin

Reproduktivni Sterilnost, promjene u reproduktivnim | T-2 toksin, Zearalenon
sustav ciklusima
Imunosustav Promjene ili potpuno unisStenje Mnogi mikotoksini

2.4. ANALITICKE METODE U ODREPIVANJU MIKOTOKSINA

2.4.1. Analiza mikotoksina

U svrhu zastite zdravlja potroSaca 1 smanjenja ekonomskih gubitaka, kontrola mikotoksina u
hrani 1 hrani za Zivotinje postala je vodeci cilj za proizvodace, zakonodavna tijela 1 znanstvenike
Sirom svijeta. Medutim, raznolikost kemijskih struktura onemogucava koristenje samo jedne
tehnike za analizu mikotoksina, te je stoga razvijen i validiran velik broj analitickih metoda.
Analiza mikotoksina u hrani 1 hrani za Zivotinje je proces koji se sastoji od uzorkovanja,
pripreme uzoraka, ekstrakcije mikotoksina iz matriksa, identifikacije 1 kvantifikacije
mikotoksina (Kdppen 1 sur., 2010). Kljucan korak u analizi mikotoksina u hrani je postupak
uzorkovanja koji doprinosi pouzdanosti metode. Zbog neravnomjerne raspodjele mikotoksina
u hrani, izazov je dobiti reprezentativni uzorak stoga treba pazljivo provesti plan uzorkovanja.
Europska Unija opisuje metode uzorkovanja Uredbom Komisije (EU) br. 401/2006 (Alshannaq
1 Yu, 2017). Tijekom postupka ekstrakcije, prisutnost srodnih tvari moze uzrokovati probleme
kao Sto je maskiranje analitiCkog signala za ciljani analit $to dovodi do povecanja limita

detekcije. Neki od postupaka ekstrakcije mikotoksina iz uzorka su tekucinsko-tekucinska



ekstrakcija, kruto-fazna ekstrakcija, ekstrakcija superkriticnim teku¢inama, gel kromatografija

1 imunoafinitetno proc¢is¢avanje (Koppen i sur., 2010; Pleadin i sur., 2018).

2.4.2. Podjela analitickih metoda

Analiticke metode koje se koriste u odredivanju mikotoksina se mogu podijeliti na

kromatografske metode, imunoenzimske metode i brze testove. Tablica 5 prikazuje prednosti i

nedostatke nekih analitickih metoda koje se koriste u odredivanju mikotoksina (Lattanzio i sur.,

2009; Pleadin i sur., 2018).

Tablica 5. Prednosti i nedostaci analitickih metoda koje se koriste u odredivanju mikotoksina

(Lattanzio i sur., 2009; Pleadin i sur., 2018)

Metoda | Prednosti Nedostaci
-simultano odredivanje vise mikotoksina -potrebna derivatizacija
GC -dobra osjetljivost metode -skupa oprema
-potvrdna metoda (MS detektor) -carry-over efekt
-mogucénost automatizacije (autosampler) - varijjacije u reproducibilnosti
ponovljivosti
-dobra osjetljivost, selektivnost i ponovljivost | -skupa oprema
HPLC metode -mogucénost potrebe derivatizacije
-moguénost automatizacije (autosampler) -potrebno znanje stru¢njaka
-kratko vrijeme trajanje analize
-simultano odredivanje viSe mikotoksina -vrlo skupa oprema
LC/MS | -dobra senzitivnost metode -potrebno znanje stru¢njaka
-potvrdna metoda (MS detektor)
-mogucénost automatizacije (autosampler)
-dobra senzitivnost metode -cross-reaktivnost sa srodnim
ELISA | -pogodna kao screening metoda mikotoksinima

-simultano odredivanje viSe mikotoksina
-jeftina oprema

-dostupnost sluzbenih metoda

-mogucénost interferencija u matriksu
-mogucénost

pozitivnih/negativnih rezultata
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-potrebna potvrdna metoda

-brze i jednostavne metode -mogucnost laznih
Brzi -jeftina oprema pozitivnih/negativnih rezultata
testovi -pogodne kao screening metode -nedostatak validiranih metoda
-cross-reaktivnost sa srodnim
mikotoksinima

2.4.3. Kromatografske metode

Kromatografske metode su najcesc¢e koriStene metode u odredivanju mikotoksina iz hrane i
hrane za Zivotinje kao $to su tankoslojna tekuéinska kromatografija, teku¢inska kromatografija
visoke djelotvornosti u kombinaciji s UV detektorom, detektorom s nizom dioda i masenim
spektrometrom, plinska kromatografija u kombinaciji s plameno-ionizacijskim detektorom,
elektron-hvataju¢im detektorom i masenim spektrometrom (Alshannaq i Yu, 2017; Pleadin i

sur., 2018).

2.44. ELISA

ELISA (eng. Enzyme-linked immunosorbent assay) je najpoznatija imunoenzimska metoda
odredivanja mikotoksina. Koristi se u obliku velikog broja komercijalno dostupnih set kitova
za detekciju 1 kvantifikaciju glavnih mikotoksina kao §to su aflatoksini, okratoksini, zearalenon,
deoksinivalenol, fumonizini, T-2 toksin. ELISA tehnika je brza, specifi¢na i1 jednostavna
metoda odredivanja mikotoksina u hrani. S druge strane, set kit moZe detektirati samo jedan
mikotoksin te je predviden za jednokratnu upotrebu (Alshannaq i Yu, 2017; Pleadin 1 sur.,

2018).

2.4.5. Brze metode

Zadnjih godina postoji interes za upotrebom tehnika koje ukljucuju brze testne trake koje na
licu mjesta detektiraju kontaminante kao Sto su patogeni koji se prenose hranom, ostaci

veterinarskih lijekova, pesticidi, alergeni i mikotoksini. Imunokromatografski test se bazira
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upravo na takvim tehnikama i osmisljen je za uporabu izvan laboratorija, odnosno na mjestu
inspekcije. Takoder, uporabom ovog testa o¢ekuje se brze dobivanje rezultata, bilo pomocu

jednostavnih prijenosnih uredaja ili bez upotrebe instrumenta (Alshannaq i Yu, 2017).

2.5. ZAKONSKA REGULATIVA

Mnoga medunarodna tijela poput Europske agencije za sigurnost hrane (EFSA), americke
Agencije za hranu i lijekove (FDA), Svjetske zdravstvene organizacije (WHO), Organizacije
za hranu 1 poljoprivredu (FAO) posvecuju posebnu pozornost u pogledu kontaminacije hrane 1
hrane za Zivotinje mikotoksinima, dovodeci propise koji strogo reguliraju najvece dopustene
koli¢ine mikotoksina koji se mogu na¢i u hrani i hrani za Zivotinje. Trenutno je oko 100 zemalja
diljem svijeta u svojim propisima reguliralo jasne granice najveée dopustene koliCine
mikotoksina u hrani i hrani za zivotinje. Kontaminacija hrane i hrane za Zivotinje
mikotoksinima je globalni problem ¢ak i uz pravilno provodenje Dobre poljoprivredne i Dobre
proizvodacke prakse. Njihovu zabrinutost o sigurnosti hrane u prehrambenom lancu potvrduje
i podatak Organizacije za hranu i poljoprivredu (FAO) koja procjenjuje da je oko 25%
poljoprivrednih usjeva u svijetu viSe ili manje kontaminirano mikotoksinima (Alshannaq i Yu,
2017). Medutim, ¢ak ni Dobra poljoprivredna praksa, pravilni uvjeti skladiStenja i prerade hrane
ne mogu u potpunosti sprijeciti kontaminaciju hrane i1 hrane za Zivotinje mikotoksinima
(Galvano i sur., 2005).

Zakonom o kontaminantima (NN 39/2013, 114/18) utvrduju se nadlezna tijela i njihove zadace,
sluzbene kontrole, nacini postupanja i izvjeStavanja nadleznih tijela 1 Europske komisije te
obaveze sluzbenih laboratorija 1 subjekata u poslovanju s hranom za provedbu Uredbi
navedenih u Zakonu. Uredbom Komisije (EZ) br. 1881/2006 o utvrdivanju najvecih dopustenih
koli¢ina odredenih kontaminanata propisane su najve¢e dopuStene kolicine aflatoksina,
okratoksina, patulina, deoksinivalenola, zearalenona, fumonizina, T-2 1 HT-2 toksina u
odredenoj hrani.

Za suSeno voce, osim suhih smokava, i preradene vo¢ne proizvode namijenjene za izravnu
prehranu ljudi ili kao sastojak hrane najveca dopustena koli¢ina aflatoksina B iznosi 2,0 pg kg
!, a suma aflatoksina Bi, Bz, G1 i G iznosi 4,0 pg kg™!. Za jabuéne proizvode u krutom stanju,
ukljucujuci jabuéni kompot i jabucni pire, za izravnu prehranu ljudi, najveca dopustena koli¢ina

patulina iznosi 25 pg kg™, Za jabuéni sok i jabuéne proizvode u krutom stanju, ukljucujuéi

12



jabucni kompot i jabucni pire, za dojencad i malu djecu, najvec¢a dopustena koli¢ina patulina
iznosi 10 pg kg™!. Prema Uredbi Komisije (EU) br. 401/2006 utvrdene su metode uzorkovanja

1 analize za sluzbenu kontrolu razine mikotoksina u hrani.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

Za potrebe izvedbe eksperimentalnog dijela ovog diplomskog rada prikupljeno je 58 uzoraka
pekmeza od kojih je, u ve¢inskom udjelu voca, 16 pekmeza od marelice, 11 od maline, 9 od
jagode, 3 od §ljive, 4 od borovnice, 3 od kupine, 2 od visnje, 1 od Sipka, 1 od ananasa, 1 od
plodova bazge, 1 od narance, 1 od kruske, 1 od viSe vrsta voéa i 4 uzorka pekmeza nepoznatog
sastava voca. Uzorci pekmeza su pakirani u staklene teglice 1 prikupljeni na podrucju Austrije.
Svaki uzorak je odredeno vrijeme bio koriSten od strane potrosaca te se na povrsini uzorka jasno
vidjela porast plijesni. Karakteristike uzoraka pekmeza prikazane su u tablici 6.

Nakon zaprimanja uzoraka pekmeza, provedena je izolacija i identifikacija plijesni, te su isti

uskladiSteni na temperaturi od -20 °C do trenutka uzorkovanja.

Tablica 6: Prikaz okusa, sastojaka i obiljezja uzoraka pekmeza

Redni | Oznaka | okus % voca % Secera pektin Bio proizvod
broj uzorka

1 1 Jagoda 70 35 da da
2 2 Malina 70 35 da da
3 3 Marelica 92 nepoznato ne ne
4 5 Borovnica 70 36 da da
5 6 Malina 70 35 da da
6 7 Marelica 85 21 da ne
7 9 Vise vrsta vo¢a | 70 40 da ne
8 10 Kupina 70 39 da ne
9 11 Malina 60 39 da ne
10 16 Jagoda 50 nepoznato da ne
11 17 Jagoda 55 50 da da
12 18 Borovnica 70 43 da ne
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13 19 Sipak 60 42 da ne
14 22 nepoznato nepoznato | nepoznato nepoznato | ne
15 23 Visnja 80 38 da ne
16 24 nepoznato nepoznato | nepoznato nepoznato | ne
17 25 Ananas 70 37 da ne
18 26 nepoznato nepoznato | nepoznato nepoznato | ne
19 27 Kupina 70 39 da ne
20 28 Marelica 70 43 da ne
21 29 Jagoda 70 35 da da
22 30 Jagoda 70 42 da ne
23 32 Marelica 75 40 da ne
24 33 Marelica 70 50 da ne
25 34 Borovnica 75 40 da ne
26 35 Malina 65 45 da ne
27 36 Sljiva 88 21 ne ne
28 37 Malina 55 53 da ne
29 38 Borovnica 60 39 da ne
30 39 Malina 70 39 da ne
31 40 Jagoda 60 40 da ne
32 42 Malina 60 39 da ne
33 43 Malina 70 39 da ne
34 44 Marelica 72 34 da ne
35 45 Marelica 70 41 da ne
36 47 nepoznato nepoznato | nepoznato nepoznato | ne
37 48 Marelica 70 41 da ne
38 50 Jagoda 70 41 da ne
39 51 Visnja 70 43 da ne
40 52 Marelica 70 41 da ne
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41 53 Marelica 70 41 da ne
42 55 Malina 70 41 da ne
43 56 Malina 70 39 da ne
44 57 Sljiva 85 21 nepoznato | ne
45 60 Marelica 70 43 da ne
46 61 Marelica 55 53 da ne
47 63 Kupina 70 40 da ne
48 64 Marelica 55 53 da ne
49 65 Plodovi bazge 85 22 da ne
50 66 Malina 70 39 da ne
51 68 Jagoda 70 40 da ne
52 69 Marelica 70 41 da ne
53 70 Jagoda 70 38 da ne
54 71 Jagoda 60 40 da ne
55 72 Marelica 70 41 da ne
56 73 Naranca 70 42 da ne
57 74 Kruska nepoznato | nepoznato nepoznato | da
58 75 Sljiva 88 21 ne ne

3.1.2. Hranjive podloge

Za izolaciju 1 identifikaciju plijesni iz uzoraka pekmeza koriSteni su DG 18 agar (Dikloran

Glicerol agar) (Biomark Laboratories Pune, India) i MEA agar (Malt ekstrakt agar) (Biomark

Laboratories Pune, India).

Za produkciju mikotoksina iz Cistih kultura plijesni koristen je YES agar (Yeast ekstrakt agar)

(Biomark Laboratories Pune, India).
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3.1.3. Kemikalije i reagensi

Acetonitril i metanol (HPLC cistoce) te amonijev acetat i ledena octena kiselina (MS Cistoce)
su kupljeni od Sigma-Aldrich (Be¢, Austrija). Purelab Ultra sistem (ELGA LabWater, Celle,

Njemacka) je koriSten za daljnje procis¢avanje vode dobivene reverznom osmozom.

3.1.4. Kalibracijske otopine mikotoksina

Pojedinacne otopine standarda i fungalnih toksina dobivene su kao poklon od razli¢itih
istrazivackih skupina ili iz sljede¢ih komercijalnih izvora: Romer Labs® Inc. (Tulln, Austrija),
Sigma — Aldrich (Be¢, Austrija), Iris Biotech GmbH (Marktredwitz, Njemacka), Axxora
Europe (Lausanne, Svicarska) i LGC Promochem GmbH (Wesel, Njemacka). Radne otopine
svakog analita pripravljene su otapanjem krute tvari u acetonitrilu (pozeljno), acetonitril/voda
1: 1 (v/v), metanolu, metanolu/vodi 1: 1 (v/v) ili vodi prema Malachova i sur., 2014. Zbog
lakSeg rukovanja, trideset i ¢etiri kombinirane radne otopine pripravljene su mijeSanjem radnih
otopina odgovarajucih analita i pohranjene na -20 °C.

Kona¢na radna otopina (mastermix) je svjeze pripremljena prije izvodenja
analize/eksperimenata mijeSanjem kombiniranih radnih otopina. Priprema treba biti Sto brza te
se mora izbjegavati izloZenost svjetlu zbog nekih fotosenzibilnih mikotoksina. Za postizanje
zeljene koncentracije otopina standarda (STD 1-1000) mastermix se razrjeduje s otopinom u
kojoj se nalaze otapalo za razrjedivanje (DS) 1 ekstrakcijskog otapalo (ES) u omjer 1:1 kako je

prikazano u tablici 7.

Tablica 7: Priprema kalibracijskih otopina standarda

STD1 STD100 DS:ES (1:1)
STD 3 300 uL - 700 uL
STD10 100 uL - 900 uL
STD30 30 uL - 970 uL
STD100 20 uL - 1980 uL
STD300 - 300 uL 700 uL
STD1000 - 100 pL 900 uL
Slijepa proba 1 | - - 1000 pL
Slijepa proba 2 | - - 1000 uL
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DS (dilution solvent) - otapalo za razrjedivanje

ES (extraction solvent) - otapalo za ekstrakciju

3.2. METODE

3.2.1. Izolacija i identifikacija plijesni

Plijesan je direktno nanesena s povrsine pekmeza na hranjive podloge te inkubirana 7 dana na
2542 °C u mraku. Fenotipska identifikacija plijesni provedena je prema Samsonu i sur. (2010),
dok je specifi¢na identifikacija roda Penicillium provedena prema taksonomskoj studiji Samson
1 Frisvad (2004).

Na slikama 1-3 je prikazan postupak izolacije i identifikacije plijesni poraslih na uzorcima

pekmeza.

Slika 1. Prikaz postupka izolacije plijesni s povrSine uzoraka pekmeza (vlastita fotografija)
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Slika 2. Prikaz izoliranih plijesni poraslih na hranjivim podlogama nakon 7 dana inkubacije

(vlastita fotografija)

Slika 3. Prikaz postupka identifikacije plijesni poraslih na hranjivim podlogama nakon 7 dana

inkubacije (vlastita fotografija)
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3.2.2. Ekstrakcija mikotoksina

3.2.2.1. Ekstrakcija mikotoksina iz kultura plijesni

Nakon izolacije i identifikacije Cistih kultura plijesni, plijesni su nacijepljene na YES podlogu
za sintezu mikotoksina. Plijesni su inkubirane 14 dana na 2542 °C u mraku i iz uzoraka plijesni
je provedena ekstrakcija mikotoksina.

Ekstrakcija mikotoksina je provedena i modificirana prema Smedsgaard (1997). Izvagano je 1
g kulture plijesni u polipropilensku tubu od 15 mL, dodano 5 mL ekstrakcijskog otapala
(acetonitril/voda/octena kiselina, 79:20:1) te je smjesa izmijeSana na Vortex mijeSalici tri puta
po 30 sekundi. Uz pomo¢ Pasteurove pipete i pamucne vate, filtrirano je otprilike 2 mL smjese
u plasti¢nu epruvetu od 2 mL s ¢epom. Nakon filtracije, 1 mL smjese je kvantitativno prenesen
u novu plasti¢nu epruvetu od 2 mL s ¢epom gdje se kao takav ¢uvao na temperaturi hladnjaka

do pocetka HPLC-MS/MS (tekucinska kromatografija visokog uc¢inka-spektrometrija) analize.

Dio opisanog postupka je prikazan na slici 4.

Slika 4. Prikaz ekstrakcije mikotoksina iz €istih kultura plijesni (vlastita fotografija)

20 pL filtriranog uzorka smjese preneseno je u HPLC viale i razrijedeno u omjeru 1:50 s

otapalom za razrjedivanje (acetonitril/voda/octena kiselina, 20:79:1). Nakon mijeSanja smjese
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na Vortex mijesalici, 5 uL razrijedenog ekstrakta je injektirano u HPLC-MS/MS sustav bez

prethodnog prociscavanja.

3.2.2.2. Ekstrakcija mikotoksina iz uzoraka pekmeza

Priprema uzorka provedena je tako $to su od svakog uzorka pekmeza iz staklene teglice uzeta
tri poduzorka. Poduzorak M1 oznacava povrSinu pekmeza gdje je porasla plijesan, poduzorak
M2 oznacava povrSinu uzorka pekmeza koji je 1 cm udaljen od mjesta porasle plijesni dok
poduzorak M3 oznacava uzorak pekmeza koji je uzet na dubini 1 cm ispod mjesta porasle
plijesni. Uzorci MA, MB i MC oznacavaju razli¢itu vrstu plijesni poraslih na povr$ini pekmeza

iste teglice pekmeza i ekvivalent su poduzorku M1. Slika 5 prikazuje primjer uzorkovanja

pekmeza.

Slika 5. Prikaz pekmeza broj 47 prije (lijevo) i poslije (desno) uzorkovanja (vlastita
fotografija)

Od ukupno 58 prikupljenih uzoraka pekmeza dobiven je 171 poduzorak za multi-mikotoksinsku
analizu. Svaki poduzorak je kvantitativno prenesen u polipropilenske tube za centrifugiranje
prema Sulyok 1 sur. (2010). U tube je dodan volumen ekstrakcijskog otapala
(acetonitril/voda/octena kiselina, 79:20:1) koji je bio veéi od mase izvaganog poduzorka za
otprilike pet puta. Smjesa je mijeSana 30 sekundi na Vortex mijeSalici te je ekstrakcija
nastavljena na GFL 3017 rotacijskoj tresilici (GFL, Burgwedel, Njemacka) na 180 okretaja min
!'u vodoravnom polozaju 90 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon ekstrakcije, tube su nekoliko

minuta stavljene u usporavan polozaj kako bi se formirao talog.
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Nakon formiranja taloga 500 puL sirovog ekstrakta je preneseno u HPLC viale i razrijedeno u
omjeru 1:1 s otapalom za razrjedivanje (acetonitril/voda/octena kiselina, 20:79:1). Nakon
mijesanja smjese na Vortex mijesalici, 5 pL razrjedenog ekstrakta je injektirano u HPLC-

MS/MS sustav bez prethodnog procis¢avanja.

3.3. HPLC-MS/MS MULTI-MIKOTOKSINSKA ANALIZA

Mjerenje koncentracije mikotoksina provedeno je prema validiranoj metodi (Malachova i sur.,
2014). Za izvodenje analize upotrijebljen je QTRAP 5500 MS/MS sustav (Applied Biosystems,
Foster City, CA, US) opremljen s TurboV ionskim rasprSivaéem kao ionskim izvorom (ESI) i
UHPLC sustavom serije 1290 (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka). Kromatografsko
razdvajanje provedeno je pri 25 °C na Gemini® Cis-koloni (Phenomenex, Torrance, CA, US)
opremljenom s odgovaraju¢om zaStitnom pretkolonom. Gradijentno eluiranje provedeno je
pomocu dvije mobilne faze. Obje mobilne faze sadrzavale su 5 mM amonijevog acetata i
sastojale su se od smjese metanola/vode/octene kiseline u omjeru 10:89:1 (v/v /v; eluens A) iu
omjeru 97:2:1 (v/v/v; eluens B). Tijekom 2 minute eluens A je bio 100 %, nakon cega je
postotak eluensa B linearno povecan 50 % unutar 3 min. Daljnje linearno povecanje eluensa B
do 100% unutar 9 minuta bilo je pra¢eno zadrZzavanjem od 4 min na 100% eluensa B. Sljedece
2,5 minute kolona je vracena u ravnotezu dovodeci 100 % eluensa A. Brzina protoka bila je
1000 L min™.

Analiti su kvantificirani u pozitivnom 1 negativnom sMRM modu. Kvalitativna i kvantitativna
obrada podataka izradena je pomocu softvera Analyst version 1.6.2, odnosno MultiQuant 3.0.3

softvera.

3.3.1. Parametri validacije

Obogacivanje (spiking)

Obogacivanje uzoraka je provedeno kako bi se utvrdilo prividno iskoriStenje ciljanih
metabolita. Izvagano je 0,25 g sedam nekontaminiranih uzorka pekmeza (ribizl, naranca-
dumbir, jagoda, dva uzorka od marelice, malina, crna bazga), obogaceno sa 100 pL mastermixa,
dobro izmijeSano te uskladiSteno na sobnu temperaturu na tamnom mjestu u svrhu
uravnotezenja metabolita i matriksa. Sljede¢i dan dodan je 1 mL ekstrakcijskog otapala i smjesa

je stavljena na rotirajucu tresilicu na 180 okretaja min' u horizontalnom polozaju 90 minuta.
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Nakon toga, 300 uL ekstrakta je razrijedeno s 300 uL otapala za razrjedivanje, vorteksirano 30
sekundi 1 injektirano u HPLC-MS/MS bez prethodnog procis¢avanja. Prilikom validacije

odredivani su validacijski parametri linearnost, limit detekcije i iskoriStenje.

Linearnost

Nakon izvrSene kalibracije dobiveni rezultati prikazani su graficki kako bi se mogla izracunati
linearnost. Za svaki mikotoksin i sekundarni metabolit prikazana je ovisnost povrSine
dobivenog pika nakon MRM (Multiple Reaction Monitoring) analize i koncentracije
mikotoksina, te su dobivene krivulje linearizirane, odnosno korigirane linearnom regresijom.
Na temelju odstupanja krivulje od pravca linearne regresije odredena je linearnost metode.

Opéeprihvaceni kriterij linearnosti je koeficijent determinacije (R?) veéi od 0,99.

Limit detekcije

Za odredivanje limita detekcije (LOD) koriStene su kalibracijske krivulje temeljem kojih su
odredene vrijednosti omjera signala i Suma (S/N) za svaki mikotoksin i sekundarni metabolit te

je LOD izracunat pomocu formule (1):

g\ _ CmIn
LOD (k—g) = S 3 (1)

gdje je: Cmin — srednja vrijednost najnize koncentracije obogaéenog uzorka (ng mL™),

S/N — srednja vrijednost omjera signala i Suma kod Cmm

Limit kvantifikacije

Za odredivanje limita kvantifikacije (LOQ) koriStene su kalibracijske krivulje temeljem kojih
us odredene vrijednosti signala i Suma (S/N) za svaki mikotoksin 1 sekundarni metabolit te je

LOQ izra¢unat pomocu formule (2):

ug\ _ Cmin
LOQ (kg) = M 10 )

gdje je: Cmm — srednja vrijednost najnize koncentracije obogaéenog uzorka (ng mL™),

S/N — srednja vrijednost omjera signala 1 Suma kod Cmin
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Iskoristenje

Iskoristenje je izracunato prema sljedecoj formuli (3):

gdje je: x1 — izmjerena vrijednost koncentracije uzorka bez dodatka mastermixa

Iskoristenje (%) = @ %X 100
ADD

X2 — izmjerena vrijednost koncentracije obogacenog uzorka,

Xapp — koncentracija standarda dodanog oboga¢enom uzorku.

U tablici 8 su prikazani parametri validacije detektiranih analita u uzorku.

Tablica 8. Parametri validacije

Spiked Iskoristenje LOD LOQ

Parametar (ngkg™) (%) (ngkg) | (ngke?)
Agroklavin 20,24 98.36 0,11 0,37
Andrastin A 60,24 132,54 0,22 0,73
Andrastin B 60,32 142,39 0,87 2,91
Andrastin C n.s. 100 n.s. n.s
Andrastin D n.s. 100 n.s. n.s
Andrastin Derivat n.s. 100 n.s. n.s
Aurasperon B n.d. n.d. n.d. n.d.
Aurasperon C n.d. n.d. n.d. n.d.
Citrinin 159,78 168,90 0,30 1,01
Comunesin B 26,80 124,24 0,38 1,25
Dehidrokurvularin 80,48 105,35 0,96 3,21
Emodin 53,36 125,92 0,06 0,19
Eniatin Al 0,12 128,60 0,06 0,20
Eniatin B 1,12 130,49 0,01 0,02
Eniatin B1 3,12 130,49 0,05 0,18
Festuklavin 20,24 98,72 0,03 0,09
Fonsecin n.s. 100 n.s. n.s.
Fumigaklavin 330,00 116,52 0,12 0,41

24



Koji¢na kiselina 1930,67 155,10 20,35 67,84
Malformin A 48,32 93,34 0,10 0,33
Mikofenolna kiselina 149,20 126,75 1,16 3,88
Paspalin n.s. 100 n.s. n.s.
Paksillin 258,64 125,40 3,69 12,29
Penitrem A 194,20 158,90 0,45 1,51
Rokefortin C 144,64 119,90 0,35 1,25
Rokefortin D 68,64 86,36 0,48 1,62
Sekaloni¢na kiselina D 282,08 143,90 1,56 5,22
Sekaloni¢na kiselina F n.s. 100 n.s. n.s.
Sterigmatocistin 53,28 127,40 0,06 0,19
T-2 toksin 101,28 125,70 0,41 1,37
Teritrem B 68,16 122,80 1,01 3,35
Triprostatin B n.s. 100 n.s. n.s.
Versikolorin A 1,44 146,01 0,09 0,30
Versikolorin C 241,44 133,57 0,13 0,45
Violaceol I n.s. 100 n.s. n.s.
Violaceol II n.s. 100 n.s. n.s.
Viridikatin 113,60 136,08 0,15 0,49
Viridikatol 79,12 127,70 3,17 10,58

n.d. — nije detektirano

n.s. — nema standarda



4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog diplomskog rada je multimikotoksinska analiza pekmeza kojom se zeli odgovoriti na
pitanja da li su mikotoksini prisutni u pekmezu i u kojoj koncentraciji. Da li je, zbog sigurnosti
1 zabrinutosti za zdravlje potroSaca, dovoljno ukloniti samo dio povrsine gdje je vidljiv porast
plijesni i 1 cm ispod povrSine porasta plijesni te iz toga izvesti zakljucak da je ostatak pekmeza
siguran za konzumaciju.

Prije same multimikotoksinske analize, na svim uzorcima pekmeza provedena je identifikacija
poraslih plijesni kako bi se utvrdilo koja vrsta plijesni moze rasti na mediju kao sto je pekmez
1 koje mikotoksine pritom producira. Takoder, zbog moguénosti usporedivanja rezultata,
odredena je 1 koncentracija mikotoksina koju plijesan moZe producirati u za to idealnim

laboratorijskim uvjetima.

4.1. IDENTIFIKACIJA PLIJESNI

Durakovi¢ i suradnici (2002) navode da vo¢ni koncentrati, ukuhano voce, sirupi i dzemovi
svoju otpornost prema mikrobiolo§kom kvarenju duguju niskim vrijednostima aktiviteta vode
(0,82 - 0,94) koji se postize dodatkom dostatne koli€ine Secera u takve proizvode. Takoder, ti
proizvodi se zagrijavaju na temperature od 60 do 82 °C koje uniStavaju ve¢inu kserotolerantnih
gljiva. Neki rodovi plijesni tvore termorezistentne askospore te se kao takvi mogu pronaci u
toplinski obradenim voénim proizvodima. NajceS¢e su to plijesni Byssochlamys fulva,
Byssochlamys nivea, Neosartorya fischer 1 Talaromyces flavus (nespolni stadij Penicillium
vermiculatum 1 spolni stadij Penicillium dangeardii). Naj€e$¢i simptomi kvarenja toplinski
obradenih vo¢nih proizvoda su vidljiv porast plijesni i neugodan miris. Dauthy (1995) u svojem
radu navodi da ¢e plijesni, zbog visokog udjela vlage u pekmezu, uzrokovati njegovo kvarenje
nakon §to se pekmez otvori 1 neko vrijeme drzi na zraku. U suprotnom, tijekom skladiStenja
pekmeza nec¢e doc¢i do mikrobioloskog kvarenja. Nadalje, Rawat (2015) navodi da rod
Penicillium uzrokuje truljenje plodova voca Sto dovodi do velikih gubitaka usjeva. Neke vrste
roda Penicillium mogu izazvati mikrobioloSko kvarenje hrane koja se skladisti pri niskim

temperaturama 1 preradene hrane kao $to je pekmez.

Rezultati identifikacije plijesni poraslih na uzorcima pekmeza i postotak pojavnosti odredene

vrste plijesni u pekmezu prikazani su u tablici 9.
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Tablica 9: Vrsta plijesni izolirana iz odredenog uzorka pekmeza

Izolirane plijesni Okus 1 oznaka uzorka Pojavnost
plijesni %
Aspergillus glaucus Sipak (19), jagoda (50), marelica (72) 5,17
Aspergillus niger Jagoda (1), malina (2, 6, 56), kupina (10), | 10,34
plodovi bazge (65)
Aspergillus sydowii Marelica (28 B) 1,72
Aspergillus versicolor Visnja-kruska (23), Marelica-jalapefios | 8,62
(33), visnja (51), jagoda (70), naranca-
dumbir (73)
Aspergillus sp. Malina (66) 1,72
Cladosporium cladosporioides | Marelica (28 A, 28 C) 3,44
Penicillium brevicompactum Marelica (7, 44, 64, 69), jagoda (17), | 17,24
borovnica (38), malina (39, 42, 43), Sljiva
(57)
Penicillium chrysogenum Borovnica-kupina (34), marelica (52), | 5,17
marelica s chillijem (60)
Penicillium crustosum Marelica (3, 48, 53), malina (11), jagoda | 24,14
(16, 30), borovnica (18), marelica-mango
(32), malina-smokva-limun (35), marelica s
chillijem (45), nepoznato (22, 24, 26, 47)
Penicillium digitatum Borovnica (5) 1,72
Penicillium discolour Malina (37) 1,72
Penicillium expansum Jagoda (29, 40, 68), Sljiva (36) 6,89
Penicillium glaucoalbidum Vise vrsta voca (9) 1,72
Penicillium olsonii Ananas-kokos (25) 1,72
Penicillium solitum Jagoda (71), Sljiva (75) 3,44
Talaromyces sp. Kupina (27) 1,72
Penicillium sp. Marelica (61), Kupina-limeta-smreka (63) | 3,44
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Iz 56 od ukupno 58 uzoraka pekmeza izolirana su cCetiri roda plijesni 1 to: Aspergillus,
Cladosporium, Penicillium 1 Talaromyces i 17 razlicitih vrsta. Identificirano je pet vrsta roda
Aspergillus, deset Penicillium vrsta i po jedna vrsta roda Cladosporium 1 Talaromyces.
Najc€esca vrsta plijesni je Penicillium crustosum koja je identificirana u 24,14 % uzoraka, zatim
Penicillium brevicompactum u 17,24 % uzoraka i Aspergillus niger u 10,34 % uzoraka. Plijesan
Aspergillus versicolor identificirana je u 8,62 % uzoraka, Penicillium expansum u 6,89 %
uzoraka, Aspergillus glaucus 1 Penicillium chrysogenum u 5,17 % uzoraka dok su ostale plijesni

identificirane u jednom ili dva uzorka pekmeza (tablica 9).

4.2. ANALIZA MIKOTOKSINA KOJE SU PRODUCIRALE CISTE KULTURE

PLIJESNI

Kako bi se ustvrdilo da li plijesni izolirane iz uzoraka pekmeza produciraju mikotoksine, ¢iste
kulture plijesni nacijepljene su na YES podlogu, stavljene na inkubaciju 14 dana 25+2 °C u
mraku, a zatim je iz uzoraka plijesni provedena ekstrakcija mikotoksina.

Pomo¢u HPLC-MS/MS analize iz uzoraka plijesni detektirano je ukupno 93 sekundarna
metabolita od ¢ega je 20 mikotoksina koje su najcesce producirale Ciste kulture plijesni:
andrastin A, B, C 1 D, aurasperon B i1 C, citrinin, fonsecin, malformin A, mikofenolna kiselina,
paspalin, penitrem A, rokefortin C i D, sterigmatocistin, triprostatin B, versikolorin A 1 C 1
violakeol 1 II.

Dio rezultata istrazivanja je prikazan u tablici 10, a dobivene koncentracije metabolita izraZene

suu pg kg
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Tablica 10: Mikotoksini i raspon koncentracija (ng kg™') mikotoksina dokazanih u uzorcima

Cistih kultura plijesni

Raspon koncentracije

Plijesan Mikotoksini
(ng kg™

Andrastin A 4.1x107" - 2,2x10°

A. glaucus Citrinin <LOD - 1,5x10°
Fonsecin™ 5,6x10° - 3,6x10°
Malformin A <LOD- 1,8 x10*
Mikofenolna kiselina 9,5x10" - 2,0x10?
Rokefortin C <LOD - 1,7x10?
Sterigmatocistin <LOD - 2,2x10!
Triprostatin B 2,1x10° - 2,8x10°
Andrastin A, B, " i D 7,7x10' - 5,8x10°

A. niger Aurasperon BicC 3,2x10% - 2,3x10'°

Citrinin
Fonsecin'
Malformin A

Mikofenolna kiselina

<LOD - 1,4x10°
2,8x10' - 3 8x10'"°
1,4 x10° - 1,7x10°
<LOD - 1,2x10°

Violakeol I'1 IT 2,9x10?% - 2,2x10°
Citrinin 8,6x10! - 7,8x10°
A. versicolor Fonsecin' 1,6x10° - 1,1x107

Mikofenolna kiselina

9,3x10'- 1,1x10*

Rokefortin C 1,7x10? - 1,5x10°
Sterigmatocistin 1,8x10? - 8,8x10*
Triprostatin B 6,1x10° - 1,7x10%
Verzikolorin A1 C <LOD - 1,5x10*
Violakeol 11 11 1,2x10° - 7,8Ex107
4 . Citrinin <LOD - 6,7x10°
. sydowii
Violakeol 11 11 1,2 x10° - 2,3x10°

Aspergillus sp.

ES
Aurasperon C
. %
Fonsecin

Mikofenolna kiselina

<LOD - 1,8x10’
<LOD - 3,2x10’
<LOD - 4,7x10*
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Triprostatin B

<LOD - 7,2x10°

P. crustosum

Andrastin A
Aurasperon C*
Citrinin

Fonsecin'
Mikofenolna kiselina
Paspalin™

Penitrem A
Rokefortin Ci D
Sterigmatocistin

Violakeol 1111

<LOD - 1,8x10°
3,3x10° - 6,5x10°
<LOD - 9,4x10*
<LOD -4,1x108
<LOD -9,9x10?
<LOD - 1,0x10®
<LOD -6,9x10°
7,3x10' - 2,2x10°
<LOD - 5,5x10!
<LOD - 4,4x10°

P. digitatum

Aurasperon C*
- 3k
Fonsecin

Rokefortin C

<LOD - 1,7x10°
<LOD - 4,6x10°
<LOD - 6,0x10?

P. brevicompactum

Andrastin A, B, C: D"
Citrinin

Fonsecin'
Mikofenolna kiselina
Rokefortin C 1 D
Triprostatin B
Violakeol I'1 I

2,7x10% - 1,2x10°
1,7x10? - 2,0x10*
<LOD - 3,8x10’
8,5x10° - 1,6x10°
<LOD - 1,0x10°
2,6x107 - 2,2x10%
9,9x10' - 7,0x10°

P. glaucoalbidum

Andrastin A, C'i Tf
Aurasperon C*
Citrinin

Fonsecir’

Mikofenolna kiselina

5,1x10* - 2,8x10’
<LOD - 1,4x10°
<LOD - 1,7x10?
<LOD - 8,5x10°
<LOD - 8,2x10?

P. olsonii

Andrastin A
Citrinin
Fonsecir’
Rokefortin C 1 D
Sterigmatocistin

Verzikolorin C

<LOD - 2,2x10?
<LOD - 4,1x10°
<LOD - 1,1x10°
4,9x10?% - 7,8x10?
<LOD - 1,2x10!
<LOD- 1,7
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Violakeol 1111

2.4x103 - 3,4x10*

P. expansum

Andrastin A, B, C: O
Aurasperon C
Citrinin

Fonsecin'
Mikofenolna kiselina
Rokefortin C1 D
Sterigmatocistin

Violakeol 1111

5,2x10* - 6,6x10°
<LOD - 3,0x10°
5,1x10° - 7,4x10°
9,1x10° - 1,3x107
1,0x10? - 9,3x10?
2,2x10% - 7,9x10°
<LOD - 7,9x10°
4,6x10° - 6,7x10*

Andrastin A, B, C: D"

2,1x10° - 8,0x10°

P. chrysogenum Citrinin 3,0x10° - 4,8x10*
Fonsecin' <LOD - 2,0x10°
Rokefortin CiD 3,6x10% - 3,2x10°
Sterigmatocistin 1,2x10' - 1,8x10!
Violakeol 1111 8,5x10° - 1,3x10°
Andrastin A <LOD - 2,5x10?
P. discolor Citrinin <LOD - 7,4x10*
Rokefortin C <LOD - 8,9x10?
Fonsecin’ <LOD - 1,3x10°
P. solitum Mikofenolna kiselina 2,4x10? - 6,7x10?

Rokefortin C
Sterigmatocistin

Verzikolorin C

<LOD -4,7x10!
1,8x10" - 1,4x10?
<LOD - 1,1x10?

Penicillium sp.

Fonsecin'

Mikofenolna kiselina

<LOD - 4,7x10°
1,9x107" - 7,9x10°

Paspalin’ <LOD - 3,1x107
Penitrem A <LOD - 1,9x10?
Rokefortin C i D 6,9x10% - 1,2x10°
Sterigmatocistin <LOD - 2,6x10!
Citrinin 1,9x10° - 2,1x10°
Cladosporium Rokefortin C <LOD - 4,4x10!
cladosporioides Violakeol 11 IT 8,0x10? - 2,8x10%
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Andrastin A i B 9,2x10? - 3,3x10°
Talaromyces sp. Citrinin <LOD - 6,5x10*
Fonsecin' <LOD - 1,2x10°
Rokefortin D <LOD - 1,8x10?

< LOD - limit detekcije (tablica 8)
*_ nema standarda za ovaj analit

Rezultati ovog dijela istrazivanja (tablica 10) pokazali su da najveéi broj Cistih kultura plijesni
moze sintetizirati mikotoksin citrinin i to 68,96 % uzoraka. Najveéi detektirani raspon
koncentracije citrinina (5,1x10° pg kg! - 7,4x10° pg kg™!) je sintetizirala plijesan P. expansum.
Pleadin i sur. (2018) te Durakovi¢ 1 Durakovi¢ (2003) navode da citrinin sintetiziraju plijesni iz
roda Penicillium (P. citrinum, P. viridicatum, P. expansum) 1 neke vrste iz rodova Aspergillus
§to je 1 potvrdeno u ovom radu (tablica 10): citrinin je detektiran kao metabolit plijesni
Penicillium brevicompactum, P. crustosum, P. glaucoalbidum, P. olsonii, P. chrysogenum, P.
discolor, plijesni iz roda Talaromyces, Cladosporium cladosporioides 1 iz sve 4 identificirane

vrste roda Aspergillus.

Durakovi¢ 1 Durakovi¢ (2003) navode da rokefortin C sintetiziraju plijesni iz roda Penicillium
roqueforti, Penicillium chrysogenum 1 Penicillium crustosum $to je 1 u ovom radu potvrdeno
(tablica 10).

Rokefortin C je detektiran u 63, 79 % uzoraka. Najveci raspon koncentracija rokefortina C i D
3,6x10* ngkg! - 3,2x10° ug kg™!) je sintetizirala plijesan Penicillium chrysogenum (tablica 10).
Mikotoksini andrastin A 1 fonsecin su detektirani u 62,07 % uzoraka, a mikofenolna kiselina u
58,62 % uzoraka. Verzikolorin C je detektiran u najmanjem broju uzoraka, u samo 10,34 %
uzoraka. Najveéi raspon koncentracija verzikolorina A i C (< LOD — 1,5x10* pg kg) je

sintetizirala plijesan Aspergillus versicolor (tablica 10).

4.3. ANALIZA MIKOTOKSINA U UZORCIMA PEKMEZA

Pomoc¢u HPLC-MS/MS analize u 171 uzorku pekmeza koji su obuhvacali povrsinu pekmeza
gdje je porasla plijesan (M1), povrS§inu pekmeza 1 cm udaljenu od porasle plijesni (M2)1 1 cm

u dubinu ispod porasle plijesni, detektirano je 110 sekundarnih metabolita od kojih su 23
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mikotoksina: andrastin A, B, C 1 D, aurasperon B i C, festuklavin, fonsecin, fumigaklavin,
komunesin B, malformin A, mikofenolna kiselina, paspalin, penitrem A, rokefortin C i D,
sterigmatocistin, T-2 toksin, triprostatin B, versikolorin A i C, violakeol I 1 violakeol II.

U samo jednom uzorku detektirani su citrinin, dehidrokurvularin, eniantin Al, eniantin B i
eniantin B1.

Dio rezultata istrazivanja su prikazani u tablicama 11-13, a dobivene koncentracije metabolita

izrazene su u pg kg,

Tablica 11: Mikotoksini i raspon koncentracija (ug kg') mikotoksina u uzorcima uzetim s

povrsine pekmeza gdje je porasla plijesan (M1)

Oznaka 1 okus

pekmeza

Mikotoksini

Raspon koncentracija

(ngkg™)

Jagoda (1, 16, 17,
29, 30, 40, 50, 68,
70, 71)

Andrastin A, B, C* i Df
Citrinin

Komunesin B
Festuklavin
Fumigaklavin
Mikofenolna kiselina
Rokefortin A1 C

Sterigmatocistin

1,65x10" - 5,90x10®
<LOD - 2,44x10!
<LOD -9,70x10°
3,37 - 7,12x10?
<LOD - 7,46x10°
<LOD-2,61x10?
4,74x10' - 2,13x10°
<LOD - 4,58x10!

Malina (2, 6, 11,
35, 37, 39, 42, 43,
55 MA i MB, 56,
66)

Andrastin A, B, C' i
Aurasperon Bi C
Fonsecin'

Malformin A
Mikofenolna kiselina
Penitrem A
Rokefortin C

T-2 toksin
Triprostatin B*
Versikolorin A1 C
Violakeol I'1 11

6,31x10" - 4,70x10’
7,14x10% - 1,72x10°
4,10x10° - 2,20x10’
2,82x10° - 1,49x10*
1,49x10* - 5,22x10*
<LOD -4,01x10!
4,07 - 1,08x10°3
6,16 - 8,31
4,05x10° - 6,48x10°
4,58 - 3,44x10!
3,75x10' - 3,91x10*
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Marelica (3, 7, 28
MA, MB i MC, 32,
33, 44, 45, 48, 52,
53, 60, 61, 64, 69,
72)

Andrastin A, B, C" i
Fonsecin'
Mikofenolna kiselina
Paspalir’

Penitrem A

Rokefortin Ci D
Violakeol I'i IT

1,63x10% - 3,46x107
7,63x10° - 1,26x107
1,79x10% - 5,28x10"
1,40x10° - 6,96x10°
9,32 - 5,20x10'

1,05 - 1,17x10°

1,23x10" - 9,54x10°

Borovnica (5, 18,

34, 38)

Andrastin A, B, i

Mikofenolna kiselina

9,05 - 7,10x10°
<LOD - 3,41x10*

Kupina (10, 27, 63)

Aurasperon Bi C
Fonsecin'
Malformin A
Rokefortin C

1,20 x10° - 9,79x10°
<LOD - 1,21x10’
<LOD - 1,40x10*
<LOD - 4,16x10!

Sljiva (36, 57, 75)

Andrastin A, Bi C*

Mikofenolna kiselina

1,56x107% - 3,92x108
<LOD - 5,88x10'

Rokefortin C 4,98x10! - 3,78x10?
Visnja (23, 51) T-2 toksin <LOD - 3,56x10!
Sipak (19) Fonsecin' <LOD - 1,16x10’
Naranca-dumbir Fonsecin' <LOD - 6,45x10°
(73) Sterigmatocistin <LOD - 3,76
Triprostatin Bf <LOD - 1,15x10’
Violakeol 11 II 2,49x10?% - 1,53x10*
Kruska (74) Mikofenolna kiselina <LOD - 2,00x10*
Violakeol I <LOD - 5,09x10"
Plodovi bazge (65) | Malformin A <LOD - 1,46x10°

Nepoznato (22, 24,
26, 47)

Andrastin A, Bi C*
Komunesin B
Festuklavin
Fumigaklavin
Penitrem A

Rokefortin C

1,01 - 4,22x107
5,28x10" - 1,49x10>
2,59x107" - 1,17x10?
9,88 - 3,30x10°
<LOD-6,21
<LOD - 1,26x10>

< LOD - limit detekcije (tablica 8)

34



%k . .
- nema standarda za ovaj analit

Tablica 12: Mikotoksini i raspon koncentracija (ug kg') mikotoksina u uzorcima uzetim s

povrsine pekmeza 1 cm od mjesta porasle plijesni (M2)

Oznaka 1 okus

pekmeza

Mikotoksini

Raspon koncentracija

(ngkg™)

Jagoda (1, 16, 17,
29, 30, 40, 50, 68,
70, 71)

Andrastin A, B, ¢ i
Komunesin B
Mikofenolna kiselina
Festuklavin
Fumiglaklavin

Rokefortin C

3,98x10" - 3,95x10°
5,46x10' - 5,67x10'
<LOD -2,10x10?
<LOD - 3,23
<LOD - 2,08x10?
1,73 - 3,52x10!

Malina (2, 6, 11,
35, 37, 39, 42, 43,
56, 66)

Andrastin A, B, C" i
Fonsecin'

Malformin A
Mikofenolna kiselina

T-2 toksin

3,44x10' - 3,70x10°
<LOD - 1,08x10°
4,30x10? - 2,35x10°
3,02x10° - 7,91x10°
8,26 - 8,75

Marelica (3, 7, 32,
33, 44, 45, 48, 52,

Andrastin A, B, ¢ i

Mikofenolna kiselina

1,88 - 7,42x10°
3,39x10% - 3,58x10°

34, 38)

Mikofenolna kiselina

53, 60, 61, 64, 69, | Rokefortin C 1,78 - 1,39x10'
72) Violakeol I'i IT <LOD - 1,43x10?
Borovnica (5, 18, | Andrastin A i D 2,94x10" - 6,93x10°

<LOD - 7,03x10°

Kupina (10, 27, 63)

Andrastin B
Fonsecin'
Malformin A
Rokefortin C

<LOD - 2,64

<LOD - 5,07x10*
<LOD - 1,08x10°
<LOD - 5,80x10!

Sljiva (36, 75)

Andrastin A, Bi C*
Mikofenolna kiselina

Rokefortin C

2,82x10" - 2,1x10°
<LOD -2,51x10'
<LOD-3,17

Sipak (19)

Fonsecint'

<LOD - 7,19x10°
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Narancéa-dumbir

Triprostatin B*

<LOD - 1,80x10°

(73) Violakeol 1 i II 8,78 - 1,55x10°
Kruska (74) Mikofenolna kiselina <LOD - 3,01x10°
Plodovi bazge (65) | Malformin A <LOD - 6,39x10°

Nepoznato (22, 24,
26, 47)

Andrastin A, Bi C*
Komunesin B
Festuklavin
Fumigaklavin
Penitrem A

Rokefortin C

2,37x10" - 2,90x107
<LOD - 1,49x10!
2,20 - 2,06x10!

1,39 x10? - 4,79x10?
<LOD - 2,35
<LOD - 1,94x10!

< LOD - limit detekcije (tablica 8)

* . .
- nema standarda za ovaj analit

Tablica 13: Mikotoksini i raspon koncentracija (ug kg') mikotoksina u uzorcima pekmeza

uzetim na dubini 1 cm ispod mjesta porasle plijesni (M3)

Oznaka 1 okus

pekmeza

Mikotoksini

Raspon koncentracija

(ngkg™)

Jagoda (1, 16, 17,
29, 30, 40, 50, 68,
70, 71)

Andrastin A, B, C' i
Komunesin B
Festuklavin
Fumigaklavin
Mikofenolna kiselina

Rokefortin C

6,16x10" - 2,57x10°
3,92x10" - 5,25x10!
<LOD-2,75
<LOD - 2,05x10?
<LOD -3,21x10?
9,02 - 1,67x10!

Malina (2, 6, 11,
35, 37, 39, 42, 43,
56, 66)

Andrastin A, B, i
Fonsecin'

Malformin A
Mikofenolna kiselina

T-2 toksin

1,54 - 5,29x10°
<LOD - 6,30x10*
9,01x10' - 1,16x10°
2,72x10° - 5,82x10°
9,22 - 1,06x10'

Marelica (3, 7, 32,
33, 44, 45, 48, 52,

Andrastin A, B, i

Fonsecin®

2,07 - 6,17x10°
5,54x10% - 1,40x10°
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53, 60, 61, 64, 69,
72)

Mikofenolna kiselina
Rokefortin C
Violakeol 1111

4,50x10% - 5,40x10°
1,43x10" - 3,87x10"
2,01 -2,86x10?

Borovnica (5, 18,

34, 38)

Andrastin A, C'i D

Mikofenolna kiselina

9,45x10" - 1,48x10°
<LOD - 6,99x10?

Kupina (10, 27, 63)

Andrastin B
Fonsecin'
Malformin A
Rokefortin C

<LOD-2.,80

<LOD - 5,85x10*
<LOD - 1,66x10°
<LOD - 5,07x10"!

Sljiva (36, 75)

Andrastin A, Bi C*

Mikofenolna kiselina

6,47x10" - 8,94x10°
<LOD -5,28x10'

Rokefortin C <LOD - 8,85
Sipak (19) Fonsecin' <LOD - 8,14x10°
Naranca-dumbir Triprostatin B* <LOD - 3,63x10°
(73) Violakeol I'1 II 1,31x10' - 2,12x10°
Kruska (74) Mikofenolna kiselina <LOD - 1,06x10*
Plodovi bazge (65) | Malformin A <LOD - 4,51x10?

Nepoznato (22, 24,
26, 47)

Andrastin A, Bi C*
Komunesin B
Festuklavin
Fumigaklavin

Rokefortin C

1,33x10" - 1,18x10°
<LOD - 7,58
1,72x10" - 9,79
1,00x10" - 5,07x10?
<LOD - 3,85

< LOD - limit detekcije (tablica 8)
*. nema standarda za ovaj analit

U najvec¢em broju uzoraka detektiran je andrastin A i to u 26,32 % uzorka. Andrastin B je
detektiran u 22,22 % uzoraka i rokefortin C u 21,64 % uzoraka.

Najveci raspon koncentracija rokefortina A 1 C izmjeren je u uzorku pekmeza od jagode koji je
uzet s povrsine gdje je porasla plijesan (M1) (tablica 11) i iznosi 4,74x10' pg kg™ - 2,13x10°
ug kgl Identificirana plijesan je P. expansum (tablica 9 i tablica 11). Olesn i sur. (2019) su

nacijepljivali uzorke pekmeza od jabuke €istim kulturama plijesni P. crustosum i P. roqueforti
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te su mjerili koncentracije rokefortina C od povrSine do 2 cm u dubinu pekmeza. Kod uzorka
koji je bio nacijepljen s plijesni P. crustosum izmjerena koncentracija rokefortina C iznosi
1,25x10* ng kg!, dok kod uzorka nacijeplienog s P. roqueforti iznosi 8,51x10° ng kg™
Izmjerene koncentracije rokefortina C su puno viSe od izmjerenih koncentracija rokefortina A

1 C u ovome radu (tablica 11).

Najvec¢i raspon koncentracija T-2 toksina izmjeren je u uzorku pekmeza od maline koji je uzet
s povrsine gdje je porasla plijesan (M1) i iznosi 6,16 pg kg™ - 8,31 pg kg™' (tablica 11). Skrbi¢
1 sur. (2017) su detektirali slican raspon koncentracije T-2 toksina u tri uzorka pekmeza od

smokve kao u ovom radu. Detektirali su T-2 toksin u rasponu koncentracija 3,82 pg kg - 4.92
ngke'.

Mikotoksin citrinin je detektiran samo u jednom uzorku pekmeza od jagode (uzorak 41) koji je
uzet s povrsine gdje je porasla plijesan (M1) (tablica 11). Izmjereni raspon koncentracije
citrinina iznosi < LOD - 2,44x10! pg kg'!. Citrinin nije detektiran u uzorcima uzetim s povrsine
pekmeza 1 cm od mjesta porasle plijesni (M2) (tablica 12) i uzetim na dubini 1 cm pekmeza
ispod mjesta porasle plijesni (M3) (tablica 13) Sto govori da rastom plijesni citrinin ne migrira
u ostale dijelove pekmeza. Identificirana plijesan tog uzorka je Penicillium expansum (tablica
9) sto je u suglasju s Pleadin 1 sur. (2018) te Durakovi¢ i Durakovi¢ (2003) koji navode da
citrinin sintetiziraju plijesni iz roda Penicillium expansum.

Mikotoksin sterigmatocistin je detektiran u samo 3 uzorka. Najve¢i raspon koncentracije
sterigmatocistina iznosi < LOD - 4,58x10' pg kg! i detektiran je u uzorku pekmeza od jagode
(uzorak 70) koji je uzet s povrSine pekmeza gdje je porasla plijesan (M1) (tablica 11).
Identificirana plijesan navedenog uzorka je Aspergillus versicolor (tablica 9) Sto je u suglasju s
Durakovi¢ 1 Durakovi¢ (2003) 1 izvjeS¢em EFSA-e (2013) koji navode da plijesan Aspergillus
versicolor moze sintetizirati mikotoksin sterigmatocistin.

Najveéi raspon koncentracije penitrema A iznosi 9,32 ng kg!' — 5,2x10" pg kg! i detektiran je
u uzorku pekmeza od marelice koji je uzet s povrSine (M1) (tablica 11) gdje je porasla plijesan
Penicillium crustosum (tablica 9). Olsen i sur. (2019) su izmjerili 7,6 pg kg™ penitrema A u
uzorku pekmeza od jabuke u koji su nacijepili plijesan Penicillium crustosum. Takoder, Olsen
i sur. (2017) navode da je, u pekmezu od borovnica u koji je nacijepljena plijesan P. crustosum,

koncentracija penitrema A bila ispod limita detekcije 1 limita kvantifikacije. Penitrem A je
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detektiran i1 u uzorku pekmeza od maline 1 uzorku pekmeza nepoznatog sastava te je svakom

pekmezu identificirana plijesan P. crustosum (tablica 9 i tablica 11).

Festuklavin je u ovom istrazivanju detektiran u 4 uzorka pekmeza i to u uzorcima: 22 M1-M3,
26 M1-M3, 30M1-M3 i 68M1 u kojima je identificirana plijesan roda Penicillium (tablica 9,
tablice 11-13). Najveci raspon koncentracija festuklavina je izmjeren u uzorcima pekmeza od
jagode (tablica 11) i iznosi 3,37 pg kg™! - 7,12x10? pg kg™!. Olsen i sur. (2019) navode da su
detektirali festuklavin u uzorku pekmeza od jabuke, koji je prethodno nacijepljen s plijesni
Penicillium roqueforti, u koncentraciji od 1,57x10° pg kg™'. Raspon koncentracija festuklavina
u ovome radu je 10 do 100 puta manja od koncentracije koju su izmjerili Olsen i sur. (2019)
zato $to je u ovom radu mjerena koncentracija mikotoksina u prirodno kontaminiranim

pekmezima (tablice 11-13).

Mikotoksin fumigaklavin je detektiran samo u 3 uzorka pekmeza (jedan pekmez od jagode i
dva pekmeza nepoznatog sastava) (tablice 11-13) u kojima je identificirana plijesan Penicillium
crustosum (tablica 9). Najveci raspon koncentracije fumigaklavina je izmjeren u uzorku uzetog
s povrsine pekmeza od jagode gdje je porasla plijesan (M1) (tablica 11) i iznosi < LOD -
7,46x10° pg kgl. Olsen i sur. (2019) su izmjerili koncentraciju fumigaklavina u uzorku
pekmeza od jabuke koji je nacijepljen s plijesni Penicillium roqueforti te iznosi 2,02x10° ug
kg!. Rezultati ovog istraZivanja pokazuju Cetiri puta ve¢u koncentraciju fumigaklavina od one

izmjerene u radu Olsen i sur. (2019) zbog razlicite vrste identificirane plijesni (tablica 11).

Mikofenolna kiselina je detektirana u uzorcima pekmeza od jagode, maline, marelice,
borovnice, $ljive 1 kruSke, a najceS¢e identificirana plijesan roda Penicillium, bila je P.
brevicompactum (tablica 9). U navedenim uzorcima pekmeza, mikofenolna kiselina je
detektirana u sva tri uzorka (M1, M2 1 M3) s najve¢om koncentracijom u uzorku M1 koji je
uzet s povrsine gdje je porasla plijesan (tablice 11-13). Raspon koncentracije mikofenolne
kiseline u uzorku M1 pekmeza od marelice iznosi 1,79x10* ng kg™ - 5,28x10* ng kg™! sto je sto
puta vece od koncentracije mikofenolne kiseline u uzorcima pekmeza koje su izmjerili Sulyok
i sur. (2007) koja iznosi 8,50x10? ng kg'. Durakovi¢ i Durakovié¢ (2003) navode da
mikofenolnu kiselinu najce$¢e sintetiziraju plijesni roda Penicillium $to je u ovom radu

potvrdeno (tablica 9, tablice 11-13).
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Mikotoksini aurasperon B i1 aurasperon C detektirani su samo u uzorcima uzetih s povrSine
pekmeza (M1) te rastom plijesni ne migriraju u ostale dijelove pekmeza (tablica 11). Sva tri

uzorka pekmeza su napravljena od bobicastog voca.

Skrbi¢ i sur. (2017) su detektirali aflatoksin B1, aflatoksin B2, okratoksin i T-2 toksin u 10
uzoraka pekmeza, dok je u 3 od 10 uzoraka pekmeza koncentracija okratoksina A bila veca od
zakonom propisane najvec¢e dopustene koncentracije u hrani. Funes i Resnik (2009) su
detektirali patulin u 6 od 26 uzoraka pekmeza od jabuke 1 u jednom od Sest uzoraka pekmeza
od kruske, dok su Juan i sur. (2017) detektirali samo aflatoksin G u jednom od ukupno dvadeset
uzorka pekmeza. Takoder, Nair i sur. (2015) su istrazivali mikotoksine u pekmezu te su u 50 %
analiziranih uzoraka pekmeza detektirali aflatoksin B; u rasponu koncentracije 1,52 pug kg!' —

1,82x10? pg kg™!.

S druge strane, u nekim istrazivanjima su detektirani mikotoksini u pekmezu u koje su autori
radova prethodno inokulirali toksikotvorne plijesni. Tako su Ostry 1 sur. (2004) detektirali
aflatoksin B 1 aflatoksin Gi nakon 7 dana inkubacije uzoraka pekmeza od marelice s plijesni
Aspergillus flavus. Olsen i sur. (2019) su prosirili istrazivanje tako $to su nacijepili uzorke
pekmeza od jabuke s plijesnima Penicillium crustosum, Penicillium roqueforti i Penicillium
verrucosum te su mjerili koncentracije odabranih mikotoksina (penitrema A, rokefortina C,
ciklopenola, andrastina A, festuklavina, fumigaklavina i mikofenolne kiseline) nakon 14 dana
inkubacije na 15 °C u 3 razli¢ita uzorka. Prvi uzorak je oznafavao udaljenost 0-2 cm, drugi
uzorak 2-4 cm, a tre¢i uzorak 4-6 cm ispod povrSine na kojoj je porasla plijesan. Rezultati
njihovog istraZzivanja pokazuju da se koncentracija mikotoksina smanjuje kako se udaljava od
mjesta porasle plijesni §to je u suglasju s ovim istraZivanjem u kojem je takoder dokazano da

se koncentracija mikotoksina smanjuje kako se udaljava od mjesta porasle plijesni.
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5. ZAKLJUCCI

Iz rezultata istrazivanja pojavnosti plijesni, prisutnosti i raspodjeli mikotoksina u uzorcima

pekmeza moze se zakljuciti:
1. Najcesce izolirane plijesni iz uzoraka pekmeza pripadaju rodu Aspergillus 1 Penicillium.

2. Iz cistih kultura plijesni u laboratorijskim uvjetima HPLC-MS/MS multimikotoksinskom
analizom detektirano je ukupno 93 sekundarna metabolita od kojih su najces¢e dokazani
andrastin (58,8%), citrinin (68,9%), fonsecin (82,3%), rokefortin (76,4%) 1 sterigmatocistin
(47,1%).

3. HPLC-MS/MS multimikotoksinskom analizom je dokazano da pljesnivi uzorci pekmeza
mogu sadrZavati spektar bioaktivnih sekundarnih metabolita, ukljucujuéi mikotoksine, jer je u

171 uzorku pekmeza detektirano 110 sekundarnih metabolita od kojih 23 mikotoksina.

4. Najvece koncentracije detektiranih mikotoksina dokazane su u uzorcima koji su obuhvacali
povrsinu pekmeza na kojoj je porasla plijesan (M1), a najmanje koncentracije u uzorcima koji

su bili na dubini 1 cm ispod mjesta porasle plijesni (M3).

5. Odredivanje raspodjele fungalnih metabolita na razli¢itim udaljenostima od kolonije plijesni
porasle na povrs$ini pekmeza pokazalo je da su mikotoksini rasporedeni po uzorku pekmeza, ali

s udaljenosc¢u od plijesni koncentracija mikotoksina opada.
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