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SAZETAK

Plijesni roda Penicillium i Aspergillus obrastaju povrsinu trajnih tradicionalnih mesnih
proizvoda tijekom zrenja te mogu producirati mikotoksine, toksicne sekundarne metabolite.
pojavnost i utjecaj ciklopiazoni¢ne kiseline, citrinina i sterigmatocistina na sigurnost mesnih
proizvoda i zdravlje ljudi za sada jo$ nisu istraZzeni. Sposobnost plijesni da producira
mikotoksine pod utjecajem je razli¢itih okolisnih i bioloskih ¢imbenika poput pH, aktiviteta
vode (aw), temperature, relativne vlaznosti zraka (RH) i nutrijenata te prisutnosti i ekspresije
gena za njihovu biosintezu.

Cilj ovog rada bio je razviti i validirati visoko osjetljivu multimikotoksinsku metodu
tekuc¢inske kromatografije u kombinaciji sa tandemskom spektrometrijom masa (LC-MS/MS)
te prikupiti podatke o pojavnosti svih mikotoksina znafajnih za mesne proizvode: AFBj,
OTA, STC, CIT i CPA. Dobiveni parametri validacije potvrdili su da se razvijena metoda s
visokom pouzdano¢u moze Kkoristi kao potvrdna metoda za detekciju i kvantifikaciju
istrazivanih mikotoksina. Priprema uzoraka za analizu AFB1, OTA, STC i CIT ukljucivala je
primjenu specificnih imunoafinitetnih kolonica, dok je priprema uzoraka za analizu CPA
ukljucivala primjenu tzv. roQ QUEChERS ektrakcijskih soli (engl. Quick, Easy Cheap Rough
and Safe).

Analizom pojavnosti navedenih pet mikotoksina u trajnim mesnim proizvodima obuhvaceno
je ukupno 250 tradicionalno proizvedenih uzoraka iz skupine trajnih kobasica i trajnih
suhomesnatih proizvoda uzorkovanih tijekom 2020. i 2021. godine iz pet razliitih regija
Republike Hrvatske (isto¢ne, sjeverne, srediSnje, zapadne te juzne). Pojavnost istrazivanih
mikotoksina detektirana je u 27 % analiziranih uzoraka TMP, i to STC u koncentracijama do
3,93 ng/kg u 4 % uzoraka, OTA u koncentracijama do 4,81 pg/kg u 10 % uzoraka te CPA u
koncentracijama do ¢ak 335,5 ug/kg u 13 % uzoraka, dok AFB1 i CIT nisu detektirani u niti
jednom uzorku TMP. Na temelju podataka o vremenskim ¢imbenicima za pojedine hrvatske
regije tijekom zrenja ovih proizvoda ustanovljen je odnos temperature zraka i koliCine
padalina te pojavnosti detektiranih mikotoksina, koja je takoder dovedena i u vezu sa vrstom
proizvoda za koje su parametri vrijeme zrenja u mjesecima, pH, aw te udio soli u gotovom
proizvodu.

Cilj rada takoder je bio 1 identificirati plijesni sa povrSine uzorkovanih TMP, uz odredivanje
toksikotvornih vrsta sposobnih producirati neki od istrazivanih mikotoksina, dokazivanjem

gena ukljucenih u njihovu biosintezu. Ispitivani geni ukljuceni u biosintezu STC i AFB1 su



aflD (nor-1), koji kodira za norsolorinsku kiselinu reduktazu, aflM (ver-1), koji kodira za
versikolorin A dehidrogenazu i aflP (omt-A) koji kodira za sterigmatocistin-O-
metiltransferazu; OTA otanpsPN koji kodira za OTA neribosomalnu peptid sintetazu te
otapks koji kodira za OTA poliketid sintazu; CIT pksCT gen koji kodira za CIT poliketid
sintazu te CPA dmaT koji kodira za dimetilalil triptofansintazu.

Ukupno je izolirano 535 izolata i identificirano 38 vrsta plijesni, pri ¢emu znacajno vise roda
Penicillium (61 %) u odnosu na rod Aspergillus (39 %). Identificiran je 181 izolat 9 razli¢itih
potencijalno toksikotvornih vrsta plijesni, od ¢ega je 50 % identificiranih izolata potencijalnih
AFB;: producenata (A. flavus), 58 % izolata potencijalnin OTA producenata (P. nordicum, A.
niger, A. westerdijkiae, A. welwitischie, A. tubingensis), 71 % izolata potencijalnih CIT
producenata (P. citrinum) te 48 % izolata potencijalnih CPA producenata (P. commune, A.
flavus, P. polonicum) imalo istrazivane gene ukljuene u biosintezu mikotoksina. Zna¢ajan
producent STC nije odreden, iako bi vrsta A. flavus potencijalno mogla producirati i STC
buduci da dijeli biosintetski put sa AFB1, medutim, poznato je da je vec¢ina STC kod ove vrste
ipak prevedena u aflatoksine.

U 21 % uzoraka kontaminiranih nekim od detektiranih mikotoksina (STC, OTA ili CPA),
odredeni su njihovi producenti (koji posjeduju biosintetske gene) (A. flavus. P. nordicum i
P.commune), dok se kontaminacija uzoraka u kojima producenti nisu identificirani moze
objasniti ili prethodnom kontaminacijom sastojaka TMP ili obrastanjem producenata drugim
vrstama plijesni na kraju faze zrenja sprijecavajuci na taj na¢in njihovu detekciju. Pojavnost
broja 1 vrste identificiranih plijesni je takoder dovedena u vezu sa podacima o vremenskim
¢imbenicima prema regijama Republike Hrvatske i godini uzorkovanja proizvoda te

tehnoloSkim svojstvima po vrstama proizvoda.

KLJUCNE RIJECI: mikotoksini, kontaminacija, trajni mesni proizvodi, plijesni, Penicillium,

Aspergillus, biosinteza mikotoksina, LC-MS/MS, regionalni vremenski ¢imbenici



SUMMARY

Moulds of the genus Penicillium and Aspergillus overgrow the surface of dry-fermented
traditional meat products during ripening and can produce mycotoxins, toxic secondary
metabolites. The most toxic mycotoxins in meat and meat products are aflatoxin B1 and
ochratoxin A, while the incidence and impact of cyclopiazonic acid, citrinin and
sterigmatocystin on meat product safety and human health are not yet researched. The ability
of molds to produce mycotoxins is influenced by various environmental and biological factors
such as pH, water activity (aw), temperature, relative humidity (RH) and nutrients, as well as
the presence and expression of genes involved in their biosynthesis.

The aim of this study was to develop and validate a highly sensitive multimycotoxin method
of liquid chromatography in combination with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and
to collect data on the occurrence of all mycotoxins important for meat products: AFB1, OTA,
STC, CIT and CPA. The obtained validation parameters confirmed that the developed method
can be used with high reliability as a confirmatory method for the detection and quantification
of the studied mycotoxins. Preparation of samples for analysis of AFB1, OTA, STC and CIT
included the use of specific immunoaffinity columns, while preparation of samples for
analysis of CPA included the use of so-called roQ QUEChERS extraction salts (Quick, Easy
Cheap Rough and Safe).

The analysis of the occurrence of these five mycotoxins in dry-fermented meat products
includes a total of 250 traditionally produced samples from the group of dry-fermented
sausages and dry-cured meat products sampled during 2020 and 2021 from five different
regions of the Republic of Croatia (Eastern, Northern, Central, Western and Southern). The
occurrence of investigated mycotoxins was detected in 27% of analyzed TMP samples,
namely STC in concentrations up to 3.93 pg /kg in 4% of samples, OTA in concentrations up
to 4.81 pg/kg in 10% of samples and CPA in concentrations up to 335.5 pg/kg in 13% of
samples, while AFB: and CIT were not detected in any TMP sample. Based on data on
weather factors for every Croatian regions during the ripening of these products, the relation
of air temperature and precipitation and the occurrence of detected mycotoxins was
established, which was also related to product types for which parameters included ripening
time in months, pH, aw and salt content in the finished product.

The aim of the study was also to identify molds from the surface of sampled TMPs with the
determination of toxigenic species capable of producing some of the studied mycotoxins by

proving the genes involved in their biosynthesis. The tested genes involved in STC and AFB1



biosynthesis are: aflD (nor-1) encoding norsolorinic acid reductase, aflM (ver-1) encoding
versicolorin A dehydrogenase and aflP (omt-A) encoding sterigmatocystin-O-
methyltransferase, OTA otanpsPN encoding OTA nonribosomal peptide synthetase and
otapks encoding OTA polyketide synthase; CIT pksCT gene encoding CIT polyketide
synthase, and CPA dmaT encoding dimethylalyl tryptophan synthase.

A total of 535 isolates and 38 mold species were isolated, with significantly more of the genus
Penicillium (61%) compared to the genus Aspergillus (39%). A total of 181 isolates of 9
different potentially toxic mold species were identified, out of which 50% of the identified
isolates of potential AFB1 producers (A. flavus), 58% isolates of potential OTA producers (P.
nordicum, A. niger, A. westerdijkiae, A. welwitischie, A. tubingensis), 71% of isolates of
potential CIT producers (P. citrinum) and 48% of isolates of potential CPA producers (P.
commune, A. flavus, P. polonicum) had investigated genes involved in mycotoxin
biosynthesis. No significant STC producer has been identified, although A. flavus could
potentially produce STC as it shares the biosynthetic pathway with AFB1, however, it is
known that most STC in this species are nevertheless converted to aflatoxins.

In 21% of samples contaminated with some of the detected mycotoxins (STC, OTA or CPA),
their producers (possessing biosynthetic genes) (A. flavus. P. nordicum and P.commune) were
determined, while contamination of samples in which producers were not identified can be
explained either by previous contamination of TMP ingredients or or by the possibility that
producers were overgrown by other mould species at the end of the ripening stage and
therefore skipped detection. The incidence of the number and identified mould species has
also been linked to data on weather factors according to Croatian regions and the year of
product sampling as well as technological properties by type of the product.

KEY WORDS: mycotoxins, contamination, dry-cured meat products, moulds, Penicillium,

Aspergillus, mycotoxin biosynthesis, LC-MS/MS, regional weather factors
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1. UvOD



U hrvatske tradicionalne trajne mesne proizvode (TMP) ubrajaju se razliCite vrste
fermentiranih kobasica poput kulena te suhomesnati proizvodi poput prSuta, pancete, vratine i
sl. U postupku proizvodnje, osim razlika u recepturi medu domacinstvima, znacajne Su i
razlike u higijenskim te okoliSnim uvjetima, $to utjeCe na specifi¢nost mikroflore te razlike u
kvaliteti i sigurnosti TMP. Tijekom procesa zrenja, povrsinu trajnih TMP obrastaju plijesni
¢ije su spore najcesce podrijetlom sa Zitnih polja u ¢ijoj su blizini smjeStene komore za zrenje,
a intenzitetu obrastanja proizvoda povrSinskim plijesnima doprinosi dugotrajnost procesa
zrenja te tradicionalni uvjeti proizvodnje ove vrste proizvoda, bez upotrebe mikrobioloskih
filtera i tlacnih barijera te mogucénosti reguliranja temperature i relativne vlaznosti zraka
(Asefa i sur., 2010; Zadravec i sur., 2020).

Plijesni s povrSine TMP dominantno ¢ine rodovi Penicillium i Aspergillus, a utvrdeno je da
pokazuju uglavnom pozitivno djelovanje na kvalitetu proizvoda doprinoseéi razvoju njihovog
specifiénog mirisa i okusa (LeSi¢ 1 sur., 2020). Medutim, plijesni mogu producirati toksi¢ne
spojeve, mikotoksine, te na taj nafin kontaminirati proizvod. Pojavnost mikotoksina u
znacajnijoj mjeri je posljedica produkcije plijesni koje obrastaju povrSinu TMP pod
odredenim uvjetima poput temperature, pH vrijednosti, aktiviteta vode (aw), oSteCenja ovitka,
prisutnosti koze (prSuti) ili pukotina te nedostatnog pranja i ¢etkanja povr§ine TMP, odnosno
nekontroliranog rasta plijesni (lacumin i sur., 2009; Rodriguez i sur., 2012a; Zadravec i sur.,
2020; lacumin i sur., 2011; Asefa i sur., 2010). Mikotoksini u TMP mogu biti podrijetlom i iz
sto¢ne hrane, ukoliko je farmska Zivotinja putem hranidbe dobivala kontaminirano krmivo
odnosno krmnu smjesu (carry-over effect) te iz za¢ina koji se koriste u njihovoj proizvodnji
(Bertuzzi 1 sur., 2013; Persi 1 sur., 2014). Mikotoksini se zadrzavaju u sirovinama i finalnim
proizvodima te kumuliraju u ljudskom organizmu, pritom uzrokujuéi izrazito Stetne posljedice
po zdravlje kao posljedicu konzumacije kontaminirane hrane (Hussein i Brasel, 2001).

Medu mikotoksinima, aflatoksin B1 (AFB1) i okratoksin A (OTA) opcenito imaju najveci
javnozdravstveni znacaj. AFB: je klasificiran od strane Medunarodne agencije za istrazivanje
raka (engl. International Agency for Research on Cancer, IARC) u grupu 1, dokazanih
ljudskih karcinogena, dok OTA pripada skupini 2B, mogucih ljudskih karcinogena (IARC,
2002; IARC, 1993). Za AFB; je poznato da ga produciraju dvije vrste plijesni iz roda
Aspergillus, A. flavus i A. parasiticus, a OTA produciraju razlicite vrste plijesni iz rodova
Aspergillus i Penicillium, od kojih je najznacaniji A. ochraceus (lacumin i sur., 2009).
Dosadasnja istrazivanja o mikotoksinima u TMP iz europskih zemalja usmjerena su najvise

na OTA te AFB;. Utvrdeno je da je OTA dominantni kontaminant mesnih proizvoda, dok se



AFB1 pojavljuje s manjom ucestalo$¢u i u manjim koncentracijama (Markov i sur., 2013;
Pleadin i sur., 2015a; Zadravec i sur., 2020).

Osim AFB: i OTA, neke vrste plijesni identificirane na povrsini TMP mogu producirati i
druge mikotoksine, kao S§to su citrinin (CIT), ciklopiazoni¢na kiselina (CPA) i
sterigmatocistin (STC), no spoznaje o pojavnosti i izloZenosti potroSaca ovim mikotoksinima
su nedostatne, iako su dokazano toksi¢ni (Bailly i Guerre, 2009; EFSA, 2012; EFSA, 2013).
Zakonodavstvo jo§ uvijek nije propisalo najvec¢e dopustene koli¢ine (NDK) mikotoksina u
mesu i mesnim proizvodima (EC, 2006b), ¢ime podaci o njihovoj pojavnosti takoder nisu
dostupni. Ujedno, za ispitivanje CIT i STC u mesnim proizvodima nisu razvijene ni dovoljno
osjetljive i specifi¢ne analiticke metode. CIT uglavnom producira P. citrinum, dok P.
verrucosum moze biti producent i CIT i OTA (Samson i sur., 2019) te je upravo i poznata
zajednicka pojavnost ovih mikotoksina u razli¢itim vrstama namirnica (EFSA, 2012). STC je
karcinogeni prekursor AFB: s kojim dijeli put biosinteze, a produciraju ga razli¢ite vrste roda
Aspergillus, od kojih najvise A. versicolor (EFSA, 2013). Brojne plijesni iz rodova
Penicillium i Aspergillus sintetiziraju CPA, medu kojima je plijesan P. commune poznata kao
najznacajnija (Samson 1 sur., 2019) te je izdvojena s povrSine razli¢itih TMP podrijetlom iz
brojnih europskih zemalja (Andersen, 1995; Nufiez i sur., 1996; Bailly i sur., 2005;
Peromingo i sur., 2018).

Pojavnost CIT ispitana je u samo jednom istrazivanju na hrvatskim mesnim proizvodima
(Markov i sur., 2013), dok za STC podaci za mesne proizvode uopée nisu dostupni. Pojedini
autori isti€u mogucu pojavnost CPA u mesnim proizvodima u znacajnim koncentracijama
(Bailly 1 sur., 2005; Bailly 1 Guerre, 2009), te su nedavno provedena dva istrazivanja: na
$panjolskim trajnim suhomesnatim proizvodima (Peromingo i sur., 2018) te hrvatskim trajnim
kobasicama (Vuli¢ i sur., 2020), koja su potvrdila tu pretpostavku.

Cilj ovog rada je razviti i validirati potvrdnu multimikotoksinsku LC-MS/MS metodu za
detekciju i kvantifikaciju mikotoksina AFB1, OTA, CIT, STC i CPA te ispitati pojavnost
neistrazenih CIT, STC 1 CPA u hrvatskim TMP uzimaju¢i u obzir uvjete njihove proizvodnje.
Takoder, cilj je identificirati plijesni s povr§ine TMP u ovisnosti o vrsti TMP, regiji i godini
proizvodnje te ih dovesti u vezu sa kontaminacijom mikotoksinima, uz dokazivanje

prisutnosti toksikotvornih plijesni i gena odgovornih za njihovu biosintezu.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Hrvatski trajni tradicionalni mesni proizvodi (TMP)

Proizvodnja trajnih mesnih proizvoda u Republici Hrvatskoj ima dugu tradiciju od kojih su
najpoznatiji oni ujedno i1 zasticeni od strane Europske Unije, a koji sve vise dobivaju na
vrijednosti, budu¢i da je danas znacajan trend povecanja potraznje za hranom koja se
proizvodi na tradicionalni nacin. Tradicionalna proizvodnja trajnih mesnih proizvoda odvija
se pod utjecajem kulturoloske prakse koja se odnosi na geografsko podrucje proizvodnje. Ovi
se proizvodi proizvode na obiteljskim poljoprivrednim gospodarstvima (OPG) ili
domacinstvima koja se razlikuju po tradicionalnoj recepturi, ali i higijenskim te okolisnim
uvjetima proizvodnje, $to utjece na specifi¢nost mikroflore te razlike u kvaliteti 1 sigurnosti
TMP. Tijekom procesa zrenja, povrSinu trajnih TMP obrastaju plijesni Cijem intezitetu
doprinose tradicionalni, ali i nekontrolirani i promjenjivi uvjeti proizvodnje, pod utjecajem
sezone, bez upotrebe mikrobioloskih filtera 1 tlaénih barijera te moguénosti reguliranja
temperature i relativne vlaznosti zraka (Asefa i sur., 2010; Asefa i sur., 2011; Kovacevic,
2014; Kovacevi¢, 2017). Prema Pravilniku o mesnim proizvodima, trajne proizvode se moze

podijeliti na trajne kobasice i trajne suhomesnate proizvode (MP, 2018).

2.1.1. Tradicionalne trajne kobasice

Trajne kobasice su proizvodi od mesa i to uglavnom svinjskog ili u kombinaciji sa govedim,
masnog tkiva te dodatnih sastojaka, poput soli i za€ina, koji se nakon mljevenja i punjenja u
crijeva podvrgavaju postupcima susenja, fermentacije i zrenja sa ili bez dimljenja (MP, 2018).
Tijekom faze zrenja kod svih trajnih mesnih proizvoda dolazi do niza biokemijskih reakcija,
proteolize 1 lipolize, pri ¢emu nastaju spojevi koji daju specificnu aromu proizvodu. Primarni
razlog dodavanja soli u kobasice i u sve trajne mesne proizvode je ofuvanje mesa od
mikrobnog kvarenja, budu¢i da sol snizava aw proizvoda apsorbiraju¢i vodu. Udio soli sa
pocetnih 1,8 - 2,5 % u nadjevu kobasica suSenjem kontinuirano raste do prosjec¢nih 3,5 - 5 %
u gotovim proizvodima. Sol takoder daje specifi¢an okus mesnom proizvodu (Kovacevic,
doprinose aromi proizvoda su paprika (slatka i ljuta), ¢e$njak, papar, a mogu i senf, origano,
ruzmarin, korijander i sl. (Flores, 2011). Tijekom faze zrenja kobasica, koje se odvija tijekom
zimskih mjeseci, temperatura se odrzava ispod 16 °C, a RH treba biti ispod 80 % (najcesce 75
— 78 %). Vrijeme susSenja i zrenja ovisi o promjeru kobasice i tocnom sastavu, a najcesce je od
2 mjeseca za trajne kobasice manjeg promjera pa do 6 mjeseci za kulen. U kona¢nom

proizvodu aw krece se od 0,80 do 0,90, a pH u rasponu 5,0 - 5,5 (Kovacevi¢, 2014).



Najpoznatije hrvatske vrste trajnih kobasica su Slavonski i Baranjski kulen te Slavonska i
Istarska kobasica od kojih su sve zasticene oznakom zemljopisnog podrijetla (MP, 2014a;
MP, 2014b; MP, 2020), osim Istarske kobasice koja je u postupku dobivanja te oznake.

2.1.2. Tradicionalni trajni suhomesnati proizvodi

Trajni suhomesnati proizvodi su toplinski neobradeni proizvodi najc¢es¢e od svinjskog mesa,
sa ili bez pripadajucih kosti, potkoznog masnog tkiva i1 koze, s dodanim drugim sastojcima,
koji se proizvode postupcima soljenja, salamurenja, suSenja i zrenja sa ili bez dimljenja te ne
prolaze postupak toplinske obrade. U suhomesnate proizvode spadaju prSut, suha Sunka,
lopatica, vratina, pecenica, slanina i panceta u kojima aw moze biti najvise 0,93 (MP, 2018).
Medu trajnim suhomesnatim proizvodima najpopularniji Su prSut i Sunka. Najpoznatije
hrvatske vrste prSuta su Dalmatinski, Drniski i Krcki prSut sa zastiCenom oznakom
zemljopisnog podrijetla te Istarski prSut sa zaSti¢enom oznakom izvornosti. Drugi poznati
autohtoni hrvatski trajni suhomesnati proizvodi su Slavonska Sunka, Dalmatinska panceta i
Dalmatinska pecenica sa zasticenom oznakom zemljopisnog podrijetla te drugi (MP, 2014c;
MP, 2014d; MP, 2015a; MP, 2015b; MP, 2019a; MP, 2019b).

Za prute se smatra da predstavljaju tipicni mediteranski proizvod iako se takoder proizvode i
izvan Juzne Europe. U tradicionalnoj proizvodnji koriste se svinjski butovi, a proces
proizvodnje se dijeli na fazu soljenja (salamurenja), u kojoj se sol (i za¢ini) nanose na
povrsinu, pri ¢emu se temperatura odrzava ispod 6 °C te fazu suSenja i zrenja sa ili bez
dimljenja (Flores, 2011). Udio soli krece se najcesc¢e u rasponu 4 — 8 %. Za razliku od trajnih
kobasica, prSuti 1 Sunke zriju duzi period, ovisno o masi buta 1 drugim ¢imbenicima, od
minimalno 4 mjeseca za Slavonsku Sunku pa do 18 mjeseci i vise za pojedine prSute. Samim
tim zrenje se odvija i tijekom toplijeg razdoblja, a ne samo u zimskim mjesecima, a
temperatura pri kojoj zriju ovi proizvodi je uglavnom do 20 °C (Kovacevié, 2017). Navedeni
principi zajednic¢ki su u proizvodnji svih tipova prSuta, ali osnovna sirovina i tehnoloski
aspekti proizvodnje se mogu bitno razlikovati Sto rezultira razli¢itim senzorskim svojstvima
ovih proizvoda (Petri¢evi¢ i sur., 2018). Vrijednosti pH u gotovom proizvodu iznose

prosjecnih pH < 6, a aw u rasponu 0,80 - 0,85 (Kovacevi¢, 2017).



2.2. Plijesni

Plijesni su eukariotski nefotosinteticki organizmi koji pripadaju carstvu gljiva. Plijesni su
takoder i1 aerobni mikroorganizmi koji rastu samo u prisutnosti zraka te pripadaju skupini
mikroorganizama koji uzrokuju kvarenje hrane. Siroko su rasprostranjeni u prirodi u obliku
aktivno zivucih vegetativnih tijela ili u obliku latentnih spora.

Tijelo im je gradeno od gustog sustava cjevastih stanica koje su obi¢no bezbojne i nazivaju se
hife te rastu kao isprepletena masa — micelij. Vecéina hifa je vegetativna te rastuéi oblikuju
tijelo plijesni u koloniju. Zra¢ne hife sudjeluju u tvorbi paucinastog oblika kolonije plijesni
(slika 1).

Aspergillus sp. Penicillium sp.

konidije

fijalide

vezikula | metula

konidiofora
(zra¢na hifa)

hife
(vegetativne)

il R i

Slika 1. Morfoloska struktura Aspergillus sp. i Penicillium sp. (modificirano prema Pitt i
Hocking, 2009)

Na krajevima zra¢nih hifa izrastaju spore (nespolne ili rjede spolne) ¢ija je funkcija
razmnozavanje, Sirenje i zastita vrste od Stetnih okoli$nih uvjeta buduéi da nastaju u velikim
koli¢inama, lagano se §ire, mnoge su otporne na nepovoljne uvjete te svaka moze stvoriti

novu koloniju plijesni u povoljnim okolisnim uvjetima (Durakovi¢ 1 Durakovi¢, 2003).



Plijesni svojim metabolizmom proizvode razli¢ite kemijske spojeve, od jednostavnijih
organskih kiselina do slozenijih molekula. Metabolizam plijesni mozemo podijeliti na onaj
primarni te sekundarni. Primarnim metabolizmom nastaju tvari nuzne za zivot plijesni dok
sekundarnim metabolizmom nastaju tvari koje nisu neophodne za prezivljavanje i
diferencijaciju stanica ve¢ ih plijesni sintetiziraju kao reakciju na okolinu te je njihova sinteza
Cesto limitirana na obitelj, rod, vrstu ili ¢ak soj plijesni. Naj¢es¢i sekundarni metaboliti su
antibiotici, mikotoksini, imunosupresivi, hipokolesterolni, antitumorski i antiparazitski agensi
te bioinsekticidi (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003). Sa stajaliSta sigurnosti hrane, jedna od
vaznijih skupina sekundarnih metabolita plijesni su mikotoksini budu¢i da izlu¢eni u okolinu,
odnosno, namirnicu mogu biti toksi¢ni za ljude 1 zivotinje koju takvu namirnicu konzumiraju

(Pleadin i sur., 2018).

Plijesni se opcenito mogu klasificirati na plijesni na prirodnim staniStima, plijesni skladista

te plijesni uznapredovalog kvarenja, kako je prikazano na slici 2.

Plijesnina Plijesni Plijesni
prirodnim stanistima skladista uznapredovalog kvarenja
(npr. na zrnju zZitarica (rastu na (rastu nakon ostecenja
prije Zetve) uskladistenim namirnicama) namirnice prouzrocene

drugim mikroorganizmima)

Alternaria, Helminthosporium, Penicillium i Papulaspora, Sordaria, Mucor,
Cladosporium i Fusarium Aspergillus Chaetomium i Rhizopus

Slika 2. Opcenita klasifikacija plijesni (modificirano prema Pleadin i sur., 2018)

Mnogi rodovi plijesni sadrze vrste koje mogu biti toksikotvorne, odnosno producirati
mikotoksine poput Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps, Alternaria, Pithomyces,
Phoma, Stachybotrys i Diploidia, ali ve¢inu mikotoksina ipak produciraju plijesni iz roda

Aspergillus, Penicillium te Fusarium. Plijesni roda Aspergillus i Penicillium pripadaju



odjeljku Ascomycota te su jedne od znacajnijih vrsta plijesni koje nalazimo u namirnicama i

okolisu, a ujedno su i jedne od znacajnijih producenata mikotoksina (Pitt i Hocking, 2009).

2.2.1. Plijesni u tradicionalnim mesnim proizvodima

Spore plijesni koje obrastaju povrsinu trajnih mesnih proizvoda tijekom zrenja najcesée su
podrijetlom sa Zitnih polja u ¢ijoj su blizini smjestene komore za njihovo zrenje (Comi i sur.,
2004). Kvaliteta sirovine, razliciti fizikalni 1 biokemijski faktori, proizvodacka praksa te
higijena proizvodnog okruzenja odreduju intezitet 1 vrstu plijesni koja ¢e se pojaviti na ovim
proizvodima. Uvjeti proizvodnje znacajno utjeCu na rast povrsinskih plijesni, poput trajanja
procesa, temperature i RH, pH, aw i udjela soli u proizvodu (Asefa i sur., 2010) te
omogucavaju u najvecoj mjeri rast kseroflinih, mezofilnih, aerobnih te halotolerantnih plijesni
roda Penicillium i Aspergillus (Comi i sur., 2004; Asefa i sur., 2009; Sonjak i sur., 2011;
Comi i sur., 2013; Canel i sur., 2013; Magista i sur., 2017; Zadravec i sur., 2019; Zadravec i
sur., 2020). Za rast ovih plijesni na mesnim proizvodima potreban aw od minimalno 0,6,
temperaturni raspon od 10 do 45 °C, medij s pozitivnim redoks potencijalom te udio soli do
20 %. Vecina plijesni raste u Sirokom rasponu koncentracije vodikovih iona (pH od 2 do 8,5),
a optimalni za rast postizu pri oko pH 5 (Hamad, 2012; Zadravec i sur., 2019).

U usporedbi sa Aspergillus vrstama, Penicillium vrste preferiraju rast pri nesto nizem aw (<
0,80) te imaju vecu mogucénost rasta pri umjerenim temperaturama. Stoga su ove plijesni
zastupljenije na trajnim kobasicama koje zriju kraci period tijekom zimskih mjeseci, dok
Aspergillus vrste preferiraju rast pri aw < 0,90 uz nesto vise temperature i time ¢esce obrastaju
povrsinu prsuta i Sunki koje zriju kroz duzi period godine, uklju¢ujuci i ljetne mjesece (Pitt i
Hocking, 2009; Zadravec i sur., 2020).

Povrsinske plijesni mogu imati pozitivno djelovanje na kvalitetu proizvoda kao rezultat
aktivnog sudjelovanja njihovih lipoliti¢kih 1 proteolitickih enzima u procesima fermentacije i
zrenja, Sto doprinosi razvoju specificnog mirisa i okusa proizvoda. Plijesni takoder svojim
antioksidacijskim svojstvima kroz aktivnost katalaze i potrosnju kisika te zastitom povrsine
proizvoda od svjetla omogucéavaju stabilizaciju boje te sprijeCavaju uzeglost proizvoda, dok
svojom sposobnosti da zadrzavaju vlagu, sprjeCavaju povrSinsko isuSivanje proizvoda i
stvaranje kore koaguliranih proteina. Takoder, Stite od spontane kolonizacije nepozeljnim
plijesnima, kvascima i bakterijama te sprijeavaju sluzavost i ljepljivost povrSine ovitka
(Sunesen i Stahnke, 2003; Martin i sur., 2004; Martin i sur., 2006; Alapont i sur., 2015; Lesi¢

i sur., 2021a). Iz tih razloga se u proizvodnji trajnih mesnih proizvoda Kkoriste i



netoksikotvorne starter kulture plemenitih plijesni, poput P. solitum, P. nalgiovense i P.
chrysogenum (Sunesen i Stahnke, 2003; Kovacevi¢, 2014). S druge strane, plijesni mogu
imati i negativno djelovanje na kvalitetu i sigurnost ovih proizvoda kroz nekontroliran rast
plijesni koji omogucava razvoj nepozeljnih vrsta. Nepozeljne vrste su one koje mogu djelovati
nepovoljno na senzorska svojstva proizvoda, stvaraju¢i mrlje na povrsini proizvoda, neugodan
miris i okus ili biti uzro¢nici kontaminacije proizvoda spomenutim mikotoksinima
odgovornim za akutnu i kroni¢nu toksi¢nost ili antibioticima odgovornim za alergijske
reakcije i antibiotsku rezistenciju (Sunesen i Stahnke, 2003; Magista i sur., 2017).

Vrste plijesni koje se pojavljuju na trajnim mesnim proizvodima te su prepoznate kao
znacajniji producenti mikotoksina su P. commune, P. citrinum, P. nordicum, P. verrucosum te
A. flavus, A. ochraceus, A. niger i A. versicolor (slika 3) (Zadravec i sur., 2019; Samson i sur.,
2019; Pitt i Hocking, 2009).

A. flavus

& \
P. verrucosum A. versicolor

P. citrinum P. nordicum

A. niger

Slika 3. Odabrane vrste toksikotvornih plijesni koje mogu obrastati povrSinu trajnih mesnih

proizvoda



2.2.1.1. Rod Aspergillus

Rod Aspergillus broji vise od 200 poznatih vrsta te je jedan od najéeS¢e prepoznatih medu
svim rodovima plijesni. Ce$ée se javljaju u tropskim i subtropskim, nego u umjerenim
klimatskim podruc¢jima. Kolonije uobicajeno rastu brzo, u bojama bijele, ruziCaste, Zute,
smede do crne ili nijansama zelene boje, ve¢inom se sastoje¢i od gustog micelija s uspravnim
konidiosporama. Neke Aspergillus vrste imaju spolni oblik, a nedavno su pronadena i spolna
stanja vaznih vrsta poput A. fumigatus, A. flavus te A. parasiticus. Spolni oblici ovog roda
prije su se nazivali Chaetosartorya, Emericella, Eurotium, Fennellia, Neopetromyces,
Sclerocleista i sl., ali su sve vrste unutar ovog roda preimenovane u Aspergillus. Vrste roda
Aspergillus su medu ekonomski najvaznijim vrstama plijesni zbog Siroke upotrebe u
proizvodnji organskih kiselina i enzima te biosintetskih transformacija (A. oryzae, A. niger).
Medutim, ove vrste znaCajne su u kvarenju namirnica te proizvode aflatoksine kao
najznacajnije mikotoksine, ali i OTA, CPA i STC (Pleadin i sur., 2018; Samson i sur., 2019;
Pitt i Hocking, 2009; Zadravec i sur., 2019).

Vrsta A. flavus je najznacajniji producent aflatoksina po kojem je i dobila ime, a takoder ima i
sposobnost produkcije CPA. A. flavus je Siroko rasprostranjena zbog proizvodnje velikog
broja spora koje se lako Sire zrakom. Visoke temperature i relativno niska vlaznost zraka
pogoduju njenom rastu. Optimalna temperatura rasta je oko 33 °C, a minimalni aw za rast
0,78. Raspon temperature i aw za proizvodnju AFB1 kod vrsta A. flavus i A. parasiticus je 12 -
40 °C te aw veci od 0,84, dok pH mozZe biti 3 - 8 ili veéi. Optimalni uvjeti za proizvodnju
AFB1 kod A. flavus su pri temperaturi od 33 °C i aw od 0,99 (Pitt i Hocking, 2009). Plijesan A.
versicolor, koju se moze naci na uskladiStenim zitaricama, za¢inima, orasastim plodovima te
trajnim mesnim proizvodima, moze producirati mikotoksin STC. MozZe rasti pri niZzim
temperaturama nego vecina drugih Aspergillus vrsta. Minimalna temperatura za rast je 9 °C,
dok je optimalna oko 27 °C, a minimalni aw za rast je 0,78. Optimalni temperaturni raspon za
biosintezu STC kod A. versicolor je izmedu 23 i 29 °C (Lesi¢ i sur., 2019). A. ochraceus i A.
niger mogu producirati OTA. A. ochraceus je jedan od najc¢es¢i producenata OTA, a uz njega
sintetizira i u manjoj koli¢ini i manje toksicne okratoksin B i C, penicilinsku kiselinu i
emodin. lzolati A. ochraceus rastu intezivno pri 37 °C. Na mediju baziranom na NaCl,
zabiljezeni minimalni aw za rast je 0,81 (Samson i sur., 2019; Pitt i Hocking, 2009). Raspon
temperature pri kojoj moze do¢i do produkcije OTA je 12 - 35 °C za A. ochraceus. A. niger se
uobicajeno smatra bezopasnom plijesni budu¢i ima Siroku primjenu u industriji poput

proizvodnje enzima te biotransformaciji, ali istrazivanje Arbaca i sur. (1994) pokazalo je da
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su 2 od 19 izolata A. niger bila sposobna producirati OTA. Vrsta je lako prepoznatljiva, s
bijelim micelijem te crnim glavama konidija. Crne spore omogucavaju zastitu od suncevog i
UV svjetla, $to omoguéava kompetitivnu prednost u toplijim klimatskim regijama. Cesto je
izoliran sa suSenih proizvoda, upravo poput trajnih mesnih proizvoda ili za¢ina. Minimalne
temperature rasta A. niger su 6 - 8 °C, optimalne oko 35 — 37 °C, a minimalni aw za rast iznosi
0,77 (Samson i sur., 2019; Pitt i Hocking, 2009).

2.2.1.2. Rod Penicillium

Penicillium (lat. penicillium = kist) je raznovrsan rod plijesni s preko 354 prihvacene vrste. U
usporedbi sa Aspergillus vrstama, Penicillium vrste su brojéano raznovrsnije te imaju Siri
raspon staniSta (sa Sirokim rasponom fizikalno-kemijskih okolnih ¢imbenika: temperature, aw,
pH i redoks potencijala). Mnoge Penicillium vrste su uobi¢ajeni kontaminanti na razli¢itim
supstratima, ali neke vrste se povezuju sa specifiénim proizvodima, poput P. digitatum i P.
italicum sa vo¢em. Kolonije uobiCajeno rastu brzo, ¢esto u nijansama sivo-zelene boje,
ponekad bijele, uglavnom se sastoje¢i od gustog micelija s konidiosporama. Svaka vrsta ima
specifine uvjete za rast 1 proizvodnju ekstrolita, tj. sekundarnih metabolita. Velik broj vrsta
povezuje sa potencijalnom proizvodnjom veéeg broja mikotoksina, od kojih su najznacajniji
OTA, patulin, CIT 1 CPA. Pored Stetnog utjecaja nekih od ovih vrsta plijesni na zdravlje ljudi,
neke se pak vrste koriste u proizvodnji fermentiranih namirnica, poput sireva, trajnih mesnih
proizvoda i desertnih vina, kao starter kulture plemenitih plijesni ili pak u proizvodnji
antibiotika penicilina. Najcesc¢e kulture plijesni koje se koriste u proizvodnji plemenitih sireva
su P. camemberti, P. roqueforti, a kod antibiotika P. chrysogenum te P. notatum (Pleadin i
sur., 2018; Samson i sur., 2019; Pitt i Hocking, 2009).

Medu Penicillium vrstama, P. nordicum i P. verrucosum su dobro poznati producenti OTA u
hladnijim temperaturnim regijama. P. nordicum moze rasti pri niskim temperaturama (10 - 25
°C) te na supstratima sa visokom koncentracijom proteina i soli (5 %) upravo poput trajnih
mesnih proizvoda. lako je P. verrucosum cesci kontaminant zitarica, takoder se pronalazi na
mesnim proizvodima, te uz OTA moze producirati i CIT. P. verrucosum optimalno raste pri
20 °C, dok mu je minimalan aw za potreban za rast 0,80. Obje vrste obitavaju u arktickim i
umjerenim temperaturnim regijama. P. verrucosum i P. nordicum mogu producirati OTA u
Sirokom temperaturnom rasponu (2 — 31 °C). Minimalni aw za produkciju OTA je 0,85 (Pitt i
Hocking, 2009). Znacajan producent CIT je P. citrinum, plijesan koja se opcenito smatra

jednom od najcesc¢ih vrsta plijesni, dok su konidiospore citrinina jedna od najces¢ih spora u
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zraku. Njegova sposobnost rasta na aw nizoj od 0,80 i temperatura od 5 °C pomaze ovoj vrsti
da osigura niSu u Sirokom rasponu stanista, a takoder Cesto predstavlja jednu od zastupljenijih
vrsta plijesni u mesnim proizvodima. P. citrinum moze producirati CIT u rasponu temperature
15 — 37 °C, a optimalno pri 30 °C (Pitt i Hocking, 2009). Plijesan P. commune je jo$ jedan
dominanti kontaminant na razliitim vrstama trajnih mesnih proizvoda, a sposobna je
producirati CPA. P. commune ima sposobnost rasta pri temperaturama hladnjaka. Dokazano
je da P. commune proizvodi CPA u temperaturnom rasponu od 12 - 30 °C te aw ve¢em od
0,90 na mesnom supstratu. Primarno je prepoznata kao uzro¢nik kvarenja sira, ali zabiljezeno
je i da je uzro¢nik senzorskih promjena tijekom zrenja Sunki opisanih kao “phenol-defect”

(Samson i sur., 2019; Pitt i Hocking, 2009).

2.2.2. Metode identifikacije plijesni

Identifikacija plijesni objavljena u istrazivanjima iz posljednjih dvadesetak godina ve¢inom se
temeljila na primjeni pojedinacnih metoda identifikacije, bilo tradicionalne odnosno
isklju¢ivo morfoloske ili isklju¢ivo molekularne identifikacije koriste¢i ITS (engl. Internal
Transcribed Spacer) regiju. U manjem broju istrazivanja koristena je kombinacija morfologije
i molekularnih podataka. ITS regija se smatrala sluzbenim DNA markerom za identifikaciju
plijesni na razini vrste. Medutim, taksonomija toksikotvornih plijesni je komplicirana, osobito
za plijesni roda Penicillium, Aspergillus, Alternaria i Fusarium, ¢ija je klasifikacija jo§ u
tijeku, a nove vrste se 1 dalje opisuju (Raja i sur., 2017). Posljednjih godina je preporuceno u
identifikaciji toksikovornih plijesni Koristiti polifazni pristup, koji je predloZzen u
bakteriologiji 1996. godine, a koji uz tradicionalni opis makro- i mikro- morfoloskih
karakteristika, uklju¢uje 1 molekularne metode identifikacije analizom karakteristi¢nih

genskih markera DNA (Frisvald, 2011).

2.2.2.1. Tradicionalne metode identifikacije

U tradicionalnoj identifikaciji plijesni koristi se morfologija, makromorfologija koja
podrazumijeva kolonije na hranjivoj podlozi te mikromorfologija za fenotipske karakteristike
kao S§to su strukture spora koje nastaju kao rezultat spolne i nespolne reprodukcije.
Tradicionalna metoda identifikacije je bitna kako bi se razumjela evolucija morfoloSkih
karakteristika 1 rutinski se koristi u istrazivanjima taksonomije plijesni do razine roda,
medutim, primjena ove metode nije dovoljna 1 pomocu nje ne moze se uvijek sa sigurnoscéu

provesti identifikacija plijesni na razini vrste. ldentifikacija plijesni samo na temelju
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morfologije je izazovna buduci da postoji ograni¢en broj morfoloskih karakteristika koje se
mogu upotrijebiti za identifikaciju. Dodatni problemi mogu biti, primjerice, Sto neki sojevi
plijesni ne razviju uvijek ni fenotipske karakteristike na temelju kojih ih se moze morfoloski
identificirati (Raja i sur., 2017). Isto tako, sojevi okarakterizirani u jednom laboratoriju mogu
izgledati druk¢ije kada se uzgoje u drugom laboratoriju zbog npr. razlike u temperaturi,
osvjetljenju, vlaznosti ili hranjivim tvarima, $to otezava usporedbu medu rezultatima razli¢itih
istrazivanja (Visagie i sur., 2014), iako je utjecaj navedenih c¢imbenika smanjen
standardizacijom tehnika pripreme medija, nacjepljivanja i inkubacije (Okuda i sur., 2000).
Za identifikaciju plijesni potrebno je pravilno izolirati Ciste kulture s odredene namirnice.
Ciste kulture se potom nacjepljuju na izabrane standardne hranjive podloge u tri totke na
kojima se odreduju makroskopska svojstva poraslih kolonija poput: boje povrsine i poledine
porasle kolonije, promjera, oblika i teksture kolonije, boje podloge, stupnja rasta, prisutnosti
eksudata te porast pri razli¢itim temperaturama (npr. 4 °C i 37 °C) (Samson i sur., 2019). Pri
opisu kolonija plijesni koristi se specifi¢na terminologija, uz upotrebu atlasa. Knjige Samson i
sur. (2019) te Domsch i sur. (2007) mogu se koristiti za morfolosku identifikaciju do razine
roda. Penicillium i Aspergillus izolati uglavnhom se nacjepljuju na hranjive podloge kao §to su
Czapekov agar (engl. Czapek Yeast Extract Agar, CYA), maltozni agar (engl. Malt Extract
Agar, MEA), kreatinin saharozni agar (engl. Creatine Sucrose Agar, CREA) te zobeni agar
(engl. Oat Meal Agar, OAT) (Frisvald, 2011; Samson i sur., 2019). Penicillium izolati mogu
se morfoloski identificirati do razine vrste uz pomo¢ Samson i sur. (2019), Pitt i Hocking
(2009), Frisvald i Samson (2004) te Pitt (1979). Aspergillus izolati se mogu identificirati do
razine vrste morfoloski uz primjenu Samson i sur. (2019), Pitt i Hocking (2009), Samson i
Varga (2007) te Raper i Fennell (1965). Za promatranje mikromorfoloSkih znacajki plijesni
najcesce se izraduju mikroskopski preparati u laktofenolnom modrilu. Prilikom promatranja
mikroskopskih preparata vazno je uociti oblik, boju i dimenzije stijenki, vezikula i metula (u
slucaju da su prisutne), fijalida te konidija.

Tradicionalna metoda identifikacije plijesni zahtijeva puno vremena te dobro poznavanje
taksonomije plijesni. Cak i u sluéaju velikog iskustva i struénosti, identifikacija je uobicajeno
teska za rodove plijesni poput Penicillium i Aspergillus koji sadrze velik broj blisko vezanih
vrsta. Stoga je u sklopu polifaznog pristupa identifikacije plijesni, izolate potrebno potvrditi
ili dodatno identificirati do razine vrste uz primjenu molekularnih metoda koje omogucéavaju

precizniju identifikaciju vrsta.
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2.2.2.2. Molekularne metode identifikacije

Identifikacija na temelju DNA sekvenci danas se moze smatrati standardom u identifikaciji
vrsta plijesni. Ona podrazumijeva tzv. DNA barcoding gdje se nepoznata sekvenca usporeduje
sa bazom podataka sekvenci te se vrsta identificira na temelju sli¢nosti sekvenci, a moze
podrazumijevati i DNA taksonomiju gdje se nepoznata vrsta pokusava identificirati stavljajuci
je u evolucijski okvir sa drugim homolognim sekvencama iz baze kako bi se procijenio
filogenetski odnos (Raja i sur., 2017).

Pojam sekvenciranja DNA podrazumijeva odredivanje slijeda nukleotidnih baza, adenina (A),
gvanina (G), citozina (C) i timina (T) DNA fragmenata. Da bi se dobila DNA sekvenca,
prethodno je potrebno genomsku DNA ekstrahirati iz stanica plijesni te nakon toga lokus od
interesa umnoziti lanéanom reakcijom polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction,
PCR). PCR produkti se po potrebi provjeravaju elektoroforezom i procis¢avaju te potom
sekvenciraju kako bi se dobile DNA sekvence koje se usporeduju sa drugim poznatim
sekvencama istog lokusa u bazama podataka. Odabir lokusa odnosno genskog markera ili
ciljane sekvence specificne za toksikotvorne plijesni predstavlja kljuan korak prije pocetka
analize. U identifikaciji vrsta plijesni mogu se koristiti razliiti lokusi, ali dobar genski marker
treba imati dovoljnu varijabilnost kako bi omoguéio identifikaciju vrsta, ali sa niskom
razinom varijacije unutar vrste te baze podataka s kojima se moze usporediti (Samson i sur.,
2019).

PCR metode su u Sirokoj upotrebi posljednjih desetljeCa za najSire rasprostranjenje
toksikotvorne kontaminante koji pripadaju rodovima Aspergillus, Fusarium i Penicillium, a
takoder i1 Alternaria, Claviceps, Monascus i dr. PCR strategija promatra se u sklopu dva
glavna komplementarna pristupa: ciljaju¢i konzervirane funkcionalne gene ili regije od
taksonomskog interesa ili se usmjeravajuci na gene koji sudjeluju u proizvodnji mikotoksina

(Munaut i Van Hove, 2011).

Lancéana reakcija polimerazom (PCR)

PCR je kao molekularna metoda razvijena 1985. godine za in vitro umnazanje specifi¢nih
odsjeCaka DNA (Munaut 1 Van Hove, 2011). Za provodenje PCR reakcije potrebne su
jednolancane oligonukleotidne pocetnice (engl. primer) koje su komplementarne poc¢etnom 1i
zavrsnom dijelu sekvence DNA koja se zeli umnoziti. Pocetnice su DNA odsjecci sastavljeni

od 20-ak nukleotida ¢iji je redoslijed specifican za odredeni mikroorganizam. Za PCR

reakciju potrebna su i sva Cetiri deoksiribonukletid fosfata (deoksiadenozin trifosfat - dATP,

14



deoksiguanozin trifosfat - dGTP, deoksicitidin trifosfat - dCTP i deoksitimidin trifosfat -
dTTP) te enzim DNA polimeraza (najéesée se koristi DNA polimeraza iz bakterije Thermus
aquaticus - Taq polimeraza). PCR reakcija provodi se u PCR uredaju (engl. thermocycler)
koji zagrijava i hladi uzorke na nacin da postizu temperature karakteristicne za svaki korak
PCR reakcije. PCR je cikli¢ki postupak koji zapocCinje denaturacijom ciljne DNA zbog
zagrijavanja reakcijske smjese na temperaturu od 95 °C kako bi se aktivirale polimeraze.
Zatim slijedi snizenje temperature na 55 °C kako bi se pocetnice mogle vezati za svoje
komplementarne sekvence na odvojenim jednolanCanim uzvojnicama ciljne DNA.
Povisenjem temperature na 72 °C se termostabilna DNA polimeraza ugraduje u novi lanac
DNA. Ponavljanjem ciklusa zagrijavanja i hladenja, multiplicira se trazeni DNA odsjecak.
Uobicajeni broj ciklusa denaturacije, vezanja pocetnica na kalup i produljivanja DNA krece
se od 20 — 40, u kojima koli¢ina umnozene DNA eksponencionalno raste. U kona¢nici nastaje
2n kopija odsjecka DNA, gdje ,,n“ predstavlja broj ciklusa. UspjeSnost PCR reakcije
provjerava se elektroforezom (Katusi¢ He¢imovic, 2007).

Postoje inac¢ice PCR-a poput visestrukog PCR-a koji omogucava istovremeno umnozavanje
dva ili viSe odsjeCaka DNA u pojedinoj PCR reakciji smanjujuéi na taj nacin broj reakcija
koje trebaju biti provedene ili PCR-a u stvarnom vremenu (engl. real time PCR) koji
podrazumijeva pracenje PCR umnozavanja tijekom cijele reakcije te ne zahtijeva

vizualizaciju elektroforezom (Katusi¢ He¢imovi¢, 2007).

i) PCR detekcija pomocu konzerviranih gena
e Ribosomska DNA - ITS regija

Upotreba molekularnih podataka za identifikaciju plijesni zapocela je prije vise od dva
desetljeca sa istrazivanjem White i sur. (1990) koje opisuje pocetnice nuklearnog
ribosomskog operona plijesni. ITS regija podrazumijeva slijed nukleotida ponavljajucih
slijedova nekodiraju¢e DNA smjestenih izmedu male i velike podjedinice ribosomske RNA
(rRNA). Sastoji se od dva segmenta ITS1 i ITS2 podijeljena sa 5.8S rDNA. Postoji velik broj
istrazivanja u kojima je sekvenciran ovaj lokus te posljedi¢no i1 veliki broj referentnih
sekvenci koje su prisutne u bazama podataka, iako one mogu biti i neto¢ne. Takoder,
ograni¢avajuci faktor primjene ove regije je loSa rezolucija za identifikaciju vrsta nekih
rodova plijesni sa velikim brojem wvrsta poput Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium i Trichoderma. ITS regija se stoga pokazala kao pomo¢ u identifikaciji, ali ne i

dovoljno informativnom za to¢nu identifikaciju vrsta unutar ovih rodova plijesni zbog
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nedostatne varijabilnosti. ITS regija svakako moze biti dobra pocetna tocka u identifikaciji

potpuno nepoznatog izolata plijesni (Samson i sur., 2019; Raja i sur., 2017).
e Geni koji kodiraju za proteine

Opéenito najcesce koristeni su elongacijski faktor 1-alpha (TEF1a), kalmodulin (CaM, engl.
CALcium ModuLated protelN), B-tubulin (BenA, tub2) (slika 4), aktin (Act) te druga najveca
podjedinica RNA polimeraze (RPB2). Ovi geni imaju vecu varijabilnost medu vrstama u
odnosu na ITS regiju i Cesto sadrze introne koji su visoko varijabilni, $to ih ¢ini dobrim
odabirom za identifikaciju vrsta. Odabir gena ovisi 0 samom organizmu odnosno rodu plijesni
pa se tako za identifikaciju Penicillium vrste preporuca regija B-tubulina, a za Aspregillus

vrste regija kalmodulina ili obje (Samson i sur., 2019).

a- i B-tubulin su dvije podjedinice od 55 kDa koje su u ekvimolarnim koli¢inama sastavni dio
mikrotubula, glavnih elemenata citoskeleta pronadenih u svim eukariotskim stanicama te
imaju kljuénu ulogu u nekoliko vitalnih stani¢nih mehanizama kao S$to je segregacija
kromosoma u mitozi, unutarstani¢ni transport, cilijarno i flagelarno vezivanje te strukturna
potpora citoskeleta. Geni koji kodiraju za a- 1 B-tubulin imaju odredene evolucijske razlike u

sekvencama izmedu rodova i vrsta pa se mogu koristiti u svrhu taksonomije (Munaut i Van

Hove, 2011).
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Slika 4. Prikaz benA regije B-tubulina kod vrste A. aculeatus te polozaj pocetnica Bt2a i Bt2b
(modificirano prema Hubka i Kolarik, 2012)

Kalmodulin je protein koji veze kalcij te je eksprimiran u svim eukariotskim stanicama gdje
sudjeluje u signalnim putevima koji reguliraju mnoge neophodne procese kao Sto su rast,
proliferacija i kretanje. Kalmodulin je 17 kDa protein s Cetiri mjesta vezivanja za Ca?".
Pripada skupini obitelji “EF 8Saka” proteina. "EF Saka” nastaje iz slijeda uzvojnica-petlja-
uzvojnica te je mjesto vezivanja Ca®* iona u mnogim proteinima koji su osjetljivi na promjene

koncentracije kalcija. Protein je relativno malen, a evolucijski visoko konzerviran $to gen koji
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kodira za ovaj protein ¢ini dobrim izborom za taksonomske i filogenetske studije, odnosno,
PCR testove (Chin i Means, 2000).

ii) PCR detekcija pomo¢u gena ukljucenih u biosintezu mikotoksina

Za potrebu brze identifikacije toksikotvornih plijesni koje kontaminiraju hranu istrazivanja su
usmjerena na razvoj osjetljivih i specifi¢énih metoda detekcije uz pomo¢ PCR umnoZzavanja
jednog ili viSe gena koji kodiraju za enzime ili regulatorne faktore ukljucene u biosintezu
mikotoksina. Medutim, za veéinu mikotoksina biosintetski putevi nisu potpuno
okarakterizirani pa su tako i geni koji kodiraju za enzime ukljuéene u biosintezu ovih
sekundarnih metabolita slabije poznati (Munaut i van Hove, 2011).

lako je OTA jedan od znacajnijih mikotoksina, njegov put biosinteze nije jo§ potpuno
razjasnjen. Klaster gena za biosintezu OTA koji ukljucuje gen koji kodira za alkalin serin
proteazu (ASP), OTA neribosomsku peptid sintazu (NRPS) te jedan dio gena koji kodira za
OTA poliketid sintazu (PKS) identificirani su kod vrste P. nordicum (Geisen i sur., 2006).
Pronadeno je da je PKS gen kod A. ochraceus eksprimiran zajedno sa 2 gena za P450
monooksigenaze, $to upucuje na njihovu ukljucenost zajedno sa PKS u biosintezu OTA
(O’Callaghan i sur., 2006). Geisen i sur. (2004) koristili su degenerativne pocetnice kako bi
detektirali i okarakterizirali dio gena OTA PKS kod P. nordicum. Pokazalo se da ova metoda
PCR-a u stvarnom vremenu sa pocetnicama koje generiraju fragment od 500 pb OTA PKS
omogucava specificnu detekciju te pracenje produkcije OTA kod P. nordicum, ali daje
negativne rezultate s drugim Penicillium i Aspergillus vrstama koje su potencijalni OTA
producenti, kao $to su P. verrucosum, A. carbonarius, A. niger te A. ochraceus. Dao i sur.
(2005) su dizajnirali dva seta specifi¢nih pocetnica DNA sekvence PKS gena iz A. ochraceus
koji umnaza specificnu regiju bilo iz OTA (A. carbonarius, A. melleus, A. ochraceus i P.
verrucosum) ili CIT (P. citrinum, M. ruber) producenata.

Sinteza aflatoksina temelji se na kompleksnom biosintetskom putu koji ukljucuje najmanje 25
strukturnih te 2 regulatorna gena. Put biosinteze sterigmatocistina dijeli homologne gene
izuzev zadnjeg koraka pretvorbe sterigmatocistina u aflatoksine (Yu i sur., 2004). Klaster
gena za biosintezu aflatoksina i sterigmatocistina prikazan je na slici 5. Koriste¢i pocetnice
dizajnirane na aflD (nor-1), aflM (ver-1) te aflP (omtA) genima, razvijen je tripleks PCR koji
daje uzorak od tri vrpce kod aflatoksin produciraju¢ih sojeva A. favus i A. parasiticus te
takoder i sterigmatocistin- producirajuce plijesni A. versicolor (Geisen, 1996). Sli¢no su i kod

kvadripleks PCR-a sa 4 seta pocetnica za aflD (nor-1), aflM (ver-1), aflP (omtA) te aflR gene
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Criseo i sur (2001) pokazali kako aflatoksikogeni sojevi daju Cetverostruki uzorak. U oba
istrazivanja, ne-aflatoksikogeni sojevi su dali razlicite rezultate sa jednom, dvije, tri ili ¢ak i
cetiri vrpce, tako da se nisu mogli razlikovati od producirajuéih sojeva, te je zakljuceno da je
potrebno razviti tehnike kojima bi bila omoguceno potpuno razlikovanje producirajucih i ne-
produciraju¢ih sojeva. Yang i sur. (2004) su opisali uspjeSnu primjenu multipleks PCR za
detekciju potencijanih aflatoksikogenih vrsta koriste¢i pocetnice za 3 biosintetska gena afll
(avfA), aflM (ver-1) i aflP (omtA) uz ITS regiju kao pozitivnu kontrolu. Cetiri DNA fragmenta
su umnozena kod svih aflatoksikogenih A. flavus i A. parasiticus sojeva. Istrazivanje je
takoder pokazalo kako niti jedan od ne-aflatoksikogenih sojeva A. flavus i A. oryzae nije imao
sve fragmente, upucujuéi na to da su razliciti tipovi mutacija doveli do inaktivacije afla-

biosintetskog puta.
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Slika 5. Shematski prikaz klastera gena za biosintezu aflatoksina/ sterigmatocistina

ukljucujuéi stariju i noviju nomenklaturu (modificirano prema Caceres i sur., 2020)

Utvrdeno je i da se uz klaster gena za sintezu aflatoksina kod vrsta A. flavus i A. oryzae nalazi
i Klaster gena za sintezu CPA. U tom klasteru karakterizirana su tri gena: maoA koji kodira za
monoamin sintazu, dmaT koji kodira za dimetilaliltriptofan sintazu i pks-nrps koji kodira za
hibrid poliketid sintazu-neribosomsku peptid sintazu (Chang i sur., 2009). PCR metoda u
stvarnom vremenu koja umnaza dmaT gen pokazala se efikasnom u odredivanju plijesni koje

mogu producirati CPA u hrani (Rodriquez i sur., 2012a).

Baze podataka — sekvenci

Dobivena sekvenca specificnog izolata plijesni se usporeduje sa drugim sekvencama u javnim
bazama podataka, od kojih su one najpoznatije navedene u tablici 1. Od navedenih jedino
GenBank sadrzi podatke sa regijama B-tubulina i kalmodulina, dok se ostale baze uglavnom

temelje na ITS regiji. Pristup na kojem se temelji interpretacija sli¢nosti sekvence je pomocu

18



tzv. "percent identity score". To¢na identifikacija plijesni na temelju DNA sekvenci ovisi o
koli¢ini podataka odnosno sekvenci u bazama podataka. U grubo re¢eno, postoje dva tipa
rezultata, ili je sekvenca 100 % identi¢na jednoj ili viSe sekvenci iz baze ili to nije. Ako je
sekvenca od upita 100 % identi¢na sekvenci iz baze to je indikacija da su vrste iste. Ako
postoji manje od 100 % podudaranosti, nekoliko je na¢ina za tumacenje rezultata (Samson i
sur., 2019). Prema Geiseru i sur. (2004), rezultati se tada mogu interpretirati na slijedeci
nacin: i) sekvenca od upita moze biti alel poznate vrste - u tom ¢e slucaju usporedba sekvenci
dati takoder podatke blisko vezanih vrsta; ii) sekvenca predstavlja poznatu vrstu, ali nema
podataka o sekvenciranom lokusu ove vrste u javnim bazama podataka; iii) sekvenca od upita

predstavlja novu vrstu te iv) sekvenca od upita odgovara vrsti koja je trenutno slabo opisana.

Tablica 1. Popis baza podataka za identifikaciju vrsta plijesni (Raja i sur., 2017; Samson i
sur., 2019)

Ime baze podataka URL
Barcode of Life Database, BOLD http://www.boldsystems.org/index.php/IDS_OpenldEngine
CBS-KNAW http://www.cbs.knaw.nl/Collections/BioloMICSSequences.aspx
Fusarium-ID http://isolate.fusariumdb.org
Fungal barcoding http://www.fungalbarcoding.org
RefSeq Target Loci (RTL) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/targetedloci/
ISHAM, The international society
for Human and Animal Mycology nitp:/fits mycologylab.org
@ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide>

2.3. Mikotoksini

Mikotoksini (gré. myces = gljiva, toxicon = otrov) su sekundarni metaboliti plijesni, kemijski
spojevi niske molekularne mase (Mr < 700) koji se razlikuju svojom kemijskom strukturom,
sintetskim putem, podrijetlom i bioloskim uéincima u Zivim organizmima. Do danas je
identificirano oko 300 vrsta toksikotvornih plijesni koje sintetiziraju preko 1000 razlicitih
mikotoksina i njihovih metabolita (Delas, 2010).

U prehrambeni lanac ljudi 1 Zivotinja mikotoksini ulaze putem hrane. Glavni izvor

mikotoksina kod ljudi predstavljaju razliCite Zitarice i proizvodi na bazi zitarica, zalini,
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orasasti plodovi te proizvodi zivotinjskog podrijetla, kao §to su meso i mesni proizvodi te
mlijeko 1 mlijecni proizvodi. Kontaminacija namirnica mikotoksinima zapocinje jo$ na polju i
moguéa je u svim fazama proizvodnje ,,od polja do stola®, ukljucujuéi skladistenje.
Mikotoksini uneseni u organizam izazivaju bolesti nazvane mikotoksikozama, ¢ija tezina
ovisi o toksi¢nosti mikotoksina, opsegu izloZenosti, dobi i nutritivnom statusu pojedinca
te moguéim sinergistickim u¢incima vise razli¢itih mikotoksina (Pleadin i sur., 2018).

Upravo zbog velike raznolikosti, jedinstvena sistematizacija mikotoksina nije moguca, ali ih
se moze podijeliti s obzirom na vrstu plijesni koja ih proizvodi (aspergilus i penicilium
toksini, fuzarijski toksini, alternaria toksini), kemijsku strukturu (npr. kumarini, laktoni,
seskviterpeni), nacin djelovanja u organizmu (hepatotoksic¢ni, nefrotoksi¢ni, citotoksi¢ni,
imunotoksicni te estrogeni) te prema mjestu nastanka, odnosno podrijetlu (mikotoksini polja
te mikotoksini skladistenja) (Pleadin i sur., 2018).

Najznacajnije skupine i vrste mikotoksina koje kontaminiraju hranu prikazane su na slici 6.

—> Ergot alkaloidi
I Fumonizin T-2 / HT-2 toksini
- Fuzarijski Trihotecen Deoksinivalenol (DON)
MIKOTOKSINI —> Citrinin (CIT) Zearalenon (ZON)
> Patulin
> Aspergillus sp. & ||
Penicillium sp.
> Aflatoksini

'» Okratoksin A (OTA)

Ly Alternaria

Slika 6. Prikaz najznacajnijih skupina mikotoksina

2.3.1. Mikotoksini u tradicionalnim mesnim proizvodima

Mikotoksini koji opcenito imaju najveci javnozdravstveni znacaj S obzirom na njihovu
toksi¢nost 1 pojavnost u mesu i mesnim proizvodima su AFB1 i OTA. Utvrdeno je da je OTA

dominantni kontaminant mesnih proizvoda, dok se AFB: pojavljuje s manjom ucestalos¢u i u
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manjim koncentracijama (Markov i sur., 2013; Pleadin i sur., 2015a; Zadravec i sur., 2019;
Roncanda i sur., 2020). Osim AFB1 i OTA, neke vrste plijesni pronadene na povrsini TMP,
mogu producirati i mikotoksine kao §to su CIT, CPA i STC (Zadravec i sur., 2019) (slika 7),
no njihov utjecaj na kvalitetu i sigurnost mesnih proizvoda, te posljedi¢no 1 na ljudsko
zdravlje, jo§ uvijek nije dovoljno istrazen (Bailly i Guerre, 2009). Spoznaje o pojavnosti i
izlozenosti potrosaca CIT, STC i CPA su nedvojbeno nedostatne, iako su i ovi mikotoksini
dokazano toksi¢ni (Bailly i Guerre, 2009; EFSA, 2012; EFSA, 2013). Literaturno je opisana i
moguca zajednicka pojavnost CIT i OTA te AFB:1 i STC, odnosno AFB; i CPA, u razli¢itim
namirnicama (EFSA, 2012; EFSA, 2013; Ostry i sur., 2018).

O o)

Slika 7. Strukture mikotoksina koji se mogu nac¢i u mesnim proizvodima: AFB; - aflatoksin
B1, OTA - okratoksin A, CIT — citrinin, STC — sterigmatocistin, CPA — ciklopiazoni¢na
kiselina (modificirano prema Pleadin i sur., 2018)
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Budu¢i da neka istrazivanja pokazuju prisutnost STC u zainima te hrani za Zivotinje, postoji i
mogucnost takve neizravne kontaminacije mesa i proizvoda od mesa ovim mikotoksinom.
Prvi podatak o STC u zacinima odnosio se na zacine iz Indije, gdje je STC detektiran u crnom
papru (105 - 125 pg/kg) te komoracu (142 ug/kg) (Saxena i Mehrotra, 1989). Takoder, STC
kao prekursor AFB:1 i sekundarni metabolit plijesni rodova Aspergillus i drugih, moze i
izravno kontaminirati mesne proizvode.

Buduc¢i da su pojedini autori u svojim ranijim studijama istaknuli mogucu pojavnost CPA u
mesnim proizvodima ¢ak i u vrlo visokim koncentracijama, u posljednjem desetlje¢u
istrazivanja su usmjerena na razvoj osjetljivih analitickih metoda za analizu CPA te je i
potvrdena pojavnost ovog mikotoksina u visokim koncentracijama u pojedinim vrstama
mesnih proizvoda (Bailly i sur., 2005; Bailly i Guerre, 2009; Alapont i sur., 2014; Vuli¢ i sur.,
2021). U analiziranoj hrani, CPA se Cesto pojavljuje zajedno sa aflatoksinima ili drugim
mikotoksinima te je iz tog razloga EFSA CONTAM Panel naglasio vaznost za procjenom
istovremene izlozenosti CPA i AFB; (Ostry i sur., 2018).

Nastanak mikotoksina je takoder klimatski uvjetovan, tako da njihova pojavnost moze varirati
po godinama proizvodnje TMP. Nepredvidive vremenske prilike i ucestala pojavnost
razli¢itih bolesti porijeklom iz hrane, koje uzrokuju mikotoksini i ostali kontaminanti
uvjetovani promjenom klime, negativno utjecu na produktivnost poljoprivrede i naruSavaju
globalnu dostupnost zdravstveno ispravne hrane. Utjecaj klimatskih promjena na nastanak
mikotoksina je tesko predvidjeti zbog kompleksnog medudjelovanja razlicitih faktora (Pleadin
i sur., 2020).

Koncentracije mikotoksina odredene u ranijim istrazivanjima hrvatskih tradicionalnih mesnih

proizvoda te u mesnim proizvodima iz drugih zemalja prikazane su u tablici 2.
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Tablica 2. Pojavnost mikotoksina u mesnim proizvodima

Vrsta Br. % Raspon
: Mikotoksin | analizirani | pozitivnih | koncentracija Zemlja Referenca
proizvoda
h uzoraka uzoraka (ukg?)
AFB; 10 0 <LODiLOQ
Kobasice . 5
OTA 10 0 <LODiLOQ Spanjolska Bernaldez i
sur., 2013
Kobasice AFB; 150 0,6 7 Egipat Aziz i Youssef,
1991
Kobasice 100 45 7-8 Italija lacumin i sur.,
2009
Slavonski 99 41 1,82-17,00 Hrvatska Pleadin i sur.,
kulen 2015¢
Parma oTA 22 4 56 - 158 Danska | Sorensenisur,
2010
Trajne 450 24 0,11 - 625,7 Italija lacumin i sur.,
kobasice 2011
Trajne 9 25 ovitaka | 0,25 - 98,52 Italija Roncada i sur.,
kobasice 2020
Fermentirani OTA 64 1,23-7,83 Markov i sur.
mesni CIT %0 4 10-13 Hrvatska 2013
proizvodi AFB; 10 1,0-3,0
Tradicionalni AFB; do11 do 1,69 Pleadin i sur.,
. 410 Hrvatska
mesni OTA do 20 do 9,95 2015a
proizvodi
Tradicionalni AFB]_ 8 do 1,92 Zadravec i sur.,
. 160 Hrvatska
mesni OTA 14 do 6,86 2020
proizvodi
Trajne OTA 88 15 do 0,48 Hrvatska Kudumija i
kobasice AFB; 88 0 <LOD sur., 2020
Priuti 61 44 36 - 540 Spanjolska Peromingo i
CPA sur., 2018
Trajne 47 15 2,55 - 59,80 Hrvatska Vuli¢ i sur,
kobasice 2021
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Mikotoksini se u TMP mogu naci izravnim putem, kao posljedica produkcije toksikotvorne
plijesni ili putem tzv. carry-over efekta, odnosno prijenosom od mesa domacih zivotinja koje
su konzumirale krmiva ili krmne smjese onec¢iS¢ene mikotoksinima, te neizravnim putem
preko kontaminiranih zac¢ina i drugih sirovina koje se koriste u njihovoj proizvodnji (Pleadin i

sur., 2021) (slika 8).

Kontaminacija toksikotvornim plijesnima
B Nepozeljne plijesni
B Starter kulture plijesni

Osnovni sastojci
B  Meso (izvor, postotak)
B Svinjska krvna plazma
B Svinjska jetra

Drugi sastojci

Zacini i bilje

Drugi sastojci biljnog podrijetla
Bojila fungalnog podrijetla

G
G
ry
B Sir

Slika 8. Izvori kontaminacije mesnih proizvoda mikotoksinima

Kontaminacija mikotoksinima kao posljedica produkcije plijesni

Brojna istraZzivanja su pokazala da su mikotoksini pronadeni u TMP u najve¢oj mjeri
posljedica proizvodnje toksikotvornih vrsta povrSinskih plijesni rodova Penicillium i
Aspergillus (Comi i sur., 2004; lacumin i sur., 2009; Asefa i sur., 2010; lacumin i sur., 2011).
Medutim, rast toksikotvornih plijesni ne zna¢i nuzno da su mikotoksini prisutni u namirnici, a
isto tako, odsutnost vidljivih plijesni ne zna¢i da nema prisutnih mikotoksina (Pleadin i sur.,
2018). Na proizvodnju mikotoksina u mesnim proizvodima utjecu razliciti bioloski i okoli$ni
¢imbenici (slika 9) (Sgrensen i sur., 2009).

Povrsinske plijesni produciraju mikotoksine pod odredenim uvjetima proizvodnje i pohrane, i
to temperature, pH vrijednosti, aw, oSte¢enja ovitka, prisutnosti koze, pukotina te nedostatnog
pranja i ¢etkanja povrsSine TMP odnosno nekontroliranog rasta plijesni (tablica 3) (lacumin i
sur., 2009; Asefa i sur., 2011; Rodriguez i sur., 2012b; Zadravec i sur., 2019). Uvjeti

proizvodnje mogu utjecati izravno ili neizravno na nastanak mikotoksina, ili utje€u¢i na sam
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rast i razvoj plijesni, na dostupnost prekursora potrebnih u biosintezi ili na ekspresiju i
aktivnost enzima ukljucenih u biosintetski put (Sgrensen i sur., 2009).

Produkcija mikotoksina ovisi o klimatskim ¢imbenicima koji su karakteristi¢ni za odredeno
geografsko podrugje, a variraju na godiSnjoj razini. Interakcija klimatskih promjena, kao $to je
povisSena koncentracija ugljicnog dioksida, porast temperature te ekstremne izmjene kiSnih 1
susnih razdoblja, imaju znacajan utjecaj na rast plijesni i pojavu mikotoksina (Pleadin i sur.,
2020). Optimalna temperatura za proizvodnju vecine mikotoksina je izmedu 20 — 30 °C, a aw
iznad 0,65 (Pleadin i sur., 2018).

Vrijeme /
Razvoj

Primarni metabolizam

7 - Izvor biosinteze
rsta - Dostupnost kofaktora

- Fiziologija l

Sekundarni metabolizam - Nutrijenti, pH, a,,

- Indukcija gena i regulacija - Temperatura, RH

- Atmosfera

- Antimikrobne tvari

- Drugi mikroorganizmi

PROIZVODNJA

MIKOTOKSINA

Slika 9. Cimbenici koji mogu utjecati na proizvodnju mikotoksina (modificirano prema

Sgrensen i sur., 2009)
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Tablica 3. Raspon aktiviteta vode (aw) i temperature za produkciju mikotoksina u mesnim

proizvodima (prema Sgrensen i sur., 2009; Pleadin i sur., 2021)

Mikotoksin Vrsta plijesni Temperatura (°C) Aktivitet vode (aw)
Aflatoksin B A. flavus/ A. parasiticus 12-35 > 84
. A. ochraceus/ A. niger 10-35 >87/>90
Okratoksin A P. nordicum 15-30 i
P. verrucosum 2-34 > 85
Citrinin P. citrinum 15-37 -
Ciklopiazoni¢na P. commune 12-30 >90

kiselina

Citrinin mogu sintetizirati plijesni iz roda Penicillium od kojih uz najznacajniju P. citrinum
mogu i P. verrucosum, P. expansum te P. notatum, ali i plijesni roda Monascus, poput
Monascus ruber i M. purpureus te vrste roda Aspergillus. Pokazalo se da je P. citrinum
producirala CIT nakon 4 dana inkubacije pri 20 °C na Sunkama, pri ¢emu je koncentracija
nakon 16 dana bila 1330 mg/kg, dok se standard ovog mikotoksina se nije pokazao stabilnim
na povrsini trajnih Sunki (Bailly i sur., 2005).

AFB; proizvode uglavnom Aspergillus vrste poput najznacajnije A. flavus te A. parasiticus ili
A. nominus te se stoga u ve¢im koncentracijama nalaze u tropskim i suptropskim podrué¢jima.
Takoder, duga susna razdoblja tijekom godine pogoduju produkciji aflatoksina.

STC poput njegovog prekursora AFB; takoder najcesce sintetiziraju plijesni roda Aspergillus,
a Uz najznacanijeg producenta A. versicolor mogu ga producirati i A. flavus, A. parasiticus te
A. nidulans. Plijesni koje imaju sposobnost biosinteze STC broje oko 55 vrsta, a u njih uz
Aspergillus spadaju i rodovi Emericella, Chaetomium, Botryotrichum i Humicola.

CPA uglavnom sintetiziraju plijesni iz roda Penicillium kao Sto su P. griseofulvum, P.
camemberti, P. commune, P. dipodomyicola te Aspergillus poput A. flavus, A. oryzae, A.
tamarii. Pokazano je da se izolati A. flavus razlikuju s obzirom na sposobnost proizvodnje
CPA (Ki$ 1 sur., 2019). Alapont i sur. (2014) su u istrazivanju prirodne mikroflore
tradicionalnog Spanjolskog prsuta izolirali 33,7 % sojeva plijesni koje produciraju CPA, od
cega su 66,6 % Cinili sojevi P. commune. U tom istrazivanju se takoder za 2 od 5 analiziranih
sojeva P. polonicum, pokazalo da su visoko toksikotvorni i sposobni producirati CPA,
medutim, za to je potrebno sakupiti jo§ dokaza. Inokulacijom P. griseofulvum na trajnim
kobasicama doslo je do znacajne proizvodnje CPA pri nizim temperaturama (npr. 12 °C).
Proizvodnja CPA je je tijekom procesiranja kobasica rasla vjerojatno kao posljedica

otpustanja slobodnih aminokiselina, kao $to je triptofan, izravni CPA prekursor. Smanjenjem
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aw ispod 0,85 u trajnim Sunkama reducirala se proizvodnja CPA kod P. griseofulvum

(Peromingo i sur., 2019).

Kontaminacija mikotoksinima putem zacina

U mesnoj industriji koriste se razli¢iti zacini kako bi mesnim proizvodima dali karakteristi¢an
okus, medu kojima se u svijetu uobi¢ajeno koriste crveni, bijeli i crni papar, slatka i ljuta
paprika, senf, ¢eSnjak, papar, lovor, ruzmarin i cimet. Poznato je da se za¢ini uglavnom uvoze
iz zemalja u razvoju s tropskom i/ili suptropskom klimom, gdje uvjeti poput visokih
temperatura, obilnih oborina i vlage Cesto poti¢u rast plijesni i proizvodnju mikotoksina
odnosno dovode do onecis¢enja zacina mikotoksinima (Pickova i sur., 2020; Pleadin i sur.,
2021). Vrste roda Penicillium i Aspergillus su najées¢i kontaminanti na za¢inima, kao i na
mesnim proizvodima (slika 10).

Nadalje, zacini se obi¢no suSe na tlu na otvorenom u lo$im higijenskim uvjetima koji jo§ vise
poticu razvoj plijesni i proizvodnju mikotoksina (Mandeel, 2005). U za¢inima koji se najcesce
koriste u mesnoj industriji, poput paprike i crnog papra zabiljezene su visoke razine AFB;
(155,7 pg/kg; 75,8 pg/kg) (Gambacorta i sur., 2018) i OTA (177,4 ug/kg; 79,0 pg/kg)
(Gambacorta i sur., 2018; Pleadin i sur., 2015c). S druge strane, iako za¢ini mogu biti izvor
kontaminacije mikotoksinima, u isto vrijeme neki zacini mogu inhibirati rast plijesni (Pleadin

i sur., 2021).
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Slika 10. Kontaminacija trajnih mesnih proizvoda mikotoksinima putem zacina (modificirano

prema Pleadin i sur., 2021)

Kontaminacija mikotoksinima carry-over efektom

Pojam carry-over definiran je kao prijelaz nezeljenih spojeva iz kontaminirane hrane za
zivotinje u hranu zivotinjskog podrijetla. Prirodna kontaminacija Zitarica i hrane za Zivotinje
mikotoksinima Cesto je zabiljezena u svijetu (Binder i sur., 2007), a takoder su i mnoga
istrazivanja pokazala da prisutnost mikotoksina u hrani zivotinjskog podrijetla moZe nastati
kao posljedica hranjenja domacih zivotinja kontaminiranom hranom tijekom proizvodnog
procesa (Pleadin i sur., 2013a; Per$i i sur., 2014). S obzirom na funkciju u organizmu,
opéenito se kod farmskih zivotinja mogu vidjeti ve¢i omjeri prijenosa mikotoksina (OTA) u

tkivo jetre i bubrega u usporedbi s drugim organima ili mi§i¢nim tkivom.
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Kada se zivotinje hrane kontaminiranom hranom ili sirovinama, te namirnice su podvrgnute
enzimskim i1 mikrobnim transformacijama $to dovodi do stvaranja metabolita u crijevima.
Nastali metaboliti se mogu apsorbirati u krvotok zivotinje, a kasnije se mogu izluciti urinom i
izmetom. Toksini koji se ne izluCuju iz organizma opcenito ostaju kao ostaci u jestivim
organima 1 miSi¢ima. Shematski prikaz kontaminacije mesnih proizvoda i izlozenosti ljudi
mikotoksinima dan je na slici 11. Medutim, svi detalji o prijenosu mikotoksina jo$ nisu u
potpunosti razjasnjeni te je potrebno provesti daljnja istrazivanja. Znacajan je prijenos
zabiljezen za mikotoksin OTA 1 to u svinja koje su se pokazale kao najosjetljivija vrsta
zivotinja za ovaj mikotoksin (V0lkel i sur., 2011; Pleadin i sur., 2013a; Persi i sur., 2014;
Adegbeye i sur., 2020). Hranidba svinja tijekom 40 dana sa 0,68 mg OTA dnevno rezultirala
je koncentracijom OTA u dimljenim Sunkama u rasponu od 1,26 — 5,65 pg/kg (Dall’Asta i
sur., 2010). Koncentracije naravno variraju ovisno o duljini izloZenosti, dozi i na¢inu Unosa,
ali najvece su razine zabiljezene u tkivima bubrega, krvi i krvne plazme, S§to zapravo
predstavlja opasnost za proizvodnju specijaliteta poput krvavica, pasteta i kobasica u ¢ijoj se
proizvodnji navedeni sastojci koriste. Za AFB: je takoder zabiljezen carry-over u meso svinja
i to u jetri, miSi¢ima i masnom tkivu (Beaver i sur., 1990). Novije istrazivanje za CIT takoder
pokazuje mogucénost carry-over efekta u jestiva tkiva svinja, ali sa niskom stopom prijenosa
(0,1 — 2 %) (Meerpoel i sur., 2020).
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IzloZenost svinja, carry-over
od stocne hrane do mesa

Mikotoksini u hrani za Zivotinje; Prisutnost mikotoksina u mesu i
mjesne farme gotovim mesnim proizvodima

Mikotoksini u Zitaricama Konzumacija i
pri Zetvi izloZzenost ljudi

Slika 11. Kontaminacija trajnih mesnih proizvoda mikotoksinima carry-over efektom

(modificirano prema Pleadin i sur., 2021)

2.3.1.1. Aflatoksin B1

Struktura i fizikalno kemijska svojstva

Aflatoksini su derivati difurokumarina, a uz AFB1 vazni predstavnici su jos: aflatoksin B>
(AFB.), aflatoksin G1 (AFG:), aflatoksin G2 (AFGy), aflatoksin M1 (AFM3) i aflatoksin M»
(AFMy). AFB; je prema SV0jOj strukturi 4-(methyloxy)-2,3,6a,9a-
tetrahidrociklopenta[c]furo[3',2":4,5]furo[2,3-h]kromen-1,11-dion,  molekulske  formule
C17H1206 1 molekulske mase 312,3 g/mol. Aflatoksini su bezbojni do blijedo zuti kristali koji
fluoresciraju pod UV svjetlom: aflatoksini B1 i B2 plavo po ¢emu su i dobili ime (engl. Blue).
Nestabilini su pod UV svjetlom i u prisutnosti kisika, ekstremnog pH (< 3 ili > 10) ili u
prisutnosti oksidiraju¢ih reagenasa. Netopljivi su u nepolarnim otapalima dok su topljivi u
umjerno polarnim organskim otapalima kao $to je kloroform i metanol. Topljivost u vodi je

10 — 20 mg/L (EFSA, 2020).
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Biosinteza i metabolizam

Put biosinteze aflatoksina zajednicki je sa STC te zapoCinje formiranjem norsolorinske
kiseline, prvog stabilnog metabolita, iz acetil-CoA (Ac-CoA) i malonil-CoA (Ma-CoA), uz
djelovanje enzimskog kompleksa norsolorinska kiselina sintaza. NOR se zatim nizom reakcija
transformira u versikolorin B (VERB). VERB je meduprodukt za sintezu aflatoksina B2
(AFB2) i G2 (AFG>), dok meduprodukt za biosintezu AFB1 i AFG1 nastaje dehidrogenacijom
VERB u versikolorin A (VERA). Konverzijom VERA i VERB, uz djelovanje kompleksa
demetilsterigmastocistin sintaza, nastaju dimetilsterigmatocistin (DMST) i
dihidrodemetilsterigmatocistin (DHDMST). Metilacijom slobodnih hidroksilnih skupina
DMST i DHDMST, djelovanjem enzima O-metiltransferaze | i I, nastaju sterigmatocistin
(STC) i dihidrosterigmatocistin (DHST), odnosno O-metilsterigmatocistin (OMST) i dihidro-
O-metilsterigmatocistin (DHOMST). OMST se prevodi u AFB;1 i AFG1, a DHOMST u AFB:
i AFG; (Cleveland i sur., 2009; Yabe i Nakajima, 2004). Vrste A. nidulans i A. versicolor ne
mogu sintetizirati OMST Kkoji je izravan prekursor AFB: iz STC. Kao posljedica toga,
supstrati obrasli ovim plijesima mogu sadrzavati veée koli¢ine STC koji nije metaboliziran do
AFB:, dok suprotno tome, supstrati koje obrastaju A. flavus i A. parasiticus imaju niske razine
STC jer je veéina prevedena u aflatoksine (Yu 1 sur., 2004).

Najces¢i put unosa gotovo svih aflatoksina jest ingestija, no AFB:1 u organizam moze uéi i
putem koZe. Najvecéa radioaktivnost izotopa *C-AFB; zabiljezena je u jetri razli¢itih vrsta
Zivotinja bez obzira na put izloZenosti. AFB1 se apsorbira u tankom crijevu te distribuira do
jetre gdje prolazi metabolizam faze I. CYP1A2, 2B6, 3A4, 3A5, 3A7, 2A13 te GSTML1 su
enzimi koji kataliziraju metabolizam aflatoksina u ljudi. CYP konvertiraju AFB1 u epokside,
koji su se sposobni kovalentno vezati na DNA i proteine. AFB1 i njegovi metabolit izlu¢uju se
fecesom i urinom. Istrazivanja su pokazala da se njegova 95%-tna eliminacija urinom provede
tijekom 24 h (EFSA, 2020).

Toksic¢ni ucinci u organizmu

AFB; je jedan od najprisutnijih prirodnih karcinogena sa izrazito visokom toksi¢noscu te je
prema IARC-u svrstan u skupinu 1 - spojeva sa dokazanim karcinogenim u¢inkom (IARC,
2002). Uzroc¢nik je karcinoma jetre, ali moZe prouzro€iti 1 karcinom drugih organa. Ostale
bolesti koje se povezuju sa izlozenosti ljudi AFB: su hepatitis i fibroza jetre, sporiji rast kod
djece i Reyev sindrom.

Za $takore su nakon oralnog unosa utvrdene LDso vrijednosti 1 - 18 mg/kg tjelesne mase, dok

su za druge vrste LDso vrijednosti iznosile < 1 mg/kg tjelesne mase.
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U razlicitim organizmima pokazuju genotoksi¢na, teratogena, mutagena, karcinogena i
imunosupresivna svojstva, a klini¢ki simptomi aflatoksikoza ukljucuju vruéicu, povraéanje,
anoreksiju, tahikardiju i edeme. Istrazivanja na¢ina djelovanja ovog mikotoksina su pokazala
njegov inhibicijski uc¢inak na replikaciju DNA 1 RNA te sintezu proteina. Genotoksi¢na

svojstva se ocituju kroz stvaranje DNA adukata te indukciju oksidativnog stresa (EFSA,
2020).

2.3.1.2. Okratoksin A

Struktura i fizikalno kemijska svojstva

OTA je prema svojoj strukturi L-fenilalanin-N-[(5-kloro-3,4-dihidro-8hidroksi-3-metil-1-
okso-1H-2-benzopiran-7-il)karbonil]-(R)-izokumarin, molekulske formule CxH1sCINOsg, a
molekulske mase 403,82 g/mol. Sadrzi p-fenilalanin povezan amidnom vezom s
dihidroizokumarinskom skupinom. OTA je slaba organska kiselina s kristalnom strukturom
koja varira od bezbojne do bijele boje. Pri kiselom i neutralnom pH, OTA je topljiv u
polarnim organskim otapalima, kao §to su alkoholi, ketoni i kloroform, a slabo je topljiv u
vodi, dok je pri alkalnim pH vrijednostima topljiv u vodenoj otopini natrijevog
bikarbonata. U etanolnoj otopini pohranjenoj na 4 — 8 °C, zasti¢enoj od svjetla, stabilan je
preko godinu dana, dok je u metanolnoj otopini pohranjen na -20 °C stabilan i nekoliko
godina. Pod UV svjetlom OTA pokazuje intenzivnu zelenu fluorescenciju u kiselom mediju te
plavu fluorescenciju u alkalnim uvjetima. OTA je otporan na Kisele uvjete i visoku

temperaturu, ¢ime je teze posti¢i dekontaminaciju namirnica (el Khoury i Atoui, 2010).

Biosinteza i metabolizam

Dihidroizokumarinski dio molekule OTA formira se iz acetata i malonata uz pomo¢ poliketid
sintaze, §to ukljucuje kondenzaciju jedne acetatne jedinice (acetil-CoA) do cetiri jedinice
malonata, dok fenilalaninski dio potjece od puta Sikiminske kiseline (Ringot i sur., 2006.; El
Khoury i Atoui, 2010). Jednom formiran, poliketidni se lanac modificira stvaranjem
laktonskog prstena (sinteza meleina) i dodavanjem karboksilne skupine koja potjece od S-
metilmetionina ili natrij formata (sinteza OTp). Nakon toga, atom klora ugraduje se
djelovanjem kloroperoksidaze i sintetizira se OTa. Sintetaza OTA katalizira povezivanje OTa
1 fenilalanina Sto podrazumijeva sintezu OTA (Ringot i sur., 2006).

OTA se brzo apsorbira i distribuira u organizmu, ali se sporo eliminira i izlu¢uje, $to dovodi
do potencijalne kumulacije u organizmu, uglavhom kao posljedicu vezanja na proteine

plazme i njegov spori metabolizam. OTA se metabolizira djelovanjem jetrenih mikrosoma te
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izluCuje putem zuéi, urina i fecesa, a glavni korak je hidroliza do OTa, nakon koje slijedi

konjugacija s glukuronskom kiselinom (EFSA, 2006).

Toksicni ucinci u organizmu

OTA je prema IARC-u svrstan u 2B skupinu mogucéih ljudskih karcinogena (IARC, 1993).
Moze djelovati nefrotoksi¢no, hepatotoksi¢no, neurotoksicno, teratogeno i imunotoksi¢no.
Mehanizmi koji dovode do nefrotoksi¢nosti, hepatotoksi¢nosti i imunotoksi¢nosti OTA mogu
se povezati s inhibicijom sinteze proteina, lipoperoksidacijom i modulacijom kaskade
mitogenom aktivirane protein (MAP) kinaze, dok njegova karcinogenost nastaje nakon
metaboli¢ke aktivacije koja dovodi do formiranja DNA adukta (Malir i sur., 2016). LDsg
vrijednosti unesene oralno u rasponu su od 0,2 mg/kg kod pasa do 58,3 mg/kg tjelesne mase
kod miseva (EFSA, 2006).

2.3.1.3. Citrinin

Struktura i fizikalno kemijska svojstva

Citrinin je po svojoj strukturi (3R,4S)-4,6-dihidro-8-hidroksi-3,4,5-trimetil-6-okso-3H2-
benzopiran-7-karboksilna kiselina molekulske formule Ci3H140s, poliketidni mikotoksin
molekulske mase 250,25 g/mol. CIT predstavlja Zuti ciklicki spoj slobodne karboksilne
skupine sa sposobnosc¢u formiranja kelatnih kompleksa. Dobro je topljiv u veéini organskih
otapala poput otopine natrij hidroksida, natrij karbonata, natrij acetata, metanola i acetonitrila,
dok je slabo topljiv u vodenim otopinama. Razgadiv je u kiselim i luznatim medijima te pod
utjecajem topline. Temperatura taliSta citrinina je 172 °C, a UV apsorpcijski maksimum pri

333 nm u metanolu (Xu i sur., 2006).

Biosinteza i metabolizam

Ovaj se mikotoksin sintetizira sekundarnim metabolizmom plijesni iz roda Aspergillus
poliketidnim biosintetskim putem, kondenzacijom jedne acetil-koenzim A molekule i Cetiri
molekule malonil-koenzim A, uz adiciju tri metilne jedinice. Opisana je i mogucnost
njegovog nastanka kondenzacijom jedne molekule acetil-koenzim A i tri molekule malonil-
koenzima A kod vrste Monascus ruber. Dodatkom jo§ jedne molekule acetil-koenzima A
nastaje prvi meduprodukt, ali se ne moze iskljuciti ni moguénost da molekula malonil-
koenzima A reakcijom kondenzacije i dekarboksilacije s tetraketidom tvori prvi meduprodukt.
Sljedeca reakcija ukljucuje O-alkilaciju i cijepanje jednostruke veze izmedu C1 i C9 atoma te

nastanak drugog i treCeg meduprodukta podjednake molekulske mase. Nastali tetraketid
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tijekom rasta M. ruber uzrokuje proizvodnju CIT i crvenog pigmenta. Cjeloviti proces
biosinteze CIT joS$ nije u potpunosti razjasnjen (Hajjaj i sur., 1999; Pleadin i sur., 2015b).

Apsorbcija CIT je brza bez obzira na nain primjene, iako je apsorpcija iz probavnog sustava
oslabljena. Nakon intravenoznog injektiranja *C-CIT $takorima najznadajnija radioaktivnost
uocena je u jetri te bubrezima kao mjestima najznacajnije kumulacije u organizmu. CIT se iz
organizma eliminira u najve¢oj mjeri urinom te je tako u prvih 24 h 74 % radioaktivnosti

zabiljezeno u urinu te 4 % u fecesu (IARC, 1986).

Toksicni ucinci u organizmu

Nema dovoljno istrazivanja o toksi¢nosti CIT u ljudi, posebice onih koji se odnose na njegovu
karcinogenost, te je stoga Medunarodna agencija za istrazivanje uvrstila CIT u 3. skupinu, kao
spoj koji se ne moze okarakterizirati kao ljudski karcinogen (IARC, 1986).

Toksi¢nost CIT za pojedine pokusne zivotinje, izrazena kao LDsp vrijednost, kreée se u
rasponu 35 - 134 mg/kg tjelesne mase, ovisno o vrsti zivotinje, dozi i nac¢inu primjene. Ciljni
organi toksi¢nih ucinaka su prvenstveno bubrezi. Dokazano je da CIT utjeCe na misji
embrionalni rast, djeluje na reproduktivne organe kroz smanjenje koncentracije testosterona te
smanjuje fertilnost. Takoder, ovaj mikotoksin utjeCe na gubitak permeabilnosti stani¢ne
membrane, $to uzrokuje poremecaj stani¢ne ravnoteze i dovodi do smrti stanice (Pleadin i
sur., 2015b). Kancerogena 1 mutagena svojstva CIT povezuju se s negativnim ucincima na
sintezu makromolekula. Dokazano je da CIT nepovoljno djeluje na sintezu ribonukleinske
kiseline (RNA) i to mnogo brZe nego na sintezu proteina (Flajs i sur., 2011). IstraZivanja
zajednickih toksi¢nih ucinaka CIT 1 OTA potaknula su izvjeS¢a o njihovoj zajednickoj
pojavnosti u hrani 1 hrani za Zivotinje. Osim §to djeluje nefrotoksicno, pojedina istrazivanja
pokazuju da CIT, kao i OTA, djeluje i hepatotoksi¢no, teratogeno, fetotoksi¢no te
genotoksi¢no (Liu i sur., 2003).

S obzirom na njegovu nefrotoksi¢nost doneseni NOAEL (no-observed-effect level) za CIT
iznosi 20 pg/kg tjelesne mase/dan. Baziraju¢i se na zdravstvenim vodi¢ima, EFSA je odredila
da kolicina CIT od 0,2 pg/kg tjelesne mase/dan predstavlja dozu koja ne izaziva
nefrotoksi¢nost, ali je moguca genotoksicnost i kancerogenost. Opc¢enito, podaci o izloZenosti
CIT nisu dostatni te bi za utemeljenu procjenu rizika trebalo biti rasplozivo vise podataka.
Stoga je EFSA dala preporuku za prikupljanje podataka o pojavnosti CIT u hrani i hrani za

zivotinje te provodenju dobro dizajniranih toksikoloskih studija (EFSA, 2012).
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2.3.1.4. Sterigmatocistin

Struktura i fizikalno kemijska svojstva

Sterigmatocistin je po svojoj strukturi (3aR,12cS)-3a,12c-dihidro-8-hidroksi-6-metoksi-7H-
furo[3',2":4,5] furo[2,3-c] ksanton-7 molekulske formule CigsH12Og, poliketidni mikotoksin
molekulske mase 324,28 g/mol strukturno povezan s AFBi:. STC pripada u furofuransku
skupinu metabolita plijesni, pri ¢emu AFB1 sadrzi kumarin, a STC ksantonski prsten
fuzioniran s dihidrodifuranskim prstenom (Van der Watt, 1974). Policiklicka aromatska
molekula STC ima hidroksilnu i metoksi skupinu kao supstituente. STC je topljiv u
organskim otapalima poput metanola, acetonitrila, kloroforma i drugih, dok je slabije topljiv
u vodenim otopinama. Kristalizira u obliku svijetlo zutih iglica. Temperatura taliSta mu je 246
°C, a UV apsorpcijski maksimum pri 245 i 325 nm. STC je okarakteriziran slabom

fluorescencijom (Davis, 1981; Versilovskis i De Saeger, 2010).

Biosinteza i metabolizam

STC i AFB1dijele svoj put biosinteze te je time njegov put veé opisan u poglavlju o AFB;.
Nakon oralnog tretmana $takora sa *H-STC, radioaktivnost je zabiljezena uglavnom u jetri,
zelucu, bubrezima, dvanaesniku i plu¢éima (Wang i sur., 1991). Ograniceni podaci o
biotranformaciji STC ukazuju na njegovo metaboliziranje u jetri i plu¢ima uz pomo¢ citokrom
P450 enzima u razli¢ite hidroksimetabolite i njihove reaktivne ekso-epokside koji tvore DNA
adukte. Ekskrecija konjugiranog STC i njegovih hidroksiliranih metabolita odvija se putem
Zuci 1 urina. IstraZivanje na Stakorima pokazalo je da se ve¢ina STC oralno unesena izlucila

putem fecesa (64 - 92 %), a manji dio urinom (oko 10 %) (EFSA, 2013).

Toksic¢ni ucinci u organizmu

Toksi¢ni ucinci STC slicni su onima AFB: te se u literaturi takoder navode njegova

potencijalna karcinogena, mutagena i teratogena svojstva, ali je akutna toksi¢nost STC ipak

10 i viSe puta manja u odnosu na AFB; (Davis, 1981).

IARC je svrstala STC u skupinu 2B potencijalnih karcinogena za ljude (IARC, 2002).

Karcinogenost STC je uocCena nakon oralne, intragastricne, intraperitonealne i dermalne

izlozenosti razli¢itih analiziranih vrsta zivotinja. Nakon oralne izlozenosti, primjec¢ene su

premaligne te maligne lezije kao Sto su hepatocelularni karcinom, hemangiosarkom u jetri,

angiosarkom u masnom tkivu te pluéni adenomi (Purchase i Van der Watt, 1970).

Akutna toksi¢nost ovisno o ¢imbenicima kao §to su nacin primjene 1 vrsta Zivotinja za STC,

izrazena kao LDso vrijednost, krec¢e se u rasponu od 32 mg/kg tjelesne mase u majmuna do

800 mg/kg u miseva (Purchase i Van der Watt, 1969; Davis, 1981). Ciljni organi toksi¢nih
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ucinaka su jetra i bubrezi (Purchase i Van der Watt, 1969; Purchase i Van der Watt, 1970).
Jedan od mehanizama kojim STC ispoljava mutagenost podrazumijeva nastajanje reaktivne
epoksi skupine koja se kovalentno veze na DNA molekulu stvarajué¢i STC-N’-gvanin adukt.
Drugi mehanizam podrazumijeva hidroksilaciju aromatskog prstena, formirajuéi katehol koji
zatim reagira s DNA. STC inducira kromosomske aberacije i izmjenu sestrinskih kromatida te
povecava nastanak reaktivnih kisikovih radikala i lipidnu peroksidaciju u eksperimentalnim
zivotinjama in vivo (EFSA, 2013).

2.3.1.5. Ciklopiazonicna kiselina

Struktura i fizikalno kemijska svojstva

CPA je po svojoj strukturi (6aR,11aS,11bR)-10-acetill-11-didroksi-7,7-dimetill-
2,6,6a,7,11a,11b-heksahidro-9H-pirolo[1’,2":2,3]izoindolo[4,5,6-cd]indol-9-on,  molekulske
formule CxoH20N203. Predstavlja indol-tetraminsku kiselinu, lipofilnu jednobaznu kiselinu,
relativno male molekulske mase od 336,39 g/mol.

CPA ima sposobnost keliranja metala, netopljiva je u vodi, a slabo topljiva u puferiranim
otopinama. Topljivost CPA u kloroformu, diklormetanu, metanolu i acetonitrilu iznosi oko 20
mg/mL, a u etanolu 1,68 mg/mL (Ostry i sur., 2018). CPA je opticki aktivna molekula, bez
boje i mirisa, s temperaturom talista od 245 - 246 °C. CPA je stabilna prilikom ¢uvanja u
krutom stanju pri 4 °C, dok je njena stabilnost u otopinama znacajno manja (Diaz i sur.,
2010).

Biosinteza i metabolizam

Ovaj se mikotoksin sintetizira mevalonat/acetatnim biosintetskim putem u sekundarnom
metabolizmu plijesni iz mevalonske Kkiseline i ciklo-acetoacetil-L-triptofana nastalog
kondenzacijom dvije molekule octene kiseline i triptofana (Chang i sur., 2009). U ranijoj fazi
biosinteze nastaje tetraminska kiselina, nakon Cega reakcijama alkilacije nastaje B-CPA,
direktni biosintetski prekursor a-CPA.

Istrazivanja pokazuju brzu apsorpciju CPA u organizam bez obzira na nacin primjene. Manja
apsorpcija CPA odvija se u kiselom mediju zeluca u odnosu na neutralno podrucje
peritoneuma. Nakon intraperitonealne primjene radioaktivno oznacéene *C-CPA na §takorima,
najveca radioaktivnost je zabiljeZena u plu¢ima, srcu, bubrezima, jetri i skeletnim misi¢ima.
Mjesto najznacajnije kumulacije CPA su skeletni misi¢i u kojima je nakon 12 h zabiljezeno
50 % ukupne radioaktivne doze povezano sa simptomima slabosti, nekoordinacije i letargije

uocenih na pokusnim zivotinjama. Eliminacija CPA iz organizma provodi se putem fecesa i
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urina, pri ¢emu je nakon 72 h 37 % radioaktivne doze eliminirano putem fecesa, a 23 %

putem urina (Ki$ i sur., 2019).

Toksicni ucinci u organizmu

Zbog vrlo malo dostupnih podataka o toksi¢nosti i nedovoljno relevantnih istrazivanja o
karcinogenosti, IARC do sada nije objavila procjenu toksi¢nosti CPA.

CPA se ne smatra vrlo potentnim akutnim toksinom. LDsg vrijednost kod glodavaca krece se
u rasponu 30 — 70 mg/kg tjelesne mase (Burdock i Flamm, 2000). Dokazano je da su na
simptomi toksi¢nosti razlikuju ovisno o vrsti, dobi i spolu Zivotinje, te nac¢inu primjene (Ostry
i sur., 2018). Istrazivanja akutne toksi¢nosti ukazuju na pojavu smanjenja motorickih funkcija,
gubitak koordinacije mi$i¢nih pokreta, hipotermiju, tremor i konvulzije, nastanak lezija i
nekroze 1 stanica na jetri, slezeni, guSteraci, bubrezima i srcu (Purchase, 1971). Istrazivanja
kroni¢ne toksi¢nosti CPA kod eksperimentalnih i domacih zivotinja do sada nisu provedena.
Prema novijim istrazivanjima, CPA djeluje izravno toksi¢no na limfocite i limfne organe kao
Sto su timus 1 slezena (Ostry 1 sur., 2018). Toksi¢ni ucinci CPA potjecu od njegove
sposobnosti inhibicije specificne Ca?* ATP-aze koja se nalazi u membrani sarkoplazmatskog
ili endoplazmatskog retikuluma i pri ¢emu dolazi do promjene u normalnom unutarstanicnom
prijenosu kalcija koji je dio ciklusa miSi¢ne kontrakcije i relaksacije. Gradijent kalcija kljucan
je u procesima diobe, diferencijacije i smrti stanice.

CPA u kombinaciji s drugim mikotoksinima pokazuje sinergisticki ucinak pa je tako

zabiljeZen aditivni toksi¢ni u¢inak u istraZivanjima CPA s AFB11 OTA (KiS§ 1 sur., 2019).

2.3.2. Analiti¢ke metode detekcije i kvantifikacije mikotoksina

Za procjenu izloZenosti mikotoksinima 1 rizika koje predstavljaju za zdravlje ljudi 1 Zivotinja
za njihovo odredivanje neophodna je primjena brzih, to¢nih i dovoljno osjetljivih analitickih
metoda. Analitika mikotoksina opéenito je slozen proces koji uklju¢uje pravilno uzorkovanje i
homogenizaciju, pripremu uzorka te detekciju i kvantifikaciju odgovaraju¢im analitiCkim
metodama. Za odredivanje mikotoksina dostupne su brojne metode koje se mogu podijeliti na
kvalitativne i1 kvantitativne te na potvrdne i orijentacijske (screening) metode. Priprema
uzorka za analizu podrazumijeva ekstrakciju mikotoksina iz uzorka prikladnim ekstrakcijskim
otapalom, prociS¢avanje dobivenog ekstrakta s ciljem eliminacije mogucih interferencija iz
matrice i koncentriranje ekstrakta. Za odredivanje mikotoksina u TMP treba uzeti u obzir

¢injenicu da mikotoksini uobicajeno hranu kontaminiraju pri vrlo niskim koncentracijama te
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da ovi proizvodi predstavljaju kompleksnu matricu ¢ije komponente mogu interferirati sa
analitom (Rahmani i sur., 2009; Razzazi- Fazeli i Reiter, 2011).

Analiticka metoda koja se koristi od najranijih faza otkri¢a mikotoksina, pa sve do danas, je
imunoenzimska ELISA (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) jer omogucuje brzi
screening niskih koncentracija mikotoksina na velikom broju uzoraka (Pleadin i sur., 2015b).
Brze metode ispitivanja podrazumijevaju i primjenu uredaja lateralnog protoka (engl. lateral
flow devices, LFD) koje omogucavaju detekciju mikotoksina na mjestu provjere te biosenzora
- uredaja koji sadrze bioloski element na povrsSini mjerne elektrode. Njihova je prednost §to su
prijenosni, osjetljivi brzi, jednostavni te jeftiniji u odnosu na tradicionalnije pristupe
(Agriopoulou i sur., 2020; Tittlemier i sur., 2021).

Od kromatografskin metoda, koristi se tankoslojna kromatografija (engl. Thin-Layer
Chromatography, TLC), tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC) u kombinaciji sa razli¢itim detektorima, kao
Sto su fluorescentni (engl. Fluorescence Detector, FLD), detektor s nizom dioda (engl. Diode
Array, DAD) ili UV (engl. Ultraviolet), tekucinska kromatografija u sprezi s masenom
spektrometrijom (engl. Liquid Chromatography Mass Spectrometry, LC-MS) te tekucinska ili
plinska kromatografija sa tandemskom spektrometrijom masa (engl. Liquid/Gas
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS i GC-MS/MS). U vecini sluéajeva
ekstrahirani uzorci analiziraju se LC-MS metodom za analizu mikotoksina na vrlo niskim
razinama, dok se u novije vrijeme razvijaju mulitimikotoksinske LC-MS/MS metode za
simultanu detekciju vise razli¢itih mikotoksina (Agriopoulou i sur., 2020; Tittlemier i sur.,
2021). LC-MS metode omogucavaju znacajno vecu selektivnost i osjetljivost te pouzdanost
identifikacije analita u usporedbi s konvencionalnim detektorima. Nedostaci ovakvih tehnika
su §to zahtijevaju prethodnu duzu obradu uzoraka, upotrebu sofisticirane laboratorijske

opreme i provedbu slozenih analiti¢kih postupaka (Spanjer, 2011).

2.3.2.1. Ekstrakcija i prociS¢avanje

Pogodno ekstrakcijsko otapalo je ono koje sa visokom ucinkovitoséu uklanja samo
mikotoksine iz uzorka, nije skupo, sigurno je za upotrebu i smanjuje utjecaj matrice. U analizi
mikotoksina najceS¢e koriStena otapala su mjeSavina metanola ili acetonitrila sa vodom u
razli¢itim omjerima. Masne kiseline i ulja prisutne u uzorcima otezavaju ekstrakciju te stoga

zahtijevaju upotrebu i drugih otapala, kao $to je mjeSavina etil acetata i mravlje kiseline.
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Za izdvajanje i ekstrakciju mikotoksina iz uzoraka osim tradicionalnih ekstrakcijskih metoda
organskim otapalima, koriste se i druge metode te sredstva, kao $to su QUEChERS (engl.
Quick Easy Cheap Rough and Safe), tekucinsko-tekucinska ekstrakcija (engl. Liquid-Liquid
Extraction, LLE), ¢vrsto-tekuéinska ekstrakcija (engl. Solid- Liquid extraction, SLE), ubrzana
ekstrakcija otapalom (engl. Accelerated Solvent Extraction, ASE), ekstrakcija superkritiénim
fluidima (engl. Supercritical Fluid Extraction, SFE), ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima (engl. Microwave-Assisted Extraction, MAE), ¢vrsto-fazna ekstrakcija (engl.
Solid Phase Extraction, SPE), mikroekstrakcija otapalima niske gustoe potpomognuta
vorteksom (engl. Vorteks Assisted Low Density Solvent-Microextraction, VALDS-ME),
aptamer afinitetne kolone (engl. Aptamer-Affinity Columns, AAC), molekularno utisnuti
polimeri (engl. Moleculary Imprinted Polymers, MIP) te imunoafinitetne kolone (engl.
Immunoaffinity Columns, IAC) (Turner i sur., 2009; Agriopoulou i sur., 2020; Razzazi- Fazeli
i Reiter, 2011).

QUEChERS metoda izvorno je razvijena za analizu pesticida, ali se upotrebljava i u analizi
mikotoksina. Temelji se na ekstrakciji analita acetonitrilom uz prisutnost smjese soli
(magnezijev sulfat i natrijev klorid). Metoda je brza i ekonomski isplativa, medutim,
QuEChERS priprema ponekad nije dovoljna za uéinkovito uklanjanje komponenata matrice,
posebno kada se radi o kompleksnim uzorcima, a takoder zahtijeva i modifikaciju postupka
ovisno o mikotoksinu kojeg se zeli odrediti (Razzazi- Fazeli i Reiter, 2011; Agriopoulou i
sur., 2020). Kod hrane biljnog podrijetla od najvaZnijeg interesa je uklanjanje ugljikohidrata,
dok kod hrane zivotinjskog podrijetla glavni izazov u pripremi uzorka predstavlja uklanjanje
masti 1 bjelan¢evina (Vuli¢ 1 sur., 2021).

Jedna od prvih ekstrakcijskih metoda koja koristila za analizu aflatoksina u hrani i hrani za
zivotinje nakon njihovog otkri¢a 1960.-ih godina je LLE. Kod LLE koriste se dva razli¢ita
otapala koja stvaraju dvije faze, pri ¢emu su u jednoj fazi uklonjene nepozeljne supstance, a u
drugoj mikotoksini. Koristi se uglavnom za teku¢e uzorke dok se SLE koristi za krute uzorke
najcesce uz primjenu ultrazvucéne ekstrakcije 1 mijeSanje.

Nakon ekstrakcije uzorka slijedi prociS¢avanje koje za cilj ima eliminirati komponente
matrice te prekoncentraciju analita. SPE metoda je vrlo popularna, brza, ne zahtjeva velike
koli¢ine otapala te prociS¢ava uzorak adsorpcijom mikotoksina na ¢vrsti adsorbent koji je
pakiran u punila kolona. Postoji Sirok raspon komercijalno dostupnih punila SPE kolona s
razli¢itim sorbentima poput silikagela, C18, florisil, fenil, aminopropil, ionsko-izmjenjivacke
tvari i polimera s molekularnim biljegom (Turner i sur., 2009). Medutim, u novije vrijeme,

prociscavanje uzoraka ipak se najcesce odvija pomocu IAC kao bi se postigli ¢is¢i ekstrakti a
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time dobili i bolji limiti kvantifikacije te preciznost. IAC imaju punila sa antitijelima
specificnim za odredeni mikotoksin koji su prilikom prolaska uzoraka kroz kolonu u
interakciji sa mikotoksinima (antigenima) uzoraka. U isto vrijeme, interferiraju¢e komponente
uzoraka uklanjaju se ispiranjem kolone te se naposlijetku mikotoksini eluiraju organskim
otapalom (Agriopoulou i sur., 2020). Shematski prikaz dan je slikom 12. Nedostatak primjene
ovih kolona je svakako njihov ograni¢en vijek trajanja i cijena, a ponekad mogu imati i
ograni¢avajucu sposobnost adsorbcije mikotoksina, uslijed brojnih komponenti koje se nalaze
u matrici, a koje mogu interferirati sa antitijelima ili inhibirati mikotoksine sprije¢avajuci ih u
vezanju na antitijela. Danas se razvijaju i sinteticki sistemi poput MIP, aptamera i peptida koji

predstavljaju jeftiniju verziju koja moze zamijeniti antitijela (Razzazi- Fazeli i Reiter, 2011).

Kaorak 1 Korak 2 Korak 3
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Slika 12. Shematski prikaz imunoafinitetnog procis¢avanja (modificirano prema Razzazi-
Fazeli i Reiter, 2011)

2.3.2.2. Tekuéinska kromatografija i masena spektrometrija

Kromatografija je kao fizikalno-kemijska metoda za razdvajanje komponenti u kompleksnim

smjesama otkrivena poc¢etkom 20. stoljeca. Princip kromatografskog razdvajanja temelji na
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razli¢itoj raspodjeli komponenti uzorka izmedu stacionarne (inertne) i mobilne (pokretne)
faze uzrokovane razlikama u adsorpciji, ionskoj izmjeni, razdiobi izmedu faza ili
veli¢ini tvari koje se razdvajaju, a koje rezultiraju razliCitim vremenom zadrzavanja na
kromatografskoj koloni. Za identifikaciju analita sluzi vrijeme retencije odnosno vrijeme
zadrZavanja na koloni, koje se definira kao udaljenost maksimuma pika od to¢ke injektiranja
u jedinici vremena. Priroda stacionarne i mobilne faze te nacin transporta kroz kolonu
predstavlja osnovu za klasifikaciju kromatografskih tehnika pa tako izmedu ostalog postoji
plinska kromatogafija u kojoj je mobilna faza plin te tekucinska u kojoj je mobilna faza
tekucina. Jedna od vrsta tekuc¢inske kromatografije je TLC u kojoj teku¢a mobilna faza putuje
pod djelovanjem kapilarnih sila ili HPLC gdje se kreée djelovanjem povisenog tlaka
(Kazakevich i LoBrutto, 2007).

Tipi¢ni HPLC sustav sastoji se od (slika 13):

Spremnika pokretne faze koji pohranjuje dovoljnu koli¢inu otapala

Odplinjaca (engl. degasser) koji uklanja plinove otopljene u otapalima

Pumpe. Sustav za dobavu mobilne faze koji omogucava njen kontinuirani protok te mijeSanje
razlicitih otapala.

Injektora. Sustav za injektiranje uzorka u struju mobilne faze (ve¢inom automatski injektori
tzv. autosampler).

Kolone koja je srediSte sustava i na kojoj se zapravo odvija razdvajanje analita i gdje je
mobilna faza u kontaktu sa stacionarnom fazom.

Detektora u kojeg ulazi eluat te generira elektri¢ni signal.

Racunala i softvera koji biljeZi i pohranjuje podatke te ima moguénost kontrole parametara

instrumenta.
UZORAK
—»—,sae—»—a.e a_J\J\JLI
SPREMNIK PUMPA INJEKTOR KOLONA DETEKTOR RACUNALO
MOBILNE
FAZE

Slika 13. Shematski prikaz sustava za teku¢insku kromatografiju
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Razdvojene komponente smjese prikazuju se u obliku kromatograma pri ¢emu je svaki
pojedini analit u kromatogramu predstavljen pikom. U odsustvu jakih interakcija analita sa
stacionarnom fazom te relativno niskih koncentracija analita pikovi su simetri¢ni te nalikuju
Gausovoj krivulji pri normalnoj distribuciji.

Medu vrstama tekuéinske kromatografije, reverzno-fazna tekucinska kromatografija (engl.
Reverse Phase, RP) je najpopularnija vrsta kromatografije te se se preko 90 % analiza svih
nisko molekularnih analita provodi upravo koriste¢i RP. Bazira se na disperzivnim silama
(hidrofobnim ili van der Waalsovim interakcijama), gdje je stacionarna faza hidrofobna
(porozna silika sa razli¢itim lignadima), a mobilna faza je polarna (smjesa vode ili pufera i
nekog polarnog organskog otapala). S druge strane, normalno-fazna (engl. Normal Phase,
NP) tekué¢inska kromatografija se temelji na razlikama u jacini polarnih interakcija analita i
stacionarne faze, pri ¢emu je mobila faza nepolarna (nepolarno organsko otapalo) za analizu

visoko hidrofobnih spojeva (Kazakevich i LoBrutto, 2007).

Maseni spektrometri su vrsta detektora Koji rade na nacin da ioniziraju molekule analita te
se nastali ioni i/ili fragmenti iona analiziraju s obzirom na omjer mase i naboja pri uvjetima
visokog vakuuma. U principu postoje Cetiri koraka u generiranju masenog spektra: uvodenje
uzorka, ionizacija molekula uzoraka da bi se prevele neutralne molekule u ione u plinskoj fazi
nekom od metoda ionizacije te daljnja fragmentacija nastalih iona, sortiranja dobivenih iona
prema omjeru mase i naboja u masenom analizatoru te detekcija razdvojenih iona (Pitt, 2009).
Postoji nekoliko razli¢itih tehnologija za ionizaciju (ionizatora) i analizu iona (analizatora)
koji rezultiraju razliitim tipovima masenih spektrometara sa razli¢itim kombinacijama ova
dva procesa. Tijekom godina razvijene su razliCite metode ionizacije poput elektronske
ionizacije (engl. Electron Impact, El), kemijske ionizacije (engl. Chemical lonisation, CI),
matriksom potpomognute laserske desorpcije/ionizacije (engl. Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization, MALDI), desorpcijska elektrosprej ionizacija (engl. Desorption
Electrospray lonization, DESI), elektrosprej ionizacija (engl. Electrospray lonization, ESI),
kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure Chemical lonization,
APCI) i fotoionizacija pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure Photoionization,
APPI) (Chen i sur., 2007).

ESI je najzastupljeniji nadin ionizacije kada se radi 0 veéini bioloSkih molekula, ukljucujuéi
mikotoksine. Analit otopljen u mobilnoj fazi iz tekucéinskog kromatografa ulazi u ionizator
pri atmosferskom tlaku kroz metalnu kapilaru koja predstavlja elektrodu pod visokim

naponom. Na vrhu kapilare nastaje maglica sastavljena od nabijenih kapljica otapala. Pod
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utjecajem temperature i struje dusika otapalo Se isparava te se kapljice smanjuju, a naboj
prenosi na molekule analita pri ¢emu dolazi do njihove ionizacije. lonizirane molekule analita
se tada prenose pod visokim vakuumom u spektrometar masa. lzvor iona te ionska optika
mogu raditi na nacin da generiraju odnosno detektiraju pozitivne i/ili negativne ione. ESI se
smatra blagom ionizacijskom tehnikom, s§to podrazumijeva da se relativno malo energije
prenosi analitu te se stoga odvija i manji broj fragmentacija. Kod analita male molekulske
mase, sa jednom nabijenom funkcionalnom skupinom dolazi do stvaranja jednostruko
nabijenih iona - dodatak protona analitu (M+H") u pozitivnom naé¢inu rada odnosno gubitak
protona (M-H") u negativnhom nacinu rada. Moguéa je i adukcija kationa (M+NH4", M+Na",
M+K™) i aniona (M+formate", M+acetate) kada su prisutne soli u mobilnoj fazi (najéesée
amonijeva acetat ili formijat) (Pitt, 2009; Cindri¢ i sur., 2009).

Osnovna funkcija analizatora masa je mjerenje omjera mase i naboja (m/z) nastalih iona te
razdvajanje na temelju tog omjera. NajceS¢e upotrebljavani analizatori masa su magnetni,
elektri¢ni, kvadrupolni analizator, ionska zamka (engl. lon Trap), analizator vremena leta
(engl. Time of Flight, ToF) te ion ciklotronska rezonacija, kao i kombinacija pojedinih vrsta
koji se razlikuju s obzirom na parametre poput sposobnosti razlucivanja, to¢nosti mjerenja
mase, podru¢ja mjerenja mase i brzine snimanja spektra (Chen i sur., 2007).

Jedna od najpopularnijih kombinacija je trostruki kvadrupol analizator masa (QqQ) koji je
primjer tandemske spektrometrije masa (MS/MS). Kvadrupol se sastoji od Cetiri Stapne
elektrode postavljene u kvadratnu konfiguraciju, izmedu kojih je generirano elektri¢no polje i
koje su dijagonalno elektricki povezane, pri ¢emu jedan par ima pozitivni, a drugi negativni
naboj. Dodatno su ti parovi jo§ spojeni s radiofrekventnim potencijalom izmjeni¢ne struje.
loni koji ulaze u analizator imaju razlicite vrijednosti m/z i u ovisnosti 0 primijenjenoj struji i
polju, mogu zadrzati stabilnu putanju i pro¢i analizator ili se neutralizirati. Trostruki
kvadrupol analizator masa ima konfiguraciju takvu da sadrzi dva kvadrupola koji djeluju kao
filter masa, a jedan kvadropol sluzi kao kolizijska ¢elija koja sadrzi inertni plin pod niskim
tlakom (Chen i sur., 2007; Pitt, 2009; Kova¢, 2020) (slika 14). Prvi i tre¢i kvadrupol mogu
biti istovremeno postavljeni na razli€ite vrijednosti omjera m/z te se mogu stvoriti razliciti
parovi prekursor i produkt iona za otkrivanje velikog broja ciljanih analita. Taj se proces
naziva pracenjem visestrukih reakcija (engl. Multiple Reaction Monitoring, MRM), a jos i
SRM (engl. Selected Reaction Monitoring - pracenje izabranih reakcija) i zahtjeva posebno
optimizirane uvjete. Na osnovu m/z vrijednosti u prvom kvadrupolu (Q1) se izabire
prekursorski ion koji je najcesce protonirana ili deprotonirana molekula ciljanog analita. U

drugom kvadrupolu (g2) se prekursorski ion podvrgava fragmentaciji u sudaru s inertnim
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plinom (dusik ili argon) §to se naziva kolizijski inducirana disocijacija (CID, engl. Collision
Induced Dissociation) i rezultira stvaranjem nekoliko produkt iona od koji se naj¢esce odabiru
dva (kvantifikacijski i kvalifikacijski ion) koji se prate i odabiru pomocu treceg kvadrupola
(Q3) (Pitt, 2009; Kovac, 2020).

Q Q. Q;

IZVOR B \ b
IONA . - /
O——

_—
_
ION FRAGMENTACIJA ION DETEKTOR
PREKURSOR U KOLIZIJSKOJ PRODUKT
SELEKCLJA CELLI SELEKCLA

Slika 14. Prikaz rada trostrukog kvadrupola analizatora masa (QqQ) u MRM nacinu

(modificirano prema Kovac, 2020)

2.3.2.3. Validacija metode

Prema definiciji, validacija podrazumijeva postupke kojima se dokazuje da su utvrdeni
zahtjevi prikladni za namjeravanu uporabu. Validacijom analitickih metoda ispituje se
primjenjivost metode kroz odredivanje validacijskih parametara, ukljucujuci limit detekcije
(LOD) i Ilimit kvantifikacije (LOQ), linearnost, iskoriStenje, istinitost, ponovljivost,
unutarlaboratorijska obnovljivost, tocnost, robusnost, utjecaj matrice. Kad se radi o
mikotoksinima, kriterije ucinkovitosti metode za njihovo odredivanje propisuje Uredba
Komisije br. 401/2006 o utvrdivanju metoda uzorkovanja 1 analize za sluzbenu kontrolu
razina mikotoksina u hrani (EC, 2006a) te Provedbena Uredba Komisije 2021/808 od 22.
ozujka 2021. o provodenju analiti¢kih metoda za rezidue farmakoloski djelatnih tvari koje se

upotrebljavaju na zivotinjama koje se koriste za proizvodnju hrane i o tumacenju rezultata kao
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i 0 metodama koje treba primjenjivati za uzorkovanje te o stavljanju izvan snage odluka
2002/657/EZ 1 98/179/EZ (EC, 2021).

Odredivanjem linearnosti metode provjerava se da 1i metoda unutar odredenog
koncentracijskog podruc¢ja daje rezultate proporcionalne koncentraciji analita u ispitivanom
uzorku. Ona je opisana koeficijentom korelacije (R?) za koji je opéeprihvadeni kriterij za
kromatografske metode > 0,99. LOD odgovara najnizoj koncentraciji analita u uzorku Kkoji
moze biti detektiran s prihvatljivom to¢nosc¢u, a LOQ najnizu koncentraciju analita u uzorku
koji se moze kvantificirati uz odgovarajucu istinitost i preciznost. IskoriStenje predstavlja
postotak stvarne koncentracije tvari izdvojene tijekom analitickog postupka. IskoriStenjem
dodataka poznate koli¢ine analita na slijepu matricu moze se ocijeniti istinitost mjerenja.
Prema Uredbi Komisije br. 401/2006 (EC, 2006a) iskoriStenje za mikotoksine na razini < 1
pag/kg treba biti u rasponu od -50 do 120 %, dok je prema Provedbenoj Uredbi Komisije
2021/808 (EC, 2021) granica istinitosti kvantitativne metode od -50 % do +20 %. U Sirem
smislu, utjecaj matrice se odnosi na zajednicki utjecaj svih komponenti uzorka, koji ne
predstavljaju analit, na mjerenje koli¢ine prisutnog analita, odnosno analiticki rezultat. U
uzem smislu, radi se o ¢imbeniku koji utjee na ionizacijski proces koji se odvija u izvoru
iona te se moze ocitovati kao pojacanje ili smanjenje signala iona analita, a time 1 parametra

metode (Kruve i sur., 2015).

2.3.3. Kontrola, prevencija i zakonska regulativa

Kljucan korak u prevenciji kontaminacije TMP mikotoksinima je prevencija i kontrola
upotrebe kontaminiranih sirovina, kao i efektivna kontrola rasta plijesni imajuéi na umu da je
njihova aktivnost znafajna za razvoj senzorskih svojstava proizvoda. Tijekom procesa
proizvodnje trajnih mesnih proizvoda koristi se konzerviranje soljenjem, suSenjem,
fermentacijom i u nekim slu¢ajevima dimljenjem, §to obi¢no sluzi za kontrolu rasta plijesni u
kombinaciji sa skladiStenjem pri temperaturi hladenja ili pakiranjem u modificiranoj
atmosferi. Medutim, istrazivanja pokazuju da navedene tehnoloske operacije nemaju znacajan
utjecaj na smanjenje koli¢ine mikotoksina u gotovom mesnom proizvodu (Bullerman i
Bianchini, 2007; Pleadin i sur., 2014; Pleadin i sur., 2021). Da bi se sprijecio nekontrolirani
rast plijesni potrebno je kontinuirano uklanjati (¢etkanjem odnosno pranjem) plijesni s
povrsine proizvoda te omoguciti dovoljan razmak izmedu proizvoda u komorama za zrenje
koji se ne smiju dodirivati, ¢ime se osigurava nesmetano strujanja zraka. Isto tako,

neuobicajeno visoke koncentracije spora plijesni u zraku mogu dovesti do vece pojave plijesni
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na proizvodu, $to se moze sprijeciti bioloskim mikrofilterima zraka te tlatnim barijerama na
ulazu u komoru, ¢ime ruralna domaéinstva ve¢inom nisu opremljena (Kovacevi¢, 2014).
Uvjeti u komorama za zrenje, poput temperature i RH, trebaju se kontrolirati. Takoder,
kontrolom aw supstrata koji je bitan faktor i za rast plijesni i proizvodnju mikotoksina moguce
je prevenirati kontaminaciju. Primjerice, znacajno je veca proizvodnja mikotoksina uocena pri
aw 0,99 u odnosu na aw 0,97 1 0,95 (Asefa i sur., 2011). Kontrolom ovih parametara moze se
sprijeciti znacajan utjecaj eksternih faktora koji ovise i o klimatskom geografskom podrucju, a
idu u Kkorist pojavnosti toksikotvornih vrsta i kontaminaciji TMP.

Zakonodavstvo u Europskoj uniji, ujedno i u Republici Hrvatskoj, jo§ uvijek nije propisalo
najvece dopustene koli¢ine (NDK) mikotoksina u mesu i mesnim proizvodima (EC, 2006b).
Iznimku ¢ine Danska (10 pug/kg u burezima svinja), Estonija (10 pg/kg u jetri svinja),
Rumunjska (5 pg/kg u bubrezima, jetri i mesu svinja) i Slovacka (5 pg/kg u mesu i mlijeku),
u kojima su NDK OTA regulirane zakonodavstvom, dok u Italiji postoji preporuka za najveéu
vrijednost OTA od 1 pg/kg u mesu svinja i proizvodima od svinjskog mesa (Pleadin i sur.,
2021). Unato¢ nedostatku legislative, proizvodaci bi trebali biti svjesni potencijalne opasnosti
od kontaminacije te trebaju provoditi sustavne kontrole kroz HACCP sustav (eng. Hazard
Analysis Critical Control Point). Prema Uredbi Komisije br. 1881/2006 (EC, 2006a), NDK za
AFB; u za¢inima koji se mogu Koristiti i u proizvodnji mesnih proizvoda iznosi 5 pg/ kg za
¢ili, papriku, bijeli i crni papar, muskatni ora$¢i¢, dumbir te kurkumu, dok za OTA u istim

vrstama zacina iznosi 15 pg/kg, odnosno za ¢ili i papriku 20 pg/kg.
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

U istrazivanju je analizirano 250 uzoraka tradicionalnih mesnih proizvoda, od cega: 38 kulena
ili kulenovih seka, 70 trajnih kobasica, 41 prsut ili Sunka, 22 vratine ili budole, 29 pecenica,
ombola, karea ili zagrebnjaka te 50 slanina, panceta ili Speka. Uzorci su proizvedeni na
tradicionalan na¢in na OPG-ovima iz pet razli¢itih regija Republike Hrvatske (Isto¢ne,

Sjeverne, SrediSnje, Juzne 1 Zapadne).

3.1.2. Hranjive podloge:

e DG-18 (engl. Dichloran-18% Glycerol agar) (Merck, Darmstadt, Njemacka)
sastav podloge: tripton 5,0 g/L; glukoza 10,0 g/L; mononatrijev fosfat 1,0 g/L;
magnezijev sulfat 0,5 g/L; dikloran 0,002 g/L; kloramfenikol 0,1 g/L; glicerol
220,0 g/L; agar 13,0 g/L

e MEA (engl. Malt Extract Agar) (BD, New Jersey, SAD)
sastav podloge: maltoza 12,75 g/L; dekstrin 2,75 g/L; glicerol 2,35 g/L; pepton 0,78
g/L; agar 15,0 g/L

e CYA (engl. Czapeak Yeast Extract Agar) (BD, New Jersey, SAD)
sastav podloge: sukroza 30,0 g/L; ekstrakt kvasca 5,0 g/L; dikalijev hidrogen fosfat
1,0 g/L; natrijev nitrat 0,3 g/L; kalijev klorid 0,05 g/L; magnezijev sulfat 0,05 g/L;
zeljezov sulfat 0,001 g/L; cinkov sulfat 0,001 g/L; bakrov sulfat 0,0005 g/L; agar 15,0
g/L

e CREA (engl. Creatine Sucrose Extract agar) prema recepturi:
kreatin (1 H20) 3 g/L; saharoza 30 g/L; KCI 0,5 g/L; MgS04xH20 0,5 g/L; FeSOax7
H20 0,001 g/L; K2HPO4x3 H20 1,3 g/L; ljubicasti bromokrezol ,005 g/L, agar 15 g/L
pH 8,0+ 0,2

3.1.3. Kemikalije i reagensi

e Metanol HPLC cisto¢e, Honeywell, Offenbach, Njemacka

e Acetonitril HPLC ¢isto¢e, Honeywell, Offenbach, Njemacka

e Octena kiselina za LC/MS, Carlo Erba, Val de Reuil, Francuska
e Octena kiselina HPLC cistoce, J.T.Baker, Center Valley, SAD
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Amonij acetat za masenu spektrometriju, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD

Tween 20, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD

rOQ QUEChERS ekstrakcijske soli (4,0 g MgSOs, 1,0 g NaCl, 1,0 g trinatrij citrat
dihidrat (SCTD), 0,5 g dinatrij citrat seskvihidrat (SCDS), Phenomenex, Torrance,
SAD

Kreatin monohidrat, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD

Cink acetat dihidrat, Merck, Darmstadt, Njemacka

Kalij heksacijanoferat trihidrat, Merck, Darmstadt, Njemacka

Natrij klorid, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD

Kalij klorid, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD

Kalij dihidrogen fosfat, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD

Dikalij hidrogen fosfat, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD

Dinatrij hidrogen fosfat, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD

DIPA-HCL-ISA 1 mol/L (diizopropilamin hidroklorid), Mettler Toledo,
Scwerzenbach, Svicarska

Na* standard 2000 mg/L (ppm) u 0,5 mol/L ISA, Mettler Toledo, Scwerzenbach,
Svicarska

Tween 80, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD

Illustra ExoProStar, GE Healthcare, Little Chalfont, Velika Britanija

NucleoSpin Microbial DNA kit za izolaciju DNA plijesni, Macherey-Nagel GmbH &
Co.KG, Diiren, Njemacka (sadrzi proteinazu K, pufere za lizu MG, za pranje BW i B5
te ispiranje BE, NucleoSpin tubice tip B, NucleoSpin Microbial DNA kolone, tubice
za prikupljanje 2 mL)

GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix, Promega, Madison, SAD (sadrzi GoTaq G2
Hot Start DNA polimerazu, nukleotid trifosfate - dNTP, magnezij klorid i reakcijske
pufere)

Universal Mastermix za PCR u stvarnom vremenu, Diagenode, Liege, Belgija (sadrzi
Hotstart Tag NA polimerazu, nukleotid trifosfate - dNTP, magnezij klorid, reakcijske
pufere te ROX, SYBR® Green i FITC)

Agaroza SeaKem® LE, Lonza, Rockland, SAD

TAE pufer 50x (sa 2 M tris acetatom i 0,05 M EDTA), Lonza, Verviers, Belgija
Fluorescentna boja GelStar Nucleic Acid Gel, Lonza, Rockland, SAD

DNA ljestve 100 bp, Takara, Kusatsu, Japan
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Marker molekulske mase DNA (engl. size marker, 100 - 2500 pb) (Qiagen, Njemacka)
Marker za sravnjenje (engl. alignment marker, 15 - 3000 pb) (Qiagen, Njemacka)
Pufer za razrjedivanje DNA (Qiagen, Njemacka)

Mineralno ulje (Qiagen, Njemacka)

QIAxcel DNA Screening Kit, Qiagen, Hilden, Njemacka

Voda za molekularnu upotrebu (DNA/RNA slobodna), Lonza, Verviers, Belgija

Fizioloska otopina za Cuvanje izolata plijesni: natrijev klorid 9,0 g/L

3.1.4. Pocetnice (5'-3")

Pocetnica Cmd5 (CCGAGTACAAGGARGCCTTC), Macrogen Europe, Amsterdam,
Nizozemska

Pocetnica Cmd6 (CCGATRGAGGTCATRACGTGG), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica Bt2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica Bt2b (ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica norl (ACCGCTACGCCGGCACTCTCGGCAC), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica nor2 (GTTGGCCGCCAGCTTCGACACTCCG), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica verl (GCCGCAGGCCGCGGAGAAAGTGGT), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica ver2 (GGGGATATACTCCCGCGACACAGCC), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica omt] (GTGGACGGACCTAGTCCGACATCAC), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica omt2 (GTCGGCGCCACGCACTGGGTTGGGG), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica F1IOT (GCCCAACGACAACCGCT), Macrogen Europe, Amsterdam,

Nizozemska
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Pocetnica R1OT (GCCATCTCCAAACTCAAGCGTC), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica AoLC35-12L (GCCAGACCATCGACACTGCATGCTC), Macrogen
Europe, Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica AoLC35-12R (CGACTGGCGTTCCAGTACCATGAGCC), Macrogen
Europe, Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica za pksCT F (ATGTCGATTACGAGGACAAC), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica za pksCT R (CCTGTTCCGTGTGCCTCAAC), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

Pocetnica dmaTF (TTCACGCTCGTGGAACTTCT), Macrogen Europe, Amsterdam,
Nizozemska

Pocetnica dmaTR (GGGTCACAAAGATCGCAAGAT), Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska

TagMan proba dmaTp ([HEX]-TACTGCCTCCCCCCGAC-[BHQ1]), Sigma Aldrich,
Madrid, Spain

3.1.5. Analitiéki standardi mikotoksina

Aflatoksin By od Aspergilus flavus, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD

Okratoksin A u acetonitrilu 10 pg/ mL, LGC Standards, Wesel, Njemacka
Ciklopiazoni¢na kiselina od Penicillium cyclopium, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD
Sterigmatocistin, LGC Standards, Wesel, Njemacka

Citrinin u acetonitrilu 100 pg/ mL, LGC Standards, Wesel, Njemacka

3.1.6. Laboratorijski uredaji

Tekuc¢inski kromatograf, Agilent Infinity 1260 (Agilent Technologies, Santa Clara,
SAD) opremljen sa binarnom pumpom, otplinjacem, automatskim injektorom i
termostatiranim odjeljkom za kolonu

Maseni detektor tipa trostruki kvadrupol, 6410 QQQ (Agilent Technologies, Santa
Clara, SAD) sa izvorom elektrosprej ionizacije (ESI, engl. Electro Spray lonization)
Uredaj za ultracistu vodu, Direct-Q 3 UV, Merck, Darmstadt, Njemacka

Uredaj za odredivanje natrija, Easy Plus Analyzer, Scwerzenbach, Svicarska
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Uredaj za kapilarnu elektroforezu, QIAxcel Advanced, Qiagen, Hilden, Njemacka
Mikroskop, Carl ZeissAxio Imager A2, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen,
Njemacka

PCR uredaj, Prime Thermal Cycler 51149-2, Staffordshire, Velika Britanija

PCR uredaj za PCR u stvarnom vremenu, Rotor-Gene Q, Qiagen, Hilden, Njemacka
Uredaj za odredivanje aktiviteta vode, HygroPalm Aw sa sondom Hygro Clip Aw,
EminTech, Lund, Svedska

Mijesalica (vorteks), LQ1, Heidolph, Schwabach, Njemacka

Centrifuga s hladenjem, Universal 320 R, Hettich, Tuttlingen, Njemacka

Mijesalica rotiraju¢a, Multi RS-60, Biosan, Riga, Litva

Homogenizator, Grindomix GM 200, Retsch, Haan, Njemacka

Analiticka digitalna vaga sa preciznos$¢u odvage od 0,0001 g, GF-2000, A&D,
Shanghai, Kina

Analiticka vaga, AUW220D, Shimadzu, Kyoto, Japan

SPE vakuum prociséivag, Visiprep, Supelco, Bellefonte, SAD

Vakuum pumpa, NO35AN18, KNF Neuberger GmbH, Freiburg, Njemacka
Uparivac¢ u struji dusika, Thermo Scientific, Walthman, SAD

Ultrazvuéna kupelj, Bandelin electronic, Berlin, Njemacka

pH-metar, Seven Compact, Scwerzenbach, Svicarska

Magnetna mijeSalica sa mogucno$¢u zagrijavanja, TMA 2071 Assistant, Sondheim
vor der Rhon, Njemacka

Tresilica, HS 260 control, IKA, Staufen, Njemacka

Ledenica, LTH, Skofja Loka, Slovenija

Termostat pri 25 °C, INE 500, Memmert, Schwabach, Njemacka

Homogenizator, FastPrep-24™ 5G, MP Biomedicals, Solon, SAD

Mini centrifuga, MiniSpin plus, CL 771576, Eppendorf AG, Hamburg, Njemacka
UV sterilizacijski kabinet, GLE-UVSC 30036899, Scie-Plas, Cambrige, Velika
Britanija

Sustav za horizontalnu elektroforezu, Vari-Gel Midi, TVG-SYS, Scie-Plas, Cambrige,
Velika Britanija

Uredaj za napajanje za provedbu elektroforeze, Mini PRO 300V, EEPS-300, Kisker
Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt, Njemacka

Sustav za snimanje UVIDOC, UVITEC, Cambrige, Velika Britanija
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3.1.7. Laboratorijski pribor

e Kolona za tekucinsku kromatografiju Gemini (150 x 4,6 mm, 5 um,) Phenomenex,
Torrance, SAD

e Predkolona SecurityGuard™ Cartridges Gemini (C18 4 x 3,0 mm ID), Phenomenex,
Torrance, SAD

e Imunoafinitetne kolonice AFLAOCHRAPREP®, R-Biopharm, Darmstadt, Njemacka

e Imunoafinitetne kolonice Easi-extract CITRININ®, R-Biopharm, Darmstadt,
Njemacka

e Imunoafinitetne kolonice Easi-extract STERIGMATOCYSTIN®, R-Biopharm,
Darmstadt, Njemacka

e Captiva EMR Lipid SPE (engl. Solid Phase Extraction) kolonice (3 mL, 300 mg),
Agilent, Santa Clara, SAD

e Kolonice sa filtraciju Reservoir frit Bond Elut, Agilent Technologies, Santa Clara,
SAD

e Jednokanalne pipete, 0,1 — 5000 uL, Eppendorf Research, Hamburg, Njemacka

3.1.8. Ostali laboratorijski pribor

e Konusne epruvete PTFE sa ¢epom na navoj volumena 50 mL
e Menzure volumena 50 — 1000 mL

e Staklene epruvete za jednokratnu upotrebu volumena 10 mL
e Filteri PTFE 4,5 mm, 0,2 um

e Vijali za HPLC sa 1 bez inserata i ¢epovi

e PCR epruvete 0,2 mL

e Posudice za pohranu uzoraka

e Erlenmeyer tikvice volumena 50 mL

e Odmjerne tikvice od 250 i 1000 mL

e Plasti¢ne ¢aSe za analizu originalne uz uredaj za mjerenje natrija
e Plasticni 1 stakleni ljevci

e Staklene ¢ase volumena 100 mL

o Filter papir crna vrpca promjera 125 mm 640 w

e Magneti za mijeSanje

e Pasterove pipete 5 mL
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e Termometar

e Skalpel jednokratni

e Plasti¢ne Petrijeve zdjelice promjera 90 mm
e Mikrobioloske usice i igle

e lgle za seciranje (lancete) duzine 50 mm

e Adapteri za kolonice

e Mikrocentrifugalne tubice 2 mL

e Predmetnice i pokrovnice

e Plinski plamenik

3.1.9. Racunalni programi

Microsoft Excel 2007, Microsoft, Redmond, SAD

e SPSS Statistics 22.0, IBM Inc., New York, SAD

e Statistica 10.0, StatSoft, Tulsa, SAD

e Lasergene 16, DNASTAR, Madison, SAD

e MassHunter mass spectrometry (uz LC-MS/MS sustav), Agilent, Santa Clara, SAD
e Google Fusion Tables, Google, Mountain View, SAD

3.2. METODE RADA

3.2.1. Uzorkovanje i pohrana TMP

Uzorci hrvatskih TMP (n = 250) iz skupine trajnih kobasica i trajnih suhomesnatih proizvoda
dostupni na trzistu uzorkovani su na sajmovima ili izravno na obiteljskim poljoprivrednim
gospodarstvima (OPG) u koli¢ini od 1000 do 1500 g. Uzorkovanje je provedeno tijekom
dvogodisnjeg razdoblja (2020. — 2021.) na nacin da se u obje godine uzorkovanja uzela ista
koli¢ina i vrsta uzoraka sa istih lokaliteta, ukoliko je to bilo moguce. Za uzorke uzorkovane
2020. godine zrenje je trajalo 2019. godinu pa do polovice 2020. godine, a za uzorke
uzorkovane 2021. godine, 2020. godinu pa do prve polovice 2021. godine. Od ukupno 250
uzoraka tradicionalnih mesnih proizvoda, uzorkovano je Sest vrsta proizvoda (Slika 15).
Uzorkovanje je provedeno u sredisnjoj (Krapinsko-zagorska, Zagrebacka Zupanija, n = 24),
62),
52),

sjevernoj (Koprivnicko-krizevacka, Varazdinska, Viroviticko-podravska Zupanija, n

istocnoj (Vukovarsko-srijemska, Osjecko-baranjska, PozeSko-slavonska Zupanija, n
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zapadnoj (Istarska, Primorsko- goranska Zupanija, n = 55) te juznoj (Splitsko-dalmatinska,
Dubrovacko-neretvanska, Sibensko-kninska Zupanija, n = 57) regiji (tablica 4, slika 16).
Prilikom uzorkovanja zabiljeZeni su podaci o trajanju zrenja proizvoda kako bi se mogli

povezati s vremenskim ¢imbenicima.

Slika 15. Primjeri uzorkovanih vrsta TMP: a) kulen; b) kobasice ¢) Sunka d) budola e)
pecenica f) slanina (vlastita fotografija)

Nakon uzorkovanja, prvotno je provedeno brisanje povrsine za identifikaciju plijesni te Su

potom uzorci homogenizirani i odredena su im fizikalno-kemijska svojstva znacajna za
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nastanak plijesni. Uzorci su potom pohranjeni u plasti¢ne posudice i ¢uvani na -20 °C do

analize mikotoksina.

Tablica 4. Prikaz raspodjele uzorkovanih TMP prema vrsti proizvoda, godini i regiji Hrvatske

Kobasice Suhomesnati proizvodi
Godina
Regija Zupanija uzorkovan
ja .
kljlljelﬁgi Trajne Prsut/ Vratina/ Pecenica/ombolo/ irllaczltr;/a;
kobasice Sunka budola kare/zagrebnjak p P
a seka ek
Osjecko - 2020 5 2 1 1
baranjska 2021 6 3 1 2
Vukovarsko - 2020 8 5 2
Isto¢na B
srijemska 2021 4 2 2
Pozesko - 2020 2 1 1
slavonska 2021 2 1 1
Koprivnic¢ko - 2020 1 4 1 2 1 5
krizevacka 2021 3 6 2 2 2
. Viroviticko - 2020 1 1 1 1 1
Sjeverna
podravska 2021 1 1 1 1
2020 2 6 1 1 2
Varazdinska
2021 1 5 1 1
2020 1 2
Zagrebacka
2021 1 3 1
Sredi$nja Krapinsko - 2020 3 2 3
zagorska 2021 4 1 1 2
2020 8 3 5 5
Istarska
2021 7 5 2 6 5
Zapadna
Primorsko - 2020 1 3 1
goranska 2021 2 1 1
Splitsko- 2020 1 2 1 3
dalmatinska 2021 1 6 1 1 4
5 cninsk 2020 4 3 4 3
5 Sibensko- kninska
Juzna 2021 6 4 4 4
Dubrovacko- 2020 2 1
neretvanska 2021 1 1
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Isto¢na regija
Sjeverna regija

Sredi$nja regija

n Zapadna regija
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< Juzna regija

-

Slika 16. Karta zupanija odnosno regija RH na kojima je provedeno uzorkovanje TMP

3.2.2. Odredivanje fizikalno—kemijskih svojstava TMP

3.2.2.1. Odredivanje aktiviteta vode

Aktivitet vode u uzorcima TMP odreden je internom metodom na nacin da se prethodno
usitnjenim uzorkom napunila originalna posudica za uzorke do oznake te stavila u uredaj za
mjerenje aktiviteta vode. Pritiskom na tipku enter, zapoc€inje automatsko mjerenje aw U tzv.
quick mode-u. Po isteku odredenog vremena mjerenja, odnosno, do pojave vizualnog signala,

na ekranu je oc€itana vrijednost aw u uzorku.
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3.2.2.2. Odredivanje pH vrijednosti

Postupak mjerenja pH vrijednosti u uzorcima TMP proveden je pomoc¢u pH metra. Odvagano
je 5 g homogeniziranog uzorka u Erlenmayerovu tikvicu i dodano 50 mL demineralizirane
vode. Sadrzaj tikvice je ostavljen muckati 15 min na tresilici. Nakon muckanja pomoc¢u pH

metra izmjerena je pH vrijednost uzorka.

3.2.2.3. Odredivanje udjela soli (NaCl)

Postupak odredivanja soli, odnosno, natrijevog klorida u uzorcima TMP proveden je
primjenom potenciometrijske metode visestrukog dodavanja standarda uz pomo¢ uredaja za
mjerenje natrija sa ion- selektivnom elektrodom.. U odmjernu tikvicu od 250 mL odvagan je 1
g uzorka te je tikvica dopunjena ultracistom toplom vodom (50 °C £ 5) do % volumena. U
tikvicu je potom stavljen magnet za mijeSanje te je uzorak mijesan tijekom 30 min na
magnetnoj mijeSalici uz grijanje na 50 °C. Sadrzaj tikvice ohladen je na sobnu temperaturu
pod mlazom vode te je nadopunjen vodom do oznake. Nakon toga, 20 mL uzorka je filtrirano
u plasti¢nu ¢asicu za mjerenje, dodano je 20 mL 1M DIPA-HCL-ISA otopine i magnet za
mijesanje, ¢aSica je postavljena na uredaj za mjerenje natrija te je u nju uronjena elektroda.
Prije pocetka mjerenja u program uredaja upisana je masa uzorka te nakon provedenog
mjerenja uredaj ispisuje rezultat tj. udio natrija iz kojeg se potom stehiometrijski racuna udio

natrijeva klorida na nacin da se udio natrija pomnoZi sa 2,5.

3.2.3. Izolacija plijesni s povrSine TMP

U svrhu izolacije ¢iste kulture plijesni s TMP, vidljivo porasle kolonije plijesni odvojile su se
od povrSine TMP skalpelom te se takoder povrS§ina TMP pobrisala vatom namocenom s
Tween 80 i nacjepila u Petrijevu zdjelicu sa DG-18 agarom. Inkubacija je trajala 7 dana u

mraku pri 25 £ 1 °C u termostatu.

3.2.4. Identifikacija plijesni s povrSine TMP

Shematski prikaz procesa identifikacije vrsta plijesni s povr§ine TMP dan je na slici 17.
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Slika 17. Shematski prikaz procesa identifikacije plijesni s povrSine TMP
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3.2.4.1. Tradicionalne metode identifikacije plijesni

Tradicionalnim metodama identifikacije plijesni su identificirane do razine roda odredivanjem
njihovih makro- i mikro- skopskih karakteristika i upotrebom atlasa Samson i sur. (2019) te
Pitt i Hocking (2009). Postupak je proveden na nacin da su izolirane ¢iste kulture plijesni
nacijepljene na DG-18, MEA, CYA agar te dodatno na CREA agar za Penicillium vrste, uz
inkubaciju 7 dana u mraku pri 25 = 1 °C u termostatu. Kod odredivanja makroskopskih
karakteristika poraslih kolonija plijesni promatrala se boja povrsine i poledine kolonije, boja
podloge, veli¢ina i tekstura kolonija. Za mikroskopske karakteristike, preparati za
mikroskopiranje pripremljeni su s MEA agarom nakon inkubacije. Na predmetnicu je
stavljena kap plavog laktofenola i mikrobioloskom iglom uzet je dio micelija i spora plijesni s
agara. Uzorak plijesni je razvucen u Sto tanjem sloju mikrobioloSkom iglom te pokriven
pokrovnicom. Preparat je mikroskopiran pod poveéanjem od 1000 x uz upotrebu imerzionog
ulja. Izolirane Ciste kulture plijesni sa agara izrezane su lancetom i ¢uvane u fizioloskoj

otopini u hladnjaku do molekularne identifikacije.

3.2.4.2. Molekularne metode identifikacije plijesni

Molekularne metode identifikacije plijesni nastavljaju se na tradicionalne metode sa svrhom
identifikacije vrste plijesni koje se nisu mogle identificirati tradicionalnim metodama. Ove
metode obuhvacdaju izolaciju i umnazanje DNA lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR),
vizualizaciju PCR produkata, sekvencioniranje te obradu i usporedbu dobivenih sekvenci s
bazama podataka.

Izolacija DNA

U svrhu izolacije DNA, izolirane Ciste kulture plijesni koje su ¢uvane u fizioloskoj otopini
inokulirane su na MEA agaru i inkubirane pri 25 = 1 °C tijekom 7 dana u termostatu. DNA je
ekstrahirana 1z oko 40 pg kolonija plijesni pomocu NucleoSpin Microbial DNA Kkita,

pridrzavajuéi se uputa proizvodaca:

1. Priprema i liza uzoraka - MikrobioloSkom iglom izrezan je isjecak plijesni koja je
porasla na MEA agaru i stavljen je u NucleoSpin tubicu tip B u koju je dodano 100 pL
pufera za pranje BE, 40 puL pufera za lizu MG 1 10 pL proteinaze K te je izvrSeno
mehani¢ko razaranje stanica plijesni u homogenizatoru pri 6,0 m/s tijekom 100 s.

Nakon toga, sadrzaj tubice je centrifugiran 30 s pri 11,000 g.

60



Podesavanje uvjeta za vezanja DNA - Dodano je 600 pL pufera za lizu MG,
vorteksirano 3 s te ponovno centrifugirano 30 s pri 11,000 g.

Vezanje DNA - Oko 500 - 600 uL supernatanta prebaceno je u NucleoSpin Microbial
DNA kolonu koja je stavljena u 2 mL tubicu za prikupljanje. Sve je centrifugirano 30
s pri 11,000 g. Tubica za prikupljanje je odbacena, a NucleoSpin Microbial DNA
kolona stavljena u novu tubicu od 2 mL za prikupljanje.

Ispiranje silika membrane - Dodano je 500 pL pufera za pranje BW te centrifugirano
30 s pri 11,000 g. Protok je odbacen, a NucleoSpin Microbial DNA kolona stavljena
ponovno u tubicu od 2 mL za prikupljanje. Dodano je 500 pL pufera za pranje B5 te
centrifugirano 30 s pri 11,000 g.

Susenje silika membrane - Protok je odbacen, a NucleoSpin Microbial DNA kolona je
stavljena ponovno u tubicu od 2 mL za prikupljanje. Kolona je centrifugirana 30 s pri
11,000 g.

Eluiranje DNA - NucleoSpin Microbial DNA kolona je stavljena u mikrocentrifugalnu
tubicu od 2 mL i dodano je 100 pL pufera za ispiranje BE. Inkubirano je pri sobnoj
temperaturi 1 min. Sve je centrifugirano 30 s pri 11,000 g. Mikrocentrifugalne tubice s

izoliranom DNA su oznacene i spremljene u ledenicu do daljne analize.

Umnazanje DNA - PCR reakcija
Za provedbu PCR reakcije koriSten je GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix kit prema

uputama proizvodaca 1 specificne pocetnice Bt2a i Bt2b za umnazanje DNA regije beta-

tubulina (benA) te CmdS i Cmd6 za umnazanje DNA regije kalmodulina (CaM).

Priprema otopina pocetnica:

Stock otopina 100 uM: 100 uM = X nmol liofilizirana pocetnica + (X - 10 uL vode za

molekularne pretrage)

Radna otopina svake pojedine pocetnice 10 uM: 10 uL stock otopine 100 uM pojedine
pocetnice (Cmd5/Cmd6/Bt2a/Bt2b) razrijedeno s 90 puL vode za molekularne pretrage

Radna otopina svake pojedine pocetnice 5 uM: 5 uL stock otopine 100 uM pojedine
pocetnice (Cmd5/Cmd6/Bt2a/Bt2b) razrijedeno s 95 pL vode za molekularne pretrage

Prije upotrebe svi reagensi su temperirani i kratko vorteksirani. PCR reakcijske smjese

pripremljene su u mikrocentrifugalnoj tubici.
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Svaka reakcijska smjesa od 25 uL sadrzavala je:
e 12,5 puL PCR pufera
e 0,4 uM pocetnice uzvodne (engl. foward) (Bt2a ili Cmd5) i nizvodne (engl. reverse
(Bt2b ili Cmd6)
e 9.5 L vode za molekularne pretrage
e 1 L ekstrahirane DNA

Reakcijska smjesa je promijeSana pipetiranjem i kratko centrifugirana u mini centrifugi kako
bi cijeli sadrzaj tubice 0stao na dnu. Za svaku PCR reakcijsku smjesu radena je pozitivna i
negativna kontrola. Za pozitivnu kontrolu koriStena je ekstrahirana DNA plijesni iz
prethodnih postupaka molekularne identifikacije, a za negativhu kontrolu voda za
molekularne reakcije u koli¢ini od 1 pL.

PCR tubice s reakcijskom smjesom te pozitivnom i negativnom kontrolom stavljene su u PCR

uredaj uz odvijanje reakcije prema protokolu u tablici 5:

Tablica 5. Protokol umnazanja DNA regije benA i CaM PCR reakcijom

KORAK VRIJEME TEMPERATURA
Pocetno zagrijavanje 2 min 95°C
40 ciklusa:

e Denaturacija 30s 95 °C

e Sparivanje pocetnica 30s 56 °C

e Produljivanje DNA lanca 1 min 72 °C

e Zavr$no produljivanje DNA lanca 5 min 72 °C
Hladenje reakcijske smjese 00 4°C

Vizualizacija PCR produkata gel elektroforezom

Za elektroforezu na gelu pripremljen je 1,5 % agarozni gel. U tikvicu je dodano 1,5 g agaroze
i 98,5 mL 1x TAE pufera (1x TAE pufer pripremljen je na nacin da je u bocu stavljeno 20 mL
50x TAE pufera i 980 mL deionizirane vode). Sadrzaj Erlenmayerove tikvice je postupno
zagrijavan sve dok se gel nije potpuno otopio, zatim ohladio pod mlazom vode na oko 60 °C
te je dodano 5 pL GelStar boje. U kalup je izlivena agaroza i sve je zajedno promijesano
nastavkom za pipete te je umetnut cesalj za jazice. Skrutnuti gel uronio se u kadicu s TAE
puferom. PCR produkat (5 pL), DNA ljestve te pozitivna i negativna kontrola naneSeni su
mikropipetom u jaZice gela. Gel je pokrenut pri naponu od 70 V tijekom 90 min. Po zavrSetku
elektroforeze, iskljuceno je napajanje, a gel je pazljivo uklonjen iz posude i postavljen u UV

transluminator. Pod upaljenim UV svjetlom vizualizirani su fragmenti DNA.
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Procis¢avanje PCR produkata i slanje na sekvenciranje

PCR produkti su procis¢eni koristenjem Illustra ExoProStar reagensa koji je ¢uvan na ledu za
vrijeme koristenja. U svaku tubicu s PCR produktom dodano je 2 pL illustra ExoProStar.
Tubice su stavljene u PCR aparat uz program za proc¢i$¢avanje: 45 min na temperaturi od 37°
C te 15 min na 80 °C. Nakon procis¢avanja, sadrzaj svake tubice podijeljen je dodatno u dvije
tubice sa po 5 pL proc¢is¢enog produkta. U jednu je tubicu dodano 5 pul. 5 uM uzvodne
pocetnice odnosno Bt2a za regiju beta-tubulina te Cmd5 za regiju kalmodulina, a u drugu 5
ML 5 pM nizvodne pocetnice odnosno Bt2b za regiju beta-tubulina te Cmd6 za regiju
kalmodulina. Tako pripremljeni uzorci poslani su na sekvencioniranje u komercijalnu

ustanovu Macrogen Europe, Amsterdam, Nizozemska.

Obrada sekvenci

Sekvence dobivene od Macrogen Europe, Amsterdam, Nizozemska obradene su pomocu
programa Lasergene 16 DNASTAR, sucelja SeqManPro (slika 18). Uredene sekvence
usporedene su s onima koje su dostupne u GenBank bazi podataka pri NCBI (Nacionalni
centar za biotehnoloske informacije) upotrebom BLAST algoritma putem linka:
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE_TYPE=BIlastSearch, kako bi se identificirala

vrsta plijesni na temelju sli¢nosti sekvenci u bazi. Dobivene nukleotidne sekvence
toksikotvornih plijesni su takoder upisane u GenBank bazu podataka kako bi se dobio

pristupni broj za identificiranu vrstu plijesni.

Rezultati dobivenih izolata plijesni su prikazani kao:
e Relativna gustoca, Dr (engl. relative density) = broj izolata vrste / ukupan broj izolata
x 100

e Relativna frekvencija, Fr (engl. relative frequency) = broj uzoraka na kojem je

odabrana vrsta plijesni prisutna / ukupan broj uzoraka x 100
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Slika 18. Primjer obrade sekvenci u SeqManPro sucelju programa Lasergene 16, DNASTAR,
Madison, SAD (vlastita fotografija)

3.2.4.3. PCR detekcija gena ukljucenih u biosintezu mikotoksina

Na izoliranim DNA ¢istih kultura plijesni, ovisno o vrsti identificirane plijesni koja moze biti
potencijalni producent nekih od analiziranih mikotoksina, provedena je PCR detekcija gena
ukljucenih u njihovu biosintezu. Reakcijska smjesa pripravljena prema dolje navedenim
uputama za svaki pojedini mikotoksin promijesana je pipetiranjem i kratko centrifugirana u
mini centrifugi kako bi sav sadrzaj tubice ostao na dnu. Za svaku PCR reakcijsku smjesu
napravljena je pozitivna i negativna kontrola. Za pozitivnu kontrolu koristena je DNA plijesni
iz prethodnih postupaka detekcije gena koja je sekvencirana, a za negativnu kontrolu voda za
molekularne reakcije u koli¢ini u kojoj se prema protokolu dodaje DNA. PCR tubice s
reakcijskom smjesom te pozitivhom 1 negativnom kontrolom stavljene su u PCR uredaj uz
odvijanje reakcije prema protokolima u tablicama 6 - 8. PCR produkti provjereni su

kapilarnom elektroforezom.

AFB11i1 STC geni
Za provedbu visestruke PCR reakcije koristen je GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix kit 1
specifi¢ne pocetnice norl i nor2 za umnazanje gena nor-1 koji kodira za norsolorinsku

kiselinu reduktazu, pocetnice verl i ver 2 za umnazanje gena ver-1 koji kodira za versikolorin
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A dehidrogenazu i pocetnice omtl i omt2 za umnazanje gena omt-A Koji kodira za

sterigmatocistin-O-metiltransferazu (Geisen, 1996).

Svaka reakcijska smjesa od 15 pL sadrzavala je:

7,5 UL PCR pufera

0,4 uM pocetnice (norl, nor2, verl, ver2, omtl, omt2)

2,4 uL vode za molekularne pretrage
1,5 pL ekstrahirane DNA

Tablica 6. Protokol umnazanja DNA viSestrukom PCR reakcijom

KORAK VRIJEME TEMPERATURA
Pocetno zagrijavanje 2 min 95°C
40 ciklusa:

e Denaturacija 1 min 94 °C

e Sparivanje pocetnica 1 min 60 °C

e Produljivanje DNA lanca 1 min 72 °C

e Zavr$no produljivanje DNA lanca 5 min 72 °C
Hladenje reakcijske smjese o0 4°C
OTA geni

Za provedbu PCR reakcije koristen je GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix kit i specifi¢éne
pocetnice F1OT i R10T za umnazanje otanpsPN gena koji kodira za OTA neribosomalnu
peptid sintetazu te AoLC35-12R i AoLC35-12F za umnazanje otapks koji kodira za OTA
poliketid sintazu (Luque i sur., 2013; Dao i sur., 2005).

Svaka reakcijska smjesa od 15 pL sadrzavala je:
7,5 UL PCR pufera
0,4 uM pocetnice (F10T, R10T ili AoLC35-12R i AoLC35-12F)

4,8 pL vode za molekularne pretrage
1,5 uL ekstrahirane DNA

Tablica 7. Protokol umnazanja DNA PCR reakcijom

KORAK VRIJEME TEMPERATURA
Pocetno zagrijavanje 2 min 95 °C
35 ciklusa:

e Denaturacija 30s 94 °C

e Sparivanje pocetnica 40's 57 °C

e Produljivanje DNA lanca 1 min 72 °C

e Zavr$no produljivanje DNA lanca 5 min 72 °C
Hladenje reakcijske smjese 0 4°C
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CIT gen

Za provedbu PCR reakcije koristen je GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix kit 1 specifi¢ne

pocetnice pksCT F i pksCT R za umnazanje pksCT gena koji kodira za citrinin poliketid

sintazu (Shimizu i sur., 2007).

Svaka reakcijska smjesa od 15 pL sadrzavala je:
e 7,5uL PCR pufera
e 0,4 uM pocetnice (pksCT F i pksCT R)
e 4,8 1L vode za molekularne pretrage
e 15 uL ekstrahirane DNA

Tablica 8. Protokol umnazanja DNA PCR reakcijom

KORAK VRIJEME TEMPERATURA
Pocetno zagrijavanje 2 min 95°C
40 ciklusa:

e Denaturacija 30s 95°C

e Sparivanje pocetnica 30s 59 °C

e Produljivanje DNA lanca 30s 72 °C

e Zavr$no produljivanje DNA lanca 5 min 72 °C
Hladenje reakcijske smjese 0 4°C

Provjera PCR produkata kapilarnom elektroforezom

PCR produkti vizualizirani su kapilarnom elektoroforezom na nac¢in da su marker molekulske

mase DNA (engl. size marker), tubice sa uzorcima, pozitivna i negativna kontrola postavljene

u uredaj za kapilarnu elektroforezu, zajedno sa markerom za sravnjenje (engl. alignment

marker) i QIAxcel DNA Screening kitom te je pokrenuto razdvajanje. U softveru uredaja

QIAXxcel ScreenGel, vidljivi su fragmenti DNA bilo u obliku elektroferograma ili prikaza

slike gela.

CPA gen

Za provedbu PCR reakcije u stvarnom vremenu na PCR uredaju Rotor-Gene Q koriSten je

Universal Mastermix kit i specificne pocetnice dmaTF i dmaTR te proba dmaTP za

umnazanje dmaT gena koji kodira za dimetilalil triptofansintaza (Rodriguez i sur., 2012a).

Svaka reakcijska smjesa od 25 pL sadrzavala je:

e 125 L PCR pufera

e 2.5 uM 10x koncentriranog miksa pocetnica 1 probe (dmaTF, dmaTR i dmaTP)

e 5L vode za molekularne pretrage
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e 5 pL ekstrahirane DNA

Koncentrirani miks poc¢etnica (10X) i probe u volumenu 50 pL pripravljen je na naéin da je

dodano po 2 pL 10 uM dmaTF i dmaTR, 1 uL dmaTP te 45 uL vode.

Temperaturni program umnozavanja DNA PCR reakcijom u stvarnom vremenu ukljucuje
inicijalnu denaturaciju 10 min na 95 °C te 45 ciklusa 15 s pri 95 °C i nakon toga 60 s na 60
°C. Nakon svakog ciklusa slijedi oCitanje fluorescencije svjetlosti valne duljine 520 nm za

fluorescentnu boju FAM.

3.2.5. Razvoj i validacija LC-MS/MS metode za odredivanje mikotoksina

3.2.5.1. Kromatografska analiza

Razvoj metode za detekciju i kvantifikaciju mikotoksina AFBi, OTA, STC, CIT i CPA
proveden je primjenom spregnutih tehnika tekucinske kromatografije i masene spektrometrije
(LC-MS/MS) pri ¢emu je maseni spektrometar opremljen trostrukim kvadrupol masenim
detektorom sa ESI izvorom (slika 19).

Kromatografsko razdvajanje spojeva provedeno je na C18 koloni za tekucinsku
kromatografiju, dimenzija 150 x 4,6 mm, veli¢ine Cestica 5 um, s C18 predkolonom
dimenzija 4 x 3,0 mm. S obzirom da se radilo o razvoju multimikotoksinske bilo je
neophodno gradijentno razdvajanje. Zbog kombinacije analiticke strukture i kompleksnog
matriksa kromatografska analiza CPA pokazala se vrlo zahtjevnom te je razvijena zasebna
kromatografska metoda za odredivanje ovog mikotoksina u odnosu na ostale mikotoksine.
Stoga se mobilna faza A 1 model gradijenta mobilne faze za odredivanje CPA 1 odredivanje
AFB1, OTA, STC i CIT razlikuju.

Za analizu CPA koristena je mobilna faza pH 2,5 koja se pokazala optimalna vezano uz oblik
pika. Gradijent mobilne faze za odredivanje mikotoksina odvija se na dolje opisan nacin, pri
brzini protoka od 1 mL/min i temperaturi kolone od 25 °C koja rezultiraju ukupnim
vremenom analize 25 min za odredivanje CPA odnosno 22 min za odredivanje AFB1, OTA,
STC i CIT (Vulié i sur., 2020; Lesic¢ i sur., 2021b).
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Gradijent mobilne faze:

CPA AFB1, OTA, STCIi CIT
e 0-1min100% A e 0-14min 100% A
e 1-14min100% B e 14-18,10100% B
e 14 — 16 min odrzavanje pri 100% B e 18,10 -20,5min 100% A

e 16-18 min 100% A

e 4 min post-run

Volumen injektiranja metoda je 40 pL uz ispiranje igle u mobilnoj fazi A i B kako bi se

sprijecila potencijalna unakrsna kontaminacija.

Slika 19. Tekucinski kromatograf sa tandemskom spektometrijom masa (LC-MS/MS) Agilent
Technologies (vlastita fotografija)

Mobilna faza A za odredivanje CPA (5 mM amonij acetata pH = 2,5). Pripremila se na nacin
da se u odmjernu tikvicu od 1000 mL dodalo oko 900 mL ultraciste vode te 1 mL 5 mM
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amonij acetata te se octenom kiselinom podesila vrijednost pH do 2,5. Amonij acetat (5 mM)

pripremio se na nacin da se 3,85 g amonij acetata otopilo u 10 mL ultraciste vode.

Mobilna faza A za odredivanje AFB1, OTA, STC i CIT sastojala se od ultraciste vode i
metanola u omjeru 90/10 sa 5 mM amonij acetatom i 1% octenom kiselinom. Pripremila se na
nacin da se pomijesalo 900 mL vode i 100 mL metanola, pipetom se oduzmelo 11 mL te se

dodalo 10 mL octene kiseline i 1 mL 5 mM amonij acetata.

Mobilna faza B za odredivanje CPA, AFB1, OTA, STC i CIT sastojala se od ultraciste vode i
metanola u omjeru 97/3 sa 5 mM amonij acetatom i 1% octenom kiselinom. Pripremila se na
nacin da se pomijesalo 970 mL metanola i 30 mL vode, pipetom se oduzelo 11 mL te dodalo

10 mL octene kiseline i 1 mL 5 mM amonij acetata.

Priprema standardnih otopina mikotoksina

AFB1

e Stock standardna otopina AFB;: (1 mg/mL; 1000 ppm): 1 mg AFB: otopljeno u 1 mL
acetonitrila

e Radna standardna otopina AFB: (10 pg/mL; 10 ppm): 100 pL stock standardne
otopine 1 mg/mL razrijedeno do ukupnog volumena od 10 mL s acetonitrilom

e Radna standardna otopina AFB: (100 ng/mL; 100 ppb): 10 pL stock standardne
otopine AFB1 (10 pg/mL) razrijedeno s 990 pL acetonitrila

e Radna standardna otopina AFB1 (10 ng/mL; 10 ppb): 100 pL stock standardne otopine
AFB1 (100 pg/mL) razrijedeno s 900 uL acetonitrila

e Radna standardna otopina AFB;1 (1 ng/mL; 1 ppb): 100 pL stock standardne otopine
AFB1 (10 pg/mL) razrijedeno s 900 pL acetonitrila

OTA
e Radna standardna otopina OTA (100 ng/mL; 100 ppb): 10 pL originalne standardne
otopine OTA (10 pg/mL) razrijedeno s 990 pL acetonitrila
e Radna standardna otopina OTA (10 ng/mL; 10 ppb): 100 pL radne standardne otopine
OTA (100 ng/mL) razrijedeno s 900 pL acetonitrila

STC
e Stock standardna otopina STC (100 pg/mL; 100 ppm): 1 mg STC otopljeno u 10 mL

acetonitrila
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CIT

CPA

Radna standardna otopina STC (1 pg/mL; 1 ppm): 10 uL stock standardne otopine
STC (100 pg/mL) upareno u struji duSika na 40 °C i otopljeno u 1000 pL
acetonitril/voda/octena kiselina (49,5/49,5/1)

Radna standardna otopina STC (100 ng/mL; 100 ppb): 100 pL radne standardne
otopine STC (1 pg/mL) razrijedeno s 900 pL acetonitril/voda/octena kiselina
(49,5/49,5/1)

Radna standardna otopina STC (10 ng/mL; 10 ppb): 100 pL stock standardne otopine
STC (100 ng/mL) razrijedeno s 900 pL acetonitril/voda/octena kiselina (49,5/49,5/1)

Radna standardna otopina CIT (1 pg/mL; 1 ppm): 10 pL originalne standardne
otopine CIT (100 pg/mL) upareno u struji dusika na 40 °C i otopljeno u 1000 pL
acetonitril/voda/octena kiselina (49,5/49,5/1)

Radna standardna otopina CIT (100 ng/mL; 100 ppb): 100 pL radne standardne
otopine CIT (1 pg/mL) razrijedeno s 900 pL acetonitril/voda/octena kiselina
(49,5/49,5/1)

Radna standardna otopina CIT (10 ng/mL; 10 ppb): 100 uL stock standardne otopine
CIT (100 ng/mL) razrijedeno s 900 pL acetonitril/voda/octena kiselina (49,5/49,5/1)

Stock standardna otopina CPA (100 pg/mL; 100 ppm): 1 mg CPA otopljeno u 10 mL
acetonitrila

Radna standardna otopina CPA (1 pg/mL; 1 ppm): 10 pL stock standardne otopine
CPA (100 pg/mL) razrijedeno s 990 uL acetonitrila

Radna standardna otopina CPA (100 ng/mL; 100 ppb): 10 pL radne standardne
otopine CPA (1 pg/mL) razrijedeno s 900 uL acetonitrila

Radna standardna otopina CPA (10 ng/mL,; 10 ppb): 100 uL stock standardne otopine
CPA (100 ng/mL) razrijedeno s 900 uL acetonitrila

Otopine standarada za izradu kalibracijske krivulje pripremaju se svjeze za svaku analizu u

otopini acetonitril/voda/octena (49,5/49,5/1) prema tablicama 9 - 12:
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Tablica 9. Priprema standardne kalibracijske krivulje u otapalu za AFB1 i OTA

¢ (AFB;: stand. V (AFB; c (OTAstand. V (OTAstand. V (Acn/H20/

Tocka

- otopine) stand. otopine) otopine) otopine) Oct)
kalibracije

(ng/mL) (ML) (ng/ mL) (ML) (ML)
Kall 1 50 10 20 930
Kal2 10 10 10 40 950
Kal3 10 50 100 10 940
Kal4 100 10 100 25 965
Kal5 100 50 100 50 900

Tablica 10. Priprema standardne kalibracijske krivulje u otapalu za STC

c (STC V (STC
Tocka _ ) V (Acn/H20/Oct)
; » stand. otopine) stand. otopine)
kalibracije (uL)

(ng/mL) (ML)

Kall 10 10 990

Kal2 10 50 950

Kal3 100 25 975

Kal4 100 50 950

Kal5 100 100 900

Tablica 11. Priprema standardne kalibracijske krivulje u otapalu za CIT

c(CIT V (CIT Vv
Tocka ) )
- stand. otopine) Stand. otopine) (Acn/H20/Oct)
kalibracije
(ng/mL) (ML) (ML)
Kall 10 100 900
Kal2 100 20 980
Kal3 100 40 960
Kal4 100 80 920
Kal5 100 100 900
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Tablica 12. Priprema standardne kalibracijske krivulje u otapalu za CPA

c (CPA V (CPA \%
Tocka ) )
R stand. otopine) stand. otopine) (Acn/H20/Oct)
kalibracije
(ng/mL) (L) (L)
Kall 10 50 950
Kal2 100 25 975
Kal3 100 100 900
Kal4 1000 15 985
Kal5 1000 20 980

3.2.5.2. MS/MS analiza

Za kvantifikaciju i potvrdu analiziranih mikotoksina masenom spektrometrijom praceni su
jedan prekursor i dva produkt iona. Spektar mase svakog mikotoksina snimljen je
injektiranjem 1 pL otopine standarda (koncentracije 5 pg/mL) svakog pojedinog mikotoksina
u maseni spektrometar s ciljem odabira prekursor i produkt iona te optimizacije parametara
masenog detektora masenog detektora za svaki pojedini analit (slika 20). Prekursor ion
odabran je u MS2 scan modu., a kako bi se utvrdili uvjeti pri kojima se postize najjaci odziv
produkt ioni su snimani pri razli¢itim energijama kolizije te je ion s jaéim odzivom izabran za
kvantifikaciju, dok je ion sa slabijim odazivom koristen kao potvrdni ion spoja od interesa
(slike 21 - 25). Optimizirani parametri masenog detektora su prikazani u tablici 13. Za svaki
analizirani mikotoksin odabran je [M+H]* adukt kao ion prekursor. Maseni spektrometar
radio je u Multiple Reaction Monitoring modu (MRM), dok je ionizacija provedena u
pozitivnom nacinu rada (ESI +). Ostali parametri izvora masenog spektrometra su takoder
optimizirani te su odabrani uvjeti pri kojima se za svaki analit postize najja¢i odziv, kako
slijedi:

e temperatura plina 350 °C

e protok plina 12 L/min

e tlak u rasprSivacu 20 psi

e napon u kapilari 4000 V (+) i 2000 V ( -).
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Slika 20. Sucelje DataAcqusition programa MassHunter, Agilent Technologies, Santa Clara,
SAD (vlastita fotografija)

Tablica 13. Dijagnosticki ioni analiziranih mikotoksina i uvjeti masenog spektrometra

Napon Produktioni  Kolizijska Polarnost
Analit Prekursor fragmentora (V) energija

ion (eV)

285.1 23
AFB:1 313,1 170 269.1 30

OTA 357,9 10
404,0 130 239.0 o5

196,3 25
CPA 337,2 110 182.1 20 Pozitivna

sTC 310,0 25

233,1 15

CIT 251,1 110 205.0 o5
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Slika 25. Maseni spektar STC: a) MS2 scan b) Product lon scan

3.2.5.3. Validacija

Validacija metode provedena je prema dokumentu ,,Guidance document on the estimation of
limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) for measurements in the field of
contaminants in feed and food“ (Wenzl i sur., 2016). Prilikom validacije metode odredivani
su parametri linearnost, specifi¢nost, limit detekcije (LOD, engl. Limit of Detection) i limit
kvantifikacije (LOQ, engl. Limit of Quantification), istinitost odnosno iskoriStenje te utjecaj
matrice. Za validaciju su koriSteni obogacéeni blank uzorci, odnosno, uzorak koji je obogacen
poznatom koli¢inom analita koji se treba detektirati. Blank uzorci za validaciju su izabrani

prema nedostatku interferirajuceg signala U vremenu zadrzavanja svakog analita.

Linearnost

Linearnost metode je provjerena u odgovarajuéem koncentracijskom podrucju mjerenja
analizom pet standardnih otopina svakog pojedinog mikotoksina u  otopini
acetonitril/voda/octena kiselina. Standardne otopine mikotoksina razrijedene su na nacin da se

dobiju sljedece koncentracije:

e CPA: 0,5, 2,5, 10, 151 20 ng/mL
e AFB:: 0,05, 0,1, 0,25,0,51 1 ng/mL
e OTA: 0,2,0,4,1,25i5ng/mL
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e STC: 0,1,0,525,5i 10 ng/mL
e CIT: 1,2,4,81i10ng/mL

Kalibracijske krivulje su korigirane linearnom regresijom te je odredena jednadzba

kalibracijskog pravca i R? za pojedini mikotoksin.

Specifi¢nost
Odsutnost kromatografskog signala u ocekivanom vremenu zadrzavanja na kromatografskoj
koloni ukazuje na specificnosti razvijene metode. Odredivanje specificnosti metode

provedeno je injektiranjem otapala i blank uzorka.

LOD i LOQ

U svrhu odredivanja LOD, deset slijepih proba odnosno tzv. blank uzoraka trajnih mesnih
proizvoda obogaceni su tako da koncentracija mikotoksina iznosi:

e 3 ug/kg matriksa za CPA

e 2 ug/kg matriksa za CIT

e 0,1 pg/kg matriksa za STC

e 0,1 pg/kg matriksa za AFB1

e 0,3 ng/kg matriksa za OTA

Uzorci su potom pripremljeni i analizirani prema razvijenoj metodi pripreme uzoraka.
Vrijednost LOD izraCunata je iz nagiba kalibracijskog pravca (b) i standardne devijacije
povrsine pikova obogacenih uzoraka (SD) na nacin da je LOD jednako 3,9* SD/b. LOQ je

izraCunat mnoZenjem faktora 3,3 sa LOD.

Iskoristenje

Iskoristenje metode odredeno je na nacin da su blank uzorci trajnih mesnih proizvoda
obogaceni standardom svakog mikotoksina u deset ponavljanja na razinu 0,3 pg/kg za OTA, 2
pg/kg za CIT, 0,1 pg/kg za STC, 0,1 pg/kg za AFB;: te 3 pg/kg za CPA, odnosno na
koncentracije nesto veée od dobivenih LOQ vrijednosti, te su pripremljeni i analizirani prema
razvijenoj metodi pripreme uzoraka. Izracunate su srednje vrijednosti dobivenih koncentracija

deset ponavljanja za svaki mikotoksin te je iskoriStenje izrazeno kao postotak.

Utjecaj matrice

Utjecaj matrice je odreden na nacin da se deset blank uzoraka trajnih mesnih proizvoda nakon
pripreme uzoraka, odnosno postekstrakcijski, obogatilo na razine od 2 ng/mL za CIT, 0,5
ng/mL za STC, 0,25 ng/mL za AFBy, 0,4 ng/mL za OTA te 1 ng/mL za CPA te se usporedilo

sa standarnim otopinama mikotoksina iste razine, pri ¢emu se takoder pripremilo deset
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zasebnih razrijedenja. Utjecaj matrice je izracunat dijeljenjem srednjih vrijednosti povrSine
pikova standarnih otopina sa srednjim vrijednostima povrsine pikova obogaéenih uzoraka,

izrazavajuéi dobivenu vrijednost kao postotak.

3.2.6. Odredivanje koncentracije mikotoksina u uzorcima TMP
3.2.6.1. Priprema uzoraka za odredivanje koncentracije AFB1, OTA, STCiCIT
Priprema otopina

e Fosfatni pufer (PBS) sa 0,1 % Tween 20 pripremljen je na na¢in da se 8 g natrij
klorida, 0,2 g kalij klorida, 0,2 g kalij hidrogenfosfata i 1,16 g dinatrij hidrogenfosfata
otopilo u 900 mL deionizirane vode, prema potrebi pH se podesio na 7,4 sa 1 M
NaOH, dodalo se 1 mL Tween 20 te nadopunilo vodom do 1000 mL.

e Fosfatni pufer (PBS) (bez Tween 20) pripremljen je na nacin da se 8 g natrij klorida,
0,2 g kalij klorida, 0,2 g kalij hidrogenfosfata i 1,16 g dinatrij hidrogenfosfata otopilo
u 900 mL deionizirane vode, prema potrebi pH se podesio na 7,4 sa 1 M NaOH te

nadopunilo vodom do 1000 mL.

Odredivanje koncentracije mikotoksina AFB1, OTA, STC i CIT provedeno je pomocu
visokospecifi¢nih imunoafinitetnih kolonica. U konusne epruvete od 50 mL odvagano je 5 g
homogeniziranog uzorka te je dodano 20 mL 80 %-thog metanola za ekstrakciju uz
vorteksiranje najvecom brzinom 2 min te je uslijedilo centifugiranje na 2150 g 10 min. 12 mL
supernatanta razrijedeno je sa 60 mL 0,1 % Tween 20 PBS pufera u tikvici volumena 100 mL
te je sve lagano promijeSano. Imunoafinitetna kolonica postavljena je na SPE vakuum
otparivac, a prethodno je povezana adapterom sa kolonicom za filtraciju Bond Elut Reservoir
frit (slika 26). Na tako postavljene imunoafinitetne kolonice aplicirano je 48 mL otopine
uzorka.. Kolonice su potom isprane sa 20 mL PBS pufera bez Tween kako bi se uklonile
nevezane komponente te osuSene pod vakuumom uz uporabe vakuum pumpe tijekom 3 min.
Uslijedilo je eluiranje mikotoksina sa 1 mL 100 % metanola uz tzv. backflush, odnosno
dodatno propustanje eluata kroz kolonicu jo$ 3 puta, te ispiranje sa 1 mL ultraciste vode. Na
kraju je na kolonice jo$ jednom primijenjen vakuum. Uzorci su potom vorteksirani i stavljeni
u vijale (Lesi¢ i sur., 2021b). Vijale sa dobivenim proc¢is¢enim uzorcima postavljene su u
automatski injektor LC te su uzorci analizirani LC-MS/MS metodom opisanom u poglavlju
3.2.5. MassHunter rac¢unalni program potom izra¢unava koncentracije mikotoksina AFB1,
OTA, STC i CIT na temelju kalibracijske krivulje.
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Slika 26. Oprema za proc¢i§¢avanje uzoraka imunoafinitetnim kolonicama (vlastita

fotografija)

3.2.6.2. Priprema uzoraka za odredivanje koncentracije CPA
Priprema otopina za odredivanje koncentracije CPA

e Carrez | otopina pripremila se na nac¢in da se 10,6 g kalij heksacijanoferat trihidrata
otopilo u 100 mL deionizirane vode

e Carrez Il otopina pripremila se na nacin da se 21,9 g cink acetat dihidrata otopilo u
32 mL octene kiseline te nadopunilo vodom do volumena od 100 mL

Odredivanje koncentracije CPA provedeno je uz upotrebu rOQ QuEChERS ekstrakcijskih
soli. U konusne epruvete od 50 mL odvagano je 2 g homogeniziranog uzorka te je dodana
25%-tna octena kiseline Uzorak je vorteksiran 10 min najve¢om brzinom. Zatim je dodano 5
mL acetonitrila te su se uzorci mijesali na rotiraju¢oj mijesSalici 30 min. Nakon ekstrakcije,
samo U slucaju uzoraka trajnih kobasica zbog kompleksnijeg matriksa, dodano je po 500 puL
otopine Carrez | i Carrez Il, dok su za sve vrste uzoraka dodane rOQ QUEChERS
ekstrakcijske soli te su uzorci kratko vorteksirani. Potom je uslijedilo centrifugiranje 15 min
na 2150 g i sobnoj temperaturi. U slu¢aju masnijih vrsta proizvoda, uzoraka trajnih kobasica i

$peka/slanine/pancete, supernatanti su propusteni kroz Captiva EMR Lipid kolonice, dok su
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za sve vrste uzoraka dobiveni supernatanti filtrirani kroz PTFE filtere u vijale (Vuli¢ i sur.,
2020).

Vijale sa dobivenim ekstraktima uzoraka postavljene su u automatski injektor te su uzorci
analizirani LC-MS/MS metodom opisanom u poglavlju 3.2.5. Koncentraciju CPA
MassHunter racunalni program racuna na temelju kalibracijske krivulje. U konacni izracun

uzet je u obzir faktor razrjedenja koji za CPA u svim vrstama proizvoda iznosi 5.

3.2.7. Evidentiranje vremenskih ¢imbenika tijekom proizvodnje TMP

Evidentiranje vremenskih ¢imbenika, odnosno, temperature zraka (°C) i koli¢ine oborina
(mm) tijekom razdoblja proizvodnje uzorkovanih vrsta TMP (od 2019. do 2021.) provedeno
je koriStenjem podataka Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda (DHMZ).

Na temelju podataka o temperaturi zraka i koli¢ini oborina na pojedinim mikrolokacijama u
programu Google Fusion Tables izradeni su kartografski prikazi padalina i temperature te
pojavnosti mikotoksina u analiziranim uzorcima TMP uzorkovanih 2020. i 2021. godine, te je
izradena mapa pojavnosti toksikotvornih plijesni u TMP tijekom obje godine uzorkovanja

prema Zupanijama RH.

3.2.8. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka provedena je primjenom rac¢unalnog programa SPSS Statistics.
Prilikom obrade podataka koriStena je deskriptivna statistika te razli¢iti testovi. Normalnost
distribucije podataka testirana je Shapiro-Wilk testom, a homogenost varijance Levene
testom. Za usporedbu izmedu dviju odnosno vise od dviju varijabli za podatke Kkoji nisu
normalno distribuirani koristen je Mann-Whitney U, odnosno Kruskal-Wallis test. Kod
normalno distribuiranih podataka, koristen je t-test, odnosno analiza varijance (ANOVA) sa
Scheffe ili Tamhane T2 post hoc testom, ovisno o homogenosti varijance. Rezultati broj¢anih
vrijednosti koncentracija mikotoksina, fizikalno-kemijskih parametara te broja ili postotka
izolata plijesni usporedivani su s obzirom na vrstu proizvoda, godinu uzorkovanja te regiju
Republike Hrvatske, dok su postotci izolata plijesni uporedivani i s obzirom na rod plijesni.
Statisti¢ki znacajne razlike izrazavane su na razini znacajnosti od 5 %. Spearman Rank
korelacijski test je koriSten za odredivanje odnosa izmedu parametara za vrstu proizvoda (aw,
vrijeme zrenja, pH, udio soli) i odredenih koncentracija pojedinog mikotoksina. Program
Statistica koristen je za analizu glavnih komponenti (PCA) parametara za Vvrstu proizvoda i

vrsta identificiranih plijesni, odnosno, koncentracija mikotoksina.
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4. REZULTATI



Sukladno ciljevima disertacije, provedena su sljedeca istrazivanja:

Vi.

Odredivanje fizikalno-kemijskih svojstava uzoraka TMP znacajnih za razvoj plijesni i
nastanak mikotoksina

Izolacija i identifikacija plijesni s povrSine uzoraka TMP

Dokazivanje prisutnosti specificnih gena potencijalno toksikotvornih vrsta plijesni
odgovornih za biosintezu mikotoksina

Razvoj i validacija visoko osjetljive potvrdne LC-MS/MS metode za odredivanje
koncentracija pet mikotoksina (AFB1, OTA, CIT, CPA i STC) u TMP

Ispitivanje pojavnosti pet mikotoksina u hrvatskim trajnim TMP i dovodenje u vezu
prisutnosti mikotoksina u proizvodima sa izoliranim vrstama povrSinskih plijesni
Povezivanje identificiranih vrsta plijesni i odredenih koncentracija mikotoksina s
uvjetima proizvodnje:  okolisnim  geografsko-vremenskim  ¢imbenicima  te

tehnologijom proizvodnje TMP, odnosno, vrstom proizvoda
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4.1. Fizikalno-kemijska svojstava TMP znacajna za razvoj plijesni i proizvodnju

mikotoksina

Rezultati analize fizikalno-kemijskih svojstava uzoraka TMP znacajnih za razvoj plijesni i

proizvodnju mikotoksina: aw, pH i udio soli, prikazani su u tablici 14 prema vrsti proizvoda

(trajne kobasice i trajni suhomesnati proizvodi) te za svaku godinu uzorkovanja posebno.

Statisticki znacajne razlike u navedenim parametrima s obzirom na godinu uzorkovanja te

vrstu proizvoda prikazane su u obliku p vrijednosti u tablicama 15 - 17.

Tablica 14. Fizikalno-kemijska svojstva TMP prema vrsti proizvoda i godini uzorkovanja

Parametar Godina Vrsta trajnog TMP
Kobasice Suhomesnati proizvodi
Broj uzoraka 2832 gg gg

2020.- 2021. 107 143
2020. 0,83+0,06 0,84+0,06
aw 2021. 0,84+0,06 0,84+0,06
2020.- 2021. 0,84+0,06 0,84+0,06
2020. 5,46+0,47* 6,05+0,35*
pH 2021. 5,58+0,50* 6,20+0,36*
2020.- 2021. 5,52+0,49* 6,13+0,36*
2020. 3,73+0,53* 5,59+1,79*
Sol (%) 2021. 4,18+1,07* 5,52+1,88*
2020.- 2021. 3,95+0,86* 5,55+1,83*

*statisticki znacajna razlika (p< 0,05)

Tablica 15. Rezultati statisticke obrade za aw TMP prema vrsti proizvoda i godini

uzorkovanja
Grupacija za statisticku obradu P vrijednost Statisticki test
Trajne kobasice 0,227 t-test
Trajni suhomesnati proizvodi 0,174 t-test
2020.- 2021. god 0,783 t-test
2020. god 0,745 t-test
2021. god 0,791 t-test
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Tablica 16. Rezultati statisti¢ke obrade za pH vrijednosti TMP prema vrsti proizvoda i godini

uzorkovanja
Grupacija za statisticku obradu P vrijednost Statisticki test
Trajne kobasice 0,226 t-test
Trajni suhomesnati proizvodi 0,388 t-test
2020.- 2021. god < 0,001 t-test
2020. god < 0,001 t-test
2021. god < 0,001 t-test

Tablica 17. Rezultati statisticke obrade za udio soli TMP prema vrsti proizvoda i godini

uzorkovanja
Grupacija za statisticku obradu P vrijednost Statisticki test
Trajne kobasice 0,035 t-test
Trajni suhomesnati proizvodi 0,613 t-test
2020.- 2021. god < 0,001 t-test
2020. god < 0,001 t-test
2021. god < 0,001 t-test

4.2. Identifikacija plijesni s povrSine TMP

Najzastupljenije vrste plijesni iskazane kao postotak ukupnih izolata s povrsine uzorkovanih
TMP dobivene su tradicionalnim i molekularnim metodama identifikacije, a rezultati
identifikacije su prikazani na slici 27. Slika 28. prikazuje Box-plot dijagram raspodjele broja
izolata pobrojanih prema vrsti identificiranih plijesni za svaku godinu uzorkovanja posebno.
Rezultati statistiCke znacajnosti U broju izolata plijesni pobrojane prema vrsti identificiranih
plijesni s obzirom na godinu uzorkovanja te rod plijesni prikazane su u obliku p vrijednosti u
tablici 18.
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povrsine TMP prema godini uzorkovanja
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Slika 28. Box-plot dijagram broja izolata plijesni prema identificiranim vrstama za svaku

godinu uzorkovanja posebno

Tablica 18. Rezultati statisticke obrade za broj izolata plijesni prema godini uzorkovanja i

rodu plijesni

Grupacija za statisticku obradu P vrijednost Statisticki test
Godina uzorkovanja 0,045 Mann-Whitney U
2020.god 0,118 Mann-Whitney U
2021. god 0,277 Mann-Whitney U
2020.- 2021. god 0,047 Mann-Whitney U

Penicillium  Godina uzorkovanja 0,713 Mann-Whitney U

Aspergillus  Godina uzorkovanja 0,357 Mann-Whitney U
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4.2.1. Identificirane vrste povrSinskih plijesni prema geografsko-vremenskoj regiji

proizvodnje

Identificirane vrste plijesni s povrS§ine TMP s obzirom na geografsku regiju i godinu

uzorkovanja prikazane su u tablicama 19 - 23.

Tablica 19. Identificirane vrste plijesni s povrS§ine TMP uzoraka iz SrediSnje regije prema

godini uzorkovanja

2020. 2021. 2020.- 2021.
(n=11) (n=13) (n=24)
Sredis$nja regija
N [Dr(%) |Fr(%)| N | Dr(%) | Fr(%) | N | Dr (%) | Fr(%)

P. commune 3 15,8 27,3 4 10,8 30,8 7 12,5 29,2
P. citrinum 7 36,8 63,6 7 18,9 53,8 14 25,0 58,3
P. corylophilum 1 53 9,1 6 16,2 46,2 7 12,5 29,2
P. palitans 1 53 91 / / / 1 18 4,2
P. solitum / / / 7 18,9 53,8 7 12,5 29,2
P. nalgiovense / / / 4 10,8 30,8 4 7,1 16,7
P. roqueforti / / / 1 2,7 7,7 1 1,8 4,2
P. antarticum / / / 1 2,7 7,7 1 1,8 4,2
Penicillium sp. 12 24 36

A. proliferans 5 26,3 45,5 6 16,2 46,2 11 19,6 45,8
A. tubingensis 2 | 105 | 182 | 4 / / 2 3,6 8,3
A. pseudoglaucus | / / / 2 5,4 15,4 2 3,6 8,3
A. mallochii / / / 1 2,7 7,7 1 18 4,2
A. appendiculatus | / / / 1 2,7 7,7 1 18 4,2
A. chevalieri / / / 2 54 15,4 2 3,6 8,3
A. flavus / / / 1 2,7 7,7 1 1,8 4,2
Aspergillus sp. 7 13 20

Ukupan N 19 37 56

n = broj uzoraka; N = broj izolata; Dr (%) = relativna gustoca izolacije, Fr (%) = relativna
frekvencija izolacije
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Tablica 20. Identificirane vrste plijesni s povr§ine TMP uzoraka iz isto¢ne regije prema

godini uzorkovanja

2020. 2021. 2020.- 2021.
(n=27) (n=24) (n=52)
Istocna regija
N | Dr(%) | Fr(%) | N | Dr(%) | Fr(%) | N | Dr (%) | Fr (%)

P. corylophilum 1 2,1 3,4 3 4,7 125 | 4 3,6 8,3
P. nordicum 3 6,4 10,3 2 3,1 8,3 5 45 10,4
P. citrinum 5 10,6 17,2 1 1,6 4,2 6 54 12,5
P. solitum 4 8,5 13,8 8 12,5 33,3 12 10,8 25,0
P. commune 11 23,4 379 |14 21,9 58,3 25 22,5 52,1
P. brevicompactum | 2 4,3 69 | 1] 16 4,2 3 2,7 6,3
P. chrysogenum 2 43 69 |/ / / 2 1,8 4,2
P. crustosum 3 6,4 103 |/ / / 3 2,7 6,3
P. allii 1 2,1 34 / / / 1 0,9 2,1
P. nalgiovense 2 4,3 69 | 2| 31 8,3 2 1,8 4,2
P. expansum 1 2,1 3,4 / / / 1 0,9 2.1
P. polonicum / / / 7 | 109 29,2 7 6,3 14,6
Penicillium sp. 35 38 73

A. pallidofulvus 1 2,1 34 |/ / / 1 0,9 2,1
A. tubingensis 2 4,3 69 | 2| 31 8,3 4 3,6 8,3
A. creber 1 2,1 34 |/ / / 1 0,9 2,1
A. pseudoglaucus | 5 10,6 172 | 1] 16 4,2 6 54 12,5
A. flavus 1 2,1 3,4 4 6,3 16,7 5 45 10,4
A. proliferans 2 4,3 69 |14| 219 | 583 | 16 | 144 | 333
A. montevidensis / / / 1 16 4,2 1 0,9 2,1
A. mallochii / / / 2| 31 8,3 1,8 4,2
A. glaucus / / / 16 4,2 0,9 2,1
A. ruber / / / 16 4,2 0,9 2,1
Aspergillus sp. 12 26 38

Ukupan N 47 64 111

n = broj uzoraka; N = broj izolata; Dr (%) = relativna gustoca izolacije, Fr (%) = relativna

frekvencija izolacije
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Tablica 21. Identificirane vrste plijesni s povrSine TMP uzoraka iz sjeverne regije prema

godini uzorkovanja

2020. 2021. 2020.- 2021.
Sjeverna regija (n=31) (n=31) (n=62)
N | Dr (%) | Fr(%) | N | Dr (%) | Fr (%) | N | Dr (%) | Fr (%)

P. brevicompactum | 3 | 54 10,0 | ¢ / / 3 2,7 4,9
P. citrinum 5 8,9 16,7 | 2 3,6 6,5 7 6,3 11,5
P. palitans 8 | 143 | 26,7 | / / / 8 7,2 13,1
P. solitum 7 12,5 233 | 8 14,5 258 | 15 13,5 24,6
P. corylophilum 2 3,6 6,7 7 | 12,7 22,6 9 8,1 14,8
P. chrysogenum 6 10,7 20,0 1 1,8 3,2 7 6,3 115
P. commune 4 7,1 13,3 [ 13| 23,6 41,9 17 15,3 27,9
P. polonicum 1| 18 33 | 2| 36 6,5 3 2,7 4,9
P. atramentosum 1| 18 33 |/ / / 1 09 1,6
P. nalgiovense / / / 1| 138 3.2 1 0,9 1,6
P. nordicum / / / 1 1.8 3.2 1 09 1,6
Penicillium sp. 37 35 72

A. tubingensis 2| 36 6,7 | / / / 2 18 3,3
A. pseudoglaucus | 5 | 89 16,7 | 5| 91 16,1 | 10 | 90 16,4
A. proliferans 6 10,7 200 | 5 9,1 16,1 | 11 9,9 18,0
A. chevalieri 1] 18 33 |/ / / 1 0,9 1,6
A. niger 3 54 10,0 / / / 3 2,7 49
A. creber 1| 18 33 |/ / / 1 0,9 1,6
A. astelodami 1] 18 33 |/ / / 1 09 1,6
A. mallochii / / / 1] 18 3,2 1 0,9 1,6
A. montevidensis / / / 1] 18 3,2 1 0,9 1,6
A. ruber / / / 1 1,8 3,2 1 0,9 1,6
A. sloanii / / / 1 1,8 3,2 1 0,9 1,6
A. tubingensis / / / 2| 36 6,5 2 1,8 3,3
Aspergillus sp. 19 20 39

Ukupan N 56 55 111

n= broj uzoraka; N= broj izolata; Dr (%)= relativna gustoca izolacije, Fr (%)= relativna
frekvencija izolacije
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Tablica 22. Identificirane vrste plijesni s povrSine TMP uzoraka iz zapadne regije prema

godini uzorkovanja

2020. 2021. 2020.- 2021.
) (n=26) (n=29) (n=55)
Zapadna regija
N Dr(%) | Fr(%) | N Dr (%) | Fr (%) N Dr (%) | Fr (%)

P. crustosum 2 3,6 7,7 / / / 2 1,5 38
P. nalgiovense 10 18,2 38,5 15 20,0 51,7 25 19,2 48,1
P. citrinum 12 21,8 46,2 3 4,0 10,3 15 11,5 28,8
P. corylophilum 1 18 3,8 / / / 1 0,8 1,9
P. chrysogenum 4 7,3 154 3 4,0 10,3 7 54 13,5
P. commune 10 18,2 38,5 3 40 10,3 13 10,0 25,0
P. nordicum 1 1,8 3,8 6 8,0 20,7 7 54 13,5
P. expansum 1 18 3,8 / / / 1 0,8 1,9
P. polonicum / / / 1 13 34 1 0,8 19
P. palitans 3 5,5 115 / / / 3 2,3 58
P. solitum 1 18 3,8 13 17,3 44,8 14 10,8 26,9
P. allii 1 1.8 3,8 / / / 0,8 19
P. brevicompactum | / / / 1 13 34 1 0,8 19
Penicillium sp. 46 45 91

A. ruber 1 1,8 3,8 2 2,7 6,9 3 2,3 5,8
A. proliferans 7 12,7 26,9 13 17,3 448 20 15,4 38,5
A. pseudoglaucus 1 1.8 3,8 4 5,3 13,8 5 3,8 9,6
A. flavus / / / 4 53 13,8 4 31 7,7
A. sydowii / / / 2 2,7 6,9 2 1,5 3,8
A. welwitschie / / / 1 13 34 1 0,8 19
A. tubingensis / / / 1 13 34 1 038 19
A. tonophilus / / / 2 2,7 6,9 2 1,5 3,8
A. westerdijkiae 1 18 38 / / / 1 08 1,9
Aspergillus sp. 9 30 39

Ukupan N 55 75 130

n = broj uzoraka; N = broj izolata; Dr (%) = relativna gustoca izolacije, Fr (%) = relativna
frekvencija izolacije
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Tablica 23. Identificirane vrste plijesni s povrSine TMP uzoraka iz juzne regije prema godini

uzorkovanja
2020. 2021. 2020.- 2021.
) N (n=24 (n=33) (n=57)
Juzna regija
N | Dr(%) | Fr(%) | N | Dr (%) | Fr (%) | N | Dr (%) | Fr (%)

P. citrinum 2 4,4 83 |10 116 30,3 | 12 9,2 21,1
P. commune 3 6,7 125 (13| 151 39,4 16 12,2 28,1
P. polonicum 1| 22 42 11| 1.2 3,0 2 15 3,5
P. palitans 3| 67 125 | / / 3 2,3 5,3
P. corylophilum 3| 67 125 |6 | 70 182 | 9 6,9 15,8
P. solitum 3 6,7 125 3 3,5 91 6 4,6 10,5
P. chrysogenum 4 8,9 16,7 | 2 2,3 6,1 6 4,6 10,5
P. sumatraense 1] 22 42 | / / 1 0,8 1,8
P. brevicompactum / / / 1] 12 3,0 1 0,8 1,8
P. magnielliptisporum | / / / 1] 12 3,0 1 0,8 1,8
P. nalgiovense / / / 2 | 23 6,1 2 15 3,5
Penicillium sp. 20 39 59

A. proliferans 18| 40,0 75,0 (30| 34,9 90,9 48 36,6 84,2
A. appendiculatus 5 111 | 208 | 3| 35 91 8 6,1 14,0
A. ruber 2 4.4 8,3 / / / 2 15 3,5
A. cibarius / / / g8 | 93 242 | 8 6,1 14,0
A. mallochii / / / 2| 23 6,1 2 15 3,5
A. flavus / / / 2 2,3 6,1 2 15 3,5
A. welwitschie / / / 2 | 23 6,1 2 15 3,5
Aspergillus sp. 25 47 72

Ukupan N 45 86 131

n = broj uzoraka; N = broj izolata; Dr (%) = relativna gustoca izolacije, Fr (%) = relativna
frekvencija izolacije
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Rezultati statisticke znaCajnosti u broju izolata plijesni pobrojanih prema vrstama

identificiranih plijesni s obzirom na godinu uzorkovanja, regiju proizvodnje i rod plijesni

prikazane su u obliku p vrijednosti u tablici 24.

Tablica 24. Rezultati statisticke obrade za broj izolata plijesni prema regiji, godini

uzorkovanja i rodu plijesni

Grupacija za statisticku obradu

P vrijednost

Statisticki test

Isto¢na regija 0,460 t-test
SrediSnja regija 0,075 t-test
Sjeverna regija 0,804 t-test
Zapadna regija 0,514 t-test
Juzna regija 0,304 t-test
2020. god 0,064 Kruskal-Wallis
2021. god 0,447 Kruskal-Wallis
2020.- 2021. 0,821 Kruskal-Wallis
Regije (2020.) 0,290 - 0,839 Mann-Whitney U
Regije (2021.) 0,244 - 0,430 Mann-Whitney U
Regije (2020.- 2021.) 0,077 - 0,677 Mann-Whitney U
Regije (2020.) 0,358 Kruskal-Wallis
Aspergillus  Regije (2021.) 0,321 Kruskal-Wallis
Regije (2020.- 2021.) 0,265 Kruskal-Wallis
Regije (2020.) 0,836 Kruskal-Wallis
Penicillium ~Regije (2021.) 0,960 Kruskal-Wallis
Regije (2020.- 2021.) 0,960 Kruskal-Wallis

4.2.2. Identificirane vrste povrsinskih plijesni prema vrsti trajnih proizvoda - tehnologiji

proizvodnje

Identificirane vrste plijesni s povrSine trajnih proizvoda (kobasice i suhomesnati proizvodi) s

obzirom na godinu uzorkovanja prikazane su u tablicama 25. — 26.
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Tablica 25. Identificirane vrste plijesni s povrSine uzoraka trajnih kobasica prema godini

uzorkovanja
2020. 2021. 2020.- 2021.
Trajne kobasice (n=57) (n=50) (n=107)
N | Dr (%) | Fr (%) N Dr (%) | Fr (%) N Dr (%) | Fr (%)

P. commune 18 18,9 31,6 17 14,4 34,0 35 16,4 32,7
P. corylophilum 2 2,1 3,5 8 6,8 16,0 10 4,7 9,3
P. nalgiovense 3 3,2 5,3 6 51 12,0 9 4,2 8,4
P. citrinum 14 14,7 24,6 3 2,5 6,0 17 8,0 15,9
P. palitans 9 9,5 15,8 / / / 9 4,2 8,4
P. nordicum 2 2,1 3,5 2 1,7 4,0 4 1,9 3,7
P. solitum 6 6,3 10,5 20 16,9 40,0 26 12,2 24,3
P. brevicompactum | 3 3,2 53 2 1,7 4,0 5 2,3 4,7
P. allii 3 3,2 53 / / / 3 1.4 2,8
P. crustosum 1 1,1 1,8 / / / 1 0,5 0,9
P. polonicum 1 11 1,8 6 51 12,0 7 3,3 6,5
P. chrysogenum 4 4,2 7,0 / / / 4 1,9 3,7
P. antarticum / / / 1 0,8 2,0 1 0,5 0,9
P. roqueforti / / / 1 0,8 2,0 1 0,5 0,9
Penicillium sp. 66 66 132

A. pseudoglaucus 4 4,2 7,0 6 51 12,0 10 4,7 9,3
A. pallidofulvus 1 1,1 1,8 / / / 1 0,5 0,9
A. tubingensis 5 53 8,8 5 4,2 10,0 10 4,7 9,3
A. mallochii / / / 2 1,7 4,0 2 0,9 1,9
A. proliferans 11 11,6 19,3 19 16,1 38,0 30 14,1 28,0
A. ruber 1 1,1 1,8 5 42 10,0 6 2,8 5,6
A. flavus 1 11 1,8 8 6,8 16,0 9 4,2 8,4
A. appendiculatus 1 1,1 1,8 / / / 1 0,5 0,9
A. chevalieri 1 11 1,8 2 1,7 4,0 3 1,4 2,8
A. niger 2 2,1 3,5 / / / 2 0,9 19
A. creber 1 1,1 1,8 / / / 1 0,5 0,9
A. astelodami 1 1,1 1,8 / / / 1 0,5 0,9
A. welwitschie / / / 1 0,8 2,0 1 0,5 0,9
A. tonophilus / / / 1 0,8 2,0 1 0,5 0,9
A. montevidensis / / / 1 0,8 2,0 1 0,5 0,9
A. westerdijkiae 1 1,1 1,8 / / / 1 0,5 0,9
Aspergillus sp. 29 52 80

Ukupan N 95 118 212

n = broj uzoraka; N = broj izolata; Dr (%) = relativna gustoca izolacije, Fr (%) = relativna

frekvencija izolacije
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Tablica 26. Identificirane vrste plijesni s povrSine uzoraka trajnih suhomesnatih proizvoda

prema godini uzorkovanja

- _ 2020. 2021. 2020.- 2021.
Trajni sghomc_esnatl (n=63) (n=80) (n=143)
proizvodi
N Dr(%) [ Fr(%) | N Dr(%) | Fr(%) | N Dr (%) | Fr (%)

P. allii 1 0,8 1,6 / 1 0,3 0,7
P. nalgiovense 9 7,1 14,3 17 8,6 21,3 26 8,0 18,2
P. commune 13 10,2 20,6 28 14,2 35,0 40 12,7 28,7
P. palitans 4 3,1 6,3 / / / 4 1,2 2,8
P. chrysogenum 12 9,4 19,0 6 3,0 7,5 18 5,6 12,6
P. brevicompactum 2 1,6 3,2 1 0,5 1,3 3 0,9 2,1
P. solitum 9 7,1 14,3 18 9,1 22,5 27 8,3 18,9
P. nordicum 2 1,6 3,2 8 4,1 10,0 10 3,1 7,0
P. citrinum 17 13,4 27,0 15 7,6 18,8 32 9,9 22,4
P. expansum 2 1,6 3,2 / / / 2 0,6 14
P. corylophilum 6 4,7 9,5 14 7,1 17,5 20 6,2 14,0
P. polonicum 1 0,8 1,6 5 2,5 6,3 6 1,9 4,2
P. crustosum 2 1,6 3,2 / / / 2 0,6 1,4
P. palitans 2 1,6 3,2 / / / 2 0,6 14
P. magnielliptisporum / / / 1 0,5 1,3 1 0,3 0,7
P. atramentosum 1 0,8 1,6 / / / 1 0,3 0,7
P. sumatraense 1 0,8 1,6 / / / 1 0,3 0,7
Penicillium sp. 84 113 197

A. ruber 2 1,6 3,2 1 0,5 1,3 3 0,9 2,1
A. proliferans 27 21,3 429 48 244 60,0 75 23,1 52,4
A. appendiculatus 4 3,1 6,3 4 2,0 50 8 25 5,6
A. tubingensis 1 0,8 1,6 1 0,5 1,3 2 0,6 14
A. creber 1 0,8 1,6 / / / 1 0,3 0,7
A. pseudoglaucus 7 55 11,1 6 3,0 7,5 13 4,0 9,1
A. tonophilus / / / 1 0,5 1,3 1 0,3 0,7
A. montevidensis / / / 1 0,5 1,3 1 0,3 0,7
A. mallochii / / / 6 3,0 75 6 19 42
A. sydowii / / / 1 0,5 1,3 1 0,3 0,7
A. cibarius / / / 8 41 10,0 8 2,5 5,6
A. flavus / / / 3 1,5 3,8 3 0,9 2,1
A. welwitschie / / / 2 1,0 2,5 2 0,6 1,4
A. niger 1 0,8 1,6 / / / 1 0,3 0,7
A. sloanii / / / 1 0,5 1,3 1 0,3 0,7
A. glaucus / / / 1 0,5 1,3 1 0,3 0,7
Aspergillus sp. 43 84 127

Ukupan N 127 197 324

n = broj uzoraka; N = broj izolata; Dr (%) = relativna gustoca izolacije, Fr (%) = relativna

frekvencija izolacije
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Rezultati statisticke znacajnosti u broju izolata plijesni pobrojanih prema vrsti identificiranih
plijesni s obzirom na godinu uzorkovanja, vrstu proizvoda i rod plijesni prikazane su u obliku

p vrijednosti u tablici 27.

Tablica 27. Rezultati statisticke obrade za broj izolata plijesni prema vrsti proizvoda, godini

uzorkovanja te rodu plijesni

Grupacija za statisticku obradu P vrijednost Statisticki test
Trajne kobasice 0,205 Mann-Whitney U
Trajni suhomesnati proizvodi 0,671 Mann-Whitney U
2020. god 0,463 Mann-Whitney U
2021. god 0,753 Mann-Whitney U
2020.- 2021 0,048 Mann-Whitney U
Vrsta proizvoda (2020. god) 0,039-0,971 Mann-Whitney U
Vrsta proizvoda (2021. god) 0,568 - 0,255 Mann-Whitney U
Vrsta proizvoda (2020.- 2021.) 0,455 - 0,634 Mann-Whitney U
Vrsta proizvoda ( 2020.- 2021.) 0,615 Mann-Whitney U
Aspergillus ~v/rsta proizvoda (2020. god) 0,329 Mann-Whitney U
Vrsta proizvoda (2021. god) 0,315 Mann-Whitney U
Vrsta proizvoda (2020.- 2021.) 0,558 Mann-Whitney U
Penicillium v/rsta proizvoda (2020. god) 0,903 Mann-Whitney U
Vrsta proizvoda (2021. god) 0,508 Mann-Whitney U

4.2.3. Identificirane potencijalne toksikotvorne vrste plijesni

Na slikama 29. — 37. prikazane su kolonije potencijalnih toksikotvornih vrsta plijesni poraslih
na razli¢itim hranjivim podlogama nakon sedam dana inkubacije pri 25 °C i mikroskopske
slike istih. Ujedno je navedena dobivena sekvenca B-tubulina za Penicillium toksikotvorne
vrste i CaM za Aspergillus toksikotvorne vrste, pristupni broj sekvence pohranjene u Genbank
bazi podataka te mikotoksini koje pojedina vrsta moze producirati. Ukupno je identificirano
devet potencijalno toksikotvornih vrsta plijesni koje bi mogle producirati neke od istrazivanih

mikotoksina.

Dobivene sekvence identificiranih netoksikotvornih vrsta plijesni dane su kao prilozi P1 1. —
29., pri ¢emu su za Penicillium vrste prikazane sekvence B-tubulina, a za Aspergillus vrste

sekvence CaM.
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Slika 29. Penicillium commune nakon 7 dana pri 25 °C
Povrsina (averse): a) DG-18 b) CYA c¢) MEA d) CREA
Poledina (reverse): €) DG-18 f) CYA g) MEA h) CREA

i) mikroskopska slika (povecanje 100x) (vlastite fotografije)

Mikotoksin: CPA
Genbank pristupni broj: OK562720

Sekvenca - tubulina:

GTATCAATTGACAGGTTACTAACTGGATTACAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGTCT
CGATGGCGATGGACAGTAAGTTTTAACTGTGATGGGGGGTTCCGGTAGATCATACATCTG
ATATCTTCCTAGGTACAATGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATGAACGTCTACTTC
AACCATGTGAGTCCAACGACTGGAAACCGAATAATCGTGCATCATCTGATCGGATGTTTT
CTTTGATAATCTAGGCCAGCGGTGACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTTCTCGTCGATTTGGA
GCCTGGTACCATGGACGC
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Slika 30. Penicillium nordicum nakon 7 dana pri 25 °C
Povrsina (averse): a) DG-18 b) CYA c) MEA d) CREA
Poledina (reverse): e) DG-18 f) CYA g) MEA h) CREA

i) mikroskopska slika (povecanje 100x) (vlastite fotografije)

Mikotoksin: OTA
Genbank pristupni broj: OK562719

Sekvenca - tubulina:

ACGGGTTACTAACTGGATTACAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCATGGTCTCGATGGTGAC
GGACAGTAAGTTTCAATGGTGATGTTGGTTTCTGGTGGATTGCACGTCTGATATCTTGCTA
GGTACAATGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACCATGTGA
GTTCAACGACTGGAACCGGAATAAACGTGCATCATCTGATCGGATGTTTTTCTTTGATAAT
CTAGGCCAGCGGTGACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTTCTCGTCGATTTGGACCCCGGTAC
CATGGACGCTGTCCGCTCCGGTCCCTTCGGCAAGCTTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTC
GGTCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCC
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Slika 31. Penicillium citrinum nakon 7 dana pri 25 °C
Povrsina (averse): a) DG-18 b) CYA c¢) MEA d) CREA
Poledina (reverse): e) DG-18 f) CYA g) MEA h) CREA
i) mikroskopska slika (povecanje 100x) (vlastite fotografije)

Mikotoksin: CIT
Genbank pristupni broj: OK562713

Sekvenca - tubulina:

GCTGCTTTCTGGTACGTGCTGCAAATCCTGAAAGATCAATTGTTGGATACAAAGAGCAAT
ATACTGACCAATTCTATAGGCAAACCATTGCTGGCGAGCACGGCCTTGATGGCGATGGAC
AGTAAGTTCTTTCGACAAAGAAGTGTTTACGTTTTTTCGAGAATGGCGGTCTGATATTTTT
GGGCAGCTACAACGGAACCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCACCCA
CGTAAGTGATACTGACCCCAATGCCATTGGAATCATTATCTAACCAACTATTGTTTGTTTT
ATCAATAGGCTTCCGGTGACAAGTATGTTCCCCGTGCCGTCCTGGTCGACTTGGAGCCCG
GTACCATGGACGCTGTCCGTGCTGGTCCCTTCGGCAAGCTTTTCCGTCCCGACAACTTCGT
TTTCGGTCAATCCGGTGCTGGT
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Slika 32. Aspergillus niger nakon 7 dana pri 25 °C
Povrsina (averse): a) DG-18 b) CYA ¢) MEA
Poledina (reverse): d) DG-18 e) CYA f) MEA
g) mikroskopska slika (povecanje 100x) (vlastite fotografije)
Mikotoksin: OTA
Genbank pristupni broj: OK442621
Sekvenca CaM:

TGGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTACGTATACAACTGCCATTGGATTGGGGATGG
AACATCGTCTCTTAGGCTATCTCAGCTTGAGTTCAGATGTTGTCCATTAGGTACATGCTAT
CGGTCTAAGAACACGTCTAACAATTCAACAGGCAGACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTG
ACGGCTCCGGTGTGTAAGTGCAACTTTTTCACACCTCTCAATTGGTCAACAATGGGCAAA
GGGTTGGGTCTTCTGACACGCAGGATAGTTACAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGC
GCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGAGATCCATCGGACCTTTGCTTTTACACGACAATA
TCATCAATGTCCTAATCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTTCCTCGTGCCGTCC
TCGTCGACCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCTTTCGGCCAGCTCTT
CCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCA
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Slika 33. Aspergillus flavus nakon 7 dana pri 25 °C
Povrsina (averse): a) DG-18 b) CYA ¢) MEA
Poledina (reverse): d) DG-18 e) CYA f) MEA
g) mikroskopska slika (povecanje 100x) (vlastite fotografije)
Mikotoksini: CPA, AFB;, STC
Genbank pristupni broj: OM897485
Sekvenca CaM:

TTGTTAGTCGTCATGATTTGAACACAAGCTGACTTGGCTTTTCTTGGGTTTCCTATAGGAC
AAGGACGGTGATGGTTAGTACAGTTTATTTTATTCATTCTCCCTTCAAATGCGATCAATAT
GTTTTAGCCGCCATAATTTTATCCAGTTTCTGTTCGATCGGCTGAAGTCTTGGCATTGATG
AATTGACTTGATATGCAGGCCAGATCACCACCAAGGAGTTGGGCACTGTCATGCGCTCTC
TGGGCCAAAACCCCTCTGAGTCGGAACTCCAGGACATGATTAACGAGGTTGACGCCGAC
AACAATGGCACCATTGACTTCCCTGGTACGAGACGGCTTCCGTACGATTCATAAATGAAA
TAGCTGTTAATGTTCAAATAGAGTTCCTTACGATGATGGCGAGAAAGATGAAGGATACCG
ACTCTGAGGAGGAGATCCGGGAGGCTTTCAAGGTTTTCGACCGCGATAACAACGGCTTCA
TCTCCGCTGCCGAATTGCGCCACGT
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Slika 34. Aspergillus westerdijkiae nakon 7 dana pri 25 °C
Povrsina (averse): a) DG-18 b) CYA ¢) MEA
Poledina (reverse): d) DG-18 e) CYA f) MEA

g) mikroskopska slika (povecanje 100x) (vlastite fotografije)
Mikotoksin: OTA

Genbank pristupni broj: OK562721
Sekvenca CaM:

GACGCTCAATCCTAGATACTTGTTTACTGATAGGTGAATAGGCAAAACATCTCTGGCGAG
CACGGCCTTGACGGCGCCGGTGTGTAAGTACATCTCGCGTTTACACCTATCGAAATCAGA
ATCGAAGAGAGAAGAAATAAACGACCATGGTGAGAGATTGATTGTCTGATGGGATGAAC
AGTTACAATGGCTCCTCCGACCTTCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTT
CGTTGCCCGAAAATTTTCTATCTCCCTTCACCTATCCGAAACGCCCCGTACAAAGCTCTAA
CCCACGCTCTCTTCATTTTTTAGGCTTCCGGTGGCAAGTATGTTCCCCGTGCCGTTCTGGTC
GATCTTGAGCCCGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTTT
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Slika 35. Aspergillus welwitischie nakon 7 dana pri 25 °C
Povrsina (averse):  a) DG-18 b) CYA c) MEA
Poledina (reverse): d) DG-18 e) CYA f) MEA

g) mikroskopska slika (povecanje 100x) (vlastite fotografije)

Mikotoksin: OTA
Genbank pristupni broj: OM897484

Sekvenca CaM:

TGTGAGTGCTCCCTGAATGACCCTCCGATCATCCTGATCGATGAGCTATCTTTACCGGAGC
ATAATGCTAATGTGTTTTCGGACTTAATAGGACAAGGATGGCGATGGTGGGTGGAATCCT
ATCCCCTTCACATTTTACCTGTAGCGCTCGATCCGACCGCGGGATTTCGACAGCATTTCTC
AGAATTATTTGGATCATAATACTAATTTAATCGGTGAATCAGGCCAGATCACCACCAAGG
AGCTCGGCACTGTGATGCGCTCCCTTGGCCAGAACCCCTCCGAGTCTGAGCTTCAGGACA
TGATCAACGAGGTTGACGCTGACAACAACGGAACGATCGACTTCCCCGGTATGTGTTAGA
TTTACGCCTGTAAGGCGGAAATGCGGGCTGGATTGTGATTGACTTTTGCCGCCAGAATTC
CTTACCATGATGGCTCGTAAGATGAAGGACACCGACTCCGAGGAGGAAATCCGCGAGGC
TTTCAAGGTCTTTGACCGCGACAACAATGGTT
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Slika 36. Penicillium polonicum nakon 7 dana pri 25 °C
Povrsina (averse):  a) DG-18 b) CYA ¢) MEA d) CREA
Poledina (reverse): e) DG-18 f) CYA g) MEA h) CREA

i) mikroskopska slika (povecanje 100x) (vlastite fotografije)

Mikotoksin: istrazuje se produkcija CPA
Genbank pristupni broj: MT664974

Sekvenca - tubulina:

GCTGCTTTCTGGTAAGTGCCGAGCTTTTTTTTCTTCTTCGCGTTGGGTATCAATTGACAGGT
TACTAACTCGATTACAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGTCTCGATGGCGATGGACAG
TAAGTTTTAATGGTGATGTGGGTTTCCGGTAGATCACACGTCTGATATCTTGCTAGGTACA
ATGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACCATGTGAGTCCAA
TCACTGGAAACCGAATAATCGTGCATCATCTGATCAGATGTTTTTCTTTGATATCTAGGCC
AGCGGTGACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTTCTCGTCGATTTGGAGCCTGGTACCATGGAC
GCTGTCCGCTCCGGTCCTTTCGGCAAGCTTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAGT
CCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCAC
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Slika 37. Aspergillus tubingensis nakon 7 dana pri 25 °C
Povrsina (averse): a) DG-18 b) CYA ¢) MEA
Poledina (reverse):  d) DG-18 e) CYA f) MEA
g) mikroskopska slika (povecanje 100x) (vlastite fotografije)
Mikotoksin: istrazuje se produkcija OTA
Genbank pristupni broj: OK562710
Sekvenca CaM:

ATGTCCTATCTTAACCGGCTCATAATGCTAATGTATTTTCAAACTCAATAGGACAAGGAT
GGCGATGGTGGGTGGAATTCTGTCCCCTTCACGTTTTACCTGTAGCGCCCGATCCGACCGC
GGGATTTCGACAGCTATTTCCCCCTTCGATCTGAATCATAATACTGATGTAATCTGGAAAT
AGGCCAGATCACCACCAAGGAGCTCGGCACTGTGATGCGCTCCCTCGGCCAGAACCCCTC
CGAGTCTGAGCTTCAGGACATGATCAACGAGGTTGACGCTGACAACAACGGAACGATCG
ACTTCCCCGGTATGTGATAGATCTACGCCTGTAAGGCGGGAATGCCGTATGGATTGTGAT
TGACTTTTGCCGCCAGAATTCCTTACCATGATGGCTCGTAAGATGAAGGACACCGACTCC
GAGGAGGAAATCCGCGAGGCTTTCAAGGTCTTCGACCGCGACAACAATGGTTTCATCTCC
GCCGCGGAGTTGCGCC
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4.3. Detekcija gena ukljuc¢enih u biosintezu mikotoksina kod toksikotvornih vrsta
plijesni

4.3.1. Detekcija gena ukljucenih u biosintezu AFB1i STC

S povrsine TMP nije identificirana vrsta plijesni koja bi bila potencijalni producent STC, dok
je za AFBq identificirano 12 izolata vrste A. flavus koji su testirani na prisutnost gena aflD
(nor-1) koji kodira za norsolorinsku Kkiselina reduktazu, aflM (ver-1) koji kodira za
versikolorin A dehidrogenazu i aflP (omt-A) Kkoji kodira za sterigmatocistin-O-

metiltransferazu. Na slici 38. prikazana je slika gela kao rezultat kapilarne elektroforeze PCR

produkata dobivenih umnozavanjem navedenih gena iz svih identificiranih izolata A. flavus.

105



s g <] <] 1< S s s 5 s S 2 2 2 s
B £ € & B ¥ & & & & £ B =® & &
A1 A2 A3 A5 A6 A7 A8 A9 A10 B3 B4 B6 B7 B8 B9
— —
b)
_ _ _ - N _ - - _ 5 5 5 _
g : g g g g g g g 5 g & g
L L N @ < w © ~ (] - = -
B10 B11 c1 c2 c4 Cc5 ceée c11 c12 D2 D3 D4 D5
—
S— —_— e SE—
°)
E § §f £ ® E§ © ® £ © §E § E§ ¢
¢ 2 & & 8 & 88 K& 4 & 2 &£ 4§ §
D6 D7 D9 D10 D11 D12 E1 E2 E7 E8 E10 E11 E12 F1

Slika 38. Kapilarna elektroforeza PCR produkata dobivenih umnoZavanjem DNA s
pocetnicama a) nor-1 i nor-2 veli¢ine 400 pb b) ver-1 i ver-2 veli¢ine 537 pb ¢) omt-1 i omt-2

veli¢ine 797 pb iz identificiranih izolata A. flavus s povrsine uzoraka TMP
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4.3.2. Detekcija gena ukljucenih u biosintezu OTA

Vrste koje su identificirane sa povrsine svih analiziranih uzoraka TMP, a potencijalno imaju
sposobnost produkcije OTA su P. nordicum (14 izolata), A. niger (3 izolata), A. westerdijkiae
(1 izolat) i A. welwitischie (3 izolata). Za vrstu A. tubingensis (12 izolata) postoje oprecni
rezultati o produkciji OTA stoga je i ona testirana na prisutnost gena ukljucenih u biosintezu
OTA. lzolati potencijalnih vrsta producenata testirani su na prisutnost gena otanpsPN Koji
kodira za OTA neribosomsku peptid sintetazu te na prisutnost gena otapks koji kodira za
OTA poliketid sintazu. Rezultati su prikazani u tablici 28., a primjeri elekroferograma PCR

produkata dobivenih umnozavanjem navedenih gena prikazani su na slikama 39. - 40.

Tablica 28. Prisutnost gena otanpsPN i otapks koji sudjeluju u biosintezi OTA kod
potencijalnih vrsta producenata

Vrsta plijesni N N otanpsPN N otapks N oba gena | % producenata
P. nordicum* 14 14 14 14 100

A. niger 3 0 0 0 0

A. westerdijkiae* 1 0 1 0 100

A. welwitischie 3 0 0 0 0

A. tubingensis* 12 0 4 0 33

N = broj izolata; * izolati sa nekim od 2 istrazivana OTA biosintetska gena
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Slika 39. Primjer elekroferograma dobivenog kapilarnom elektroforezom PCR produkata
dobivenih umnozavanjem DNA (otanpsPN) s poc¢etnicama F10T i R1OT veli¢ine 459 pb iz
identificiranih izolata potencijalnih producenata OTA s povrsine uzoraka TMP a) negativnog

uzorka b) pozitivnog uzorka
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Slika 40. Primjer elekroferograma dobivenog kapilarnom elektroforezom PCR produkata
dobivenih umnozavanjem DNA (otapks) s pocetnicama AoLC35-12R i AoLC35-12F velicine
520 pb iz identificiranih izolata potencijalnih producenata OTA s povrSine uzoraka TMP a)

negativnog uzorka b) pozitivnog uzorka

4.3.3. Detekcija gena ukljucenih u biosintezu CIT

Od potencijalnih producenata CIT s povrSine TMP identificirano je 49 izolata vrste P.
citrinum koji su testirani na prisutnost pksCT gena koji kodira za CIT poliketid sintazu. Na
slici 41. prikazan je primjer elektroferograma dobivenog kapilarnom elektroforezom PCR

produkata dobivenih umnozavanjem navedenog gena iz identificiranih sojeva P. citrinum. Od
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ukupno 49 izolata P. citrinum, njih 35 se pokazalo pozitivnim, odnosno da posjeduju

navedeni gen.
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Slika 41. Primjer elekroferograma dobivenog kapilarnom elektroforezom PCR produkata
dobivenih umnozavanjem DNA s pocetnicama pksCT F i pksCT R veli¢ine 556 pb iz
identificiranih izolata P. citrinum s povrSine uzoraka TMP a) negativnog uzorka b) pozitivnog

uzorka
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4.3.4. Detekcija gena ukljucenih u biosintezu CPA

Vrste koje su identificirane s povrSine svih analiziranih uzoraka TMP, a potencijalno imaju
sposobnost produkcije CPA su P. commune (74), A. flavus (12 izolata) te P. polonicum (13
izolata). Izolati su testirani na prisutnost gena dmaT koji kodira za dimetilalil triptofansintazu.
Rezultati sa brojem ciklusa detekcije (engl. treshold cycle, Ct vrijednost) prikazani su u tablici
29., a primjer krivulje dobivene PCR-om u stvarnom vremenu prikazan je na slici 42. Ct
vrijednost je broj ciklusa potreban za dobivanje fluorescentnog signala. Uzorci sa Ct > 33

promatrani su kao negativni.

Rkl

10

Norm. Fluoro.

10 15 20 25 30 35 40 45
Broj ciklusa

Slika 42. Krivulja dobivena PCR-om u stvarnom vremenu umnozavanjem DNA s
pocetnicama dmaTF i dmaTR iz identificiranih izolata potencijalnih producenata CPA s

povrsine uzoraka TMP

Tablica 29. Prisutnost gena dmaT koji sudjeluje u biosintezi CPA kod potencijalnih vrsta

producenata
Vrsta N N dmaT Raspon Ct % producenata
P. commune* 74 45 11,30 — 32,46 61
A. flavus* 12 2 24,26 — 32,59 17
P. polonicum 13 0 - 0

N = broj izolata; * izolati sa istrazivanim CPA biosintetskim genom
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4.5. Razvoj i validacija LC-MS/MS metode

Tipi¢ni LC-MS/MS-MRM kromatogrami blank uzoraka tradicionalnih mesnih proizvoda

obogacenih istrazivanim mikotoksinima prikazani su slikama 43. — 47.

w102 |Cpd 5 OTA: +ESI MRM Frag=130.0v CID&25.0 (404.0 -» 233.0) U1-007.d

1 112 2
12 14167

114

14
0.94
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ool W
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1 2 3 4 &% §& Y 8 4% 10 11 12 13 14 15 15 17 18 19 2@ 7
a) Counts vz, Acquizition Time [min)

#1017 |Cpd & OTA: +ESI MRM Frag=130.0% CID@10.0 (404.0 -> 357.9) U14001.d
1 12 14173 2
5,75

5.5
5,25+

475 16.422 1807
4.5
4,25

3754

i 2 31 4 5 § 7 & 4 10 1 12 13 14 15 16 17 18 13 =W #H
b) Countz we., Acquizgition Time [min)

Slika 43. LC-MS/MS-MRM (engl. Multiple Reaction Monitoring) kromatogrami blank
uzorka obogac¢enog OTA na razini od 0,3 pg/kg a) 404,0 —239,0; b) 404,0 —357,9
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Slika 44. LC-MS/MS-MRM (engl. Multiple Reaction Monitoring) kromatogrami blank uzorka
obogacenog AFB; na razini od 0,1 pg/kg a) 313,1,0 —285,1; b) 313,1 —269,1
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Slika 45. LC-MS/MS-MRM (engl. Multiple Reaction Monitoring) kromatogrami blank uzorka
obogacenog STC na razini od 0,1 pg/kg a) 325,1 —310,0; b) 325,1 —281,0
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Slika 46. LC-MS/MS-MRM (engl. Multiple Reaction Monitoring) kromatogrami blank uzorka
obogacenog CIT na razini od 2,0 pg/kg a) 251,1 —205,0; b) 251,1 —233,1
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Slika 47. LC-MS/MS-MRM (engl. Multiple Reaction Monitoring) kromatogrami blank uzorka
obogacenog CPA na razini od 3,0 pg/kg a) 337,2 —182,1; b) 337,2 —196,3
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Validacija metode je provedena ispitivanjem validacijskih parametara linearnosti, LOD, LOQ,
istinitosti odnosno iskoriStenja te utjecaja matrice. Rezultati validacije udovoljavaju zadanim
kriterijima prema ,,Guidance document on the estimation of limit of detection (LOD) and
limit of quantification (LOQ) for measurements in the field of contaminants in feed and food*
(Wenzl i sur., 2016) i Provedbenoj uredbi Komisije 2021/808 (EC, 2021) te se stoga metoda
smatra prihvatljivom za koriStenje u odredivanju koncentracije mikotoksina (AFB1, OTA,
STC CPAIiCIT) u TMP.

Odsutnost kromatografskog signala u o¢ekivanom vremenu zadrZavanja na kromatografskoj
koloni ukazuje na specifi¢nosti razvijene metode. Odredivanje specificnosti metode
provedeno je injektiranjem otapala i blank uzorka.

Linearnost je ispitana pomocu linearizirane kalibracijske krivulje pojedinog mikotoksina
odredivanjem koeficijenta korelacije R? koji opisuje ovisnost koncentracije mikotoksina i
povrsine njihovih pikova. Pri linearizaciji se tezi postizanju vrijednosti koeficijenta korelacije
R? §to blize 1. Rezultati odredivanja koeficijenta korelacije prikazani su kalibracijskim

krivuljama za analizirane mikotoksine na slikama 48. - 52.

AFB1 -5 Levels, 5 Levels Used, 10 Points, 10 Paints Used, 0 QCs
8 w103 | p=5835.459702 " x - 17.148735

2 R"2 =0.99822461

7| Type:Linear, Origin:lgnore, Weight:None

0 005 01 015 02 025 03 035 04 045 05 055 06 065 07 075 08 08 09 035 1 105
Concentration (ng/ml)

Slika 48. Standardna kalibracijska krivulja AFB: - linearnost u koncentracijskom rasponu od
0,05 - 1,00 ng/mL
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OTA -5 Levels, 5 Levels Used, 10 Paints, 10 Paints Used, 0 QCs
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Slika 49. Standardna kalibracijska krivulja OTA — linearnost u koncentracijskom rasponu od
0,20 - 5,00 ng/mL

STC -5 L_evels, 5 Levels Used, 10 Paints, 10 Paints Used, 0 QOCs
§ w104y = 7724.976927 " » - 576150195
a4 A2 = 0.93939892
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7
£.5
5
5.54
[
4.5
4
3.5
]
2.5
2
1.54
14
0.54
o4
-0.54

Fespan:

05 0 o5 1 15 2 Z5 3 45 4 45 § 85 6 65 ¢ 75 & 85 9 45 5
Concentration [ng/ml]

Slika 50. Standardna kalibracijska krivulja STC — linearnost u koncentracijskom rasponu od
0,10 - 10,00 ng/mL
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CIT -5 Lewvels. 5 Levels Used, 10 Paints, 10 Points Used, 0 GCs
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Slika 51. Standardna kalibracijska krivulja CIT —linearnost u koncentracijskom rasponu od
1,00 - 10,00 ng/mL

CP4 - & Levels, 5 Levels Used, 10 Paints, 10 Paintz Used, 0 QCs
& w103 | y=338.632668 "« - 12.070761
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Slika 52. Standardna kalibracijska krivulja CPA — linearnost u koncentracijskom rasponu od
0,50 - 20,00 ng/mL

Limit detekcije i kvantifikacije su ispitivani koriste¢i obogacene blank uzorke mesnih

proizvoda te su postignute vrijednosti prikazane u tablici 30.
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Tablica 30. Limiti detekcije i kvantifikacije metode za mikotoksine

Analit LOD LOQ
AFB: 0,03 0,11
OTA 0,18 0,59
CIT 0,60 1,98
STC 0,02 0,06
CPA 0,43/ 2,17* 1,43/ 7,15*

*LOD i LOQ u matrici s obzirom na faktor razrijedenja 5

Utjecaj matrice odreden je koriste¢i postekstrakcijski obogacene blank uzorke mesnih

proizvoda te usporedbom sa standardnim otopinama iste razine svakog mikotoksina, a rezultat

je izrazeni kao postotak. Rezultati za svaki mikotoksin prikazani su u tablici 31.

Tablica 31. Rezultati odredivanja utjecaja matrice (ME) za analizu mikotoksina

STC | CT | CPA | AFB; OTA
A povrsina pika
Uzorak 1 4081 2449 263 1244 299
Uzorak 2 4349 2233 336 1203 245
Uzorak 3 4588 2373 336 1209 245
Uzorak 4 4389 2305 290 1171 217
Uzorak 5 4727 2379 370 1285 321
Uzorak 6 4143 2212 303 1152 278
Uzorak 7 4044 2160 278 1129 329
Uzorak 8 3899 2335 320 1222 244
Uzorak 9 4300 2329 179 1179 290
Uzorak 10 4397 2428 153 1248 326
Sred. vrijednost 4291 2320 283 1204 279
Razina standardne otopine | 0,50 ng/mL | 2,00 ng/mL 1,00 ng/mL | 0,25 ng/mL 0,40 ng/mL
Standardna otopina 3585 2073 280 1019 247
ME % 7,7 0,7 1,0 6,36 1,81

Iskoristenje metode odredeno je koriste¢i obogaéene blank uzorke mesnih proizvoda

standardom svakog mikotoksina a rezultat je izraZzeni kao postotak. Rezultati za svaki

mikotoksin prikazani su u tablici 32.
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Tablica 32. Rezultati odredivanja iskoriStenja metode za analizu mikotoksina

STC [ cT | CPA | AFB, | OTA
Koncentracija (ug/kg)

Obogacena razina 0,1 2,0 3,0 0,1 0,3
Uzorak 1 0,12 2,28 3,14 0,10 0,34
Uzorak 2 0,13 2,17 3,17 0,09 0,38
Uzorak 3 0,12 1,95 2,95 0,10 0,39
Uzorak 4 0,13 191 3,15 0,10 0,40
Uzorak 5 0,12 2,16 3,11 0,09 0,38
Uzorak 6 0,13 2,04 3,07 0,09 0,30
Uzorak 7 0,12 2,06 2,95 0,09 0,33
Uzorak 8 0,13 1,96 3,12 0,09 0,36
Uzorak 9 0,13 1,83 1,36 0,07 0,34
Uzorak 10 0,12 1,82 2,62 0,09 0,36

Sred. vrijednost 0,12 2,02 2,86 0,09 0,35
Iskoristenje % 1144 100,9 95,49 91,37 119,41

4.6. Pojavnost mikotoksina u hrvatskim TMP

Na slici 53. prikazani su box-plot dijagrami koncentracija odredenih mikotoksina CPA, OTA i
STC (pg/kg) u uzorcima analiziranth TMP odredenih iznad limita detekcije (> LOD).
Mikotoksini AFB1 i CIT nisu detektirani u niti nijednom uzorku TMP. Pojavnost dva

mikotoksina zajedno zabiljezena je samo za OTA i CPA u 4 uzorka te OTA i STC u 2 uzorka.

119



5,00 4,81
*
3,83
4,00 *
3,02
=, 3,00 =
-
£ o 266
c
@
o
s
s 2,00
1,00
- il
00—
T T
OTA STC
Mikotoksini
a)
3355
*x
300,00
=
= 200,00
m
=
=
o
(2]
c
o
b
108,5
*
100 U=
o 66,35
00 — —
T
CPA
Mikotoksini
b)

Slika 53. Box-plot dijagram koncentracije (ug/kg) a) OTA i STC b) CPA u uzorcima TMP

odredenih iznad limita detekcije (> LOD)

LOD: OTA - 0,18 pg/kg, STC - 0,02 pg/kg, CPA ug/kg 0,43/ 2,17 pg/kg u matrici
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4.6.1. Pojavnost mikotoksina u odnosu na identificirane vrste plijesni producente

mikotoksina

Pojedina¢ne koncentracije mikotoksina odredene u uzorcima TMP u poveznici sa

identificiranim vrstama producentima prikazane su u tablicama 33. - 35,

Tablica 33. Koncentracije CPA odredene u uzorcima TMP u odnosu na identificirane vrste

plijesni producente

Vrsta proizvoda/ Regija Godina _ CPA Producent Gen
OPG uzorkovanja (na/kg)
Sunka 4,80 /
Kulenova seka 3,55 P. commune -
Kulen 2020 5,80 /
Kobasica 6,55 P. commune +
Sunka 36,50 /
Kulen 13,35 P. commune +
Kulen 17,45 /
Kobasica Isto¢na 5,45 P.polonicum -
Kulenova seka 27,25 P.polonicum -
Sunka 2021 4,20 /
Kulenova seka 19,75 P. commune -
Kobasica 335,50 P. commune +
Kulenova seka 6,50 P. commune +
Sunka 20,90 P. polonicum -
Dalmatinski prsut Jurna 2020 108,50 P. commune +
Budola 2021 6,75 /
Priut 2,25 /
Ombolo 2020 66,35 P. commune -
Trajna kobasica 3,10 P. commune +
Istarski zagrebnjak 6,25 /
Kobasica Zapadna 24,65 /
Ombolo 2021 7,30 /
Kosnica 44,70 /
Istarski zlomprt 27,05 /
Panceta 9,90 /
Klanjecka salama Sredi$nja 2021 5,55 P. commune +
Panceta 2020 12,80 /
Vinogradarska 28,85 P. commune +
Spek 2021 7,15 /
Kare Sjeverna 44,25 P. commune +
Vratina 6,10 P. commune +
Slavonska kobasica 2020 39,25 /
Spek 3,20 /
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Tablica 34. Koncentracija OTA odredene u uzorcima TMP u odnosu na identificirane vrste

plijesni producente

et glrao(lszvoda/ Regija uzgfok?)l\?aanja OTA (po/kg) Producent Gen
Kulen 0,29 P. nordicum +
Kobasica y 0,24 P. nordicum +
Slavonski kulen Istocna 2020 0,85 /
Kulenova seka 1,65 /
Kobasica 2021 0,51 /
Kobasica 1,04 /
Vratina Juzna 2020 2,66 /
Istarska salama 0,35 P. nordicum +
Kulen 1,00 /
Goveda kobasica Zapadna 2020 0,75 /
Trajna kobasica 1,17 /
Istarski zagrebnjak 2021 0,64 /
Istarski prsut 481 /
Panceta 0,68 /
Trajna kobasica 2020 0,61 /
Trajna salama Sredi$nja 1,61 /
Salama 3,02 /
Cajna kobasica 2021 0,46 /
Zagorska kobasica 0,27 /
Kare 0,33 /
Zimska salama Sjeverna 0,29 /
Kulenova seka 2020 0,70 /
Salama od divljaci 0,29 /
Kulenova seka 2021 0,36 /

Tablica 35. Koncentracija STC odredene u uzorcima TMP u odnosu na identificirane vrste

plijesni producente

Vrsta proizvoda/ Regija Godina
OPG uzorkovanja STC (pg/kQg) Producent Gen
Vratina . 0,12 /
) JuZzna
Pedenica 0,16 /
Istarska panceta 2020 0,49 /
Istarski ombolo Zapadna 0,13 /
Istarska salama 0,24 /
Klan]e.cka salama Sredinja 2021 0,11 /
Kobasica 0,12 A.flavus +
Varazdinski kulen 0,66 /
Varazdinska seka 2020 3,93 /
Jalkovecka kobasica . 0,29 /
- - Sjeverna
Jalkovecka kobasica 2021 0,10 /
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4.6.2. Pojavnost mikotoksina prema geografsko-vremenskoj regiji proizvodnje

Rezultati statistiCke znacajnosti medu koncentracijama mikotoksina s obzirom na godinu
uzorkovanja te regiju proizvodnje prikazane su u obliku p vrijednosti u tablici 36., a

deskriptivna statistika prikazana je u tablici 37.

Tablica 36. Rezultati statisticke obrade za koncentracije mikotoksina prema regiji

proizvodnje i godini uzorkovanja

OTA CPA
Grupacija za statisticku obradu = —

P vrijednost Statisticki test P vrijednost Statisticki test
Istoc¢na regija 0,979 Mann-Whitney U 0,345 Mann-Whitney U
Sredi$nja regija 0,400 Mann-Whitney U / /
Sjeverna regija / / 0,800 Mann-Whitney U
Zapadna regija 0,217 Mann-Whitney U 0,548 Mann-Whitney U
JuZna regija / / / /
2020. god 0,394 Kruskal-Wallis 0,769 Mann-Whitney U
2021. god 0,293 Kruskal-Wallis 0,536 Kruskal-Wallis
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Tablica 37. Deskriptivna statistika pojavnosti mikotoksina s obzirom na regiju i godinu uzorkovanja

Regija RH
Mikotoksin Godina JuZna Zapadna Isto¢na Sjeverna Sredi$nja
Sred.konc.SD Sred.konc.£SD Sred.konc.£SD n% / Sred.konc.£SD Sred.konc.£SD
n%1/n Med n%1/n Med n%/n Med n Med n%/n Med
(Min.-maks.) (Min.-maks.) (Min.-maks.) (Min.-maks.) (Min.-maks.)
AFB 2020 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1
2021 <LOD <LOD <LOD | <LOD <LOD <LOD | <LOD <LOD <LOD | <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0,82+0,36 0,76+0,66 0,97+0,56
2020 4/1 2,66xn.p. n.p. 15/4 0,88 14/4 0,57 10/3 0,4310,24 0,29 2713 0,68
(0,75-1,17) (0,24-1,65) (0,61-1,61)
Sl 2021 0/0 <LOD np. | 72 2.73x2,95 273 | er 0.78+0.37 | o578 | an 0,36+n.p. np. | 34 102£134 1 440
(0,64-4,81) (0,51-1,04) (0,27-3,02)
22%220 211 2,66n.p. n.p. 12/6 1,45+1,67 0,88 13/6 0,76£0,54 0,68 7/4 0,410,20 0,33 29/7 1,00+1,00 0,61
1.
2020 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
CIT
2021 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2020 812 0,14+0,03 014 | 123 0.29+0,18 024 | <LoD <LOD L;D 1073 163£2,00 0,66 0/0 <LOD LoD
(0,12-0,16) (0,13-0,49) (0,29-3,93)
sTC 2001 0/0 <LOD <Lob | o <LOD <LoD | <LoD <LOD oo | 0,10+n.p. np. | 152 0.12+0,01 0,12
(0,11-0,12)
- 0,29+0,18
2020. 42 0,14+0,03 0,14 6/3 0,24 <LOD <LOD < 714 1,25+1,81 0,10 8/2 0,12+0,01 0,12
2021. LOD
23,57+37,06 11,76+12,59 21,23+25,49 6,51+8,90
2020 4/1 108,50+n.p. n.p. 12/3 3,10 21/6 6,18 712 21,23 18/2 6,51
(1,25-66,35) (3,55-36,50) (3,20-39,25) (0,21-12,80)
CPA 19,98+15,06 54,63+£113,80 21,59+18,39
2021 3/1 6,752n.p. n.p. 21/6 17,28 | 33/8 18,60 | 13/4 18,00 8/1 5,55n.p. n.p.
(6,25-44,70) (4,20-335,50) (6,10-44,25)
2020.- 712 57,63+£71,95 57,63 17/9 21,17£22,10 9,90 29/14 36,25+86,71 9,95 10/6 21,47£18,25 18,00 13/3 6,19+6,32 5,55
2021.

< LOD ispod limita detekcije; n% postotak uzoraka >LOD; n broj uzoraka > LOD, Sred.konc. srednja koncentracija uzoraka > LOD; SD standardna devijacija; Med medijan
uzoraka > LOD
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4.6.3. Pojavnost mikotoksina prema prema vrsti trajnih proizvoda - tehnologiji

proizvodnje

Deskriptivna statistika pojavnosti mikotoksina u uzrocima TMP s obzirom na vrstu trajnih
proizvoda (kobasice i suhomesnate proizvode), odnosno, tehnologiju proizvodnje i godinu
uzorkovanja prikazana je u tablici 38. Statisticki znaCajne razlike u koncentracijama
mikotoksina s obzirom na godinu uzorkovanja te vrstu proizvoda prikazane su u obliku p

vrijednosti u tablici 39.

Tablica 38. Deskriptivna statistika pojavnosti mikotoksina s obzirom na vrstu proizvoda i

godinu uzorkovanja

Vrsta proizvoda
. . . Trajne kobasice Suhomesnati proizvodi
Mikotoksin Godina
Sred.konc.£SD Sred.konc.£SD
n% /n Med n%/n Med
(Min.-maks.) (Min.-maks.)
2020. <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
AFB1 2021. <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2020.-2021. <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0,75+ 0,49 1,67 +1,40
2020. 21/13 0,70 4/2 1,67
(0,24 - 1,65) (0,68 - 2,66)
OTA
2021. 6/5 108112 0,51 8/4 151+220 0,49
(0,36 + 3,02) (0,27 - 4,81)
2020.- 2021. 13/18 0,84+0,70 0,70 6/6 157+1,82 0,66
2020. <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
CIT 2021. <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2020.-2021. <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1,28+1,78 0,23+0,18
2020. 6/4 0,48 7/4 0,15
(0,24 - 3,93) (0,12 - 0,49)
STC 2021. 4/3 011001 0,11 <LOD <LOD <LOD
(0,10-0,12)
2020.- 2021. 5/7 0,78 +1,40 0,24 4/4 0,23+0,18 0,15
2020. 11/7 10.26 + 13,42 5,80 12/7 33,34+ 4067 12,80
(0,21 - 39,25) (3,20 - 108,50)
CPA 54,56 + 106,15 23,60 + 26,57
2021. 11/9 19,75 22/11 7,30
(5,45 - 335,50) (4,20 - 44,25)
2020.- 2021. 11/16 35,18 £ 81,22 9,95 17/18 22,11 + 27,64 8,60

< LOD ispod limita detekcije; n% postotak uzoraka >LOD; n broj uzoraka > LOD; Sred.konc. srednja

koncentracija uzoraka > LOD; SD standardna devijacija; Med medijan uzoraka > LOD
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Tablica 39. Rezultati statistiCke obrade za koncentracije mikotoksina > LOD prema vrsti

proizvoda i godini uzorkovanja

T OTA STC CPA
statisticku P Statisticld P Statisticki test P Statisticki test
obradu vrijednost test vrijednost vrijednost
Trajne kobasice | 0,393 Mann- 0,057 Mann- 0,091 | Mann-Whitney
Whitney U Whitney U U
Trajni :
Mann- Mann-Whitne
suhomesnati 0533 | \hitney U / / 0,890 U y
proizvodi
Mann- Mann- Mann-Whitney
2020. god 0,070 Whitney U 0,114 Whitney U 0,456 U
Mann- Mann-Whitney
2021. god 0730 | ey / / 0,412 ¥

4.8. Utjecaj geografsko-vremenskih ¢imbenika i tehnologije

pojavnost povrSinskih plijesni i mikotoksina

4.8.1. Utjecaj geografsko-vremenskih ¢imbenika

proizvodnje TMP na

Srednje vrijednosti temperature i koli¢ine oborina tijekom zrenja proizvoda prema

geografsko-vremenskim regijama Republike Hrvatske prikazane su na slici 54. Temperaturne

1 kiSne mape Hrvatskog hidrometeoroloskog zavoda za spomenuta relevantna vremenska

razdoblja koja pokrivaju vrijeme zrenja proizvoda 2019., 2020. i 2021. godinu nalaze se u

prilogu 2.
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Slika 54. Srednje vrijednosti temperature i koli¢ine oborina u regijama Republike Hrvatske po
mjesecima zrenja proizvoda uzorkovanih 2020. 1 2021. godine: a) SrediSnja regija b) Sjeverna

regija c) Isto¢na regija d) Zapadna regija e) Juzna regija
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Na slici 55. su prikazani podaci o sumi izolata identificiranih vrsta toksikotvornih plijesni za
obje godine uzorkovanja prema hrvatskim zupanijama odnosno regijama. Raspon suma izolata
identificiranih toksikotvornih vrsta prikazan je pomocu boja od zelene do narancaste, a koje

predstavljaju sume od niskih do visokih.
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Slika 55. Kartografski prikaz pojavnosti toksikotvornih vrsta plijesni u tradicionalnim

mesnim proizvodima tijekom obje godine uzorkovanja

Na temelju podataka o vremenskim ¢imbenicima tijekom zrenja TMP u regijama proizvodnje
izradeni su kartografski prikazi odnosa temperature i padalina te pojavnosti mikotoksina
OTA, CPA i STC u analiziranim TMP uzorkovanim tijekom 2020. i 2021. godine (slike 56. —
58.). Raspon pronadenih koncentracija mikotoksina predstavljaju koncentracije od niskih do

visokih, a prikazan je pomocu boja od zelene do narancaste.
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Slika 56. Kartografski prikazi vremenskih uvjeta i pojavnosti mikotoksina OTA u analiziranim uzorcima TMP:
1. godina uzorkovanja (zrenje 2019. do prve polovice 2020.): a) temperaturne prilike, b) oborinske prilike, c) mapa pojavnosti

2. godina uzorkovanja (zrenje 2020. do prve polovice 2021.): d) temperaturne prilike, e) oborinske prilike, f) mapa pojavnosti
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Slika 57. Kartografski prikazi vremenskih uvjeta i pojavnosti mikotoksina STC u analiziranim uzorcima TMP:
1. godina uzorkovanja (zrenje 2019. do prve polovice 2020.): a) temperaturne prilike, b) oborinske prilike, ¢) mapa pojavnosti

2. godina uzorkovanja (zrenje 2020. do prve polovice 2021.): d) temperaturne prilike, €) oborinske prilike, f) mapa pojavnost
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Slika 58. Kartografski prikazi vremenskih uvjeta i pojavnosti mikotoksina CPA u analiziranim uzorcima TMP:
1. godina uzorkovanja (zrenje 2019. do prve polovice 2020.): a) temperaturne prilike, b) oborinske prilike, c) mapa pojavnosti
2. godina uzorkovanja (zrenje 2020. do prve polovice 2021.): d) temperaturne prilike, e) oborinske prilike, f) mapa pojavnosti
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4.8.2. Utjecaj tehnologije proizvodnje

Odnos vrste proizvoda, odnosno tehnologije proizvodnje i sastava povrSinske mikoflore
prikazan je kroz analizu glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis, PCA) za
svaku godinu zasebno (slike 59. i 60.), pri ¢emu su parametri za vrstu proizvoda: vrijeme

zrenja u mjesecima(t), pH i aw proizvoda te udio soli (%) u gotovom proizvodu.

Odnos vrste proizvoda, odnosno, tehnologije proizvodnje i mikotoksina STC, CPA i OTA
odredenih u koncentracijama > LOD u uzorkovanim proizvodima prikazan je kroz PCA
analizu za svaki mikotoksin posebno (slike 61. — 63.), pri ¢emu su parametri za Vrstu
proizvoda: vrijeme zrenja u mjesecima (t), pH i aw proizvoda te udio soli (%) u gotovom

proizvodu.
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Slika 59. Analiza glavnih komponenti (PCA): a) prikaz varijabli (fizikalno-kemijski
parametri, vrsta plijesni) b) prikaz uzoraka (vrste TMP) uzorkovanih 2020. godine na
faktorsku ravninu PC1xPC2
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Slika 60. Analiza glavnih komponenti (PCA): a) prikaz varijabli
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Slika 61. Analiza glavnih komponenti (PCA): a) prikaz varijabli (fizikalno-kemijski parametri,

koncentracije OTA) b) prikaz uzoraka (vrste TMP) na faktorsku ravninu PC1xPC2
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Slika 62. Analiza glavnih komponenti (PCA): a) prikaz varijabli (fizikalno-kemijski parametri,

koncentracije STC) b) prikaz uzoraka (vrste TMP) na faktorsku ravninu PC1xPC2
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Slika 63. Analiza glavnih komponenti (PCA): a) prikaz varijabli (fizikalno-kemijski parametri,

koncentracije CPA) b) prikaz uzoraka (vrste TMP) na faktorsku ravninu PC1xPC2
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5. RASPRAVA



5.1. Fizikalno-kemijska svojstava TMP znacajna za razvoj plijesni i proizvodnju

mikotoksina

S obzirom da je razvoj plijesni, kao i proizvodnja mikotoksina, izmedu ostalog, uvjetovana
fizikalno-kemijskim svojstvima supstrata, ukljucujuci udio soli, aw i pH, ovi parametri su
analiticki i odredeni U svim gotovim trajnim mesnim proizvodima iz ovog istrazivanja (tablica
14.).

Tijekom fermentacije i zrenja trajnih mesnih proizvoda dolazi do smanjenja pH i aw
vrijednosti, $to je neophodno za osiguranje stabilnosti i sigurnosti proizvoda (Kovacevic,
2014). Dobivene srednje vrijednosti aw nisu se znacajno razlikovale S obzirom na vrstu
proizvoda - trajne kobasice i trajne suhomesnate proizvode, kao ni za godinu uzorkovanja
proizvoda (tablica 15.). Vrijednosti su bile manje od 0,84, §to je na donjoj granici u usporedbi
sa tradicionalnim trajnim mesnim proizvodima iz Hrvatske i drugih Mediteranskih zemalja
0,82 — 0,92 (Comi i sur., 2005; Rason i sur., 2007; Kovacevi¢ i sur., 2010; Elias i Carrascosa,
2010; Prado i sur., 2019). Prema Pravilniku o mesnim proizvodima (MP, 2018), aw trajnih
suhomesnatih proizvoda mora biti manji od 0,93 te su svi istrazivani proizvodi zadovoljavali
taj uvjet.

Dobivene srednje vrijednosti pH za sve analizirane proizvode u rasponu od 5,46 — 6,20 su
opcenito tipi¢ne za ove vrste mesnih proizvoda (pH 5,3 - 6,2) (Elias i i Carrascosa, 2010).
Vrijednosti se nisu znacajno razlikovale s obzirom na godinu uzorkovanja, ali postojala je
znacajna razlika izmedu vrsta proizvoda, pri ¢emu su vece pH vrijednosti dobivene za
suhomesnate proizvode u odnosu na kobasice (tablica 16.). Vrijednost pH predstavlja
indikator fermentacije i zrenja mesnog proizvoda. Nakon procesa fermentacije i zrenja, kada
se pH vrijednost kobasica smanjuje uslijed glikolizne aktivnosti mikroorganizama te nastanka
mlije¢ne kiseline, zbog proteolize i rasta kvasaca koji trose mlije¢nu kiselinu, pH vrijednost
kobasica raste te u kona¢nom proizvodu biva sli¢na pocetnim uvjetima (Kovacevié¢, 2014).
Isto tako, vrijednost pH prSuta/ Sunki s pocetnih 5,4 — 5,8 se polako povecava do prosjecnih
pH > 6 (Kovacevi¢, 2017).

Dobivene prosjecne pH vrijednosti kobasica su oko 5,5, dok su pH vrijednosti u literaturi za
tradicionalne trajne kobasice iz Hrvatske i drugih Mediteranskih zemalja u rasponu od 5,1-
6,3 (Comi i sur., 2005; Rason i sur., 2007; Kovacevi¢ i sur., 2010; Elias i Carrascosa, 2010;
Prado i sur., 2019). Istrazivanje LeSi¢ i sur. (2020) na razli¢itim vrstama hrvatskih trajnih
kobasica pokazalo je da su pH vrijednosti slavonskih kobasica te kulenovih seka (5,2 - 5,3)

nize, buduéi zriju duzi period, u odnosu na razlicite vrste istarskih kobasica (5,9 — 6,3).
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Dobiveni raspon pH vrijednosti suhomesnatih proizvoda od 6,05 - 6,20 prosjecna je vrijednost
svih vrsta suhomesnatih proizvoda: prSuta/Sunki, slanine,vratine i sl. te je na gornjoj granici u
usporedbi sa literaturnim podacima. pH vrijednosti prSuta i Sunki iz razli¢itih zemalja u
literaturi su 5,7 - 6,2 (Kovacevi¢, 2017), dok slanine, primjerice, 5,2 - 5,4 (Pleadin i sur.,
2013b).

Sto se ti¢e udjela soli u analiziranim mesnim proizvodima, rezultati takoder pokazuju
znacajnu razliku s obzirom na vrstu proizvoda (tablica 17.) i to znacajno veci udio soli u
suhomesnatim proizvodima (5,52 — 5,59 %) u odnosu na trajne kobasice (3,73 — 4,18 %)
(tablica 14.). Prethodno navedeno je u skladu sa literaturnim podacima, u kojima je prosje¢ni
udio soli u kobasicama 3 - 6 % (Bogdanovi¢ i sur., 2016), a prSutima 6 - 9 % (Marusi¢ i sur.,
2011; Marusi¢ Radov¢i¢ i sur., 2016; Bogdanovié i sur., 2016; Kovacevi¢, 2017). Takoder,
rezultati analize autora Pleadin i sur. (2015d) pokazali su najve¢i udio soli u suhomesnatim
proizvodima (6,16+0,68 %), zatim u slanini (5,30+0,71 %) te najmanji u trajnim kobasicama
(4,20+0,60 %). U istrazivanju LeS$i¢ i sur. (2020) udio soli na razli¢itim vrstama trajnih
hrvatskih kobasica bio je 3,4 - 3,6 % te se nije znafajno razlikovao s obzirom na Vrstu
kobasica. Zasti¢eni prsuti, poput Istarskog i Dalmatinskog, imaju najveci dopusteni udio soli
od 8 %, odnosno, 7,5 % (MP, 2014d; 2015a). Dobivena prosje¢na vrijednost za trajne
suhomesnate proizvode u ovom istrazivanju, ukljucujuci zasti¢ene prsute, iznosila je 5,55 %.
S obzirom na godinu uzorkovanja i proizvodnje mesnih proizvoda, u udjelu soli, kao ni po

pitanju prethodnih parametara nije bilo znacajne razlike.

5.2. Identificirane plijesni s povrSine TMP

S povrsine 250 analiziranih uzoraka TMP, ukupno je izolirano 535 izolata i identificirano 38
vrsta plijesni, od ¢ega znacajno viSe izolata (p <0,05), 1 to 317 sa 130 uzoraka iz 2021. godine
u odnosu na 218 izolata sa 120 uzoraka iz 2020. godine (tablica 18.). Ujedno, za obje godine
je identificiran podjednak broj vrsta plijesni, tocnije, 26 vrsta iz 2020. godine te 27 vrsta iz
2021. godine. Brojevi izolata i vrsta plijesni iz drugih istraZivanja na trajnim mesnim
proizvodima bili su primjerice: 79 uzoraka sa 196 izolata i 17 vrsta (Vila i sur., 2019), 128
uzoraka sa 630 izolata i 22 vrste (Rodrigues i sur., 2019), 57 uzoraka sa 95 izolata i 10 vrsta
(Canel i sur., 2013) te 160 uzoraka sa 595 izolata i 25 vrsta (Zadravec i sur., 2020). Prosje¢an
broj izolata po uzorku kretao se od 2 - 5, a u ovom istrazivanju iznosi 2.

Od ukupnog broja izoliranih vrsta, podjednak broj vrsta, njih 18, bio je roda Penicillium, a 20

roda Aspergillus. Od ukupnog broja izolata, znacajno veci broj izolata (p < 0,05), njih 327 (61
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%), bio je roda Penicillium, a 208 (39 %) roda Aspergillus (tablica 18.). Od toga je, prema
godinama (2020./2021.), postotak izolata roda Penicillium iznosio 67 %, odnosno 57 % za
2020. te 2021. godinu, a roda Aspergillus 33 %, odnosno 43 % (zbroj tablica 19. — 23.).
Dominantnost roda Penicillium je u skladu sa ranijim istraZivanjima na trajnim mesnim
proizvodima, posebice na trajnim kobasicama i u skladu je sa Cinjenicom da je vecina
Penicillium vrsta psihrotolerantana i psihrofilna te se veéi dio zrenja ovih proizvoda odvija
tijekom zimskih mjeseci (Asefa i1 sur., 2009; Rodrigues i sur., 2019; Vila i sur., 2019;
Zadravec i sur., 2020). Alapont i sur. (2014) pokazali su kako je rod Penicillium dominantan u
uzorcima mesnih proizvoda uzetih iz komora za zrenje, ukazujuci da je unutarnji zrak jedan
od vaznijih izvora kontaminacije.

Od ukupno 18 Penicillium vrsta, na slici 27. prikazano je njih 11 ¢iji je postotak izolacije veci
od 1 %. Gledaju¢i obje godine uzorkovanja, P. commune (14 %), P. solitum (10 %), P.
citrinum (9 %) i P. nalgiovense (7 %) su bile najzastupljenije vrste. S neSto ve¢im postotkom
izolacije tu su jo$ i P. corylophilum (6 %) i P. chrysogenum (4 %). P. commune i P. solitum
su blisko vezane i Cesto dominantne vrste izolirane iz trajnih mesnih proizvoda (Pitt i
Hocking, 2009). Ranija istrazivanja pokazuju da u veéini slué¢ajeva, P. commune i P. solitum
uvelike predstavljaju povrSinsku mikofloru trajnih mesnih proizvoda, posebice kobasica,
odmah uz P. nalgiovense te P. chrysogenum (Papagianni i sur., 2007; Alapont i sur., 2014;
Vila i sur., 2019; Zadravec i sur., 2020). P. nalgiovense, P. solitum i P.chrysogenum navode
se kao komercijalne starter kulture buduci su predstavljene kao one sa blagotvornim u¢inkom
plijesni na zemlji buduc¢i dok su konidiospore citrinina najc¢eS¢e nadene spore u zraku.
Sposobnost P. citrinum da raste pri aw manjem od 0,80 te temperaturama od 5 °C osigurava
ovoj vrsti niSu u Sirokom rasponu stanista (Geisen i sur., 2018).

Od ukupno 20 Aspergillus vrsta, na slici 27. prikazano je njih 9 s najveé¢im brojem izolata.
Gledajuéi obje godine uzorkovanja, dominanta vrsta bila je A. proliferans (20 %) sa znacajno
veéim brojem izolata u odnosu na druge Aspergillus vrste, primjerice A. pseudoglaucus (4 %),
koja je iduca po zastupljenosti Aspergillus vrsta. Visoka prevalencija A. proliferans (te A.
pseudoglaucus) moze se objasniti Cinjenicom da askospore Aspergillus telemorfa mogu
prezivjeti Sirok raspon temperatura (4 — 43 °C), te vrlo niske aw vrijednosti (0,71) do 120 dana
(Pitt i Hocking, 2009). A. pseudoglaucus te A. proliferans bile su dominantne medu
Aspergillus vrstama i u drugim istrazivanjima na razli¢itim vrstama hrvatskih trajnih mesnih

proizvoda (Lesi¢ i sur., 2020; Zadravec i sur., 2020; Lesi¢ i sur., 2021a).
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Box-plot dijagram broja izolata plijesni prema identificiranim vrstama za svaku godinu
uzorkovanja posebno je prikazan na slici 28. Za uzorke iz 2020. godine najve¢i broj izolata je
odreden za vrste A. proliferans te P. citrinum, a 2021. godine A. proliferans u jos puno ve¢em
broju izolata u odnosu na prethodnu godinu te dodatno P. commune i P. solitum.

Dominante vrste plijesni pronadene na trajnim mesnim proizvodima iz drugih zemalja, poput
Spanjolske, Italije, Norveske, Slovenije, Argentine i Portugala, bile su u skladu s rezultatima
ovog istrazivanja za Penicillium vrste te su podrazumijevale P. commune, P. chrysogenum, P.
nalgiovense, P. solitum, ali i P. nordicum i P. milanense, dok su dominantne Aspergillus vrste
bile A. fumigatus, A. flavus i A. proliferans (Niinez i sur., 1996; Asefa i sur., 2009; Sonjak i
sur., 2011; Comi i sur., 2013; Alapont i sur., 2014; Vila i sur., 2019; Rodrigues i sur., 2019).
Rodrigues i sur. (2019) su uocili trend rasta Aspergillus vrsta pri kojem je duzi proces zrenja
dovodio do redukcije rasta manje kserofilnih vrsta poput A. flavus te veceg rasta onih
kserofilniji vrsta kao $to su A. proliferans i A. psedoglaucus, a koje su se pokazale
dominantne u ovom istrazivanju. Razlike u vrstama ili broju izolata plijesni mogu se pripisati
razli¢itom okoliSu komora za zrenje s kojih spore plijesni ve¢inom dolaze te uvjetima zrenja u
tim komorama, budu¢i da domaci trajni mesni proizvodi veéinom zriju u nekontroliranim

uvjetima (Alapont i sur., 2014).

5.2.1. Identificirane vrste povrSinskih plijesni prema geografsko-vremenskoj regiji
proizvodnje i utjecaj geografsko-vremenskih ¢imbenika na pojavnost povrSinskih

plijesni

Okolisni uvjeti zajedno sa sezonskom proizvodnjom TMP utjecu na rast povrSinskih plijesni
te su one karakteristicne za podru¢je proizvodnje. Stoga su u tablicama 18. — 23. prikazane
identificirane vrste plijesni prema geografsko-vremenskim regijama proizvodnje u Republici
Hrvatskoj: sredi$njoj, isto¢noj, sjevernoj, zapadnoj i juznoj. Okolisni parametri tehnoloske
proizvodnje, koji utjeCu na prevalenciju povrSinskih plijesni, ukljucuju trajanje procesa zrenja,
regionalne okolisne klimatske uvjete, kao §to su temperatura, koli¢ina padalina i RH zraka, te
imaju posebno znacajan utjecaj u proizvodnji u domacinstvima, gdje ti parametri ve¢inom
nisu kontrolirani te su jako podloZni utjecaju sezone (Comi i sur., 2004; Asefa i sur., 2010).

Sto se ti¢e broja izolata plijesni, zna¢ajna razlika medu regijama nije utvrdena, kao niti medu
godinama proizvodnje za svaku regiju posebno (tablica 24.). Broj izolata dvaju razlicitih
rodova plijesni Aspergillus i Penicillium takoder se nije znacajno razlikovao medu regijama.

Medutim, razlika u identificiranim 1 dominantnim vrstama medu regijama postoji. U
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srediSnjoj regiji ukupno je identificirano najmanji broj vrsta s obzirom na najmanji broj
uzorkovanih proizvoda u odnosu na druge regije - 15, od toga 8 Penicillium i 7 Aspergillus,
zatim u juznoj regiji 18 vrsta (11 Penicillium 1 7 Aspergillus), a u isto¢noj, sjevernoj i
zapadnoj regiji identificiran je podjednak broj vrsta - 22 (12 Penicillium i 10 Aspergillus), 23
(11 Penicillium i 12 Aspergillus) te 22 (13 Penicillium i 9 Aspergillus).

Juzna regija je jedina regija koja ima veci broj Aspergillus izolata (72) u odnosu na
Penicillium (59), iako ne znacajno, te je najdominantnija plijesan roda Aspergillus - A.
proliferans sa Fr ¢ak 84 %, a potom slijede P. commune (Fr 28 %) i P. citrinum (Fr 21 %). U
ostalim regijama najdominantije su bile vrste roda Penicillium: P. citrinum (58 %) u
srediSnjoj, P. commune u isto¢noj (Fr 52 %) i sjevernoj (Fr 27 %) te P. nalgiovense u
zapadnoj regiji (Fr 48 %), poslije kojih je kao druga najdominantija vrsta slijedila A.
proliferans (Fr 18 - 46 %). U Sjevernoj regiji kao dominantnija je odredena jo§ jedna
Aspergillus vrsta - A. pseudoglaucus (Fr 16 %), dok su u ostalim regijama bile zastupljene P.
solitum (Fr 25 - 29 %), P. commune (Fr 25 - 29 %) i P. citrinum (Fr 21 - 29 %).

Opcenito manji broj izolata odreden u 2020. godini u odnosu na 2021. za svaku regiju
posebno, iako ne znacajno, 0dnosi se na isto¢nu, juznu i zapadnu regiju, koje su imale 2 - 3
puta manje Aspergillus izolata, ali i vrsta, u proizvodima iz 2020. u odnosu na 2021. godinu.
Sjeverna regija je za obje godine uzorkovanja imala podjednak broj izolata i vrsta.

Geografske hrvatske regije se klimatski i vremenski razlikuju te su srednje vrijednosti
temperature i koli¢ine oborina po mjesecima U kojima su proizvodi zrili prikazane na slici 54.
Zapadna regija- Istarski poluotok ima umjerenu sredozemnu klimu sa toplim i suhim ljetima,
te blagim i ugodnim zimama, s rijetkom pojavom snijega. Godi$nji prosjek temperatura zraka
duz sjevernog dijela obale iznosi oko 14 °C. SijeCanj je najhladniji mjesec sa srednjom
temperaturom uglavnom oko 6 °C, a srpanj i kolovoz najtopliji, sa srednjom temperaturom
oko 24 °C. Koli¢ina padalina povecava se od zapadne obale prema unutra$njosti (MP, 2014d).
JuZna regija — podrucje Dalmacije obuhvaca najveéi dio hrvatskog primorja duz Jadranskog
mora. Klima je sredozemna s toplim i suhim ljetima, Cesto usporedenim sa tropskim 1
subtropskim podrucjima, te blagim i vlaZznim zimama. U najtoplijim mjesecima, dnevna se
temperatura Cesto podize iznad 35 °C, dok se i u najhladnijim mjesecima odrzava iznad 4 °C
(MP, 2015a). Podrucje istocne Hrvatske - Slavonije i Baranje, ima klimu sli¢nu sredis$njoj i
zapadnoj, umjereno kontinentalnu s hladnim zimama i toplim ljetima. Uobicajene niske
temperature u isto¢noj Hrvatskoj tijekom zimskih mjeseci osiguravaju dobre prirodne uvjete
za procese prerade mesa. Primjerice, prosje¢na srednja temperatura zraka na podrucju

Slavonije od studenog do ozujka kreée se izmedu 0,2 1 6,9 °C (MP, 2014a).
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Period zrenja svih uzorkovanih proizvoda obuhvaca razdoblje od sije¢nja 2019. do lipnja
2021. godine. Godisnje srednje temperature zraka i koli¢ina oborina za godine u kojima su
proizvodi zrili (2019., 2020. i 2021.) dane su kao prilog 2. Proizvodi iz isto¢ne, zapadne i
juzne regije ukljuc¢uju dugozrijuce proizvode poput kulena, Sunke i prsuta. SrediSnja i sjeverna
regija tradicionalno ne proizvode takve dugozriju¢e proizvode, nego vecinom kobasice,
slaninu ili vratinu ¢iji je period zrenja kradi.

Iz slike 54. vidljivo je da juzna i zapadna regija imaju vece temperature u odnosu na druge
regije i tijekom zimskih i ljetnih mjeseci. Veéi broj Aspergillus izolata nego Penicillium, iako
ne znacajno, u juznoj regiji moze se pripisati upravo visim temperaturama i suhoj klimi cesto
slicnoj onoj u tropskim podrucjima koje Aspergillus vrste preferiraju, a Cije spore takoder
imaju vecu otpornost na suhi zrak i visoke temperature, dok su za Penicillium vrste
optimalnije niZe okoliSne temperature (Pitt 1 Hocking, 2009; Comi i sur., 2004). Unato¢ tome
Sto zapadna regija ima vece temperature kao i juzna, u odnosu na druge regije, zapadna regija
takoder ima prosje¢nu najvecu koli¢inu padalina tijekom zrenja proizvoda (78 mm) u odnosu
na ostale regije (46 - 67 mm), sto manje pogoduje rastu Aspergillus vrsta. Ono po ¢emu je
zapadna regija jos$ specifi¢na je to da proizvodi tijekom zrenja ne prolaze proces dimljenja, za
kojeg je poznato da moze utjecati na povrSinsku mikofloru u smislu redukcije odredenih vrsta
plijesni te je takav trend i zamijecen za P. solitum i P. commune u dimljenim proizvodima
(Asefa 1 sur., 2009). Isto je utvrdeno 1 u istrazivanju Zadravec i sur. (2020), budu¢i da se
pokazala veca raznolikost i broj izolata Aspergillus vrsta na mesnom proizvodu iz juzne regije
u odnosu na proizvode iz isto¢ne 1 zapadne regije. Znacajno manji broj izolata u 2020. godini
u odnosu na 2021. godinu, kao posljedica manjeg broja Aspergillus izolata u zapadnoj, juznoj
te istoCnoj regiji, moze se ponovno objasniti ¢injenicom da je 2019. godina, u kojoj su
dugozrijuéi proizvodi iz prve faze uzorkovanja iz tih regija zrili, okarakterizirana kao kisna u
odnosu na 2020. te 2021. godinu, $to manje pogoduje rastu Aspergillus vrsta. Broj izolata se
takoder nije znacajno razlikovao u istraZivanju vrsta kobasica iz razliitih regija Hrvatske
(Lesi¢ 1 sur., 2020), dok su se u drugom istraZivanju razli€itih vrsta trajnih mesnih proizvoda,
proizvodi iz zapadne Hrvatske razlikovali od onih u isto¢noj (Zadravec i sur., 2020).
Kartografski prikaz pojavnosti toksikotvornih plijesni u TMP tijekom obje godine
uzorkovanja prema hrvatskim zupanijama je na slici 55. Najveéu sumu izoliranih
toksikotvornih vrsta plijesni imala je zapadna regija, zatim sjeverna, dok je najveca

raznolikost toksikotvornih vrsta plijesni bila u zapadnoj i isto¢noj regiji.
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5.2.2. Identificirane vrste povrsinskih plijesni prema vrsti trajnih proizvoda - tehnologiji

proizvodnje i utjecaj tehnologije proizvodnje na pojavnost povrsinskih plijesni

Uz nabrojane okoliSne ¢imbenike, na prisutnost plijesni na povrsini trajnih mesnih proizvoda
utjece 1 vrsta proizvoda, odnosno i fizikalno-kemijska svojstva proizvoda kao $to su aw, pH,
udio soli te trajanje zrenja (Comi i sur., 2004; Asefa i sur., 2010). Svaka plijesni ima svoj
optimalni aw, kao i raspon potreban za rast (Pitt i Hocking, 2009). Vrijednost aw sniZavaju
tvari topljive u vodi, kao $to je sol (NaCl), a s obzirom na osmotski tlak koji nastaje
otapanjem soli u mesnim proizvodima vrste plijesni koje rastu na njima su halofilne ili
halotolerantne (Zivkovié, 1986). Optimum pH za rast plijesni je oko 5, ali mogu rasti u
Sirokom rasponu vrijednosti (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003). Vrijeme zrenja takoder utjece na
vrstu plijesni koje ¢e biti dominantne, pri ¢emu proizvodi koji se proizvode s duzim
razdobljem zrenja uobicajeno zriju i tijekom toplijih razdoblja.

U tablicama 25. — 26. prikazane su identificirane vrste plijesni prema vrsti trajnih proizvoda
(kobasice i suhomesnati proizvodi) te godini uzorkovanja. Sto se ti¢e broja izolata plijesni,
utvrdena je znacajna razlika medu vrstama proizvoda te je broj izolata veéi u trajnim
suhomesnatim proizvodima u odnosu na trajne kobasice (p < 0,05), dok znacajna razlika
medu godinama uzorkovanja za svaku vrstu proizvoda posebno nije utvrdena (tablica 27.). Na
ukupno 107 uzoraka trajnih kobasica izolirano je 213 izolata, a na ukupno 143 uzorka trajnih
suhomesnatih proizvoda izolirano je 324 izolata te je prosjecan broj izolata po uzorku za
trajne kobasice, ali i suhomesnate proizvode, iznosio 2.

Podjednak broj vrsta identificiran je i na kobasicama i na trajnim suhomesnatim proizvodima:
30, odnosno, 33. Od toga je jednak broj Aspergillus vrsta, to¢nije 16, identificirano i na
kobasicama i suhomesnatim proizvodima te 14 Penicillium vrsta na kobasicama, a 17 na
suhomesnatim proizvodima. Najdominatnije vrste na kobasicama s obzirom na broj uzoraka
bile su redom P. commune (33 %), A. proliferans (28 %) te P. solitum (24 %). Od Aspergillus
vrsta medu zastupljenijima su bile A. flavus (9%), A. tubingensis (9 %) te A. pseudoglaucus (9
%), a od Penicillium su P. citrinum (16 %), P. corylophilum (9 %), P. nalgiovense (8 %) i P.
palitans (8 %). Najdominatnije vrste na trajnim suhomesnatim proizvodima bile su redom A.
proliferans (52 %), ujedno sa najve¢om Fr odredenom za vrstu plijesni u ovom istrazivanju,
zatim P. commune (29 %) te P. citrinum (22 %). Od Penicillium vrsta, medu zastupljenijima
bile su jos P. nalgiovense (19 %), P. solitum (18 %), P. corylophilum (14 %) te P.

chrysogenum (13 %), a od Aspergillus vrsta A. pseudoglaucus (9 %).
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Dominante vrste na suhomesnatim proizvodima su imale opcenito ve¢u Fr nego kod kobasica,
§to je povezano sa odredenim i veéim brojem izolata. Znacajno veci postotak izolata u
prSutima kao trajnim mesnim proizvodima u odnosu na trajne kobasice odreden je i U
istrazivanju Zadravec i sur. (2020), sa ujedno i veCom raznolikos¢u vrsta, dok je u ovom
istrazivanju broj vrsta bio podjednak. Aktivitet vode koji se nije razlikovao medu skupinama
proizvoda, te je bio u oba slucaja 0,84, moze ic¢i u prilog podjednakom broju vrsta odredenom
za obje skupine proizvoda. Poznato je da Penicillium vrste preferiraju aw < 0,80, a Aspergillus
vrste aw < 0,90 (Pitt i Hocking, 20002). U radu Zadravec i sur. (2020), veéi broj izolata
tumacio se trajanjem zrenja prsuta pri temperaturama optimalnim za rast plijesni (oko 20 °C),
budu¢i da zriju i tijekom toplijih perioda, a samo trajanje zrenja daje plijesnima vecu
mogucnost za obrastanje povrSine.

Istrazivanje utjecaja pH na rast nekih toksikotvornih Aspergillus i Penicillium vrsta pokazalo
je da su sve ispitivane vrste mogle rasti u Sirokom rasponu ispitivanog pH od 2 do 11.
Medutim, opéenito, Aspergillus vrste bile su vise toleratne na luznatiji pH, dok su Penicillium
vrste bile tolerantnije na kiseliji pH (Wheerler i sur., 1991), §to se moze dovesti u vezu s
¢injenicom da su odredene pH vrijednosti iz ovog istrazivanja znaajno veée kod
suhomesnatih proizvoda (6,13+0,36) u odnosu na trajne kobasice (5,52+0,49).

Opcenito, dominantnost P. commune, P. solitum, P. nalgiovense i P. citrinum u trajnim
mesnim proizvodima moze se objasniti i tolerancijom na visoku razinu soli koju ovakve vrste
proizvoda imaju (Danilovi¢ i Savié¢, 2017), pogotovo u slucaju trajnih suhomesnatih
proizvoda koji imaju znacajno veéi udio soli u odnosu na kobasice. Kada se usporedi
pojavnost vrsta prema skupinama proizvoda, kod kobasica se vise Aspergillus vrsta pojavljuje
s podjednakom Fr, odnosno uz A. proliferans te A. pseudoglaucus pojavljuju se i vrste A.
flavus i A. tubingensis s veCom Fr u odnosu na njihovo pojavljivanje u suhomesnatim
proizvodima, dok je kod suhomesnatih proizvoda Fr A. proliferans uvjerljivo najveca, skoro 2
x veca od Fr najzastupljenije vrste plijesni u kobasicama (P. commune). Zastupljenost drugih
Aspergillus vrsta u kobasicama, poput A. flavus, moze se objasniti ¢injenicom da kobasice
zriju tijekom kraceg perioda pri ¢emu ne dolazi do smanjenja i obrastanja manje kserofilnih
vrsta kao $to je A. flavus sa onim kserofilnijim, poput A. proliferans i A. psedoglaucus, kao
Sto je slu¢aj kod trajnijeg procesa zrenja (Rodrigues i sur., 2019).

Identifikacija plijesni na hrvatskim trajnim suhomesnatim proizvodima provedena je dosad u
tri istrazivanja (Comi i sur., 2004; Zadravec i sur., 2020; Lesic¢ i sur., 2021a), i to na prSutima.
U dva razliCita istrazivanja Dalmatinskog i Istarskog prSuta dominantne vrste bile su P.

solitum, P. nalgiovense, P. commune i P. polonicum te P. citrinum, A. proliferans i A.
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chevalieri, kao i vrste dobivene u ovom istrazivanju trajnih suhomesnatih proizvoda.
Identifikacija plijesni na drugim vrstama suhomesnatih proizvoda prema dosadasnjim
saznanjima nije provedena. U istrazivanju Istarskog prSuta, autora Comi i sur. (2004),
najéeSce izolirane vrste bile su P. frequentas, P. verrucosum, P. lanosocoeruleum, P.
chrysogenum, P. commune i P. expansum, od kojih su u ovom istraZivanju odredene jedino P.
commune, P. chrysogenum i P. expansum, ali treba imati na umu da je istrazivanje Comi i sur.
(2004) provedeno tradicionalnim, a ne molekularnim metodama identifikacije. Dominantne
vrste plijesni pronadene na suhomesnatim proizvodima, to¢nije prsutima iz drugih Europskih
zemalja, su primjerice u slucaju Spanjolske za Iberijski pr$ut P. commune i P. chrysogenum
(NURez i sur, 1996; Alapont i sur., 2014), u slucaju Italije San Daniele P. chrysogenum te A.
fumigatus (Comi i sur., 2013), Norveske P. nalgiovense, P. solitum, i P. commune (Asefa i
sur., 2009) te Slovenije P. nordicum, P. nalgiovense i P. milanense (Sonjak i sur., 2011).
Opcenito, veca zastupljenost Aspergillus vrsta u ovom istrazivanju u odnosu na druge zemlje
moze se objasniti ¢injenicom da Istarski, a posebice Dalmatinski prsut, zriju u toplijoj i
susnijoj klimi u odnosu na prethodno navedena istrazivanja.

Po pitanju istrazivanja vrsta plijesni na hrvatskim kobasicama, provedeno je pet istrazivanja u
zadnje Cetiri godine (Pleadin i sur., 2017; Zadravec i sur., 2020; Lesi¢ i sur., 2020; Zadravec i
sur. 2021.; Lesic¢ i sur., 2021b). U svim istrazivanjima odreden je veéi broj i veca raznolikost
vrsta roda Penicillium u odnosu na Aspergillus, $to je ve¢ i pojaSnjeno. Istrazivanja su
provedena na razli€itim vrstama kobasica, ukljucuju¢i i kulen i kulenovu seku, te su odredene
dominantne vrste plijesni P. nalgiovense, P. solitum, P.commune i P. polonicum, a u jednom
istrazivanju i A. pseudoglaucus (Lesi¢ i sur., 2021b). Rezultati Penicillium vrsta u skladu su
sa ovim istrazivanjem, a ono §to se razlikuje je zastupljenost Aspergillus vrsta, iako se manji
broj vrsta moze pripisati i manjem broju analiziranih uzoraka iz ranijih istrazivanja. Rezultati
istrazivanja povrSinske mikoflore kobasica iz drugih zemalja, poput Argentine (Vila i sur.,
2019; Canel 1 sur., 2013), Gr¢cke (Papagianni 1 sur., 2007) 1 Italije (Iacumin i sur., 2009),
pokazuju sli¢ne rezultate sa dominantnim P. nalgiovense te P. olsonii, P. chysogenum, P.
commune i P. solitum (Magista i sur., 2017).

Opc¢enito, razli¢itost vrsta koje koloniziraju trajne mesne proizvode moze se pripisati razli¢itoj
okolini koje okruzuju komore za zrenje, iz kojih ve¢inom potjecu spore plijesni, te uvjetima
zrenja u tim komora i kombinacijom svih navedenih ¢imbenika koji mogu utjecati na rast
plijesni.

PCA analiza odnosa vrste proizvoda i sastava povrsinske mikoflore prema godini uzorkovanja

prikazana je na slikama 59. i 60. Prva i druga glavna komponenta opisuju 22,79 %, odnosno
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23,55 % ukupne varijabilnosti za TMP uzorkovane 2020. odnosno 20121. godine. Slika 59a.
pokazuje kako neke prsute karakterizira udio soli, vrijeme zrenja te plijesan A. proliferans, pri
¢emu se iz tablica 14 i 26 vidi da je rije¢ o visokim udjelima soli, dugom vremenu zrenja i
znatnim koli¢inama A. proliferans. Na slici 59b. vidljiva je dobro razdvajanje uzoraka trajnih
kobasica i prsuta duz PC1, ali moze se opéenito reci da su se i sve vrste TMP dobro grupirale
osim uzoraka zagrebnjaka i vratine. Isti trend uocen je i za TMP uzorkovane 2021. godine
(slika 60.).

5.2.3. Identificirane potencijalne toksikotvorne vrste plijesni

Sa povrsine 250 analiziranih TMP identificirano je ukupno sedam toksikotvornih vrsta
plijesni koje produciraju neke od istrazivanih mikotoksina, od ¢ega tri Penicillium: P.
commune, P. nordicum, P. citrinum te Cetiri Aspergillus: A. flavus, A. niger, A. westerdijkiae i
A. welwitischie, kao i dvije potencijalno toksikotvorne vrste za koje o produkciji mikotoksina
postoje opreéni rezultati: P. polonicum i A. tubingensis (slike 29. — 37.). Jedna vrsta plijesni
moze producirati vise mikotoksina, dok jedan mikotoksin moze biti produciran od vise vrsta
plijesni. Vrsta P. citrinum poznati je producent CIT, a AFB: A. flavus (Pitt i Hocking, 2009).
A. flavus bi potencijalno mogla producirati i STC, budu¢i da dijele biosintetski put, medutim,
veéina STC kod ove vrste bude prevedena u aflatoksine (Yu i sur., 2004). Cetiri identificirane
vrste su poznati producenti OTA: P. nordicum, A. niger, A. westerdijkiae i A. welwitischie
(Samson i sur., 2019), dok za vrstu A. tubingensis postoje opre¢ni rezultati o moguénosti
njegove produkcije (Storari i sur., 2012). Isto tako, dvije identificirane vrste su poznati
producenti CPA - P. commune i A. flavus (Samson i sur., 2019), dok za P. polonicum postoje
opre¢ni rezultati (Alapont i sur., 2014). Jedna identificirana vrsta iz ovog istraZivanja- A.
flavus producent je dva mikotoksina i to AFBz1 i OTA (Samson i sur., 2019). Najvecu Fr imaju
P. commune (30 %) i P. citrinum (20 %), zatim podjednaku Fr imaju P. nordicum (6 %), A.
flavus (5 %), P. polonicum (5 %) te A. tubingensis (5 %) i naposlijetku A. niger (1 %) te A.
westerdijkiae i A. welwitischie (sa po 0,4 %) U ranijim istrazivanjima na tradicionalnim
mesnim proizvodima iz Hrvatske takoder su kao i u ovom istrazivanju u velikom broju
identificirane vrste P. commune i P. citrinum te vrsta A. niger (Lesi¢ i sur., 2020; Zadravec i
sur., 2021; Lesic¢ i sur., 2021a). U istrazivanju Les$i¢ i sur. (2021a) jo§ su identificirane i P.
nordicum te A. westerdijkiae, dok su u istrazivanju Zadravec i sur. (2020) identificirani A.
ochraceus i P. verrucosum kao producenti OTA te A. versicolor kao producent STC, koji nisu

identificirani u ovom istrazivanju. U istrazivanju Pleadin i sur. (2017) identificirana je samo
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toksikotvorna plijesan A. versicolor. A. versicolor plijesan moze rasti pri nizim
temperaturama nego vec¢ina drugih Aspergillus vrsta (Samson i sur., 2019)., dok je P.
verrucosum inace ¢eS¢e prisutna na zitaricama te njena izolacija u prethodno spomenutom
istrazivanju moze biti posljedica blizine zitnih polja komorama za zrenje ovih proizvoda i
moguce kontaminacije sporama (Zadravec i sur., 2020). Sve spomenute toksikotvorne plijesni
se mogu naci i u trajnim mesnim proizvodima iz drugih zemalja, pri ¢emu je A. westerdijkiae
vrlo rijetko izolirana (Papagianni i sur., 2007; lacumin i sur., 2009; Asefa i sur., 2009; Comi i
sur., 2013; Alapont i sur., 2014; Rodriguez i sur., 2019; Perrone i sur., 2019).

5.3. Detekcija gena ukljucenih u biosintezu mikotoksina kod toksikotvornih vrsta

plijesni

Glavni razlog istraZivanja vrsta plijesni u hrani njihova je sposobnost produkcije mikotoksina
koji imaju toksi¢no djelovanje, bilo da se zeli eliminirati rast toksikotvornih vrsta i na taj
nacin osigurati zdravstvenu ispravnost hrane, bilo da se zeli detektirati vrsta/soj plijesni koje
nemaju sposobnost produkcije mikotoksina kako bi se mogle koristiti u druge svrhe poput
proizvodnje fermentirane hrane.

Identificirane toksikotvorne vrste plijesni, ovisno o istrazivanom mikotoksinu kojeg
potencijalno mogu producirati, testirane su na prisutnost gena uklju¢enih u njihovu biosintezu.
Slika 37. prikazuje rezultate testiranja na prisutnost gena uklju¢enih u biosintezu AFB1 i STC
kod vrste A. flavus kao jedinog identificiranog potencijalnog producenta. Od ukupno 12
izoliranih izolata vrste A. flavus, 7 izolata je pozitivno na gen nor-1, 6 izolata na gen ver-1, a
svih 12 izolata na gen omt-A. Ukupno 6 izolata (50 %) ima sva 3 gena te se mogu smatrati da
imaju sposobnost produkcije AFB:1. U istrazivanju Geisen (1996) ova tri gena, sa istim
parovima pocetnica kao i u ovom radu, zakljuceno je da je metoda specifi¢na za potencijalne
aflatoksikotovorne vrste A. flavus i A. parasiticus te STC- producirajuéu plijesan A.
versicolor. Opéenito se pretpostavlja da 40 do 50 % izolata A. flavus ima sposobnost
produkcije AFB:1 (Geisen, 1996). Nedostatak signala za neki od ispitanih gena upucuje na
deleciju tog gena ili u slucaju kada soj pokazuje sve 3 vrpce za 3 gena, a nema sposobnost
produkcije, pretpostavlja se druga vrsta mutacije, mozda u regulatornim genima (Munaut 1
Van Hove, 2011).

Tablica 28. prikazuje rezultate testiranja na prisutnost gena ukljucenih u biosintezu OTA.
Istrazivani OTA biosintetski geni mogu se dovesti u vezu sa istrazivanjima Luque i sur.
(2013) te Dao i sur. (2005). Od ukupno 33 izolata svih potencijalnih OTA producenata, njih
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19, odnosno 58 % ima otapks gen te se mogu smatrati da imaju sposobnost produkcije OTA.
Medu njima svi izolati P. nordicum i A. westerdijkiae imali su navedeni gen te 33 %
izoliranih i ispitivanih izolata A. tubingensis. Za P. nordicum je poznato da moze producirati
OTA te rasti na trajnim mesnim proizvodima sa visokim udjelom soli i bjelancevina, ujedno
pri niskim temperaturama (Pitt i Hocking, 2009). P. nordicum moze producirati OTA u
Sirokom temperaturnom rasponu te pod relativno stresnim abiotickim uvjetima. Zabiljezena je
proizvodnja OTA pri aw 0,85, iako optimalni uvjeti podrazumijevaju temperaturu od 15 ‘C i
aw 0,90 (Perrone i sur., 2019). Istrazivanja su takoder potvrdila da A.westerdijkiae moze
producirati OTA (Perrone i sur., 2019). Za A. tubingensis iz sekcije A. Nigri u koje spadaju i
okratoksikotvorne vrste A. niger i A. carbonarius, postoje objavljeni kontradiktorni podaci o
njegovoj sposobnosti produkcije OTA. U istrazivanju Storari i sur. (2012), OTA nije
detektiran u niti jednom ekstraktu A. tubingensis, ali je jednostavno odreden kod A. niger, dok
Su u istrazivanju Luque i sur. (2013) detektirani geni i produkcija OTA 2 izolata A.
tubingensis. U ovom radu niti jedan izolat A. niger i A. welwitischie nije imao jedan od
ispitivanih gena. Susca i sur. (2014) navode da su u neproduciraju¢im izolatima A. niger i A.
welwitschiae uocili da je OTA klaster gotovo potpuno izbrisan. U ovom je istraZivanju
utvrdeno da PCR metoda s pocetnicama koje generiraju fragment od 459 pb OTA otanpsPN
omogucava specifiénu detekciju kod P. nordicum, gdje su svi analizirani izolati imali taj gen,
ali daje negativne rezultate s drugim Aspergillus vrstama koje su potencijalni OTA
producenti. IstraZivanje Luque i sur. (2013) sa pocetnicama F10T i R1OT (otanpsPN),
koriStene 1 u ovom radu, detektiralo je OTA gen u razli¢itim vrstama producentima: A.
carbonarius, A. niger, A. ochraceus, A. tubingensis, A. westerdijkiae, P. nordicum i P.
verrucosum.

Primjer rezultata testiranja na prisutnost gena ukljuenog u biositezu CIT kod 49 izolata P.
citrinum kao jedinog identificiranog potencijalnog producenta prikazan je na slici 40. Ukupno
71 % izolata je imalo analizirani gen te se mogu smatrati da imaju sposobnost produkcije CIT.
Opcenito, vecina sojeva P. citrinum su organizmi koji dosljedno i u visokim koncentracijama
produciraju CIT (Geisen i sur., 2018). Istrazivanje Touhami (2018) pokazalo je kako
inaktivacija pksCT gena kod P. verrucosum, P. expansum te P. citrinum dovodi do
transformacije sojeva u CIT neproducirajuce.

Tablica 29. prikazuje rezultate testiranja na prisutnost gena uklju¢enog u biosintezu CPA. Od
ukupno 99 izolata svih potencijalnih CPA producenata, njih 47, odnosno 48 %, ima dmaT gen
te se mogu smatrati da imaju sposobnost produkcije CPA. Medu njima, 61 % izolata vrste P.

commune te 17 % izolata A. flavus imalo je navedeni gen, dok niti jedan izolat P. polonicum
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nije imao ispitivani gen te se ova vrsta u ovom istrazivanju nije pokazala kao potencijalni
CPA producent. Rodriguez i sur. (2012a) su ovom metodom detektirali gen u vrsta A. flavus,
P. camemberti, P. commune te P. griseofulvum. CPA se dosljedno proizvodi u hrani od strane
vrsta P. grieseofulvum, P. camemberti, P. commune, A. flavus, A. oryzae i A. tamarii (Ostry i
sur., 2018). Nakon inokulacije trajnih kobasica sa P. griseofulvum, znacajna produkcija CPA
uocena je pri niskim temperaturama (npr. 12 °C), te je rasla tijekom proizvodnje vjerojatno
kao posljedica intezivne proteolize te posljedi¢no oslobadanja aminokiselina, medu ostalima i
triptofana, koji je izravni CPA prekursor (Perrone i sur., 2019; Peromingo i sur., 2019). P.
griseofulvum nije identificirana u ovom istrazivanju, ali P. commune predstavlja dominantnu
vrstu na analiziranim mesnim proizvodima. Istrazivanje prirodne mikrobiote na $panjolskim
prsutima (Alapont i sur., 2014) je pokazalo da je 33,7 % izoliranih sojeva plijesni produciralo
CPA, od ¢ega su 66,6 % bili CPA producirajuéi sojevi P. commune. Autori istrazivanja su
takoder naveli da se 2 od 5 analiziranih sojeva P. polonicum pokazalo visoko toksikotvornim i
sposobnim producirati CPA. U ovom istrazivanju niti jedan od 13 izolata P. polonicum nije
imao CPA biosintetske gene. P. atramentosum i P. solitum izolirani sa prSuta u prethodno
spomenutom istrazivanju takoder su imali sposobnost CPA produkcije, ali u vrlo niskim
koncentracijama. Medutim, te vrste se ne smatraju CPA producentima (Samson i sur., 2019),
te je stoga potrebno prikupiti vise dokaza. Takoder, identifikacija plijesni je provedena na

temelju ITS regije te je moglo do¢i i do pogresne identifikacije u bazi podataka.

5.4. Razvoj i validacija LC-MS/MS metode

U svrhu procjene izlozenosti mikotoksinima i rizika koje predstavljaju za zdravlje ljudi i
zivotinja za njihovo odredivanje neophodna je primjena preciznih i dovoljno osjetljivih
analitickih metoda kako bi se jamcila sigurnost sirovina i gotovih proizvoda namijenjenih
prehrani ljudi i hranidbi zivotinja. Tako je, primjerice, u znanstvenom misljenju EFSA
CONTAM panela iz 2013. godine dana preporuka o prikupljanju podataka o prisutnosti STC
u hrani i hrani za Zivotinje uz primjenu visokoosjetljivih analitickih metoda s LOQ manjim od
1,5 ng/kg (EFSA, 2013). Za odredivanje mikotoksina u TMP treba uzeti u obzir ¢injenicu da
mikotoksini uobifajeno hranu (naro¢ito meso i mesne proizvode) kontaminiraju pri vrlo
niskim koncentracijama te da ovi proizvodi predstavljaju kompleksnu matricu c¢ije
komponente mogu utjecati na osjetljivost analiticke metode suprimirajuci signal analita.

U ovom radu je proveden razvoj i validacija multimikotoksinske LC-MS/MS metode za
detekciju i kvantifikaciju 5 mikotoksina (AFBi1, OTA, CIT, STC i CPA) koja se nadalje
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koristila u svrhu odredivanja pojavnosti mikotoksina u TMP. Razvoj metode za odredivanje
ovih mikotoksina ukljucivao je optimizaciju instrumentalnih parametara s ciljem postizanja
maksimalne osjetljivosti i selektivnosti instrumenta. Analiza mikotoksina je provedena
pomocu spregnute tehnike tekucinske kromatografije s masenom detekcijom s detektorom
tipa trostruki kvadrupol u ESI pozitivhom ionizacijskom modu. Kromatografsko razdvajanje
CPA se pokazalo analiticki vrlo zahtjevnim zbog kombinacije analiticke strukture i
kompleksne matrice u odnosu na ostale mikotoksine. Kromatografsko razdvajanje
mikotoksina provedeno je uz gradijent mobilnih faza koje su sadrzavale 5 mM amonij acetata
(otapalo A) i metanola (otapalo B), dok je kromatografsko razdvajanje CPA zahtijevalo
optimizaciju pH mobilne faze te se mobilna faza pH 2,5 pokazala optimalna i rezultirala
zadovoljavaju¢im oblikom pika.

Dijagnosticki ioni i uvjeti masenog spektrometra prikazani su u tablici 13. Kako bi se postigla
veca osjetljivost metode, ispitani su odzivi prekursor iona pri promjeni vrijednosti napona
fragmentora. Najveéi odziv za prekursor ion AFB1 (m/z = 313,1) postignut je pri naponu
fragmentora od 170 V, za OTA (m/z = 404,0) 130 V, za CPA (m/z = 337,2) 110 V, za STC
(m/z = 325,1) 130 V, dok je za CIT (m/z = 251,1) napon fragmentora iznosio 100 V.
Analizom produkt iona analiziranih mikotoksina odredena su dva produkt iona, pri ¢emu je
ion jaceg intenziteta za OTA pri m/z = 239,0; za AFB1 pri m/z = 285,1; za STC pri m/z m/z =
310,0; za CIT pri m/z m/z = 205,0 te CPA pri m/z = 182,1 odabran kao kvantitativni ion (slike
21. — 25.). Temperatura plina za analizu podesena je na 350 °C, dok je protok plina na izvoru
iznosio 12 L/min. Optimalan prijenos iona postignut je pri tlaku u rasprsivacu od 20 psi. Za
sve mikotoksine optimalni signali postignuti su pri naponu kapilare 4000 V (+) i 2000 V (-).
Optimizacija postupka ekstrakcijske procedure za analizu CPA zbog kombinacije kemijske
strukture CPA te matrice u kojoj se odreduje bila je izazovna, §to je utvrdeno u ranijem
istrazivanju Vuli¢ i sur. (2021). Kemijski sastav, npr. trajnih kobasica, karakterizira visok
udio masnoce (do 40 g/100 g) i sadrzaj bjelancevina (iznad 16 g/100 g) (Lesi¢ i sur., 2020),
Sto je vazno sa aspekta pripreme uzorka. Razvoj pripreme uzorka za analizu CPA uz upotrebu
QuEChERS soli, ukljucivao je razli¢ite eksperimente pri kojima se pokazalo da je klju¢na pH
vrijednost ekstrakcijskog otapala te uklanjanje masti. Upotreba mravlje kiseline nije dala
prihvatljive rezultate buduci da je ranije navedeno da u prisutnosti mravlje kiseline CPA
postaje nestabilna (Ostry i sur., 2018) te je tako za podeSavanje pH koriStena octena kiselina.
Visok postotak octene kiseline (25 %) koriSten je za dobivanje niske pH vrijednosti
ekstrakcijske smjese da bi se CPA mogla ekstrahirati kao neutralna molekula. Za odabir

organskog dijela otapala za ekstrakciju u obzir su uzeti acetonitril i metanol te je acetonitril
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dao bolje rezultate, budué¢i da je ekstrakcija posredovana metanolom rezultirala pojavom
zelatinoznog sloja, a supernatant nakon centrifugiranja nije bilo bistar. Nakon toga, uklanjanje
bjelancevina i masti optimizirano je dodatkom razli¢itih volumena Carrezovih otopina, pri
¢emu se manji volumen (500 pL) pokazao adekvatnijim.

Do sada objavljene tehnike pripreme uzorka za ekstrakciju CPA iz razliite hrane Zivotinjskog
podrijetla zahtijevale su vise vremena i otapala s obzirom da su postupci ekstrakcije ili
obuhvacali vise koraka, koristili veée volumene otapala ili zahtijevale dulje vrijeme
ekstrakcije (Sosa i sur., 2002; Moldes-Anaya i sur., 2009; Ansari i Haubl, 2016; Ki$ i sur.,
2019;). Poboljsanje u analizi CPA u mesnim proizvodima objavili su autori Peromingo i sur.
(2018) u istrazivanju na trajnim suhomesnatim proizvodima, u kojem su takoder Koristili
QUEChHERS tj. metodu koja je brza, u¢inkovita i jeftina sama po sebi, kako joj naziv kaze. Isti
pristup, ali u analizi trajnih kobasica, koristili su u istrazivanju Delgado i sur. (2019), prema
metodi Peromingo i sur. (2018).

Ekstrakcijska procedura i procis¢avanje uzoraka za analizu ostalih mikotoksina (AFB1, OTA,
STC i CIT) podrazumijevala je upotrebu specificnih imunoafinitetnih kolnica prema uputama
dobivenim od proizvodaca te nije zahtijevala postupke optimizacije unato¢ kompleksnoj
matrici.

Linearnost odgovora instrumenta je testirana pomocu pet kalibracijskih to¢aka pripremljenih
prema tablicama 9. — 12. s rasponima od 0,05 - 1,00 ng/mL za AFB3, 0,20 - 5,00 ng/mL za
OTA, 10 - 10,00 ng/mL za STC, 1,00 - 10,00 ng/mL za CIT te 0,50 - 20,00 ng/mL za CPA. Iz
dobivenih kalibracijskih krivulja za svaki pojedini mikotoksin (slike 48. — 52.) vidljivo je da
koeficijent determinacije (R?) linearne regresije standardne kalibracije iznosi > 0,997 za CPA,
> 0,999 za CIT, STC i OTA te >0,998 za AFB1. Na temelju toga moze se zakljuciti kako
metoda ima dobru linearnost u ispitivanom koncentracijskom podru¢ju uz zadovoljavanje
kriterija prihvatljivosti za linearnost od k > 0,995.

Prilikom obogacenja blank uzoraka na najnizu kvantifikacijsku razinu s masenim udjelom od
0,3 ng/kg OTA, 0,1 pg/kg AFBy, 0,1 pg/kg STC, 2,0 pg/kg CIT te 3,0 pg/kg CPA dobiveni
su tipicni LC-MS/MS-MRM kromatogrami prikazani na slikama 43. - 47. Dobivene
vrijednost LOD i LOQ pri ovim uvjetima iznose za AFB: 0,03 pg/kg odnosno 0,11 pg/kg, za
OTA 0,18 pg/kg odnosno 0,59 ug/kg, za STC 0,02 pg/kg odnosno 0,06 pg/kg, za CIT 0,60
pg/kg odnosno 1,98 ug/kg te za CPA 0,43 pg/kg odnosno 1,43 pg/kg. Za CPA zbog faktora
razrijedenja 5 tijekom pripreme uzoraka kona¢ni LOD i LOQ u matrici iznose 2,17 ug/kg
odnosno 7,15 pg/kg (tablica 30.). Najnize LOD i LOQ vrijednosti su postignute za STC i
AFB1, a najvise za CPA.
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Dobivene LOD i LOQ vrijednosti u ovom radu predstavljaju malo poboljSanje u osjetljivosti
metode za detekciju CPA u mesnim proizvodima u usporedbi sa radovima Peromingo i sur.
(2018) te Delgado i sur. (2019), koji su prikazali vrijednosti LOD 3,3 ug/kg i LOQ 10 ug/kg
za suhomesnate proizvode te LOD 12,0 pug/kg i LOQ 40,0 ug/kg za trajne kobasice. Dobivene
LOD i LOQ vrijednosti metode za odredivanje STC u mesnim proizvodima u ovom radu
usporedive su s vrijednostima LOD 0,03 pg/kg i LOQ 0,1 pg/kg LC-MS/MS metode za
odredivanje STC u siru (Versilovskis i De Saeger, 2010) ili sa LC-MS/MS metodom koja se
takoder bazira na prociS¢avanju na imunoafinitetnim kolonicama u hrani, poput brasna,
pekarskih proizvoda, Zitarica i alkoholnih pi¢a sa LOQ 0,05 ug/kg (Yoshinari i sur., 2019).
Multimikotoksinska LC-MS/MS metoda sa ¢vrsto-tekuc¢inskom ekstrakcijom u suSenoj
govedini rezultirala je sa sljede¢im LOD vrijednostima: OTA 0,13 pg/kg, AFB1 2 pg/kg, CIT
18 ng/kg, CPA 7 ng/kg te STC 8 ng/kg (Dada i sur., 2020).

Budué¢i da je koriStena kalibracija u otapalu i bez upotrebe internog standarda za
kvantifikaciju, ispitan je utjecaj matrice. Utjecaj matrice na ionizaciju ovisi o0 samom analitu
te komponentama matrice koje se ekstrahiraju tijekom analize te se moze ocitovati kao
pojacanje ili smanjenje signala iona analita, a time i parametra metode (Kruve i sur., 2015).
Rezultati odredivanja utjecaja matrice koriste¢i postekstrakcijski obogacene blank uzorke
mesnih proizvoda i usporedujuci ih sa standardnim otopinama iste razine svakog mikotoksina
prikazani su u tablici 31. Sve dobivene vrijednosti su niske i kre¢u se u rasponu 0,7 % - 7,7 %
te ukazuju na blago pojacanje signala iona analita. Najveca vrijednost dobivena je za STC od
7,7 % te potom za AFB: 6,4 %, dok se vrijednosti dobivene za CIT, CPA i OTA mogu
smatrati zanemarivim (oko 1 %) i pripisati efikasnom proci§¢avanju uzoraka.

Iskoristenje metode odredeno je koriste¢i obogaéene blank uzorke (tablica 32.). Dobivene
vrijednosti iskoriStenja kretale su se u rasponu od 91,37 % za AFB;: do 119,41 % za OTA.
Prema Uredbi Komisije br. 401/2006 (EC, 2006a) iskoriStenje za analiticku metodu
odredivanja mikotoksina na razini < 1 pg/kg treba biti u rasponu od 50 do 120 %, dok je
prema Provedbenoj uredbi Komisije 2021/808 (EC, 2021) granica istinitosti kvantitativne
metode od -50 % do +20 % stoga se moze zakljuciti da su dobivene vrijednosti unutar
zadanih vrijednosti.

Rezultati validacije LC-MS/MS metode, razvijene u ovom istrazivanju, ukazuju na dobru
osjetljivost i ponovljivost metode za odredivanje mikotoksina AFB1, OTA, CIT, STC i CPA u
trajnim mesnim proizvodima. Prema odredenim parametrima LOQ i LOD, moze se zakljuciti
da je metoda primijenjiva za analizu mesnih proizvoda i s vrlo niskim masenim udjelima ovih

mikotoksina.
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5.5. Pojavnost mikotoksina u hrvatskim TMP

Ispitivanje pojavnosti mikotoksina u mesnim proizvodima znac¢ajno je za procjenu ljudske
izlozenosti ovim kontaminatima putem oOve vrste namirnica koji predstavljaju znacajan dio
prehrane, procjenu rizika koje predstavljaju za zdravlje ljudi te za uspostavu najvecih
dopustenih koli¢ina mikotoksina u mesnim proizvodima koje dosad zakonodavstvom nisu
ustanovljene u zemljama Europske unije.

Pojavnost istrazivanih mikotoksina detektirana je u 27 % analiziranih uzoraka TMP, i to STC
u rasponu koncentracija 0,10 - 3,93 pg/kg u 4 % uzoraka, OTA u rasponu koncetracija 0,24 -
4,81 pg/kg u 10 % uzoraka te CPA u koncentracijama 2,25 - 335,5 pg/kg u 13 % uzoraka,
dok AFB1 i CIT nisu detektirani u niti jednom uzorku TMP. Vidljivo je da je CPA odredena u
najve¢em postotku uzoraka od svih analiziranih mikotoksina i to u vrlo visokim
koncentracijama, a zatim OTA (tablice 33. — 35.). Dobiveni podaci statisticke analize
sumirani su i prikazani box-plot dijagramima za detektirane mikotoksine iznad LOD: CPA,
OTA i STC (slika 53.). Prosjecna vrijednost svih odredenih CPA koncentracija iznosi 29,11 +
59,31 pug/kg, a medijan 9,90 pg/kg. Glavnina koncentracija krece se u rasponu do 45 pg/kg,
uz tri ekstremne koncentracije od 66,35 pg/kg, 108,5 pg/kg te 335,5 pg/kg. Prosjecna
vrijednost svih odredenih OTA koncentracija iznosi 1,02 + 1,09 pg/kg, a medijan 0,66 pg/kg.
Veéina koncentracija je u rasponu do 1,7 pg/kg, uz tri ekstremne koncentracije od 2,66 pg/kg,
3,02 pg/kg i 4,81 pg/kg. Prosjecna vrijednost svih odredenih STC koncentracija iznosi 0,58 +
1,13 pg/kg, a medijan 0,16 pg/kg. Vecina koncentracija je u rasponu do 0,70 ug/kg, uz jednu
ekstremnu koncentraciju od 3,93 pg/kg. Kontaminacija istim mikotoksinom u tri od Cetiri
uzorkovana proizvoda sa istog OPG-a zamijecena je u 7 OPG-ova od njih 30-tak $to upucuje
na postojanje kontaminacije u domacinstvu i potrebu sustava kontrole.

Literaturno je opisana i mogucéa zajednicka pojavnost CIT i OTA te AFB:1 i STC, odnosno
AFB1 i CPA, u razli¢itim namirnicama (EFSA, 2012; EFSA, 2013; Ostry i sur., 2018), ali s
obzirom da mikotoksini AFB: i CIT nisu detektirani, zajednicka pojavnost mikotoksina
zabiljezena je u samo 4 uzorka za OTA i CPA te u 2 uzorka OTA i STC, ali ne kao posljedica
zajednickih ili sliénih vrsta producenata.

U 21 % uzoraka kontaminiranih nekim od detektiranih mikotoksina (STC, OTA ili CPA),
odredeni su njihovi producenti (koji posjeduju biosintetske gene) (A. flavus. P. nordicum i
P.commune), dok se kontaminacija uzoraka u kojima producenti nisu identificirani moze
objasniti ili prethodnom kontaminacijom sastojaka TMP ili obrastanjem producenata drugim

vrstama plijesni na kraju faze zrenja, sprije¢avajuci na taj na¢in njihovu detekciju. Znacajan
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producent STC, primjerice A. versicolor, nije identificiran. Gledaju¢i uzorke Kkoji su
kontaminirani STC, u samo jednom uzorku odreden je A. flavus sa biosintetskim genima
uklju¢enim u njegovu biosintezu. Vrsta A. flavus bi potencijalno mogla producirati STC
buduc¢i da dijeli biosintetski put sa AFB1, medutim, poznato je da je ve¢ina STC kod ove vrste
ipak prevedena u aflatoksine. Budu¢i da neka istrazivanja pokazuju prisutnost STC u
zacinima te U hrani za zivotinje, postoji i moguénost takve neizravne kontaminacije mesa i
proizvoda od mesa ovim mikotoksinom, iako o tome nedostaje podataka (EFSA, 2013). Medu
kontaminiranim OTA uzorcima, u 3 uzorka je identificirana vrsta P. nordicum sa dokazanim
OTA biosintetskim genima, dok je medu kontaminiranim CPA uzorcima P. commune
identificirana u 13 uzoraka, od ¢ega u 10 sa CPA biosintetskim genima.

U ovom istrazivanju mikotoksin AFBg, kao ni CIT nisu detektirani ni u jednom analiziranom
uzorku, iako su identificirane vrste producenti A. flavus te P. citrinum sa dokazanim
biosintetskim genima sposobne producirati ove mikotoksine u mesnim proizvodima. To
potvrduje Cinjenicu da rast toksikotvornih plijesni ne zna¢i nuzno da su mikotoksini prisutni u
namirnici, budué¢i da njihova proizvodnja izmedu ostalog ovisi o brojnim okolisnim
¢imbenicima (Sgrensen i sur., 2009). Istrazivanja pokazuju da okoli$ni ¢imbenici (poput
kombinacije temperature X aw X CO>) direktno utjecu na ekspresiju AFB; biosintetskih gena,
dok nemaju znacajan utjecaj na rast A. flavus (Medina i sur., 2014). Bailly i sur. (2005)
izvjestili su o relativno visokim koli¢inama CIT proizvedenom u trajnim mesnim proizvodima
od strane toksikotvornog soja P. citrinum nakon 16 dana inkubacije pri 20 °C. Sto se ti¢e
drugih istrazivanja koja se bave kontaminacijom mesnih proizvoda sa AFBi1, u nedavnom
istrazivanju na razli¢itim vrstama trajnih kobasica (Kudumija i sur., 2020), takoder nije
odredena konaminacija aflatoksinima AFB1, AFB2, AFGy niti AFG,, dok su neka prijasnja
istrazivanja na mesnim proizvodima zabiljezila koncentracije AFB;1 u rasponu od 0,92 - 3,0
pa/kg (Markov i sur., 2013; Pleadin i sur., 2015a; Zadravec i sur., 2020). U Slavonskom
kulenu utvrdena je veca prosjecna koncentracija AFB: od 11,79 pg/kg u slucaju kada se
proizvod nije Cetkao tijekom proizvodnje, tako da se povrSinske plijesni nisu uklanjale i
neometano su rasle (Pleadin i sur., 2017). Pojavnost CIT ispitana je samo u jednom
istrazivanju na hrvatskim mesnim proizvodima ELISA metodom, unato¢ tome S$to se
producirajuéi sojevi plijesni ovog mikotoksina ¢esto izoliraju iz trajnih mesnih proizvoda, u
kojem se ovaj mikotoksin nije pokazao znacajnim kontaminantom (4,44 % uzoraka) sa
utvrdenim koncentracijama oko LOD analiticke metode (1,0 - 1,3 pg/kg) (Markov i sur.,
2013). Postoje studije o pojavnosti CIT u hrani za Zivotinje (do 998 pg/kg), Sto predstavlja

moguci rizik za prijenos u mesne proizvode, te u zacinima kao §to je crni papar (50 pg/kg)
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koji se koriste u proizvodnji mesnih proizvoda (Kamle i sur., 2022). Unato¢ tome S§to
kontaminacija AFB: nije utvrdena ovim istrazivanjem, te Unato¢ njegovoj slaboj
zastupljenosti odredenoj u drugim istrazivanjima na mesnim proizvodima, potrebno je
provoditi redovite kontrole koriStenjem visoko osjetljivih potvrdnih metoda, budué¢i da
kontaminacija mikotoksinima ovisi o razli¢itim ¢imbenicima, od kojih se na neke ne moze
utjecati, poput regionalnih vremenskih uvjeta koji se mijenjaju svake godine. Na primjer,
nekoliko godina prije, zbog vremenskih uvjeta, utvrdene su visoke koncentracije AFB1 u
hrani za Zzivotinje, ne samo u Hrvatskoj, nego i u drugim europskim zemljama, $to je
ukazivalo na moguénost neizravne kontaminacije namirnica zivotinjskog podrijetla (Pleadin i
sur., 2015e; Kos i sur., 2018).

U nedavnom istrazivanju kontaminacije tradicionalnog kulena mikotoksinima, OTA
koncentracije su u 2 od 16 uzoraka prelazile preporucenu vrijednost od 1 pg/kg odredenu za
meso svinja i proizvode od svinjskog mesa donesenu od Ministarstva zdravstva Italije (3,91 i
6,95 ng/kg) (Lesic i sur., 2021). U ovom radu odredene OTA koncentracije u 7 od 24 (29 %)
uzoraka prelaze spomenutu preporuku o najvecoj vrijednosti OTA od 1 pg/kg. U vecini
uzoraka kontaminiranih s OTA, nije odreden producent, tako da osim kao posljedica izravne
produkcije plijesni, utvrdene niske koncentracije OTA mogu biti posljedica upotrebe
kontaminiranih zaina, poput crvene paprike, budu¢i da je vec¢i dio OTA koncentracija
odreden u trajnim kobasicama u ¢ijoj se recepturi ona koristi (Persi i sur., 2014; Pleadin i sur.,
2016). Pleadin i sur. (2015c) odredili su koncentracije OTA u zadinima za proizvodnju
Slavonskog kulena, i to do 8,11 pg/kg u crvenoj paprici, dok u svjezem mesu OTA nije
odreden. U ranijim istrazivanjima hrvatskih trajnih mesnih proizvoda, odredene koncentracije
OTA bile su u rasponu 0,14 pg/kg - 19,84 pg/kg u Slavonskom kulenu ¢ija se povrSina
tijekom zrenja nije Cetkala kako bi se uklonile plijesni (Zadravec i sur., 2020; Pleadin i sur.,
2017; Kudumija i sur., 2020; Pleadin i sur., 2015c¢; Markov i sur., 2013). U trajnim mesnim
proizvodima iz drugih Europskih zemalja, OTA koncentracije su bile u rasponu od < LOD —
625,70 pg/kg (Roncanda i sur., 2020; lacumin i sur., 2009; Bernaldez i sur., 2013; Sorensen i
sur., 2010; lacumin i sur., 2011). Na uzorcima kontaminiranim sa OTA provedena su i
istrazivanja redukcije ovog mikotoksina fizikalnim metodama primjenjivim u domacinstvu
kao kuhanje i pecenje (Pleadin i sur., 2014) te gama zra¢enjem (Domijan i sur., 2015).
Provedena istrazivanja rezultirala su uglavnom niskim stupnjem redukcije OTA (20 — 30 %),
Sto pokazuje da primjena razli¢itih metoda ne daje visoku ucinkovitost redukcije te da je stoga

narocito potrebno osigurati preventivne mjere s ciljem sprjecavanja kontaminacije.
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Pojavnost CPA u mesnim proizvodima je slabo istrazena, a jedan od razloga je Sto ja
analiticki izazovna (Vuli¢ i sur., 2021). Dosad objavljeni podaci govore o Sirokom rasponu
koncentracija CPA u trajnim suhomesnatim proizvodima (36 — 540 pg/kg) (Peromingo i sur.,
2018). Dva istrazivanja o pojavnosti CPA u hrvatskim tradicionalnim trajnim kobasicama
dokazala su njenu prisutnost u 7 od 47 (15 %) analiziranih uzoraka u koncentracijama 2,55
Ma/kg - 59,80 ug/kg (Vuli¢ i1 sur.,, 2021) te u 5 od 16 (31 %) analiziranih uzoraka u
koncentracijama 2,50 - 13,35 pg/kg (Lesi¢ i sur., 2021b). CPA se moze akumulirati u mesnim
proizvodima tijekom skladiStenja budu¢i se pokazala stabilnija u odnosu na OTA i CIT
(Bailly i sur., 2005). U usporedbi sa istrazivanjem LeSi¢ i sur. (2021b), rezultati istrazivanja
Vuli¢ i sur. (2021) ukazuju na slicne CPA koncentracije, izuzev jedne vise vrijednosti od
59,80 pg/kg. Rezultati ovog istrazivanja, koje obuhvaca i trajne kobasice i suhomesnate
proizvode u usporedbi sa dosada$njim istrazivanjima, pokazuju vise koncentracije CPA u
odnosu na istrazivanja prevodena na hrvatskim kobasicama, a nesto nize u usporedbi sa
Spanjolskim istrazivanjima na prSutima.

Prema dosadas$njim saznanjima, rezultati istrazivanja o pojavnosti STC u mesnim
proizvodima nisu dostupni. Postoje istrazivanja o njegovoj pojavnosti u hrani za zivotinje,
primjerice na farmama svinja gdje je detektiran i u do 50 % uzoraka razli¢ite hrane za
zivotinje (Viegas i sur., 2020) te u zac¢inima poput papra (do 125 pg/kg) i crvene paprike (do
23 pg/kg) (EFSA, 2013).

5.5.1. Pojavnost mikotoksina prema geografsko-vremenskoj regiji proizvodnje i utjecaj

geografsko-vremenskih ¢imbenika na pojavnost mikotoksina

Okolisni uvjeti u vecoj mjeri utjeCu na samu proizvodnju mikotoksina nego na rast plijesni.
Produkcija mikotoksina ovisi 0 vremenskim ¢imbenicima koji su karakteristi¢ni za odredeno
geografsko podrucje, a variraju na godi$njoj razini (Medina i sur., 2014).

Pojavnost mikotoksina s obzirom na geografsku regiju proizvodnje u Hrvatskoj (sredisnju,
isto¢nu, sjevernu, zapadnu i juznu) i godinu uzorkovanja prikazana je u tablici 37. lako nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u koncentraciji pojedinih mikotoksina s obzirom na regiju
proizvodnje mesnih proizvoda, postoji razlika u njihovoj pojavnosti (tablica 36.).

Visoke koncentracije mikotoksina su, dakle, povezane s vremenskim uvjetima, pri ¢emu vlaga
1 temperatura imaju najvazniji doprinos za nastanak plijesni i proizvodnju mikotoksina. Stoga
je u ovom radu ispitan odnos najznacajnijih vremenskih ¢imbenika, temperature zraka i

koli¢ine padalina i pojavnosti mikotoksina u mesnim proizvodima (slike 56. — 58.). Na
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temelju podataka o vremenskim ¢imbenicima za pojedine mikrolokacije (Zupanije)
proizvodnje TMP, izradeni su kartografski prikazi. Podaci o pojavnosti analiziranih
mikotoksina u mesnim proizvodima koji su zrili od 2019. do 2021. godine posluzili su za
kreiranje mapa pojavnosti i pregled kontaminacije mesnih proizvoda iz svake hrvatske
Zupanije tj. regije.

Prema sluzbenim podacima DHMZ, toplinske prilike u promatranim regijama Republike
Hrvatske tijekom razdoblja zrenja TMP (2019. - 2021. godine), mogu se opéenito opisati
kategorijom toplo — vrlo toplo, dok se prema podacima o koli¢ini padalina pokazuju kis$ne -
normalne oborinske prilike na promatranom podruéju (prilog 2).

Najvedi broj kontaminiranih uzoraka nekim od detektiranih mikotoksina imaju isto¢na (20) i
zapadna (18) regija, a najmanji juzna (5). Prehodno se moze povezati sa rezultatima najvece
sume izoliranih toksikotvornih vrsta plijesni u zapadnoj regiji, zatim sjevernoj, dok je najveca
raznolikost toksikotvornih vrsta plijesni bila u zapadnoj i isto¢noj regiji (slika 55.). Isto¢na i
zapadna regija imaju opéenito sliénu umjerenu klimu, dok je juzna regija ¢esto usporedena sa
tropskim 1 subtropskim podrué¢jima, stoga je kako je ve¢ navedeno, u njoj odreden najveci
broj Aspergillus vrsta, dok su detektirani mikotoksini ve¢inom OTA i CPA, vjerojatno u vecoj
mjeri posljedica produkcije Penicillium vrsta. Sagledajuci svaki mikotoksin zasebno, najveci
postotak uzoraka u kojima je detektirana CPA je iz isto¢ne regije (41 %), potom zapadne (26
%) te zatim sjeverne (18 %), sredisnje (9 %) i juzne (6 %). Pojavnost OTA najveca je u
srediSnjoj (29 %) te zapadnoj (25 %) 1 isto€noj regiji (25 %), zatim u sjevernoj (17 %) 1 juznoj
(4 %). Najvise koncentracije mikotoksina, iako ne znacajno, za STC su odredene u sjevernoj
regiji (1,25+1,81 pg/kg), za OTA u zapadnoj (1,45+1,67 pg/kg), uz jednu detektiranu visoku
koncentraciju u juznoj regiji (2,66 ug/kg), a za CPA u isto¢noj (36,25+86,71 pg/kg), uz jednu
detektiranu visoku koncentraciju takoder u juznoj regiji (108,50 pg/kg). Zapadna regija sa
najvecom prosjeénom koncentracijom OTA, okarakterizirana je sa umjerenim oborinama te
prosjecnom temperaturom od 15 °C (slika 56.), optimalnom za proizvodnju OTA kod vrste P.
nordicum, koja je i identificirana u zapadnoj regiji (slika 54.). Isto¢na regija s najvecom
prosjecnom koncentracijom CPA okarakterizirana je slabim oborinama te prosje¢nom
temperaturom od 10 - 12° C (slika 58.). U isto¢noj su regiji identificirane plijesni producenti
A. flavus te P. commune (slika 55.). Pojavnost STC podjednaka je u svim regijama, osim u
istocnoj u kojoj nije detektiran. Promatraju¢i detaljno vrijeme zrenja proizvoda u kojima je
STC detektiran moze se zakljuciti da su za razliku od drugih regija, u isto¢noj regiji proizvodi

zrili samo tokom zime, dakle, pri nizim temperaturama, dok su u drugim regijama uzorci u
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kojima je STC detektiran zrili tijekom proljec¢a/ljeta, 0dnosno pri vis§im temperaturama, $to
vise pogoduje Aspergillus vrstama, glavnim STC producentima.

Opcenito je veci broj uzoraka kontaminiranih OTA 1 STC odreden u prvoj godini (2020.)
uzorkovanja u odnosu na drugu (2021.), dok je za CPA obratno, ve¢i broj kontaminiranih
CPA uzoraka odreden za drugu godinu uzorkovanja. Vremenske prilike tijekom zrenja
proizvoda iz prve godine uzorkovanja opisuju se kao ekstremno toplo — vrlo toplo, dok iz
druge godine uzorkovanja samo kao toplo. Sto se ti¢e oborinskih prilika, za zrenje proizvoda
iz prve godine uzorkovanja, opisuju se kao ekstremno ki$no — vrlo ki$no, a za drugu godinu
kao normalne. S obzirom na to, tesko je zakljuciti utjecaj vremenskih prilika na proizvodnju
mikotoksina od strane toksikotvornih vrsta plijesni, buduc¢i da se istovremeno javlja vrlo toplo
i ki$no vrijeme, te iako se smatra da okoliSni uvjeti visoke temperature i vlaZznosti opéenito
povecavaju rizik od rasta plijesni i produkcije mikotoksina, toplije i suse vrijeme bolje
pogoduje rastu Aspergillus vrsta, dok Penicillium vrste mogu rasti i pri hladnijim
temperaturama i vlaznijim vremenskim prilikama. Tako je navedeno da postoji povecan rizik
da europske zemlje s umjerenom klimom imaju vecu izlozenost plijesnima i mikotoksinima
zbog klimatskih promjena, $to su neki autori ve¢ identificirali (Battilani i sur. 2012; Viegas i
sur., 2020). Klimatske prilike u tim zemljama vjerojatno ¢e postati toplije dostizuci
temperature od 33 °C, $to je, na primjer, temperatura vrlo blizu optimalnoj temperaturi za rast
Aspergillus sekcije Versicolores (30 °C) i proizvodnju STC (optimalna temperatura izmedu
23 °C i 29 °C) (Viegas i sur., 2020). Primjeri modificiranih vremenskih reZima koji utje¢u na
mikotoksine pokazali su se tijekom ljetnih sezona 2003./2004., a potom i 2012. godine u
mediteranskoj regiji, gdje su susa 1 poviSene temperature rezultirale znacajnom
kontaminacijom kukuruza s A. flavus i aflatoksinima te ulazak aflatoksina M1 u mlije¢ni lanac
putem lanca hrane za Zivotinje (Medina i sur., 2014; Pleadin i sur., 2015e). Isto tako,
istrazivanje uzoraka kukuruza 2009. - 2011. godine podrijetlom iz Srbije nije detektiralo
aflatoksine, medutim, dugotrajno vruée i suho vrijeme u 2012. rezultiralo je sa 69 % uzoraka
koji su sadrzavali aflatoksine (Kos i sur., 2013). Aspergillus vrste mogu producirati i OTA,
takoder pri relativno visokim temperaturama (Akbar i sur., 2016), dok je za P. nordicum
dokazana produkcija OTA u temperaturnom rasponu 15 — 30 °C (Perrone i sur., 2019).
Istrazivanje Sosa i sur. (2002) pokazalo je da je P. commune mogla rasti pri svakoj ispitivanoj
temperaturi (12 — 30 °C) uz optimalne uvjete okolisa za rast od 20 - 25 °C pri aw 0,96, ali
najveca koli¢ina CPA proizvedena je pri 30 °C, i aw 0,96. Ova cCinjenica ide u prilog

odredenim koncentracijama CPA iz ovog rada u vremenskim prilikama okarakteriziranim kao
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toplim. Sosa i sur. (2002) su zaklju¢ili da nije postojala izravna korelacija izmedu stope rasta i
proizvodnje CPA. Zakljueno je da je temperatura najvazniji ¢imbenik koji utjeCe na
proizvodnju CPA, ali da su bitne i interakcije razli¢itih ¢imbenika poput temperature i aw.

Prikaz vremenskih prilika obuhvaca period zrenja svih proizvoda u kojima su detektirani
mikotoksini i on obuhvac¢a dugo razdobolje i od 1,5 god za svaku fazu uzorkovanja, dok neki
proizvodi ipak zriju samo nekoliko mjeseci te su uvjeti u tim mjesecima pretpostavljeno bili
drugaciji s obzirom na opcenito karakterizirane godiSnje uvjete Sto takoder otezava uvid
utjecaja vremenskih prilika na pojavnost mikotoksina. Za ove proizvode takoder postoji
razlika u usporedbi sa primjerice biljkama, odnosno Zitaricama, koje su direktno izlozZene
vremenskim prilikama i rastu plijesni, dok trajni mesni proizvodi zriju u komorama gdje neki
od okolisnih ¢imbenika mogu biti i1 regulirani, iako to nije obicaj u domacinstvima, te mogu
biti kontaminirani mikotoksinima i drugim putevima, preko kontaminiranih sirovina, posebice
zacina te carry-over efektom od kontaminirane sto¢ne hrane (Pleadin i sur., 2013; Persi i sur.,
2014). Zbog interakcije razli¢itih ¢imbenika koji tijekom proizvodnje mesnih proizvoda mogu
utjecati na biosintezu mikotoksina, zabiljezene koncentracije ne mogu biti povezane

isklju¢ivo s vremenskim ¢imbenicima.

5.5.2. Pojavnost mikotoksina prema vrsti trajnih proizvoda-tehnologiji proizvodnje i
utjecaj tehnologije proizvodnje na pojavnost mikotoksina

Uvjeti za proizvodnju mikotoksina su specifi¢ni i neovisni od onih koji poticu rast plijesni.
Vrsta proizvoda razlikuje se se svojom tehnologijom proizvodnje te fizikalno-kemijskim
svojstvima koja mogu utjecati na pojavnost mikotoksina.

Tablica 38. pokazuje podatke o pojavnosti mikotoksina u uzrocima TMP s obzirom na vrstu
trajnih proizvoda - kobasice i suhomesnate proizvode, odnosno, tehnologiju proizvodnje i
godinu uzorkovanja. Iako nije utvrdena znaCajna razlika u Kkoncentraciji pojedinih
mikotoksina s obzirom na vrstu proizvoda (tablica 39.), 3 puta je veci broj uzoraka u kojima
je OTA detektiran, a koji pripadaju skupini trajnih kobasica (75 %) u odnosu na trajne
suhomesnate proizvode (25 %), dok je prosjecna OTA koncentracija bila veca u
suhomesnatim proizvodima (1,57 = 1,82 pg/kg) u odnosu na kobasice (0,84+0,70 pg/kg), iako
ne statisticki znacajno. Opcenito je veéi broj uzoraka iz skupine trajnih kobasica kontaminiran
mikotoksinima (59 %) u odnosu na skupinu trajnih suhomesnatih proizvoda (41 %).
Sagledavajuc¢i svaki mikotoksin pojedina¢no, ukupna pojavnost CPA i STC za obje godine
podjednaka je u kobasicama i suhomesnatim proizvodima. Najveca koncentracija CPA i STC
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odredena je u kobasicama (335,50 pg/kg, 3,93 ug/kg), a najveéa koncentracija OTA u
suhomesnatim proizvodima (4,81 pg/kg). Dosadasnja istrazivanja o pojavnosti CPA u trajnim
mesnim proizvodima govore o vecoj koncentraciji U prSutima u odnosu na kobasice
(Peromingo 1 sur., 2018; Vuli¢ i sur., 2021; LeSi¢ i sur., 2021). Kontaminacija OTA iznad
preporucene razine za mikotoksine u mesnim proizvodima (< 1 pg/kg, Italija) podjednako se
javlja u kobasicama i prsutima (14 % i 13 %) (Perrone i sur., 2019).

Relativno niske OTA razine u kobasicama mogu se objasniti i prisutnoscu ovitaka, koji
netaknuti mogu djelovati kao zastitni sustav za kobasice (Pleadin i sur., 2015f). U istrazivanju
Rocanda i sur. (2020) OTA je detektiran u 25 % analiziranih ovitaka u koncentracijama do
98,52 pug/kg, dok su jestivi djelovi bili kontaminirani samo u 3 uzorka u koncentraciji vecoj
od 1 pg/kg.

PCA analiza odnosa vrste proizvoda, odnosno tehnologije proizvodnje i pojavnosti
mikotoksina STC, CPA i OTA, odredenih u koncentracijama > LOD prema godini
uzorkovanja, prikazana je na slikama 61. - 63. Parametari proizvodnje koji karakteriziraju
svaki proizvod uklju¢uju vrijeme zrenja u mjesecima (t), pH i aw proizvoda te udio soli (%) u
gotovom proizvodu. Prve dvije glavne komponente opisuju 40,67 % i 28,41 % varijance
(69,08 % ukupne varijabilnosti) za proizvode kontaminirane OTA, 35,52 % i 21,30 %
varijance (ukupno 56,82 %) za proizvode kontaminirane STC te 34,21 % i 26,11 % varijance
(ukupno 60,32 %) za proizvode kontaminirane CPA.

Ispitana je i korelacija odnosa izmedu parametara vrste proizvoda i odredenih koncentracija
pojedinog mikotoksina te je znacajna pozitivna korelacija dobivena samo za udio soli i
koncentraciju OTA (rs=0,516, p=0,014) te ispada da su ve¢e OTA koncentracije odredene u
proizvodima s ve¢im udjelom soli. Dobiveno je u skladu s podatkom da povecanje
koncentracije NaCl, ali i sastava prirodnog supstrata (proteinima) inducira biosintezu OTA,
Sto oc€ito dovodi do bolje prilagodbe na okolinu trajnih mesnih proizvoda zbog homeostaze
klorida (Schmidt-Heydt i sur., 2011). Istrazivanje Uraih i Chipley (1976) o utjecaju soli na
rast producirajuce A. flavus pokazalo je da je koncentracija NaCl veca od 12 ¢g/100 mL
inhibirala rast A. flavus i proizvodnju AFB;, dok su pri 8 g/100 mL ili manje, rast i
proizvodnja AFB1 bili stimulirani.

Aspergillus i Penicillium vrste rastu i proizvode mikotoksine pri relativnoj vlaznosti od 80 do
90 %, odnosno, 80 % i manje. Tijekom skladiStenja, ako vlaznost u okoliSu premasuje
ravnoteznu relativnu vlaznost hrane, hrana ¢e postati vlazna i aw hrane ¢e se povecati.
Povecanje aw tijekom skladiStenja povezano je s osjetljivos¢u na rast plijesni i proizvodnju

mikotoksina. Opc¢enito se smatra da je aw veéi od 0,78 pogodan za rast plijesni i proizvodnju
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mikotoksina (Daou i sur., 2021). Vrijednosti aw analiziranih skupina proizvoda nisu se
statisticki znacajno razlikovale te su iznosile 0,84 §to omogucava produkciju istrazivanih
mikotoksina.

Takoder se pokazalo da pH vrijednost utjeCe na ekspresiju biosintetskih gena. U¢inak pH na
proizvodnju odredenih vrsta mikotoksina tek treba istraziti za svaku vrstu posebno, ali je
dobro poznato da u veéini slucajeva kiseliji uvjeti poti¢u stvaranje mikotoksina. Tako je,
primjerice, za proizvodnju AFB1 pogodna pH vrijednost 4,0 i u ovom slucaju, $to je nizi pH to
je veca sinteza. Slicno se opaza i za OTA gdje je mnogo veca koncentracija kada A.
ochraceus raste u nizim rasponima pH (Daou i sur., 2021). Znacajno kiseliji pH odreden je za
skupine trajnih kobasica (5,52+0,49) u usporedbi sa suhomesnatim proizvodima (6,13%0,36),

koje ujedno imaju i veéu pojavnost mikotoksina, iako znacajna korelacija nije odredena.
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6. ZAKLJUCCI



Na temelju rezultata provedenih istrazivanja u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.

Razvijena i validirana LC-MS/MS metoda za detekciju i kvantifikaciju 5 mikotoksina
(AFB1, OTA, STC, CIT i CPA) znacajnih za mesne proizvode, potvrdna je metoda visoke

osjetljivosti 1 to¢nosti za odredivanje ovih mikotoksina u trajnim mesnim proizvodima.

Upotrebom razvijene i validirane LC-MS/MS multimikotoksinske metode odredeni su
STC, OTA i CPA, dok AFB1 i CIT nisu detektirani u niti jednom analiziranom uzorku
trajnih mesnih proizvoda, a istovremena pojavnost dva mikotoksina zabiljezena je samo
za OTA i CPA u 4 uzorkate za OTA i STC u 2 uzorka.

Pojavnost detektiranih mikotoksina je dovedena u vezu s podacima o regionalnim
vremenskim prilikama tijekom zrenja proizvoda. Iako nije utvrdena statisticki znacajna
razlika u koncentraciji pojedinih mikotoksina s obzirom na regiju proizvodnje mesnih

proizvoda, postoji razlika u njihovoj pojavnosti.

Pojavnost detektiranih mikotoksina je dovedena u vezu sa tehnologijom proizvodnje tj.
vrstom proizvoda. lako nije utvrdena znacajna razlika u koncentraciji pojedinih
mikotoksina s obzirom na vrstu proizvoda, postoji razlika u njihovoj pojavnosti. Opéenito
je veci broj uzoraka iz skupine trajnih kobasica kontaminiran mikotoksinima u odnosu na
skupinu trajnih suhomesnatih proizvoda te je odreden 3 puta veci broj uzoraka
kontaminiranih s OTA iz skupine trajnih kobasica (75 %) u odnosu na trajne suhomesnate
proizvode (25 %).

Ukupno je izolirano 535 izolata i identificirano 38 vrsta plijesni uz znacajno veci broj
izolata roda Penicillium (61 %) u odnosu na rod Aspergillus (39 %), ali podjednak broj
vrsta: 18 roda Penicillium i 20 roda Aspergillus. Najzastupljenije vrste na uzorcima TMP
bile su A. proliferans (20 %), P. commune (14 %), P. solitum (10 %) te P. citrinum (9 %).

Ukupno je identificirano 9 razli¢itih potencijalno toksikotvornih vrsta plijesni: A. flavus,
A. niger, A. westerdijkiae, A. welwitischie, A. tubingensis P. nordicum, P. citrinum, P.
commune i P. polonicum. Od toga je 50 % identificiranih izolata potencijalnin AFB1
producenata (A. flavus), 58 % izolata potencijalnih OTA producenata (P. nordicum, A.
westerdijkiae, A. tubingensis), 71 % izolata potencijalnih CIT producenata (P. citrinum) te
48 % izolata potencijalnin CPA producenata (P. commune, A. flavus), odnosno 6 vrsta,

imalo gene ukljucene u biosintezu mikotoksina te su se mogli smatrati producentima.
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7.

10.

11.

U 21 % uzoraka kontaminiranih nekim od detektiranih mikotoksina (STC, OTA ili CPA),
odredeni su njihovi producenti (koji posjeduju biosintetske gene) (A. flavus. P. nordicum i
P. commune). Kontaminacija uzoraka u kojima producenti nisu identificirani moze biti
posljedica ili prethodne kontaminacije sastojaka trajnih mesnih proizvoda ili obrastanja
producenata drugim vrstama plijesni na kraju faze zrenja sprijecavaju¢i na taj nacin

njihovu detekciju.

Pojavnost broja i vrste identificiranih plijesni sa povrSine svih analiziranih proizvoda je
dovedena u vezu sa podacima o regionalnim vremenskim ¢imbenicima tijekom zrenja
proizvoda. Pokazalo se da se broj izolata plijesni nije znacajno razlikovao medu regijama,
ali da postoji razlika u identificiranim i dominantnim vrstama. Juzna regija je jedina regija
koja ima odreden veci broj Aspergillus izolata u odnosu na Penicillium. Odreden je i
zna¢ajno manji broj izolata u uzorcima uzorkovanim 2020. godine u odnosu na 2021.

godinu.

Pojavnost broja i vrste identificiranih plijesni sa povrsine svih analiziranih proizvoda je
dovedena u vezu s tehnologijom proizvodnje tj. vrstom proizvoda. Znacajno veci broj
izolata utvrden je na trajnim suhomesnatim proizvodima u odnosu na trajne kobasice, uz
podjednak broj identificiranih vrsta, kao posljedica prosje¢no duzeg zrenja trajnih

suhomesnatih proizvoda u odnosu na kobasice.

Iz dobivenih rezultata istrazivanja moc¢i ¢e se razviti preporuke proizvodacima koji
proizvode ove proizvode u domadinstvima ili na obiteljskim poljoprivrednim
gospodarstvima u cilju prevencije od kontaminacije ovih vrsta proizvoda nepozeljnim

vrstama plijesni i mikotoksinima.

Primjena razvijene potvrdne metode velike preciznosti, s niskim razinama detekcije dat ¢e
doprinos u daljnjim istrazivanjima pojavnosti ovih mikotoksina u mesnim proizvodima, a
rezultati ¢e se moci koristiti za izradu znanstvenog misljenja, kao podloga nadleZznim
tijelima u podrucju hrane za procjenu izlozenosti ovim kontaminatima putem mesnih
proizvoda koji predstavljaju znacajan dio prehrane, procjenu rizika koje predstavljaju za
zdravlje ljudi te za uspostavu najvecih dopustenih koli¢ina mikotoksina u mesnim

proizvodima, koje do sada zakonodavstvom nisu ustanovljene u zemljama Europske unije.
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8. PRILOZI



PRILOG 1 - Dobivene sekvence za svaku vrstu netoksikotvorne plijesni nakon

sekvencioniranja i obrade

1) P.roqueforti

GATGAACCCGTTGTTATCACGATCGAAGACCTTGAATGCCTCGCGAATCTCCTCC
TCGGAATCGGTGTCCTTCATCTTACGAGCCATCATAGTGAGGAATTCTACCGCAC
GTCAGTAGCCGTCTCTCGTTTATACCAGGAGGTTATGGTCAAATACCGGGGAAGT
CAATAGTGCCGTTGTGTCGGCGTCAACCTCGTTGATCATATCCTGCAACTCAGACT
CGGAGGGGTTCTGGCCCAGCGAGCGCATGACGGTGCCAAGCTCCTTGGTGGTGAT
TTGTCCTATTAGTAGGATTGTATGTTAGAATACTTTTCTCGTGAAATTCGATCGCA
GAGGACACTGAGCTGTCGGGCGCGACCACACGTACCATCGCCATCCTTGTCCTAT
TTCGCAATCAAACCAACTCCGGTC

2) P.antarticum

GCGTCATTGGTTTATAATTCACTAACTGGATTACAGGCAAACCATCTCCGGCGAG
CACGGTCTCGATGGCGATGGACAGTAAGTTCGTTGAGATTTGTTGTGGTGGATTG
GGCAGCTGATATCTCGTTAGGTACAACGGTACTTCCGACCTCCAGCTCGAGCGCA
TGAACGTCTACTTCAACCATGTGAGTACAGGACAATGAAATTGGCTATCTCGACA
TTATCTGATTGTTATGTTTTGACCGCTCAGGCCCACGGTGACAAGTACGTTCCCCG
TGCCGTCCTCGTCGACTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCTGTCCGCTCCGGTCCTT
TCGGCAAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTTGGTCAGTCCGGTGCTGGTAAC
AACTGGGCC

3) P. atramentosum

ACTAACCGAATTACAGGCAAACTATCTCTGGCGAGCACGGTCTCGATGGTGATGG
ACAGTAAGTTCATTGTGATGGGCTTTGCAATGGTGGATCAGGCAATTGATGTCTA
GTCAGGTACAATGGAACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATGAACGTCTACTTCA
ACCATGTGAGTCTAATGTCATGGGTCCAATTCACCGACCATCATCTAATTGGGTCT
CTTTCTTTTGATAATATAGGCCAGCGGTGACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTTCTGG
TCGATTTGGAGCCCGGCACCATGGACGCTGTCCGCTCCGGTCCCTTCGGCAAGCT
CTTCCGCCCCGATAACTTCGTCTTCGGTCAGTCCGGTGCCGGTAACAACTGGGCC
AAGGGTC

4) P. palitans

GCGTTGGGTATCAATTGACAGGTTACTAACTGGAGTACAGGCAAACCATCTCTGG
CGAGCACGGTCTCGATGGCGATGGACAGTAAGTTTTAACTGTGATGGGGGGTTCC
GGTATATCATACATCTGACATCTTCCTAGGTACAATGGTACCTCCGACCTCCAGCT
CGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACCATGTGAGTCCAACGACTGGAAACCGAATA
ATCGTGCATTATCTGATCGGATGTTTTCTTTGATAATCTAGGCTAGCGGTGACAAG
TACGTTCCCCGTGCCGTTCTCGTCGATTTGGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCG
CTCCGGTCCTTTCGGCAAGCT

5) P. corylophilum
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GACCGGCACGGACAGCGTCCATGGTACCGGGCTCCAAGTCGACCAGAACGGCAC
GGGGAACGTACTTGTCGTTGCTAGCCTGCAGGGAAACAAATTGAGATTAGATTAG
ATCGGTCGAGGCATTAATGTGACACATACCTCGTTGAAGTAGACGTTCATGCGCT
CGCGCTGGAGATCGGAAACACCAGCGTACCTATATCAAAACATCAGACCGCTATT
TCCTGTCAGGTCGGATTTTGGGCGCCTTACTGGCCATCGCCGTCAAGGCCGTGCTC
GCCAGCAATGGTTTGCCTGGAATTAAGTCA

6) P. solitum

GTGCTGCTTTCTGGTAAGTGCCGAGCTTTTTTTACTCGCGTTGGGTATCAATTGAC
AGGTTACTAACTGGTTTACAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGTCTCGATGGC
GATGGACAGTAAGTTTTAACTGTGATGGGGGTTTCCGGTGGATCACACATCTGAC
ATCTTCCTAGGTACAATGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATGAACGTCTA
CTTCAACCATGTGAGTCCAACGACCGGAAACCGAATAATCGTGCATCATCTGATC
GGATGTTTTCCCTGATAATCTAGGCCAGCGGTGACAAGTACGTTCCCCGTGCCGT
TCTCGTCGATTTGGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGCTCCGGTCCCTTCGGCA
AGCTTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGG
GCCAAGGGTCAC

7) P. brevicompactum

AAGACGAAGTTGTCGGGGCGGAAAAGCTTGCCGAAGGGACCGGAGCGGACAGC
GTCCATGGTACCGGGCTCCAAGTCGACGAGGACGGCACGGGGAACGTACTTGTC
ACCACTAGCCTGGGCGGTCAAGAATATGAGGTGAGAAAATGCACAACAAGAGTT
CTTCACATCATTGTACTCACATGGTTGAAGTAGACGTTCATACGCTCGAGCTGGA
GGTCGGAGGTGCCATTGTACCTAACAAGATCTCAGACCCAATCCACGCGTAATTC
GAACACAGTCGTCCACTTACTGTCCATCGCCATCGAGACCGTGCTCGCCGGAGAT
AGTTTGCCTTTGAATCAGTTAGCAAAATGTTAATTGATACCCAGCCATAGCGGGA
AAAGAAAAAGACATGGTGCGATACATACCAGAAAGCAGCACCG

8) P. chrysogenum

GGTGCTGCTTTCTGGTAAGTCTCGGAGCTTTTTTTTCGCGTTGGGTATCAATTGAC
AAGTTGCTAACTGGATTACAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGTCTCGATGGC
GATGGACAGTAAGTTTAACAGTGATGGGGATTCTGGTGGATCACACGTCTGATAT
CTTGCTAGGTACAATGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATGAACGTCTACT
TCAACCATGTGAGTACAATGACTGGGAATCTTAATTGTGCATCATCTGATCGGGC
GTTTTTCTTTGACAATCTAGGCCAGCGGTGACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTTCTG
GTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCTGTCCGCTCCGGTCCCTTCGGCAAGC
TTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCC
AAGGGTCA

9) P. crustosum

TTTTCGCGTTGGGTATCAATTGACAGGTTCCTAACTGGATTACAGGCAAACCATCT
CTGGCGAGCACGGTCTCGATGGCGATGGACAGTAAGTTTTAACAGTGATAGGGGT
TTCCGGTGGATTACACATCTGATATCTTCCTAGGTACAATGGTACCTCCGACCTCC
AGCTCGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACCATGTGAGTCCAACGACAGGAAACCG
AATAATAGTGCATCATCTGATCGGATGTTTTCCTTGATAATCTAGGCCAGCGGTG
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ACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTTCTCGTCGATTTGGAGCCTGGTACCATGGACGC
TGTCCGCTCCGGTCCCTTCGGCAAGCTTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGTC
AGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGG

10) P. allii

TTGGCCCAGTTGTTACCAGGGCCGGACTGACCGAAGAAGAAGTTGTCGGGGCGG
AAAAGCTTGCCGAAGGGACCGGAACGGACAGCGTCCATGGTACCGGGCTCCAAA
TTGACGAGAACGGCACGGGGAACGTACTTGTCACCACTGGCCTAGATTATCAAAG
AAAAAAATTTGATCAGGTGATGCACGATTTTTCGGTTTCCCGTCATTGGACTCAC
ATGGTTGAAGTAGACGTTCATACGTTCGAGCTGGAGGTTGGAGGTACCATTGTAC
CTAGCAAGATATCAGACGTGTGATCCACCGGAAACCTCCATCACAGTTAAAAATT
ACTGTCCATTGCCATCGAGACCGTGCTTGCCAGAGATGGTTTGCCTGTAATCCAG
TTAGTAACCTATCAA

11) P. nalgiovense

TTTTCGCGTTGGGTATCAATTGACAAGTTACTAACTGGATTACAGGCAAACCATC
TCTGGCGAGCACGGTCTCGATGGCGATGGACAGTAAGTTTAACAGTGATGGGGAT
TCTGGTGGACTACACGTCTGATATATTGCTAGGTACAATGGTACCTCCGACCTCC
AGCTCGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACCATGTGAGTACAATGACTGGGAATCG
ATCAATCGTGCATCATCTGATCGGATGTTTTTCTTTGATAATCTAGGCCAGCGGTG
ACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTTCTGGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGC
TGTCCGCTCCGGTCCCTTCGGCAAGCTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTT

12) P. expansum

TTTTCGCGTTGGGTATCAATTGACAATTTACTAACTGGATTGCAGGCAAACCATCT
CTGGCGAGCACGGTCTCGATGGTGATGGACAGTAAGTTCAACGGTGATGGGTTTC
TAGTAGATCACACGTCTGATATCTTGCTAGGTACAATGGTACCTCCGACCTCCAG
CTCGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACCATGTGAGTACACCGACTAGTTACCGAA
TAATCGTGCATCATCTGATCGGATCTTTTTCTTTGATAATCTAGGCCAGCGGTGAC
AAGTACGTTCCCCGTGCCGTTCTCGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCTG
TCCGCTCCGGTCCCTTCGGCAAGCTTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAG
TCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTAC

13) P. sumatraense

TGCTTTCTGGTACGTGCTGCAATCCCAAAACAATCAATTGTTGAATGCATGAAGC
AATAAACTAATCAATTCAACAGGCAAACCATTGCTGGCGAGCACGGCCTTGATGG
CGATGGACAGTGAGTGATTTCGACCAGGTTTTGATTTTCGAGAATAGCGGTCTGA
TATTTTTGGGCAGCTACAACGGTACCTCTGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGT
TTACTTCACCCATGTAAGCGACAACAATCCCATCAATAAACTTAGTCTTGAGATT
CTAATGGCTTGTTTTTCTGTTTACAATAGGCTTCCGGTGACAAGTATGTTCCCCGT
GCCGTTCTGGTTGATCTGGAGCCCGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTT
CGGCAAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAGTCTGGTGCTGGTAAC
AACTGGGCCA

14) P. magnielliptisporum
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ACTAACTGGATCACAGGCAAACTATCTCTGGCGAGCACGGTCTTGATGGCGATGG
ACAGTAAGTTCAATGTGATGGGTTTTGCAATGGTGGATCAGGCAATTGATGTCTT
GTCAGGTACAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATGAACGTCTACTTCA
ACCATGTGAGTACAATGTCATAGGTCCAATTCATCTAGCATCATCTAATCGAGCC
TTTTTCTTTGATAATTTAGGCCAGCGGTGACAAGTACGTTCCCCGTGCTGTTCTGG
TCGATTTGGAGCCCGGCACCATGGACGCTGTCCGCTCCGGTCCCTTCGGCAAGCT
CTTCCGCCCCGATAACTTCGTCTTCGGTCAGTC

15) A. appendiculatus

TTTTATATCAGGGCGATCGCATACCAGGGAAATCGATGGTGCCGTTGTTGTCAGC

GTCGACCTCGTTGATCATGTCCTGCAACTCCGACTCGGAGGGGTTCTGGCCCAGC

GAGCGCATGACAGTACCCAATTCCTTGGTGGTGATCTGGCCTGTTATCGCGGAAA
TCCATCAGTATTGTGTCGTTAACCAGGAAGGCATTATCTCAACAGCGAATATCAT

ATCACGGTCGGAACCAATCGAGAGGTGGGGTAAAGAGGCATTGAATATAGAGTA
AAGCGGGATCACTAACCATCGCCATCCTTGTCCTATTAAAATGCAA

16) A. pallidofulvus

TGCTGCTTTCTGGTAAGTCTACACGTTGGCATTGGCAGTCTGGGCTATCCAGGATC
ATCTTCGATACCTTGTGACCTATGACTCTCAATCCTTGATACTTGATACTTGTTTA
CTGATAGGTGAATAGGCAAAACATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGATGGCGCCGGT
GTGTAAGTACATCCCGCGTTTACACCTATCGAAATCAGAATCGACAAGAGAAGA
AAAGAAAGAAATGATCATGGTGGGATTGATTGTCTGATGGGATGAACAGTTACA
ATGGCTCCTCCGACCTTCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTTCG
TTGCCCGAAAATTTTCTATCTCCTTTCGCCGATCCGAAACGCCCCGTACAAGGCTC
TAACCCACGCTTTCTTCATCTTCTAGGCTTCCGGTGGCAAGTATGTTCCCCGTGCC
GTTCTGGTCGATCTTGAGCCCGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGG
TCAGCTTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGTGCCGGTAACAACT
GGGCCAAGGGTCA

17) A. creber

GGTGCTGCTTTCTGGTGCGTCGAAAATTTCATCCATTTCAGATGGTATTTCCTTCC
GTGCTTTTTTGCTAACGACTCTATAGGCAGACCATCTCCGGTGAGCACGGCCTCG
ATGGCTCCGGTGTGTGAGTACAACCCGTCCAGGACTCGAGCAAAACACGAGACA
GAACACAACCCCTGATATAATGCAGTTACAATGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGA
GCGTATGAACGTCTACTTCAACGAAGCCAGCGGCAACAAGTACGTTCCTCGTGCC
GTCCTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCG
GTCAGCTTTTCCGTCCCGACAACTTCGTCTTTGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAAC
TGGGCCAAGGGTCACT

18) A. pseudoglaucus

CCCTCTTCGTAAGTGCGCTGGCCATTTCCATGTGGCATTTTCCTCGTCGGGCGTTG
AAGAATGTAAACTGACCACGATTTTTGCACTTAAATAGGACAAGGATGGCGATG
GTTAGTGATCCCGCTTTGTTTTAGATTCAATGCCTCTTTTACCCCGCCCCTCGATTG
GTTCCGACCGTGATATGATTTTCGCTGTTGAGATAATGCCTACCTGGTTAACGACA
CAATACTGATGGATTTCCGCGATTACAGGCCAGATCACCACCAAGGAGCTGGGTA
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CCGTTATGCGCTCGCTGGGCCAGAACCCCTCCGAGTCGGAGTTGCAGGACATGAT
CAACGAGGTCGACGCTGACAACAACGGCACCATCGATTTCCCTGGTATGCGATCG
TCCCGACATAAAAGCCCCGTAATAAGATAGGCGATTCTGACCATAGTAGAATTCC
TTACCATGATGGCACG

19) A. proliferans

TTGCATTATAACAGGACAAGGATGGCGATGGTTAGTGATCCCGCTATACTCTAAA
TTTAATGCCTCTTTACCCCGCCTATCGATTGGTTCCGACCGTGATATGATATTCGC
TGTTGAGATAATGCTTTTCTGGTTAACGACACAATACTGATGGATTTCCGCGATTA
CAGGCCAGATCACCACCAAGGAGCTGGGTACCGTCATGCGCTCGCTGGGCCAGA
ACCCCTCCGAGTCGGAGTTGCAGGACATGATCAACGAGGTCGACGCTGACAACA
ACGGCACCATCGATTTCCCTGGTATGCGATCGTCCCGACATAAAAGCCCCCGTAA
CAAGATAGGCGAATCTGACCATAATAGAATTCCTTACCATGATGGCACGGAAGAT
GAAGGACACCGA

20) A. chevalieri

GCGTTGAGGGCAGTAAACTGACCACGATTTCTGCATTTCTACAGGACAAGGATGG
CGATGGTTAGTGATCCCGCTCTACTCTGCATCAAATGCCTCTTTTACTCCACCATT
CGATTGGTTCCGACCGTGATATCATATTCGCTGTTGAAATAATATCTTTCCGGTTA
ACGACATAATACTGATGGATCTCTGCGATTACAGGCCAGATCACCACCAAGGAGC
TGGGTACCGTTATGCGCTCGCTGGGCCAGAACCCCTCCGAGTCGGAGTTGCAGGA
CATGATCAACGAGGTTGACGCTGACAACAACGGCACCATTGATTTCCCTGGTATG
CGATCGTCCCGACATGAAAGGTCCCGTAACAAGATAGGCGATTCTGACCATACTA
GAATTCCTTACCATGATGGCACGGAAGATGAAGGACACCGATTCCGAGGAAGAG
ATCCGGGAAGCTTTCAAGGTCTTCGATCGCGACAACAACGGTTTCATTTCCGCTG
CGGAGCTGCGCCACGTCA

21) A. amstelodami

TGCTGCTTTCTGGTATGTTTTTAAAATATTGGGAGATGGATTGGGAGATATACTAA
CAGTATCACAGGCAGACTATCTCCGGCGAGCACGGTCTCGACGGCTCTGGTGTGT
AAGTACAGTCGGGTCTCCGAGATGGACGCGTATCGGATATGGATATCTAACGGAT
TTCAGCTACAACGGATCCTCCGACCTCCAGTTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCA
ACGAGGTTTGCCTATCCGTTCGTGTTTGTTTGGAAACAGCTCTGACAGTGATAGG
CCTCCAACAACAAATATGTCCCCCGTGCCGTCCTCGTCGACCTTGAGCCAGGTAC
CATGGATGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCG
TCTTCGGCCAGTCCGGTGCCGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACT

22) A. ruber

TCCCCGTCGGGCGTCGAGGACTGTAAACTGACCACGATTTTTGCATTTTAACAGG
ACAAGGATGGCGATGGTTAGTTCTCGTGATTTACTCTAGATTCAATCCCTCTTTTA
CCCCACCTCTCGATTGGTTCCGACCGTGATATGATATTCGCTGTTGAGATAATGCC
TTTCTGGTTAGTGACACAATACTGATGGGTTCCTGCGATTACAGGCCAGATCACC
ACCAAGGAGCTGGGCACCGTTATGCGCTCGCTGGGCCAGAACCCCTCCGAGTCGG
AGTTGCAAGATATGATCAACGAGGTCGACGCTGACAACAACGGCACCATCGATTT
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CCCTGGTATGCGATCGCCCTGATATAAAACTTCCGTAACAAGATTGACGATTCTG
ACCATAACAGAATTCCTTACCATGATGGCACGGAA

23) A. montevidensis

TCCCCGTCGAACGTCGAGGACAGTGAACTGACCATGATTTTTGCATTTCTACAGG
ACAAGGATGGCGATGGTTAGTGATCCCGCTCTACTCTATATTCAATGTCTCTTTTA
CCCCACCATTCGATTGGCTCCGACCGTGATATCATATTCGCTGTTGAAATAATGCT
CTTCCGTTACGACATGATACTGATGTATCTTCGCGACTACAGGCCAGATCACCAC
CAAGGAGCTGGGTACCGTTATGCGCTCGCTGGGCCAGAACCCTTCCGAGTCGGAG
TTGCAGGACATGATCAATGAGGTTGACGCTGACAACAACGGCACCATCGATTTCC
CTGGTATGCGATCGTCCCGACATAAAACGTTCTGTAACATGATAGGCGATTCTGA
CCCAAATAGAATTCCTTACCATGATGGCACGGAAGATGAAG

24) A. mallochii

AACGCGTGGATATCTAATGGATTGCAGCTACAATGGCTCCTCTGACCTCCAGTTG
GAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTTGGTGCATTTATCTCTCATTGACGAA
CAGTTCTGACTTGACAGGCCTCCAACAACAAATATGTCCCCCGTGCCGTCCTCGT
CGACCTTGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTC
TTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAGTCCGGTG

25) A. glaucus

GTCGAGGACAGTGAACTGACCACGATTTTTGCATTATAACAGGACAAAGATGGC
GATGGTTAGTGATCCCGCTATACTCTAAATTCAATGCCTCTTTACCCCGCCTATCG
ATTGGTTCCGACCGTGATATGATATTCGCTGTTGAGATAATGCTTTTCTGGTTAAC
GACACAATACTGATGGATTTCCGCGATTACAGGCCAGATCACCACCAAGGAGCTG
GGTACCGTCATGCGCTCGCTGGGCCAGAACCCCTCCGAGTCGGAGTTGCAGGACA
TGATCAACGAGGTCGACGCTGACAACAACGGCACCATCGATTTCCCTGGTATGCG
ATCGTCCCGACATGAAAGCCCCCGTAACAAGATAGGCGAATCTGACCATAATAG
AATTCCTTACCATGATGGCACGGAAGATGAAGGACACCG

26) A. sloanii

ACTTCCCCGTCGGGCGTCGAGAACAGTGAACTGACCACGATTTTTGCATTATAAC
AGGACAAGGATGGCGATGGTTAGTGATCCCGCTATACTCTAAATTCAATGCCTCT
TTTACCCCGCCTATCGATTGGTTCCGACCGAGATATGATATTCGCTGTTGAGATAA
TGCCTTTCTGGTTAACGACACAATGCTGATGAATTTCCGCGATTACAGGCCAGAT
CACCACCAAGGAGCTGGGTACCGTCATGCGCTCGCTGGGTCAGAACCCCTCCGAG
TCGGAGTTGCAGGACATGATCAACGAGGTCGACGCTGACAACAACGGCACCATC
GATTTCCCTGGTATGCGATCGTCCCGACATAAAAGCCCCCGTAACAAGATAGGCG
AATTTGACCATAATAGAATTCCTTACCATGATGGCACGGAAGATGAAGGACACCG
ACTCCGAGGAGGAGATCCGGGAAGCTTTCAAGGTCTTCGATCGCGACAACAACG
GTTTTATTTCC

27) A. sydowii

TTTACTAACGACTCTATAGGCAGACCATCTCCGGTGAGCACGGCCTCGATGGCTC
CGGTGTGTGAGTACAGCCCGTCCAGGACTCGATCAAAACACGACAGAACACAGC
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CCCTGATATAATACAGTTACAATGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATGAA
CGTCTACTTCAACGAGGCCAGCGGCAACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTCCTCGTC
GATCTCGAGCCTGGTACTATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTT
CCGTCCCGACAACTTCGTCTTTGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGG

28) A. tonophilus

AGGATGGCGATGGTTAGTTCTCCCGATTTACTCTAGATTCGATGCCTCTTTTACCC
CACCTCTCGATTGGTTCCGACCGTGATATGATATTCGCTGTTGAGATAATGCCTTT
CTGGTTAACGACACAATACTGATGGATTTCCGCGATTACAGGCCAGATTACCACC
AAGGAGCTGGGTACCGTTATGCGCTCGCTGGGCCAAAACCCCTCCGAGTCGGAGT
TGCAGGACATGATCAACGAGGTCGACGCTGACAACAACGGCACCATCGATTTCCC
TGGTATGCGATCGTCCCGACATAAAAGCCCCCGTAACAAGATAGGCGATTCTGAC
CATAATAGAATTCCTTACCATGATGGCACGGAAAATGAAGGACACCGACTCCGA
G

29) A. cibarius

GCGTTGAGGACTGAACTGACCACGATTTTTGCATTTTAATAGGACAAGGATGGCG
ATGGTTAGTGATCCGCTTTACTCTATATCCAATGCCTCTTTTACCCCACCTCTCGA
TTGGTTCCGACCGTGATATGATAGTCGCTGTTGAGATAATGCCTTTCTGGTTAGCG
ACACAATATTGATGGATTTCCGCAATTACAGGCCAGATCACCACCAAGGAGCTGG
GTACCGTTATGCGCTCGCTGGGCCAGAACCCCTCCGAGTCGGAGTTGCAGGACAT
GATTAACGAGGTCGACGCTGACAACAACGGCACCATTGATTTCCCTGGTATGCGA
TCGCCCTGATATAAAAACTTTTGTAACAAGATTGGCGTTTCTGACCATAATAGAA
TTCCTTACCATGATGGCACGGAAGATGAAGGACACCGACTCCGAGGAGGA
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PRILOG 2 — Kartografski prikaz godis$njih koli¢ina oborina i temperatura za 2019., 2020. i

2021. godinu

wrio susno 2-9 very dry

Csudno 926 dy
| normaino 25-75  normal |
ekstremno kisno >98 extremely wet

koli¢ina oborine (%) A precipitation amount (%)
postaja ¢ meteoroiogical station
percentili P percentile

b)

1.9
Zagreb
99

PERCENTILI PERCENTILE

ekstremno hladno

vrio hladno

odstupanje temp. (‘C) A anomaly (*C)
postaja « meteorological station
percentii P percentile

a) Godisnja srednja koli¢ina oborina za 2019. (DHMZ, 2022)
b) Godisnja srednja temperatura zraka za 2019. (DHMZ, 2022)
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ZIVOTOPIS

Tina Lesi¢ (rod. Barbir) rodena je 21.11.1988. u Vinkovcima. Srednju matemati¢ku gimnaziju
zavrsila je u Zupanji, a Prehrambeno-biotehnoloski fakultet Sveuéilista u Zagrebu zavrsila je
2013. godine 1 stekla zvanje magistre inzenjerke molekularne biotehnologije
(mag.ing.mol.biotechn.), uz dekanovu nagradu za najbolji ukupni prosjek 5,00 na drugoj
godini diplomskog studija.

Kao stru¢na suradnica u sustavu znanosti zaposlena je u Hrvatskom veterinarskom institutu
od 2013. godine, a kao visa stru¢na suradnica od 2020. godine i to u Laboratoriju za analiti¢ku
kemiju gdje se bavi ispitivanjem kvalitete i sigurnosti hrane i hrane za zivotinje i primjenjuje
brojne standardne i interne imunoenzimske i instrumentalne analiticke metode (LC-MS/MS,
GC-FID, HPLC-UV/FLD, AAS), kao i brojne statisticke analize. U sklopu znanstvenog
istrazivanja primjenjuje jo§ 1 molekularne metode u identifikaciji plijesni.

Znanstvena istrazivanja na kojima je sudjelovala rezultirala su objavljivanjem dvadesetidva
(22) znanstvena rada u visoko rangiranim stranim ¢asopisima, 0od kojih je prva autorica cCetiri
(4) rada u ¢asopisima QI razine. Osim navedenog, objavila je i veéi broj drugih znanstvenih i
struénih radova te prezentirala rezultate istraZivanja na vec¢em broju skupova, 1 to:
dvadesetipet (25) znanstvenih radova u domac¢im casopisima, od kojih je na osam (8) prvi
autor, jedno (1) poglavlje u knjizi, jedan (1) znanstveni rad u kategoriji radova u zbornicima
skupova, devet (9) stru¢nih radova te dvadesetiSest (26) sazetaka sa medunarodnih ili domacih
znanstvenih skupova koji su prezentirani usmenim priop¢enjem ili putem postera. U velikom
broju provedenih istraZivanja ispitana je pojavnost kemijskih kontaminanata poput
mikotoksina, biotoksina ili tvari s anaboli¢kim ucinkom te zastupljenost toksikotvornih
plijesni u hrani. Takoder, provodila je istraZivanja utjecaja razli€itih ¢imbenika na nutritivni,
odnosno, masnokiselinski sastav hrane.

Sudjelovala je na projektu Hrvatske agencije za hranu ,, T-2 i HT-2 toksini u Zitaricama
uzgojenim u Republici Hrvatskoj“ (2017. - 2018. godine). Bila je voditeljica manjeg
istrazivackog projekta financiranog sredstvima Ministarstva znanosti 1 obrazovanja
,Usporedba povrsinskih plijesni i kontaminacije mikotoksinima u tradicionalno i industrijski
proizvedenim kulenima“ tijekom 2020. godine. Trenutno sudjeluje na projektu Europske unije
»AdriAquaNet Enhancing Innovation and Sustainability in Adriatic Aquaculture® Interreg
Italija—Hrvatska (2019. — 2022. godine) te na projektu Hrvatske zaklade za znanost
,»Mikotoksini u hrvatskim tradicionalnim mesnim proizvodima: molekularna identifikacija

plijesni producenata i procjena izlozenosti potrosaca“ (2018. - 2022. godine).
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