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Znanstveni rad

Sazetak

Mikotoksini aflatoksin B1 (AFB,) i okratoksin A (OTA) predstavljaju Cesti izvor kontaminacije mesnih proizvoda. U ovom istraZivanju
analizirane su po tri vrste hrvatskih i slovenskih tradicionalnih mesnih proizvoda (n = 18), iz kategorije trajnih suhomesnatih proi-
zvoda, trajnih kobasica i slanina, na koli¢inu mikotoksina AFB, i OTA. Nakon odredivanja osnovnog kemijskog sastava proizvoda,
primjenom validiranih kvantitativnih ELISA metoda, utvrdena je kolicina mikotoksina. Najveca kolicina OTA, priblizno jednake kon-
centracije, odredena je u Dalmatinskom (2,75 ug/kg) i Kraskom (2,86 ug/kg) prsutu. U istim proizvodima odredena je kolicina AFB, od
1,16 ug/kg i 1,39 ug/kg, sto ne predstavlja kolicine znacajno vece (p < 0,05) od limita detekcije primijenjene analiticke metode. AFB,
u ostalim proizvodima nije detektiran. Rezultati ukazuju na niZu razinu kontaminacije tradicionalnih mesnih proizvoda sa AFB, u
odnosu na OTA, koji nije detektiran samo u slovenskom proizvodu Zgornjesavinjski Zelodec. Utvrdena prisutnost AFB, i OTA u tradicio-
nalnim mesnim proizvodima moZe biti podrijetlom od kontaminiranih sirovina odnosno misi¢nog i masnog tkiva te zacina koristenih
u njihovoj proizvodniji, ali i posljedica izravne kontaminacije proizvoda uslijed produkcije ovih mikotoksina od plijesni koje spontano
obrastaju povrsinu fermentiranih mesnih proizvoda tijekom njihova zrenja.

Kljucne rijeci: kontaminacija, aflatoksin B1, okratoksin A, hrvatski i slovenski tradicionalni mesni proizvodi

Uvod

Mikotoksini kao toksi¢ni sekundarni metaboliti pli-
jesni predstavljaju opasnost za sigurnost hrane svugdje
u svijetu. Zbog moguce prirodne kontaminacije zitarica
koje se koriste u proizvodnji hrane i hrane za Zivotinje,
postoji velika moguénost ulaska mikotoksina u ljudski
prehrambeni lanac (Walker i Larsen, 2005; Khoury i Atoui,
2010). Literaturni podaci pokazuju da proizvodi Zivotinj-
skog podrijetla, kao $to su meso i mesni proizvodi, tako-
der mogu pridonijeti unosu mikotoksina u organizam
potrosaca, bilo kao rezultat neizravnog prijenosa od do-
macih zivotinja, koje se koriste za proizvodnju hrane Zivo-
tinjskog podrijetla, izlozenih kontaminiranim krmivima i
krmnim smjesama (carryover effect), ali i putem mjesavina
zacina koji se koriste u njihovoj proizvodniji (Pleadin i sur.,
2013; Persiisur., 2014) iliizravne kontaminacije proizvoda
plijesnima koje pod odredenim uvjetima mogu produci-
rati mikotoksine (Gareis i Wolff, 2000; Duarte i sur., 2010).

Pritom aflatoksin B, (AFB,) i okratoksin A (OTA) pred-
stavljaju ¢este kontaminante mesnih proizvoda, a litera-
turni podaci pokazuju da tehnoloske operacije pri proi-
zvodniji ove vrste hrane, kao $to su termi¢ka obrada, so-
lienje, suSenje i zrenje, te skladistenje, nemaju znacajan
utjecaj na smanjenje koli¢ine ovih izrazitih toksina u go-
tovom mesnom proizvodu (Bullerman i Bianchini, 2007;
Amézqueta i sur., 2009; Kovacevic i sur., 2014a; Pleadin i
sur., 2014a). Naime, AFB, predstavlja najpotentniji karci-
nogen jetre u sisavaca te je klasificiran od strane Medu-
narodne agencije za istrazivanje raka (IARC) u grupu 1,
dokazanih ljudskih karcinogena (IARC, 2002). Prisutnost
AFB, u ishrani Zivotinja moze uzrokovati smanjenu proi-

zvodnju hrane Zivotinjskog podrijetla, uzrokujudi brojne
toksi¢ne efekte u razlic¢itim zZivotinjskim vrstama (Richard,
2007). S obzirom da su istrazivanja ukazala na Siroku
distribuciju OTA, te s obzirom na njegova nefrotoksi¢na
svojstva i ostale toksi¢ne ucinke u ljudii Zivotinja (Creppy,
1999; JECFA, 2001), ovaj toksin je uklju¢en u skupinu 2B,
mogucih ljudskih karcinogena (IARC, 1993). Medu doma-
¢im Zivotinjama, svinje su osobito osjetljive na toksi¢ne
ucinke mikotoksina (Gareis i Wolf, 2000; Lusky i sur., 1993;
Pietri i sur., 2006), dok su preZivac¢i manje osjetljivi, s ob-
zirom da u buragu provode njihovu enzimatsku degra-
daciju u manje toksi¢ne metabolite (EFSA, 2004; Duarte
isur, 2010).

OTA je odreden u povisenim koli¢inama u mesnim
proizvodima proizvedenim od kontaminiranih sirovina
(Gareis i Scheuer, 2000; Pleadin i sur., 2013; Persi i sur.,
2014), a znacajna koli¢ina utvrdena je i u trajnim mesnim
proizvodima sa trzista (Pfohl-Leszkowicz i Manderville,
2007; Dall'Asta i sur., 2010). Poznato je i da AFB, moZe biti
prisutan u mesu, a posljedi¢no i u mesnim proizvodima,
ukoliko su Zivotinje hranidbom dobivale znacajnije kolici-
ne AFB, (Richard, 2007; Herzallah, 2009). Nekoliko studi-
ja je pokazalo da plijesni rodova Penicillium i Aspergillus,
izolirane sa povrsine mesnih proizvoda iz kategorije fer-
mentiranih kobasica i priuta, pod odredenim uvjetima
proizvodnje, i to temperature, aktiviteta vode, ostecenja
ovitka, prisutnosti ili neprisutnosti koze (prsuti) ili puko-
tina, kao i pohrane proizvoda, produciraju ove mikotok-
sine (lacumin i sur., 2009; Asefa i sur., 2011; Rodriguez i
sur., 2012).
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Markov i sur. (2013) utvrdili su kontaminiranost me-
snih proizvoda sa hrvatskog trzista sa OTA i vrlo niske ra-
zine AFB, u fermentiranim mesnim proizvodima. Medu-
tim, kasnije je u Hrvatskoj odredena izrazito visoka AFB -
kontaminacija kukuruza i krmnih smjesa proizvedenih iz
takvog kukuruza te koristenih u uzgoju Zivotinja (Pleadin
i sur,, 2014b; Pleadin i sur., 2015), a $to je zasigurno moglo
pridonijeti i znacajnoj kontaminaciji mesnih proizvoda.
Rezultati brojnih ranijih istrazivanja ukazali su na mogucu
visoku razinu kontaminacije hrane i hrane za Zivotinje sa
AFB, i OTA u brojnim zemljama svijeta, kao posljedice ne-
adekvatne kontrole proizvodnje i uvjeta pohrane, ukazu-
juci na neophodnost prevencije i sustavne kontrole ovih
izrazito toksi¢nih mikotoksina.

U ovom radu istrazivana je kontaminacija mikotok-
sinima AFB, i OTA razlicitih vrsta hrvatskih i slovenskih
mesnih proizvoda iz kategorije trajnih suhomesnatih
proizvoda, trajnih kobasica i trajnih slanina, proizvodenih
tradicionalnim tehnologijama koje uklju¢uju i proces du-
gotrajnog zrenja pri temperaturama i relativnim vlazno-
stima pogodnima za rast plijesni na povrsini proizvoda.

Materijali i metode

Uzorci i priprema uzoraka

Istrazivanje je provedeno na Sest vrsta tradicional-
nih mesnih proizvoda (tri podrijetlom iz Hrvatske i tri iz
Slovenije) iz kategorije trajnih suhomesnatih proizvoda
(Dalmatinski prsut, Kraski prsut, Kraski zasink), trajnih ko-
basica (istarska kobasica, Zgornjesavinjski zelodec) i traj-
nih slanina (slavonska slanina). Od svake vrste uzoraka
istog proizvodaca, uzeta su tri paralelna uzorka za analizu
(ukupno 18 uzoraka) te su analizirani na osnovni kemijski
sastav i mikotoksine AFB1 i OTA.

Svi navedeni uzorci/proizvodi proizvedeni su od prvei
druge kategorije mesa (bez iznutrica), prema tradicional-
nim recepturama i tehnologijama koje su za Dalmatinski
prsut i Kraski prsut, kao proizvode zasticene oznakom ze-
mljopisnog podrijetla na nacionalnoj, odnosno za Kraski
zasink i Zgornjesavinjski Zzelodec kao proizvode zasti¢ene
oznakom zemljopisnog podrijetla na razini EU, detaljno
opisane u Specifikacijama (2012a,b; 2013a,b), a za istar-
sku kobasicu i slavonsku slaninu u literaturi (Kovacevic,
2001; Kovacevi¢, 2014b; Bratuli¢ i sur., 2011). Sirovi proi-
zvodi se podvrgavaju procesima fermentacije, susenja te
dugotrajnog zrenja u zamracenim komorama (dime se
samo Dalmatinski prsut i slavonska slanina). Zrenje se vrsi
pri prosje¢nim temperaturama 12 - 18 °Ci relativnoj vlaz-
nosti 70 - 80%, uz sporo strujanje zraka, u trajanju duzem
od 12 mjeseci (Dalmatinski i Kraski prsuti), duzem od 3
mjeseca (Kraski zasink, Zgornjesavinjski zelodec, istarska
kobasica) i 1 - 2 mjeseca (slavonska slanina).

Reprezentativni uzorci mesnih proizvoda za analizu
pripremljeni su u skladu sa normom ISO 3100-1:1991.
Homogenizirani su pri brzini od 5000-6000 rpm, tijekom
20 s, pomocu homogenizatora Grindomix GM 200 (Retch,
Njemacka) te pohranjeni u plasti¢ne posudice na +4 °C
do odredivanja parametara kemijskog sastava i koli¢ine
mikotoksina.

Kemikalije i reagensi

Standardne otopine AFB, (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Njemacka) i OTA (Acros Organics, Geel,
Belgija) koriStene u validacijskom postupku pripremljene
su kao stock i radne otopine koncentracije 10,000 pg/L i
10 pg/L, pojedinacno za oba analita, te su pohranjene na
+4 °C do provedbe validacijskog postupka.

ELISA kitovi koriSteni za odredivanje AFB, (Aflatoxin
B1; kat. br. R1211) i OTA (Ochratoxin A; kat. br. R1311) na-
bavljeni su od R-Biopharm (Darmstadt, Njemacka). Svaki
kit sadrzi mikrotitracijsku ploc¢u sa 96 jazica oblozenu sa
AFB./OTA antitijelima, AFB, metanol/voda standardne
otopine (0, 1, 5, 10, 20, and 50 pg/L) ili OTA vodene stan-
dardne otopine (0, 50, 100, 300, 900, and 1,800 ng/L), pe-
roksidaza-konjugat AFB,/OTA, substrat/kromogen otopi-
ne, stop otopine te pufere za razrjedivanje i ispiranje.

Sve ostale kemikalije koriStene u analizama bile su
analiticke cistoce (Kemika, Zagreb, Hrvatska). Ultra Cista
voda dobivena je pomocu uredaja Direct-Q 3 UV (Merck,
Darmstadt, Njemacka).

Validacija analitickih metoda

U svrhu validacije analitickih metoda za odredivanje
osnovnog kemijskog sastava odredena je ponovljivost,
unutarlaboratorijska obnovljivost i istinitost, prema
smjernicama Pravilnika o provodenju analitickih meto-
da i tumacenju rezultata (N.N. 2/2005). Pritom je koristen
referentni materijal konzerviranog mesa T 0149 canned
meat (Fapas, Engleska) sa oznacenim vrijednostima udje-
la vode, ukupnih masti i bjelancevina.

ELISA metode za odredivanje AFB1 i OTA validirane
su kroz odredivanje limita detekcije (LOD) i kvantifikacije
(LOQ), dobivenih dodavanjem tri odnosno deset vrijed-
nosti standardne devijacije srednjoj vrijednosti deset
analiziranih uzoraka domacih trajnih kobasica (AFB1,
OTA < LOD). Iskoristenje metode utvrdeno je obogaciva-
njem uzoraka na tri razli¢ite razine sa po 3est replika. Za
odredivanje ponovljivosti, ponovljeni su isti koraci kao i
za odredivanje iskoristenja, u istim uvjetima analitickog
postupka i najkra¢em mogucéem vremenskom razdoblju,
uz ponavljanje postupka jos dva puta.

Analize osnovnog kemijskog sastava

Maseni udio vode odredivan je gravimetrijski (ISO
1442:1997) pomocu termostata Epsa 2000 (Ba-Ri, Hrvat-
ska) pri 103 °C. Udio ukupnih bjelan¢evina odredivan je
metodom po Kjeldahl-u (HRN ISO 937:1999) uz uporabu
bloka za razaranje Unit 8 Basic (Foss, Svedska) i auto-
matiziranog uredaja za destilaciju i titraciju Kjeltec 8400
(Foss, Svedska). Ukupne masti odredene su metodom
po Soxhlet-u (HRN ISO 1443:1999), razlaganjem uzorka
kiselinskom hidrolizom te ekstrakcijom masti petrolete-
rom pomocu uredaja za ekstrakciju Soxtherm 2000 Au-
tomatic (Gerhardt, Njemacka) i susenje u susioniku Epsa
2000 (Ba-Ri, Hrvatska). Udio pepela odreden je prema
ISO 936:1998, spaljivanjem uzoraka pri 550 °C u mufolnoj
peci LV9/11/P320 (Nobertherm, Njemacka).

Rezultati analiza izraZeni su kao srednja vrijednost tri
paralelna odredivanja po uzorku, u postotku (%) mase, sa
preciznos¢u od 0,01%.
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Postupci ekstrakcije AFB. i OTA

AFB,: Tri grama uzoraka mesnog proizvoda i 20 mL
acetonitrila (50%) muckano je na head-over-head tresilici
tijekom 90 min. Nakon centrifugiranja (15 min, 5000 rpm,
10 °C), 3 mL supernatanta razrijedeno je sa 12 mL deioni-
zirane vode i procis¢avano uporabom ISOLUTE Myco ko-
lonica (60 mg/ 3 mL, Biotage, Svedska). Kolonice su prvot-
no uravnotezene koristenjem po 2 mL acetonitrila i vode.
Zatim je na kolonice aplicirano po 3 mL uzorka i isprano
sa 6 mL vode i 10%-tnog acetonitrila. Kolonice su potom
susene tijekom 10 min pod maksimalnim vakuumom i is-
pirane sa 2 mL 0,1%-tnom mravlje kiseline u acetonitrilu i
2 mL metanola. Dobiveni eluat otparen je u struji dusika i
otopljen u 0,5 mL otopine metanol/voda (35/65), a otopi-
na je aplicirana u jazice ELISA kita.

OTA: U 1 g uzorka dodano je 6 mL etilacetata i 0,5 mL
1 M H,PO,, dobro izmuckano na minishaker-u te centifu-
girano pri 3000 o/min na sobnoj temperaturi. Zatim je
sloj etilacetata prebacen dekantiranjem i postupak ek-
strakcije je ponovljen daljnjim dodatkom 6 mL etilaceta-
ta. Nakon centrifugiranja, supernatant je pripojen prvom
etilacetatnom dijelu te je dodano 3 mL 0,26 M NaHCO,.
Slojevi su dobro promijesani i centrifugirani te je 0,8 mL
donje vodene faze prebaceno u epruvetu i zagrijavano u
vodenoj kupelji na 100 °C tijekom 5 min. Uzorak je lagano
promuckan, ohladen na sobnu temperaturu te razrijeden
sa0,2mL 0,225 MHCli1mLO,13 M NaHCO,. Dobivena
otopina je ukapavana u jazice ELISA kita.

Odredivanje koli¢ine AFB, i OTA

ELISA testovi za oba analizirana mikotoksina prove-
deni su potpuno prema uputama proizvodaca kitova, uz
uporabu automatiziranog analizatora ChemWell 2910
(Awareness Technologies, Inc, SAD). Standardi i uzorci
analizirani su u duplikatu. Nakon dodavanja svih kompo-
nenti kita reakcija je zaustavljena dodatkom 100 pL stop
otopine te je apsorbancija u jaZzicama izmjerena na 450
nm. Kod izracuna koli¢ine AFB, i OTA u mesnim proizvo-
dima, rezultati dobiveni iz bazdarne krivulje pomnozeni
su s odgovarajuc¢im faktorom razrjedivanja i uvecani za
vrijednost iskoristenja analitickog postupka odredenog
validacijskim postupkom.

Rezultati i diskusija

Istrazivanja ukazuju na vrlo ¢estu kontaminaciju mi-
kotoksinima svinjskog mesa te posljedi¢no i gotovih
mesnih proizvoda, navodedi da je u cilju prevencije i osi-
guranja ispravnosti potreban kontinuirani nadzor ovih
kontaminanata i u mesnim proizvodima (Chiavaro i sur.,
2002; Pietri i sur., 2006; Pleadin i sur., 2013). Dok se miko-
toksini u mesu javljaju prvenstveno kao rezultat neizrav-
nog prijenosa putem prirodno kontaminiranih krmnih
smjesa, kontaminacija gotovih mesnih proizvoda ¢esto je
posljedica koristene recepture, osobito podrijetla mesa i
uporabe jestivih tkiva, krvi i zacina u njihovoj proizvod-
nji, a koji mogu biti kontaminirani mikotoksinima (Gare-
is i Scheuer, 2000). Takoder, istrazivanja pokazuju da su
za tvorbu mikotosina znacajni i drugi uvjeti proizvodnje
i pohrane proizvoda (Dall’Asta i sur., 2010; Asefa i sur.,
2011; Rodriguez i sur., 2012).

U ovom dijelu Europe tradicionalni mesni proizvodi
proizvode se uglavnom od svinjskog mesa, bilo da su
industrijskog podrijetla ili sa seoskih domacinstava i obi-
teljskih poljoprivrednih gospodarstava. Isti se Siroko kon-
zumiraju od strane potro3aca i nude na trzistu, a o kon-
taminaciji ovih proizvoda sa mikotoksinima objavljeno je
vrlo malo podataka. Ujedno, podaci govore o kontami-
naciji Zitarica i krmiva iz ovih podru¢ja sa OTA u posljed-
njim desetlje¢ima (Pepeljnjak i sur., 2008), a noviji podaci
ukazuju i na znacajnu kontaminaciju sa AFB, kukuruza te
krmnih smjesa (Pleadin i sur., 2014b; Pleadin i sur., 2014c,
Pleadin i sur., 2015). Objavljeni rezultati ovih istraZivanja
upucuju na ¢injenicu da takva razina kontaminacije kr-
miva i krmnih smjesa moze posljedi¢no rezultirati i zna-
¢ajnijom kontaminacijom mesnih proizvoda, ukoliko se
proizvedu od Zivotinja u cijoj su ishrani koristeni.

U ovom radu istrazivana je kontaminacija mikotoksi-
nima AFB, i OTA odabranih tradicionalnih hrvatskih i slo-
venskih mesnih proizvoda od svinjskog mesa. Analiziran
je pritom i osnovni kemijski sastav ovih proizvoda. Kori-
Stene analiticke metode prethodno su validirane, a rezul-
tati validacijskog postupka prikazani su u tablicama 1.1 2.

Vrijednosti utvrdene validacijom metoda usporediva-
ne su sa kriterijima definiranim Pravilnikom (N.N. 2/2005)
te kriterijima ponovljivosti definiranim u koristenim SO

Tablica 1. Rezultati validacije analiti¢ckih metoda za odredivanje osnovnog kemijskog sastava

Validacijski parametar

Srednja vrijednost + SD (%)

Voda Uk. mast Uk. bjelancevine

(n=6) (n=6) (n=6)
Oznacena vrijednost 69,5+0,98 2,50+0,37 18,22+0,66
Ponovljivost 69,2+0,25 2,51£0,11 18,37£0,16
Unutarlab. obnovljivost 69,4+0,10 2,52+0,08 18,42+0,14
Istinitost 69,4+0,08 2,52+0,13 18,35+£0,10

Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza provedena je koristenjem progra-
ma Statistica Ver. 10 software (StatSoft Inc. Tulsa, OK,
1984-2011, USA). Statisti¢ki znacajne razlike analizirane
su na razini vjerojatnosti od 95% (p=0,05).

normama. Usporedbom dobivenih rezultata sa oznace-
nim vrijednostima odnosno zadanim kriterijima iz Normi,
primijenjene metode mogu se smatrati prihvatljivim za
odredivanje osnovnih kemijskih parametara u mesnim
proizvodima.
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Tablica 2. Validacija ELISA metoda za odredivanje AFB, i OTA u mesnim proizvodima

Razina e .
Analit LOD LOQ obogacenja Iskoristenje cv Ponovljivost (%) cv
(%) (%) (%)
(ng/kg)
2,0 83,4 6,5 81,6 9,2
AFB, 1,04 1,90
50 91,3 8,1 90,4 11,2
2,0 89,5 7,9 88,2 10,5
OTA 0,95 1,77
50 93,1 8,8 92,4 12,8

? validacija je provedena na kontrolnim uzorcima trajnih domacih kobasica (AFB,, OTA < LOD)

Rezultati validacije ELISA metoda, koristenih za odre-
divanje mikotoksina u razli¢itim mesnim proizvodima, re-
zultirali su srednjim vrijednostima iskoristenja od 87,4%
za AFB, 191,3% za OTA te ponovljivos¢u od 86,0% za AFB,
i 90,3% za OTA. Srednje vrijednosti koeficijenata varijacije
(CV) dobivene pri odredivanju iskoristenja bile su manje
od 10% te ponovljivosti manje od 15%. Rezultati valida-
cije su u skladu s rezultatima ranijih istrazivanja, koja su
takoder pokazala da se ELISA metoda moze koristiti kao
ucinkovita analiticka metoda za odredivanje koli¢ine mi-
kotoksina u mesu i mesnim proizvodima (Matrella i sur.,
2006), uz visoku korelaciju rezultata sa HPLC-FLD meto-
dom kao potvrdnom metodom, ujedno koristenom u
nasim ranijim istrazivanjima (Pleadin i sur., 2013; Persi i
sur,, 2014).

ovom istrazivanju prvotno odreden osnovni kemijski sa-
stav odabranih hrvatskih i slovenskih tradicionalnih me-
snih proizvoda (tablica 3) te potom koli¢ine mikotoksina
AFB, i OTA (tablica 4).

Vrijednosti kemijskog sastava karakteristicne su za
ove vrste hrvatskih i slovenskih mesnih proizvoda i uspo-
redive sa objavljenim literaturnim podacima (Kovacevic,
2001; Kovacevi¢, 2014b; Prevolnik i sur.,, 2012; Andronikov
i sur, 2013) te Specifikacijama (2012a,b; 2013a,b) ovih
proizvoda za registraciju oznake zastite zemljopisnog
podrijetla. Udio ukupnih masti kretao se od najmanje
koli¢ine u Dalmatinskom (11,38%) te Kraskom (15,80%)
priutu do najvece u slavonskoj slanini (55,63%) te istar-
skoj kobasici (39,28%). Visoki udio ukupnih bjelancevina
(> 20%) u svim tradicionalnim proizvodima pokazuje da

Tablica 3. Prosjecne vrijednosti osnovnog kemijskog sastava analiziranih hrvatskih i slovenskih tradicionalnih

mesnih proizvoda

Maseni udio (%)

Mesni proizvod

Voda Uk. mast Uk. bjelancevine Pepeo

(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Dalmatinski prsut 44,49 11,38 35,72 8,35
Istarska kobasica 23,85 39,28 31,95 4,96
Slavonska slanina 15,12 55,63 23,14 6,07
Kraski prsut 45,13 15,80 32,63 6,48
Kraski zasink 47,81 18,41 27,93 5,90
Zgornjesavinjski zelodec 35,39 26,20 32,46 6,01

Tablica 4. Koli¢ine AFB, i OTA odredene u hrvatskim i slovenskim tradicionalnim mesnim proizvodima

Kolic¢ina mikotoksina (png/kg)

Mesni proizvod® AFB, OTA

Mean® SD Max Mean® SD Max
Dalmatinski prsut 1,09 0,10 1,16 2,04 0,45 2,75
Istarska kobasica n.d. n.d. n.d. 1,48 0,37 1,81
Slavonska slanina n.d. n.d. n.d. 1,07 0,08 1,12
Kraski prsut 1,12 0,12 1,39 2,30 0,34 2,86
Kraski zasink n.d. n.d. n.d. 1,54 0,12 1,79
Zgornjesavinjski Zelodec n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

apo vrsti proizvoda analizirana su tri uzorka; ® srednja vrijednost pozitivnih uzoraka (>LOD); n.d. — nije detektirano

Istrazivanja pokazuju da u farmskih Zivotinja, nakon
unosa mikotoksina ishranom, postoje razlike u kumulaciji
AFB,iOTA u tkivima, ujedno i u misi¢cnom i masnom tki-
vu (Gareis i Scheuer, 2000; Pleadin i sur., 2013). Stoga je u

je rije¢ o visoko kvalitetnim mesnim proizvodima sa zna-
¢ajnim razlikama (p < 0,05) u njihovom sastavu odnosno
koriStenoj recepturi.

Najveca koli¢ina OTA odredena je u Dalmatinskom pr-
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sutu (2,75 pg/kg) i bila je podjednaka koli¢ini odredenoj
u Kraskom prsutu (2,86 pg/kg). Odredene vrijednosti su
dva do tri puta vec¢e od najvecih preporucenih koli¢ina
definiranim u nekim zemljama EU, kao npr. u Italiji, gdje
je najveca preporucena vrijednost, propisana od strane
talijanskog Ministarstva zdravlja, za OTA u mesu i mesnim
proizvodima 1 pug/kg (Duarte i sur., 2010). Vrijednosti naj-
ve¢ih dopustenih, a ni najvecih preporucenih kolicina,
nisu definirane regulativom ni u Hrvatskoj, a niti u Slove-
niji. OTA je detektiran u svim proizvodima, osim u sloven-
skom proizvodu Zgornjesavinjski zelodec.

Medutim, s obzirom da u proizvodima u kojima je
OTA odreden nije rije¢ o znacajnijoj razini kontaminaci-
je, sa vrijednostima OTA ve¢im i od 10 pg/kg, opisanim
u pojedinim istrazivanjima (lacumin i sur., 2009), ovakva
razina kontaminacije, odredena u nasem istrazivanju,
mozZe se pripisati kontaminiranim sirovinama koristenim
u proizvodnji odnosno carryover efektu u jestivim tkivima
svinja. Usporedbom sa utvrdenim kemijskim sastavom,
upravo te vrste proizvoda iz kategorije priuta, imale su
najnizi udio masnog tkiva, a najveci udio misi¢nog tkiva,
$to je takoder u skladu sa literaturnim podacima koji go-
vore o znacajnijoj kumulaciji OTA u misi¢cnom u odnosu na
masno tkivo (Gareis i Scheuer, 2000; Pleadin i sur., 2013).

U ¢ak 56% razli¢itih mesnih proizvoda uzorkovanih sa
talijanskog trziSta, Zannotti i sur. (2001) odredili su koli¢i-
ne OTA iznad 1 pg/kg. Chiavaro i sur. (2002) izvijestili su o
prisustvu OTA u 42 uzorka priuta, kako u sredini tako i na
kraju razdoblja zrenja, sa OTA razinama vecim od prepo-
rucenih u 15 uzoraka i najvecom koli¢inom od 2,3 pg/kg.
Pojava OTA u mesu i mesnim proizvodima, u rasponu 0,1
do 3,4 pg/kg, srodna vrijednostima iz nadeg istrazivanja,
povezana je sa koristenjem kontaminiranih sirovina, i to
krvi svinja te bubrega i jetre te kontaminiranih zacina (Ga-
reis i Scheuer, 2000). Razina OTA u prsutima bila je veéa od
1 ug/kg u 5 uzoraka (17%), a od 10 pg/kg u 2 uzorka (7%)
te su autori zakljucili da prisutnost OTA u ovim proizvo-
dima treba biti nadzirana (Pietri i sur., 2006). U Hrvatskoj,
najveca koncentracija OTA odredena je u zimskoj salami
(7,83 pg/kg), dok je u prdutu nepoznatog podrijetla najve-
¢a koli¢ina iznosila 1,03 pg/kg (Markov i sur., 2013).

Pojava plijesni koje pod odredenim optimalnim uvjeti-
ma mogu producirati AFB, i OTA opcenito je karakteristi¢-
na za trajne mesne proizvode tijekom proizvodnih faza
susenja i zrenja (Asefa i sur., 2010). Plijesni koje obrastaju
povrsinu pr3uta obuhvacaju nekoliko vrsta, uglavnom iz
rodova Aspergillus i Penicillium (Dall'Asta i sur., 2010). Po-
jedini autori navode da samo izravna kontaminacija plije-
snima tijekom zrenja prsuta moZze objasniti visoke razine
OTA odredene u pojedinim uzorcima. Nastanak OTA na
povrsini mesnog proizvoda u provedenim studijama bio
je posljedica produkcije Penicillium nordicum (Battilani i
sur., 2007; Sorensen i sur., 2008) i Penicillium verrucosum
tijekom zrenja prsuta (Spotti i sur,, 2001; lacumin i sur.,
2009).

Plijesni roda Penicillium koriste se kao tipi¢ne starter
kulture za proizvodnju trajnih kobasica u Europi, takoder
u Hrvatskoj i Sloveniji. Te kulture se povrsinski inokuliraju
pri proizvodnji trajnih kobasica zbog njihovog utjecaja
na unaprijedenje arome, teksture i izgleda. Medutim, u

MESO

Hrvatskoj su Frece i sur. (2010) izolirali Aspergillus sp. i Pe-
nicillium sp. sa povrsine domaceg kulena te ih povezali sa
produkcijom OTA. U ovom istrazivanju koli¢ina OTA odre-
dena u proizvodima sa vec¢im udjelom masnog tkiva, kao
$to su istarske kobasice, moze se upravo pripisati konta-
minaciji ove vrste.

U proizvodima sa najve¢om koli¢inom OTA, odreden
je i AFB, u koli¢ini od 1,16 pg/kg u Dalmatinskom prsutu
i 1,39 pg/kg u Kraskom priutu. Medutim odredene koli-
¢ine ne predstavljaju znacajno vece (p < 0,05) vrijedno-
sti od limita detekcije primijenjene analiticke metode.
AFB, u ostalim proizvodima nije detektiran, ukazujuci
na nizu razinu kontaminacije tradicionalnih mesnih pro-
izvoda ovim mikotoksinom u odnosu na OTA. Objavljeni
literaturni podaci pokazaju da je rizik od kontaminacije
suhomesnatih proizvoda i trajnih kobasica sa AFB, mini-
malan, uglavnom zbog niske stope carryover efekta ovog
mikotoksina na jestiva tkiva, s obzirom da je primarni od-
nosno ciljni organ AFB jetra. U misicnom tkivu se moZe
naci samo niska razina AFB,, Cesto ispod limita detekcije
koristene analiticke metode (Beaver i sur., 1990; Bintvihok
i sur, 2002), ukazujudi na vrlo intenzivan metabolizam
AFB, u jetri.

Ranije objavljeni podaci ukazali su i na mogucu “di-
fuziju” mikotoksina sa povrsine u unutrasnjost mesnih
proizvoda, kao posljedice ostecenja ovitka, te povecani
rizik od kontaminacije mikotoksinima kod proizvoda koji
uslijed nepravilnog nadijevanja sadrze pukotine ili imaju
prekomjernu pljesnivost ovitka (Kovacevi¢, 2014b; Ko-
vacevic i sur,, 2014c). Autori navode znacaj kontroliranih
uvjeta proizvodnje, kao $to je optimalna, temperatura,
pH vrijednost, aktivitet vode, dodatak soli i ostalih znacaj-
nih parametara proizvodnje i pohrane mesnih proizvoda,
koji ukoliko nisu kontrolirani mogu pogodovati produk-
ciji plijesni i posljedi¢noj tvorbi mikotoksina (Asefa i sur.,
2010; Asefa sur. 2011). Stoga, kako bi se sprijec¢ile moguce
posljedice za ljudsko zdravlje, proizvodnja hrane i hrane
za zivotinje nuzno se treba temeljiti na nacelima dobre
poljoprivredne i proizvodne prakse te analizi kriti¢nih
kontrolnih to¢aka (HACCP) tijekom tehnoloskog procesa
proizvodnje i pohrane. Isto tako, potrebno je osigurati
provodenje sustavne kontrole prisutnosti ovih toksina u
hrani Zivotinjskog podrijetla te definirati nacionalne naj-
vece preporucene koli¢ine za razlicite kategorije hrane,
ukljucujuci i mesne proizvode.

Zakljucak

Povremena kontaminacija tradicionalnih mesnih pro-
izvoda iz kategorije suhomesnatih proizvoda, trajnih ko-
basica i slanina, hrvatskog i slovenskog podrijetla, odnosi
se primarno na OTA. Najveca razina OTA odredena u priu-
tima, bila je ¢ak 2 - 3 puta veca od najvece preporucene
koli¢ine od 1 pg/kg propisane u pojedinim zemljama EU.
Razine AFB, nisu bile statisticki znacajno vece od limita
detekcije koristene analiticke metode i ukazuju na zane-
marivu kontaminaciju proizvoda ovim mikotoksinom.

Zahvala
Autori se zahvaljuju Ministarstvu znanosti, obrazo-
vanja i sporta Republike Hrvatske i Ministarstvu visokog
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Aflatoxinmenge B1 und Okratoxin A in kroatischen und slowenischen Fleischerzeugnissen

Zusammenfassung

Mikrotoxine Aflatoxin B1 (AFB1) und Okratoxin A (OTA) stellen eine héufige Kontaminationsquelle der Fleischerzeugnisse dar. In dieser
Arbeit wurden je drei Sorten der kroatischen und slowenischen traditionellen Fleischerzeugnisse (n=18), aus der Kategorie der dauer-
haften Rauchfleischerzeugnissen, Dauerwdirsten und Speck auf Mikotoxinmenge B1 (AFB1) und Okratoxin A (OTA) gepriift, Nach der
Bestimmung der chemischen Grundzusammensetzung des Erzeugnisses wurde durh die Anwendung der validierten quantitativen
Methoden ELISA die Mikotoxinmenge bestimmt. Die héchste OTA-Menge von ungeféhr gleicher Konzentration wurde in Rauchschin-
kensorten Dalmatinski prsut (2,75 ug/kg) und Kraski prsut (2,86 ug/kg) festgestellt. In gleichen Erzeugnissen wurde die AFB1-Men-
ge von 1,16 ug/kg und 1,39 ug/kg festgestellt, was keine bedeutend gré8ere Menge (P<0,05) vom Detektionslimit der verwendeten
analytischen Methode darstellt. AFB1 wurde in den restlichen Erzeugnissen nicht detektiert. Die Resultate deuten auf eine niedrigere
Kontaminationsebene der traditionellen Fleischerzeugnisse mit AFB1 in Bezug auf OTA hin, was nur im slowenischen Zgornjesavinski
Zelodec nicht detektiert wurde. Die vorgefundene Anwesenheit von AFB1 und OTA in traditionellen Fleischerzeugnissen kann ihren
Ursprung in kontaminierten Rohstofen haben, bzw. in Muskel- und Fettgewebe sowie in verwendeten Gewdirzen bei ihrer Herstellung.
Dies kann aber auch eine Folge der direkten Kontamination der Fleischerzeugnisse sein, u.zw. als Produktion der Mikotoxine vom
Schimmel, der die Flédche der fermentierten Fleischerzeugnisse wéhrend deren Reifens tiberdeckt.

Schliisselworter: Kontamination, Aflatoxin B1, Okratoxin A, traditionelle kroatische und slowenische Fleischerzeugnisse

Las cantidades de las aflatoxinas B1 y ocratoxina A en los productos
carnicos tradicionales de Croacia y Eslovenia

Resumen

Las micotoxinas aflatoxina B1 (AFB1) i ocratoxina A (OTA) son un comin fuente de la contaminacién de los producto cdrnicos. En
esta investigacion fueron analizados tres tipos de productos cdrnicos tradicionales de Croacia y Eslovenia (n=18), de categorias de
productos cdrnicos crudo-curados, las salchichas crudo-curadas y jaménes. Fue hecho el andlisis de la cantidad de las micotoxinas
AFB1 i OTA. Después de especificar la composicién quimica bdsica de los productos, fueron aplicados los métodos cuantitativos ELISA
validados y fue determinada la cantidad de micotoxinas. La mayor porcion del OTA de aproximadamente misma concentracion, fue
encontrada en el jamon de Dalmacia (2,75 ug/kg) y de Kras (2,86 ug/kg). Fue encontrada la misma cantidad del AFB1 de 1,16 ug/kg
y 1,39 ug/kg en los mismos productos, lo que no son las porciones (p < 0,05) que significativamente superan el limite de la deteccion
del método del andlisis. La AFB1 no fue detectada en otros productos. Los resultados indican que la contaminacion de los productos
cdrnicos tradicionales por las AFB1 estd en un nivel mds bajo que la contaminacién por los OTA, los que no fueron detectado solamen-
te en el producto esloveno Zgornjesavinjski Zelodec. La determinada presencia de los AFB1 i OTA en productos cdrnicos tradicionales
puede provenir de las contaminadas materias primas, es decir de los tejidos musculares y adiposos y de los condimentos usados du-
rante la produccion, pero también como la consecuencia de la directa contaminacion de los productos debida a la produccion de los
micotoxinas por los mohos, que se forman de modo espontdneo sobre la superficie de los productos cdrnicos fermentados durante el
proceso de maduracion.

Palabras claves: la contaminacion, aflatoxina B1, ocratoksina A, los productos cdrnicos tradicionales de Croacia y Eslovenia

Quantita di aflatossina B1 e di ocratossina A nei prodotti tipici a base di carne
originari della Croazia e della Slovenia

Sunto

Le micotossine aflatossina B1 (AFB1) e ocratossina A (OTA) rappresentano una frequente fonte di contaminazione dei prodotti a base
di carne. Questa ricerca aveva lo scopo di accertare la quantita di micotossine AFB1 e OTA presente in tre campioni per tipo di prodo-
tto tipico a base di carne originario della Croazia e della Slovenia (n = 18), appartenenti alle categorie prodotti insaccati, salsicce e
lardi fermentati. Dopo aver determinato la composizione chimica di base dei prodotti prelevati mediante I'applicazione dei metodi
quantitativi validati ELISA, si e passati a stabilire la concentrazione di micotossine. La maggior quantita di OTA, di concentrazione
approssimativamente identica, é stata riscontrata nei prosciutti crudi Dalmatinski prsut (2,75 ug/kg) e Kraski prsut (2,86 ug/kg). In
questi stessi prodotti e stata accertata anche la presenza di AFB1 rispettivamente pari a 1,16 ug/kg e 1,39 ug/kg, il che non rappre-
senta quantita significativamente superiori (p < 0,05) rispetto al limite dell'accertamento del metodo analitico applicato. Negli altri
prodotti analizzati non e stata riscontrata la presenza della micotossina AFB1. I risultati indicano un basso livello di contaminazione
dei prodottitipici a base di carne esaminatiin rapporto alla AFB1, mentre la OTA non é stata individuata soltanto nel prodotto sloveno
Zgornjesavinjski Zelodec. La presenza accertata di AFB1 e OTA nei prodotti tipici a base di carne pud essere dovuta all’'uso di materie
prime contaminate (tessuti muscolari, tessuti adiposi e spezie impiegati per la loro produzione), ma anche alla contaminazione di-
retta dei prodotti in sequito alla produzione di muffe che si formano spontaneamente sulla superficie dei prodotti fermentati a base
di carne durante la loro stagionatura.

Parole chiave: contaminazione, aflatossina B1, ocratossina A, prodotti tipici a base di carne originari della Croazia e della Slovenia
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