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Sazetak

Mikotoksini su Cesti onecis¢ivaci hrane i hrane za Zivotinje, primarno Zitarica i proizvoda na bazi Zitarica. Medu njima citrinin predstavija
mikotoksin iz skupine poliketida kojeg sintetiziraju plijesni iz roda Penicillium (P. citrinum, P. viridicatum, P. expansum, P. notatum), Aspergillus
i Monascus. P. citrinum kao najznacajniji producent citrinina je vrlo rasirena i moze se izolirati iz velikog broja namirnica i stocne hrane. Toksic-
nost citrinina nije detaljno proucena te nema dovoljno podataka koji ukazuju na toksicne ucinke u ljudi. Medutim, u pojedinih Zivotinjskih vrsta
dokazana je njegova nefrotoksicnost, embriotoksicnost, teratogenost i genotoksicnost. Zbog nedovoljnog broja dokaza Medunarodna agencija za
istrazivanje raka (IARC) uvrstila je citrinin u skupinu 3 kao spoj koji se ne moze klasificirati kao ljudski karcinogen. S obzirom na nedostatnost
podataka, nuzna su daljnja istraZivanja njegove toksicnosti, prisutnosti u hrani i hrani za Zivotinje te perzistentnosti u tkivima ljudi i Zivotinja
kao posljedice izlozenosti oneciséenoj hrani ili hrani za Zivotinje. Bududi je oneciséenje i ovim mikotoksinom neizbjezno, potreban je sustavan
nadzor sirovina i finalnih proizvoda namijenjenih ishrani ljudi odnosno hranidbi Zivotinja, kao i definiranje najvecih dopustenih kolicina za
razlicite vrste proizvoda putem zakonodavstva.

Kljucne rijeci: citrinin, oneciscenje, hrana, hrana za Zivotinje, toksicnost, prevencija, redukcija i kontrola

Summary

Mycotoxins are common contaminants of food and feed, primarily cereals and cereal-based products. Among them citrinin represents a
mycotoxin from the group of polyketides synthesized by moulds of the genus Penicillium (P. citrinum, P. viridicatum, P. expansum, P. notatum),
Aspergillus and Monascus. P. citrinum as a mould most characteristic for the production of the citrinin is very widespread and can be isolated
from a large number of food and feed products. The toxicity of citrinin was not examined in detail, and there is not enough data to indicate
toxic effects in humans. However, some animal species confirmed its nephrotoxicity, embryotoxicity, teratogenicity and genotoxicity. Due to in-
sufficient evidence, the International Agency for Research on Cancer (IARC) classified the citrinin in group 3, as the compound that can not be
classified as a human carcinogen. Given the scarcity of data, further research of its toxicity, bioavailability in food and feed, and persistence in
the tissues of humans and animals as a result of exposure to contaminated food or feed, are required. Since the contamination also with this toxin
is almost inevitable, that requires a systematic monitoring of raw materials and finished products intended for human consumption or animal
feed production, as well as defining the maximum levels for different types of products through legislation.
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Uvod predstavljaju kemijski i toplinski vrlo stabilne spojeve, otporne

o o ] ] na razli¢ite uvjete proizvodnje, prerade i uskladistenja Zitarica
Razli¢ite plijesni proizvode mikotoksine kao sekundarne (Pleadin i sur., 2014a,b)

metabolite Stetne po zdravlje ljudi i Zivotinja. Mikotoksini su
ucestalo prisutni na Zitaricama, a do njihove biosinteze dolazi
pod odredenim okoli$nim uvjetima, prikladnoj relativnoj vlaz-

S obzirom da je prisutnost mikotoksina u hrani i hrani za
zivotinje gotovo neizbjezna, potreban je sustavan nadzor siro-
: -t AV ) ° ) vina i finalnih proizvoda namijenjenih ishrani ljudi odnosno
nosti, temperaturi i sadrZaju kisika, te u ovisnosti o fizitkom  prapighi zivotinja (Pleadin i sur., 2012; Pleadin i sur., 2014c).
ostecenju supstrata i prisutnosti spora plijesni (Sforza i sur, g procesu obrade i proizvodnje namirnica postoji nekoliko
2006; Pleadin i sur., 2015). Oneciscene Zitarice koje se kori- iy enih tozaka koje mogu utjecati na nastanak mikotoksina.
ste u proizvodnji hrane i hrane za Zivotinje, uCestalo su razlog Al ericka FAO organizacija (Food and Agriculture Organiza-
onecis¢enja konacnih proizvoda. Poznato je da do sinteze mi- ;. of the United Nations) preporucila je uvodenje HACCP
kotoksina moze doi u bilo kojoj fazi proizvodnog procesa,  gyqtava (Hazard Analysis and Critical Control Points) u kon-

prije ili poslije Zetve Zitarica te tijekom obrade i uskladiStenja 4,1; odredenih tozaka tijekom obrade i proizvodnje hrane koja
(Placinta i sur., 1999; Binder i sur., 2007). Ujedno, mikotoksini o bt onegiséena mikotoksinima (FAO, 2003). Takvim se
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propisima utjeCe na proizvodace da sustavno i kontinuirano
kontroliraju sustav obrade i proizvodnje te time smanje mo-
gucnost oneciséenja hrane i hrane za zivotinje. Kontrola hrane
i hrane za Zivotinje na mikotoksine propisana je legislativom
odnosno uredbama, medutim treba istaknuti da najveca dopu-
Stena kolic¢ina (NDK) citrinina u hrani i hrani za zivotinje nije
regulirana u Europskoj uniji, ujedno niti u Hrvatskoj.

Citrinin je slabo istrazen mikotoksin, kako na podrucju
Europske unije, tako i u Hrvatskoj. Prvi puta je izoliran kao
Cisti spoj 1931. godine, a 1951. godine iz Zzute rize uvezene iz
Tajlanda u Japan u kojoj je pronadena plijesan Penicillium ci-
trinum za koju je utvrdeno da je vrlo veliki producent citrinina.
S obzirom na ¢injenicu da na prirodnim supstratima nikad ne
nalazimo ciste, nego uvijek mjesovite kulture plijesni, i kada
se zna da su mjesovite kulture ¢esto biokemijski aktivnije od
Cistih kultura, onda problem biosinteze razli¢itih metabolita,
koji nastaju tijekom rasta plijesni u mjesovitim kulturama, po-
staje jo$ znacajniji. Broj istrazivanja o pojavnosti citrinina je
zna¢ajno manji u odnosu na druge mikotoksine te su dostupni
podaci o njegovoj pojavnosti vrlo ograni¢eni (EFSA, 2012).

U ovom radu dan je pregled svojstava, toksi¢nih u¢inaka
i pojavnosti citrinina u razli¢itim prehrambenim proizvodima
i hrani za zivotinje. Opisane su analiticke metode u njegovoj
detekciji i kvantifikaciji te preventivne mjere i nacini redukcije
citrinina u hrani i hrani za Zivotinje.

Struktura i fizikalno-kemijska svojstva

Citrinin je mikotoksin iz skupine poliketida prema I[UPAC-
u: (3R, 495)-4,6-dihidro-8-hidroksi-3,4,5-trimetil-6-okso-3H-
2-benzopiran-7-karboksilna kiselina (C, ;H (slika 1).
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Slika 1. Strukturna formula izomera citrinina (Xu i sur., 2006)
Figure 1. Structural formula of citrinin isomers (Xu et al.,

2006)

Citrinin je jednostavna molekula relativno male molekul-
ske mase (250,25 g/mol) koja kristalizira u obliku Zutih iglica.
Predstavlja zuti cikli¢ki spoj koji ima slobodnu karboksilnu
skupinu i moze oblikovati kelatne komplekse. Slabo je topljiv
u vodi, ali je dobro topljiv u natrijevu hidroksidu, natrijevu
karbonatu, natrijevu acetatu, metanolu, acetonitrilu, etanolu i
vecini ostalih polarnih organskih otapala. Djelomi¢na fotoraz-
gradnja se dogada pod ultraljubicastim svjetlom u otopini, kao
i u krutom stanju. Citrinin je razgadiv i u kiselim i luznatim
medijima i pod utjecajem topline (Xu i sur., 2006). Termola-
bilan je u vodenim otopinama na temperaturi iznad 70 °C te
se raspada na citrinin H2 koji ne pokazuje znacajnu citotok-
si¢nost i citrinin H1 koji se sastoji od dvije molekule citrinina
i pokazuje vecu toksi¢nost u odnosu na pocetni spoj (EFSA,
2012). Temperatura taliSta citrinina je 172 °C, a apsorpcijski
maksimum (UV) je 333 nm u metanolu (Xu i sur., 2006, Abou-
Zeid 2012).

Biosinteza, apsorpcija i eliminacija

Citrinin uglavnom sintetiziraju plijesni iz roda Penicilli-
um (P. citrinum, P. viridicatum, P. expansum, P. notatum) te
Aspergillus 1 Monascus. P. citrinum je vrlo rasirena plijesan i
moze se izolirati iz gotovo svakog uzorka pljesnive namirni-
ce ili krmiva (Houbraken i sur., 2011, Bennett i Klich, 2003).
Najvazniji supstrati za rast ove plijesni su ponajprije Zitarice,
posebno riza, pSenica i kukuruz te mljeveno zrnje zitarica i
brasno. P, citrinum raste u temperaturnom rasponu od 5-40 °C,
a optimalan rast se postize pri 30 °C. To je kserofilna plijesan
s minimalnom a_ vrijedno$¢u za rast od oko 0,82 (Durakovi¢ i
Durakovi¢, 2000). Citrinin je prvotno bio okarakteriziran kao
antibiotik te je uocen i njegov inhibicijski u¢inak na prazivoti-
nje, kvasce i sli¢ne organizme.
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Slika 2. Biosintetski put citrinina i crvenog pigmenta u M.
ruber (puna linija) te u vrstama roda Aspergillus i
Penicillium (isprekidana linija) (Hajjaj i sur., 1999)
Figure 2. Citrinin biosynthetic pathway and the red pigment
in M. ruber (full line) and in species of the genera
Aspergillus and Penicillium (dashed line) (Hajjaj et
al., 1999)

U filamentoznih plijesni poliketidni put je glavni put
nastanka ovog mikotoksina kao sekundarnog metabolita. Po-
znato je da u plijesni iz roda Aspergillus citrinin nastaje kon-
denzacijom jedne acetil-koenzim A molekule i ¢etiri molekule
malonil-koenzim A uz adiciju tri metilne jedinice. Hajjaj i sur.
(1999) su opisali metaboli¢ki put biosinteze citrinina u plijesni
M. ruber kroz moguénost njegovog nastanka kondenzacijom
jedne molekule acetil-koenzim A i tri molekule malonil-koen-
zima A. Dodatkom jo§ jedne molekule acetil-koenzima A na-
staje prvi meduprodukt, ali se ne moze ni iskljuciti moguénost
da molekula malonil-koenzima A reakcijom kondenzacije i
dekarboksilacije s tetraketidom tvori prvi meduprodukt. Slje-
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deca reakcija ukljucuje O-alkilaciju i cijepanje jednostruke
veze izmedu C-1 i C-9 atoma te nastanak drugog i treceg medu
produkta podjednake molekulske mase. Nastali tetraketid tije-
kom rasta M. ruber uzrokuje proizvodnju citrinina i crvenog
pigmenta. Cjeloviti proces biosinteze citrinina (slika 2) jos nije
u potpunosti razjasnjen, a literaturni podaci ujedno navode i da
je potrebno prouditi enzime i enzimske reakcije koje sudjeluju
u biosintetskom putu (Hajjaj i sur., 1999).

Citrinin se vrlo brzo apsorbira bez obzira na nacin pri-
mjene, iako je apsorpcija iz probavnog sustava oslabljena.
Trideset minuta nakon intravenoznog injektiranja '*C-citrinina
Stakorima u dozi od 3 mg/kg tjelesne mase, ukupna radioaktiv-
nost od 15% uocena je u jetri te bubrezima (6%) kao mjestima
najznacajnije kumulacije citrinina u organizmu. Nakon 6 sati,
koli¢ina radioaktivnosti smanjena je na oko 8% u jetri te 5%
u bubrezima. Citrinin se iz organizma eliminira putem urina;
74% radioaktivnosti dokazano je u urinu u prvih 24 h te u fe-
cesu 4% nakon 24 h odnosno 12% nakon 48 h (IARC, 1986).

Toksi¢ni u€inci u organizmu

Citrinin je jedan od prvo otkrivenih mikotoksina, medu-
tim njegov mehanizam djelovanja u organizmu jo$ uvijek nije
u potpunosti poznat. Prva istrazivanja ukljucivala su ucinke
citrinina na respiraciju u bakterija i na zivotinjska tkiva, po-
veéanje propusnosti membrana u gljiva i biljaka, inhibiciju
biosinteze kolesterola i triacilglicerola u jetri Stakora. Kance-
rogena i mutagena svojstva ovog mikotoksina povezuju se sa
negativnim u¢incima na sintezu makromolekula. Dokazano je
da citrinin nepovoljno djeluje na sintezu ribonukleinske kiseli-
ne (RNK) i to mnogo brze nego na sintezu proteina, dok uc¢inak
na deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK) nije u potpunosti do-
kazan (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2000).

Toksi¢nost citrinina nije detaljno proucena i nema dovolj-
no podataka koji ukazuju na njegove toksicne ucinke u ljudi
(AFSSA, 2006). Ujedno, podaci o kombiniranoj toksi¢nosti sa
ostalim mikotoksinima su vrlo ograniceni, a najviSe podataka
dostupno je za okratoksin A. Izvjes¢a o ucestaloj prirodnoj za-
jednickoj pojavljivosti citrinina i okratoksina A u Zitarica pota-
knula su brojna istrazivanja toksi¢nih u¢inaka tih mikotoksina.
Citrinin je kao i okratoksin A nefrotoksin te se pretpostavlja
da je bio uklju€en u etiologiju endemske nefropatije svinja u
Danskoj, a kao sinergist i u balkanskoj endemskoj nefropatiji
koju karakterizira cjevasta degeneracija bubrega, intersticijske
fibroze, anemija, gubitak na masi te poliurija. Osim Sto djeluje
nefrotoksi¢no, pojedina istrazivanja pokazuju da citrninin kao i
okratoksin A djeluje 1 hepatotoksicno, teratogeno, fetotoksicno
te genotoksic¢no (Liu i sur., 2003; AFSSA, 2006; Amalaradjou
i Venkitanarayanan, 2008; Flajs i sur., 2011).

Utjecaj citrinina na Stakore u koli¢ini od 50 mg/kg intra-
peritonealno peti dan nakon aplikacije uzrokuje akutno zataje-
nje bubrega. Citrinin u domacih ptica uzrokuje dijareju, pove-
¢ano unoSenje vode i smanjenje tjelesne mase, §to dovodi do
degeneracije bubrega (EFSA, 2012). UtjeCe na gubitak perme-
abilnosti stani¢ne membrane, S§to uzrokuje poremecaj stani¢ne
ravnoteze i smrti stanice (Speijers i Speijers, 2004). Dokazano
je da citrinin utje¢e na misji embrionalni rast, izaziva apoptozu
stanica u fazi blastocista (Chan i Shiao, 2007), djeluje na misje
reproduktivne organe i to tako da izaziva smanjenje koncen-
tracije testosterona, inhibira funkciju muskih reproduktivnih

organa odnosno smanjuje postotak zivih spermatozoida te tako
smanjuje fertilnost (Qingqing i sur., 2010). Obdukcijom kuni-
¢a, zamoraca i svinja uoceno je povecanje bubrega, kao i cje-
vaste nekroze bubreznog tkiva. Pri eksperimentalnom trovanju
embrija koko§jeg jajeta (0,5 pg/jajetu) dokazana je hepatotok-
sicnost 1 nefrotoksi¢nost citrinina, uz ugibanje 67% embrija,
pri ¢emu su uocene promjene na jetri i bubrezima (OZegovic¢
i Pepeljnjak, 1995). Kod pokusa s pilecom hranom onecisce-
nom s 0; 33; 65; 130 i 260 mg citrinina/ kg hrane uoc€eno ja
da citrinin uzrokuje subakutnu toksi¢nost i dijareju pri dozi od
130 1 260 mg/kg, ali ne uzrokuje smrtnost. Nadalje, utvrdena
je i hemoragija tankog crijeva i poveéanje bubrega, kao i ana-
plasti¢na podrucja u bubrezima i gusteraci te povecanje brzine
mitoze u stanicama epitela tubula pri dozi citrinina od 260 mg/
kg, Sto svrstava citrinin u skupinu potencijalno kancerogenih
spojeva u pili¢a (Ciegler i sur., 1977). Medutim, u istrazivanji-
ma kronicne toksic¢nosti kod svinja, niska koncentracija citrini-
na od 0,02 mg/kg tjelesne mase tijekom 57 dana nije rezultirala
nikakvim histopatoloskim lezijama (AFSSA, 2006).

Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) uvr-
stila je citrinin u 3. skupinu karcinogenih spojeva, zbog ne-
dovoljno relevantnih istrazivanja koja se odnose na njegovu
karcinogenost (IARC, 1986). Toksi¢nost citrinina za pojedine
pokusne zivotinje dana kao LD, vrijednost (tablica 2) krece se
u rasponu 35 - 134 mg/kg tjelesne mase, a prvenstveno ovisi o
vrsti zivotinje, dozi i na¢inu primjene.

Tablica 1. Toksicnost (LD, ) citrinina u pokusnih Zivotinja
(Ozegovic i Pepeljnjak, 1995; AFSSA, 2006, EFSA,
2012, Bennett i Klich, 2003)
Table 1. Toxicity (LD, ) of citrinin in experimental animals
(Ozegovi¢ and Pepeljnjak, 1995; AFSSA, 2006,
EFSA, 2012, Bennett and Klich, 2003)

Subkutano Intraperitonealno Peroralno

Avotinle  (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
o 35
Misevi 35 62 82-105
Stakori 67 - > 50
Kuniéi - 50 134
Zamorcad 37 - -
Patke - - 57
Pili¢i - - 95
Svinje 37 - -

Europska komisija trazila je od EFSA-e (European Food
Safety Authority) da donese stru¢no misljenje vezano za utjecaj
citrinina na zdravlje u ljudi. Obzirom da je citrinin nefrotok-
sin, donesen je NOAEL (no-observed-effect level) od 20 pg/
kg tjelesne mase/dan. Bazirajuéi se na zdravstvenim vodic¢ima,
EFSA je odredila da je koli¢ina citrinina od 0,2 pg/kg tjelesne
mase/dan sigurna doza koja ne izaziva nefrotoksi¢nost, ali je
moguca genotoksi¢nost i kancerogenost. Za djecu i dojencad
najvec¢a dopustena koli¢ina je 9-53 ug/kg, a za Covjeka pro-
sjeéne tjelesne mase 19-100 pug/kg. Zbog nedostatka eksperi-
mentalnih studija CONTAM Panel (The Panel on Contami-
nants in the Food Chain) zakljuéila je da je potrebno puno vise
podataka da se navedeno potvrdi (EFSA, 2012). Zbog mogu-
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Tablica 2. Prirodna pojavnost citrinina u namirnicama
Table 2. The natural occurrence of citrinin in food
Onecis¢ena namirnica Kolic¢ina citrinina (pg/kg) Drzava Referenca
Fermentirani kukuruz 584 Gana Kpodo i sur. (1995)
Psenica 65-460 Argentina Comerio i sur. (1998)
Kukuruz 12 Indija Janardhana i sur. (1999)
Silaza 2,4-64,2 Njemacka Schneweis i sur. (2001)
Vocée (grejp, smokve, kruske) 280-400 Egipat Aziz i Martins (1983)
Jabuke 320-920 Portugal Gimeno i Martins (1983); Martins i sur. (2002)
Integralna raz 1,1
hiteg.rvalna pse.m.ca 0.5 Njemacka Meister (2004)
Pseni¢ne mekinje 1,9-2,0
Kakao 2.4

¢eg sinergisti¢kog djelovanja npr. citrinina i patulina, u Japanu
je propisana njaveca dopustena koli¢ina citrinina od 200 pg/kg.

Pojavnost u hrani i izloZenost ljudi

Analizom rezultata od strane Furopean Food Safety Aut-
hority (EFSA), koji su ukljuéivali 30 uzoraka Zzitarica i pro-
izvoda na bazi Zitarica, u 23 uzorka citrinin nije detektiran,
a u tri uzorka koncentracija citrinina je bila manja od limita
kvantifikacije metode (EFSA, 2012). U Cetiri uzorka odreden
je citrinin u koncentraciji od 1,8; 5,2; 13,2 1 13,6 ug/kg. CON-
TAM je zakljucio da se iz dobivenih rezultata ne moze provesti
procjena unosa citrinina u organizam, jer 27 od 30 uzoraka nije
bilo za ljudsku konzumaciju, a preostali su imali koli¢inu citri-
nina manju od LOD (limita detekcije) ili LOQ (limita kvantifi-
kacije) analiticke metode.

Markov i sur. (2013) su sa povrSine domacih fermenti-
ranih suhomesnatih proizvoda, koji se tradicionalno proizvo-
de na podruéju Hrvatske, izolirali plijesni koje produciraju
citrinin te je ovaj mikotoksin detektiran u 5,55% analiziranih
uzoraka s vrijednostima koje su se kretale oko LOQ metode.
Prikupljanjem podataka iz razlicitih istrazivanja utvrdena je
koncentracija citrinina u zitaricama do 420 pg/kg, a u proizvo-
dima na bazi zitarica do 42 ug/kg, do 355 pg/kg u bilju i do
0,2 ug/kg u voénim i povrtnim sokovima. Sto se ti¢e procjene
izloZenosti i unosa citrinina u organizam, EFSA za sada nema
dovoljno podataka (EFSA, 2012; Dietrich i sur., 2001).

Pojavnost u hrani za Zivotinje

Na podruéju Europe, koncentracija citrinina u Zitaricama
odnosno krmivima namijenjenim hranidbi Zivotinja Siroko va-
rira, a pojedina istraZivanja ukazala su i na znacajnije razine

onecisc¢enja, utvrdene su vrijednosti i do 998 pg/kg. Kononen-
ko i Burkin (2008) su analizom zitarica (n = 766) detektirali
citrinin u 4,5% analiziranih uzoraka psenice te 3,6% uzoraka
jeéma u koncentracijama od 50 do 998 pg/kg iu 1,9% uzoraka
kukuruza u koncentraciji od 218 do 953 ug/kg. Curtui i sur.
(1998) su od analiziranih 55 uzoraka pSenice i kukuruza u Ru-
munjskoj detektirali citrinin u samo jednom uzorku kukuruza u
koncentraciji od 580 pg/kg. Takoder, istrazivanja su provedena
i na uzorcima hrane za zivotinje porijeklom iz poljoprivrednih
gospodarstava na podruc¢ju Rumunjske. Svi analizirani uzorci
sadrzavali su citrinin u koncentracijama od 17 do 405 pg/kg,
dok je u 25% uzoraka koncentracija citrinina bila ve¢a od 405
ug/kg. Nadalje, u Bugarskoj su u uzorcima hrane za svinje i
pili¢e, uzorkovane na farmi na kojoj su prilikom klanja uoceni
pokazatelji nefropatije (povecani i blijedo iSarani izgled bubre-
ga), odredene povecane koliCine citrinina. Citrinin je 2006. go-
dine detektiran u 92% uzoraka hrane za zivotinje s prosjecnom
koncentracijom od 54,7+27,5 pg/kg te 2007. godine u 96%
uzoraka s koncentracijom od 120,5+43,3 pg/kg.

U analiziranoj hrani, uz citrinin, odredene su i povecane
koncentracije okratoksina A (188,8+27,3 ug/kg i 376,4+63,9
ug/kg) te nekih drugih mikotoksina (Stoev i sur., 2010). Ta-
koder, u istrazivanjima provedenim u Velikoj Britaniji, od 141
uzoraka zitarica, 48 uzoraka je bilo oneci§¢eno citrininom sa
njegovom najve¢om koncentracijom od 10 pg/kg (LOD =1 ug/
kg) (Scudamore i Hetmanski, 1995; Scudamore i sur., 1997).

Analiticke metode za odredivanje

U analitici mikotoksina koriste se analitiCke metode koje
se mogu podijeliti na kvalitativne 1 kvantitativne te nadalje
na orijentacijske i potvrdne metode. Za odredivanje citrinina
najvi$e se primjenjuju kolorimetrijske, kromatografske i imu-

Tablica 3. Karakteristike najznacajnijih analitickih metoda za odredivanje citrinina (EFSA 2012)
Table 3. Characteristics of the most important analytical methods for the determination of citrinin (EFSA 2012)

Analiticka metoda

Karakteristika metoda

Limit detekcije (ng/kg)

Kolorimetrijske metode Orijentacijska (kvalitativna - polukvantitativna) 100-8000
Tankoslojna kromatografija Orijentacijska (kvalitativna - polukvantitativna) 15-40
Imunoenzimska metoda Orijentacijska (polukvantitativna - kvantitativna) 2-15000
Tekuéinska kr.om.at.ograﬁj a visoke ucinkovitosti  Potvrdna (polukvgntitgtivpa - kvqntitativna) 0.1-10
s fluorescentnim ili DAD detektorom Mogucénost detektiranja vise analita ’
Tekudinska kromatografija visoke u€inkovitosti Potvrdna (polukvantitativna - kvantitativna) 0,1-100

s masenom spektrometrijom

Mogucnost detektiranja vise analita
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nokemijske metode, a osnovne karakteristike najznacajnijih
metoda prikazane su u tablici 3.

Kolorimetrijske metode u odredivanju citrinina temelje
se na njegovoj prirodnoj fluorescenciji (EFSA 2012). Navede-
ne metode karakterizira jednostavnost i brzina te niska cijena
analize, medutim zbog razli¢itih faktora koji utjecu na kolori-
metrijske metode, nisko iskoriStenje reakcije, kao i relativno
niska razina osjetljivosti (visoke LOD vrijednosti) ove metode,
opc¢enito imaju ograni¢enu primjenu u analitici ovog mikotok-
sina (Xu i sur., 2006).

Tankoslojna kromatografija (TLC) se nekada smatrala
iznimno dobrom, brzom i jeftinom metodom za odredivanje
mikotoksina, dok se znacajnije nije razvila HPLC metoda (Xu
i sur., 2006). Glavni problem TLC kao metode za odredivanje
citrinina je njegova slaba fluorescencija i nestabilnost (Betina,
1989). U danasnje se vrijeme zbog manje osjetljivosti i iskori-
Stenja TLC metoda najée$ce primjenjuje za kvalitativno odre-
divanje citrinina.

Imunoenzimska metoda ELISA (Enzyme-linked immuno-
sorbent assay) je imunoloska metoda koja se Siroko koristi u
odredivanju citrinina, jer omogucéuje brzi screening ili kvan-
tizaciju vrlo niskih koncentracija na velikom broju uzoraka.
ELISA metodu karakterizira i lako¢a provedbe, to¢nost i do-
stupnost reagenasa. Nedostatak ove metode jest da daje infor-
maciju o prisustvu analita, ali ne i o njegovim biokemijskim
svojstvima, kao §to je npr. molekulska masa, kao i moguéa
cross reaktivnost strukturno sli¢nih spojeva (Pleadin, 2014a).
Literaturni podaci govore da je vecina problema vezanih uz
ELISA metodu rezultat nekvalitetne opreme, odnosno nepri-
drzavanja uputa proizvodaca kitova vezanih za samu metodu
(Crowther, 1995). Ova metoda ne zahtjeva slozene korake u
procis¢avanju uzoraka, no dobiveni pozitivni rezultat ELISA
metode potrebno je potvrditi primjenom npr. tekuéinke kroma-
tografije visoke ucinkovitosti (HPLC) (EFSA 2012).

Tekuéinska kromatografija visoke ucinkovitosti (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) oblik je kro-
matografije koja podrazumijeva primjenu visokih tlakova,
a princip metode temelji se na razlici u topljivosti sastojaka
uzoraka u pokretnoj i nepokretnoj fazi. Komponente se raz-
dvajaju na koloni temeljem njihove razliite brzine putovanja.
Tijekom zadnjih desetak godina HPLC metode postale su vrlo
popularne i osjetljive metode za identifikaciju i kvantifikaciju
mikotoksina (Pascale i Visconti, 2008). Izrazito visoka osjet-
ljivost, kao 1 preciznost u odredivanju mikotoksina, moze se
postiéi pazljivom pripremom ekstrakata uzoraka te odabirom
odgovarajucih otapala. Takoder, HPLC metoda uspjesno je pri-
mijenjena za odredivanje citrinina u zitaricama, siru, hrani za
zivotinje, dijetetskim preparatima kao i u bioloskim tekuéina-
ma, a ovisno o materijalu za analizu HPLC metode znacajno se
razlikuju u odabiru normalno-fazne ili reverzno-fazne kolone,
pripremi i pro¢is¢avanju uzoraka te odabiru detektora (Xu i
sur., 2006; Stark, 2010).

U posljednjem desetlje¢u u analitici mikotoksina HPLC
metoda se ¢esto kombinira sa detekcijom masenom spektro-
metrijom (MS) (Pleadin i sur., 2014a). MS omogucava izrazito
tocnu i specificnu detekciju, pri ¢emu ograni¢avajuce ¢imbeni-
ke predstavljaju visoka cijena potrebne opreme sloZenost po-
stupaka ekstrakcije i odjeljivanja te detekcije i kvantifikacije
ovih spojeva (Turner i sur., 2009). U usporedbi s navedenim
kvalitativnih i kvantitativnih metoda, HPLC-MS/MS metoda

za odredivanje citrinina podrazumijeva uporabu male koli¢ine
otapala za ekstrakciju, jednostavne korake proé¢is¢avanja i vi-
soku osjetljivost (Ji i sur., 2015).

Preventivne mjere i redukcija

Oneciscéenje zitarica mikotoksinima neizbjezno dovodi do
zdravstvenih rizika za potroSaca, ali i do ekonomskih gubita-
ka, stoga veliku paznju treba usmjeriti na detoksikaciju oneci-
S$¢enih zitarica sigurnim i u¢inkovitim metodama. Provodenje
dobre skladi$ne prakse (Good Storage practices - GSP) sprje-
Cava nastanak plijesni, a time i oneciS¢enje hrane i hrane za
zivotinje mikotoksinima. Primjenjeni postupci redukcije miko-
toksina opcenito trebaju omoguciti inaktivaciju mikotoksina,
unistiti Stetne metabolite plijesni, a da se hranjiva vrijednost i
organolepti¢ka svojstva namirnice koja se obraduje ne promi-
jeni. Treba navesti da ne postoji jedinstveni nacin uklanjana
mikotoksina iz hrane i hrane za Zivotinje te da je ve¢ina mi-
kotoksina otporna na temperaturu koja se uobicajeno primje-
njuje kod pripreme hrane (80-121 °C), tako da se postupcima
kuhanja, przenja i pasterizacije ukupna koli¢ina mikotoksina
smanjuje vrlo malo ili niti malo.

Citrinin je prilicno stabilan na zraku i u susenim proizvo-
dima tijekom godinu dana, a nestabilan je tijekom dulje izloze-
nosti svjetlu i toplini. Medutim, razgraduje se tijekom operaci-
je gnjecenja koja se primjenjuje u procesu proizvodnje hrane.
Obzirom da je citrinin temperaturno nestabilan, u odnosu na
npr. okratoksin A, termickom obradom se koli¢ina citrinina
drastiéno smanjuje. Upravo to svojstvo objasnjava njegovu
nisku pojavnost u jabucnim sokovima i ostalim proizvodima.
Odredena je njegova prisutnost u mekinjama i u polituri riZe,
a smatra se da je vjerojatno odrziv tijekom meljave, budu¢i je
naden u kukuruznom brasnu u koncentraciji 10-98 pg/kg (Flajs
i Peraica, 2009). Kitabatake i sur. (1991) su zakljucili da se
citrinin raspada pri vi$im temperaturama i pri razli¢itim posto-
cima relativne vlaznosti, npr. suSenjem pri 175 °C i u vlaznim
uvjetima pri 140 °C.

PozZeljna strategija za smanjenje razine mikotoksina u zi-
taricama je prevencija njihovim onecis¢enjem prije, tijekom i
nakon Zetve. Citrinin u pravilu nastaje nakon Zetve i to obic-
no pri loSim uvjetima uskladi$tenja, a najéesce se pojavljuje u
zitaricama. Pronaden je kao nepozeljni onecis¢iva¢ u kvasca
iz roda Monascus (crvena rizina plijesan) koja se stolje¢ima
koristi kao konzervans mesnih proizvoda i bojilo, narocito u
azijskim zemljama (EFSA, 2012). Kvasac roda Monascus uz-
gaja se i namjerno dodaje u namirnice kao jeftina i primamljiva
boja iz skupine “prirodnih bojila”. RiZa je jedna od najvaznijih
zitarica u ljudskoj prehrani, zajedno sa pSenicom i kukuruzom.
Uzgaja se u vrlo vlaznim podruéjima te je kao takva izrazito
podlozna nastanku plijesni. Podrucja uzgoja s velikom kolici-
nom oborina, time i idealnim uvjetima za rast onecis¢ivaca, za-
htijevaju dodatno susenje Zitarica tijekom uskladiStenja. Posto-
je dvije moguénosti nastanka plijesni i to: prva je onecis¢enje
usjeva tijekom sazrijevanja, a druga je onecis¢enje ve¢ zrelog
usjeva zbog izloZenosti toplini i vlazi na polju ili u skladistu.
Osim navedenog, neki insekti takoder mogu utjecati na razvoj
plijesni. O vaznosti uklanjanja kriti¢nih tocaka, a time i isprav-
nog uskladistenja, govori i Cinjenica da je u rizi pronadeno
nekoliko mikotoksina, i to: aflatoksini, fumonizin, trihotecen,
okratoksin A, ciklopiazonska kiselina, zearalenon, deoksiniva-
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lenol, citrinin, gliotoksin i sterigmatocistin (Fernandez-Cruz i
sur., 2012). Utvrdeno je da je rizu potrebno uskladistiti u pro-
storijama gdje je relativna vlaznost zraka 65% 1 temperatura
zraka oko 15 °C, odrzavati aeracijske sustave koji omogucava-
ju odredenu vlaznost i temperaturu zraka te uskladiStenje samo
kvalitetnih zrna rize.

Nadalje, dokazano je da gljiva koja raste u zemlji Tricho-
derma hamatum smanjuje proizvodnju citrinina iz Penicillium
viridcatum (Abd-Allah i1 Ezzat, 2005). Osim navedenog i neke
biljke koje se koriste u medicini smanjuju proizvodnju citri-
nina kao §to su Andrographis paniculata, Cymbopogon citra-
tus, Eurycoma longifolia, Kaempferia galanga 1 Orthosiphon
aristatus (Reddy 1 sur., 2002). Toplinskom obradom u kombi-
naciji sa kemijskim sredstvima moze se povecati u¢inkovitost
degradacije mikotoksina. Utvrdeno je da se citrinin moze de-
toksicirati tretmanon s 0,05% H,0O, tijekom 30 min pri sobnoj
temperaturi (Fouler i sur., 1994; Kabak, 2010). Medutim, veci-
na kemikalija potencijalno je opasna ili utjece na karakteristi-
ke proizvoda, te se danas sve vise paznje usmjerava bioloskoj
dekontaminaciji namirnica (Reddy, 2010) koja podrazumijeva
enzimsku degradaciju mikotoksina odnosno njihovu modifi-
kaciju u manje toksi¢ne produkte. Utvrdeno je da probioti¢ke
bakterije u vodenim otopinama vezu pojedine mikotoksine, ali
je to podrucje nedovoljno istrazeno te se daljnja istrazivanja
trebaju usmjeriti na njihovu primjenu u vezivanju mikotoksina,
ujedno i citrinina. Takoder, fizikalni postupci poput zracenja
x, v 1 UV zrakama pokazali su se uéinkovitim u degradaciji
mikotoksina (Kabak, 2010).
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