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Mikotoksini atlatoksini | okratoksini - prijetnja
sigurnosti tradicionalnih mesnih proizvoda
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Sazetak

Tijekom dugotrajnog zrenja povrsinu trajnih tradicionalnih mesnih proizvoda (TMP) uobicajeno
obrastaju plijesni. Medu njima, toksikotvorne vrste produciraju sekundarne metabolite mikotoksine, koji
imaju izrazite Stetne posljedice po zdravlje ljudi i Zivotinja. Aflatoksini i okratoksini imaju dokazane karcino-
gene i mutagene ucinke u organizmu, a njihova pojavnost u TMP najcesce je posljedica prekomjernog rasta
povrsinske plijesni. Osim ovim izravnim putem, mikotoksini u TMP mogu biti prisutni i neizravno, putem
kontaminirane sto¢ne hrane, ¢ija uporaba na farmskim Zivotinjama rezultira prijenosom (carry-over efektom)
u finalne mesne proizvode. Zbog ucestalosti kontaminacije vazan je razvoj potvrdnih analitickih metoda
za detekciju mikotoksina te primjena metoda za identifikaciju povrsinskih plijesni. Kako bi se sprijecila
kontaminacija TMP i mogucdi Stetni ucinci po zdravlje potro$aca, potrebno je poduzeti sve preventivne radnje
i provoditi sustavnu kontrolu ovih kontaminanata. Ovaj rad daje pregled svojstava aflatoksina i okratoksina
kao mikotoksina od najveceg znacaja za pojavnost u mesnim proizvodima, plijesni koje ih produciraju te
metoda detekcije, prevencije i redukcije kontaminacije TMP.

Kljuéne rijeci: tradicionalni mesni proizvodi, mikotoksini, plijesni, toksi¢nost, prevencija, redukcija

Uvod
Mikotoksini su sekundarni metaboliti razli¢itih prehrambenih proizvoda namijenjenih

plijesni koji mogu izazvati akutne i kronicne
toksi¢ne ucinke u ljudi i Zivotinja. Predstavljaju
kemijske spojeve koji se medusobno razlikuju
po vrsti plijesni koja ih proizvodi, kemijskoj
strukturi, mehanizmu djelovanja i toksi¢no-
sti. Posebno je zabrinjavajuée Sto se razli¢ite
vrste mikotoksina pronalazi u velikom broju

ljudskoj konzumaciji, a pritom njihov glavni izvor
predstavljaju Zitarice i proizvodi na bazi Zitarica te
proizvodi Zivotinjskog podrijetla (CAST, 2003.). Miko-
toksini su stabilni i u pravilu otporni na povisenu
temperaturu, a njihova biosinteza ovisi o vrsti
toksikotvorne plijesni, klimatskim i okolisSnim
uvjetima te fizikalno-kemijskim ¢imbenicima,
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ukljucujuci temperaturu (T =-5-60 °C), sadrzaj
vode u namirnici (w = 13 %), aktivitet vode (a >
0,65), kiselost (pH = 3 - 9) te koncentraciju plino-
va u atmosferi i sastav namirnice (Pleadin i sur.,
2018.a).

Toksi¢ni ucinci mikotoksina na zdravlje
ljudi i Zivotinja nazivaju se mikotoksikoze, a
njihovo djelovanje ovisi o toksi¢nosti mikotoksina,
opsegu izloZenosti, dobi i fizickom stanju orga-
nizma te mogucim sinergistickim ucincima vise
razlicitih mikotoksina ili s drugim toksinima u
organizmu (Richard, 2007.). Mikotoksikoze su
najcesce uzrokovane konzumiranjem hrane
kontaminirane mikotoksinima, a u manjoj mjeri
mogu se javiti i nakon udisanja ili njihova unosa
preko koze u organizam (IARC, 1993.). Primarno
se pojavljuju u zemljama loseg socijalno-ekonomskog
stanja i poljoprivredno-veterinarskog standarda
i to u svim fazama proizvodnje hrane i hrane za
zivotinje. Bolesti koje mikotoksini mogu izazvati
kod ljudi mogu biti posljedica njihovog hepa-
totoksicnog, nefrotoksicnog, karcinogenog,
dermonekroti¢nog, neurotoksi¢nog i imunosu-
presijskog djelovanja, a neki djeluju i teratogeno
i genotoksi¢no (Hussein i Brasel, 2001.).

Literaturni podaci pokazuju da unosu
mikotoksina u organizam potrosaca, osim
hrane biljnog podrijetla, pridonose i proizvodi
Zivotinjskog podrijetla, primarno meso i mesni
proizvodi. Kontaminacija ovih proizvoda moze
biti posljedica neizravnog prijenosa miko-
toksina od domacdih Zivotinja koje se koriste za
proizvodnju hrane zivotinjskog podrijetla, izlozenih
kontaminiranim krmivima i krmnim smjesama
(carry-over efekt), ali i mjesavinama zacina koje
se koriste u njihovoj proizvodnji te izravnog, kao
posljedica produkcije plijesni koje pod odredenim
uvjetima mikotoksine produciraju na povrsini trajnih
suhomesnatih proizvoda i fermentiranih ko-
basica (Comi i sur., 2004.; Bertuzzi i sur., 2013.;
Pleadin i sur., 2013.; Persi i sur., 2014.). Medu
mikotoksinima, aflatoksin B, (AFB)) i okratoksin
A (OTA) opcenito imaju najvedi javnozdravstveni
znacaj. AFB, je najpotentniji karcinogen jetre u
sisavaca te je klasificiran od strane Medunarodne
agencije za istrazivanje raka (IARC) u grupu 1,
dokazanih ljudskih karcinogena (IARC, 2002.),
dok OTA pripada skupini 2B, mogucih ljudskih
karcinogena (IARC, 1993.).

Standardizacija kvalitete i sigurnost
tradicionalnih mesnih proizvoda (TMP) zahti-
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jevaju daljnja istrazivanja potencijalnih izvora
kontaminacije, narocito zato sto je konzumacija
ove vrste proizvoda svakim danom sve znaca-
jnija, buduci opcenito predstavljaju nutritivno
bogate proizvode. Tijekom procesa zrenja,
povrsinu trajnih TMP obrastaju plijesni Cije su
spore najceSée podrijetlom iz okolisa u kojem
su smjestene komore za zrenje, a intenzitetu
obrastanja proizvoda povrsinskim plijesnima
doprinosi dugotrajnost procesa zrenja te Cesto
nekontrolirani uvjeti proizvodnje na poljoprivrednim
gospodarstvima. Ovaj rad daje pregled svojstava
i pojavnosti aflatoksina i okratoksina kao miko-
toksina od najveceg znacaja za kontaminaciju
mesnih proizvoda, plijesni kao njihovih produce-
nata te metoda detekcije, prevencije i redukcije
njihove kontaminacije.

Svojstva, sinteza | metabolizam

Aflatoksini

Aflatoksini mogu kontaminirati razlicite
vrste hrane i hrane za zivotinje, uzrokujuci oz-
biljan ekonomski i zdravstveni problem diljem
svijeta. Predstavnici ove skupine su aflatoksin B,
(AFB,), aflatoksin B2 (AFB,), aflatoksin G, (AFG,)
i aflatoksin G, (AFG,), medu kojima je najzas-
tupljeniji i najtoksicniji AFB . Osim navedenih,
znacajni su i aflatoksin M_ (AFM,) i aflatoksin M,
(AFM,), ali je njihova pojavnost u hrani vezana
isklju¢ivo za mlijeko i mlijec¢ne proizvode. Afla-
toksini su slabo topljivi u vodi, polarnim organskim
otapalima, poput metanola i kloroforma te u
dimetil sulfoksidu, a netopljivi su u nepolarnim
otapalima. Nestabilni su pri pH vrijednostima
manjim od 3 i ve¢im od 10. Pojavnost aflatoksina
uglavnom se povezuje sa suptropskim i tropskim
regijama, a brzina i stupanj onecis¢enja ovise o
razlic¢itim ¢cimbenicima, kao $to su temperatura,
vlaga, aktivitet vode, fizicko oStecenje supstrata
i ostali uvjeti skladistenja (EFSA, 2007.). Produci-
rajuih pretezno plijesniiz roda Aspergillus (tablica
1) (Vargaisur., 2015.).

U tijelu se AFB, biotransformira pomocu
CYP (citokrom) enzima do razlic¢itih metabolita
od kojih je AFB -egzo-8,9-epoksid (AFBO) osobito
aktivan te se veze na biomolekule u tijelu (DNA,
RNA). Biotransformacija aflatoksina uglavnom
se odvija u jetri, no moguca je i u bubrezima te
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Tablica 1. Aspergillus vrste koje u optimalnim uvjetima produciraju aflatoksine (Varga i sur., 2015.)
Table 1 Aspergillus species that produce aflatoxins in optimal conditions (Varga et al., 2015)

ROD/GENUS SEKCLJA/SECTION ~ VRSTA/SPECIES VRSTA AFLATOKSINA/ TYPE OF AFLATOXIN
Aspergillus arachidicola AFB,, AFB,, AFG, AFG,
Aspergillus bombycis AFB,, AFB,, AFG , AFG,
Aspergillus flavus AFB,, AFB,
Aspergillus minisclerotigenes AFB,, AFB,, AFG , AFG,
| Aspergillus nomius AFB,, AFB,, ARG, AFG,
Aspergillus novoparasiticus AFB,, AFB,, AFG,, AFG,
Aspergillus parasiticus AFB,, AFB,, AFG , AFG,
Flavi Aspergillus parvisclerotigenus AFB,, AFB,, AFG,, AFG,
Aspergillus pseudocaelatus AFB,, AFB,, AFG , AFG,
Aspergillus pseudonomius AFB, AFB, AFG,, AFG;
. Aﬁperéiﬂus pseudotamarii AFB]- - .
Aspergillus Aspergillus togoensis AFB,
Aspergillus transmontanensis AFB,, AFB,, AFG , AFG,
Aspergillus mottae AFB,, AFB,, AFG,, AFG,
Aspergillus sergii AFB,, AFB,, AFG , AFG,
S Aspergillus ochraceroseus AFB,, AFB,
Aspergillus rambellii AFB,, AFB,
Aspergillus astellatus AFB,
(=Emericella astellata)
I Aspergi{.’us o!ivi.c?lcr AFB,
(= Emericella olivicola)
Aspergillus venezuelensis AFB,
_ (= Emericella venezuelensis)

AFB1 - aflatoksin B,; AFB, - aflatoksin B,; AFG, - aflatoksin G ; AFG, - aflatoksin G,
AFB1 - aflatoxin B ; AFB, - aflatoxin B,; AFG, - aflatoxin G; AFG, - aflatoxin G,

enterocitima koji imaju velike koli¢ine CYP3A
enzima te metabolizmom smanjuju apsorpciju u
tankom crijevu (Wild i Turner, 2002). Biotransfor-
macija omogucuje produktu iz faze | da se uklopi
u enzimski sustav faze Il, gdje se konjugira s dru-
gom tvari $to rezutira nastankom polarne ili u
vodi topljive tvari koja se moze lako izluditi iz or-
ganizma putem bubrega (Bbosa i sur., 2013). Na-
jvazniji CYP enzimi koji sudjeluju u metabolizmu
aflatoksina su: CYP3A4 - pomocu kojeg nastaje
AFBO, AFP1 (aflatoksin P1) i AFQ1 (aflatoksin Q1)
dok CYP1A2 moze dovesti do stvaranja nekih
egzoepoksida, ali i visokog udjela endoepoksi-
da i AFM1. CYP3A5 moze stvoriti egzoepoksid i
nesto manje AFQl. Kod ljudi, kao i kod drugih
vrsta, vezanje DNA i karcinogenost AFB1 rezultat
je njegove pretvorbe u AFBO pomocu CYP3A4
(IARC, 2012). Poput ostalih kumarina i aflatoksini
slijede poliketidni put biosinteze gdje se acetat
prevodi u poliketid pa antrakinon, ksanton te na
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kraju u molekulu aflatoksina.

Biosintetski put aflatoksina moze se
podijeliti u tri dijela. U prvom dijelu dolazi do
stvaranja osnovnog dijela aflatoksina od acetata
do dekaketida norsolorinske kiseline (NOR), koja
je prvi stabilni metabolit. Drugi dio obuhvaca
transformaciju NOR-a do versikolorina B (VERB),
dok u trecem dijelu dolazi do oblikovanja i
transformacije ogranaka do konacne podjele
aflatoksina na AFB , AFB,, AFG_ i AFG, (Cleveland
i sur., 2009.). Na biosintezu aflatoksina utjecu
mnogi okolisni faktori, a posebno nutritivni
sastav supstrata na kojem plijesan raste. lzvori
ugljika i dusika imaju glavnu ulogu u regulaciji
biosinteze. Jednostavni ugljikohidrati (glukoza,
saharoza, maltoza, galaktoza) poticu biosintezu
aflatoksina za razliku od slozenih ugljikohidrata
(Skrob) ili tvari poput peptona (Yu i sur., 2003.).



Okratoksini

Najtoksi¢niji predstavnik skupine okra-
toksina je okratoksin A (OTA) koji je izoliran iz
plijesni Aspergillus ochraceus i identificiran 1965.
godine u Juznoj Africi (Van der Merwe, 1965.).
Postoji jo$ nekoliko metabolita povezanih s OTA
i to okratoksin B (OTB), okratoksin C (OTC), okra-
toksin a (OTa) i okratoksin R (OTR). Po fizikalno-ke-
mijskim svojsvima OTA je slaba organska kiselina,
bijeli prah kristalini¢ne strukture, s temperaturom
taljenja oko 90 °C. Pod UV svjetlom OTA pokazuje
intenzivnu zelenu fluorescenciju u kiselom medi-
ju te plavu fluorescenciju u alkalnim uvjetima.
U kiselom i neutralnom pH podrucju topljiv
je u organskim otapalima (alkoholi, ketoni,
kloroform), slabo je topljiv u vodi i nije topljiv
u petroleteru. U alkalnim uvjetima topljiv je u
vodenoj otopini natrijevog hidrogen-bikarbo-
nata (El Khoury i Atoui, 2010.; Abrunhosa i sur.,
2010.). OTA produciraju razlic¢ite vrste plijesni
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rodova Aspergillus i Penicillium (tablica 2). U
hladnijim zemljopisnim regijama zastupljene su
uglavnom plijesni iz rodova Penicillium, najcesce
Penicillium verrucosum i Penicillium nordicum,
dok su rodovi Aspergillus, naj¢esce Aspergillus
ochraceus, karakteristi¢ni za toplije regije (Marin
i sur., 2009.; Sonjak i sur., 2011.; Comi i lacumin,
2013.).

Zbog slicnosti s fenilalaninom OTA inhi-
bira biosintezu makromolekula (proteini, DNA,
RNA) i adenozin trifosfata (ATP), povecava lipidnu
peroksidaciju te negativnho utjeCe na metaboli-
zam glukoze i homeostazu kalcija u bioloskom
sustavu (Petrik i sur. 2003.; Marin i sur., 2009.).
OTA se biotransformira enzimima faze | i faze
Il, a u crijevima se hidrolizira u netoksican OTa
koji nastaje cijepanjem peptidne veze (Készegi i
Podr, 2016.). Pokazalo se in vitro da ovu hidrolizu
mogu potaknuti karboksipeptidaza A, tripsin,
kimotripsin i katepsin C (Ringot i sur., 2006.). U

Tablica 2. Plijesni producenti okratoksina A (Moss, 2002.; Abrunhosa i sur., 2010.; El Khoury i Atoui, 2010.)
Table 2 Moulds producers of ochratoxin A (Moss, 2002; Abrunhosa et al., 2010; El Khoury and Atoui, 2010)

ROD/GENUS SEKCLJA/SECTION VRSTA/SPECIES
Aspergillus Circumdati Aspergillus cretensis; Aspergillus flocculosus; Aspergillus ochraceus;
Aspergillus pseudoelegans; Aspergillus roseoglobulosus; Aspergillus
sclerotiorum; Aspergillus steynii; Aspergillus sulphureus; Aspergillus
westerdijkiae; Neopetromyces muricatus
Flavi ‘ Aspergillus alliaceus; Petromyces albertensis
Nigri Aspergillus carbonarius; Aspergillus lacticoffeatus; Aspergillus niger;
Aspergillus sclerotioniger; Aspergillus citricus; Aspergillus fonsecaeus
Penicillium ‘ Viridicata Penicillium nordicum; Penicillium verrucosum

jetri OTA metabolizira u nekoliko manjih metabolita
poput 4(R)-, 4(S)-hidroksiokratoksin i 10 hidroksio-
kratoksin A (Marin i sur., 2009.).

Za razliku od ostalih vaznih mikotoksina,
nije poznato mnogo o biosintetskom putu OTA
u bilo kojoj vrsti plijesni. Neki eksperimenti
su pokazali da je dihidroizokumarinski dio
molekule formiran iz acetata i malonata preko
puta poliketidne sinteze dok fenilalaninski dio
potje¢e od puta Sikiminske kiseline (Ringot i
sur., 2006.; El Khoury i Atoui, 2010.). Prvi korak
u sintezi izokumarinskog poliketida sastoji se od
kondenzacije jedne acetatne jedinice (acetil-CoA)
do cetiri jedinice malonata. Taj korak zahtjeva
aktivhost enzima poliketid-sintaze koji se
smatra klju¢nim enzimom u biosintezi OTA. Gen

koji kodira poliketid-sintazu razlikuje se izmedu
Penicillium i Aspergillus vrsta. Naime, Aspergillus
ochraceus ima gen za poliketid-sintaze koji
se eksprimira samo u optimalnim uvjetima za
sintezu OTA i samo tijekom ranog stadija sinteze
mikotoksina. Jednom formiran, poliketidni se
lanac modificira stvaranjem laktonskog prstena
(sinteza meleina) i dodavanjem karboksilne
skupine koja potjece od S-metilmetionina ili
natrij formata (sinteza OTR). Nakon toga, atom
klora ugraduje se djelovanjem kloroperoksidaze
(sinteza OTa). Sintetaza katalizira povezivanje
OTa i fenilalanina pri ¢emu dolazi do sinteze OTA
(Ringot i sur., 2006.).
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Pojavnost mikotoksina u mesnim proizvodima

Na povrsini TMP-a AFB, najCeSce produ-
ciraju plijesni iz roda Aspergillus i to Aspergillus
flavus i Aspergillus parasiticus, a OTA razlicite
vrste plijesni iz rodova Aspergillus i Penicillium
(lacumin i sur., 2009.; Duarte i sur., 2010.; lacumin
i sur., 2011.). Utvrdeno je da OTA predstavlja
dominantni kontaminant mesnih proizvoda,
dok se AFB, pojavljuje s manjom ucestaloscu i u
manjim koncentracijama. Brojna istrazivanja su
pokazala da povrsinske plijesni pod odredenim
uvjetima proizvodnje i to temperature, pH
vrijednosti, aktiviteta vode, ostecenja ovitka,
prisutnostiili neprisutnosti koze (prsuti) ili pukotina,
kao i pohrane te nedostatnog pranja i Cetkanja
povrsine TMP, odnosno nekontroliranog rasta
plijesni, produciraju upravo ove mikotoksine
(lacumin i sur., 2009.; Asefa i sur., 2011.; Rodri-
guezisur., 2012.; Rodriguez i sur., 2015.).

OTA je u najvedim koncentracijama
prisutan u mesnim proizvodima dobivenih iz
kontaminiranih sirovina kao posljedice prirodne
kontaminacije krmnih smjesa koristenih tije-
kom hranidbe Zivotinja za proizvodnju mesa
(Gareis, 1996.; Gareis i Scheuer 2000.; Pleadin i
sur., 2013.; Persi i sur., 2014.). Raspodjela OTA u
tkivima pokazuje da se njegova koncentracija
smanjuje ovim slijedom: bubreg > pluca > jetra
> slezena > misi¢no tkivo > masno tkivo > srce
> mozak (Bailly i Guerre, 2009.; Pleadin i sur.,
2013.). Najvise OTA stoga sadrze mesni proizvodi
na bazi iznutrica, kao Sto su krvavice, jetrenjace
i pastete (Petzinger i Weidenbach, 2002.; Persi
i sur., 2014.). Dall'Asta i sur. (2010.) i Pleadin i
sur. (2013.) navode dimljene mesne proizvode,
a Pfohl-Leszkowicz i Manderville (2007.) i druge
mesne proizvode u kojima su detektirane znaca-
jne razine OTA upravo kao posljedica neizravne
kontaminacije.

Osim AFB, i OTA, neke vrste plijesni
mogu producirati i druge mikotoksine, kao $to
su citrinin (CIT), ciklopiazoni¢na kiselina (CPA) i
sterigmatocistin (STC), no njihov utjecaj na kvalitetu
i sigurnost mesnih proizvoda te posljedicno i na
ljudsko zdravlje, jo$ uvijek nije dovoljno istrazen
(Bailly i Guerre, 2009.). Dok OTA najvise producira
Aspergillus ochraceus, a CIT Penicillium citrinum,
Penicillium verrucosum proizvodi oba navedena
mikotoksina (Sweeney i Dobson, 1998.), a pozna-
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ta je i zajednic¢ka pojavnost OTA i CIT u razlicitim
vrstama namirnica (EFSA, 2012.; Pleadin i sur.,,
2018.b). STC predstavlja karcinogeni prekursor
AFB, te dijeli svoj put biosinteze s aflatoksinima,
a produciraju ga razliCite vrste plijesni iz roda
Aspergillus, od kojih najvise Aspergillus versicolor
(EFSA, 2013.).

Dosadasnja istrazivanja o mikotoksinima
u TMP iz europskih zemalja usmjerena su najvise
na OTA te AFB,, dok su spoznaje o pojavnosti i
izloZzenosti potrosaca CIT, STC i CPA nedvojbeno
nedostatne, iako su i ovi mikotoksini dokazano
toksicni (EFSA, 2012.; EFSA, 2013.). Ujedno, za
ispitivanje STC i CPA u mesnim proizvodima
nisu razvijene ni dovoljno osjetljive i specificne
analiticke metode, a pojedini autori isticu
mogucu pojavnost upravo tih mikotoksina u TMP
u znacajnim koncentracijama (Bailly i Guerre,
2009.; Alapont i sur., 2014.). Svakako, u TMP
je, osim razine kontaminacije mikotoksinima,
neupitno vazno identificirati i vrstu plijesni koje
ih produciraju te ispitati ¢imbenike utjecaja,
kao $to su klimatski faktori, pri kojima dolazi do
njihove produkcije (Milicevi¢ i sur., 2012.; Plavsic
i sur., 2015.).

Kontaminacija hrvatskin TMP

U istrazivanjima pojavnosti mikotoksina
u mesnim proizvodima s hrvatskog trzista doka-
zana je prisutnost AFB i OTA i to u: Slavonskoj
kobasici (OTA 2,03 - 6,68 pg/kg (Markov i sur.,
2013.; Vuli¢ i sur., 2014.); AFB, < 1 - 1,2 pg/kg
(Markov i sur., 2013.), Slavonskom kulenu (OTA
=0,9 - 5,17 pg/kg (Frece i sur., 2010.; Vuli¢ i sur.,
2014.; Pleadin i sur., 2017.) i AFB = 0,1 - 4,49 pg/
kg (Frece i sur., 2010.; Pleadin i sur., 2015.a).
IstraZivanje pojavnosti ovih mikotoksina, prove-
deno na vecem broju razlicitih vrsta trajnih i
polutrajnih TMP uzorkovanih tijekom razdoblja
2011. - 2014. godine, ukazalo je na pojavnost
OTA u TMP u rasponu od 1,23 pg/kg u Slavonskoj
kobasicido 9,95 ug/kg u Istarskom prsutu, a AFB,
od 1,06 pg/kg u Istarskom prsutu do 1,69 pg/kg
u kuhanoj kobasici (Pleadin i sur., 2015.a). Istim
istrazivanjem utvrdena je pojavnost mikotoksi-
na uglavnom u uzorcima nepoznatog podrijetla,
dok uvjeti u kojima su mikotoksini nastali nisu
analizirani.

Takoder, pojavnost mikotoksina i u



hrvatskim TMP mozZe biti posljedica kontaminirane
stocne hrane (carry-over effect) ili zacina koji
se koriste u njihovoj proizvodnji (Pleadin i sur.,
2013; Persi i sur., 2014). Nakon tretmana svinja
hranom koja je sadrzavala OTA tijekom tova,
utvrden je znacajan prijenos ovog mikotoksina iz
hrane za Zivotinje u sirovine uzorkovane od izlo-
zenih zivotinja, primarno u iznutrice, ali i meso
(prveidruge kategorije) te posljedicno i u finalne
mesne proizvode, kao Sto je kulen, domaca
kobasica, panceta i ostale vrste trajnih kobasica
i suhomesnatih proizvoda koji se proizvode na
obiteljskim poljoprivrednim gospodarstvima
u Hrvatskoj. Nakon tretmana svinja dozom od
300 pg OTA/kg stocne hrane tijekom 30 dana,
najveca prosjecna koncentracija OTA odredena
je u krvavicama (14,02+2,75 pg/kg), zatim u
jetrenjacdama (13,77+3,92 pg/kg) te najniza u
pasteti (9,33+2,66 pg/kg). Rezultati su pokazali
da subkronicna izlozenost svinja dovodi do
akumulacije OTA u sirovinama i posljedicno u
mesnim proizvodima, cija razina oneciscenja
izravno ovisi o sadrzaju OTA u sirovinama koje
se koriste za njihovu proizvodnju (Persi i sur.,
2014.).

lako se kontaminacija TMP s AFB, u nasim
dosadasnjim istrazivanjima pokazala zane-
marivom, treba imati na umu da je nedugo u
Hrvatskoj odredena izrazito visoka kontaminaci-
ja kukuruza i krmnih smjesa upravo ovim miko-
toksinom (Pleadin i sur., 2014.b.), Sto je moglo
pridonijeti i znacajnoj kontaminaciji mesnih
proizvoda. Medutim, daljnja istrazivanja koja bi
se odnosila na prijenos AFB, u lancu proizvodnje
od hrane za zivotinje do hrvatskih TMP putem
carry-over efekta nisu provedena.

U istrazivanjima  provedenim na
hrvatskim TMP zakljuceno je da je kontaminacija
s AFB, i OTA uglavnom posljedica neadekvatne
kontrole proizvodnje i uvjeta pohrane proizvoda,
ukazujuci na neophodnost prevencije i sustavnog
nadzora te daljnje pracenje uvjeta nastanka ovih
izrazito toksi¢nih mikotoksina. Utvrdeno je da
vanjska ostecenja ovitka dodatno intenziviraju
difuziju mikotoksina u unutrasnjost trajnih
fermentiranih kobasica (Pleadin i sur., 2015.ab.).
Dok u uzorcima Slavonskog kulena s neostecen-
im ovitkom nije utvrdena kontaminacija tijekom
cijelog proizvodnog procesa, u oStecenim
uzorcima AFB_ je detektiran u zavrsnim fazama
zrenja u rasponu od 1,62-4,49 pg/kg (Pleadin i
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sur., 2015.b).

Takoder u ostecenim uzorcima, prosjecna
vrijednost koncentracije OTA utvrdena 180-og
dana proizvodnje kulena bila je 7,92+6,50 pg/kg,
dok je maksimalna utvrdena vrijednost iznosila
17,0 pg/kg (Pleadin i sur., 2017.). Rezultati dobiveni
u oba istrazivanja na Slavonskom kulenu poka-
zali su da ostecenje ovitka moze prouzrociti
kontaminaciju temeljem difuzije ovih mikotoksi-
na s povrsine proizvoda u njegovu unutrasnjost.
Pritom dubina do koje mikotoksini prodiru
u meso i mesne proizvode te ih posljedi¢no
kontaminiraju, ovisi o sposobnosti prodiranja
micelija vrste koja ga producira te sposobnosti
mikotoksina da migrira u odredeni proizvod.
Difuzija mikotoksina u mesne proizvode takoder
ovisi i o kemijskim svojstvima mikotoksina, kao
$to su polaritet i naboj te kemijskim i fizikalnim
svojstvima mesnih proizvoda, kao $to su distri-
bucija vode i masti te pH vrijednost (Serensen i
sur., 2009.).

Mjere prevencije kontaminacije

Najvece dopustene koli¢ine (NDK) u EU za
aflatoksine u hrani, ukljucujuci posebno razinu
AFB, te ukupnu razinu aflatoksina, propisane
su Uredbom Komisije br. 1881/2006 te dodatno
Uredbom Komisije br. 165/2010. Medutim, nave-
dene Uredbe ne propisuju NDK vrijednosti ovih
mikotoksina u mesu i mesnim proizvodima. NDK
za OTA u hrani takoder su definirane Uredbom
1881/2006, medutim, ne propisuje ni NDK za OTA
u mesu i proizvodima od mesa. Ipak, pojedine
zemlje Europske unije, npr. ItalijaiDanska, u okvi-
ru nacionalog zakonodavstva, za ovu skupinu
proizvoda (meso, mesne proizvode i iznutrice)
imaju propisanu NDK vrijednost od 1 pg/kg. U
Hrvatskoj nacionalno zakonodavstvo u ovom
podrucju nije doneseno, ali proizvodaci trebaju
biti svjesni mogucnosti kontaminacije TMP te
trebaju provoditi sustavnu kontrolu mikotoksina
propisanu u okviru svojih HACCP (Hazard Analy-
sis and Critical Control Point) programa. Slanjem
uzoraka u ovlastene laboratorije, koji trebaju
koristiti osjetljive i validirane analiticke metode
za ovakve matrikse, potrebno je ispitati mogucu
pojavnost AFB i OTA u finalnim proizvodima.

Poznato je da tehnoloski postupci pri
proizvodnji TMP, kao Sto su termicka obrada,
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soljenje, susenje i zrenje te skladisStenje, nemaju
znacajan utjecaj na smanjenje koli¢ine ovih
toksina u finalnom proizvodu (Bullerman i
Bianchini, 2007.; Amézqueta i sur., 2009.; Pleadin
i sur., 2014.a.). Kako bi se sprijecila pojavnost
mikotoksina u trajnim TMP kljucni cimbenici
predstavljaju kontrolu i prevenciju rasta toksikot-
vornih plijesni (NUfiez i sur., 2015.; Pleadin i sur.,
2015.c). Rast plijesni opcéenito se moze ucinkovi-
to kontrolirati u mesnim proizvodima tijekom cije
proizvodnje se dodaju konzervansiili se ti proizvo-
di pakiraju u modificiranoj atmosferi. Medutim,
ovi postupci nisu prikladni za trajne TMP, bududi
da je aktivnost plijesni klju¢na za organolepticka
svojstva ovih proizvoda (Andersen, 1995.; Toldra,
1998.; Ockermaniisur.,, 2000.; NUfez isur., 2015.).
Buduci da a, supstrata utjeCe na sposobnost
produkcije mikotoksina od strane plijesni,
moguce je sprijeciti njihovu produkciju kontro-
lom ovog parametra u postupku proizvodnje,
uz podeSavanje temperature susenja i zrenja.
Primjerice, znacajno veéa produkcija mikotoksina
utvrdena je pria 0,99 u usporedbisa 0,97 0,95
(Asefaisur., 2011.).

Plijesni s povrsine proizvoda je potrebno
kontinuirano uklanjati tijekom procesa zrenja,
postupcima cetkanjai pranja, u cilju sprje¢avanja
prekomjerne pljesnivosti povrsine proizvoda
(Serensen i sur., 2008.). Proizvodaci uobicajeno
ispiru polususene mesne proizvode izmedu
procesa susenja i zrenja kako bi uklonili vidljive
kolonije plijesni koje rastu na povrsini (Asefa
i sur, 2011.) buduc¢i da potrosaci uglavhom
radije kupuju proizvode bez povrsinskih plijesni.
Utvrdeno je da je koncentracija OTA na vanjskoj
povrsini (crijevu) trajnih kobasica koje su tretirane
Cetkanjem i pranjem bila manja od granice
detekcije analiticke metode. Uobicajeno je i da
se rizino brasno rasprsi po povrsini zrelih koba-
sica nakon uklanjanja sloja plijesni ¢etkanjem,
pranjem ili pod pritiskom zraka. lacumin i sur.
(2009.) predlazu prvotno cetkanje, a potom pranje
povrsine trajnih kobasica, kako bi se smanjila
koncentracija OTA te na taj nacin eliminirala
potencijalna opasnost za zdravlje potrosaca.

Ujedno, kako bi se sprijecila prekomjerna
pljesnivost povrsine proizvoda tijekom procesa
zrenja, neophodno je osigurati razmak medu
proizvodima kako se proizvodi ne bi dodiriva-
li, a ¢ime se osigurava nesmetano strujanja
zraka. Zrenje proizvoda potrebno je provoditi
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u komorama za zrenje opremljenim bioloskim
mikrofilterima za dovod svjeZeg zraka, povrsine
komore za zrenje neophodno je prethodno (prije
unosa i postupka zrenja) premazati fungicidnim
premazima, a na uzlazu u komoru za zrenje potrebno
je osigurati tlacnu barijeru koja sprjecava ulaz
vanjskog zraka u komoru (Kovacevi¢ i sur., 2014.).
Na seoskim domacinstvima u Hrvatskoj koja
proizvode TMP uglavnom su prisutni nekontrolirani
uvjeti proizvodnje, sto rezultira znacajnim utjeca-
jem vanjskih ¢imbenika na pojavnost povrsinske
plijesni, odnosno uvjetima koji su pogodni za
nastanak toksikotvornih plijesni i kontaminaciju
TMP mikotoksinima.

Metode dekontaminacije

Metode dekontaminacije mikotoksina se
opcenito mogu podijeliti na kemijske, bioloske
i fizikalne. Primjena kemijskih metoda opcenito
je pokazala znacajne nedostatke, kao sto su
gubitak prehrambene vrijednosti, izmijenjena
organolepti¢ka svojstva i nezeljeni uéinci na
proizvod, visoki troskovi opreme i znacajni
prakticni problemi u primjeni ovih metoda.
Jedina metoda koja ima ucinkovitu primjenu u
kontroli rasta plijesni je primjena ozona (0,), koji
je jedan od najsnaznijih dezinficijensa i odobren je
za primjenu izravno kao antimikrobno sredstvo
u prehrambenoj industriji. Njegova primjena
inaktivira rast bakterija, sprjecava nekontrolira-
ni rast plijesni te sprjecava produkciju pojedinih
mikotoksina (Udomkun i sur., 2017.).

BioloSke  metode, temeljene na
kompetitivnoj iskljucenosti netoksikotvornih
sojeva plijesni, pokazale su se kao obecavajuci
pristup u redukciji mikotoksina (Udomkun i sur.,
2017.). Medu bioloskim metodama, biokontrola
toksikotvornih plijesni pomocu antagonistickih
mikroorganizama alternativa je kemijskim
i fizikalnim metodama (Nufez i sur.,, 2015.).
Upotreba autohtonih kvasaca i netoksikotvornih
plijesni kao bioprezervirajucih sredstava u
trajnim mesnim proizvodima pokazala se vrijed-
nom strategijom za sprecavanje rasta plijesni
producenata OTA (Bernaldezisur.,2013.;Andrade
i sur., 2014.; Simoncini i sur., 2014.). Primjerice, na
priutu je postignuta inhibicija rasta toksikotvornih
plijesni pomocu Debaryomyces hansenii uz
upotrebu natrijevog klorida (Schmidt-Heydt i



sur., 2011.), pri ¢emu je smanjen njihov rast za 65
% (Andrade i sur., 2014.). Bernaldez i sur. (2013.),
a primjenom Penicillium nalgiovense i Penicillium
verrucosum na kobasicama uocili smanjenje
produkcije OTA za 49 do 75 %.

Na wuzorcima kontaminiranim s OTA
provedena su i istrazivanja redukcije ovog
mikotoksina fizikalnim metodama primjenjivim
u domacinstvu (kuhanje, pecenje) (Pleadin i sur.,
2014.2). Provedena istraZivanja rezultirala su
uglavnom niskim stupnjem redukcije OTA (20-30
%), Sto pokazuje da primjena razlicitih termickih
metoda ne daje visoku ucinkovitost redukcije te
da je stoga narocito potrebno osigurati preven-
tivne mjere s ciljem sprjeCavanja kontaminacije.
Naime, OTA predstavlja stabilnu molekulu, otpornu
na visoke temperature te se odrzava tijekom
vecine faza obrade hrane, kao sto je kljucanje,
kuhanje, przenje, fermentacija, izmedu ostalih,
C¢ime se znacCajno povecava rizik od pojavnosti
ovog mikotoksina u finalnim mesnim proizvodima
(Pleadin i sur., 2014.a; Domijan i sur., 2015.).

Gama zracenje (y) se smatra ucinkovitom
fizikalnom metodom redukcije, buduci da uspjesno
uniStava mikroorganizme koji negativno utjecu na
kvalitetu hrane u smislu nutritivnih i senzorskih
svojstava. y-zracenje je metoda koja djeluje
na nacin da osStecuje DNA mikrobnih stanica
(Domijan i sur., 2015.; Udomkun i sur., 2017.).
Dodatni ucinak y-zracenja je interakcija energije
s vodom i molekulama prisutnim u supstratima
ili hrani, stvarajuci slobodne radikale i ione koji
napadaju DNK mikroorganizama. Ucinkovitost
y-zracenja po pitanju redukcije mikotoksina ovisi
o mnogim cimbenicima, kao $to su broj i vrsta
rodova plijesni, doza, sastav hrane i vlaznost
zraka (Udomkun i sur., 2017.). Medutim, prove-
den je vrlo mali broj istrazivanja o njegovom
utjecaju na koncentracije mikotoksina u mesnim
proizvodima, a i rezultati tih svega nekoliko
istrazivanja su uglavnom kontradiktorni. Dok su
neke studije pokazale da y-zracenje moze smanji-
ti razinu OTA, cak i ako se primjenjuju niske doze
zracenja, pojedina istrazivanja su pokazala da se
smanjenje kolicine OTA u mesnim proizvodima,
iako ne znacajno (22,5 %), moze postié¢i samo pri
vecim dozama zracenja (10 kGy) (Domijan i sur.,
2015.).
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Lakljutak

Osim prijenosom putem kontaminirane stocne
hrane do finalnih proizvoda, pojavnost mikotoksina
aflatoksina i okratoksina u TMP najcesce je
posljedica produkcije povrsSinskih plijesni. Zbog
utvrdene moguce kontaminacije vazan je daljnji
razvoj potvrdnih analitickih metoda te primjena
tradicionalnih i molekularnih metoda u identi-
fikaciji povrsinskih plijesni. Kako bi se sprijecili
moguci Stetni ucinci po zdravlje potrosaca, tije-
kom proizvodnje i skladiStenja TMP, primarno
tijekom faze zrenja, potrebno je poduzeti sve
preventivne radnje u cilju sprjecavanja kontami-
nacije te provoditi sustavnu kontrolu pojavnosti.
Daljnja istrazivanja trebaju obuhvatiti razlicite
c¢imbenike utjecaja na pojavnost mikotoksina
u TMP, kao Sto su proizvodni uvjeti na seoskim
domacdinstvima te klimatski ¢imbenici proizvodnog
podrudja. IstraZivanjima treba obuhvatiti i ostale
neistrazene mikotoksine, kao sto su CIT, STC
i CPA, za koje literaturni podaci navode da je
njihova pojavnost u TMP moguca i u visokim
koncentracijama.
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SCIENTIFIC AND PROFESSIONAL SECTION

Mycotoxins aflatoxing and ochratoxins - a threat
to the safety of traditional meat products

Abstract

During long-lasting ripening, the surface of dry traditional meat products (TMP) is usually ow-
ergrown by moulds. Among them, toxicogenic species produce mycotoxins as secondary metabolites,
which have significant adverse effects on human and animal health. Aflatoxins and ochratoxins have
proven carcinogenic and mutagenic effects in the body, and their occurrence in TMP is the most common
consequence of overexpression of surface moulds. In addition to this direct route, mycotoxins in TMP
may also be present indirectly through contaminated animal feed, whose use in farm animals results in
carry-over effects in final meat products. Due to the frequency of contamination, development of confir-
matory analytical methods for mycotoxin detection and the application of surface moulds identification
methods is important. To prevent TMP contamination and possible adverse effects on consumer health,
all preventive actions should be taken and systematic control of these contaminants should be under-
taken. This paper gives an overview of the properties of aflatoxins and ochratoxins as mycotoxins of the
greatestimportance for the occurrence of meat products, the moulds which produce tham and the meth-
ods of detection, prevention and reduction of TMP contamination.

Key words: traditional meat products, mycotoxins, moulds, toxicity, prevention, reduction

Mykotoxine Aflatoxine und Ochratoxine - eine Gefahr
fiir die Sicherheit traditioneller Fleischprodukte

Lusammenfassung

Wahrend einer langen Reifung wird die Oberflache traditioneller Dauerfleischprodukte (TMP) nor-
malerweise durch Schimmelpilze befallen. Unter ihnen produzieren toxikogenetische Spezies Mykotox-
ine als Sekundarmetabolite, die sich sehr nachteilig auf die Gesundheit von Mensch und Tier auswirken.
Aflatoxine und Ochratoxine haben im Korper nachweislich karzinogene und mutagene Wirkungen; ihr
Auftreten in Dauerfleischprodukten ergibt sich am haufigsten aus einem tubermafigen Wachstum von
Schimmelpilzen. Neben diesem direkten Weg konnen Mykotoxine in Dauerfleischprodukten auch indi-
rekt durch kontaminierte Futtermittel vorhanden sein, deren Verwendung bei Nutztieren zu Verschlep-
pungseffekten in Fleischerzeugnissen flihrt. Aufgrund der Haufigkeit der Kontamination sind die En-
twicklung von Analyseverfahren zum Nachweis von Mykotoxinen und die Anwendung von Methoden zur
|dentifizierung von Oberflachenschimmel von grofRer Bedeutung. Um eine Fleischkontamination und
mogliche nachteilige Auswirkungen auf die Gesundheit der Verbraucher zu verhindern, sollten alle vor-
beugenden Malinahmen ergriffen und eine systematische Kontrolle dieser Kontaminanten vorgenom-
men werden. Diese Arbeit gibt einen Uberblick iber die Eigenschaften von Aflatoxinen und Ochratoxinen,
die als Mykotoxine von grofAter Bedeutung flr das Auftreten in Fleischprodukten sind, die Schimmelpilze,
die diese produzieren, sowie die Methoden zum Nachweis, zur Verhinderung und Verringerung der Kon-
tamination von Dauerfleischprodukten.

Schlisselworter: traditionelle Fleischprodukte, Mykotoxine, Schimmel, Toxizitat, Vorbeugung, Reduktion
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Micotoxinas aflatoxinas y ocratoxinas - |a amenaza para la seguridad
de los productos cdrnicos tradicionales

Resumen

Durante la larga maduracion, la superficie de los productos carnicos tradicionales crudo-cura-
dos (PCT) normalmente esta cubierto de molde. Entre ellos, los tipos de molde toxicogénicos producen
las micotoxinas como metabolitos secundarios, los cuales tienen efectos sumamente adversos sobre la
salud humana y animal. Las aflatoxinas y ocratoxinas tienen efectos carcinogénicos y mutagénicos en
el organismo comprobados su manifestacién en los PCT en general es la consecuencia del crecimiento
excesivo del molde sobre la superficie. Ademas de esta manera directa, las micotoxinas pueden aparecer
en PCT indirectamente a través del pienso contaminado usado para los animales de granja y a través
del efecto residual (carry-over effect) en los productos carnicos finales. Debido a la frecuencia de la con-
taminacion es importante desarrollar los métodos analiticos confirmatorios para la deteccion de las mi-
cotoxinas, y la aplicacién de los métodos de identificacion de los moldes en la superficie. Para evitar la
contaminacion de los PCT y posibles efectos nocivos sobre la salud de los consumidores, es necesario
tomar medidas de prevenciény llevar a cabo un control sistematico de estos contaminantes. Este trabajo
da un resumen de las propiedades de las aflatoxinas y ocratoxinas como tipos de micotoxinas de mayor
importancia para la manifestacion en los productos carnicos, de los moldes que les producen y de los
métodos de deteccion, de prevencion y de reduccion de la contaminacion de los PCT.

Palabras claves: productos carnicos tradicionales, micotoxinas, molde, toxicidad, prevencion, reduccién

Micotossine aflatossine e ocratossing - una minaccia alla sicurezza
dei tradizionali prodotti a base di carne

Riassunto

Nel corso del lungo processo di stagionatura, la superficie dei tradizionali prodotti secchi a base
dicarne (TPC) viene solitamente ricoperta di muffa. Tra esse, le specie tassicogene producono metaboliti
secondari delle micotossine che hanno conseguenze estremamente nocive per la salute dell'uomo e degli
animali. Le aflatossine e le ocratossine hanno comprovati effetti cancerogeni e mutageni nell’organismo,
e la loro presenza nei TPC ¢ il piu delle volte conseguenza dell’eccessiva crescita delle muffe superficiali.
Oltre che direttamente, le micotossine possono essere presenti nei TPC anche indirettamente, mediante
il mangime contaminato assunto degli animali, il cui impiego in zootecnia comporta la trasmissione (ef-
fetto carry-over) nei prodotti finali a base di carne. A causa della frequenza delle contaminazioni, € im-
portante lo sviluppo dei metodi analitici di conferma per la rilevazione delle micotossine e l'applicazione
del metodo per l'identificazione delle muffe superficiali. Per prevenire la contaminazione dei TPC e i pos-
sibili effetti nocivi per la salute del consumatore, & necessario adottate tutte le misure preventive e ese-
guire un controllo sistematico di questi agenti contaminanti. Questo studio da un quadro delle proprieta
delle aflatossine e delle ocratossine quali micotossine di maggior rilievo per la loro presenza nei prodotti
a base di carne, delle muffe che le producono e dei metodi di rilevazione, prevenzione e riduzione della
contaminazione dei TPC.

Parole chiave: tradizionali prodotti a base di carne, micotossine, muffe, tossicita, prevenzione, riduzione
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