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1 UVOD

1.1 PLIJESNI

Plijesni su velika skupina mikroskopskih gljivica ¢ije je tijelo gradeno od gustog sustava
cjevastih stanica bez klorofila, hifa, koje su nitaste grade i obi¢no bezbojne. Isprepletene niti
hifa tvore micelij koji se kao paucCinasta, prasnjava prevlaka rasprostire po podlozi.
Razmnozavaju se ve¢inom pomocu spora, iako Se mogu razmnozavati i vegetativno, gdje nove

kolonije nastaju od fragmenata hifa (Ozegovi¢ i Pepeljnjak, 1995).

Plijesni imaju vazan gospodarski znacaj za Covjeka, neke se koriste u proizvodnji
antibiotika i u prehrambenoj industriji, primjerice u proizvodnji sira ili odredenih fermentiranih
suhomesnatih proizvoda. Medutim, veé¢inom plijesni uzrokuju Stete u gospodarstvu. Danas je
poznato oko 100 000 vrsta plijesni. Od njih, vise od 400 vrsta se smatra toksi¢nima, a za 5% je
poznato da proizvode toksi¢ne tvari, koje se nazivaju mikotoksinima, a koje imaju nezeljen

ucinak kako na Zivotinje tako i na ¢ovjeka (Oliveira i sur., 2013).

Prema Organizaciji za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda (FAO, engl. Food and
Agriculture Organisation of the United Nations), pretpostavlja se da je 25% usjeva diljem
svijeta kontaminirano plijesnima i, posljedi¢no, mikotoksinima te se gubitci mjere u
milijardama dolara (Igbal i sur., 2013). Plijesni su klasificirane kao drugi po Stetnosti uzro¢nik
propadanja proizvoda tijekom skladistenja, odmah nakon insekata i drugih steto¢ina (CAST,
1989). Ekonomski gubitci nastaju zbog smanjenog uroda, zbog smanjene kvalitete proizvoda
ili oSte¢enja proizvoda. Tako je u nekim saveznim drzavama SAD-a procijenjen gubitak od 100
milijuna dolara, do ukupno 1,6 milijardi dolara zbog kontaminacije plijesnima i mikotoksinima.
Africka poljoprivreda pretrpi godiSnje gubitke od 670 milijardi dolara zbog internacionalnih

barijera i zabrana u trgovanju aflatoksinima kontaminirane hrane (Oliveira i sur., 2013).

Plijesni, s obzirom na vrijeme kontaminacije na biljkama i plodovima jesu: plijesni s polja,
plijesni u skladistima i plijesni uznapredovalog kvarenja. Plijesni polja su rodovi Alternaria,
Helminthosporium, Cladosporium, Fusarium, rodovi plijesni u skladistima su Penicillium i
Aspergillus, dok su plijesni uznapredovalog kvarenja iz rodova Papulospora, Sordaria, Mucor,

Chaetomium i Rhisopus (Ozegovi¢ i Pepeljnjak, 1995).

Najvazniji parametri koji utjeCu na rast plijesni su: voda i relativna vlaznost zraka,

temperatura za vrijeme rasta biljke i tijekom uskladiStenja plodova te oStec¢enje zrna (kKukci i
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mehanicka ostecenja uzrokovana nac¢inom prikupljanja i manipulacijom urodom) (Ozegovi¢ i
vode (aw) zrna. Plijesni uglavnom rastu u temperaturnom rasponu 10-40 °C i kod aw vrijednosti
iznad 0,7. Minimalne aw vrijednosti Cestih mikotoksinogenih plijesni ipak mogu varirati.
Primjerice Aspergillus flavus raste u aw rasponu od 0,78-0,8; A. fumigatus 0,85-0,94; A.
parasiticus 0,78-0,82; Fusarium spp. 0,85-0,87, a Penicillium chrysogenum 0,78-0,81 (Bhat i
sur., 2010).

1.2 MIKOTOKSINI

Mikotoksini su toksi¢ni, sekundarni metaboliti plijesni za koje se smatra da nemaju ulogu
u rastu i razvoju plijesni, nego im sluze kao obrana od drugih mikroorganizama (Pitt, 2000).

Kemijska struktura mikotoksina je vrlo razli¢ita, a njihova masa je u rasponu od 50 do 500 Da.

Bolesti koje uzrokuju mikotoksini nazivaju se mikotoksikoze. Mikotoksikoze su, dakle,
alimentarna trovanja ljudi i Zivotinja toksi¢nim proizvodima plijesni (mikotoksinima) ¢ija
tezina ovisi o toksi¢nosti samog mikotoksina, trajanju izloZenosti, dobi, spolu te dosta slabo
razjaSnjenim sinergistickim efektima koji ukljucuju genetske predispozicije i interakcije s
ostalim toksi¢nim tvarima. Tako lo§ vitaminski status, malnutricija, ekscesivno uzimanje
alkohola te trenutne infekcije, mogu biti ¢imbenici koji utjeCu na tezinu klinicke slike
mikotoksikoze. Isto tako, mikotoksikoze mogu povecati osjetljivost na mikrobne infekcije,
pogorsati posljedice malnutricije ili sinergisticki djelovati s drugim toksinima (Bennet i Klich,
2003).

Od 1960ih godina do sada, otkriveno je oko 400 razli¢itih mikotoksina. U ljudi i Zivotinja
mikotoksini mogu imati akutnu ili kroni¢nu toksicnost. Kroni¢na toksi¢nost moZe se
manifestirati kao karcinogeni, mutageni i teratogeni ucinak. Sa zdravstvene strane, vazni
mikotoksini koji se mogu nalaziti u hrani su: aflatoksini, okratoksini, trihoteceni, fumonizini,
zeralenon (Bhat i sur., 2010). Sa akutnim mikotoksikozama povezuju se aflatoksini, fumonizini
i ergot alkaloidi, kako u ¢ovjeka, tako i kod stoke. Kako su mikotoksini generalno dosta male
molekule (do 500 Da) one ne aktiviraju imunoloski sustav te je ljudski organizam trajno

nezas$ti¢en od mikotoksina (Pitt, 2000).

Mikotoksikoze, narocito akutne, ¢eS¢e SU u veterinarskoj praksi zbog toga Sto se Zivotinje

u uzgoju hrane krmivom koje je biljnog podrijetla, a kontaminirano je mikotoksinima. Dok



zivotinje direktno obole, uzimajuci takvu, onecis¢enu hranu, ljudi obole indirektno hraneci se

proizvodima zivotinja koji sadrze mikotoksine (mlijeko, meso, jaja).

Mikotoksikoze se odlikuju sljede¢im znaCajkama:

nekontagiozna$céu (ne prenose se na ljude i Zivotinje)

uvijek su u vezi s hranom

ne lijece se antibioticima

e sli¢ne su avitaminozama (OZegovic i1 Pepeljnjak, 1995).

1.2.1 Aflatoksini

Aflatoksini su visoko toksi¢ni, teratogeni, mutageni i kancerogeni spojevi
difuranokumarinske strukture koje proizvodi nekoliko vrsta Aspergillus plijesni poliketidnim
metabolickim putem. Najznacajnije plijesni koje proizvode aflatoksine su A. flavus i A.
parasiticus (Bennet i Klich, 2003).

Aflatoksini, kao sekundarni metaboliti Aspergillus spp., su veoma ¢esta pojava U tropskim
i subtropskim regijama gdje su temperatura i vlaga zraka optimalni za rast plijesni i produkciju
toksina. Iako, plijesni koje proizvode aflatoksine pokazuju veoma velike varijacije u podrucju
zivotnih uvjeta za rast i produkciju aflatoksina. Primjerice, minimalna temperatura na kojoj
raste A. parasiticus je 6-8 °C, dok je maksimalni raspon 44-66 °C, s optimalnim rasponom 25-
35 °C. A. flavus pak proizvodi aflatoksine u rasponu od 12-42 °C, a optimalni raspon je 28-30
°C (Bhat i sur., 2010). A flavus i A. parasiticus pokazuju narocit afinitet prema oraSastim
plodovima (narocito kikiriki) i uljaricama. Stoga su tri najznacajnija usjeva na kojima nalazimo

aflatoksine zitarice, kikiriki i sjemenke pamuka (Pitt, 2000).

Do sada je identificirano 18 tipova aflatoksina. Oni vazniji ukljuéuju aflatoksin B1, B2, G1,
G2i M1. Plijesan A. flavus uglavnom proizvodi aflatoksin B1 i B2, dok A. parasiticus proizvodi
aflatoksin B1, B2, G1, G2, ¢ija se imena, uzgred, temelje na fluorescenciji aflatoksina pod
plavim (Blue) ili zelenim (Green) svjetlom i njihovoj relativnoj mobilnosti na tankoslojnom
kromatogramu (brojevi 1 ili 2 u nazivu) (Bennet i Klich, 2003). Od tih 18 vrsta aflatoksina
Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC, engl. International Agency for Research on
Cancer) je 1987. godine klasificirala (a potom i potvrdila 2002 godine) 4 aflatoksina (aflatoksin
Bl, B2, G1, G2) u Grupu 1 karcinogena, dok je aflatoksin M1 klasificiran kao moguci
karcinogen u ljudi (Grupa 2B) (IARC, 2002).



Trenutne procjene govore da ¢ovjek dnevno unese izmedu 0 i 30 000 ng/kg/d aflatoksina, a
prosjecni unos je 10-200 ng/kg/d (Bhat i sur., 2010). Mlijeko i mlije¢ni proizvodi kontaminirani
aflatoksinima su ozbiljan problem i briga za javno zdravlje, ponajvise zbog toga Sto mlijeko
konzumiraju najrizi¢nije skupine, a to su novorodencad i djeca koja su osjetljivija na negativne

utjecaje okoline od odraslih, pa tako i na aflatoksine.

Za razliku od spomenutih aflatoksina B1, B2, G1, G2, djeca su najizloZenija aflatoksinu
M1, putem mlijeka. Nakon $to mlije¢ne krave konzumiraju hranu kontaminiranu aflatoksinima,
aflatoksin B1 prolazi reakcije biotransformacije u jetri, te prelazi u hidroksilirani oblik,
aflatoksin M1 (Slika 1). Otkriveno je da se izmedu 0,14% i 0,95% unesenog aflatoksina
metabolizira i izlu¢i u mlijeko u obliku aflatoksina M1, s time da taj postotak varira ovisno o
zdravlju zivotinje, stupnju mlijecnosti, hranidbi i metabolizmu same Zivotinje (Bhat i sur.,

2010).

o 0 ™~ OcH,

AFLATOKSIN B,

AFLATOKSIN M,

Slika 1. Hidroksilacija aflatoksina B:1 u organizmu krave (Prilagodeno prema OzZegovi¢ i Pepeljanjak,
1995)

Koncentracija aflatoksina M1 izlu¢enog u mlijeku izrazena na kilogram mlijeka, s obzirom na

uzetu koli¢inu aflatoksina B1 moze se izraziti formulom:
aflatoksin M1 (ng/kg mlijeka) = 1,19 aflatoksin B1 (pg/dan) + 1,9

To znadi da se ne bi prekoracila ukupna tolerirana koli¢ina aflatoksina M1 u mlijeku, tj. manje
od 0,05ug/kg koliko je propisano Pravilnikom o najve¢im dopuStenim koli¢inama odredenih
kontaminanata u hrani (Narodne novine, broj 146/12), u ishrani stada koncentracija aflatoksina

B1 u krmivu ne smije prijeéi koli¢inu od 40 pg/dan (OZegovi¢ 1 Pepeljnjak, 1995).

Prema FAO i Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO, engl. World Health

Organisation), maksimalna dozvoljena koli¢ina aflatoksina u hrani za ljude iznosi 15 pg/kg za



ukupne aflatoksine te 5 ng/kg za aflatoksin B1, dok je u mlije¢nim proizvodima maksimalna
dozvoljena koli¢ina aflatoksina M1 0,5 pg/kg. Europska unija takoder je definirala maksimalne
prihvatljive koli¢ine za aflatoksine u zitaricama, kikirikiju i susenom voc¢u od 4 pg/kg za ukupne
aflatoksine s maksimumom od 2 ug/kg za sami aflatoksin B1 (Commission Directive
2003/100/EC).

1.2.1.1 Zdravstvene posljedice izloZenosti aflatoksinima

Kod aflatoksina razlikujemo stanja uzrokovana akutnom ili kroni¢énom izlozenosti
aflatoksinima.

Akutno trovanje aflatoksinima naziva se aflatoksikoza i nastaje konzumiranjem izrazito
kontaminirane hrane gdje se dnevni unos aflatoksina mjeri u miligramima, pa su stoga dosta
rijetke. Akutna trovanja aflatoksinima opisana su tek nakon stvarnih izbijanja afkatoksikoza
uzrokovanih hranom kontaminiranom aflatoksinima, kao $to je bilo u Indiji 1974. godine. Tada
se u Indiji pojavio hepatitis u gotovo 400 ljudi od kojih je 100 umrlo, $to je bila posljedica
konzumiranja kukuruza za koji je nadeno da je imao i do 15 mg/kg aflatoksina. Smatra se da su
odrasle osobe unosile i do 2-6 mg aflatoksina dnevno na temelju ¢ega se zakljuéilo da je letalna
doza za odraslog ¢ovjeka 10-20 mg aflatoksina (Pitt, 2000). Akutnu aflatoksikozu obiljeZavaju
ikterus, povracanje, anoreksija, ascites i edem donjih ekstremiteta te je primije¢eno da se javlja
2 puta ¢es¢e kod muskaraca nego kod zena. Smrt nastupa naglo, a prethodi joj krvarenje iz
probavnog trakta. Utvrdeno je da subletalne doze aflatoksina izazivaju perzistentne hepatitise

koji traju i po nekoliko godina (OZegovi¢ i Pepeljnjak, 1995).

Mnogo veci problem predstavlja kroni¢no izlaganje aflatoksinima koje dovodi do
karcinoma jetre. Postoje radovi koji govore o tome da su aflatoksini nadeni ¢ak i u maj¢inom
mlijeku te isto tako u krvi pupéane vrpce majki u nekim africkim zemljama i nekim regijama
Kine, u Turskoj, UAE, Australiji i Tajlandu (Bhat i sur., 2010). Dugotrajna izloZenost
aflatoksinima kroz hranu smatra se vaznim rizi¢nim faktorom za nastanak hepatocelularnog
karcinoma, posebno u osoba izlozenih hepatitisu B (Bennet i Klich, 2003). Za mogudéi
karcinogeni mehanizam navodi se delecijska mutacija p53 tumor-supersijskog gena i aktivacija

dominantnih onkogena.

Za aflatoksine se smatra da su kofaktori i da djeluju sinergisticki u povecanoj incidenciji
hepatocelularnog karcinoma u osoba sa hepatitis B virusom (HBV, Hepatitis B virus). HBV
interferira s moguénoscu hepatocita da metaboliziraju aflatoksine §to onda rezultira da

aflatoksin M1-DNA adukt egzistira dulje vrijeme u jetri i povecava vjerojatnost oStecenja
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tumor-supresijskih gena (Bhat i sur., 2010). U osoba s HBV aflatoksini djeluju 30 puta
potentnije te povecavaju relativni rizik od nastanka karcinoma 12 puta. U podrué¢jima gdje se
HBYV i izlozenost aflatoksinima pojavljuju zajedno, hepatomi su predominantni tip karcinoma

1 ¢ine 64% svih karcinoma i uzrok su smrtnosti 10% ukupne muske populacije tih podrucja

(Williams i sur., 2004).

1.2.2 Okratoksini

Okratoksini su grupa mikotoksina koje proizvode primarno plijesni Aspergillus i
Penicillium vrste. Najces¢i je okratoksin A koji je i najtoksi¢niji od svih okratoksina.
Spomenute plijesni ga proizvode najcesce prilikom neprikladnog skladistenja Zitarica, kave,
susenog voca ili zafina. Na pokusnim zivotinjama je pokazano da je okratoksin A
nefrotoksican, karcinogen i teratogen te djeluje imunosupresivno. Prema IARC, svrstan je u

skupinu 2B karcinogena (moguc¢i karcinogeni za ¢ovjeka) (IARC, 2002).

1z razloga §to su uo¢ene morfoloske sli¢nosti u lezijama u bubregu koje su inducirane kod
okratoksinom A tretiranih svinja i endemske nefropatije, ovaj se mikotoksin smatra uzro¢nikom
endemske nefropatije. Endemska neforpatija je kroni¢na i fatalna bolest bubrega koja se
pojavljuje kod ruralnog stanovniStva u Hrvatskoj (uz Savu i Dunav), Srbiji, Bugarskoj te
Rumunjskoj. Smatra se da od nje boluje 20 000 ljudi. Bolest nema akutnu fazu, a prvi simptomi
ukljucuju glavobolju, umor, gubitak tezine. Blaga proteinurija bez hipertenzije, uz aplasti¢nu
ili normokromnu anemiju razvija se tek kroz nekoliko godina. U uznapredovalom stadiju bolesti
veli¢ina 1 teZina bubrega su znacajno smanjeni, uz difuznu fibrozu korteksa, ali bez znakova

upale (Peraica i sur., 1999).

1.2.3 Zeralenon

Zeralenon je mikotoksin kojeg proizvode plijesni roda Fusarium, prvenstveno Fusarium
graminearum te ga naj¢eSc¢e nalazimo na kukuruzu i pSenici. Kemijska struktura zeralenona je
slicna strukturi estrogena. To objaSnjava estrogeno djelovanje zeralenona. Zeralenon kod
zivotinja uzrokuje neplodnost, vulvularni edem, prolaps vagine i rektuma te hipertrofiju
mlije¢nih zlijezda (Bhat i sur., 2010). U Portoriku, zeralenon je naden u krvi djece koja su usla
u preuranjeni pubertet, a potvrdeno je da su bila izlozena hrani kontaminiranoj zeralenonom.
Stoga je preuranjeni pubertet u tih djevojéica povezan s izlozeno$¢u zeralenonu (Pepeljnjak i

Ozegovic, 1995).



1.2.4 Fumonizini

Fumonizini su grupa mikotoksina koja je prvi put opisana i okarakterizirana u usporedbi s
drugim mikotoksinima dosta kasno, tek 1988. godine. Proizvode ih plijesni roda Fusarium.
Najcesci proizvodaci fumonizina su F. verticilloides, F. proliferatum i F. nyyi. S toksikoloske
strane, najznacajniji je fumonizin B1 (Peraica i sur., 1999). Njihov mehanizam toksi¢nosti
temelji se na interferenciji metabolizma sfingolipida, zbog njihove strukturne sli¢nosti sa

sfingolipidima.

Potvrdeno je da fumonizini uzrokuju leukoencefalomalaciju konja i plué¢ni edem kod svinja.
U pokusnih zivotinja imaju heapatotoksic¢an i karcinogeni efekt. Kod ljudi, smatra se da postoji
veza izmedu fumonizina i karcinoma jednjaka. Takoder, fumonizini mogu uzrokovati defekte
neuralne cijevi kod pokusnih zZivotinja, pa se to stavlja u kontekst klastera slucajeva anencefalije
i spine bifide u juznom Teksasu (slu¢ajevi iz sredine 1990ih godina) za koje se uzrokom smatra
fumonizinima kontaminirani kukuruz. IARC je nakon evaluacije rizika za ljude, svrstala

fumonizine u skupinu 2B; mogucih karcinogena za ljude (IARC, 2002).

1.3 SPRJECAVANJE IZLOZENOSTI MIKOTOKSINIMA

Posto su mikotoksini sveprisutni i predstavljaju globalni problem, do sada su istrazivane 1
koriStene mnoge metode dekontaminacije hrane koje grubo moZemo podijeliti na fizikalne i

kemijske metode.

Pod fizikalnim metodama smatra se fizicko odvajanje ostec¢enih plodova (osteceni plodovi
imaju vecu vjerojatnost da su kontaminirani) koje je mogucée kada je kontaminacija samo

djelomi¢na. Ovo je najraSirenija metoda dekontaminacije za kikiriki 1 pistacije.

Blansiranje i elektroni¢ko sortiranje prema boji mogu smanjiti kontaminaciju aflatoksinima
do ispod 5 pg/kg. Moze se koristiti i fluorescentno sortiranje koje se bazira na fluorescenciji
koji¢ne kiseline, koja je metabolit A. flavus te se moze koristiti u dekontaminaciji hrane

(Kukuruz, sjemenke pamuka, suhe smokve) od aflatoksina.

Takoder flotacija je jedno od rjeSenja za kontaminirani kukuruz i kikiriki, jer oStecena (a
vjerojatno i kontaminirana) zrna plutaju na vodi. Ovom metodom se moze smanjiti aflatoksine
i do 90%.



Ispitivan je i utjecaj elektromagnetskog zracenja. Pronadeno je da je sunceva svjetlost
najucinkovitija u detoksikaciji aflatoksina B1 te bi se u tropskim predjelima mogla koristiti kao
ucinkovita metoda dekontaminacije posebno kokosa, kikirikija i kukuruza (Peraica i sur., 2002).

U Tablici 1 prikazane su navedene metode i njihova u¢inkovitost.

Tablica 1: Pregled fizikalnih metoda dekontaminacije primjenjivih za aflatoksine u

prehrambenoj industriji (prilagodeno prema Peraica i sur., 2002).

Metoda Mikotoksin Vrsta hrane Efikasnost
Automatsko uklanjanje | Aflatoksini Pistacio, kikiriki 90-100%

oste¢enih ljuski

Fluorescentno sortiranje | Aflatoksini Kukuruz, sjemenke 90-100%
pamuka, suhe smokve
Flotacija Aflatoksini Kukuruz, kikiriki 90-100%

Sunceva svjetlost Aflatoksini PSenica 90-100%

Sto se ti¢e kemijske dekontaminacije, istrazivana su razna organska otapala (etanol,
izopropanol) te je pronadeno da su vrlo efikasna u uklanjanju aflatoksina iz razli¢itih vrsta
hrane, ali nisu prakti¢na za industrijsku uporabu zbog visoke cijene i problema s njihovim
uklanjanjem iz hrane. Isto tako, ispitivan je utjecaj kiselina, alkalnih supstanci, oksidansa i

reducensa.

Kemijska dekontaminacija pokazala se veoma efikasnom, ali ne 1 zadovoljavaju¢im jer su
neke od ovih tvari ostavljale toksi¢ne spojeve u tretiranoj hrani, dok su druge smanjivale njenu
nutritivnu vrijednost. Tako se vodikov peroksid te amonijak (pri razli¢itim temperaturama i
tlaku) najéesce koriste u dekontaminaciji sto¢ne hrane jer ne ostavljaju ili generiraju toksi¢ne
supstance tokom dekontaminacije. Jedini problem kod amonijaka je to $to smanjuje nutritivnu
vrijednost sto¢ne hrane jer smanjuje razinu lizina i aminokiselina koje sadrze sumpor. Natrijev
bisulfit se takoder koristi u redukciji aflatoksina B1 te se pokazao kao vrlo ucinkovit u
dekontaminaciji kukuruznih krmiva (Peraica i sur., 2002). Neke od kemijskih metoda

dekontaminacije prikazane su u Tablici 2.



Tablica 2: Pregled kemijskih metoda dekontaminacije za aflatoksine primjenjivih u

prehrambenoj industriji (prilagodeno prema Peraica i sur., 2002).

Metoda Mikotoksin Vrsta hrane Efikasnost
Vodikov peroksid Aflatoksini Kikiriki 90-100%
Natrijev klorid Aflatoksini Kikiriki 90-100%
Natrijev bisulfit Aflatoksin B1 Sto¢na hrana na bazi | 90-100%

kukuruza
Amonifikacija Aflatoksini Kukuruz, kikiriki 90-100%
brasno
Amonifikacija pri Aflatoksini Kukuruz, kikiriki 90-100%
povisenom tlaku (4 bar) i brasno, sjemenke
okolnoj temperaturi pamuka
Amonifikacija pri Aflatoksini Kikiriki brasno 90-100%
atmosferskom tlaku i
povisenoj temperaturi

Jo§ jedna od moguénosti sprjecavanja izloZenosti mikotoksinima kod zivotinja, i to
prvenstveno Zzivotinja u uzgoju, je dodatak adsorbenata u sto¢nu hranu. Cilj upotrebe
adsorbenata je da oni ve¢ u gastrointestinalnom sustavu vezu mikotoksine i da se tako sprijeci
apsorpcija mikotoksina. Od svih ispitivanih, naju¢inkovitiji u apsorpciji aflatoksina pokazali su
se natrij-kalcij alumosilikati koji se koriste u prevenciji aflatoksikoze domacih Zivotinja.
Pokazano je da natrij-kalcij aluminosilikati smanjuju koncentraciju aflatoksina M1 u mlijeku.
Nazalost, slabo adsorbiraju ostale mikotoksine. Zeoliti su se pokazali kao dobri adsorbensi za
aflatoksin B1 te zeralenon. Primjer zeolita je bentonit koji se pokazao kao u¢inkovit adsorbens
aflatoksina, ali ne i ostalih mikotoksina. Naj¢eS¢e se koristi natrijev bentonit jer ima bolja
adsorptivna svojstva naspram kalcijevog. U novije vrijeme istrazuju se i mananooligosaharidi
iz stani¢nog zida kvasaca koji su se pokazali kao uc¢inkoviti adsorbensi aflatoksina, okratoksina
te fuminozina B1. Istrazivan je i aktivni ugljen, ali se ne koristi kako zbog visoke cijene, tako i
zbog utjecaja na apsorpciju vitamina i minerala kod zivotinja. U industrijskim procesima Koristi
se i Fullerova zemlja koja se pokazala kao efektivan adsorbens aflatoksina B1 iz ulja kikirikija,

te je u uporabi u Indiji kao uspjesna metoda dekontaminacije (Peraica i sur., 2002).



2 OBRAZLOZENJE TEME

Plijesni i njihovi toksi¢ni metaboliti mikotoksini predstavljaju vazan problem u
poljoprivrednoj i prehrambenoj industriji s ekonomskog aspekta, ali i zbog njihovog utjecaja
na zdravlje ljudi i zivotinja. Prema FAQ, smatra se da je 25% ukupnih poljoprivrednih usjeva
u veéoj ili manjoj mjeri kontaminirano mikotoksinima, $to dodatno daje na znacenju ovom
problemu. Rastu plijesni i sintezi mikotoksina pogoduju visoke temperature i velika vlaznost
zraka, pa je tako najvec¢im dijelom pogodena Africka poljoprivreda koja trpi ogromne gubitke
zbog nemogucénosti izvoza mikotoksinima kontaminirane hrane $to dodatno pridonosi njihovoj
teSkoj ekonomskoj situaciji. Utvrdeno je da su neki od mikotoksina toksi¢ni te karcinogeni,
mutageni ili teratogeni, stoga koristenje hrane kontaminirane mikotoksinima za prehranu ljudi
moze dovesti do niza javnozdravstvenih problema. Primjerice u nekim africkim drzavama
pojavnost mikotoksinima uzrokovanog karcinoma jetre predstavlja oko dvije trec¢ine ukupnih
karcinoma. Da kontaminacija aflatoksinima nije samo problem poljoprivrednika i krajnjih
korisnika proizvedene hrane u Africi uvjerili smo se i 2013. godine kada je u mlijeku u
Hrvatskoj i zemljama regije pronadena nedozvoljena koli¢ina aflatoksina M1 $to je uzrokovalo

velike ekonomske gubitke proizvodacima mlijeka.

U sprjecavanju kontaminacije hrane plijesnima i mikotoksinima te dekontaminacije ve¢
kontaminirane hrane trenutno nema jednostavnog i uniformnog rjesenja. y zracenje je ve¢ dugo
koriStena 1 priznata metoda sterilizacije razli¢itih predmeta 1 materijala, ali 1 hrane, Cija je
prednost da zbog svoje velike energije prodire kroz vec¢inu materijala. Cilj ovoga rada je istraziti
prema dostupnoj literaturi, da li je moguce y zracenjem, kao fizikalnom metodom sterilizacije
1 dekontaminacije sprijeciti nastanak mikotoksina u hrani djelovanjem na same plijesni te da li
je moguce y zraCenjem dekontaminirati ve¢ prisutne mikotoksine u hrani. U ovom radu
naglasak je stavljen na aflatoksine kao najvise istraZzivane mikotoksine koji pripadaju skupini 1

karcinogena te tako predstavljaju najvecu prijetnju zdravlju ljudi.
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3 MATERIJALI | METODE

Pri izradi ovog diplomskog rada koriStene su knjige 1 znanstveni Casopisi. Pretrazivanje
online baza podataka je obavljeno elektronickim putem pomocéu racunala koje ima online
pristup bazama podataka, a koriStene baze podataka su: baza s cjelovitim tekstom (Science

Direct) te bibliografska baza podataka (PubMed i Google Scholar).

Pri pretrazivanju literature traZzeni su odgovori na specifi¢na pitanja vezana uz
problematiku ovoga diplomskog rada kako bi se donijeli kona¢ni zakljucci. Literatura je
pretrazena prema temi istrazivanja, predmetu istrazivanja, i Casopisu. Literatura je pretrazivana
od op¢ih prema specijaliziranim c¢lancima pri ¢emu su odabrani clanci relevantni za
problematiku ovoga diplomskog rada. Kao klju¢ne rije¢i koristeni su izrazi ,, mycotoxins “

,,decontamination“, ,, aflatoxins “ te ,, gamma irradiation “.

Relevantni c¢lanci proucavani su analiticno i kriticno, s naglaskom na istrazivanje
postojeéih znanja o predmetu istrazivanja. Pri proucavanju relevantnih ¢lanaka izdvojeni su

najvazniji rezultati, rasprave 1 zakljucci koji su prikazani ovim diplomskim radom.
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4 REZULTATI | RASPRAVA

4.1 ELEKTROMAGNETSKO ZRACENJE

Elektromagnetsko zraCenje je fizikalna pojava Sirenja elektricnih i magnetskih valova,
odnosno ultrasitnih Cestica zvanih fotoni. Fotoni su Cestice bez mase koje se gibaju brzinom
svjetlosti (3 x 108 m/s) i sadrze odredenu koli¢inu energije. Energija valova, odnosno fotona,
veca je Sto je veca frekvencija titraja valova i §to je kraca valna duljina. Valovi se Sire kao zrake
velike energije te mogu iz ljuske atoma izbaciti elektrone i tako ionizirati atom te se stoga zovu
ioniziraju¢e zrake. Na osnovu mogucnosti ioniziranja elektromagnetski spektar dijeli se na dva
dijela: neionizirajuce i ionizirajuce zracenje. lonizirajuce zrake: rendgenske (X-zrake), y zrake,
kozmicke zrake, mogu $tetno djelovati na zive stanice. Zrake manje energije: radiovalovi,
mikrovalovi, vidljiva svjetlost, infracrvene i ultraljubicaste zrake nemaju tu jakost da izbace
elektron iz atoma (i da ga ioniziraju) te se zato zovu neionizirajuée zrake. Njihovo djelovanje
na organska tkiva, zbog slabe energije, moze biti Stetno pri dugom izlaganju, ali je mnogo manje

Stetno od ionizirajuéeg zracenja (Librenjak, 2004).
4.1.1 Ionizirajuce zracenje

Atomi i molekule normalno se nalaze u neutralnom stanju, tj. broj pozitivnih protona u
jezgri jednak je broju negativnih elektrona u elektronskom omotacu. Ako atom, uslijed sudara
s drugom cesticom (npr. fotonom, drugim elektronom, jezgrom helija), izgubi elektron,
rezultirajuéi atom naziva se ion i njegova svojstva se uvelike razlikuju od originalnog atoma.
Ioniziraju¢e zracenje, zracenje koje ima dovoljno energije da izbaci elektron iz ljuske, moZe
biti produkt radioaktivnog raspada, nuklearne fisije, nuklearne fuzije, ekstremno toplih objekata
1 ubrzanih naboja. Nivo energije na kojem fotoni postaju ionizirajuéi, odnosno snazno reagiraju
s nabijenim Cesticama kao S$to su elektroni, pozitroni 1 a Cestice, nalazi se u ultraljubiCastom
dijelu elektromagnetskog spektra. Neutroni, s druge strane, slabo reagiraju s elektronima pa ne
mogu direktno ionizirati atome, ali mogu reagirati s atomskom jezgrom (ovisno o jezgri i brzini
neutrona) 1 tako proizvesti nestabilne radioaktivne jezgre koje pri raspadu emitiraju ionizirajuce

zracenje (Librenjak, 2004).

4.1.1.1 Vrste ionizirajuceg zracenja

Glavne vrste ioniziraju¢eg zracenja nastaju kao rezultat spontanog raspada radioaktivnih

atoma. Do procesa radioaktivnog raspada dolazi kako bi se jezgra radioaktivnog atoma
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stabilizirala te ona emitira subatomske Cestice i visokoenergetske fotone. Jezgre takvih atoma

mogu mijenjati strukturu i time emitirati energiju u tri glavna oblika: a Cestice, B Cestice 1 y

zrake (Librenjak, 2004).

a Cestice

a Cestica identi¢na je jezgri helija, a sastoji se od dva protona i dva neutrona. To je
relativno teska i visoko-energetska subatomska Cestica sa pozitivnim nabojem +2 zbog svoja
dva protona. Brzina a Cestice u zraku je otprilike jedna dvadesetina brzine svjetlosti. Prirodni
izvori a Cestica imaju atomski broj najmanje 82, uz neke iznimke. Najvazniji o emiteri su:

americij-241, plutonij-236, uran-238, torij-232, radij-226, radon-222 (Librenjak, 2004).

3 cestice

[ Cestice su ekvivalentne elektronima. Razlika je u tome $to B Cestice potjecu iz jezgre,
a elektroni se nalaze u omotacu. B Cestice imaju elektri¢ni naboj -1. Masa [ Cestice iznosi
otprilike 1/2000 mase protona ili neutrona. Brzina pojedina¢ne B Cestice ovisi o tome koliko
energije ima i varira u $irokom opsegu. lako [ Cestice emitiraju radioaktivni atomi, one same
po sebi nisu radioaktivne. Njihova energija u obliku brzine nanosi Stetu Zivim stanicama tako
Sto razbija kemijske veze i stvara ione. Radioaktivni raspad tehnecija-99, koji ima previse
neutrona da bi bio stabilan, je primjer B raspada. Ostali zna¢ajniji p emiteri su: fosfor-32, tricij,

ugljik-14, stroncij-90, kobalt-60, jod-129 i 131, cezij-137 (Librenjak, 2004).

Y zracenje

v zraka je paket elektromagnetske energije, tj. fotona. y fotoni su fotoni s najvise energije
u elekromagnetskom spektru. Emitiraju ih jezgre nekih radioaktivnih atoma. y fotoni nemaju
masu ni elektri¢ni naboj, ali imaju vrlo visoku energiju, otprilike 10 000 puta vecu od energije
fotona u vidljivom dijelu elektromagnetskog spektra. Zbog visoke energije, y Cestice putuju
brzinom svjetlosti 1 u zraku mogu prijeci stotine tisu¢a metara prije nego Sto potroSe energiju.
Mogu pro¢i kroz mnogo vrsta materijala ukljucujuci i ljudsko tkivo. Vrlo gusti materijali, poput
olova, obi¢no se koriste za zaStitu od y zraenja. Radioaktivni elementi koji emitiraju y zrake
su najraSireniji i najkoriSteniji izvori ioniziranog zracenja. Mo¢ prodiranja y zraka ima mnogo
upotreba. lako y zrake mogu prodrijeti kroz mnoge materijale, one ne Cine te materijale
radioaktivnim. Najkori$teniji emiteri y zraka su kobalt-60, cezij-137 (lijeCenje karcinoma,
mjerenje 1 kontrola toka tekuc¢ina u industrijskim procesima, istraZzivanje podzemnih izvora

nafte) i tehnecij-99m (dijagnosticke studije u medicini) (Librenjak, 2004).
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X-zrake

X-zrake su elektromagnetsko zracenje sli¢no svjetlosti, ali s viSom energijom. Strojevi
za generiranje X-zraka imaju vakuumiranu staklenu cijev na ¢ijim krajevima su postavljene
elektrode, negativna katoda i pozitivna anoda. Na elektrode je doveden visoki napon koji moze
biti u rasponu od nekoliko tisu¢a volti do nekoliko stotina tisu¢a volti. Razlika potencijala tada
elektrone nakupljene na katodi ubrzava prema anodi te oni udaraju u metalnu plocu s velikom
energijom. Pri sudaru s metalnom plo¢om elektrone ¢e privuéi pozitivno nabijena jezgra atoma
metala, pri ¢emu se smanjuje energija elektrona, tj. dolazi do emisije X-zraka, koje imaju veliku

moc¢ prodiranja (Librenjak, 2004).
4.1.1.2 Mjerenje ionizirajuceg zracenja

Postoje Cetiri u osnovi razlicita pristupa mjerenju ionizirajuéeg zracenja i najmanje osam

razli¢itih mjernih jedinica u kojima se ta mjerenja mogu izraziti:

e aktivnost izvora — broj raspada u sekundi. U Sl sustavu mjerna jedinica je bekerel (Bq)
koja oznacava jedan raspad u sekundi. Druga mjerna jedinica za aktivnost izvora je Kiri
(Ci) originalno definiran kao aktivnost jednog grama radija-226, a danas se definira kao
3,7 x 10 raspada po sekundi, $to znaéi da je 1 Ci=3,7 x 10%° Bq.

e zracenje kojem je neki objekt izloZzen. Mjerna jedinica je rendgen (R); oznacava koli¢inu
X-zradenja ili y zradenja potrebnu da nastane jedan jediniéni naboj po cm? suhog zraka
u standardnim uvjetima.

e zraCenja koje je neki objekt apsorbirao. Mjerne jedinice su gray (Gy) i rad. Gray se
definira kao 1 J apsorbiranog zracenja po kilogramu materijala. Rad (engl. radiation
absorbed dose) je koli¢ina apsorbiranog zracenja koja predaje 0,01 J energije po
kilogramu izloZenog materijala.

e doza zracenja. Mjerne jedinice su rem i sivert (Sv). Rem (engl. roentgen equivalent in
man) je definiran kao koli¢ina apsorbiranog zracenja koja proizvodi isti bioloski u¢inak
kao jedan rad terapijskih X-zraka. Sievert je mjerna jedinica za dozni ekvivalent i vrijedi
Sv = J/kg (Librenjak, 2004).

4.1.1.3 Utjecaj ionizirajuéeg zracenja na stanice i Zive organizme

Prolaskom ionizirajueg zraenja kroz tvar dolazi do procesa u kojima se energija
zracenja pohranjuje u tvari. Zracenje moze izravno ili neizravno ionizirati atome 1 molekule
tvari kroz koju prolazi ostavljajuci u tvari parove pozitivnih i negativnih iona. Negativno

nabijeni elektroni i1 pozitivno nabijene jezgre stvorene ionizirajuéim zracenjem mogu

14



uzrokovati ostecenje zivog tkiva. Ako je doza zracenja dovoljno velika, uc¢inak se moze vidjeti
gotovo odmah, u obliku radijacijskog trovanja. Nize doze pak mogu uzrokovati karcinom
(Librenjak, 2004).

Kao posljedica djelovanja zracenja, U stanicama zivog organizma nastaju dvije vrste
oStecenja, izravna i neizravna. Najvec¢i dio stanice ¢ini voda (oko 70 do 80%), tako da
izlaganjem stanica zivog organizma zracenju dolazi do promjena na molekulama vode.
Konkretno, zraéenjem se voda raspada na slobodne radikalne OH i H" (radioliza vode), a tako
nastali slobodni radikali reagiraju s makromolekulama u stanici poput proteina, ugljikohidrata
i lipida te dovode do o$te¢enja njihove strukture. Ovako nastala oStec¢enja, posredovana
slobodnim radikalima nastalim radiolizom vode, nazivaju se neizravnima. S druge strane,
izravna oStecenja nastaju kada zracenje direktno djeluje na makromolekule u stanici poput
DNA, RNA, lipida, proteina, ugljikohidrata i steroida te na njima uzrokuje promjene koje ¢ine
te molekule disfunkcionalnima. Tako promijenjene makromolekule, prvenstveno DNA, mogu
uzrokovati nastanak novih o$tecenja. Dakle, sve vrste ionizirajucih zracenja u interakciji sa
stanicama zivih organizama mogu izazvati promjene u njihovoj funkciji, poremecaje u

dijeljenju, promjene na genima i u konac¢nici smrt same stanice (Jankovié, pristupljeno 2015).

Osjetljivost (radiosenzibilnost) tkiva na zraCenje je razliCita. Prema Bergonie-Tribondeau
zakonu stanice su osjetljive na zraCenje proporcionalno brzini njihove diobe, a obrnuto
proporcionalno stupnju njihove diferencijacije. To znaci da su na zracenje najosjetljivije stanice
koje se intenzivno dijele i koje imaju intenzivnije metaboli¢ke procese, a manje su osjetljive
visoko diferencirane stanice 1 stanice sa sporijim metabolickim procesima (Jankovié,

pristupljeno 2015).

Jacina bioloskih ostec¢enja ovisi o:

e vrsti zraCenja: svaka vrsta zracenja ima svoju karakteristi¢énu radiobioloSku efikasnost
(RBE), a Cestice izazivaju ionizaciju tkiva dvadeset puta vecu od B zraka; teZinski faktor
radijacije

e vremenskoj raspodijeli doze: bioloSka oSte¢enja su izravno proporcionalna vremenu
trajanja izlaganja radijaciji

e topografskoj raspodijeli doze: bioloska oSte¢enja su proporcionalna volumenu

ozracenog tijela
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apsorbiranoj dozi zracenja: bioloska oSte¢enja su posljedica djelovanja sveukupnog
zracenja kojem je tijelo bilo izloZeno, bez obzira na doze, vrijeme izlaganja i volumen
tkiva — efektivna zivotna doza zracenja

individualnoj osjetljivosti na zracenje: svaki organizam je razlicito osjetljiv na zracenje,

razlozi uglavnom nepoznati
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4.2 PRIMJENA y ZRACENJA U ZAUSTAVLJANJU RASTA PLIJESNI

Proveden je cijeli niz istrazivanja kako bi se utvrdio utjecaj y zracenja na rast plijesni. Neka
od njih bila su na uzgojenim plijesnima in vitro, a neka na hrani umjetno ili prirodno zagadenoj

plijesnima. Neka od njih navedena su u daljnjem tekstu.

4.2.1 lIspitivanja in vitro

Istrazivanje na dvije vrste termorezistentnih plijesni, Aspergillus fumigatus i Paecilomyces
variotii proveli su Gumus i suradnici (2008). U tom istrazivanju utvrdeno je da je doza
potrebnog zracenja za kompletnu eliminaciju plijesni u uzorku povezana s brojem spora u
uzorku. Tako je za inaktivaciju A. fumigatus u koncentraciji 10*-107 cfu/mL bila potrebna doza
zragenja od 7 kGy, dok je 5 kGy bilo dovoljno za koncentraciju 10%-10* cfu/mL. Doza se
spustila i na 3 kGy za potpunu inaktivaciju 10? cfu/mL spora A. fumigatus. Sto se ti¢e druge
vrste plijesni, P. variotii, za potpunu inaktivaciju 10® cfu/mL spora bila je potrebna doza od 5
kGy, dok se ona spustila na 3 kGy za 103-10° cfu/mL te ¢ak na 1 kGy za koncentraciju od 102
cfu/mL spora. To istrazivanje pokazalo je da je P. variotii osjetljivija na izloZzenost y zra¢enju

nego A. fumigatus.

Markov i suradnici (2014) istrazivali su utjecaj y zracenja na plijesni uzgojene in vitro i to
na germinaciju, sporulaciju i rast aflatoksinogenih plijesni (A. parasiticus, A.flavus i A. niger).
In vitro eksperiment je obuhvacao ozrac¢ivanje A. parasiticus, A. flavus i A. niger y zracenjem
u dozama do 5 kGy. Rezultati nakon 7 dana inkubacije pokazali su da su doze od 2, 31 5 kGy
zaustavile germinaciju spora svih ispitivanih plijesni. Iste doze zaustavile su i sporulaciju A.
parasiticus, dok je samo doza od 5 kGy zaustavila sporulaciju A. flavus i A. niger. Sto se tice
rasta plijesni, 9 dana nakon ozracivanja, samo je doza od 5 kGy uspjela smanjiti rast plijesni za
90%. Ovo je istrazivanje potvrdilo da y zraenje u¢inkovito zaustavlja rast plijesni in vitro. U
ovome istrazivanju takoder je ispitivan umjetno kontaminirani kukuruz s mjeSavinom
aflatoksikogenih plijesni. Uzorci kukuruza su kontaminirani istrazivanim plijesnima do
koncentracije 10° spora/g te ozra¢ivani dozama od 5 i 10 kGy. Nakon 15 dana pri temperaturi
od 28 °C nije primijeCena proliferacija plijesni, te je potvrdeno da zracenje zaustavlja rast

plijesni.
4.2.2 lspitivanja na prirodno kontaminiranim uzorcima hrane

Studiju na zadinima koji su bili prirodno kontaminirani plijesnima proveli su Legnani i

suradnici (2001). U toj studiji proucavan je utjecaj y zraenja na mikrobiolosku kvalitetu crnog
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papra, Cili papriCica, origana, ruzmarina i kadulje. Razina ukupne kontaminacije plijesnima
iznosila je od 10° do 10° cfu/g. Primijenjena doza y zraenja od 5 kGy uspjela je sniziti
kontaminaciju plijesnima od 64% za ¢ili papri¢ice do 93% kod uzoraka kadulje. Vrste plijesni
koje su zaostale nakon primijenjene doze od 5 kGy su Aspergillus niger, Penicillium spp,
Cladosporium spp i Rhizopus spp. od kojih je prva potencijalno aflatoksinogena. Ipak, nakon
primijenjene doze zracenja od 10 kGy, unistene su sve plijesni u uzorcima $to pokazuje da y
zraCenje ucinkovito zaustavlja rast plijesni i na realnim uzorcima namirnica, u ovom slucaju,

prirodno kontaminiranim za¢inima.

Utjecaj y zraCenja na uzorke ¢ili paprika prirodno kontaminiranih s Aspergillus spp.
proucavali su Igbal i suradnici (2013). Uzorci &ili paprike bili su kontaminirani s od 10* do 10’
cfu/g. Rezultati su pokazali kako primijenjena doza od 6 kGy smanjuje broj plijesni ovisno o

uzorku, tako da nakon zragenja ni jedan uzorak nije sadrzavao vise od 102 cfu/g.

Studija koju su proveli Bhat i suradnici (2010) pokazuje kako je dozom od 5 kGy moguce
zaustaviti rast plijesni. U svom su istrazivanju sjemenke lotusa podvrgnuli y zracenju, te su
nakon zrafenja omota¢ sjemenke te kotiledon nasadili na hranjivu podlogu i kroz 5-7 dana
promatrali razvoj plijesni. Naime, doza od 5 kGy smanjila je sve plijesni sa ukupno 5x10*cfu/g
koliko je bilo u kontrolnom uzorku na 20 cfu/g nakon zracenja. Isto tako, gledajuci svaku vrstu
plijesni posebno, udjel A. parasiticus se smanjio s 14% prije zraenja na tek 5% nakon
primijenjene doze od 5 kGy. Ovi rezultati su u skladu s rezultatima Gumus i suradnici (2008)
te Igbal i suradnici (2013) koji takoder govore kako doze y zracenja od 5-6 kGy mogu potpuno
zaustaviti rast plijesni na razli¢itim uzorcima u slicnom obujmu kontaminacije uzroka reda
veli¢ine 10%-10° cfu/g.

S nesto manjim dozama y zracenja Aziz i Moussa (2002) djelovali su na razne vrste voca
(breskve, smokve, jagode, grozde, itd.) kontaminirane plijesnima. Prosje¢na koli¢ina plijesni
koja se nalazila na neozra¢enim (kontrolnim) uzorcima bila je od 4,8x10* do 6,8x10° cfu/g.
Nakon ozradivanja dozama od 1,5 i 3,5 kGy ukupna koli¢ina plijesni smanjila se na 1,4x10% do
2,5x10% cful/g, te 1,4x10! do 2,5x10? cfu/g redom. Nakon 28 dana skladistenja ispod 10 °C
ponovno je odredena koli€ina plijesni, te se njena koli¢ina u kontrolnom uzorku povecala na
prosje¢no 6,05x10° cfu/g, dok su uzorci ozradeni dozama 1,5 i 3,5 kGy sadrzavali ukupno
4,88x10% te 1,39x10" cfu/g, odnosno isto kao i prije skladiStenja. Isto kao i u prethodno
spominjanim istrazivanjima, primijenjena doza od 5 kGy potpuno je zaustavila rast svih

plijesni. Ipak, iz rezultata ove studije vidljivo je i da nize doze y zracenja (1,5 i 3,5 kGy) mogu
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uzrokovati znacajno smanjenje ukupne koli¢ine plijesni u hrani te ju takvom odrzati i nakon

mjesec dana skladistenja.

Istrazivanje na zitaricama proveli su Maity i suradnici (2008). Konkretno, istrazivali su
utjecaj y zracenja na rast i razvoj ,,plijesni s polja“ koje kontaminiraju rizu. Isto tako, proveli su
istrazivanje utjecaja y zracenja na klijavost samog sjemena rize. Dakle, na sjemenu rize
pronadene su spore sljedecih plijesni: Alternaria spp., Aspergillus spp., Trichoderma spp. i
Curvularia spp. Rezultati su pokazali kako radiosenzitivnost navedenih plijesni raste sljede¢im
redom: Aspergillus spp.< Alternaria spp.< Curvularia spp.< Trichoderma spp. Konkretno, za
potpunu inhibiciju germinacije spora bile su potrebne doze y zracenja od 3, 2,5, 2,5 te 2 kGy.
Sto se ti¢e klijavosti sjemena riZe, nije primijeéeno smanjenje klijavosti kod ozraenih uzoraka,
ali je primijeceno da je klijanje odgodeno u usporedbi s kontrolom. Naime, nakon 48 sati
klijavost uzoraka ozracenih sa 1 kGy bila je 59%, a kod doza vecih ili jednakih 2 kGy 0%, u
usporedbi s 78% kod kontrole. Nakon 72 sata, i u kontrolnom uzorku i kod ozracenih uzoraka
(112 kGy) Kklijavost je bila 100%. Vazno je napomenuti da je u ovom istrazivanju primijec¢ena
razli¢ita radiosenzitivnost plijesni (razliita osjetljivost plijesni na y zracenje), §to je u

sukladnosti s ostalim istrazivanjima (Gumus i sur., 2008; Markov i sur., 2014).

4.2.3 Ispitivanja utjecaja y zracenja na rast plijesni i kvalitetu namirnica

U istrazivanju koje su proveli Farag i suradnici (1995b) ispitivan je utjecaj y zracenja kako
na mikrobioloske kontaminante, tako i na svojstva ispitivanih zacina (kvaliteta eteri¢nih ulja,
pigmentacija) mazurana (Majorana hortensis Moench), dumbira (Zingiber officinale Roscoe)
te paprike (Capsicum annum L) prirodno kontaminiranih s 4,8x10°, 5,7x103 te 1,9x10* cfu/g
ukupnih plijesni. Doza zracenja od 10 kGy bila je dovoljna za kompletnu eliminaciju svih
mikroorganizama. Sto se ti¢e utjecaja y zratenja na kvalitetu samih namirnica primijecen je
znacajni pad monoterpena kod mazurana i dumbira pri dozama od 20 1 30 kGy, dok je pri
manjim dozama (do 10 kGy) ta pojava od manjeg znacaja. Kod paprike je takoder primijecen
blagi utjecaj zracenja na kapsaicin kao referentnu komponentu. Utjecaj na pigmentaciju paprike
nije primijeéen ni kod doze od 30 kGy. Kao optimum namece se doza od 10 kGy koja eliminira

sve mikrobioloske kontaminante, a uzrokuje minimalno smanjenje kvalitete samih zacina.

Istrazivanje koje se bavilo dekontaminacijom biljnih droga proveli su Aquino i suradnici
(2007). Istrazivali su utjecaj y zraCenja na kontaminante guarane (Paullina cupana). Uzorci
cjelovitih zrna i praha guarane sadrzavali su ukupno 10%-10° cfu/g plijesni; konkretno, nadene

su vrste roda Aspergillus, Cladosporium, Penicilium i Rhizopus. Nakon ozra¢ivanja dozom 5
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kGy smanjenje ukupnih plijesni bilo je gotovo potpuno, te je tek kod nekih uzoraka ostalo do
8x10* cfu/g plijesni. Nakon doze od 10 kGy, plijesni nije bilo niti u jednom uzorku. Takoder,
isti autori su ispitivali i utjecaj y zraenja na ekstrakt guarane te nisu primijetili znac¢ajnu razliku
u kvaliteti ekstrakta izmedu ozra¢enih uzoraka (10 kGy) i kontrolnih uzoraka. U uzorcima
guarane, iz roda Aspergillus pronadene su vrste A. flavus i A. niger koje su potencijalno
aflatoksinogene, ali u uzorcima nisu pronadeni aflatoksini zbog aw uzoraka koja se kretala od
0,4-0,5. Zarast i razvoj Aspergillus spp. potreban je aw od 0,80 i vise tako da su zakljucili kako
je bitno pakirati zavrsni proizvod u kontroliranoj atmosferi i u prikladno pakiranje koje ¢uva

proizvod od vanjskih utjecaja.

Lima i suradnici (2011) su istrazivali utjecaj y zraCenja na plijesni te produljenje roka
trajanja, a isto tako i na oCuvanje nutritivnih vrijednosti jedne vrste graha (Vigna unguiculata
L. Walp). Rezultati su pokazali kako je doza od 1 kGy bila dovoljna za eliminaciju A. niger,
doza od 2,5 kGy za A. ochraceus, a za A. flavus doza od 5 kGy, dok su plijesni roda Rhizopus,
Penicillium i Fusarium eliminirane tek dozom od 10 kGy. Ispitivanja senzornih i nutritivnih
svojstava hrane pokazala su da nije bilo utjecaja na aminokiseline, pa i one osjetljivije na y
zracenje (aromatske) kod doza do 10 kGy ni nakon 6 mjeseci skladistenja. Ipak, kod doza od 5
1 10 kGy primije¢eno je smanjenje reduktivnog potencijala oligosaharida rafinoze 1 stahioze.
Autori su zakljucili da je doza od 5 kGy dovoljna za kontroliranje mikrobioloskih

kontaminanata, a da najmanje utjece na degradaciju nutritivnih vrijednosti ispitivane namirnice.

Sli¢ne su rezultate dobili i Aziz i suradnici (2006) koji su zakljucili kako je doza od 5 kGy
dovoljna za zaustavljanje rasta svih plijesni na istrazivanim zitaricama: pSenici (Triticum
vulgare), jecmu (Hordeum vulgare), kukuruzu (Zea mays) te sirku (Sorghum biocoler).
Takoder, istraZivali su 1 utjecaj na nutritivne vrijednosti te zakljucili kako doza od 10 kGy ne
uzrokuje mjerljivu promjenu u aminokiselinskom sastavu, dok se pri istoj dozi smanjuje
koli¢ina tiamina u uzorcima (22-33%) te riboflavina (10-16%). Nakon zra¢enja dozom 10 kGy
nije primijecen rast kiselinskog broja, ali je zato zraenje povisilo peroksidni broj, ali to nije
promijenilo miris ispitivanih zitarica. Ipak, manji pad kvalitete namirnica autori smatraju

beznacajnim gubitkom naspram benefita poboljSanja mikrobioloSke kvalitete namirnica.

Chiou 1 suradnici (1990) proveli su istrazivanje na uzorcima kikirikija inokuliranim
konidijama A. parasiticus. Koristene doze y zracenja bile su do 15 kGy, a zaklju¢eno je da doze

od 2,5 do 5,5 kGy mogu zaustaviti rast i smanjiti populaciju A. parasiticus, ali ne mogu potpuno
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eliminirati iste. Primjenom vec¢ih doza (10 kGy i vise) primijetili su odsutnost Klijavosti

kikirikija, promjene u proteinskoj vrijednosti te promjene u stabilnosti kikirikijevog ulja.
4.2.4 Ispitivanja utjecaja y zracenja na rast plijesni i proizvodnju mikotoksina

Hilmy i suradnici (1995) proveli su istrazivanje na mljevenom Kikirikiju i indijskom
oras¢iéu umjetno kontaminiranima s 108 spora A. flavus. Nakon tri dana inkubacije pri
relativnoj vlaznosti 91-97% te ozraCivanjem uzorka dozom 1 kGy pri istoj vlaznosti, rast
micelija i produkcija toksina bila je vise-manje inhibirana, ovisno o relativnoj vlaznosti i mediju
u postradijacijskoj inkubaciji. Ipak, za doze od 3 kGy 1 viSe rezultati su pokazali potpunu

inhibiciju rasta micelija te produkcije aflatoksina.

Do zanimljivih rezultata dosli su Ribeiro i suradnici (2011) istrazivanjem utjecaja y zracenja
na A. flavus i A. ochraceus. Doza zracenja koju su primijenili iznosila je 2 kGy, te su nakon nje
promatrali morfologiju navedenih plijesni i produkciju mikotoksina kod prezivjelih plijesni.
Primijeceno je nekoliko makroskopskih razlika izmedu ozracenih i kontrolnih uzoraka. Naime,
kontrolni uzorak A. flavus bio je karakteristi¢ne zelene boje, dok je ozraceni uzorak bio blijedo
narancaste boje. Primijeene SU i manje razlike u veli¢ini konidija i metula ozracenih i
kontrolnih uzoraka obiju ispitivanih plijesni. Takoder, zabiljezili su i zanimljivu pojavu
mjerenjem koncentracije proizvedenih mikotoksina. Naime, pri istim uvjetima, ozraceni Su
uzorci naspram kontrolnih uzoraka proizvodili dvostruko viSe mikotoksina. Kontrolni uzorak
A. flavus je nakon inkubacije pri istim uvjetima kao i ozra¢eni uzorak proizveo 8,58+5,25 pg/g
dok je ozraceni uzorak proizveo 20,06+1,99 pg/g aflatoksina B1. Kontrolni uzorak A.
ochraceus proizveo je 76,29+17,81 ug/g, dok je ozra¢eni uzorak proizveo 150,36+23,16 ug/g

okratoksina A.

Sli¢nu pojavu primijetili su i Ferreira-Castro i suradnici (2007) koji su istrazivali utjecaj y
zraCenja (2, 5, 10 kGy) na kukuruzu kontaminiranom s Fusarium verticiloides, plijesni koja
proizvodi fumonizine. Kontrolni uzorci sadrzavali su prosjeéno 6,53x107 cfu/g, a uzorci nakon
zraéenja dozom 2 KGy prosjecno 4,4x10* cfu/g. Nakon ozra¢ivanja dozom 5 kGy uzorci su
sadrzavali prosje¢no 0,5x10? cfu/g, dok nakon ozra¢ivanja dozom 10 kGy plijesni vise nije bilo.
Koncentracija fuminozina B1 28 sati nakon ozracivanja uzoraka iznosila je 6,0 mg/kg za
kontrolni uzorak, dok je za uzorak ozra¢en dozom 2 kGy iznosila 8,3 mg/kg, za uzorak ozracen
dozom 5 kGy 4,0 mg/kg, a za uzorak ozra¢en dozom 10 kGy 1,8 mg/kg. Zanimljiv je podatak
da je porastao kapacitet proizvodnje mikotoksina od strane ozracene plijesni, ali samo kod doza

do 2 kGy. Autori ovu pojavu objasnjavaju jednostavnim razrjedenjem tj. sSmanjenjem
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koncentracije plijesni u uzorku (nakon doze od 2 kGy prezivjelo je 36% F. verticiloides), a koja
je izravno povezana s kapacitetom proizvodnje mikotoksina. Pojava da doza do 2 kGy, iako
znacajno smanjuje broj plijesni u uzorcima, dovodi do povecane proizvodnje mikotoksina

ukazuje na opasnosti zra¢enja uzoraka malim dozama.

U svom istrazivanju Odamtten i suradnici (1987) takoder primjecuju da smanjenje koli¢ine
inokuluma serijskim razrjedenjem od 3-4 log ciklusa povecava proizvodnju aflatoksina B1 od
strane A. flavus za 3-12 puta. U istom su istrazivanju primijenili da je y zracenje doze 3,5 kGy
koje je smanjilo A. flavus za 3-5 log, nakon inkubacije proizvelo isti efekt povecane proizvodnje
aflatoksina. Takoder, slicno su zakljucili i Sharma i suradnici (1980) koji su istrazivali utjecaj
doze 1,5 kGy vy zraCenja na uzorke A. parasiticus. Doza od 1,5 kGy smanjila je koli¢inu A.
parasiticus za 4-5 log, ali to smanjenje je dovelo do dvostruko vece proizvodnje aflatoksina, a

ista pojava je inducirana i jednostavnom serijskom dilucijom uzorka A. parasiticus.
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4.3 PRIMJENA y ZRACENJA U REDUKCIJI KONCENTRACIJE
MIKOTOKSINA

Brojna su istrazivanja koja ispituju utjecaj y zradenja i na umjetno i na prirodno

kontaminirane namirnice mikotoksinima. Neka od njih navedena su u daljnjem tekstu.

4.3.1 Ispitivanja na prirodno kontaminiranim uzorcima hrane

Markov i suradnici (2014) su u svojoj studiji istrazivali utjecaj y zracenja na koncentraciju
aflatoksina B1 u prirodno kontaminiranim uzorcima kukuruza. Koncentracija aflatoksina B1
mjerena je kompetitivnim ELISA. Na prirodno kontaminiranim uzorcima kukuruza detektirana
je koncentracija aflatoksina B1 iznad 20 ug/kg, a koja je maksimalna koncentracija dozvoljena
za ishranu zivotinja (prema Pravilniku NN 146/12). Zracenjem dozama 5 i 10 kGy dobiveni su
sljede¢i rezultati: doza od 5 kGy smanjila je koncentraciju aflatoksina B1 prosje¢no za 69,8%,
adoza od 10 kGy za 94,5%. To upucéuje na moguénost da se hrana s koncentracijama aflatoksina

B1 do 500 pg/kg moze dozom zracenja od 10 KGy spustiti na zakonom prihvatljivu razinu.

Igbal i suradnici (2013) su takoder istrazivali utjecaj y zraenja na koncentraciju aflatoksina
B1 te ukupnih aflatoksina u prirodno kontaminiranim ¢ili paprikama. Koncentraciju
mikotoksina odredili su pomocu tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC, engl.
High Performance Liquid Cromatography). Utvrdeno je da su uzorci sadrzavali od 12 do 35
png/kg ukupnih aflatoksina. Potom su zraceni dozama 2, 4, 1 6 kGy. Smanjenje aflatoksina B1
je bilo najvece pri dozi od 6 kGy te je iznosilo 86-98%, a za ukupne aflatoksine 81-91% pri

istoj dozi.

Akueche 1 suradnici (2012) ispitivali su utjecaj y zracenja na degradaciju ukupnih
aflatoksina te okratoksina A na uzorcima sezama (Sesamum indicum L.). U svojem istrazivanju
nisu uspjeli primijetiti potpunu korelaciju doze y zracenja i stupnja degradacije mikotoksina te
konzistentno smanjenje koli¢ine aflatoksina i okratoksina A u uzorcima ozracenim dozama od
3 do 15 kGy. Ipak, najvece smanjenje aflatoksina primijeceno je pri dozi od 15 kGy, te je za

aflatoksine iznosilo 63-85%, a za okratoksin A 42-91%.

IstraZivanje na kikirikiju, ali 1 kukuruzu, proveli su Farag i1 suradnici (1995) te takoder
utvrdili da niti doza y zracenja od 20 kGy nije dovoljna za potpunu destrukciju aflatoksina, ali
je ona ipak bila znacajna posto su dozom od 20 kGy smanjili koncentraciju aflatoksina Bl za

85% u uzorcima kikirikija te 76% u uzorcima kukuruza.
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Na prirodno kontaminiranim uzorcima Kikirikija radili su Prado i suradnici (2003). Jedan
uzorak je sadrzavao 248,0 ng/kg aflatoksina B1, dok je drugi sadrzavao 86 pg/kg aflatoksina
B1 odredenih tankoslojnom kromatografijom. Doze primijenjenog y zracenja bile su u rasponu
od 15-30 kGy te su bile dovoljne da se koli¢ina aflatoksina B1 smanji za 55-74%. Zanimljivo,

u tom istraZzivanju nije primije¢ena povezanost doze sa smanjenjem sadrzaja aflatoksina.

Do zanimljivih rezultata dosli su Bhat i suradnici (2007) koji su na uzorcima sjemenki biljke
Mucuna pruriens L. DC., prirodno kontaminiranih aflatoksinom B1, dozom od 10 kGy uspjeli
sniziti aflatoksin B1 s 22,5 pg/kg do ispod limita detekcije, koji za tankoslojnu kromatografiju
koriStenu u ovom istrazivanju iznosi 2 pg/kg. Autori ove rezultate pripisuju sekundarnom
utjecaju y zrafenja koje se bazira na radiolizi vode i nastanku slobodnih radikala koji
destabiliziraju 1 uniStavaju furanski prsten kod aflatoksina B1. Sli¢ne rezultate, ali s dozom od
20 kGy dobili su isti autori u svom prethodnom istrazivanju u kojem su utvrdili kako je
navedena doza dovoljna za potpunu eliminaciju aflatoksina B1 za kikiriki, kukuruz, pSenicu te

brasno pamukovih sjemenki (Bhat i sur., 2002).

Aquino i suradnici (2005) su takoder istrazivali utjecaj y zraenja na smanjenje aflatoksina
u uzorcima kukuruza. U uzorcima ozraenim dozama 2 i 5 kGy, primijeceno je smanjenje
aflatoksina B1 od 68,9 i 46%, dok je za aflatoksin B2 smanjenje iznosilo 97,6 i 94 % za doze 2
1 5 kGy. Pri primijenjenoj dozi od 10 kGy doslo je do potpune destrukcije aflatoksina B1 1 B2.
Veca redukcija aflatoksina B1 1 B2 pri dozi od 2 kGy naspram doze od 5 kGy tumaci se ve¢om
aw tog uzorka. Naime, uzorci ozraceni dozom od 2 kGy imali su prosje¢ni aw 0,914, dok je za
uzorke ozracene s 5 kGy aw iznosio 0,884. Isto tako mozemo spomenuti kako je za uzorke
ozra¢ene dozom 10 kGy aw iznosio 0,944. Navedeni rezultati potvrduju ulogu sadrzaja vode u
djelotvornosti y zracenja zbog radiolize vode koja rezultira stvaranjem slobodnih radikala koji

otvaraju furanski prsten aflatoksina.

4.3.2 Ispitivanja na umjetno kontaminiranim uzorcima hrane

Markov i suradnici (2014) su u svojoj studiji takoder istrazivali utjecaj y zrafenja na
koncentraciju aflatoksina B1 u umjetno kontaminiranim uzorcima kukuruza, a koncentracija
aflatoksina B1 pracena je kompetitivnim ELISA. Umjetno kontaminirani uzorci zrna kukuruza,
mljevenog kukuruza te sto¢ne hrane kontaminirani koncentracijama od 50 1 100 pg/kg
aflatoksina B1 te su zraceni dozama od 5 i 10 kGy. Kod cjelovitih zrna kontaminiranih s 50
ng/kg aflatoksina B1 i ozra¢enih dozom od 5 kGy doslo je do snizenja koncentracije aflatoksina
B1 za oko 60%, dok je doza od 10 kGy snizila za 84%. Sli¢no je bilo i kod uzoraka zrna
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kontaminiranih sa 100 ug/kg aflatoksina B1 gdje je zabiljezeno smanjenje od oko 80% pri dozi
pod 5 kGy te oko 90% pri dozi od 10 kGy. Kod uzoraka mljevenog kukuruza, te sto¢ne hrane,

smanjenje je bilo slicno kao i kod cijelih zrna, ali za 5-17% manje u¢inkovito.

Jalili i suradnici (2012) ozracivali su umjetno kontaminirane uzorke bijelog i crnog papra
te mjerili koncentraciju preostalih aflatoksina HPLC-om. Uzorci su umjetno kontaminirani do
koncentracije 60 pug/kg za aflatoksin B1 i G1 te 18 pg/kg za aflatoksin B2 i G2. Ispitivan je i
utjecaj vlaznosti te je tako vlaznost podesena na 12 i 18%. Uzorci su ozraceni dozama 5, 10, 20
I 30 kGy. Istrazivanje je pokazalo kako doze do 10 kGy nemaju znaCajan utjecaj na
koncentraciju aflatoksina, dok tek doza od 30 kGy smanjuje koncentraciju AFB1 u uzorku
bijelog papra s 12% vlage za 39,6+1,7% te u uzroku s 18% vlage za 50.6+2,8%. Sli¢no je i za
ostale mikotoksine, smanjenje koncentracije nigdje ne prelazi 50%. Gledajuéi rezultate
istrazivanja, ¢ini se da vlaga ima znac¢ajnu ulogu u destrukciji aflatoksina, odnosno uzorci s vise
vlage imaju bolju redukciju mikotoksina. Pri zracenju primarna reakcija koja se dogada je
ionizacija vode na solvatizirani elektron i pozitivno nabijeni radikal vode koji se raspada na
hidroksil radikal i vodikov ion. Adicija slobodnih radikala na dvostruku vezu je energetski
povoljna i ocekivana na aflatoksinu B1 i G1. Solvatizirani elektron se takoder moze adirati na
aromatske ili heterocikli¢ke prstenove te na karbonilne skupine laktonskog prstena §to se moze
ocekivati kod aflatoksina. Smatra se da su ove reakcije kljuéne za smanjenje mutagenosti i

toksi¢nosti ovih mikotoksina.

Jo§ jedno istrazivanje proveli su Jalili i suradnici (2008) koji su ozraéivali umjetno
kontaminirane uzorke crnog papra dozama od 0 do 60 kGy. Uzorci su kontaminirani
aflatoksinima B1, B2, G1, G2 te okratoksinom A s ukupnom koncentracijom mikotoksina u
rasponu od 10 do 100 pg/kg, ¢ija je koncentracija pratena HPLC-om. Za primijenjene doze
zracenja do 10 kGy primije¢ene su redukcije aflatoksina i okratoksina A reda veli¢ine svega
10%. Kod doze od 30 kGy redukcija okratoksina A bila je u rasponu od 17 do 29%, a aflatoksina
Bl od 15-32 %. Niti kod doze od 60 kGy, redukcija mikotoksina nije prelazila 50%. Ovo

istrazivanje pokazuje kako y zracenje nije efikasno u redukciji mikotoksina.

Istrazivanje na umjetno kontaminiranim uzorcima krmiva kontaminiranima sa 965, 421 i
210 pg/kg ukupnih aflatoksina od cega je 894, 395 i 192,1 pg/kg aflatoksin B1, provodili su
Herzellah 1 suradnici (2008). Koncentracija aflatoksina mjerena je ELISA tehnikom, a
primijenjene doze zracenja bile su 5, 10, 15, 20 1 25 kGy. Rezultati su pokazali kako
primijenjena doza od 10 kGy dovela do smanjenja od 13,9%, 9,7% te 19,1% za uzorke sa 965,
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4211 210 ug/kg ukupnih aflatoksina dok je smanjenje za aflatoksin B1 bilo 12,8%, 18,9% te
21,9%. Tek je kod doze od 25 kGy primijeéeno znacajnije smanjenje koje se kretalo izmedu 34
1 40% za ukupne aflatoksine te izmedu 32 i 42% za aflatoksin B1. Ovo istrazivanje pokazuje

da je y zraCenje relativno neuspjesna metoda za smanjenje ukupne konventracije aflatoksina

Ghanem i suradnici (2008) su ispitivali utjecaj y zra¢enja na degradaciju aflatoksina B1 na
razli¢itim uzorcima hrane (kikiriki, pistacio, riza, kukuruz) i sto¢ne hrane (jeCam, kukuruz,
mekinje) inokulirane s 10° spora/100g uzorka A. flavus. Uzorci su inkubirani 10 dana na 27 °C
te nakon inkubacije ozraceni s 4, 6, i 10 kGy. Kvantifikacija aflatoksina B1 bila je provedena
tankoslojnom kromatografijom. Smanjenje aflatoksina B1 bilo je u korelaciji s primijenjenom
dozom, te je za 10 kGy smanjenje bilo najvece i iznosilo je 58,6% za kikiriki, 68,8% za pistacio
84,6% za pistacio u ljuski, 81,1% za kukuruz te 87,8% za rizu. U uzorcima sto¢ne hrane, pri
dozi od 10 kGy smanjenje aflatoksina B1 iznosilo je 90% za jecam, 86% za mekinje i 84%
kukuruz. Autori su primjetili da je degradacija aflatoksina B1 u negativnoj korelaciji sa
sadrzajem ulja u uzorcima. Tako je kod kikirikija, koji sadrzi najviSe ulja smanjenje aflatoksina
B1 pri dozi 10 kGy bilo 58,6%, dok je za kukuruz, koji sadrzi najmanje ulja, smanjenje
aflatoksina dosezalo do 80%.

Nesto drugacije rezultate dobili su Vita i suradnici (2014) koji su promatrali redukciju
aflatoksina B1, B2, G1 i G2 te okratoksina A u umjetno kontaminiranim uzorcima badema.
Bademi su kontaminirani s 20 pg/kg svakog toksina te ozrac¢ivani dozama do 15 kGy. Detekcija
mikotoksina provedena je HPLC-om uz fluorescencijski detektor. Rezultati su pokazali kako je
doza od 10 kGy dovela do smanjena od 12,9%, 2,9%, 18,9%, 10% i 16,3% za aflatoksin B1,
B2, G1, G2 i okratoksin A, dok je za dozu zracenja od 15 kGy smanjenje iznosilo 19,25%,
10,99%, 21,11%, 16,62%, 23,90%. Vita i suradnici (2014b) istrazivali su i redukciju aflatoksina
1 okratoksina A u uzorcima sto¢ne hrane umjetno kontaminiranim sa po 25 pg/kg svakog
mikotoksina. Uzorci su ozracivani dozama do 15 kGy te je detekcija aflatoksina takoder
provodena HPLC-om uz fluorescencijski detektor. Nakon primijenjenih doza do 3 kGy nije
primijeceno smanjenje koncentracije mikotoksina. Primjetno smanjenje zapaZeno je tek kod
doza od 15 kGy koje su dovele do smanjenja od 23,9%, 18,2%, 11,0%, 21,1% i 13,6% za
okratoksin A, aflatoksin B1, aflatoksin B2, aflatoksin G1 i aflatoksin G2. Za uzrok ovako malog
smanjenja koncentracije mikotoksina autori smatraju odsustvo vode u uzorcima te namecu
zakljucak da je radioliza vode uzrokovana y zraCenjem od velikog znacaja za redukciju

mikotoksina u uzorcima.
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Van Dyck i suradnici (1982) su proveli istrazivanje utjecaja y zraCenja na aflatoksin B1 u
vodenoj otopine koncentracije 5 pg/mL. Destrukcija aflatoksina B1 mjerena je Amesovim
testom gdje je koristen soj Salmonella typhimurium TA 98, a primijenjene su doze zrac¢enja do
20 kGy. Rezultati su pokazali kako je doslo do smanjenja aflatoksina B1 za 34, 48,7, 74 1 100%
kod primijenjenih doza od 2,5, 5, 10 i 20 kGy. Ipak, autori nisu primijetili konzistentnost u
destrukciji aflatoksina, jer su ponovljenim mjerenjem nakon primijenjene doze od 10 kGy
primijetili smanjenje aflatoksina B1 od 90%. Takoder, primijetili su da je postotak destrukcije
aflatoksina B1 povezan i s njegovom koncentracijom u otopini jer je nakon ozra¢ivanja otopine

koncentracije 250 pg/mL smanjenje aflatoksina B1 iznosilo samo 14%.

Da se y zraCenjem ne moze posti¢i nikakvo smanjenje aflatoksina tvrde Hooshmand i
Klopfenstein (1995) koji su provodili istrazivanje na umjetno kontaminiranim uzorcima
pSenice, kukuruza i soje razli¢itih vlaznosti (9, 13 te 17%). Primijenjene doze bile su 5, 7,5, 10
i 20 kGy te je kvantifikacija aflatoksina B1 provedena ELISA tehnikom. Rezultati govore kako
niti doza od 20 kGy nije dovela do statisti¢ki znacajnog sniZzenja koncentracije aflatoksina B1.
Isti zakljucak donosi i studija koju su proveli Feuell i suradnici (1966) koji su zakljucili kako
niti doza od 25 kGy nema statisticki znacajnog utjecaja na razliku izmedu koncentracije
aflatoksina B1 u ozra¢enom ili neozracenom uzorku kikirikijevog brasna, mjereno testom

fluorescencije.
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5 ZAKLJUCCI

Nakon detaljnog proucavanja dostupne literature o utjecaju y zraenja na rast plijesni i

produkciju mikotoksina te utjecaju y zracenja na degradaciju ve¢ nastalih mikotoksina, mozemo

izvesti nekoliko zakljucaka:

v zraCenje je uCinkovito u prevenciji prisustva mikotoksina jer zaustavlja germinaciju
rast i sporulaciju plijesni

kao optimalna doza za kontrolu mikrobioloskih kontaminanata namece se doza od 5
kGy, dok je za potpunu eliminaciju svih plijesni optimalna doza 10 kGy

utjecaj y zracenja na nutritivne vrijednosti zanemariv je kod doza do 10 kGy

niske doze y zracenja do 2 kGy mogu uzrokovati poveéanu proizvodnju mikotoksina
kao posljedicu adaptivhog odgovora na nepovoljne okolisne ¢imbenike, ali i moguce
promjene u molekuli DNA

rezultati ispitivanja utjecaja y zracenja na smanjenje koncentracije mikotoksina su
kontradiktorni te nije mogucée napraviti valjani zaklju¢ak ucinkovitosti ove metode na
smanjenje mikotoksina u uzorcima hrane za doze y zracenja do 10 kGy koje, kao takve,
ne utjecu znacajno na kvalitetu ispitivanih namirnica

postotak smanjenja mikotoksina je u izravnoj vezi s koncentracijom mikotoksina te je
njihov odnos obrnuto proporcionalan

na smanjenje koncentracije aflatoksina u uzrocima veliki utjecaj ima sadrzaj vode zbog
nastanka slobodnih radikala koji otvaraju furanski prsten aflatoksina $to donekle moze
objasniti manji u¢inak y zracenja na aflatoksine u uzorcima s malim sadrZajem vode te

izvrstan ucinak y zracenja na aflatoksine u vodenoj otopini
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7 SAZETAK/SUMMARY

Sazetak

Plijesni su mikroskopske gljive Siroko rasirene u prirodi te je kontaminacija plijesnima i
njihovim sekundarnim metabolitima, mikotoksinima neizbjezna. Mikotoksini predstavljaju
veliki javnozdravstveni problem. Plijesni porodice Aspergillus proizvode aflatoksine, koji su
Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) koja je aflatoksine svrstala u prvu grupu
karcinogena. Takoder su fumonizini, sekundarni metaboliti plijesni roda Fusarium, te
okratoksin A, mikotoksin koji proizvode plijesni roda Aspergillus i Penicillium svrstani u
skupinu 2B, moguc¢ih karcinogena za ljude. Cilj ovoga rada bio je istraZiti dostupnu literaturu
koja bi argumentirala da li je y zracenje, koje je ve¢ dugo vremena u praksi prihvacena metoda
sterilizacije medicinskog pribora i pasterizacije hrane, metoda koja moze sprijeciti
kontaminaciju hrane mikotoksinima te takoder dekontaminirati ve¢ mikotoksinima
kontaminiranu hranu. 1z pregleda dosadasnjih istrazivanja moze se zakljuciti kako je prikladnim
dozama vy zracenja koje ne utjecu na kvalitetu hrane moguce unistiti plijesni, ali ne 1 adekvatno
djelovati na same mikotoksine nakon njihove produkcije. To upucéuje na vaznost prevencije

kontaminacije hrane plijesnima adekvatnim nac¢inom proizvodnje i skladistenja hrane.
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Summary

Molds are microscopic fungi, ubiquitous in nature, thus making contamination by them and
their secondary metabolites, mycotoxins, virtually inevitable. Mycotoxins present a serious
public health issue. Mold genus Aspergillus produce aflatoxins, one of the most toxic
mycotoxins, proven carcinogens for humans, which was confirmed by International Agency for
Research on Cancer, whose experts grouped aflatoxins into Group 1 carcinogens. Furthermore,
fumonisins, secondary metabolites of the genus Fusarium, and ochratoxin A, mycotoxin
produced by the genera Aspergillus and Penicillium, have been grouped into Group 2B, which
are potential carcinogens for humans. The main objective of this thesis was to research available
literature which would argue whether y radiation, which has been established as a common
method of sterilization and pasteurization of medical equipment and food, could be applied as
a method of both preventing contamination of food by molds, and method of decontamination
of mycotoxin contaminated food. Overview of the current literature points to the conclusion
that appropriate doses of y radiation, which would not affect the quality of the food radiated,
would destroy the molds, but unfortunately would not have an adequate effect on already
produced mycotoxins. This signifies the importance of prevention of food mold contamination
by adequate means of food production and storage.
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SUMMARY

Molds are microscopic fungi, ubiquitous in nature, thus making contamination by them and their
secondary metabolites, mycotoxins, virtually inevitable. Mycotoxins present a serious public health
issue. Mold genus Aspergillus produce aflatoxins, one of the most toxic mycotoxins, proven
carcinogens for humans, which was confirmed by International Agency for Research on Cancer,
whose experts grouped aflatoxins into Group 1 carcinogens. Furthermore, fumonisins, secondary
metabolites of the genus Fusarium, and ochratoxin A, mycotoxin produced by the genera Aspergillus
and Penicillium, have been grouped into Group 2B, which are potential carcinogens for humans.
The main objective of this thesis was to research available literature which would argue whether y
radiation, which has been established as a common method of sterilization and pasteurization of
medical equipment and food, could be applied as a method of both preventing contamination of food
by molds, and method of decontamination of mycotoxin contaminated food. Overview of the current
literature points to the conclusion that appropriate doses of y radiation, which would not affect the
quality of the food radiated, would destroy the molds, but unfortunately would not have an adequate
effect on already produced mycotoxins. This signifies the importance of prevention of food mold
contamination by adequate means of food production and storage.
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