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1. UvOD

1.1 KLIMATSKE PROMJENE

Izvjestaj Meduvladinog panela o klimatskim promjenama (IPCC?, 2007) naglasava kako je
globalno zagrijavanje postao dominantan problem i neizbjezan proces s o€itim promjenama
koje se dogadaju posljednjih nekoliko desetljeca. Koncentracije metana, ugljikovog dioksida,
dusikovog oksida u atmosferi se sve vise povecavaju, dovodeci posljedi¢no do zagrijavanja
okolisa, ve¢ih oborina i razdoblja suSe. Osim povecanja intenziteta i uc¢estalosti ekstremnih
meteoroloskih pojava posljedice klimatskih promjena se dovode u vezu i s podizanjem razine
mora, smanjenju zaliha pitke vode, povecanju povrsina pustinja, povecanju opasnosti od bolesti

1 izumiranju niza bioloskih vrsta.

Takoder, promjene u temperaturi, oborinama i koncentraciji ugljikovog dioksida u atmosferi
mogu dovesti do neocekivanog povecanja ili smanjenja kontaminacije usjeva s plijesnima i
njihovim mikotoksinima, ali i do pojave nove strukture vrsta plijesni, producenata mikotoksina,
po geografskim podruc¢jima svijeta. Dakle, globalno zatopljenje nece imati samo utjecaja na
ve¢ prisutne interakcije patogena i domacina, ve¢ ¢e pogodovati pojavi novih bolesti i
promjenama u bioraznolikosti/mikrobiomu plijesni u odredenim dijelovima svijeta (Perrone i
sur., 2020).

Primjerice, 2003./2004. godine vladale su jako vruce i suhe vremenske prilike u dijelovima
sjeverne lItalije koja se bavi proizvodnjom sira, a gdje je glavna namirnica za stoku kukuruz
(Giorni i sur., 2007). Kontaminacija s plijesnima Fusarium verticillioides i s fumozinima je
Cesta na kukuruzu, a optimalna temperatura za povecanu produkciju fumozina je 25-30 °C.
Medutim, zbog jako suhih uvjeta te godine, vrsta Aspergillus flavus se pojavila kao znacajniji
problem. Aspergillus flavus tolerira Siroki raspon temperature (19-35 °C), za rast joj je
najpogodnija temperatura od 28 °C, a za produkciju aflatoksina temperatura od 28-30 °C. Vrsta
A. flavus moze rasti u uvjetima aktiviteta vode od 0.73, a proizvoditi aflatoksine na 0.85, za
razliku od vrste F. verticillioides koja raste u uvjetima aw> 0.90 i stvara fumozine na aw >
0.93. Kontaminacija kukuruza s aflatoksinom B1 je bila znacajna i rezultirala je visokim
koncentracijama aflatoksina M1 u mlijeku stoke koja se hranila tim kukuruzom. Tako je A.

flavus kao kserotolerantnija mikotoksikoloska vrsta aktivno kolonizirala kukuruz,
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prevladavajué¢i nad vrstama roda Fusarium To je dovelo do znacajnih gospodarskih i

ekonomskih gubitaka (Magan i sur., 2011).

1.2. MIKOTOKSINI  UVJETI ZA NJIHOV RAST

Zitarice i proizvodi od Zitarica u ljudskoj su prehrani, kao i u ishrani Zivotinja, najzastupljenija
komponenta, a ujedno su i vrlo pogodna sirovina za razvoj plijesni. FAQ? isti¢e da je oko 25%
svjetske proizvodnje Zitarica kontaminirano mikotoksinima koji mogu ozbiljno utjecati na

zdravlje Zivotinja, odnosno zdravlje ljudi (Peraica i Domijan, 2001, Surai i sur., 2008).

Tijekom proizvodnje i skladistenja sirovina, kao 1 gotovih namirnica, plijesni se pojavljuju kao
vrlo ucestala onecis¢enja koja mogu producirati Sirok spektar sekundarnih metabolita, medu
kojima znacajnu skupinu predstavljaju mikotoksini. Mikotoksikoze su bolesti koje se vezu uz
unoSenje mikotoksina, a poznato je da uzrokuju razlicite toksicne ucinke u ljudi i Zivotinja,
ukljucujuéi hepatotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost, neurotoksi¢nost, mutagenost, karcinogenost i

imunosupresiju (IARC, 1993).

U domacih zivotinja mikotoksini uzrokuju alergijske reakcije, gubitak apetita, povracanje,
mrSavljenje, smanjenje imuniteta, smanjenu reprodukciju i smrt. ZabiljeZeni su masovni pomori
zivotinja u proSlosti, kao 1934. kada je u SAD-u uginulo vise od 5000 konja od ,,bolesti
uzrokovane kukuruznom plijesni“ili 1972. godine kada se pojavio problem odbijanja hrane kod
svinja u Corn Belt-u (Kataleni¢, 2004). Nadalje, ,,X bolest purica“ 1960. godine uzrokovala je
pomor vise od 100 000 mladih purica 1 20 000 druge peradi. Veliki pomor peradi povezuje se s
hranom na bazi kikirikija uvezenoj iz Brazila u kojoj su utvrdeni aflatoksini pa se taj datum
smatra prekretnicom u snaznijem pristupu istrazivanjima mikotoksina u modernoj povijesti
(Peraica i sur., 1999). Trovanja mikotoksinima kroni¢ari spominju ve¢ 943. godine kao ,,Vatra
sv. Ante* uzrokovanu ergot alkaloidima nastalim razvojem plijesni Claviceps purpurea na
Zitarici razi (Peraica i sur., 1999). Zrtve ,,Vatre sv. Ante®, ergotizma, bili su izloZeni i
dietilamidu lisergi¢ne kiseline (LSD), halucinogenom sredstvu, nastalom pri pec¢enju kruha od

pSenice koja je sadrzavala ergot.

Medu stotinama poznatih mikotoksina posebna se paZnja posvecuje aflatoksinima i

okratoksinima te fuzarijskim mikotoksinima fumonizinu, zearalenonu, deoksinivalenolu
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(DON) i T-2/HT-2 toksinu, buduci da onecis¢uju brojne vrste namirnica, a pojavljuju se diljem
svijeta. Pojavnost mikotoksina u izravnoj je poveznici s pojavnoséu toksikotvornih vrsta
plijesni, koje na godi$njoj razini variraju po razli¢itim regijama svijeta te su U ovisnosti o
okolisnim uvjetima. Aspergillus vrste dominiraju u toplim i umjerenim dijelovima svijeta, dok
su Penicillium vrste ceste u hladnijim dijelovima svijeta (Sweeney i Dobson, 1998). Stoga se
aflatoksini koje uglavnom proizvode Aspergillus vrste u ve¢im koncentracijama nalaze u
tropskim 1 suptropskim podrucjima, fuzarijski mikotoksini u umjerenom klimatskom podrucju,
a okratoksini, koje najvise produciraju plijesni iz roda Penicillium, u podru¢jima hladnije klime.
Takoder, duga susna razdoblja tijekom godine pogoduju produkciji aflatoksina, dok kisna
razdoblja pogoduju nastanku Fusarium mikotoksina (Binder i sur., 2007). Stoga je klju¢ni
¢imbenik temperatura okolisa koja zajedno s aktivitetom vode (aw) utjee na rast plijesni i

proizvodnju mikotoksina (Northolt i Bullerman, 1982).

.....

a produciraju ih neki sojevi plijesni roda Aspergillus. Za rast im naro¢ito pogoduju temperature
od 26-38 °C i sadrzaj vlage ve¢i od 18 %. Vrsta A. flavus producira aflatoksine B1 i B2 na
Zitaricama poput kukuruza, dok A. parasiticus moze producirati aflatoksine B1, B2, G111 G2 na
uskladistenim uljaricama (Valpoti¢ i Serman, 2006). Aflatoksini M1 i M2 su hidroksilirani
metabolicki produkti aflatoksina B1 1 B2. Takoder, aflatoksin M1 (AFM1) se izlu¢uje u mlijeko
preko mlije¢nih zlijezda goveda koja su jela hranu kontaminiranu aflatoksinom B1 (AFB1).
Budu¢i da je stabilan tijekom pasterizacije 1 sterilizacije mlijeka 1 mlije€nih proizvoda, unos
relativno malih koli¢ina AFM1 moze znatno narusiti ljudsko zdravlje, osobito djece koja su
glavni konzumenti mlijeka i mlije¢nih proizvoda (Cvaliere i sur., 2006). Aflatoksin B1 jedan je
od najznacajnijih prirodnih karcinogena s izrazito visokom toksi¢noS¢u te je po preporuci
Agencije za istrazivanje raka (IARC?), svrstan je u skupinu 1 tj. skupinu spojeva s dokazanim
karcinogenim ucinkom u ljudi (Delas, 2010, Wogan, 1999). Uzro¢nik je karcinoma jetre,
jednog od ucestalijih karcinoma u razvijenim zemljama (Wogan, 1999). Temperature iznad 25
°C 1 dugo razdoblje suse pogoduju kontaminaciji usjeva s aflatoksinima. Takoder, oborine
neposredno prije, kao i na sam dan berbe, povecavaju vjerojatnost kontaminacije usjeva
aflatoksinima pogotovo za vrijeme skladistenja. Temperature ispod 20 °C sprjecavaju

kontaminaciju usjeva aflatoksinima. Pretpostavlja se da ¢e uslijed klimatskih promjena
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kontaminacija aflatoksinima postati ucestalija u trenutno umjerenim klimatskim uvjetima poput

onih u Zapadnoj Europi kako temperatura sve vise raste (Miraglia i sur., 2009).

Okratoksine proizvodi nekoliko vrsta plijesni iz roda Aspergillus, primarno A. ochraceus, A.
predstavnik ove skupine je okratoksin A (OTA) koji je izoliran iz plijesni Aspergillus ochraceus
(Delas, 2010). Okratoksin A je primarno nefrotoksi¢an, a u velikim dozama je i hepatotoksican.
Prema IARC-u, OTA je mikotoksin s mogu¢im karcinogenim u¢inkom u ljudi te je svrstan u
skupinu 2B. Dovodi se u vezu s razvojem endemske nefropatije i tumora bubrezne nakapnice i
mokracovoda u ljudi (Pepeljnjak i sur., 2008). Znatne koncentracije OTA u hrani biljnog
podrijetla pronadene su uglavnom u isto¢noj Europi i1 to u pSenici, rizi, kukuruzu, razenom
brasnu, heljdi, zitaricama za dorucak te kao rezultat sekundarne kontaminacije u mesu i mesnim
proizvodima gdje predstavlja osobiti problem (Amézqueta i sur., 2009). Optimalni uvjeti rasta
I tvorbe okratoksina su temperatura izmedu 15-25 °C i sadrzaj vlage tj. aw 0,85-0,98 (Pitt i sur.,
2000).

Plijesni  koje produciraju znatne koli¢ine fumonizina suF. verticillioides i F.
proliferatum (Creppy, 2002). U znatnim koncentracijama fumonizin je detektiran u kukuruzu i
proizvodima na bazi kukuruza, rizi i je¢mu, a vrlo ¢esto ga se pronalazi i u kombinaciji s drugim
mikotoksinima. Ovisno o zivotinjskoj vrsti moze uzrokovati neurotoksi¢nost, hepatotoksi¢nost,

imunosupresiju, tumore jetre i druge poremecaje (Kovaci¢ i sur, 2009). Fumonozin B1 je

.....

bolesti vrlo rijetko se oporavljaju. Kod peradi i svinja, fumonizini djeluju na limfocite i tako
smanjuju imunitet, a kod svinja povezuju se i s nastankom edema pluca (Kataleni¢, 2004).
Visoka koncentracija toksina povezuje se s vru¢im i suhim vremenom, uz povremene periode
visoke vlage. Osim toga, razvoj plijesni poticu i insekti koji oste¢uju plod biljke. Vlaga od 18-
23 % tijekom sladiStenja kukuruza je optimalna za razvoj plijesni Fusarium vrste (Bacon i
Neson, 1994).

Zearalenon (ZEA) je mikotoksin s estrogenim djelovanjem kojeg tvore vrste Fusarium (F.
graminearum). Zbog sli¢nosti s estradiolom, hormonom kojeg luce ovariji sisavaca, ZEA se
kompetitivno veze za estrogene receptore. U probavnom sustavu ZEA se reducira u zearalenol

koji ima do 4 puta jaci estrogeni ucinak. ZEA uzrokuje poremecaje u reproduktivnom i



endokrinom sustavu, te genotoksic¢nost, a u velikim koncentracijama djeluje imunotoksi¢no na
humane T-limfocite (Pepeljnjak i sur., 2008). Smatra se da je ZEA odgovoran za preuranjeni
pubertet u djece. Naime, u Puerto Ricu je ZEA dokazan u krvi djece kod kojih su zabiljeZene
spomenute razvojne promjene. U jugoistocnoj Madarskoj je zabiljeZena povecana ucestalost
preuranjenog razvoja grudi u djece pri ¢emu su u serumu dokazane koncentracije od 18,9 do
103,5 pg ZEA/mL (Peraica i sur., 2001). Produkciji zearalenona narocito pogoduju vlaznija
klimatska podneblja s nizim temperaturama od 10 do 15 °C (Abramson, 1998). Prisutnost
zearalenona dokazana je u razli¢itim Zitaricama 1 to kukuruzu, je¢mu, pSenici, razi, soji i

njihovim proizvodima (Ozegovi¢ i Pepeljnjak, 1995).

Deoksinivalenol (DON, vomitoksin) se javlja uglavnom kod Zitarica poput psSenice, je¢ma i
kukuruza, a rjede kod zobi, rize i razi. Produkcija deoksinivalenola primarno je povezana s F.
graminerarum i F. culmorum, a naroc¢ito mu pogoduju vlaznija klimatska podneblja (aw 0,97) i
temperatura od 25-28 °C (Doohan i sur., 2003). Deoksinivalenol moZe imati $tetne u¢inke na
zdravlje nakon kratkoroéne ili dugoro¢ne izlozenosti. Nakon akutne izlozenosti DON izaziva
dva karakteristi¢na toksi¢na uc¢inka: smanjen unos hrane (anoreksija) i povrac¢anje (Creppy,
2002). Povracéanje i anoreksija su posredovani serotonergi¢kim sustavom centralnog zivéanog
sustava ili perifernim djelovanjem na serotoninske receptore. DON inhibira sintezu DNA, RNA
1 proteina na ribosomskoj razini i ima hemoliti¢ni u€inak na eritrocite (Schlatter, 2004).
Leukociti su centralna meta deoksinivalenola i drugih trihotecena, a ovisno o dozi i ucestalosti
izlozenosti u¢inak DON-a moze biti imunostimulatoran ili imunosupresivan (Pestka i sur.,
2004). U zivotinja glavni ucinak niske koncentracije DON-a u hrani (>2 mg/g u krmi za svinje)
dovodi do smanjenog unosa hrane (anoreksija), a time i smanjenog porasta mase, dok vece doze

(>20 mg/g) induciraju odbijanje hrane, dijareju i povraéanje (KaniZai Sari¢ i sur., 2011).

T-2 toksin produciraju plijesni iz roda Fusarium u Sirokom temperaturnom intervalu od 0-32
°C uz maksimalnu produktivnost ispod 15 °C (Creppy, 2002). T-2 toksin je najpotentniji
trihotecen koji djeluje citotoksi¢no, imunosupresivno i izaziva niz gastrointestinalnih,
dermatoloskih i neuroloskih simptoma (Bennett i sur., 2003). T-2 toksin se smatra uzrocnikom
alimentarne toksi¢ne aleukije u humanoj populaciji koju karakteriziraju simptomi povracanja,
diareje, abdominalnih bolova i oralnog krvarenja (IARC, 1993). Toksi¢ni efekt T-2 toksina
ocituje se gubitkom teZine, smanjenjem broja krvnih stanica i1 leukocita, patoloSkim
promjenama na jetri i zelucu. Akutna izloZenost T-2 toksinu dovodi do povracanja, proljeva,
krvarenja, stanja opCe slabosti, oStecenja hrskavi¢nih tkiva, apoptoze i smrti (Ki$ i Pleadin,

2018). Dominantno su prisutni u tropskim i suptropskim podru¢jima gdje topli i vlazni
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klimatski uvjeti, uz nepravilno skladiStenje Zitarica s visokim sadrzajem vlage, mogu dovesti
do znacajne kontaminacije. Faktori koji najvise utjecu na proizvodnju T-2 toksina su klimatski

uvjeti, mehani¢ko ostecenje zrna i visoki sadrzaj vlage (Li i sur., 2011).

1.3. UTJECAJ KLIMATSKIH PROMJENA NA RAST PLIJESNI | TVORBU

MIKOTOKSINA

EFSA* predvida da ¢e ucinci klimatskih promjena na pojavnost mikotoksina biti regionalni te

uglavnom $tetni, ali moguce i povoljni za pojedino geografsko podruéje (EFSA, 2020).

Povecana razina onecis¢enja hrane za ljude i za Zivotinje moze Se pojaviti vezano za trenutno
postojeée mikotoksine ili se moze dogoditi ,,premjestanje” nekih mikotoksina iz dosadasnjih u
nove geografske regije, u kojima ranije nisu zabiljezene njihove znacajnije razine. Stres
prouzrocen klimatskim promjenama moze rezultirati pojavnos¢u novih mikotoksina koji ranije
nisu bili prepoznati, a njihova pojavnost moze ozbiljno narusiti dostupnost hrane za ljude i

Zivotinje, posebno u zemljama u razvoju (Miraglia i sur., 2009).

U izvjes¢u IPCC-a (2007) navodi se da ¢e temperatura porasti za otprilike 4 °C narednih 100
godina. Spominje se povecani gubitak minerala u tlu 1 varijacije u njihovoj bioraspoloZivosti te
promjene u ekosustavima mikroorganizama u tlu. Tako ¢e u buducénosti plijesni kojima
pogoduje visa temperatura za rast 1 proizvodnju mikotoksina dominirati u podrucjima s trenutno
umjerenom klimom, a postat ¢e manje rasprostranjeni u podru¢jima s trenutno toplom klimom.
Utjecaj poviSenja temperature razli¢ito ¢e se odraziti u razli¢itim geografskim podrucjima i imat
¢e veliki utjecaj na poljoprivredu (smanjeni prinos usjeva, promjene u kvaliteti tla, varijacije u
godisnjim dobima). Takoder, vru¢i i suhi uvjeti omogucit ¢e dobre uvjete skladiStenja —

potencijalna prednost klimatskih promjena (Paterson i Lima, 2011).

S druge strane, pojavnost obilnih oborina uslijed klimatskih promjena uzrokovat ¢e povecani
stres usjeva $to posljedicno dovodi do smanjenih prinosa. Takoder, takvi usjevi su podlozniji
kontaminaciji plijesnima zbog svoje smanjene otpornosti. Stete na usjevima, erozije tla i
nemogucnost obrade polja predvidaju se u izvjeséu IPCC-a (2007). Erozija tla dovodi do
ispiranja hranjivih nutrijenata iz biljke ¢ime slabi njenu rezistenciju na kontaminaciju

plijesnima.
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Druga faza kontaminacije mikotoksinima moze se dogoditi u periodu izmedu sazrijevanja
usjeva do njegove konzumacije (van der Fels-Klerx i sur., 2009). U tom periodu usjev moze
biti izloZen toplim i vlaznim uvjetima u polju, transportu ili u skladistu (Tirado i sur., 2010).
Problemi zapo¢inju u sluc¢aju velikih kiSa prije same berbe, te posljedi¢no nedovoljno osuSenim
Zitaricama na polju, Sto se moze pripisati postojanju klimatskih promjena. Klju¢ni okoli$ni
¢imbenici na nastanak plijesni su temperatura, vlaznost i sastav plina. Do kvarenja nec¢e doc¢i

ukoliko se usjevi cuvaju u skladistima pri aw < 0,7 (Paterson i Lima, 2011).

Pojava razli¢itih mikotoksina u polju povezana je s geografskim polozajem na kojem se kultura
uzgaja i meteorolos§kim uvjetima, iako dobra poljoprivredna praksa (GAP) i dobra proizvodna
praksa (GMP) tijekom rukovanja, skladiStenja, prerade, transporta i distribucije igra vaznu

ulogu u smanjenju kontaminacije mikotoksinima (Perrone i sur., 2020).

Istrazivanja pokazuju da okolis$ni stres ima znacajne posljedice za proizvodnju mikotoksina od
strane plijesni (Schmidt-Heydt i sur., 2011). Iako su plijesni uglavnom otporne na poviSenu
koncentraciju uglji¢nog dioksida, u kombinaciji s drugim ¢imbenicima, ovaj plin moze imati
znacajan indirektan utjecaj na produkciju mikotoksina, povezan s faktorima stresa, zbog suse,
oStecenja biljaka insektima i promjenama u fenologiji usjeva, poput promjena vremena cvatnje
i zrenja zitarica (van der Fels-Klerx i sur., 2016). Oc¢ekuje se da ¢e u Europi, narocito njezin
juzni dio, biti pogoden klimatskim promjenama, gdje ¢e se dogoditi kombinirane promjene po
pitanju povisenog udjela uglji¢nog dioksida u atmosferi (dva puta u odnosu na prosjenu razinu
u posljednjim desetlje¢ima), porasta temperature (za 2-4 °C) i pojave ekstremnih oborina i susa.
Smatra se da je porast temperature i vlage povezan s klimatskim promjenama najvjerojatnije
rezultirao pojavom znatnije kontaminacije aflatoksinima u juznoj Europi pocetkom 2000-ih, a
od tada je uoCena 1 njihova sve veca razina pojavnosti u sjevernom dijelu Europe. U juznoj su
Europi izutetno vruca ljeta ve¢ rezultira promjenama u ekosustavima uzgoja kukuruza, §to je
dovelo do promjena u uobicajenoj pojavnosti vrsta Fusarium i fuzarijskim mikotoksina te
ucestalijoj pojavnosti A. flavus i kontaminaciji izrazito toksi¢nim aflatoksinom B1. Primjerice,
istrazivanja provedena u Hrvatskoj ukazala su na visoku kontaminaciju kukuruza aflatoksinima
tijekom 2013. godine pod utjecajem tropskih i suptropskih klimatskih uvjeta koji su zabiljezeni
pri uzgoju kukuruza tijekom 2012. godine (Pleadin i sur., 2014a, 2015), dok su ranija
istrazivanja ukazala na ucestaliju kontaminaciju kukuruza i ostalih zitarica fuzarijskim

mikotoksinima.



Moze se ocekivati da ¢e klimatske promjene opéenito jako utjecati na kontaminaciju razli¢itih
zitarica aflatoksinima te da ¢e uslijed povecane kontaminacije aflatoksikogenim plijesnima
sigurnosti hrane, primarno na podrucju isto¢ne Europe, na Balkanskom poluotoku i Mediteranu
(Battilani i sur., 2016). Modeliranjem utjecaja potencijalnih klimatskih promjena na fenologiju
pSenice na podrucju sjeverozapadne Europe, predvida se ranija cvatnja i zrenje psenice i to
izmedu jednog i dva tjedna, kao i povecana kontaminacija usjeva DON-om (van der Fels-Klerx
i sur., 2016).

U nekim podrucjima Europe kvaliteta tla ¢e se narusiti zbog poveéanog gubitka minerala uslijed
ekstremnih oborina, a do¢i ¢e i do ucestalijih pojava klizi$ta i erozija tla (Miraglia i sur., 2009).
Juzna Europa ¢e vjerojatno doZivjeti smanjenje proljetnih usjeva (npr. kukuruza, soje,
suncokreta) s time da ¢e oni postati prikladniji za uzgoj u sjevernim podrucjima Europe.
Ocekuje se da ¢e se proizvodnja kukuruza povecati za 30-50 % u sjevernoeuropskim zemljama,
a znacajno se smanjiti na jugu Europe. lako, problem mikotoksina ¢e 1 dalje pratiti usjeve

(Paterson i Lima, 2011).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Sve ucestalija pojava iznadprosje¢no visokih temperatura u kombinaciji s ekstremnim
koli¢inama oborina ili razdobljima susSe povecavaju stres biljaka, povecavajuéi rizik, ponajprije
kukuruza, ali i ostalih Zitarica za infekciju plijesnima i kontaminaciju mikotoksinima. Takoder,
zitarice su podlozne kontaminaciji i za vrijeme skladi$tenja, a posebno su osjetljive na visok
udio vlage u zraku, kao i na zaostanak odredene koli¢ine vode na zrnu zbog nedovoljno i
neadekvatno provedenog susenja. Posebna pozornost se posvecuje vrstama roda Fusarium koje
rastu u uvjetima povecane vlaznosti, kao i na kserofilne vrste iz rodova Aspergillus i
Penicillium. Vrste plijesni ovih rodova su najznacajniji producenti mikotoksina te mogu

predstavljati javnozdravstveni problem.

Specifi¢ni ciljevi ovog rada su :

1. Odrediti koncentraciju plijesni iz uzoraka kukuruza, je¢ma i pSenice na podrucju
sjeverne, isto¢ne i srediSnje Hrvatske uzetih iz skladista.
2. Na temelju morfoloskih i mikromorfoloskih obiljezja identificirati plijesni porasle na

odgovaraju¢im hranjivim podlogama do razine roda/vrste.



3.

MATERIJALI | METODE

Primijenjena metode je brojanje plijesni i kvasaca u proizvodima namijenjenim za ljudsku

potrosnju ili prehranu zivotinja postupkom brojanja kolonija pri 25 °C.

3.1 MATERIJALI

Koristeni materijali: podoge DG-18 i DRBC, peptonska voda, sterilne tikvice (do 500 ml),

Petrijeve zdjelice, tipsevi, epruvete, L-stapici, autoklav, termostatirana tresilica.

3.1.1 HRANJIVE PODLOGE

Peptonska voda (Biolife, Italija) priredena je otapanjem 1 g kazeina i 8,5 g natrijevog
klorida (NaCl) u 1 L destilirane vode uz zagijavanje do vrenja. Tako priredena otopina
sterilizirana je autoklaviranjem, 15 min na 121 °C. Nakon sterilizacije dodan je

polisorbat 80 (Tween 80; Sigma-Aldrich, Njemacka).

Dikloran rose bengal kloramfenikol agar (DRBC; Oxoid, UK) pripremljen je otapanjem
10 g glukoze, 5 g peptona, 1 g monokalijevog fosfata (KH2PO4), 0,5 g magnezijevog
sulfata heptahidrata (MgSO4*7H20), 15 g agara, 2 mg diklorana (0,2% w/v u EtOH, 1
mL), te 100 mg kloramfenikola u 1 L destilirane vode uz zagrijavanje do vrenja. Tako
priredena otopina sterilizirana je autoklaviranjem, 15 min na 121°C. Nakon sterilizacije
dodano je 25 mg rose bengala (5% w/v u H20, 0,5 mL). Podloga se ¢uva zasti¢ena od

svjetlosti.

Dikloran 18% glicerolni agar (DG-18; Oxoid, UK) pripremljen je otapanjem 10 ¢
glukoze, 5 g peptona, 1 g monokalijevog fosfata (KH2PO4), 0,5 g magnezijevog sulfata
heptahidrata (MgSO4*7H20), 15 g agara, 220 g glicerola, 2 mg diklorana (0,2% w/v u
EtOH, 1 mL), te 100 mg kloramfenikola u 1 L destilirane vode uz zagrijavanje do vrenja.

Tako priredena otopina sterilizirana je autoklaviranjem, 15 min na 121°C.
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DG-18 podloga koristi se za prebrojavanje osmofilnih kvasaca i kserofilnih plijesni u hrani za
ljude i Zivotinje tehnikom brojanja kolonija (aw < 0,95). Smanjenje aktivnosti vode u ovom
mediju postize se dodatkom glicerola na priblizno 18 % Sto je vazno jer mnogi kvasci i plijesni
zahtjevaju nisku aktivnost vode kako bi se poboljsao rast i razvoj kolonija. S druge strane,
DRBC podloga se koristi za prebrojavanje kvasaca i plijesni, ali s aktivnos¢u vode ve¢om od
0,95. Podloge sadrze antifungalni agens dikloran kojim se sprjecava Sirenje i razmnozavanje
plijesni reda Mucorales koje propulzivno rastu i tako ometaju rast ostalih prisutnih vrsta. 1z
istog razloga DRBC podloga sadrzava jos i rose bengal (RB) radi sprjecavanja kontaminacije
uzoraka s drugim kolonijama. Dodatkom termostabilnog antibiotika kloramfenikola postize se
selektivnost protiv rasta bakterija. Kao izvor ugljikohidrata koristi se glukoza, a probavni

enzimi osiguravaju esencijalne vitamine, minerale, aminokiseline, dusik i ugljik.

3.1.2. UREDAJI

e Auroklav (¢ 300 x 500, Sutjeska, Beograd, Srbija)

e Termostatirana tresilica (Orbital Shaker-Incubator Grant-Bio ES20, Grant Instruments
(Cambridge) Ltd., UK)

3.2 METODA

3.2.1 UZORKOVANIJE

Uzorci kukuruza, je¢ma 1 pSenice prikupljeni su iz skladiSta na podrucju sjeverne Hrvatske,
srediSnje Hrvatske 1 isto¢ne Hrvatske u oZzujku 2021. godine. Sa sva tri podrucja prikupljeno je
po 10 uzoraka svake Zitarice (ukupno 90 uzoraka). Uzorci su se do analize ¢uvali u plasti¢nim

sterilnim posudama na -20 °C.

3.2.2 MIKOLOSKA ANALIZA

Vaze se 10 g mljevenog uzorka, te se suspendira u 90 mL peptonske vode na nacin da je omjer
uzorka i peptonske vode 1:9. Uzorak je potrebno homogenizirati u termostatiranoj tresilici prije
razrjedivanja te pri¢ekati 15 minuta kako bi se talog slegnuo. Time je dobivena mati¢na

suspenzija, koncentracije 10 . Radne suspenzije dobivaju su uzastopnim razrjedivanjem
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mati¢ne suspenzije, dok se ne dobiju redom koncentracije 102, 102, 10*i 10°. Na DRBC i
DG-18 hranjive podloge nasaduje se 100 uL mati¢ne suspenzije svake od radnih suspenzija, a
zatim razmazuje L-Stapi¢em. Priredene hranjive podloge inkubiraju se u mraku, na 25°C.
Kolonije se broje izmedu drugog i petog dana inkubacije, pri ¢emu se odbacuju ploce gdje se
razvilo vise od 150 kolonija. Preostale kolonije identificiraju se usporedivanjem morfoloskih

svojstava sa podacima iz literature (Samson i sur., 2010).

Koncentracija vijabilnih plijesni u g uzorka hrane izracunava se iz broja poraslih kolonija, a
prema formuli:

N = 2C
~ Vs (nl+0,1n2) *d

> C — zbroj kolonija izbrojenih na svim plocama

V — volumen inokuluma stavljen na svaku hranjivu podlogu (u mL)
nl — broj plo¢a zadrzanih za brojanje kod prvog razrjedenja

n2 — broj ploca zadrzanih za brojanje kod drugog razrjedenja

d — razrjedenje iz kojega su dobiveni prvi brojevi

3.2.3 STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Rezultati ovog istrazivanja prikazani su kao srednja vrijednost koncentracije plijesni tj. broj
jedinica formiranja kolonija (engl. colony forming unit, CFU) po gramu (CFU/g) te su
statisticki obradeni jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) i post-testom (Tukey)
komparacije razli¢itih skupina podataka, za nivo znacajnosti p < 0,05. Takoder, tablicno je

prikazana ucestalost (%) pojedinih rodova i vrsta plijesni s obzirom na podrucje uzorkovanja.
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4. REZULTATI

Identifikacija vrsta plijesni i odredivanje njihove ukupne koncentracije na zitaricama kukuruza,
pSenice 1 je¢ma odredena je pracenjem porasta kolonija na hranjivim podlogama DG-18 i

DRBC. Uzorci zitarica uzeti su iz tri podruc¢ja Hrvatske: sjeverne, isto¢ne i sredisnje Hrvatske.

A) B)

Slika 1. Prikaz kolonije aspergila iz sekcije Flavi (A) i kolonije Penicillium spp. (B) nakon
inkubacije (7 dana, 25 °C) na CYA agaru.
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A) B)

Slika 2. Primjer porasta kolonija plijesni Fusarium spp. na DG-18 agaru (A) i na DRBC agaru
(B) nakon inkubacije (7 dana, 25 °C).

Slika 3. Primjer brojanja kolonija plijesni na DG-18 i DRBC hranjivoj podlozi nakon

inkubacije (7 dana, 25 °C). Odbacivanje ploca na kojima se razvilo vise od 150 kolonija.
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Uzorci kukuruza s podrucja sredi$nje Hrvatske, uzgajani na DG-18 hranjivoj podlozi, pokazuju
srednju vrijednost koncentracija plijesni od 1,07 x 10’ CFU/g. To je statisti¢ki znadajna razlika
(p<0,05) u odnosu na srednje vrijednosti koncentracija plijesni s podruéja isto¢ne Hrvatske

(1,97 x 10° CFU/g) i s podru¢ja sjeverne Hrvatske (6,7 x 10° CFU/g) (Slika 4A).

Uzorci kukuruza prikupljeni s podrucja sredisnje Hrvatske, a uzgajani na DRBC podlogama,
takoder pokazuju statisticki znacajno vecu (p>0,05) srednju vrijednost koncentracija plijesni
(9,1 x 108 CFU/qg) ukoliko se usporede sa srednjom vrijednosti koncentracija plijesni s podrudja

istoéne Hrvatske (1,8 x 10° CFU/Q) i s podrugja sjeverne Hrvatske (1,4 x 10° CFU/g) (Slika

4B).
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Slika 4. Koncentracija plijesni poraslih na DG-18 (A) i DRBC agaru (B) iz uzorka kukuruza
iz tri podrucja Hrvatske (* p<0,05).
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Na DG-18 podlozi, rezultati dobiveni iz uzoraka psenice pokazuju znac¢ajno manje vrijednosti
koncentracija plijesni u odnosu na kukuruz. Srednja vrijednost koncentracija plijesni je najveca
na podruc¢ju srediSnje Hrvatske i1 iznosi 1908 CFU/g. Na podrucju isto¢ne Hrvatske srednja
vrijednost koncentracija plijesni iznosi 874 CFU/g, a na podrucju sjeverne Hrvatske 427 CFU/g
(Slika 5A).

Na DRBC hranjivoj podlozi najve¢i porast plijesni Se dogodio na uzorcima s podruéju sjeverne
Hrvatske sa srednjom vrijednosti koncentracija koja iznosi 3173 CFU/g. Na uzorcima s
podrugdja sredi$nje Hrvatske izmjerena je srednja vrijednost koncentracija od 1459 CFU/g, a na
podrucju isto¢ne Hrvatske ona iznosi 1392 CFU/g (Slika 5B).
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Slika 5. Koncentracija plijesni poraslih na DG-18 (A) i DRBC (B) agaru iz uzorka pSenice iz
tri podrucja Hrvatske.

Uzorci je¢ma koji su uzgajani na DG-18 hranjivoj podlozi biljeze najveéu srednju vrijednost
koncentracija na podrucju sjeverne Hrvatske (44 146 CFU/g). Nakon njih slijede uzorci je¢ma
s podrucja istoéne Hrvatske (29 172 CFU/g), a zatim uzorci iz sredisnje Hrvatske (14 950
CFU/qg) (Slika 6A).
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Na DRBC hranjivoj podlozi najvece vrijednosti koncentracija plijesni zabiljezene su iz uzoraka
s podrucja srediSnje Hrvatske (43 370 CFU/g). Srednja vrijednost koncentracija plijesni iz
uzoraka s podrucja sjeverne Hrvatske iznosi 24 320 CFU/g, a iz podrucja istocne Hrvatske ona

iznosi 22 489 CFU/qg (Slika 6B).
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Slika 6. Koncentracija plijesni poraslih na DG-18 (A) i DRBC agaru (B) iz uzorka je¢ma iz
tri podrucja Hrvatske.

Vrijednosti koncentracija plijesni uzgajanih na DG-18 podlozi pokazuju da uzorci kukuruza
Imaju znacajnije veci porast plijesni u odnosu na psenicu i jeCam. Najveci porast plijesni iz
uzoraka kukuruza je izmjeren na podru¢ju srediSnje Hrvatske, zatim na podruju istocne

Hrvatske i na kraju na podrucju sjeverne Hrvatske (Slika 7).

U slucaju DRBC podloge, znac¢ajniji porast plijesni takoder je zabiljezen na uzorcima kukuruza.
Nadalje, najveci porast plijesni je ostvaren na uzorcima prikupljenima s podrucja srediSnje

Hrvatske, a zatim na onima iz isto¢ne Hrvatske (Slika 8).
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Slika 7. Koncentracija plijesni poraslih na DG-18 agaru iz uzoraka zitarica iz tri podrucja

Hrvatske (*p<0,05).
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Slika 8. Koncentracija plijesni poraslih na DRBC agaru iz uzoraka zitarica iz tri podrucja

Hrvatske (*p<0,05).
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U tablici 1 prikazana je ucestalost (%) pojavljivanja razli¢itih rodova 1 vrsta plijesni u uzorcima
kukuruza, je¢ma i pSenice. Uzorci su prikupljeni s podrucja sjeverne, istocne i srediSnje
Hrvatske, a uzgajani su na DG-18 agaru. Detektirane su plijesni iz 9 razli¢itih rodova, medu
kojima dominiraju plijesni iz roda Aspergillus (najbrojnija sekcija Aspergillus), Penicillium

spp., kvasci i Fusarium spp. (dominiraju na kukuruzu).

Plijesni koje dominiraju na uzorcima kukuruza iz sjeverne Hrvatske su one iz roda Fusarium
(80%), Penicilium (80%) i Apergillus sekcije Aspergillus (40%). Kvasci i plijesni iz roda
Wallemia se pojavljuju na dva uzorka (20%), a na jednom uzorku se pojavljuje i rod Aspergillus
sekcije Circumdati (10%).

Plijesan iz roda Penicillium pronadena je na svakom uzorku kukuruza s podrucja isto¢ne
Hrvatske (100%). Nesto manje ucestalosti je rod Fusarium (70%), a nakon njega slijede plijesni
iz roda Aspergillus sekcije Aspergillus (40%) i Wallemia (30%). Rod Aspergillus sekcije Flavi
I sekcije Nigri pronadeni su na jednom uzorku (10%).

U uzorcima kukuruza, prikupljenima s podrucju sredi$nje Hrvatske, takoder dominiraju plijesni
iz roda Penicillium (90%), ali i one iz roda Aspergillus sekcije Aspergillus (80%). Ostale
plijesni se javljaju s malom ucestalosti: rod Fusarium na dva uzorka (20%), dok rod Aspergillus

1 kvasci biljeze porast na jednom uzorku (10%).

Na uzorcima jeéma iz sjeverne Hrvatske, najvecu ucestalost pokazuju plijesni iz roda
Aspergillus sekcije Aspergillus (70%), Penicillium (50%) te kvasci (40%). Na dva uzorka doslo
je do porasta plijesni iz roda Aspergillus sekcije Nigri (20%) i Cladosporium (20%). Plijesni

roda Alternarium, Aspergillus sekcije Flavi i Wallemia se pojavljuju na jednom uzorku (10%).

Na najveéem broju uzoraka jeCma iz isto¢ne Hrvatske pojavljaju se plijesni iz roda Aspregillus
sekcije Aspergillus (70%), Penicillium (60%) i kvasci (60%). Nakon njih slijede plijesni iz roda
Aspergillus sekcije Versicolores, ¢iji je rast zamijecen jedino ovdje i to na Cetiri uzorka (40%).
Plijesni roda Acremonium, Aspergillus sekcije Flavi i Cladosporium su narasle na jednom

uzorku (10%).

Na uzorcima je¢ma iz srediSnje Hrvatske dominira plijesan iz roda Penicillium (100%) i
Aspergillus sekcije Aspergillus (90%). Kvasci se pojavljuju na tri uzorka (30%), plijesni iz roda
Aspergillus sekcije Flavi, Cladosporium i Fusarium na dva uzorka (20%), a najmanje
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zastupljeni su plijesni iz roda Acremonium i Aspergillus sekcije Nigri koji biljeze porast na
jednom uzorku (10%).

Na prikupljenim uzorcima pSenice s podrucju sjeverne Hrvatske dominiraju plijesni roda
Penicillium (50%), a zatim slijede Cladosporium i kvasci (oboje 30%). Manje zastupljen je rod
Aspergillus sekcije Aspergillus (20%), a u jednom uzorku je pronadena plijesan iz roda Phoma
(10%).

Na podrucju isto¢ne Hrvatske plijesni iz roda Penicillium i kvasci su pronadeni na najvise
uzoraka (50%). S nesto manjom ucestalosti pojavljuju se plijesni roda Cladosporium (40%), a

najmanje zastupljene su plijesni roda Fusarium (20%) i Acremonium (10%).

S podru¢ja srediSnje Hrvatske najveéu pojavnost na uzorcima psenice pokazuju plijesni roda
Penicillium (50%). Na dva uzorka pronadene su plijesni roda Aspergillus sekcije Aspergillus i

kvasci (oboje 20%). Najmanje je onih iz roda Cladosporium i roda Wallemia (10%).
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Tablica 1. Ucestalost plijesni (%) poraslih na DG 18 agaru iz kukuruza, je¢ma i pSenice

na podrucju sjeverne (SJH), isto¢ne (ISH) i sredi$nje Hrvatske (SRH).

Gljivice Kukuruz

Jecéam

PSenica

DG 18 SJH ISH SRH

Acremonium
spp.

Alternarium
spp.
Aspergillus
spp.
Aspergillus
sek. 40 40 80
Aspergillus

Aspergillus

sek. 10

Circumdati

10

Aspergillus

sek. Flavi Ao

Aspergillus

sek. Nigri 10

Aspergillus
sek.
Versicolores

Cladosporium
spp.

Fusarium
spp.

80 70 20

Kvasci 20 20 10

Penicillium
spp.

80 100 90

Phoma spp.

Wallemia spp. 20 30

SJH

10

70

10

20

20

40

50

10

ISH

10

70

10

40

10

60

60

SRH

10

90

20

10

20

20

30

100

SJH

20

30

30

50

10

ISH

10

40

20

50

50

SRH

20

10

20

50

10
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U tablici 2. prikazana je ulestalost (%) pojavljivanja razlic¢itih rodova i vrsta plijesni na
uzorcima kukuruza, je¢ma i pSenice. Uzorci su uzeti s podrucja sjeverne, isto¢ne i sredi$nje
Hrvatske, a DRBC hranjiva podloga je koriStena za njihov rast. Detektirane su plijesni iz 11
razli¢itih rodova, medu kojima su najdominantnije plijesni roda Penicillium spp, zatim kvasci

i plijesni roda Fusarium spp.

Na najvise uzoraka kukuruza s podrucja sjeverne Hrvatske se javljaju plijesni iz roda Fusarium
(80%) i Penicillium (70%). Na dva uzorka pronadeni su kvasci (20%), a plijesan iz roda

Alternarium porasla je na jednom uzorku (10%).

Na kukuruzu iz isto¢ne Hrvatske dominiraju plijesni iz roda Penicillium (90%) i Fusarium
(80%). Plijesan roda Aspregillus pronadena je na tri uzorka (30%), a najmanje su zastupljene
plijesni iz roda Aspergillus sekcije Nigri, kvasci i Mucor koje su porasle na jednom uzorku
(10%).

Dominantne plijesni na kukuruzu iz podrucja sredisnje Hrvatske su one iz roda Penicillium
(90%). Nakon njih slijede plijesni iz roda Fusarium (60%), dok nesto manju ucestalost
pokazuju plijesni roda Aspergillus sekcije Aspergillus i kvasci (oboje 30%). Najmanje je onih

iz rodova Aspergillus spp., Mucor i Trichoderma koji se javljaju na jednom uzorku (10%).

U uzorcima je¢ma iz sjeverne Hrvatske dominiraju plijesni roda Aspergillus sekcije Aspergillus
(70%), a zatim slijede Penicillium (60%) i kvasci (50%). Najmanju pojavnost biljeZe plijesni
roda Aspergillus sekcije Nigri, Cladosporium, Fusarium, Mucor i Wallemia (10%).

U isto¢noj Hrvatskoj, na uzorcima je¢ma, najvise su zastupljene plijesni roda Penicillium
(50%), kvasci (50%) i Aspergillus sekcije Versicolores (40%). Plijesan roda Aspergillus sekcije
Flavi pronadena je na tri uzroka (30%). Najmanje ima onih iz roda Acremonium, Alternarium,

Cladosporium i Mucor (10%).

U prikupljenim uzorcima je¢ma na podrucju srediSnje Hrvatske dominiraju plijesni roda
Penicillium (90%) i kvasci (80%). Na neSto manjem broju uzoraka pronadene su plijesni roda
Alternarium (50%), Aspergillus sekcije Aspergillus (40%) i Cladosporium (30%). Na dva
uzroka su porasle plijesni roda Aspergillus sekcije Nigri (20%), a na jednom uzorku plijesni iz

rodova Acremonium, Aspergillus sekcije Flavi, Fusarium i Mucor (10%).

Plijesni roda Penicillium (60%) i kvasci (50%) pokazali su se kao najucestalije na uzorcima

pSenice s podrucja isto¢ne Hrvatske. Nakon njih slijede plijesni iz roda Cladosporium (30%)

22



koje su pronadene na tri uzorka. Na jednom uzorku doslo je do porasta plijesni iz roda Phoma
(10%).

Iz uzoraka pSenice s podrucju isto¢ne Hrvatske najvecu pojavnost biljeZe plijesni iz roda
Cladosporium i kvasci (oboje 40%), a zatim Alternarium (30%). Na dva uzorka su pronadene
plijesni roda Fusarium i Penicillium (oboje 20%). Najmanje je onih iz roda Aspergillus sekcije
Nigri (10%).

U uzorcima psenice iz sredi$nje Hrvatske dominiraju plijesni iz roda Penicillium (80%), a zatim
kvasci (60%). Plijesni roda Aspergillus sekcije Aspergillus (30%) su pronadena na tri uzorka.

Najmanje zastupljene plijesni su one iz roda Alternarium, Cladosporium i Fusarium (10%).
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Tablica 2. Ucestalost plijesni (%) poraslih na DRBC agaru iz kukuruza, je¢ma i pSenice na
podrucju sjeverne (SJH), isto¢ne (ISH) i sredisnje (SRH) Hrvatske.

DRBC SJH ISH SRH  SJH ISH SRH SJH ISH SRH

Acremonium
spp.
Alternarium
spp.
Aspergillus
spp.
Aspergillus
sek. 30 70 40 30
Aspergillus
Aspergillus
sek. Flavi
Aspergillus
sek. Nigri
Aspergillus
sek. 40
Versicolores
Cladosporium
spp.
Fusarium
spp.

Kvasci 20 10 30 50 50 80 50 40 60

10 10 50 30 10

30 10

30 10

10 10 20 10

10 10 30 30 40 10

80 80 60 10 10 20 10

Mucor spp. 10 10 10 10 10

Penicillium
spp.

Phoma spp. 10

70 90 90 60 50 90 60 20 80

Trichoderma
spp.
Wallemia
spp.

10

10
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5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su razlike u kvantitativnom i kvalitativnom sastavu plijesni
s obzirom na lokacije uzorkovanja. Podru¢ja uzorkovanja bili su sjeverna, isto¢na i srediSnja
Hrvatska. Obradeni uzorci su kukuruz, je¢am i pSenica koji su prikupljeni iz skladista u ozujku
2021. godine.

Ukupno gledajuci, najveci porast plijesni, ukljucujuci sve tri lokacije 1 sve tri zitarice, dogodio
se na uzorcima kukuruza s podrucja sredisnje Hrvatske. Takav znacajniji porast zabiljezen je i
na DRBC i na DG-18 podlozi. Kukuruz se pokazao posebno pogodan za razvoj plijesni roda
Fusarium, kao i roda Penicillium. Takav znacajniji porast plijesni na kukuruzu moze se dovesti
u vezu s uvjetima tijekom uzgoja kukuruza, odnosno neprikladim uvjetima njegove pohrane.
Istrazivanje “Collection of occurence data of Fusarium toksin in food and assessment of dietary
intake by the population of EU Member States” (2003) je pokazalo da je u svijetu kukuruz na
prvom mjestu medu kultiviranim biljkama koje su pogodno staniste za plijesni Fusarium vrste.
Dobro staniste su i pSenica, raz i zob. Zabrinutost je posebno izraZzena zbog ¢injenice da ljudi

kukuruz i pSenicu koriste u svakodnevnoj prehrani (Kataleni¢, 2004).

Prema ¢lanku 71. Pravilnika o kakvoci stoéne hrane, najveci broj kvasaca i plijesni u 1 gramu
krmiva biljnog podrijetla iznosi 200000 uz dopusteno odstupanje od 15%. Prema ovom ¢lanku,
uzorci je€ma 1 pSenice su ispunili zahtjeve, ali se niti jedan uzorak kukuruza nije pokazao

ispravnim.

Uzorci Zitarica uzgajali su se na dvije vrste podloge, DG-18 i DRBC podloge. Dikloran glicerol
(DG-18) je podloga s nizim aktivitetom vode (aw < 0,95), a koristi se za prebrojavanje
osmofilnih kvasaca i kserofilnih plijesni. S druge strane, DRBC je podloga visokog aktiviteta

vode (aw > 0,95) i pogodna je za razvoj plijesni iz svjeze hrane.

Od plijesni uzgajanih na DG-18 podlozi najveéi porast pokazuje plijesan iz roda Penicillium
koji pokazuju porast na svim uzorcima zitarica iz sva tri podrucja, s tim da se pojavljuju na
svim uzorcima kukuruza iz isto¢ne Hrvatske, kao i na svim uzorcima jeCma iz srediSnje

Hrvatske (100%).

Sljede¢i po ucestalosti porasta na DG-18 podlozi su plijesni roda Aspergillus sekcije
Aspergillus koji se pojavljuju na 9 lokacija, a najvise na je¢mu u sredisnjoj Hrvatskoj (90%) i

na kukuruzu u sredi$njoj Hrvatskoj (80%).

Plijesni roda Fusarium prevladavaju pretezno na kukuruzu i to u sjevernoj Hrvatskoj (80%).
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Plijesni roda Aspergillus sekcije Flavi, poznate zbog produkcije izrazito toksi¢nih aflatoksina
B1, pojavljuje se na jednom uzorku kukuruza iz isto¢ne Hrvatske, jednom uzorku je¢ma iz

sjeverne i isto¢ne Hrvatske kao i na dva uzorka je¢ma iz sredi$nje Hrvatske.

I u slu¢aju DRBC podloge plijesni roda Penicillium pokazale su se kao najucestalije. Pojavljuju
se na sve tri lokacije i na svim Zzitaricama, a najvise na uzorku kukuruza u istocnoj i sredisnjoj
Hrvatskoj (90%), kao i na je¢mu s podru¢ja sredi$nje Hrvatske (90%). Kvasci se takoder
pojavljuju na svim lokacijama, a najviSe na je¢mu iz sredi$nje Hrvatske (80%). Plijesni roda
Fusarium su pretezno rasprostranjeni na uzorcima kukuruza i to u sjevernoj i isto¢noj Hrvatskoj

(80%).

Plijesni roda Aspergillus sekcije Flavi na DRBC podlozi biljeze porast na tri uzorka je¢ma iz

isto¢ne Hrvatske, kao i1 jednom uzorku je¢ma iz sredi$nje Hrvatske.

Rezultati pokazuju kako su uzorci pretezno kontaminirani plijesnima iz skladista (rodovi
Penicillium i Aspergillus), ali i plijesnima roda Fusarium koji spadaju u plijesni polja i rastu

pretezno na kukuruzu.

Plijesni polja napadaju zrnje ratarskih kultura dok su jo$ u polju i zriobi pa im je potrebna velika
koli¢ina vlage. Primjerice, plijesni roda Fusarium prisutne su s velikim intenzitetom za vrijeme
toplih godina s vec¢om koli¢inom vlage, uz veliku koli¢inu oborina, jer se S$ire kroz
makrokonidije koje se kiSnim kapima prenose u gornje biljne organe. Nakon kiSe te strukture
izbacuju askospore koje se s vjetrom prenose izravno na glavice. Infekcija glavice i zrna nastaje
kada temperatura tijekom cvatnje prelazi 20 °C i vlaznost je ve¢a od 85-90% najmanje 24-40
sati (Kotowicz i sur., 2014). Infekcija se moze pojaviti u razli¢itim fazama rasta, cvatnje, berbe

te Zetve.

Prema podacima Drzavnog hidrometereoloSskog zavoda odstupanja srednje temperature zraka
u 2020. godini u odnosu na normalu 1981. — 2010. nalaze se u rasponu od 0,7 °C (Karlovac,
Makarska, Komiza) do 1,6 °C (Puntijarka). Na svim postajama temperatura zraka bila je viSa
od visegodisnjeg prosjeka. Oborinske prilike u 2020. godine bile su normalne na ve¢em dijelu
teritorija, s tim da su u listopadu, kada obi¢no traje berba zitarica, bile iznad viSegodi$njeg
prosjeka. Na podruéju isto¢ne Hrvatske prevladavale su kisne vremenske prilike dok su na
podrucju sjeverne i srediSnje Hrvatske vladali vrlo kisni uvjeti. Ki$ni uvjeti neposredno prije

berbe pogoduju razvoju plijesni.
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Za prevenciju kontaminacije nuzno je razumjeti optimalne i grani¢ne uvjete temperature i
relativne vlage za rast i proizvodnju mikotoksina, posebno kod klju¢nih vrsta plijesni
(Aspergillus, Penicillium i Fusarium). Temeljem tih podataka potrebno je provesti susenje i
skladiStenje sirovina i gotovih namirnica pod uvjetima koji ne dopustaju kolonizaciju (Pleadin

I sur., 2018).

Zitarice treba susiti na na¢in da razina vlage bude niza od razine potrebne za rast plijesni tijekom
skladiStenja. Aktivitet vode manji od 0,65 uglavnom odgovara sadrzaju vlage manjem od 15
%, §to je znacajno u prevenciji rasta brojnih vrsta plijesni koje mogu biti prisutne u svjezem
zitu. Cesto samo mala promjena u udjelu vlage (< 0,5 %) moze dovesti do kontaminacije

namirnica mikotoksinima iznad najvec¢ih dopustenih koli¢ina (Sanchis i Magan, 2004).

Prilikom susenja treba izbjegavati radnje kojima se oSte¢uje zrno Zzitarica. Najvaznije je da
razdoblje tijekom kojeg se mokro, svjeze poznjeto Zito Cuva na gomili prije suSenja ili ¢iS¢enja
bude §to je moguce krace, kako bi se smanjio rizik od rasta plijesni. Mnogi prehrambeni
proizvodi su higroskopni i lako apsorbiraju vodu, ¢ime je omogucen rast toksikotvornih plijesni
te kontaminacija mikotoksinima. Stoga je potrebno osigurati ¢istu i suhu ambalazu, sprijeciti
mogucnost prisustva insekata te kroz skladi$ni prostor osigurati strujanje zraka kako bi se

odrzala odgovarajuca i stalna razina temperature (Pleadin i sur, 2020).

Takoder, primjena kemijskih metoda nema prakti¢nu primjenu u uklanjanju mikotoksina
buduci uglavnom imaju negativan utjecaj na nutritivna i funkcionalna svojstva proizvoda. Stoga
je primjena ovih metoda dozvoljena isklju¢ivo u svrhu uklanjanja AFBI iz krmiva (Pleadin i

sur., 2018).

Iz aspekta klimatskih promjena, poznato je da prilikom izgaranja fosilnih goriva u industrijama
dolazi do emisije uglji¢nog dioksida i da je njegovo uklanjanje iz atmosfere smanjeno zbog sve
manjih povrSina prekrivenih Sumama kao najznacajnijim potroSacima uglji¢nog dioksida.
Povecana koncentracija ovog staklenickog plina u atmosferi uzrokuju povecanu apsorpciju
topline, Sto dovodi do promjena temperature zraka, koli¢ine oborina i ostalih klimatoloskih
elemenata. Uvazavajuéi navedene Cinjenice nuzno je prevenciju kontaminacije mikotoksinima
sagledati i u smjeru globalnog smanjenjenja proizvodnje ugljicnog dioksida, odnosno opéenito

smanjenja zagadenja okoliSa.

Kontaminacija hrane mikotoksinima trenutno uzrokuje velike troskove diljem svijeta, a troSak
¢e se gotovo sigurno povecavati sa sve intenzivnijim klimatskim promjenama. Stoga bi izrada

»prediktivnih modela“ omogucila kratkotrajno i dugoro¢no planiranje kontrole mikotoksina i
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rukovanje zitaricama kojom bi se osigurala ekonomska odrzivost, kao i sigurna opskrba hranom
za ljude i zivotinje. Definirana su Cetiri glavna podrudja istrazivanja koja su potrebna kako bi
se dobili korisni podaci o budu¢em utjecaju klimatskih promjena na rizik od mikotoksina (Wu
i sur., 2011): (1) koristiti raspoloZive simulacije buduc¢ih klimatskih scenarija na regionalnoj
razini; (2) koristiti ve¢ postojece podatke te provesti dodatna istrazivanja s ciljem prikupljanja
podataka o tome kako klimatski uvjeti u budu¢nosti mogu utjecati na pojavnost razlicitih vrsta
plijesni i koncentraciju mikotoksina; (3) razviti modele koji predvidaju razine najznacajnijih
mikotoksina, aflatoksina, fumonisina i DON-a, primarno u kukuruzu, ali i ostalim Zitaricama,
uzimajuci u obzir buduée klimatske scenarije; (4) provesti istrazivanja o utjecaju klimatskih
promjena na sigurnost hrane u blizoj i daljoj buduénosti, u smislu ekonomskih i zdravstvenih
rizika povezanih s mikotoksinima. Primarno je istraziti najznacajnije vrste plijesni producenata

mikotoksina iz rodova Aspergillus, Penicillium i Fusarium.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja dolazi se do sljede¢ih zakljucaka:

e Najveca koncentracija plijesni zabiljeZena je na kukuruzu s podrucja srediSnje
Hrvatske (1,07 x 10’ CFU/g na DG-18 hranjivoj podlozi i 9,1 x 10® CFU/g na DRBC
hranjivoj podlozi)

e Rezultati pokazuju kako su uzorci dominantno kontaminirani plijesnima iz skladista
(rodovi Penicillium i Aspergillus), ali i plijesnima roda Fusarium koji spadaju u plijesni
polja i koji najvise pokazuju porast na kukuruzu

e Plijesni roda Penicillium pokazale su se kao najucestalije; bile su zastupljene na svim
uzorcima kukuruza iz isto¢ne Hrvatske, kao i na svim uzorcima jeCma iz sredi$nje
Hrvatske (100%, DG-18). Kod DRBC hranjive podloge, plijesni roda Penicillium
takoder dominiraju na uzorcima kukuruza iz isto¢ne i sredi$nje Hrvatske (90%), kao i
na je¢mu s podrucja srediSnje Hrvatske (90%)

e Plijesni roda Aspergillus sekcije Aspergillus druge su po ucestalosti porasta na DG-18
hranjivoj podlozi. Izolirane su najvise iz jeéma (90%) i kukuruza (80%) iz sredi$nje
Hrvatske

e Plijesni roda Fusarium prevladavaju na kukuruzu. U sjevernoj Hrvatskoj pojavile su se
u 80% uzoraka na obje hranjive podloge, a isto tako i u isto¢noj Hrvatskoj (80%, na
DRBC)

e Za sprjeCavanje kontaminacije zitarica s plijesnima bitno je osigurati dobre uvjete u
skladitima. Zitarice je potrebno susiti na nadin da razina vlage bude ispod razine
pogodne za razvoj plijesni (aw< 0,65), potrebno je sprijeciti prisustvo insekata koji bi

ostetili zrno 1 vazno je omoguciti adekvatno strujanje zraka
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8. SAZETAK/SUMMARY

SAZETAK

Znanstvenici posljednjih desetljeca ukazuju na sve izrazenije klimatske promjene. Povecane
razine ugljikovog dioksida, poviSenje temperature na globalnoj razini i velike koli¢ine oborina
imaju utjecaj na pojavu novih vrsta plijesni koje proizvode mikotoksine, kao i na povecanu
kontaminaciju usjeva. Razvoj preventivnih modela za sprjeCavanje kontaminacije plijesnima

bitni su iz gospodarskog, ali i zdravstvenog aspekta.

Prikupljeni su uzorci kukuruza, pSenice i jeCma iz skladiSta sjeverne, isto¢ne i sredi$nje
Hrvatske na prolje¢e 2021. godine. Analizom koncentracije plijesni utvrden je statisticki
znacajan porast srednje vrijednosti koncentracija na uzorcima kukuruza i to s podrucja sredisnje

Hrvatske (1,07 x 10’ CFU/g na DG-18 podlozi i 9,1 x 106 CFU/g na DRBC podlozi).

Plijesni s najucestalijom pojavom su one iz roda Penicillium, Aspergillus sekcija Aspergillus i
rod Fusarium (koji prevladava na kukuruzu). Takoder, na nekoliko uzoraka se pojavljuju
plijesni iz roda Aspergillus sekcije Flavi koje su poznate po produkciji izrazito toksi¢nih

aflatoksina.

Kako bi se sprijecila kontaminacija u skladistima, potrebno je osigurati dobru proizvodacku
praksu (GMP). Zitarice je potrebno susiti na na¢in da razina vlage bude ispod razine pogodne
zarazvoj plijesni (aw< 0,65), potrebno je sprijeciti prisustvo insekata koji bi ostetili zrno i vazno

je omogu¢iti adekvatno strujanje zraka.

Vazno je na globalnoj razini smanjiti emisiju staklenickih plinova kako bi se ublazile sve

izrazenije klimatske promjene koje nepogodno mogu utjecati na razvoj plijesni.
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SUMMARY

In the last decades scientists have been warning about negative effects of climate change.
Increased carbon dioxide levels, rising global temperature and high rainfall have caused the
appereance of the new types of molds which produce mycotoxin. Also, it has caused increased
crop contamination. It is important to develope the models for the prevention of mold

contamination in order to avoid negative impact on the economy and health.

Samples of corn, wheat and barley were collected from warehouses in northern, eastern and
central Croatia in the spring of 2021. The analysis of mold concentration have showed
statistically significant increase in the average concentration on maize from the area of central
Croatia (1,07 x 10" CFU/g on DG-18 agar and 9,1 x 10° CFU/g on DRBC agar).

The most frequently detected genera included Penicillium, Aspergillus section Aspergillus and
the genera Fusarium (dominant on the maize). Also, there were molds of the genera Aspergillus
section Flavi on several samples which are known for the production of extremely toxic

aflatoxins.

Good manufacturing pracite (GMP) plays an important role in prevention of growth of the
molds in storages. It is imortant for the crop to be dried on low humidity level (aw < 0,65). Also,
it is important to prevent damage of the crops by insects and to ensure adequate airflow in

warehouses.

Finally, efforts must be strengthened to ensure effetive control of greenhouse gas emissions,
otherwise it could lead to increase of climate change which has bad influence on mold growth.
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