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1. UvOD

1.1.UTJECAJ KLIME NA PLIJESNI | PRODUKCIU MIKOTOKSINA

Znacaj klime i klimatskih promjena vremenom postaje sve veci. Globalno zatopljenje
predstavlja puno vecu opasnost od dosad poznatih pojava poput otapanja ledenjaka i toplinskih
udara. Bitni pomaci se ofekuju na razini biljnog, zivotinjskog, ali i mikrobioloskog svijeta.
Porast temperature, povisenje koncentracije ugljikovog dioksida i promjena koli¢ine padalina
kljuéni su ¢imbenici koji ¢e, utjecanjem na rast plijesni i proizvodnju mikotoksina, utjecati i na
sigurnost hrane te na zdravlje ljudi. Takoder, pretpostavlja se da ¢e zbog izmjene klimatskih
uvjeta do¢i do mijenjanja geografskog polozaja kojeg vrste koloniziraju, mutacija koje ¢e
osigurati bolju prilagodbu ili pak dovesti do izumiranja (Russel i sur., 2010).

Pojava i Sirenje novih bolesti samo su jedne od opasnosti koje prijete. Naime, topliji uvjeti
olakSavaju razvoj termotoleratnih vrsta poput Aspergillus flavus, izvora vrlo opasnih
aflatoksina, na zitaricama poput kukuruza koje su u svakodnevnoj prehrani ¢ovjeka. Smatra se
da ¢e produkcija aflatoksina biti veéa od produkcija ostalih mikotoksina te da ¢e ujedno
predstavljati najve¢u opasnost izazvanu promjenom bioraznolikosti mikrobioma svijeta
(Paterson i Lima, 2011).

Istrazivanje provedeno u Italiji 2003. godine pokazalo je utjecaj porasta temperature i perioda
suSe tijekom samo nekoliko mjeseci na rast plijesni koje koloniziraju kukuruz, kao 1 njithovu
produkciju mikotoksina. Analizirani su uzorci kukuruza iz Sest regija sjeverne lItalije koji se
koriste kao prehrana za stoku ¢ije se mlijeko i mlije¢ni proizvodi konzumiraju. Dotad, najvecu
brigu izazivala je kontaminacija trihotecenima i fumonizinima (Giorni i sur., 2007). No,
Fusarium verticilioides za produkciju prethodno spomenutih mikotoksina, zahtijeva aktivitet
vode (aw) > 0,93. Obzirom na malu koli¢inu padalina, aw Se smanjio te pridonio stvaranju
optimalnih uvjeta za rast plijesni Aspergillus sekcije Flavi. Naime, potreban aw za rast i
proizvodnju aflatoksina je izmedu 0,73 i 0,83 te uz idealnu temperature za rast (izmedu 19 i 35
°C) i produkciju aflatoksina (28 °C) koja je postignuta vru¢inama, vrsta Aspergillus flavus je

prosirila svoju kolonizaciju kukuruza te povecala produkciju mikotoksina aflatoksina B1 i B2.

1.2.MIKOTOKSINI

Mikotoksini su sekundarni nisko-molekularni metaboliti plijesni. Dosad je otkriveno oko petsto

toksina. Klima (temperatura, dostupnost vode, koli¢ina svjetlosti, susa..) predstavlja najvazniji
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¢imbenik koji utjeCe na zivotni ciklus plijesni i njihovu sposobnost da koloniziraju usjeve,
prezive i stvaraju mikotoksine (Zingales i sur., 2022). Osim o klimi, produkcija toksina ovisi 0
stanju biljke (prisutnim insektima, ranama nastalim od sisavaca), uvjetima skladistenja, ali i
bioraspolozivosti mikronutrijenata potrebnih za rast plijesni. Smatra se da je 25% usjeva svake
godine kontaminirano mikotoksinima uzrokuju¢i znacajne ekonomske gubitke u
agrikulturalnom sektoru (El Sayed i sur., 2022).

Interes za proucavanjem mikotoksina javio se nakon pojave ,,X bolesti* koja je zahvatila purane
u Ujedinjenom Kraljevstvu. Zivotinje su se hranile mljevenim kikirikijem koji je bio
kontaminiran plijesnima Aspergillus flavus i1 parasiticus, koje su stvorile aflatoksine.
Posljedi¢no, uginulo je 100 000 purana i 10 000 ostale peradi. Zanimljiv povijesni primjer je i
ergotizam, bolest koju karakteriziraju bolovi u abdomenu, halucinacije i unutarnje izgaranje po
kojem je dobila naziv ,,vatra svetog Antuna“. Uzrok bolesti su ergot alkaloidi koje stvara
Claviceps purpurea, u ovom slu¢aju na razi. S vremenom je primije¢eno kako su izbijanja
slu¢ajeva trovanja mikotoksinima ¢e$c¢a u ratnim i siromasnim podruc¢jima (Awuchi i sur.,
kasnije, za vrijeme otapanja snijega, kada su bili povoljni uvjeti za sintezu trihotecena (Peraica
i sur., 2014). Kontaminacija trihotecenima dovela je do iritacije koze, gastrointestinalnih tegoba
te pada broja bijelih krvnih stanica (aleukije). Nakon 2. svjetskog rata u Japanu se pojavljuje
pojam ,,Zuta riza“ koji zapravo predstavlja rizu punu jako toksi¢nih plijesni. Kasnije je iz uzorka
izolirana plijesan Penicillium citreoviridae koji stvara mikotoksin citeoviridin (Kushiro, 2015).
Takoder su poznati primjeri endemske nefropatije uzrokovane okratoksinom te
leukoencefalomalacije kod konja uzrokovane fumonizinima.

Vecina mikotoksina je kemijski stabilna i prezivi procesuiranje hrane (https://www.who.int/).
U ljudski organizam dospijevaju putem hrane, inhalacijom ili apsorpcijom preko koze, a bolesti
koje uzrokuju nazivaju se mikotoksikoze. Ozbiljnost trovanja ovisi i 0 zdravstvenom stanju
covjeka: vitaminskoj deficijenciji, konzumaciji alkohola, kalorijskoj restrikciji te prisustvu
drugih infekcija (Bennet i Klich, 2003). Konzumacija biljaka na kojima su narasle plijesni
(voce, povrée, Zitarice) predstavlja primarnu kontaminaciju. Unos proizvoda Zivotinjskog
podrijetla (mlijeko, sir, meso) koji sadrze metabolite mikotoksina naziva se sekundarna
kontaminacija. Najve¢i znacaj s javnozdravstvenog aspekta imaju aflatoksini, okratoksin A,
patulin, fumonizini, zearalenon i trihoteceni.

Aflatoksine ubrajamo u najotrovnije mikotoksine. Stvaraju ih Aspergillus flavus (aflatoksin B1
I B2) i Aspergillus parasiticus (aflatoksin B1, B2, G1, G2). Koloniziraju Zitarice prije Zetve,

tijekom skladiStenja i prerade. Osim zitarica, zahvacaju orasaste plodove (bademe, brazilski
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orasci¢, pistacije), zacinsko bilje (dumbir, kurkumu, crni papar, korijandar) te sjemenke uljarica
(kikiriki, suncokret). IzloZenost visokim dozama vodi do akutnog trovanja (aflatoksikoze) koja
znacajno oStecuje jetru te ugrozava zivot. Kroni¢na izloZenost niskim dozama vodi do pojave
raka ili imunosupresije. Aflatoksin Bl je prema Agenciji za istrazivanje raka (IARC)
karcinogen 1 skupine (dokazano uzrokuje karcinom u ljudi) te se pretpostavlja da je uzrok
velikog broja hepatocelularnih  karcinoma (Hussein, 2001). Osim karcinogenih i
hepatotoksi¢nih, ispoljava mutagena, imunosupresivna i karcinogena svojstva. Nakon
konzumacije u sisavaca podlijeze reakcijama biotransformacije u jetri te nastaje veliki broj
metabolita od kojih je jedan aflatoksin M1, takoder kancerogeni mikotoksin pronaden u mlijeku
i mlije¢nim proizvodima. Za rast aspergila pogoduju temperature 27-37°C, podrucja suse s
malom koli¢inom padalina stoga pretezito naseljavaju tropska i suptropska podrucja. U idu¢ih
25-50 godina predvida se porast temperature za 2-5 °C S$to ¢e pridonijeti Sirenju roda
Aspergillus u dotad nekolonizirana podrucja (Paterson i Lima, 2011). Smatra se da ¢e aflatoksin
B1 ugroziti sigurnost kukuruza u Europi, a aflatoksin M1 mlijeka (Battilani i sur., 2016).
Pravilnik o najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani ograni¢io je
prisustvo aflatoksina B1 u Zitaricama na 2 mikrograma po kilogramu (NN/146/2012).
Okratoksin A stvara nekoliko vrsta roda Aspergillus (A. ochracues, A. carbonarius) i roda
Penicillium (P. verrucosum). Pretezito se nalazi u zitaricama, zrnima kave, suSenom vocu, soku
od grozda 1 kikirikiju. Formira se tijekom skladiStenja usjeva, a IARC ga je uvrstila u 2B
skupinu karcinogena tj. potencijalno uzrokuje karcinom u ljudi. Ciljni organ jest bubreg te osim
toga djeluje imunosupresivno, hepatotoksi¢no i neurotoksi¢no. Povezuje se s pojavom
urotelijalnog tumora te endemskom nefropatijom, no uzro¢no-posljedi¢na veza jo$ uvijek nije
potvrdena. Stvaranju ohratoksina A pogoduju vlazni uvjeti s visokim aw (0,99) i temperaturom
izmedu 25 i1 30 °C (Milani, 2013). Pravilnik o najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih
kontaminanata u hrani ogranicio je prisustvo ohratoksina A u nepreradenim zitaricama na 5
mikrograma po kilogramu (NN/146/2012).

Patulin je mikotoksin kojeg stvara prvenstveno vrsta Penicillium expansum. Kontaminira trule
jabuke, zitarice i voéne sokove (posebice na bazi jabuka). Prvotno je koriSten kao
Sirokospektralni antibiotik, ali je zbog svoje toksi¢nosti izgubio farmakolosku upotrebu.
Uzrokuje jaku mucninu i gastrointestinalne tegobe te ima neuro i1 gastrotoksi¢no djelovanje.
Pravilnik o najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani ogranicio je

prisustvo patulina u vo¢nim sokovima na 50 mikrograma po kilogramu (NN/146/2012).



Zearalenon je sekundarni metabolit vrste Fusarium graminearum. Osim zitarica poput
kukuruza i rize, izvor su meso, mlijeko, sir te kikiriki. Optimalni uvjeti za rast su temperatura
oko 25 °C i aw 0,96 (Milani, 2013). Sam mikotoksin, kao i njegovi metaboliti poput zearalenola
imaju jako estrogeno djelovanje. Povezuje se s pojavom povecanja grudi te preuranjenog
puberteta. U Puerto Ricu zabiljeZeni su slu¢ajevi preuranjenog ulaska u pubertet kod djece te je
u krvi pronaden zearalenon. S obzirom na to da se kukuruz tamo ne proizvodi, pretpostavljeni
izvor mikotoksina bila je piletina porijeklom iz SAD-a (Domijan, 2013). Pravilnik o najveé¢im
dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani ogranicio je prisustvo zearalenona u
nepreradenim Zitaricama (0sim u kukuruzu) na 100 mikrograma po kilogramu.

Plijesni roda Fusarium stvaraju dvije skupine mikotoksina : fumonizine i trihotecene. Za rast
im je povoljan §irok raspon temperatura, pH te visoki aw (iznad 0,9), stoga su vrlo rasireni
kontaminanti na velikom broju namirnica diljem svijeta (Domijan, 2013). Ipak, fumonizini
skupine je fumonizin B1 koji je prema IARC-u uvrsten u 2B skupinu karcinogena (potencijalno
uzrokuje rak u ljudi). Ispoljavaju hepato i nefrotoksi¢na te imunosupresivna Svojstva te su u
nekim drZzavama poput Italije i Kine povezani s ezofagealnim rakom (Xue i sur., 2019). Osim
toga, prehrana domacih Zivotinja koja se temeljila na krmivu na bazi kukuruza pokazala je
kardiotoksi¢nost fumonizina za svinje (Domijan, 2013).

U trihotecene ubrajamo T-2, HT-2, deoksinivalenol (vomitoksin) i diacetoksiscirpenol (DAS).
PreteZito kontaminiraju Zitarice poput zobi, pSenice 1 kukuruza. U proslosti, posebice nakon 2.
svjetskog rata, istrazivana je upotreba T-2 toksina kao bioloskog oruzja. Naime, Rusija je
proizvodila ,,zutu kiSu®, tj. aerosol 1 kapljice mikotoksina otpustalo se iz aviona §to je dovelo
do snazne iritacije koze i o€iju (Vitanovski i Sovilj, 2017). T-2, HT-2 i DAS pokazuju
citotoksi¢na svojstva, vode do upale gastrointestinalnog trakta, edema i povracanja, dok
vomitoksin uzrokuje snaznu mucninu i povrac¢anje. Za produkciju mikotoksina povoljna je
temperatura izmedu 25 i 30 °C te aw 0,995 (Milani, 2013). Uz aflatoksine, dominantno su

prisutni u tropskim i suptropskim podru¢jima.

1.3.KLIMATSKE PROMJENE | UTJECAJ NA BIORAZNOLIKOST PLIJESNI

Velik broj osnovnih namirnica poput Zitarica, oraSastih plodova te voca ve¢ je i sada
kolonizirano plijesnima, posebice roda Aspergillus, Penicillium te Fusarium i kontaminirano
mikotoksinima (Magan i sur., 2011). Iako su uvjeti Zivota znatno bolji nego u proslosti kada su

se prvi put javila izbijanja mikotoksikoza te su zakonskom regulativom ogranicene dopustene
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koli¢ine mikotoksina u hrani $to doprinosi sigurnosti hrane, klimatske promjene sve vise
ispoljavaju negativan utjecaj na pojavnost plijesni i mikotoksina §to zahtjeva pronalazenje
novih nacina njihove kontrole. Zbog promjena klimatskih uvjeta predvidaju se migracije
patogena te veca izlozenost istima.

Trenutan je fokus na bakterijskoj rezistenciji na antibiotike i opasnost koje predstavljaju
ljudskom zdravlju, no jesmo li ,,ocuvani* od plijesni? Ne postoji dostupno cjepivo, spektar
antimikrobne terapije je limitiran, a sve nadolaze¢e promjene upravo idu u korist ekspanzije
plijesni (Jabra-Rizk i sur., 2004). Nadalje, mikotoksini su termostabilni, tesko ih je unistiti
procesuiranjem hrane, a uza sve to neki djeluju karcinogeno te predstavljaju veliku prijetnju
sigurnosti hrane, ali i ljudskom zdravlju.

Sinergija porasta koncentracije ugljikovog dioksida, temperature i promjene dostupnosti vode
stimulirat ¢e rast mikotoksikotvornih plijesni. Odredeni usjevi mogu biti inficirani razlicitim
vrstama plijesni te moze do¢i i do multimikotoksikoloske kontaminacije (Perrone i sur., 2020).
Izvjestaj) Meduvladinog panela o klimatskim promjenama (IPCC) smatra podrucje Mediterana
najugroZenijim i najdostupnijim utjecaju globalnog zatopljenja. Umjerenu klimu zamijenit ¢e
toplinski valovi, dulja razdoblja suse te smanjena koli¢ina padalina. Kserofilne vrste poput
Wallemia sebi, Xeromyces bisporus te Chyrsosporium spp. postat ¢e dominantni kolonizatori
hrane (Magan i sur., 2011). Osim njih, najvecu prijetnju predstavljaju vrste roda Aspergillus i
njihovi mikotoksini s obzirom na to da predvidene promjene upravo idu u korist njihovom
razvoju i Sirenju.

Ocekuje se 1 porast ekonomskih troSkova zbog vecih ulaganja u nova istraZivanja i mjere
sprjecavanja izlozenosti mikotoksinima, kao i zbog uniStavanja kontaminiranih usjeva te
razli¢itih zdravstvenih i veterinarskih troSkova (Hussein, 2001). Razmisljanja idu i u smjeru
koristenja modela kojim bi se predvidio rizik od deoksinivalenola u pSenici, fumonizina B
skupine te aflatoksina u kukuruzu (Magan i sur., 2011). Osim na razini razvoja plijesni,
promjene se predvidaju i na razini dobre poljoprivredne prakse (GAP) te sustava za oCuvanje

sigurnosti hrane (engl. Hazard Analysis and Critical Control Point - HAACP).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Zitarice se ubrajaju u jedne od najée$ée kontaminiranih namirnica u prehrani. Rast plijesni i
produkcija mikotoksina se odvija tijekom njihova rasta, ali i nakon Zetve te tijekom skladiStenja.
Zbog nadolazeéih porasta temperature i Stete koju ona izaziva na biljkama, o¢ekuju se znacajne
promjene u rastu plijesni i kontaminaciji mikotoksinima. Posebice tome pogoduju toplija
podneblja s manje padalina i duljim razdobljima suhog vremena. Medu plijesnima koje rastu u
ovakvim uvjetima osobito su ucestale vrste roda Aspergillus, Penicillium i Fusarium.
Sekundarni metaboliti ovih plijesni vrlo su opasni i toksi¢ni spojevi koji predstavljaju

javnozdravstvenu prijetnju.

Specifi¢ni ciljevi ovog rada su :

1. Odrediti koncentraciju plijesni u uzoracima kukuruza, je¢ma i pSenice na podrucju sjeverne,
istocne i sredisnje Hrvatske uzetih iz skladista u ozujku 2022.

2. Na temelju morfoloskih i mikromorfoloskih obiljezja identificirati plijesni narasle na

odgovaraju¢im hranjivim podlogama do razine roda/vrste.



3. MATERIJALI | METODE

KorisStena metoda jest brojanje plijesni i kvasaca postupkom brojanja kolonija u uzorcima

zitarica namijenjeni ljudskoj ili zivotinjskoj prehrani pri 25 °C.

3.1.MATERIJALI
Koristene su DRBC i DG-18 hranjive podloge, peptonska voda, sterilne tikvice do 500 ml,

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

3.1.1 HRANJIVE PODLOGE

Peptonska voda (Biolife, Italija) dobivena je otapanjem 1 g kazeina i 8,5 g natrijevog
klorida u 1 L destilirane vode te se zagrijavala do vrenja. Sterilizirana je autoklaviranjem
15 min na 121 °C te joj je potom dodan polisorbat 80 (Tween 80; Sigma-Aldrich,
Njemacka).

Dikloran rose bengal kloramfenikol agar (DRBC) prireden 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. Dobivena otopina se zagrijavala do
vrenja te je sterilizirana autoklaviranjem 15 min na 121 °C. Potom joj je dodano 25 mg
rose bengala (5% w/v u H20, 0,5 mL) te se ¢uvala zaSti¢ena od svjetlosti.

DG-18 (dikloran 18% glicerolni) agar dobiven je otapanjem 10 g glukoze, 5 g peptona,
1 g monokalijevog fosfata (KH2PO4), 0,5 g magnezijevog sulfata heptahidrata
(MgS04*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. Pripremljena otopina se zagrijavala do

vrenja te je sterilizirana autoklaviranjem 15 min na 121°C.

Agar DG-18 se upotrebljava za brojanje osmofilnih kvasaca i kserofilnih plijesni tehnikom

brojanja kolonija, pri ¢emu je aktivitet vode < 0,95. Potrebno smanjenje aktiviteta vode postize

se povecanjem udjela glicerola na 18 %. Takvi uvjeti su potrebni s obzirom na to da mnogi

kvasci 1 plijesni za svoj rast zahtijevaju nizi aktivitet vode. DRBC podloga se takoder koristi za

brojanje kvasaca i plijesni, ali osigurava aw > 0,95. Osim toga, podloga u svom sastavu sadrzi

dikloran, antifungalni agens koji onemogucava rast i Sirenje plijesni reda Mucorales koje bi
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ometale i ogranicile rast proucavanih vrsta. S ciljem smanjenja kontaminacije uzoraka drugim
kolonijama, DRBC ima i rose bengal, a dodatak kloramfenikola (termostabilnog antibiotika)
omogucava selektivno djelovanje protiv rasta bakterija. Glukoza je izvor ugljikohidrata, a
probavni enzimi osiguravaju esencijalne mikronutrijente (vitamine i minerale), kao i

aminokiseline, dusik i ugljik.

3.1.2 KORISTENI UREDAJI
e Autoklav ((¢ 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

Koristeni uzorci Zitarica (kukuruza, je¢ma 1 pSenice) prikupljeni su iz skladiSta na podruc¢ju
sjeverne, srednje i isto¢ne Hrvatske u ozujku 2022. godine. Prikupljeno je ukupno 90 uzoraka
(10 uzoraka za svaku Zitaricu na pojedinom podrucju). Uzorci su se prije analize ¢uvali u

plasti¢nim posudama na -20 °C.

3.2.2 MIKOLOSKA ANALIZA

Odvaze se 10 g uzorka te mu se pomocu staklene menzure doda 90 ml peptonske vode (omjer
uzorka i peptonske vode 1:9). Uzorak se potom u termostatiranoj tresilici homogenizira te ostavi
da se talog slegne. Time je dobivena podetna suspenzija koncentracije 10™. Radne suspenzije
su dobivene razrjedivanjem pocetne do koncentracija redom 102, 10, 104 i 10,

Za svaki od 90 uzoraka pripremljene su navedene suspenzije. Po 100 mikrolitara iz pocetne
suspenzije svake od radnih suspenzija prenese se na DRBC i DG-18 hranjive podloge te se
rasporede steriliziranim L-Stapi¢em. Pripremljene ploce s podlogama inkubiraju se pri 25 °C 5
do 7 dana nakon ¢ega su izbrojane narasle kolonije, pri ¢emu se odbacuju ploce s brojem
kolonija iznad 150.

Koncentracija plijesni u g uzorka zitarice tijekom brojanja dva uzastopna razrjedenja

izraCunava se prema formuli:



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

pri ¢emu je:

>C — zbroj kolonija izbrojenih na svim plo¢ama

V —volumen inokuluma u mililitrima stavljenog na hranjivu podlogu
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 su iskazani kao broj jedinica koje formiraju kolonije — CFU (engl. Colony forming
unit) po gramu uzorka (CFU/g). Podaci su analizirani one way ANOVA metodom
(jednosmjernom analizom varijance) te su se pritom usporedivale razli¢ite skupine podataka.
Znacajna razlika izmedu skupina iskazuje se preko P vrijednosti te ako njena vrijednost iznosi
manje od 0,05, prisutnost znacajne razlike je potvrdena. KoriSteni su 1 tabli¢ni prikazi udjela

pojedinih rodova 1 vrsta plijesni u analiziranim podrucjima.



4. REZULTATI

Srednja vrijednost koncentracije plijesni u uzorcima kukuruza prikupljenim u skladistima na
podrugju sjeverne Hrvatske te uzgajanim na DG-18 hranjivoj podlozi jest 7,5 x 10° CFU/g. U
uzorcima sakupljenim u sredi$njoj Hrvatskoj zabiljeZen je porast plijesni od 4,16 x 10° CFU/qg,
a u isto¢noj Hrvatskoj od 6,51 x 10° CFU/g (Slika 1A).

Uzorci kukuruza na DRBC hranjivoj podlozi imaju sli¢ne koncentracije plijesni kao i na DG-
18. Srednje koncentracije su najveée na uzorcima iz sjeverne Hrvatske, (1,17 x 10® CFU/g), .
nakon toga slijedi srednja koncentracija plijesni u podruéju istoéne (6,97 x 10° CFU/g) te na
posljetku sredisnje Hrvatske (2,07 x 10° CFU/g) (Slika 1B).

A B
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1x106
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le‘e 329 6§~ 89 & ‘\2{%
2) %} N 2 2 N
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Lokacija Lokacija

Slika 1. Koncentracija plijesni naraslih na DG-18 (A) i DRBC (B) podlogama iz uzoraka

kukuruza sakupljenih u podrucju srediSnje, sjeverne i isto¢ne Hrvatske.

U uzorcima je¢ma sakupljenim na podrucju srediSnje Hrvatske te uzgojenim na DG-18 agaru

srednja koncentracija naraslih plijesni iznosila je 7,15 x 10* CFU/g. To je najveéa zabiljezena
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vrijednost porasta plijesni na je¢mu obzirom na srednje koncentracije plijesni u uzorcima iz
sjeverne (5,8 x 103 CFU/g) i istoéne (1,2 X 10° CFU/g) Hrvatske. Takoder, znacajno je manji
broj poraslih plijesni u odnosu na uzorke kukuruza (Slika 2A).

Uzorci obradeni na DRBC hranjivoj podlozi pokazuju drugacije mikolosko opterecenje od
rezultata dobivenih na DG-18 podlozi. Najvecu koncentraciju plijesni imaju uzorci je¢ma iz
sredi$nje Hrvatske sa srednjom koncentracijom plijesni od 1,4 x 10° CFU/g. Na uzorcima iz
sjeverne Hrvatske srednja koncentracija iznosila je 1,2 x 10° CFU/g, a na uzorcima iz istodne
Hrvatske 4,6 x 10* CFU/g (Slika 2B).

A B
2.5%105- 2.5%105-
2x105- 2x105-
o 1.5x105- o 1.5x105-
- -
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Slika 2. Koncentracija plijesni u uzorcima je¢ma iz tri podruc¢ja Hrvatske naraslih na DG-18
(A) i DRBC (B) agaru.

Najmanji porast plijesni zabiljeZen je u uzorcima pSenice na DG-18 agaru. Naime, najveca
srednja koncentracija plijesni jest 8,4 x 10® CFU/g i to na podruéju isto¢ne Hrvatske. Uzorci
pSenice iz srediinje Hrvatske imaju srednju koncentraciju 6,7 x 10° CFU/g, a iz sjeverne
Hrvatske tek 2,2 x 102 CFU/g (Slika 3A).
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S druge strane, najveca srednja koncentracija plijesni iz uzoraka psSenice naraslih na DRBC
agaru iznosila je 4,5 x 10° CFU/g na podru¢ju sredisnje Hrvatske. Potom slijedi istoéna
Hrvatska sa srednjom koncentracijom od 2,67 x 10° CFU/g, a najmanji porast zabiljeZen je na

uzorcima sjeverne Hrvatske sa srednjom koncentracijom od 5,9 x 10° CFU/qg (Slika 3B).
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Slika 3. Koncentracija plijesni u uzorcima psenice na DG-18 (A) i DRBC (B) agaru iz tri

podrucja Hrvatske.

Opcenito, usporedujuci kukuruz, pSenicu i jeCam medusobno, zabiljezene su znacajne razlike u
porastu plijesni na DG-18 agaru. Naime, najveci porast vidljiv je na uzorcima kukuruza,
posebice prednjace uzorci iz sjeverne Hrvatske. Zatim slijede uzorci iz istone Hrvatske, a
najmanja srednja koncentracija plijesni zabiljezZena je u sredisnjoj Hrvatskoj (Slika 4).

S druge strane, ¢ak i na DRBC agaru najveci porast plijesni primjecen je na uzorcima kukuruza.
Srednja koncentracija plijesni u uzorcima kukuruza iz sjeverne Hrvatske opet je bila vodeca
pred uzorcima iz isto¢ne te naposljetku i srediSnje Hrvatske (Slika 5). Koncentracije plijesni
poraslih na uzorcima zitarica iz tri podruc¢ja Hrvatske medusobno su usporedivane
jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) te prema p vrijednosti nije bilo statisticki

znacCajne razlike izmedu analiziranih podataka.
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Slika 4. Koncentracija plijesni poraslih na DG-18 agaru iz uzoraka triju zitarica prikupljenih na

podrudju srednje, sjeverne 1 isto¢ne Hrvatske.
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Slika 5. Koncentracija plijesni poraslin na DRBC agaru iz uzoraka triju zitarica prikupljenih na

podrudju srednje, sjeverne i istocne Hrvatske.
U tablici 1. prikazana je ucestalost (%) pojavljivanja odredenih rodova i vrsta plijesni u

uzorcima Zitarica sakupljenih u sjevernoj, sredi$njoj i isto¢noj Hrvatskoj, a naraslih na DG-18
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agaru. Zabiljezen je rast osam razli¢itih rodova plijesni, pri ¢emu su najbrojniji rodovi

Fusarium, Penicillium, Cladosporium, Aspergillus (posebice sekcija Aspergillus) te kvasci.

Plijesni koje predvladavaju na uzorcima kukuruza iz sjeverne Hrvatske pripadaju rodovima
Penicillium (100%), Fusarium (60%) te Cladosporium (50%). U manjem udjelu (30%) narasle
su plijesni roda Aspergillus sekcija Aspergillus, a u udjelu od 10% pojavljuju se Aspergillus
sekcija Flavi i Nigri kao i kvasci.

Na uzorcima kukuruza prikupljenim u isto¢noj Hrvatskoj najviSe je naraslo plijesni roda
Fusarium (100%), Penicillium (80%) te Cladosporium (80%). Iz roda Aspergillus zabiljezen je
porast sekcije Aspergillus (40%), Flavi (30%) i Nigri (20%).

Plijesni roda Penicillium porasle su na svim uzorcima kukuruza prikupljenog u isto¢noj
Hrvatskoj (100%). Iduci po ucestalosti su bili rodovi Penicillium (70%) i Cladosporium (60%).
U manjoj mjeri zabiljezen je i porast Aspergillus sekcije Flavi (20%), a najmanje (10%) su
zastupljene Aspergillus sekcije Aspergillus, Circumdati, rod Botrytis te kvasci.

Na uzorcima je¢ma iz podruéja sjeverne Hrvatske dominiraju plijesni roda Cladosporium
(80%) i kvasci (70%). Na cetiri uzorka dosSlo je do porasta plijesni roda Penicillium i
Aspergillus sekcije Aspergillus (40%). Manje su zastupljeni rodovi Fusarium (20%), Phoma
(10%), Althernarium (10%) i Aspergillus sekcija Candidus (10%).

Dominacija roda Penicillium ocituje se na uzorcima je¢ma iz istoéne Hrvatske (100%). Potom
slijedi rod Cladosporium (90%) i kvasci (80%). U Sest uzoraka narasle su plijesni roda
Aspergillus sekcije Aspergillus (60%), a na tri uzorka plijesni roda Fusarium (30%).

Plijesni koje predvladavaju na uzorcima je¢ma iz sredi$nje Hrvatske jesu roda Penicillium
(80%) i Cladosporium (70%). Osim njih, visok udio zastupljenosti zabiljeZen je za Aspergillus
sekcije Aspergillus (60%) i Candidus (60%) te kvasce. U manjoj mjeri porasle su i plijesni roda
Fusarium (30%), Althernariae (10%) i Mucor (10%).

Na uzorcima pSenice prikupljene u sjevernoj Hrvatskoj najzastupljeniji rodovi su Penicillium
(80%) i Aspergillus sekcija Aspergillus (70%). Na pola uzoraka narasle su plijesni roda
Cladosporium i Aspergillus sekcija Flavi (50%). Zastupljenost od 20% imao je rod Fusarium
te Aspergillus sekcija Flavi, Nigri i Candidus.

Plijesni roda Penicillium narasle su na svim uzorcima pSenice sakupljenih u isto¢noj Hrvatskoj
(100%). Na vise od pola uzoraka zabiljezen je rast rodova Fusarium (60%), Cladosporium
(60%) i Aspergillus sekcije Aspergillus (60%). Prisutnost kvasaca i Aspergillus sekcije Flavi

uocena je na dva uzorka (20%).
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Skoro na svim uzorcima pSenice iz srediSnje Hrvatske zabiljezen je porast plijesni roda
Penicillium (90%). Plijesni roda Cladosporium i kvasci dijele drugo mjesto po zastupljenosti
(70%). U manjoj mjeri zabiljeZen je rast roda Fusarium (40%). Najmanji porast imali su rodovi

Phoma i Aspergillus sekcija Flavi (10%).

Tablica 1. Ucestalost plijesni (%) naraslih na DG-18 agaru iz uzoraka zitarica prikupljenih iz
sjeverne (SJHR), srediSnje (SRHR) i isto¢ne (ISHR) Hrvatske.

DG-18 SJHR ISHR SRHR SJHR ISHR SRHR SJHR ISHR SRHR

Althernarium 10 10

spp.

Aspergillus 30 40 10 40 60 60 70 60
sek.

Aspergillus

Aspergillus 10 60 20

sek. Candidus

Aspergillus 10

sek.

Circumdati

Aspergillus 10 30 20 20 20 10
sek. Flavi

Aspergillus 10 20 20

sek. Nigri

Botrytis 10

Cladosporium 50 80 60 80 90 70 50 60 70

spp.
Fusarium spp. 60 100 100 20 30 30 20 60 40

Kvasci 10 10 70 80 60 20 70
Mucor 10

Penicillium 100 80 70 40 100 80 80 100 90
spp.
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Phoma spp. 10 10

U tablici 2. prikazana je ucestalost (%) pojedinih rodova i vrsta plijesni u uzorcima zitarica
(kukuruz, jeCam, pSenica) poraslih na DRBC agaru. Uzorci su sakupljeni u sjevernoj, isto¢noj
1 srediSnjoj Hrvatskoj. Primijeen je rast sedam razli¢itih rodova plijesni, pri ¢emu su
najucestalije plijesni roda Penicillium, Fusarium, Cladosporium te kvasci.

Na uzorcima kukuruza prikupljenim u sjevernoj Hrvatskoj, a uzgojenim na DRBC agaru,
najviSe su narasle plijesni roda Fusarium (100%). Sljedece po ucestalosti su plijesni roda
Penicillium (70%) te kvasci (50%). U najmanjoj mjeri zabiljeZen je porast roda Cladosporium
i Aspergillus sekcije Flavi (10%).

Plijesni roda Penicillium i Fusarium prisutne su na svim uzorcima kukuruza iz isto¢ne Hrvatske
(100%). Na pola uzoraka vidljiv je rast kvasaca (50%), a manje su zastupljene plijesni roda
Cladosporium (30%), Aspergillus sekcije Nigri (10%) i sekcije Aspergillus (10%).

U sredi$njoj Hrvatskoj, na uzorcima kukuruza, najveci porast imale su plijesni roda Fusarium
(100%). Sljedeée po zastupljenosti bile su plijesni roda Penicillium (60%) i kvasci (60%).
Najmanja ucestalost evidentirana je za rodove Cladosporium (30%), Aspergillus sekcije Flavi
(10%) i Nigri (10%).

Na uzorcima je¢ma prikupljenim u sjevernoj Hrvatskoj najucestaliji su kvasci (100%) 1 plijesni
roda Penicillium (80%). Na pola uzoraka zabiljeZen je porast plijesni roda Fusarium (50%).
Manje su prisutni rodovi Cladosporium (30%) i Phoma (10%).

Kvasci (90%) i plijesni roda Penicillium (80%) bile su dominantne na uzorcima iz isto¢ne
Hrvatske. Zatim po zastupljenosti slijede plijesni roda Cladosporium (70%) i Fusarium (50%).
Na jednom uzorku vidljiv je porast plijesni roda Phoma i Aspergillus sekcije Aspergillus (10%).
Na najvecem broju uzoraka je¢ma iz srediSnje Hrvatske zabiljeZen je rast plijesni roda
Fusarium (90%) i kvasaca (70%). Velika je ucestalost penicilija (50%) i plijesni roda
Cladosporium (50%). Najmanja je pojavnost rodova Aspergillus sekcije Candidus, sekcije
Flavi i Aspergillus (10%).

Kvasci (90%) i plijesni roda Fusarium (80%) dominiraju na uzorcima pSenice iz sjeverne
Hrvatske. Manja je zastupljenost rodova Penicillium (40%), Cladosporium (40%) te
Aspergillus sekcije Aspergillus (30%). Na malom broju uzoraka primijecen je rast plijesni roda
Mucor (20%), Aspergillus sekcije Flavi i sekcije Nigri (10%).

Na uzorcima pSenice iz istoéne Hrvatske prevladavaju plijesni roda Fusarium (90%),
Cladosporium (80%) i kvasci (80%). Ucestalost roda Penicillium je 50%, a Aspergillus sekcije
Flavi te Nigri 10%.
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Plijesni roda Fusarium prevladavaju na uzorcima psenice iz sredi$nje Hrvatske (100%). Visoku
zastupljenost imaju i kvasci (90%) te plijesni roda Penicillium (80%). Na tri uzorka narasle su
plijesni roda Phoma (30%), a u hajmanjoj mjeri prisutne su plijesni roda Althernariae (10%) i
Cladosporium (10%).

Tablica 2. Ucestalost plijesni (%) naraslih na DRBC agaru iz uzoraka zitarica prikupljenih iz
sjeverne (SJHR), srediSnje (SRHR) i isto¢ne (ISHR) Hrvatske.

DRBC SJHR ISHR SRHR SJHR ISHR SRHR SJHR ISHR SRHR

Althernarium 10
spp.

Aspergillus 10

spp.

Aspergillus 10 10 10 30

sek.

Aspergillus

Aspergillus 20

sek. Candidus

Aspergillus 10 10 10 10 10

sek. Flavi

Aspergillus 10 10 10 10

sek. Nigri

Cladosporium 10 40 30 30 70 50 40 80 10
spp.

Fusarium spp. 100 100 100 50 50 90 80 90 100

Kvasci 50 50 60 100 90 70 90 80 90
Mucor 20

Penicillium 70 100 60 80 80 50 40 50 80

spp.
Phoma spp. 10 10 30
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5. RASPRAVA

Provedeno istrazivanje pokazalo je znaCajne razlike u koncentraciji poraslih plijesni (CFU/g) i
rodovima plijesni koji koloniziraju Zitarice ovisno o lokaciji uzorkovanja. Analizirani su uzorci
kukuruza, pSenice i je¢ma prikupljeni iz skladista u ozujku 2022.

Opcenito, uzimajuci u obzir sva tri podrucja uzorkovanja i tri vrste zitarica, najve¢i porast
plijesni biljeZi se na kukuruzu i to s podrucja sjeverne Hrvatske, neovisno o vrsti koristene
hranjive podloge. Na uzorcima prevladavaju plijesni roda Penicillium i Fusarium sto dovodi u
pitanje uvjete rasta i skladiStenja Zitarice. Istrazivanje provedeno na uzorcima Zitarica nakon
poplave u Gunji takoder pokazuje dominantnu ucestalost plijesni roda Fusarium, uz rodove
Cladosporium i Aspergillus (Kifer i sur., 2021). U Poljskoj je prije pet godina kultivirano 1,2
krmivo. (Czarnecka i sur., 2022). Smatra se da ¢e do 2050. porasti potraznja za kukuruzom na
3,3 milijarde tona te da ¢e do 2025. godine postati najkoristenija Zitarica (Mirsam i sur., 2021).
Analogno tome, kukuruz ¢e postati sve veca prijetnja zdravlju zbog ucestale primjene u prehrani
i velikog broja plijesni koje nosi sa sobom.

Rast kvasaca i plijesni iz analiziranih uzoraka pracen je na dvije podloge : DRBC 1 DG-18. Veci
aw (>0,95) karakterizira DRBC agar te je pogodan za porast plijesni iz svjeZe hrane, dok je DG-
18 podloga s nizim aktivitetom vode te se koristi za prebrojavanje osmofilnih i kserofilnih
kvasaca i plijesni.

Porast plijesni roda Penicillium brojniji je od svih analiziranih rodova. Zabiljezen je na svih 90
uzoraka s ucestalos¢u od 40 do 100 %, s time da se dominantan rast isti¢e na Svim uzorcima
kukuruza iz sjeverne Hrvatske te svim uzorcima je¢ma i psSenice iz istocne Hrvatske (100%,
DG-18).

U visokom udjelu na DG-18 agaru zastupljene su i plijesni roda Cladosporium. Najve¢i porast
je zabiljezen na uzorcima je¢ma iz isto¢ne Hrvatske (90%) te sjeverne Hrvatske (80%), kao i
na uzorcima kukuruza iz isto¢ne Hrvatske (80%). Iduée po zastupljenosti bile su plijesni roda
Fusarium. Rast je evidentiran na svim analiziranim uzorcima, a prevladavao je na kukuruzu,
posebice uzorcima iz isto¢ne i sredi$nje Hrvatske (100%, DG-18).

Plijesni roda Aspergillus sekcije Flavi narasle su u manjoj mjeri s maksimalnim udjelom od
30% na uzorcima kukuruza iz isto¢ne Hrvatske. Na uzorcima je¢ma analiziranih na DG-18

podlozi nije zabiljezen porast vrsta iz sekcije Flavi.
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S druge strane, najveéi udio plijesni poraslih na DRBC agaru pripada rodu Fusarium. Pojavnost
je visoka na svim analiziranim uzorcima, neovisno o lokaciji uzorkovanja. Ucestalost je
zabiljezena na svim uzorcima kukuruza te uzorcima psenice iz sredi$nje Hrvatske (100%).
Visok porast primijeen je i na preostalim uzorcima psenice (90%). Plijesni roda Fusarium
sveprisutan su toksikoloSki problem u umjerenim klimatskim podrucjima, neovisno o koli¢ini
oborina (Kifer i sur., 2021). Prema Uredbi o utvrdivanju najvecih dopustenih koli¢ina odredenih
kontaminanta u hrani, rezultati kontrolnog prac¢enja berbi ukazuju na to da kukuruz, kao i
proizvodi od kukuruza, mogu biti u velikoj mjeri kontaminirani fumonizinima te je potrebno
poduzeti mjere da bi se sprijecio ulazak neprihvatljivo kontaminiranog kukuruza u hranidbeni
lanac.

Takoder, na svim je uzorcima vidljiv i porast kvasaca, posebice na uzorcima kukuruza iz
sjeverne Hrvatske (100%). Plijesni roda Fusarium znacajno su kolonizirale sve uzorke
kukuruza (100%) te pSenice iz sredi$nje Hrvatske (100%). Porast Aspergillus sekcije Flavi
vidljiv je tek na ponekim uzorcima (10%).

Prema Pravilniku o sigurnosti hrane za Zivotinje dozvoljena granica koncentracije plijesni po
gramu kukuruzne prekrupe iznosi 30 x 10° CFU/g (NN/102/2016). Veéina analiziranih uzoraka
kukuruza (80%) pokazuje veée vrijednosti od dozvoljene te se prema razredu kvalitete smatraju
loSe kvalitetnim ili neprihvatljivim za hranidbu zZivotinja. Uzorci je€ma su uglavnom pozeljne
ili smanjene kvalitete, a manje od 10% uzoraka pSenice je bilo smanjene ili loSe kvalitete. Porast
kvasaca dominirao je na uzorcima je¢ma i pSenice te je vecina uzoraka pozeljne kvalitete.
Analizirani uzorci sadrzavali su u velikom broju plijesni polja (Fusarium), posebice uzorci
kukuruza, ali i plijesni skladista (Aspergillus i Penicillium). Plijesni polja napadaju i oStecuju
Zitarice prije Zetve, dok je usjev joS u polju, a njithovom rastu pogoduje veca koli¢ina padalina.
Mogu utjecati na izgled i kvalitetu Zitarica te ukoliko se provodi kontrolna obrada prije
skladisStenja moze se sprijeciti rast plijesni u skladistu, ovisno o uvjetima Cuvanja. Plijesni
skladiSta obi¢no nisu jako zastupljene prije zetve te invadiraju u skladiStu. Njihov rast ovisi o
vlaznosti, temperaturi, duljini vremena skladiStenja te stanju Zitarica prije ulaska u skladiste
(Mohapatra i sur., 2017).

Izvjes¢e Drzavnog hrvatskog meteoroloskog zavoda 0 2021. godini pokazuje pet toplinskih
valova tijekom ljeta te veliku koli¢inu oborina u listopadu i studenom. Odstupanja koli¢ine
oborine u listopadu 2021. godine u odnosu na normalu 1981. — 2010. nalaze se u rasponu od 10
% visegodis$njeg prosjeka u Senju (13,0 mm oborine ) do 221 % u Komizi (124,5 mm). Vise

temperature tijekom ljeta te manja koli¢ina padalina pogoduje rastu Aspergillus sekcije Flavi
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te stvaranju aflatoksina dok visoke koli¢ine padalina tijekom jeseni olakSavaju porast roda
Fusarium koji je u velikoj mjeri pronaden u uzorcima kukuruza (Pleadin i sur., 2020).

Vruce i suho ljeto 2021. dovelo je do visoke ucestalosti aflatoksina u kukuruzu u Hrvatskoj i
Srbiji. Najveca koli¢ina zabiljeZena je u uzorcima iz istoéne Hrvatske te je iznosila 422,2 ug/kg
(Pleadin i sur., 2023). Tijekom jeseni su prevladavale su normalne oborinske prilike, osim u
krajnjem istoku Hrvatske gdje je pretezito vladalo kisno podneblje te takoder oko Siska u
srediSnjoj Hrvatskoj gdje je zabiljezeno vrlo kiSno vrijeme. Utjecaj velike koli¢ine padalina na
porast plijesni roda Fusarium vidljiv je na uzorcima iz sredi$nje Hrvatske s ucestalo$¢u od 90
do 100% na DRBC agaru.

Prevencija S$tetnih ucinaka mikotoksina treba zapoceti sprjeCavanjem rasta plijesni na
Zitaricama u polju, prilikom Zetve, tijekom skladiStenja i prerade hrane. Primjerice, plijesni roda
Fusarium mogu kolonizirati kukuruz, stvarati mikotoksine i akumulirati se u Zitarici sve dok se
aktivitet vode ne smanji dovoljno da se kontrolira rast plijesni (Sanchis i sur., 2004). Stoga,
trebaju se upotrebljavati procesi analize opasnosti i kontrole kriti¢nih tocaka putem HAACP
kako bi se utvrdila ulazna vrata mikotoksikotvornih plijesni u hranidbeni lanac (Pleadin i sur.,
2020).

Strategija minimizacije kontaminacije ukljucuje upotrebu relativno otpornih kultivara,
ucinkovite poljoprivredne prakse prije Zetve, primjenu bioloSkih ili kemijskih tretmana za
Stetocine, infekciju gljivicama i regionalno proucavanje vremenskih uvjeta. Kemijske metode
uglavnom nisu najbolji odabir zbog negativnog ucinka na nutritivna svojstva proizvoda te se
koriste samo za smanjenje prisutnosti aflatoksina B1 u krmivima (Pleadin i sur., 2020).

S ciljem prevencije ulaska mikotoksitvornih plijesni u hranidbeni lanac, potrebno je provesti
susenje, skladiStenje sirovina te gotovih namirnica u uvjetima koji onemogucuju rast plijesni i
produkciju mikotoksina. Tijekom suSenja Zitarica treba se posti¢i niZza razina vlage od one
potrebne za rast plijesni tijekom skladiStenja. Aktivitet vode manji od 0,65 odgovara sadrzaju
vlage manjem od 15% Sto je znacajno u prevenciji rasta plijesni koje bi mogle biti prisutne u
svjezem zitu, a ve¢ male promjene u udjelu vlage mogu povecati kontaminaciju plijesnima
(Sanchis i sur., 2004).

Tijekom suSenja treba izbjegavati radnje kojima se oStecuje zrno Zitarica. Najvaznije je da
razdoblje tijekom kojeg se mokro, svjeze poznjeto zito uva na gomili prije suSenja ili ¢is¢enja
bude $to je moguce krace, kako bi se smanjio rizik od rasta plijesni. OdrZavanje higijenskih
uvjeta predstavlja kriticnu tocku tijekom srednjorocnog i dugoro¢nog skladistenja te tijekom
prijevoza robe, buducéi da se na globalnom trzistu sirovine i gotovi proizvodi prevoze na velike

udaljenosti kroz razlicite klimatske uvjete. Mnogi prehrambeni proizvodi su higroskopni i lako
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apsorbiraju vodu, ¢ime je omogucen rast toksikotvornih plijesni te kontaminacija
mikotoksinima. Stoga je potrebno osigurati Cistu i suhu ambalazu, sprijeciti moguénost
prisustva insekata te kroz skladiSni prostor osigurati strujanje zraka kako bi se odrzala
odgovarajuca i stalna razina temperature (Pleadin i sur., 2020).

Uzgajivaci kukuruza ¢e dozivjeti ve¢i ekonomski gubitak zbog odbacenih ili unistenih usjeva s
pretjerano visokom kontaminacijom mikotoksinima, potencijalno ostavljaju¢i mnoge
uzgajivace bez posla i ugrozavanje egzistencije drugih (Wu i sur., 2011). Ve¢ sada se koristi
prediktivno modeliranje s ciljem identifikacije geografskih regija u kojima moze do¢i do
najvecéeg utjecaja klimatskih promjena na mikotoksine i plijesni (Pleadin i sur., 2020). Pokusava
se prona¢i metoda koja ¢e omoguciti dobivanje ranog upozorenja za rizik od neprihvatljivih
razina mikotoksina, ukljucujué¢i dostupne informacije o vremenskoj prognozi kako bi se
smanjili ekonomski troskovi i izlozenost plijesnima (Wu i sur., 2011).

Definirani su dugoro¢ni planovi s ciljem predvidanja utjecaja klimatskih promjena na rast
plijesni (Wu i sur., 2011) : 1) Kkoristiti dostupne simulacije buducih klimatskih scenarija na
regionalnoj razini kako bi se utvrdili uvjeti koji moraju biti ispitani u laboratoriju; (2) koristiti
postoje¢e podatke te provesti nova istrazivanja s ciljem prikupljanja podataka o tome kako
klimatski uvjeti u buduénosti mogu utjecati na pojavnost razli¢itih vrsta plijesni, koncentraciju
mikotoksina i insekata; (3) razviti modele koji predvidaju razine aflatoksina, fumonizina i
DON-a, posebice u kukuruzu u buduc¢im klimatskim scenarijima; (4) odrediti utjecaj klime na
buduénost hrane, ekonomske i zdravstvene rizike. Najvecu pozornost i dalje treba dati kljucnim

rodovima plijesni : Fusarium, Aspergillus i Penicillium (Pleadin i sur., 2020).
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6. ZAKLJUCAK

Provedeno istrazivanje vodi do sljedec¢ih zakljucaka:

Najveci porast plijesni zabiljezen je na uzorcima kukuruza prikupljenim na podrucju
sjeverne Hrvatske (2,8 x 10® CFU/g na DG-18 agaru te 5,3 x 10® CFU/g na DRBC
agaru)

Na uzorcima kukuruza koncentracije plijesni na DG-18 podlozi odgovaraju
koncentracijama utvrdenim na DRBC dok su za jeCam i pSenicu dobivene razlike u
porastu plijesni ovisno o hranjivoj podlozi. Toj razlici najvise je pridonijela
zastupljenost vrsta iz roda Fusarium i kvasci koji su bili vise zastupljeni na DRBC
podlozi

Plijesni polja (Fusarium) znacajno su kontaminirale analizirane uzorke, posebice
uzorke kukuruza. U uzorcima su u velikoj mjeri pronadene su i plijesni roda Aspergillus
te Penicillium (plijesni skladista)

Najucestalije plijesni pripadaju rodu Penicillium neovisno o vrsti koriStene hranjive
podloge

Iduc¢e po ucestalosti bile su plijesni roda Fusarium ¢iji je rast dominirao na svim
uzorcima kukuruza te uzorcima pSenice iz srediSnje Hrvatske (100%, DRBC).
Zastupljenost je upecatljiva i na uzorcima kukuruza iz isto¢ne te srediSnje Hrvatske
(100%, DG-18)

lako se aflatoksini smatraju najve¢om prijetnjom ljudskom zdravlju, u provedenom
istrazivanju rast je plijesni roda Aspergillus sekcije Flavi zabiljezen s maksimalnom
ucestalos¢u od tek 30% na uzorcima kukuruza iz istoéne Hrvatske (DG-18)
Narusenost kvalitete Zitarica najviSe je vidljiva na uzorcima kukuruza koji se smatraju
¢ak neprihvatljivim za hranidbu Zivotinja

Cilj je posti¢i prevenciju kontaminacije mikotoksinima te njihov ulazak u hranidbeni
lanac. Bitno je osigurati pravilne uvjete za rast na polju te naposljetku skladistenje
zitarice. Posebnu pozornost treba obratiti na kritiéne tocke poput suSenja Zzitarica pri
¢emu treba izbjegavati oStecenja zrna te aw odrzavati manjim od 0,65 s ciljem prevencije

rasta plijesni.
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8. SAZETAK/SUMMARY

Klimatske promjene postaju sve izraZenije te ispoljavaju znacajan ucinak na rast plijesni i
produkciju mikotoksina. Porast temperature i koncentracije ugljikovog dioksida uz promjene
koli¢ine padalina vode do promjene bioraznolikosti mikrobioma te vece kontaminacije
prehrambenih namirnica. Kolonizirani usjevi predstavljaju veliku Stetu agrikulturalnom
sektoru, ali i prijetnju ljudskom zdravlju.

Analizirano je 90 uzoraka zitarica iz skladista u ozujku 2022., prikupljenih na podrucju
sjeverne, srediSnje i istocne Hrvatske. Istrazivanje je pokazalo najvecu koncentraciju plijesni
na uzorcima kukuruza iz sjeverne Hrvatske na obje hranjive podloge (2,8 x 10° CFU/g na DG-
18 agaru te 5,3 x 108 CFU/g na DRBC agaru).

Superioran rast pokazale su plijesni roda Penicillium s prosje¢nom zastupljenos$¢u iznad 50%.
Iduce po ucestalosti bile su plijesni roda Fusarium ¢iji je rast dominirao na uzorcima kukuruza.
Porast plijesni roda Cladosporium, kao i kvasaca takoder je u vecoj mjeri bio prisutan. lako se
aflatoksini smatraju najve¢om prijetnjom ljudskom zdravlju, u provedenom istraZivanju rast je
plijesni roda Aspergillus sekcije Flavi zabiljezen s maksimalnom ucestalos¢u od tek 30% na
uzorcima kukuruza iz isto¢ne Hrvatske (DG-18). NaruSenost kvalitete zitarica najvise je
vidljiva na uzorcima kukuruza koji se smatraju ¢ak neprihvatljivim za hranidbu Zivotinja.
Briga o ispravnom suSenju te skladiStenju Zitarica, kao 1 sprije¢avanje nastanka rana od strane
insekata, kriticne su tocke Zivotnog ciklusa Zitarica. Zadrzavanje kvalitete i sigurnosti zitarica
moze se posti¢i osiguravanjem dobre poljoprivredne prakse (GAP) te pomocu sustava za
oc¢uvanje sigurnosti hrane (HAACP).

Utjecaj na industrijsku emisiju plinova moze biti od klju¢ne vaznosti za prevenciju rasta plijesni
te ocuvanje ljudskog zdravlja, posebice uzimajuci u obzir promjene koje se ocekuju na razini

klimatskih uvjeta.
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SUMMARY

Climate changes are becoming more pronounced and have a significant effect on mold growth
and mycotoxin production. An increase in temperature and concentration of carbon dioxide
along with changes in the amount of rainfall lead to a change in the biodiversity of the
microbiome and greater contamination of foodstuffs. Colonized crops represent a great damage
to the agricultural sector, but also a threat to human health.

90 grain samples from warehouses in March 2022, collected in northern, central and eastern
Croatia, were analyzed. The research showed the highest concentration of mold on corn samples
from northern Croatia on both used media (2.8 x 10° CFU/g on DG-18 agar and 5.3 x 10° CFU/g
on DRBC agar).

Superior growth was shown by the mold genera Penicillium with an average frequency above
50%. Next in order of frequency were molds of the genera Fusarium, whose growth dominated
on the corn samples. The growth of molds of the genera Cladosporium, as well as yeasts, was
also present to a greater extent. Although aflatoxins are considered the greatest threat to human
health, in the present study, the growth of Aspergilli section Flavi was recorded with a
maximum frequency of only 30% on corn samples from eastern Croatia (DG-18). The
impairment of grain quality is most visible on corn samples that are considered even
unacceptable for feeding animals.

Taking care of the drying and storage conditions as well as the prevention of wounding by
insects, are critical points in the life cycle of grains. Maintaining the quality and safety of grains
can be achieved by ensuring Good Agricultural Practices (GAP) and using the Hazard Analysis
and Critical Control Point (HAACP).

The impact on industrial gas emissions can be of crucial importance for the prevention of mold
growth and the preservation of human health, especially taking into account the expected

changes in climate conditions.
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SUMMARY

Climate changes are becoming more pronounced and have a significant effect on mold growth and mycotoxin
production. An increase in temperature and concentration of carbon dioxide along with changes in the amount of rainfall
lead to a change in the biodiversity of the microbiome and greater contamination of foodstuffs. Colonized crops represent
a great damage to the agricultural sector, but also a threat to human health.

90 grain samples from warehouses in March 2022, collected in northern, central and eastern Croatia, were analyzed.
The research showed the highest concentration of mold on corn samples from northern Croatia on both used media (2.8
x 106 CFU/g on DG-18 agar and 5.3 x 106 CFU/g on DRBC agar).

Superior growth was shown by the mold genera Penicillium with an average frequency above 50%. Next in order of
frequency were molds of the genera Fusarium, whose growth dominated on the corn samples. The growth of molds of
the genera Cladosporium, as well as yeasts, was also present to a greater extent. Although aflatoxins are considered the
greatest threat to human health, in the present study, the growth of Aspergilli section Flavi was recorded with a maximum
frequency of only 30% on corn samples from eastern Croatia (DG-18). The impairment of grain quality is most visible
on corn samples that are considered even unacceptable for feeding animals.

Taking care of the drying and storage conditions as well as the prevention of wounding by insects, are critical points in
the life cycle of grains. Maintaining the quality and safety of grains can be achieved by ensuring Good Agricultural
Practices (GAP) and using the Hazard Analysis and Critical Control Point (HAACP).

The impact on industrial gas emissions can be of crucial importance for the prevention of mold growth and the
preservation of human health, especially taking into account the expected changes in climate conditions.
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