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1. UVOD

1.1. Mikotoksini i plijesni

Mikotoksini su toksi¢ni sekundarni metaboliti plijesni u ¢ije najvaznije predstavnike ubrajamo
aflatoksine, trihotecene, fumonizine, zearalenon, okratoksin A i ergot alkaloide. Intoksikacije
ovim metabolitima nazivaju se mikotoksikoze, a mogu biti prisutne u ljudi i Zivotinja te izazvati
teske zdravstvene probleme i smrt (CAST, 2003). Njihovu proizvodnju poticu razliciti faktori
stresa iz okoliSa pa ona stoga ovisi o prilagodbi plijesni na postojece klimatske i okoliSne uvjete
(Raduly i sur., 2020). Najvecu koli¢inu ovih mikotoksina stvaraju plijesni rodova Aspergillus,
Fusarium i Penicillium. Oni kontaminiraju hranu i prehrambene sirovine zbog ¢ega je njihova
rasprostranjenost i zastupljenost predmet proucavanja brojnih studija. NajviSe su kontaminirane
zitarice, uglavnom kukuruz i pSenica, te razliciti oraSasti plodovi (Perrone i sur., 2020).
Organizacija za prehranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda (Food and Agricultural
Organization, FAO) pretpostavlja da je 25% prehrambenih usjeva svijeta kontaminirano

mikotoksinima (Navale i sur., 2021).

1.1.1. Rod Aspergillus

Vrste roda Aspergillus rasirene su po cijelom svijetu, no najvise u tropskim i suptropskim
podruc¢jima pri uvjetima visoke temperature i niskog aktiviteta vode (Perrone i sur., 2020). Ovaj
rod plijesni proizvodi primarno aflatoksine i okratoksin A, a kontaminira najvise kukuruz,
pamuk, kikiriki i neke druge orasaste plodove kao i mlije¢ne proizvode te svjeze i suSeno voce
i povrée (CAST, 2003). Radi se rodu od nekoliko stotina vrsta koje se Sire nespolno putem
spora nastalim u viSestani¢nim tvorevinama konidioforama. MoZemo ih podijeliti u ¢ak 19
sekcija od kojih su neke od znacajnijih sekcije Aspergillus, Flavi, Nigri i Circumdati. (Park i
sur., 2017). Aspergillus vrste najbolje rastu na temperaturama izmedu 23°C i 26°C, a
proizvodnja mikotoksina ovih plijesni uvjetovana je razliitim parametrima ukljucujuci jos i
aktivitet vode, pH i dostupnost nutrijenata (Battilani 1 sur., 2009).

Aflatoksini su najproucavanija i Siroko zastupljena skupina mikotoksina. Najvise ih proizvode
vrste Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius i Aspergillus
pseudotamarii, a javljaju se u vise od 20 razli¢itih tipova od kojih su najopasniji za ljude i
zivotinje tipovi B1, B2, G1 1 G2 (Raduly i sur., 2020). Po svojoj strukturi furanokumarinski su
spojevi 1 ostvaruju genotoksi¢no, hepatotoksi¢no, mutageno, teratogeno i karcinogeno
djelovanje. Aflatoksini B2 i G2 su bezopasni dok se ne metaboliziraju u toksine B1 1 G1 (Navale

i sur.,, 2021). Aflatoksin Bl je najpotentniji poznati prirodni karcinogen i najznacajniji
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aflatoksin (Battilani i sur., 2009). U toksi¢ne metabolite transformiraju se uglavnom putem
CYP450 enzima u jetri, pa se tako u jetri aflatoksin B1 metabolizira do aflatoksina M1 koji se
moze izlu€iti u maj¢ino mlijeko u ljudi 1 zivotinja. Organ koji je najviSe pogoden njihovim
djelovanjem upravo je jetra koja moze biti zahvacena akutnim ili kroni¢nim bolestima.
Pokazalo se da akutne aflatoksikoze mogu dovesti do smrti, a kroni¢na izlozenost dovodi do
raka, imunosupresije i razvoja drugih patoloskih stanja (Raduly 1 sur., 2020). Karcinogeni
ucinak postizu tako da metaboliti ovih mikotoksina formiraju kovalentne veze s dusikom na
polozaju N-7 u gvaninskom prstenu DNA dok se citotoksi¢ni u¢inak ocituje indukcijom lipidne
peroksidacije u jetri, Sto su pokazali eksperimenti na Stakorima, koja dovodi do oksidativnih
ostecenja hepatocita (Hussein i Brasel, 2001).

Okratoksin A najviSe proizvode vrste A. ochraceus, A. carbonarius i A. niger. Moze se
detektirati na poljoprivrednim podrucjima diljem svijeta kao mikotoksin Zzitarica, oraSastih
plodova, suSenog voca, kakaa ili kave. Posebno je Siroko rasprostranjen zbog sposobnosti vrste
A. ochraceus da ga sintetizira pri temperaturama od 12°C do 37°C, a dodatno ga proizvodi i
jedna vrsta roda Penicillium na temperaturama do 31°C (Lee i Ryu, 2017). Radi se o spoju s
dihidrokumarinskom strukturom koji pokazuje karcinogena, nefrotoksi¢na, hepatotoksicna,
embriotoksi¢na, teratogena, neurotoksi¢na, imunotoksi¢na i genotoksi¢na svojstva. U Covjeka
¢esto uzrokuje rak i ostecenje ili zatajenje bubrega te je poznat slucaj tzv. balkanske endemske
nefropatije. Radi se o brojnim sluc¢ajevima nefropatije primije¢enima dvadesetih godina proslog
stolje¢a na podruc¢ju balkanskih zemalja, ukljuujuéi Hrvatsku, ¢ijim se uzro¢nikom smatra
upravo okratoksin A. Ovaj toksin moze stvarati kovalentne adukte s molekulom DNA ili
izazvati njena oksidativna oSteCenja te dovesti do stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva
odgovornih za citotoksi¢nost. Nefrotoksicnost, hepatotoksi¢nost i imunotoksi¢nost povezuju se
s inhibicijom sinteze proteina, lipidnom peroksidacijom i promjenama u kaskadi signalnog puta

MAP kinaze (Raduly i sur., 2020).

1.1.2. Rod Fusarium

Vrste roda Fusarium prvenstveno su proizvoda¢i deoksinivalenola i drugih trihotecena,
fumonizina te zearalenona, adaptirane su na razli¢ite uvjete Sirokog raspona te ih nalazimo po
cijelom svijetu (Perrone i sur., 2020). Ipak, postoje geografske razlike u zastupljenosti ove
plijesni 1 njihovih mikotoksina koje su uzrokovane okoliSnim ¢imbenicima, nainom uzgoja
usjeva 1 razli¢itim metodama skladiStenja (Battilani 1 sur., 2009). Ove plijesni medu
najznacajnijim su biljnim patogenima, a inficiraju pSenicu, je¢am, zob, rizu, kukuruz, krumpir

te brojne druge biljne vrste. Za lakSe Sirenje prirodom Fusarium vrste imaju dugacke
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viSestaniéne makrokonidije dok neke vrste imaju i manje, uglavnom jednostani¢ne,
mikrokonidije. Takoder, kod nekih se javljaju 1 klamidospore kljuéne za dugorocno
prezivljavanje (NeSi¢ 1 sur., 2014). Nakon zetve mogu prezivjeti u ostatcima usjeva u prirodi
Sto predstavlja inokulum za usjeve sljedece godine. Takva kontaminacija nastoji se prijeciti
provodenjem i razvijanjem kontrolnih strategija kao Sto su duboka obrada tla, navodnjavanje
tijekom razdoblja suSe, uzgoj biljnih vrsta rezistentnih na patogene i insekte te genetski
inzenjering (CAST, 2003). Plijesni ovog roda toksine proizvode najviSe pri uvjetima visoke
vlage te u ili blizu vremena Zetve. Koli¢ina proizvedenih toksina ovisi o fizikalnim faktorima
kao Sto su relativna vlaznost, temperatura i mehanicka oste¢enja, o kemijskim faktorima od
kojih su najznacajniji prisutnost ugljikovog dioksida, kisika i koriStenost pesticida te o
bioloskim faktorima poput biljne raznolikosti, stresa, insekata i koli¢ine spora. Fusarium
toksini su stabilni pri visokim temperaturama i tijekom skladiStenja, procesiranja i kuhanja
namirnica (NeSi¢ i sur., 2014).

Trihoteceni su velika skupina koju €ini skoro 150 razli¢itih mikotoksina koje dijelimo na tip A
1tip B trihotecene. U svojoj strukturi imaju seskviterpenske prstene, a drugaciji tipovi razlikuju
se po prisutnosti karbonilne ili kisikove funkcionalne skupine na poloZaju C-8. Najvise se isticu
deoksinivalenol kao tip B mikotoksina i T-2 toksin koji spada u mikotoksine tipa A.
Proizvodnja razlicitih tipova ovih mikotoksina karakteristicna je za pojedine vrste. Tako tip A
mikotoksina najviSe proizvode F. sporotrichioides i F. poae, a tip B proizvode primarno F.
culmorum i F. graminearum (Battilani et al., 2009). Trihoteceni su se pokazali potentnim
inhibitorima sinteze proteina, RNA i DNA. Takoder, remete transmembranski transport u
stanicama, dovode do supresije imunosnog odgovora i abnormalnosti u krvi. Studije su
pokazale da stoga djeluju kao gastrointestinalni toksini, dermatotoksini, imunotoksini,
hematotoksini 1 genski toksini (Hussein i Brasel, 2001). Deoksinivalenol, jo§ nazvan i
prehrambenih proizvoda. Studije na Zivotinjama pokazale su da najvise pogada
gastrointestinalni sustav, tj. dovodi do povracanja, smanjenog unosa ili potpunog odbijanja
hrane te smanjenja na tezini. Takoder, ima teratogeni i imunosupresivni u¢inak (Lee i Ryu,
2017).

Fumonizini su mikotoksini koje najviSe proizvode vrste plijesni F. proliferatum i F.
verticillioides. Ovi toksini imaju dugi ugljikovodi¢ni lanac za koji se smatra da igra ulogu u
njihovoj toksi¢nosti. Dijelimo ih na Sest razli¢itih tipova u koje spadaju A1, A2, B1, B2, B3 1
B4, a razlikuju se strukturno po tome $to su tip A amidi, a tip B amini. Najznacajniji po pitanju

toksicnosti i rasprostranjenosti je fumonizin B1. Intoksikacije ovim mikotoksinima dovele su
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do slucajeva leukoencefalomalacije u konja, pluénih edema u svinja te disfunkcija jetre i
bubrega u razli¢itih zivotinjskih vrsta (NeSi¢ 1 sur., 2014). Fumonizini se smatraju
citotoksi¢énima 1 karcinogenima, no mehanizmi njihovog djelovanja nisu u potpunosti
razjasnjeni. Pretpostvalja se da fumonizin Bl inhibira metabolizam sfingolipida preko
inhibicije enzima N-acetiltransferaze te da inhibira druge unutarstani¢ne enzime kao §to su
protein fosfataze 1 arginosukcinat sintetaza. Na taj nacin pokazuje svoju citotoksi¢nost
inhibicijom metabolizma sfingolipida i proteina te inhibicijom ciklusa ureje. Karcinogenost
uzrokuje akumulacijom sfingolipida i promjenama u signalnim putevima preko cAMP-a i
protein kinaze C (Hussein i Brasel, 2001).

Zearalenon je fitoestrogeni mikotoksin kojeg primarno proizvodi vrsta F. graminearum, aliiF.
culmorum. Uvjeti koji pogoduju proizvodnji ovog mikotoksina su visok udio vlage i niske
temperature (CAST, 2003). Nalazimo ga najviSe u Zitaricama kao $to su kukuruz, pSenica, raz
1 zob, a smatra se karcinogenim, genotoksi¢nim, hepatotoksi¢nim i imunosupresivnim
mikotoksinom (Lee i Ryu, 2017). Studije na svinjama pokazale su da se nakon ingestije i
apsorpcije zearalenon metabolizira u derivate koji se zatim glukuroniraju, a svoj toksi¢ni u¢inak
postiZe vezanjem na estrogene receptore poticuci o estrogenu ovisnu transkripciju u jezgri.
Toksicne estrogene ucinke ima na reproduktivni sustav jer moZze dovesti do smanjenja
plodnosti, poremecaja u koncentracijama progesterona i estradiola, poremecaja hipofize,
adrenalne i tiroidne zlijezde, no na zivotinjama nisu uoceni teratogeni ucinci. Neka istrazivanja
pokazala su mogu¢ potencijal zearalenona da stimulira rast stanica raka dojke u covjeka (Nesi¢

isur., 2014).

1.1.3. Rod Penicillium

Vrste roda Penicillium proizvode okratoksin A,patulin i citrinin, U ovih vrsta tvorba
mikotoksina moguca je u Sirokom temperaturnom rasponu i na razli¢itim stanistima (Perrone i
sur., 2020). Za ovaj rod je viSe karakteristi¢na kontaminacija tijekom skladistenja usjeva nego
kontaminacija prije zetve. Produkcija mikotoksina moze se odvijati pri razli¢itim
temperaturama dok su prikladni uvjeti vlage drugaciji za razlicite vrsta ovog roda. Tako neke
vrste mogu kolonizirati domacina samo pri uvjetima vlage visim od 90% dok neke to mogu i
pri suSnim uvjetima. Penicillium vrste takoder su iznimno kompetitivne s drugim plijesnima
(CAST, 2003). One rastu brzo, a lako se Sire zrakom putem spora koje stvaraju. Radi se o
oportunisti¢kim patogenima, striktno aerobnima, od kojih su neki specijalizirani kao patogeni

voca. Vecina vrsta ovog roda sposobna je stvarati mikotoksine (Perrone i Susca, 2017).



Okratoksin A najznacajniji je produkt roda Penicillium po pitanju kontaminacije Zitarica, a
najvise ga proizvodi vrsta P. verrucosum (Raduly 1 sur., 2020).

Patulin je mikotoksin najviSe prisutan u jabukama i proizvodima koje ih sadrze, a izoliran je
gotovo iskljuCivo iz uzoraka kontaminiranih vrstom P. expansum (CAST, 2003). Rast i
proizvodnja patulina kod ove vrste ovise o razli¢itim endogenim i egzogenim faktorima, a
najvazniji su temperatura, aktivitet vode, pH 1 plinoviti sastav zraka. Za njegovu sintezu je
pogodan temperaturni raspon od 0°C do 24°C (Baert i sur., 2007). Patulin je toksin za koji nema
dokaza o karcinogenom ucinku u covjeka, no genotoksi¢an je i ima antibiotska svojstva.
Pokazalo se da djeluje imunosupresivno te dovodi do ulceracija i hemoragija (Paterson i sur.,
2004). To je posljedica njegove sposobnosti da dovede do razvoja reaktivnih kisikovih spojeva,

poremecaja stanicnog ciklusa i oste¢enja DNA molekule u organizmu (Perrone 1 Susca, 2017).

1.2. Mikotoksini u Zitaricama

Kontaminacija zitarica plijesnima jedan je od najznacajnijih problema koji se moraju uzeti u
obzir tijekom njihovog uzgoja, ali 1 prerade te skladiStenja. Putem Zzitarica mikotoksini koje
plijesni proizvode dospijevaju u hranu ljudi i Zivotinja pri ¢emu mogu dovesti do ozbiljnih
posljedica po njihovo zdravlje. Plijesni mogu proizvesti mikotoksine u povoljnim uvjetima
temperature 1 vlage, bilo prije zetve ili tijekom skladiStenja. Pojava mikotoksina na nekom
prostoru ovisi o njegovom geografskom smjeStaju 1 meteoroloSkim uvjetima, a dobra
poljoprivredna praksa i1 dobra proizvodacka praksa u rukovanju, skladiStenju, preradi,
Plijesni mikotoksine proizvode ovisno o klimi, potencijalnim bolestima biljke 1 uvjetima
skladiStenja te faktorima kao Sto su dostupnost mikronutrijenata 1 Steta nastala od kukaca i
drugih Stetocina. Za samo skladiStenje kljucni su odgovarajuéi uvjeti temperature, koliine
vlage i plinovitog sastava zraka. Problemi skladiStenih Zitarica zapocinju s velikom koli¢inom
kiSe neposredno prije Zetve i nedostatnim suSenjem usjeva, a nastavljaju se tijekom skladistenja
1 kasnije u konzumaciji od strane potrosaca (Paterson i Lima, 2011). Ipak, u preradenim
proizvodima nalaze se manje koli¢ine mikotoksina nego u sirovinama pa je rizik za potrosace
tu manyji.

Prema radu Patersona i Lime (2011) svaka grupa mikotoksina ima optimalne temperature za
svoju sintezu. Tako su za aflatoksine to 33°C, za fumonizine raspon od 15°C do 30°C, za
deoksinivalenol 26°C kod vrste F. culmorum., a 30°C kod vrste F. graminearum, a za
okratoksin A radi se o rasponu od 25°C do 30°C. Patogene plijesni koje kontaminiraju usjeve

prije zetve obi¢no zahtijevaju vise razine vlage (200-250 g/kg) kako bi ih uspjesno inficirale
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od drugih plijesni koje sirovine inficiraju tijekom skladistenja (130-180 g/kg). To znaci da su
sve sirovine s udjelom vlage iznad 130 g/kg podloZne kontaminaciji plijesnima koje proizvode
mikotoksine (Nesi¢ i sur., 2014).

Koje plijesni se razvijaju na zitaricama ovisi o sljede¢im ¢imbenicima: razli¢ite vrste plijesni
preferiraju pojedine vrste zitarica, zitarice takoder imaju razli¢itu podloznost ili rezistenciju
prema razli¢itim vrstama plijesni, istu zitaricu moze napasti vise plijesni Sto rezultira multi-
mikotoksinskom kontaminacijom, a dodatno na sve jo$ utjecu i klimatski faktori, posebice

temperatura, aktivitet vode i razina ugljikovog dioksida (Perrone i sur., 2020).

1.2.1. Kukuruz

Kukuruz je jedna od Zzitarica koje su najpodloznije mikotoksikozama bez obzira na staniSte na
kojemu raste. Eksperimentalni podaci razli¢itih studija pokazali su da su mikotoksini koje
naj¢eS¢e mozemo pronaci u uzorcima kukuruza aflatoksini, okratoksin A, deoksinivalenol i
drugi trihoteceni, zearalenon i fumonizini. Ovu zitaricu najvise kontaminiraju plijesni roda
Fusarium kao Sto su F. graminearum, F. verticillioides, F. proliferatum i F. subglutinans te
plijesni roda Aspergillus, posebice sekcija Flavi. Oni dovode do fuzarioza i aspergiloza, a
najcescée se radi o pljesnivosti kukuruznog klipa (Battilani i Logrieco, 2014).

Dva su tipa fuzarioza kukuruza, a to su ruzicasta i crvena pljesnivost klipa kukuruza. Ruzi¢astu
fuzariozu uzrokuju uglavnom predstavnici sekcije Liseola kao $to su F. verticillioides, F.
proliferatum i F. subglutinans i ona se javlja u su$nijim i toplijim klimama juzne Europe. Do
crvene fuzarioze najcesce dovode predstavnici sekcije Discolor kao §to su F. Graminearum, F.
culmorum, F. cerealis i F. avenaceum, a dominantna je na podrucjima za koje su karakteristicne
velike koli¢ine padalina 1 niska temperatura tijekom ljeta i rane jeseni (Battilani i sur., 2009).
Tri su puta infekcije kojima moZze do¢i do razvoja ruZicaste pljesnivosti kukuruza, a to su
prijenos konidija plijesni zrakom ili teku¢inom na kukuruz, sistemski rast patogena preko
stabljike i infekcija putem osStecenja koje je uzrokovao insekt koji je prenosio sporu. Simptomi
infekcije uocljivi su kao plijesan bijele do ruzicaste boje na klipu kukuruza koja se moze Siriti,
a moguce je i da zahvati samo nasumi¢no zrno ili grupu zrnja koja onda poprime smedu boju.
Ova fuzarioza pracena je proizvodnjom visokih koncentracija fumonizina B1. Spore plijesni
koje uzrokuju crvenu fuzariozu prenose se uglavnom kiSom, a zahvacaju kukuruznu svilu i klip
kukuruza §to je uocljivo kao plijesan crvenkaste boje. Za nju je karakteristiCna proizvodnja
visokih koncentracija deoksinivalenola.

Aspergiloza koja se Cesto javlja na kukuruzu takoder se odnosi na pljesnivost klipa kukuruza,

a uzrokovana je najéesée vrstama A. flavus i A. parasiticus. Kontaminaciji pogoduju visoke
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temperature i suSni uvjeti, a najvise se sintetiziraju aflatoksini. Zahvaceni su klip i svila
kukuruza uz uocljivu plijesan Zutozelene boje (Battilani 1 Logrieco, 2014). Konidije ovih
plijesni mogu vjetrom 1ili insektima biti prenesene na kukuruz te pri odgovarajué¢im uvjetima
do¢i do klasa 1 zrna kukuruza gdje mogu uzrokovati infekciju. Proizvodnja aflatoksina u zrnju

kukuruza moze se odvijati dok razina vlage ne dosegne vrijednost od 15% (CAST, 2003).

1.2.2. PSenica

PSenica je jedna od plijesnima najviSe kontaminiranih zitarica koja ima prehrambenu vaznost
za ¢ovjeka. Njeni uzorci najcesce su pokazali prisutnost mikotoksina kao $to su okratoksin A,
deoksinivalenol i drugi trihoteceni te zearalenon (Perrone i sur., 2020). Bolest kojom je ova
zitarica najceS¢e zahvacena naziva se palez klasa pSenice. Radi se o fuzariozi uzrokovanoj
vrstama plijesni kao §to su F. graminearum i F. culmorum. Mikotoksin koji proizvode u
najvisim koncentracijama je deoksinivalenol, no javljaju se 1 HT-2 i T-2 toksini, zearalenon i
fumonizini. Ova bolest uzrokuje slabiju kvalitetu i znacajne manjke u koli¢ini dobivene sirovine
nakon zetve (van der Fels-Klerx i sur., 2021). Kontaminaciji odgovaraju topli i vlazni uvjeti s
Cestim padalinama, a Fusarium spp. moze zaraziti cijeli klas ili samo njegov dio. Pri infekciji

na klasu pSenice uocljiva je prevlaka ruzicaste do narancaste boje (Battilani i Logrieco, 2014).

1.2.3. Je¢am

JeCam je Zitarica koja se uzgaja diljem svijeta i sastavnica je brojnih namirnica, ali i proizvoda
kao §to je pivo. Na taj nacin velik broj ljudi izloZen je potencijalnim mikotoksikozama
konzumacijom ovih proizvoda. Plijesan koja ga najCe$¢e kontaminira je Fusarium spp., a
istrazivanja su pokazala i kontaminaciju drugim rodovima kao S§to su Alternaria spp.,
Aspergillus spp. i Penicillium spp. Najc¢esca fuzarioza koja pogada jeCam je palez klasa Zitarice
koja je u Europi uzrokovana vrstama F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum i F. poae.
Najvazniji mikotoksini povezani s ovom fuzariozom su trihoteceni T-2, HT-2 i deoksinivalenol
(Beccari 1 sur., 2016). Javljaju se jos$ i aspergiloze najznacajnije po proizvodnji aflatoksina i

okratoksina A.

Dopusteni sadrzaj ovih mikotoksina u zitaricama za konzumaciju odreden je regulativom
Europske unije 1881/2006 1 njezinom dopunom tj. regulativom 1126/2007. Limiti su 4000 g
fumonizina B1 i fumonizina B2, 1750 g deoksinivalenola i 5 g aflatoksina B1 po kilogramu

nepreradenog kukuruza za ljudsku konzumaciju; 1250 g deoksinivalenola po kilogramu



nepreradene meke pSenice i 1750 g deoksinivalenola po kilogramu nepreradene durum psenice;

15 g okratoksina A po kilogramu nepreradenih zitarica (Battilani i Logrieco, 2014).

1.3. Klimatske promjene

Klimatske promjene prihvaéene su od strane vecine znanstvenika i mozemo ih smatrati
neizbjeznima. Budu¢i da su klimatski uvjeti jedan od glavnih faktora koji odreduje rast plijesni
1 proizvodnju mikotoksina, mozemo ocekivati da ¢e one dovesti do bitnih promjena i tako
utjecati na opskrbni sustav i sigurnost hrane u cijelom svijetu. Medutim, tesko je predvidjeti
kako ¢e se to¢no klimatske promjene odvijati i stoga jos teZe kvantificirati njihove posljedice.
Najznacajniji bit ¢e njihov utjecaj na temperaturu, padaline i razinu plinova u atmosferi.
Atmosferska koncentracija ugljikovog dioksida ubrzano se povisuje i predvida se da ¢e u drugoj
polovici ovoga stoljeca dosti¢i dvostruko vise vrijednosti od predindustrijskih. Takoder,
povecavaju se razine metana, duSikovog oksida i klorofluorougljika. Staklenic¢ki plinovi i
njihove koncentracije mogu se to¢no izmjeriti, no puno je teze odrediti temperaturne promjene.
Za njihovo mjerenje mogu se koristiti razli¢iti bioloski 1 fizicki faktori, ali samo oni za koje se
sa sigurno$¢u moze rec¢i da koreliraju s temperaturom (Russell 1 sur., 2010). Pretpostavlja se da
¢e se temperatura podici za otprilike 4°C u sljedecih sto godina. To ¢e imati utjecaj na prinos
usjeva i sezonske varijacije, promjene u kvaliteti tla tj. manjak minerala i varijacije u njihovoj
bioraspolozivosti te promjene u mikroorganizmima i njithovim ekosistemima (Paterson i Lima,
2011). Puno se ulaze u razvoj razli€itih prognostickih programa koji ¢e pomo¢i u predvidanju
uc¢inaka klimatskih promjena, a cilj je razviti sustav koji ¢e mo¢i detektirati i prepoznati razvoj
novih mikroorganizama i mikotoksina na odredenim podruc¢jima uslijed klimatskih promjena

(Russell i sur., 2010).

1.3.1. Utjecaj na razliCite regije

Toplije vrijeme, toplinski valovi, viSe padalina ili suSa moguce su posljedice klimatskih
promjena i razli¢ito ¢e utjecati na plijesni u razliitim dijelovima svijeta. Zato je klju¢no
pokusati predvidjeti u¢inke klimatskih promjena.

Identificirana su dva glavna izgledna dogadaja: viSe uzgoja zitarica u trenutno hladnim klimama
1 manje uzgoja u trenutno toplim podrucjima. Na temelju toga mogu se predvidjeti dva scenarija
utjecaja na plijesni i mikotoksine. (1) Prvi scenarij odnosi se na regije u kojima ¢e se povecati
uzgoj zitarica. U prvom slucaju (al) moZe se razviti: proporcionalno viSe mikotoksina prema
koli¢ini usjeva, visSe od proporcionalno ili manje od proporcionalno, ali svejedno vise od

trenutne koli¢ine mikotoksina. U drugom slucaju (b1) ovog scenarija razvija se jednaka koli¢ina
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mikotoksina na vecu koli¢inu usjeva, a u treCem slucaju (c1) smanjuje se koli¢ina mikotoksina
na vecu koli¢inu usjeva, no to bi morala biti vrlo specificna situacija s npr. genetskim
modificiranim zitaricama. (2) Drugi scenarij odnosi se na regije u kojima ¢e do¢i do smanjenog
uzgoja zitarica. Analogno prvom scenariju moguca su tri slucaja: (a2) s manjom koli¢inom
mikotoksina, (b2) s jednakom koli¢inom i (c2) s ve¢om koli¢inom mikotoksina po koli¢ini
usjeva, no posljednje je manje izgledno. U sluCaju povecanog prinosa usjeva i povecane
kolic¢ine mikotoksina vazno je naglasiti da je moguce da ukupna kvaliteta usjeva bude manja
zbog vise mikotoksina po jedinici tezine usjeva. Takoder, u tim klimama pogorsat ¢e se uvjeti
skladiStenja. S druge strane u trenutno toplim klimama smanjenje uzgoja Zitarica uz smanjenu
koli¢inu mikotoksina moze ponovno uzrokovati njihovu slabiju kvalitetu zbog stresa
uzrokovanog klimatskim promjenama i time vece koli¢ine mikotoksina po jedinici tezine
usjeva. U ovakvim klimama vru¢i 1 suhi uvjeti mogli bi biti povoljni za skladiStenje (Paterson
i Lima, 2011).

U Europi nailazimo na razlicite klime te ¢e svaka na klimatske promjene reagirati na drugaciji
nacin. Visoka temperatura smanjit ¢e dostupnost vode i prinose Zetve na jugu. Do¢i ¢e do
promjena u kvaliteti zemlje, erozije 1 ispiranja minerala iz tla. PoviSenje temperature dovest ¢e
do polarne disperzije biljnih vrsta, a u submediteranskim zemljama moguce je povecanje
koli¢ine aflatoksina i okratoksina A. Juzna Europa vjerojatno ¢e dozivjeti manjak proljetnih
Zitarica 1 znacajno smanjenje koli¢ine kukuruza, no oc¢ekuje se da ¢e se proizvodnja kukuruza
povecati od 30% do 50% u sjevernijim podru¢jima. U juznoj i jugoistocnoj Europi ocekuje se
povecanje temperature od 4°C do 5°C stupnjeva i smanjenje dostupnosti vode §to moze dovesti
do manjih prinosa Zitarica, suSe, toplinskih valova, degradacije tla i ekosistema te
dezertifikacije. Susa i1 vru¢ina opc¢enito mogu povisiti razine aflatoksina §to je iznimno opasno
bududi da ih veéina smatra najopasnijim mikotoksinima. Zapadne Europske zemlje doZivjet ¢e
povisenje od 2,5°C do 3,5°C s duzim i susim ljetima, a zime ¢e imati viSe nevremena i poplava.
Povisenje temperature u srednjoj Europi bit ¢e od 3°C do 4°C uz vise padalina zimi, a manje
ljeti, uz vedi rizik od poplava. Ipak, u nekim zemljama ¢e dulje sezone povoljno utjecati na
usjeve. Sjeverna Europa dozivjet ¢e povisenje temperature od 3°C do 4,5°C 1 40% viSe padalina
uz povecan rizik od poplava. U tim krajevima mogu¢ je uzgoj vise zitarica i time veci prinosi

(Paterson and Lima, 2011).

1.3.2. Utjecaj na plijesni i mikotoksine Zitarica
Kratkoro¢ne sezonske fluktuacije koncentracija mikotoksina mogle bi maskirati dugoro¢ne

ucinke klimatskih promjena. S druge strane ucinak klimatskih promjena mogao bi smanjiti
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ozbiljnost njihovih posljedica u slucaju da temperature budu previsoke za rast nekih plijesni i
time njihovu produkciju. Osim temperature, vlaga i sunceva svjetlost utje¢u na moguénost
prezivljavanja mikroorganizama. Promjene u nainu uzgoja Zitarica i poljodjelstvu mogle bi
dovesti do opasnosti od drugih patogenih vrsta koje inaCe nisu bile poznate po proizvodnji
mikotoksina. Mora se uzeti u obzir i moguca povecana podloznost biljaka bolestima u uvjetima
povisene razine ugljikovog dioksida, no zasad nema dovoljno podataka kako bi se to sa
sigurnoS¢u moglo tvrditi. Plijesni se takoder mogu Siriti putem kukaca kao vektora pa treba
uzeti u obzir 1 kako ¢e promjena temperature utjecati na obrazac hranjenja kukaca (Russell 1
sur., 2010). Pri vi§im temperaturama izgledna je pojava veéeg broja insekata koji sudjeluju u
prijenosu plijesni, a viSe insekata moze znaciti viSe ptica koje se njima hrane, a koje nanose
Stetu usjevima. Takoder, moguca je i1 pojava tzv. fenomena izgubljenih parazita koji se dogada
prijenosom Zitarica u nova podrucja uzgoja Sto ¢e se zasigurno dogoditi u narednim godinama.
Gubitak prijasnjih Stetocina prednost je za plijesni jer omoguéuje njihovo masovno §irenje. Sve
viSe razine mikotoksina omogucavaju pojavu ,,mutiranih“ mikotoksina. To moze dovesti do
mutiranih plijesni koje ponovno mogu utjecati na koli¢inu i karakteristike novonastalih
mikotoksina, a oni iznova mogu mutirati i tako dovesti do neprekidnih ciklickih promjena
(Paterson i Lima, 2011).

Kontaminacija zitarica mikotoksinima moze se dogoditi za vrijeme ili nakon sazrijevanja biljke
Sto odgovara razdobljima prije i poslije Zetve. Sazrele zitarice mogu biti izloZene toplim i
vlaZznim uvjetima u polju, tijekom transporta i u skladiStima. Takvi uvjeti posebno pogoduju
plijesnima koje proizvode aflatoksine, primjerice A. flavus zastupljeniji je na temperaturama
iznad 25°C nego iznad 20°C $to znaci da na viSim temperaturama proizvodi i vise aflatoksina.
Kljué¢ni okolisni faktori za razvoj mikotoksina osim temperature jos§ su i dostupnost vode i
sastav zraka. Do kvarenja tijekom skladiStenja ne bi trebalo do¢i ako je razina vlage tj.
vrijednost aktiviteta vode ispod 0,70. Klimatske promjene u odredenim regijama pomazu u
odrzavanju ovakvih uvjeta i trebale bi osigurati prikladno skladiStenje, no u drugim podrucjima
moguci su veci energetski troSkovi kako bi se to osiguralo (Russell 1 sur., 2010).

Najveci rizik u pogledu mikotoksina nakon znacajnih klimatskih promjena imat ¢e razvijene
zemlje umjerene klime. Ta podrucja ¢e dosegnuti temperature od 33°C sto je sli¢no optimalnoj
temperaturi za razvoj aflatoksina. Cinjenica da su to najopasniji mikotoksini dodatno pridonosi
riziku. Zemlje s trenutno hladnom klimom neée imati takve probleme jer nece doseci iste
temperature. U zemljama koje ve¢ imaju vruce, tropske klime dodatno ¢e se povisiti
temperature, a visoke vrijednosti iznad 40°C mogu dovesti do smanjenja razvoja mikotoksina.

Uobicajeni toksini rodova Penicillium i Aspergillus kao $to su patulin i okratoksin A se u
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trenutno umjerenim klimama mozda vise neée razvijati u tolikoj koli¢ini jer ¢e im nove
temperature postati previsoke, ali bi mogli postati problemati¢ni u trenutno hladnim klimama
(Russell i sur., 2010). Povisene razine deoksinivalenola karakteristi¢ne su za tople klime, no
temperature iznad 32°C vise su od za njih optimalnih i time ¢e takva podrucja biti sigurnija po
pitanju tog mikotoksina. Umjerene temperature i ki$a pogoduju razvoju vrste F. graminearum
i deoksinivalenola u centralnoj Europi. F. graminearum takoder ima vi$e optimalne temperature
zarazvoj od vrste F. culmorum pa se u odnosu na njegove koncentracije pretpostavlja povecanje
razine vrste F. graminearum (Paterson i Lima, 2011). Predvida se da ¢e u Europi u sljede¢ih 50
do 100 godina A. flavus nadvladati A. carbonarius te da ¢e aflatoksini nadvladati okratoksin A.
Takoder, uvjeti ¢e mozda postati pretopli za P. expansum sto bi moglo smanjiti opasnost od
patulina u vo¢kama. Toplija klima viSe ¢e odgovarati termotolerantnim vrstama pa ¢e tako
Aspergillus spp. dominirati nad Penicillium spp., a to bi moglo promijeniti i produkciju
mikotoksina nekih vrsta, npr. A.s flavus bi mogao proizvoditi vise ciklopiazoni¢nu kiselinu
nego aflatoksine. Za bolje razumijevanje ovih promjena potrebne su dugorocne
eksperimentalne studije kojih trenutno nedostaje. Takoder, tesko je usporedivati razlicite studije
jer metode nisu harmonizirane, tocan plan uzorkovanja bi bio potreban kako bi se prikupili
reprezentativni uzorci za analizu. Dostupnost kvalitetnih prikupljenih podataka za evaluaciju
klju¢na je za studije rizika i u¢inka klimatskih promjena (Perrone i sur., 2020).

Dostupnost moderne tehnologije 1 novih tehnika doprinosi povecanju dostupnih informacija o
biologiji plijesni koje proizvode mikotoksine. Istrazivanja na vrstama roda Fusarium i ué¢inku
okoli$nih ¢imbenika na njihovu proizvodnju fumonizina pokazala su da temperatura i aktivitet
vode utjecu na ekspresiju klju¢nih gena u tim vrstama, rast i produkciju toksi¢nih sekundarnih
metabolita. F. langsethiae na skladiStenim zitaricama izloZen uvjetima klimatskih promjena
pokazuje ekspresiju gena Tri5, Tri6 1 Tril6 te znacajno povecanje proizvodnje toksina Sto
ukazuje na postojanje korelacije. Ipak, F. langsethiae nesto je manje otporan na klimatske
promjene od drugih vrsta kao Sto su F. graminearum i F. verticillioides. Prijasnje studije na
ovim vrstama pokazale su da pod razliCitim okoliSnim uvjetima relativna ekspresija
trihotecenskih TRI gena i rast 1 produkcija deoksinivalenola striktno koreliraju. Studije na vrsti
A. flavus pokazale su da pod utjecajem ocekivanih uvjeta klimatskih promjena, misle¢i pritom
na temperaturu, aktivitet vode i razinu ugljikovog dioksida, na rast nije bilo utjecaja, ali
ekspresija strukturnih i regulatornih gena odgovornih za proizvodnju mikotoksina kao $to su
aflD 1 aflR te fenotipska proizvodnja aflatoksina Bl bili su stimulirani. Ova spoznaja
omogucava relativno to¢na predvidanja produkcije aflatoksina pri poviSenim temperaturama i

uvjetima stresa ocekivanim za vrijeme klimatskih promjena. Neke studije koristile su pristup

11



RNA sekvenciranja kako bi pri razli¢itim uvjetima usporedile koji geni su pokazali vecu, a koji
manju ekspresiju. Studije su bile kratkoro¢ne, no pokazale su da je na temperaturi od 30°C
ekspresija 30 gena za sintezu aflatoksina 3300 puta veca od one na 37°C §to ide u prilog hipotezi
da ¢e visa temperatura smanjiti produkciju aflatoksina na nekim podrucjima zbog smanjene
transkripcije dva glavna regulatora, aflaR i aflaS. Potrebno je vise studija o utjecaju
epigenetskih modifikacija na sekundarne metabolite jer se pokazalo da one utjeCu na
koncentraciju tih metabolita, ali i aktiviraju genske klastere. Npr. kod vrste A. flavus
metilacijski regulatori kao $to su RmtA i DmtA su epigenetski faktori koji utjecu na razvoj
plijesni i produkciju mikotoksina. Takoder, kod vrste F. verticillioides kromatinsko
remodeliranje utjece na ekspresiju gena fuml, fum21 i fum8 povezanih s proizvodnjom
fumonizina (Perrone et al., 2020).

U eri klimatskih promjena razvijat ¢e se viSe mikotoksina. Regije ¢e pro¢i kroz tzv. ,,up-shift*
proces pa ¢e tako npr. suptropske regije postati tropske (Paterson and Lima, 2011). Kako bi
¢ovjek mogao kontrolirati i razumjeti posljedice takvih dogadaja oslanjat ¢e se na prognosticke
modele. Vecina njih oslanja se primarno na podatke o vremenskim prilikama 1 primijeniti se
moze isklju€ivo na jednom geografskom podrucju. Prognosti¢ki modeli mogu biti empirijski ili
mehanicki 1 dok je prednost mehanickih da se mogu primijeniti na bilo koje geografsko

podrudje, njihova kombinirana primjena ipak je najpreciznija (Perrone i sur., 2020).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Klimatske promjene imaju direktan utjecaj na ¢imbenike koji odreduju rast plijesni i njihovu
proizvodnju mikotoksina u prirodi. Znacajan porast temperatura i koli¢ine padalina ili pak su$na
razdoblja u razli¢itim regijama svijeta neke su od glavnih oc¢ekivanih promjena koje ¢e utjecati
na uzgoj zitarica i njihovu kontaminaciju. Osim toga, uvjeti transporta i skladistenja usjeva, od
kojih je najvazniji udio vlage u zraku, bit ¢e takoder izloZeni promjenama Sto dodatno diktira
razvoj plijesni nakon Zetve. Projekt Europske unije ,,Istrazivanje utjecaja klimatskih promjena
na razvoj plijesni, mikotoksina i kvalitetu zitarica s prijedlogom mjera* (KK.05.1.1.02.0023)
rezultat je prepoznatih promjena u prirodi koje imaju utjecaj na Zitarice koje konzumiramo. On
se temelji na pracenju kontaminacije Zitarica s podrucja istocne, sredi$nje i sjeverne Hrvatske
u fazama vegetacije, Zetve i skladiStenja tijekom dvije godine.

Ciljevi ovog diplomskog rada su:

- odrediti razinu mikoloske kontaminacije uzoraka pSenice, kukuruza i je¢ma s navedenih
podrucdja tijekom jednog razdoblja skladiStenja s posebnom pozornoséu obraéenom na
rodove plijesni Fusarium, Aspergillus i Penicillium

- primjenom statistiCke analize pokazati postoje li znacajne razlike u razini mikoloSke

kontaminacije s obzirom na podrucje uzorkovanja
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali
Koristeni materijali su: hranjive podloge MEA i DRBC, peptonska voda, sterilne tikvice,
menzura, Petrijeve zdjelice, pipete do 10 mL i do 200 pL, nastavci za pipete, plasti¢ne epruvete,

L-Stapici, autoklav.

3.1.1. Priprema peptonske voda i hranjivih podloga
0 Peptonska voda (Biolife, Italija) pripremljena je otapanjem 1 g kazeina i 8,5 g natrijevog
klorida (NaCl) u 1 L destilirane vode uz zagrijavanje do vrenja. Tako pripremljena
otopina sterilizirana je autoklaviranjem 15 minuta na 121 °C nakon ¢ega je dodan

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

0 Dikloran rose bengal kloramfenikol agar (DRBC; Oxoid, UK) je hranjiva podloga
pripremljena 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) i 100 mg kloramfenikola u 1 L destilirane vode.
Otopina je zagrijavana do vrenja i zatim sterilizirana autoklaviranjem 15 minuta na
121°C. Nakon sterilizacije dodano je 25 mg rose bengala (5% w/v u H20, 0,5 mL).

Hranjiva podloga mora se ¢uvati zaSti¢ena od svjetlosti.

0 Malt ekstrakt agar (MEA; Biolife, Italija) je hranjiva podloga koja je pripremljena
otapanjem 30 g ekstrakta agara u 1 L destilirane vode. Otopina je zagrijavana do vrenja

1 zatim sterilizirana autoklaviranjem 15 minuta na 121°C.

Hranjiva podloga DRBC koristi se za prebrojavanje plijesni koje rastu pri aktivitetu vode ve¢em
od 0,95. Kako bi se ogranicio rast nekih kolonija podlozi se dodaje antifungalni agens dikloran
te rose bengal, a dodaje se jos i kloramfenikol koji antibiotskim djelovanjem sprjecava rast
bakterija. Plijesnima kao izvor ugljikohidrata sluzi u podlogu dodana glukoza.

Hranjiva podloga MEA omogucuje rast Sirem spektru plijesni, a u svom sastavu malt ekstrakt
sadrzi maltozu, dekstrin, glicerol, peptokompleks 1 agar. Dekstrin 1 maltoza sluze kao izvor
ugljika i energije, a peptokompleks osigurava izvor aminokiselina i drugih spojeva bogatih
dusikom koji omogucuju rast plijesni. Priblizna vrijednost pH ove podloge je 5,5 kako bi se

pojacao rast plijesni, a istovremeno inhibirao rast bakterija.
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3.1.2. Uredaj

0 Autoklav (¢ 300 x 500, Sutjeska, Beograd, Srbija)

3.2. Metoda
KoriStena metoda je metoda za brojanje plijesni i kvasaca u proizvodima namijenjenim za

ljudsku potro$nju ili prehranu zivotinja postupkom brojanja kolonija pri 25 °C.

3.2.1. Uzorkovanje

Na Zavod za Mikrobiologiju zaprimljeno je 90 uzoraka samljevenih Zzitarica iz tri hrvatske
regije koje je prikupio Nastavni zavod za javno zdravstvo ,,Dr. Andrija Stampar* u ozujku 2021.
Radi se o sjevernoj, sredis$njoj i isto¢noj Hrvatskoj, a iz svake regije analizirano je po deset
uzoraka pSenice, deset uzoraka kukuruza i deset uzoraka jeCma. Uzorci su bili prikupljeni u

plasti¢ne posudice, adekvatno transportirani i ¢uvani u hladnjaku do analize.

3.2.2. Mikoloska analiza

Iz posudice se izvaze 10 g uzorka koji se zatim prelije s 90 mL peptonske vode. Za
odmjeravanje tocnog volumena peptonske vode iz tikvice koriStena je staklena menzura.
Preliveni uzorak protrese se kako bi se smjesa homogenizirala i zatim ostavi da se slegne ¢ime
je dobivena pocetna suspenzija koncentracije 10"!. U meduvremenu, pripremljene su plasti¢ne
epruvete punjene s 9 ml peptonske vode kako bi se od pocetne suspenzije napravila razrjedenja
koja ¢e se koristiti u analizi. Iz pocetne suspenzije pipetom se 100 puL uzorka prenese u prvu
epruvetu s peptonskom vodom te se smjesa promijeSa uzastopnim uvlacenjem i ispustanjem
suspenzije iz pipete. Na taj nacin dobivena je suspenzija koncentracije 102. Opisani postupak
ponavlja se kako bi se dobila ostala razrjedenja sve dok se ne pripreme suspenzije razrjedenja
do 10 za uzorke psenice i je¢ma te razrjedenja do 10~ za uzorke kukuruza.

Za svaki ovako pripremljeni i razrijedeni uzorak po 100 pL iz pocetne suspenzije 1 iz svakog
razrjedenja iz dobivenog niza preneseno je na hranjive podloge MEA i DRBC. Uzorci su po
povrSinama podloga rasporedeni L-Stapi¢em steriliziranim alkoholom 1 zagrijavanjem na
plameniku prije svake uporabe. Ovako pripremljene plo¢e s podlogama stavljene su na
inkubaciju pri 25°C na 5 do 7 dana nakon ¢ega su izbrojane narasle kolonije na podlogama.
Za postupak brojanja kolonija koriste se samo ploc¢e koje sadrze manje od 150 kolonija dok se
ostale odbacuju. Za izraun se koriste prva dva najmanja razrjedenja na kojima se moze

izbrojati manje od 150 kolonija, a racun se provodi na dva razliita nacina ovisno o tome jesu
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li za pojedini uzorak dostupne jedna ili dvije ploce s odgovaraju¢im brojem kolonija. Rezultati
koncentracije plijesni u uzorcima iskazuju se kao broj jedinica koje formiraju kolonije po gramu
(CFU/g) pri ¢emu CFU predstavlja engleski izraz ,,colony-forming unit®.

Za izrazavanje koncentracije plijesni i kvasaca po gramu prilikom brojanja dvaju uzastopnih

razrjedenja koristi se izraz:

N = 2C
" Vx (n1+0,1n2) xd

gdje 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 plo¢a zadrzanih za brojanje kod drugog razrjedenja

d — razrjedenje iz kojega su dobiveni prvi brojevi

Za izrazavanje koncentracije plijesni i kvasaca po gramu prilikom brojanja jednog razrjedenja

koristi se izraz:

gdje je:

>C — zbroj kolonija izbrojenih na svim plo¢ama

V — volumen inokuluma u mililitrima stavljenog na hranjivu podlogu
n — broj ploca zadrzanih za brojanje kod prvog razrjedenja

d — razrjedenje iz kojega su dobiveni prvi brojevi

Rezultat racuna zaokruzuje se na dvije znacajne znamenke i izrazava kao broj izmedu 1,01 9,9

pomnozen s 10* pri ¢emu je x odgovarajuca potencija broja deset.

Nakon brojanja kolonija narasle plijesni identificiraju se na temelju makromorfoloskih i

mikromorfoloskih obiljezja.

3.2.3. Statisticka obrada podataka
Za statistiCku obradu podataka koristen je software Prism 8.4.3. (GraphPad Software, Inc.).
Podaci izracunati prethodno opisanim postupkom analizirani su jednosmjernom analizom

varijance, tzv. One-way ANOVA analizom, uz visestruko usporedivanje razli¢itih skupina
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podataka. Na taj na¢in dobiven je podatak o postojanju znacajne razlike izmedu usporedivanih
grupa preko P vrijednosti. Ako je ona manja od 0,05 smatra se da znacajna razlika postoji.
Takoder je koriStena deskriptivna statistika kako bi se prikazale vrijednosti minimuma,
maksimuma, aritmeticke sredine, standardne devijacije, standardne pogreske, koeficijenta
varijacije i ,,confidence* intervala aritmeticke sredine. Graficki prikazi izraZeni su histogramom
uz aritmeti¢ku sredinu i standardnu pogresku, a tablicno su prikazani udjeli pojedinih rodova 1

vrsta plijesni u odredenim regijama.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Rezultati

Obradeno je po deset uzoraka pSenice, po deset uzoraka kukuruza i po deset uzoraka je¢ma iz
svake od triju regija Hrvatske. Svi su podvrgnuti metodi mikoloSke analize nakon ¢ega su na
hranjivim podlogama prebrojane kolonije i identificirane vrste rastucih plijesni te kvasci. Svi
uzorci oznaceni su kraticama koje se sastoje od oznake regije, pocetnog slova vrste zitarice i
rednog broja uzorka radi lakSeg snalazenja.

Na sljede¢im slikama prikazani su uzorci na podlogama s vidljivim rastom plijesni nakon

inkubacije.

Slika 1. Prikaz niza razrjedenja za tri razlicita uzorka nakon perioda inkubacije na hranjivoj

podlozi MEA

Slika 2. Prikaz dvaju uzastopnih razrjedenja istog uzorka pSenice s podrucja isto¢ne Hrvatske

nakon perioda inkubacije na hranjivoj podlozi MEA
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Slika 3. Prikaz istog razrjedenja istog uzorka kukuruza s podrucja istocne Hrvatske nakon

perioda inkubacije na razli¢itim hranjivim podlogama (DRBC i MEA)

U sljede¢im tablicama prikazana je ucestalost pojave odredenih plijesni i kvasaca koji su narasli
na dvije razliCite hranjive podloge za uzroke pSenice, kukuruza i je¢ma prikupljene na podrucju

istocne, srediSnje 1 sjeverne Hrvatske.

Tablica 1 pokazuje ucestalost pojave plijesni i kvasaca na hranjivoj podlozi MEA gdje je
identificirano 11 razli¢itih rodova plijesni te kvasci, a unutar roda Aspergillus 5 razli¢itih
sekcija. Rodovi Fusarium i Penicillium detektirani su u gotovo svim skupinama uzoraka, a
razliCite sekcije roda Aspergillus zabiljezene su vise na uzorcima prikupljenima u isto¢noj

Hrvatskoj.

Uzorci pSenice prikupljeni u isto¢noj Hrvatskoj pokazali su najvec¢u zastupljenost roda
Penicillium (70%) nakon cega slijede Acremonium spp. i kvasci (50%), Aspergillus sekc.
Aspergillus i seke. Flavi te Fusarium spp. (40%), Aspergillus sekc. Nigri i Cladosporium spp.
(20%) i na kraju Alternaria spp., Paecilomyces lilacinum i Rhizopus spp. (10%).

Zatupljenost roda Penicillium takoder je bila najveca na uzorcima pSenice prikupljenima u
sredisnjoj Hrvatskoj (90%) uz nesto manje zastupljene kvasce (70%). Znacajno manje, u samo
10% uzoraka, bili su zastupljeni Acremonium spp., Aspergillus sekc. Flavi, Cladosprium spp.,
Fusarium spp. i Rhizopus spp.
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U uzorcima pSenice prikupljenima u sjevernoj Hrvatskoj najucestaliji je Pencillium spp. (80%).
U 50% uzoraka pojavljuju se kvasci, a njih u njih 40% rod Acremonium. U samo 10% uzoraka

zabiljeZena je pojava roda Fusarium te vrste Paecilomyces lilacinum.

Kukuruz isto¢ne Hrvatske pokazao je najvecu zastupljenost roda Penicillium (90%) te nesto
manje roda Fusarium (70%) i Rhizopus (60%). U 30 % uzoraka javio se rod Acremonium, a u
20% uzoraka Aspergillus sekc. Flavi dok su u samo 10% uzoraka bili prisutni Aspergillus sekc.
Aspergillus i sekc. Nigri.

U uzorcima kukuruza sredisnje Hrvatske ponovno je najzastupljeniji Penicillium spp. koji se
javlja u 70% analiziranih uzoraka. Rhizopus spp. pojavio se u 60% uzoraka, a Acremonium spp.
i Fusarium spp. u 50% uzoraka.

U uzorcima kukuruza sjeverne Hrvatske bilo je moguée analizirati samo 8 od 10 pristiglih
uzoraka zbog prevelike kontaminacije dvaju uzoraka. U 8 analiziranih uzoraka najzastupljeniji
su bili rodovi Fusarium i Penicillium (87,5%) dok je neSto manje zastupljen bio Acremonium
spp. (75%). Takoder je zabiljezena pojava Aspergillus sekc. Circumdati i sekc. Flavi te rodova

Mucor i Phomopsis u jednom od uzoraka (12,5%).

Uzorci je¢ma pristigli iz istocne Hrvatske pokazali su prisutnost kvasaca u 100% uzoraka te
nesto manju zastupljenost rodova Penicillium (60%), Fusarium (50%) i Acremonium (40%). U
20% uzoraka pojavljuje se vrsta Paecilomyces lilacinum, a u samo 10% Auerobasidium spp.,
Cladosporium spp. i Rhizopus spp.

JeCam iz srediSnje Hrvatske takoder je pokazao prisutnost kvasaca u 100% uzoraka dok se
Penicillium spp. javlja u 70% uzoraka. U 20% uzoraka javlja se rod Alternaria, a u samo 10 %
Cladosporium spp. te vrsta Paecilomyces lilacinum.

U uzorcima je¢ma iz sjeverne Hrvatske u najzastupljeniji su kvasci i Penicillium spp. (90%).
Znatno rjede javlja se Auerobasidium spp. (30%) te Aspergillus sekc. Clavati, Cladosporium

spp. i vrsta Paecilomyces lilacinum (10%).
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Tablica 1. Ucestalost pojave pojedinih plijesni i kvasaca (%) u uzorcima psenice, kukuruza i

jeCma s podruéja istocne, srediSnje 1 sjeverne Hrvatske naraslih na hranjivoj podlozi MEA

ISH ISH ISH

podlozi MEA
Acremonium spp. 50 10 40 30 50 75 40
Alternaria spp. 10 20
Aspergillus seke.
P g- 40 10
Aspergillus
Aapergillus seke.
.p ’ : 12,5
Circumdati
Aspergillus seke. 0
Clavati
Aspergillus seke.
) 40 10 20 12,5
Flavi
Aspergillus seke.
-p .g 20 10
Nigri
Auerobasidium
10 30
spp.
Cladosporium
20 10 10 10 10
spp.
Fusarium spp. 40 10 10 70 50 87,5 50
kvasci 50 70 50 100 100 90
Mucor spp. 12,5
Paecilomyces
o 10 10 20 10 10
lilacinum
Penicillium spp. 70 90 80 90 70 87,5 60 70 90
Phomopsis spp. 12,5
Rhizopus spp. 10 10 60 60 10
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Tablica 2 pokazuje ucestalost pojave plijesni i kvasaca na hranjivoj podlozi DRBC gdje je
identificirano 9 razli¢itih rodova plijesni te kvasci, a unutar roda Aspergillus 2 razlicite sekcije.
Rod Penicillium te kvasci identificirani su u svim analiziranim uzorcima, a u vecini ih je

identificiran i rod Fusarium. Rod Aspergillus pojavljuje se samo uzorcima pSenice i kukuruza.

U uzorcima pSenice pristiglima iz istone Hrvatske u 100% uzoraka identificiran je rod
Penicillium. Osim njega, u nekoliko uzoraka prepoznati su i kvasci (40%), Acremonium spp.
(30%), Aspergillus sekc. Flavi (30%), Cladosporium spp. (20%) i Fusarium spp. (20%).
PSenica iz srediSnje Hrvatske pokazala je najvecu zastupljenost kvasaca (100%) te neSto manje
roda Penicillium (60%) dok se Aspergillus sekc. Flavi javlja u samo jednom uzorku (10%).

U uzorcima pSenice sjeverne Hrvatske najcesce se pojavljuju Penicillium spp. (100%) i kvasci
(60%). Znatno rjede zabiljeZzena je pojava roda Acremonium (30%) dok se u samo jednom

uzroku pojavljuju Alternaria spp., Aspergillus sekc. Flavi, Fusarium spp. i Mucor spp. (10%).

Uzorci kukuruza iz isto¢ne Hrvatske pokazuju najceséu pojavu rodova Fusarium (80%) i
Penicillium (70%). U 40% uzoraka pojavljuje se Aspergillus sekc. Flavi, u 30% uzoraka kvasci
i Acremonium spp., u 20% uzoraka Aspergillus sekc. Nigri, a u 10% Rhizopus spp.

U sredis$njoj Hrvatskoj u uzorcima kukuruza najucestalija je pojava roda Penicillium (80%), a
zatim kvasaca (60%). Nakon njih slijede rodovi Fusarium (50%) i Acremonium (40%).

U uzorcima kukuruza sjeverne Hrvatske bilo je moguée analizirati samo 8 od 10 pristiglih
uzoraka zbog prevelike kontaminacije dvaju uzoraka. U svim analiziranim uzorcima
zabiljezena je pojava roda Fusarium (100%) uz nesto manje rodova Penicillium i Acremonium

(87,5%). U samo jednom uzorku pojavljuju se kvasci (12,5%).

Uzorci je¢ma iz istocne Hrvatske pokazali su najé¢eS¢u pojavu kvasaca (100%) i neSto manje
roda Penicillium (90%). Znatno rjede zabiljezena je pojava rodova Alternaria i Fusarium (20%)
te rodova Acremonium, Cladosporium i Rhizopus (10%).

Na je¢mu sredi$nje Hrvatske zabiljezena je samo pojava kvasaca (70%) i roda Penicillium
(40%).

Najucestaliji na uzorcima je¢ma sjeverne Hrvatske su kvasci (100%) uz nesto rjedu pojavu roda
Penicillium (60%). U dva uzorka pojavljuje se Auerobasidium spp. (20%), a u jednom uzorku

Fusarium spp. (10%).
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Tablica 2. Ucestalost pojave pojedinih plijesni i kvasaca (%) u uzorcima psenice, kukuruza i
jeCma s podrucja isto¢ne, srediSnje i sjeverne Hrvatske naraslih na hranjivoj podlozi DRBC

Rodovi i vrste na PSenica Kukuruz

podlozi DRBC

Acremonium spp. 30 30 30 40 87,5 10
Alternaria spp. 10 20
Aspergillus seke.
Flavi 30 10 40
Aspergillus seke.
Nisri : 10 20
Auerobasidium
spp.
Cladosporium
spp.

Fusarium spp. 20 10 80 50 100 20 10
kvasci 40 100 60 30 60 12,5 100 70 100
Mucor spp. 10
Penicillium spp. 100 60 100 70 80 87,5 90 40 60

Rhizopus spp. 10 10

20

20 10
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4.1.1. Usporedba istih vrsta Zitarica iz razli¢itih regija

Statistickom obradom podataka nakon mikoloSke analize omogucena je graficka usporedba
podataka za iste vrste Zitarica, ali u razli¢itim regijama. Rezultati su prikazani za obje hranjive
podloge. Za graficki prikaz koristeni su histogrami aritmeticke sredine koncentracije plijesni u
uzorcima uz prikaz standardne pogreske.

U prvom sluc¢aju usporedeni su uzorci pSenice na hranjivoj podlozi MEA (Slika 4) i DRBC
(Slika 5). Na podlozi MEA najvisu srednju koncentraciju plijesni pokazuju uzorci iz istocne
Hrvatske s 28505 CFU/g, nakon Cega slijedi sjeverna Hrvatska s vrijednosti 9039 CFU/g te
srediSnja Hrvatska s vrijednosti 4437 CFU/g. Na podlozi DRBC uvjerljivo najvisSu srednju
vrijednost koncentracija plijesni postizu uzorci iz srediSnje Hrvatske s 193571 CFU/g, a slijede
ju sjeverna Hrvatska s 8990 CFU/g i isto¢na Hrvatska s 6110 CFU/g. Jednosmjerna analiza
varijance u oba slu¢aja pokazala je da ne postoji znacajna razlika izmedu usporedivanih skupina

uzoraka jer vrijednost varijable P nije bila manja od 0,05.

MEA DRBC
50000 - 4000001 _
400007 300000
D 30000 2
2 2 200000+
O 20000 o
10000 I 100000 -
I —
0 T T T 0— T
< K % R R
<55 PO
¥ ¥ ¥ Y ¥ ¥
s s
P ° < F 7 <
Slika 4. Graficki prikaz Slika 5. Graficki prikaz
aritmeticke sredine koncentracija aritmeticke sredine koncentracija
plijesni sa standardnom plijesni sa standardnom
pogreskom u uzorcima pSenice pogreskom u uzorcima pSenice
pojedinih regija na hranjivoj pojedinih regija na hranjivoj
podlozi MEA podlozi DRBC
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U drugom slucaju usporedeni su uzorci kukuruza na hranjivoj podlozi MEA (Slika 6) i DRBC
(Slika 7) koji su pokazali najvece vrijednosti od svih Zitarica. Na podlozi MEA najvisu srednju
vrijednost pokazao je kukuruz sjeverne Hrvatske s 4,65038*107 CFU/g, slijede ga uzorci iz
istoéne Hrvatske s 9,8409*10° CFU/g te sredi$nje Hrvatske sa vrijednosti od 3,3098%10°
CFU/g. Uzorci kukuruza sjeverne Hrvatske takoder pokazuju najviSu srednju vrijednost
koncentracije plijesni na podlozi DRBC sa 5,57373*10” CFU/g, ponovno ih slijede uzorci
isto¢ne Hrvatske s 8,888*10° CFU/g te uzorci sredi$nje Hrvatske s 1,74627*10° CFU/g.
Jednosmjerna analiza varijance pokazala je da je vrijednost varijable P na podlozi MEA 0,0760,

a na podlozi DRBC 0,0499 s§to pokazuje znacajnu razliku izmedu skupina uzoraka na podlozi
DRBC.

MEA DRBC
8x107 1x108-
6x107- 8x107- T
K=l D 6%x107-
2 4x107 2
o O 4x107-
2%107- I 1 pe107. 1
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Slika 6. Graficki prikaz aritmeticke
sredine koncentracija plijesni sa
standardnom pogreskom u uzorcima
kukuruza pojedinih regija na
hranjivoj podlozi MEA

Slika 7. Graficki prikaz
aritmeticke sredine koncentracija
plijesni sa standardnom pogreskom
u uzorcima kukuruza pojedinih
regija na hranjivoj podlozi DRBC

25



U tre¢em slucaju usporedeni su uzorci je¢ma na hranjivoj podlozi MEA (Slika 8) i DRBC
(Slika 9). U uzorcima je¢ma na podlozi MEA najviSu srednju vrijednost koncentracija plijesni
ima jeCam istocne Hrvatske s vrijednosti 35610 CFU/g, slijede ga uzorci sjeverne Hrvatske sa
6712 CFU/g te sredi$nje Hrvatske s 5250 CFU/g. Na podlozi DRBC najviSe vrijednosti
pokazuju uzorci sjeverne Hrvatske sa srednjom vrijednosti 3566 CFU/g, neSto manju vrijednost
imaju uzorci istocne Hrvatske s 1842 CFU/g te uzorci srediSnje Hrvatske s koncentracijom 1042
CFU/g. Jednosmjerna analiza varijance pokazala je da je vrijednost varijable P na podlozi MEA
0,0132 1 da postoji znacajna razlika izmedu tih skupina uzoraka dok je vrijednost na podlozi

DRBC 0,1936 i ne postoji znacajna razlika.
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Slika 8. Graficki prikaz aritmeticke
sredine koncentracija plijesni sa
standardnom pogreskom u uzorcima
je¢ma pojedinih regija na hranjivoj
podlozi MEA

Slika 9. Graficki prikaz aritmeticke
sredine koncentracija plijesni sa
standardnom pogreskom u uzorcima
jec¢ma pojedinih regija na hranjivoj
podlozi DRBC
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4.1.2. Usporedba svih vrsta Zitarica po regijama

Statistickom obradom podataka dobiveni su graficki prikazi usporedbe srednjih koncentracija
plijesni sa standardnom pogreskom za sve tri vrste Zitarica u sve tri proucavane regije na istom
prikazu.

Na hranjivoj podlozi MEA (Slika 10) vidljivo je da uvjerljivo najvise prosjec¢ne koncentracije
plijesni pokazuju uzorci kukuruza, od kojih najviSe oni iz sjeverne Hrvatske. Uzorci pSenice i
jeCma pokazuju znacajno manje vrijednosti koncentracija plijesni, no u sluc¢aju obje Zitarice
najviSe vrijednosti ostvaruju uzorci iz isto¢ne Hrvatske koju slijede sjeverna pa sredi$nja

Hrvatska.

MEA
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Slika 10. Usporedni prikaz srednjih koncentracija plijesni sa standardnom pogreSkom u

uzorcima svih analiziranih Zitarica kroz sve tri proucavane regije na hranjivoj podlozi MEA
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Na hranjivoj podlozi DRBC (Slika 11) najvise srednje vrijednosti koncentracija naraslih plijesni
takoder pokazuju uzroci kukuruza i to posebno iz sjeverne Hrvatske. Sljedec¢i su uzorci pSenice
od kojih znacajno viSe vrijednosti pokazuju uzorci srediSnje Hrvatske. Najnize vrijednosti
koncentracija pokazuju uzorci je¢ma od kojih najviSe vrijednosti imaju uzorci iz sjeverne

Hrvatske.
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Slika 11. Usporedni prikaz srednjih koncentracija plijesni sa standardnom pogreSkom u

uzorcima svih analiziranih zitarica kroz sve tri proucavane regije na hranjivoj podlozi DRBC
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4.2. Rasprava

Rezultati ovog eksperimentalnog rada pokazali su identificirane vrste plijesni i njihove udjele
u uzorcima pSenice, kukuruza i je¢ma u isto€noj, srediSnjoj i sjevernoj Hrvatskoj. Radi se o
uzorcima iz faze skladiStenja ovih zitarica iz ozujka 2021. godine.

Analizom rezultata vidljivo je da su znacajno vise vrijednosti u koncentracijama plijesni
postigli uzorci kukuruza (redovi veli¢ine 10 i 107), i to u sve tri hrvatske regije, dok su psenica
i jeam pokazali znatno manje koncentracije (redovi veli¢ine 10° i 10*). Na svim uzorcima
Zitarica prevladava rod Penicillium, a kukuruz dodatno pokazuje i velike udjele roda Fusarium.
Psenica uz rodove Penicillium i Fusarium pokazuje i zamjetnu prisutnost roda Aspergillus uz
koje svakodnevno konzumiramo opravdana te da posebno treba obratiti pozornost na uvjete

njihovog skladistenja u svjetlu klimatskih promjena.

Analiza je provedena na dvije hranjive podloge koje zbog svog sastava sprjecavaju rast
nepozeljnih bakterija. Podloga DRBC karakterizirana je visokim aktivitetom vode (aw > 0,95)
te su na njoj zabiljezene malo nize koncentracije plijesni i manja razli¢itost medu vrstama dok
je na podlozi MEA zabiljezeno viSe razlicitih vrsta plijesni. Na hranjivoj podlozi MEA
pokazano je kako posebno visoke koncentracije plijesni postizu uzorci iz isto¢ne Hrvatske, uz
sjevernu Hrvatsku u slucaju kukuruza. U slu¢aju podloge DRBC sredisnja Hrvatska istice se po
koncentracijama plijesni u uzorcima psenice dok su kukuruz i jeCam najvise vrijednosti ostvarili
na podrucju sjeverne Hrvatske.

Analizirajuéi rodove plijesni koji su se pojavili na uzorcima Zzitarica na podlozi MEA vidljivo
je da se rod Penicillium pojavljuje na svim analiziranim skupinama uzoraka u visokim udjelima.
Rod Fusarium pojavljuje se na svim skupinama uzoraka pSenice i kukuruza te skupini uzoraka
jecma iz istocne Hrvatske. Pri tome najvecu ucestalost pokazuje u uzorcima kukuruza (70%,
50% 1 87,5%). Rod Aspergillus pojavljuje se na 4 skupine uzoraka p$enice, 5 skupina uzoraka
kukuruza 1 skupini uzoraka je¢ma iz sjeverne Hrvatske.

U slucéaju podloge DRBC analiza je pokazala pojavnost roda Penicillium ponovno u svim
analiziranim skupinama uzoraka pri ¢emu je ucestalost u uzorcima psenice istocne i sjeverne
Hrvatske ¢ak 100%. Rod Fusarium pojavio se u svim skupinama uzoraka kukuruza u visokim
udjelima (80%, 50% 1 100%) te u po dvije skupine uzoraka pSenice i jeCma, no sa zamjetno
manjim udjelima. Aspergillus spp. pojavljuje se u 3 skupine uzoraka pSenice i 2 skupine uzoraka

kukuruza.
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Kifer i sur. (2021) proucavali su kontaminaciju zitarica u Hrvatskoj na podru¢ju Gornjeg
Stupnika 1 Gunje nakon poplave. Uzorci su prikupljeni u 2016. 1 2017. godini, razdoblju koje
je meteoroloski karakterizirano kao vruce 1 suho. 40 analiziranih uzoraka pokazalo je najvecu
zastupljenost roda Fusarium (>80%) kojeg slijede rodovi Penicillium i Cladosporium ( 40-
50%) te Aspergillus koji je bio neSto manje zastupljen, iz ¢ega je vidljivo da su plijesni istih
rodova bile najznacajnije i u ovom radu. Koncentracija plijesni u uzorcima iz Gunje dosegla je
vrijednosti od 1*10* CFU/g, a u Gornjem Stupniku 4*10* CFU/g $to odgovara redovima
veli¢ine koncentracija plijesni u uzorcima psenice i je¢ma analiziranim u ovom radu. Takoder,
identificirano je 117 sekundarnih metabolita plijesni od kojih su fumonizini B1 i B2 te
aflatoksin B1 postigli razine vise od dozvoljenih. Od ostalih mikotoksina viSu zastupljenost
pokazali su jo§ deoksinivalenol 1 zearalenon.

Garcia-Diaz 1 sur. (2020) proveli su istraZivanje na uzrocima kukuruza iz skladiSta u
Spanjolskoj tijekom 2016., 2017. i 2018. godine pri ¢emu su PCR analizom odredili prisutnost
pojedinih vrsta plijesni. Za potrebe usporedbe s ovim radom treba naglasiti da je u uzorcima
kukuruza Hrvatske ucestalost vrste Aspergillus sekc. Flavi 20% (MEA) i 40% (DRBC) u
istocnoj Hrvatskoj te 12,5% (MEA) u sjevernoj Hrvatskoj dok je u okolici Madrida ova vrsta
bila najzastupljenija s ¢ak 89%. Aspergillus sekc. Nigri pojavljuje se na kukuruzu iskljucivo
isto¢ne Hrvatske s ucestalosé¢u 10% (MEA) 120% (DRBC) dok se u svim uzorcima analiziranim
u Spanjolskoj studiji radio o ucestalosti od 52%. Rod Fusarium uvjerljivo je zastupljeniji na
kukuruzu u odnosu na ostale analizirane Zitarice i njegova ucestalost u Hrvatskoj ulazi u raspone
od 50% do 100%. U Spanjolskoj studiji ovaj rod javlja se u gotovo svim analiziranim uzorcima
i to najviSe u 2018. godini, a najucestalije su vrste F. verticillioides i F. proliferatum. U
usporedbi s drugim analiziranim godinama najvece koliCine plijesni pokazali su uzorci
kukuruza iz perioda skladiStenja 2018. godine (Garcia-Diaz 1 sur., 2020).

Za razdoblje od 2006. do 2009. godine Stuper-Szablewska i Perkowski (2014) proveli su
istrazivanje kontaminacije plijesnima na uzorcima pSenice u Poljskoj. Uzorci iz skladista
prikupljani tijekom tri godine analizirani su istom metodom mikoloske analize kao u ovom radu
te su dobivene srednje vrijednosti ucestalosti pojave odredenih rodova plijesni. Ucestalost
Penicillium spp. bila je 92%, Aspergillus spp. 90%, a Fusarium spp. 57%. U uzrocima psenice
iz Hrvatske takoder je najucestaliji rod Penicillium s vrijednostima od 60% do 100% na obje
hranjive podloge, slijedi ga rod Fusarium s vrijednostima ucestalosti od 10% do 40% na
pojedinim uzorcima. Rod Aspergillus puno je manje zastupljen u uzorcima pSenice iz Hrvatske

(od 10% do 40%) u odnosu na Poljsku.
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Felsociova i sur. (2021) proveli su istrazivanje na uzorcima je¢ma u Slovackoj, medu kojima i
onih u skladistu, kako bi odredili njihovu kontaminaciju razli¢itim rodovima plijesni. Prosje¢na
ucestalost u uzorcima nakon 3-9 mjeseci skladiStenja za Penicillium spp. bila je 89%, za
Fusarium spp. 44%, a za Aspergillus spp. 22%. Sli¢ne rezultate pokazao je jecam Hrvatske za
rodove Penicillium (60%-90%) i Fusarium (10%-50%) do je samo jedan uzorak sjeverne
Hrvatske pokazao prisutnost roda Aspergillus.

Prema Odjeljku III. Priloga III. Pravilnika o sigurnosti hrane za zivotinje (NN 102/2016)
orijentacijske vrijednosti plijesni i kvasaca u uzorcima su za kukuruz 30*10°> CFU/g skladi$nih
plijesni te 60*10° CFU/g kvasaca, za pSenicu 20*10° CFU/g skladi$nih plijesni i 30*10° CFU/g
kvasaca, a za je¢am 30*10° CFU/g skladignih plijesni i 100*10* CFU/g kvasaca. To znaé&i da
od analiziranih uzoraka s podru¢ja Hrvatske vec¢ina uzoraka pSenice i jecma odgovara ovim

zahtjevima, no vrijednosti za uzorke kukuruza znatno su iznad preporucenih.

Prema podacima Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda oborinske prilike u ozujku 2021.
godine bile su normalne do suSne dok su temperature za cijelu 2021. godinu bile vise od
prosjeka. U sljede¢im desetlje¢ima kao posljedica klimatskih promjena uvjeti ¢e se mijenjati
Sto znaci da ¢e podloZne promjenama biti i plijesni. U ve¢ spomenutim istrazivanjima u Poljskoj
i Spanjolskoj vidljivo je da se kroz godine koli¢ina plijesni na Zitaricama povedéavala. Isto se
moze ocekivati i na podrucju Hrvatske. U juznoj Europi oCekuje se porast temperature zraka za
4-5°C s duZim suSnim razdobljima i smanjenim prinosom Zitarica. Mediteransko podrucje
smatra se izrazito podloznim velikim temperaturnim promjenama, promjenama u koncentraciji
ugljikovog dioksida te koli¢ini padalina. Uz ovakve klimatske promjene, loSe regulirano
skladiStenje usjeva dodatno pridonosi njegovoj smanjenoj kvaliteti i poja¢anoj proizvodnji
mikotoksina (Magan i sur., 2011). Posebnu paznju treba obratiti na razvoj vrste Aspergillus
flavus i proizvodnju aflatoksina, posebice aflatoksina B1. U posljednjih 15 godina vruéi i susni
uvjeti doveli su do velike kontaminacije kukuruza vrstom A. flavus u nekoliko europskih
zemalja kao $to su Italija, Rumunjska, Srbija i Spanjolska (Moretti i sur., 2019). Uz ovu
spoznaju te Cinjenicu da temperature iznad 30°C pogoduju rodu Aspergillus treba ozbiljno
shvatiti prijetnju aflatoksina u buduénosti, inace smatranih najopasnijim mikotoksinima, i to
posebice na kukuruzu. Treba napomenuti da su u ovom istrazivanju u Hrvatskoj plijesni roda
Aspergillus bile ¢esto zastupljene i na uzorcima pSenice.

Za sigurno skladiStenje zitarica potrebno je osigurati odgovarajuce uvjete u skladiStima kako bi
se sprijecila kontaminacija i gubitci na usjevima. Najveci rizik za Zitarice predstavljaju rodovi

Aspergillus i Penicillium smatrani primarno skladi$nim plijesnima te rod Fusarium kao poljska
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plijesan. Uvjeti koje treba kontrolirati u skladiStu su aktivitet vode, razina ugljikovog dioksida
1 temperatura. Budu¢i da je prisutna vlaga u usjevima jedan od glavnih faktora koji uzrokuju
razvoj plijesni, Zitarice je nakon Zetve potrebno osusiti ispod razine vlage pogodne za razvoj
plijesni. Prikladnim se smatra razina aktiviteta vode manja od 0,65, tj. relativna vlaznost ispod
razine od 15%. Ovo je posebno vazno u slu¢aju da su zetvi prethodila kisna razdoblja. Osusene
zitarice trebaju biti transportirane u suhim, ¢istim i1 nekontaminiranim spremnicima. Tijekom
skladiStenja temperatura treba biti mjerena u reguliranim intervalima, a svaki neoc¢ekivani
porast temperature moze biti posljedica rasta nepozeljnih mikroorganizama (Pleadin 1 sur.,
2019). Budu¢i da plijesni imaju jako Sirok temperaturni raspon unutar kojeg mogu proizvoditi
mikotoksine (otprilike 10-40°C ovisno o vrsti) tesko je u potpunosti izbjeéi za to pogodne
uvjete, no istrazivanja su pokazala da je uz kontrolu relativne vlaznosti 1 plinovitog sastava
zraka optimalno da temperatura u skladistu bude manja od 21°C. Kontrolom plinovitog sastava
zraka, tzv. modificiranom atmosferom, nastoje se posti¢i uvjeti povisene razine ugljikovog
dioksida, a snizene razine kisika u skladiStu. Pokazalo se da takvi uvjeti mogu doprinijeti
inhibiciji razvoja plijesni, no u obzir treba uzeti i visoku cijenu ovakve strategije (Liu 1 sur.,
2020).

Budu¢i da ¢e klimatske promjene otezati raspolaganje Zitaricama i planiranje njihovog uzgoja
i skladiStenja, svjetska populacija trebala bi pokuSati doprinijeti smanjenju njihovih razmjera.
Trenutno se kontaminacija Zitarica nastoji sprijeciti primjenom sintetskih fungicida koju su se
pokazali u¢inkovitima ukoliko se primijene u polju prije zetve. Ipak, ove kemikalije mogu imati
Stetne ucinke za okoli$ 1 ljudsko zdravlje pa bi se trebalo vise uloziti u pronalazak manje Stetnih
nacina suzbijanja kontaminacije (Solanki i sur., 2021). Razvoj prognostickih modela kojima bi
se mogao predvidjeti utjecaj klimatskih promjena na razli¢ita geografska podrucja dodatno
pridonosi visokom trosku koji ¢e klimatske promjene uzrokovati u poljoprivredi. Iznimno
ucinkovito bilo bi podizanje ljudske svijesti o naSem vlastitom doprinosu ovim promjenama i
educiranje o svim Stetnim posljedicama koje one donose, ukljucuju¢i potpunu izmjenu uzgoja

1 opskrbe Zitaricama u bliskoj buduénosti.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja na uzrocima psSenice, kukuruza i je¢ma triju regija Hrvatske

te proucene literature mogu se izvuéi sljedeci najbitniji zakljucci:

o

Uzorci kukuruza pokazali su najvise vrijednosti srednjih koncentracija plijesni i kvasaca
pri ¢emu su najvise vrijednosti postigli uzorci iz sjeverne Hrvatske sa 4,65x107 CFU/g
na podlozi MEA i 5,6x10” CFU/g na podlozi DRBC. NajniZe vrijednost ostvarili su
uzorci jeCma.

Kontaminacija je bila prisutna u sve tri hrvatske regije bez znacajnih razlika za iste vrste
zitarica medu njima, a rodovi plijesni koji su najvise kontaminirali proucene Zitarice bili
su Penicillium spp., Fusarium spp. i Aspergillus spp.

Najvecu ucestalost u uzorcima pokazao je rod Penicillium koji je pronaden u svim
analiziranim skupinama uzoraka na obje podloge u velikom udjelu, a u uzorcima
pSenice istocne i sjeverne Hrvatske na podlozi DRBC ucestalost ovog roda bila je ¢ak
100%.

Rod Fusarium zamijeéen je na svim vrstama Zitarica, no najvecu ucestalost pokazao je
na uzrocima kukuruza. Na podlozi MEA radi se o ucestalosti od 50% do 87,5%, a na
podlozi DRBC od 50% do 100%.

U uzorcima se pojavilo 5 razli¢itih sekcija roda Aspergillus koji je kontaminirao
uglavnom uzorke pSenice 1 kukuruza. Najveca ucestalost od 40% identificirana je u
uzorcima istoéne Hrvatske za Aspergillus sekc. Aspergillus na psSenici (MEA) i
Aspergillus sekc. Flavi na kukuruzu (DRBC) i pSenici (MEA).

Posljedice klimatskih promjena na zitaricama bit ¢e vidljive prije Zetve, u polju te nakon
zetve, tijekom skladiStenja. Zato je vazno osigurati adekvatne uvjete za Cuvanje Zitarica
u skladiStima kako bi se sprijecila prekomjerna kontaminacija plijesnima sa Stetnim
posljedicama na zdravlje ljudi i Zivotinja. PoZeljni uvjeti skladiStenja su aw < 0,65,

temperatura < 21°C i modificirana atmosfera.
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7. SAZETAK/SUMMARY

SAZETAK

Zitarice su §iroko zastupljene u prehrambenoj industriji te iz tog razloga metode njihovog
uzgoja i skladiStenja moraju biti strogo kontrolirane. Podlozne su razvoju plijesni od kojih neke
proizvode po zdravlje opasne mikotoksine, a klimatske promjene 1 njihov direktan utjecaj na
okolisne faktore poput temperature, padalina 1 razine ugljikovog dioksida dovest ¢e do
promjena u zastupljenosti plijesni i mikotoksina na Zitaricama.

Za potrebe ovog eksperimentalnog rada prikupljeni su uzorci pSenice, kukuruza i jeCma iz
istocne, srediSnje i sjeverne Hrvatske. Radi se o ukupno 90 uzoraka iz skladista prikupljenih u
ozujku 2021. godine kako bi se identificirale plijesni porasle na ovim zitaricama i odredila
njihova koncentracija. Nakon analize i statisti¢ke obrade podataka veca paznja posvecena je
rodovima Penicillium, Fusarium i Aspergillus koji su najces¢i kontaminanti ovih Zitarica.
Rezultati su pokazali da najznacajniju koncentraciju plijesni na zitaricama pokazuju uzorci
kukuruza u sve tri hrvatske regije na podlogama MEA i DRBC (reda veli¢ine 10°i 107). Rod
Penicillium zastupljen je na svim uzorcima zitarica dok se rod Fusarium posebno istice na
uzorcima kukuruza. Rod Aspergillus, proizvoda¢ aflatoksina, pokazuje najvecu ucestalost na
uzorcima pSenice i kukuruza istocne Hrvatske.

Za adekvatno skladiStenje Zitarica vazno je osigurati odgovarajuce uvjete temperature, vlage 1
razine ugljikovog dioksida u koriStenim skladiStima kako ne bi doSlo do prekomjerne
kontaminacije i gubitaka. Uz kontrolirane uvjete u proizvodnji vazno je podignuti svijest
populacije o klimatskim promjenama, troskovima koje one donose u poljoprivredi i tome kako

¢e one posredno utjecati na zitarice Siroko zastupljene u nasoj prehrani.
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SUMMARY

Cereal crops are widely spread in food industry and for that reason methods of their cultivation
and storage have to be strictly controlled. They are susceptible to mold growth and some of
developed mold types have the ability to produce mycotoxins dangerous for our health. Climate
change directly influences environmental factors such as temperature, precipitation and carbon
dioxide levels which will affect representation of molds and mycotoxins in crops.

For the purpose of this experimental work, samples of wheat, maize and barley were collected
form eastern, middle and northern parts of Croatia. That includes 90 samples in total collected
from storage units in March 2021 with the purpose of identifying grown molds on these crops
and determining their concentration. After the analysis and statistical data processing more
attention was given to Penicillium, Fusarium and Aspergillus species, most common
contaminants of these crops.

Results have shown that the most significant mold concentration was observed in maize
samples in all three Croatian regions on MEA and DRBC medium (orders of magnitude 10°
and 107). Penicillium species was observed in all analysed samples while Fusarium species was
particularly noted in maize samples. Aspergillus species, producer of aflatoxins, was identified
most frequently in wheat and maize samples from eastern Croatian region.

For adequate storage of crops it is important to ensure proper temperature, moisture and carbon
dioxide level conditions in used facilities to escape high contamination levels and unwanted
effects on stored crop. Along with controlled conditions in manufacturing, it is important to
raise awareness about climate change, expenses it will cause in agriculture and how it will affect

crops which are widely spread in our diet.
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