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PREDGOVOR

Dokazivanje prisustva rezidua i kontaminanata u hrani je vazno sa aspekta
zdravstvene sigurnosti hrane u svim fazama proizvodnje, prerade i
distribucije hrane. U tu svrhu je neophodno primijeniti multidisciplinarni
pristup izuCavanju kontaminanata koji se nalaze u pojedinim Zivotnim
sredinama (tlu, vodi, zraku). Hemijski, biohemijski i mikrobioloski procesi u
hrani tokom prerade, od njive do trpeze, u izuzetnim sluc¢ajevima mogu
doprinijeti pretvaranju odredenih biomolekula u toksi¢ne rezidualne
komponente hrane.

U drugom poglavlju udzbenika su detaljno predstavljeni kontaminanti koju u
namirnice biljnog i Zivotinjskog porijekla dospijevaju iz Zivotne sredine:
dioksini, polihlorirani bifenili (PCBs), policiklicni aromatski ugljikovodici,
toksi¢ni teski metali te radioaktivni elementi. U ovom poglavlju je za
specificne kontaminante predstavljena rasprostranjenost u okolisu uz
najcesce izvore zagadenja, toksi¢nost sa posebnim osvrtom na minimanino
dozvoljene koncentracije (MDK) u skladu sa vazecom zakonskom
regulativom, zdravstveni rizici do kojih dolazi u slu¢aju unosa ili kumulativnog
djelovanja, specificni nacini transfera u lanac ishrane uz preventivne mjere za
smanjenje koli¢ine pojedinacnih kontaminanata.

Trece poglavlje obraduje rezidue pesticida i veterinarskih lijekova u lancu
ishrane. Pesticidi su detaljno klasificirani prema namjeni, hemijskoj strukturi
i fizikalnim svojstvima uz neizostavnu rasprostranjenost u okoliSu, nacine
kontaminacije lanca ishrane, zdravstvene rizike sa MDK koji su uskladeni sa
vaze¢om zakonskom regulativom i preventivne mjere (mehanicke, fizikalne,
bioloske, hemijske). U okviru rezidua veterinarskih lijekova je posebna paznja
pripala antibioticima, koji su predstavljeni prema hemijskoj klasifikaciji,
mehanizmu djelovanja te distribuciji i eventualnoj rezistenciji u lancu ishrane.

U cetvrtom poglavlju ovog udzbenika su detaljno obradeni bioloski toksini
koji obuhvataju mikotoksine i bakterijske toksine. Za bioloske kontaminante
je najvazniji put kontaminacije i preventivne mjere obzirom da mikotoksine
proizvode toksikogene plijesni, a endotoksine i egzotoksine patogene i
uslovno patogene vrste bakterija. Predstavljena je detaljna hemijska
struktura, ucestalost pojave specificnih mikotoksina u pojedinim vrstama



hrane uz MDK , ukoliko se prema zakonskoj regulativi dokazuje njihova
koncentracija u hrani ,a navedeno je upotpunjeno zdravstvenim rizicima koji
u slucaju mikotoksina mogu biti i kumulativni.

Kontaminanti koji nastaju toplotnom obradom hrane su predstavljeni u
petom poglavlju s osvrtom na nacin formiranja, visinu temperaturnih rezima
na kojima se formiraju te odabrane skupine namirnica u kojima je dokazano
prisustvo ovih naknadnih kontaminanata uz preporucene preventivne mjere
odnosno jednostavne a efikasne nacine sprjecavanja proizvodnje naknadnih
kontaminanata tokom toplotne obrade hrane.

Analiticke tehnike za odredivanje sadrzaja specificnih kontaminanata
upucuju na zakonsku regulativu u kojoj se slijede osnovni zahtjevi za uzimanje
uzoraka i metoda ispitivanja pojedinacnih kontaminanata su informativno
predstavljene u svakom od pomenutih poglavlja knjige.

Autori
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1. UVOD

Proizvodnja hrane je kompleksan proces, koji ukljucuje veliki broj

subjekata, od poljoprivrednika i primarnih preradivaca, preko industrijske
proizvodnje, do nacina skladiStenja, transporta i stavljanja hrane na
trziste, a diji je osnovni cilj dobijanje bezbjednih/sigurnih, kvalitetnih i
higijenski ispravnih prehrambenih proizvoda. Svaka od spomenutih faza
podrazumijeva razlicite rizike, uslovljene prisustvom razlicitih opasnosti u

hrani.

Najcesce opasnosti su razlicite vrste kontaminanata koji u hranu mogu da
dospiju nekontrolisano iz okolisa, ili mogu biti rezidue (ostaci) tretiranja
koje je Covjek koristio u razli¢itim fazama proizvodnje. To su materije koje
nisu namjerno dodane u hranu nego su posljedica tretiranja tokom
proizvodnje, pakovanja, transporta, obrade hrane, ili su pak posljedica
nekih prirodnih procesa. Hemijske kontaminante koji se mogu nadi u hrani,
a s obzirom na njihov izvor, mozemo podijeliti na:

» kontaminante iz okoliSa kao 3to su dioksini, policiklicki bifenili,
policiklicki aromatski ugljikovodici,

* bioloSke kontaminante, kao Sto su mikotoksini porijeklom iz
plijesni i toksini bakterija,

» kontaminante/ ostatke od tretiranja biljaka i Zivotinja, kao Sto su
pesticidi i ostaci veterinarskih lijekova

* kontaminante koji nastaju obradom hrane, kao $to su, akrilamid,
heterocikli¢ni amini, nitrozamini, hlorpropanoli.



Kako bi se rizici lakSe kontrolisali, postoje razliCiti sistemi prilagodeni
odredenim fazama proizvodnje hrane, a sve u svrhu da svaki od subjekata
moze efikasno kontrolirati rizike u svom dijelu lanca prehrane.

Zbog toga Svjetska zdravstvena organizacija (eng., World Health
Organization; WHO) i Organizacija za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih
naroda (eng., Food and Agriculture Organization; FAO) donose preporuke o
maksimalno dozvoljenim kolicinama (MDK) kontaminanata u hrani,
njihovom ukupnom dnevnom (eng., accetable daily intake; ADI) i
sedmi¢nom unosu (eng., provisional tolerable weekly intake; PTWI) za
odrasle, nakon cega svaka drzava prema svojim studijama i prema
preporukama WHO i FAO donosi nacionalne pravilnike u kojima su
propisane najvece dozvoljene koli¢ine odredenih kontaminanata u hrani.
Utvrdene vrijednosti kontaminanata u hrani moraju biti unutar granica
propisanih maksimalno dozvoljenih koli¢cina (MDK) koje su propisane
navedenim pravilnicima.



2. KONTAMINANTI ZIVOTNE SREDINE

Glavni uzrok kontaminacije hrane je zagadenost zraka, vode i

zemljiSta. Kako okoli§ postaje zagadeniji tako se povecava rizik od
kontaminacije hrane. Izvori onecisc¢enja okolisa mogu biti: prirodni (vulkani,
stijene, Sumski pozari) i umjetni. Dok se na prirodne izvore ne moze
djelovati, umjetni izvori onecis¢enja su iskljucivo posljedica covjekove
djelovanja preko:

* industrije,

» proizvodnje energije (termoelektrane),

* prometnih sredstava,

* otpadnih voda,

* poljoprivrede,

* proizvodnje hemikalija,

* spaljivanje otpada isl.
Emisija gasova iz industrijskih postrojenja i izduvnih plinova iz motornih
vozila glavni su zagadivadi zraka, a toksicne Cestice iz zraka se apsorbiraju
u poljoprivredne sirovine. Industrijskii otpad iz domacinstva Cesto zavrsava
u vodi, toksi¢ne hemikalije se apsorbiraju u ekosistem i na taj nacin ulaze u
hranidbeni lanac. Zagadenost zemljiSta i biljaka cesto je rezultat
industrijskih aktivnosti koje proizvode otrovni otpad koji se ne zbrinjava na
adekvatan nacin.

Najznacajniji kontaminanti iz okolisa koji mogu dospjeti u hranu su:

* Dioksini i polihlorirani bifenili
* Policikli¢ni aromatski ugljikovodici
* Toksi¢ni teski metali



2. 1. DIOKSINI

Dioksini predstavljaju skupinu polihloriranih aromatskih jedinjenja

slicne strukture. Ove supstance su posljednjih godina privukle veliku
paznju strucne i nauc¢ne javnosti zbog njihove toksi¢nosti. Od 210 teoretskih
mogucih kongenera' dioksina njih 75 pripada skupini polihloriranih
dibenzo-p-dioksida (engl. Polychlorinated dibenzodioxins, PCDDs), a 135
kongenera spada u skupinu polihloriranih dibenzofurana (engl.
Polychlorinated dibenzofurans, PCDFs) Na Slici 1. prikazane su opste
strukture PCDDs i PCDFs.

8 9 1. 2
7 3
-~ ~
~" 6 4 "~
Cl, 0o cl,
PCDFs
9 1
8 o 2
7> o 3
c, © 4 cl,
PCDDs

Slika 1. Hemijska struktura PCDFs, PCDDs

'kongener je jedna od dvije ili viSesupstanci koje su nastale (kongenerisane) ilisusinte-
tizovaneizistihreakcijailiizistog postupka, a ¢esto i kao jedna od dvije ili viSe supstanci koje imaju
isto porijeklo, strukturu ili funkciju



Osim po sadrzaju hlora, pojedini homologi i kongeneri PCDDs i PCDFs se po
fizickim i hemijskim osobinama mnogo ne razlikuju, a njihova
karakteristicna svojstva su: nizak napon pare, ekstremno mala
rastvorljivost u vodi, dobra rastvorljivost u organskim rastvaracima,
posebno u lipidnim matriksima i teznja da se vezuju za organsku supstancu
u zemljistu i sedimentima, te sposobnost biakumulacije’i biomagnifikacije3,

Rasprostranjenost u okoliSu

Dioksini su Siroko rasprostranjeni kontaminanti koji nemaju odredenu
upotrebu i ne proizvode se. Najvecim dijelom nastaju kao neZeljeni nus-
produkti razlicitih industrijskih procesa (sagorijevanja prilikom spaljivanja
otpada te u proizvodnji odredenih hemikalija (npr. organohlornih pesticida
i herbicida). Sumski pozari i erupcije vulkana takoder su izvori dioksina.
Smatra se da je najvedi uzroc¢nik kontaminacije okoliSa spaljivanje otpada i
zbog toga se primarno dioksini nalaze u zraku. Zbog stroge regulative koja
se primjenjuje na industrije iz kojih mogu izadi dioksini, te na spalionice
komunalnog i opasnog otpada, u SAD je npr. od 1980. do 2003. smanjena
emisija dioksina za 90%.

Zdravstveni rizici

Kratkorocna izloZenost velikim koncentracijama dioksina moze izazvati
lezije na kozi kao Sto su hlorakne i tamne mrlje, te izazvati promjene u
funkciji jetre. Dugorocna izloZenost vezana je za slabljenje imuno sistema,
oStecenja nervnog iendokrinog sistema, te reproduktivne funkcije. Kada
dioksini dospiju u ljudski organizam, jedan di se metabolizira i izludi iz
organizma, a drugi dio se akumulira u masnom tkivu. Da bi se dioksini izluili

%bioakumulacija jeprocesnakupljanjaodredenihsupstanci, kao $tosutoksi¢nehemikalije, urazli¢itim
tkivima Zivihorganizamauslijednjihovogunosaprekoishraneiliizokoline

3biomagnifikacija seopisujekaoprocesnakupljanjaodredenihsupstanciuorganizmima Zivihbi¢audalekovedim
koncentracijamanego Stosukoncentracijeistihsupstanciuorganizmimakojisenalazeispodnjihulancu
ishrane



iz organizma moraju se prevesti u polarne derivate. Proces izlucivanja iz
organizma ovisi o dozi unesenoj u organizam, starosnoj dobi i koliCini
masnog tkiva.

Toksi¢nost pojedinih spojeva dibenzodioksina i dibenzofurana znatno se
razlikuje. Najproucavaniji i najtoksicniji je dioksinski spoj (Slika 2) 2,3,7,8-
tetrahlorodibenzo-p-dioksin  (eng.  2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin,
TCDD). Medunarodna agencija za istrazivanje raka (eng. International
Agency for Research on Cancer, IARC) 1977. godine je, na temelju tih studija i
dostupnih epidemioloskih podataka, kongeren 2,3,7,8-TCDD svrstala u
spojeve koji su kancerogeni za ljude (skupina 1). Ispitivanja izlu¢ivanja TCDD
iz organizma pokazala su odredene razlike unutar ljudske populacije.
Prema tim istraZivanjima, TCDD se brZe izluCuje iz organizma muskaraca i
mlade populacije, dok je sporije izlu¢ivanje uoceno kod zZena i starije
populacije. Na osnovu toksikoloskih znacaja dioksina, granica dopustenoga
dnevnoga unosa je u podrucju od 1 do 10 pg TCDD/kg tjelesne teZine.

Cl ) Cl

Cl O Cl

Slika 2. Hemijska struktura 2,3,7,8-tetrahlorodibenzo-p-dioksina (TCDD)

Svaki kongener dioksina ili dioksinima sli¢nih PCBs pokazuje razlicit efekat
toksi¢nosti. Stoga je u svrhu procjene rizika razvijen koncept faktora
ekvivalentne toksi¢nosti (eng. Toxicity Equivalency Factor, TEF) kako bi se
mogla procijeniti kumulativna toksi¢nost smjese dioksina i PCBs sli¢nih
dioksinima. Kao referentni kongener uzet je najtoksicniji kongener 2,3,7,8-
tetrahlordibenzo-p-dioksin (TCDD), a njegova TEF vrijednost je 1. Relativna
toksi¢nost svih ostalih dioksina (PCDD, PCDF i PCB) prikazuje se u odnosu
na referentni kongener. Toksi¢ni efekat smjese dioksina i PCBs sli¢nih
dioksinima je zbroj TEF vrijednosti pojedina¢nih spojeva pomnoZzen s

6



njihovom koncentracijom. Dobijena vrijednost (jednacina 1) se naziva
toksi¢ni ekvivalent (Toxic equivalency, TEQ)

TEQ =| | |c; UTEF,
I,;! | ‘ )]
gdje je:
TEQ - toksi¢ni ekvivalent
ci- koncentracija pojedinog kongenera
TEF - faktor ekvivalentne toksi¢nosti.

Prema tome, faktori TEF i TEQ se koriste za odredivanje rizika i u cilju
nadzora, odnosno u cilju utvrdivanja prioritetnih oblasti za
dekontaminaciju.

Transfer dioksina u lanac ishrane

Dioksini mogu dospjeti u hranu na razlicite nacine. lako se primarno nalaze
u zraku, dioksini se iz zraka deponuju u zemljiste, vodu, biljke i Zivotinje. U
zemljiSte mogu dospjeti i kroz onediS¢eni mulj ili kompost, izlijevanjem ili
erozijom iz onecis¢enih podrucja. Kako nisu rastvorljivi u vodi, apsorbiraju
se na mineralne i organske Cestice koje se suspendiraju u vodu.

U Belgiji su 1999. godine otkrivene velike koncentracije dioksina u piletini i
jajima, a u Njemackoj je 1998. godine otkriven dioksin u mlijeku. U oba
slucaja izvor kontaminacije je bila hrana za Zivotinje.

U Nizozemskoj su 2004. godine i 2006. godine zabiljeZena dva incidenta
vezana uz povecane koli¢ine dioksina. U jednom slucaju se radilo o
povecanoj koncentraciji dioksina u mlijeku, a uzrok kontaminacije je hrana
za zivotinje, odnosno glina koja se koristila pri proizvodnji hrani za Zivotinje.

U Irskoj je krajem 2008. godine otkrivena 200 puta veca koli¢ina dioksina
od dozvoljene. Zbog toga je povucena velika koli¢ina svinjetine i proizvoda
od svinjetine Sto je do sada najvece povlacenje hrane sa trziSta uzrokovano



hemijskom kontaminacijom. | u ovom slucaju primarni izvor kontaminacije
dioksinima bila je hrana za Zivotinje.

Strogi sistem kontrole hrane nisu dovoljno jamstvo sigurnosti hrane.
Pokazala je to i najnovija afera vezana uz prisutnost dioksina u hrani i hrani
za zivotinje otkrivena u Njemackoj. Hrana za Zivotinje kontaminirana je
dioksinima dodavanjem masnih kiselina namijenjenih tehnickoj upotrebi.
Utvrdeno je da su masne kiseline oneciS¢ene dioksinima te da je njihovo
porijeklo iz proizvodnje biodizela. Pretpostavlja se da je ovom aferom
obuhvaceno oko 4800 farmi u Njemackoj. Stoga, visSe od 90% izlaganja ljudi
dioksinima, se dogada potrosnjom Zivotinjskih prehrambenih proizvoda
kao Sto su meso, mlijeko, mlije¢ni proizvodi, jaja (Tabela 1) iriba.

Tabela 1. Sadrzaj dioksina i furana u koko§jim jajima. Rezultati kvantifikacije
za PCDD, PCDF prikazani su u pg WHO-TEQ [ g masti, (Piskorska-
Pliszczyriska i sar., 2015)

Sistem farme PCDD/PCDF
X+SD
min-max
0,60 * 0,42
0,32 - 0,76
Intenzivan uzgoj kokosi
(n=72)
0,40 * 0,10
0,30 - 0,60
Velika farma
(n=13)
1,38 £ 3,05
0,30 — 29,32
Slobodan uzgoj - dozvoljeno slobodno
kretanje
(n=117)
1,66 +1,80
0,32 — §,21

Organska proizvodnja kokoSi
(n-23)



U Tabeli 2. nazna¢ene su MDK za PCDDs i PCDFs u nekim vrstama hrane u
BiH.

Tabela2. MDK dioksina u nekim vrstama hrane u Bosni i Hercegovini

Vrsta hrane Maksimalno dozvoljena
koli¢ina (MDK)
Suma dioksina
(WHO-PCDD/F-TEQ)
Meso i mesni proizvodi (izuzev jestive iznutrice) od
slijededih Zivotinja:

* govedaiovce 2,5 pg /g masnoce
* perad 1,75 pg /g masnoce
* svinje 1,0 pg /g masnoce
Jetra kopnenih Zivotinja definisanih pod 1., osim 0,3 pg /g vlazne mase
jetre ovce i iz nje dobivenih proizvoda
Ovdija jetra i iz nje dobiveni 1,25 pg /g vlazne mase
proizvodi
Misi¢no meso ribe i proizvoda od njih, te riblji 3,5 pg /g vlazne mase

proizvodi, osim:

« divljihjegulja

» divlje slatkovodne ribe, osim odredenih

vrsta riba ulovljenih u slatkoj vodi

» ribljajetraiproizvodi od riblje jetre

*  -uljaiz morskih organizama
Maksimalna koli¢ina za tvrdokosce odnosi se na
miSi¢no meso krakova i abdomena. Kada se radi o
rakovima i rakovima sli¢nim tvrdoko3cima
(kratkorepi morski rakovi Brachyura i Anomura),
onda se odnosi na misi¢éno meso krakova

Sirovo mlijeko i mlijecni proizvodi, ukljucujudi i 2,5 pg /g masnoce
maslac
Kokos$ja jaja i proizvodi od jaja 2,5 pg /g masnoce
Masno¢a slijedecih Zivotinja:
* govedaiovce 2,5 pg /g masnoce
* perad 1,75 pg /g masnoce
* svinje 1,0 pg /g masnoce
Mijesane Zivotinjske masnoce 1,5 pg /g masnode
Biljna ulja i masnoce 0,75 pg /g masnoce
Hrana za dojencad i malu djecu 0,1pg /g vlazne mase



Masnije ribe sadrze vece kolicine ovih supstanci. Poseban rizik predstavlja
prisustvo PCDDs i PCDFs u humanom mlijeku (10-100 puta vece koli¢ine
nego u kravljem mlijeku).

Povrce i voce moze biti izvor dioksina ukoliko su pesticidi, koristeni u
njihovoj proizvodniji, sadrzavali ove supstance, kao onecis¢enja, ali u znatno
manjoj mjeri nego zivotinjske namirnice.

Preventivne mjere

Kako se dioksini akumuliraju u masnome tkivu, treba izbjegavati masno
meso, masno mlijeko i mlijecne proizvode, a pri konzumaciji riba i peradi
treba uklanjati koZzu. Na Zalost, pranjem, posebno vocai povrca, dioksini se
ne mogu ukloniti.

Kontaminacija hrane dioksinima moze se smanjiti i sprjeCavanjem ispase
stoke u zagadenim podrucjima i kontrolom sirovina u proizvodnji krmiva
(narocito u akvakulturi, zbog koriStenja ribljeg brasna i ulja i tendencije
nakupljanja ovih spojeva u ribi). Kod Zivotinjskih masti, narocito ribljeg ulja,
koji Cesto sadrze visoke kolic¢ine dioksina, ucinkovitim se pokazalo
uklanjanje masti iz ribljeg brasna. Moguce je i odabrati sirovinu s manje
dioksina da koncentracija u konacnom proizvodu ne prede zadana
zakonska ogranicenja ili zamijeniti dio ribljeg ulja s biljnim uljem (Sto za
posljedicu moZe imati manji sadrzaj omega-3 masnih kiselina u ribi). Postoje
uspjeSne metode dekontaminacije ribljeg ulja primjenom destilacije
kratkog puta (short-path distillation, SPD) ili tretmanom super kriti¢nim
fluidima, aktivnim ugljenom ili kombinacijama ovih tehnika.

Nuzno je podrobno podeSavanje procesnih parametara da se sprijedi
gubitak prehrambeno vaZnih masnih kiselina i vitamina. Priprema hrane,
poput guljenja voc¢a i povréa ili uklanjanje Zivotinjske masti, moze
pridonijeti manjem izlaganju, kao i prilagodba prehrane osjetljivih
populacija (edukacijom i/ili poticajima prosirenjuizbora hrane). Istovremeni
unos prehrambenih vlakana, narodito bogatih ligninom poput sjemenki
lana ili rizinih mekinja, moZe znatno smanijiti apsorpciju dioksina iz hrane.
Izracunato je takoder da potpuno izuzece ribe iz prehrane nije dobro jer je
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ona, pored eventualne kontaminacije metil Zivom ili halogeniranim
ugljikovodicima, vazan izvor korisnih nutrijenata poput joda, omega-3
masnih kiselina i vitamina A.

2.2. POLIHLORIRANI BIFENILI (PCB)

Polihlorirani bifenili (eng., polychlorinated biphenyls PCBs) su

aromatski ugljikovodici, kod kojih je jedan ili svih deset atoma vodika iz
bifenilne molekule (Slika 3) zamijenjeno sa atomom hlora.

PCBs

Slika 3. Hemijska struktura PCBs

Postoji 209 teoretski mogucih kongenera PCBs. Hemijski su vrlo postojani.
Ostaju nepromijenjeni u prisutnosti kiseonika i nekih metala, i pri visokim
temperaturama. PCBs su slabo rastvorljivi u vodi ali se dobro rastvaraju u
mastima i imaju osobinu biakumulacije i biomagnifikacije kroz lance
ishrane. Na biakumulacije uti¢u: duzina ekspozicije, hemijska struktura
jedinjenja, pozicija i broj atoma hlora. Strukturne formule nekih PCBs
prikazane su u Tabeli 3.
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Tabela 3. Strukturne formula nekih polihlorovanih bifenila
(Pinovi¢- Stojanovic i sar., 2013)

. N.a.zw . Strukturna formula N'a‘zw . Strukturna formula
jedinjenja jedinjenja
PCB 28 A PCB 153 cl cl

I

e b\-e-__.-' — ’ l“‘- ...... ) —
ﬂj ol {{ - {’_I} ci
c EF ol cl
PCB 52 cl cl PCB 138 cl o, ol
o
aad o~ Y~ Yo
p—
Cl o] ol
PCB 118 Cl PCB 180 Cl, Cl Cl
e
c—¢ Y o o—¢ ”f o
\ 4 %,
&l el cl cl
PCB 118

cl
mcs
cl cl

apCB-polihlorovanibifenili/fa PCB - polychlorinatedbiphenyls:

2,4,4'-trihlorobifenil (PCB -28)/ 2,4,4'-trichlorobiphenyl (PCB -28)
2,2',5,5'-tetrahlorobifenil (PCB-52)/ 2,2',5,5'-tetrachlorobiphenyl (PCB-52)
2,2',4,5,5'-pentahlorobifenil (PCB -101)/ 2,2',4,5,5'-pentachlorobiphenyl (PCB -101)
2,3',4,4',5-pentahlorobifenil (PCB -118)/ 2,3',4,4',5-pentachlorobiphenyl (PCB -118)
2,2',4,4',5,5'-hexahlorobifenil (PCB -153)/ 2,2',4,4',5,5'-hexachlorobiphenyl (PCB -153)
2,2',3,4,4',5'-hexahlorbifenil (PCB 138)/ 2,2',3,4,4',5'-hexachlorbiphenyl (PCB 138)
2,2',3,4,4',5,5'-heptahlorobifenil (PCB -180)/ 2,2',3,4,4',5,5'-heptachlorobiphenyl (PCB -
180)

Zbog negativnih efekata na akvatic¢nu i terestri¢nu faunu i zdravlje ljudi
njihova proizvodnja je ogranicena i podvrgnuta strogoj kontroli jos prije 20
godina. Stokholmska konvencija od 23. maja 2001. godine donijela je
zabranu upotrebe 12 visoko toksi¢nih organskih jedinjenja medu kojima su
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i PCBs, uz pravo koris¢enja postojece elektro opreme u kojoj se ve¢ nalaze
PCBs do 2025. godine.

Rasprostranjenost u okolisu

Kao lipofilne substance, slabo se rastvaraju u vodi ali se odli¢no adsorbuju
na najsitnije suspendovane materije, koje su uglavhom organskog i
organomineralnog sastava. Na ovaj nacin mogu biti imobilisani za duzi
period. Vecina PCBs prisutnih u Zzivotnoj sredini nalazi se vezana u rijecnim,
jezerskim i morskim sedimentima. Isparavanjem iz povrsinskih voda i
zemljista PCB dospijevaju u atmosferu gdje se vezuju za najsitnije Cestice, a
stepen adsorbcije raste sa brojem atoma hlora. Vazdusnim strujanjima PCB
bivaju transportovani do najudaljenijih predjela, pa su otkriveni u snijegu
Antartika i vodama polarnih mora. TaloZzenjem Cestica prasine i ispiranjem
padavinama, ponovo dospijevaju na zemlju i pocinje novi ciklus kruzenja. U

vazduhu koncentracija PCBs se kre¢e od 0,002 ng/m’ do 15 ng/m’, a u
padavinama od o0,001ug/l do 0,25 ug/l, s tim Sto se viSe koncentracije
srecu u urbanim nego u ruralnim podrugjima.

Zdravstveni rizici

PCBs su mo¢niinduktori enzima jetre i enzima drugih tkiva koja ucestvuju u
metabolizmu. Odredeni faktori modifikuju toksi¢nost PCBs, a mnogi od
efekata nastali u interakciji sa drugim hemijskim materijama vezani su za
indukciju enzima. U interakciji sa pesticidima, benzo[a]pirenom,
akrilonitrilom, mnogim rastvara¢ima i kadmijumom, raste intenzitet
oStecenja jetre. O pojavi karcinoma kod ljudi, kao posljedice unosenja PCBs
ne postoje vjerodostojni podaci, mada su pojedina retrospektivna
istrazivanja kod radnika fabrika kondenzatora (ltalija, SAD) pokazala
povecanu smrtnost od raka jetre i gastrointestinalnog trakta.
Medunarodna agencija za ispitivanje raka (IARC) svrstala je PCBs u grupu 2
A, odnosno u “hemijske materije vjerovatno kancerogene za ljude”.
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Dvanaest spojeva polihlorovanih bifenila od teoretskih 209 kongenera koji

nisu supstituirani i koji su mono supstituirani u orto-poloZaju pokazuju
toksikoloska svojstva slicna dioksinima. Zbog toga se takvi PCB lesto
nazivaju PCBs sli¢ni dioksinima (PCBs like dioxin, LD PCBs).

Tabela 4. Vrijednosti faktora ekvivalentne toksi¢nosti (TEF)utvrdene
1998.godine, te pri zadnjoj re-evaluaciji 2005. godine(EFSA, 2010)

Hemijski spoj

Hlorirani dibenzo-p-dioksini
2,3,7,8-TCDD
1,2,3,7,8-PeCDD
1,2,3,4,7,8-HxCDD
1,2,3,6,7,8-HxCDD
1,2,3,7,8,9-HxCDD
1,2,3,4,67,8,-HpCDD
OCDD

Hlorirani dibenzofurani
2,37,8-TCDF
1,2,3,7,8-PeCDF
2,3,4,7,8-PeCDF
1,2,3,4,7,8-HxCDF
1,2,3,6,7,8-HXCDF
1,2,3,7,8,9-HxCDF
2,3,4,6,7,8,-HxCDF

1}27314}6;778'HPCDF

TEF1998

0,1

0,1

0,1

0,1

0,0001

0,1

0,05

0,5

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

TEF2005

0,1

0,1

0,1

0,1

0,0003

0,1

0,03

0,1

0,1

0,1

0,1

0,01
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Hemijski TEFi998 TEF:005
spoj
Ne supstituirani PCB na orto
polozaju
PCB-77 0,0001 0,0001
PCB-81 0,0001 0,0003
PCB-126 0,1 0,1
PCB-169 0,01 0,03
Mono-orto supstituirani PCB

PCB-105 0,0001  0,00003
PCB-114 0,0005  0,00003
PCB-118 0,0001  0,00003
PCB-123 0,0001  0,00003
PCB-156 0,0005  0,00003
PCB-157 0,0005  0,00003
PCB-167 0,00001  0,00003
PCB-189 0,0001  0,00003



172:37476’7:8;9'HPCDF 0,01 0,01

OCDF 0,0001  0,0003

Zadnja dva desetljeca Svjetska zdravstvena organizacija kroz medunarodni
program hemijske sigurnosti (engl. International Program on Chemical
Safety, IPAC) postavlja i re-evaluira TEF vrijednosti za dioksine i dioksinima
slicne spojeve. Zadnja re-evaluacija provedena je 2005. godine kada su
promijenjene TEF vrijednosti za oktahlorirani dioksin i furan, te za
polihlorirane bifenile. U Tabeli 4. prikazani su faktori ekvivalentne
toksi¢nosti utvrdeni pri zadnjoj re-evaluaciji WHO-a 2005. godine. Kako je
doslo do promjene TEF vrijednosti za neke spojeve, radi boljeg
razumijevanja prikazane su i TEF vrijednosti utvrdene 1998. godine.

Klju¢na faza u eliminaciji PCBs iz organizma je metabolizam, koji se
primarno odvija putem jetrenog citohrom P-450 monooksigenaznog
sistema i koji je u ovisnosti o hloriranoj strukturi kongenera. Glavni
metaboliti su hidroksilirani produkti pri ¢emu se hidroksilacija odvija
primarno na para ili meta poziciji ukoliko su ova mjesta ne supstituirana.

Meduprodukti u oksidaciji nekih PCBs su arenoksidi, reaktivni spojevi koji
se mogu bilo spontano ili enzimatskim putem pregraditi u produkte koji se
mogu izluditi iz organizma. Alternativnho, mogu formirati potencijalno
toksi¢ne (citotoksicne, mutagene, karcinogene) makromolekularne
spojeve. Hidroksilirani produkti PCBs mogu se i naknadno konjugirati s
aktiviranom glukuronskom kiselinom ili sulfatom, a takoder identificirani su
i parcijalno dehlorirani metaboliti te metaboliti koji sadrze sumpor (kao sto
su metil-sulfonil PCBs ili MeSO,-PCBs).

Transfer PCBs u lanac ishrane

Kao posljedica prisustva u Zivotnoj sredini, ova jedinjenja mogu dospjeti u
lanac ishrane i na taj nacin ugroziti ljudsko zdravlje.

Ukljulivanje PCBs, iz zivotne sredine, u lance ishrane zapodinje
mikroorganizmima i zooplanktonom koji se hrane organskim cesticama
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prisutnim u vodi, i mikrozobentosom koji konzumira organske materije
istalozene u sedimentu. Preko makrozoobentosa, riba, ihtiofagnih ptica i
sisara PCBs dospijevaju do vrha piramida ishrane..

Najmaniji nivo kontaminacije odreden je u namirnicama biljnog porijekla. 1z
zemljista biljke malo usvajaju PCBs, uglavnom adsorpcijom na spoljnu

Tabela5. MDK PCBs za neke vrste hrane u Bosni i Hercegovini

Vrsta hrane

Meso i mesni proizvodi (izuzev jestive iznutrice) od
slijededih zivotinja:

* govedaiovce

e perad

* svinje
Jetra kopnenih Zivotinja definisanih pod 1., osim jetre
ovce i iz nje dobivenih proizvoda
Ovdija jetra i iz nje dobiveni proizvodi
Misi¢no meso ribe i proizvoda od njih, te riblji proizvodi,
osim:

* divljihjegulja

* divlje slatkovodne ribe, osim odredenih vrsta

riba ulovljenih u slatkoj vodi

» ribljajetraiproizvodi od riblje jetre

* uljaiz morskih organizama
Maksimalna koli¢ina za tvrdokoZce odnosi se na misi¢no
meso krakova i abdomena. Kada se radi o rakovima i
rakovima sli¢nim tvrdokoZcima (kratkorepi morski rakovi
Brachyura i Anomura), onda se odnosi na misi¢no meso
krakova
Sirovo mlijeko i mlijecni proizvodi, ukljucujudi i puter
Kokosja jaja i proizvodi od jaja
Masno¢a slijedecih Zivotinja:

* govedaiovce

e perad

* svinje
MijeSane Zivotinjske masnoce

Biljna ulja i masnoce
Hrana za dojencad i malu djecu
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MDK
Suma dioksina
Suma PCB 28, PCB 52, PCB
101, PCB 138, PCB 153 i PCB
180

40 ngg masnoce

40 ngg masnoce

40 ngg masnoce
3,0 ng /g vlazne mase

3,0 ng /g vlazne mase
75 ng /g vlazne mase

40 ng /g masnoce
40 ng /g masnoce

40 ng [g masnoce
40 ng [g masnoce
40 ng /g masnoce
40 ng /g masnoce

40 ng /g masnoce
1,0 ng /g vlazne mase



povrsinu i translokacijom. Oko 90% ovih zagadivaca se unosi u organizam
covjeka konzumiranjem prehrambenih proizvoda Zivotinjskog porijekla.
Domace su Zivotinje izloZene PCBs uzimanjem sto¢ne hrane s onecis¢enoga
zemljiSta, te se PCBs akumuliraju u mesu, jetri, a posebno u masnome tkivu.
Mogu biti preneseni u mlijeko i jaja. U Zena koje su bile izlozene PCBs, u
vrijeme trudnode, pronadeni su PCBs u maj¢inome mlijeku.

Najvisi nivo oneciS¢enja hrane PCBs je odreden za ribu i riblje proizvode, a
zatim slijede jaja, mlijeko i mlijecni proizvodi, te meso i mesne preradevine.
Eksperimentalno utvrden faktor biokoncentracije kod akvatic¢nih
organizama (3koljke, rakovi, ribe) kre¢e se od 200 do 1.000.000, ali
biomagnifikacija nije posebno izraZzena.

Sadrzaj PCBs jedinjenja u ribama mogu da zavise od viSe faktora, prije svega
od: zagadenija zivotne sredine ovim organohlornim jedinjenjima, vrste ribe
(hemijskog sastava), starosti, veli¢ine, njenog fizioloskog stanja,
vremenskih prilika u pojedinim geografskim oblastima i dr.

U tabeli 5. navedene su MDK za PCBs jedinjenja u hrani, koja se stavlja na
trziSte Bosne i Hercegovine, a Sto je regulisano Pravilnikom o najvedim
dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani.

Dosadasnji rezultati istrazivanja pokazuju da kavezno gajeni brancin
(Dicentrarchus labrax) u Mediteranskom moru i Italiji ima vedi sadrzaj PCB
jedinjenja od brancina iz slobodnog izlova. Ove rezultate autori
objasnjavaju prisustvom PCB jedinjenja u vodama Mediterana, ali i vecim
sadrzajem masti u kavezno gajenoj ribi.

Kako je za djecu do Sest godina prosjecni dopusteni dnevni unos PCBs 27
do 50 ng /kg tjelesne teZine, taj je unos u prosjeku kod djece 2,5 puta veci
negoli kod odraslih. Posebno su izloZzena dojencad, koja mogu dnevno
unositi prilikom dojenja od 230 do 7300 ng/kg tjelesne teZine PCBs. Kod
populacije ribara s Baltickog mora prosje¢ni dopusteni unos PCBs putem
ribe je oko 40 ng/ kg tjelesne teZine, Sto mozZe iznositi dnevno i do 8o ng/kg
tjelesne teZine.
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Preventivne mjere

Strategija smanjenja rizika od unoSenja PCBs sli¢na je preventivnim
mjerama koje su navedene za dioksine. smanjenje koncentracije dioksina i
PCB-s imaju neposredan utjecaj na koli¢ine kontaminanata u hrani
zivotinjskog porijekla, a samim tim i hrani za ljude. Ove mjere trebaju
ukljucivati razvoj kodeksa dobre poljoprivredne prakse, dobre prakse
hranjenja Zivotinja, koji mogu smanijiti nivoe dioksina i |[d-PCB . Takve mjere
mogu ukljucivati:

+ identifikaciju mogudih kontaminiranih podrucja u ekosistemu hrane za
ljude i hrane za Zivotinje,

» identifikaciju porijekla Cesto kontaminirane hrane ili sastojaka hrane i
hrane za zZivotinje, i

» pracenje uskladenosti sastojaka hrane i hrane za Zivotinje sa nacionalno
utvrdenim nivoima ili maksimalnim ogranicenjima, ako su dostupni.
Nadlezni nacionalni organ treba da ispitaju robu koja narusava granice,
kako bi se utvrdilo da li se ta roba treba iskljuditi iz daljeg ishrane.

* Nadlezna nacionalna tijela trebala bi povremeno uzorkovatiianalizirati,
koristedi priznate medunarodne metode, sumnjive sastojke za hranu i
hranu za Zivotinje, kako bi se provijerile kolic¢ine PCBs dioksinai dioksina.
Te Ce informacije odrediti, ako je potrebno, aktivnosti koje ¢e smanijiti
nivoe dioksina i dioksina sli¢nih PCBs,

U nekim zemljama prihvacene su tri metode za bezbjedno uklanjanje PCBs:

* sagorijevanje pri visokim temperaturama u pecima za spaljivanje,
* hemijska dehlorinacija, i
+ skladiStenje u podzemnim deponijama.

Kod PCBs treba smanijiti konzumaciju masti i ulja i ribe, posebno ribe
predatora (grabeZljivaca). Slicno dioksinima, moguca je dekontaminacija
ribljeg ulja i modifikacije prehrane u smislu istovremenog unosa
prehrambenih vlakana bogatih ligninom koji sprjecavaju apsorpciju PCBs.

18



Andliticke tehnike za odredivanje sadrZaja dioksina i PCBs u hrani

Osnovni zahtjevi za uzimanje uzoraka i metoda ispitivanja dioksina i PCB-
ova su: visoka osjetljivost i nizak nivo detekcije, visoka selektivnost
(specifi¢nost) i visoka tacnost i preciznost.

Zbog ekstremne toksic¢nosti nekih njihovih kongenera, kolicine (TEQ) koje
treba da se detektuju su reda velicine 10" g (pikograma). Regulativom
Komisije (EC) 1883/2006 propisane su metode za uzimanje uzoraka kao i za
ispitivanje dioksina i PCB-ova sli¢nih dioksinima u odredenim namirnicama.

NajcesSce se kombinuje visoko rezolutna gasna hromatografija sa masenim
spektrofotometrom (GC/MS), a kao konfirmativna metoda moze jedino da
se koristi gasna hromatografija visoke rezolucije kuplovana sa masenom
spektrometrijom visoke rezolucije (HRGC/HRMS).

2.3. POLICIKLICNI AROMATSKI UGLJIKOVODICI

Policikliéni aromatski ugljikovodici (eng. Polycyclic aromatic

hydrocarbons, PAHs) predstavljaju veliku grupu organskih jedinjenja, ciju
strukturu cine dva ili viSe kondenzovanih aromatskih prstenova
sastavljenih od ugljikovih i vodikovih atoma. Treba naglasiti da se ova
jedinjenja uglavnom javljaju kao slozene smjese, a ne kao pojedinacni
spojevi.

PAHs su sveprisutni zagadivadi zivotne sredine, a uglavnom poti¢u od
pirolize i nepotpunog sagorjevanija organske materije. Definitivan
mehanizam formiranja PAHs jedinjenja nije dobro poznat, medutim, prema
nekim istrazivadima mogu se formirati reakcijama slobodnih radikala,
intramolekularnim dodatkom ili polimerizacijom malih molekula.

Agencija za zastitu Zivotne sredine (engl. Environmental Protectjon Agency-
EPA) definisala je 16 prioritetnih PAHs jedinjenja, zbog zabrinutosti u vezi
sa njihovom kontaminacijom u hrani i Zivotnoj sredini (Tabela 6).
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Rasprostranjenost u okolisu

PAHs su znacajni zagadivaci zivotne sredine, te se mogu naci u vazduhu,
vodi, namirnicama, zemljiStu. Ne koriste se u industriji ve¢ su proizvodi
nepotpunog sagorijevanja ili pirolize organske materije i geoloskih procesa.
Osim duhanskog dima, produkti su emisije brojnih procesa u okolisu, kao
Sto su proizvodnja ugljena, sirove nafte, benzina i drugih goriva, prirodnoga
plina, te proizvodnje teskih i lakih metala (Zeljeza, Celika, aluminija). Procesi
kao Sto su izgaranje Suma, paljenje otpada i plasti¢nih masa u
nedopustenim i nekontroliranim uslovima takoder, doprinose formiranju
ovih jedinjenja. Veliku koli¢inu PAHs sadrze i izduvni gasovi automobila.
Prisutni u malim koncentracijama svuda oko nas, PAHs povremeno dostizu
i veoma velike koncentracije kao rezultat sve brzeg razvoja industrije.

Dosadasnjim istrazivanjima, utvrdeno je da su PAHs sa dva ili tri prstena
(naftalen, acenaften, acenaftilen, antracen, fluoren, fenantren) prisutni u
vazduhu u parnoj fazi. PAHs koji u svom sastavu imaju cCetiri prstena
(fluoranten, piren, krizen, benzo[a]antracen), prisutni su i u parnoj i u
Cesti¢noj fazi. PAHs sa pet ili vise prstenova (benzo[a]piren,
dibenzo[g,h,i]perilen) su pretezno prisutni u cesti¢noj fazi vazduha.
Koncentracija u vazduhu ovisi od lokacije i godisnjeg doba. Obi¢no su
koncentracije PAHs vece u zimskom periodu.

PAHs prisutni u zraku deponiraju se u zemljiSte, odnosno vodu. Naravno,
to nije jedini nacin kontaminacije zemljista i vode, koji se takoder mogu
kontaminirati i odlaganjem odredenog otpada, izlijevanjem ulja, nafte i sl.
U zemljiStu, PAHs su adsorbovani od strane nepropustljivih cestica, i svojim
kretanjem kontaminiraju i podzemne vode. Prosje¢na koncentracija
kancerogenih PAHs u Sumskom zemljiStu krece se od 5 pg do 100 pg/kg,
dok ih poljoprivredna zemljista sadrze u koli¢ini od 10 ug do 100 pg/kg.
Najveca koncentracija kancerogenih PAHs registrovana je u ruralnim
zemljiStima, u iznosu od 600 do 3.000 pg/kg.

U vodu PAHs dospijevaju kroz industrijske otpadne vode i zagadene
atmosfere, te navodnjavanjem i prihranjivanjem biljnih kultura. Dvije
trec¢ine PAHs u povrsinskim vodama nalazi se vezano za sediment, ostatak
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je rastvoren. Oni se adsorbuju na ¢vrstim povrSinama i taloZe na dnu jezera

ili rijeka.

Tabela 6. 16 prioritetnih PAHs jedinjenja definisanih od strane Agencije za
zastitu Zivotne sredine (EPA)

Jedinjenje Skracenica Struktura
1. Naftalen NaP
2. Acenaftilen Anl i
9
3. Acenaften Ane ‘
OG
4. Fluoren Flu .
age
5. Fenantren Phen 6
Wl
6. Antracen Ant
7. Fluoranten Flt O
oo
8. Piren Pyr @‘
I
9. Benzo [a] antracen BaA
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nastavaka tabele

10. Krizen Chry ~

1. Benzo [b] fluoranten BbF ‘

12. Benzo [k]fluoranten BkF O

13. Benzo [a] piren BaP

14. Dibenzo [a,h] antracen DahA 0

15. Benzo [g,h,i] perilen BghiP ‘

16. Indeno [1,2,3_cd] piren InP //”“vf“xr
’J:‘M‘*—/A\“Qv/;s—“
s Y

Zdravstveni rizici

Kancerogena aktivnost pojedinih PAHs veoma je zavisna od njihove
strukture. PAHs koji su gradeni od 5 i 6 prstenova viSe su kancerogeni u
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odnosu na PAH-ove koji sadrze 2 ili 3 prstena. Kancerogenost je potvrdena
za benzo [a] piren, benzo [a] antracen i benzo [a,h] antracen, dok je
kancerogenost moguca za benzo [b] fluoranten, benzo [k] fluoranten,
benzi [j] fluoranten, dibenzo [a,e] piren, dibenzo [a,h] piren, dibenzo [a,i]
piren dibenzo [a,l] piren, indeno [1,2,3-c,d] piren i 5-metilkrizen. Benzo [a]
piren je jedan od najpoznatijih kancerogena medu PAHs, i od strane IARC-a
je svrstan u prvu grupu 2A kancerogena.

Stetni efekti PAHs jedinjenja su istaknuti ne samo za razlicite vrste raka, ve¢
i za negenotoksi¢ne bolesti (kao Sto su dijabetes melitus (DM) i
kardiovaskularni poremecaji). Povecana ucestalost unosa PAHs u hrani
rezultirala je defektima metabolizma, zbog njihove trajne bioakumulacije u
hranidbenom lancu. Ciljna tkiva za kancerogeno djelovanje benzoapirena
su aktivna i brzo proliferiSuca tkiva (epitel, GIT, kosna srz, limfoidni organi).

Otpornost PAHs na degradaciju ometa aktivnost tetrabola glukoze i
funkciju B-stanica, kao potencijalni uzrok dijabetesa tipa 2. Ovi ne-
genotoksicni efekti kontinuiranog izlaganja Zivotnoj sredini i ishrani
(ugljienisano i peceno meso) postali su jedan od znacajnih doprinosa
neformalnog faktora razvoju metaboli¢kog sindroma u smislu dislipidemije
i povisenog krvnog pritiska.

Prvobitno je Evropska Komisija regulativom iz 2005. godine (EU L 34,
2005/108/EC i 2005/Jecfa/64/SC) predlozila zemljama ¢lanicama da se u
namirnicama ispituje prisustvo 16 PAHs. Benzo [a] piren je koristen kao
marker prisustva PAH jedinjenja u uzorcima. Naknadno, Evropska Unija je
Regulativom od 19. 08.2011. godine (EU | 215 No 835/2011) utvrdila da se
benzo [a] pirene mozZe viSe koristiti kao marker, i indikator prisustva PAHs.
Odredeno je da se umjesto benzo [a] pirena, kao indikatora prisustva PAH
jedinjenja, u uzorcima hrane, koristi sumarni sadrzaj Cetiri PAH jedinjenja:
benzo [a] piren, benzo [a] antracen, benzo [b] fluoranten i krizen. Pri tome,
Komisija je propisala MDK za ova Cetiri PAH jedinjenja.
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Transfer PAHs iz okoliSa u lanac ishrane

Neprocesuirana hrana moze biti kontaminirana PAHs prisutnima u zraku
(depozicija/taloZenje), u zemljistu (migracija iz tla) i vodi (depozicija i
migracija). U podrucjima udaljenima od velikih urbanih i industrijskih
sredisSta (ruralna podrugja), koli¢ina PAHs u neobradenoj hrani posljedica je
zagadenosti okolisa, i to obi¢no nakon velikih Sumskih pozara ili erupcija
vulkana.

Kontaminacija hrane PAHs, iz okolisa, ovisi o fizikalno-hemijskim svojstvima
PAHs, kao Sto su: relativna topljivost u vodi i organskim otapalima,
isparljivost, hemijska reaktivnost, bioticka i abioticka razgradivost.

PAHs su detektovani i u biljnim i Zivotinjskim tkivima. Primijeceno je da je
lisnato povrce obicno vise kontaminirano od stabljiastog povrda, zbog
njihove vece povrsine, koja je osjetljiva na talozenje PAHs. Korjenasto
povrée (krompir, rotkvica i mrkva) je sklonije lakSem unosu PAHs iz
kontaminiranih lokacija zemljista (zbog njihovog velikog potencijala da
prodru ispod zemlji$ta) u odnosu na mati¢no povrée (krastavac, patlidzan i
paradajz). Medutim, tip izvora zagadenja(Tabela 7) ili lokacije (npr. blizu
industrijskih postrojenja, aerodroma i autoputeva) povecava iznos PAHSs.
Time se ukazuje na znacajnu ranjivost biljnih tkiva na akumulaciju
zagadivaca kao Sto su PAH iz zracnih naslaga.

Opcenito, PAHs pripadaju skupini lipofilnih spojeva slabo topljivih u vodi.
Topljivost u vodi smanjuje se povedanjem molekularne mase. Zbog toga se
PAHs nece akumulirati u biljkama koje imaju visoki sadrzaj vode, te ¢e zbog
toga migracija PAHs iz zemljiSta u korijen biljke biti ogranicena. Zbog vrlo
niske isparljivosti, vec¢ina PAHs ima vrlo visoku tendenciju adsorbcije u
organsku materiju. Stoga, koncentracija PAHs je veca na povrsini biljke,
nego u unutrasnjem tkivu.

PAHs se moze pojaviti u mastima i uljima, kao Sto su suncokretovo,
maslinovo, sojino, palmino i drugim biljnim uljima. Biljna ulja, mogu biti
kontaminirana PAHs iz zraka, tokom njihove proizvodnje (procesi
zagrijavanja ili ekstrakcija organskim otapalima) i ili u kontaktu s dimom od
izgaranja goriva.
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Podaci pokazuju da kokosovo ulje moZe sadrzati viSe koli¢ine PAH-ova u
odnosu na druga biljna ulja i masti. Ovo je zbog proporcionalno vece
prisutnosti benzo[a] antracena i krizena, koji ne mogu biti tako lako
uklonjeni, tokom prerade kokosovog ulja.

Tabela 7. Rasponi PAHs (%) u maslinama koje su izloZene razli¢itom
okruzenju (RodriGuez-Acuna i sar., 2008)

PAHs Aerodromski Urbano Ubrano
region podrudje kombajnom

BaA 1,5 -13,2 7,5-8,5 4,8 - 6,1
Chr 46,5 -57,3 20,9 - 24,0 6,3 -9,2
BbF 13,5 - 16,9 17,5-18,6 16,1-2 0,0
BkF 53-6,2 7,0-7,3 4,5-7,3
BaP 2,5-3,0 5,5 - 6,4 9,6 —13,7

BghiP 2,1-3,3 14,8 — 16,5 13,7 - 18,8
InP 2,6 -3,9 7,1-8,3 9,9-13,5

U vodenoj sredini ve¢ina PAHs podlijeze fotolizi odakle ih preuzima
akvaticni svijet (ribe, rakovi, skoljkasi itd.).

Prosjecan sadrzaj PAHs je manji u muskulaturi riba, nego u tkivima
mekusaca, jer ribe (za razliku od skoljkasa) imaju sposobnost da oksidiraju
i dalje metaboliziraju PAHs u vodotopive spojeve koje izluCuje Zivi
organizam. Uglavnom, jestivi dio ribe iz nezagadenih mora ne sadrzi
detektabilne koli¢ine benzo [a] pirena. Kod nekih vrsta riba (sardina,
skus$a), zabiljeZena su samo Cetiri PAHs, niske molekularne tezZine, naftalen,
acenaften, fluoren i fenantren. Nisu detektovani PAHs visoke molekularne
teZine niti benzo [a] piren. Ovi rezultati su potvrdeni studijom istih vrsta
riba, gdje su pronadena samo tri nisko molekularna PAHs (acenaften,
fluoren i fenantren). Zbir njihovih sadrZaja kretao se od 0,73 ug/ kg do 6,6
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ug [ kg. Slican profil PAHs je uocen kod soma. Dominantni PAH izmjeren u
uzorcima tune bio je naftalen.

Prosjecna koncentracija benzo [a] pirena u skoljkasima je uglavnom znatno
ispod 10 ug / kg. Medutim, uzorci uzeti iz zagadenih voda mogu sadrzati
vece koli¢ine. U jestivim dijelovima Skoljkasa sadrzaj benzo [a] pirena je
ispod granica detekcije ili ne visi od nekoliko pg / kg.

Kontaminacija hrane PAHs moZe nastupiti i tokom procesa njene obrade i
prerade (vidi poglavlje Kontaminanti koju nastaju toplotnom obradom

2. 4. TOKSICNI TESKI METALI

Izraz »teski metali” Cesto se koristi za grupu metala i polumetala

(metaloida) koji se dovode u vezu s kontaminacijom i potencijalnim
toksi¢nim efektom. Elemente koji pripadaju grupi ,,teskih metala” razliciti
autori su definisali razli¢itim vrijednostima relativne gustode, od gustoce
iznad 3,5 g/cm3, najcesce iznad 5 g/cm3, zatim iznad 6 g/cm?3 ili Cak iznad. U
literaturi u Bosni i Hercegovini po definiciji teSki metali su oni metali cija
gustina prelazi vrijednost od 5 g/cm3.

Sve navedene definicije ukljucuju elemente bitno razlicitih bioloskih i
ekoloskih vaznosti, posebno s aspekta neophodnosti, korisnosti i
toksi¢nosti, kako za biljne, tako i za Zivotinjske organizme. Ovu grupu
hemijskih elemenata, vrlo heterogenu s hemijskog, fizioloskog i ekoloSkog
aspekta, najc¢eS¢e u svijetu nazivaju ,,elementima u tragovima“, a
definisana je kao grupa elemenata koji su u veoma niskim koncentracijama
(mg/kg ili manje) prisutni u vecini zemljista, biljaka i Zivih organizama.

Elementi u tragovima koji su intenzivno proucavani u posljednjim
dekadama uklju¢uju bakar (Cu), cink (Zn), Zeljezo (Fe), mangan (Mn),
molibden (Mo), bor (B), kobalt (Co), nikal (Ni), olovo (Pb), kadmij (Cd),
hrom (Cr), arsen (As), Zivu (Hg) i selen (Se). Metali neophodni za vise biljke
i sisavce su Zeljezo (Fe), mangan (Mn), cink (Zn), bakar (Cu) i molibden
(Mo). Za biljke su jos neophodni metal nikal (Ni) i polumetal bor (B), a za
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zivotinjske organizme metal kobalt (Co) i nemetal selen (Se). Literatura,
uglavnom metale kao sto su olovo (Pb), kadmij(Cd), Ziva (Hg)iarsen (As),
prepoznaje kao teske metale od toksikoloskog znacaja.

Rasprostranjenost teskih metala u okolisu

Teski metali imaju normalan biogeohemijski ciklus, jer se ukljucuju u proces
kruzenja materije u ekosistemu, odnosno ukljuuju se u metabolizam
ekosistema. Intenzitet tog kruzenja je neravnomjeran u toku godine i zavisi
od sezonskih promjena, klimatskih uslova i aktivnosti bioloskih sistema.

U vazduhu se teski metali mogu nalaziti u obliku ¢estica (aerosola) i gasova.
Vrijeme zadrzavanja u atmosferi zavisi od veliCine Cestica. Vece Cestice iz
industrijskih i urbanih izvora imaju uglavnom kratko vrijeme zadrzavanja,
obi¢no oko 10 sati. Ukoliko se radi o sitnijim cesticama koje mogu dospjeti
u stratosferu, vrijeme zadrzavanja mozZe biti i viSe od godinu dana.
Prosjec¢no vrijeme zadrzavanja aerosola u troposferiiznosi od 6 do 12 dana,
Sto je dovoljno da se Cestice metala transportuju daleko od izvora emisije i
na taj nacin ugroze veca podrudja.

Prisutnost teskih metala u zemljistu posljedica je prirodnihiantropogenih
procesa (Tabela 8). Prirodni su pedogenetski procesi kojima zemljiste
nasljeduje teske metale iz mati¢nog supstrata, a antropogeni procesi
uklju€uju urbanizaciju, industrijalizaciju, promet i poljoprivrednu
proizvodnju. U udaljenim podrucjima s malim antropogenim utjecajem na
atmosfersku depoziciju, teski metali u zemljiStu su ve¢inom porijeklom iz
maticnog supstrata. U urbanim i poljoprivrednim podrudjima koncentracije
teskih metala u zemljiStu vece se od koncentracija u mati¢nim supstratima
zbog kontinuiranog unosa u ekosistem. Geogeno porijeklo ekoloski
najinteresantnijih teskih metala, Cu, Cd i Pb, najc¢eSée je povezano sa
sumpornim mineralima koji u okoliSu relativno brzo oksidiraju, te se metalni
kation odvaja od sumpora u ranoj fazi trosenja minerala.

TeSki metali iz atmosfere suhom depozicijom ili u obliku padavina
dospijevaju i taloZe se na zemljiStu kao i na dnu vodenih povrsina kao tesko
rastvorljivi karbonati, sulfati ili sulfidi. Kad se adsorpcijski kapacitet
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sedimenata iscrpi, raste koncentracija metalnih jona u vodi. Ako rijeke i

jezera sadrze znacajnije koncentracije ovih polutanata oni mogu dosta

doprinijeti kontaminaciji obradivih povrsina, plavljenjem zemljista.

Tabela 8. Izvori zagadenja i porijeklo teskih metala u zemljistu (Wilson i

Element

As

cd

Cr

Cu

Hg

Ni

Pb

Se

sar., 2008.)

Maticna stijena s visokom
koncentracijom

Sedimentni materijali bogati
sulfidima (npr. ugljen); sulfidi i rude
Ag, Pb, Cu, Ni

Cesto zajedno sa Zn; visoke
koncentracije u klasi¢nim pelitima i u
Skriljicima

Ultrabazi¢ne magmatske stijene i
stijene niskog stupnja metamorfoze;
serpentiniti

Minerali s Cu, Fe i S; najobilniji u
bazi¢nim magmatskim stijenama

Uglavnom niska koncentracija, vece
koncentracije uz sulfide u stijenama,
npr. u Skrilicima; cinabarit (HgS) i
sulfidni minerali s As, Se, Ag, Zn, Pb

Ultrabazi¢ne magmatske stijene i
stijene niskog stupnja metamorfoze;
serpentiniti

Uglavnom niska koncentracija, vece
koncentracije uz sulfide u stijenama;
galenit (PbS)

Morski sedimenti iz perioda kasne
krede i tercijara
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Izvor zagadenja

Konzerviranje i obrada drveta;
pesticidi; izgaranje ugljena;
rudarstvo; talionice

Atmosferska depozicija;
industrijski i komunalni otpad;
fosfatna gnojiva; kanalizacijski
mulj; rude i taljenje Zn

Razli¢it industrijski otpad; zavrsna
obrada metala i oplata;

elektronika; obrada drveta
Komunalni mulj;

talionicki otpad; peradski i svinjski
stajski gnoj

Izgaranje fosilnih goriva;
vulkanska aktivnost;

gradski mulj; tretirano sjeme;
industrijski procesi
Rudarstvo, talionice,

industrijski procesi

Automobili;
transportni sistemi;
boje

Rudarstvo; irigacija na

podrugjima bogatim selenom.



Pored atmosferske depozicije, u povecanju koli¢ina teskih metala u
zemljiStu, znacajan je i doprinos poljoprivrede. Poljoprivredna proizvodnja
doprinosi  akumulaciji teSkih metala u povrSinskim slojevima
poljoprivrednih zemljiSta primjenom razli¢itih agrotehnickih mjera:

* gnojidba mineralnim gnojivima (prirodni minerali, pojedinacna i
sloZzena gnojiva),

+ gnojidba organskim gnojivima (stajska gnojiva, komposti, organski
ostaci),

+ kondicioniranje tala (kalcizacija, zakiseljavanje, poboljSivaci
teksture),

» aplikacija pesticida,

* navodnjavanje i fertigacija.

Znacajan dio pesticida, fungicida i herbicida takoder sadrzavaju bakar, cink,
Zeljezo, mangan, pai arsen, a pojedini teski metali kao kadmij i olovo unose
se u zemljiSte kao nedistoce prisutne u gnojivima. Organska gnojiva, kao
stajska gnojiva i komposti, mogu sadrzavati vede koncentracije teskih
metala nego poljoprivredna zemljista. Posljedica kontinuirane upotrebe
takvih organskih gnojiva je povecanje ukupne koncentracije teskih metala
u zemljistima. Pri tome je znadajan pozitivan uticaj gnojidbe na
raspoloZivost esencijalnih teskih metala, osobito na laganim pjeskovitim i
karbonatnim zemljiStima, ali je negativha posljedica povecanje
koncentracije toksicnih teSkih metala kao Cd-a i Pb-a. Najvedi znacaj medu
mineralnim gnojivima u pogledu teskih metala (Tabela 9) kao necistoca
imaju fosfatna gnojiva, tj. sirovi fosfati kao pojedinacna gnojiva ili kao
sirovina za proizvodnju pojedinacnih i sloZenih gnojiva. Stoga, u vedini
zemalja propisana je maksimalna koncentracija pojedinih teSkih metala u
organskim gnojivima.

Smanjenjem pH vrijednosti sa 7 na 4 povecava se mobilnost metala u
zemljiStu. To znadi da u kiselom zemljiStu postoji moguénost kontaminacije
biljaka teskim metalima. lako se aktivnost metala smanjuje sa povecanjem
pH iznad 7, postoje odredene interakcije u rastvoru zemljista koje pokazuju
dostupnost metala biljkama.
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Prisutnost toksi¢nih metala u prehrambenom lancu upravo je posljedica
zagadenja okoline i njihove koncentracije moraju biti pod stalnom
kontrolom, jer predstavljaju ozbiljne opasnosti za zdravlje ljudi. Upotreba
teskih metala rasirena je i u prehrambenoj industriji (oprema i posude) sto
povecava mogucnost nastanka kontaminacije finalnog proizvoda.

Tabela 9. Primjeri koncentracija (u mg kg™) teskih metala u razlicitim
gnojivima (Vukobratovic, 2008.)

Gnojivo Fe Cu Ni Cr cd Pb Co
Govedi stajski gnoj 2927 35,0 9,5 14,2 0,24 527 1,30
Konjski stajski gnoj 6357 24,0 173 27,4 0,30 16,0 2,44
Svinjski stajski gnoj 13740 8,0 20,1 37,8 0,90 5,72 2,00
Piledi stajski gnoj 669 48,0 9,1 10,1 0,45 2,28 0,94
Govedi kompost 4943 67,0 23,3 46,5 0,56 4,04 3,00
Konjski kompost 5807 22,0 30,2 68,4 0,59 19,6 2,74
Svinjski kompost 18620 19,0 30,4 70,9 1,19 7,00 2,83
Pile¢i kompost 1015 76,0 14,7 18,4 0,69 1,64 2,15

Transfer teskih metala iz zemljiSta u biljku i hranu osnova je ulaska teskih
metala u prehrambeni lanac. Faktor/koeficijent prenosa (FP) opisuje
transfer teskih metala iz zemljista do biljke (jednacina 2).

Koncentracija teskih metala u biljci (2)

FP

" Koncentracija te$kih metala u zenmljistu

Generalno, vrijednosti FP-a su povedane sa smanjenjem koncentracije
teskih metala u zemljiStu.
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Olovo (Pb)

Olovo je metal koji se moze nadi u svim dijelovima naseg okolisa (u
kopnenim vodama, moru, zemljiStu i zraku). Prirodne emisije olova su
vulkani, Sumski poZzari i biogeni izvori. Nesto olova (*°Pb) se formira u
atmosferi raspadanjem radona. Antropogeni izvori ukljucuju emisione
izvore olova na globalnoj skali, poput sagorijevanja fosilnih goriva,
proizvodnje neobojenog metala i Zeljeza, i proizvodnje Celika.

Upotreba olova veoma je raznovrsna - koristilo se u proizvodnji motornih
goriva, baterija, streljiva, metalnih proizvoda, za zastitu od x-zraka, bilo je
primjesa boja, amalgama, a upotrebljava se i na razne druge nacine. Olovo
je zastupljeno u organskom i neorganskom obliku, a u okoliSu je ceSce
neorgansko od organskog olova. Glavna oksidacijska stanja olova su +2 i +4,
iako je +2 u okoliSu rasprostranjeniji oblik. Njegova koncentracija u zraku
varira u ovisnost od lokacije i vremenskim uslova. U ruralnih podrudjima
koncentracija olova u zraku iznosi 0,04 pg/m3, a u urbanim 0,27 pg/m3.

Rastvaranje olova u vodi zavisi 0 njenom aciditetu (pKa), slanosti,
prisutnost humusnih materijala i od hemijskih osobina same vode (pH,
tvrdoda, koncentracija hlorida i nitrata, temperatura).

Zdravstveni rizici

Utvrdene Stetne posljedice izlaganju olovu ukljuCuju neurotoksi¢nost,
anemiju, hipertenziju i kardiovaskularne bolesti, nefrotoksi¢nost,
imunosupresiju, reproduktivnu i razvojnu toksicnost, te potencijalne
kancerogene efekte visokih doza. Osjetljive populacijske skupine ukljucuju
fetuse i malu djecu. Takoder, rizicne podskupine su trudnice, dojilje i starije
osobe, te osobe s deficitarnim unosom pojedinih elemenata.

Kao metal sa kumulativhim dejstvom olovo je konkurentno esencijalnim
metalima (gvozdu, kalcijumu, bakru i cinku) za njihove brojne funkcije u
organizmu, posebno one vezane za prisustvo slobodnih -SH grupa u
dijelovima biomolekula proteina i enzima. Prema fizicko—hemijskim
osobinama, Pb** moZe lako da zamjeni Ca** u kalcifikovanim tkivima
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(kostima i zubima), ali i u razlic¢itim rastvornim kompleksima ovog metala
sa bioligandima u bioloskim tec¢nostima i tkivima. Nakon apsorpcije u
crijevnoj barijeri olovo putem krvi prelazi na tkiva, gdje se akumulira. Olovo
u kostima doprinosi razvoju osteoporoze, smanjenju koStane mase,
promijeni strukture i povecanoj resorpciji kostiju kod starijih osoba. Olovo
moze preci od majke na dijete joS u stomaku ili putem dojenja. Prihvatljivi
sedmicni unos za odraslu osobu je 25 pg/kg, dok sedmi¢na doza za djecu
joS uvijek nije uspostavljena zbog nedostatka relevantnih naucnih
podataka.

Transfer olova (Pb) u lanac ishrane

U kontaminiranim podrucjima, olovo se iz zemljisSta apsorbira u biljke i
nakuplja u Zivotinjama. Hrana je najzagadenija u industrijskim podrudjima i
blizu autoputeva, gdje olova u biljkkama ima bar 10 puta viSe nego u
ruralnom podrugju. Nakupljanje olova u biljkama, u blizini autoputeva zavisi
od udaljenosti biljaka od saobradajnice, pokrovnosti zemljista biljkama,
duZine trajanja vegetacije, pravca i intenziteta vjetra. Transfer olova, iz
zemljiSta u biljku, se povecava ukoliko je pH zemljista ispod 6,5. Dodatak
organske materije u zemljiSte, kod pH iznad 6,5 smanjuje njegovu
dostupnost, jer nastaju kompleksi olova sa organskom materijom. Biljke
olovo u neorganskom obliku slabo usvajaju, izuzev na kiselim zemljistima.
Organska jedinjenja olova, veoma se brzo usvajaju i transportuju u
nadzemne dijelove biljaka. TaloZenje olova kod vedcine biljaka intenzivnije je
u korijenu u odnosu na nadzemne dijelove.

Smatra se da pSenica i soja imaju relativno visoku tolerantnost prema
olovu. Spinat, salata, kopriva (Tabela 10) se ubrajaju u osjetljiva biljke.
Zemljista na kojima se gaje Cajevi su obicno kisela, Sto utjece na povedanu
mobilnost metala i povecano usvajanje. Posebno, visoka koncentracija
olova istiCe se u biljnom ¢aju od lista nane. Takoder, ¢ajevi gajeni u blizini
saobracajnica su izloZzeni povisenim koncentracijama olova.
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Tabela 10 . Prosjecan sadrzaj olova (mg/kg) u salati i koprivi na 6
analiziranih lokacija u Bosni i Hercegovini (Karali¢, 2017)

Lokalitet Sadrzaj Pb u salati Sadrzaj Pb u koprivi
x+ Sd x+ Sd

Gornji Cajdras 0,36 20,001 0,24 + 0,002
Gradisce 0,19 * 0,001 0,77 = 0,001
Janjici 0,07 * 0,001 2,12 + 0,001
Seri¢i 0,61 £ 0,001 0,12 * 0,001
Stranjani 0,08 * 0,001 0,54 * 0,001
Tetovo 0,76 = 0,001 1,81+ 0,001

Zivotinje, npr. goveda, ovce, kokosi i sl., izloZzene su olovu konzumacijom
hrane (trave, sjemenja) iz onecis¢enoga zemljista. Kod riba unos olova
dostize ravnotezu tek nakon niza sedmica izlozenosti. Koncentracije olova
su, uglavnom zbog apsorpcije, vece u Skrgama i kozi ali se olovo akumulira
i ujetri, bubreguikostima, dok se u misi¢cnom tkivu riba olovo ne akumulira.
lako olovo postoji u mnogim razlicitim oblicima, u morskim i kopnenim
vodama, najvise olova kojeg mozemo nadi u okolisu i ribi je neorganske
prirode, te je vezano za bjelancevine. U skoljkama je koncentracija olova
viSa u kalcijem bogatoj ljuSturi nego u mekom tkivu, zavisno od

koncentracije olova u sedimentu.

U prosje¢nih odraslih potroSaca u Evropi izloZenost olovu putem prehrane
varira od 0,36 do 1,24 pa sve do 2,43 pg/kg tjelesne mase po danu kod vecih
potrosaca. Izlozenost se kod novorodene djece krece u rasponu od 0,21 do
0,94 pg/kg tjelesne mase, a kod djece 0,80 do 3,10 (prosjecni potrosaci do
5,51 (vedi potrosadi) pg/kg tjelesne mase po danu. U Tabeli 11 su prikazane
MDK olova u hrani prema trenutno vazec¢em Pravilniku o maksimalno
dozvoljenim koli¢inama za odredene kontaminante u hrani u BiH (Sl
glasnik BiH, broj 68/2014 i 79/16).
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Tabela 11. MDK olova (Pb) za neke vrste hrane u Bosni i Hercegovini

Hrana

Sirovo mlijeko, toplotni obradeno mlijeko i mlijeko za proizvodnju
mlijecnih proizvoda
Pocetna i prijelazna hrana za dojencad

» stavljena na trziSte kao prah

» stavljena na trziste kao tekudina
Preradena hrana na bazi zitarica i hrana za dojencad i malu djecu
osim pica za dojen¢ad i malu djecu
Hrana za posebne medicinske potrebe isklju¢ivo namijenjena
dojencadi i maloj djeci

» stavljena na trziSte kao prah

»  stavljena na trziste kao tekudina
Pi¢a za dojencad i malu djecu oznacena i stavljena na trziste kao
takva, osim pocetnei prijelazne hrane za dojenc¢ad i hrane za posebne
medicinske potrebe

» stavljena na trziste kao tekucina ili za rekonstituciju prema

uputstvima proizvodaca, ukljucujudi voéne sokove

* zapripremu u obliku rinfuza ili kuhanjem u kipucoj tekudini
Meso (osim iznutrica) goveda, ovaca, svinja i peradi
Misi¢no meso riba
Glavonosci
Ljuskari
Skoljkasi
Zitarice i mahunarke
Povrée osim lisnatih kupusnjaca, turovca, lisnatog povréa i sviezeg
bilja, gljiva, morske trave i plodovitog povréa
Lisnate kupusnjace, turovac, lisnato povrce osim svjezeg bilja i
slijedecih gljiva Agaricus bisporus (plemenita pecurka ili Sampinjon,
Pleurotusostreatus (bukovaca), Lentinula edodes (shitake)
Vode, osim brusnica, ribizla, bazginih bobica i plodova planike
Brusnica, ribizla, bazgine bobice i plodovi planike
Masti i ulja, ukljucujuci mlije¢nu mast
Vocéni sokovi, rekonstituirani koncentrirani vocni sokovi i vodni
nektari

» isklju¢ivo od bobicastog i ostalog sitnog voca

* odvocda osim bobicastog i ostalog sitnog voca
Vino (ukljucujudi pjenusavo vino, osim likerskih vina), jabukovaca,
kruskovaca i vo¢no vino

*  proizvodi proizvedeni od plodova berbe 2001. do berbe

2015.

*  proizvodi proizvedeni od plodova berbe 2016. nadalje

Med
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MDK
(mg/kg)

0,020

0,050
0,010
0,050

0,050
0,010

0,030

1,50
0,10
0,30
0,30
0,50
1,50
0,20
0,10

0,30
0,10

0,20
0,10

0,05
0,03
0,20

0,15
0,10



Kadmij (Cd)

Kadmij nema esencijalne bioloSke funkcije, ali je pronaden u viSe od 1000
vrsta terestri¢ne i akvati¢ne flore i faune. On je najopasniji teSki metal u
zemljiStu i Zivotnoj sredini, zbog cega mu se i posveluje posebna paznja.

Prirodni izvor kadmija je matic¢ni supstrat i najcesce se pojavljuje u sastavu
sfalerita i galenita, tj. kao primjesa u sulfidnim rudama cinka i olova.
Antropogena emisija kadmija u atmosferi javlja se kod proizvodnje i
upotrebe kadmija i njegovih spojeva, odlaganja otpada koji sadrzi kadmij,
spaljivanja fosilnih goriva, proizvodnje cementa itd. Stijene i rude koje se
kopaju za proizvodnju fosfatnih dubriva sadrze razlicite kolic¢ine kadmija,
Sto dovodi do toga da koncentracija ovog metala naraste i do 300 mg u 1
kg proizvedenih fosfatnih dubriva.

U razlic¢itim medijima biosfere razli¢ite su koncentracije kadmija, tako u
zraku prosje¢na koncentracija je oko 0,01pg/m3, u zemljiStu je 1 ppm, u vodi
1 ppb i u hrani do 0,05 ppm. U podru¢jima gdje je teSka industrija
koncentrirana na malom podrudju ove koncentracije znatno nadmasuju
gornje vrijednosti. U ovim podrugjima zrak sadrzi i 0,3 pg/m3, zemljiSte 50
ppm, voda 20 ppm i hrana 400 ppm kadmija, Sto za posljedicu ima
povecanu koncentraciju kadmija u organizmu odrasle osobe (do 90 mg).
Studije o prisustvu ovog teSkog metala, u gornjim slojevima obradivog
zemljiSta, pokazuju da su prisutne visoke koncentracije i da premasuju
brzinu otklanjanja.

Zdravstveni rizici

Kadmij je prvenstveno nefrotoksi¢an. Kod jako visokih doza (ili hroni¢nim
unosom uz nedostatak Ca) izaziva demineralizaciju kostanog tkiva i
eventualno napuknucda i deformacije kostiju izazivajudi tzv. itai-itai ili bolest
bolnih kostiju. Kadmij se prenosi u maj¢ino mlijeko, kod trudnica izaziva
malformacije, smanjenje tezine fetusa i abnormalnosti
dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) i proteina bebe, te u vedim
koncetracijama abortus. RiziCne grupe cine i stariji ljudi, ljudi sa
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dijabetesom i pusaci. Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC)
klasificirala je kadmij u grupu | kancerogena.

Transfer kadmija (Cd) u lanac ishrane

ZemljiSte je jedno od bitnih izvora zagadenosti kadmijem. Znacajna kolicina
kadmija u zemljisStu, se moze nadi ukoliko se zemljiSte gnoji otpadnim
vodenim muljem. Kadmij, apsorbiran iz zemljiSta, najve¢im dijelom se
zadrzava u korijenu. Udio ovog elementa u stablu i listovima biljaka je
priblizno isti, ali manji od njegove koncentracije u korijenu. Medutim, usjevi,
npr., u blizni rudnika cinka ili deponija otpada, mogu biti oneciséeni
prasinom koja sadrzi kadmij, Sto dovodi do povisene koncentracije kadmija
u nadzemnom dijelu biljke.

Kod brojnih biljnih vrsta intenzitet transporta kadmija, u nadzemne organe,
u korelaciji je sa njegovom koncentracijom u hranljivoj podlozi. Prenos i
apsorpcija kadmija u biljke uglavnom zavise od pH vrijednosti, kombinacije
minerala, tipa i organske kombinacije zemljista.

Konzumacijom preko biljaka direktno ili preko zivotinja, kadmij ulazi u
hranidbeni lanac. Kadmij je prisutan u niskim koncentracijama u vedini
namirnica, poput Zzitarica za dorucak, voca, povréa. Riza i neke divlje gljive
mogu da sadrze visoke koncentracije kadmija. Meso i riba daju najvedi
doprinos izlaganju kadmiju, upravo zbog ¢injenice da su to namirnice koje
se konzumiraju u najvedim koli¢inama.

Vece kolicine kadmija su kod morskih organizama (Skoljkasi i rakovi) u
odnosu na kolicine kod slatkovodnih organizama. Najveca koncentracija
ovog teSkog metala je pronadena u iznutricama sisara, te dagnjama i
ostrigama.

Mlijecni proizvodi dnevno obezbjeduju 4 do 5 pg kadmija. Koncentracija
kadmija u mlijeku (Tabela 12) zavisi od geografske regije i uticaja okoline.
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Tabela 12. Prosjecne koli¢ine Cd-a (mg/kg) u sterilisanom mlijeku u

ovisnost od geografskog regiona (Bandic¢, 2018)

Mlijeko-eko

Meggle (2,8% mlije¢ne masti, BiH)

Dukat trajno (2,8% mlijecne masti, BiH)

MizoDrink (2,8% mlije¢ne masti, Rumunija)

Milkos trajno (2,8% mlije¢ne masti, BiH)

MilkLand (2,8% mlije¢ne masti, BiH))

Domace blago, trajno (2,8% mlije¢ne masti, BiH))

Zbregov trajno + Ca 1,6% mm (Hrvatska)

Alpsko Lakhoten (1,5% mlije¢ne mast, bez laktoze,
Slovenija)

Zdenka mlijeko (2,8% mlije¢ne masti, Hrvatska)

Zbregov + Ca1,6% (Hrvatska)

*nd - nije identifikovan
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0,280
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0,593
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Uredba Evropske komisije br. 1881/2006/EZ (EC, 2006) o najvedim
dopustenim koli¢inama kontaminanata u hrani, i njene izmjene i dopune
629/2008/EZ (EC, 2008)ne navodi maksimalno dozvoljenu koli¢inu kadmija
za sirovo, toplotno obradeno, i mlijeko za proizvodnju mlije¢nih proizvoda.
Takoder, Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koli¢inama za odredene
kontaminante (Tabela 13) u hrani (SI. glasnik BiH, broj 68/2014 i 79/16) ne
navodi maksimalno dopustene koncentracije kadmija u mlijeku.

Tabela 13. MDK Cd za neke vrste hrane u Bosni i Hercegovini.

Hrana MDK
(mg/kg)
Povrce i voce, osim korjenastog i gomoljastog povr¢a, lisnatog povrda, 0,050

svjezeg zacinskog bilja, lisnatih kupusnjaca, stablji¢astog povr¢a, gljiva i

morske trave

Lisnato povrdée, svjeZe zacinsko bilje, lisnate kupusnjace, celer, celer 0,20
korjenas, pastrnjak, turovachren i slijedede gljive Agaricus bisporus

(plemenita pecurka ili Sampinjon, Pleurotusostreatus (bukovaca),

Lentinula edodes (shitake)

Meso (osim iznutrica) goveda, ovaca, svinja i peradi 0,050
Konjsko meso, osim iznutrica 0,20
Jetra goveda, ovaca, svinja, peradi i konja 0,50
Bubreg goveda, ovaca, svinja, peradiikonja 1,0

Misi¢no meso slijededih riba
»  skusa (Scomber species), tuna (Thannus species, Katsuwonus 0,10
pelamis, Euthynus species, Sicyopteruslagocephalus)

Skoljkasi 1,0
Glavonosci (bez utrobe) 1,0
Pocetna hrana za dojencad i prijelazna hrana 0,010 od

Hrana za dojencad u prahu proizvedena od bjelancevina kravljeg mlijeka 01.01.2015.
ili hidrolizata bjelancevina

Tekuda hrana za dojencad proizvedena od bjelancevna kravljeg mlijeka ili 0,005 od
hidrolizata bjelancevina 01.01.2015.
Preradena hrana na bazi Zitarica i hrana za dojencad i malu djecu 0,040 od
01.01.2015.
Dodaci ishrani koji se iskljucivo ili uglavnom sastoje od suhe morske 3,0

trave, proizvoda dobivenih od morske trave ili od susenih skoljkasa
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Ziva (Hg)

Ziva se u prirodi nalazi u tri hemijska oblika - elementarna, neorganska i
organska Ziva, koji imaju razli¢itu toksi¢nost. U okolis dospijeva iz prirodnih
i antropogenih izvora. Erozija zemljista i ispiranje stijena, erupcija vulkana,
bakterijska razgradnja organskih zivinih jedinjenja, ali i bakterijska indukcija
stvaranja organske Zive, posebno - metil Zive (najtoksi¢nijeg jedinjenja
Zive), ubrajaju se medu znadajnije prirodne izvore Zive u okolisu. Industrije
koje koriste zivu u tehnoloskim procesima, rudarska industrija, izgaranje
fosilnih goriva, termoelektrane, spaljivanje otpada, ubrajaju se medu
znacajnije antropogene izvore zZive u okolisu.

Ovisno o nacinu ulaska u hidrosferu Ziva se moze pronadi u razlicitim
jedinjenjima. U moru je najcesce zastupljena u organskim jedinjenjima ili u
obliku jedinjenja Zivinog hlorida (HgCl4i HgCl3). U anoksi¢nim sedimentima
najcesce se nalazi u spojevima Zivinog sulfida (HgS i HgS,) ili kao
elementarna Ziva. Najces¢i oblik organske zZive, koji se akumulira u
prehrambenilanac, je metil-Ziva (HgCHs).

Zdravstveni rizici

Dokazano je da Ziva uzrokuje promjene u sredisSnjem nervnom sistemu, sto
moze dovesti do razdrazljivosti, umora, promjena u ponasanju, drhtavice,
glavobolja, halucinacije i smrti. Zbog direktne interakcije zive s DNK, u
subtoksi¢nim dozama, moZze do¢i do hromosomskih oStecenja kod ljudi.

Metil-Ziva ima Stetno djelovanje na kardiovaskularni sistem, a ujedno je i
neurotoksi¢na, kako za odrasle osobe, tako i za djecu. (razvojna
neurotoksi¢nost). Neorganska Ziva preteZzno ima toksi¢no djelovanje na
bubrege, ali moze toksi¢no djelovati i na druge organe i sisteme, poput
jetre, nervnog, imunoloskog i reproduktivnog sistema. S obzirom na to da
Ziva prelazi kroz placentu, do fetusa, ovakva vrsta trovanje je posebna
Stetna za razvoj nervnog sistema male djece, te mozZe utjecati na razvoj
ploda uzrokujudi paralizu i mentalnu zaostalost.
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Transfer Zive u lanac ishrane

Mikroorganizmi imaju sposobnost pretvaranja neorganskih oblika Zive,
prisutnih u vodi i zemljiStu, u organski toksi¢ni oblik metil-Zivu(Slika 4).
Koncentracija metil-Zive ovisi o koncentracije Zive u vodi, pH vode i
temperature, koncentracije otopljenih ¢vrstih i organskih materija u vodi,
prisustvu sumpora i drugih hemijskih supstanci u vodi, pa je bioakumulaciju
metil-Zive tesko predvidjeti. Ziva iz vode, sedimenta i drugih biota ulazi u
hranidbeni lanac(Slika 4), u kojem se bioakumulira, dostizudi najvise nivoe
u predatorskim vrstama na vrhu hranidbenog lanca.

Vazduh

N
Hg® - CHgHg* - (CHy)Hg |
5 bakterija e |
\ /
'\\ //
H922+ - - Hg2+ + Hgo S

Slika 4. Ulazak metil Zive u hranidbeni lanac

Cestom konzumacijom velikih riba koje dugo Zzive i pri vrhu su
prehrambenog lanca (morski pas, tuna, sabljarka,) ¢ovjek moze visestruko
povecati unos zive u organizam.

Pristupacnost Zive u zemljistu za biljke je obi¢no niska. Smatra se da korijen
predstavlja prepreku vecem nakupljanju Zive u izdanku. U biljkama i
gljivama ziva je prvenstveno zastupljena u neorganskom obliku, a najvise je
zastupljena u Zitaricama, vocu i povrcu, bezalkoholnim pi¢ima, te mlije¢nim
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proizvodima. Kod Zita, koncentracija Hg je 3 do 10 puta niza u zrnu, nego u
slami. Biljke koje imaju najve¢u akumulacionu sposobnost Hg su kopriva,
bokvica, maslacak.

Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koli¢inama za odredene kontaminante
u hrani (SI. glasnik BiH, broj 68/2014 i 79/16) navodi MDK Zive za hranu koja
se moze stavljati na trziSte BIH (Tabela 14).

Tabela 14. MDK zZive (Hg) za neke vrste hrane u Bosni i Hercegovini

Hrana MDK
(mg/kg)
Misié¢no meso slijedecih vrsta ribe 1,0

»  morski davo (Lophius species)

» atlantski som (Anarhichas lupus)

*  bonito (Sarda sarda)

»  jegulja (Anguilla species)

carska riba, ruziasta vojna riba (Hoplostethus species)

« grenadir (Coryphaenoides rupestris)

» plovac (Hippoglossus hippoglossus)

*  marlin (Makaira species)

* megrim (Lepidorhombus species)

« cipol (Mullus species)

*  Stuka (Esox lucius)

* obicni bonito (Orcynopsis unicolor)

* bakalar (Tricopterus minutes)

«  portugalska riba pas (Centroscymnus coelolepis)

* raza (Raja species)

» crvena riba (Sebastes marinus, S. mentella, S. viviparus)

* riba jedro (Istiophorus platypterus)

* riba korica (Lepidopus caudatus, Aphanopus carbo)

 arbun, pandora (Pagellus species)

* morski pas (sve vrste)

*  zmijska skusa (Lepidocybium flavobrunneum)

*  Ruvettus pretiosus (Gempylus serpens)

+  keciga (Acipenser species)

*  sabljarka (Xiphias gladius)

 tuna (Thunnus species, Euthynnus species, Katsuwonus
pelamis)

kingklip riba (Genypterus capensis)

* ruZicasta jegulja (Genypterus blacodes)

Dodaci ishrani 0,10
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Obzirom da su Ziva i metil-ziva topive u mastima, najvise su zastupljeni u
utrobi, mada ih ima i u misi¢nom tkivu riba. Prosjecne kolicine Hg u ribljim
pastetama predstavljene su u Tabeli 15.

Tabela 15. Prosjec¢an sadrzaj zive u ribljim pastetama (Nuric, 2016)

Pasteta Hg (mg/kg)
Adria Mare ,,Srdela pasteta“ 0,0042
Eva,,Classic tuna“ 0,0012
MDK ,,Riblja pasteta‘ 0,0075
Mercator,,Tuna pasteta“ 0,0075
Delamaris ,, Turisticka pasteta“ 0,0054
Neoplanta,,Petelina 0,0102
Argeta ,,Sardina Adriatica“ 0,0064
Argeta ,,Losos* 0,0185
Carnex ,,Slatkovodna riba“ 0,0055
Carnex,,Tuna“ 0,0021

Arsen (As)

Arsen je metaloid koji je najrasprostranjeniji u litosferi, a nalazi se i u
vodama, atmosferi i u organizmima. Vazniji izvori arsena u okoliSu su
vulkanske aktivnosti, otapanje minerala u podzemnim vodama, izgaranje
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fosilnih goriva, rudarenje, upotreba u drvnoj i tekstilnoj industriji, a u
proslosti i upotreba u proizvodnji zastitnih sredstava u poljoprivredi.

U vedini slatkovodnih voda, jezera i rijeka koncetracije arsena uglavnom se
krecu ispod 10 pg/L, dok se u blizini antropogenih izvora nalazi i u
koncentraciji od 5 mgj/L, koliko ga se u prosjeku nalazi i u zemljiStu.

U okoliSu se nalazi u Cetiri oksidacijska stanja: arsin (-3), arsen (0), arsenit
(+3) i arsenat (+5). Takoder, javlja se u razli¢itim neorganskim i organskim
oblicima, od kojih su neorganski (arsenit, arsenat) vise toksi¢ni u odnosu na
organske (arsenobetain, arsenoseceri, arsenolipidi) koji se javljaju u hrani.

Zdravstveni rizici

Toksi¢nost neorganskog As ukljucuje promjene na kozi (hiperkeratoze, pa
i rak koze), neurotoksi¢nost i kancerogenost, a postoje indicije da bi mogao
djelovati i kao reproduktivni i razvojni toksin, te izazivati dijabetes.

Smatra se da trovalentni oblici arsena reagiraju sa -SH skupinama u vitalnim
celijskim enzimima, pri ¢emu dolazi do kocenja reakcija u Krebsovom
ciklusu, i sprjecavanja razgradnje ugljikohidrata, masti i bjelancevina. To
ima utjecaja na oksidaciju stanica i paraliticko djelovanje arsena na glatku
muskulaturu krvnih Zila, po ¢emu se arsen svrstava u vaskularne otrove.
Kardiovaskularna toksi¢nost arsena se povezuje s hipertenzijom i tzv.
bolescu crnih stopala (eng. blackfoot disease; javlja se uglavhom na Tajvanu,
te se smatra da dodatni lokalni faktori sudjeluju u etiologiji) zbog
poremecaja periferne cirkulacije, kao i s aterosklerozom, srcanim,
mozdanim udarom i drugo.

Transfer arsena (As) u lanac ishrane

Hemizam arsena je u mnogim aspektima slican hemizmu azota i fosfora. Ta
hemijska slicnost moze biti razlog pojavljivanja arsena u visokim koli¢inama
u mnogim morskim organizmima, odnosno hrani koja poti¢e iz mora.
Primjerice, neorganski ioni arsenata javljaju se u morskoj vodi, zajedno sa
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strukturno sli¢nim fosfatima. Morske ih alge nisu u stanju razlikovati, te se
u njihovim nastojanjima da unesu esencijalne fosfate dogada da nehotice
uzimaju i potencijalno toksic¢ne arsenate. U prehrambenom lancu vodenih
ekosistema bioakumulacije se ne pojavljuje u vecoj mijeri, dok se
biokoncentracije arsena javlja prvenstveno kod algi i nizih vodenih
beskraljeZnjaka.

Za biljke arsen je ne-esencijalni obi¢no toksi¢ni element. Arsen, prisutan u
zemljiStu, ima sposobnost ulaska u biljku, putem korijenja, kao i moguénost
transformacije iz manje toksicnog oblika arsenata (AsV) u toksicniji arsenit
(Aslll) utjecuci na promjenu metabolizma biljke, Sto se moZe odraziti na
sam rast biljke (usporavanje) i akumulaciju biomase, kao i na reproduktivni
sistem biljke stvarajudi gubitke u prinosu. Riza je poznata kao namirnica s
vecim koli¢inama neorganskog arsena i smatra se uz vodu za pice i morske
plodove glavnim kontaminantom arsena za ¢ovjeka.

Dostupni podaci o udjelu ukupnog arsena u hrani pokazuju kako riba,
rakovi, Skoljkasi i glavonosci imaju najvise koncentracije arsena, u kojima
se viSe od 90% arsena nalazi u obliku relativho netoksi¢nog organskog spoja
arsenobetaina. ProsjeCna koncentracija ukupnog arsena u mjeSovitom
uzorku morskih i slatkovodnih riba i druge hrane porijeklom iz mora
prikazana je u Tabeli 16. Maksimalno dozvoljene koli¢ine arsena za neku
vrstu hrane u BiH prikazane su u Tabeli 17.

Tabela 16. Koncentracija As (mg/kg mokre teZine) u jestivim dijelovima
nekih akvati¢nih organizama (HAH4, 2014)

Vrsta n As X
Slatkovodna riba 39 0,074 (0,051-0,279)
Morska riba 94 0,158  (0,041-4,789)
Rakovi i $koljkasi 8 0,053 (0,028-0,499)
Glavonosci 20 3,51 (0,278-54,38)

4HAH — Hrvatska agencija za hranu
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Tabela 17. MDK arsena (As) za neke vrste hrane u Bosni i Hercegovini

Hrana MDK (mg/kg)
Caj (Tea sinensis) i domacdi &aj 1,0
Svjeze i preradene gljive (samonikle i uzgojene) 0,3
Suhe samonikle i uzgojene gljive 1,0
Kafa i preradevine od kafe 1,0
Ulja i masti, biljnog i Zzivotinjskog porijekla, 0,1

margarini margarinski namazi

As (neorganski)
Nepretkuhana valjana riza (polirana ili bijela) 0,20
Pretkuhanai ljustena riza 0,25
Rizini vafli, rizine oblatne, rizini krekeri i rizini 0,30

kolacidi

Preventivne mjere za smanjenje sadrzaja teskih metala

Primjena preparata sa povecanom koncentracijom kalcijuma i
magnezijuma, uz visefazno oranje, dovodi do smanjenjenja nivoa teskih
metala u orani¢nim slojevima zemljiSta. Pravilan izbor kultivisanih
predusjeva sa izrazenom adsorpcijom teSkih metala mozZe biti veoma
djelotvoran za smanjenje kriticnih granica teskih metala. Takoder, da se
smanji usvajanje teskih metala, kod biljaka, omoguceno je povecanim
rastom korijena u dubinu, do slojeva u kojima teski metali nisu prisutni u
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vedim koncentacijama. TesSki metali su manje topivi u alkalnim zemljiStima,
a odrZavanje visoke vrijednosti pH je jedan od nacina za redukciju
vjerovatne kontaminacije biljaka teskim metalima.

Dugoro¢na strategija ekoloSkog menadZmenta se fokusira na smanjenje
inputa u zemljiSte. Odredivanjem optimalnih doza apliciranih dubriva,
neutralisanje industrijskog otpada i koriStenje kombinovanih sistema
proizvodnje predstavlja siguran nacin minimiziranja Stetnih utjecaja teskih
metala, na ekoloske komponente poljoprivrede. Praksa odrzivog
upravljanja saldom teskih metala u agroekisistemu predstavlja dinamicki
model koji podrazumijeva sljedede faktore:

* upotrebu dobre proizvodacke prakse (DPP);

» adekvatan ekoloski monitoring;

* procjenu izvjesnosti toksicnog dejstva na zemljiSte, usjeve i
podzemne vode;

+ koriStenje integrisanog sistema odrZivosti;

» koriStenje mjeSovitih sistema proizvodnje, u skladu sa potencijalom
regjona;

* postovanje zakonskih normi kako medunarodnih, tako i
nacionalnih;

* hemijska analiza zemljiSta, podzemnih voda i usjeva na prisustvo
teSkih metala svakih Sest mjeseci. Ako se pojave kvalitataivne
promjene u otpadnim vodama ucestalost analiza se mora povedati;

* donoSenje i postovanje zakonitosti koji zabranjuju ili ogranicavaju
primjenu teskih metala u agroindustrijskoj proizvodniji;

* upotreba ekonomskih instrumenata u cilju minimiziranja kolicine
hazardnih materija (viSe tarife, porezi, subvencije i poreske olaksice
idr.).

Analiticke tehnike odredivanja toksi¢nih metala u hrani
Analiza hrane na prisustvo metala je otezana zbog komplikovane prirode
matriksa. Mineralne komponente u ispitivanom kompleksu se nalaze u vrlo

niskim koncentracijama koje pored toga sadrze i organske komponente.
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Pored toga, bioloski uzorci su pretezno nehomogeni i zahtijevaju dodatne
korake u pripremi. Jo$ jedna oteZavaju¢a okolnosti jeste mogucnost
naknadne kontaminacije. Takoder, treba voditi rauna o Cistodi reagenasaii
vode koja se koristi u samom tretmanu i analizi kao i Cistoli opreme i
pribora koja se koristi u ispitivanju.

Najces¢e koristene metode su: Plamena atomska apsorpciona
spektroskopija (FAAS), Elektrotermalna atomizacija - atomska
apsorpciona spektrometrija (ETA-AAS), Hidridna tehnika- atomska
apsorpciona spektrometrija (HG-AAS), Tehnika hladnih para- atomska
apsorpciona spektrometrija (CV-AAS), Indukovano kuplovana plazma -
atomska emisiona spektrometrija (ICP-AES), Indukovano kuplovana
plazma - masena spektrometrija (ICP-AES), Indukovano kuplovana plazma
- masena spektrometrija (ICP-MS), Jon selektivne elektrode (ISE), Anodna
stripingvoltametrija (ASV), Neutronska aktivaciona analiza (NAA).

2. 5. RADIOAKTIVNI ELEMENTI

Rijec“: je zapravo o radioaktivnim izotopima elemenata ili

radionuklidima koji su sposobni emitirati radioaktivno(ionizirajuce)
zracenje prilikom prelaza u stabilni oblik atomske jezgre. Medu najvaznijim
radionuklidima koji se mogu nadi u hrani i vodi su 3H, C, 3'h 134¢s 137Cs 49K
89S, 9°Sr, 2’Rn, 2°Ra, 22!Ra, *8Th, 235U, 239Py, itd.

Rasprostranjenost u okoliSu

Prema nastanku, prirodni radionuklidi se dijele na radionuklide oduvijek
prisutne na Zemlji (npr. 235U, 38U, 4°K) kojima je svojstveno dugo vrijeme
poluraspada> (Tabela 18) i na produkte njihova raspada (npr. 22Rn najcesdi

Svrijeme poluraspada - definise se kao vrijeme potrebno da se razgradi 50 % pocetne koli¢ine
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radionuklid u atmosferi), te na radionuklide nastale djelovanjem
kosmickoga zracenja (npr.'C, *H,7Be). Osim uobicajenog prisustva u
okoliSnom zemljisStu, zraku i vodi, pojacana izloZzenost moze biti
uzrokovana antropogenim izvorima poput rudnika (uranija), naucnih i
medicinskih ustanova, nuklearnih centrala, havarija nuklearnih centrala i
eksplozija nuklearnog oruzja.

Tabela 18. Neki radionuklidi i njihova vremena poluraspada

Radionuklid Vrijeme Radionuklid Vrijeme Radionuklid Vrijeme
(element) poluraspada (element) poluraspada (element) poluraspada
3H (vodik) 12,33 god. 43Sc (skandij) 3,89 h 22Rn (radon) 3,82 dana
7Be (berilij) 53,12 dana 60Co (kobalt) 5,28 god. 226R3 (radij) 1600 god.
14C (ugljik) 5730 god. 9oSr (stroncij) 28,79 god. 234Th (torij) 24,10 dana
8F (flor) 109,77 min 99mTc (tehnecij) 6,01h 235U (uranij) 7,04 - 108 god.
32P (fosfor) 14,26 dana 31| (jod) 8,04 dana 238U (uranij) 4,47 - 109 god.
40K (kalij) 1,28 - 109 god. 201T] (talij) 72,91h 239Pu (plutonij) 24 110 god.

Radionuklidi imaju veliku upotrebnu vrijednost. Primjenjuju se u
odredivanju starosti geoloskih formacija, arheoloskih nalaza i sl., u tehnici
kao radioindikatori i izvori zracenja, npr. u radiografiji kao nedestruktivnoj
metodi ispitivanja materijala. U medicinskoj dijagnostici i lijeCenju
primjenjuje se 10-ak radionuklida, u elementarnom obliku ili u obliku
farmakoloskih pripravaka (radiofarmaci).

Ovisno o meteoroloskim uslovima, radioaktivne Cestice mogu dospjeti vrlo
daleko od mjesta eksplozije u obliku tzv. fallouta® ili radioaktivne prasine.

f all o u t - radiaktivni materijal/prasina u atmosferi
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Zdravstveni rizici

Utjecaj na zdravlje koji je posljedica izloZenosti ioniziraju¢em zracenju ovisi
o vrsti zracenja, dozi i brzini doze.

Nema dokaza Stetnosti uobicajenih nivoa radioaktivnosti prirodnog
porijekla. S druge strane, hroni¢na izloZenost viSim dozama radionuklida,
uslijed emisije radioaktivnog zracenja, dovodi do opseZzne produkcije
slobodnih radikala i oksidativhog stresa, uz mogucénost kancerogenog,
mutagenog i teratogenog efekta. Lokacija spomenutih efekata ovisi o
samom elementu tj. mjestu njegova nakupljanja u organizmu.

Razmatranje potencijalne opasnosti od radioaktivnih elemenata mora uzeti
u obzir stopu apsorpcije u probavnom traktu, raspodjelu u organizmu,
vrijeme poluraspada (t1/2, vrijeme potrebno da se pocetna koli¢ina
radioaktivnog izotopa smanji za polovicu),biolosko vrijeme poluZivota
(tbiol, vrijeme za koje organizam izluci polovicu prisutnog radionuklida) te
vrsta radijacije koju emitiraju.

Posljednjih godina zabiljezena su zapazanja, kako u studijama na
zivotinjama tako i iz populacijskih studija, da zracenje moze dovesti i do
drugih zdravstvenih efekata, kao Sto je koronarna bolest srca, i neuroloske
bolesti. Medutim, rizik od ovih bolesti je manji od rizika od raka, a povedani
rizik od raka i dalje se smatra dominantnim ucinkom pri niskim dozama.
Medunarodna agencija za istraZivanje raka je na temelju studija na
zivotinjama i epidemioloskih istrazivanja kategorizirala sve vrste
ionizirajuceg zracenja kao kancerogene za ljude.

Transfer radioaktivnih elemenata u lanac ishrane

Kontaminacija biljaka radioaktivnim elementima moze biti:

+ direktna, za vrijeme perioda rasta, deponiranjem radionuklida na
dijelovima biljke iznad zemljista i
* indirektna — apsorpcijom radionuklida iz zemljiSta preko korijena.
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Relativna proporcija ovih dviju kontaminacija ovisi o karakteristikama
zemljista, biljke i faktora okoline.

Pod direktnom kontaminacijom biljaka podrazumijeva se kontaminacija
biljnih kultura fisionim materijalom, koji pada po povrsini nadzemnih
dijelova biljke. Ovaj izvor kontaminacije je mnogo opasniji od kontaminacije
preko zemljista, jer prolaskom fisionih produkata kroz zemljiSte dolazi do
njihova razrjedenja sa materijalom zemljiSta, zatim do jaceg ili slabijeg
fiksiranja u zemljistu, i ispiranja s kiSom u dublje slojeve, van domena
korijena vedine biljaka koje se koriste za ljudsku i sto¢nu hranu. Stepen
direktne kontaminacije u prvom redu ovisi o koli¢ini radioaktivnih padavina
u periodu vegetacije, stadija razvoja biljke i morfoloskih karakteristika
biljke.

Direktna kontaminacija moze se svrstati u dvije kategorije:

1) Povrsinska kontaminacija je tip kontaminacije radioaktivnim ¢esticama
koje se nataloze na povrsini biljke, i

2) Direktna unutrasnja kontaminacija- uzimanje radionuklida kroz lis¢e,
stabljiku, cvijet, i druge nadzemne organe biljke, i njihovo dalje gibanje
kroz biljku. Direktna unutrasnja kontaminacija ovisi od transportne
mogucnosti radinuklida kroz biljku. Poznato je da se kalcij prenosi samo
transpiratornim putem, i da vrlo sporo putuje u druge dijelove biljke
(uglavhom se zadrZava u lis¢u). Na osnovu te dcinjenice moZe se
zakljuciti da ¢e i Sr-9o idi istim putem.

Plodovi kukuruza i graha zasti¢eni su prirodnim omotac¢em od direktne

kontaminacije. Gomolji krompira razvijaju se u zemlji, pa je i tu

onemogucena povrsinska kontaminacija.

Indirektna kontaminacija biljaka, tj. kontaminacija preko korijena, ovisi o
vise faktora:

1. Od mogucnosti biljke da koristi radionuklide koji su dospjeli u zemljiste.
Ta moguénost ovisi o nacinu fiksiranja radionuklida u materijalu
zemljiSta i o njihovoj topljivosti, pri uslovima koji vladaju u zemljistu.
Kiselija zemljiSta imaju mnogo vecu sposobnost otapanja radionuklida,
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od neutralnih i bazi¢nih, pa je i apsorpcija radionuklida iz kiselijih
zemljista veca.

Vazan faktor kod indirektne kontaminacije je kapacitet korijena za pojedine
elemente. Poznato je da korijen biljke ima veliki kapacitet za kalcij i kalij, a s
obzirom na to da je Sr% hemijski veoma slican kalciju, a Cs-137 kaliju,
pretpostavlja se da je i kapacitet korijena za ove radionuklide velik.

2. Sposobnost transporta pojedinih elemenata od korijena do drugih
dijelova biljke, takoder, je vazan faktor kod indirektne kontaminacije. Ta
sposobnost je za stroncij i cezij velika, opet iz razloga Sto je sposobnost
biljke da transportira kalcij i kalij velika. Karakteristika stroncija i kalcija,
s obzirom na njihovo ponasanje u zemljistu, njihovo preuzimanje i
transport, tako su slicne, te se sa sigurnos¢u moze pretpostaviti da nece
dodi do diskriminacije jednog prema drugom, ni u zemljistu, ni u bilo
kojem drugom dijelu biljke. Prema tome, biljka ¢e uzimati stroncij i kalcij,
iz zemljista, priblizno u onom odnosu u kojem se oni nalaze u topljivom,
odnosno reaktivnom obliku u zemljiStu.

Veoma je vazno istaknuti da, prelazom radioaktivnih elementa iz zemljiSta
u biljke njihova koncentracija se smanjuje stotinjak puta. Druga zastitna
barijera je prelaz iz biljaka u Zivotinjska tkiva, pri ¢emu takoder dolazi do
redukcije nivoa za10 do 1000 puta. Ipak, ribe i Skoljkasi koncentriraju
radionuklide od 10 do 10000 puta u odnosu na okolis. Mlijeko, u situacijama
povecane prisutnosti radionuklida u okolisu, npr. poslije nuklearne
nezgode (Cernobil, Fukushima),sadrZi vise koncentracije 3l

Tabela 19. Prisustvo radionuklida u vodi za pice, izracunato na osnovu
sastava kamenca (Rajkovic i sar., 2008)

Radionuklid Udio u kamencu Izracunata masena koncentracija u
vodi za pice
Stroncijum 0,05% 0,15 mg/dm?3
Uran 1,38 ppm 0,41 pug/dm?3
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Ozradivanje populacije radionuklidima iz vode za pice (Tabela 19) uglavnom
je malo, i nastaje kao posljedica raspada prirodnih radionuklida uranovog i
torijumovog niza.

Preventivne mjere za smanjenje kolicine radioaktivnih elemenata

Kod akutne izloZenosti radioaktivnom jodu (havarije nuklearnih centrala,
eksplozije nuklearnog oruzja), preporucuje se tretman kalij jodidom ili
sli¢nim solima, koje ¢e umanijiti nakupljanje 3'l u Stitnjaci. Obratno, ukoliko
se zeli sniziti koli¢ina radioaktivnhog joda u mlijeku, u sli¢nim izvanrednim
situacijama, nuzno je smanijiti unos stabilnog joda, kod mlije¢nih Zivotinja,
jer e se viSe radioizotopa zadrzati u Stitnjaci, i do 60% manje izluciti u
mlijeko. Opdeniti nutricionisticki pristup smanjenja Stete je, kao Sto je gore
navedeno, najucinkovitiji ve¢ u fazi apsorpcije radionuklida, koja znacajno
opada kod adekvatnog unosa mineralnih materija. Shodno nacinu
djelovanja radioaktivnih materija, pojacan wunos antioksidanasa i
aminokiselina sa sumporom (zbog poticanja sinteze najvaznijeg
endogenog antioksidansa-glutationa) bi mogao ublaziti posljedice
izlaganja.

Kao ucinkovita mjera za reduciranje koli¢ine radionuklida u mesu je
dodavanje aditiva krmivima (ferocijanidi, zeoliti, mineralne soli). Razlicite
vrste adsorbenata se mnogu dodavati zemljistima, u cilju smanjenja prelaza
radioizotopa u ratarske kulture, kao i antagonisti radiostroncija (gaseni
kre¢ i umjetna gnojiva na bazi kalcija) ili radiocezija (umjetna gnojiva
obogacena kalijem). Postupci (bio)remedijacije zemljista koji najvise
obecavaju ukljucuju specijalne nacine obrade zemljiSta, uzgoj biljnih vrsta
koje izvlace radionuklide iz zemljiSta ili tretman zemljiSta odabranim
fungalnim mikroorganizmima koji mogu imobilizirati radionuklide.
Posebnim Sumarskim zahvatima se moze sprijeciti redistribucija
radionuklida u okoliSu koji ¢e, npr., u podrudjima kontaminiranim
cernobilskom havarijom biti opasno radioaktivan sljededih tri vijeka.
IskuSavane su i metode sprjeCavanja akumulacije radionuklida u ribi
dodatkom kreca ili kalija jezerskoj vodi. Voda za pic¢e se u izvanrednim
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situacijama moze dodatno prodistiti adsorbensima poput zeolita i aktivhog
ugljena.

Preradom krompira u skrob, ugljikohidratnih sirovina u Secere, ili mlijeka u
vrhnje i maslac, mozZe se ukloniti najvedi dio prisutnih (vodotopljivih)
radioizotopa.

Drugi nadini prerade hrane su se pokazali ucinkovitim: pranje, presanje,
guljenje, uklanjanje nejestivih dijelova voca i povréa, tretman tekudih
namirnica adsorbensima, ili termi¢ko tretiranje, tokom kojeg dolazi do
isparavanja isparljivih radionuklida, ifili gubitka u vodi za kuhanje,
usoljavanje (uklanjanje radiocezija), ili otkostavanje (uklanjanje
radiostroncija) ribe i mesa, i dr.

Andliticke tehnike za odredivanje radioaktivnih elemenata u hrani

Ima viSe metoda za odredivanje radioaktivnih elemenata u hrani: atomska
apsorpciona spektrometrija (eng. Graphitefurnace AA spectrometry, AAS),
emisiona indukovana plazma spektrometrija (ICPS), X-ray fluorimetrija
(XRF), neutronska aktivaciona analiza (NNA), masena spektrometrija (MS).
Sve ove metode mogu se automatizovati, specifi¢ne su i veoma osjetljive.
Za rutinske analize preporucuje se AAS ili XRF, a kao metoda za kontrolu
kvaliteta NNA na svakih 10-1000 uzoraka. Laser indukovana fluorescentna
spektrometrija je usavrSena varijacija fluorimetrijske metode.
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3. REZIDUE PESTICIDA | VETERINARSKIH LJEKOVA U
HRANI

Poznata je Cinjenica da 35% hrane, proizvedene u svijetu, ne dode

do potrosaca, a dodatnih 20 % propadne u procesu skladiStenja. Bez
primjene kemijskih sredstava za suzbijanje Stetnih organizama, odnosno
sredstava za zastitu bilja, gubitci bi bili dvostruko vedi. Stoga, trenutno na
nivou globalne proizvodnje hrane, upotreba pesticida nema alternative.

Antimikrobni ostaci su neZeljene hemikalije koje imaju postojanu
sposobnost kroz hranidbenu mrezu i mogudi negativni ucinci na ljude
Antimikrobni lijekovi Siroko se koriste za poboljSanje zdravlja, povedanje
rasta, ucinkovitost hrane i smanjenja ucestalosti bolesti. Medutim, zbog
toga Sto se nepropisno primjenjuju, ilegalna i cesta upotreba tih lijekova
dovela je do nakupljanja opasnih antimikrobnih ostataka u namirnicama
jestivog zivotinjskog porijekla, koje su namijenjene za ljudsku potrosnju,
¢ime se u opasnost dovodi javno zdravlje.

Aktivne materije pesticida i veterinarskih lijekova su hemijski elementi,
jedinjenja ili mikroorganizmi, s opstim ili ciljanim djelovanjem protiv Stetnih
organizama na biljke, dijelove biljakaili biljne proizvode, kao i narazne vrste
bolesti kod Zivotinja.

Nakon primjene pesticida i veterinarskih lijekova, aktivne materije nisu
stabilne, ve¢ se pod djelovanjem uslova sredine, enzima, svjetlosti,
vlaznosti, te hemijskih osobina u odredenoj mjeri transformiraju. Za ostatke
aktivnih materija, njihovih metabolita, produkata razgradnje, ili produkata
reakcije aktivnih materija, uobicajeno se koristi naziv ostatci (rezidue).

Pored svih prednosti koje su ostvarene upotrebom pesticida i veterinarskih
lijekova, pojavile su se i Stetne posljedice za biljke, Covjeka, Zivotinje i okolis.
Svi ovi problemi ne umanjuju njihov znacaj. Oni i dalje predstavljaju realnu
osnovu za povecanje proizvodnje hrane, a pracenje njihovih ostataka od
izuzetnog je znadaja za oCuvanje zdravlja ljudi i Zivotinja.
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3.1. REZIDUE PESTICIDA

U uslovima savremene proizvodnje vise od 30% svjetske

proizvodnje hrane iz raznih razloga ne dospijeva do potrosaca. Bez
primjene sredstava za zastitu bilja — pesticida mogla bi se izgubiti trecina
svjetskih usjeva svake godine.

Pod pesticidima se podrazumijevaju hemijska i bioloSka sredstva koja se
upotrebljavaju protiv uzro¢nika biljnih bolesti, Stetnih insekata, nematoda,
glodara, ptica, za suzbijanje korova ili za regulisanje rasta biljaka. Koriste se
i za uniStavanje Stetodina i gljivica u uskladiStenim namirnicama. Pesticidi
sluze i za uniStavanje insekata i drugih prenosioca uzrocnika zaraznih
bolesti ljudi i zivotinja, kao i parazita kod ljudi i zivotinja.

U upotrebi se danas nalaze tzv. selektivni i neselektivni pesticidi.
Selektivni pesticidi, djeluju na to¢no odredenu skupinu Stetnika i prema
svijet. Svi pesticidi, posebno neselektivni, djeluju vrlo Stetno na ekosisteme.
Mnogi ubijaju korisne insekte, ribe, ptice, te tako uzrokuju viSe Stete nego
koristi. Pesticidi vrlo nepovoljno djeluju i na korisne tzv. “azotne” bakterije
u zemljistu, a posljedica je iscrpljenje zemljista. Neselektivni pesticidi trebali
bi se upotrebljavati samo onda kada ne postoji druga mogu¢nost odbrane
od Stetocina, Sto nazalost cesto nije slucaj.

Rasprostranjenost u okoliSu

Njihova intenzivna upotreba u poljoprivredi u posljednjih 30 do 40 godina
dovela je do pojave i nakupljanja ovih jedinjenja u Zivotnoj sredini
prvenstveno u zemljistu, sedimentu, podzemnoj i povrsinskoj vodi, kao i u
organizmima zivih bica. Pesticidi mogu, ovisno o vrsti i primijenjenoj dozi,
zaostajati u hrani i okoliSu ¢ak i po nekoliko mjeseci, Sto zavisi od njihove
perzistencije. Perzistencija predstavlja vrijeme zadrzavanja nekog pesticida
u prirodnoj sredini i ona zavisi od slijedecih faktora:

» hemijskih (osjetljivosti prema hidrolizi, oksidaciji, svjetlosti),
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» fizickih (rastvorljivost u vodi, u lipidima, napon pare) i
» bioloskih (povrsina i priroda biljke).
Od trenutka kad dospiju u okoliS postaju sastavni dio ciklusa prirodne

izmjene materija (Slika 5) te se mogu detektirati ne samo u podrugjima gdje
su koristeni vec i daleko izvan njih.

EULIHLI'_E-I'Eng.'EdI.'IJaN . oblac
zradenjermn u ultraljubiastom
dijelu spektra

ispiranje pesticida
\ iz zraka putem kiZe

— + | kondenzacija

isparavanje pesticida u atmosferu

biljke U

primjena na
poljoprivredne
kulture

| N,

U apsorpcija

I:uil':ama povriinsko premjestanje
J (ispiranje)) pesticida u

povriina zemljista

zemljiste razgradnja, rijeke i jezera

prodiranje u oksidadjom vz I
dublje slojeve prisustvo voda

zémljista kisom bakterija, ili
ili hidrolizim

navodnjavanjer

Slika 5. Ciklus pesticida

Raspodjela i interakcija pesticida u okoliSu vrlo je sloZen proces koji ovisi o
mnogo faktora kao Sto su: fizikalno — hemijska svojstva pesticida, kinetika
njegove razgradnje te sklonost sorpciji u zemljiStu. Sorpcija, desorpcija i
biorazgradnja neki su od vaznijih procesa koji utjeCu na zaostajanje i
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raspodijelu pesticida u okoliSu. Uc¢inkovitost sorpcije ovisi o tipu pesticida,
udjelu vlage u zemljiStu, te o pH i hemijskom sastavu zemljista. Bioloska
aktivnost pesticida ovisi najvise o njihovim fizikalno — hemijskim svojstvima.
Ona odreduju nacin djelovanja pesticida, dozu, nacdin primjene te
termodinamiku u okolisu.

Fizikalna svojstva pesticida

Fizikalna svojstva pesticida ovise o hemijskoj prirodi pesticida. U sastav
pesticida ulaze tri glavne komponente (Slika 6)aktivha materija, nosac i
necistoca

[ nosac ]
[ aktivna materija ]

SN

[ necistoca ]

Slika 6. Komponente pesticida

Aktivna materija je najvaznija u smislu javno-zdravstvene opasnosti od
pesticida, i naj¢esdi je uzrocnik trovanja. Nosac (pomocna materija) je bez
pesticidnog djelovanja, a takoder moZze biti opasan po zdravlje (otrovna
organska otapala).Necistoce, koje zaostaju u preparatu tokom proizvodnje,
u nekim slucajevima, mogu predstavljati veliku opasnost za zdravlje.

Najvaznija fizikalna svojstva pesticida koja direktno utjeCu na ponasanje
pesticida u okolisu su: pritisak para, topljivost u vodi, hidrofobnost koja se
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izrazava koeficijentom razdijeljena u sistemu oktanol - voda, koeficijenti
sorpcije u zemljiStu i Henrijeva konstanta.

Pesticidi u okoliSu podlijezu nizu kompleksnih procesa koji se nazivaju
kemodinamika pesticida. Kemodinamika pesticida ovisi o fizikalno -
kemijskim svojstvima pesticida, te o uslovima okoliSa kao Sto su pH,
temperatura, vlaznost, salinitet, topografija, jacina svjetlosti, te mokro i
suho taloZenje. Najvazniji kemodinamicki procesi koji utje¢u na sudbinu
pesticida u okoliSu su njihov prenos i zadrzavanje, razgradnja u razlicitim
dijelovima okolisa, sorpcija i desorpcija. Razgradnja pesticida je
najutjecajnija obzirom da ukljucuje hemijske transformacije pesticida Sto
mijenja njihova hemijska svojstva. Razgradnjom pesticida nastaju
molekule koje nisu nuzno jednostavnije strukture ili manje toksicne u
odnosu na molekulu izvornog pesticida. Vrlo ¢esto razgradnjom nastaju
novi pesticidi ili joS toksicnije materije.
Pesticidi mogu biti organske i neorganske materije, sintetske ili izolirane iz
prirodnih izvora(bakterije, gljive, biljke). Razvrstavaju se u razli¢ite skupine
ovisno o hemijskoj strukturi i fizikalno—hemijskim svojstvima. Opdenito,
obzirom na hemijsku strukturu pesticidi se razvrstavaju u razlicite hemijske
skupine ovisno o:

+ nadinu djelovanja (insekticidi, fungicidi, herbicidi...)

+ vrsti Stetnog organizma kojeg suzbija (akaricidi, botriticidi...)

* hemijskoj strukturi (organohlorni, organofosforni, piretroidi..)

Klasifikacija pesticida prema namjeni

Prema namjeni pesticidi su podijeljeni u nekoliko osnovnih grupa:

* insekticide - sredstva koja Stite ljude i biljne kulture od insekata,

* herbicide - sredstva za suzbijanje korova,

* fungicide - sredstva koja se koriste za uniStavanje gljivica i plijesni
* akaracide - sredstva za suzbijanje grinja,

* baktericide - sredstva za suzbijanje bakterija,

* nematocidi - sredstva protiv nematoda - valjkastih glista,
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* rodenticidi - sredstva za uniStavanje glodara,

* limacide - sredstva za uniStavanje puzeva,

+ algicide - sredstva za suzbijanje algi

* avicide- sredstva za suzbijanje jaja insekata,

* biocide — sredstva za ubijanje Zivih organizama,

* repelente - sredstva za odbijanje divljaci,

* antihelmintici — sredstva za suzbijanje glista

* viricide — sredstva za ubijanje virusa van organizma,

* defolijante — sredtva koja izazivaju prijevremeno opadanje lis¢a,
* desikante — sredstva koja izazivaju suSenje biljaka.

Unutar navedenih grupa, insekticidima, herbicidima i fungicidima se daje
poseban znadaj, zbog njihovog toksi¢nog djelovanja na ljudsko zdravlje.

Insekticidi

Insekticidi su sredstva hemijskog ili bioloSkog porijekla koji se koriste za
suzbijanje ili sprecavanje djelovanja insekata. Njihova namjena u
poljoprivredi se odnosi na primjenu preko zemljiSta, za zimsko tretiranje
vocaka i vinove loze, za tretiranje sjemenskog, rasada i sadnog materijala,
za folijarno tretiranje biljaka i za suzbijanje Stetnih insekata i grinja u
skladistu.

Herbicidi

Herbicidi su fitotoksi¢ne hemikalije koje se koriste za sprjecavanje rasta
nepozeljnih biljaka (korova) ili za njihovo potpuno uniStavanje. Herbicidima
se moze tretirati liS¢e nezeljenih biljaka, zemljiSte prije ili poslije nicanja
usjeva. Mogu biti selektivni herbicidi, za unistavanje odredenih korova na
oranicama pri ¢emu kulturne biljke ostaju neoStecene ili totalni herbicidi za
potpuno uniStavanje bilja na nekom podrucju.

65



Fungicidi

Fungicidi su sredstva namijenjena suzbijanju fitopatogenih gljiva i
bakterija, uzrocnika biljnih bolesti. Prema hemijskom sastavu dijele se na
organska, neorganska i bioloSka jedinjenja. Organska i neorganska
jedinjenja koja inhibiraju razvoj fitopatogenih gljiva su fungostatici, a oni
koji ih uniStavaju su fungicidi. Vedina fungicida ima preventivno djelovanje,
iako se koriste i u suzbijanje ve¢ nastale bolesti. Osnovno djelovanje im je u
sprjecavanju razvoja spora, odnosno njihovu uniStavanju prije nego sto
prodru u biljku. Koriste se za tretiranje zemljiSta, sjemena, nadzemnih
dijelova biljke i plodova prije skladistenja.

Klasifikacija pesticida prema hemijskoj strukturi

Dosada je poznato oko 130 razliCitih hemijskih skupina pesticida u koje je
razvrstano oko 1000aktivnih materija. Pesticidi u svojoj hemijskoj strukturi
Cesto sadrze hetero atome od kojih valja spomenuti atome halogenih
elemenata, fosfor, azot i sumpor. U praksi se pesticidi naj¢esce svrstavaju
u skupine obzirom na hetero atom kojeg sadrze u svojoj strukturi, npr.:

* organohlorna jedinjenja

» organofosforna jedinjenja
* karbamati

* piretrini i piretroidi itd.

Posljednjih godina moze se govoriti o brzom razvoju nove grupe pesticida,
tzv. biopesticidi. Biopesticidi su pesticidi dobiveni iz prirodnih materijala,
kao Sto su biljke, Zivotinje i neki minerali. Razlikuju se:

» mikrobioloski biopesticidi: bakterije (Bacillus thuringiensis), gljivice,
virusi

» inkorporirani protektivni agensi (PIP = Plant Incorporated
Protectants) su spojevi koje producira sama genetski modificirana
biljka

* biohemijski pesticidi: prirodni netoksi¢ni spojevi pesticidnoga
djelovanja (feromoni).
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Prednosti biopesticida su niska toksicnost, djelotvornost u malim
koli¢inama i brza razgradivost, ali su, kao i svi Zivi sistemi, ograniceni
trajanjem, imaju uzak spektar djelovanja i skupi su.

Organohlorni pesticidi

Organohlorni pesticidi su organski spojevi sa 5 ili viSe atoma hlora. To su bili
prvi sintetski organski pesticidi Cija je upotreba u vedini razvijenih zemalja
zabranjena sedamdesetih godina 20. vijeka, zbog utvrdenih toksicnih
svojstava, i perzistentnosti u okoliSu. Koristili su se najviSe za suzbijanje
razlicitih vrsta insekata. Otporni su na hemijsku i mikrobiolosku razgradniju,
te se mogu nadi u proizvodima biljnog i Zivotinjskog porijekla vrlo dugo
(godinama) nakon primjene. Imaju izrazen lipofilni, karakter zbog cega
posjeduju sposobnost bioakumulacije i biomagnifikacije, kako u okolidu,
tako i u lancu ishrane.

Njihova upotreba joS uvijek nije regulirana, niti zabranjena u Africi gdje se
koriste najcesce kao insekticidi i za suzbijanje malarije. Neki odvaznih

predstavnika ove skupine su 4,4'-DDT, y-heksahlorcikloheksan (lindan),
endosulfan, aldrin, i dieldrin Cije su strukture prikazane na Slici 7.

Upotreba organohlornih insekticida, zbog njihove akumulacije u Zivotnoj
sredini, zamijenjena je manje postojanim organofosfornim insekticidima.
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Slika 7. Strukture nekih oganohlornih pesticida.

Organofosforni pesticidi

Organofosforni pesticidi su organski spojevi koji su po svojoj strukturi
(Slika 8) najcesce triesterifosforne, tiofosforne i ditiofosforne kiseline. U
skupinu organofosfornih pesticida ubrajaju se i fosforamidotioati, poput
acefata, te glifosat koji je po svojoj strukturi fosfonat. Za razliku od
organohlornih pesticida, organofosforni pesticidi se lako razgraduju u
okoliSu u razlic¢itim hemijskim i biohemijskim procesima, te prema tome
nisu perzistentni. Najc¢esée se koriste za suzbijanje insekata, a neki, npr.
glifosat, za suzbijanje korova. Kao i u okoliSu, u organizmu se takoder brzo
razgraduju na dialkilfosforne metabolite, dok je glavni razgradni produkt
glifosataaminometilfosfonska kiselina. Pri primjeni ovih pesticida je
potrebno strogo voditi ra¢una o periodu karence.
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o (5)
Slika 8. Opsta strukturna formula organofosfata

Karbamati

Karbamati su organski spojevi, izvedeni iz karbaminske kiseline, strukturne
formule prikazane na Slici 9. R1 je skupina specifi¢na za pojedini spoj, R2 je
metilna grupa, a R3 je obi¢no vodikov atom. NajvisSe primjenjivani
karbamati su jedinjenja iz grupe N-metilnih derivata, kao sto je karbaril
(Slika 10). Predstavnici ove skupine su slicnog spektra djelovanja kao
organofosforni pesticidi.

0O
O
| | , O)J\N/CHS
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Slika 9. Strukturna formula Slika 10. Strukturna formula
karbamata karbarila

Neke od aktivnih materija iz grupe karbamata su: metiokarb, karbofuran,
karbosulfan, fenoksikarb, fentiokarb, bendiokarb, pirimikarb, benfurkarb,
aldikarb, metomil, karbaril, propoksuri dr.
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Karbamati se kao i organofosforni pesticidi u okolisu lako razgraduju, te
nisu perzistentni.

Piretrini i piretroidi

Piretrini su prirodne insketicidne supstance, koje su sadrzane u ekstraktu
cvijeta biljke buhaca (Chrysanthemumcinerariaefolium,
Chrysanthemumcocineum). Ulaze u sastav velikog broja preparata, npr. u
insekticidima protiv sinantropnih i drugih insekata, repelentima za komarce
i sl. Najpoznatiji su : piretrin | (Slika 11), piretrin 11, cinerin I, cinerin 11 i sl.

Slika 11.Hemijska struktura piretrina |

Piretroidi su kontaktni i digestivni insekticidi, sinteticki analozi i derivati
piretrina. Stabilniji su od prirodnih piretrina. Insekticidnu aktivnost piretrina
imaju opticki aktivni esteri iz (+)-trans-krizantemske kiseline i (+)-trans-
piretrinske kiseline. Prirodnipiretrini su efikasni insekticidi, medutim
izrazito su fotosenzibilni, te se razgraduju toliko brzo, da je njihova
primjenjivost kao insekticida upitna.

Struktura piretroida sli¢na je piretrinskoj uz dodatak bifenoksi skupine, te
zamjenu nekoliko vodikovih atoma s atomima halogena, da bi se postigla
bolja stabilnost uz istodobno ocuvanje osnovnih svojstava piretrina.
Predstavnici ove skupine su aletrin (Slika 12), bioaletrin, bioresmetrin,
tetrametrin, deltametrini sl.
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Slika 12. Hemijska struktura Aletrina

Ostala hemijska klasifikacija pesticida obuhvada relativno nove vrste
pesticida iz skupina fungicida, herbicida, insekticida, regulatora rasta itd.
Zajednicka karakteristika novijih vrsta pesticida su manja toksi¢nost, brza
razgradivost i visoka ucinkovitost.

Zdravstveni rizici

Postoji ozbiljan negativan uticaj pesticida na ljudsko zdravlje povezan sa
izloZzenoS¢u viSestrukim ostacima, Sto dovodi do pojave razliCitih oblika
kombinovane toksi¢nosti. Najces¢i simptomi kod trovanja pesticidima su:
slabost, abdominalna bol, glavobolja, vrtoglavica, bol u nogama i ledima,
anemija, mucnina, povracanje, zamagljen vid, tahikardija, poja¢ano lucenje
sline, poviSen krvni tlak, letargija itd. Primarni ciljevi toksi¢nog efekta
pesticida, u ljudskom organizmu, su hematopoetski sistem (inhibicija
serumske kolinesteraze), kardiovaskularni (abnormalnosti u radu srca,
kardiovaskularne lezije), reproduktivni (promjena morfologije placente,
hemoragija i fibroza te inhibicija sinteze DNA u sjemenskim cjev¢icama) i
nervni sistem (glavobolje, slabost u misi¢ima, nesanica, vrtoglavica i
oslablijena memorija). Pokazano je kako pesticidi mogu uzrokovati
imunoloske disfunkcije medu Zivotinjama. Osim toga, dokazan je utjecaj
pesticida i na djevojke u pubertetu, gdje se kod pretjerane izloZenosti DDT-
u moZe razviti rak dojke. Takoder, moze doci i do stvaranja nekih limfoma.
Pesticidi imaju izniman efekat za reproduktivni sistem. Kod trudnica, koje
su izloZene previsokim koli¢inama pesticida, moZze doci do kriptorhizma
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kod novorodencadi, ili ¢eSce pojave spontanih pobacaja, ili prijevremenog
poroda. Kod muskaraca oni mogu uzrokovati neplodnost, smanjenu
reproduktivnu sposobnost, smanjenje koncentracije spermija u ejakulatu,
povisenu koli¢inu luteiniziraju¢eg hormona (LH) i folikulostimulirajuceg
hormona (FSH), te smanjen broj spermija, a ako se ocevi izlaZzu pesticidima,
mogu dovesti do kriptorhizma novorodencadi.

Kontaminacija hrane pesticidima

Opsta populacija moze da bude izlozena pesticidima na razne nacine,
medutim unoSenje rezidua pesticida vodom za pice i hranom je najznacajniji
put.

Najcesca upotreba pesticida je za zastitu nadzemnog ili podzemnog dijela
biljke, zatim za zastitu sjemena za sjetvu. Pri zastiti nadzemnih dijelova biljki
pesticidi se primjenjuju prskanjem ili zaprasSivanjem biljke. Za zaStitu
podzemnih dijelova biljaka posipa se zemljiSte pred sjetvu ili u toku rasta
bilike. Cesto se u razli¢itim fazama vegetacije bilike vrsi zastita razlicitim
pesticidima, te se u toku cijelog vegetacionog perioda moze koristiti i
desetak razlicitih preparata.

Prilikom tretiranja biljnih kultura preparatima pesticida vedi dio aktivne
supstance se mehanicki uklanja sa tretirane biljke, i odlazi u zemljiste ili
vodotokove, dijelom se razgraduje, ali izvjesna koli¢ina se moze trajno
zadrZzati u biljnom tkivu iz kojeg preko hrane dospijeva u organizam ljudi i
zivotinja. Ove koliCine pesticida koje se trajno zadrzavaju na tretiranim
bilkama oznacavaju se kao rezidualne koli¢ine pesticida. Stoga,
kontaminacija hrane biljnog porijekla moze nastati:

+ direktnim kontaktom s pesticidima (tretmanom biljaka tokom
rastenja i razvi¢a, te naknadno u silosima i prostorima za ¢uvanje) i

* indirektnim kontaktom, apsorpcijom rezidua iz zemljista,
navodnjavanjem kontaminiranom vodom, zrakom, ispiranjem sa

susjednih zemljista i sl.

Rezidue pesticida mogu biti prisutne u svjezem ili konzerviranom vocu i
povrcu, preradenoj hrani i pi¢ima, te u svjezim ili preradenim proizvodima
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zivotinjskog porijekla. Pojedina hrana moZe sadrzavati smjesu razlicitih
pesticida kao i $to raznolikom hranom unosimo razlicite pesticide u isto
vrijeme. Najsigurnije voce je tropsko kao Sto su papaja, avokado, ananas i
mango, jer se te vocke ne tretiraju pesticidima. Dinje, kivi i lubenice takoder
su na bijeloj listi voca. Citrusno voce se snazno tretira pesticidima, iako se
ponekad ne nalazi na listama ,,najopasnijih’ namirnica jer se njihova kora,
u kojoj je najvecda koncentracija pesticida, ne konzumira direktno. Povrée
najmanje tretirano pesticidima ukljucuje kupus, luk, karfiol, Sparogu,
mrkvu, patlidzan, kukuruz Secerac i gljive.

Namirnice animalnog porijekla mogu da sadrze rezidue pesticida ukoliko se
Zivotinje hrane zagadenom biljnom hranom (silaZzna hrana, rezanci Secerne
repe, lucerka, cerealije, soja i sl.) ili ako je na Zivotinjama vrseno suzbijanje
parazita i insekata.

Prosjecni nivoi unosa organohlornih pesticida se razlikuje od zemlje do
zemlje i zavisi od nacina ishrane i vrste hrane. Namirnice Zivotinjskog
porijekla su znacajan izvor ovih insekticida. Insekticid DDT moze da se
akumulira u ribama u koli¢inama koje se nekoliko hiljada puta vece nego Sto
je njegov sadrzaj u vodi u kojoj zZive. Uzgajanjem korjenastog i drugog
povréa na zemljistu, koje sadrzi ostatke i metabolite organohlornih
pesticida, oni prelaze u povrée. Nadene koncentracije u povr¢u su veoma
niske, ali su istovremeno vrlo ucestale. Kako je u proizvodnji organske
hrane strogo zabranjena upotreba organohlornih pesticida, ostaci koji se
mogu pronaci su porijeklom iz zemljiSta na kojem je povrce uzgajano. Na
grafikonu 1 su prikazane rezidualne vrijednosti ovih jedinjenja pronadenih
u raznim vrstama i sortama bobicastog voca porijeklom sa jedne farme u
Visokom (BiH).
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Grafikon 1. Prosjecan sadrzaj analiziranih organohlornih insekticida
po sortama bobicastog voca (Halilovi¢, 2015)

Rezidue organofosfornih insekticida u namirnicama su rijetki i zato ne
predstavljaju veliku opasnost. Koncentracije ostataka piretrina i piretroida,
u animalnim namirnicama, uglavnom su niske, i manje su za trans nego za
cis izomere. Najvece koncentracije nalaze se u masnom tkivu.

Prisutnost neonikotinoida otkrivena je u medu, a nedavno je prijavljen
jedan slucaj kobnog ljudskog trovanja.

U poslednje vrijeme, sve viSe se paznje obraca i problemu trovanja
pesticidima mlijeka dojilja. Pesticidi u mlijeku dojilja, poticu od razgradnje
masti u ljudskom organizmu, gdje se inace pohranjuju. U Italiji, rezidui
pesticida, nadeni su u mlijeku dojilja svega Cetiri dana nakon porodaja. U
nekim slucajevima koncentracija DDT-a (dihlorodifeniltrihloretana) u
mlijeku dojilja, bila je visa ¢ak 127 puta, nego u kravljem mlijeku. Nedavna
istraZivanja u Francuskoj, pokazuju da su koncentracije DDT-a, pesticida na
bazi hlorisanih ugljikovodika i karbonata u mlijeku dojilja, jos uvijek znatno
vise od dozvoljenih koli¢ina propisanih od strane Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO). Istrazivanja, takoder, ukazuju na ¢injenicu da mlijeko
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dojilja koje konzumiraju ve¢inom organsku hranu, sadrzi znatno manje
pesticida.

Koli¢ina pesticida u namirnicama zavisi i od postovanja karence pesticida.
Karenca predstavlja period od primjene pesticida do berbe ili sjetve biljnih
kultura, odnosno to je posljednji rok primjene nekog pesticida prije berbe ili
Zetve. Karenca pesticida je utvrdena za sve aktivne materije koje se u ve¢em
broju oblika i preparata nalaze na trziStu. Stoga je za pesticide veoma bitna
vrijednost maksimalne koli¢ine ostataka (engl. Maximum residue level-
MRL). Maksimalna koli¢ina ostataka pesticida je maksimalna koncentracija
ostataka (izrazena u miligramima po kilogramu proizvoda na koji se
primjenjuje) koja je legalno dopustena u hrani i Zivotinjskom krmivu.
KoliCina ostataka pesticida u prehrambenim proizvodima je odredena
zakonom, tako da se prvenstveno minimizira izlozenost potrosaca stetnim
i nepotrebnim unosima pesticida, zatim osigura pravilna primjena
pesticida, te slobodno kretanje proizvoda koji su tretirani pesticidima.

MRL je odreden uz pomo¢ podataka koji su dobiveni terenskim
ispitivanjima, koja su uobicajeno provedena od strane proizvodaca
pesticida u nekoliko razli¢itih geografskih regija, tako da su zastupljeni
razli¢iti klimatski uslovi, kulturna praksa i vrste zemljiSta. Maksimalna
koli¢ina ostataka pesticida je odredena za sve poljoprivredne proizvode,
gdje su pesticidi koriSteni direktno na usjevima namijenjenima za ljudsku
konzumaciju, ili na usjevima kojima se namijeravaju hraniti Zivotinje.
Takoder MRL vrijednosti su odredene za Zivotinjske proizvode koje
konzumira ¢ovjek, npr. meso, mlijeko i jaja. U nekim sluc¢ajevima, odredeni
suiza preradenu hranu ako postoji moguénost da se pesticidi koncentriraju
prilikom preradivanja ili za primarno preradenu hranu kao Sto su brasno i
bilina ulja. MRL je vjerodostojno i korisno sredstvo za provedbu
prihvatljivog koristenja pesticida. Medutim, koriStenje MRL-a se pokazalo
neadekvatnim kao vodi¢ za konzumaciju ostataka pesticida putem hrane.
Prilikom analize studija gdje se procjenjivao unos ostataka pesticida
hranom pokazano je kako se koristenjem MRL-a kao osnovnog pokazatelja
procjene unosa ostataka pesticida doslo do precjenjivanja stvarnog unosa.
SZO0 je zato preporucila drugaciji pristup za procjenjivanje prehrambenog
rizika od izloZenosti pesticidima koji ukljucuje Cinjenicu da se hrana ve¢inom
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procesira u industriji/ku¢anstvima prije same upotrebe 3Sto utjece na
konacnu kolic¢inu ostataka u njoj. Tako, npr. sadrzaj ostataka pesticida
zaostao na usjevima uobicajeno opada prilikom transporta, skladiStenja,
pripreme i procesiranja. Zato je razvijen faktor procesuiranja (Pf) -
usporedba sadrzaja ostataka pesticida u procesuiranoj i ne procesuiranoj
namirnici. Predlaze se da se rukovanje hranom nakon berbe, te
procesuiranje hrane uzima u obzir kod procjene unosa ostataka pesticida
hranom, kako bi se pruZzila realnija procjena prehrambenog unosa, i tako
osigurala sigurnost konzumenata. Ukoliko ipak dode do premasenih
vrijednosti MRL-a na usjevima, one su snazni pokazatelji krSenja dobre
poljoprivredne prakse.

Preventivne mjere

Obzirom da upotreba pesticida nije bezopasna u interesu je svestirizik, koji
oni predstavljaju za Covjeka i okoliS na najmanju mogucu mjeru. Danas
postoje brojne mjere kojima se moze smanijiti rizik kojeg sa sobom nosi
upotreba pesticida, ipak, za sigurnost hrane opcenito, najznacajnije su:

Administrativne - Svaka drZzava razli¢itim administrativnim mjerama (zakoni
i podzakonski akti, karantenska sluzba, izvjestajno prognozna sluzbai sl.)
provodi sistem zastite bilja.

Agrotehnicke — Agrotehnicke mjere obuhvadaju plodosmjenu, zaoravanje
biljnih ostataka, sjetvu/ sadnju zdravog sjemenskog odnosno sadnog
materijala, uzgoj tolerantnih/otpornih kultivara, suzbijanje korova
alternativnih domacina fitopatogenim gljivama, izbalansiranu gnojidbu,
navodnjavanje i odvodniju kao i pravovremenu sjetvu/sadnju te Zetvu. One
pozitivno djeluju na rast, razvoj i vitalnost biljaka, pri ¢emu negativno
djeluju na patogene, a njihovo pravilno provodenje moZze znacajno smanijiti
intenzitet pojave bolesti.

Mehanicke - Mehanicke mjere borbe obuhvataju odsijecanje, cupanje i
iznosSenje iz nasada bolesnih biljaka ili biljnih dijelova kako ne bi postaliizvor

zaraze za zdrave biljke, uniStavanje biljnih organa u kojima parazit
prezimljuje i uklanjanje samih parazita.
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Fizikalne - Fizikalne mjere podrazumijevaju primjenu visokih temperatura za
suzbijanje uzrocnika bolesti (termoterapija). Toplinska energija moze se
primijeniti za dezinfekciju zemljiSta vodenom parom (80 do 95°C), no ova
se metoda, iako vrlo efikasna, rijetko koristi jer je skupa. Drugi nacin
primjene visokih temperatura u podrucjima s dugim i vruc¢im ljetima je
solarizacija, pri ¢emu se zemljiSte prekriva tankom prozirnom
polietilenskom folijom, u trajanju od jednog do dva mjeseca.

Bioloske se mjere jo$ uvijek malo koriste u borbi protiv uzro¢nika biljnih
bolesti. Mogu se koristiti manje agresivni (hipovirulentni) sojevi virusa pa
se tako na primjer pokuSao rijesSiti problem Pepinomozaik virusa na
paradajzu. U staklenicima i plastenicima protiv uzrocnika sive plijesni
(Botrytiscinerea) moguca je upotreba biofungicida na osnovi predatorske
gljive Trichodermaharzianum.

Hemijske mjere pretpostavljaju upotrebu razlicitih hemijskih preparat a koji,
ovisno o vrsti preparata, uzrocniku bolesti ubijaju ili zaustavljaju njegov
porast i razvoj.

Ekoloski prihvatljiv pristup zastititi bilja je tzv. integrisana zastita koja se
temelji na kombinaciji metoda fizi¢cke kontrole (mreZe protiv muha i ptica i
sl.), metoda kulturoloske kontrole (higijenske mjere), metoda bioloske
kontrole (koristenje prirodnih neprijatelja i metoda hemijske kontrole
(primjena pesticida, ali uz minimalan rizik za neciljane organizme).

Andliticke tehnike za dokazivanje rezidua pesticida u hrani

Pesticidi Cine heterogenu grupu kemijskih spojeva s razlicitim bioloskim,
kemijskim i fizikalnim osobinama i zbog toga ne postoji jedinstvena metoda
ili tehnika njihovog odredivanja.

Analiticke tehnike za odredivanje pesticida ekstrahiranih iz razliCitih tipova
uzoraka hrane, moraju biti visoko selektivne te omoguditi kvalitativnu i
kvantitativhu analizu pri vrlo niskim koncentracijama analita. Uz odabir
prikladnog  postupka pripreme uzorka, odabir instrumentne
tehnike, cesto je klju¢an korak za uspjeSnu analizu. Hromatografske
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tehnike, od kojih valja izdvojiti plinsku i teku¢u hromatografiju,
udovoljavaju navedenim zahtjevima za odredivanje pesticida (GC — MS).

QUEChERS (eng. Quick Easy Cheap Effective Rugged And Safe) predstavlja
skracenicu za: brzu, jednostavnu, jeftinu, ucinkovitu, robusnu i sigurnu
metodu ekstrakcije, koja je razvijena u cilju odredivanja ostataka pesticida
u poljoprivrednim proizvodima, te se koristi za Sirok spektar pesticida
prisutnih u hrani.

78



3.2. REZIDUE VETERINARSKIH LIJEKOVA

U danasnje vrijeme upotreba veterinarskih lijekova je postala

svakodnevnica, a sve u svrhu sprjecavanja ili iskorjenjivanja mnogih bolesti
koje prijete Zivotinjama, a koje bi mogle ostaviti nesagledive Stetne
posljedice i po same zZivotinje, a i po farmere i ljude koji konzumiraju
proizvode od tih Zivotinja. Gledajudi sa te strane veterinarski lijekovi su
neizostavni i pomazu u lije¢enju mnogih bolesti Zivotinja, ali s druge strane
veliku opasnost predstavljaju njihove rezidue koje se mogu naci kasnije u
proizvodima, koji poti€u od Zivotinja tretiranih sa tim lijekovima.

Rezidualne koli¢ine nekog lijeka Cine:

* neizmijenjene antimikrobne aktivne supstance,

* metabolicki izmijenjene supstance koje su i dalje antimikrobno
aktivne i

+ inaktivni oblici primijenjenog lijeka (Slika 13).

Koji ¢e oblik rezidua biti zastupljen — nativni ili izmijenjeni zavisi od
vremenskog perioda/karence , koji protekne od posljednje primjene lijeka i
Zrtvovanija zZivotinje. Karenca lijeka, odnosno period njegovog izluCivanja iz
organizma Zzivotinja, najvazniji je faktor koji utiCe na pojavu rezidua
antibiotika ali i drugih lijekova u namirnicama animalnog porijekla

Rezidue veterinarskih lijekova u hrani se uglavnom mogu nadi u: mesu,
mlijeku i jajima Zivotinja koje su bile tretirane lijekovima, zbog lijecenja
odredene bolesti ili se dodaju zbog brzega rasta, vedega prinosa mesa,
nadzora reprodukcije te umirenja zZivotinja.

S obzirom da su animalni proizvodi jedni od naj¢eS¢e konzumiranih
proizvoda u svakom domacinstvu, vrlo je vazno da su oni zdravstveno
ispravni, i da ne sadrze rezidue u vedim koli¢inama od dopustenih
vrijednosti, propisanih zakonskim propisima.
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PRIMJENJENI VETERINARSKI LUEK

|

in vivo
metabolisani
rezidui

postmortalno

nepromijenjeni degradirani

rezidui lijekova .
, rezidui

Slika 13. Moguce promijene lijeka nakon unosenja u organizam Zivotinje

Zivotinje koje se uzgajaju, za meso, odredeno se vrijeme (ovisno o vrsti
lijeka) prije usmrdéivanja ne smiju tretirati lijekovima, ovisno o karenci.
Veterinari i stocari, zbog toga imaju veliku odgovornost i obavezu da prate
period karence kod Zivotinja koje su na bilo koji nacin tretirane
veterinarskim lijekovima, a namijenjene su za ishranu ljudi. Jedino na ovaj
nadin je moguce obezbijediti da se u jestivim tkivima Zivotinja, mlijeku i
jajima ne pojave nedozvoljene kolicine rezidua lijeka. U suprotnom ljudi,
kao konzumenti namirnica Zivotinjskog porijekla, ¢e biti kontinuirano,
tokom Zivota, izloZeni djelovanju zaostataka tih materija, koje mogu imati
brojne negativne efekte na zdravlje, ali i na tehnoloske postupke.

Postoji veliki broj veterinarskih lijekova, ali opcenito rezidue veterinarskih
lijekova, od tretiranja Zivotinja, se najcesce dijele na:

* antibiotike,

* antiparazitne lijekove,
* hormonske pripravke,
* antiseptike,

* dezinficijensei
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* sredstva za smirenje.

Farmakokinetika lijeka, odnosno njegova resorpcija, raspodjela u
organizmu, metabolicki procesi kojima podlijeZe, i eliminacija su faktori koji
znacajno uti¢u na efikasnost lijeka i period njegovog izluivanja iz
organizma (karencu).

Kontrola ostataka (rezidua) u hrani iznimno je vazan dio veterinarskog
javnog zdravstva kao i cjelokupnog sistema sigurnosti hrane, narocito
danas, u uslovima intenzivne proizvodnje hrane, koja je pradena
upotrebom razlicitih hemijskih supstanci. S tog glediSta, znacajna je
mogucnost Stetnog djelovanja po zdravlje ljudi ukoliko zaostanu u
proizvodima animalnog porijekla.

U pogledu utjecaja procjene Stetnosti i negativnih efekata na zdravlje, kao
i tehnoloSke efekte na animalne proizvode, posebno se isticu antibiotici.

Zdravstveni rizici

Osim tehnoloskih negativnih efekata, veoma znacajne su Stetne posljedice
po zdravlje ¢ovjeka. Realna su ocekivanja pojave alergijskih efekata nakon
konzumiranja namirnica koje sadrze rezidue antibiotika. Postoje dvije
mogucnosti da dode do pojave senzibilacije ili alergijske reakcije uslijed
prisustva antibiotika u namirnicama. Prva mogudnost je stalna senzibilacija
organizma reziduama antibiotika iz hrane, a kao posljedica se moze javiti
alergijska reakcija, pri terapijskoj primjeni antibiotika. Druga moguc¢nost je
pojava alergije prilikom upotrebe Zivotnih namirnica kontaminiranih
reziduama ovih lijekova, kod osoba koje su vec senzibilisane prethodnom
terapijom antibioticima. Manifestacija alergijske reakcije kod razlicitih
grupa preosjetljivih osoba moze da bude razli¢itog intenziteta.

Osim alergijskih reakcija, rezidue antibiotika u hrani animalnog porijekla
mogu nakon duzeg konzumiranja izazvati i mikrobnu rezistentnost kod
covjeka, Sto predstavlja veliki problem, kao i poremetiti crijevnu mikrofloru,
a neki od antibiotika, poput hloramfenikola i nitrofurana izazivaju i djeluju
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genotoksi¢no i kancerogene, te su stoga i zabranjeni, mada se i dalje
primjenjuju ilegalnim putem.

Zbog ucestalog izlaganja antibioticima, upravo putem hrane animalnog
porijekla koja sadrzi vece koli¢ine rezidua antibiotika od dopuStene,
bakterije mogu stvoriti mehanizme za neutralizaciju ucinka lijeka uslijed
Cega vrlo brzo postaju rezistentne.

Neki lijekovi mogu da imaju kancerogeno, mutageno i teratogeno
djelovanje. Smatra se da su mogudi teratogeni i mutageni efekti
antimikrobnih lijekova povezani sa njihovom osobinom da najcesce djeluju
antibakterijski, ometajudi sintezu proteinai daje osnova njihove toksic¢nosti
isto djelovanje i na C(elije humanog organizma. Poseban problem
predstavljaju mutageniikancerogeni efekti pojedinih hormona. Hormonski
se lijekovi koriste u svrhu brzega rasta i boljega prirasta, kontrole spolne
zrelosti (ubrzanje ili odgode parenja, povelanje mlije¢nosti krava ili
produkcije jaja kod nesilica KoriStenje svih oblika hormonskih promotora
rasta zabranjeno je u EU od 2006., iako se, zbog teSkog otkrivanja, mogu
jos nadi na crnome i sivome trzistu, ali i u SAD-u i Kanadi gdje su dozvoljeni.

Osim Sto se unosom takvih materija u organizam direktno moze poremetiti
hormonska ravnoteza, oni, takoder, djeluju i genotoksi¢no i kancerogeno
na ljudski organizam. Za hormone je karakteristicna karcinogenost
(zabranjeni karcinogeni DES17 R estradiol: genotoksi¢ni metaboliti).
Toksicni su za srce i plu¢a i zabranjen je klenbuterol. Neki su karakteristicni
za razvojnu toksi¢nost (DES, 1980: feminizacija djecaka i uranjen pubertet
kod djevojcica). Ostaci hormona, takoder, mogu utjecati na embrionalni,
hormona su novorodencad, djeca u pubertetu i Zene tijekom i poslije
menopauze. EpidemioloSkim je studijama utvrdena povezanost unosa
crvenoga mesa s vecom ucestalosti hormonski ovisnih vrsta raka, poput
raka dojke i genitalnoga trakta

Odito je da se rezidui antimikrobnih lijekova, kao i anabolici, mogu nadi u
hrani i da njihovo prisustvo predstavlja rizik za zdravlje ljudi, posebno
pojedinih populacionih grupa kao $to su trudnice, djeca i hroni¢ni bolesnici.
Od svih veterinarskih lijekova najcesca je primjena antibiotika.
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3. 2. 1. ANTIBIOTICI

Antibiotici su specifi¢ni proizvodi metabolizma, koji posjeduju visoku
fizioloSku aktivnost prema odredenim grupama organizama kao Sto su
virusi, bakterije, plijesni, protozoe ili zlo¢udni tumori, zadrzavajuci njihov
rast ili uniStavajuci ih. Osim prirodnih, dobivenih mikrobnom biosintezom,
postoje sintetski i polusintetski antibiotici odnosno hemijski spojevi nastali
hemijskom modifikacijom, mikrobnom biosintezom proizvedenih
antibiotika. Antibiotike proizvode mnogi organizmi kao sto su bakterije,
gljiive, alge, lisaji, biljke i zivotinje, a industrijski se proizvod
mikroorganizama, te ih je u upotrebi oko 200 razli¢itih vrsta. Antibiotici se
razlikuju od opstih bioloskih toksina (fenoli, alkoholi, organske kiseline) po
selektivnom odnosno, specificnom djelovanju i visokoj fizioloskoj
aktivnosti, Sto znadi da djeluju na osjetljive mikroorganizme u vrlo niskim
koncentracijama (10-4 do 10-6 g/mL).

Antibiotici se mogu klasificirati na nekoliko nacina. MoZzemo ih podijeliti
prema mikroorganizmu koji ih proizvodi, nadinu i spektru djelovanja,
prekursoru iz kojeg se sintetiziraju, metabolickom putu biosinteze te
prema njihovoj kemijskoj strukturi. Upravo je podjela prema hemijskoj
strukturi (Tabela 20) najces¢i nadin klasificiranja antibiotika, jer antibiotici
iste ili slicne hemijske strukture pokazuju slicnost i u antibakterijskoj
aktivnosti, efikasnosti, toksi¢nosti i alergijskom potencijalu.
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Tabela 20. Podjela antibiotika prema hemijskoj klasifikaciji i mehanizmu

djelovanja(Kohanski i sar., 2010.)

VRSTA LUJEKA PORIJEKLO MJESTO
DJELOVANJA
Fluorokinoloni sintetsko Inhibicija
sinteze DNK

Trimetoprim- sintetsko Inhibicija

sulfamethoxazol sinteze DNK

Rifamicin Prirodni i polusinteticki oblici ansamicina Inhibicija
(derivati S. mediteranei) sinteze RNK

B-laktami Prirodne i polusintetske forme sa Inhibicija
karbonilnimlaktamskim prstenom sinteze

celijskog zida
Priridne i polusintetske forme aminopeptidnih Inhibicija

Glikopeptidi i lanaca (za glikopeptide) ili sa vezanim masnim sinteze

glikolipopeptidi  kiselinama kod glikolipopeptida(derivati celijskog zida
aktinobakterija)

Lipopeptidi Prirodne i polusintetske forme peptidnih lanaca  Inhibicija
masnih kiselina (dobiveni od S. roseosporusi B. sinteze
polymyxa) Celijskog zida

Aminoglikozidi Prirodne i polusintetske forme amino Secera Inhibicija
(-mycin) od Streptomycesspp. i-mycins od sinteze
Micromonosporaspp.) proteina

Tetraciklini Prirodne i polusintetske forme -4 prstena Inhibicija
poliketona (od S. aureofaciensi S. rimosus) sinteze

proteina

Makrolidi Prirodne i polusintetske forme vezanog Inhibicija
laktonskog prstena (14-116-) (od S. erythraea sinteze
i S. ambofaciens) proteina

Streptogramini Prirodne i polusintetske forme pristinamycin i Inhibicija
pristinamycin Il (od Streptomycesspp.) sinteze

proteina

Fenikoli Priridne i polusintetske forme dihloroacetatne Inhibicija
kiseline sa aromatskim prstenom | sinteze
aminopropandiol lancem (od S. venezuelae) proteina

Antibiotici koji se koriste u veterinarskoj medicini pripadaju sljededim
osnovnim skupinama (Makovec i sur., 2014)
antibiotici  koji najcesce

* B-laktamski predstavljaju  grupu

primjenjivanih antibiotika u tretiranju bakterijskih infekcija Zivotinja
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Zbog

na farmama, te obuhvadaju dvije glavne skupine antibiotika:
peniciline i cefalosporine;

aminoglikozidni antibiotici koji se koriste u lije¢enju animalnih i
humanih bolesti ¢iji su najpoznatiji predstavnici gentamicin,
linkomicin, neomicin, streptomicin, kanamicin, amikacin i apramicin;
makrolidni antibiotici su grupa antibiotika koja se u veterinarskoj
praksi koristi za tretiranje respiratornih bolesti, a najpoznatiji
predstavnici su: acetilsovaleriltilvalozin, eritromicin, spiramicin,
tilmikozin, tilozin i tulatromicin;

peptidni antibiotici s naj¢es¢om primjenom u lijecenju upalnih
procesa urinarnog trakta diji su najpoznatiji predstavnici cink-
bacitracin, efrotomicin i virginijamicin;

tetraciklinski antibiotici su Cesto primjenjivana grupa antibiotika
zbog Sirokog spektra djelovanja, a najpoznatiji predstavnici su
klortetraciklin, oksitetraciklin, tetraciklin i doksiciklin;

kinoloni, odnosno sinteticki antimikrobni agensi Sirokog spektra
djelovanja koji se upotrebljavaju u stocarstvu i za akvakulture, a
najpoznatiji predstavnici su sarafloksacin i difloksacin.

uCestalog izlaganja antibioticima, bakterije moraju stvoriti

mehanizme za neutralizaciju djelovanja lijeka(Slika 14), uslijed cega vrlo

brzo postaju rezistentne. Razlikujemo Ccetiri osnovna mehanizma

otpornosti-rezistentnosti, koji se mogu medusobno preklapati:

* Stvaranje enzima koji razgraduju molekulu antibiotika - enzimska

inaktivacija lijeka. Primjer za to je enzim [-laktamaza koja hidrolizira

Cetveroclani f-laktamski prsten, aktivni dio molekule penicilina i

cefalosporina, te navedeni lijekovi gube svoje djelovanje.

* Promjene u Celijskom zidu ili u Celijskoj membrani (ovim se sprjecava

prodiranje lijeka u bakterijsku stanicu).

* Promjene u mjestu vezivanja lijeka ili nestanak tih veznih mjesta (vecina

lijekova djeluje na specificna mjesta kao Sto je protein, RNK, DNK ili

Celijska membrana, a samo male promjene na mjestima izlaganja

djelovanju antibiotika mogu zastititi bakteriju od Stetnog djelovanja
lijeka).
* Promjene osnovnih metabolickih puteva
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Povecana

Antibiotik

Slika 14. Mehanizam otpornosti na antibiotike(Juri¢ i Kukolj, 2010. )

Povedana rezistencija uocena je kod vedine patogena proteklih godina u
razli¢itim regionima svijeta ukljucujudi i razvijene zemlje. Ovo se deSava
uslijed promjene u karakteristikama mikroorganizama, povecanom
upotrebom antibiotika, te druStvenim i tehnoloSkim promjenama koje su
ubrzale razvoj i Sirenje organizama koji su rezistentni na lijekove.
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Primjena antibiotika

Antibiotici se upotrebljavaju u mnogobrojne svrhe te se mogu koristiti kao:

1. Terapeutska sredstva: za lijeCenje bolesti. Zarazene Zivotinje dobivaju
terapiju antibioticima, Sto obic¢no uklju¢uje visoke doze antibiotika u
relativno kratkom vremenskom periodu.

2. Profilakticka sredstva: za prevenciju bolesti. To ukljuc¢uje davanje sub-
terapijskih doza antibiotika Zivotinjama putem hrane ili vode za pice,
kada su znakovi i simptomi infekcije odsutni, ali postoji sumnja na nju.
Antibiotici se primjenjuju periodi¢no po nekoliko dana tijekom Zivotnog
ciklusa zivotinje.

3. Promotori rasta: Za povecanje stope rasta. Upotrebu promotora rasta
karakterizira primjena vrlo niske doze antibiotika na svakodnevnoj bazi,
uglavnom tokom cijeloga zivota Zivotinje, i daje joj se putem hrane.
Ovakva upotreba se razlikuje od terapeutske i profilakticke upotrebe
antibiotika, koji se koriste u ve¢im dozama i ve¢inom se primjenjuju kroz
vodu za pice. Za antibiotike koji se koriste kao promotori rasta je
poznato da potiskuju crijevne bakterije ostavljajudi vise hranjivih tvari
koje onda Zivotinja apsorbira za vece dobivanje na teZini.

Na slici 15.prikazano je sedam glavnih skupina antibiotika, te njihovi udjeli u
koristenim veterinarskim lijekovima, pri ¢emu najveci dio ¢ine sulfonamidi i
fluorokinoloni.

Tetraciklini, B-laktami, sulfonamidi, aminoglikozidi, fluorokinoloni,
oksazolidinoni, fenikoli su antibiotici, koji se koriste u ve¢im dozama, i
vedinom se primjenjuju kroz vodu za pice. Za antibiotike koji se koriste kao
promotori rasta je poznato da potiskuju crijevne bakterije ostavljajudi vise
hranjivih materija, koje onda Zivotinja apsorbira za vece dobivanje na teZini.
Istrazivanje takoder pokazuje da je ,,korist“ od upotrebe promotora rasta
vise vidljiva u bolesnih Zivotinja ili onih koje se drze u skucenim,
nehigijenskim uvjetima. Terapijska upotreba antibiotika se ne dovodi u
pitanje, ali se razlikuju stavovi naucnika o upotrebi antibiotika kao

87



promotora rasta kod Zivotinja, te se i dalje vodi rasprava o tome da li ¢e
zabrana ovih supstanci imati pozitivne efekte na ljudsko zdravlje.

Tetraciklini
8%

Fenikoli
15%

Oksazolidinoni _~

8%

B-laktami
15%

Fluorokinoloni

19%

Sulfonamidi
20%

Aminoglikozidi
15%

Slika 15. Distribucija najceSce koristenih skupina antibiotika koji se koriste
kao veterinarski lijekovi, a detektirani su u hrani (Chafer-Pericas i sur.,
2010)

U Evropskoj uniji, virginiamicin (Streptogramin A), bacitracin (takoder se
koristi u humanoj medicini), tilozin i spiramicin (makrolidi) su zabranjeni
kao promotori rasta. Zbog potencijalnog toksi¢nog utjecaja na ljude, te
mogucnosti pronalaska metabolita, u jestivim tkivima, primjena
hloramfenikola u Zivotinja, ciji su proizvodi namijenjeni ljudskoj upotrebi,
zabranjena je u Evropskoj Uniji. Evropska Unija uspostavila je i tzv. ,,zero
tolerance” te je hloramfenikol uvrSten u skupinu supstanci za koje se
maksimalno dozvoljena koli¢ina u namirnicama Zzivotinjskog porijekla ne
moze odrediti iz toksikoloskih razloga.

Uprkos zabrani, ostaci hloramfenikola  se pronalaze u svim vrstama
proizvoda Zivotinjskog porijekla (Tabela 21), $to izaziva veliku zabrinutost
potrosaca.
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Tabela 21. Koncentracija hloramfenikola (ng/kg) u mesu goveda, svinja,
peradi i mesnim proizvodima odredene tokom 2010. godine
(Bilandzi¢i  sar., 2011.)

Vrsta Broj Minimum Maksimum  Srednja  Standardna
mesa uzoraka vrijednost greska
Govedina 109 0,108 202,9 15,8" 2,65
Svinjetina 46 0,263 92,7 1,3" 2,41
Perad 33 1,01 139,2 15,5" 15,5
Proizvodi 21 0,177 17,9 3,54 0,965
“p<0,05

Primjena antibiotika u stocarstvu dovela je do suzbijanja mnogih zaraznih
bolesti a njihova upotreba stvorila je mnoge probleme u mljekarstvu. lako
antibiotici mogu dospjeti u mlijeko nakon terapije raznih oboljenja, ali i kao
posljedica dodatka sto¢noj hrani, vrijeme izluCivanja antibiotika varira kod
pojedinih Zivotinja, Sto zavisi od vrste lijeka, unesenim koli¢cinama, nacinu
aplikacije, dobi Zivotinje, zdravstvenom stanju, stadiju laktacije, te
individualnim osobinama zivotinja. Zbog Siroke primjene antibiotika u
lijecenju Zivotinja, rezidue istih su ¢esta pojava u mlijeku.

Antibiotici u mlijeku

Nakon zavrSetka tretmana, oboljele Zivotinje, antibiotici se zadrzavaju u
vimenu i izlucuju mlijekom. Najcesdiizvor rezidua antibiotika u mlijeku jeste
intra mamarna aplikacija lijeka, tokom lijecenja mastitisa (upale vimena),
tako da tkivo apsorbira dio lijeka, pri Cemu se odredena kolicina izluCuje
mlijekom. Antibiotski agensi dospijevaju u mlijeko i preko parenteralne,
peroralne, intrauterirarne, intravenozne i intramuskulurane upotrebe.
Koncentracija izluCenih antibiotika u mlijeku u velikoj mjeri zavisi od
zdravstvenog i fizioloSkog stanja Zivotinje, te pored toga zavisi i o koliCini i
vrsti upotrebljenog antibiotika, koli¢ini proizvedenog mlijeka i nacinu
unoSenja u organizam. U pravilu bez obzira na nacin unosenja lijeka u
organizam, vece koli¢ine unesenog antibiotika imaju za posljedicu vecu
koli¢inu rezidua u mlijeku.
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Prisutnost antibiotika u mlijeku Stetna je zbog slijedecih razloga:

» dovodi do antibioticke rezistencije,

+ ima alergijski i anafilakticki uc¢inak (npr. penicilinski preparati),

+ ima toksi¢ni udinak (npr. streptomicin ostecuje sluh i bubrege,
hloramfenikol osteduje jetru i koStanu srz)

» uzrokuje poremecaje u probavi,

» dovodi do hormeze (adaptivni odgovor na niske razine stresa),

* imaimunosupresivno djelovanje,

» utice na metabolizam hranjivih tvari,

+ djeluje negativno s tehnoloskog aspekta proizvodnje fermentiranih
mlije¢nih proizvoda.

Antibiotici u mlijeku ispoljavaju inhibitorna svojstva prilikom upotrebe
starter kultura, koje se koriste tokom fermentacije mlijeka, za dobijanje
raznih fermentiranih proizvoda (jogurt, sir, kefir i dr.). Mnogim
istraZivanjima je utvrdeno da, koncentracija antibiotika ve¢ od 0,05 IU/ml
mlijeka moze u tehnoloSkom smislu izazvati Citav niz problema. Koagulacija
mlijeka, ovisno o koncentraciji antibiotskih ostataka, produzuje se za1do 3
sata, ili posve izostaje

Preventivne mjere za smanjenje rezidua antibiotika

U tom smislu, vaznu kariku u lancu proizvodnje zdravstveno ispravne hrane
¢ine i farmeri i ostali subjekti u poslovanju, koji moraju postivati pravila
struke i dobre proizvodacke (poljoprivredne) prakse, kako bi se svi rizici od
rezidua veterinarskih lijekova sveli na minimum. Prateéi opsti trend
prilagodavanja legislativi Evropske unije i BiH propisi o reziduama nisu
iznimka, Sto je joS jedan korak dalje za svrsishodnu i efikasnu zastitu
zdravlja potrosaca.

Da bi garantovali da je mlijeko slobodno od bilo kakvih rezidua antibiotika
sprovode se sistematske mjere i podrzavaju od strane drzavnih organa,
medunarodnih organizacija i na kraju od strane industrije mlijeka i samih
proizvodaca. Kvalitetno gazdovanje u pristupu sprecavanja rezidua
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antibiotika u proizvodniji mlijeka na farmama pocinje od sirovog mlijekaiide
do krajnjeg proizvoda.

Kvalitet kontrolnog sistema u industriji mlijeka u svrhu kontrole rezidua
antibiotika, u osnovi se zasniva na dva principa:

1) Procjena kvaliteta mlijeka na farmi od koje zavisi cijena Sto ima direktan
uticaj na proizvodace mlijeka.

2) Procjena dovezenog mlijeka u fabriku mlijeka prije istovara u cisterne.
Dalje kontrole pri preradi mlijeka mogu se vrsiti na nivou cisterne ili za
vrijeme prerade. Krajnji proizvodi takoder podlijezu kontroli od strane
mljekarske industrije i drzavnih inspekcijskih sluzbi. Ovi sistematski
nadini kontrole u toku procesa proizvodnje od sirovog mlijeka do
krajnjih  proizvoda (“od pase do <ase”) trenutno su utvrdeni i
primjenjuju se u vedini mljekarskih industrija razvijenih zemalja.

Andliticke tehnike za odredivanje rezidua veterinarskih lijekova u hrani

Rezidue veterinarskih lijekova u namirnicama animalnog porijekla stvorile
su potrebu njihovih dokazivanja u mesu, mlijeku, jajima i drugim bioloskim
supstratima. Poznato je viSe metoda dokazivanja prisustva i kolicine
lijekova u namirnicama zZivotinjskog porijekla, a najvaznije su:

MikrobioloSke metode koje su prikladnije za rutinski rad, jer ne zahtijevaju
skupu i komplikovanu opremu, a dovoljno su osjetljive. Mikrobioloske
metode detekcije antimikrobnih (inhibitornih) materija su vrlo rasirene u
praksi, jer su relativno brze, jednostavne za izvodenje, ne zahtijevaju skupu
opremu i daju pouzdane rezultate. Zajednicka osobina svih mikrobioloskih
analiza je inhibicija rasta test mikroorganizma u prisustvu inhibitora. Test
se moze izvoditi u ¢vrstim i te¢nim hranjivim podlogama. Testovi na ¢vrstim
podlogama se zasnivaju na difuziji inhibitora u podlogu zasijanu test
mikroorganizmom, a kao test mikroorganizmi naj¢es¢e se Kkoriste:
Bacillussubtilis ~ ATCC 6633, Bacillussubtilis  var.mycoides = ATCC
9634,SarcinaluteaATCC 9341, E. coli i drugi.

Hemijske i fiziko-hemijske metode i pored svoje osjetljivosti nisu nasle vecu
primjenu u praksi iz razloga Sto zahtijevaju veoma skupu opremu, slozene
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su za izvodenije i sporije u odnosu na mikrobioloSke. Generalno, hemijske
metode nisu dovoljno specifi¢ne, jer se pri njihovom izvodenju mogu javiti
nespecifi¢ne reakcije sa nekim sastojcima tkiva ili ostacima drugih hemijskih
materija.

Mnogo viSe se koriste fiziko-hemijske metode kolorimetrije,
spektrofotometrije, tankoslojne hromatografije (TLC), gasne i tecne
hromatografije (HPLC). Postoji i metoda florescencije koja se moze
uspjesno koristiti kod detekcije tetraciklina, pri kojoj se kao izvor svjetlosti
koristi UV lampa.

Enzimsko-imunoloski testovi - svaka imunoloSka tehnika je zasnovana na
metodama koje povecavaju osjetljivost analize. U zavisnosti od vrste
obiljezavanja, imunotehnike mogu biti: ELISA (imunoadsorpciona enzimska
analiza), RIA (radioimunoloska analiza), IRMA (imunoradiometri¢na
analiza) i FPIA (imunoanaliza bazirana na fluoroscentnoj polarizaciji).
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4. BIOLOSKI TOKSINI

U danasnjim, ekoloski naruSenim uslovima Zivota, problem mikrobne
kontaminacije hrane (namirnica), primarno patogenim mikroorganizmima,
odnosno njihovim toksinima, kao i toksinima nekih vrsta plijesni, tokom
¢itavoga prehrambenoga lanca (od polja do stola),na svjetskom nivou
poprima sve veci znadaj. Razlog tome jeZastija zdravlja u ljudi i Zivotinja,
zaStita ekonomije i trgovine, uz dosljedno pridrzavanje zakonske
regulative. Najznacajniji bioloski rizici, koji su povezani s takvom hranom
obuhvadaju toksikotvorne bakterije i njihove toksine, te fungalne toksine.

4.1. MIKOTOKSINI

Mikotoksini su sekundarni metaboliti veceg broja saprofitskih
plijesni koji u organizam zivotinja i ljudi najeSce dospijevaju putem
kontaminirane hrane infestirane sporama konidijama ifili fragmentima
micelijuma. Tokom hranjenja, plijesni ispustaju enzime u hranjivu masu radi
razgradnje slozenih sastojaka u jednostavnije, koji su pogodniji za probavu.
Probavljeni nutrijenti koriste se za stvaranje primarnih i sekundarnih
metabolita. Primarni metaboliti sadrze celulozu i druge sastojke koji se
iskoriStavaju za rast i reprodukciju plijesni, a sekundarni metaboliti,
mikotoksini, koriste se za odbranu od drugih mikroorganizama, ukljucujudi
i druge plijesni.

Danas je poznato vise od 400 vrsta mikotoksina, ali njihov broj se stalno
povecava. Plijesni koje imaju znadaj za prehrambenu industriju, zbog
potencijalne proizvodnje mikotoksina, ukljucuju najinteresantnije ¢lanove
rodova: Aspergillus, Penicillium, Fusarium (Slika 16), Cije su vrste potencijalni
proizvodaci aflatoksina, ohratoksina, zearalenona, trihotecena, patulina i
drugih toksi¢nih metabolita.
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Patulin

Penicillium spp.
Aspergillus spp.

Fusarium

Ohratoksini toksini

Aspergillus Fusarium spp
ochraceus o
Pencillum Fumonizini
viridicatum Trihotoceni

Zearalenon

Aflatoksini

Aspergillus
vlavus
A. parasiticus

Slika 16. Plijesni i njihovi mikotoksini koji su od znacaja za prehrambenu
industriju

Organizacija za hranu i poljoprivredu (eng. Food and Agriculture
Organizatjon; FAO) procijenila je da je, na globalnom nivou, 25% usjeva u
konacnici namijenjenih prehrani ljudi ili hranidbi Zivotinja onecis¢eno
mikotoksinima. Procjenjuje se da ekonomski gubici izazvani
kontaminacijom mikotoksinima iznose na stotinu milijardi dolara.

Biosinteza mikotoksina ovisi o:vrsti toksikotvorne plijesni, klimatskim i
okolisnim uslovima, fizikalno-hemijskim faktorima: temperaturi (od -5 do
60°C),sadrzaju vode u namirnici (13% i vise), aw-vrijednosti (iznad o, 65),pH-
vrijednosti (od 3 do 9),koncentraciji gasova u atmosferi i sastavu namirnice.
Mikotoksini u prehrambeni lanac mogu udi:

e direktnim putem, konzumiranjem namirnica biljnog i/ili Zivotinjskog
porijekla (Slika 17), kontaminiranih toksinima tokom neadekvatnog
tehnoloskog procesa proizvodnije ili skladiStenja, i
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e indirektnim putem, konzumiranjem namirnica animalnog porijekla
(meso i proizvodi od mesa, jaja i proizvodi od jaja, riba, skoljke,
rakovi i njihovi proizvodi, mlijeko i proizvodi od mlijeka),
kontaminiranih toksinima preko hrane za ishranu pojedinih
Zivotinja.

Toksinogene
plijesniu
ratarskim =

proizvodima

Kontaminacija
hrane za
Zivotinje

kontaminacija
= mlijeka, mesai sl.

Slika 17. Put kontaminacije sto¢ne hrane mikotoksinima

Pored navedenog, ne smije se zaboraviti znadaj kvaliteta sirovine ili
dodataka za proizvodnju neke namirnice, odnosno upotrebe iskljucivo onih
sirovina u kojima nisu konstatovane rezidue toksina, ¢ak ni u minimalnim
koncentracijama. Jedino sirovina takvog kvaliteta moze biti uslov
proizvodnje zdravstveno bezbjedne namirnice.

Plijesni mogu rasti i proizvoditi mikotoksine na plodovima prije Zetve,
nakon zetve, tokom procesuiranja i skladistenja. Prisustvo ''poljskih"
plijesni zavisi od primijenjenih agrotehnickih mjera, i klimatskih uslova
pojedinih godina, ali prije svega od primijenjenih mjera tokom ubiranja
lietine. Sa duge strane, zabrinjava znacajno prisustvo "skladisnih" plijesni
koje ukazuju na greske u manipulaciji i neadekvatne uslove skladistenja.

Kada se govori o mikotoksinima, neophodno je napomenuti da se radi o
metabolitima izuzetno otpornim na razliCite tretmane, tako da se mogu
nadi i u gotovom proizvodu. Od posebnog znadaja je njihova otpornost
prema dejstvu temperatura, kako visokih, koje se upotrebljavaju u
prehrambenoj industriji (reZzim pasterizacije, rezim sterilizacije), tako i
niskih (hladenje, smrzavanje), uslijed ¢ega se njihova struktura ili ne razara
uopste ili je razgradnja samo djelimi¢na. Cesto 1 do 2% mase proizvoda
sadrzi mikotoksine iznad dopustene kolicine, tako da samo
reprezentativan uzorak moze otkriti mikotoksine i smanijiti rizik od greske
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pri odredivanju u seriji ili lotu. Kombinacija viSe toksina predstavlja izrazit
problem kod detekcije mikotoksina kao i kod pracenja efekata koji oni
izazivaju u organizmu ljudi i Zivotinja.

Uzimajudi u obzir da Zitarice predstavljaju osnovni izvor ugljenih hidrata u
ishrani ljudi Sirom cijele planete one su i osnovni izvor mikotoksina u hrani
za ljude. Cerealije se veoma lako infestiraju gljivicama u razli¢itim fazama
proizvodnje i skladiStenja. Kukuruz se smatra najzagadenijom Zitaricom
mikotoksinima, zatim su tu Secerna trska, pirinac, jeCam i pSenica, a od
sjemenja uljarica kikiriki, soja i suncokret. Treba napomenuti da se
mikotoksini mogu pronadii u vinu, pivu, vocu, povréu, kafi i kakau, zacinima
(Sinovec i sar, 2006)

S obzirom da ne postoje limiti mikotoksina u hrani koji bi kontaminiranu
hranu oznacili kao potpuno bezbjednu potrebno je poznavati osnovne
namirnice koje naj¢es¢e mogu biti izvor intoksikacije. Takve namirnice
Cesto organoleptickiizgledaju kao potpuno ispravne te se zato mikotoksini
i nazivaju ”hladnokrvne ubice”.

Iz svega naprijed navedenog proizilazi da je neophodno da se, pri procjeni
kvaliteta hrane i uticaja na proizvodne rezultate, promjena hranljive
vrijednosti hrane kao posljedica kontaminacije plijesnima uzme u obzir
zajedno sa ostalim faktorima. lako se glavna uloga negativnog uticaja
hrane vezuje za Stetne efekte mikotoksina, mnogo objektivniji pristup je da
se oba faktora — promjena hranljive vrijednosti i prisustvo mikotoksina —
razmatraju zajedno.

4.1.1. AFLATOKSINI

Aflatoksini su veoma toksi¢ni, kumarinski derivati, koje uglavnom
biosintetiSu Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus. lako su relativno
kasno, tek 1960-tih godina zapocela istrazivanja, aflatoksini su skupina
najistrazivanijih mikotoksina. Najvazniji mikotoksin i(Slika 18) iz ove grupe
su aflatoksin B1 (AFB1), aflatoksin B2 (AFB2), aflatoksin G1 (AFG1) aflatoksin

100



G2 (AFG2). Aflatoksini B2 i G1 su dihidroderivati aflatoksina B1i G1, dok su
aflatoksini M1i M2 dihidroderivati aflatoksina B1i B2.

Q o
AFM1 f
_ aH |
- '
0 OCH,

Slika 18. Hemijske strukture najvaznijih aflatoksina

A. flavus nastanjuje zra¢ne dijelove biljke (listovi, cvijet) i proizvodi
aflatoksine skupine B, dok se A. Parasiticus nalazi na dijelovima biljke blize
zemljiStu i proizvodi aflatoksine i B i G skupine. Zivotni ciklus plijesni A.
Flavus moZe se podijeliti u dvije glavne faze: kolonizaciju biljnih ostataka u
zemljiStu i infekciju usjeva. Na pocetku vegetacije, kada nastanu povoljni
uslovi u okolisu, sklerocije i konidije, oblici micelija koji podnose nepovoljne
zimske uslove, pocinju klijati i proizvoditi brojne konidiospore koje se
prenose zrakom. Novi inokulum se Siri pomocu insekata ili vjetrom kako bi
zapocela kolonizacija i infekcija svjeze posadenih kultura (Slika 19).
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Slika 19. Zivotni ciklus plijesni Aspergillus flavus (Battilani i sar. 2012)

Zdravstveni rizici

Kao posljedica ingestije, aflatoksina, javljaju se razli¢iti poremecdaji zdravlja
koji se po stepenu, karakteru i intezitetu ispoljavaju razli¢ito, a u zavisnosti
od koli¢ine i vrste unijetog aflatoksina, duZine unoSenja, opsteg stanja
organizma, kao i starosne kategorije ljudi. Akutno trovanje aflatoksinima
naziva se aflatoksikoza i nastaje konzumiranjem izrazito kontaminirane
hrane gdje se dnevni unos aflatoksina mjeri u miligramima, pa su stoga
dosta rijetke. Akutnu aflatoksikozu obiljezavaju povracanje, anoreksija,
ascites i edem donijih ekstremiteta, te je primije¢eno da se javlja 2 puta
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¢eSce kod muskaraca nego kod Zena. Smrt nastupa naglo, a prethodi joj
krvarenje iz probavnog trakta. Utvrdeno je da subletalne doze aflatoksina
izazivaju perzistentne hepatitise koji traju i po nekoliko godina. Dugotrajna
izloZenost aflatoksinima, kroz hranu, smatra se vaznim rizi¢nim faktorom
za nastanak hepatocelularnog karcinoma, posebno u osoba izlozenih
hepatitisu B.

Medunarodna agencija za istraZivanje raka klasificirala je 4 aflatoksina
(aflatoksin B1, B2, G1, G2) u Grupu 1 karcinogena, dok je aflatoksin M1
klasificiran kao mogudi karcinogen u ljudi (Grupa 2B).

Pojavljivanje u hrani

Aflatoksini, zbog njihove izrazite toksi¢nost, i u¢estale prisutnosti u brojnim
zitaricama, te namirnicama zivotinjskog porijekla predstavljaju najvedi rizik
u prehrambenom lancu, bududi da onecis¢ena krmiva koje se koriste u
hranidbi Zivotinja sa farmi predstavljaju glavni izvor AFB1.

Putem hrane, ljudi su najceSce izloZeni dejstvu aflatoksina na tri nacina:

* Ingestijom namirnica biljnog porekla (pretezno kukuruza i kikirikija)
kontaminiranih aflatoksinom (pretezno AFB1);

* Ingestijom kontaminiranog mlijeka i mlijecnih proizvoda ukljucujudi
sir i mlijeko u prahu (pretezno AFM1) i

* Ingestijom rezidua aflatoksina iz mesaiproizvoda od mesa, kaoijaja
(u manjem obimu od prethodna dva nacina).

Do onecis¢enja sa AFB1moze dodi tokom Zetve, transporta i skladiStenja
Zitaricai proizvoda, kao i prilikom neprimjerenog rukovanja usjevima nakon
Zetve. Ranija istrazivanja ukazuju na to da pojava oneciS¢enja sa AFB1 u
znacajnoj mjeri ovisi o regiji u kojoj se Zitarice uzgajaju. Utvrdeno je da na
stvaranje aflatoksina u razlicitim bioloSkim materijalima utjecu faktori
poput: temperature, pH, vrste supstrata, sadrzaja vlage u supstratu,
vrijednost aktiviteta vode, prisutnosti aflatoksikogenih plijesni, prisutnosti
mineralnih materija, te mehanickog oStelenja zastitne ovojnice zrna.
Primjera radi, optimalna aktivnost vode (aw), za razmnozavanje plijesni i
stvaranje aflatoksina je 0.99, a u uslovima niske aktivnosti vode (0,83)
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samo je utvrdeno stvaranje aflatoksina B1 .U novijim ekoloskim studijama,
izvedenim sa Aspergillus flavus, izolovanim iz kukuruza utvrdeno je da se
ova plijesan najbolje razmnozava pri temperaturama 25°C i 30°C, a
aflatoksin B1 stvara pri temperaturi od 25°C.

Zitarice se mogu kontaminirati za vrijeme vegetacije, uskladistenja i
prerade. U razdoblju prije Zetve, najvedi rizik za razvoj aflatoksina je u
vrijeme ekstremne suse. Kada je temperatura zraka visoka, a istovremeno
vlaZnost zemljiSta je ispod normalne granice, u zraku se povecava broj

143

spora gljivica Aspergillus, koje ,,udu’ u bilku na mjestima ostecenja
uzrokovanih insektima ifili ekstremnim vremenskim uslovima. Infekciji
pogoduje: stres biljke, visoka temperatura (25-38°C), visoka relativna vlaga
zraka (80-90%), ostecenja zrna insektima u polju i skladistu. Osjetljivija su
krupnija i oStecena zrna (mehanicko ostelenje, ostelenja od parazita
(insekata) i ptica. Kontaminaciji zrna pogoduje i deficit minerala u toku
razvoja, neprimjerena vlaga i toplota tokom rasta i zrenja.

Zitarice kod kojih plijesni nisu vidlive mogu da sadrze visok nivo
aflatoksina. Visoka vlaznost i temperatura u silosima pogoduju stvaranju
aflatoksina tokom skladistenja. Opcenito, usjevi uskladisteni duze od
nekoliko dana potencijalni su izvori rasta plijesni, a time i nastanka
mikotoksina, a na prvom mjestu podloznosti onecisc¢enju aflatoksinima su
kukuruz i proizvodi od kukuruza.

Aflatoksini su stabilni hemijski spojevi koje postupci prerade hrane
uglavhom ne mogu unistiti, a s obzirom da su Zitarice est izvor AFB1
posljedicno su oneciS¢eni i gotovi proizvodi na bazi Zitarica. Medutim,
onecis¢enje aflatoksinima ponekad je i neizbjezno, Sto namece potrebu za
uvodenjem pogodnih postupaka prerade hrane i hrane za Zivotinje kojima
bi se mogao inaktivirati toksin. U tabeli 21. su predstavljeni nivoi aflatoksina
u nekim vrstama hrane.
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Tabela 21. Pregled pojave aflatoksina (AFs)(Pleadin i sar., 2017)

Vrstarobe N/Np x +SD Proizvodnja

Sirovo mlijeko 647/558 0,308+0,356 2013
Toplotno tretirano mlijeko 389/343 0,144%0,114 2013
Organsko mlijeko 6/6 0,026+0,018 2013
Infant formula 22/1 0,020 2013
Komercijalni bijeli sir 23/10 0,110 2013
Tvrdi sir 10/10 0,640 2013
Sirovo mlijeko 79/30 0,035+0,013 2014
Toplotno tretirano mlijeko 165/71 0,024+0,012 2014

Jogurt 56/42 0,081+0,092 2013/14

Sladoled 21/14 0,071£0,061 2013/14

Bijeli sir 47/39 0,146%0,170 2013/14

Tvrdi sir 27/21 0,379+0,509 2013/14
Sirovo mlijeko 2695/1555 0,160+0,95 2015
Toplotno tretirano mlijeko 468/364 0,027+0,030 2015
Kukuruz (AFs/AFB;) 180/103 12,700%17,300 2015
Razne Zitarice za dorucak 54/6 0,100+0,0400 2015
Sirovo mlijeko 3646/3094 0,069+0,120 2016
Toplotno tretirano mlijeko 765/753 0,039+0,020 2016

Infant formula 349/23 0,011£0,003 2015/16

Mlijeko u prahu 94/25 0,018+0,010 2015/16

Mlije¢ni napici 58/13 0,034+0,040 2015/16

N- broj uzoraka; NP- Broj pozitivnih uzoraka; SD- standaardna devijacija

Imajudi u vidu Cinjenicu da je u dijelovima svijeta u kojima vlada tropska ili
suptropska klima rizik od onecis¢enja AFB1 opcenito prepoznat kao visok,
dominantan je nadzor nad AFB1 u krmivima kao Sto su kukuruz, pogace
kikiriki i suncokret, ekstrahirani kopar, gluten porijeklom iz kukuruza, rizine
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posije, sjeme pamuka, ljuske palme i sojino zrnje, uvezenim iz trecih
zemalja, za koje je utvrdeno da su glavniizvori AFB1.

Aflatoksini u mlijeku

U mlijeku krava hranjenih hranom, onecis¢enom aflatoksinom Bi(AFB;),
moze se nalaziti aflatoksin M; (AFM;) poznati hepato-kancerogeni spoj
AFM1, metabolit AFB;, koji je produkt bioloske transformacije u
mikrosomima jetre, a izlucuje se u mlijeko kroz mlije¢ne zlijezde sisavaca
hranjenih krmom koja je sadrzavala spomenuti aflatoksin B skupine. Dakle,
prisustvo mikotoksina u mlijeku i proizvodima od mlijeka (Tabela 22) je
ozbiljan problem bezbjednosti hrane, prije svega za novorodencad i djecu

trovanja.

Tabela 22. Koli¢ine aflatoksina u nekim mlije¢nim proizvodima (Milicevic,

2017)
Vrsta robe N/Np x+SD Proizvodnja
Infant formula 349/23 0,011£0,003 2015/16
Mlijeko u prahu 94/25 0,018+0,010 2015/16
Mlijecni napici 58/13 0,034+0,040 2015/16

Istrazivanjima, provedenim s ciljem ispitivanja koli¢ine mikotoksina u
sirovom mlijeku, dokazano je da su prisutne vece koli¢ine AFM1 u mlijeku
skupljenom tokom zime, u odnosu na mlijeko koje se skuplja tokom ljeta
(Tabela 23 ). Visi nivo kontaminacije mlijeka, aflatoksinom AFM1, tokom
zimskog perioda moze se objasniti, time, da su zimi krave hranjene krmom
koja je mogla biti kontaminirana mikotoksinima, kako u polju prije ili tokom
Zetve, tako i u transportu, te tokom skladistenja. S druge strane, niska
ucestalost kontaminacije uzoraka mlijeka sa AFM1, vjerovatno se odnosi na
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¢injenicu da su krave bile viSe na ispasi i hranile se zelenom travom.
UopSteno, AFMimoZe se dokazati u mlijeku 12 do 24 sata nakon
konzumacije aflatoksinom B,, a najviSe se koncentracije dostizu nakon
nekoliko dana. Nakon prestanka unosa AFBsu organizam, koncentracija
aflatoksina M; se smanjuje unutar 72 sata do koli¢ine kada se vise ne moze
dokazati. Mnogi istrazivaci su objavili da postoji linearna veza izmedu
koli¢ine AFM; u mlijeku i AFBsu krmivu.

Tabela 23. Koncentracija AFM; u uzorcima sirovog mlijeka (Markov i sar.,

2010)
GodisSnje  Broj Pozitivni uzorci AFM; (ng/L)
doba uzoraka
n % n % Raspon
Ljeto 30 24 80 9 375 0,17-4,3

1 45,83 5,40-9,89
2 8,33 10,55 — 11,33
2 8,33 26,47 -36,52
Zima 30 28 93,33 7 25,0 8,84 -17,5
17 60,71 21,62 - 42,17
3 10,71 53,57 = 59,12

1 3,57 37,8
Ukupno 60 52 86,66

Aflatoksina M1 je neravhomjerno rasporeden izmedu surutke i grude kao
posliedica njegovog vezivanja za proteine mlijeka, uglavnom kazein.
Najveca koncentracija ovog mikotoksina je u grudi (priblizno 60%), bez
obzira na postupak proizvodnje sira. Koncentracija aflatoksina M1 je 2,5 do
3,3 puta veca u mekim sirevima, i 3,9 do 5,8 puta veéa u tvrdim sirevima,
nego u mlijeku od kojeg su sirevi proizvedeni. Prema tome, koncentracija
aflatoksina M1 u siru zavisi od tipa sira, sadrzaja vode u siru i postupka
proizvodnije sira.
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Aflatoksin M1 je otporan na reZime toplotne obrade koja se koristi pri
preradi mlijeka u proizvode. U pasterizovanom mlijeku, gotovo da ne dolazi
do smanjenja koncentracije aflatoksina M1. Utvrdeno je neznatno smanjenje
aflatoksina M1, u sterilizovanom mlijeku, nakon duzeg skladistenja. Vecina
zemalja je uspostavila granicu za aflatoksin M1 u siru od 0,25 pg/kg, sto
odgovara pretpostavci da je sir napravljen od mlijeka, koje je u skladu sa
propisima (npr.: kontaminacija mlijeka na nivou ispod 0,05 pg/kg), a da se
pri tome, zbog dehidracije, koncentracija aflatoksina M1 poveca do 5 puta.
U Italiji da bi zastitili proizvodnju parmezana granica za aflatoksin M1 je
postavljena na 0,45 ug/kg tvrdog sira.

4.1.2. OHRATOKSINI

Ohratoksini su metaboliti koje sintetiziraju neke vrste plijesni iz roda
Aspergillus (A. ochraceus, A. melleus, A. ostianus, A. sulphurues). Kao
potencijalni proizvodaci ohratoksina, takoder, se navode Pencillium vrste
(P. viridicatumi P. aurantiogriseum). Neki autori navode da ove metabolite
mogu biosintetisati i crne gljive roda Aspergillus (A. niger i A. carbonarius)
kao i A. albertensis, A. auricomusi A. wentii. Kako su ove vrste plijesni jako
rasirene, mogucnost kontaminacije ohratoksinima je velika.

Ohratoksine ¢ine ohratoksin A (OTA), ohratoksin B (OTB), ohratoksin C
(OTC), 4-hidroohratoksin A i ohratoksin a. Iz ove grupe najznacajniji i
najtoksicnije je ohratoksin A (Slika 20).

Slika 20. Hemijska struktura ohratoksina A.
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Ohratoksin A ima Siroku rasprostranjenost, obzirom da se kontaminacija
ovim mikotoksinom moze desiti u podru¢jima veoma toplih i vlaznih
klimatskih uslova, kao i u podrucjima gdje vladaju niske temperature. A.
Ochraceus sintetiSe ovaj mikotoksin pri temperaturama od 12°C do 37°C i
aaw 0,80 (81) dok psihrofilne Penicillium spp. mogu produkovati OTA pri
temperaturama od 4°C do 31°C.

Zdravstveni rizici

Ohratoksin A se smatra nefrotoksi¢nim, teratogenim i imunotoksi¢nim, te
je od strane IARC klasificiran kao mogudi kancerogen za ljude (Grupa 2B).
Sumnja se da je njegovo prisustvo odgovorno za nastanak fatalne bolesti
koja nosi naziv Balkanska Endemska Nefropatija (BEN), a javlja se u
podrucjima jugoistocne Europe, tacnije u ruralnim podrudjima Hrvatske,
Bosne | Hercegovine, Srbije, Bugarske i Rumunije. Procijenjeno je da
priblizno 20.000 ljudi, ili pati od navedene bolesti, ili se sumnja da je oboljelo
od iste. Glavne karakteristike | simptomi ove teske bolesti su primarno
hroni¢na lezija bubrezne kore ili korteksa, tubularna degeneracija,
intersticijalna (meduprostorna) fibroza | hijalinizacija glomerula.

Kod velikog broja eksperimentalnih Zivotinja utvrdena je embriotoksi¢nost
i teratogenost ovog mikotoksina. OTA inhibira sintezu proteina kod
prokariota i eukariota, utice na glukoneogenezu, transportni lanac u
mitohondrijama i resdpiraciju.

Pojavljivanje u hrani

Kontaminacija ohratoksinom A uglavnom se odnosi na Zitarice i njihove
proizvode, ukljucujudi hranu i pice za ljudsku upotrebu. Detektovan je u
kukuruzu, pSenici, zobi pasulju, kikirikiju, vocu, povrcu, vinu, pivu koji imaju
gljivicne infekcije, kao i u siru i mesnim proizvodima kod zZivotinja koje su
konzumirale hranu kontaminiranu ohratoksinima. Obzirom da se svinjska
krv i plazma, kao i razlicite vrste zacina koriste u pripremi kobasica, ovi
proizvodi, takoder, mogu sadzavati OTA.
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Vino, nakon Zitarica, smatra se drugim najvaznijim izvorom ljudske
izlozenosti  OTA. Crvena vina su cesto viSe kontaminirana ovim
miktoksininom u odnosu na desertna, bijela i roze vina. Te razlike se
objasnjavaju tehnologijama proizvodnje vina, proizvodnim
podrucjima(Tabela 24) i vremenskim uslovima tokom uzgoja grozda.

lako se ovaj mikotoksin pojavljuje u hrani Sirom svijeta, glavna podrudja od
interesa su Evropa, a za neke namirnice Afrika. A. ohraceusje pronaden u
osusenoj hrani kao Sto su osusena i dimljena riba, osuSenom vocu, soji,
grasku, grahu, i orasastim plodovima. Zitarice se mogu kolonizirati i
Aspergillus i Penicillium plijesnima koje usjeve napadaju uglavnom nakon
Zetve. Obzirom da su glavni abioticki faktori koji utjecu na rast ovih plijesni
i proizvodnju OTA dostupnost vode i temperatura, zitarice, nakon Zetve,
treba brzo susiti i nivo vlage tokom skladiStenja odrzavati na nivou od

14,5%.

Tabela 24. Nivoi OTA u americkim vinima prema proizvodnim podrucjima
(De Jesus i sar., 2018)
X  Raspon'

Drzava Regija >L0Q (% }
gii QA et gl

21(87,5%) 1,0 0,3-2,1
Sredisnja obala(2)
2 (100,0%) 0,9 0,7-1,1
Kalifornija (24) Sredisnja dolina

4)

Sjeverna obala (18)

3(75,0%) 1,0 0,6-1,4
16 (8879%) 1,0 0,3-2,1

Kanzas (1) 1(100,0%) 1,4 <1,4
Sjeverna Karolina (1) 1(100%) 1,0 £1,0
Njujork (3) 1(33,3%) 0,5 0,5
Oklahoma (2) 1(50%) 8,6 <8,6
Oregon (3) 2(66,7%) 1,4 1,3-1,5
Vasington (3) 3 (100%) 0,9 0,6-1,1

'za regije sa samo jednim vinom iznad LOQ-3a, daje se samo ta izmjerena koncentracija
(kao maksimalna koncentracija).
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Jugoisto¢na Spanija, jugoisto¢na Francuska, jugoisto¢na Italija i Gréka su
identificirani kao podrugja viskog rizika. Vina koja duze fermentiraju obi¢no
sadrze nize koncentracije OTA. Sirée koje je proizvedeno od grozda takoder
je Cesto kontaminirano sa OTA-om. Dakle, glavni put unosa kod ljudi je
preko kontaminiranih Zita, te ljeSnika, rize, kafe, ali i preko proizvoda od
mesa.

FAO/WHO (engl. Food and Agriculture Otganizatjon/World Health
Organizaion) ekspertski komitet za dodatke u hranu su ustanovili nedeljni
tolerantni nivo unosa OTA od 100 ng/kg TM. Radna grupa nordijskih zemalja
i Nau¢nog komiteta za hranu propisali su znatno manji unos ovog
mikotoksina od 5ng/kg TM.

4.1.3. FUZARIUM TOKSINI

Fuzarium toksini predstavljaju sekundarne metabolite vrste roda Fusarium,
koji Cesto napadaju zitarice uzrokujudi bolesti poput palezi klasa pSenice i
je€ma i trulezi klipa kukuruza. Ovim gljivicama su potrebne nize
temperature za rast i proizvodnju mikotoksina nego Aspergillus vrstama, te
je stoga Fusarium mikotoksikoza povezana s kontaminacijom Zitarica u
zemljama sa umjerenom klimom.

Do danas je izolirano oko 150 mikotoksina iz roda Fusarium, medu kojima su
najznacajniji:
— trihoteceni

— fumonizini
— zearalenon

Trihoteceni

Trihoteceni su najveca grupa mikotoksina iz skupine Fusarium toksina. Prvi
put su izoliraniiz Trchotheciumroseum1949. godine. Za rast Fusarium spp. i
biosintezu trihotecena pogoduje visoka vlaznost i nize temperature (21°C)
Na osnovu hemijske strukture moguce ih je podijeliti u Cetiri grupe: A, B, C
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i D. U hrani su naj¢esce zastupljeni trihoteceni tipa A tipa B, koji su znacajni
i sa toksikoloskog stajalista. Od trihotecena tipa A (Slika 21) najznacajniji su
T-2 toksin, HT-2 toksin, i diacetoksiscirpenol (DAS), dok tip B ukljucuje
nivalenon (NIV) i vomitoksin/deoksinivalenon (DON), koji je i najvise
proucavani mikotoksin. HT-2 toksin je metabolit T-2 toksina i naj¢esce se
nalaze zajedno u kontaminiranoj hrani.

F. graminearumje najvazniji proizvoda¢ DON-a, nakon ¢ega slijedi Fusarium
culmorum. Druge vrste kao Sto su Fusarium sporotrichioidesili Fusarium
langsethiae takoder proizvode DON. Optimalna temperatura za rast i razvoj
Fusarium graminearum je izmedu 24 i 26°C, minimalna vrijednost aw je 0,90,
$to znadi da je dominantniji u toplijim podrudjima ( Sjeverna Amerika i Kina),
dok F. Culmorum (psihotrofi¢ni soj, optimalna temperatura za rast i razvoj
21°C) je zastupljeniji u hladnijim predjelima (sjeverna Evropa). Glavna vrsta
odgovorna za proizvodnju T-2 toksina je F. sporotrichioides. Pojava ove
plijesni je karakteristi¢na za Aziju, Afriku, Juznu Ameriku, Evropu i Sjevernu
Ameriku.

éHz

0% TCHs HO | CHy H
OH
DAS toksin DON toksin

Slika 21. Hemijska struktura trihotecena
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Zdravstveni rizici

Istrazivanja su joS nepotpuna, ali smatra se kako su trihoteceni
hemotoksicniiimunotoksicni. T-2 toksin inhibira sintezu proteina, a u ve¢im
dozama DNK i RNK. Djelovanje T-2 toksina povezuje se s pojavom
alimentarne toksi¢ne aleukije (znacajno smanjenje broja leukocita).

Vomitoksin ili DON se smatra jednim od manje toksicnih trihotecena, ali je
izrazito vazan jer je odgovoran za kontaminaciju hrane i krmiva Sirom
svijeta. Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) klasificirala je
DON u Grupu 3, jer nije pokazao kancerogeno djelovanje kod ljudi. Akutni
sindrom karakteriziraju gastrointestinalni znakovi kao Sto su nelagodnost
u stomaku, proljev, povradanje i anoreksija. Najces¢i klinicki znakovi
hroni¢ne izlozenosti DON-u su gubitak teZine i anoreksija. Medutim,
osjetljivost i simptomi povezani s izlaganjem DON-u variraju ovisno o vrsti
bolesti.

Fumonizini

Fumonizini su skupina ne-fluorescentnih mikotoksina, koji su otkriveni
1988. godine. Predstavljaju skupinu sekundarnih produkata metabolizma
koje proizvode razlicite vrste plijesni iz roda Fusarium (F. verticillioides, F.
proliferatum, F. nygamai) kao i Alternaria alternata var. lycopersici. Do danas
je izolirano 28 fumonizina koji su podijeljeni u 4 serije (A, B, Ci P). U prirodi
preovladava B serija fumonizina (Bs, By, B3 i B4) od kojih je Fumonizin B,
(Slika 22) zastupljen do 70% od ukupnog nivoa fumonizina.
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Slika 22. Hemijska struktura fumonizina B,

Ovi mikotoksini su naj¢esce rasprostranjeni kao kontaminanti zrna zita, kao
i hrane za ljude i Zivotinje bazirana na zitaricama u Africi, Kini, Francuskoj,
Indoneziji, Italiji, Filipinima, Juznoj Americi, Tajlandu i SAD-u. Detektovani
su u kukuruzu, zobi, sirku, rizi, brasnu, pSenicni rezanci, slatkom krompiru,
orasima, ljeSnjaku i nekim sirevima. U namirnicima Zivotinjskog porijekla
(jaja, meso i mlijeko) nisu pronadene koli¢ine koje bi imale znacajan
negativan efekat na zdravlje ljudi. Posljednjh godina se pojavljuju izvjestaji
o kontaminaciji evropskog, africkog, azijskog, juzno ameri¢kog kukuruza i
Zivotinjske hrane fumnozinom B, kao najc¢es¢im uzrokom kontaminacije

Temperatura, vlaznost kao i oStecenja od strane insekata su glavni faktori
koji uti¢u na infekciju Fusarium spp. i sintezu toksina. Najintenzivniji rast
plijesni roda Fusaruim odvija se pri relativnoj vlaznosti zraka vecoj od 70% i
temperaturi od 18°C do 24°C, a za aktivaciju enzima uklju¢enih u sintezu
toksina potrebna je niza pocetna temperatura.

Zdravstveni rizici

FB1 uzrokuje regenerativnu hiperplaziju hepatocita i promotor je tumora
uprkos znacajnoj proapoptoti¢noj aktivnosti. lako su istrazivanja na
kulturama Ccelija ukazivala na to da je oksidativni stres mehanizam
genotoksi¢nosti FB1, u novijim se istazivanjima doslo do zakljucka da je
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oksidativni stres posljedica, a ne uzrok toksi¢nosti FB1. lzloZenost
mikotoksinu FB1 povezuje se s pove¢anom ucestalo$¢u karcinoma jednjaka
u juznoafri¢koj pokrajini Transkei i u sjevernoj Italiji.

IARC je zbog nedovoljnih epidemioloskih istraZivanja na ljudima i zbog
dovoljnih dokaza kancerogenosti za Zivotinje. uvrstio FB; u skupinu
mogudih kancerogenih spojeva za ljude (Grupa 2B). Nekoliko je studija
izvijestilo da je FB1 povezan s povecanom prevalencijom jednjaka i
karcinoma jetre u ljudi. Stavise, utvrdeno je da ovaj mikotoksin ima toksi¢no
djelovanje protiv nekoliko organa i aparata (nervnog i kardiovaskularnog
sistema, jetre, pluda, bubrega) u Zivotinja Odgovori inducirani s FB1 su
specifi¢ni za vrstu i spol: na primjer, FB1 moZze inducirati hepatokarcinomi
nefrokarcinom kod Stakora, ali nisu povezani s rakom jednjaka kod
zivotinja. Kompleksni mehanizam djelovanja FB1 zasniva se na inhibiciji
sfingozin (sfinganin) N-acetiltransferaze (ceramidnasintaza). FB1 je
kompetitivni inhibitor u odnosu na oba supstrata ceramidsintaze.

Zearalenon

Zearalenon (ZEA), nekad zvan F-2 toksin (Slika 23), je nesteroidni estrogeni
mikotoksin. U posljednje vrijeme privukao je paznju usljed zabrinutosti da
okoliSni estrogeni imaju potencijal, odnosno moguénost da poremete
funkciju seksualnih steroidnih hormona. Nastaje metabolizmom plijesni iz
roda Fusarium, prvenstveno F. graminearum i nekih izolata F. moniliforme,
F. oxysporium, F. culmorum, F. tricinctum, F. avanaceum, F. equiseti, F.
graminearum i drugih, a prvobitno je izdvojen iz kulture Giberellazeae;
spolnog stadija plijesni F. graminearum.

Redukcijski produkt zearalenona je zearalenol, koji ima dva stereo izomera;

alfa i beta, od kojih je samo a-zearalenol prisutan u prirodi i Cetiri puta je
aktivniji od zearalenona, dok je B-zearalenol samo neznatno aktivniji.
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Slika 23. Hemijska struktura zearalenona

Zdravstveni rizici

Zearalenon i njegovi metaboliti poznati su po estrogenim i anabolickim
osobinama jer uzrokuju inhibiciju hipotalamusa i prednjeg reZnja hipofize
te atrofiju jajnika, sjemenika, prostate i sjemenskih vezikula, a smatra se da
zearalenon djeluje i kao fungalni spolni hormon. Odgovoran je za
morfoloske i funkcionalne poremecaje reproduktivnih organa i oStecenje
spolnih Celija kod domacih Zivotinja Sto dovodi do hiper estogenizma
goveda, svinja i peradi, a najosjetljivije su svinje. Mehanizam djelovanja ZEA
i njegovih derivata jest vezanje za estrogene receptore u citoplazmi stanica
spolnih organa, pri ¢emu nastaje fizioloski odgovor ¢elija sli¢an djelovanju
prirodnog estrogena 17-B-estradiola Cije se vezanje za receptore citosola
uterusa inhibira. ZEA je hepatotoksi¢an, hematotoksi¢an i remeti proces
koagulacije u Stakora. Simptomi izlozenosti ZEA su upala rodnice
(vulvovaginitis), a u Zivotinja koje nisu spolno zrele prolaps rektuma i
rodnice. Kod muskih Zivotinja mozZe uzrokovati atrofiju sjemenika i
povecanje mlijecnih Zlijezda. Na pokusnim je Zivotinjama dokazano da ZEA
prolazi kroz placentu u fetus. Osim estrogenog djelovanja, ZEA inhibira
lucenje folikulstimuliraju¢eg hormona (FSH) zbog cega potiskuje razvoj
folikula ovarija i inhibira proces ovulacije te ima luteotropan efekat, pa
izaziva retenciju Zutog tijela, pseudotrudnodu i anestriju. Od strane IARC-a
klasifikovan je kao kancerogen Grupe 3.
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Pojavljivanje u hrani

Fusarium vrste su najcesce rasprostranjeni kao prirodni kontaminanti zrnja
kukuruza, pSenice, jeCma, razi, zobi, rize, soje i sezama, kao i u brokuli,
hmelju i kupusu. Do kontaminacije dolazi na polju, ali se rast plijesni i
formiranje toksina nastavlja i tokom skladiStenja, osobito ako je ono
neprikladno. Istrazivanja su pokazala da problem kontaminacije Fusarium
mikotoksinima nastaje posebno tokom kisSne godine, karakterizirane
znacajnim temperaturnim promjenama.

Trihoteceni se nalaze u Zitaricama: kukuruzu, pSenici, je¢mu, ali su
pronadeni i u soji, pivu, bananama, sjemenkama senfa, suncokretu. Mogu
udi u hranidbeni lanac putem mlijeka, mesa i jaja, dobijenih od stoke koja je
hranjena kontaminiranom hranom. Rizik izlozenosti ljudi kroz potrosnju
hrane animalnog porijekla, mnogo je manji od direktne konzumacije
kontaminiranih zrna. Najvazniji izvor DON-a i njegovih derivata u prehrani
je hljeb (45,75 %), zatim slijede pivo (14,31 %), kukuruzna krupica (12,48 %),
pseni¢no brasno (7,67 %), dok kokice, kuhani kukuruz, heljda i je¢am
najmanje doprinose unosu DON-a i njegovih derivata (0,01 % i manje)
(Grafikon 2).

Fumonizini su najcesée rasprostranjeni kao kontaminanti zrna Zita, kao i
hrane za bazirana na Zitaricama u Africi, Kini, Francuskoj, Indoneziji, Italiji,
Filipinima, Juznoj Americi, Tajlandu i SAD-u. Detektovani su u kukuruzu,
zobi, sirku, rizi, brasnu, psSeni¢ni rezanci, slatkom krompiru, orasima,
ljeSnjaku i nekim sirevima. U namirnicima Zivotinjskog porijekla (jaja, meso
i mlijeko) nisu pronadene koli¢ine koje bi imale znacajan negativan efekat
na zdravlje ljudi. Posljednjh godina se pojavljuju izvjestaji o kontaminaciji
evropskog, africkog, azijskog, juzno americkog kukuruza i Zivotinjske hrane
fumnozinom B; kao naj¢es¢im uzrokom kontaminacije.

Zearalenon i produkti njegova metabolizma karakteristi¢ni su za pSenicu,
kukuruz, jecam, kikiriki, proizvode fermentacije kukuruza kao Sto je pivo,
ali i u hrani Zivotinjskog porijekla (mesu, mlijeku i sirevima). Obzirom da se
ZEN moze nadi kako u Zitu i proizvodima od zita, tako i u mlijeku, i djecija
hrana moze biti kontaminirana ovim mikotoksinom.
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Kuhani kukuruz | 0,007%
Ispucane kokice | 0,003%
Heljda | 0,001%
Jefam | 0,011%
Rifa = 0,736%
Pienifna krupica | 0,049%
Kuhana tjestenina = 1,377%
Keksi = 1,219%
PEenifno braino s 7 6500
Cokoline 1 0,131%
Punjeni pekarski proizvodi s 4 030%
Platice od Htarica | 0,055%
Prose | 0087%
Pizza == 2 6B80%
Zobene pzhuljice 1 0,350%
Pivo & 1 14,313%
Kruh u 45,753%
Kukuruzno braino = 2 663%
luesl mmm 3 205%
Kukuruzne pahuljice =essm 3 655%
Kukuruzna krupica e— 12 476%

Grafikon 2. Doprinosi pojedinih vrsta hrane ukupnoj izloZzenosti DON-u i
njegovim derivatima u srednjim vrijednostima koncentracija
(HAH, 2018)

DON, ZEA i FUM se takoder, mogu nadi i u plijesnima onecis¢enoj silazi i
sto¢noj hrani. Nivo kontaminacije zavisi od metoda i uslova skladistenja, a
varira u razli¢itim geografskim podrudjima (Tabela 25) i klimatskim
regijama, pod utjecajem formiranja plijesni, nivoa vlage, temperature,
aeracije, prisustva insekata i mehanickih oStecenja pohranjenih Zitarica
(Placintaet al., 1999; Pleadinet al., 2015). U namirnicima Zivotinjskog
porijekla nisu pronadene koli¢ine koje bi imale znadajan negativan efekat
na zdravlje ljudi.
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Tabela 25. Mikotoksini iz roda Fusarium u hrani za Zivotinje

% x+SD itivni
Mikotoksin  Regija pozit/ivnih (nee) Ras"‘(’:g"lﬁ;')t“’“'h
Centralna 18 82 3,112+3,561 24,1-9,256
Istocna 25 84 4,293%4,591 27,3-13,407
DON Zapadna 10 68 2,022+2,897 46,2-9,302
Sjeverna 24 72 2,625+3,225 26,3-11,402
Ukupno 77 77 3,013%3,569 24,113,407
Centralna 18 75 1,516%2,011 8,2-9,431
Istocna 25 71 1,214%1,731 10,1-11,424
ZEA Zapadna 10 56 1,112+1,093 5,7-425
Sjeverna 24 62 1,377%1,735 7,1-4,546
Ukupno 77 66 1,305%1,643 5,7-11,424
Centralna 18 85 925+1,231 33,1-5,612
Istocna 25 82 1,138%1,278 52,4-6,300
FUM Zapadna 10 72 631614 33,8-2,147
Sjeverna 24 79 715+856 40,7-4,793
Ukupno 77 80 8521995 33,1-6,300

uzorkovani u razli¢itim regijama Hrvatske tokom 2015.
godine (Pleadinii sar., 2017)

4.1. 4. PATULIN

Patulin (PAT) je otkriven 1943. godine. Molekula (Slika 24) je prvo ispitivana
kao potencijalni antibiotik, ali naknadna istrazivanja su pokazala njegova
toksikoloska svojstva. Proizvodi ga nekoliko vrsta Aspergillus, Pencillium,
Paecilomyces i Byssochlamys, medu kojima je najrelevantniji P. expansum.
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Slika 24. Hemijska struktura patulina

Gotovo, svi P. expansum, izolati su proizvodadi patulina. lako P. expansum
moze dobro da raste na o ° Cili nize (-2/3 °C), brza sporulacija i rast micelije
su uoceni kada je temperatura skladistenja postavljena na 20-25 ° C.

Zdravstveni rizici

Zdravstveni rizici patulina za ljude ukljucuju akutne i hroni¢ne simptome i
Stetne efekte na Celijskom nivou. NajceSe izaziva gastrointestinalne
poremecaje. Uglavhom je njegovo dejstvo proucavano na Stakorima gdje
je pokazano da uzrokuje gubitak tezine, promjene Zeluca i crijeva, kao i
promjene u funkciji bubrega. Neka istrazivanja su pokazala da patulin
ometa sintezu DNK.

Pojavljivanje u hrani

U prirodi, patulin se esce nalazi u jabukama i proizvodima od jabuka
(Tabela 26), jer su fizicko-hemijska svojstva plodova jabuke pogodna za rast
P. ekspanuma. Sa aktivnos¢u vode (aw) od 0,98 do 0,99, plodovi jabuke
zadovoljavaju minimalni nivo aw za klijanje spora P. expansum i biosintezu
patulina, koji su oko 0,83-0,85 i 0,99, respektivno. Raspon pH jabuke (od
3.1 do 4.2) takoder zadovoljava kolonizaciju P. expansum i proizvodniju
patulina (pH 2,5-6). Osim ova dva faktora, razlicite geneticke pozadine i
uslovi rasta oblikuju fizicke i hemijske osobine plodova jabuke, koje na kraju
odreduju sposobnost zarastanja rane, kao i podloZnost plavoj plijesni i
proizvodniji patulina u divljim ili kultivisanim jabukama.

120



Cvrstoca mesa je vazna senzorska osobina svih sorti jabuke, posebno
domacih, Sto je povezano sa otporno$¢u ploda na plavo raspadanje
plodova i proizvodnju patulina. Kod sazrijevanja ploda, tekstura mesa
postaje meksa, Sto dovodi do veleg rizika od infekcije patogena [62].
Generalno, prijavljena je negativha korelacija izmedu cvrstoce mesa i
ozbiljnosti plave plijesni u jabukama. Osim ¢vrstoce, osobine kao $to su
velic¢ina ploda, boja koZe, debljina kore i kutikularni vosak, takoder djeluju
kao implicitni faktori koji utjeCu na nivo tolerancije kultivara prema
patogenu koji napada i proizvodi patulina. Uglavnom fizicki nasledene, ove
fizicke osobine su takoder pod uticajem izlaganja suncu i nivou etilena, koji
ima jaku vezu sa uslovima okoline i hemijskom konstitucijom.

Tabela 26. Ucestalost patulina u svjeZzim jabukama i proizvodima na bazi
jabuke (Hammami i sar., 2017)

Broj Raspon

i k
Uzorak uzi:':lka pozitivnih  Patulina (thi/SIg))
uzoraka (ng/kg) -

Svjeza jabuka 12 5 ND-17,3 3,71+0,6
Sok od jabuke 20 20 5,8-82,2 35,37+1,66
Sok od jabuke za bebe 6 6 7,7-61,3 30,67+6,7
Kompot od jabuke za

7 7 1,02-24,57  10,92#*1,21

bebe

Kontaminacija u drugim izvorima hrane i proizvodima znacajno je niza nego
u preradevinama od jabuka. Visoke koli¢ine patulina u soku od jabuka
ukazuje na potrebu unapredivanja proizvodnih tehnika po sektorima
proizvodnje. Koli¢ina patulina moze se smanijiti nakon uklanjanja trulog ili
oStecenog voca, ali ne i potpuno otkloniti, jer mikotoksin difundira i u
zdrave dijelove ploda. Najvece kolicine patulina pronadene su unutar 1 cm
od ostecenog podrugja. Nijedan mikotoksin nije detektiran na udaljenosti
od 2 cm od podrudja koje je inficirano P. expansum. Posebna paznja,
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takoder, se mora posvetiti ¢i3¢enju spremnika. Sto se ti¢e uslova u kojima
se jabuke skladiSte, opcenito P. expansum pokazuje psihotrofske
karakteristike, zapravo je u stanju produkovati PAT i u hladnjaku. Razliciti
sojevi pokazuju drugacije kapacitete za proizvodnju patulina u razlicitim
uslovima skladistenja (rashladna/kontrolirana atmosfera). Osnova je
uklanjanje pljesnivog voc¢a tokom skladiStenja. Suprotno veca kolicina
patulina moZze se pronaciu izvedbenim proizvodima. Takoder je pronadeno
da se kolicina patulina u jabuci povecava sa periodom skladistenja.

Preventivne mjere

Zbog Ccinjenice da prisutnost plijesni ifili mikotoksina u hrani moze biti
opasna po ljudsko zdravlje, i predstavljati problem enormnih razmjera, sve
je vedi naglasak na razvoj metoda redukcije mikotoksina kojima bi se
omogucila proizvodnja zdravstveno ispravne hrane. Metode nadzora nad
zdravstvenom ispravnosti hrane u ovom podru¢ju, moguce je
svrstati u dvije kategorije:

1) metode sprjecavanja oneciséenja plijesnima i rasta plijesni i
2) metode dekontaminacije oneciscéenih proizvoda.

Najbolji pristup za uniStavanje mikotoksina u hrani je sprijeCavanje rasta
plijesni u svim fazama proizvodnje, prikupljanja, transporta, obrade,
skladistenja i prodaje. Geneticki inZenjering i razvoj hibridnih sorti otpornih
na infekciju, razli¢itim sojevima plijesni iz roda Aspergillus, Fusarium i
Pencillium, vjerojatno predstavljaju nove nacdine smanjenja oneciscenja
mikotoksinima u razdoblju prije zZetve, barem kada su u pitanju neke vrste
zitarica. Rizik od oStecenja zastitne ovojnice i posljedicnog stvaranja
mikotoksina mogucde je smanjiti ubiranjem samo onih usjeva u ¢ijem zrnju
sadrzaj vlage iznosi priblizno 24%.

Kontrolu nad usjevima, podloznih onecis¢enju sa mikotoksinima u
razdoblju nakon Zetve, moguce je posti¢i kontrolom nad faktorima koji
uticu na rast plijesni, na primjer uspostavljanjem kontrole nad udjelom i
aktivnos¢u vode, temperaturom okoline, plinovima u atmosferi, te
upotrebom insekticida ili konzervansa. Pri skladiStenju zrnja Zitarica i
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oralastih plodova paznju je potrebno usmijeriti na odrzavanje aktiviteta
vode na nlZzem nivou od onog koji pospjeSuje rast plijesni.

U slucaju onecis¢enja sirovina, potrebna je primjena ciljanih mjera
redukcije, odnosno dekontaminacije, koje bi trebale efikasno inaktivirati ili
u potpunosti ukloniti mikotoksin, a da pritom ne naruse nutritivna i
tehnoloska svojstva proizvoda, te ne stvaraju reaktivne toksi¢ne produkte.
Metode dekontaminacije oneciS¢enih proizvoda mogu se podijeliti na
hemijske, bioloske i fizikalne.

Hemijske metode redukcije ukljuCuju primjenu razlic¢itih hemijskih
sredstava, poput: kiselina, baza, reduciraju¢ih sredstava, hloridnih
sredstava, oksidanata i formaldehida, i neke druge hemikalije koje reaguju
s mikotoksinima. Ukoliko je odobreno, nivoe AFB1, u namirnicama
namijenjenim hranidbi Zivotinja, mogude je reducirati korisStenjem agensa
kao sto su adsorptivne gline, te amonizacijom. Amonizacija je jedini proces
hemijske inaktivacije koji se pokazao efikasnim u razaranju AFB1 u sjemenu
pamuka i pogadi od pamukova sjemena, kikirikiju i pogadi od kikirikija, te
kukuruzu. Glavna svrha amonizacije je uklanjanje AFB1 iz krmiva
namijenjenih  hranidbi krava muzara. Generalno, hemijske metode
redukcije mikotoksina se smatraju neprakti¢niminepozeljnim, zbog uslova
pritiska i temperature pri kojima se reakcije provode, Skodljivosti uslijed
stvaranja toksi¢nih ostataka, te negativhog utjecaja na nutritivna,
senzorska i funkcionalna svojstva proizvoda . Stoga su, do danas, odobrene
iskljuCivo za koriStenje u svrhu smanjenja prisutnosti AFB1 u krmivima.

BioloSke metode redukcije mikotoksina temelje se na upotrebi razlicitih
mikroorganizama, ukljucujuci bakterije, kvasce i plijesni, koji mogu
metabolizirati i inaktivirati mikotoksin, Biosintezu aflatoksina inhibiraju i
bakterije mlijeCne kiseline Bacillus subtilis. Pokazalo se da proces
industrijske fermentacije ne dovodi do razgradnje aflatoksina, no dokazano
je da se nakon destilacije u alkoholnoj frakciji ne nalazi toksin, te da se
obi¢no aflatoksini koncentriraju u tropu. Kada se oneciS¢eni proizvod
koristi u procesu fermentacije, vazno je utvrditi u koju ¢e svrhu oneciS¢eni
nusprodukti u konacnici biti upotrijebljeni. Specifi¢ni spoj koji se pokaze
uCinkovitim dekontaminantom, obicno je i s bioloSkoga stajalista i sa
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stajalista isplativosti bolje dodati direktno. U literaturi se navodi da je
efikasnost  bioloskih metoda, koje su pokazale mogucnost
dekontaminacije, obi¢no ovisna o specifi¢nim spojevima koje proizvode
odabrani mikroorganizmi, te kompeticiji za nutritivhe materije potrebne za
stvaranje toksina.

U istrazivanjima mnogih autora dokazano je vezanje aflatoksina s pomocu
bakterija mlijecne kiseline (BMK). Uz dokaze o korisnoj aktivnosti BMK,
sposobnost vezanja aflatoksina im daje znacajan potencijal za primjenu u
funkcionalnoj hrani. Nivo termostabilnih trihotecena se moze smanjiti
tokom tehnoloskih postupaka dobijanja prehrambenih proizvoda, kao Sto
su precdiS¢avanje zrna, suha i mokra meljava, fermentacija u proizvodniji
piva, pecenje ili kuhanje. Dodatkom preparata na bazi zeolita, kao i
antioksidanata, takoder se moze smanijiti ili eliminisati trihoteceni tipa A.

Inaktivacija mikotoksina fizikalnim metodama ukljucuje ekstrakciju
pomocu otapala, adsorpciju, te toplinsku inaktivaciju ili inaktivaciju
ozracivanjem. Koli¢ine AFB1 u uskladisStenim namirnicama mogude je
smanijiti fizikalnim metodama kakve su kolorno sortiranje, flotacija i
sortiranje prema gustodi, blansiranje i przenje. Ozracivanje hrane postaje
metoda Siroke komercijalne primjene kojom se postize sterilnost
prehrambenih proizvoda. Gama zracenje, upotrebljeno u svrhu sterilizacije,
je postupak prolaska energije velike prodorne modi kroz razlicite
materijale, koje pri tom uzrokuje direktno ostelenje deribonukleinske
kiseline (DNK) putem jonizacije, te nastanak mutacija i smrt pojedinih
stanica. U literaturi se mogu nadci brojna izvjeS¢a o pove¢anom, smanjenom
ili pak nepromijenjenom intenzitetu sinteze mikotoksina nakon ozracivanja
plijesni u razli¢itim uslovima. Stru¢ni odbor FAO/IAEA/WHO ukazao je da
ozracivanje bilo koje hrane prosjecnom ukupnom dozom do 10 kGy, s
toksikoloskog, nutritivnog, odnosno mikrobioloskog stajaliSta ne
predstavlja opasnost za ljudsko zdravlje, te je odobrila ovu dozu kao
maksimalnu prosjecnu dozu koju ozracena hrana smije apsorbirati.

Fuminozini su relativho stabilni mikotoksini za koje joS nije pronaden
efikasan nacin detoksikacije. Procesuiranje hrane na temperaturama visim
od 150°C moZe uticati na smanjenje koli¢ine fumonizina. Postupkom
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amonizacije u kombinaciji sa visokom temperaturom moguca je uspjeSna
dekontaminacija fumonizina. Tretman kukuruza kombinacijom H,O i
NaHCOs ili (NH4)3Po,4 smanjuje se njihova kolic¢ina i do 100%. U rastvoru
metanola nakon Sest nedelja ¢uvanja pri temperaturama 4, 25 i 40°C dolazi
do razgradnje FB+i FB, od 5,35 do 60,0%.

Kako bi se poboljsali uslovi skladiStenja i sprijecio rast i razvoj gljivica koje
produkuju patulin, mogu se upotrijebiti sredstva za dezinfekciju, prirodni i
bioloski agensi ili njihovo kombiniranje. Druga alternativa, tokom
skladistenja i transporta, je upotreba polietilenskih paketa, sa ili bez
kontrolirane  atmosfere. = Moguénost  smanjenja  kontaminacije,
uskladiStenih jabuka, patulinom je faza pranja jabuka vodom iz slavine,
vodom sa aktivnim hlorom ili sa vodom pod visokim pritiskom. Smanjenje
postotka ovisi o pocetnoj koli¢ini ovog mikotoksina. Patulin se iz soka moze
ukloniti mijeSanjem ili filtriranjem kroz granulirani aktivni ugalj, a efikasnost
ovisi od vrste uglja, vrste aktivacije (fizicka ili hemijska, sadrzaja ¢vrstih
dijelova soka, kao i od vremena kontakta.

Andliticke tehnike za odredivanje mikotoksina u hrani

U svrhu odredivanja mikotoksina koriste se razliCite orijentacijske
(screening) i potvrdne analiticke metode, a koje se nadalje mogu podijeliti
na kvalitativne i kvantitativne. Orijentacijske metode ukljucuju analiticke
postupke za koje se moze na dokumentirani sljedivi nacin pokazati da su
vrjednovane, te da im je na nivou koncentracije od interesa postotak lazno
negativnih rezultata manji od 5%.

NajceS¢e se u odredivanju mikotoksina najceS¢e koristi imunoenzimska
(imunoadsorpciona enzimska analiza ELISA) metoda. ELISA ima brojne
prednosti pred drugim analitickim metodama. Te se prednosti poglavito
odnose na brzinu izvedbe metode, mogucnost analize velikog broja
uzoraka u kratkom razdoblju, visoku specifi¢nost, jednostavnost, nisku
cijenu kostanja i koristenje neskodljivih reagensa.

Druge metode odredivanja mikotoksina ukljucuju teku¢u hromatografiju
visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid Chromatography-
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(HPLQ), plinsku hromatografiju (eng. Gas Chromatography - GC), tekucu
hromatografiju/masenu spektrometriju (eng. Liquid Chromatography/Mass
Spectrometry - LC/MS), odnosno plinsku hromatografiju/masenu
spektrometriju (eng. Gas Chromatography/Mass Spectrometry - GC/MS;).
Ove metode za razliku od orijentacijskih iziskuju koriStenje sofisticirane
laboratorijske opreme. Savremena analitika uvelike se oslanja na HPLC u
okviru koje se, ovisno o hemijskoj strukturi razli¢itih sastojaka koriste
razliciti adsorbensi. NajceS¢e koristeni HPLC detektori su fluorescentni
detektori (FLD), a u posljednje vrijeme ¢esto se kombinuje i sa masenom
spektrometrijom (MS). MS omogucava izrazito tacnu i specifi¢nu detekciju,
pri ¢emu ogranicavaju¢e faktore predstavljaju visoka cijena potrebne
opreme, te slozenost postupaka ekstrakcije i odjeljivanja, te detekcije i
kvantifikacije ovih jedinjenja. U odredivanju mikotoksina rjede su
zastupljene metode kapilarne elektroforeze, te metode s biosenzorima
kojima se isti odreduju prema intenzitetu fluorescencije.

4. 2. BAKTERIJSKI TOKSINI

Bakterijski toksini se dijele u dvije grupe: egzotoksini i endotoksini.

Egzotoksini se izluCuju izvan bakterijskih stanica, dok su endotoksini dio
Celijskog zida Gram- negativnih bakterija.

Toksigeneza je sposobnost proizvodnje toksina, a navedeno predstavlja
osnovni mehanizam pomocu kojeg bakterijski patogeni uzrokuju oboljenja.
Na hemijskoj razini postoje dva glavna tipa bakterijskih toksina,
endotoksini-lipopolisaharidi, koji su povezani sa celijskim zidom Gram-
negativnih bakterija, dok se egzotoksini-proteini oslobadaju difuzijom iz
bakterijskih celija i mogu biti prisutni u hrani u kojoj nije dokazano prisustvo
specifi¢ne patogene bakterije.
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Endotoksini

Endotoksini su materije vezane za bakterijsku celiju i smatraju se
strukturnim komponentama Gram-negativnih bakterija, obzirom da su
pozicionirani u dijelu vanjske membrane (elijskog zida ovih bakterija.
Endotoksini su strukturne komponente i patogenih i nepatogenih sojeva
Gram-negativnih bakterija, a po svojoj strukturi su lipopolisaharidi (LPS) ili
lipooligosaharidi (LOS). lako se pojam "endotoksin" povremeno koristi za
oznacavanje bilo kojeg bakterijskog toksina povezanog sa celijom, u
bakteriologiji je propisano da se pojam endotoksin odnosi na kompleks
lipopolisaharida povezan s vanjskom membranom Gram-negativnih
patogena kao Sto su Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Pseudomonas,
Neisseria, Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis i Vibrio cholerae.
Obzirom da se radi o strukturnim komponentama Celija, topivi endotoksini
mogu biti oslobodeni tokom rasta bakterijskih celija, ali i iz ¢elija koje
liziraju kao posljedica djelotvornih mehanizama odbrane domacina, a
ponekad i djelovanjem odredenih antibiotika. Aktivnost endotoksina je
uvijek povezana sa prisustvom patogene bakterije i njenim rastom u
organizmu domadina. Veza endotoksina (lipopolisaharida) sa povrsinom
bakterijske celije prikazana je na Slici 23. Na slici je prikazan
peptidoglikanski sloj celijskog zida Gram-negativnih bakterija koji je
smjesten u periplazmatskom prostoru (prostor koji se nalazi izmedu
citoplazmatske membrane i vanjske membrane). Peptidoglikanski sloj je
vezan kovalentnim vezama sa lipoproteinima vanjske membrane.
Unutrasnja strana vanjske membrane i citoplazmatska membrana su
gradene od fosfolipida, dok je vanjska strana vanjske membrane
prvenstveno gradena od lipopolisaharida, a u manjem obimu sadrzava
fosfolipide.
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Slika 25.Struktura celijskog zida Gram-negativnih bakterija (npr. E. coli),
(Todar, 2012)

Lipopolisaharidna struktura endotoksina je veoma vazna za njihovu
biolosku aktivnost, iako vanjska membrana Celijskog zida Gram-negativnih
bakterija pored lipopolisaharida sadrzava i razlicite proteine vanjske
membrane, lipoproteine i porin proteine. Pomenuti proteini imaju ulogu u
virulenciji Gram-negativnih bakterija, ali se ne smatraju endotoksinima.

Bioloska aktivnost endotoksina je povezana sa lipopolisaharidnom (LPS)
komponentom, dok je toksi¢nost povezana sa lipidnom komponentom
(lipid A), a imunogenost sa polisaharidnim komponentama. Antigeni
celijskog zida (O antigeni) su dijelovi lipopolisaharidnih komponenti (LPS-
a) Gram-negativnih bakterija. Lipopolisaharidi uzrokuju razli¢ite upalne
reakcije u organizmu domacina, jer predstavljaju aktivhe agense infekcija
porijeklom iz patogenih Gram-negativnih bakterija. Postoji vjerovatnoda da
u fazama rasta (in vivo), Gram-negativne bakterije oslobadaju male koli¢ine
endotoksina. Navedeno moze biti znacajno za jacanje imuniteta prirodnim
putem, jer je u laboratorijskim istrazivanjima dokazano da se samo mala
koli¢ina rastvorljivih endotoksina oslobada u logaritamskoj fazi rasta
bakterija. Ovim je potvrdeno da endotoksini ostaju uglavnom vezani za
Celijski zid Gram-negativnih bakterija do autolize Celije.

U poredenju sa bakterijskim egzotoksinima, endotoksini imaju maniji
potencijal kada je rijeC o trovanjima hranom. Navedeno se obrazlaze usko
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specifi¢nim djelovanjem svakog endotoksina obzirom da ne djeluju
enzimatski. U hrani su endotoksini termostabilni (kuhanje u trajanju od 30
minuta ne moZe destabilizirati endotoksin), medutim mogu ih neutralizirati
pojedina oksidirajuca sredstva (superoksid, peroksid i hipoklorit). Antigeni
endotoksina se ne mogu pretvoriti u toksoide. Karakteristike bakterijskih
endotoksina i klasi¢nih egzotoksina su prikazane u Tabeli 30.

Egzotoksini

Egzotoksini se obi¢no pojavljuju u hrani, nakon sto prethodno budu izluceni
iz bakterijske celije, pri ¢emu prisustvo za toksin specificne patogene
bakterijske vrste u hrani ne mora biti dokazano. Egzotoksine obi¢no
izluCuju bakterije tokom eksponencijalne faze rasta, ali se u pojedinim
slucajevima egzotoksini oslobadaju iskljucivo autolizom bakterijske Celije
(odumiranjem). Egzotoksine proizvode razli¢ite Gram-pozitivne i Gram-
negativne bakterije, a po hemijskom sastavu su to proteini i rjede
polipeptidi. Geni za proizvodnju egzotoksina se Cesto nalaze u plazmidima
bakterijskih ¢elija, a u pojedinim slu¢ajevima ih prenose bakteriofagi kao u
slucaju difterijskog toksina, kolera-toksina ili botulina.

Egzotoksini se izluCuju iz bakterijske Celije zahvaljujuéi postojanju
specijaliziranih struktura koje se nazivaju sekrecijski sistemi. Neki sekrecijski
sistemi izlucuju egzotoksine u izvancelijski prostor, dok ih drugi izlucuju
direktno u celije domacina (sisara).

U prvom sludaju egzotoksini se mogu neutralisati nakon izlaganja
protutijelima (antitijelima), dok se u drugom sludaju kod direktnog
izluCivanja u Ccelije sisavaca znatno veca udinkovitost. Poznato je Sest
sekrecijskih sistema kod bakterija, ali tip 11l je posebno vazan za virulenciju
bakterija i joS se naziva injektos. Pomenuti sekrecijski sistem je poznat po
stvaranju izdanka poput igle na povrsini bakterijske celije, preko koje se
egzotoksini transportiraju izravno u ¢eliju domacina. Cesto Gram-negativne
bakterije posjeduju sekrecijski sistem tipa Ill.
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Tabela 27. Karakteristike bakterijskih endotoksina i klasi¢nih egzotoksina
(Todar, 2008)

Karakteristika Endotoksin Egzotoksin
Lipopolisaharid Protein
Hemijska struktura
(mw = 10kDa) (mw = 50-1000kDa)
. £ pes Dio vanjske Lot ep
Veza sa bakterijskom celijom Izvan Celije, difuzija
membrane
Denaturacija kuhanjem Ne Obi¢no
Antegen Da Da
Formira toksoid Ne Da
Relativno nizak Relativno visok
Snaga (potencijal)
(>100ug) (1ug)
Specifi¢nost Niskog nivoa Visokog nivoa
Enzimska aktivnost Ne Cesto
Pirogenost Da Povremeno

Zahvaljujuci svojoj peptidnoj strukturi (antigeni), egzotoksini djeluju
enzimski ili direktno na (Celije domadina te na taj nacin induciraju
proizvodnju protektivnih protutijela koja se nazivaju antitoksini (antitijela).
Antitoksini imaju primjenu u medicini tako Sto preveniraju i lijece oboljenja
kao Sto je botulizam ili tetanus. Zbog svoje proteinske strukture lako se
inaktiviraju poviSsenom temperaturom (60 do 80°C) ili formaldehidom.
Proteini se denaturiraju, Sto znadi da se naruSava njihova tercijarna i
sekundarna struktura, vazna za funkcionalne osobine (dok primarna
struktura ostaje ista), pri ¢emu pojedini dijelovi strukture viSe nisu u
medusobnoj interakciji. Zbog navedenog protein postaje nefunkcionalan,
ali ipak zadrzava imunogeni¢nost. Nefunkcionalni toksini se nazivaju
toksoidi ili anatoksini te se koriste u aktivnoj
imunizaciji/vakcinaciji/cijepljenju.

Mnogi egzotoksini gradeni su od dvije podjedinice i nazivaju se A-B toksini.
Aktivna (A) podjedinica odgovorna je za toksi¢nu aktivnost, dok B
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podjedinica (od eng. binding) veze egzotoksin za specifi¢ne receptore na
membranama (elija ljudskog organizma. Vazni egzotoksini koji su gradeni
na ovom principu su toksin difterije, kolera-toksin, tetanus-toksin, botulin i
enterotoksin bakterije Escherichia coli. Bakterijski egzotoksini se ubrajaju u
najtoksic¢nije poznate supstance, Cije letalne doze za ljude mogu biti manje
od 1ug. Prema mjestu djelovanja, egzotoksini su podijeljeni na
neurotoksine, citotoksine i enterotoksine, u zavisnosti od toga je li mjesto
njihovog djelovanja neuron, kozaili crijevo.

Neurotoksini oStecuju nervni sistem, uzrokujuc¢i simptome kao sto su
neobuzdano gréenje misi¢a i paraliza. Neurotoksinima pripadaju tetanus-
toksin i botulinum-toksin (botulin), a u oba sludaja se radi o smrtonosnim
intoksikacijama. Egzotoksin bakterije Clostridium botulinum (botulin) je
letalan za Covjeka u kolicini od svega 1ug te se ubraja u najtoksicnije
poznate supstance.

Citotoksini oStecuju razne tipove celija tako Sto liziraju ili ometaju osnovne
Celijske procese. Jedan od najpoznatijih predstavnika je toksin difterije,
kojeg proizvodi bakterija Corynebacterium diphtheriae. Drugi vazan
citotoksin je shiga-toksin, kojeg proizvodi Shigella dysenteriae i neki
enterohemoragicni sojevi vrste Escherichia coli, serotip O157:H7. Virulentni
sojevi Shigella dysenteriae posjeduju veliki plazmid koji je klju¢an za
prihvatanje i ulazak bakterije u ¢elije domacina. Dijelovi crijeva domacina
bez epitela su u tom slucaju upaljeni, prekriveni gnojem i krvare, a simptom
je dizenterija (ulestala krvava stolica).

Grupa enterohemoragicnih E. coli, serotipa O157:H7, u svom genomu sadrzi
dodatne sekvence DNK, koje nisu prisutne u nepatogenim sojevima E. coli,
nego se zapravo radi o ugradenim bakteriofagima porijeklom iz sojeva
Shigella dysenteriae. Posljedica je ozbiljno oboljenje koje se manifestuje
krvavim proljevima.

Enterotoksini uzrokuju poremecdaje u probavnom sistemu, kao Sto su
proljev i povracdanje. Enterotoksinima pripadaju toksin kolere, kojeg
sintetizira bakterija Vibrio cholerae, potom toksini nekih sojeva Escherichia
coli ukoliko se nadu na nepozeljnim mjestima u tijelu kao Sto su
mokracovod, prostata i vaginalna sluznica. Enterotoksinogeni sojevi E. coli
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se pricvrste na crijevni epitel, gdje se razmnoZzavaju izlu¢ujudi jedan ili oba
enterotoksina: termostabilan toksin (ST) i termolabilan toksin (LT), od kojih
je zadnji gotovo identican toksinu kolere po djelovanju (infekcija rezultira
proljevom).

Proizvodnja toksina je specificna za odredenu bakterijsku vrstu koja
uzrokuje  oboljenje povezano sa specifi¢nim toksinom (npr. samo
Clostridium tetani proizvodi toksin tetanusa; samo Corynebacterium
diphtheriae proizvodi toksin difterije). Virulentni sojevi odredene
bakterijske vrste proizvode toksin, a sojevi koji nisu virulentni ne proizvode,
iz Cega proizilazi da je toksin glavna determinanta virulencije (npr. tetanus
i difterija). U pocetku se smatralo da je proizvodnja egzotoksina uglavnom
ograniena na Gram-pozitivhe bakterije, dok nije postalo jasno da i
pojedine Gram-negativne bakterije proizvode egzotoksine a glavna
determinanta egzotoksina je proteinska struktura.

4.2.1. BAKTERIJE UZROCNICI TROVANJA HRANOM

U prehrambenim proizvodima mogu biti dokazane razliCite vrste toksina,

od kojih su najpoznatiji bakterijski toksini, toksini gljiva (mikotoksini),
toksini algi ili biljni toksini. Prisustvo naprijed pomenutih bioloskih
kontaminanata u hrani animalnog ili biljnog porijekla kod uZivaoca
(konzumenta) dovodi do pojave oboljenja (bolesti).

Bolesti koje se prenose hranom se dijele u dvije grupe: trovanja
(intoksikacije) iinfekcije (toksikoinfekcije).

* Trovanja nastaju nakon unosa hemijskih ili bioloskih toksina, ukljucujuci
i toksine koje proizvode patogene bakterije, pri ¢emu prisustvo toksina
moze biti dokazano u hrani i u slu¢ajevima kada u istoj nema dokaza o
prisustvu Zivih elija patogenih (toksikogenih) bakterija.
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* Infekcije nastaju nakon konzumiranja hrane koja sadrzZi Zive celije
patogenih bakterija. Toksikoinfekciju uzrokuju bakterije koje se unose
hranom u organizam, nakon cega iste rastu i proizvode toksin u
organizmu (crijevima) domacdina.

Tabela 28. Patogene bakterije koje uzrokuju infekcije porijeklom iz hrane,
modifikovano (Hernandez-Cortez i sar., 2017)

Bakterija

Salmonella enterica
serovar Typhiii

Salmonella enterica
serovar Paratyphi

Salmonella spp.
(S. typhimurium,
S. enteritidis)

Vibrio vulnificus

Mycobacterium bovis

Mycobacterium avium
ssp. paratuberculosis

Listeria
monocytogenes

Oboljenje

Tifus i paratifus

Salmoneloza

Septikemija kod osoba koje
imaju hroni¢na oboljenja ili
oslabljen imunitet te kod
osoba koje uzimaju lijekove
ili steroide.

Cervikalna limfadenopatija,
crijevne lezije, hroni¢na
tuberkuloza koze.

Crohnova bolest

Meningitis, encefalitis,
sepsa kod trudnica,
cervikalna infekcija ili
infekcija maternice kod
trudnica, koja moze
uzrokovati pobadajili
rodenje mrtvog djeteta.
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Vrste kontaminirane
hrane

Nedovoljno termicki
obradena svinjetina,
govedina te meso
peradi, kontaminirana
jaja i mlijeko.

Nedovoljno termicki
obradeno meso
peradi, karfiol i
paradajz.

Plodovi mora, obi¢no
kamenice.

Kontaminirano
mlijeko

Pasterizovano
mlijeko

Sirova govedina,
svinjetina, perad,
povrée, mlijeko, sir,
sladoled, dimljenai
sirova riba.



Mikroorganizmi prisutni u hrani u idealnim uslovima rastu, razmnoZzavaju
se i proizvode toksine. Konzumiranjem kontaminirane hrane, toksini se
apsorbiraju preko sluzokoze crijeva i uzrokuju lokalno ostecenje tkiva. U
nekim slucajevima toksini dospijevaju do organa kao sto su bubrezi, jetra,
centralni nervni sistem ili periferni nervni sistem i uzrokuju ostecenja.

Najces¢i klinicki simptomi bolesti koje se prenose hranom su proljev
(dijareja), povracanje, glavobolja, mucnina, gréevi i bol u abdomenu,
temperatura, mucnina, mukozan (sluzav) i krvav proljev (dizenterija) i
osjecaj nepotpunog praznjena crijeva. Najvazniji mikroorganizmi uzrocnici
trovanja hranom su predstavljeni u tabelama 27-30. Oboljenja se
dijagnosticiraju na osnovu simptoma i klinickih podataka oboljelih
pacijenta.

Rod Salmonella

Rod Salmonella Siroko je rasprostranjen u prirodi. MorfoloSke osobine roda:
Gram-negativni, nesporogeni, aerobni ili fakultativno anaerobni Stapicdi,
veli¢ine 0,7-1,5x2,5um, katalaza pozitivni, oksidaza negativni, fermentiraju
glukozu te proizvode H,S. Bakterija roda Salmonella su pokretni oblici
bakterija zahvaljuju¢i prisustvu peritrihnih  flagela izuzimajudi dvije
nepokretne vrste Salmonella pullorum i Salmonella gallinarum.

Najvazniji rezervoar razli¢itih sojeva (serovar-a) ovog roda predstavlja
intestinalni trakt toplokrvnih, ali i mnogih drugih Zivotinja (reptila,
insekata), izuzimajudi ribe, mekusce i rakove koji mogu biti kontaminirani
salmonelom nakon ulova. Od toplokrvnih Zivotinja, najvazniji rezervoar su
pili¢i, guske, purani i patke. Veliki rizik od prenosenja na djecu mogu
predstavljati ku¢ni ljubimci: psi, macke, kornjace i ptice. Prirodna stanista
sojeva roda Salmonella se dijele u tri grupe na osnovu specificnosti
domacdinai klini¢ckog obrasca bolesti:

1) Vrste i sojevi najviSe prilagodeni ljudskoj populaciji: Salmonella Typhi i
Salmonella Paratyphi A, B i C, uzrokuju tifusnu i paratifusnu groznicu;
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2) Vrste i sojevi najvise prilagodeni Zivotinjama: Salmonella dublin (bovines),
Salmonella choleraesuis i Salmonella typhisuis (svinja), Salmonella pullorum i
Salmonella gallinarum (ptice), uzrokuju paratifus kod Zivotinja.

3) Tre¢a grupa obuhvata vecinu serovara koji mogu inficirati ljude i
Zivotinje, a nazivaju se zoonotskim salmonelama. Ova grupa je odgovorna
za najvedi broj trovanja Sirom svijeta, a mogu biti izolovane iz vecine
Zivotinja dcije se meso koristi u ishrani, kako divljih tako i domacih.

Kontaminacija hrane vrstama roda Salmonella

Salmoneloza je zoonoza, jer su zaraZzene zZivotinje glavni uzro¢nik infekcija
kod ljudi. Broj infekcija uzrokovanih vrstama roda Salmonella znacajno se
smanjio od 2008. godine do 2013.godine, da bi na podrudju Evropske Unije
najznacajniji pad broja oboljelih bio dokumentovan u 2017. godini (91.662
trovanja). Dokumentovani slucajevi podrazumijevaju prijavljene i
potvrdene slucajeve infekcije istim uzro¢nikom.

U Evropskoj Uniji (EU), u periodu 2013.-2016., potvrden je povecan broj ljudi
zarazenih serotipovima S. enteritidis. Najvedi broj uzoraka hrane pozitivnih
na vrste roda Salmonella, analizirala su nadlezna tijela vecine drzava Clanica
EU prema Uredbi (Legislativi EU) br. 2073/2005. Zbirni podaci za zemlje
¢lanice EU nastaju kao rezultat organizovanog pracenja pojedinih lanca
hrane i uzorkovanja u svim fazama (maloprodaja, klaonica, prerada,
aktivnosti grani¢ne inspekcije itd.), a analizirani su jedini¢ni, sporadi¢ni
uzordci i serije uzoraka. Proporcionalno, najveci broj pozitivnih u odnosu na
ukupan broj analiziranih uzoraka odnosio se na meso i mesne preradevine
namijenjene termickoj obradi prije konzumiranja. Procentualni udio
Salmonella pozitivnih uzoraka je iznosio: sirovo meso brojlera (4.85%);
sirova puretina(4,18%); sirovo meso peradi izuzimajudi brojlere (2,66%);
sirova svinjetina(1,58%); termicki obradeno i spremno za konzumaciju
mljeveno meso, mesne preradevine, i preradevine od svinjskog mesa
(0,50%); termicki obradeno i spremno za konzumaciju mljeveno meso,
mesne preradevine od govedeg, ovcijeg i kozjeg mesa (0,17%); termicki
obradeno i spremno za konzumaciju meso brojlera (0,14%).
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Manja kontaminacija ciljanim serovarima roda Salmonella zabiljezena je u
uzorcima peradi (tov koka, nesilice, tov brojlera, tov purana) tokom 2017.
godine u poredenju sa periodom 2013.-2016.godina. Kontaminacija
serovarom S. infantis (najcesci serovar izoliran kako iz Zivotinja tako i iz
uzoraka mesa) povecala se u lancu proizvodnje i prerade brojlera.
Primijecenaje veca ulestalost kontaminacije sojevima roda Salmonella kod
trupova svinja prilikom kontrole rukovodene od strane nadleznih sluzbenih
tijela u poredenju sa internom kontrolom proizvodaca.

Od ukupno analiziranih uzoraka konzumnih jaja u EU, Salmonella pozitivni
su bili zastupljeni sa 0,3%, a od zemalja ¢lanica EU kontaminacija jaja je
zabiljeZzena u Italiji, Slovac¢koj, Spaniji i Rumuniji. Zivi 3koljkasi su u 0,2%
slucajeva bili kontaminirani salmonelom, a o pozitivnim analizama izvijestile
su Holandija, Portugal i Spanija. Ostali prehrambeni proizvodi (uglavnom
bilinog porijekla) su bili kontaminirani salmonelom u 1,06% slucajeva, pri
c¢emu je na godiSnjem nivou ukupno uzorkovano 946 uzoraka. Grani¢na
inspekcija Holandije i Kipra je u 2017. godini dokazala prisustvo sojeva roda
Salmonella u uzorcima susSenih sjemenki, a veda kontaminacija susenih
sjemenki (8,0%) je na podrudju EU zabiljezena u 2016. godini. U Velikoj
Britaniji je dokumentovana najveca kontaminacija povréa salmonelom u
maloprodaji, a na podrucju EU ukupan procenat kontaminiranih u odnosu
na broj analiziranih uzoraka je u 2017. godini bio 1,19%. Samo jedan uzorak
voca je bio pozitivan na salmonelu, dok je kod zacina i ljekovitog bilja
dokazana kontaminacija 0,42%0d ukupno analiziranih uzoraka. Prisustvo
roda Salmonella je dokazano u gotovoj hrani pripremljenoj za konzumiranje
(ready-to-eat) u 0,2% od ukupno analiziranih uzoraka.

Izolacija i identifikacija Salmonella spp. iz uzoraka hrane, EN-1SO 6579-
1:2017.

Za dokazivanje prisustva Salmonella vrsta u razlic¢itim namirnica, u
industrijskim uslovima, koristi se dvostepeni plan uzorkovanja, obzirom da
se radi o striktnom patogenu. Broj analiziranih uzoraka iz jedne proizvodne
linije (serije) zavisi od vrste namirnice i procjene rizika od kontaminacije
Salmonella vrstama. Medunarodna organizacija za standardizaciju (I1SO)
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objavila je 2017. godine novi Pravilnik ISO 6579-1, u kojem je precizirana
horizontalna metoda za dokazivanje Salmonella spp. u lancu proizvodnje
hrane. Kao i prethodna metoda ISO 6579:2002., sa usvojenim izmjenama
6579-1:2007, nova metoda ISO 6579-1:2017 obuhvata ispitivanje hrane
(proizvoda) namijenjenih ishrani ljudi, hrane za Zivotinje te uzorke iz
agroekosistema koji su direktno vezani za proizvodnju i rukovanje hranom.
Pored navedenog, dopunjeno izdanje EN ISO 6579-1:2017 ukljucuje
ispitivanje mlijeka i mlije¢nih proizvoda, kao i uzoraka iz primarne faze
proizvodnje, poput Zivotinjskog izmeta i prasine. (Slika 26).Prvi korak u
izolaciji i identifikaciji Salmonella vrsta je nasijavanje 25 g/ml uzorka u 225 ml
podloge za predobogadivanje.

1) Predobogacivanje uzorka se radi puferiranom peptonskom vodom:
U sterilnu Stomacher vrecicu odvaga se 25 g (ml) uzorka i dopuni
sa 225 ml puferirane peptonske vode. Inkubacija na 37°C/18-20 sati.

2) (A) Prvo selektivno obogacivanje zahtijeva primjenu Salmonella
bujona za obogadivanje-Rappaport and Vassiliadis broth (RVS
bujon): 0,1 ml pred obogacenog uzorka sa puferiranom
peptonskom vodom prenosi se sterilnom pipetom u 10 ml RVS
bujona. Inkubacija na 41,5°C/24 +3 sata.

(B) Drugo selektivho obogadivanje (izvodi se u isto vrijeme sa
prvim) uz primjenu Muller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin
broth (MKTTn) bujona: 1 ml predobogacdenog uzorka se prenesi u
epruvetu sa MKTTn bujonom. Inkubacija na 37°C/24+3 sata.

3) Selektivna izolacija na Xylose Lysine Deoxycholate Agar-u (XLD
agar): Iz oba selektivna bujona RVS i MKTTn steriinom
mikrobioloSkom ezom se dio suspenzije precjepljuje na XLD agarnu
podlogu (Slika 26.). Inkubacija na 37°C/24 +3 sata. Porast na podlozi
se manifestuje katabolizmom ksiloze, laktoze i saharoze i
stvaranjem kiseline koja dovodi do promjene boje podloge
(indikator fenol-crveno u Zuto). Kolonije bakterija iz roda
Salmonella se odlikuju prisustvom crno-obojenog precipitata Fe-
sulfida <iji nastanak je iniciran reakcijama soli Na-tiosulfata i Fe(lll)
amonijevog citrata sadrzanih u agarnoj podlozi.

137



4) Potvrda: Iz svake Petri kutije se dodatno presijava (analizira)

5)

kolonija karakteristicne morfologije, a ukoliko je izolacija
negativna, neophodno je dodatno analizirati Cetiri netipic¢ne
kolonije i presijati iste na (nutrijent) agar. Inkubacija na 37°C/24
sata. Dalje slijede biohemijski ili seroloski potvrdni testovi uporedo
sa molekularnom identifikacijom.

Nakon uzgoja na selektivnim hranjivim podlogama, kolonije
sumnjive na Salmonella vrste se boje po Gram-u i dokazuju serijom
biohemijskih testova (Kliglerov dvostruki ili trostruki Secer, Urea-
test, KCN-test, Indol-test, test sa metilnim crvenilom, test
sposobnosti rasta u prisustvu kalijum cijanida, Voges-Proskauer
test, API 20 E ili API 32E testovi) te ponovo inkubiraju (Slika 26).

UZORAK (25 g/ml}

Predobozacivanje uzorka [puferirana peptonskaveda) (225 ml)

{inkubacia na37°C/18-20h)
£
0,1 ml kulture < Selektivno obogacivanje »10 ml kulture
RVS bujon MKTTn bujon
{Inkubasjonadl 5°C241340) {inkubacijo na 37°C/2413h)
~——4 XLDagare—"
{Inkubaciana 37°C,/24 13 sata)
~ -
£ "

Potvrdni testovi: Hra njiviA [nutrijent)azar
— {Inkubaciana 37°C/24 sata) _

Biohemijska potvrda " Serolofka potvrda

Slika 26. Obogadivanje i izolacija Salmonella spp. iz uzoraka hrane
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Seroloskim testovima je identifikovano preko 2560 razlicitih servovara
vrste Salmonella enterica. Svi serovari mogu da uzrokuju infekcije kod ljudi.
Diferencijacija izmedu serovara vrste Salmonella enterica zasnovana je na
razlikama u prisustvu O-antigena i H-antigena. O-antigeni su polisaharidne
domene u lipopolisaharidnom kompleksu celijskog zida vrsta iz roda
Salmonella (Gram negativne), dok su H-antigeni domeni proteina flagelina
koji je osnovna strukturna jedinica lokomotornih organela-flagela. Da bi se
tacno identifikovao odredeni serovar Salmonella spp. primjenjuju se
metode za odredivanje biohemijskih osobina kao i seroloska tipizacija
upotrebom specifi¢nih antiseruma anti-O i anti-H kao i upotrebom anti-V i
antiseruma nakon izolacije kulture. Ovaj tradicionalan nacin izolacije,
identifikacije i potvrde je kompleksan, skup i zahtjevan. Stoga se u
seroloskoj identifikaciji koristi Kauffmann-White-ova $ema prema kojoj su
vrste roda Salmonella podijeljene na osnovu somatskih antigena u 67 O
grupa, ali najces¢i uzrocnici oboljenja ljudi pripadaju grupama A, B,C1,C2,D,
E. Dalja podjela u serotipove se vrsi prema H ili flagelarnim antigenima faze
1ifaze2.

Rod Vibrio

Bakterije roda Vibrio pripadaju porodici Vibrionaceae. To su mali, zakrivljeni,
pokretni, fakultativho-anaerobni, nesporogeni Gram-negativni bacili, koji
fermentiraju glukozu i ve¢inom su oksidaza pozitivni. Rod Vibrio obuhvata
oko 30 vrsta, od kojih nekoliko vrsta uzrokuju infekcije kod ljudi: Vibrio
cholerae, V. parahaemolyticus i V. vulnificus. lako su ove bakterije prirodno
prisutne u vodi, njihova koncentracija se dodatno povecava ispustanjem
otpadnih voda, jer su bakterijama iz roda Vibrio iste izvor nutrijenata. Vrsta
V. cholerae moze se Cesto izolirati iz vode saliniteta 2-25%i temperature 15-
35 °C, a infekcija se najcesce Siri konzumacijom kamenica uzgojenih u
kontaminiranoj vodi za vrijeme toplijih mjeseci. Uzrocnici kolere su sojevi
vrste V. cholerae koji proizvode kolera-toksin iz serogrupa 01i 0139 (Tabela
28). Period inkubacije traje od nekoliko sati do 5 dana, tokom kojeg
bakterija nastanjuje tanko crijevo i proizvodi kolera toksin. Simptomi kolere
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su povracanje i dijareja, a tezi simptomi ukljucuju dehidraciju, te probleme
s bubrezima, gréeve u stomaku i nogama uz nesvjesticu.

Vrsta V. parahaemoliticus obino naseljava okeane i priobalne vode.
Dokazivanje prisustva (nivo ili prag detekcije) ove bakterijske vrste
uslovljen je temperaturom vode, pri ¢emu se sojevi ove vrste ne mogu
izolirati dok temperatura vode ne dostigne 19-20°C. U velikom broju
istrazivanja je dokazano da organizmi prezive zimu pricvrS¢eni na
zooplankton skriven u sedimentima vodenih kanala, a u okenskoj vodi V.
parahaemoliticus ima tendenciju pri¢vrs¢ivanja na Skoljke. Vrsta V.
parahaemoliticus moze rasti u prisustvu 1-8% NaCl-a, a optimalan rast
ostvaruje urasponu 2-4%NacCl-a, dok ne prezivljava temperature vode ispod
4°C. U prehrambenim proizvodima je dokazan rast V. parahaemoliticus na
temperaturi 9.5-10°C, dok je u otvorenim vodama minimalan rast na 10°C.

Simptomi infekcije vrstom V. parahaemolyticussu mucnina, povracanje i
bolovi u stomaku. Gastroenteritis uzrokovan vrstom V. parahaemoliticus
javlja se iskljudivo kao posljedica unosa morskih plodova u organizam.
Drugi prehrambeni proizvodi se vrstom V. parahaemoliticus mogu
kontaminirati unakrsnom kontaminacijom sa plodova mora. V.
parahaemoliticus pored gastroenteritisa izaziva ekstra intestinalne
infekcije ljudi, a uzro¢nik se povezuje i sa sréanom aritmijom. Bolest obi¢no
prolazi sama nakon 3 do 4 dana. Vrsta V. vulnificus Cesto izaziva sepsu, a
simptomi se obi¢no javljaju tokom 24 sata i ukljuCuju temperaturu,
drhtavicu, mucninui nizak krvni pritisak. Takoder moze izazvati sekundarne
lezije na rukama i nogama koje ponekad zavrsavaju amputacijom(tabela
28).

Kontaminacija hrane vrstama roda Vibrio

Morski organizmi poznatiji kao plodovi mora (dagnje, kamenice i druge
vrste Skoljki, Skampi, ribe, rakovi) sve vise se uzgajaju u kavezima, a sve
manje izlovljavaju iz mora. Intenziviranjem proizvodnje morskih
organizama povecali su se rizici od kontaminacije istih patogenim
bakterijama tokom uzgoja, ali i nakon izlovljavanja. V. parahaemoliticusse
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pominje kao naj¢esdi uzrocnik gastroenteritisa kod ljudi koji su konzumirali
morsku hranu. Uporedivanjem koncentracija izolovanih bakterija roda
Vibrio iz morske hrane ustanovljeno je veliko prisustvo V. parahaemolyticus
u namirnicama porijeklom iz Jadrana, iako su ove bakterije poznati
kontaminanti morskih plodova Sirom svijeta (Azija, Okeanija, Sjeverna
Amerika). Kultura konzumiranja termicki obradenih morskih namirnica u
velikoj mjeri sprjecava oboljenja ljudi.

Izolacija vrsta roda Vibrio iz uzoraka hrane

Za izolaciju se koristi alkalna peptonska voda (pH 8,6 -9,0) kao medij za
obogacivanje, a period inkubacije mora biti ograni¢en na 8h kako bi se
sprijecio prekomjerni rast vibrija. Nakon inkubacije se kulture precjepljuju
na selektivne i diferencijalne agarne podloge koje sadrzavaju tiosulfat,
citrat, Zuc¢ne solii saharozu (TCBS). Na ovom mediju se mogu razlikovati
zelene kolonije V. parahaemolyticus, V. mimicus i V. vulnificus od Zutih
kolonija V. cholerae, zbog mogucnosti ove bakterije da fermentira
saharozu. Diferencijacija izmedu pojedinih vrsta se radi biohemijskim
testovima.

Listeria monocytogenes

Vrsta L. monocytogenes je jedini ljudski patogen iz roda Listeria, iako se
unutar roda nalazi ukupno Sest trenutno dokazanih vrsta. Pored L.
monocytogenes rijetko se vrste L. seeligeri, L. welshimeri i L. ivanoviise
povezuju sa oboljenjima ljudi .L. monocytogenes je Gram-pozitivna,
Stapicasta, fakultativno anaerobna, nesporogena, katalaza pozitivna,
oksidaza negativna bakterijska vrsta. Stapicasti oblik ove bakterijske vrste
je karakteristican zbog zaobljenih krajeva, mikroskopski gledano celije
mogu biti rasporedene kao pojedinacne, po dvije u obliku slova V, ali i vise
Stapic¢a paralelno, a pokrecu se peritrihnim flagelama. L. monocytogenes
ima veliku sposobnost adaptacije i prezivljava u Sirokom rasponu pH
vrijednosti i temperatura 0-42°C, s tim da je optimalna temperatura rasta
izmedu 30 i 35°C. L. monocytogenes ima sposobnost razmnoZzavanja na
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izuzetno niskim temperaturama. Rast svih sojeva vrste L. monocytogenes je
inhibiran pri pH vrijednostima nizim od 5,5.

L. monocytogenes ne prezivljava temperaturu pasterizacije (Deo-nekoliko
minuta i Dso-nekoliko sekundi), ali je dokazana sposobnost rasta u 10%
rastvoru NaCl-a. L. monocytogenes moze biti izolovana iz velikog broja
prirodnih staniSta: slatke i slane vode, tla, kanalizacionog mulja, truhle
vegetacije i silaze. Svega 5-10% ljudske populacije su asimptomatski nosioci
ove vrste u mikroflori crijeva. Cesto se nalazi i u digestivnom traktu sisara,
ptica i riba.

Infekcija uzrokovana vrstom L. monocytogenes je poznata kao listerioza, a
obi¢no se razvija nakon konzumiranja hrane kontaminirane ovom vrstom.
Infekcija pogada uglavhom trudnice, novorodencad, starije i
imunokompromitirane osobe, a rijetko se simptomi oboljenja pojavljuju
izvan navedenih grupa. Listerioza je blaga bolest kod trudnica, ali je ozbiljna
za fetus i novorodencad. Kod ljudi iznad 65 godina ili kod
imunokompromitiranih osoba uzro¢nik moze dospjeti u krvotok (sepsa) ili
u mozak (meningitis ili encefalitis). Infekcija ponekad dugoroc¢no utice na
pravilno fukcionisanje kosti i zglobova, grudnog ko3a i abdomena.
Listerioza moZze izazvati groznicu i dijareju slicnu onoj koju izazivaju drugi
bakterijski patogeni koji se prenose hranom, iako dcesto prode i
nedijagnosticirana (ne utvrdi se stvarni uzro¢nik oboljenja). Trudnice sa
listeriozom imaju groznicu, osjecaju umor i bol u misi¢ima (simptome sli¢cne
gripi), a posljedica navedenog moze biti pobacaj, preuranjeni porodaj,
infekcija novorodenceta i u najtezim sludajevima letalni ishod za
novorodence. U ostalim rizicnim grupama simptomi su glavobolja,
ukocenost vrata, konfuzija, gubitak ravnoteze, napadi, poviSena
temperatura i bol u miSi¢ima. Bolest se obi¢no dijagnosticira uzgojem
bakterije iz tkiva ili tekucina kao Sto su krv, cerebrospinalna tekudina ili
posteljica.
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Kontaminacija hrane vrstom Listeria monocytogenes

L. monocytogenes moze biti prisutna u mnogim prehrambenim
proizvodima, a kontaminacijom su obuhvadeni uglavhom mlijecni
proizvodi, meki sirevi, sirevi proizvedeni od nepasteriziranog mlijeka,
povrtlarske kulture (celer, kupus, paradajz, salata), alii sladoled, hot-dog i
termicki obradeno meso. Sposobnost rasta sojeva vrste L. monocytogenes
u blago-kiselim namirnicama pH>5,5 omogucava ovim bakterijama da
nasele prehrambeni lanac u kojem se u povoljnijim uslovima sredine brzo
razmnozavaju.

U velikom broju zemalja EU dokazana je ucestalaizolacija L. monocytogenes
serotipa 1iz mesa i preradevina od mesa (svinjska kobasica, purece
hrenovke, piletina, puretina), dok u namirnicama biljnog porijekla
dominiraju drugi sero tipovi. Epidemije listerioze su uglavnom povezane sa
konzumacijom mlijecnih proizvoda, prvenstveno sirovog i pasterizovanog
mlijeka, te mekih sireva. L. monocytogenes slabo preZivljava u mekim
sirevima kao Sto su kiselinski sirevi, ali dobro u sirevima kao Sto su
Camembert i Brie. Tokom procesa zrenja, upotreba laktata i oslobadanje
amina povecavaju povrsinsku pH i omogucavaju listeriji povoljne uslove za
razmnozavanje.

Izolacija Listeria monocytogenes iz uzoraka hrane,EN 1SO 11290-1: 20173 i
ISO 11290-2: 20174

Za dokazivanje prisustva vrste Listeria monocytogenes u razlicitim
namirnica u industriji se koristi dvostepeni plan uzorkovanja, obzirom da se
radi o striktnom patogenu. Broj analiziranih uzoraka iz jedne proizvodne
serije zavisi od vrste namirnice i procjene rizika od kontaminacije vrstom
Listeria monocytogenes.

Prvi korak u izolaciji i identifikaciji je nasijavanje 25 g/ml uzorka u 225 ml
bujona za predobogadivanje (¥Fraser bujon). Ovaj bujon sadrzava
polovinu standardne koncentracije nalidiksi¢ne kiseline i akriflavina koja je
neophodna za selektivnu izolaciju Listeria monocytogenes. Inkubacija na
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30+1°C tokom 25 *th. U drugom koraku se uzima 0,1 mL predkulture iz
primarnog %Fraser bujona i inokulira u 10 mL bujona za sekundarno
obogadivanje (Fraser 1), koji sadrzava punu koncentraciju selektivnih
komponenti nalidiksi¢ne kiseline i akriflavina. Inkubacija 37+1°C tokom
48~2h. Poslije drugostepenog obogacivanje bakterijska kultura (1oplL) iz
Fraser 1 bujona se sterilnom mikrobioloSkom ezom nanosi na povrsinu
Listeria hromogene agarne podloge u Petri kutijama-Listeria Oxford agar.
Petri kutije se u obrnutom poloZaju inkubiraju na 37+1°C tokom 24+2 sata i
ukoliko je neophodno dodatnih 24 * 2 sata do pojave pojedinacnih kolonija.
Nakon inkubacije se na selektivnim podlogama izdvajaju tipi¢ne kolonije
L.monocytogenes koje imaju crni oreol. Slijede potvrdni testovi: bojenje po
Gramu, fermentacija manitola, ramnoze i ksiloze te test pokretljivosti.
Listeria monocytogens se dokazuje CAMP ogledom kojeg odlikuje rast u
obliku kiSobrana u testiranju osjetljivosti sa Staphylococcus aureus i
Rodococcus equi.
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UZORAK HRANE (25 grili 25 ml)

Predobogadivanje u 225 ml % Fraser bujonu

(Inkubacija 30+1°C tokom 25 +1h)

Selektivno obogacivanje

0,1 ml predobogaéene kulture

|

10 mL bujona za sekundarno obogadivanje
(Fraser 1)- (Inkubacija 37+1°C tokom 48~2 h)

l

Hromogena agarna podloga u Petri kutijama -
Listeria Oxford agar (Inkubacija na 37°C/37+1°C
tokom 24+2 h)

l

Potvrdni biohemijski i fizioloski testovi

Grafikon 3. Laboratorijski protokol za selektivnu izolaciju vrste Listeria
monocytogenes iz uzoraka hrane

Rod Bacillus

Vrste roda Bacillus pripadaju Gram-pozitivnim Stapicastim sporogenim
bakterijama, iako ponekad pokazuju Gram-negativnu ili promijenljivu
reakciju. Uglavnom su aerobni ili fakultativho anaerobni organizmi te imaju
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veoma sloZzenu nomenklaturu koja podlijeze brojnim revizijama. Rod
sadrzava oko 80 vrsta, a jedina vrsta prepoznata kao uzrocnik trovanja
hranom je Bacillus cereus, mada su brojne vrste filogenetski usko povezane
sa B. cereus i B. subtilis.

Bacillus cereus posjeduje karakteristicne veoma duge vegetativne celije,
uobicajene duzine oko 1,0 mm (100 pm), a duzina lanaca je 3,0-5,0 mm.
Vrsta Bacillus cereus raste u Sirokom rasponu temperatura 8°-55°C sa
optimum 28°35°C, ne tolerise niske pH vrijednosti sredine (min. 5,0-6,0), a
minimalna vrijednost aktiviteta vode neophodna zarast vegetativnih celija
je0,95. Spore B. cereus su centralno pozicionirane unutar vegetativne celije,
elipsoidnog su oblika i veoma su rasprostranjene u prirodi (tlo, voda,
vegetacija), zbog cega nepromijenjene mogu prodi kroz gastrointestinalni
trakt ljudi. Razli¢iti sojevi (serotipovi) vrste B. cereus se odlikuju
neuporedivim stepenima rezistencije na termicke tretmane, zbog cega se
termo rezistencija smatra soj specificnim svojstvom. Poredenjem razlicitih
sojeva uzgojenih u fosfatnom puferu, utvrdeno je da rezistencija spora
prilikom termicke obrade na 95°C u velikoj mjeri varira, $to je izrazeno preko
D vrijednosti od 1 min do 36 min.

B. cereus je vrsta odgovorna za dva razlic¢ita tipa trovanja:

a) dijarejni sindrom kod kojeg se simptomi bolesti javljaju relativho
kasno nakon konzumiranja i
b) emeticki sindrom kod kojeg se simptomi trovanja javljaju ranije.

Simptomi dijarejnog sindroma sli¢ni su simptomima trovanja uzrokovanim
vrstom Clostridium perfringens, a pojavljuju se 8-16h nakon konzumiranja
hrane. Karakteristi¢ni simptomi dijarejnog sindroma su bol u abdomenu,
obilan vodenast proljev te pojacana osjetljivost i disfunkcionalnost rektuma
koja traje od 12 do 24h.
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Tabela 29. Patogeni koji uzrokuju intoksikacije, (modifikovano prema
Hernandez-Cortez i sar., 2017.)

Bakterija Oboljenje Vrste kontaminirane hrane
Paraliza miSi¢a ruku, nogu, MjeSavina ulja i neoljuStenog
Clostridium trupa i disajnih organa. bijelog luka, krompir kuhan na
botulinum visokim temperaturama i druga
termicki obradena hrana.
Bacillus cereus  Dijarejni sindrom Riza kuhana na visokim
Emeticki sindrom temperaturama, umaci, supe i
pudinzi.
Staphylococcus  Sindrom toksi¢nog Soka Meso i proizvodi od mesa
aureus kuhani na visokim

temperaturama, meso peradi i
salate s majonezom.

Emeticki sindrom po simptomima bolesti nalikuje trovanju uzrokovanim
vrstom Staphylococcus aureus. Kod emetic¢kog sindroma je kradi period
inkubacije u poredenju sa dijarejnim sindromom, obi¢no 30 min-5h, a
karakteriSu ga mucnina i povracanje u trajanju 6 -24h.

U znatno manjoj mjeri se kao uzrocnici trovanja hranom pominju vrste B.
licheniformis, B. pumilis ili B.subtiliskoje su filogenetski srodne vrsti B.
cereus, a smatra se da diferencijalni testovi nisu dovoljno pouzdani za
dokazivanje prisustva Bacillus spp. u ostacima hrane ifili klinickim uzorcima.
U zemljama Sjeverne Evrope, najvedi broj trovanja se moze pripisati Bacillus
spp., u Norveskoj je u periodu 1988.-1993., od ukupnog broja registrovanih
bakterijskih trovanja hranom33%bilo uzrokovao vrstom B. cereus, dok je na
Islandu (1985.-1992. godine ) isti uzro¢nik zasluzan 47% trovanja.

Dijarejni i emeticki sindrom uzrokuju razliciti enterotoksini. Simptom kao
Sto je dijareja je povezan sa proizvodnjom dva enterotoksina u probavnom
traktu. Prvi je hemoliticki enterotoksin HBL koji se sastoji od tri proteina B,
L1i L2, a drugi je nehemoliticki enterotoksin NHE. Pojedini sojevi Bacillus
cereus proizvode HBL i NHE, dok drugi sadrze gene za proizvodnju samo
jednog. Toksini, koji su osjetljivi na termicke tretmane i proteoliticke
enzime(tripsin i pepsin) proizvode se u kasnoj eksponencijalnoj fazi rasta ili
u ranoj stacionarnoj fazi rasta vrsta Bacillus spp. u organizmu domacina.
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Precizni mehanizmi djelovanja ovih toksina su razliciti, ali je u osnovi
njihovo djelovanje sli¢no kao kod toksina C. perfringens, tj. vezuju se na
epitelne stanice i ometaju funkciju epitelne membrane. Pretpostavlja se da
je primarno proizvodnja toksina u crijevima odgovorna za simptome
trovanja, iako je dokazana proizvodnja toksina i u hrani. Zbog velike
osjetljivosti na niske pH vrijednosti i proteoliticke enzime Zeluca, toksinima
stvorenim u hrani se ne mogu pripisati simptomi trovanja obzirom na
relativno dugo vrijeme inkubacije koje se vezuje za pojavu prvih simptoma
trovanja.

Kontaminacija hrane vrstama roda Bacillus

Spore vrste B. cereus su otporne na razli¢ite nepovoljne faktore sredine
(susenje, termicki tretmani —pasterizacija, kuhanje), stoga je neizostavno
prisustvo spora u velikom broju namirnica. Uglavhom, ove spore ne
dominiraju u ukupnoj mikroflori hrane odnosno nemaju veliku
procentualnu zastupljenost, a samim tim ne mogu uzrokovati trovanje.
Pasterizacijom ili drugim nacinima termicke obrade dolazi do selekcije
spora na one koje prezive termicku obradu i one koje se uniStavaju
termickom obradom. Dokazana je veca ulestalost prisustva vegetativnih
formi vrste B. cereus u pasteriziranim ili na drugi nacin termicki obradenim
mlije¢nim proizvodima (obi¢no 35-48% pozitivnih uzoraka) u poredenju sa
sirovim mlijekom (9% pozitivno). Brojnost B. cereusu pasteriziranom mlijeku
ne prelazi (103cfu/ml). Neadekvatno skladistenje pasteriziranog mlijeka ili
krema (kajmaka) u neadekvatnim rashladnim uredajima dovodi do rasta
populacije i uzrokuje kvarenje poznato pod nazivom "slatki gutljaj" (eng.
sweet curdling ili bitty cream).

Mlijeko i mlijecni proizvodi rijetko se povezuju sa trovanjima uzrokovanim
vrstom B. cereus. lako je mlijeko tecnost koja predstavlja izvrstan medij za
rast ovog organizma, postoji objasnjenje zasto je takav medijnepovoljan za
proizvodnju toksina. U Svedskoj su radena istrazivanja koja su potvrdila
nemogucnost formiranja toksina u mlijeku koje nije dovoljno aerirano, a
odnosi se  prvenstveno  na staticka pakovanja mlijeka
(tetrapak).Sposobnost spora da prezZivljavaju isuSivanje osigurava
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prisustvo sporogenih oblika u suhim proizvodima kao Sto su Zitarice,
brasno i mlijeko u prahu.

U norveskim epidemijama koristena je kukuruzna krupica za zgusnjavanje
sosa od vanilije. Umjereno zagrijavanje tokom pripreme nije bilo dovoljno
za deaktivaciju spora, a posto je sos naknadno skladiSten duze vrijeme na
sobnoj temperaturi, visok aw u sosu pogodovao je klijanju spora i rastu
bakterija. Emeticki sindrom je posebno povezan sa skrobnim proizvodima
kao Sto su riza i tjestenina. U Velikoj Britaniji je dokazana veza izmedu
emetickog sindroma i kuhane riZze, a nazvana je soubriquet ,,sindrom
kineskih restorana®. Uobicajni scenarij je priprema vedih kolicina rize
unaprijed. Termostabilnije spore B. Cereus serotipa 1 prezivljavaju
prethodno kuhanje, klijaju, rastu i proizvode emeticki toksin u proizvodu
tokom skladistenja. Navedenu pojavu bi sprijecilo hladenje na temperature
ispod 8°C, medutim brzina hladenja u sredisnjem dijelu vele koli¢ine
kuhane rize moze biti nedovoljno efikasna da sprijeci rast i proizvodnju
toksina, ¢ak i ukoliko se riza skladisti u frizZiderima. Ponovno zagrijavanje
rize prije posluzivanja nele inaktivati emeticki toksin i doprinijeti
mikrobioloskoj ispravnosti proizvoda.

Sa pojavom dijarejnog sindroma se povezuju mesni proizvodi, supe,
povrée, pudinzi i umaci. Suhe biljke i zacini koji se koriste u pripremi hrane
Cesto sadrzavaju B. cereus, Sto se navodilo kao razlog relativho visokog
procenta trovanja B. cereus u Madarskoj izmedu 1960. i 1968.godine. Noviji
podaci upuduju da je zastupljenost trovanja ovom vrstom smanjena, a
pretpostavka je da su razlog promjene kulinarske prakse, poboljSanje
higijenskih mjera te manja kontaminacija zacina. Pite i paste od mesa su
izvori kontaminacije drugim vrstama roda Bacillus koje uzrokuju trovanja
hranom. Peciva, kao Sto su hljeb i drugi pekarski proizvodi su poznati kao
uzrocnici brojnih epidemija vrstom B. subtilis. Vrsta B. subtilis odgovorna je
za kvarenje hljeba poznato kao koncavost (nitavost) do kojeg dolazi zbog
sposobnosti spora da prezive termic¢ku obradu, a manifestuje se
degradacijom unutrasnje strukture hljeba i stvaranjem sluzi. Navedeno
kvarenje ne sprjecava ljude da takav hljeb konzumiraju. Godine 1988. jedna
pekara je pustila u prodaju hljeb za koji je tvrdila da u isti nisu dodati
konzervansi, smatrajudi ga zdravijim za konzumiranje. Deset minuta nakon
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konzumiranja nitavog hljeba devet osoba je bilo hospitalizirano sa
simptomima kao $to su mucnina, povradanje, proljev, glavobolja i groznica,
a mikrobioloskim analizama je u uzorcima hljeba dokazano prisustvo vise
od 108cfu/gvegetativnih Celija B. subtilis.

Izolacija vrste B.cereus iz uzoraka hrane

Kod izbijanja trovanja hranom uzrokovanog vrstom Bacillus cereus,
kontaminirana hrana moZze sadrzavati veliki broj celija (4x105cfu/g), stoga
metode obogadivanja nisu potrebne. Isto vrijedi i za uzorke fecesa ili
Zelucanog sadrzaja, stoga se za izolaciju obi¢no koristi neselektivni medij
kao Sto je krvni agar (ponekad uz dodatak polimixina kao selektivnog
sredstva za suzbijanje rasta Gram-negativnih bakterija). B. cereus moZze biti
identificiran nakon 24h inkubacije na37°C zahvaljuju¢i  svojoj
karakteristi¢cnoj morfologiji kolonija koje zauzimaju veliku povrsinu (3-7 mm
promjera), iste su ravne ili blago izdignute, sivo-zelene boje sa
karakteristichom granuliranom ili zemljano-staklastom teksturom koja
obuhvata i zonu okolo kolonija ili je vidljiva zona B-hemolize. Kako bi se
identificirali izolati porasli na krvnom agaru ili ukoliko se izolira mali broj
Celija vrste B. cereus iz hrane, potrebno je koristiti selektivniju agarnu
podlogu. PredlaZze se nekoliko podloga koje imaju veliki broj zajednickih
sastojaka. PEMBA (polimiksin/piruvat/Zumance jajeta/manitol/bromotimol-
plavilo/agar) se najviSe koristi u navedene svrhe, pri ¢emu je polimixin
selektivni sastojak koji ponekad ne moze u potpunosti inhibirati rast
kvasacai plijesni iz uzoraka hrane, zbog cega se dodaje aktidion. Na PEMBA
agaru, B. cereus proizvodi tipi¢ne kremaste kolonije koje zadrzavaju
tirkizno plavu boju pH indikatora (bromotimol plavila), koja je posljedica
nemogucnosti fermentacije manitola. Navedene kolonije su okruZzene
zonom precipitata Zzumanjka zahvaljujudi aktivhosti enzima lecitinaze koji
je karakteristi¢an za vrstu B. cereus. Piruvat u mediju poboljSava reakciju
taloZzenja Zumanjka dok nizak sadrzaj peptona poboljSava sporulaciju.
Nakon izolacije na pomenutoj podlozi prisustvo B. cereus se dodatno
potvrduje mikroskopskim metodama i to kombinacijom metoda bojenja
sporai bojenja intracelularnih lipida. Kod metode bojenja spora, spore su
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obojene zelenom bojom koja ¢ini kontrast u odnosu na crveno obojene
vegetativne Celije. Biohemijska potvrda se moze temeljiti na sposobnosti
izolata da proizvedu kiselinu iz glukoze, ali ne iz manitola, ksiloze i
arabinoze.

Clostridium botulinum

Zbog tezine i karakteristicnih simptoma, botulizam je najranije opisano
bakterijsko trovanje hranom. Rani izvjeStaji o ovom trovanju su vezani za
potrosnju kuhanih, dimljenih ili barenih kobasica, kao i krvavica od
svinjskog mesa. Zajednicko svojstvo kobasica je da su sadrzavale dijelove
crijeva ili druge komponente svinjskog mesa, a ne misi¢no tkivo. Termicka
obrada kobasica je bila preduslov za pojavu bolesti. Kasnije je utvrdeno da
pojavu botulizma uzrokuju i drugi neadekvatno termicki obradeni proizvodi
(ribe, grah) te da pojava botulizma nije isklju¢ivo vezana za konzumaciju
mesa i mesnih preradevina. Vegetativne Celije vrste Clostridium botulinum
su Gram-pozitivne Stapicaste ili blago zaobljene bakterije veli¢ine 2-10 mm,
pokretne zahvaljujudi postojanju peritrihnih flagela, striktni su anaerobi, a
nakon sporogenezeovalne spore su unutar vegetativnih ¢elija smjeStene
centralno ili subterminalno. Vrsta Clostridium botulinum obuhvata veliki
broj sojeva, koji se razlikuju po fizioloskim i biohemijskim osobinama. Ova
bakterijska vrsta uzrokuje rijetko trovanje hranom-botulizam, koje nastaje
kao rezultat unosenja toksina botulina proizvedenog u hrani u kojoj je vrsta
Clostridium botulinum rasla. Najvaznije zajednicka osobina vedine sojeva
ove vrste je proizvodnja farmakoloski slicnih neurotoksina odgovornih za
botulizam. Poznata je proizvodnja osam seroloski razlicitih toksina (A, B,
(1, C2, D, E, Fi G, premda C2 nije neurotoksin), pri ¢emu je uobicajeno da
jedan soj C. botulinum proizvodi samo jednu vrstu toksina (iznimke
postoje). Za pet od naprijed pomenutih toksina (A, B, E, Fi G) evidentna je
proizvodnja samo jedne vrste toksina. Tip C predominantno proizvodi C1
toksin sa manjom kolicinom C2 ili samo C2, dok tip D proizvodi
predominantno toksin tipa D uporedo sa manjom koli¢inom C2 toksina.
FizioloSke razlike izmedu sojeva unutar vrste C. botulinum uslovile su
podjelu na Cetiri grupe, a navedeno je potvrdeno molekularnim metodama
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zasnovanim na homologiji DNK gena i sekvenciranju ribozomalnih RNK
gena.

Grupi | pripadaju sojevi C. Botulinum uporedo sa sojevima filogenetski usko
povezane vrste C. sporogenes, koji su odgovorni za sve poznate vrste
botulizam uzrokovan infekcijom rane. Grupi | pripadaju izuzetno
proteoliticki sojevi, a Cesto se njihovo prisustvo u hrani moze primjetiti
zbog djelimi¢ne razgradnje proizvoda ili blago uZegle i/ili siraste arome.
Sojevi grupe | proizvode toksine dovoljne jacine u namirnicama, koji
unoSenjem u organizam sa hranom izazivaju trovanja. Grupa | stvara
neurotoksine tipa A, B ifili F koji se odlikuju najve¢om rezistencijom na
termicke tretmane, pri Cemu je za proizvodnju toksina klju¢na neadekvatna
termicka obrada namirnica. U ovom slucaju pravovremeno naknadno
hladenje takvih proizvoda ne moze sprijeciti proizvodnju toksina u hrani.

Sojeviiz grupe Il predstavljaju rizik u zaledenim ili pothladenim proizvodima
(na temperaturama frizidera), za razliku od sojeva grupe I. Sojevi C.
botulinumgrupe Il nisu proteoliticki, rastu i proizvode toksin do
temperature 30°C, a njihove spore nisu rezistentne na visoke temperature.
Cesto je proizvodnja toksina inhibirana visokim koncentracijama soli u
proizvodu, a usporen rast sojeva i proizvodnja toksina na nizim
temperaturama je u korelacijii sa drugim ogranicavajucim faktorima rasta.
Ustanovljeno je, da svi sojevi grupe Il posjeduju samo po jedan gen
odgovoran za proizvodnju toksina i proizvode tipove neurotoksina B,E ili F.
Da bi doslo do proizvodnje toksina kod sojeva grupe Il, proizvod je
neophodno skladistiti 1-3 mjeseca na temperaturi 3.3°C, proizvodnja toksina
se moze ubrzati na nesSto viSim temperaturama. U istraZivanjima u kojima
je 100 spora C. Botulinum grupe Il inokulirano u vakuum pakovane haringe
hladene na 5° C, proizvodnja toksina je dokazana nakon 15 dana.

Sojevi iz grupe Il proizvode toksine tipa Ci D, koji su obi¢no povezani sa
oboljenjima Zivotinja i ptica. Upitna je uloga toksina tipa G kao uzrocnika
botulizma kod ljudi, kao i njegova proizvodnja u hrani.

Sojevi iz grupe IV uporedo sa netoksigenim vrstama klostridija proizvode
toksine tipa G, a isti su reklasificirani u novu vrstu Clostridium argentinense.
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Vrsta C. botulinum je u osnovi saprofit koji obitava u zemljiStu i zagadenoj
vodi, ali je i normalni stanovnik probavnog trakta ptica i sisara. U europskim
zemljiStima sojevi C. botulinum tipa B suviSe su zastupljeni od sojeva C.
botulinum tipa A.

Botulizam uzrokovan toksinom-botulinom tipa A, B ili E je najucestaliji, dok
su trovanja uzrokovana drugim tipovima botulina veoma rijetka. U klinickoj
praksi su prepoznate tri vrste botulizma: botulizam uzrokovan hranom,

Botulizam uzrokovan hranom je primjer bakterijskog trovanja hranom u
najuzem smislu, a nastaje kao rezultat unoSenja u organizam egzotoksina-
botulina kojeg proizvodi bakterija Clostridium botulinum u hrani. U
ogledima sa zZivotinjama je dokazano da simptomi botulizma uzrokovanog
hranom zavise od koliine toksina unesenog u organizam. Jedini jasan
simptom botulizma je paraliza miSi¢a. Mehanizam dejstva botulina,
zasniva se na njegovom uces¢u u blokadi sekrecije pojedinih
neurotransmitera. Prvi simptomi botulizma se javljaju od 8h do 8 dana, a
najcesée od 12 do 48h nakon unosSenja hrane koja je sadrzavala toksinu
organizam. Rani simptomi su: povracanje, konstipacija (zatvor),
zadrZavanje urina, zamucden vid i dupla slika, oteZzano gutanje, suhoca usta
i otezan govor. Oboljela osoba izgubi svijest kad razvoj bolesti dovede do
zastoja srca ili respiratornih organa, a navedeno se obi¢no javlja 1-7 dana od
pojave prvih simptoma oboljenja. Stopa smrtnosti obi¢no je visoka (20-50%)
u nerazvijenim zemljama i (5-10%) u razvijenim zemljama. Neurotoksin tipa
A dovodi do veleg postotka smrtnosti od neurotoksina tipova B ili E.
Toksini se proizvode tokom logaritamske faze rasta celija Clostridium
botulinum u hrani, a iz ¢elije se oslobadaju nakon liziranja (ugibanja) ¢elija.

Dojenacki ili infatilni botulizam se razlikuje od klasi¢nog uzrokovanog
hranom obzirom da kod dojenackog botulizma C. botulinum kolonizira
crijeva i proizvodi toksin in situ. Uglavhom se bolest pojavljuje kod
dojencadi starosti od 2 sedmice do 6 mjeseci, ukoliko se koristi dohrana
koja ne podrazumijeva mlijeko. U ranoj fazi razvoja dojenceta mikroflora
probavnog trakta nije u potpunosti razvijena i nije sposobna izluditi
uzrocnika iz organizma. U slucaju dojenackog botulizma, toksin nije unesen
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u organizam vec¢ spore C. botulinum, pri ¢emu spore mogu dospjeti u
organizam dojenceta i iz Zivotne sredine. Stoga je bitno dojence hraniti
dohranom koja ne podstice rast C. botulinum, kao Sto je npr. med, smatra
se nedodopustivim prehranjivati djecu mladu od 12 mjeseci medom.

Kontaminacija hrane vrstom Clostridium botulinum

Minimalna pH vrijednost na kojoj vrsta C. botulinum moze rasti u velikoj
mjeri zavisi od ostalih faktora sredine kao Sto su temperatura, aktivitet
vode, itd. Ustanovljeno je da pH vrijednost oko 4,7 predstavlja apsolutni
minimum, a navedena ¢injenica ima prakticni znacaj za industriju konzervi.
Ne-proteoliticki sojevi C. botulinum su manje tolerantni na kiselu sredinu i
opcenito ih inhibira pH 5,0-5,2. Postoje podaci o rastu pojedinih sojeva C.
Botulinum i proizvodniji toksina pri pH vrijednostima nizim od 4,0 u mediju
koji je sadrzavao visok sadrzaj proteina, a navedeno nema nikakve vaznosti
za kiselu konzerviranu hranu koja ima nizak sadrzaj bjelancevina. Pojava
botulizma uzrokovana konzumiranjem konzerviranog voca je povezana sa
rastom pH vrijednosti u proizvodu koji je sadrzavao visoku brojnost kvasaca
i plijesni. Maksimalna pH vrijednost na kojoj je mogu¢ rast je 8,5-8,9, a
toksin je nestabilan u alkalnoj sredini.

Epidemije botulizma povezuju Cetiri zajednicke osobine:

1) Hrana je kontaminirana sporama ili vegetativnim celijama C. botulinum
na farmi ili tokom prerade.

2) Hrana se preraduje termickom ili nekom drugom obradom, koja
sprjeCava rast konkurentnih mikroorganizama, a u normalnim
okolnostima bi takoder trebala inhibirati ili kontrolirati rast C
botulinum.

3) Fizicko-hemijski faktori rasta u hrani (temperatura, pH, Eh, aw) moraju
biti prikladni su za rast C. botulinum.

4) Hrana se konzumira hladna ili nakon blage termicke obrade, koja nije
dovoljna da inaktivira toksin.

Bududi da jako-kisele konzervirane preradevine mogu ispuniti sve gore
navedene kriterije, industrija konzervi je uvela stroge mjere kontrole
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procesa proizvodnje kako bi se osigurala stabilnost proizvoda. Ukoliko se
konzerviranje hrane radi u domacinstvu, ne primjenjuju se adekvatne mjere
kontrole Sto moze predstavljati potencijalni problem. U Sjedinjenim
Americkim Drzavama i u Velikoj Britaniji je dokazano da je pojava botulizma
vezana za konzerviranje povréa u domacinstvima, dok je komercijalno
proizvedeni hrana u zadnjih 100 godina gotovo bezbjedna. Ribe mogu biti
kontaminirane s C. botulinum tip E iz vodene sredine, a nedovoljno termicki
obradeni riblji proizvodi su vezani za nekoliko epidemija uzrokovanih C.
botulinum tip E.

Staphylococcus aureus

Ova bakterijska vrsta je uzrocnik jednog od najces¢ih trovanja koja se
prenose hranom. S. aureus je vrsta koja u povoljnim uslovima rasta
proizvodi jedan ili vise toksina, a period inkubacije do pojave simptoma
zavisi od kolic¢ine unijetog toksina. Mala koncentracija enterotoksina moze
izazvati trovanje, tako je na primjer, kontaminacija industrijski
proizvedenog cokoladnog mlijeka sa 0,5 ng/mL enterotoksina izazvala
epidemiju.

S. aureus proizvodi razlicite toksine. Stafilokokni enterotoksini pripadaju
grupi pirogenih toksina, a obuhvataju devet termostabilnih serotipova
enterotoksina (super antigeni). Pirogeni toksini mogu izazvati
imunosupresiju i nespecificnu proliferaciju T ¢elija. Enterotoksini su veoma
stabilni i otporni na visoke temperature i na isusivanje (Sto omogucava
prisustvo istih u industrijskim proizvodima). Proteoliticki enzimi (pepsin i
tripsin) uz nisku pH vrijednost Zeluca ne inhibiraju enterotoksine S. aureus,
Sto doprinosi ucestalim trovanjima.

Mehanizam prema kojem dolazi do trovanja jos nije sasvim jasan. Medutim,
uoceno je da enterotoksini direktno uti¢u na intestinalni epitel i vagusni
nerv koji izaziva stimulaciju emetickog centra. Procjenjuje se da 0,1 ug
enterotoksina moZe izazvati stafilokokno trovanje kod ljudi. Osim Sto
izaziva trovanje, S. aureus moZze uzrokovati i sindrom toksi¢nog Soka
izazvanog toksinom 1 (TSST-1) i enterotoksinom tipa B.
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Simptomi trovanja ukljuc¢uju mucninu, povradanje, gréeve u stomaku, a
moze se javiti i proljev. Prva tri simptoma su najceS¢a. Obi¢no je ovo
trovanje samoogranicavajuca bolest i prode sama u periodu od 24 do 48h,
ali mozZe postati ozbiljna, posebno kod djece, starijih i
imunokompromitiranih osoba. Sindrom toksi¢nog Soka karakteriSe visoka
temperatura, hipotenzija, eritematozni osip (sli¢no sarlahu), ljustenje koze
tokom oporavka, simptomi sli¢ni gripi, povracanje i dijareja).

Kontaminacija hrane vrstom Staphylococcus aureus

U stafilokokne epidemije su uklju¢eni prehrambeni proizvodi u kojima S.
aureus moze optimalno rasti i obi¢no se takvi proizvodi ¢uvaju na sobnoj
temperaturi do konzumiranja (meso i preradevine, perad i jaja, mlijeko i
preradevine, salate i pekarski proizvodi punjeni kremom, kolacii sendvici).

Drugi faktori koji se moraju uzeti u obzir su pojava sojeva koji su rezistentni
na meticilin, a izolovani su iz hrane (uglavnom iz mesa i mlijeka). Oboljenja
uzrokovana konzumiranjem hrane koja sadrzava enterotoksin se mogu
sprijediti, obzirom da je optimalna temperatura za rast i proizvodnju enzima
izmedu 6 i 46°C. Kako bi se sprijedili slucajevi stafilokoknog trovanja
neophodno je prehrambene proizvode termicki obradivati na
temperaturama iznad 60 °Ci obavezno do upotrebe hladiti u frizideru na
temperaturama ispod 5 °C. Odrzavanje hladnog lanca tokom proizvodnje i
prerade hrane moze sprijeciti rast S. aureus. Primjena dobre proizvodacke
i higijenske prakse moze sprijeciti kontaminaciju ovom bakterijskom
vrstom.

Clostridium perfringens

Clostridium perfringens je Gram-pozitivna, Stapi¢asta, anaerobna i
sporogena bakterija koja tvori ovalne subterminalne spore. Mikroskopski
se razlikuje se od vecine klostridija po relativno dugim Stapic¢astim celijama,
duzZine (1,3-19um), koje su u vegetativnom obliku inkapsulirane i
nepokretne. Radi se o katalaza-negativnhom anaerobnom organizmu, koji
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prezivljava i ponekad raste u prisustvu kiseonika. Raspon temperatura
rasta 12-50°C, rast je optimalan na 43-47 °C te vrlo spor ispod 20 °C.
Vegetativne Celije nisu acido tolerantne (minimalni pH 5, optimalno 6-7,5),
dok je minimalni aw za rast 0,95-0,97 i ne raste u prisutvu 6% soli.
Vegetativne Celije su osjetljive na termicku obradu D vrijednost u govedini
(60°C -nekoliko minuta), dok je D vrijednost spora soj specifi¢na i varira na
100°C urasponu 0,31 min-38 minuta.

C. perfringens tip A je Siroko rasprostranjen u okoliSu, a u zemljistu se duze
zadrZzava od ostalih tipova B, C, D i E, koji su obvezatni Zivotinjski paraziti i
imaju ograniCenu distribuciju. Ovaj organizam se moze izolirati iz vode,
sedimenta, prasine, sirove i preradene hrane te uobicajeno naseljava
ljudski gastrointestinalni trakt, a broj spora 103-10% cfu/g je uobicajen u
izmetu zdravih osoba.

Vrsta Clostridium perfringens se klasificira u pet podvrsta, koje se
oznacavaju od A do E, a klasifikacija je zasnovana na proizvodnji Cetiri
glavna egzotoksing, a, b, e, i osam manijih egzotoksina. C. perfringens tip A
je uzrocnik trovanja hranom i plinske gangrene, a proizvodi jedan toksin
koji posjeduije lecitinaznu aktivnost (fosfolipaza C).

Sposobnost ovog toksina da hidrolizira lecitin i neke druge fosfolipide igra
vaznu ulogu u patogenezi plinskih gangrena, jer kada napada (celijske
membrane uzrokuje lokalni poremecaj tkiva u rani uslijed ¢ega dolazi do
apsorpcije toksina, a isti cirkuliSe krvotokom uzrokujudi ozbiljnu
toksikonemiju. Ova pojava nema nikakvu ulogu u trovanjima hranom. C.
perfringens tip A je drugi uzro¢nik bakterijskih trovanja hranom, odmah
poslije roda Salmonella u Velikoj Britaniji. C. perfringens tip C proizvodiaib
toksine koji se smatraju uzrocnicima nekroze unutrasnjih organa, a radi se
o izuzetno teskoj i rijetkoj bolesti u kojoj b toksin ostecuje crijevnu mukozu
i izaziva nekrozu. Javlja se u nerazvijenim zemljama, te kod osoba sa
odrdenim tipovima dijabetesa.
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Tabela 30. Patogeni koji uzrokuju toksiko-infekcije,(modifikovano prema

Hernandez-Cortez i sar., 2017).

Bakterija

Escherichia coli
0157: H7

Shigella spp.

Aeromonas spp.

Cronobacter
sakazakii

Vibrio
parahaemolyticus

Clostridium
perfringens

Campylobacter
spp-

Yersinia
enterocolitica

Vibrio cholerae
serogrupa O1 ili
serogrupa 0139

Vibrio cholerae
serogrupa no-O1

Oboljenje

Hemoragijski kolitis, hemoliticki
uremijski sindrom kod djece

Hemoliticki uremijski sindrom

Meningitis, peritonitis, miokarditis,
hemoliticki uremijski sindrom,
nekrotizirajudi fascitis mekih tkiva i
fascija

Trajni neuroloski ili razvojni deficiti,
smrtni ishod

Gastroenteritis, septikemija i
infekcije rana. Teske infekcije kod
osoba oslabljenog imuniteta

Klostridijalni nekrotizirajudi
enteritis

Kampilobakterioza, artritis,
meningitis, vrsta Campylobacter
jejuni moZze uzrokovati Guillain-
Barré sindrom

Jersionioza, enterokolitis, upala
slijepog crijeva, mezenterijski
limfadenitis, infekcije rana,
zglobova i urinarnog trakta, te
Reiterov sindrom.

Kolera

Slabije izrazeni simptomi oboljenja
u poredeniju sa kolerom; infekcije
probavnog sistema, sepsa.
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Vrste kontaminirane
hrane

Hamburgeri,
nepasterizovano mlijeko,
kontaminirana voda,
Spinat i salata.
Salate, zelena salata,
sirovo povrce i mlijeko.

Meso(govedina, ovcetina,
svinjetina i piletina),
povrde, jaja, ribe, plodovi
mora i termicki obradena
hrana.

Formule (hrana) u prahu
za dojencad

Sirova ili nedovoljno
kuhana morska hrana,
obi¢no kamenice.

Mesni bujoni, Corbe,
kuhani grah, termicki
obradeno meso na
visokim temperaturama.

Sir proizveden od sirovog
mlijeka i pile¢e meso

Nepasterizirano mlijeko,
tofu, nehlorisana voda,
nedovoljno kuhano meso,
kamenice i ribe

Zagadena voda i sirovi
plodovi mora

Sirova, polupreradenaili
rekontaminirana hrana
nakon kuhanja.



Kontaminacija hrane bakterijskom vrstom Clostridium perfringens

Vegetativnii sporogeni oblici Clostridium perfringens su izolovani iz mnogih
namirnica, posebno crvenog mesa, mesa peradi i morske hrane. Osim
povréa i voca, u koje spore dolaze iz tla, hrana Zivotinjskog porijekla
sporama se kontaminira tokom klanja. Suhe namirnice (npr. zacini) su
velika izvorista Cl. perfringens, a do trovanja naj¢eS¢e dolazi nakon
konzumiranja kuhanog mesa koje je hladeno polako ili je stajalo duzi
vremenski period na sobnoj temperaturi prije sluZenja. Trovanje
uzrokovano bakterijom Clostridium perfringens moze se sprijeciti stalnim
sanitarnim mjerama kao i primjenom odgovaraju¢ih temperatura
skladistenja (<2°C) hrane. Namirnice koje se koriste tople treba ¢uvati na
temperaturama visim od 60°C. Ostatke hrane trebalo bi ponovo zagrijati na
>60°C prije serviranja kako bi se unistile vegetativne Celije Cl. perfringens.

Izolovanije i identifikacija Clostridium perfingens

Za izolaciju i identifikaciju Clostridium perfingens uzima se 1 ml
odgovarajuceg razrjedenja uzorka hrane i u sterilnoj epruveti zagrijava 10
minuta na 80°C. Nakon toga se u epruvetu nalijeva otopljeni i na 45°C
ohladeni sulfitni agar tako da stub ne bude niZi od 14cm. Podloga se
inkubira na temperature od 37°C u trajanju od 3-5 dana. Sulfitni agar je
selektivna podloga koja sadrzi natrijum sulfit (Na2S03). Clostridium
perfingens i druge sulfo redukujuce klostridije imaju sposobnost razlaganja
natrijum sulfita u natrijum sulfid (Na2S) koji se jedini sa solima Zeljeza,
stvarajudi FeS, zbog Cega su kolonije ovih klostridija crno obojene. Ako se u
dubini epruveta pojave crne kolonije, iste se koriste za pravljenje
mikroskopskog preparata, i bojepo Gramu. Nalaz Gram pozitivnih
Stapicastih bakterija ukazuje na prisustvo sulfito redukujudih klostridija u
uzorku hrane. Ove se kolonije takoder nasijavaju i na krvni agar. Odsustvo
rasta na krvnom agaru je dokaz da se radi o sulfito redukuju¢im
klostridijama.
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Rod Aeromonas

Rodu Aeromonas pripadaju Gram-negativne, katalaza-pozitivne, oksidaza-
pozitivne i glukoza fermentirajuce Stapicaste bakterije. Pokretljivost
vrstama iz ovog roda obezbjeduju polarne flagele. Vrstu A. hydrophila
inhibira koncentracija soli (>0,5%), kisela sredina (min. pH 6,0), dok je
optimalna temperatura rasta oko 28 °C. Pojedini sojevi imaju sposobnost
rasta pri jako niskim temperaturama 0,11 °C, a najvaznija stanista ovih
organizama su vodene sredine (slatkovodna jezera, potoci, sistemi
otpadnih voda).U otpadnim vodama koje su relativho bogate nutrijentima
brojnost ovih organizama dostize 10® cfu/ml. Vrsta A. hydrophila nije
rezistentna na hlor, a obzirom da se razmnoZzava pri niskoj razini nutrijenata
ponekad ju je mogude dokazati u vodi porijeklom iz gradskih vodovoda.
Vrste iz roda Aeromonas se mogu izolirati iz velikog broja sirovih namirnica
(meso, meso peradi, sirovo mlijeko, salata, voda, ribe), a obitavajuiu Zelucu
ljudi i drugih Zivotinja. Pothladivanje sirovog mesa i mlijeka ne moze
sprijeCiti razvoj kvarenja, jer se aeromonadi razmnoZavaju na
temperaturama frizidera. lako ne preZivljavaju kuhanje, unakrsna
kontaminacija hrane aeromonadima je Cesto prisutna uslijed kontakta
termicki obradene sa termicki neobradenom hranom ili kontaminiranom
vodom.

Kontaminaciju hrane mogu uzrokovati vrste roda Aeromonas (uglavhom
A. hydrophila, uz mali udio A. caviae i A. sobria), iako se u osnovi ove
bakterije ne smatraju patogenim. Sve veda potroSnja pothladene ili
zaledene hrane uzrokovala je povedanu zainteresovanost za bakterijske
vrste koje obitavaju na niskim temperaturama. U tom slucaju je rod
Aeromonas od drugorazrednog znacaja u poredenju sa striktnim
patogenim vrstama Listeria monocitogenes, Plesiomonas i Yersinia
enterocolitica koje su primarni kontaminanti hrane pri niskim
temperaturama.

Taksonomija ovog roda nije zavrsena, ali je opSteprihvadena podjela roda
Aeromonas na dvije glavne grupe:

a) Salmonicida, predstavnik ove grupe je nepokretna vrsta
Aeromonas salmonicida uz jos nekoliko podvrsta i
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b) Hydrophila-Punctata, obuhvata pokretne vrste, od kojih su
najznacajnije A. hydrophila, A. sobria i A. caviae.

A. salmonicida nije patogen ljudi, ve¢ uzrokuje oboljenja slatkovodnih riba
u ribogojilistima, a navedeno predstavlja vazan ekonomski problem za
uzgajivace. Vrste roda Aeromonas koje su navedene kao predstavnici grupe
Hydrophila, uzrokuju sekundarne gastrointestinalne infekcije, koje se
obi¢no deSavaju kod osoba narusenog imuniteta ili nastaju kao posljedica
nezgoda prilikom kupanja u moru kroz ostecenja na koZi. Ne postoje
pouzdani dokazi o sposobnosti roda Aeromonas da uzrokuje
gastroenteritis kod zdravih pojedinaca, ali je istrazivanjima na Tajlandu
potvrdeno da aeromonadi mogu uzrokovati,,putni¢ku dijareju’. Navedeni
epidemioloski nalazi su jedini dokazi da aeromonadi uzrokuju infekcije, dok
dokazi iz drugih izvora nisu bili zadovoljavajuci. U ogledu u kojem je
ucestvovalo 50 volontera hranjenih obrocima kontaminiranim sa 5 do 10"
cfu/gr Celija A. hydrophila, dijareja se pojavila kao indikator trovanja samo
kod dva volontera, iako je akutna dijareja registrovana kod osobe koja je
greSkom tokom rada u laboratoriju unijela 109 cfu/gr ¢elija A. hydrophila.

Sposobnost nekih sojeva da rastu pri vrlo niskim temperaturama inkubacije
moze dovesti do kontaminacije i prisustva velikog broja aeromonada na
maloj povrsini u hladnjacama, Sto predstavlja veliku prijetnju od kvarenja
pothladenog mesa. Cinjenica je da ne preZivljavaju kuhanje ni pri najnizim
temperaturama, ali mozZe do¢i do unakrsne (sekundarne) kontaminacije sa
termicki neobradenih namirnica ili iz kontaminirane vode.

A. hydrophila uzrokuje gastroenteritis kod djece mlade od pet godina. Radi
se o blagoj i samo-ograni¢avajucojformi gastroenteritisa, pri ¢emu se javlja
obilan vodenast proljev bez povracanja. Vrste A. hydrophila i A. sobria
proizvode potencijalno virulentne citotoksicne i citotoni¢ne enterotoksine,
dok vedina klinickih izolata ove dvije vrste proizvodi aerolizin, termolabilni,
B-hemoliticki, citotoksi¢ni enterotoksin, koji se odlikuje molekulskom
masom od 52 kDa. Do danas su opisana tri citotoni¢na enterotoksina cije
djelovanje podsjeca na toksin kolere.
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Izolacija i identifikacija Aeromonas spp.

Kada je u uzorku prisutan mali broj ¢elija Aeromonas spp. koristi se medij za
obogadivanje kao sto je alkalizirana peptonska voda, a kod velike brojnosti
aeromonada u uzorku osnovno razblazenija uzorka se izravno nasijava na
agrarnu podlogu. Vrste koje se nalaze unutar grupe Hydrophila rastu na
velikom broju enterickih medija, ali ¢esto dolazi do njihove pogreSne
identifikacije pri ¢emu se identificiraju kao 'koliformi', obzirom da mnogi
sojevimogu fermentirati laktozu. Najvedi broj sojeva fermentira ksilozu Sto
se Cesto koristi u diferencijalnim medijima za razlikovanje aeromonada od
koliforma. Selektivnost medija se povecava dodatkom zZucnih soli te
ampicilina, tako je u Siroj upotrebi ampicilin Skrobna agarna podloga i
ampicilin krvni agar. Navedene kombinacije se koriste i u komercijalnim
podlogama za izolaciju i identifikaciju aeromonada. Na ovim uzgojnim
medijima se pojavljuju karakteristicne kolonije aeromonada. Porasle
kolonije se morfologijom razlikuju od ostalih kolonija i oksidaza su
pozitivhe, a pripadnost vrsti se utvrduje serijom biohemijskih testova.

Faktori rizika i preventivne mjere koje se koriste kako bi se sprijecili
slucajevi trovanja hranom

Kod bakterijskog trovanja hranom, glavni faktor rizika je sama
kontaminacija hrane patogenim i toksikogenim bakterijama. Djeca, starije
osobe, trudnice i imuno-kompromitirane osobe su najvise podlozni
trovanju hranom. Pored navedenog za pojavu i razvoj oboljenja veliku
ulogu imaju pojedinacni faktori kao Sto su dob, spol, mjesto stanovanja,
socioekonomski status. Kontaminacija moze nastupiti u bilo koje vrijeme
tokom proizvodnje, prerade i potrosnje hrane (od njive do trpeze). Do
kontaminacije dolazi u razli¢itim fazama proizvodnje hrane pocevsi od
primarne proizvodnje (ratarstva, povrtlarstva, vodarstva, stocarstva,
akvakulture)preko industrijske proizvodnje (prerade, pakovanja) i
marketinga (prodajna mjesta) te prilikom distribucije do krajnjeg potrosaca
(domacinstva, menze i restorani). Osvijesteni proizvodadi u primarnoj
proizvodnji mogu izbjeci kontaminaciju primjenom dobre proizvodace
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prakse (GMP) kako bi se sprijedila kontaminacija zrakom, vodom ili
prirodnim dubrivima. Primjena neadekvatnih prirodnih dubriva ili vode
kontaminirane kanalizacijom prilikom navodnjavanja moze biti glavni uzrok
oneciscenja sirovina fekalnim bakterijama na farmi.

Cuvanje i priprema hrane kod krajnjih potro3a¢a (domacinstva, menze i
restorani) ukljucuje adekvatno skladiStenje hrane, tj. slijedenje mijera
sigurnosti kod hladenja ili zaledivanja hrane, dok se prilikom termicke
obrade mora voditi rauna o temperaturi i vremenu izlaganja. Ovim se
obezbjeduje kontrola svih parametara, jer je kod pripreme hrane
neophodno uzeti u obzir fizicke, kemijske i mikrobioloske karakteristike
svake vrste hrane (aw, pH, vrste mikroorganizama, broj mikroorganizama).
Pored navedenog Pravilnik o mikrobioloskoj ispravnosti hrane, Sl. glasnik
BiH 11/13., posebno razmatra mikrobioloSke parametre kvaliteta hrane s
obzirom na upotrebnu kategoriju (preradena, pakirana ili gotova hrana) te
rok trajanja.

U svim fazama prehrambenog lanca neophodno je
koristiti zdravstveno ispravnu cistu vodu za pice isanitarne uslove, jer
voda moze biti glavni izvor kontaminacije hrane. Ovo se posebno odnosi
na pranje i pripremu hrane (rukovanje hranom), u navedenoj fazi nadlezni
Institut mora potvrditi da voda zadovoljava fizikalne, kemijske i
mikrobioloske kriterije kvaliteta.

Do mikrobioloSke kontaminacije moze dodi izravnim kontaktom ili kroz
zrak, pribor, kontaktne povrsine ili ruke, iz tog razloga hrana pripremljena
za jelo mora fizicki odvojiti od sirove ili nepreradene hrane. Unutar
prehrambenog lanca prijevoz hrane ukljucuje vazne faktore rizika kao Sto
su temperatura, izravno izlaganje suncu, vlaznost i strujanje zraka. U ovoj
fazi, tip kontejnera i vrsta ambalaZze takoder igraju vaznu ulogu. Uslovi
prijevoza bi trebali biti odabrani na osnovu karakteristika hrane koja se
prevozi.

Bakterije se mogu razmnoZavati u razli¢itim uslovima sredine, zato su
sveprisutne u Zivotnoj sredini. Faktori koji utiCu na brzinu razmnozavanja
bakterija se dijele na unutrasnje i vanjske. Pojedini uslovi sredine pospjesuju
rast i razmnozavanje bakterija (prisustvo nutrijenata, visok sadrzaj vlage,
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niska kiselost, vise temperature, duze vrijeme
manipulacije/skladiStenja/Cuvanja i aerobni uslovi). Poznavanje i
izbjegavanije tih optimalnih uslova moze pomocdi u kontroli rasta bakterija,
Sirenju bakterijskih infekcija i ucestalosti trovanja hranom.
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5. KONTAMINANTI KOJI NASTAJU TOPLOTNOM
OBRADOM HRANE

Teorijski posmatrano, sve namirnice se podvrgavaju nekakvom tretmanu.
Tretman namirnica ukljucuje svaki postupak koji mijenja ili pretvara sirov
biljni ili Zivotinjski materijal u sigurnu, jestivu i senzorno prihvatljivu
namirnicu. Razlicite pojave koje se odigravaju za vrijeme pripreme, prerade
i Cuvanja hrane suveoma sloZene, uslijed hemijske heterogenosti namirnica
i kompleksnih reakcija koje rezultuju iz interakcija osnovnih nutrijenata. Bez
prerade hrane bilo bi nemoguce zadovoljiti nutritivne potrebe urbanog
stanovnistva, a izbor namirnica bi bio ogranicen i sezonski uslovljen.

Najstariji tradicionalni tretmani su dimljenje, suSenje na suncu, usoljavanje.
Fermentisanje i smrzavanje su odavno uobicajeni tretmani. Konzervisanje,
pasterizacija i sterilizacija se decenijama primjenjuju i joS uvijek su znacajne
tehnike savremene prehrambene industrije. Novi trendovi za dobijanjem
manje tretirane hrane se ogledaju u primjeni tzv. netermickih tretmana
odnosno minimalnih tehnika procesuiranja.

Toplotni tretman hrane dovodi do formiranja proizvoda koji uticu na ukus,
aromu, fizioloski aktivnih jedinjenja, na smanjenje nutritivne vrijednosti
namirnica, kao i na formiranje toksi¢nih potencijalno kancerogenih
jedinjenja, kao Sto je akrilamid.

5. 1. AKRILAMID

Proizvodnja akrilamida u industrijske svrhe zapocela je 1954. godine.
Konvencionalni proces industrijske proizvodnje zapocinje hidracijom
akrilonitrila sulfatnom kiselinom uz prisutnost soli bakra koje sluze kao
katalizatori. Kao produkt nastaje otopina akrilamid sulfat, koja se
neutralizira amonijakom. Iz nastale otopine ekstrahira se akrilamid koji se
potom hladiiizolira kao kristalni monomer (Slici 27).

171



Slika 27. Hemijska struktura molekule akrilamida

Akrilamid se vel dugi niz godina primjenjuje u brojnim industrijama-
kozmetickoj, industriji za proizvodnju papira, boja, ljepila, plastike,
organskih kemikalija, kao i u tretmanima obrade otpadnih i pitkih voda u
svrhu uklanjanja ¢vrstih Cestica iz vode. O akrilamidu se vise pocelo govoriti
od 2002. godine kada je u sklopu istrazivanja, koje su provodili naucnici
Sveuilista u Stokholmu, u saradnji sa Svedskom agencijom za hranu
(engl. National Food Agency, NFA) otkrivena njegova prisutnost u hrani
bogatoj skrobom obradenoj pri visokim temperaturama.

Zdravstveni rizici

Glavno pitanje, od globalnog interesa, odnosi se na unos akrilamida putem
uobicajene prehrane, a gdje bi takav unos mogao dovesti do Stetnih
utjecaja po ljudsko zdravlje, posebno potencijalno povedati rizik od
nastanka raka. Kako se akrilamid dugi niz godina koristi kao industrijska
hemikalija, njegova toksikoloska djelovanja su opsezno proucavana. Zbog
svoje male molekulske mase, brzo i lako se apsorbira u crijevima, te se
putem krvi distribuira po organizmu. U Celiji se metabolizira uz citohrome
P450 do glicidamida, koji je pokazao kancerogenost u studijama na
zivotinjama, prvenstveno glodavcima, uz ogranicene studije na primatima,
koristedi vece doze od onih koje su uobicajene za prosjecnu izloZenost ljudi
putem prehrane, a Sto je i karakteristicno za takve studije. Takva
istrazivanja na glodavcima dokazala su da je akrilamid prouzrokovao
maligne promjene na Stitnjadi, testisima, mlije¢nim Zlijezdama, plu¢ima i
mozgu. IARC je Kklasificirao akrilamid kao materiju koja je ,,vjerojatno
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kancerogena za ljude, a temeljem studija na Zivotinjama. Akrilamid je
pokazao genotoksi¢nost u nizu ispitivanja te je akutni neurotoksin.
Medutim, gotovo je sigurno da je izloZzenost akrilamidu iz namirnica koje ga
sadrze, daleko niza od izloZenosti koja je potrebna da bi doSlo do
neurotoksi¢nosti. Kao Sto je prethodno spomenuto, primarni metabolit
akrilamida je glicidamid. To je epoksid koji lako reagira s DNA. Ovo naravno
podize zabrinutost oko potencijalne genotoksi¢nosti. Ipak, do sada nije
prikupljeno dovoljno podataka da bi se dokazala kancerogenost ili
genotoksi¢nost kod ljudi preko koli¢ina akrilamida sadrzanih u uobicajenoj
prehrani. Prema Evropskoj agenciji za sigurnost hrane (EFSA), preradeni
krompir zajedno s kafom, i hrana na bazi Zitarica (kolacici, krekeri, Zitarice
za dorucak i zapeceni hljeb) glavni su izvori izloZenosti akrilamidom u
prehrani.

Formiranje akrilamida u hrani

Akrilamid u hranu ne dolazi kao kontaminant iz okolisa, ve¢ se u hrani
formira pri poviSenim temperaturama i uslovima niske vlaZnosti iz njenih
prirodno prisutnih sastojaka.

Glavnina akrilamida u hrani nastaje Maillardovom reakcijom, koja se odvija
izmedu slobodne aminokiseline (asparagin) i redukuju¢ih Secera
(uglavnom glukoze i fruktoze) tokom odredenih toplotnih obrada hrane
(przenje, pecenje), a koje rezultiraju pojavom melanoidnih pigmenata koji
su odgovorni za smedu boju, kod przene i pecene hrane. Nastajanje
akrilamida moze se odyvijati slijede¢im mehanizmima:

« Kondenzacijom asparagina i glukoze, pri ¢emu na pocetku Maillard-
ove reakcije nastaje N-glikozilasparagin koji se smatra prekursorom
nastanka akrilamida.

s Strecker-ova reakcija asparagina i nastajanje Strecker-ovog
aldehida.

» Dekarboksilacija asparagina pri ¢emu nastaje 3-aminopropjonamid,
koji tokom zagrijavanja prelazi u akrilamid (Slika 28 ).
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Slika 28. PredlozZeni mehanizam formiranja akrilamida u termicki

obradenoj hrani (Vleeschouwer i sar., 2007)

lako, formiranje akrilamida u hrani ima svoje glavne rute kroz asparagin i
redukujuce Secere, u literaturi su opisani i neki drugi mehanizmi formiranja
akrilamida preko akroleina, akrilne kiseline i amonijaka. U odsutnosti
asparagina, akrolein i amonijak igraju vaznu ulogu za formiranje akrilamida
u namirnicama bogatim lipidima (Slika 29), koje su podvrgnute visokoj
temperaturi. Poznato je da akrolein i akrilna kiselina nastaju degradacijom
lipida, a amonijak u namirnicama nastaje deaminacijom aminokiselina ili

Strecker-ovom degradacijom.
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Slika 29. Predlozeni mehanizam formiranja akrilamida od aminokiselina i
lipida(Krishnakumar i Visvanathan, 2014)

Inicijalna istrazivanja pokazala su da hrana bogata ugljikohidratima, koja je
podvrgnuta visokim temperaturama (iznad 120°C) predstavlja glavni izvor
akrilamida. Akrilamid se, takoder, formira u prZenom krompiru i na
temperaturama ispod 120°C, pri niskom udjelu vlage i duzem vremenu
zagrijavanja. Dakle, povoljni uslovi za nastanak ove Stetne supstance u
hrani su visoka temperatura i niska vlaznost, a reakcija se prvenstveno
odvija na povrsini zagrijavane namirnice. Npr. akrilamid u hljebu se
prvenstveno formira u kori, uz vrlo male ili nikakve koncentracije u sredini
hljeba. Kuhanje i mikrovalno zracenje dovode do nastanka znatno manjih
koli¢ina akrilamida i moze se reci da su tako nastale koliCine akrilamida
zanemarive s obzirom na one nastale pecenjem i przenjem.

Kolicina akrilamida koji se stvara tokom procesa proizvodnje hrane ne ovisi
samo o sirovini, (npr. proizvodi od bijelog brasno sadrze znatno manje
akrilamida od protuvrijednosti proizvoda od integralnog brasna) nego i o
metodama i stepenu prerade hrane. Posebno rizicnom hranom pokazao se
krompir, zbog visokog udjela asparagina (kojeg u krompiru ima oko 40 % od
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ukupnih aminokiselina, a uz to prillkom <cuvanja krompira pri
temperaturama ispod 10 °C dolazi do akumulacije redukujuc¢ih Secera
glukoze i maltoze). Za przene krompire (Cips, kroketi) ispostavilo se da
mogu sadrzavati 3000 ili ¢ak i viSe od 4000 pg/kg ovog kontaminanta
(Tabela 31).

Tabela 31. Otkriveni nivo akrilamida u odabranim skupinama namirnica
(Bala, 2012)

. L Koncentracija akrilamida
Skupina namirnica

) (ug/kg)
Cips od krompira 17 - 4215
Pomfrit 59 — 5200
Pekarski proizvodi i keks 18 — 3324
Hljeb <10-397
Zitarice za dorucak <10-1649
Cokoladni proizvodi <2-826
Przena kafa 45-935
Instant kafa 87-1188

Osim temperature, na koli¢inu nastalog akrilamida utjecu i drugi parametri
kao Sto su: udio suhe materije, koli¢ina prekursora (asparagina i
reduciraju¢ih Secera), samo porijeklo namirnice klimatski i agronomski
uslovi rasta, skladiStenje namirnica i drugi. 1z navedenih razloga, sli¢ne ili
identi¢ne vrste proizvoda iz iste vrste sirovine (pogotovo krompira) mogu
se velike razlikovati po sadrzaju akrilamida (Tabela 32).
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Tabela 32. Analiticki rezultati ispitivanja koncentracije akrilamida u hrani
razli¢itog porijekla za 2013. godinu(HAH?, 2014)

) , Indikativna vrijednost ~ Koncentracija
Prehrambeni Zemlja

proizvod porijekla za akrilamid akrilamida
(ug/ke) (1glkg)

Pomfrit Hrvatska 600 177
Bijeli hljeb Hrvatska 80 29,5
Kroketi od krompira Nizozemska 1000 99,7
Pomfrit Nizozemska 600 353
Kroketi od krompira Hrvatska 1000 134
Dvopek Hrvatska 450 73,9
Slani Stapici Hrvatska 500 148
Kukuruzni hljeb Hrvatska 150 50,4
Pomfrit Poljska 600 286
Ekspreso kafa Italija 900 160
Mljevena kafa-Jubilarna Hrvatska 450 155
Keksi sa maslacem Njemacka 500 74,4
Kokice Italija 1000 128
Pop Corn Cedka 1000 128
Kreker Njemacka 500 76,6
Polubijeli hljeb Hrvatska 80 <10
Mjesavina mljevene kafe Hrvatska 450 180
Kroketi od krompira Belgija 1000 197
Zitarice za doru¢ak Poljska 200 14,3
Cips slani Hrvatska 1000 201
Cips slani Austrija 1000 60
Zitni musli Hrvatska 1000 120
Cips okus paprike Hrvatska 1000 101
Musli fitnes Francuska 1000 86,4

Uocdeni razliCiti udjeli akrilamida u istoj vrsti hrane, ali razlicitog proizvodaca
(npr. ¢ips) ukazuju da udio akrilamida ovisi i o varijacijama u obradi hrane

7 HAH - Hrvatska agencija za hranu
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kao Sto su: temperatura obrade hrane, vrijeme obrade hrane, porijeklo ulja
ili masti, porijeklo hrane.

Moguca uloga masti u sintezi akrilamida se i danas intenzivno ispituje. Prije
svega, najvece koncentracije akrilamida u namirnicama se generalno
stvaraju tokom termicke obrade przenjem. Naknadne studije su se bazirale
na pitanja, kako utiCu razlicite vrste ulja na sintezu akrilamida u
namirnicama. Obzirom da se ulja razlikuju prema koeficijentu
provodljivosti toplote (KPT), przenjem u ulju sa ve¢im KPT formira se deblja
kora Sto za posljedicu ima formiranje vece koliCine akrilamida.

Istrazivanja su pokazala da su pronadene koncentracije akrilamida u hrani
daleko ispod indikativnih vrijednosti (u prosjeku za 79% nize), koje Cesto
nisu niti blizu sigurnosnog praga. Procjena izloZenosti akrilamidu
napravljena je u nekoliko zemalja. Tako se za Francusku, Njemacku,
Nizozemsku, Norvesku, Svedsku, Veliku Britaniju i SAD odredila izloZenost
koja ima raspon od 0.3 do 3.2 ug/kg TM8/dan uz znadajne varijacije u
procjenama. Djeca, zbog svoje manje tjelesne mase, mogu biti izloZzena
akrilamidu u koncentracijama vedim za 2 do 3 puta s obzirom na odrasle.
lako se procjena izlozenosti moZe napraviti na razli¢ite nacine, te iako se
prehrambene navike razlikuju medu pojedinim drzavama, srednja
vrijednost izloZenosti se moZe postaviti na 0.4 pug/kg/TM/dan, a prosjecna
izloZzenost visokih konzumenata na oko 1 pug/kg/TM/dan.

Jedna Svicarska studija, procijenila je unos akrilamida prema dnevnim
obrocima. Tako su zakljudili da se doru¢kom unosi 8% od ukupnog dnevnog
unosa akrilamida, ru¢ckom 21%, veCerom 22%, 13% uzinom te 36% ispijanjem
kave. Kasnije su rezultati ove studije korigirani, ali je i dalje ostao visok unos
akrilamida putem kafe (22%) (SFOPH, 2002) Ovo ukazuje na ¢injenicu da,
iako neka odredena namirnica sadrzava visoki udio akrilamida, ne mora biti
glavni izvor izlozenosti, ako se ne konzumira u velikim koli¢inama.

8 TM - tjelesna masa
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Mlije¢ni proizvodi, meso, riba i morski plodovi su namirnice sa najmanjim
sadrzajem akrilamida, zbog toga Sto u njima nedostaje prekursor za
njegovo nastajanje.

Akrilamid je uopSteno prehrambeni problem, tj. ne odnosi se samo na neke
kategorije namirnica. Drugim rijeCima, problem izloZenosti se ne moze
rijesiti izbjegavanjem nekih namirnica. Npr., u SAD-u se procjenjuje da hrana
koja sadrzi akrilamid doprinosi dnevnom unosu kalorija u udjelu od 38%, 33%
u udjelu ugljikohidrata, 36% u udjelu prehrambenih vlakana te vise od 25% u
udjelu znacajnog broja mikronutrijenata. Ovo svakako treba uzeti u obzir
zbog razloga Sto se naglasak najcesce stavlja na konzumiranje snek
proizvoda (<ips, grickalice i sl.) kao glavnih izvora akrilamida iz prehrane.

Preventivne mjere

lako izmjerene koncentracije u hrani ne predstavljaju prijetnju za zdravlje
ljudi, mora se obratiti paznja na radnje koje mogu utjecati na smanjeni
nastanak akrilamida u gotovom proizvodu. Reducirajuci Seceri (glukoza i
fruktoza), te asparagin su prirodne komponente biljaka i sirovina biljnog
porijekla. Posebno su zastupljeni u zitaricama i krompirima. Dokazano je da
su redukujuci Seceri ogranicavaju¢i faktor u formiranju akrilamida u
krompirima, dok je asparagin ogranicavajudi faktor u proizvodima od
Zzitarica. Shodno tome, koriStenje sorti s promijenjenim hemijskim
sastavom, odnosno manjom koli¢inom Secera, doprinosi smanjenom
nastanku akrilamida. Kod odabira sorti krompira, pazi se na sadrzaj Secera,
a kod uzgoja se koristi viSe azotnog dubriva, koje pogoduje povecanju
sadrzaja proteina i smanjenju koli¢ine Secera.

Kod przenih preradevina od krompira, postoji vise faktora na koje se moze
uticati. Metoda koja se moze primijeniti u industriji je blanSiranje, koje, u
kombinaciji s primjenom organskih kiselina, moze smanjiti koli¢inu
akrilamida i do 70%. SuSenjem krompira prije przenja takoder se smanjuje
kolicina akrilamida, jer se smanijuje vrijeme potrebno za przenje.

179



Klju¢na tacka u kontroli koli¢ine akrilamida je temperatura przenja, pa je
maksimalna preporucena temperatura 175°C. Ako je moguce, preporucuje
se vakuum przenje, koje sniZzava temperaturu przenja, a samim time i
sadrzaj akrilamida. Nadalje, odgovarajuc¢im odabirom ulja i dodataka u ulju
moguce je smanijiti koli¢inu akrilamida (dokazano je da polifenoli u ulju
pogoduju smanjenju sadrzaja akrilamida u gotovom proizvodu). Utjecaj
antioksidansa na formaciju akrilamida, manifestuje se u ,hvatanju
“slobodnih radikala, tj. intermedijera Maillardovih reakcija. Dodatak
prirodnih vodenih ekstrakata zelenog ¢aja, origana i cimeta (1 g/L), tokom
1 minute, utjeCe na smanjenje stvaranja akrilamida, u prZzenom krompiru za
17%.

Kod proizvoda od Zitarica, kod kojih koli¢ina asparagina ima znatno vecu
ulogu u nastajanju akrilamida, moguce je koristenje Zitarica sa smanjenom
koli¢cinom proteina. U preradi kod fermentiranih proizvoda od Zitarica
(kruh, peciva), preporucuje se produZenje perioda fermentacije ili vodenije
kisele fermentacije, Sto moze smanijiti koli¢inu akrilamida i do 70%. Kod
biskvita i krekera, preporucuje se zamjena amonij hidrogen karbonata
(NH4HCOs) s natrij hidrogen karbonatom (NaHCOs) te zamjena Secernih
sirupa (glukozni ili fruktozni) sa saharozom.

Analiticke tehnike za odredivanje akrilamida u hrani

Tokom godina razvile su se nove laboratorijske metode otkrivanje nivoa
koncentracija akrilamida u hrani, s pove¢anom osjetljivoS¢u uz precizno i
brzo detektiranje koli¢ina akrilamida u hrani. Vedina analitickih metoda za
akrilamid usvaja sli¢an pristup: ekstrakcija u cvrstoj fazi i odredivanje
pomocu gasne hromatografije spojene sa masenom spektroskopijom (GC/
MS) nakon bromiranja, ili direktnim mjerenjem teku¢om hromatografijom
povezanom s masenom spektroskopijom (LC / MS).
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5.2. HETEROCIKLICNI AROMATSKI AMINI

Heterocikli(”:ni aromatski amini (HAAs) su Stetna jedinjenja, koja se

nalaze u toplotno obradenom mesu, i mesnim proizvodima. Zbog velikih
varijacija u prehrambenim navikama, metodama pripreme i ucestalosti
konzumacije mesa, znacajno je procijeniti tacnu koli¢cinu HAAs, u mesu i
proizvodima od mesa, u svrhu razumijevanja povezanosti unosa
obradenog mesa i zdravstvenih rizika.

Ovu skupinu toksi¢nih jedinjenja prvi put su otkrili Japanski naucnici 1977.
godine u ugljenisanoj povrsini pecene i grilovane ribe, a mogu se na sli¢an
nacin detektovati u kisnici, kondenzatu dima cigareta. Neki individualni
HAAs detektovani su i u Cesticama iz ispusnih plinova.

Postoje dvije klase HAAs: aminoimidazoazoareni (AlAs) i aminokarbolini
(ACs) (Tabela 33). Prema hemijskom ponasanja HAAs, su grupisani kao
polarni (AlAs zajedno s y-karbolinima: Glu-P-1 i Glu-P-2) i nepolarni (svi
ostali) HAAs.

Generalno, HAAs se formiraju tokom toplotne obrade hrane, uglavnom
zivotinjskog porijekla, koja sadrzi izvore azotnih jedinjenja(proteini i
kreatin)- HAAs koji se formiraju na temperaturama izmedu 100 i 300 °C se
nazivaju ,,termicki“ HAAs, tipa IQ (AIA). I1znad 300°C dolazi do pirolize
proteina i pojedina¢nih aminokiselina i nastaju HAAs koji su poznati kao
y»piroliticki HAAs ili HAAs ne-1Q-tipa.
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Tabela 33. Klase HAAs

Skracenica

Ime jedinjenja

AMINOIMIDAZOAZARENI (AIA) ILI,, TERMICKI“ HAAs

IQ
MelQ
1Q[4,5-b]
1Qx
MelQx
4,8-DiMelQx
7,8-DiMelQx
4,7,8-TriMelQx
4-CH20H-8-MelQx
1gQx
7,9-DiMelgQx
PhIP
4-OH-PhIP
DMIP
T™MIP
IFP

AaC
MeAacC
Trp-P-1
Trp-P-2
Harman
Norharman

Glu-P-1
Glue-P-2
Phe-P-1
Orn-P-1
Lys-P-1

Cre-P-1

2-amino-3-metilimidazo [4,5-f]-kinolin
2-amino-3,4-dimetilimidazo [4,5-f]-kinolin
2-amino-1-metilimidazo [4,5-b]- kinolin
2-amino-3-metilimidazo [4,5-f] -kinoksalin
2-amino-3,8-dimetilimidazo [4,5-f] -kinoksalin
2-amino-3,4,8-trimetilimidazol [4,5-f] -kinoksalin
2-amino-3,7,8-trimetilimidazo [4,5-f] -kinoksalin
2-amino-3,4,7,8-tetrametilimidazo [4,5-f] —kinoksalin
2-amino-4-hidroksimetil-3,8-dimetilimidazo [ 4,5-f]-kinoksalin
2-amino-1-metilimidazo [4,5-g] —kinoksalin
2-amino-1,7,9-trimetilimidazo [4,5-g] -kinoksalin
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo [4,5-b] —piridin
2-amino-1-metil-6- (4-hidroksifenil) -imidazo [4,5-b] —piridin
2-amino-1,6-dimetilimidazo [4,5-b] —piridin
2-amino-3,5,6-trimethylimidazo [4,5-b] —piridin
2-amino-1,6-dimethylfuro [3,2-c] imidazo [4,5-b] —piridin

AMINOKARBOLINI (Acs) ILI,,PIROLITICKI“ HAAs

2-amino-9H-pirido [2,3-b] indol
2-amino-3-metil-gH-pirido [2,3-b] indol
3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido [4,3-b] indol
3-amino-1-metil-5H-pirido [4,3-b] indol
1-metil-gH-pirido [3,4-b] indol

9H-pirido [3,4-b] indol

2-amino-6-methyldipyrido [1,2-a: 3!, 2'-d] imidazol
2-aminodipyrido [1,2-a: 3', 2'-d] imidazol
2-amino-5-fenilpiridin
4-amino-6-metil-1H-2,5,10,10b-tetraazafluoranthene

3,4-ciklopenten-pirido [3,2-a] karbazol
4-amino-1,6-dimetil-2-metilamino-1H, 6H-pirolo- [3,4-f]
benzimidazol-5,7-djon
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Slika 30. Hemijske strukture nekih HAAs

Zdravstveni rizici

HAAs su jedinjenja s visokim mutagenim i kancerogenim potencijalom.
Dokazano je, da su HAAs i njihovi metaboliti prisutni u tjelesnim tekudinama
i tkivima covjeka. HAAs koji su obi¢no prisutni u toplotno obradenom mesu
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[¢ak, i pri jako malim koli¢inama (ppb)] do uobicajenih srediSnjih
temperatura, se lako vezu na DNK.

HAAs pripadaju u skupinu indirektnih mutagena, kojima je za postizanje
mutagenih svojstava potrebna metabolicka aktivacija. Bioaktivacijom HAAs
postaju jaka mutagena jedinjenja, Sto je dokazano brojnim in vitro i in vivo
eksperimentima. Mutagenost HAAs je ovisna o hemijskoj strukturi i
njihovoj moguc¢nosti formiranja hipoteti¢nog reaktivnoga nitrenium (R.N*)
jona. Ukoliko mutagenost HAAs usporedujemo s ostalim mutagenim
spojevima, koji su nadeni u hrani, zanimljivo je da je njihova mutagenost 100
puta veda od aflatoksina B1i viSe od 2000 puta veca od BaP.

Brojni HAAs, koji su testirani in vivo dodani u prehranu misSeva i Stakora,
pokazuju kancerogena svojstva. IzloZzenost HAAs na duzi vremenski period,
inducira nastanak tumora na vise mjesta u razli¢itim organima: u usnoj
Supljni, jetri, zelucu, plu¢ima, mjehuru, debelom crijevu, prostati i mlijec¢nim
Zlijezdama. 1Q je mocan jetreni kancerogen kod majmuna koji su sli¢ni
covjeku.

Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC, International Agency for
Research on Cancer) oznacila je MelQ, MelQx, PhIP, AaC, MeAa(, Trp-P-1,
Trp-P-2i Glu-P-2 kao potencijalno kancerogene. IQ je vjerojatno kancerogen
za ljude.

Pojavljivanje u hrani

Termicki HAAs se javljaju u gotovo svim zagrijanim namirnicama
zivotinjskog porijekla, kao Sto sumeso iriba, jer se u tim proizvodima nalazi
kreatin, prekursor potreban za njihovo stvaranje. 2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo [4,5-b] piridin (PhIP) ne nalazi se samo u proizvodima
zivotinjskog porijekla, vec¢ i u vinu, pivu i dimljenom siru. Izvor je mozda
ekoloski, jer se PhIP moZze pojaviti i u procesima sagorijevanja.

Za proucavanje utjecaja faktora na formiranje HAAs u hrani uobicajeno se
upotrebljavaju hemijski modelni sistemi koji sadrzavaju osnovne
prekursore (AK, Secer i kreatin), a koji imaju klju¢nu ulogu pri formiranju
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HAAs. Na taj nadin iskljuCuje se utjecaj drugih jedinjenja i kompleksnih
reakcija, koje su prisutne u hrani. Posljedi¢no, upotreba modalnih sistema
omogucava izradu studije utjecaja prekursora, te fizikalnih i hemijskih
parametara na formiranje HAAs s namjenom razvijanja metode i dodataka
za smanjenje formiranja mutagenih i kancerogenih HAAs u hrani.

Formiranje HAAs u mesu

HAAs koji se najcesce javljaju u toplotno obradenom mesu su PhIP, MelQx,
4,8-DiMelQx, 1Q, MelQ, i AaC. U toku procesa pecenja mesni sokovi koji
sadrze prekursore HAAs, kao Sto su kreatin [ kreatinin, glukoza i slobodne
amino kiseline (SAKs), se prenose na povrsinu proizvoda i isparavaju. 1z tog
razloga, ne samo meso, veciostaciu posudisadrze znacajne kolicine HAAs.

AlAs se formiraju ve¢ pri temperaturama klasi¢nih postupaka toplinske
obrade mesa, tj. pri temperaturama od 150-250 °C. Glavni put pri stvaranju
AlAs predstavljaju Maillardove reakcije (MR) s uklju¢enom Streckerovom
razgradnjom. Kao produkti serije kompleksnih reakcija izmedu slobodnih
aminokiselina (SAK) iredukujucih Seéera nastaju metilirani piridini i pirazini
tj. Streckerovi aldehidi, koji su prekursori pri formiranju AlAs (Slika 31). Svi
AlAs sadrze amino-imidazolni dio molekule, koji nastaje iz kreatina.
Toplotnom obradom pri temperaturama iznad 100 °C tefe spontana
reakcija, pri kojoj dolazi do ciklizacije i odcijepljena vode iz kreatina. Pri tom
nastane kreatinin, koji kod molekula AlAs predstavlja amino-imidazolni dio,
koji je odgovoran za mutagenost.

185



cH, @

- HH,

CH,.0 + n:!.‘;_ HH- ’_‘__H H"""'/MH‘-!}H
o COOH
heksoza o HH o
aminckizeling Kreatir
topling
Maillardovat Strecherovs : + Hz 0 HH,
shcijs T degredscijs
re 1ja = ] ,':H -
X ¥ " X, ¥ ,{ H—CH
i i e Ty e
= -:-t- o 4 - -
oF "
“'-x‘:”..-“‘x‘ o R a ~H ‘“"".cu,f"“‘-\_a;;f’ S
cH
ey ot Ea aldehid Lregtinin
=CH piridin ) .
-I- --n'-t : Tvanl | M W K
=N pirazin
I} H O'H 1]
Aleli) 1] [ O A
1% H N H
Meltiy | R M 1

Slika 31. Prikaz formiranja HAAS iz prekursora (Turesky, 2007)

Glavni parametri u formiranju HAAs su fizikalni parametri svake metode
kuhanja, kao sto su vrijeme zagrijavanja i temperatura, sto rezultira Sirokim
rasponom koncentracija HAAs. Osim metoda pripreme, kao Sto su tretmani
zagrijavanja i mariniranja i fizikalni parametri, prijenos topline na povrsinu
proizvoda utjece na sadrzaj HAAs. Sirovina s koncentracijama prekursora i
omjer jedni s drugima ima vazan ucinak na stvaranje HAAs. Medutim,
razlika u koncentraciji prekursora takoder moze varirati u misi¢ima unutar
vrste. Ostale studije su pokazale da se prekursori mijenjaju s vremenom
starenja i miSi¢ima normalne ili BME (blijedo mekog i eksudativnog)
kvaliteta s niskom nivoom pH, 24 sata nakon klanja. Koncentracija
rezidualnog glikogena u svinja varirala je od 7 do 91 umol g, sadrzaj kreatina
od 29,1 do 44,2 umol/g, a ukupna koncentracija svih slobodnih
aminokiselina kretala se izmedu 8,0 i 16,7 umol/g mesa. Prekursori HA su
bili pod utjecajem vremena starenja; kreatinin i ukupne slobodne
aminokiseline su se povecale s danom starenja.

Pri jednakom stepenu toplinske obrade postoje razlike u stvaranju
pojedinih HAAs, gledano na vrstu mesa (Tabela 34).
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Generalno, prekursori HAAs se razlikuju u pojedincima jedne vrste, kao i
izmedu razlicitih Zivotinjskih vrsta; a time su i razliCite koncentracije
formiranih HAAs u toplotno obradenom mesu. U Tabeli 34. prikazane su
koncentracije HAAs u przenim pljeskavicama koje sadrze meso razlicitih
zivotinjskih vrsta.

Tabela 34. Koncentracije heterocikli¢nih amina (ng/g) u pljeskavicama koje
sadrze meso razlicitih Zivotinjskih vrsta (GibisandWeiss, 2015).

4,8
MelQx ’ PhiP Norharman Harman
Vrsta N _ DiMelQx _ _ _
X+SD _ X+SD X+SD X+SD
X+SD
Pietina (prsa) 6 1,13%0,25 0,13%0,06 1047%1,43 0,74%0,018 0,55+0,13
Noj 4 0,49+0,08 0,25+0,05 0,90+0,17 0,69+0,03 1,34%0,11
Govedina 6 1,35+0,50 0,19+0,03 1,91£0,71 1,88+0,21 2,4%0,79
Teletina 6 1,04£0,13 0,23+0,08 0,81+0,08 1,59+0,19 3,13£0,07
Svinjetina 6 1,08+0,27 0,49+0,25 2,32+0,8 1,1+0,26 0,51+0,25
Janjetina 4 0,54* 0,05 0,05%0,06 0,61+0,11 1,03%0,07 2,74+0,21
Divlja¢ 5 1,05%0,35 1,27%1,46 5,77+6,47 0,98+0,72 1,50%1,99
Divlja
4 0,95+0,05 0,81+0,12 0,58%0,13 0,88+0,02 1,32 1,07
svinjetina
Konjetina 8 0,55 + 0,08 nd 0,17 £ 0,04 0,88 £ 0,02 3,18 £ 0,47

Utjecaj metode toplinske obrade na formiranje HAAS dokazan je u brojnim
eksperimentima na razli¢itim vrstama mesa. U pljeskavicama od svinjskoga
mesa, najvise HAAs se formira pri pecenju na Zaru (17,2 ng/g), puno manje
pri pelenju u pecnici (5 ng/g) i kuhanju (1 ng/g). Pri jednakim
temperaturama toplinske obrade pileéih prsa (180°C) najveca koncentracija
HAAs formira se pri pecenju na drvenom ugljenu (>112 ng/g), manje pri
pecenju na zaru (27,4 ng/g) i najmanje pri pecenju u pecnici (4 ng/g). Tokom
przenja i pecenja na plo¢nom Zaru, meso i prekursori HAAs su u
neposrednom kontaktu s grijaéom plo¢om. Pri takvim uslovima sadrzaj
vode na povrsini mesa se smanjuje. Nasuprot, koncentracija kreatina,
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glukoze i slobodnih AK se povecava. Posljedica toga je, da se vecina HAAs
nalazi na povrsini (kori) toplotno obradene hrane bogate proteinima.

MelQ je najzastupljeniji HAAs, i otkriven je u svim mesnim proizvodima
brze hrane, osim pilecih traka s kuminom, kao Sto je prikazano u Tabeli 35.
Maksimalna koli¢ina MelQ-a od 8,72 * 1,08 ng/g nadena je u vrudim pile¢im
krilima, nakon cega slijedi 7,19 = 1,60 ng/g u hrskavim przenim pile¢im
burgerima, 7,01 + 1,50 ng/g u krilcima , 6,89 * 0,59 ng / g u burgerima od
Skampa i 6,17 = 0,04 ng/g u tradicionalnom kineskim nuggetsima. Najniza
koli¢ina MelQ-a otkrivena je u przenim burgerima od govedine i hrskavim
pile¢im batacima (4,61 + 0,84 i 5,87 + 0,66 ng/g). Sadrzaj MelQ je statisticki
slican u pecenim, hrskavim przenim pile¢im burgerima, hrskavim
piletinama i tradicionalnim kineskim nuggetsima.

Poviseni nivoi 1Q-a i MelQ-a u pile¢im proizvodima, kao Sto su hrskavi piledi
bataci i tradicionalni kineski nuggetsi, mogu biti posljedica cinjenice da su
IQ spojevi uglavnom proizvedeni u pileéem mesu, zbog visokog sadrzaja
kreatina i glukoze i sekvenca AK.

.....

proizvodi kao Sto su hrskavi piledi bataci i tradicionalni kineski nuggetsi
obi¢no prze u masti, Sto povecava koncentraciju glukoze, kreatina i
kreatinina, Sto konacno dovodi do formiranja visokih nivoa jedinjenja 1Q-
tipa. Relativno visoki nivoi Norharmana i Harmana, u vru¢im pilec¢im krilima
i pile¢im trakama s kuminom, mog]la bi biti posljedica boljeg prenosa topline
zbog relativno male veli¢ine ovih proizvoda.

Najnovija istraZivanja pokazuju da prZenje pilecih krilaca na zraku, na 140°C
tokom 50 minuta, znacajno smanjuju formiranje HAAs (1,08 pg/kg) u
poredeniju sa pile¢im krilcima prZenim na zraku na 200°C tokom 20 minuta
(2,98 pg/kg). Posebno je kurkuma pokazala najvedi inhibitorni efekat na
stvaranje HAAs.

Utjecaj masti na formiranje HAAs nije joS do kraja razjasnjen, jer u nekim
primjerima mast pospjeSuje stvaranje HAAs, a u nekim inhibira njihov
nastanak. Inhibitorni uc¢inak masti lako se objasnjava cinjenicom da se s
vedim udjelom masti u mesu, smanjuje udio ostalih komponenata, koje
djeluju kao prekursori HAAs. Mast je ucinkovitiji medij za prenos topline,
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Sto utjeCe na krace vrijeme toplinske obrade i posljedi¢no smanjenje
formiranja HAAs. S druge strane, masti pospjeSuju formiranje HAAs, jer
prilikom toplinske obrade djelomi¢no hidroliziraju i formiraju slobodne
radikale, koji utjeCu na tok Maillardovih reakcija i djeluju kao nekakvi
katalizatori nastanka HAAS. Moguce je, da velik sadrzaj masti u mesu
inhibira toplinsku razgradnju nastalih HAAs.
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Tabela 35. Nivo HAAs (ng/g) u odabranim mesnim proizvodima brze hrane
dostupnim na kineskom trzistu (n = 9) (Ali-Khan i sar., 2018)

Proizvod 1Q
Pilece
trake s 5.34 £ 0.632
kuminom
Pureca
. . nd
krilca na Zaru
Hrskavi PR
piledi batak =
B .
lv.zrgerl nd
od Skampa
Vruda
e nd
pileca krilca
Hrskavi przeni
o . 4.08% 0.79>
piledi burgeri
Tradicionalni Sy
kineski nugeti FIIEAL
PrZeni burgeri
3.64 = 1.13¢

od govedine

nd- nije detektovan

MelQ

nd

7.01 £ 1.50%

5.87 + 0.66b¢

6.89 + 0.59P

8.72£1.082

7.19 £ 1.602

6.17 £ 0.04b¢

4.61+0.84¢

MelQx

1.73 + 0.56P

1.51+0.53b

3.37 £1.212

2.02 + 0.60%

1.95 + 0.38P

1.79 £ 0.32P

2.38 £ 0.962P

3.36 £ 0.90?

Harman

2.58 +2.00P¢

0.41+ 0.00P

1.42 £ 1.742b

0.42 £ 0.07°

0.38 £ 0.04P

0.39 £ 0.19P

0.48 + 0.02P

0.31£0.11°

Rezultati s razli¢itim slovima u istom stupcu znacajno se razlikuju na nivou P <0,05
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PhIP

0.11 £ 0.10°

0.30 + 0.05?

0.93 + 1.492

0.05 * 0.022

0.19  0.182

0.09 £ 0.03?

0.33 £ 0.04°
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Preventivne mjere

Dostupni su razliciti jednostavni i efikasni nacini sprje¢avanja proizvodnje
HAAs. Mariniranje je zanimljivo rjeSenje za ogranicavanje stvaranja
heterecoklicnih amina u mesnim proizvodima, jer moze djelovati kao
barijera, kako bi se izbjegao direktan kontakt prehrambenog proizvoda i
povriine grijanja. Ruzmarin, ekstrakt ruZzmarina dodan djevi¢anskom
maslinovom ulju, ekstrakt sjemenki grozda, marinade koje sadrze zadin,
dodavanje crvenog i crnog papra mogu biti djelotvorni inhibitori HAAS
formacija. Formulacija i vrijeme mariniranja utjecu na efikasnost marinade.
Poznato je da je Seler prekursor nastanka heterociklicni amina, no
dodavanije niske kolicine Se¢era, mljevenom mesu, smanjuje nastanak HA .
Mehanizam kojim ugljikohidrati inhibiraju stvaranje HAAs nije u potpunosti
shvaden. Pretpostavlja se da sam Secer ili neki formirani produkti
Maillardovih reakcija mogu spojiti s kreatinom ili kreatininom i tako se
natjecati s reakcijama koje proizvode HAAs. Stavise, vrsta $ecera koja se
koristi za marinirano meso utjee na koli¢inu nastalih HA. Medu raznim
vrstama Secera, med najviSe obecava da ¢e ograniditi stvaranje HAAs, zbog
ugljikohidratnih spojeva koje sadrzi.

Produzeno kuhanje i peCenje mesa, kao i direktnu izloZzenost otvorenom
plamenu treba izbjegavati. Mikrovalovi su se pokazali kao dobar nacin za
prethodnu toplinsku obradu mesa, prije drugih postupaka pecenja, jer
pridonose smanjenju formiranja MelQx i PhIP, zbog gubitka prekursora
HAAs, vode i masti.

Dokazan je i zastitni efekat pecenja mesa s kozom (pile¢a prsa) na
formiranje HAAS.

Andliticke tehnike za odredivanje heterecoklicnih amina u hrani
NajceSce primjenjivana tehnika za odvajanje HAA je teku¢a hromatografija

visokog ucinka (HPLC) u kombinaciji sa ultra ljubicastom (UV) i
fluorescentnom detekcijom ili UV i masenom spektrometrijom (MS).
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5.3. POLICIKLICNI AROMATSKI UGLJIKOVODICI (PAHs)U
TOPLOTNO OBRADENIM PROIZVODIMA

PAHs se takoder, mogu formirati, direktno u hrani, kao rezultat

nekih toplotnih procesa, kao Sto su grilovanje, pecenje i suSenje dimom.
Intenzivni termalni procesi mogu se primijeniti na hranu na direktan i
indirektan nacin.

Kontaminacija hrane s PAHs nastaje intenzivnom termickom obradom,
uslijed direktne lipolize hranljivih sastojaka hrane, i direktnog talozenja
PAHs, iz dima, nastalog uslijed nepotpunog sagorijevanja razlicitih
termalnih agenasa. Komponente hrane, kao Sto je masnoda, uzrokuju
nastanak PAHs kroz termicku degradaciju ili termi¢ku polimerizaciju, a
razliciti termicki procesi kvantitativno utic¢u na njihovu proizvodniju.

Dimljenje mesa

Prosec dimljena obi¢no se dogada termickom pirolizom u odsustvu
kiseonika. Koli¢ina PAHs u dimljenoj hrani zavisi od viSe faktora, kao 3to su:

* vrsta generatora, vrsta drveta, sadrzaj vlage, sagorijevanje,
* temperatura i stepen dimljenja.

Dim se stvara termickom pirolizom, odredene vrste goriva, kada je
ogranicen pristup kiseoniku. Sto se ti¢e goriva, naj¢es¢e koristene sirovine
za dimljenje/susenje hrane surazlicite vrste drva. Osim toga koriste se i neki
drugi materijali, kao Sto su biljni otpaci u preradi Secerne trske, klip
kukuruza, te kokosova kora i ljuska. Zbog vece kolicine lignina u kokosovoj
kori moze do¢i do veceg stepena kontaminacije uljarica s PAH-ovima, u
odnosu na upotrebu kokosove ljuske.

Najvisa koncentracija PAH-ova u dimljenim proizvodima je nakon zavrsetka
procesa skladistenja. U Tabeli 36. su prikazane koli¢ine 13 PAHs u
tradicionalnoj suhoj fermentiranoj kobasici (Petrovska kobasica-Srbija).

192



Tabela 36. Sadrzaj 13 EPA PAHs (ug/kg) u Petrovskoj kobasici dimljenoj na
tradicionalan nacin (Skaljac i sar., 2017)

Kraj procesa

PAHs Kontrola dimljenja Kraj skladiStenja
Acy 2,57%+0,35 9,80+ 0,10 21,8+1,85
FIn 2,10°+ 0,30 11,1°+ 0,10 13,0¢ + 0,65
Phe 4,90%£ 0,50 18,0°% 1,40 26,3°+ 2,60
Ant nd 5,357+ 0,55 12,5° £ 0,40
Pyr nd 2,27 £ 0,06 nd
BaA nd nd nd

Chry nd nd nd
BbF nd nd nd
BkF nd nd nd
BaP nd nd nd
lcp nd nd nd
Dha nd nd nd
BgP nd nd nd

UEXEI:O 9,57°+ 1,15 46,52°+ 0,80 73,50 “* 4,20

Temperatura dima op¢enito igra veoma vaznu ulogu, jer se koli¢ina nastalih
PAHs u dimu, tokom pirolize, istovremeno povecdava s temperaturom
dimljenja. Direktno izlaganje mesnih proizvoda dimu, dovodi do formiranja
visih koncentracija PAHs, u poredenju sa indirektnim metodama, unutar
intervala od 400 do 1000 °C. Toplo dimljenje, koje se koristi za obradu
glavnog dijela proizvoda od mesa, dovodi do formiranja visih koncentracija
PAHs, u odnosu na hladno dimljenje, koje se koristi za fermentirane,
toplinski nepreradene mesne proizvode.
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Tabela 37. Koncentracija PAHs (ug/kg) razli¢ito mariniranih uzoraka

Koncentracija (ug/kg)
PAHs
P A DA B

Phen 75,4 *10,5%° 70,5 * 6,62 88,8 +14,7° 114,4 + 9,2¢
Ant 15,4 = 1,32 16,3 = 2,0° 14,7 £1,9° 20,3 + 4,8°
Pyr 195,5 + 6,12 227,8 +22,5°®  189,1+15,6°  249,6 +58,0%"
BaA 45,0 +7,3° 48,1+ 4,0° 42,5+ 5,8° nd

Chry 84,6+ 12,22 103,1 = 6,6° 81,4 £16,6° 11,8 + 25,22
BbF 16,6 * 3,4° 11,9 + 3,0° 25,1 % 5,4°° 34,5 1,3

pileceg mesa (Wongmaneepratip i sar., 2017)

nd - nije detektovan; P- marinarada od palminog ulja; A . kisela marinada; DA — dvostruka
kiselinska marinada; B — bazna marinada

Grilovano meso

Bududi da su grilovane namirnice popularne i kod kude i u restoranima, te
namirnice mogu predstavljati rizik za zdravlje stanovniStva, zbog visih
koncentracija kancerogenih supstanci, koje se nalaze u takvim
proizvodima, u odnosu na hranu pripremljenu alternativnim metodama

pecenja.

Stvaranje PAHs tokom rostiljanja, na drveni ugljen, ovisi o udjelu masti u
mesu, trajanju rostiljanja i koriStenoj temperaturi. Neke od najvecih
koncentracija PAHs pronadene su u rostiljskoj hrani na otvorenom
plamenu. U mesu s rostilja utvrdeno je da su ukupni PAHs prisutni u

koncentraciji do 164 ppb, gdje je B (a) P prisutan na nivoima od 30 ppb.
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Tabela 38. Koncentracija BaP-a u ovisnosti od metode toplotne obrade
hrane (Nisha i sar., 2015)
Maksimalna koli¢ina

Uzorak Metoda termicke obrade
BaP (ng/g)
Hamburger pecen u pednici 0,01
przen u tavi 0,02
pecen na rostilju 0,52
Stek pecen u pednici 1,52
przen u tavi 0,01
pecen na rostilju 4,86
Piletina (sa kostima i
pecena u pecnici 0,08
koZzom)

przena u tavi 0,12
pecena na rostilju 4,57
Piletina bez kostiju pecena u pednici 0,48
przena u tavi 0,10
pecena na rostilju 0,4

Dodavanje komercijalnih biljnih ulja, kao i povedanje pH vrijednosti
marinade za meso, utjeCe na ekstremno povecanje koncentracije PAHs,
narocdito teskih PAHSs, koji su stabilniji i toksi¢niji. Vjeruje se da omijeri
zasicenih i nezasicenih masnih kiselina, i prisutnost antioksidativnih spojeva
u biljnim uljima igraju vaznu ulogu u formiranju PAHs u piletini, pecenoj na
Zaru (Tabela 37).Relativno visoke koncentracije PAHs, prosje¢no 10,2 ug /
kg, pronadeni su u uzorcima svinjetine, grilovane na drveno uglju.
Prosjecna koli¢ina PAH-s u govedini nije prelazila 0,80 pg/kg.

Efekti razlicitih metoda, termicke obrade mesa, na stvaranje BaP
predstavljeni su u Tabeli 38.
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Preventivne mjere

Brojna istraZivanja ukazuju na dcinjenice da se kontrolisanjem uslova, u
kojima se obavlja dimljenje i suSenje namirnica, mozZe posti¢i smanjenje
kontaminacije hrane PAHs. Jedna od mjera prevencije je zamijeniti direktno
dimljenje sa indirektnim, gdje je to moguce. Kod indirektnog dimljenja, dim
se stvara u posebnim komorama, C¢ime se sprjeCava direktni kontakt
namirnica i goriva, pa se smanjuje i kontaminacija. Tokom direktnog
dimljenja, masnocakapa iz hrane u samizvor dima, npr. uzarena drva ili neki
drugi biljni materijal, i to moze povecati koli¢inu PAHs u dimu, te i u dimom
tretiranoj hrani. Da bi se izbjeglo povecanje PAHs, zbog kapanja masnoce u
otvoreni plamen, izmedu hrane koja se dimi, i izvora topline, mogu se
postaviti perforirani listovi lima. PoloZaj hrane u dimnoj komori (susionici) i
udaljenost izmedu hrane iizvora topline vazna je tacka za razmatranje, kod
procesa dimljenja.

Vezano uz nastanak PAHs, vecom udaljenosti izmedu izvora dima i
proizvoda, koji se dimi, smanjuje se sadrzaj PAHs u hrani. Dodatak aktivhog
ugljena kokosovom ulju, u pravoj dozi, tokom procesa prerade moze u
potpunosti otkloniti zagadenost policiklickim aromatskim ugljikovodicima.
Sastav drva, posebno sadrzaj lignina, takoder utice na nivo proizvedenih
PAH. Preporucuje se upotreba tvrdog drveta, umjesto mekog drveta, kako
bi se smanjilo prisustvo PAHs u dimu i dimljenoj hrani. Treba izbjegavati i
drvo sa vedim sadrzajem smole. Gorivo koje je navedeno da treba
izbjegavati kod susenja treba izbjegavati i kod dimljenja da ne bi doslo do
dodatne kontaminacije ili promjene okusa, boje i drugih karakteristika
proizvoda.

U principu, vrijeme dimljenja trebalo bi biti Sto je kra¢e moguce, da bi se
minimiziralo izlaganje povrsine hrane sa dimom. Medutim, u slucaju toplog
dimljenja, kada je proizvod kuhan uisto vrijeme, vazno je osigurati dovoljno
vremena, kako bi se proizvod iskuhao u potpunosti. U sluc¢aju toplog
dimljenja jedini izvor topline(tradicionalne pusnice) je prostor za dimljenje,
koji bi trebao biti zagrijavan prije nego se u njega stavi proizvod. Takoder,
bitna je i konstrukcija komore za dimljenje i oprema koristena za mijesanje
zraka i dima, jer uticu na gustocu dima u komori za dimljenje. Tri su vrste
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3)

postupaka cis¢enja, koje se mogu koristiti tokom obrade, ili kao tretmani
nakon dimljenja hrane:

Tokom procesa, dim moze biti ispran prije ulaza u komoru za dimljenje. To
se moze postidi ispiranjem, koriste¢i kondenzator sa katranom, hladenjem
ili filtriranjem pomocu kojega se mogu ukloniti vezane Cestice policikli¢kih
aromatskih ugljikovodika iz dima.

Tretman nakon dimljenja hrane ukljucuje ¢iS¢enje dimljenog proizvoda. U
tom slucaju se ispiranjem proizvoda ili uranjanjem proizvoda u vodu moze
ukloniti ¢ad i Cestice koje sadrze policiklicke aromatske ugljikovodike na
povrsini hrane. Ova vrsta ciS¢enja se ne moze koristiti za sve vrste
proizvoda , npr. dimljenu ribu ili riblje proizvode. Ako se koza ribe ne
konzumira njenim uklanjanjem odstranjuju se i neki kontaminanti.

Proces skidanja gornjeg sloja dimljenog proizvoda. U sludaju dvrste
dimljene hrane npr. dimljen i osuseni Bonito (tj. katsuobushi, tradicionalna
japanska hrana), skidanjem gornjeg sloja se smanjuju policiklicki aromatski
ugljikovodici u konaénom proizvodu.

Stoga, postoji potreba da se proizvodaci edukuju o sigurnim praksama
procesa dimljenja hrane, a sto je najvaznije, da se usvoji njihova procedura,
koja bi smanijila sadrzaj PAHs u mesu dimljenom u tradicionalnim pecima,
kako bi se osigurala zdravstvena sigurnost potrosaca. Nivoi kontaminacije
mogu se znacajno smanijiti u kontrolisanim uslovima, prihvatajudi principe
dobre proizvodne prakse, koristedi postojee znanje i odgovarajucu
tehnolosku opremu.

Andliticke tehnike za odredivanje PAHs u hrani

Detekcija PAHs jedinjenja u hrani najcesc¢e se izvodi primjenom tecne
hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC) sa fluorescentnim
detektorom, mada se moze primijeniti i metoda gasne hromatografije sa
masenim detektorom (GC/MS), super kriti¢na te¢na hromatografija (SFC) |
kapilarna elektroforeza, CE).
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5. 4. N-NITROZAMINI

N-nitrozamini (NA) su Stetna jedinjenja, koja se formiraju hemijskom
reakcijom nitrozacijskog agensa, i sekundarnih, ili tercijarnih amina. Na
osnovu njihovih fizikalnih svojstava, ova jedinjenja se mogu podijeliti u
dvije grupe: isparljivi N-nitrozamini (VNA) i neisparljivi nitrozamini (NVNA).
Najcesce identifikovani N-nitrozamini pronadeni u hrani su: NHPRO (N-
nitrozohidroksiprolin), =~ NSAR  (N-nitrozosarkozin), = NDBA  (N-
nitrozodimetilamin), NPRO (N-nitrozoprolin), NMOR (N-nitrozomorfolin),
NMEA (N-nitrosometiletilamin), NPYR (N nitrozopirolidin), NDMA (N-
nitrosodietilamin), NPIP (N-nitrozopiperidin), NDPA (N-
nitrozodipropilamin), = NMA  (N-nitrosometilanilin), =~ NDBA  (N-
nitrozodibutilamin), NDBzA (Nnitrosodibenzilamin), NTCA (N-Nitroso-
tiazolidin-4-karboksilna kiselina), NMTCA (N-Nitroso-2-metil- tiazolidin 4-
karboksilna kiselina), NDPhA (N-nitrozodifenilamin) (Slika 32).

Reakcija nitrozacije, prilikom koje nastaju nitrozmini, direktno je ovisna o
kolicini amina, kolic¢ini dodanih nitrita, pH, temperaturi, redoks potencijalu,
te prisutnosti drugih hemijskih jedinjenja ili agensa.

Nitrati i nitriti kao prekursori formiranja N-nitrozamina

Nitrati su soli azotne kiseline koji sadrze tri atoma kiseonika (NO3” iu
prirodi se pretvaraju u nitrite (NO2") i obratno. Nitrati su vazan metabolit
kruzZenja azota u prirodi. Stvaraju se pri oksidaciji nitrita, uzrokovanoj
djelovanjem azotnih bakterija (Nitrobacter). Nitrati se takoder koriste u
poljoprivredi kao gnojivo, koje zamjenjuje tradicionalno koriStenje sto¢nog
gnojiva, kao i u preradi hrane u obliku odobrenih dodataka (aditiva). U
zemljama Evropske unije kao i u ostalim drzavama, nitriti i nitrati se koriste
kao konzervansi u mesnoj industriji i to: kalij-nitrit (E249) i natrij-nitrit (E250)
te kao natrij-nitrat (E251) i kalij-nitrat (E252). Njihova upotreba propisana je
Uredbom Komisije (EU) br. 1129/2011 te ostalim zakonima i pravilnicima
drugih drzava. Nitrati se rjede dodaju u mesne proizvode, nego nitriti, osim
kod proizvoda kod kojih je proizvodni proces dugotrajan i spor,). Osim kao
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konzervansi, nitriti mogu nastati i enzimskom redukcijom iz nitrata
(prisutnih uglavnom u namirnicama biljnog podrijetla) tokom procesiranja
ili dodatkom nitrata namirnicama, sto predstavlja indirektnu opasnost od
nastanka Stetnih jedinjenja N- nitrozamina.

‘ AR A
NPYR ] INIVIEA

NHPRO N

NSAR NDEA v : | NTCA

NDMA NPIP N NMTCA

NPRO NDPA r NDPhA
NDBA

NMOR NNA

Slika 32. Hemijska struktura najznacajnijih N-nitrozamina
(Herrmann i sar., 2014)

Nitrit se takoder moze pretvoriti u nitroziraju¢i agens NO* koji moze
reagirati s biogenim aminima i formirati N-nitrozamin. Biogeni amini su
bazi¢ni spojevi azota, nastali dekarboksilacijom slobodnih aminokiselina.
Mogu se pojaviti u suhim fermentiranim proizvodima u visokim
koncentracijama, jer se njihova akumulacija uglavhom odnosi na djelovanje
dekarboksilaza - pozitivnih bakterija i mesnih enzima tokom fermentacije i
zrenja. Pri tome, tokom obrade kobasica, drugi unutrasnji i vanjski faktori,
kao Sto su sadrzaj soli i parametri suSenja, utjeCu na brzinu formiranja
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biogenog amina. Sirok raspon formulacija proizvoda i higijenskih praksi
odrazava se u velikoj raznovrsnosti vrsta i koli¢ina biogenih amina. S
obzirom na sigurnost hrane, povisene koncentracije biogenih amina treba
izbjegavati, posebno kadaverin CAD i spermidin SPD smatraju se
prekursorima za formiranje NPIP-a.

Zdravstveni rizici

Nitrati imaju relativno nisku toksi¢nost za ljude. Medutim, metaboliti koji se
stvaraju u ljudskom organizmu kao S$to su nitriti, azotov oksid, i N-nitrozo
spojevi, mogu biti povezani sa zdravstvenim problemom kao Sto je
methemoglobinemija ili kancerogenezom. Medunarodna agencija za
istraZivanje raka (IARC) je nitrate i nitrite unesene putem prehrane, svrstala
u grupu 2A, sto znadi da su, u slucaju ljudi, vjerojatno kancerogeni.
Uobicajena stopa pretvaranja nitrata u nitrite je izmedu 5 % i 7 %, iako u
pojedinim slu¢ajevima moze iznositi i do 20 %.

Brojne epidemioloske studije na ljudima nisu dokazale povezanost
izloZenosti nitratima hranom ili vodom i formiranja tumora, no prema IARC
postoji ogranien broj dokaza o kancerogenosti nitrita prisutnih u hrani, te
ih se povezuje s povecanom stopom incidencije raka Zeluca kod ljudi. U
pogledu N-nitrozo spojeva, ne postoje kvantitativni dokazi njihovog
endogenog formiranja iz nitrita i N-nitrozo spojeva unesenih putem
prehrane. Stoga se endogeno formiranje N-nitrozo spojeva ne smatra
prikladnim za procjenu rizika od nitrita.

Nitrati i nitriti u hrani

Nitrate u svoj organizam unosimo konzumacijom povr¢aidrugih proizvoda
koji ih sadrze, te putem pitke vode, dok nitriti uglavhom nastaju
konverzijom iz nitrata. Visoke koncentracije nitrata sadrze cvekla, brokula,
celer, kupus, rotkvica, rukola Spinat i zelena salata (Tabela 39). Grasak i
grah, uljarice sadrze manje, a korjenasto povrce najmanije kolicine nitrata.

200



Tabela 39. Koli¢ina nitrata u lisnatom povréu (EFSA, 2008)

Prosjecna kolicina Vrsta Prosjecna kolicina
Vrsta povréa
(mg/kg) povrca (mg/kg)

Rukola 4677 Zelena salata 1324
Amarant 2167 Rimska salata 1105
Mije$ana salata 2062 Spinat 1066
Puterica 2026 Salata kristalka 875
Cvekla 1852 Endivija 523
Kovrcava salata 1601 Radic 355

Koli¢ina nitrata u zelenom lisnatom povrcu ovisi o nizu faktora, ukljucujudi
vrstu, godiSnje doba, intenzitet svjetla, temperaturu, uslove rasta, nacin
koriStenja gnojiva i skladiStenje. Zbog nizeg intenziteta svjetla i manje
dnevnih sati u sjevernim geografskim Sirinama na podrucju Evrope, i tokom
zime, nitrati su uglavnom prisutni u veé¢im koli¢inama. Tako na primjer,
razlike u intenzitetu svjetla tokom razlicitih mjeseci mogu pri uzgoju salate
u podrug¢ju zapadne Evrope izazvati ¢ak trostruke promjene u sadrzaju
nitrata.

Zimski usjevi opcenito sadrze vecu koli¢inu nitrata od ljetnih uzgajanih u
istom okruzenju(Tabela 40). Takoder, biljke koje se uzgajaju u podrucju
sjeverne Evrope sadrze vecu koli¢inu nitrata u odnosu na podrugja juzne
Evrope. Navedene razlike mogu se objasniti injenicom kako vece
osvjetljenje ljeti smanjuje sadrzaj nitrata u korist povecanja rasta biljaka.
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Tabela 40. Srednje vrijednosti nitrata prema mjestu i periodu uzorkovanja
za 2013. godinu (HAH,2016)

Miesto Proljece Jesen
Vrsta uzorka uzorll(ovanja X nitrata X nitrata
(mg/kg) (mg/kg)
Zagreb 877 2198
Osijek 481 729
SALATA
Rijeka 666 756
Split 790 1376
Zagreb 306 1408
Osijek 673 2866
SPINAT
Rijeka 1216 1657
Split 630 2121
Zagreb 523 641
Osijek 326 1537
KELJ
Rijeka 1049 2260
Split 1209 1908
Zagreb 1049 2260
Osijek 326 1537
BLITVA
Rijeka 354 640
Split 1209 2260

SadrZaj nitrata u svjezem povréu moZe opadati ¢uvanjem na sobnoj
temperaturi. S druge strane, ovisno o vrsti povrda, koli¢ina nitrata moze i
rasti pod utjecajem specificnog endogenog djelovanja enzima nitratne
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reduktaze ili utjecajem mikroorganizama. Pokazalo se da se kolic¢ina nitrita
poveclava tokom skladistenje svjeZeg povréa s visokim sadrzajem nitrata.
Pri ¢uvanju povrca u hladnjaku (7 dana na temperaturi od 5°C), sadrzaj
nitrata ostaje nepromijenjen, Sto upucuje na <dinjenicu kako nitrat
reduktaza u navedenim uslovima postaje neaktivna.

U Tabeli 41. je prikazan sadrZaj nitrita u nekim uzorcima voda, povréa i
mesnim proizvodima.

Tabela 41. SadrZaj nitrita u nekim uzorcima vo¢a, povrca i mesnim
proizvodima (Hordet al., 2009)

Uzorak Nitr.itiv
(mg/100g svjeze mase)

Umak od jabuke 0,008

Banana 0,009
Mjesavina voca 0,08
Narandza 0,02
Brokula 0,07
Mrkva 0,006
Spinat 0,02
Slanina 0,38
Sunka 0,89
Hot dog 0,05

Obzirom da se ovi prekursori mogu ostvariti i od pesticida i herbicida, kao i
azotnih dubriva, N-nitrozamini se mogu nadi kao zagadivaci u raznoj vrsti
hrane. Neodgovorna upotreba nitrita moZe dovesti do velikog udjela
rezidualnog nitrita, koji se nije iskoristio za pozitivno djelovanje. Rezidualni
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nitriti mogu predstavljati problem, jer pri reakciji nitrita s proteinima mesa
mogu nastati Stetna i kancerogena jedinjenja N-nitrozamini.

Pojavljivanje N-nitrozamina u hrani

U hrani, N-nitrozamini se formiraju reakcijom azot-oksida sa aminima. Nitrit
u hrani, bilo da vodi porijeklo od nitratnog dubriva, ili je dodan kao
konzervans, pod kiselim uslovima, hidrogenira se do hidro nitrogen oksida
(H:NO>*) (Slika 33 A). Nakon dehidracije, dobijeni hidro nitrogen oksid
reaguje sa drugim molekulama nitrita, da bi se formirao anhidrid azota.
Anhidrid azota donira nitrozo grupu, aminima u hrani, za proizvodnju N-
nitrozamina (Slika 33 B).

(A) NO,” + H* ———— HNO,
HN02 + HY ——» H2N02+
H2N02+ + NO,” —— > N,05+ H,0

(B) H,0*

B H,O
(R),NH + N,O, AL» (R),N-N=O + NO,

Slika 33. Formiranje N-nitrozamina

Rezultati pokazuju da se visoke kolicine NTCA | NMTCA nalaze u dimljenim
mesnim proizvodima. Dim, kao i visina temperature tokom procesa
dimljenja smatraju se glavnim prekursorima za stvaranje ova dva NA.
Vazan izvor VNA su riblji proizvodi, koji su glavni izvor izloZenosti NDMA u
nekim zemljama.

S obzirom da nitratni anhidrid reaguje s neprotoniranim aminima, brzina
natoizacije, sekundarnih amina, obrnuto je proporcionalna bazi¢nosti
amina. Optimalan pH za nitrozaciju vecinu sekundarnih amina je izmedu 2,5
- 3,5-

N-nitrozaminska jedinjenja prisutna su u Sirokom rasponu namirnica u
kojima se dodaje nitrat za konzerviranje, kao $to su sir, ribe (zbog dimetil
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amina), slanina, meso, kobasicarski proizvodi, proizvodi od susenog i
dimljenog mesa, pastete, konzerve, mesni specijalitetii sl. Nitrati, za razliku
od nitrita, nemaju antimikrobno djelovanje, ali se djelovanjem
denitrificirajucih bakterija, osobito iz roda Micrococcus, redukuju pomocu
enzima nitrat-reduktaze u nitrite, te na taj nacin sluze kao izvor nitrita, cija
se koncentracija tokom procesiranja znacajno smanjuje, ¢emu dodatno
doprinose visa pH vrijednost , redukcijsko djelovanje askorbinske kiseline,
termicka obrada, te dugotrajno zrenje ili skladiStenje. IstraZivanja su
pokazala da pri ubrzanim fermentacijama u industrijskoj proizvodnji
(bakterijske starter kulture, Seceri i poviSene temperature fermentacije)
ukupno oko 50% dodanih nitrita prelazi u nitrate.

Pored ulazne kolicine nitrita, postoji Sirok spektar faktora koji potencijalno
mogu utjecati na formiranje NA. Ovi faktori su: kvalitet mesa, sadrzaj
masti, prerada mesa, sazrijevanje i pakovanje mesa. Faktori koji se odnose
na preradu ukljucuju aditive, toplotu koja se primjenjuje tokom susenja ili
dimljenja, prekursore (dodani preko drveta) dim, zacine ili druge sastojke.
Dodavanjem crnog bibera u mesne proizvode dolazi do pojave NPIP-a.
Studije su pokazale da postoji pozitivna, ali ne i nuzno linearna korelacija
izmedu kolicine nitrita i koli¢ina formiranih NA. Povecanjem ulazne koli¢ine
nitrita, nivoi NHPRO, NPRO, NTCA, NMTCA (Slika 34A), NSAR i NPIP (Slika
34C) su povecani u kobasicama. U kobasicama pripremljenim sa 150 mg kg’
' nitrita, Sto je koli¢ina nitrita koju je dozvoljeno dodavati u kobasice, za
zajednicko evropsko trziste NPIP, NHPRO, NPRO, NTCA i NMTCA (Slika
34A) su pronadeni u nivoima od oko 2, 10, 40, 70 i 25 mg kg *'. Dodatnim
povecanjem koli¢ine nitrita, postignut je jasan porast NSAR. (Slika 34C).
Kolicine NDMA i NPYR relativho su bile nepromijenjene, sa povedanjem
dodanog nitrita.
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Slika 34. Nivo NA u suSenim i przenim kobasicama pripremljenim sa o, 60,
200, 150, 250 ili 350 mg kg™ natrijum nitrita (Herrmann i sar., 2015a)

Ukoliko se kobasice prze, u tavi, nivoi NSAR, NPIP (Slika 34D), NTCA i
NMTCA (Slika 34B) se respektivno povecavaju za oko 2, 1,5 i 4 puta.
Razlika u koli¢ini NTCA, izmedu neprzene (Slika 34A) i przene kobasice
(Slika 34CQ) rezultirala je ja¢om pozitivnom korelacijom izmedu dodatog
nitrita i nivoa NTCA. Relativno visoka koli¢ina NTCA mozZze se proizvesti kada
se kobasice prze do sredista, na temperaturi od 100 °C. Pokazalo se da se
maksimalni nivoi NDMA i NPYR pojavljuju ukoliko se proizvodi zagrijavaju
priblizno do 200 °C. Nasuprot, ako se temperatura dalje povecava, koli¢ine
ovih NA nesto su niZe, zbog isparavanja.
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Slika 35. Koli¢ine NA u Sest mesnih proizvoda nakon i prije toplotnog

tretmana (Herrmann i sar. 2015b)

Na Slici 35. predstavljene su izmjerene kolic¢ine NA u toplotno obradenim i
neobradenim uzorcima nekih mesnih proizvoda. Konvencionalna metode

kuhanja mogu dovesti do reakcija izmedu prisutnih amina i nitrita, u nekim

vrstama povrca, i formiranja nitrozamina. Kolicine NDMA u sirovom, i

krompiru procesiranom konvencionalnim metodama kuhanja (przenje,
povrsinsko przenje, kljucanje u destiliranoj i pitkoj vodi) prikazane su u

Tabeli 42.
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Tabela 42. Poredenje nivoa NDMA u uzorcima sirovog krompira, i uzorcima
krompira koji su toplotno tretirani (Qajarbeyg i sar., 2015)

X+ SD Statisticki

Metoda kuhanja
(mg kg™) testovi

Sirovi krompir 0+ 0 F=15,75
Duboko przenje 2,235 +1,3964
Povrsinsko przenje 5,092 * 3,514 df = (4,55)
Kljucanje u destilovanoj vodi 0,619 * 0,797
Kljucanje u pitkoj vodi 1,183 = 0,577 P < 0,001

Generalno, priprema i metode kuhanja smanjuju kolicinu nitrata i nitrita.
Najvisa formacija NDMA se pojavila u povrsinski przenim uzorcima, sto je
moguce, zbog duzeg procesa przenja, nekontrolisane toplote i vede
izloZzenosti kisiku. NajniZi nivo nitrozaminskog jedinjenja pronaden je u
sirovim uzorcima, a zatim u kuhanom krompiru. Obzirom da su nitriti
rastvorljivi u vodi, ovaj jon se iz matriksa krompira ispusta u okolnu vodu.

Preventivne mjere

Posto je nastanak nitrozamina proporcionalan kvadratu koncentracije
nitrita, njihova redukcija znac¢ajno smanjuje koli¢ine nastalih nitrozamina.
Kako bi se smanjila upotreba nitrita, i time smanjio rizik nastanka Stetnih i
kancerogenih nitrozo spojeva u mesnim proizvodima, doslo se na ideju da
se potrazi zamjena za nitrite, odnosno nacin na koji bi se smanjio njihov
sadrzaj. Postoje dvije alternative za rjeSavanje ovog problema:
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1) puna ili djelimicna zamjena nitrita prirodnim ili nekim drugim
sredstvima,

2) upotreba sredstava koji blokiraju formiranje nitrozamina u
proizvodima koji sadrze konvencionalne koncentracije nitrita.

Dodavanje inhibitora sinteze nitrozamina (askorbati, cistein, galna kiselina,
tanini, natrij sulfat i natrij eritrobat) u smjesu za salamurenje je jedan od
nacina smanjenja formiranja N-nitrozamina u hrani.

Kod suSenja slada preporucuje se promjena vodenja tehnoloskoga
procesa, tako da se suSenje odvija grijanim zrakom, umjesto direktnim
sagorijevnim plinovima, ¢ime se znacajno smanjuje koli¢ina nitrozamina.

Andliticke tehnike za odredivanje nitrata, nitrita i N-nitrozamina

Nitritni i nitratni anioni mogu se otkriti hromatografskom tehnikom tekuce
hromatografije (engl. High Performance Liquid Chromatography- HPLC).

Nitriti se mogu odrediti i titracijski sa permanganatom, no najvise koriStena
metoda za odredivanje konzerviraju¢eg sredstva u mesnim proizvodima je
mjerenje nitrita nakon kolorimetrijske reakcije, a nitrata nakon redukcije u
nitrite. Kolorimetrijsko ispitivanje temelji se na reakciji nitrita, sulfanil amida
i N-(1-naftil)-etilendiamina u kiselim uslovima do formiranja crvene azo boje
koja ima apsorbanciju maksimalno 540 nm.

Identifikacija i kvantifikacija N-nitrozamina naj¢esce se provodi metodom
gasne hromatografije i masene spektofotometrije(GC/MS).
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5. 5. HLORPROPANOLI | GLICIDIL ESTERI MASNIH
KISELINA U HRANI

Prisustvo 2-i 3-monohloropropan-1,2-diola, njihovih estera masnih kiselina i
glicidil estera masnih kiselina u hrani izaziva zabrinutost zbog rezultata
toksikoloskih studija, koje su pokazale da ova jedinjenja mogu ugroziti
ljudsko zdravlje.

Hlorpropanoli

U martu 2016. godine, EFSA je izdala izvjeStaj upozorenja o zdravstvenim
posljedicama hloropropanola, termicki indukovanih zagadivada hrane
stvorenih tokom prerade i rafinisanja jestivih ulja.

Glavna dva spoja (Slika 36) iz skupine neisparljivih hlorpropanola, 3-
monohloropropan-1,2-diol (3-MCPD) i 2-monohloropropan-1,3-diol (2-
MCPD) su hlorirani derivati glicerola (1,2,3-propantriola).

HO OH HO"  \—oH

Slika 36. Hemijska struktura 3-MCPD (A) i 2-MCPD (B)

3 i 2-MCPDs su prvi put identifikovani kasnih sedamdesetih godina u
sastavu hidroliziranog biljnog proteina (HVP) koji se koristi kao ukusan
prehrambeni sastojak hrane. lako se hlorpropanoli najc¢eSée povezuju sa
sojinim umakom i kiselo hidroliziranim biljnim proteinima (HVP), ti se
toksikanti pojavljuju u Sirokom spektru hrane i teSko ih je izbjedi.
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Struktura MCPDs sugerise da biglicerol (Slika 37. )i/ ili glicero lipidi mogli
biti prekursori njegovog formiranja u preradenoj hrani.

CH,CI
HO——H
CH,OH
/ (S)-(+)-3-MCPD
sn-1 CH:zOH CHEOH
sn-2 HO—|—H —_— C—H
sn-3 CH,OH CH,OH
L- Glicerol 2_MCPD
CH,OH
HO——H
CH,CI

(R)-(-)-3-MCPD

Slika 37. Monohloropropandiol izomeri (MCPDs) i njihova veza do glicerola
(prikazano u projekciji Fischer-a). Enantiomeri 3 MCPDse formiraju kada se
-OH zamijeni sa -Cl u polozZaj sn-1ilisn-3 na glicerolnu osnovu (Hamlet i sar.,
2004)

Pojavljivanje hlorpropanola u hrani
Prisutnost 3i2-MCPDE u velikom broju preradene hrana, prvi put je opisana

2004. godine, nakon cega je 2006. godine otkrivena visoka koncentracija u
rafiniranim, bijeljenim i deodoriziranim (RDB) biljnim uljima.
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Lista namirnica i sastojaka u kojima je otkriven 3-MCPDsu: prZzena hrana,
hrana za dojencad, proizvodi od mesa, mlijecni proizvodi, Zitarice i pekarski
proizvodi, supe, umaci i przena kafa. Takoder, ovaj spoj je pronaden i u
uzorcima suSene slanine, gdje je nastao kao posljedica procesa dimljenja.
IstraZivanja su pokazala da je formiranje MCPDs u tijestu sa kvascem
konzistentno bila ve¢a, od one u beskvasnom tijestu, i da je odnos
formiranih izomera, 3-MCPD i 2-MCPD, bio ve¢i u poslednjem. Ove
opservacije mogle su se privremeno dodijeliti pove¢anim nivoima glicerola,
iz dodatog kvasca, a takoder, su ukazale da formacija MCPDs mozZe biti
proizvod viSe od jednog prekursora.

Istrazivanja su pokazala da se povedane kolic¢ine 3-MCDP mogu nadi u
tostiranom hljebu, nekim vrstama przenog sira i przenom maslacu. U kori
hljeba se moZe nadii do 400 pg/kg 3-MCPD-a. U manjim koncentracijama
moze se nadi i u proizvodima od slada (pivo, keksi), s tim da su utvrdene
vece koncentracije kod tamnog slada, zbog vece temperature obrade.

Prethodne studije su utvrdile da MCPD moze biti proizveden kao maniji
proizvod iz reakcije hlorovodicne kiseline s glicerolom, acilglicerolima i
fosfolipidima i da ovim mehanizmima predstavljene koli¢ine imaju nivoe
koje nalazimo u HVP i sojinim umacima dobijenim kiselom hidrolizom.

U kuhanom mesui varivima, njegove kolicine su jako male ili se ¢ak ne mogu
detektovati. Razlicitost dobivenih rezultata moze biti vezana uz visoku
aktivnost vode, prilikom pripreme kuhanog mesa i variva, sto kao rezultat
ima ograni¢eno nastajanje 3-MCPD.

U tabeli 43. su predstavljene koncentracije 3-MCPD i 2-MCPD u nekoj vrsti
hrane i sastojcima hrane

Dalja istrazivanja su pokazala, da je 3-MCPD prisutan u hrani, ne samo u
svojoj slobodnoj formi, vec i u obliku estera (Slika 38) sa masnim kiselinama

(palmitinska, oleinska, stearinska, itd.). Naj¢es¢i esteri hloropropanola, u
termicki obradenoj hrani, su 3 -hloropropan-1,2-diol (3-MCPD) esteri.
Medutim, esteri 2-MCPD, takoder se mogu pojaviti u niskim ili beznacajnim
koncentracijama. Hlorpropanolni esteri se mogu hidrolizirati do slobodnih
hlorpropanola.
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Tabela 43. Koncentracije 3-MCPD i 2-MCPD u nekoj vrsti hrane i sastojcima

hrane
Hrana 3-N,|CPD (1efke) Z-N,lCPD (g/ke) Referenca
Prosjek Raspon Prosjek Raspon
Ekstra Hung i sar
djevi¢ansko 20 0,1 ND-0,2 g v
. . 2017
maslinovo ulje
. . Hung i sar.,
Maslinovo ulje 15 4,0 1,0-7,6 2017
Ulje od .
. Hungisar.,
maslinove 7 12,3 7,4-20,56
. 2017
komine
Suncokretovo Kuhlmann
i 1 230 80-960 110 20-520 .
ulje i sar., 2016
Rafinirano Kuhlmann
palmino ulje 6 1330 180-2480 650 801650 i sar., 2016
Rafinirano ulje o 0-210 210 10-210 Kuhlmann
uljane repice > 44 305 3 i sar.,2016
1200- Jedrkiewic
Riblje ulje 5 - > 00 - 100-230  zisar,,
25 2016
Kukuruzno ulje 38 503 502-505 233 - EFSA, 2016
Ulje uljane repice 294 232 224-239 109 78-140 EFSA, 2016
Sojino ulje 191 394 392-396 167 159-175  EFSA, 2016
Kokosovo
uli/mast 204 608 608 169 143-194  EFSA, 2016
Palmino 1563-
uljefmast 501 2912 2912 1565 1566 EFSA, 2016
Margarin i sli¢ni
proizvodi 170 408 406-409 159 152-166  EFSA, 2016
Ekstra . .
djevicansko 46 133 ND-116 61 ND-580 Sl il
. . sar., 2019
maslinovo ulje
. . Kamikata i
Maslinovo ulje 13 856 280-3777 420 170-1910 sar., 2019
. ey . Kamikata i
Uljne mjeSavine 17 304 180-610 120 ND-250 S, 2000
Wang i
Infant formula 88 185 0-316 41 0-52 sar., 2016
Hljeb i pecivo 75 29 23-36 14 9,8-19 EFSA, 2016
Zitarice za
dorugak 66 26 19-33 15 10-20 EFSA, 2016
Fini pekarski 88 172 167-178 8 82-92 EFSA, 2016
proizvodi 7 Y 7 9 ’
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3 - MCPD monester 3 - MCPD diester

Slika 38. Hemijska struktura 3-MCPD estera

0Od 1980. 3-MCPD esteri su proucavani kao kontaminanti preradene hrane,
a nalaze se u razli¢itim vrstama hrane i sastojcima hrane, osobito u
rafiniranim jestivim uljima. Najvazniji prekursori estera hloropropanola,
identifikovanih u hrani, su masti, koje se dobijaju iz glicerola (glicerolipida), i
hloridi koji su prirodno prisutni ili dodati kao NaCl.

Glicidil esteri masnih kiselina

Pojava glicidil estera masnih kiselina(GEs), u rafinisanim jestivim uljima, prvi
put je prijavljena 2008. godine. Preliminarne procjene rizika izazvale su
neposrednu brigu za zdravlje, zbog izlozenosti ljudi tim supstancama, Sto
je stimuliralo intenzivno istraZzivanje na ovu temu.

o
f’Q\ . A~
—\ 0—4
“—OH R

Slika 39. Hemijska struktura

glicidola Slika 40. Hemijska struktura GEs
ici

Nekoliko izvjeStaja je takoder sugerisalo da se proces dvosmjerne
transformacije moze pojaviti ne samo izmedu glicidola i 3-MCPD, nego i
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njegovih esterifikovanih oblika, u prisustvu hloridnogjona (Slika 41). Glicidol
(Slika 39), koji je povezan sa formiranjem i raspadom 3- i 2-MCPD, tokom
procesa rafinisanja ulja, formira monoestresa masnim kiselinama (GEs).GEs
sadrze zajednicku terminalnu epoksidnu grupu, ali pokazuju razlicite
sastave masnih kiselina(Slika 40).

Fy R,
G‘% D:<
[o] Ry o]
: /
L] ¥ ] f
HEI i ol
) OH (+ - E Gl
cr o] HE
b - ]
Epolksi: GEs
Cl grupa OH
3 - MCPD esteri 2 - MCPD esteri

Slika 41. Potencijalni mehanizam konverzije GEs do 3-MCPD ili 2-MCPD
estera; R1, grupa masnih kiselina(Cheng i sar., 2017)

Brzina transformacije glicidola u 3-MCPD, u kiselim uslovima, u prisustvu
hloridnogjona, veca je u odnosu na transformaciju 3-MCPD-a u glicidol.
Istovremeno, odgovarajudi esteri mogu pokazati slicno ponasanje
konverzije. Stoga, posljednjih godina je usmjerena sve veca paznja na
mehanizme formiranja GEs, kao i na metode njihovog odredivanja i
eliminacije, posebno u jestivim uljima i prehrambenim proizvodima na bazi
ulja i masti. Prekursori GEs u rafiniranim uljima su identificirani kao
djelomicni acilgliceroli, tj. DAG i monoacilgliceridi (MAGs). Medutim, da li
poticu od triacilglicerida (TAGs) jo$ uvijek je tema kontroverznih rasprava.
Nekoliko autora je istaklo da su isti triacilgliceridi (TAG) stabilni tokom
termicke obrade (235°C) tokom 3 sata, i stoga nisu bili ukljuceni u GEs.
Medutim, noviji eksperimentalni rezultati pokazali su da su male koli¢ine
GEs prisutne, u toplinski tretiranom modelu ulja, koji se sastojao od skoro
100% triacilglicerida. Rezultati Fourier-transformirane infracrvene (FTIR)
spektroskopije su pokazali da se formiranje GE iz TAG-a moZe pripisati
pirolizi TAG-a DAG-a i MAG-a. Nasuprot tome, estri 3-MCPD u rafinisanim
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ulima mogu se dobiti od TAG-a. Trenutno, joS uvijek je nepoznat
mehanizam posrednika za formiranje GEs, kao i odnos izmedu GEs i 3-MCPD
estera. Pretpostavljeni metabolicki putovi za formiranje MCPD i GEs
prikazani su na Slici 42 .

Cl
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Slika 42. Pretpostavljeni metabolicki putovi za formiranje MCPDs i GEs
(Arisseto i sar., 2018)

Pojavljivanje u hrani

Raspolozivi podaci o sadrzaju GEs, u hrani, se uglavhom ogranicavaju na
rafinirana jestiva ulja i prehrambene proizvode na bazi ulja (Tabela 44).
Rizino i palmino ulje se pokazalo kao najosjetljivije za formiranje GE-ova,
oba preko 30 mg [ kg ulja. Palmino ulje sadrZi prosje¢no oko 6,5% DAGs koji
su prekursori za nastajanje GEs. Ova Cinjenica, takoder objasnjava relativno
visoke koncentracije GEs u palminom ulju, dok je stvarni razlog za visok
sadrzaj GEs u rizinom ulju, joS uvijek nejasan. Sirova ili nerafinisana ulja i
masti, kao Sto je ekstra djevicansko maslinovo ulje, ne sadrze GEs, ili ih
sadrZze samo u tragovima.
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Tabela 44. Koncentracija GEs u hrani i sastojcima hrane

Hrana

Ekstra djevi¢ansko

maslinovo ulje
Suncokretovo ulje
Rafinirano palmino
ulje

Rafinirano ulje uljane
repice

Riblje ulje

Ulje uljane repice
Sojino ulje
Kokosovo ulje/mast
Palmino ulje/mast

Margarin i sli¢ni
proizvodi

Ekstra djevicansko
maslinovo ulje

Maslinovo ulje
Infant formula
Hljeb i pecivo

Zitarice za dorucak

20

1

294
191
204

501

170

46

13

88

75

66

GE (ug/kg)

Prosjek Raspon
110 20-520
650 80-1650
210 10-310

- 100-230
109 78-140
167 159-175
169 143-194

1565 1563-1566
159 152-166
61 ND-580
420 170-1910
41 0-52
14 9,8-19
15 10-20
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EFSA, 2016
EFSA, 2016

Kamikata i sar.,
2019

Kamikata i sar.,
2019

Wang i sar., 2016
EFSA, 2016

EFSA, 2016



Zdravstveni rizici

Uprkos strukturnoj slicnosti 2 i 3-MCPD mogu imati razlicite, i specifi¢ne
metabolicke i toksikoloske profile. Ukratko, pojavljuje se opsta slika u kojoj
3-MCPD, nakon metabolizma, inhibira glikoliticke enzime i uzrokuje
oksidativni stres, Sto dovodi do toksikoloskih manifestacija zabiljeZenih kod
bubrega i muskog reproduktivnog sistema. Vecina odabranih studija, kao
glavni efekat izazvan ponovljenim izloZenost 3-MCPD-u su pokazale
smanjene pokretljivosti spermatozoida. Prema Medunarodnoj agenciji za
istrazivanje raka (IARC), ovaj spoj je klasificiran kao moguci kancerogen za
ljude (skupina 2B). Glicidol se smatra genotoksi¢nim kancerogenom i
klasifikovan je od strane IARC-a kao vjerojatno kancerogenim za ljude
(skupina 2A).

Preventivne mjere

Da bi se smanijila koli¢ina hlorpropanola u hrani, moraju se uzeti u obzir
sljede¢i faktori: pH, temperatura, vlaga i vrijeme trajanja procesa.
Mehanizmi smanjenja kolicine hlorpropanola mogu se sazeti na: poviSenje
pH hrane sa visokim sadrzajem vlage, snizenje maksimalne temperature
obrade i sadrzaja soli u hrani, izbjegavanje obrade hrane sa niskom
vlaznoScu na visokoj temperaturi, ograni¢avanje kolic¢ine glicerola u hrani
tokom pripreme i Cuvanja, izbjegavati koriStenje parcijalnih glicerida kao
aditiva, inaktivacija lipaza/esteraza i koriStenje zacinskih ekstrakta umjesto
svjezeg zacinskog bilja i smanjenja mikrobioloskog onecisc¢enja termickim
tretmanom.

Prilikom proizvodnje hidroliziranih biljnih proteina, preporucuje se
modifikacija procesa hidrolize da bi se smanijila koli¢ina hlorpropanola (sto
smo prethodno naveli), ali pri tome nije moguce dobiti organolepticki
prihvatljiv proizvod koji bi imao manje od 0,1 mg/kg 3-MCPD Sto predstavlja
veliki problem za proizvodace. Takoder, u cilju smanjenja kolicina
hlorpropanola moze se proizvod (nakon zavrSenog procesa proizvodnje)
tretirati bazama kod pH 8,5 na 100 °C tokom 2 h, a proizvod ostaje
organolepticki prihvatljiv. Kod dimljenja se moze dodati 20 % kalcijevog
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karbonata (CaCOs) u pelete za dimljenje ¢ime se znadajno smanjuje
nastanak hlorpropanola u dimu, a time i u proizvodu.

Takoder, njegovo stvaranje pri stvaranju hidroliziranog biljnog proteina uz
hlorovodoni¢nu kiselinu ovisno je o uslovima samog procesa, te se
koncentracije mogu znacajno smanijiti odredenim modifikacijama samog
procesa proizvodnje.

U novije vrijeme je potvrdeno, da je stvaranje 3-MCPD estera povezano s
oksidacijom ulja zbog sudjelovanja slobodnih radikala u procesu njihovog
formiranja. Stoga, modifikacija postupka destilacije parom moze vjerojatno
smanjiti sadrzaj GEs u rafiniranim uljima. Za razliku od3-MCPD estera,
prekursori GEs su obuhvaceni samo DAGs i MAGs, a ne hloridnim jonima.
Stoga, smatra se da se koli¢ine 3 MCPD estera, mogu smanijiti uklanjanjem
hloridnih Jona, ispiranjem vodom, iako taj proces ne mijenja koncentracije
GEs. Ve¢ je utvrdeno da pocetni sadrzaj DAG i MAG u sirovim uljima
pokazuje izraZen uticaj na formiranje GEs. Uklanjanje DAGs i MAGs, Cini se
najjednostavnijim nacinom, da se smaniji formiranje GEs. Kao 3to je gore
spomenuto, DAGs i MAGs se uglavnom formiraju hidrolizom TAGs, koja je
rezultat aktivnosti endogene lipaze, nakon sazrijevanja uljanih biljaka, prije
inaktivacije. Takoder, objavljeno je da oStecene uljane sjemenke / plodovi
imaju visu lipoliticku aktivnosti, od neostecenih uljanih sjemena / voca.
Stavie, prezreli plodovi, kadnjenje obrade, grubo rukovanje grozdovima
uljarica, moze doprinijeti prisustvu visokih koncentracija DAG i MAG u
sirovim uljima. Hladenje uljnog vo¢a moze takoder pojacati hidrolizu lipaze,
za koju je nadeno dainducira do 70% slobodnih masnih kiselina u plodovima
palmi, kada je podvrgnuto hladenju od 5 °C. Uzeti zajedno, ovi faktori
objasnjavaju zasto se GEs sadrZzaji razlikuju u palminim uljima sa razlicitih
lokacija.

Za proizvodace ulja, eliminacija GEs treba poceti sa izborom biljaka
(razlicite lokacije i uslovi kultivacije). Primjena nekih poljoprivrednih praksi,
izmedu Zetve i prerade uljanih plodova | sjemenki neophodna je za
smanjenje aktivnostilipaze. Ove prakse ukljucuju modifikaciju uslova Zetve,
minimiziranje pucanja plodova ulja, prilikom transporta u fabrike,
izbjegavanje oStelenja, smanjivanje intervala vremena, izmedu Zetve i
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mljevenja, i tako dalje. Sve ove prakse imaju za cilj sprijeciti formiranje DAGs
i MAGs. |1z tog razloga, faza sterilizacije tokom mljevenja uljanih sjemenkiili
voca, namijenjene za inaktiviranje enzima, kao Sto su lipaze, i za
omeksavanje plodova za brzo uklanjanje iz grozdova, treba drzati na ili
ispod 120°C. DAGs i MAGs mogu se takoder ukloniti dodavanjem
adsorpcijskih materijala. Amorfni magnezijev silikat i kalcinirani zeolit
mogu smanjiti polarne komponente, kao $to su DAGs i MAGs za oko 25%.
Stoga je u buducdnosti potrebno poboljsati postupak izbjeljivanja, s
dodatnim uklanjanjem polarnih komponenata, kako bi se osiguralo
smanjenje formiranja GEs, kao i estera 3-MCPD tokom deodorizacije ulja.
Pravilna modifikacija temperature (< 240°C) deodorizacije i vrijeme su
klju€ni parametri za sprjeCavanje formiranja GEs. Umjesto konvenclonalne
deodorizacije trebalo bi primijeniti destilaciju kratkog puta, s
temperaturom kondenzatora od 60 ° Ci temperaturom isparivaca od 170°C.
Osim toga, faza przenja, tokom presanja ulja takoder ukljucuje toplinsku
obradu, s lokalnom temperaturom preko 200°C, koja se ¢ini, da je
odgovaraju¢i raspon temperature, za formiranje GEs. Neutralizacija
slobodnih masnih kiselina, dodavanjem alkalnih supstanci, kao sto su
Na,COs i NaHCO3, moZe smanijiti formiranje GEs, tokom deodirizacije ulja.
Isto tako, povecanje pH, takoder ima uticaj na smanjenje GE, kao i 3-MCPD-
a i njegovih estara, u rafiniranim uljima.

Andliticke tehnike za odredivanje hlorpropanola i GEs u hrani

Analiticke metode za odredivanje 3-MCPD, 2-MCPD i GEs mogu se grupisati
u direktne i indirektne pristupe. Od indirektnih metoda, koje zahtijevaju
konverziju esterifikovanih oblika jedinjenja, u svoje slobodne forme, prije
hromatografske analize, koristi se gasna hromatografija spojena sa
masenom spektrometrijom (GC-MS). Takoder, te¢na hromatografija visoke
perfomanse sa masenom spektrometrijom (LC-MS |/ MS) se koristi za
identifikaciju i kvantifikaciju 3. MCPD i GEs. Americko hemijsko drustvo za
uljne/naftne derivate (AOCS) objavilo je tri sluzbene metode (AOCS Cd 29a
13, Cd 29b 13 i Cd 29¢ 13) za analizu 3-MCPD, 2-MCPD i GEs u biljnim uljima i
mastima. Sluzbene metode AOCS-a su nedavno ukljucile, i novi protokol
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AOCS Cd 30-15, za odredivanje zagadivaca u emulzijama. Za pripremu
uzoraka koristi se MS visoke rezolucije (HRMS-Orbitrap) i modifikovana
QuEChERS tehnika.
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