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HRVATSKA AGENCIJA ZA HRANU

—

U Osijeku, listopad 2014.

Znanstveno izvje$c¢e Hrvatske agencije za hranu vezano uz nalaz patulina u odabranim

prehrambenim proizvodima

Patulin

Patulin je mikotoksin kojeg proizvode odredene vrste plijesni, kao Sto su Penicillium, Aspergillus i
Byssochlamys, a koje mogu rasti na razli¢itim namirnicama ukljucujuéi voce, Zitarice i sir (FDA, 2001).
Kemijski, patulin je poliketid lakton, relativno mala molekula (C7HsOa4) koja je topiva u vodi (Lawley,
2013). Moze se izolirati u obliku bezbojnih do bijelih kristala. Tocka talista mu je na oko 110°C, a
sublimira u visokom vakuumu na 70 do 100°C. Osim u vodi, topiv je i u metanolu, etanolu, acetonu i
etil ili amil acetatu, a manje je topiv u dietil eteru i benzenu. Stabilan je u kiselim otopinama, ali se
moze razgraditi kuhanjem u sumpornoj kiselini (H2SO4) u trajanju od 6 sati. Kada se SO: koristi kao
konzervans u voénim sokovima ili drugoj hrani, patulin se razgraduje (Kos i Krska, n.d.).

Birkinshaw i sur. (1943) su prvi uspjeli izolirati patulin iz plijesni Penicillium griseofulvum i Penicillium
expansum u nadi da Ce pronaci nove metabolite plijesni koji ¢e imati antibiotska svojstva. 1z tog
razloga je patulin prvotno bio klini¢ki testiran kao antibiotik, ali je interes za njegova antibiotska

svojstva ubrzo nestao, nakon otkri¢a o njegovoj toksi¢nosti za ljude i zivotinje (Puel i sur., 2010).

Patulin je pronaden u mnogim namirnicama ukljuujuci: sok od jabuke, jabuke i kruSke zahvacene
smedom trulezi, grozde, bradno i slad u hrani za Zivotinje. Medutim, s obzirom na prirodu same
namirnice, tehnoloski proces obrade ili nacine konzumacije mnogih namirnica, patulin ne predstavlja
sigurnosni problem. Na primjer, truli dijelovi vecCine voéa i Zitarica obi€no se odstranjuju prije
konzumacije. U namirnicama kao $to je sir, visoke koncentracije cisteina reagiraju s patulinom i tako
ga inaktiviraju. Isto tako, zabiljezeno je da se patulin uniStava fermentacijom i stoga nije pronaden niti
u voc¢nim alkoholnim pi¢ima niti u octu napravljenom od voénih sokova, ali je u jabu¢nom vinu (cideru)
u koje se dodaje nefermentirani sok od jabuka. Termic¢ka obrada utjeCe na umjereno smanjenje razina

patulina te stoga patulin, koji se nade u soku od jabuka, prezZivljava procese pasterizacije (FDA,
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2001). Iznimka od ovih pravila su jabuke i sok od jabuka, koji su, kao takvi, najvazniji izvor
kontaminiranih namirnica patulinom u ljudskoj prehrani, a posebno sokovi koji se proizvode presanjem
svjezih jabuka. Ostali vo¢ni sokovi takoder mogu biti potencijalni izvor patulina ako su pomijeSani sa

sokom od jabuka (Kos i Krska, n. d.).

Slika 1 Strukturna formula patulina

Biosinteza patulina

Najveci proizvodac patulina je plijesan Penicillium expansum koja je odgovorna za &estu bolest koja
se pojavljuje na jabukama nakon berbe (gnjiljenje, truljenje), odnosno tijekom skladidtenja. Intenzitet
biosinteze patulina ovisi o sljedec¢im okoliSnim i endogenim ¢imbenicima:

e aw-— vrijednost

e temperatura

° pH

e stanje atmosfere (%-tni udio O2i CO2)
Dakle, pove¢ana koncentracija CO: tijekom skladiStenja moze utjecati na biosintezu patulina, no
visoke koncentracije dovode do nekih promjena u jabuci poput smanjenja kakvoée, gubitka okusa i
promjena na kori. Utjecaj nizeg udjela Oz (pri 25°C) rezultira odredenom promjenom koncentracije
patulina, ali i fizioloSkim promjenama na plodu jabuke.
Sljedeci parametar koji utje€e na biosintezu je temperatura. Ovisno o soju plijesni, njezin optimalan
porast i biosinteza patulina zabiljezena je pri 25°C. Nize temperature ne zaustavljaju njegovu sintezu,
vec¢ ju zbog sporijeg rasta plijesni, odgadaju. Isto tako, niske pH vrijednosti potiCu sintezu patulina
(Vasi¢ — Racki, 2010).

Utjecaj patulina na zdravlje ljudi

Po pitanju metabolizma patulina, u studijama na Stakorima, uoceno je da se vecina primjenjene doze
izlu€ila iz organizma putem fecesa i urina unutar 48 sati. Manje od 2% se izlu€ilo u obliku ugljicnog
dioksida te nisu bili uo€eni drugi metaboliti. Oko 2% od dane doze je ostalo u organizmu i nakon 7

dana i to vec¢inom u eritrocitima (Wouters i Speijers, 1996).
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Patulin ima snazan afinitet prema sulfhidrilnim skupinama, S$to objasSnjava njegovo inhibirajuc¢e
djelovanje na mnoge enzime. Spojevi patulina s cisteinom pokazali su manju toksi¢nost od
nepromijenjenog oblika u studijama o akutnoj toksi¢nosti, teratogenosti i mutagenosti (Wouters i
Speijers, 1996).

Vecina informacija o toksi¢nosti patulina je dobivena iz studija na Zivotinjama, odnosno postoji vrlo
ograniena koli¢ina podataka (eksperimentalnih ili epidemioloskih) o akutnoj ili kroni¢noj toksi¢nosti na
ljudima (Lawley, 2013).

U studijama o akutnoj toksi¢nosti patulina na glodavcima, oralna doza LDso se kretala od 29 do 55
mg/kg t.m. Perad se pokazala otpornijom s oralnom dozom LDso na 170 mg/kg t.m. Kada se primjeni
intravenozno, intraperitonealno ili supkutano, patulin je 3 do 6 puta toksi¢niji. Simptomi toksi¢nosti su:
uznemirenost, u nekim slu¢ajevima grcevi, otezano disanje, plu¢na zagusenja, oticanje i ulceracija,

krvarenje i rastezanje gastrointestinalnog trakta (Puel i sur., 2010).
Kada se primjenjuje subakutno i subkroni€no, patulin naj¢eSc¢e uzrokuje poremecaje u
gastrointestinalnom traktu s pojavom ulceracija, rastezanja i krvarenja, a pri visokim dozama i

promjene u funkciji bubrega (Tablica 1).

Tablica 1 Pregled subakutnih i subkroni¢nih studija koje opisuju djelovanje patulina (Puel i sur., 2010)

Vrsta Doza Trajanje Uoceni ucinci

Misevi 24-36 mg/kg t.m. svaki dan ili | 14 dana crijevni poremecaiji

svaki drugi dan

Stakori 28-41 mg/kg t.m. svaki dan ili | 14 dana crijevni poremecaiji

svaki drugi dan

Stakori 25-295 mg/l u vodi za pice 28 dana Smanjena tjelesna tezina, snizen Cl kreatinin, Cir na

zeludcu pri visokim dozama

Stakori 0,1 mg/kg t.m. svaki dan 30 dana Snizeni lipidi, snizeni trigliceridi, poveéan kolesterol,

inhibicija crijevne ATP-aze

Stakori 6-150 mg/L u vodi za pice 13 dana Smanjeni unos hrane, smanjena tjelesna tezina pri

visokim dozama

Stakori 0,1 mg/kg t.m. svaki dan 60 i 90 dana | PoviSsene razine testosterona i LH-a, promjene u

morfologiji testisa i tiroidne zlijezde

Stakori 0,1 mg/kg t.m. svaki dan 60i90 dana | Smanjen broj spermija i promjene u njihovoj
morfologiji
Hréci 16 mg/kg tm. svaki dan ili | 14 dana Crijevni poremecaiji

svaki drugi dan

Kokosi 100 ug svaki drugi dan 30 dana Crijevni poremecaiji, promjene u funkciji bubrega,

inhibicija crijevnih i bubreznih ATP-aza

Majmuni | 5; 50; 500 ug/kg t.m. te 5 | 30 dana; 45 | Nema toksi¢nosti, odbijanje hrane (pri visokoj dozi),

mg/kg t.m. svaki dan dana promjene u funkciji bubrega (srednja doza)
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lako postoje razliCiti podaci o genotoksic¢nosti patulina, vecina testova provedenih na stanicama
sisavaca je bila pozitivna, dok su testovi na bakterijama bili negativni. Osim toga, neke studije
pokazuju da patulin slabi sintezu DNA. Ovi genotoksi¢ni ucinci mogu se odnositi na njegovu
sposobnost da reagira sa sulhidrilnim skupinama te da izaziva oksidativha oStecenja. Kakogod,
Svjetska zdravstvena organizacija (WHO, engl. World Health Organization), zakljucila je temeljem
dostupnih podataka da je patulin genotoksi¢an (Puel i sur., 2010).

Nekoliko studija dugoroCne toksi¢nosti patulina je pokazalo nepostojanje tumora kod Stakora koji su
bili oralno izloZeni patulinu u dozama od 0.1 do 2.5 mg/kg t.m./dan u trajanju od 74 do 104 tjedna.
Prema Medunarodnoj agenciji za istrazivanje raka (IARC, engl. International Agency for Research on
Cancer), patulin je svrstan u grupu 3 kao ,nije klasificiran kao kancerogen za ljude® (Puel i sur., 2010).
U studijama na Stakorima, koje su ispitivale embriotoksi¢nost i teratogenost, patulin je pri dozama od
1,5 mg/kg t.m./dan uzrokovao smanjenje tjelesne tezine kod potomaka, a pri dozi od 2 mg/kg t.m.
pobac€aj svih embrija. Kod miSeva, ista oralna doza je uzrokovala smrt potomaka s krvarenjima
mozga, plu¢a i koze. Kada se patulin ubrizgavao u kokoS$ja jaja, pokazivao je embriotoksi¢ne u€inke
pri dozama od 2,35 do 68,7 pg/jaje i teratogenost pri dozama od 1 do 2 pg/jaje.

Kao §to je slu€aj i kod drugih mikotoksina, patulin moze promijeniti imunoloSki odgovor domacina.
Mnogobrojne in vifro i in vivo studije su pokazale da patulin ima antibiotsko djelovanje. Medutim,
razine pri kojima je uoceno takvo djelovanje su vec¢e od NOEL vrijednosti za akutnu, reproduktivnu,
kroni¢nu toksicnost i kancerogenost (Puel i sur., 2010; Wouters i Speijers, 1996).

Zajednicki stru¢ni odbor FAO/WHO za prehrambene aditive (JECFA, engl The Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives) je prvotno 1990. god. na svom 35. zasjedanju uspostavila PTWI
za patulin od 7 pg/kg t.m (JECFA, 1990). Ova odluka se temeljila na 109 — tjednoj studiji hranjenjem
koju su proveli Becci i sur. (1981). U njoj su koristili doze od 0; 0,1; 0,5 i 1,5 mg/kg t.m. koje su se
primjenjivale na oba spola Stakora, 3 puta tjedno. Patulin je pri visokim dozama uzrokovao znacajno
povecanje smrtnosti Stakora oba spola (u odnosu na kontrolnu grupu). Nisu zabiljezeni Stetni ucinci
(NOAEL, engl. No Observed Adverse Effect Level) u grupi koja je primala najnizu dozu od 0,1 mg/kg
t.m./tri puta tjedno.

Naknadno je JECFA, na svom 44. zasjedanju 1995. donijela PMTDI (JECFA, 1995). Na temelju iste
studije (Becci i sur., 1981), posto je patulin bio primjenjivan samo 3 puta tjedno (a ne nakuplja se u
tijelu), izraCunat je NOEL na 43 pg/kg t.m./dan. Koridtenjem faktora nesigurnosti od 100, uspostavljen
je PMTDI od 0,4 pg/kg/ t.m. Znanstveni odbor za hranu Europske unije (SCF, engl. Scientific
Committee on Food), tijegkom svog plenarnog zasjedanja 2000. god., potvrdio je ovaj PMTDI te isti
vrijedi i danas (SCF, 2000).
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Zakonska regulativa

Patulin se ubraja u kratku listu mikotoksina (aflatoksin, ohratoksin A, zearalenon, fumonizin i
trinoteceni) Cija razina u hrani je zakonski regulirana u mnogim zemljama diljiem svijeta pa tako i
europskim koje su medu prvima postavila granice u njegovim razinama. Na podrucju Europske unije,
patulin je zakonski reguliran sljede¢im pravnim aktima:
e Uredba Komisije (EZ) br. 1881/2006 od 19. prosinca 2006. o utvrdivanju najvecih dopustenih
koli¢ina odredenih kontaminanata u hrani
e Uredba Komisije (EZ) br. 401/2006 od 23. veljace 2006. o utvrdivanju metoda uzorkovanja i
analize za sluzbenu kontrolu razina mikotoksina u hrani
e Commission Recommendation of 11 August 2003 on the prevention and reduction of patulin

contamination in apple juice and apple juice ingredients in other beverages (2003/598/EC)
Uredbom 1881/2006 uspostavljene su najveée dopusStene koli€ine za patulin u odredenim
prehrambenim proizvodima. Tablica 2 prikazuje isjeCak iz tablice koja se nalazi u Prilogu Uredbe

1881/2006, Odjeljak 2.: Mikotoksini, a koja propisuje najvec¢e dopustene koli¢ine za patulin.

Tablica 2 Najvece dopustene koli€ine za patulin u odredenim prehrambenim proizvodima (1881/2006/EZ)

03 Patulin Najveée dopustene
o koli&ine (ug/kg)
2.3.1. | Voéni sokovi, rekonstituirani koncentrirani voéni sokovi i voéni nektari 14 50

232 Alkoholna pi¢a'’, jabukovaca i druga fermentirana pi¢a dobivena od jabuka ili 50
o koja sadrze jabuéni sok

233 Jabugni proizvodi u krutom stanju, ukljucujuci jabucni kompot i jabucni pire, za 25
7 lizravnu prehranu ljudi, osim hrane navedene u tockama 2.3.4.i 2.3.5.

Jabuéni sok i jabuéni proizvodi u krutom stanju, uklju€ujuci jabuéni kompot i
2.3.4. |jabucni pire, za dojen¢ad i malu djecu '8, oznaceni i stavljeni na trziste kao 10,0

takvi 4

Djecja hrana, osim preradene hrane na bazi Zitarica za dojen¢ad i malu djecu
34

2.3.5. 10,0

3 Hrana navedena u ovoj kategoriji kako je definirana u Direktivi Komisije 96/5/EZ od 16. veljae 1996. o preradenoj hrani na
bazi zZitarica i hrani za dojen¢ad i malu djecu (SL L 49, 28.2.1996., str. 17.), kako je zadnje izmijenjena Direktivom 2003/13/EZ
(SL L 41, 14.2.2003., str. 33.).

4 Najveéa dopustena koli¢ina odnosi se na proizvode spremne za uporabu (koji se kao takvi stavljaju na trziSte ili nakon
pripreme prema uputama proizvodaca).

14 Hrana navedena u ovoj kategoriji kako je definirana u Direktivi Vijeca 2001/112/EZ od 20. prosinca 2001. o voénim sokovima
i odredenim sli¢nim proizvodima namijenjenim prehrani ljudi (SL L 10, 12.1.2002., str. 58.).

5 Hrana navedena u ovoj kategoriji kako je definirana u Uredbi Vije¢a (EEZ) br. 1576/89 od 29. svibnja 1989. o utvrdivanju
opcih pravila za definiranje, opis i prezentiranje jakih alkoholnih pi¢a (SL L 160, 12.6.1989., str. 1.), kako je zadnje izmijenjena
Protokolom o uvjetima i aranzmanima pristupanja Republike Bugarske i Rumunjske Europskoj uniji.

6 Dojencad i mala djeca kako su definirana u Direktivi 91/321/EEZ i Direktivi 96/5/EZ.
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Uredba 401/2006 to¢no propisuje metode uzorkovanja za pojedine prehrambene proizvode te kriterije
ucinkovitosti primjenjivane laboratorijske metode.

Preporuka 2003/598/EC donosi Citav niz preventivnih mjera koje se trebaju poduzeti radi smanjenja
kontaminacije patulinom soka od jabuke i ostalih napitaka koji sadrze sok od jabuke. | Codex
Alimentarius je 2003. god. donio preporuku s nizom sli¢nih preventivnih mjera (Codex Alimentarius,
2003).

U Republici Hrvatskoj (RH), patulin je zakonski reguliran Zakonom o kontaminantima (2013), koji
sadrzi odredbe koje su u skladu s Uredbama 1881/2006/EZ i 401/2006/EZ.

Procjena rizika

Hrvatska agencija za hranu (HAH), kao sluzbeno tijelo za procjenu rizika u hrani za RH, zaprimila je
podatke za 2013. god. o ispitivanjima odredenih prehrambenih namirnica na koli¢ine patulina.
Ispitivanja su bila provedena na inicijativu Ministarstva zdravlja, u suradnji sa Zavodom za javno
zdravstvo ,Dr. Andrija Stampar* iz Zagreba.

Analizirano je ukupno 12 uzoraka tokom ljeta i jeseni 2013. god. U 11 uzoraka pronadene razine
patulina su bile ispod granica kvantifikacije, dok je samo 1 uzorak sadrzavao patulin u koli¢inama
vecim od zakonski propisanih najvecih dopustenih koli¢ina (Tablica 5).

Prema podacima o prehrambenim navikama za RH s kojima raspolaze HAH, a s obzirom na
dostavljene analiticke podatke, napravljena je procjena rizika. U obzir je uzet najgori moguéi scenarij
gdje se pretpostavlja da ¢e svaki proizvod kojeg neka osoba konzumira, sadrzavati maksimalno
utvrdenu koli¢inu patulina, koja iznosi 59 pg/kg proizvoda. Prehrambene navike se odnose na osobe

starosti od 18 do 64 godine te s prosjeénom tjelesnom masom od 70 kg.

Tablica 3 IzraCun izloZzenosti patulinu prosje¢nog konzumenta soka od jabuka

Prosje€na konzumacija soka od jabuke [g/dan] 221,57

Izlozenost [ug] patulinu prosje¢nog konzumenta, ako konzumira sok koji | 13,07

sadrzi 59 ug patulina/kg proizvoda

Postotak [%] PMTDI-a 47

Tablica 4 1zraCun izloZzenosti patulinu konzumenta soka od jabuka na 90-0j percentili

Konzumacija soka od jabuka na 90-oj percentili 337,5

Izlozenost [ug] patulinu konzumenta na 90-0j percentili, ako konzumira sok | 19,91
koji sadrzi 59 ug patulina/kg proizvoda

Postotak [%] PMTDI-a 71
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Tablica 5 Analiticki rezultati ispitivanja koncentracija patulina u hrani
Parametar Zemlja Mjesto Period Najveée dopustene Pronadene koncentracije Opis proizvoda
pretrage podrijetla uzorkovanja koli¢ine prema Zakonu patulina [ug/kg proizvoda]
(2013) [ug/kg
proizvoda]
Patulin Njemacka Velika Gorica srpan;j 50 <5 Osvjezavajuce bezalkoholno
pice s kaSom od breskve
Patulin Hrvatska Velika Gorica srpanj 50 <5 Jabuka sok
Patulin Hrvatska Veliko Vukovlje lipanj 50 <5 Maticni sok
Patulin Hrvatska Kozarevac lipanj 50 59 Cisti prirodni sok od jabuke
Patulin Hrvatska Virovitica svibanj 50 <5 Nektar od jabuke
Naranca sirup za priremu
Patulin Hrvatska Bjelovar studeni 50 <5 osvjezavajuceg bezalkoholnog
napitka
Patulin Hrvatska Varazdin studeni 50 <5 Kasasti nektar breskva,
marelica, jabuka
Patulin Austrija Porec rujan 50 <5 Sok od jabuka
Patulin Hrvatska Varazdin studeni 50 <5 Nektar od jabuka
Patulin Madarska Pore¢ rujan 10 <5 Prva jabuka za dojence
Patulin Madarska Porec rujan 10 <5 Prva jabuka za dojence
Patulin Austrija Pore¢ rujan 50 <5 Sok od jabuka
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Kao Sto je vidljivo iz Tablica 3 i 4, izlozenost patulinu konzumenata soka od jabuke iznosi 47%
PMTDI-a za prosje¢ne konzumente te 71% PMTDI-a za visoke konzumente (na 90-oj percentili). 1z
ovog izraCuna se moze zakljuciti da rizika od konzumacije uzorka koji sadrzi patulin u koncentraciji od
59 ug/kg proizvoda, nema. U prilog ovome zakljuCku ide i Cinjenica da patulin prvenstveno ima

kroni¢no Stetno djelovanje pri nizim koncentracijama.

Preporuke

lako stvarnog rizika po konzumente soka od jabuke nema (s obzirom na analiticke rezultate 12
uzoraka), jedan uzorak je prema nalazu nesukladan jer premasSuje najvece dopustene koli¢ine
patulina propisane Zakonom (2013). Kako je analiziran relativno mali broj uzoraka, nuzno je analize
prodiriti na viSe uzoraka te kontinuirano pratiti kretanja koncentracija patulina u prehrambenim
proizvodima, odnosno proizvodima koji sadrze sok od jabuka.

Proizvodadi su i dalje pozvani koristiti sve preventivne mjere koje su predlozene u Preporuci
2003/598/EC, kao i u Codex Alimentariusu (Codex Alimentarius, 2003), a koje se tiCu smanjenja

koncentracija patulina, kako u sirovini, tako i u konaénom proizvodu.
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