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HRVATSKA AGENCIJA ZA HRANU PATULIN U SOKOVIMA OD JABUKA

SAZETAK

U ovom znanstvenom misljenju obuhvaceni su rezultati monitoringa mikotoksina patulina u
uzorcima sokova od jabuka koje je Hrvatska agencija za hranu (HAH) prikupila unutar trogodiSnjeg
razdoblja (2014. — 2016. god.).

Ukupno je uzorkovano 122 uzorka pri E¢emu je uo€eno 5 nesukladnih uzoraka (4,1 %) te je u 26
uzoraka (21,3 %) kvantificiran patulin uz prosje¢ne koli¢ine od 6,61, 8,57 i 10,54 ug/kg (zavisno od
primijenjenog scenarija koji se odnosi na obradu onih podataka ispod granice kvantifikacije). Podaci o
konzumaciji sokova od jabuka dobiveni su iz Nacionalnog istraZivanja o prehrambenim navikama
odrasle populacije RH te je dobivena prosje¢na konzumacija sokova od jabuka u iznosu od 66 g/dan
(0,88 g/kg t.m./dan). Za procjenu izlozenosti konzumenata sokova od jabuka patulinu, koristio se
racunalni model ,Improrisk 1.3.4% koji je ugraden u ,MS Excel” te se koristi za izraCun izloZzenosti
populacije odredenim kontaminantima. IzraCuni iz ,Improriska“ pokazali su da niti u jednom sluc¢aju nije
doSlo do prekoralenja toksikoloSke granice, odnosno uspostavljenog priviemenog najveceg
podnosljivog dnevnog unosa (engl. Provisional Maximum Tolerable Daily Intake, PMTDI) za patulin od
0,4 pg/kg t.m. U scenariju najgoreg slucaja, koji obuhvaca ,Scenarij 3“ (za sve vrijednosti ispod granice
kvantifikacije koristila se puna vrijednost limita kvantifikacije) i izloZzenost na 95. percentili, vidljivo je da
je izlozenost 0,025 ug/kg t.m., $to je ¢ak 16 puta nize od uspostavljenog PMTDI-a za patulin. Stoga se
moze zakljuciti da je rizik zanemariv.

Na temelju dosadasnjih rezultata monitoringa, HAH je objavila na svojim web stranicama
~omjernice za prevenciju i smanjenje kontaminacije patulinom u sokovima od jabuka i sastojcima
sokova od jabuka u drugim pi¢ima“. Smjernice su namijenjene svim zainteresiranim stranama, a napose
proizvodadima sokova od jabuka kako bi se educirali 0 mjerama koje se mogu poduzimati kod

proizvodnje, prerade te skladiStenja jabuka i njihovih proizvoda.

KLJUCNE RIJECI

patulin, mikotoksini, sokovi od jabuka, procjena rizika, Improrisk
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SUMMARY

Results from three years monitoring (2014 — 2016) of mycotoxin patulin occurrence in apple
juice were obtained by Croatian Food Agency (HAH) and summarized in this scientific opinion.

In total there were 122 samples which contained 5 samples (4,1 %) above maximum permitted
levels and 26 samples (21,3 %) in which patulin was quantified at average concentrations: 6,61, 8,57
and 10,54 ug/kg (depending on scenarios used for dealing with left-censored data). Data on
consumption of apple juices were obtained from National food consumption survey in Republic of
Croatia which determined an average consumption of 66 g/day (0,88 g/kg b.w./day). For the purposes
of dietary exposure assessment of consumers to patulin, the “Improrisk” (a model built in MS Excel)
was used. Calculations obtained from “Improrisk” showed that no consumer exceeded the toxicological
limit, i.e. established Provisional maximum tolerable daily intake, PMTDI for patulin of 0,4 ug/kg b.w.
Worst case scenario, which uses “Scenario 3” (all values reported as below limit of quantification were
replaced by their respective limit of quantification) and exposure at 95t percentile, estimated exposure
of 0,025 pg/kg b.w., which is 16 times lower than PMTDI for patulin. Therefore, it was concluded that
risk from patulin was negligible.

Croatian Food Agency, based on its records of monitoring results published “Code of practice
for the prevention and reduction of patulin contamination in apple juice and apple juice ingredients in
other beverages”. This code of practice is for all stakeholders, but mainly for manufacturers as an
education tool about measures which can be taken during manufacture, processing and storage of

apples and apple products.

KEY WORDS

patulin, mycotoxins, apple juices, risk assessment, Improrisk
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ZAHVALE

Hrvatska agencija za hranu zahvaljuje svim ¢lanovima Znanstvenog odbora za kemijske opasnosti na

doprinosu u izradi ovog znanstvenog misljenja.
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uvoD

Patulin se ubraja u mikotoksine, a proizvode ga odredene vrste plijesni, kao Sto su Penicillium
(pogotovo P. expansum), Aspergillus i Byssochlamys koje mogu rasti na/u razli€itim namirnicama
ukljucujuéi voce, zitarice i sir (FDA, 2001). Najvaznijim izvorom patulina u ljudskoj prehrani smatraju se
sokovi od jabuka. Ostali voéni sokovi takoder mogu biti potencijalni izvor patulina ako su pomijeSani sa
sokom od jabuka (Preedy i Watson, 2004).

Patulin je toksi¢an za mnoge bioloSke sustave (toksi€an za stanice i tkiva u Zivotinja), ali to¢ni
mehanizmi izazivanja bolesti u ljudi i Zivotinja jo§ nisu u potpunosti objasnjeni. Simptomi akutne
toksi¢nosti su: uznemirenost, u nekim slu€ajevima gréevi, otezano disanje, kongestija plu¢a, edem i
ulceracija, hiperemija i distenzija gastrointestinalnog trakta. Kod subakutne i subkroni¢ne toksi¢nosti
naj¢es¢i simptomi su: poremecaji u gastrointestinalnom traktu s pojavom ulceracija, nadutosti i
krvarenja, a pri visokim dozama i promjene u funkciji bubrega (Puel i sur., 2010). Takoder je toksi¢an
za bakterije (u poCetnim istraZivanjima nakon otkri¢a je smatran antibiotikom Sirokog spektra), plijesni,
prazivotinje, sisavce i biljike (Vasi¢ — Racki i sur., 2010). Zbog nedovoljnih spoznaja o karcinogenosti
patulina, Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. The International Agency for Research on
Cancer, I1ARC) ga je svrstala u Grupu 3 (ne moze se klasificirati) (IARC, 1987). Trenutno vazedi,
privremeni najveci podnosljivi dnevni unos (engl. Provisional Maximum Tolerable Daily Intake, PMTDI)
za patulin iznosi 0,4 pg/kg/ t.m. (SCF, 2000).

Prisutnost patulina je zakonski regulirana na podru€ju Europske unije s nekoliko pravnih akata u
kojima su izmedu ostalog propisane i najveé¢e dopustene koli€ine patulina u odredenoj hrani. Osim toga,
pravnim aktima su propisane zadacée nadleznih tijela, koja kao takva planiraju i osiguravaju provedbu
monitoringa i druge sluzbene kontrole, te izraduju izvjeS¢a koja prosljeduju u Europsku komisiju i
Europsku agenciju za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority, EFSA). Unutar svog
plana rada, Ministarstvo zdravstva svake godine provodi monitoring patulina u odabranim proizvodima,
u svrhu nadzora i zastite potrosaca. Od 2015. godine, na inicijativu Ministarstva zdravstva uz potporu
Upravnog vije¢a Hrvatske agencije za hranu (HAH) provodi se dodatni monitoring kojim su obuhvaceni
sokovi od jabuka.

Do sada je HAH izradila dva znanstvena izvje$¢a o pojavnosti patulina u odredenim proizvodima
na osnovi rezultata do sada provedenih monitoringa te su ista dostupna na web stranici HAH-a (HAH,
2014; 2015). Ovo znanstveno misljenje objedinjuje podatke dobivene iz monitoringa u 2014., 2015. i

2016. godini, a na osnovi kojih je izradena kompletna procjena rizika.
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PROCJENA RIZIKA

1. Identifikacija opasnosti

Patulin (4-hidroksi-4H-furo[3,2-c]piran-2(6H)-on; CAS broj 149-29-1) je mikotoksin ili sekundarni
metabolit odredenih vrsta plijesni, kao Sto su Penicillium, Aspergillus i Byssochlamys, a koje mogu rasti
na razli¢itoj hrani ukljucujuci voce, zitarice i sir (FDA, 2001). Patulin je poliketid lakton, u obliku relativho
male molekule (C7HesO4) topive u vodi (Lawley, 2013). Na Slici 1 je prikazana 3D struktura molekule
patulina. MozZe se izolirati u obliku bezbojnih do bijelih kristala. ToCka taliSta mu je na oko 110 °C, a
sublimira u visokom vakuumu na 70 — 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:2 koristi kao
konzervans u voénim sokovima ili drugoj hrani, patulin se razgraduje (Leo i Nollet, 2004).

Birkinshaw i sur. (1943) prvi su uspjeli izolirati patulin iz plijesni Penicillium griseofulvum i
Penicillium expansum u nadi da ¢e pronaci nove metabolite plijesni koji ¢e imati antibiotska svojstva. Iz
tog razloga je patulin prvotno bio klini¢ki testiran kao antibiotik i kao lijek za prehladu, ali je interes za
njegova antibiotska svojstva ubrzo nestao nakon otkri¢a njegove toksi¢nosti za ljude i Zivotinje (Puel i
sur., 2010).

Slika 1 3D prikaz strukture molekule patulina

Biosinteza patulina

Najveci proizvodac patulina je plijesan Penicillium expansum koja je odgovorna za Cestu bolest
koja se pojavljuje na jabukama nakon berbe (gnjiljenje, truljenje), odnosno tijekom skladiStenja. Na Slici
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2 je prikazana jabuka u poodmakloj fazi zaraze s Penicillium expansum. Intenzitet biosinteze patulina

ovisi o sljedeéim okoliSnim i endogenim Cimbenicima:

e  aw-vrijednosti

e temperaturi

e  pH- vrijednosti

e stanju atmosfere (%-tni udio Oz i CO2)

Povec¢ana koncentracija CO2 tijekom skladiStenja moze utjecati na biosintezu patulina, no visoke
koncentracije dovode do smanjenja kakvocée jabuka, Sto se oc€ituje gubitkom okusa i promjenama na
kori. Utjecaj nizeg udjela O2 (pri 25 °C) rezultira odredenim povecanjem koncentracije patulina, ali i
fizioloSkim promjenama na plodu jabuke. Sljedeci parametar koji utjeCe na biosintezu je temperatura.
lako rast ovisi 0 soju, plijesni optimalno rastu i biosintetiziraju patulin pri temperaturama od 4 °C do 25
°C. Nize temperature ne zaustavljaju u potpunosti njegovu sintezu, ve¢ ju samo odgadaju, uslijed
sporijeg rasta plijesni. Neke sorte plijesni (kao npr. Byssoclamys nivea) su termostabilne, kao i sami
patulin u kiselim uvjetima. Stoga se moze rec¢i da standardna pasterizacija (pri temperaturama od 70 do
85 °C, 10-30 min) nije ucinkovita da bi se osigurao krajnji proizvod bez patulina (Arnér, 2015). Osim
toga, zabiljeZeno je da kratko izlaganje visokim temperaturama (150 °C) smanjuje koncentraciju patulina
za otprilike 20 %. Minimalni aktivitet vode za germinaciju spora plijesni je 0,82, a kisela sredina pozitivho
utje€e na sintezu patulina (FAO, 2003; Motarjemi i sur., 2014; Vasi¢ — Racki i sur., 2010).

Jos neki Cimbenici mogu utjecati na kona¢ne koncentracije patulina u jabukama. Jabuke koje imaju
ostec¢enja (djelovanjem insekata, nepazljivom berbom i daljnjom mehani¢kom obradom i sl.) i koje su
natucene uslijed pada na zemlju sa stabla, podlozZnije su mogucnosti zaraze plijesnima od drugih jabuka
(Cak i ako plijesan nije vidljiva jer tako oStecene jabuke svejedno mogu imati velike koncentracije
patulina). UoCeno je da jabuke koje su pokupljene sa zemlje imaju vece koncentracije patulina od onih
koje su ubrane sa stabla. Kako se u zadnjih nekoliko godina podiZe svijest o tome da se poku$a umanijiti
bacanje hrane te postici Sto veca iskoristivost, u kontekstu pojavnosti patulina to mozZe imati negativan
utjecaj (Arnér, 2015). Americ¢ka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA)
izraCunala je kako jedna trula jabuka unutar 200 zdravih, moZe dovesti do premasSivanja zakonskih
najvecih dopustenih koncentracija patulina u kona¢nom proizvodu (FDA 2004).

Neprikladni uvjeti skladiStenja, koje obiljezava visoka vlaznost, prljave posude u kojima su jabuke
pohranjene te poviSena temperatura, mogu pridonijeti jaCem razvoju i rastu plijesni. Ako su jabuke
uskladistene zajedno s necisto¢ama, kao Sto su ostaci drugih jabuka, grane i lis¢e, moze doc¢i do
potencijalnog prijenosa zaraze. Nadalje, duZi period skladiStenja takoder moZze utjecati na pojavnost
plijesni. S druge strane, sudbina patulina u uskladiStenim proizvodima nije posve jasna. Ipak Arnér
(2015) navodi da je u soku od jabuka, koji je bio uskladiSten 3 tjedna na 22 °C, uoena mala redukcija
patulina, dok je kod soka u limenkama uskladistenog 5 tjedana, uo€eno smanjenje razina patulina.

Na pojavnost patulina moze utjecati i sorta jabuka. Na primjer, sorta koksoranz (Cox's Orange
pippin) podloznija je napadima plijesni, nego sorta zlatni deliSes (Golden Delicious) (Arnér, 2015).

Medutim, bez obzira na posveclivanje paznje svim nabrojanim ¢imbenicima koji doprinose

pojavnosti patulina, on i dalje moZe biti prisutan i u naizgled zdravom vocéu (Arnér, 2015).
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Medu najprikladnije mjere kojima se doprinosi smanjenju pojavnosti plijesni, a samim time i
koncentracija patulina, ubraja se pranje plodova prije same prerade (pogotovo ozoniranom vodom).
Nadalje, procesi u proizvodnji sokova, kao $to su bistrenje i filtracija, u pravilu smanjuju koli¢ine patulina.
Smatra se da patulin tvori aduktore s proteinskim ¢esticama u gustom soku, koje se odstrane filtracijom
te su razine patulina u bistrom soku smanjene. Sumporni dioksid i askorbinska kiselina su se pokazali
kao dodaci koji utje€u na smanjenje koncentracija patulina (Arnér, 2015).

Slika 2 Jabuka zarazena s Penicillium expansum (izvor: Puel i sur., 2010)

Toksokinetika i toksodinamika patulina

Vecina primijenjene doze patulina izlu€ena je iz organizma putem fecesa i urina unutar 48 sati,
prema studijama na Stakorima. Manje od 2 % izluCilo se u obliku ugljicnog dioksida te nisu bili uo&eni
drugi metaboliti. Oko 2 % od poc€etne doze zadrZalo se u organizmu i nakon 7 dana, ve¢inom u
eritrocitima (Wouters i Speijers, 1996).

Patulin ima snazan afinitet prema sulfhidrilnim skupinama, $to objasnjava njegovo inhibirajuce
djelovanje na mnoge enzime (ATP-sintetazu, alkalnu fosfatazu, aldolazu i heksokinazu). S druge strane,
patulin je pokazao svojstvo aktivacije glikogen fosforilaze u jetri, Sto je dovelo do povecanja razine
glukoze u krvi za 60 %. Spojevi patulina s cisteinom pokazali su manju toksi¢nost od nepromijenjenog
oblika u studijama o akutnoj toksicnosti, teratogenosti i mutagenosti (Wouters i Speijers, 1996).

Vecina informacija o toksi¢nosti patulina dobivena je iz studija na Zivotinjama, odnosno postoji vrlo
ograni¢ena koli¢ina podataka (eksperimentalnih ili epidemioloskih) o akutnoj ili kroni¢noj toksi¢nosti na
ljudima (Lawley, 2013).
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U studijama o akutnoj toksi€nosti patulina na glodavcima, oralna doza LDso se kretala od 29 do
55 mg/kg t.m. Kod oralne aplikacije patulina peradi, LDso iznosio je 170 mg/kg t.m. Kada se primjeni
intravenozno, intraperitonealno ili subkutano, patulin je 3 do 6 puta toksi¢niji. Simptomi toksi¢nosti su:
uznemirenost, u nekim sluajevima grlevi, oteZano disanje, kongestija plu¢a, edem i ulceracija,
hiperemija i distenzija gastrointestinalnog trakta. Treba spomenuti da postoje neki spojevi koji utje€u na
akutnu toksi¢nost patulina. Na primjer, inhibitori citokroma P450, kao $to je proadifen (SKF 525A)
znacajno doprinose smanjenju toksi¢nosti ovog mikotoksina, dok indukcija citokroma P450 nema
utjecaja (Puel i sur., 2010).

Subakutna reakcija na primjenu patulina najviSe se prou€avala na Stakorima, pri ¢emu je
zamijeéeno smanjenje tjelesne mase, Zelu€ane i crijevne promjene kao i one vezane za funkcije
bubrega. Ponavljaju¢e doze dovodile su do znakova neurotoksi¢nosti (drhtavica i gr€enje), kao i do
inhibicije nekoliko enzima (ATPaza) u crijevima i mozgu, $to je posebno imalo utjecaj na metabolizam
lipida. Sli¢ni klini¢ki znakovi su primije¢eni i kod miSeva, hréaka i kokoSi. Kod majmuna nisu bili
zamijec¢eni znakovi toksi¢nosti nakon dnevne primjene patulina od 5 do 500 ug/kg t.m. kroz Cetiri tjedna.
Jedino su majmuni, koji su primali 5 mg patulina/kg t.m. u periodu od dva tjedna, poceli odbijati hranu u
zadnja 3 dana studije (Puel i sur., 2010).

Selmanoglu i Kockaya (2004) su mjerili tiroidne i muske spolne hormone kod Stakora koji su primali
0,1 mg patulina/kg t.m./dan oralnim putem u razdoblju od 60 do 90 dana. 60-dnevna izloZenost povecala
je razine testosterona u plazmi i smanijila razine hormona tiroksina, dok s druge strane promjene u
razinama trijodtironina, tiroidnog stimulirajuéeg hormona (TSH), luteinizirajuéeg hormona i hormona
rasta nisu zabiljezene. Kada je izlozenost trajala 90 dana, uoCeno je povecanje razina testosterona i
luteiniziraju¢eg hormona bez klini¢kih znakova. HistoloSki pregled tiroidne Zlijezde pokazao je infiltraciju
limfoidnih stanica te povecanje intersticijskog tkiva. Pri testiranoj razini su jo§ uoc¢eni edemi, fibroza,
lokalna hiperplazija Leydigovih stanica i dezorganizacija sjemenskih cjevéica. Ovo sve je bilo povezano
sa smanjenim brojem spermija.

Studije koje su provodene u uvjetima bez patogena na Wistar Stakorima, koji su patulin primali
putem vode za pi¢e u trajanju od 4 i 13 tjedana, pokazale su drugadiji toksikoloski profil patulina. Najvec¢a
razlika uo€ena pri dozama koje se mogu medusobno usporediti je $to u ovim studijama nije zabiljeZzena
smrtnost Zivotinja. Stovige, pravi uginak po organizam uogen je tek pri dozama koje bi izazvale smrtnost
kod konvencionalnih Stakora. U 4-tjednoj studiji toksi¢nosti, zabiljeZen je smanjeni unos hrane i tekucine
kod grupa koje su dobivale umjerene i visoke doze (85 i 295 mg patulina/l vode za pi¢e). Smanjena je
bila i tjelesna masa kod grupe s visokom dozom, kao i funkcionalna sposobnost bubrega, ali nije bilo
primijeéeno njihovo morfolodko osteéenje. Kod ove grupe su jo$ zabiljezeni neki poremecaji probavnog
sustava. Kao razina bez uocenog stetnog ucinka (engl. No Observed Adverse Effect Level, NOAEL) je
oznaCena ona od 25 mg patulina/l vode za pice (Speijers i Franken, 1989). U 13-tjednoj studiji
zabiljeZeni su sli¢ni ucinci, ali manje ozbiljni, nego oni iz 4-tjedne studije. Pri srednjim i visokim dozama
(30 i 150 mg patulina/l vode za pi¢e), uo€ena je manja promjena funkcije bubrega, kao i promjene na
dvanaesniku Stakora. Stoga je NOAEL u ovoj studiji bio 6 mg patulina/l vode za pice, Sto je ekvivalent

0,8 mg patulina/kg t.m./dan (Speijers i sur., 1986).
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U Tablici 1 prikazan je pregled studija o subkroni¢noj toksi¢nosti patulina te je vidljivo da patulin u

prvom redu uzrokuje poremecaje intestinalnog trakta koji se ocituju s ulceracijom, nadimanjem i

krvarenjem, a pri ve¢im dozama i promjenama u normalnim funkcijama bubrega.

Tablica 1 Pregled studija koje opisuju subkroni¢a djelovanja patulina (Puel i sur., 2010)

Vrsta Doza patulina Izlozenost Uoceni ucinci
zivotinje
Misevi 24-36 mg/kg t.m. svaki dan ili | 14 dana Poremecaji intestinalnog trakta
svaki drugi dan
Stakori 28-41 mg/kg t.m. svaki dan ili | 14 dana Poremecaiji intestinalnog trakta
svaki drugi dan
Stakori 25-295 mg/l u vodi za pi¢e 28 dana Smanjena tjelesna tezina, snizen klirens kreatinina,
¢ir na zZelucu pri visokim dozama
Stakori 0,1 mg/kg t.m. svaki dan 30 dana Snizeni lipidi, snizeni trigliceridi, povecan 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 PoviSene razine testosterona i LH-a, promjene u
morfologiji testisa i tiroidne Zlijezde
Stakori 0,1 mg/kg t.m. svaki dan 60190 dana Smanjen broj spermija i promjene u njihovoj
morfologiji
Hréci 16 mg/kg t.m. svaki dan ili | 14 dana Poremecaiji intestinalnog trakta
svaki drugi dan
Kokosi 100 pg svaki drugi dan 30 dana Poremecaji intestinalnog trakta, promjene u funkciji
bubrega, inhibicija crijevnih i bubreznih ATP-aza
Majmuni 5; 50; 500 pg/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)

lako postoje razli¢iti podaci o genotoksi€nosti patulina, vecina testova provedenih na stanicama

sisavaca bila je 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 sulhidriinim skupinama te da izaziva oksidativha oSteéenja. Svjetska zdravstvena
organizacija (engl. World Health Organization, WHO,), zakljuila je temeljem dostupnih podataka da je
patulin genotoksi¢an (WHO, 1998).

Nekoliko studija dugoroéne toksi¢nosti patulina nije dokazalo nastajanje 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 IARC-u, patulin je svrstan u grupu 3 kao ,ne moze se klasificirati“ kao karcinogen za ljude (IARC,
1987).

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 mase kod potomaka, a pri dozi od 2 mg/kg
t.m. pobadaj svih embrija. Kod miSeva, ista oralna doza je uzrokovala smrt potomaka s krvarenjima
mozga, pluéa i koZe. Kada se patulin ubrizgavao u koko§ja jaja, pokazivao je embriotoksi¢ne uc€inke pri
dozama od 2,35 do 68,7 pg/jaje i teratogenost pri dozama od 1 do 2 pg/jaje.
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Kao $to je slu€aj i kod drugih mikotoksina, patulin moZe promijeniti imunoloski odgovor domacina.
Mnogobrojne in vitro i in vivo studije su pokazale da patulin ima antibiotsko djelovanje. Medutim, razine
pri kojima je uo¢eno takvo djelovanje su vec¢e od razine bez uo¢enog ucinka (engl. No Observed Effect
Level, NOEL) za akutnu, reproduktivnu, kroni¢nu toksi¢nost i kancerogenost (Puel i sur., 2010; Wouters
i Speijers, 1996).

2. Karakterizacija opasnosti

Glavnim mehanizmom djelovanja patulina koji je odgovoran za citotoksi¢nost, neke genotoksi¢ne
ucinke, kao i neke ucinke na imunoloski sustav, smatra se njegova sposobnost vezanja za sulfhidrilnu
skupinu. Ovaj afinitet takoder objasnjava zasto je patulin manje toksi¢an kada se unosi putem hrane,
nego putem puferirane vode za pi¢e. Naime, reakcija sa sulfhidrilnom skupinom proteina iz hrane ¢ini
ga daleko manje bioraspoloZzivim, nego iz vode za pi¢e. PoSto su ljudi izloZeni patulinu najéeS¢e putem
pi¢a, studije koje su prou€avale patulin u vodi za pi¢e smatraju se najreprezentativnijim (Magan i Olsen,
2004).

Zajednicki struéni odbor FAO/WHO za prehrambene aditive (engl. The Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives, JECFA) je prvotno 1990. god. na svom 35. zasjedanju uspostavio PTWI
za patulin od 7 ug/kg t.m (JECFA, 1990). Ova odluka se temeljila na 109 — tjednoj studiji hranjenja koju
su proveli Becci i sur. (1981). U njoj su koristilidoze od 0; 0,1; 0,5i 1,5 mg/kg t.m. koje su se primjenjivale
na oba spola Stakora, 3 puta tjedno. Patulin je pri visokim dozama uzrokovao znalajno povecanje
smrtnosti Stakora oba spola (u odnosu na kontrolnu grupu). Nisu zabiljezeni Stetni udinci, odnosno
NOAEL 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), jer je patulin bio primjenjivan samo 3 puta tjedno (a ne nakuplja se u
tijelu), izraGunao NOEL od 43 ug/kg t.m./dan. Koristenjem faktora nesigurnosti od 100, uspostavljen je
PMTDI od 0,4 pg/kg t.m. Znanstveni odbor za hranu Europske unije (engl. Scientific Committee on
Food, SCF,), prete€a EFSA-e, tijekom svog plenarnog zasjedanja 2000. god., potvrdio je ovaj PMTDI
te isti vrijedi i danas (SCF, 2000).

Zakonska regulativa

Patulin se ubraja u mikotoksine (aflatoksin, ohratoksin A, zearalenon, fumonizin i trihoteceni) Cija je
razina u hrani zakonski regulirana u mnogim zemljama diliem svijeta, pa tako i europskim, koje su medu
prvima postavile granice u njegovim razinama. Na podrucju Europske unije, patulin je zakonski reguliran
sljedec¢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. veljate 2006. o utvrdivanju metoda uzorkovanja i

analize za sluzbenu kontrolu razina mikotoksina u hrani.
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Osim toga Europska komisija je izdala preporuke o sprje€avanju i smanjivanju kontaminacije
patulinom u soku od jabuka i ostalim pi¢ima koja sadrze sok od jabuka (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 najveCe dopustene koliCine za patulin u odredenim
prehrambenim proizvodima. Tablica 2 prikazuje isjeak iz tablice koja se nalazi u Prilogu Uredbe

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

Tablica 2 Najvec¢e dopustene koli¢ine za patulin u odredenim prehrambenim proizvodima (1881/2006/EZ)

Najvece
2.3. Patulin dopustene

koli¢ine (ug/kg)

2.3.1. | Vo¢ni sokovi, rekonstituirani koncentrirani vo¢ni sokovi i vo¢ni nektari 14 50

T Alkoholna pic¢a's, jabukovaca i druga fermentirana pi¢a dobivena od =
" | jabuka ili koja sadrze jabuéni sok

Jabuéni proizvodi u krutom stanju, uklju€ujuci jabu¢ni kompot i jabuéni
2.3.3. | pire, za izravnu prehranu ljudi, osim hrane navedene u to¢kama 2.3.4. i 25
2.3.5.

Jabuéni sok i jabu&ni proizvodi u krutom stanju, uklju€ujuéi jabuéni
2.3.4. | kompot i jabuéni pire, za dojenc¢ad i malu djecu ¢, oznaceni i stavljeni 10,0

na trziste kao takvi 4

035 Djecja hrana, osim preradene hrane na bazi Zitarica za dojen¢ad i malu 10.0
" |djecud*? ’

3 Hrana navedena u ovoj kategoriji kako je definirana u Direktivi Komisije 96/5/EZ od 16. veljate 1996. o preradenoj hrani na bazi
zitarica 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 Najveca dopustena koli¢ina odnosi se na proizvode spremne za uporabu (koji se kao takvi stavljaju na trZiste ili nakon pripreme
prema uputama proizvodaca).

4 Hrana navedena u ovoj kategoriji kako je definirana u Direktivi Vijeéa 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.).

® Hrana navedena u ovoj kategoriji kako je definirana u Uredbi Vijeca (EEZ) br. 1576/89 od 29. svibnja 1989. o utvrdivanju op¢ih
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.

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 kako bi se
smanjila kontaminacija patulinom soka od jabuka i ostalih napitaka koji sadrZze sok od jabuka. Codex
Alimentarius je takoder 2003. god. donio preporuku s nizom sliénih preventivnih mjera (Codex
Alimentarius, 2003). Nastavno na zaklju¢ke Znanstvenih izvje$¢a vezanih za patulin (HAH, 2014; 2015),
HAH je 2017. godine izdao ,Smjernice za prevenciju i smanjenje kontaminacije patulinom u sokovima

od jabuka i sastojcima sokova od jabuka u drugim pi¢cima“ koje su kombinacija prijevoda prethodno
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spomenute preporuke Codex Alimentariusa i prilagodbe teksta za potrebe RH te je dostupan na

mreznim stranicama HAH-a (HAH, 2017; https://www.hah.hr/pdf/smjernice-patulin.pdf).

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.

3. Procjena izlozenosti

lzvori izlozenosti

Patulin je pronaden u plodovima jabuka i kruSaka zahvacenim smedom trulezi, soku od jabuka,
grozdu i brasnu. Medutim, patulin ne bi trebao predstavljati sigurnosni problem ukoliko se uzme u obzir
dobra higijenska praksa u tehnoloSkom procesu obrade ili na€inu konzumacije hrane. Na primjer, truli
dijelovi vecine voca 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, zabiljeZzeno je da se
patulin unidtava fermentacijom i stoga nije pronaden niti u voénim alkoholnim pi¢ima niti u octu
napravljenom od voénih sokova, ali jest u jabuénom vinu (cideru) u koje se dodaje nefermentirani sok
od jabuka. TermiCka obrada dovodi do umjerenog smanjenja razina patulina te je stoga moguce patulin
pronadi u soku od jabuka i nakon pasterizacije (FDA, 2001). Jabuke i sok od jabuka, najvazniji su izvor
kontaminiranih namirnica patulinom u ljudskoj prehrani, a posebno sokovi koji se proizvode preSanjem
jabuka, zbog same sirovine, ali i tehnoloskih postupaka koji se kasnije upotrebljavaju u proizvodniji, a
koji ne utjeCu na smanjenje patulina. Ostali vo¢ni sokovi takoder mogu biti potencijalni izvor patulina

ako su pomijeSani sa sokom od jabuka (FAO, 2003; Preedy i Watson, 2004).

Podaci o pojavnosti patulina u sokovima od jabuka dobivenih hladnim preSsanjem

Ovo Znanstveno misljenje obuhvaca analiticke podatke o koncentracijama patulina u sokovima od
jabuka prikupljenim u 2013., 2015. i 2016. godinu.

U 2013. godini analizirano je 12 uzoraka tijekom ljeta i jeseni (HAH, 2014), a kako se radilo o
nekoliko razli¢itih vrsta proizvoda (razli¢ite vrste voénih sokova i proizvodi za malu djecu na bazi voéa),
za potrebe ovog Znanstvenog misljenja, izdvojeno je ukupno 4 rezultata, tj. samo oni koji su se odnosili
na proizvod ,sok od jabuke dobiven hladnim preSanjem” (Tablica 3). Na toj vrsti proizvoda patulin se
nastavio ispitivati sljedeée dvije godine.

U 2015. god. uzorkovan je iskljuCivo sok od jabuka (kao proizvod u kojem je mogucée ocekivati
pojavnost patulina u ve¢im koncentracijama). Istrazivanje je provedeno u suradnji s Centrom za kontrolu
namirnica (CKN) pri Prehrambeno-biotehnolodkom fakultetu u Zagrebu. Uzorkovanije je bilo provedeno
u dva navrata, u proljece i u jesen 2015. god. ¢ime se htjelo obuhvatiti jabuke iz berbe iz 2014. god.
(HAH, 2015), te je ukupno uzorkovano 60 uzoraka.

U 2016. god. nastavlja se uzorkovanje u suradnji s CKN-om, te se osim utvrdivanja patulina u
soku od jabuka, provodi dodatna analiza na prisutnost sljedec¢ih prehrambenih aditiva iz skupine
konzervansa: sorbinska kiselina (E 200), benzojeva kiselina (E 210) i sumporni dioksid (E 220). Naime,
htjela se utvrditi i eventualna pojavnost navedenih konzervansa u sokovima, koja u toj vrsti proizvoda

14
ZNANSTVENO MISLJENJE 0OB-34-02




({AH

HRVATSKA AGENCIJA ZA HRANU PATULIN U SOKOVIMA OD JABUKA

nije dozvoljena. Na patulin je analizirano svih 48 uzoraka, dok je iz financijskih razloga na konzervanse
analizirano 12 uzoraka, ali tako da je od svakog proizvodada analiziran barem po jedan uzorak). Svi
uzorci u 2016. godini prikuplijeni su u maloprodaji na podru€ju grada Zagreba te je ukupno bilo
zastupljeno 13 razli¢itih proizvodaga, odnosno njihovih proizvoda. Proizvodi su bili u staklenoj ambalaZi
(kapaciteta 0,2 I, i 1 I) ili u tzv. ,bag in box“ (kapaciteta 3 1i 5 1) (Slika 3). Osim ovih (48) rezultata,
prikuplieno je dodatnih 10 rezultata iz godiSnjeg monitoringa za 2016. god. (analize napravljene u
NZZJZ-a ,Dr. Andrija Stampar” za potrebe Ministarstva zdravstva).

Rezultati analiza soka od jabuka na patulin za sve tri godine prikazani su u Tablici 3.

Sorbinska i benzojeva kiselina nisu kvantificirane u niti jednom uzorku, dok je ukupni sumporni
dioksid odreden u koncentracijama nesto ve¢im od granice kvantifikacije (engl. Limit of Quantification,
LOQ) u ukupno 3 uzorka i to: 5,76 mg/l, 6,4 mg/l i 7,04 mg/l. lako u ovoj vrsti proizvoda ne bi smjelo
uopée biti sumpornog dioksida (o ovim rezultatima je obavijeSteno Ministarstvo zdravlja), treba
napomenuti da tek koncentracije iznad 10 mg/l mogu imati Stetne u€inke po organizam (u ovom sluéaju
alergijske reakcije), kao i to da ovo nisu koli¢ine koje bi imale tehnolo$ku funkciju u proizvodu, nego da

se vjerojatno radi o kriznoj kontaminaciji.

Slika 3 Ambalaza ,bag in box*

Ispitivanje patulina provodilo se metodom tekucéinske kromatografije visokog ucinka (HPLC).
Ispitna metoda je preuzeta medunarodna norma HRN EN 15890:2010 za odredivanje sadrzaja patulina
u soku od jabuke i proizvodima, akreditirana 2011. godine prema normi HRN EN ISO/IEC 17025:2006.
Princip metode je bio sljededi: patulin se iz uzorka ekstrahirao otapalom za ekstrakciju (smjesa etil-
acetata i n-heksana), ekstrakt se pro€iS¢avao na silica SPE koloni i eluirao istim otapalom. Dobiveni se
eluat upario do suha u struji dusika, rezidua se otapala u vodi pri pH = 4 i odredivala HPLC-metodom
uz UV detekciju. ProciSéavanje uzoraka provelo se na SPE kolonama Sampli Q Silica 500 mg / 3 ml
proizvodada Agilent Technologies. Kromatografska separacija provodila se na koloni Hypersil ODS
dimenzija 250 x 4,6 mm, veli¢ine punila 5 um, na HPLC instrumentima Agilent 1100 i Thermo Scientific

Accela, uz detekciju na 276 nm. Kalibracijske otopine za izradu bazdarnog pravca patulina, na temelju
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kojeg je bila provedena identifikacija i izracun koli¢ine patulina u uzorcima, bile su priredene koristenjem
certificiranog referentnog materijala Patulin solution, 100 pg/ml in acetonitrile, Oekanal Sigma — Aldrich
Product 34127. Kromatografski uvjeti na instrumentima bili su kako slijedi:

- protok: oko 1 ml/min

- MF: voda + acetonitril + perklorna kiselina 95 + 5 + 0,1

- volumen injektiranja: oko 100 pl

- temperatura kolone: oko 40°C

- detektor: UV, valna duljina 276 nm
Granica kvantifikacije je bila utvrdena na 5 pg/kg, kao i prethodnih godina.

Za odredivanje benzojeve i sorbinske kiseline, koristena je ispitna metoda koja je akreditirana ,/n
house metoda“ prema radnoj uputi RU-OK-M/07. Metoda je razvijena na temelju rada izdanog u Z
Lebensm Unters Forsch. 1992 Jun; 194(6):517-9 — «Analysis of acesulfame-K, saccharin and
preservatives in beverages and jams by HPLC», Shimadzu aplikacije «Determination of the
preservatives benzoic and sorbic acid in food by HPLC» i norme HRN EN 12856:2000, Foodstuffs —
«Determination of acesulfame-K, aspartame and saccharin — High performance liquid chromatography.*
Metoda je primjenjiva za sve proizvode kod kojih se benzojeva i sorbinska kiselina mogu u potpunosti
ekstrahirati u vodenu fazu. Princip metode je bio sljedeéi: benzojeva i sorbinska kiselina se iz uzorka
ekstrahiraju vodom tako da je konaéna koncentracija konzervansa do 0,1 mg/ml. Uzorak se po potrebi
filtrira kroz filter veli¢ine pora 0,45 um. Kromatografija se odvija na reverzno-faznoj koloni uz UV-
detekciju na 227 i 254 nm. Kalibracijske otopine za izradu bazdarnog pravca pripremaju se iz stock
otopine: u odmjernu tikvicu od 50 ml odvaze se oko 59,0 mg Na-benzoata i oko 67,0 mg K-sorbata,
otopi u vodi pomocu ultrazvu€ne kupelji i nadopuni istom do oznake. Kromatografski uvjeti na
instrumentu bili su kako slijedi:

- protok: oko 1,2 ml/min
- volumen injektiranja: oko 20 ul
- temperatura kolone: oko 40°C
- detektor: DAD ili VWD, valne duljine:
o 227 nm (za DAD BW 8 nm, ref. 400 nm, BW 80 nm) benzojeva kiselina
o 254 nm (za DAD BW 8 nm, ref. 400 nm, BW 80 nm) sorbinska kiselina
- run time: oko 15 min za baZdarne otopine, oko 30 min za otopine uzoraka (odnosno do elucije
ostalih supstanci s kolone).
Granica kvantifikacije (LOQ) je za obje kiseline utvrdena na 0,02 mg/I.

Uzorci su analizirani na sadrZaj ukupnog sumpornog dioksida destilacijskom modificiranom
Monier-Williams metodom. Metoda se primijenjuje za odredivanje ukupnog sumpornog dioksida u
tekuéim i krutim namirnicama. Princip metode je bio sljedeci: sumporni dioksid iz uzorka se oslobada
dodatkom kiseline (fosforna kiselina) uz zagrijavanje te se u struji duSika prevodi u otopinu vodikovog
peroksida, gdje se oksidira u sumpornu kiselinu, koja se titrira s natrijevim hidroksidom uz indikator
bromfenol-plavo. Destilacija se provodi bez zagrijavanja za odredivanje slobodnog sumpornog dioksida
te nakon toga uz zagrijavanje za oslobadanje vezanog sumpornog dioksida. Koli¢ina ukupnog dobiva
se zbrajanjem slobodnog i vezanog sumpornog dioksida.

Granica kvantifikacije (LOQ) za sumporni dioksid bila je utvrdena na 5 mg/I.
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U Tablici 3 su prikazane prosjecne vrijednosti pronadenih koncentracija patulina u sokovima od
jabuka i to prema godinama uzorkovanja. Broj pozitivhih uzoraka oznaCava ukupan broj uzoraka u
kojima je kvantificiran patulin, a broj nesukladnih uzoraka broj onih u kojima su pronadene vece koli¢ine
od zakonski dozvoljenih (> 50 ug/kg). Osim toga, kako se u veéem broju uzoraka nije pronaao patulin
u dovoljnim koncentracijama da ga se to¢no odredi (ispod LOQ vrijednosti), za obradu takvih podataka,
koriStena je standardna procedura s tri scenarija:

- scenarij 1: rezultati <LOQ-a su zamijenjeni su s brojkom nula (0 ug/kg)
- scenarij 2: rezultati <LOQ-a su zamijenjeni s pola vrijednosti LOQ-a (2,5 ug/kg)

- scenarij 3: rezultati <LOQ-a su zamijenjeni s punom vrijedno$c¢u LOQ-a (5 pg/kg).

Tablica 3 AnalitiCki rezultati pojavnosti patulina u sokovima od jabuka dobivenim hladnim preSanjem

Prosje€na koncentracija patulina Br. pozitivnih Br. nesukladnih
Godina Ukupan br.
[na/kg] uzoraka uzoraka
uzorkovanja uzoraka
Scenarij 1 | Scenarij 2 | Scenarij 3

2013. 4 14,75 16,63 18,5 1 1

2015. 60 4.5 6,5 8,5 12 1

2016. 58 8,22 10,16 12,10 13 3
Ukupno 122 6,61 8,57 10,54 26 5

Kako je u 2013. god. bilo samo 4 uzorka sokova od jabuka u kojima se istrazivao patulin, na temelju
jednog pozitivhog i jednog nesukladnog, ne moze se donijeti statisti¢ki opravdan zakljuak. Stoga je
studija je nastavljena i 2015. god. na ve¢em broju uzoraka (60) radi preciznije i adekvatnije procjene
rizika. Kako je u toj godini zabiljezeno 12, odnosno 20 % pozitivnih i 1 ili 1,66 % nesukladnih uzoraka,
odluceno je da se studija nastavi i u 2016. god. Rezultati iz te godine su pokazali su jo$ vecéi broj
pozitivnih uzoraka (13 ili 22,4 %) i 3 (5,17 %) nesukladnih uzoraka. Prosje¢na koncentracija pri
Scenarijima se takoder pokazala ve¢om u 2016. u odnosu na 2015. god. Uzimajuci u obzir trogodiSnje
razdoblje ukupan broj pozitivnih uzoraka bio je 26, Sto iznosi 21,3 %, dok je nesukladnih uzoraka bilo 5
ili 4,1 %. Pracenjem mikotoksina kroz dulje razdoblje moze se djelomi¢no iskljuciti nesigurnost utjecaja
klimatskih ¢imbenika na prisutnost mikotoksina u hrani koja se prati. lako rezultati u ovom trogodisnjem
pracenju ne odstupaju puno od godisnjih prosjeka, osim u slu€aju 2013. godine, ali tada su uzorkovana
samo 4 uzorka. Ovdje valja napomenuti da je najveéa zabiljezena koncentracija bila 2016. godine u
iznosu od 154 ug/kg, Sto je preko 3 puta viSe od najvece dopusStene koncentracije (Uredba
1881/2006/EZ).

U Tablici 4 te Slikama 4 i 5 usporedeni su rezultati trogodidnjeg pracenja s europskim
istrazivanjima o pojavnosti patulina u sokovima od jabuka (Pique i sur.,, 2013). Ovdje je vazno
napomenuti kako su neki autori za pozitivnhe uzorke uzimali one koji prema8uju LOQ, a neki one Kkoji
premasuju LOD (engl. Limit of Detection), odnosno granicu detekcije, $to u konacnici dovodi do razliitih
rezultata koje je teSko medusobno usporediti. Osim toga, kako za rezultate iz ostalih studija ne postoji

pojasnjenje koji scenarij su uzimali u obzir prilikom izrauna srednjih vrijednosti, za rezultat srednje
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vrijednosti koncentracije patulina u RH se uzimao Scenarij 2, koji se smatra najrealnijim te se kao takav

usporedio s rezultatima iz drugih studija.

Tablica 4 Usporedba rezultata analiza proizvoda na patulin u RH s rezultatima nekih europskih istrazivanja (Pique

i sur, 2013)
. . Najveca Srednja
Z_e mljg_(pelzlod Broj uzoraka % pozitivnih ut_yrdena vrijedn:)st
istrazivanja) vrijednost [ng/kg]
[na/kg]
Belgija 177 12 65,7 22,2
Belgija (2001) 43 81,4 38,8 9
Danska (2006) 20 70 122,5 35,9
Njemacka (1996- 12 nema podatka 26 nema podatka
1997)
Grcka (2004- 29 100 11,8 5,6
2006)
Italija (2008) 35 88,6 30 18,1
Italija (2005) 53 47,2 47,9 9,3
Italija 26 58 22 nema podatka
Italija (2003- 57 49 69,3 nema podatka
2004)
Italija 15 40 56,4 nema podatka
Italija 33 nema podatka 1150 nema podatka
Portugal (2007- 68 41 42 nema podatka
2009)
Portugal 12 83,3 12,6 nema podatka
Spanjolska 28 7,14 6 42
(2008)
Spanjolska 20 70 29,61 8
(2008)
Spanjolska 83 39,7 15 nema podatka
(2008)
Spanjolska 100 67 118 19,4
Spanjolska 28 71 6 nema podatka
Spanjolska 20 100 107 41,3
Spanjolska 17 29,4 50,9 nema podatka
Spanjolska 25 8 7,5 nema podatka
(2004-2005)
Spanjolska 100 82 170 13,8
(1992)
Spanjolska 8 75 78 nema podatka
Svedska 39 12,8 <50 nema podatka
Nizozemska 10 20 nema podatka nema podatka
Hrvatska (2016) 122 21,3 154 8,57
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Slika 4 Prikaz srednijih vrijednosti konc. patulina, dobivenih iz raznih europskih studija s rezultatima iz RH
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Slika 5 Prikaz najvecih utvrdenih vrijednosti konc. patulina, dobivenih iz raznih europskih studija s rezultatima iz
RH

Kao &to je vidljivo iz Slike 5, u Hrvatskoj je zabiljeZzena jedna od najvecih koli¢ina patulina u
pojedinatnom uzorku soka od jabuka (154 pg/kg), ali je zato prosjeéna koncentracija (Slika 4) medu

nizima.
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Podaci o konzumaciji sokova od jabuka

Podaci o konzumaciji sokova od jabuka dobiveni su iz Nacionalnog istraZivanja o prehrambenim
navikama stanovnistva RH, koje je HAH provela 2011. i 2012. god. na ukupno 2002 ispitanika, a u
skladu s EFSA-inim vodi¢em ,General principles for the collection of national food consumption data in
the view of a pan-European dietary survey .

Za potrebe ovog znanstvenog misljenja, izvu€eni su podaci o konzumaciji 100 %-tnih sokova od
jabuka (10 ispitanika), nektara (jabuka), razrijedenog soka od jabuka, bezalkoholnih pi¢a od voca
(jabuka). Utvrdeno je da je 131 ispitanik konzumirao nesto od sokova spomenutih u prijasnjoj re€enici.
Udio ispitanika koji su konzumirali sokove od jabuka, ¢ini oko 6,55 % (N=2002) od ukupne populacije
stanovnistva u RH od 18 do 64 godina. Udio soka od jabuka u ovim vrstama sokova ra¢unao se ovisno
o udjelu soka, kako je prikazano u Tablici 5.

Tablica 5 Udjeli 100 %-tnog soka od jabuke u odredenim sokovima

Vrsta soka Udio soka od jabuke
100 %-tni sok od jabuke 100 %
Nektar (jabuka) 50 %
Razrijedeni sok (jabuka) 17 %
Bezalkoholna pi¢a od voéa (jabuka) 56 %

Od 131 ispitanika koji su konzumirali sokove od jabuka, bilo je zastupljeno 63 muskarca i 68 Zzena.
Tjelesna masa ispitanika se kretala od 48 kg do 130 kg. NajviSe je ispitanika bilo iz regije ,Zagreb i
okolica“ (N=32), a najmanje iz ,Lika i Banovina® (N=12).

Prosje¢na konzumacija sokova od jabuka je 66 g/dan (0,88 g/kg t.m./dan), uz minimalnu
konzumaciju od 8,5 g/dan te maksimalnu od 1050 g/dan. Visoki konzumenti (95. percentila) imali su
prosjecnu konzumaciju od 181,03 g/dan.

Improrisk v1.3.4

Za procjenu izloZzenosti konzumenata sokova od jabuka na patulin, koristio se racunalni model
~Improrisk 1.3.4% koji je ugraden u ,MS Excel“ te se koristi za izracun izlozenosti populacije odredenim
kontaminantima (Improvast, 2016). Ovaj model kombinira podatke o prehrambenim navikama ispitanika
(konzumacija hrane) s podacima o prisutnosti pojedinog kontaminanta u hrani, dobivenih iz odredenog
istraZivanja te raCuna izloZenosti za promatranu populaciju. Za izraCune se koriste svi zabiljeZeni unosi
hrane jer se pretpostavlja da je svaka osoba, pri svakom obroku (zabiliezenom unosu hrane) izloZzena

kontaminantu.

" Dostupno na: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.2903/j.efsa.2009.1435/epdf
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Procjena izlozenosti

U nastavku slijede razni statisti¢ki izrauni i procjena izloZzenosti dobiveni pomocu ,Improriska® na
temelju podataka o pojavnosti patulina u sokovima od jabuka te podacima o konzumaciji takvih sokova.

Prilikom izraCuna izlozenosti koristio se u ovom slu¢aju PMTDI od 0,4 ug/kg t.m.

Tablica 6 IzloZzenost konzumenata patulinu iz soka od jabuka prema scenarijima

Scenarij 1 | Scenarij 2 | Scenarij 3
Prosjecna izloZzenost (ug/kg t.m.) 0,0061 0,0080 0,0098
Medijan izlozenosti (ug/kg t.m.) 0,0040 0,0050 0,0060
IzloZenost na 95. percentili (ug/kg t.m.) 0,0160 0,0200 0,0250
Vrijednost IZNAD toksikoloSke granice (%) 0 0 0

Iz Tablice 6 je vidljivo da niti jedan konzument soka od jabuka ne prelazi toksikoloSku granicu,
odnosno PMTDI od 0,4 pg/kg t.m. U najgorem moguéem scenariju, koji obuhvaca ,Scenarij 3“ i
izloZzenost na 95. percentili, vidljivo je da je izloZzenost 0,025 ug/kg t.m., $to je ¢ak 16 puta nize od
zadanog PMTDI-a za patulin. Podaci o izloZenosti su jo§ dodatno prikazani u Tablici 7 iz koje je vidljivo

da je prosjecna izloZzenost konzumenata soka od jabuke 0,01 ug/kg t.m./dan, a najve¢a 0,17 ug/kg

t.m./dan pri ,Scenariju 3“.

Tablica 7 Prikaz vrijednosti izlozenosti za konzumente u ,Scenariju 3“

N=131

Statistika izlozenosti (ng/kg t.m./dan)
Najmanja 0,001
Najveéa 0,17
Medijan 0,006
Prosjecna izlozenost 0,01
St. devijacija izloZzenosti 0,016

Izlozenost populacije u usporedbi s PMTDI-em

Broj ispitanika ispod PMTDI-a 131
Broj ispitanika IZNAD PMTDI-a 0
Postotak ispitanika [ZNAD PMTDI-a 0 %
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Slika 6 Distribucija vjerojatnosti izloZzenosti pri ,Scenariju 3“

Na Slici 6 je prikazana distribucija vjerojatnosti izloZenosti pri ,Scenariju 3“ te je vidljivo da je
najveci postotak promatrane populacije konzumenata (69,5 %) izlozen koncentracijama patulina od 0
do 0,01 pg/kg t.m.

Pomoéu ,Improriska“ moguée je izracunati i razlike medu spolovima po pitanju izloZenosti,
ukoliko postoje, kao i razlike izmedu pojedinih geografskih regija RH.

U Tablici 8 prikazani su podaci o statisti¢ki znacajnoj razlici izmedu spolova. Vidljivo je da na
nivou znacajnosti P=0,05 nema statistiCki zna€ajne razlike medu spolovima, odnosno ne moze se reci

da je jedan od spolova viSe izloZen patulinu od drugog.

Tablica 8 Odredivanje statisticki znac¢ajne razlike izmedu spolova

Usporedba izmedu MUSKARACA | ZENA
T - test za nezavisne uzorke

Zdruzena st. devijacija 0,01

t vrijednost 1,008
p vrijednost 0,315
Cohenov D 0,18
Rezultat

NE postoji statisticki zna¢ajna razlika u prosjecnim vrijednostima
izlozenosti [ug/kg t.m.] izmedu muskog i Zenskog spola pri nivou
znacajnosti od P=0,05
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Cohenov D smjernice*
D ~ 0,20 -> mala razlika
D ~ 0,50 -> umjerena razlika
D > 0,80 -> velika razlika

*Cohen J (1977). Statistical power analysis for the behavioral sciencies.
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Slika 7 Prosje¢na izlozenost pri ,Scenariju 2 prema geografskim podrucjima (na nivou pouzdanosti od 95 %)

Slika 7 prikazuje prosje¢nu izlozenost pri ,Scenariju 2“ prema razli¢itih geografskim podrucjima
u RH. Linije greSke koje prolaze kroz stupce predstavljaju nizu i viSu granicu za interval pouzdanosti od
95 % za procjenu prave prosjecne izlozenosti. Vidljivo je da je najvecéa prosje€na izlozenost stanovniStva
u Sjevernoj Hrvatskoj, zbog toga $to su ispitanici iz ove regije prijavili najveée konzumacije soka od
jabuke.

Kako u RH trenutno ne postoje prehrambene navike za dojen¢ad i malu djecu, za njih nije
napravljena procjena izloZzenosti. 1z tog razloga se ne mogu potvrditi ili odbaciti rezultati koje je dobio
Plunkett i sur. (1992). Prema njihovom istrazivanju djeca imaju vrlo visoku konzumaciju proizvoda od
jabuka u usporedbi s odraslima. Tijekom prve godine Zivota, djeca u prosjeku konzumiraju 6,4 g
jabuka/kg t.m./dan, dok odrasli konzumiraju samo 0,4 g/kg t.m./dan.

4. Karakterizacija rizika

Prilikom procjene izloZzenosti, koristila su se tri scenarija koja razli€ito procjenjuju izlozenost, a
razlikuju se ovisno o obradi analitickih rezultata. Tako je u ,Scenariju 1“ dobivena najmanja srednja
vrijednost izlozenosti od 0,0061 ug/kg t.m., u ,Scenariju 2“ je iznosila 0,080 ug/kg t.m, a u ,Scenariju 3%,
kako je bilo i o€ekivano, najvise, odnosno 0,098 ug/kg t.m. IzloZzenost je prikazana i na 95. percentili) u

scenariju 3, (najgori mogucéi scenarij) te je procijenjena izloZzenost iznosila 0,025 pg/kg t.m. Sto je ¢ak
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16 puta manje od uspostavljenog PMTDI-a od 0,4 ug/kg t.m. Iz tog razloga, rizik se moze smatrati
zanemarivim.

lako se zbog izostanka prehrambenih navika nije mogla napraviti procjena izlozenosti za dojencad
i malu djecu u RH, pokusSalo se osvrnuti i na njih jer su oni prema Piquéu (2013) zbog visoke
konzumacije proizvoda od jabuka, najizloZenija skupina u populaciji na patulin. Tijekom prve godine
Zivota, djeca u prosjeku konzumiraju 6,4 g jabuka/kg t.m./dan, dok odrasli konzumiraju samo 0,4 g/kg
t.m./dan (Plunkett i sur., 1992). Ipak, kada bi se i ta razina konzumacije od 6,4 g/kg t.m./dan uzela u
obzir zajedno s prosjeénom koncentracijom patulina u sokovima od jabuka pri ,Scenariju 3 (10,54
ug/kg), dobila bi se izlozenost od 0,0675 ug patulina/kg t.m. $to je skoro 6 puta nize od vrijednosti

PMTDI-a (0,4 ug/kg t.m.). Samim time, i u ovom slu€aju bi rizik po zdravlje bio zanemariv.

ZAKLJUCCI

- Patulin se ubraja u mikotoksine kojeg proizvode odredene vrste plijesni, kao $to su Penicillium
(pogotovo P. expansum), Aspergillus i Byssochlamys.

- Kao najvazniji izvor kontaminiranih namirnica patulinom u ljudskoj prehrani ozna&eni su sokovi
od jabuka, 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.

- Patulin je toksi€an za mnoge bioloSke sustave pri ¢emu su simptomi akutne toksicnosti:
uznemirenost, u nekim sluCajevima grcevi, otezano disanje, plu¢na zagu$enja, edemi i
ulceracija, krvarenje i nadimanje gastrointestinalnog trakta.

- Kod subakutne i subkroniCne toksi¢nosti najCeS¢i simptomi su: poremeéaji u
gastrointestinalnom traktu s pojavom ulceracija, nadimanja i krvarenja, a pri visokim dozama i
promjene u funkciji bubrega.

- Zbog nedovoljnih spoznaja o karcinogenosti patulina, Medunarodna agencija za istraZivanje
raka (engl. The International Agency for Research on Cancer, IARC) ga je svrstala u Skupinu
3, kao spoj kojeg se na osnovi trenutnih znanstvenih spoznaja ne moze klasificirati po pitanju
kancerogenosti.

- Trenutno vazedi, privremeni najveéi podno$ljivi dnevni unos (engl. Provisional Maximum
Tolerable Daily Intake, PMTDI) za patulin iznosi 0,4 pg/kg/ t.m.

- Prisutnost patulina zakonski je regulirana s nekoliko pravnih akata u kojima su, izmedu ostalog,
propisane i najvece dopustene koli¢ine patulina u odredenim namirnicama koje za sokove od
jabuka iznose 50 pg/kg.

- HAH je unutar trogodidnjeg monitoringa ukupno prikupila podatke za 122 uzorka soka od jabuka
dobivenih hladnim preSanjem, pri ¢emu je uo¢eno ukupno 5 nesukladnih uzoraka (4,1 %) te je
u ukupno 26 uzoraka (21,3 %) kvantificiran patulin uz prosje¢ne koncentracije od 6,61, 8,57 i
10,54 ug/kg (zavisno od primijenjenog scenarija).

- Podaci o konzumaciji sokova od jabuka dobiveni su iz Nacionalnog istraZivanja o prehrambenim
navikama stanovnisStva RH te je ukupno zabiljezen 131 konzument ove vrste sokova, $to Cini
6,55 % od ukupne populacije.
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- Prosje¢na konzumacija sokova od jabuka je iznosila 66 g/dan (0,88 g/kg t.m./dan), uz
minimalnu konzumaciju od 8,5 g/dan te maksimalnu od 1050 g/dan.

- Za procjenu izloZzenosti konzumenata sokova od jabuka na patulin, koristio se racunalni model
~Improrisk 1.3.4% koji je ugraden u ,MS Excel®.

- Procjena izloZenosti je pokazala da niti jedan konzument soka od jabuka nije izloZen patulinu u
koli¢ini koja prelazi toksikoloSku granicu, odnosno PMTDI od 0,4 pg/kg t.m. U najgorem
moguéem scenariju, koji obuhvaca ,Scenarij 3“ i izlozenost na 95. percentili, vidljivo je da je
izlozenost 0,025 pg/kg t.m., $to je ¢ak 16 puta nize od zadanog PMTDI-a za patulin.

- Rizik se moze smatrati zanemarivim.

PREPORUKE

Kako za dojen¢ad i malu djecu u RH ne postoje podaci o prehrambenim navikama, nije moguce
preciznije odrediti njihovu izloZenost i procijeniti rizik. Stoga se preporucuje izrada procjene rizika za

dojencad i malu djecu nakon prikupljanja prehrambenih navika za tu dobnu skupinu.

SAVJET

Hrvatska agencija za hranu je temeljem dosada&njim rezultata monitoringa, koji ukazuju na oko 4
% nesukladnih uzoraka te 21,3 % uzoraka u kojima je kvantificiran patulin, izdala ,Smjernice za
prevenciju i smanjenje kontaminacije patulinom u sokovima od jabuka i sastojcima sokova od jabuka u
drugim pi¢ima 2“. Smjernice su namijenjene svim zainteresiranim stranama, a napose proizvodacima
kako bi se njihovom edukacijom o mjerama koje se mogu poduzimati kod proizvodnje, prerade te
skladidtenja jabuka i njihovih proizvoda, te skretanjem pozornosti konzumentima na mogucnost

prisutnosti ovog mikotoksina u sokovima od jabuka, doprinijelo zastiti zdravlja potro$aca.
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