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1.UvOD

1.1. Mikotoksini

Mikotoksini (mykes-gljiva, toxicon-otrgvsu tokstni proizvodi sekundarnog metabolizma
nekih vrsta plijesni. S obzirom na ciljni organ Idgganja mogu se klasificirati kao npr.
hepatotoksini, nefrotoksini ili neurotoksini, a mogimati karcinogena, mutagena,
imunotokstna i teratogena svojstva. IzloZzenost mikotoksinimaatin unosa u ljudski

organizam uglavnom je putem kontaminirane hrangede udisanjem ili transdermalnim
putem. Bolesti koje uzrokuju nazivaju se mikotoksi&. Kontaminacija hrane mikotoksinima
moze biti primarna i sekundarna. Primarna kontanijaatj. kontaminacija mikotoksinima u
hrani biljnog podrijetla posljedica je rasta plijgsna Zitaricama, W, povEu. AKo su

Zivotinje hranjenje mikotoksinima kontaminiranomahom, metaboliti mikotoksina mogu se
n&i i hrani zivotinjskog podrijetla (meso, jaja, nel§o) pa se takova oblik kontaminacije

naziva sekundarnom kontaminacijom.

Slika 1. Put mikotoksina u hranidbenom lancu
(Ozegove | Pepeljnjak,1995)



Do danas je poznato viSe od 400 mikotoksina, n@ &vge pojavnosti i tok§nog potencijala
kao kontaminanti hrane, najziagniji su: aflatoksini (AFB, AFM,), okratoksini (OTA),
zearalenon (ZEA), fumonizini (RBFB,), trihoteceni (T-2 toksin, deoksinovalenol-DON) i
patulin (PAT). Maksimalne dopusStene koncentracijavedenih mikotoksina u hrani
regulirane su Pravilnikom o najien dopustenim kotinama odréenih kontaminanata u
hrani (NN 146/12). Osim u hrani, mikotoksini mogii bkontaminanti nekih farmaceutskih
proizvoda kao Sto su biline droge. Farmakopeja ipup@ maksimalno dopusStene
koncentracije aflatoksina B1 (ne viSe od 2 pg/dméidroge) i ostalih aflatoksina; B1, B2,
Gl i G2 (ne viSe od 4 pg/kg, osim ako u pojedinopografiji nije drugaije propisano) za
korijen vrazje kandzedumbir i plod sene. Pojavnost mikotoksina ovisi stwvplijesni, o
klimatskim i okoliSnim uvjetima te fizikalno-kemijsk c¢imbenicima (temperaturi -5 do
60°C, sadrzaju vode u namirnici 13% i viSe, koncerjirgtinova u atmosferi te sastavu
namirnice i dr.).Najveta proizvodnja mikotoksina je u tropskim krajevinea plijesni tamo
imaju najbolje uvjete za rast, no u svim klimatskaonama je rasSirena proizvodnja
mikotoksina.Prema Organizaciji za hranu i poljoprivredu Ujedmh naroda, FAOHood
and Agriculture Organization 25% hrane koja se proizvodi u svijetu kontanano je
mikotoksinima.

S obzirom da su mikotoksigesti kontaminanti hrane i nekih farmaceutskih proga koji
ovisno o koncentracijama i vremenu izlozenosti mpgedstavljati rizik za zdravlje ljudi,
osjetljive analittke metode za njihovu detekciju i kvantifikaciju imapresudnu ulogu u

kontroli zdravstvene ispravnosti takvih supstratéime i prevenciji pojave mikotoksikoza.

1.2. Citrinin

Citrinin (CTN) je mikotoksin kojeg proizvode nekeste iz rodovaPenicillium, Aspergillus
Monascus MozZze se pror@d u namirnicama biljnog podrijetla, prvenstveno itaticama
malog zrna (pSenica, zobggn, raz, riza) i velikog zrna (kukuruz), uljaricargkakiriki) te
vocu, poveEu i voénim sokovima. Uglavnom nastaje nakon Zetve i modesg prond u
pohranjenim zitaricama, tj. u silosima, a td&oi u drugim biljnim proizvodima kao Sto su

grah, zé&inima te mlijg€nim proizvodima budéi da su zitarice osnovna stee hrane.

Neke vrste iz rodovAspergillusi Penicilliumosim citrinina takder mogu proizvoditi i druge
mikotoksine poput okratoksina A i patulina.

U Zitaricama i vou nage&e su prisutni u kombinaciji (Flajs i Peraica, 2009)



Tablica 1. Zastupljenost citrinina u pojedinim nemdama (Flajs i Peraica, 2009)

Udio citrinina | Podrijetlo Referentne
(ne/kg) namirnice vruednostl

JeCam 160-2000 Njemacka

30-480 Svedska 15
Jabuke 320-920 Portugal 16
Riza 49-92 Indija 6

700-1130 Japan

Kukuruzno 27-73 Japan
brasno 10-98 Tajland 17

212 Burma
Rajéica 70-760 Kanada 18
Kukuruz 12 Indija 19

Citrinin je izoliran iz kulturePenicillium citrinum Thom1931. godine (Hetherington i
Raistrick, 1931), a 1981. je izoliran Monascus purpureugWong i Koehler, 1981) kao
blijedo zuti pigment monascidin A koji je kasnij@gificiran kao citrinin.

CTN secesto javlja kao nepozeljan sastojak fermentacijgkibdukata dobivenih ponio
Monascus vrste (crvena riza) koji se u Aziji stofiena koristi za ©uvanje mesa
(konzervanas) i kao prehrambeno bojilo.

Monascusvrste se u Kini tradicionalno koriste kao izvotamwi crvenog prirodnog pigmenta
za hranu i za razliku od sintetskih bojila njihde&sicnost je puno je manja.

CTN pokazuje antibiotskidnak na gram-pozitivne bakterije, ali se nikad rimistio kao
antibiotik zbog svoje visoke nefrotokepsti. Takder, CTN ima svojstava antifungika,
antiprotozoika.

lako je CTN primarno nefrotok&n, moze takider dovesti do oStenja jetre ili koStane srzi.
Prema IARC International Agency for Cancer ResearchvrSten je u kategoriju 3
kancerogenih tvari u koju su uvrstene tvari kojiimaokazana kancerogenost na Zivotinjskim

modelima, ali nije dokazano kancerogeno djelovaajgude.



1.2.1. Kemijska svojstva citrinina

OH

HOOC

CHj CHj

Slika 2. Strukturna formula citrinina

Molekulska formula: @H1405

Molekulska masa: 250.25 g/mol

Naziv prema IUPAC -u: (3R, 4S)-4,6-dihidro-8-hikis63,4,5-trimetil-6-okso-3H-2-

benzopiran-7-karboksilna kiselina

CAS broj; 518-75-2

Citrinin dolazi u obliku Zutih kristala bez mirisilaksimalna UV apsorpcija izmjerena je na
250 nm, tj. na 333 nm u metanolnoj otopini, dokgmperatura taliSta na 175°C. Umjereno
topljiv (gotovo netopljiv) je u vodi, a topljiv uodenoj otopini natrijevog hidroksida,
natrijevog karbonata ili natrijevog acetata kao metanolu, acetonitrilu, etanolu i &mei
drugih polarnih otapala. MoZe tvoriti kelatne kogie sa metalnim ionima.

Zagrijavanjem na 175°C se razéwge, a u vodenoj otopini do razgradnje dolazi n@°C4

Pod utjecajem temperature, CTN se radgy@ana produkte koji su ¢e ili manje toksinosti.
Nastali produkti su citrinin H1 koji je pokazujedetokstnost od citrinina te citrinin H2 koji
ne pokazuje zri@jnu toksénost.

Kao produkt razgradnje moze nastati i dimer citran{Clark i sur., 2006).



Citrinin Citrinin H, Citrinin H.
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Slika 3. Strukturne formule citrinina i razgradmifodukata

1.3. Analiti ¢ke metode za odrdivanje citrinina

Obzirom da su mikotoksini Siroko rasprostranjeniokolini kao kontaminanti hrane za
Zivotinje i za ljude i da mogu uzrokovati ozbiljjrobleme za zdravije ljudi (o%tenje
bubrega, jetre, Z8anog sustava, kancerogenost, imunosupresija) vggzmazviti dovoljno
osjetljive metode za njihovu detekciju i odreditagicne koncentacije do koje mikotoksini ne
predstavljaju opasnost za ljudsko zdravlje.

Prije paetka analize, CTN je potrebno ekstrahirati iz uaarkraistiti ga, a s obzirom da je
CTN nestabilan u vodenoj otopini i da se ra#gja na temperaturama iznad 130°C, priprema
uzorka za analizu nije jednostavan postupak.

Obzirom da rast plijesni i proizvodnja mikotoksionisi 0 usjevu, agrokulturnim mjerama za
vrijeme rasta, vremenskim uvjetima za vrijeme Zetveakon nje, procesima susSenja i
skladiStenja, zastupljenost mikotoksina je aidi pa je uzorkovanje iznimno vazno za
dobivanje pouzdanih rezultata analize.

Kako bi se na kraju analize donijeli ispravni zaétdji, od izrazite je vaznosti znati odakle je

uzorak uzet i pod kakvim uvjetima.



Uzorak za analizu se r@ge priprema metodom ekstrakcije izidnebaze i kloroforma.
Moguéa je i ekstrakcija izm# metanola i vode, a za analizu CTN o0 postoje
komercijalne imunoafinitetne kolone (IAC).

Takader je poznata upotreba razdiobe idzmneaminopropila i¢vrste faze (SPE) nakon
ekstrakcije sa etilacetatom za uzorke crvene rize.

Nove metode razvijene za pripremu uzorka uklju molekularno utisnute polimere (MLP)

Tehnike koje se primjenjuju za analizu CTN uklju kolorimetrijske tehnike,
kromatografske tehnike te imunokemijske metodeizmal

Metode koje se primjenjuju su tankoslojna kromaafigr (TLC), tekiéinska kromatografija
visoke djelotvornosti (HPLC), imunoenzimske metgdeISA-enzyme-linked immunosorbent
assay kao i kromatografske tehnike spregnute s masespsktrometrijom (LC-MS i GC-
MS).

1.3.1. Kromatografske tehnike

1.3.1.1. Tankoslojna kromatografija

Tankoslojna kromatografija; TLGHin-layer chromatographye metoda odjeljivanja u kojoj
je stacionarna faza u tankom sloju jed&rb nanesena n&rsti nos& (plocu) od stakla,
metala ili plastike. Kao stacionarna faza uglavrsmkoristi silika gel.

Sastojci smjese koja se nanosi na stacionarnu fadgni mobilnom fazom, putuju ragtom
brzinom duz tankog sloja stacionarne faze, a brzomai o omjeru raspodjele sastojaka
izmeiu faza. Kao mobilna faza uglavnom se koristi smgapala poput toluena, etilacetata i
mravlje kiseline u raztitim omjerima. Detekcija odijeljenih sastojaka poov se UV
detektorom pricemu analit apsorbira UV svjetlo pa gasi fluoresgangloce (254 nm) ili
analit pokazuje fluorescenciju (356 nm).

Takader, detekcija se moze provesti reakcijom analiteagensom; prskanje gl sa 20 % -
tnom otopinom AICGJu metanolu. Na taj se &ia poboljSava fluorescencija CTN nacimada
se Zuta boja flurescencije mijenja u plavu, akmivniju.

Dobiveni kromatogram ispitivane tvari uvijek je pelino usporediti sa kromatogramom
poredbene tvari razvijenim pod istim uvjetima.

TLC se kao brza, jeftina i ¢inkovita metoda separacije zi@gno primjenjivala u

mikotoksikologiji prije razvoja i Siroke primjendPLC-a. Pojavom HPLC-a, primjena ove



metode analize je smanjena prvenstveno zbog nigkaga osjetljivosti TLC metode
(10-50 ng/g).

Glavni problem detekcije CTN porww TLC metode je njegova slaba fluorescencija na
silikagelu (stacionarna faza) te nestabilnost CMinimalna koncentracija koja se moze

dokazati je 15-20 pg/kg. Zbog niske osjetljivostgtoda je pogodna samo za kvalitativhe
analize (EFSA, 2012).

1.3.1.2.Teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekuwinska kromatografija visoke djelotvornostiHPLC (high-performance liquid
chromatography)e metoda odjeljivanja u kojoj teka mobilna faza pod tlakom prolazi kroz
celicnu kolonu napunjenwesticama stacionarne faze (¢ela cestica 3-10 um) nosée
sastavnice uzorka.

Uspostavlja se ravnoteza izduwestacionarne i mobilne faze, a mehanizam odjeljavavisi o
vrsti stacionarne faze. Odjeljivanje se moze tehelp razdiobi, adsorpciji, ionskoj izmjeni,
raspodjeli prema vaelini cestica te stereokemijskim interakcijama.

U tekuinskoj kromatografiji mogée su razllite stacionarne faze pa se tako razlikuju
kromatografija normalnih i kromatografija obrnutdza. Kod kromatografije normalnih faza,
stacionarna faza je polarna (nemodificirani siléygdok je mobilna faza sastavljena od
nepolarnog otapala (ili smjese otapala). Kod kramfije obrnutih faza ili reverzno-fazne
kromatografije, stacionarna faza je nepolarna @sdddsilil, oktasilil silikagel), a mobilnu
fazucine polarna otapala.

Obzirom da mobilnu fazu ng<e ¢ini smjesa otapala razlte polarnosti, u kromatorafskom
postupku moze se primjenjivati izokrata ili gradijentna eluacija. Gradijentna eluacija
podrazumijeva promjenu sastava mobilne faze tijekoalize, dok je kod izokra&te eluacije
sastav mobilne faze tijekom analize nepromijenjgndetekciju primjenjuju se Diode array
UV detektor (DAD), fluorescencijski detektor, maseetektor, elektrokemijski detektor te
detektor indeksa loma (Watson, 2012).

Za analizu CTN uglavnom se primjenjuje kromatogaafibrnutih faza sa fluorescencijskim
detektorom.

HPLC- UV tehnika; obrnuto fazna kromatografska tehnika gdje serkabilna faza koristi
fosforna kiselina, a primjenjuje se za dokazivadjeN u bioloSkim tekdginama u kokini od
2-5ng.



HPLC —FD (fluorescencijska) tehnika; metoda je mnogo gsjgd od HPLC metode sa UV
detekcijom (10 ng/g). Odjeljivanje CTN u nekoj sBijpom@u ove metode ovisi 0 interakciji
sa stacionarnom fazom, pH, kiselosti otapala u mopifazi, temperaturi kolone (EFSA,
2012).

1.3.2.Kromatografske tehnike spregnute sa masenomektoskopijom

13.21. LC-MS tehnika; tekuwinska kromatografija spregnuta sa masenim
spektofotometrom
Metoda uklj@uje ekstarakciju analita, pipremu uzorka,obrnutmata HPLC separaciju te
detekciju masenim spekrofotometrom.
Za masenu spektofotometriju primjenjuje se elekigsfpnizacija te “ion-trap ~ analizator
masa. Granica odi&zanja (LOQ) analita ovom metodom iznosi 200 ng.

1.3.22. GC-MS tehnika; plinska kromatografija spregnuta sa masenim
spektofotometrom
Metoda zahtjeva uzorak koji je hlapljiv i termostab. Plinovita mobilna faza pod tlakom
prolazi kroz grijanu kolonu pre¥enu tekdom stacionarnom fazom, a odjeljivanje se temelji
na razdiobi izméu mobilne i stacionarne faze.
CTN uMonascusvrsti je mogie kvalitativno i kvantitaivno odrediti ovom metodgriinske
kromatograijje sa masenom spektroskopijom koja utljp ionski nadzor das-
chromatography-selected ion monitoring (SIM) mapsctometry) LOQ citrinina ovom

tehnikom iznosi 1 ppm.

1.3.3. Imunokemijske metode analize

Jednostavnije su metode jer nije potrebna posehbpeema uzorka, veliki volumeni otapala
za ciS¢enje kao kod kromatografskin metoda gdje teo treba obréati paznju na
nestabilnost CTN, gubitak za vrijeme pripreme uaQr& prinos i osjetljivost su relativno
niski.

Ove metode se, obzirom da su brze i jeftine, uglavrkoriste kao “screening-testovi”
(testovi koji prethode glavnoj analizi); olakSavajoalitcaru da odlgi kojom ¢e se metodom
koristiti u daljnjem radu. Imunokemijske tehnikezvgene su za brojne mikotoksine jer
predstavljaju brzu alternativu kromatografskim t&hma. Visoko su spectine obzirom da
se temelje uglavnom na interakcijama antigenaifiatd.

No, ako nedostatak ovih metodadstise mogénost da sa antitijelom reagiraju tvari koje su

strukturno skne ispitivanom antigenu, tj. analitu pa se dobivpokitivan rezultat ovih
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analiza dodatno provjerava drugim anakitm tehnikama kao Sto je HPLC. Spomenuta
reaktivnost strukturno ginih tvari za citrinin nije od velikog ziaja.

U analizi CTN primjenjuju se imunoenzimatske metdqf&ISA; Enzyme Linked Immuno
Sorbent AssayRadi se o imunokemijskoj metodi s obiljezenim agrigm ili antitijelom, a
uglavnhom se provodi za utlivanje prisutnosti CTN u pSenici, grahu, kukuruplijesni
crvene rize (RMRred mould ricg te drugim zitaricamaRaspon LOD (granice dokazivanja)
krece se od 2 do 15 000 pg/kg (EFSA, 2012).

Nedostatak ove metode je nedovoljna spé&uifst i mogdnost cross-reakcija s konjugiranim
metabolitima.

Za kvantitativno odrdivanje CTN u uzorcima rize razvijena je metodamsanoreaktorom u
kojoj se sadrzaj oddelje amperometrijski.

Metoda je puno brza od kromatografskinh metoda;le¢zanalize je poznat za 2 do 45 minuta,

koriste se mali volumeni reagensa, a LOD iznosi@A4 (EFSA, 2012).

1.3.4. Kolorimetrijske tehnike analize

Kolorimetrijske tehnike se temelje na prirodnoj ditascenciji CTN. Fluorescencijska
spektrofotometrija je selektivna metoda za analiuorescentnih spojeva u prisutnosti
velikog broja spojeva koji ne pokazuju fluorescgndMetoda se temelji na mjerenju emisije
zraenja prilikom povratka molekule u osnovno stanj&kama pobuivanja apsorpcijom
zraenja. Molekula koja je poldena vidljivim (400-800 nm) ili ultravidljivim (UV)
zra’enjem (<400 nm) prelazi u energetski pdéno stanje u kojem ostaje vrlo kratko 1),

a jedan od mehanizama kojim sedaa osnovno energetsko stanje jest fluorescencija.

Da bi neka molekula pokazivala svojstvo fluoresgenmora imati visoko konjugirane
dvostruko vezne strukture (aromatski prstenoviprarbiti krute strukture.

CTN je konjugirana planarna molekula, tj. molekkitga posjeduje kromofore i ima svojstvo
da pokazuje blagu fluorescenciju koja se mozegatija kiselom mediju.

Polukvantitativno mjerenje fluorescencije je brzsppak koji se moze Kkoristiti za
odretivanje CTN u kukuruzu, fenu, kikirikiju.

Metoda je brza i jeftina te sluzi analizu velikogja uzorka.

Sa fluorescencijom CTN mogu inerferirati raznadgtenja.

Takader, LOD (granica dokazivanja analita) je vrlookq100-8000 pg/kg) pa ova metoda

nema zné&ajniju primjenu u analizi CTN.



1.4. Stetni uginci citrinina

1.4.1. Akutna toksiEnost

Toksikokinettka ispitivanja CTN provedena su na animalnim madaliCTN se izltuje iz
organizma pretezito renalnom ekskrecijom, a toge/mdeno u istrazivanju sa radioaktivno
obilieZenim CTN kojeg su proveli Reddy i sur. (1982 toj studiji je*“C radioaktivni CTN
subkutano primijenjen na trudne Stakorice u dozi36dmg/kg tjelesne tezine na 12. dan
gestacije (EFSA, 2012).

Tijekom prvih 24 sata primjene, u urinu je izmjaverd % radioaktivnosti (koja potje od
obiljezenog citrinina), a 1,7 % kroz 48 sati. S@nd sur. (1991) su opisali subakutnu
toksicnost OTA i CTN u svinja. Studija je ¢dana tako da je grupama od 3 Zivotinje davan
OTA, CTN ili oba toksina i uspodévalo se sa grupom od pet kontrolnih zivotinja. CJEN
primjenjivan u dozi od 0,02 mg/kg tjelesne tezi@gnom dnevno kroz 8 tjedana. £amo
manje koncentracije CTN izmjerene su u zivotinjgeksu primale smjesu CTN i OTA pa su
autori zaklj&ili da se CTN eliminira puno brze nego OTA (EFSA]12).

Akutna subkutana primjena CTN u dozama od 50, 7irhg/kg tjelesne teZine je letalna za
zamorce, a kao znak morbiditeta navedena je diapri&gbiljezeni su znakovi renalne
tubularne nekroze, akutnog miokarditisa i nekrogkkane mukoze. Pri viSim subkutanim
dozama od 50-75 mg/kg tjelesne tezine primjenjiviammz 14 dana, CTN moZe uzrokovati
zn&ajne lezije na bubrezima. No, nijedna od pet Zijatna koje je primijenjen CTN u dozi
25 mg/kg tjelesne tezine nije uginula. Primijenfenoko (kao 2% vodena otopina), uzrokuje
konjuktivalnu iritaciju. LDy za akutnu subkutanu primjenu zaceee iznosi 20 mg/kg
tielesne tezine, a isti se povéana lakrimacija i salivacija te blage histopatol§komjene
na bubrezima (EFSA, 2012).

Phillips i Hayes (1978) su préavali promjene na tkivu jetre miSeva nakon jedne
intraperitonealne doze CTN (35 mg/kg tjelesne &xite su udili oStecenje parenhima i
lobularnih zona, smanjenje razine glikogena te pawe aktivnhost mitoze u parenhimu.

Kod Stakora kojima je intraperitinealno primjenjejgalna doza CTN (50 mg/kg tjelesne
tezine) unutar 3 sata javila se glukozurija i hamg, a unutar 48 sata znakovi nefroze.
Intravenska primjena CTN (5 mg) psu mjeSancu pgdcafem anestezije dovela je do
kratkotrajnog smanjenja krvnog tlaka.

Doza CTN véa od 100 mg/kg tjelesne tezine, primjenjena orahidevima ili z€éevima,

uzrokuje uginde. Prema spomenutim provedenim istrazivanjima, rekltalna tokgnhost
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CTN krete se u rasponu od 19 do 134 mg/kg tjelesne teaisn@ o0 Zivotinjskoj vrsti te
nainu primjene CTN (EFSA, 2012).

1.4.2. Subkrontna toksi¢nost

Lee i sur. (2010) proveli su istrazivanje s ciljela se uspostavi sigurna koncentracija CTN
za dodatke prehrani koji sadrze crvenu rizu (R¥#; mould ricé.

Istrazivanje je kroz 90 dana provedeno na muzjadMistar Stakora koji su dobivali crvenu
rizu fermentiranu uz mutantnu vrdtonascus rubekoja proizvodi CTN.

Ti pripravci RMR su sadrzavali raziie koncentracije CTN (1, 2, 10, 20 i 200 mg/kg) i
lovastatina.

Uz to, dvije skupine Stakora su uzimale nefermantirrizu kojoj je CTN dodan u razlim
kolicinama (2 i 200 mg/kg), a jedna grupa je uzimafemeentiranu rizu bez dodanog CTN.
Paramentri koji su se kod Zivotinja promatrali swgganje tjelesne mase, dnevni unos hrane,
masa te biokemijska i histopatoloSka stanja bubrégsgjee.

Prema dobivenim rezultatimaak i najviSa primjenjivana doza ne uzrokuje ¢éajau
toksiénost pa je zaklgeno da preparati crvene rize koji sadrze CTN dor2gkg pripravka
nisu nefrotoksini.

Zakljucno, rezultati 90-0 dnevne studije pokazuju da mitriu dozi od 20 pg/kg tjelesne
tezine dnevno moze biti smatran kao NOAEL (no-olesgadverse-effect-level) za Stakore
(EFSA, 2012).

1.4.3. Nefrotoksi¢nost

Arai i Hibino (1983) proveli su studiju o utjecaftiTN na bubrege Stakora. MusSke Stakore
stare 6 tjedana podijelili su u dvije grupe. Jednupucinilo je 50 Stakora kojima je u hranu
umijeSan CTN (0,1% wi/w), a drugu, kontrolnu skuptimila su 22 Stakora koja nisu dobivala
CTN. Eksperiment su provodili kroz 80 tjedana. Nal2, 40,60 i 80 tjedana napravljena je
histopatoloSka i strukturna analiza. d¢ao je da je tijekom eksperimenta smanjena tjelesna
tezina Zivotinje, pov&la se tezina bubrega i jetre u odnosu na ukuptestju tezinu.

Uocena je dilatacija proksimalnih bubreznih tubulapenplazija tubula kao i upalne
promjene.

Nakon 40 tjedana kontinuirane primjene CTN kod $eibivotinja u@gena pojava hiperplazije
tubularnog epitela kao i pojava malih adenoma (EFZA2).
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1.4.4. Reproduktivna toksi¢nost

Prema istrazivanju koje su proveli Hood i sur. @QTTN se pokazao toksiim za embrije i
fetuse Stakora. Kod Stakorica koje su jednokratikmife dozu CTN od 35 mg/kg tjelesne
teZine u periodu od 3. do 15. dana gestacije nigsane skeletne promjene ploda, n@emo

je proSirenje bubrega, hidrocefalus kao i rascjgpca ploda. Istrazivanja na miSjim
stanicama embrija koje su proveli Chan i Shiao 20pokazala su da CTN uzrokuje
apoptozu i zné&gajno smanjuje implementaciju odlenog jajsca u maternicu. Qingqing i sur.
su proveli istrazivanje (2010) o utjecaju CTN naroeluktivne organe miSeva. Odrasli
miSevi su kroz 7 dana primali raste doze CTN intraperitonealno, a eksperimentom je
dokazano da CTN uzrokuje Zisgno povéanje mase testisa, epididimisa i sjemeneives
Takaier, kolcina sjemene tekine je smanjena, a poten je broj nenormalnih

spermatozoida, dok je razina testosterona je sma(fg-SA,2012).

1.4.5. Toksi¢nost za ljude

U hrani za ljude i zivotinje CTNeesto dolazi i u kombinaciji sa drugim mikotoksinom;
okratoksinom A (OTA). Méusobno djeluju aditivno te se smatra da su oba toksina
povezana sa nastankom bubreZne bolesti u ljudiamezbalkanska endemska nefropatija ili
endemska nefropatija. Endemsko p@grye Bugarska. Na tom podiu su zabiljezene puno
vece koncentracije CTN u kukuruzu i grahu. Osim Buges€£N je zabiljezena i ha podju
Hrvatske (okolica Slavonskog Broda), Srbije, Boshercegovine te Rumunjsk®(kanovt

i Radovanow, 2003). Bolest napreduje sporo; kroz 10 do 20irgndglavnom zavrSava
letalno, a na tom podiju je zabiljeZena kod 0,5 do 4,4 % stanovniStvadyic i sur., 1992).
Glavne karakteristike endemske nefropatije su ofema geografska podfja gdje je
zastupljena poljoprivredna proizvodnja, visoka smst zbog uremije i visokacestalost
tumora urinarnog trakta.

Endemska (balkanska) nefropatija je ktorai tubulo-intesticijska bolest nepoznate etiologije
Za bolest su karakterigtii fibroza renalnog korteksa, nekroza tubularnoge&pi tumori

silaznog urinarnog trakta (uretra i zdjelica).

Mikotoksini se smatraju jednim od uzroka bolest. j& teorija temeljena na analogiji izdue
lezija na bubrezima svinja uzrokovanih OTA u skaasiskim zemljama i lezijama na
ljudskim stanicama bubrega osoba oboljelih od ersttenmefropatije. lako se kod pacijenata
sa kronténim bubreZnim bolestima diljem svijeta u krvi kao hrani koju konzumiraju mogu

pron&i niske koncentracije OTA, smatra se da su pacifEendeminom podrgju izloZeni
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kolicinama OTA kojecesto znatno nadilaze kdilne OTA u hrani na ne-endetnom
podriEju. OTA se vrlo dugo zadrzava u organizmu; vrijep@uzivota u plazmi nakon
jednokratne oralne doze iznosi 35 dana. U entleomh podrdju hrana nije kontaminirana
samo OTA vé i drugim mikotoksinima. Klimatski uvjeti pogodnusza razvoj citrinina i
fumonizina B koji su karakterizirani kao nefrotoksii i potencijalni kancerogeni za ljude
(Peraica i sur., 2008).

Takader, kao mogéi uzroci ove bolesti spominju se i drugi okoliSakfori kao Sto su teski
metali i minerali, bakterijepthemoliticki streptokok, E. coli, Leptospira), virusi, orgées
kompnente iz ugljen®liocene ligniteste aristoléna kiselina (Pepeljnjak i SegvKlarié,
2010).

Smatra se da organski toksiniRdocene lignitezagauju vodu na ender@mim podrujima i
da su stanovnici dugotno izloZeni tim toksinima.

Aristolicna kiselina (aristolochic acid) je derivat nitnodamtrena, a moze se pronal
stabljici i sjemenkamaristolochiavrste koje rastu na podijima uz rijeke (poplavljenim
podujima) pa tako i uz Dunav koji ¢e endeminim podri&jem. Obzirom da su to podija
plodnih ravnica na kojima se uzgaja pSenica i drzitgrice, sjemenke ove biljke mogu se

prilikom Zetve pomijeSati sa pSenicom i kasnijea# u kruhu (Stefanovii sur., 2015).
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1.5. Mehanizam toksknog djelovanja citrinina

Mehanizam toksnosti nije u potpunosti razjasnjen, mo vitro studijama prikazano je
nekoliko mogudih rjeSenja; oksidativno ostenje DNA, inhibicija sinteze proteina,
oksidativni stres, oStenje mitohondrija, porenéaj u procesu mitoze, aktivacija spediiih
signalnih puteva (MAPK), poremaj homeostaze kalcija (EFSA,2012).

CTN utjeee na permeabilnost mitohondrija, protok kalcijapudttanje citokroma c sa
mitohondrija te na inhibiciju sinteze makromolekdta dovodi do statie smrti (Da Lozo i
sur.,1998; Chagas i sur.,1992; Yu i sur.,2006).

CTN potie, inducira kromosomske aberacije u V79-E stanicam#&joj koStanoj srzi, dok
ne pokazuje mutagenost u Amesovom testu (Bouslisur.,2008; Thust i Kneist, 1979;
Wirgler i sur.,1991).

Ispitivanje mehanizma toksiog winka CTN provedeno je na stanicama bubrega mladih
hrcaka. U@eno je da su stanice bubrega koje sdenaduzene i spljoStene, postale okrugle i
otetene te da CTN u koncentracijama 0.1, 0.5 i 1.0 nakbn 10 sati uzrokuje zéane

promjene na mitohondrijima te stanu smrt (Chagas i sur., 1994).

U istraZivanju provedenom na epitelnim stanicamaréga svinje (PK15) péana je
povezanost utjecaja kalcija na apoptozu i nekraakovanu OTA (61 10 uM) i CTN (30 i
50 uM) samostalno ili u kombinaciji. Kad su prinrmjeni zajedno, pokazan je aditivan
citotoksini ucinak. OTA i CTN ovisno o dozi, uzrokuju pasamnje citosolne razine kalcija,
ali njihova zajedrika primjena ne dovodi do dodatnog péaeja razine kalcija.
Zastupljenost apoptoze i nekroze jéav@akon 24 h od primjene nego nakon 12 h od
primjene. Istovremena izlozenost stanica kelat@laija BAPTA-AM zn&ajno reducira
CTN te CTN i OTA induciranu apoptozu. Porefaghomeostaze kalcija uzrokovane CTN i
OTA igra zn&ajnu ulogu u procesu propadanja stanica, genatodsii i smrti stanice.
Poznato je da porast kalcija u citoplazmi dovodpdeeanog ulaska kalcija u mitohondrije
Sto onda izaziva otpustanje citokroma c i indukegpoptoze.

Izlozenost ovim mikotoksinima preko kontaminirarm@arke, povéava westalost apoptoze i
vodi ka nastajanju stanica otpornih na apoptozwe s mogu transformirati u tumorske

stanice (SegtiKlarié i sur., 2012).

Kao mogy osnovni mehanizam individualnog ili kombiniranaksicnog djelovanja CTN i
OTA je oksidacijski stres. Ispitivanja su taler provedena na PK15 stanicama.
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Samostalno primijenjen CTN pasava razinu i oksidiranog (GSSG) i reduciranog (GSG)
glutationa ( najzn&jnijeg antioksidansa u organizmu) nakon 24 satardjene.

Omjer GSH/GSSG je smanjen u¢ue jednostrukih ili dvostrukih izlaganja mikotoksma
Sto ukazuje na prisustvo oksidativnhog stresa. Qwmnglutation, pokazalo se da CTN i OTA
imaju winak i na proteine toplinskog stresa, tj, Hsp pragheat shock proteingkoji imaju
ulogu u pravilnom namatanju proteina i odrzavanjabinosti proteinske konformacije.
Samostalno primijenjen OTA izaziva zi@gno smanjenje ekspresije Hsp70 i Hsp27 dok CTN
stimulira ekspresiju Hsp proteina.

Kad se OTA i CTN primjenjuju u kombinaciji, rasté&spresija Hsp proteina i to puno
zn&ajnije nego samo primjenom CTN.

Izlozenost CTN i OTA zn&jno smanjuje koncentraciju ukupnih tiola u stanici

Znxajne promjene u redoks statusu stanice (glutatiofi) i protektivnim mehanizmina
(Hsp proteini) ukazuju na moge mehanizme tok&nog djelovanja CTN i OTA

(Segvi Klari¢ i sur., 2014).

Kao mogui mehanizam tokgnog Wwinka, razmatran je ujecaj mikotoksina (OTA i CTN n
signalne puteve u stanici, tj. na aktivaciju mitogen aktiviranih protein kinaza (MAPKS).
Signalni put MAP-kinaze je kaskada evolucijskuwanih protein-kinaza koje imaju kijou
ulogu u prijenosu signala u svim eukariotskim stama. U tu skupinu ubrajaju se ERK
(extracellular signal-regulated kinage JNK (C-jun N-terminal kinasel p38 kinaza.

ERK se aktivira u odgovoru nambenike rasta i diferencijacije dok se JNKs i @@8&iviraju
kao odgovor na upalne citokine i stamistres. lako ERKs, JNKs i p38 mogu djelovatirstet

I protektivno, u veéini slucajeva ERKs su povezane sa staimn prezivljavanjem dok su

JNKSs i p38 povezane sa apoptozom i mogu biti aktng oksidativnim stresom.
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Slika 5. Putevi aktivacije MAP kinaze u stanicansagaca
(Cooper, 2010)

Na PK15 stanicama ispitivana je aktivacija i ekspaemitogenom aktivirane proteinske
kinaze (MAPKs) Western blot analizom.

Obzirom na to jesu li stanice bile tretirane samanjm mikotoksinom ili oba mikotoksina
(CTN i OTA), kinaze su raalito aktivirane. Samostalna primjena CTN ili OTAnstilira
prolaznu ERK i odgda JNK aktivaciju. MAP kinaze se aktiviraju samo &adu oba
specifcna treoninska (Thr) i tirozinska (Tyr) ostatka wukturi kinaze fosforiliana. U
prisutnosti mikotoksina, poreréena je ravnoteza izrde fosforilacijskin kinaza i
defosforilacijskih fosfataza.

Kad su mikotoksini primjenjeni zajedno dovode dacamnog smanjenja ERK aktivacije.
Primjenom speci@inih inhibitora MAP kinaza pri istovremenom izlaganjstanica
mikotoksinima, vidljiv je porast stafnog prezivljavanja.

Istrazivanja su pokazala da CTN moZe aktivirati JNtako dovesti do apoptdtie smrti
stanice (Rumora i sur., 2014).

Dodatno, antioksidansom resveratrolom inhibirartainonom inducirana JNK aktivnost i
potisnut gubitak potencijala mitohondrijske memiegra@TT; mitochondrial membrane
potentia), ukazuju na povezanost oksidativhog stresaingiwm inducirane apoptoze (Chen
i Chan, 2009).
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1.6. Crvenariza

Crvena riza je fermentacijski produkt obe rize Qryza sativai gljivice iz rodaMonascus
koja raste na rizi.

Fermentacijom rize uz pordoMonascusvrste (M. ruber, M. purpureus, M. pilosus,
M.floridanug nastaje crveni pigment, a taley i potencijalno farmakoloski aktivne tj.

toksicne sastavnice kao Sto su monakolini, monankamnkalaktoni i citrinin.

Vrsta Monascus purpureusprodukti fermentacije se u istam zemljama koriste kao bojila
za hranu, pojavaci okusa (arome), konzervansi za meso i vino te nodrej medicini za
probleme probave i cirkulacije krvi.

Danas je zn&jna njihova primjena u dodacima prehrani zbogewposobnosti smanjenja
razine kolesterola u krvi, regulacije krvnog tlakentioksidativnih sposobnosti.

Slika 6. llustracija crvene rize

(preuzeto sa https://www.mskcc.org/cancer-caregnatéere-medicine/herbs/red-yeast-rice)

Ovisno o procesu fermentacije, glavni sastojci seveze su ugljikohidrati (25-73%), proteini
(14-31%), voda (2-7%) i masne kiseline (1-5%). Hojn fermentacije mogu nastati i brojni
sekundarni produkti metabolizma; r&#ii pigmenti, farmakoloski aktivne tvari kao Sto su
monakolin (inhibitor HMG—COoA reduktaze), monakaiimhibitor monoamin oksidaze),
mikotoksin citrinin i druge uglavnhom neobojene tvar

Pigmenti koji nastaju fermentacijoddonascusvrste mogu se ®Bai vezani na proteine,
peptide ili aminokiseline. Fermentacijom tako nastaju i druge tvari kao Sto su steroli (beta-
sitosterol, kampesterol, stigmasterol, sapogenigflavonoidi i mononezaéene masne

kiseline.
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Slika 7. Osnovni pigmeniMlonascus purpureus
(SKLM, 2013)

Sadrzaj pigmenata u crvenoj rizi ovisi 0 uvjetimiajima se kultura vrsteMonascusnalazi
kao Sto su vlaznost, pH okoline, prisutnosti hrahjtvari, zastenosti okoline kisikom.

Kao aktivha tvar u preparatima crvene rize je mofiakK koji je po svojim svojstvima
identican lovastatinu (registriranom lijeku). Statini régaju, tj.smanjuju razinu kolestrola
inhibiraju¢i  djelovanje hidroksimetilglutaril-koenzim A (HMGoA) reduktaze.
Istrazivanjima je dokazano da monakolin K (lovasdaiz crvene rize pozitivno uije na

smanjenje LDL kolesterola u dozi od 10 mg dnevno.
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1.6.1. FarmakolosSki &inak crvene rize

Ucinak crvene rize je pra@avan kroz nekoliko klirgkih studija sa raztitim komercijalnim
pripravcima crvene rize. Dnevna doza crvene riimjpnjivane u ovim studijama kretala se u
rasponu od 1,2 do 4,8 g crvene riZze Sto odgova@oral monakolina K od 7,2 mg do 12,8
mg. Zabiljezeno je smanjenje LDL kolesterola do 386 i smanjenje ukupnog kolesterola
do 23%. U jednoj studiji je zabiljezeno da crveiza primijenjena dva puta dnevno u dozi od
2,4 g (2 x 2400 mg dnevno) im&ioak jednak pravastatinu primijenjenom 2 puta dimeun
dozi od 20 mg (2 x 20 mg dnevno). Dodatno, dokazgnala smanjuje mortalitet kod
pacijenata sa koronarnom¢anom bolesti kao i kod pacijenata sa preboljenifarktom
miokarda (SKLM, 2013).

Primjena crvene rize, tj. monakolina K zajedno aleos grejpa ili nekim drugim lijekovima
moze dovesti do z&ajnih interakcija sa Stetnim posljedicama na zgegvacijenta.

Poznato je da se monakolin K (lovastatin) metalraliputem jetrenog CYP 3A4 enzima, a
sok grejpa djeluje kao inhibitor istog enzima.

Kao posljedica takve inhibicije, monakolon K ne ppyje svoj terapijskidinak buddi da se
ne moze prevesti u aktivnhu formu, a dodatno se pigku organizmu Sto dovodi do mialgije,
miopatije, a posljedno i do rabdomiolize.

Miopatija se ¢ituje kao mistna bol ili slabost miga, a povezana je sa znatnim porastom
kreatin kinaze .

Rabdomioliza je rijetka, a mozZe biti gema akuthom bubreznom insuficijencijom zbog

mioglobinurije.

Neki od lijekova koji mogu stupati u interakcije saonakolinom K su fibrati, niacin,
amiodaron, cikolosporini, verapamil, itrakonazolgetdkonazol, makrolidni antibiotici

(eritromicin, azitromicin), inhibitori HIV proteazedrugi.

Zabiljezene su i neke alergijske reakcije koje syavile nakon kontakta sa crvenom rizom,
uglavnom prilikom proizvodnje vegeterijanskih koiloas gdje crvena ruza sluzi kao
konzervans, bojilo ili pojiva¢ okusa.

Do izlozenosti je doSlo preko respiratornog sustapeeko koze, a zabiljezeni su &ijevi

rinitisa, konjuktivitisa, astme te koznih ekcema.
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lako monakolin K (lovastatin) iz crvene rize opamadjelovanje statina registriranih kao
lijekovi za lijecenje dislipidemije, ne moze se koristiti kao njihozamjena jer joS uvijek

nema dovoljno podataka o dug®énan wincima.

Zakljuéno, hipolipemiki u¢inak crvene rize zasniva se na djelovanju mona&diemo i drugih
prisutnih spojeva kao Sto su steroli i izoflavonoid

Prema klinékim studijama, 10 mg monakolina prisutnih u dnevaozgi crvene fermentirane
rize koja iznosi 2,4 g ima istiéinak kao i lovastatin u dozi od 10 do 40 mg.

Kao dodatak prehrani, namjenjena je pacijentimakaih je prisutan blagi poreniaj lipida

u krvi kojima joS nije potrebna terapija lijekovinfailjane vrijednosti pokuSavaju se pdésti
reduciranom prehranom i fidiom aktivnosgu).

Takader, namijenjena je pacijentima kod kojih postojolerancija na statine (Mornar i sur.,
2012).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Crvena riza je od davnina poznata kao sastavnaziiske kuhinje jer se koristila kao bojilo
hrane, z&n, konzervans za meso i ribu, a svoje mjesto ima tradicionalnoj kineskoj
medicini.

Posljednjih desetlja na Zapadu je prepoznata i koristi se kao dodptekrani koji ima
ucinak na smanjenje povisenog udjela kolesterolavu kr

Crvena riza nastaje kao produkt fermentacij€mbi(bijele) rize uz gljivice Monascus vrste.
Fermentacijom nastaju spojevi (monakolini) koji jmé&erapijski &inak, a ovisno o uvjetima
u kojima se postupak fermantacije odvija te o wy§ivice moze nastati i nezeljeni produkt -
citrinin.

Citrinin je mikotoksin sa dokazanim nefrotoksim i hepatotoksim uc¢inkom i stoga

predstavlja on&Séenje u dodacima prehrani sa crvenom rizom.

Cilj ovog diplomskog rada bio je pregledati dostupliteraturu, tj. znanstvene radove u
kojima je istrazivana zastupljenost citrinina u lemijalno dostupnim dodacima prehrane sa
crvenom rizom te raspraviti mogjustetni &inak primjene takvih pripravaka na zdravlje ljudi

ukoliko koncentacija citrinina nije unutar dozvaije granica.
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3. MATERIJALI | METODE

U izradi ovog teorijskog diplomskog rada koriStesu razléiti preglednici znanstvene
literature kao Sto su baze podataka — PubMed, &sldrect, EBSCO, udzbenici
Mikotoksikoze i Pharmaceutical analysis te Farma&fap Farmakoterapijski pritmik, zatim

mrezne stranice sa srodnom tematikom, te pravibigavljeni u sluzbenim glasilima. Vise
od 90% ovog diplomskog rada bazirano je na radoviohgavljenim u znanstvenim
casopisima. Metode rada bile su uglavnom pretrafgvan pomd kljuc¢nih rijeci vezanih za

odreieno potpoglavlje diplomskog rada.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Zn&ajna su istrazivanja u posljednje vrijeme usmjereaaprisutnost CTN u kolorantima
hrane koji se tradicionalno koriste i proizvode zijAfermentacijom rize uz pontgdMonascus
gljivica, poznatiji kao RMRred mould ricg, a koriste se i sinonimi poput red yeast rie€,
fermented rice, anka ili angkak, Beni-koji, Hong,®lung-chu.

Crvena riza je dodatak prehrani koji se koristi ldi®rnativna terapija za hiperlipidemiju.
Sadrzi 14 aktivnih komponenata (monakolina) k@jjetavaju sintezu kolesterola u jetri.
Zanimanje pacijenata za takve preparate zadngjogena u zn&jnom porastu. U SAD-u je u
razdoblju od 2005. do 2008. godine zabiljezen pganpstrebe za oko 80% (Childress i sur.,
2012). Preparat se smatrénkovitim i sigurnim jer su nuspojave (mijalgije)interakcije s
drugim lijekova ili hranom znatno manje nego kodnpene sintetskih statina. No, ovi
preparati registrirani su kao dodaci prehrani i kakvi ne podlijezu strogim ispitivanjima
kakvace, sigurnosti i djelotvornosti kojima moraju bitogvrgnuti lijekovi na recept | bez
recepta (OTCover the countgr

Poznato je da tijekom procesa proizvodnje, sirovamaene rize moZze biti oti&cena
mikotoksinom citrininom pa postoji vjerojatnost deeki dodaci prehrani sadrze ovaj
mikotoksin.

U ovom diplomskom radu pretrazivani su znanstvadowi¢iji su autori ispitivali prisutnost
citrinina u komercijalno dostupnim dodacima prelhgarsutnim na trzistu.

Radovi se uglavnom odnose na pdgElSAD-a i Kine.

Prije pregleda znanstvenih radova, navedena jensikoregulativa za preparate sa crvenom

rizom prema kojima su komentirani rezultati navedestrazivanja.

4.1. Zakonska regulativa

Preparati crvene rize na trziStu su regulirani #@@daci prehrani.

Komisija Europske unije (EC) je 6. oZujka 2014. ijeda regulativu (No 212/2014) kojom se
odreiuje najvisa dopustena kéiha CTN u dodacima prehrani koji sadrze crvenu rizu
dobivenu procesom fermentacije uz plijeskionascus purpureusPrema toj regulativi
maksimalna dopustena k&iha CTN u dodacima prehrani temeljenim na crvenojiznosi
2000 pg/kg (2 mg/kg) preparatatrazivanjima na Zivotinja je utdlena NOAEL vrijednost za
CTN 20 pg/kg tjelesne tezine dnevno (EFSA, 2012)epprema tome Znanstveni odbor za
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kontaminante u prehrambenom lancu (CONTAMnel on Contaminants in the Food CHain
pri Europskoj agenciji za sigurnost hrane (EF&Aropean Food Safety Authonitgdredila
razinu do koje se CTN ne smatra nefrotdksn za ljude. Uzimajéi u obzir odgovaraijti
faktor nesigurnosti u visini od 100 i NOAEL vrijedst, taj limit iznosi 0,2 pg/kg tjelesne
tezine dnevno. Maksimalna dopustena ok CTN u preparatima sa crvenom rizom koja
iznosi 2 mg/kg preparata, odema je kako bi se osiguralo da méguzlaganje CTN na taj
natin bude ispod praga nefrotoksosti.

U Kini je dozvoljena granica CTN u prehrambeninsipvodima sa crvenom rizogak 40

puta manja; 50 pg/kg preparata (Li i sur., 2012).

4.2. Prisutnost citrinina u dodacima prehrani

U istrazivanju koje su proveli Gordon i sur. (201§pitivano je 12 komercijalno dostupnih
dodataka prehrani koji sadrze prah crvene rizepd®ati su kupljeni u ljekarni ili u web
prodavonicama. Istrazivanjem se zeljela utvrdisytina koléina monakolina u pripravku kao
i moguwta prisutnost CTN. U svakoj ispitivanoj formulacgiadrzaj praha crvene rize (aktivne
tvari) deklariran je na 600 mg po kapsuli. Istrafija su provedena od kolovoza 2006. do
lipnja 2008. godine u New Yorku u neovisnom laborigi (ConsumerLab), a kao metoda
analize koriStena je reverzno-fazna HPLC metoda nssenospektroskopskom (MS)
detekcijom (HPLC-MS/MS) . U 4 proizvoda zabiljezef@a prisutnost CTN. Tijekom
izvodenja analiza, proizvodi su obiljezeni Siframa (s#lo®) pa je tako u proizvodu F
pronaten povéani udio CTN; 18%ug po kapsuliCetiri od ukupno 12 ispitivanih proizvoda
kontaminirano je CTN u kapsuli. Na svakom od isgitih preparata navedena je
prepordena dnevna doza; 600 mg dva puta dnevno. Premaderwa, izréunat je
ocekivani dnevni unos CTN prisutnog kao 6i8éenje (rezultati su prikazani u Tablici 2.).
Dakle, istrazivanje je pokazalo da je CTN prisutagpednoj tréini ispitivanih proizvoda
(Gordon i sur., 2010). Prema ovom ispitivanju jeljo da u jednoj tréni ispitivanih
uzoraka kod kojih je CTN prodan, postoji velika razlika u njegovoj koncentracijakader,
ako se u obzir uzme odredba Europske komisije preoj@ preparati ne smiju sadrzavati
viSe od 2 ppm CTN, ovi preparati mogu se smat@tpcijalno opasnim za zdravlje.

Ako se promatra preparat F, kod kojeg je ptdmma najvéa koncentracija CTN, dnevnom
dozom se u organizam unese 228,3 pg CTN. Takorastadosoba od 70 kg dnevno unijela
3,26 pg/ kg CTN Sto zeajno prelazi prag nefrotoksiosti za ljude (0,2 pg/kg tjelesne

tezine).
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Tablica 2. Sadrzaj CTN u ispitivanim preparatinpeatpostavljeni dnevni unos (priladgno
iz reference Gordon i sur., 2010)

Kapsula Citrinin Citrinin
crvene rize (ng/kapsula) | (pug/dnevno)
(600 mg)

A

B = = =

G - " -

D 24 14,3 28,5
E - - -

F 189 114,2 228,3
G z = z

H _ g -

I 75,5 57,5 115,1
J = - =

K 119 70,4 140,9
[ - - -

U istrazivanju koje su proveli Heber i sur. (200dgvet razlitih komercijalno dostupnih
dodataka prehrani koji sadrZze crvenu rizu su ainaliz kako bi se odredio sadrzaj
monakolina i CTN. Cilj ovog istrazivanja bio je wuthti mogu li se rezultati klirgkih
ispitivanja provedenih sa jednim (ili nekoliko) pegata crvene rize koji pokazuju povoljan
ucinak crvene rize na smanjivanje razine kolestemgdgmeralno primjenjivati za sve preparate
sa crvenom rizom na trziStu. CTN je mjeren enzimskhunokemijskim metodama, a
granica detekcije iznosila je 15 pg/g. Sedam ospftivanih uzoraka bilo je kontaminirano s
CTN.
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Tablica 3. Sadrzaj CTN u ispitivanim kapsulamal§gadeno iz reference Heber i sur., 2001)

Preparat sa Citrinin (pug/kapsula)
crvenom rizom

A 4,87
2,22
6,06
3,23
11,82
0,47
64,7
| =

I O m ' m O i o

Autori ovog istrazivanja zakljtuju da se rezultati klikkih ispitivanja ne mogu generalizirati
obzirom da je dokazano da svaki preparat ne s&drzidio kao ni isti profil monakolina, a u
viSe od 70% pripravaka prisutan je CEN se udio zndajno razlikuje od jednog do drugog
preparata. lako u ovom radu nije navedena masadipej@ih kapsula niti preporiena
dnevna doza, za usporedbu mozZzemo pretpostavié daesyno uzimaju 2 kapsule.

Prema tome bi dva ispitivana preparata (F i H) gmiéd prag nefrotok&nosti (0,2 pg/kg
tielesne tezine) ako pretpostavimo da je pacijemisla osoba od 70 kg.

U istrazivanju koje su proveli Chen i Hu (2005) gfavani su raztiti sojevi Monascus
gljivica koji se koriste za dobivanje crvene rizeyzorci su uzeti sa crvene rize komercijalno
dostupne u Kini. lako je crvena riza stdljpa u Aziji smatrana kao siguran lijek i
prehrambena namirnica, spoznaje o ntogiontaminaciji nefrotokgnim CTN bude sumnju
u sigurnost primjene crvene rize. U Japanu je ma&dsia dozvoljena koncentracija CTN u
crvenoj rizi 200 ng/g (0,2 mg/kg) dok u Europskwjiji taj limit iznosi 2000 pg/kg (2
mg/kg).

Kako bi se izbjegla kontaminacija crvene rize CTiNkako bi se koncentracije CTN odrzala
niskim, potrebno je prora sojeve Monascusvrste koje ne proizvode CTN ili ga pak
proizvode u vrlo malim kotinama.

Stoga je ispitivan mutirani soj M12-69 koji pod mkfanim uvjetima fermentacije proizvodi
0,13 ng/g CTNcime je pokazano da je ovaj soj pogodan za fernamérrize jer proizvodi
mali udio CTN, a velik udio monakolina (Chen i HAQ05).
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Tablica 4. Udio CTN kojeg proizvodi odteni soj gljivice (prilagdeno iz reference Chen i

Hu, 2005)
gljivice

M01 >1000
MO02 <40
MO06 <40
MO07 400
MO8 >1000
M10 >1000
M12 <40
M15 360
M16 800
M17 540
M22 540
M24 40
M25 80
M29 >1000

U istrazivanju kojeg su proveli Li i sur. (2010pi8vano je 109 uzoraka koji su se 2008. i
2009. mogli komercijalno nabaviti u Kini. Uzorci gwdijeljeni u 5 kategorija; crvena riza
koriStena kao zan (11 uzoraka), crvena riza koriStena u medicinskehe (19 uzoraka),
crvena riza koriStena kao funkcionalna hrana kl{{29 uzoraka), biljni pripravci koriSteni u
tradicionalnoj kineskoj medicini; korijen i podangd6 uzoraka), gotovi (zagéni) proizvodi
kineske medicine na bazi crvene rize (4 uzorka)ortizsu analizirani imunoafinitetnom
tehnikom te kvantificirani HPLC-FD metodom, a uzdtod kojih je dokazan CTN dodatno
su analizirani LC-MS metodom. CTN je dokazan u 3arku (28%) u rasponu koncentracija
od 16,6 do 5253 pg/kg.

U Kini je dozvoljena granica CTN u prehrambenimipvodima sa crvenom rizom 50 pg/kg
(Liisur.,2010).
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Tablica 5. Rezultati ispitivanja 109 uzoraka crveiie (prilag@eno iz reference Li i sur.,

Broj Konc. CTN | Postotak (%)
uzoraka (ng/kg)

2012)

8/11 127-4960

RMM 19 19/19 18,2-5253 100
RFMP 29 4/29 16,6-62,5 14
TCMP 46 0/46 - -
TCPP 4 0/4 - -
Ukupno 109 31/109 16,6-5253 28

RFA (red yeast rice food additivesrvena riza koriStena kaoda

RMM (red yeast rice medicinal materidjsrvena riza koriStena u medicinske svrhe

RFMP (ed yeast rice functional food and medicine prodyctvena riza koriStena kao
funkcionalna hrana i lijek

TCMP ( traditional Chinese medicinal plantbiljni materijali koriSteni u tradicionalnoj
kineskoj medicini

TCPP (traditional Chinese medicine patent prescriptipngotovi proizvodi sa crvenom

rizom u tradicionalnoj kineskoj medicini

Prema ovom istrazivanju je vidljivo da su prepamtsutni na kineskom trziStu poptifio

kontaminirani CTN. U nekim uzorcima je koncentraciCTN ¢ak 100 puta w&a od

dozvoljene granice (50 pg/kg).

lako CTN nije pronden u preparatima koriStenim u tradicionalnoj kir@skedicini, veoma

je zastupljen u prehrambenim proizvodima Sirokerpeme i predstavlja rizik za zdravlje.

Americka agencija za hranu i lijekove, FD&dod and Drug Administratign2007. godine
izdala je pravilnik u okviru dobre proiziatke prakse za dodatke prehra@iurent Good
Manufacturing Practick prema kojem se od proizdaia dodataka prehrani zahtjeva da
tijekom proizvodnog postupka osiguraju izvrsnasgurnost proizvoda.

Prema tome bi proizvai dodataka prehrani koji sadrze crvenu rizu trelosligurati da
preparat nije on@s¢en CTN. Spomenuti pravilnik proizdecima je samo preporuka, no ne i
zakonska obaveza. FDA ne provjerava niti posjethff@macije o tome koliko proizutaca

analizira sirovinu crvenu rize na prisustvo CTN. &taerEkom trziStu dostupni su proizvodi
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na kojima je navedeno da je proizvod analiziram IGI'N nije prisutan, a postoji i oni kod
kojih nema takvih informacija (Childress i sur.,13). Dodaci prehrane sa crvenom rizom

prisutni na hrvatskom trziStu ne sadrZze informagijspitivanju proizvoda na prisutnost CTN.
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Slika 8. Preparati dostupni na antgdm trzistu

Halbert i sur. (2008) proveli su Klitko ispitivanje kako bi usporedili¢inak crvene rize i
statina, a u pripravku koji su koristili CTN je hpwisutan u malim kofinama. Kod pacijenata
kod kojih je zabiljeZzena mijalgija uzrokovana stata tijekom primjene terapije, velika je
vjerojatnost date se simptomi vratiti kod zamjene statina za nekgil primjerice zamjene
simvastatina za atorvastatin. Mnogi pacijenti s#&ol@rancijom na statine, skloni su
alternativnoj terapiji esto se odkuju za preparate crvene rize jer su istraZivanjeapala
da pacijenti koji u anamnezi imaju SAMtétin-associated myalgiapodnose takve prepate
bez povrata simptoma. U ovoj studiji uspbvan je w&inak preparata crvene rize i
pravastatina na pojavu mijalgije kod pacijenaté&ssd/. Ispitivanje je provedeno od sijga
do rujna 2008. godine u SAD-u (Philadelphia). 2ditiganik je dobivao crvenu rizu, a 22
ispitanika pravastatin (40 mg dnevno), a téosu se tijekom 12 tjedana morali pridrzavati
smjernica o prehrani, zivotnim navikama, aktivnostii slcno. Svakodnevno su ispitanici

biljezili osje¢aju ju li bol u mis¢ima i u kojem rasponu (na skali od 0 do 10) ilngeosjéaju.
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Sudionici ispitivanja (21 osoba) su dnevno dobiv&800 mg crvene rize dnevnéetiri
kapsule od 600 mg dva puta dnevno.

Jedna kapsula sadrzavala je 600 mg praha crveeeKapsule su prethodno analizirane i
utvrdeno je da je CTN prisutan u koncentraciji < 10 ppmy/kg ili pg/g). Ispitivanje je
trajalo 12 tjedana. lako CTN nije posebno ispitivavo klinicko ispitivanje je zanimljivo za
teoretsku procjenu rizika toksiosti jer je analizom kapsula koje su koriStenedeno da je
CTN prisutan u koncentraciji < 10 ppm {t@ vrijednost nije poznata) (Halbert i sur., 2010).
Obzirom da se dnevno uzima 8 kapsula od 600 mg0(48@), a da je u svakoj kapsuli
zabiliezana koncentracija CTN, tijekom duzeg vrememzimanja pripravka, postoji
vjerojatnost Stetnogcinka na zdravlje. U Maleziji (2010) je napravljesaaliza komercijalno
dostupne crvene rize kako bi se utvrdila zastuphérgljivica i mikotoksina u njima. 50
uzoraka je uzeto u analizu koja je pokazala da ssvib 50 uzoraka (100%) prisutne
Monascus gljivice. Takater, CTN je bio je zastuplien u svim uzorcima u @Bp
koncentracija od 0.23 do 20.65 mg/kg Sto prelazvdbene limite za CTN propisane u
Maleziji i u Europi. Osim CTN, u svim uzorcima peden je OTA (0,23 - 2,48 ng/kg), a
aflatoksin je pronden u 92 % uzoraka (0,61-77,33 ug/kg).

CTN je pronden u svih 50 uzoraka. U 38 uzoraka (76%) konceljar&TN bila je unutar
dozvoljenih 5 pug/kg (ppb), (Samsudin i Abdullah13Q
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Citrinin (mgkg-* / ppm)

Graf 1. Zastupljenost CTN u ispitivanim uzorcimailggodeno iz reference Samsudin i
Abdullah, 2013)
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U svim uzorcima zabiljeZena je kdlia gljivica u rasponu od 1,4 x 460 2,1 x 18 CFU/g.

koja nadilazi malezijskim propisima dopustenu &oli od 5 x 16 CFU/g, a takder i
propisima ICMSF Ipternational Commission for Microbiological Specdtion of Foody
prema kojima se dopustena Kkatia gljivica krete u rasponu od £@lo 16. Na mjestima gdje
su uzorci kupljeni, uvjettuvanja crvene rize su ragli; neki su posebno pakirani, neki su
otvorenim spremnicima, skladiSte se u klimatizinanii neklimatiziranim prostorima i siho
pa se moze zaklfiti da i uvjeti skladiStenja proizvoda ufje na prisutnost gljivica u samom
proizvodu. Prema nekim podacima, jedna osoba ujetedno prosjéno kupi izmeu 0,2 i
0,5 kg crvene rize. Ako se pretpostavi da osobazkarra 0,2 kg crvene rize, postoji
vjerojatnost date putem crvene rize u organizam unijeti 4 mg/kg CSitl je daleko iznad
dozvoljenih granica. Na podfju Selangora zivi oko 5,5 milijjuna ljudi, a oko 28 ¢ine
malezijski Kinezi koji vjeruju tradicionalnoj kinkej medicini i svakodnevno koriste crvenu
rizu u svojoj prehrani pa je vazno da znaju kakveizvode konzumiraju. Prema ovom
istrazivanju moze se zakditi da prisutnost velikog broja gljivica kao i mitaksina u crvenoj
rizi predstavlja potencijalnu opasnost za zdraviejeka te da je potrebna kontrola ovih
ongis¢enja u namirnicama za ljudsku prehranu (Samsudihdullah, 2013). U Njemoj
(2011) je provedeno ispitivanja preparata sa crremizom koji su se mogli nabaviti u
Internet trgovinama na njereom jeziku. Prondeno je 5 proizvoda koji su sadrzavali crvenu
rizu u kapsulama. KoriStena je NMR metoda sa gmanidetekcije od 25 pug po kapsuli pa

CTN nije zabiljezen, tj. metoda nije bila dovoljosjetljiva (Lachenmeier i sur., 2012).
4.3. Prisutnost citrinina u hrani

CTN se takder moZe nalaziti u nekim namirnicama za ljudskihpaeu kao Sto su Zitarice
(kukuruz, pSenica), grah, kikiriki, sir ili vino, &sto je prisutan zajedno s nekim drugim
mikotoksinima, najeXe OTA. Oba mikotoksina prvenstveno su klasificirakao
nefrotokséni spojevi, a kad se primjenjuju zajedno djelujmesgisttki, a smatraju se
uzracnicima balkanske nefropatije.

Prema IARC, OTA je svrstan u skupinu 2B (mégkancerogeno djelovanje za ljude), dok je
CTN svrstan u skupinu 3 kancerogenih tvari (dokaz&ancerogeno djelovanje na
Zivotinjama, ali ne na ljudima).

Na PK15 stanicama koje su tretirane niskim koneeiama OTA i CTN, u¢en je

sinergistéki u¢inak na apoptozu te aditivni genotaksiucinak (Segv Klari¢ i sur., 2008).
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Zastupljenost mikotoksina u hrani ovisi 0 geografakpoloZaju s kojeg ta hrana pdge
budwi da rast plijesni koje proizvode mikotoksine ovesiklimatskim uvjetima. Tako je
potencijalna opashost za zdravljecaeu podrdjima gdje je véa zastupljenost pojedinih
mikotoksina.

U Bugarskoj (1999) je analizom uzoraka Zitaricadgna kontaminacija CTN i OTA, a OTA
je bio viSe zastupljen. Pog@na izlozenost ovim mikotoksinima putem hrane paieina je i
na podrdju Srbije (Segu Klari¢, 2012). Takder, OTA moZe biti kontaminirana hrana za
Zivotinje (svinje, perad) pa se ovaj mikotoksirofalosobito u bubrezima i jetri Zivotinje, a u
manjoj mjeri u midima i masnom tkivu (Sinovec i Resanovic, 2005).

Ljudi koji se hrane mesom ovih zivotinja indirektso izlozeni Stetnomdinku OTA.

U Hrvatskoj je prema Pravilniku o napa dopusStenoj kotini kontaminanata u hrani,
propisana maksimalna dozvoljena koncentracija OBAneprerdene Zzitarice (5 pg/kg),
proizvode dobivene iz nepréenih Zitarica (3 pg/kg), przena i mljevena zrnaekéy pug/kg),
vino i sokove od grafa (2 pg/kg), hranu na bazi zitarica za doghi djecu te za posebne
medicinske svrhe (0,5 pg/kg).

Iz istrazivanja koje su proveli Li i sur. vidljive da je CTN na podiju Kine i drugih
azijskih zemalja izrazito zastupljen u namirnicagieke potroSnje. testalom primjenom
namirnica koje su potencijalno kontaminirane CTNtearizik Stetnog &inka na ljudsko
zdravlje, a obzirom da ne postoji zakonska odrdaidrole CTN rizik je time vé.

Prema tome se moze zaKiji da osobe koje Zive na podija pove&ane vjerojatnosti
kontaminacije hrane mikotoksinima (CTN i OTA), ariste pripravke crvene rize za koje ne
znaju jesu li on&@sc¢eni CTN, pripadaju “rizinoj” skupini pacijenata.

Dugorani unos CTN putem hrane, a osobito ako je hranaatthodkontaminirana OTA,
predstavlja mogti rizik za oStéenje bubrega ili razvoj karcinoma bubrega.

Preparati crvene rize mogu doprinijeti tome aka sgima nalazi CTN u w@m koli¢cinama, a
prema spomenutim istrazivanjima je vidljivo da ndistu postoje preparati u kojima
koncentracija CTN nije zanemariva. Raili komercijalno dostupni preparati sa crvenom
rizom su razltitog sastava, kako aktivne tvari (monakolina K)aakiezeljenog on#senja-
mikotoksina citrinina.

Prema ispitivanjima provedenim na zivotinjama, CjENookazao prvenstveno nefrotaksa
svojstva, a prema IARC uvrSten je u kategorijuaBderogenih tvari. Kaline CTN koje su
primjenjivane u ispitivanjima na zivotinjama su aghom puno vé& od koltina prondenih

u preparatima sa crvenom rizom ili u hrani, no dragjnim unosom, a posebno u kombinaciji

s drugim mikotoksinima (OTA) moze imati Stetafinak na zdravlje ljudi.
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Na ljudima nisu rdena istraZivanja poput onih na Zivotinjama, no ganse na umijeSanost
CTN u nastanak endemske nefropatije.

U podruijima koja su pogodna za rddbnascus/rste, CTN jeesto kao on@S¢enje prisutan
u Zitaricama, powiu, vatu i voénim sokovima pa je tako svakodnevna prehrana jedan
naina unosa ovog mikotoksina u organizam. OMonascus/rste, CTN moze proizvoditi i
Penicilliumvrsta. Poznati uztmik truljenja jabuka i proizvée¢ mikotoksina patulina,
Penicillium expansupproizvodi i CTN koji je tako na podéu Hrvatske pronden u 19%
ispitivanih jabuka (Pepeljnjak i sur., 2002). Tdkg Penicillium citrinumvrsta koja je
prisutna u gotovo svim klimatskim podjima moZze biti prisutna u hrani, a tege se nalazi

na zitaricama, oraSastim plodovima iuo

Prema brojim klintkim ispitivanjima, crvena riza pokazuje pozitivatinak na smanjenje
kolesterola u krvi uz mnogo manje nezeljenih rgakeego uslijed primjene sintetskih statina.

Pacijenti je smatraju sigurnim lijekom jer &esto misljenja da biljni pripravci nisu Stetni te
da ih se ne treba bojati za razliku od industrijdkekova. U sldaju crvene rize se pokazalo
da to nije tako jer zbog slabe zakonske regulgbestoji rizik od Stetnog dinka CTN na
zdravlje ljudi.

Preparati crvene rize na trziStu su registriraro kisdaci prehrani i ne podlijezu strogim
ispitivanjima kao Sto je to staj za lijekove. Prema CGMP-C(@rrent Good Manufacturing
Practice proizvaiati bi trebali voditi r&una da njihovi proizvodi ne sadrze CTN ili da ga
sadrZze unutar dozvoljenih granica, no nemaju i asako obavezu, a gotovi proizvodi ne
podlijezu kontroli CTN od strane nekih sluzbenim#olnih tijela. Na pakiranju proizvoda
nije nuzno navedeno da li je ispitivana prisut@$N u proizvodu pa pacijent ne moze znati,
tj. biti siguran da proizvod ne sadrzi CTN.

Za vjerovati je da se ozbiljni proizéeci pridrzavaju CGMP-a i ostalih propisa, nho potrebna
je ujedng&ena zakonska regulativa sa strozim kontrolama Bojanmxila sigurnost za ljudsko

zdravlje.
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5. ZAKLJU CAK

+ Preparati crvene rize prisutni na trziStu mogu n&iséeni nefrotoksinim
mikotoksinom citrininom. Istrazivanja provedena padriju SAD-a i Kine u
proteklih 5 - 10 godina pokazuju da su pacijentidustupni preparati koji sadrze

citrinin, a u nekim su prodane i znatnije kodine.

+ Registrirani kao dodaci prehrani, ovi preparati medlijezu strogim kontrolama
kakvace, sigurnosti i djelotvornosti  kroz koje morajuofir lijekovi, no postoje
smjernice koje na temelju provedenih ispitivanja B&otinjama preporéuju
dozvoljene kolkiine citrinina u dodacima prehrani ili u hrani. Qlozn na razliite
klimatske uvjete i zastupljenost mikotoksina, smige nisu jednake u cijelom svijetu,
a u nekim zemljama takve smjernice niti ne postoje.

Europska komisija i EFSA su 2014. godine donijekgutaciju prema kojoj
maksimalna dopustena ki&ha citrinina u dodacima prehrani sa crvenom rizom
dobivenom fermentacijom sa gljivicomlonascus purpureugnosi 2000 pg/kg. U
Kini je dozvoljena granica citrinina u prehramberamizvodima sa crvenom rizom
50 pg/kg.

4 Citrinin se moZe nalaziti i u Zitaricama &g acesto u kombinaciji s mikotoksinom
okratoksinom A s kojim djeluje sinergigiti pa je dugordnom primjenom
kontaminirane hrane pot@na vjerojatnost za razvoj nefrotoksikoze, odnosno

karcinoma bubrega.

+ Svi proizvaiati dodataka prehrani sa crvenom rizom trebali bpsdrzavati pravila
dobre proizvdace prakse (CGMP) i kontrolirati prvenstveno polazmimvine na

prisutnost citrinina.
+ Bolja zakonska regulativa dodataka prehrani u bodsti pruzila bi pacijentima

sigurnost u lijéenju hiperlipidemije crvenom rizom bez rizika nefksicnog winka

citrinina.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Mikotoksini su toksini proizvodi sekundarnog metabolizma nekih vrsteghi. Jedan je od
takvih toksénih produkata i citrinin (CTN). Proizvode ga rodd®enicillium, Aspergillusi
Monascusa moze se rau namirnicama biljnog podrijetla (pSenica, rifam, kukuruz) te
vocu, poviu i voénim sokovima. CTN je primarno nefroto&an, a moZze takier dovesti do
oStetenja jetre ili koStane srzi. IARC ga svrstava wegatiju 3 kancerogenih tvari.

U ovom je radu CTN promatran kao maéguon€iSéenje u dodacima prehrani s crvenom
rizom te su pretrazivani znanstveni radavji su autori ispitivali prisutnost CTN u
komercijalno dostupnim pripravcima crvene rize. €& riza nastaje procesom fermentacije
rize (Oryza sativa uz gljivice iz rodaMonascusU Aziji se tradicionalno koristi kao bojilo za
hranu i aromu te u narodnoj medicini za dgaje problema probave i cirkulacije krvi. U
suvremenoj je medicini prepoznata kao sredstvo egulaciju poviSenih vrijednosti
kolesterola u krvi budii da fermentacijom nastaje aktivna tvar - monakdfi. Brojne
klinicke studije potvrdile su djelotvornost crvene rizaewapiji hiperlipidemije. Méutim,
ukoliko se proces fermentacije ne odvija pod kdianim uvjetima, moze nastati CTN.
Istrazivanja provedena u proteklih 5 - 10 godin&kgzoju da su pacijentima dostupni
preparati koji sadrze CTN, a u nekim su pideree i koltine koje su znatno ¥e od onih koje
Su navedene u smjernicama, a propisane su najtespgtivanja provedenih na zivotinjskim
modelima. Smjernice su ragle za pojedine dijelove svijeta bududa zastupljenost
mikotoksina ovisi o klimatskim uvjetima. U ovom jadu prisutnost CTN u ispitivanim
uzorcima uspokiivana sa smjernicama koje vrijede na péfirieuropske unije.

Dodatno, CTN se zajedno s drugim mikotoksinimagugbm okratoksinom A) moze éia u
hrani (zitaricama i véu) pa je dugorénom primjenom kontaminirane hrane péaea
vjerojatnost za razvoj nefrotoksikoze, odnosno ikamma bubrega. Proizdaci ovih dodataka
prehrani trebali bi kontrolirati prisutnost CTN wlpznim sirovinama, a u buéosti bi
trebala postojati bolja zakonska regulativa za tadgprehrani kako bi se pacijentima
osigurala sigurnost u ligenju hiperlipidemije crvenom rizom bez rizika nefksicnog
ucinka CTN.
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Mycotoxins are toxic secondary metabolites produmgéungi. One of such toxic products is
citrinin (CTN). CTN is produced by severdlingal speciesbelonging to the genera
Penicillium, AspergillusandMonascusandcan be found in foods of plant origin (wheat, rice,
barley, maize), fruits and fruits juices. CTN isnpary nephrotoxic but also can cause liver
damage and bone marrow damage. IARC has clas§liiédin group 3 of carcinogens.

In this study, data on CTN as possible contamiméribod supplements with red yeast rice
and scientific papers with CTN occurrence in conuiadly available food supplements were
discussed. Red yeast rice is fermented produdt®fi®ryza sativa andMonascusspp.

In Asia it is traditionally used as food colorafigvour and in traditional Chinese medicine
for treating digestive problems and blood circalatiModern medicine uses red yeast rice for
regulation of elevated blood cholesterol levels mghe active substance- monacolin K is the
product of fermentation. Many clinical studies domed effectiveness of red yeast rice in
therapy of hyperlipidaemia. If fermentation processiot under controlled conditions, CTN
may occur as product. Studies conducted in the pds$t years show that the preparations
containing CTN are available to patients, and ia&opreparations amounts that are
considerably higher than the concentration in dinds (based on tests carried out on animal
models) were found. The guidelines are differemtdertain parts of the world because the
occurrence of mycotoxins depends on the climatrditmns.

In this study, the presence of CTN in the analysmdples was compared with the guidelines
that apply in the European Union. In addition, CTN-occur with other mycotoxins,
particularly ochratoxin A, which was confirmed imofds (grains and fruits).

Thus, the long-term exposure through contaminated fmay increase the possibility for
developing nephrotoxicoses or kidney cancer.

Manufacturers of these supplements should cortimptesence of CTN in raw material and
in the future there should be a better legal fraoréwor dietary supplements in order to
ensure the safety of patients in the treatmentypkeHipidaemia using red rice without any
risk of nephrotoxic effect of CTN.
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SAZETAK
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produkata i citrinin (CTN). Proizvode ga vrste izdova Penicillium Aspergillusi Monascus a moze se ta u
namirnicama biljnog podrijetla (pSenica, rizaigm, kukuruz) te véu, poviu i voénim sokovima. CTN je primarno
nefrotokstan, a moze takier dovesti do oStenja jetre ili koStane srzi. IARC ga svrstava wekatiju 3 kancerogenih
tvari. U ovom je radu CTN promatran kao méguone&is¢enje u dodacima prehrani s crvenom rizom te su
pretrazivani znanstveni rado#iji su autori ispitivali prisutnost CTN u komerdijep dostupnim pripravcima crvene
rize. Crvena riza nastaje procesom fermentacije f@ryza sativy uz gljivice iz rodaMonascus U Aziji se
tradicionalno koristi kao bojilo za hranu i aroneiu narodnoj medicini za li§enje problema probave i cirkulacije
krvi. U suvremenoj je medicini prepoznata kao shealga regulaciju poviSenih vrijednosti kolesteral&rvi budiéi

da fermentacijom nastaje aktivna tvar - monakgliBrojne klinicke studije potvrdile su djelotvornost crvene rize u
terapiji hiperlipidemije. Méutim, ukoliko se proces fermentacije ne odvija fodtroliranim uvjetima, moze nastati
CTN. Istrazivanja provedena u proteklih 5 - 10 gadbokazuju da su pacijentima dostupni preparditskoirze CTN,

a u nekim su promine i koltine koje su znatno ¥e od onih koje su navedene u smjernicama, a prpisa na
temelju ispitivanja provedenih na zZivotinjskim méd®&. Smjernice su raglite za pojedine dijelove svijeta butiula
zastupljenost mikotoksina ovisi o klimatskim uwea#. U ovom je radu prisutnost CTN u ispitivanim tcima
usporg@ivana sa smjernicama koje vrijede na pdfiruEuropske unije.Dodatno, CTN se zajedno s drugim
mikotoksinima (uglavnom okratoksinom A) mozec¢nau hrani (Zitaricama i véu) pa je dugorénom primjenom
kontaminirane hrane potana vjerojatnost za razvoj nefrotoksikoze, odnasmeinoma bubrega. Proizgati ovih
dodataka prehrani trebali bi kontrolirati prisuth@TN u polaznim sirovinama, a u bushosti bi trebala postojati
bolja zakonska regulativa za dodatke prehrani Kaikee pacijentima osigurala sigurnost udgeju hiperlipidemije
crvenom rizom bez rizika nefrotoksiog winka CTN.
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SUMMARY

Mycotoxins are toxic secondary metabolites produmgdungi. One of such toxic products is citrin@TN). CTN is
produced by severdlingal speciebelonging to the geneenicillium, AspergillusandMonascusandcan be found
in foods of plant origin (wheat, rice, barley, ngizfruits and fruits juices. CTN is primary neptaxic but also can
cause liver damage and bone marrow damage. IARClassified CTN in group 3 of carcinogens. In tisdy, data
on CTN as possible contaminant of food supplemeittsred yeast rice and scientific papers with Cdé¢urrence in
commercially available food supplements were diseds Red yeast rice is fermented product of i@e/£a sativa
and Monascusspp. In Asia it is traditionally used as food galat, flavour and in traditional Chinese medicioe f
treating digestive problems and blood circulatiModern medicine uses red yeast rice for regulatbrlevated
blood cholesterol levels whereas active substamoeracolin K is the product of fermentation. Maniidal studies
confirmed effectiveness of red yeast rice in thgrafphyperlipidaemia. If fermentation process is noder controlled
conditions, CTN may occur as product. Studies cotatlin the past 5-10 years show that the prejpastiontaining
CTN are available to patients, and in some prejparsamounts that are considerably higher thadmeentration in
guidelines (based on tests carried out on animalefsd were found. The guidelines are differentdertain parts of
the world because the occurrence of mycotoxinsmtpen the climatic conditions.In this study, thegence of CTN
in the analysed samples was compared with the jadethat apply in the European Union. In additi@TN co-
occur with other mycotoxins, particularly ochratoXA, which was confirmed in foods (grains and &uitThus, the
long-term exposure through contaminated food magesse the possibility for developing nephrotoxésosr kidney
cancer. Manufacturers of these supplements shaoulttat the presence of CTN in raw material anchim future there
should be a better legal framework for dietary $eiments in order to ensure the safety of patienthe treatment of
hyperlipidaemia using red rice without any risknephrotoxic effect of CTN.
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