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SUMMARY
This scientific work was done by student Irmina Skripkiene of Lithuanian University of Health Sciences. She was supervised by doc. dr. Violeta Baliukoniene. The topic of this scientific research is “Ochratoxin A determination in green and roasted coffee beans“. Page count 34, 7 tables, 13 pictures.

The experiments was done from 01/12/2013 to 15/04/2014 in LUHS VA in the Animal Welfare Reaserch Laboratory.

The aim of this study were to determinate ochratoxin A amounts in green and roasted coffee beans. Samples were taken from two coffee roasters companies in Lithuania. Coffee samples were from America, Asia and Africa. The determination of OTA in green coffee samples was 1,0 – 3,5 µg/kg, but after roasting it increase to 14,12 – 63,64 %.

Also were identified OTA-producing species of fungi and their colony formed quantities. It was found that determination of fungi were 50% of A. niger colonies, other 50% were of A. ochraceus, A. parasiticus, A. sydowii and A. flavus.

Key words: Ochratoxin A, coffee beans, Aspergillus spp.
ĮVADAS
Maisto ir maisto produktų užteršimas mikotoksinais yra vienas iš aktualiausių problemų, susijusių su žmonių saugumu. Vartotojai vis labiau rūpinasi savo sveikata ir viena iš pagrindinių problemų, kuri kelią didžiausią susirūpinimą, yra susijusi su apsaugojimu nuo mikotoksinų. Mikotoksinai yra mikromicetų metabolitai, kurie, kaip buvo įrodyta, pasižymi kancerogeniniu, mutageniniu, teratogeniniu ir imunosupresiniu poveikiu (Sarter ir kt., 2004). Be to, mikotoksinai sukėlė didelį pasaulinį dėmesį dėl patiriamų ekonominių nuostolių, kurie susiję su neigiamu poveikiu žmogaus sveikatai (Vaivadaitė, 2010).
 Maisto žaliavų ir produktų kokybė dažniausiai yra vertinama pagal kelis kriterijus: fizinius, cheminius ir mikrobiologinius. Pagrindinė ir svarbiausia tarša yra mikrobiologinė, kuri prasideda nuo vaisių, uogų, daržovių, grūdų išauginimo ir tęsiasi produktų gamybos ir realizavimo metu, o baigiasi tik suvartojus. Augalai visais savo gyvavimo etapais glaudžiai kontaktuoja su gyvais ir negyvais aplinkos objektais. Visa gausybė mikroorganizmų gali egzistuoti ir funkcionuoti ant augalų paviršiaus ir  jų viduje. Labai savita savo biologine įvairove, fiziologinėmis ir adaptacinėmis savybėmis, mikroorganizmų grupė yra mikromicetai, kuriuos dažnai vadina mikroskopiniais grybais, pelėsiniais grybais arba tiesiog pelėsiais. Augalinės kilmės medžiagas, naudojamas maistui, kontaminuoja ir pažeidžia daugybė įvairių mikromicetų. 
 Daugelio šalių mokslininkai įvardina pavojų, kurį sukelia šios mikroorganizmų grupės sintetinami ir išskiriami į aplinką toksiški antriniai metabolitai, galintys sukelti funkcinius, vėžinius, psichinius sveikatos sutrikimus. Pastaraisiais metais šiais metabolitais ir jų sintezės intensyvumą lemiančiais veiksniais pradėjo domėtis įvairių sričių specialistai visame pasaulyje, nes mikotoksinų sukeliami procesai glaudžiai siejami su žmonių sveikata, gyvybine veikla ir sukelia didžiulius ekonominius nuostolius. Kiekvienos rūšies mikromicetams būdingi saviti metabolitai, kurių sintezės intensyvumą lemia individo prigimties savybės ir aplinka, kurioje toksinų sintezės procesai vyksta (Lugauskas, 2006).
Kava yra vienas iš vertingiausių produktų pasaulinėje rinkoje. Jos auginimas, apdirbimas, prekyba, transportavimas ir rinkodara aprūpina darbu milijonus žmonių visame pasaulyje (Lugauskas, 2006).
Išaugo tarptautinis dėmesys ochratoksino A taršai kavos pupelėse ir jo poveikis visuomenės sveikatai. Europos Sąjunga inicijavo programą, kurios metu reikėjo suderinti taisykles dėl mikotoksinų kiekio maisto produktuose, įskaitant ir didžiausią leistiną ochratoksino A koncentraciją kavos pupelėse.

Darbo tikslas: Įvertiniti kavos pupelių užterštumą ochratoksinu A.
Uždaviniai: 

1. Įvertinti veiksnius, turinčius įtakos ochratoksino A gamybai kavos pupelėse.

2. Nustatyti kavos pupelių užterštumą ochratoksinu A.

3. Įvertinti ištirtų kavos pupelių mėginių saugą.

1. LITERATŪROS APŽVALGA

1.1 Mikotoksinai
Mikotoksinai yra mikromicetų metabolitai, kurie gali turėti toksinį poveikį žmogui ir gyvūnams (Gompa, 2013).
Terminas mikotoksinas yra kilęs iš graikų kalbos žodžių mykes – grybas ir toxikon – nuodai. Kol nežinota apie mikotoksinus kaip apie medžiagas, buvo manyta, kad susirgimus sukelia mikroorganizmai, nuodingi augalai (Lebedevaitė, 2005).
Mikotoksinus gamina trys pagrindinės pelėsinių grybų gentys: Aspergillus, Penicillium ir Fusarium. Mikotoksinai gali sukelti apsinuodijimą toksinais, kuris vadinamas mikotoksikoze. Pagrindiniai mikotoksinai yra aflatoksinai (B1, B2, G1, G2), ochratoksinai (A, B, C, D), patulinas, fumonizinai (B1, B2), zearalenonai (ZEN), T-2 ir HT-2 toksinai, deoksinivalenolis (DON) (Birck et al., 2006).  Mikotoksinų atsiradimo priežastis gali būti netinkamas maisto produktų saugojimas, nes toksinų gamyba priklauso nuo tokių veiksnių kaip drėgnis, temperatūra, sandėliavimo laikas, užterštumo lygis, priemaišų buvimas, deguonies koncentracija, žala derliaus nuėmimo ar apdorojimo metu, transportavimas (Birck et al., 2006).
Kadangi susidarę  mikotoksinai negali būti pašalinti, todėl yra labia svarbu išvengti maisto produktų užsikrėtimo pelėsiniais grybais (Gompa, 2013).
1.2 Ochratoksinai
Ochatoksinai -  tai grybų antriniai metabolitai, kuriuos gamina kelios Aspergillus ir Penicilium rūšys (Bayman et al., 2006). Ochratoksinas A buvo atrastas 1965 metais kaip antrinis Aspergillus ochraceus  (pagal tai ir pavadinimas) padermių metabolitas. Vėliau keletas kitų Aspergillus ir Penicillium rūšių buvo apibūdintos kaip šio toksino gamintojos (Varga et al. 1996). OA gamina A. ochraceus, A. westerdijkiae, A. steynii, A. niger, A. carbonarius, P. viridicatum, P. verrucosum ir P. Nordicum. Rūšys, kurios nuolatos gamina OA: A. cretensis, A. flocculosus, A. pseudoelegans A. roseoglobulosus, A. carbonarius, A. westerdijkiae ir A. sulphurous. Ne nuolatos OA gamina: A. ochraceus, A. sclerotiorum, A. melleus, A. ostianus, A. Petrakii ir A. Persii (Gompa, 2013). Neseniai buvo atrastos dvi naujos OA gaminančios rūšys, tai Aspergillus lacticoffeatus ir Aspergillus sclerotioniger. A. lacticoffeatus rasta ant kavos pupelių iš Venesuelos ir Indonezijos, o A. sclerotioniger – ant žalių kavos pupelių iš Indijos (Alborch et al., 2010).
OA randamas daugelyje augalinių žaliavų ir maisto produktuose (Pohland et al., 1992). Dažniausiai jis yra nustatomas grūdinėse kultūrose, tačiau jo randama ir maisto produktuose: aluje, kakavoje ir kakavos produktuose, kavoje, aitriosiose paprikose, vynuogių sultyse ir džiovintose vynuogėse, vyne. (Bucheli, Taniwaki, 2002).
Yra trijų tipų ochratoksinai: A, B ir C (Gompa, 2013). Ochratoksinas A susideda iš isokumarino ir fenilalanino fragmentų, sujungtų amidiniu ryšiu. Ochratoksino A sudėtyje yra chloro, o tai yra neiprasta  natūraliems produktams (Bayman et al.,2006).
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1 Pav. Cheminė ochatoksino A struktūra (Gompa, 2013)
Ochratoksinas A randamas ne tik augalinės kilmės maisto žaliavose ir iš jos pagamintuose produktuose (grūduose, kavos pupelėse, džiovintuose vaisiuose, vyne, aliejuje, prieskoniuose), bet ir gyvūninės kilmės produktuose - kiaulių kepenyse, inkstuose. Ochratoksino A aptikimo dažnumo ir jo koncentracijų tyrimai maiste bei žmogaus kraujo mėginiuose rodo, kad maisto produktai yra gana dažnai užkrėsti šiuo toksinu (Jarašienė, 2008).
Ochratoksinas A pasižymi kancerogeninėmis, teratogeninėmis ir imunosupresinėmis savybėmis (Bucheli, Taniwaki, 2002). OTA sukelia ūminius ir chroniškus inkstų funkcijos sutrikimus, priklausomai nuo suvartoto mikotoksino kiekio. OTA taip pat turi poveikį imuninei sistemai, dauginimosi funkcijai, įtakoja ir genų veiklą (OTA kenksmingumas genams iki galo neištirtas - neaišku kokiu būdu jie įtakoja genus). Šios rūšies toksinai ypač pavojingi nėščioms moterims ir vaikams dėl mutageninio ir teratogeninio poveikių - sukelia apsigimimus, audinių nekrozę (Akucevičius, 2008). Pastebėta, kad ochratoksinai gali pereiti placentos barjerą ir apnuodyti vaisių (Straigytė, 2009). Ochratoksinai tiesiogiai nereaguoja su ląstelės DNR ir nėra mutageninis agentas (Bakutis, 2004).
Kai kurios gerai žinomos ligos yra siejamos su OA: Balkanų endeminė nefropatija, kuri buvo paplitusi Bulgarijoje ir Jugoslavijoje (Gompa, 2013).
Įvairių autorių tyrimai parodė ochratoksino A paplitimą skirtinguose maisto produktuose. Tyrimas Ispanijoje parodė, kad 90% produktų, pagamintų iš grūdų, yra užteršta OA. Kiti tyrimai parodė, kad 47% džiovintų figų buvo užteršta OA kiekiais nuo 0,12 µg/kg iki 15,31 µg/kg. Brazilijoje atlikti tyrimai parodė, kad 25% vynuogių sulčių mėginių ir 28% raudono vyno mėginių buvo užteršta OA (Gompa, 2013).
1 lentelė. Leistini ochratoksino A kiekiai skirtinguose maisto produktuose (Gompa, 2013)
	Šalis
	Maisto produktai
	Leistinas kiekis (µg/kg)

	Europos Sąjunga
	Neperdirbti grūdai
	5,0

	
	Produktai paaminti iš neperdirbtų grūdų
	3,0

	
	Džiovintos vynuogės
	10,0

	
	Skrudintos kavos pupelės ir malta kava
	5,0


	
	Tirpi kava
	10,0

	
	Vynas
	2,0

	
	Vynuogių sultys
	2,0

	
	Grūdinis kūdikių maistas
	0,5

	
	Kūdikių maistas medicininiais tikslais
	0,5

	
	Kakava ir kakavos produktai
	2,0

	Kanada
	Žali javų grūdai
	5,0

	
	Vynuogių sultys
	2,0

	
	Džiovintos vynuogės
	10,0

	Italija
	Mėsa
	1,0

	Rumunija
	Mėsa
	5,0

	Danija
	Kiaulių inkstai
	10,0


Apie ochratoksinų išplitimą dažnai sprendžiama pagal jų kiekį žmonių kraujo serume. Dėl kumuliatyvinių savybių patekęs su maistu mikotoksinas kaupiasi kraujo serume, o jo kiekis priklauso nuo toje vietovėje esančių maisto produktų užterštumo mikotoksinais (Bakutis, 2004).
Daugiausia ochrotoksino A gaunama valgant grūdus ir jų produktus. Rimtą pavojų sveikatai pasauliniu mastu gali sukelti kavos pupelių ir kitų augalinių produktų užterštumas OA (Varge et al., 1996). Todėl, norint apsaugoti žmones, yra nustatytos maksimalios leistinos šio mikotoksino koncentracijos grūduose ir jų produktuose. Dėl minėtų priežasčių plačiai vykdomi moksliniai tyrimai, tikintis nustatyti ochratoksino A susidarymą sąlygojančius veiksnius ir surasti prevencijos priemones, kurių būtina imtis siekiant sumažinti šio mikotoksino koncentraciją įvairiose maisto produktuose bei tokiu būdu apsaugoti visuomenės sveikatą (Jarašienė, 2008).
1.3 Ochratoksinas A kavoje

Ochratoksinas A pirmą kartą buvo išskirtas is  A. ochraceus (pagal tai ir pavadinimas) 1965 metais Pietu Afrikoje (Bayman et al., 2006).
Pirmą kartą apie ochratoksino A aptikimą žaliose kavos pupelėse parašė Levi ir kt. 1974 metais. Vėliau Tsubouchi ir kt. 1988 metais nustatė  OA pardavinėjamose skrudintose kavos pupelėse, nors buvo manoma, kad skrudinimo metu OA suskyla. Kartu su patobulinta OA nustatymo technika ši išvada inicijavo tyrimus, kurių metu buvo nustatoma toksinų koncentracija kavos pupelėse. Atlikus kelis nacionalinius ir tarptautinius tyrimus, buvo patvirtinti ochratoksino A kiekiai tirpios kavos ir skrudintų kavos pupelių meginiuose (Bucheli, Taniwaki, 2002).
Galimi ochratoksino A gamintojai kavos pupelėse yra A. ochraceus, A. niger ir A. carbonarius. Kiti svarbūs šio toksino gamintojai yra A. sclerotoniger, A. lacticoffeatus, A. westerdijkiae ir A. steynii.
 Optimalios A. nigeris ir A. ochraceus augimo sąlygos yra: 35-370C temperatūra, vandens aktyvumas 0,77 ir 0,95-0,99 atitinkamai.

Atlikus apklausą Kanadoje paaiškėjo, kad 51% dirvožemio ir 67% tirpios kavos meginių buvo užteršti OA. Natūralus OA paplitimas yra 0,2 – 360 µg/kg. Brazilijoje 63% kavos pupelių mėginių buvo uzteršta A. niger, 31% - A. ochrareus, o 3% - A. carbonarius. Mėginiai, surinkti iš septynių skirtingų geografinių zonų, buvo užteršti OA. Kavos pupelės iš Kosta Rikos ir Indijos buvo užterštos labiausiai – 13 µg/kg ir 11 µg/kg atitinkamai. Kavos pupelių mėginiai iš Etiopijos buvo mažiausiai užteršti – 3,8 µg/kg (Gompa, 2013). 
2 lentelė. Ochratoksino A paplitimas kavos pupelėse (Pohland et al., 1992)
	Šalis
	
	Paplitimas (%)
	Maksimalus kiekis (ng/g)

	Vokietija
	Kavos pupelės*
	50
	90

	Italija
	Žalios kavos pupelės
	20-30
	23

	Japonija
	Žalios kavos pupelės


	1-5
	46



	
	Skrudintos kavos pupelės
	5-10
	17

	Jungtinės Karalystė
	Žalios kavos pupelės
	20-30
	200

	Jungtinės Valstijos
	Žalios kavos pupelės
	5
	360

	*Supeliję


1.4 Veiksniai, įtakojantys OTA gaminančių mikotoksinų paplitimą kavos pupelėse

Kavos pupelių užterštumą mikromicetų pradais lemia daugybė veiksnių: augalų augimo vietos dirvožemis ir jo įdirbimui taikomos agrotechninės ir agrocheminės technologijos, vietovės meteorologinės sąlygos,  augalų rūšių biologiniai ypatumai, aplinkos užterštumas, taikomos nuėmimo, transportavimo, saugojimo ir realizavimo bei paruošimo technologinės priemonės (Lugauskas, 2006). 
Įvairiais kiekiais sintetinami mikotoksinai blogina kavos pupelių kokybę, sudaro pavojų žmonių sveikatai, o nuolat patekdami su maistu į organizmą, tampa įvairių ligų priežastimi. Visa 

tai neigiamai veikia aplinką ir ekonominius rodiklius (Lugauskas, 2006).
1.5 OTA gamyba
Kuo trumpesnis grybelio vystimosi inkubacinis periodas ant augalo, tuo didesnė mikotoksino koncentracija grūde. Mikroskopiniai grybai greitai prisitaiko ne tik prie žemės ūkio kultūrų auginimo technologijų, bet ir prie nepalankių jiems oro sąlygų.

Padidintą toksinų susidarymą nulemia sistemingas fungicidų ir sėklų kenkėjų poveikis. Štamai, atsparūs daugumai šių pesticidų, pagreitina mikotoksinų susidarymą ir plitimą šimtus kartų. 

Šiuo metu yra žinomi rodikliai, apsprendžiantys toksinų susidarymo lygį ir pupelių užterštumą mikotoksinais. Tačiau daugybė jų sąveikos formų, sunkiai pasiduodančių analizei, neleidžia patikimai prognozuoti pupelių užterštumą mikotoksinais ir kryptingai juos mažinti  (Akucevičius, 2008).
1.6 Kavos pupelių apdirbimo procesas
1. Derliaus nuėmimas. Kavos uogos nuimamos rankomis arba mechanizuotai mašinomis. Visas uogas nuo šakelių nubraukiančios mašinos yra labai efektyvios, bet vaisių kokybė nėra vienoda. Rankiniu būdu nurinktos uogos yra kokybiškos, kasdien nurenkamos tik tos, kurios yra prinokusios, o nepilnai prinokusios – kitą dieną (Wintgens, 2009).

2. Pupelių išėmimas iš kavos uogų, džiovinimas. Iš prinokusių kavos uogų išimamos kavos sėklos (pupelės) ir džiovinamos. Tą galima padaryti dviem metodais: sausuoju arba drėgnuoju. Sausasis metodas: kavos uogos yra paskleidžiamos saulėje ant didelių betoninių plytų, jas periodiškai vartant. Džiovinama tol, kol drėgmės būna ne daugiau kaip 12,5%. Išdžiovintos uogos yra lukštenamos specialia mašina, kuri atskiria lukštus kavos pupelių. 

Drėgnasis metodas: pirmiausia uogų minkštimas atskiriamas nuo pupelių specialia mašina. Vėliau pupelės keliauja į plovimo kanalus, kur vyksta flotacija. Kadangi ant pupelių lieka minkštimo likučių ar lipnių gleivių, jos talpinamos į didelius fermentacijos rezervuarus, kur gleivės fermentų poveikyje suardomos. Jei fermentacija nebus stebima, kavos pupelės įgys nepageidaujamą rūgštų skonį. Paprastai fermentacija trunka 24-36 valandas, priklausomai nuo temperatūros, gleivių sluoksnio storio ir fermentų koncentracijos (www.ico.org).

3. Baigus fermentacijos etapą, kavos pupelės kruopščiai nuplaunamos  švariu tekančiu vandeniu arba specialiose mašinose. Tokiose kavos pupelėse yra apie 57% drėgmės. Siekiant sumažinti drėgmę iki 12,5%, pupelės yra džiovinamos saulėje arba naudojant džiovintuvus. (Sinnott, 2010). 
4. Laikymas
5. Transportavimas

6. Skrudinimas. Kavos pupelių aromatas ir skonis atsiskleidžia skrudinant kavos pupeles skirtingoje temperatūroje ir per skirtingą laiką (Davids, 2001). Skrudinimo metu yra išgarinama drėgmė ir įvyksta pirolizės cheminė reakcija, kurios metu krakmolas konvertuojamas į cukrų, baltymai denatūruojasi ir pupelių struktūra pakinta (Денисов, 2004). Lėtas skrudinimas trunka apie 20 minučių ir vyksta 2300C temperatūroje. Per pirmąsias dešimt minučių pupelės karamelizuojasi, o per kitas dešimt minučių atsiskleidžia aromatas. Lėtam skrudinimui reikia tikslumo. Greitas skrudinimo būdas yra paprastesnis. Jo metu krosnis įkaitinama iki 8000C temperatūros, o pupelės skrudinamos tik 90 sekundžių. Šiuo metodu galima skrudinti iki 4 tonų pupelių per valandą (Sinnott, 2010).

1.6.1 Kavamedžių geografinės sąlygos, klimatas 
Kavamedis - tai tropinis augalas, kuris auga nuo 250 šiaurės iki 250 pietų platumos, tačiau jam reikia specialių auginimo sąlygų. Tokie veiksniai kaip temperatūra, kritulių kiekis, saulėtumas, vėjuotumas ir dirvožemio struktūra yra lemiami, bet jie skirtingi įvairioms auginamoms veislėms ir rūšims.

[image: image2.jpg]



2 pav. Kavamedžių paplitimo pasaulyje žemėlapis. r- auga robusta kavamedžiai, m – auga abi kavamedžių rūšys, a – auga arabikos kavamedžiai (http://www.coffeebeans.ie)
Kavamedžius augina maždaug 60 šalių. Didžiosios jų plantacijos yra Brazilijoje, Kolumbijoje, Vietname, Indonezijoje ir Indijoje. Šios šalys yra ir didžiosios kavos eksportuotojos. Kavamedžiai auginami aukštose vietovėse (iki 2000 metrų virš jūros lygio), o robustai – maždaug 100-700 m virš jūros lygio. Kuo aukštesnėje vietoje auga, tuo kavos pupelės aromatingesnės Ideali lauko temperatūra yra nuo 150C iki 240C (Торн, Сегал, 2008).
1.6.2 Kavos uogų brendimas

Užsikrėtimas OA gaminančiais mikromicetais gali įvykti ant kavamedžio. Pelėsiniai grybai gali patekti ant besivystančių kavos uogų jų brendimo ir nokimo metu. Gali pasireikšti ir tiesioginis kavos uogų užsikrėtimas dėl saprofitinių mikroskopinių grybų veiklos per dirvožemį. Atlikti kavamedžių sodinukų ženklinimo eksperimentai įrodė OA įsisavinimą į augalų lapus. Vis dėlto, didelė abejonė lieka apie tokio maršruto svarbą OA užteršimui, ir jokie fiziologiniai duomenys neegzistuoja, palaikydami šią hipotezę. Yra apribotų duomenų apie OA buvimą kavos uogose, ir atitinkamose žalios kavos pupelėse. Ištyrus robusta kavamedžių kavos uogas, nustatyta, kad OA buvo randama daugiau ant pernokusių ir sugadintų kavos uogų negu ant žalių ir prinokusių kavos uogų. OA nebuvimas žaliose kavos uogose yra paaiškintas jų sandarumu, tvirtumu ir mažu laisvojo cukraus kiekiu. Pernokusios kavos uogos gali džiūti ant kavamedžių, ir tapti potencialia terpe OA gaminimui (Bucheli, Taniwaki, 2002). 
Vieno tyrimo metu buvo nustatyti OA kiekiai 0,12 µg/kg-1 prinokusiose ir 0,2µg/kg-1 pernokusiose kavos uogose. Kavos uogos su aukštu drėgmės kiekiu yra  ideali terpė kitoms mikroskopinių grybų rūšims, tokiems kaip Cladosporium spp., Fusarium spp., Alternaria spp., Penicillium spp. ir mielėms. Šie grybai gali užkirsti kelią toksigeninių grybų vystymuisi ir OA gamybai ant bręstančių kavos uogų. Kadangi A. ochraceus, A. niger  ir A. carbonarius yra kserofiliniai grybai, kurie gali augti terpėje su mažu vandens aktyvumu (<0.85), tačiau, įmanoma, kad jų vystymasis gali įvykti ant kavos uogų, kurios džiūsta ant kavos medžio. OA ant vaisių ir kitų javų jų brendimo metu yra tiriama dažnai (Bucheli, Taniwaki, 2002).
1.6.3 Sausasis džiovinimas
1996 metais Tailando pietuose buvo atlikta devynių ūkių apžvalga, kurios metu buvo nustatytas labai didelis džiovintų kavos pupelių užterštumas OA. Viename iš ūkių buvo nustatytas 1206 µg/kg-1 kavos pupelių lukštų užterštumas OA. Buvo manoma, kad OA formuojasi kavos uogų minkštime ir endokarpyje sausojo džiovinimo metu (Bucheli, Taniwaki, 2002).
3 lentelė. OA kiekio (µg/kg-1) kitimai šešiuose 1997-1998 metų Tailando derliaus kavos mėginiuose (Bucheli, Taniwaki, 2002)
	Dienos
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	0
	Kavos uogos
	0,7±0
	0,4±0,1
	0,5±0,3
	-
	3,9±1,3
	49±80

	5
	Kavos uogos
	436±85
	109±69
	9,3±4,8
	99±7
	22±12
	109±100

	10
	Kavos uogos
	256±81
	189±113
	62±57
	109±81
	68±106
	174±38

	15
	Kavos uogos
	353±29
	-
	-
	43±11
	161±232
	-

	
	Lukštai
	-
	190±63
	88±20
	162±23
	77±18
	407±278

	
	Žalios kavos pupelės
	-
	2,5±1,2
	1,1±0,5
	2,8±1,1
	0,6±0,3
	1,7±0,9

	20
	Lukštai
	677±130
	
	
	
	
	

	
	Žalios kavos pupelės
	6,4±3,8
	
	
	
	
	

	
	Žalios kavos pupelės/ lukštai (%)
	0,9
	1,3
	1,3
	1,7
	0,8
	0,4


1.6.4 Drėgnassis metodas

Drėgnasis kavos uogų apdirbimas yra mažiau pavojingas Aspergillus spp. ir OA užterštumu. Kadangi kavos uogų minkštimas yra gera terpė mikromicetams, gaminantiems OA, vystymuisi , todėl jo pašalinimas sumažina OA kiekį kavos uogų fermentacijos ir džiovinimo metu. Žalios arabikos ir robustos rūšių kavos pupelės buvo importuotos i Jungtinę Karalystę, iš jų 291 mėginiai buvo paimti tyrimams. Rezultatai parodė, kad 73% robustos ir 20% arabikos pupelių meginių buvo užteršta OA. Visiškai sausas robusta kavos uogų apdirbimas galėjo turėti įtakos dideliam OA kiekio atsiradimui. Tačiau įtakos turi ir pradinė nuskintų kavos uogų kokybė, vietines apdirbimo sąlygos, OA producentų buvimas (Bucheli, Taniwaki, 2002).
Išdžiovintos sėklos rūšiuojamos pagal dydį, o vertingiausių rūšių pupelės net poliruojamos.

1.6.5 Laikymas
Netinkamas žalių kavos pupelių laikymas: aukšta temperatūra, didelis drėgnis, gali įtakoti mikotoksinų dauginimąsi. Mokslininkų tyrimai įrodė, kad OA gamybos tikimybė pupelių saugojimo metu išlieka (Bucheli, Taniwaki, 2002).
1.6.6 Transportavimas

Kavos pupelės transportuojamos iš gamintojų į vartotojų šalis urmu.  Jos vežamos konteineriuose po 18-22 tonas. Tokiais kiekiais transportuojant net ir gerai išdžiovintose kavos pupelėse susidaro dideli kiekiai vandens. Jei drėgmė pasiskirsčiusi tolygiai ji pavojaus nekelia, bet kartais gali susidaryti kondensatas, kuris gali turėti įtakos pelėsinių grybelių augimui ir OA formavimuisi (www.fao.org)
1.6.7 Skrudinimas

Žinoma, kad OA yra labai stabilus karščiu junginys, kadangi net 250°C temperatūra nebuvo pakankama, kad visiškai sunaikintų toksiną kviečiuose. Keli tyrimai parodė, kad natūraliai OA užterštose žaliose kavos pupelėse toksino kiekis ženkliai sumažėjo po skrudinimo proceso. Kitas autorius, kuris tyrė du kavos mėginius, natūraliai užterštus OA (3,8 µg/kg-1 ir 23 µg/kg-1), po skrudinimo neaptiko jokių OA pėdsakų. Kitas tyrimas parodė OA sumažėjimą 90±100 % kavos pupelių mėginiuose, kurios prieš skrudinimą buvo natūraliai užterštos 4µg/kg-1 ir 8,6 µg/kg-1 OA kiekiu. Mokslininkai, kurie laboratorinėmis sąlygomis skrudino kavą (apie 3 min.) nustatė, kad OA kiekis kavos pupelėse po skrudinimo sumažėjo 14-62 %. Nuosekliausias tyrimas buvo atliktas Blanc et al. (1998). Skrudinant 3 tonas žalių kavos pupelių, kurios buvo natūraliai užterštos OA, buvo pastebėtas OA sumažėjimas  iki 16%, vėliau iš jų gaminant tirpią kavą OA kiekis sumažėjo iki 13 % (Bucheli, Taniwaki, 2002).
1.7 Profilaktikos priemonės prieš OTA užterštumą
Pagal komisijos reglamento (EB) 1881/2006 nuostatas yra apibrėžtos didžiausios leistinos tam tikrų teršalų maisto produktuose koncentracijos.
Komisijos prašymu 2006 m. balandžio 4 d. Europos maisto saugos tarnyba (EFSA), remdamasi nauja moksline informacija, priėmė atnaujintą mokslinę nuomonę dėl ochratoksino A maiste ir nustatė 120 ng/kg kūno svorio ochratoksino A leistiną savaitės normą (LSN).

Remiantis šiomis nuomonėmis, buvo nustatytos didžiausios leistinos koncentracijos grūduose, grūdų produktuose, džiovintose vynuogėse, skrudintose kavos pupelėse, vyne, vynuogių sultyse ir kūdikių bei mažų vaikų maiste, kuriuos vartojant žmonėms daromas didelis OTA poveikis arba dėl kurių poveikis yra daromas pažeidžiamoms vartotojų grupėms, tokioms kaip vaikai.

4 lentelė. Leistinos OA koncentracijos įvairiems maisto produktams (Komisijos reglamentas (EB) 1881/2006).

	Maisto produktai
	Didžiausia leistina koncentracija (µg/kg)

	Neperdirbti grūdai
	5,0

	Džiovintos vynuogės (serbentai, razinos ir Sultana veislės razinos)
	10,0

	Skrudintos kavos pupelės ir malta skrudintos kava (išskyrus tirpią kavą)
	5,0

	Tirpi kava
	10,0

	Perdirbti grūdiniai maisto produktai, maistas kūdikiams ir mažiems vaikams
	0,50

	Dietinis maistas, skirtas specialiems medicinos tikslams, skirtas specialiai kūdikiams
	0,50

	Vynuogių sultys, koncentruotos vynuogių sultys, vynuogių nektaras, vynuogių misa ir koncentruota vynuogių misa, skirti tiesioginiam žmonių vartojimui
	2,0


Prevencinės priemonės siekiant išvengti užteršimo pelėsiniais grybais derliaus nuėmimo metu:

· dirvožemis po kavamedžiais turėtų būti uždengtas švariu plastikiniu lakštu, kad skinamos uogos nebūtų užterštos nešvarumais ir nebūtų sumaišytos su nukritusiomis uogomis ant dirvožemio;

· uogos, kurios nukrito ant dirvožemio neturėtų būti renkamos, nes jos gali būti užkterštos pelėsiniais grybais;

· kuo greičiau apdirbti nuskintas uogas. Vengti uogų laikymo maišuose ar krūvose, ypač sunokusių ar pernokusių uogų;
· uogas džiovinti ne ant žemės, bet ant padėklų ar brezento;

· džiovinamų uogų sluoksnis turi būti ne storesnis kaip 4 cm, jas reikėtų vartyti 5-10 kartų per dieną;
· džiovinimo metu apsaugoti uogas nuo lietaus ar nakties rasos (Gopinandhan, 2013).
Pirminio apdorojimo metu:

· aikštelė tolimesniam apdorojimui turi būti sausa;
· tolimesniam apdirbimui priimamos kavos uogos su ne didesniu kaip 12,5 % drėgmės kiekiu;

· drėgno džiovinimo metu atskirti uogų minkštimą nuo švarių kavos pupelių;
· įrangą ir patalpas laikyti švarias nuo dulkių ir kitų priemaišų;

· visos priemaišos turi būti pašalintos (žievelės, neišlukštentos ar supelijusios uogos);
· švarių ir sausų kavos pupelių laikymui ar transportavimui naudoti švarius maišus (Gopinandhan, 2013).
Transportavimo ir laikymo metu:
· uždengti kavos pupelių maišus, kad būtų išvengta sudrėkimo;
· nenaudoti sulūžusių konteinerių ir vengti vandens susidarymo juose;
· užtikrinti palečių ar medinių grindų sausumą;

· kavos pupelių maišus laikyti gerai vėdinamose patalpose, toliau nuo sienų (Gopinandhan, 2013).
2. TYRIMO MEDŽIAGA IR METODAI

2.1 Tyrimo laikas ir vieta

Tiriamasis darbas atliktas Lietuvos sveikatos mokslų universitete, Veterinarijos akademijoje, Maisto saugos ir kokybės katedroje, Gyvūnų gerovės tyrimų laboratorijoje 2013-2014 metais.

2.2 Tyrimo objektas

Skirtingų kavos pupelių rūšių mėginiai iš „X“ ir „Y“ kavos pupelių skrudinimo įmonių. Iš viso buvo surinkta 30 žalių ir skrudintų kavos pupelių mėginių.
5 lentelė. Kavos pupelių mėginių duomenys.
	Įmonė
	Kavos pupelių regionas
	Šalis
	Apdirbimas
	Derlius
	Skrudinimo temperatūra (0C)
	Skrudinimo laikas (min.)

	„Y”


	Pietų Amerika
	Brazilija
	sausas
	2012 m. gegužė – rugsėjis
	195
	15

	
	Pietų Amerika
	Kolumbija
	drėgnas
	2012 m. spalis – gruodis
	200
	14

	
	Centrinė Amerika
	Kosta Rika


	drėgnas
	2012 m. gruodis – 2013 m. vasaris
	203
	15

	
	Centrinė Amerika
	Dominikos Respublika
	drėgnas
	2013 m. kovas – birželis
	200
	15

	
	Azija ir Okeanija
	Indija
	drėgnas
	2012 m. spalis – 2013 m. vasaris
	196
	14

	
	Azija ir Okeanija
	Indonezija
	pusiau drėgnas
	2012 m. spalis – 2013 m. liepa
	198
	15

	
	Azija ir Okeanija
	Papua Naujoji Gvinėja
	drėgnas
	2013 m. balandis – rugsėjis
	200
	15

	
	Afrika
	Etiopija
	drėgnas
	2012 m. lapkritis – 2013 m. sausis
	195
	16

	
	Centrinė Afrika
	Burundis
	drėgnas
	2012 m. kovas - gegužė
	198
	14

	
	Centrinė Afrika
	Kamerūnas
	sausas
	2012 m. spalis – 2013 m. sausis
	203
	14

	„X”
	Pietų Amerika
	Brazilija
	drėgnas
	2012 m. gegužė – rugsėjis
	202
	15

	
	Pietų Amerika
	Kolumbija
	sausas
	2012 m. spalis – gruodis
	196
	17

	
	Azija ir Okeanija
	Indija
	sausas
	2012 m. spalis – 2013 m. vasaris
	215
	12

	
	Azija ir Okeanija
	Vietnamas
	sausas
	2012 m. lapkritis – 2013 m. sausis
	197
	14

	
	Afrika
	Etiopija
	drėgnas 
	2012 m. lapkritis – 2013 m. sausis
	230
	11


2.3 Tyrimo metodai
Tyrimai buvo atlikti vadovaujantis Lietuvos standartu LST ISO 7954:1998E. Mikrobiologija. Mielių ir pelėsinių grybų skaičiavimas. Bendrieji nurodymai. Kolonijų skaičiaus nustatymas 25 °C temperatūroje. Kiekybinis kavos pupelių užkrėstumas mikromicetų pradais (KSV/g) nustatytas skiedimo būdu. Atsveriama 10 g mėginio sumalama, talpinama į 90 ml distiliuoto vandens kolbutę ir maišoma 20 min. Atliekami mėginio skiedimai iki – 1:10-2. Gavus reikiamą praskiedimą, imamas 1 ml skiedinio ir sėjama į Petri lėkštelę – užpylimo būdu, panaudojant Saburo agarizuotą terpę. Petri lėkštelės inkubuojamos 26±2oC temperatūroje 7-10 parų. Augančios mikromicetų kolonijos vertinamos 7, 10 vystimosi parą. Po to apskaičiuojama mikromicetų gyvybingų sporų skaičius grame kavos pupelių. Grybų morfologiniai požymiai tirti šviesiniu mikroskopu, remiantis įvairiais apibūdinimais (Lugauskas ir kt., 2002). Nustatyta kokios mikromicetų gentys auga ir apskaičiuoti kolonijas sudarantys vienetai 1 g mėginio pagal formulę: X = N x P


Čia:


X – gyvybingų mikromicetų sporų skaičius grame pašaro (KSV/g);


N – kolonijas sudarančių vienetų skaičius Petri lėkštelėje;


P – skiedimo laipsnis. 

Mikotoksinų kiekis žaliose ir skrudintose kavos pupelėse nustatytas imunofermentinės analizės metodu (ELISA), panaudojus komercinį RIDASCREEN® Ochratoxin A (Vokietija) rinkinį.
Testo principas – antigeno-antikūno reakcija. Mikroplokštelės padengtos specifiniais antikūnais prieš ochratoksiną A. Į mikroplokšteles pilami ochratoksino A standartai, mėginiai ir fermentu žymėtas ochratoksinas A (fermento konjugatas). Laisvas ochratoksinas A ir fermentu žymėtas ochratoksinas A konkuruoja dėl toksiną prijungiančios antikūno vietos (konkurencinė imunoanalizė). Bet koks nesurištas fermento konjugatas yra pašalinamas praplaunant plokšteles. Tada į plokšteles pilamas fermento substrato /  chromogeno tirpalas bei inkubuojama. Surištas fermento konjugatas verčia bespalvį chromogeną į mėlynos spalvos produktą. Papildomai įpylus stop-reagento, spalva iš mėlynos keičiasi į geltoną. Atliekamas fotometrinis matavimas bangos ilgiui esant 450 nm. Absorbcija yra atvirkščiai proporcinga ochratoksino A koncentracijai mėginyje.

2.4 Mėginių paruošimas

· Atsveriama 5 g sumalto mėginio ir užpilkite 100 ml 0.13 M natrio hidrokarbonato buferio.

· Purtoma 15 min su purtykle.

· Ekstraktas nufiltruojamas per filtrinį popierių.
· Testui naudojama 50 (l tirpalo.

ELISA testo atlikimo darbo eiga:
1.  Į mikroindelių stovą sudedamas reikiamas kiekis antikūnais dengtų akučių standartiniams tirpalams ir mėginiams, kurie bus tiriami kaip dublikatai. Pažymimos standartinių tirpalų ir mėginių vietos.

2.  Įpilama po 50 (l standartų ir mėginių (po 2 akutes kiekvienam standartui ir mėginiui). Kiekvienam standartui ir mėginiui naudojamas naujas antgalis.

3.  Įpilama po 50 (l praskiesto konjugato. Sumaišoma ir inkubuojama 30 min kambario temperatūroje.

4.  Iš akučių išpilamas skystis. Akučių laikiklis apverčiamas ir 3 kartus iš eilės pastuksenamas į švarų popierinį rankšluostį. Naudjant plovimo butelį arba daugiakanalę pipetę akutės pripildomos (po 250 (l ) distiliuoto vandens. Akutės vėl ištuštinamos. Ši procedūra kartojama dar 2 kartus. 

5.  Į kiekvieną akutę įpilama po 100 (l substrato / chromogeno tirpalo. Atsargiai pamaišoma papurtant plokštelę, inkubuojama 15 min kambario temperatūroje tamsoje.

6.  Į kiekvieną akutę įpilama po 100 (l stop reagento. Atsargiai pamaišoma papurtant plokštelę, išmatuojama absorbciją (bangos ilgis 450 nm). Rezultatai įvertinami per 30 min po stop reagento įpylimo.

Rezultatų įvertinimas:
Standarto (arba mėginio) absorbcija x 100

nulinio standarto absorbcija

Vidutinės gautos standartinių tirpalų ir mėginių absorbcijos reikšmės dalijamos iš nulinio standarto absorbcijos reikšmės ir dauginama iš 100. Tokiu būdu nulinė standarto reikšmė prilyginama 100 ( ir absorbcijos reikšmės gaunamos procentine išraiška.

Apskaičiuota standartinių tirpalų reikšmių priklausomybė nuo ochratoksino A koncentracijos [(g/kg].
2.5 Statistinis duomenų įvertinimas
Tyrimo duomenys įvertinti „Microsoft Excel“ programa. Buvo apskaičiuoti gautų duomenų aritmetiniai vidurkiai (Xv), vidurkių paklaidos (Sx), vidutiniai kvadratiniai nuokrypiai (S), įvairavimo koeficientai (Cv). 

Skirtumo tarp grupių patikimumo kriterijui (p) nustatyti taikytas Stjudento daugybinio palyginimo metodas. Statistinių duomenų patikimumas vertintas pagal t kriterijų. Duomenys laikomi patikimais pagal Stjudentą, kai p<0,05. 

Duomenims grafiškai pateikti panaudota Microsoft Excel 7,0 programa.

3. TYRIMO REZULTATAI
3.1 Mikologinis tyrimas
Atlikus kiekybinį kavos pupelių užkrėstumą mikromicetų pradais buvo nustatyta, kad žalios kavos pupelės buvo užsikrėtusios Aspergillus genties mikromicetais. Buvo ištirta 10 žalių kavos pupelių mėginių ir nustatyta, kad 50 proc. jos buvo užterštos A. niger, 23,8 proc. sudarė A. ochraceus, beveik 2 kartus mažiau – 11,5 proc. sudarė A. sydowii, 9 proc. sudarė A. parasiticus, o mažiausiai – 5,7 proc. – A. flavus (3 pav.). Ištyrus skrudintas kavos pupeles nebuvo rasta mikromicetų, jie buvo visiškai sunaikinti skrudinimo metu.
[image: image1]Pitt et al. (2001) atliktame tyrime buvo ištirti 408 kavos pupelių mėginiai iš keturių Brazilijos regionų. Tyrimo metu nustatyta, kad dažniausiai buvo randama A. niger (550 izoliatai), tačiau iš jų tik 3 proc. gamino OTA. Taip pat buvo rasta A. ochraceus (270 izoliatai), 75 proc. iš jų gebėjo gaminti OTA. Didžiausi A. ochraceus kiekiai buvo rasti lauke džiovinamose kavos pupelėse ir laikymo sandėliuose.
3 pav. Bendras žalių kavos pupelių užterštumas Aspergillus spp. pradais (KSV/g)
Tyrimo metu gauti rezultatai parodė, kad žaliose kavos pupelėse iš Indonezijos dominavo Aspergillus niger ir A. parasiticus, jų buvo 150 KSV/g ir 100 KSV/g atitinkamai. Mažesni kiekiai rasti A. ochraceus ir A. sydowii, jų buvo po 50 KSV/g (S=70,71) (4 pav.). 
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4 pav. Indonezijos žalių kavos pupelių užterštumas Aspergillus spp. pradais (KSV/g) 

Žaliose kavos pupelėse iš Dominikos Respublikos rastos dvi Aspergillus rūšys: dominuoja A. niger (250 KSV/g, Cv=80000), A. sydowii yra 5 kartus mažiau (50 KSV/g, Cv=5000) (5pav.).

[image: image5.png]x

18 | /247 s 5 B2 @ | Tools = Sign | Comment
A Signin

» Export PDF Files

\ CO: H 0 oH 0 v Create PDF Files
| Il | AdabePDFPacc @

Phenylalanin-Rest

Isocumarin-Rest

Ochratoxin A

‘Convert files to PDF and easily combine.
them with other ile types with  paid.
subsarption.

Select Fil to Convert to PDF:

L 1

Select File

» Send Files

Figure 1. Chemical structure of ochratoxin A with phenylalanine and isocc

moieties




5 pav. Dominikos Respublikos žalių kavos pupelių užterštumas Aspergillus spp pradais (KSV/g) 
Žalose kavos pupelėse iš Indijos dominuoja A. ochraceus ir A. parasiticus (100 KSV/g, Cv=20000), du kartus mažiau yra A. niger (50 KSV/g, p<0,05, Cv=5000) (6 pav.). Lyginant kavos pupelės iš Indijos ir Indonezijos pastebime, kad Indonezijos kavos pupelės mikromicetais užterštos 30 %, (X±mx=600±300) daugiau. Tai gali būti dėl to, kad kavos uogos buvo džiovinamos skirtingais būdais: drėgnu ir pusiau drėgnu. Drėgnasis kavos uogų džiovinimo būdas yra saugesnis dėl užteršimo mikromicetais.
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6 pav. Indijos žalių kavos pupelių užterštumas mikromicetų pradais (KSV/g) 
Žalios kavos pupelės iš Kamerūno yra labiausiai užterštos Aspergillus spp. Gausiam užterštumui įtakos galėjo turėti sausas kavos uogų džiovinimo būdas, nes jis yra mažiausiai saugus dėl mikromicetų užteršimo. Kavos pupelėse varijuoja 5 Aspergillus rūšys (7 pav.). 
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7 pav. Kamerūno kavos pupelių užterštumas Aspergillus spp pradais (KSV/g)

A. niger sudaro 40 % užterštumo (X±mx=1300±100), A. ochraceus – 26,1 % (X±mx=850±50), A. sydowii – 13,8 % (X±mx=450±150), A. flavus – 10,8 % (p<0,05), A. parasiticus – 9,3 % (X±mx=300±100). Petri lėkstelės su augančiais mikromicetais vizualiai pavaizduotos 8 pav.
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8 pav. Žalių kavos pupelių iš Kamerūno užterštumas Aspergillus spp pradais
9 pav. Kosta Rikos kavos pupelių užterštumas mikromicetų pradais (KSV/g[image: image9.emf]0

20

40

60

80

100

120

A. niger A. ochraceus A. parasiticus A. sydowii

KSV/g

)
Iš 9 paveiksle pateiktų duomenų matome, kad žaliose kavos pupelėse iš Kosta Rikos dominuoja A. niger, gauta, kad jų yra 1150 KSV/g, 65,22 % (X±mx=400 ± 200) mažiau buvo aptikta A. ochraceus.
3.2 OTA kiekio tyrimas
Iš 10 ir 11 paveikslų duomenų matyti, kad arabikos ir robustos rūšių žalių kavos pupelių mėginiai buvo užteršti ochratoksinu A. 
Kavos pupelių mėginiuose iš pietų Amerikos OTA kiekis buvo nustatytas nuo 1,0 µg/kg iki 3,5 µg/kg. OTA yra stabilus junginys, kuris ir veikiamas aukšta temperatūra nesuskyla. Po kavos pupelių skrudinimo, kuris atliekamas vidutiniškai 2000C temperatūroje, OA kiekis padidėjo 38,46 – 60,34 %.

Kavos pupelėse iš centrinės Amerikos OTA kiekis prieš skrudinimą nustatytas 2,0 – 2,5 µg/kg, o po skrudinimo 33,33 – 35,71 %.
Žaliose kavos pupelėse iš Afrikos OA kiekiai svyruoja nuo 2,1 µg/kg iki 3,2 µg/kg. Po vidutinio skrudinimo nustatyta, kad OA kiekis kavos pupelėse padidėjo 35.56 – 42,00 %.

Kavos pupelėse iš Azijos OA kiekis prieš skrudinimą  1,0 – 3,0 µg/kg, o po skrudinimo OA kiekis siekė 25,00 – 33,33 %. 
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10 pav. Ochratoksino A koncentracija kavos pupelėse iš „X“ įmonės
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11 pav. Ochratoksino A koncentracija kavos pupelėse iš „Y“ įmonės
Kavos pupelės „Y“ įmonėje yra skrudinamos vidutiniu skrudinimu, todėl, kad taip geriausiai atsiskleidžia kavos pupelių aromatai ir poskoniai, kavoje esantis kartumas ir rūgštumas tampa subalansuotas.
Lyginant dviejų „X“ ir „Y“ kavos skrudinimo įmonių mėginius iš tų pačių šalių pastebime skirtumus. Žaliose kavos pupelėse iš Brazilijos ochratoksino A kiekis skiriasi „X“ ir „Y“ įmonėse 2,0 µg/kg ir 3,0 µg/kg atitinkamai. Po to, kai žalios kavos pupelės buvo vidutiniškai paskrudintos, „X“ įmonėje OA kiekis padidėjo 55,5 % , o „X“ įmonėje sumažėjo 13,3 % .
Lyginant kavos pupeles iš Kolumbijos „X“ įmonėje prieš skrudinimą OA kiekis buvo 1,0 µg/kg, o „Y“ įmonėje 3,5 µg/kg.Tačiau po skrudinimo OA kiekis abejose įmonėse padidėjo: „X“ įmonėje : 5,8 karto, o „Y“ įmonėje 0,6 karto.
Kavos pupelėse iš Afrikos, Etiopijos OA kiekis prieš skrudinimą „X“ ir „Y“ įmonėse buvo panašus 2,1 µg/kg ir 2,5 µg/kg, tačiau po skrudinimo kiekiai ženkliai išsiskyrė: „X“ įmonėje OA kiekis pakilo 58% (5,0 µg/kg), o tuo tarpu „Y“ įmonėje 69 % (8,1 µg/kg). Galima daryti prielaidą, kad OA kiekis „X“ įmonėje nebuvo toks didelis todėl, kad kavos pupelės buvo skrudinamos tamsiu skrudinimu (2300C), o ne vidutiniu, kaip „Y“ įmonė (1950C). 
Indijos kavos pupelėse OA kiekis abejose įmonėse ženkliai skiriasi tiek prieš, tiek po skrudinimo, tačiau OTA kiekis padidėjo abejose įmonėse panašiai: „X“ įmonėje - 2,7 karto, o „Y“ įmonėje - 3 kartus. Kadangi „X“ ir įmonėse kavos pupelės yra iš vieno kavamedžių ūkio, o „Y“  įmonėje suneštinės iš kelių ūkių, todėl tai gali turėti įtakos ir  OA kiekiui jose. 
3.3 Kavos pupelių mėginių sauga

Atlikus tyrimus ir išanalizavus rezultatus, buvo pastebėta, kad tik 26,7 % skrudintos kavos pupelių mėginių atitiko Komisijos reglamentą (EB) 1881/2006 ir neviršijo jame nustatytos OTA koncentracijos, o 73,3 % mėginių galime laikyti nesaugiais žmonių maistui vartoti. Remiantis tyrimų duomenimis nustatyta, kad 14 atvejų iš 15 OTA koncentracija kavos pupelėse padidėjo skrudinimo metu. Todėl reikėtų ne tik taikyti prevencines priemonės dėl mikromicetų užsikrėtimo kavos uogų auginimo metu ir kavos pupelių apdirbimo metu, bet ir ieškoti piemonių, kaip nukenksminti susidariusius mikotoksinus nepakenkiant žmogaus organizmui. 

6 lentelė. OTA kiekis kavos pupelėse po skrudinimo ir atitiktys Komisijos Reglamentui (EB) 1881/2006
	Įmonė
	Šalis
	OTA kiekis kavos pupelėse po skrudinimo (µg/kg)
	Atitiktis Komisijos reglamentui (EB) 1881/2006

	„Y”
	Brazilija
	2,6
	Atitinka

	
	Kolumbija
	5,5
	Neatitinka

	
	Kamerūnas
	7,1
	Neatitinka

	
	Kosta Rika
	7,0
	Neatitinka

	
	Indija
	9,0
	Neatitinka

	
	Indonezija
	8,5
	Neatitinka

	
	Dominikos Respublika
	6,0
	Neatitinka

	
	Etiopija
	8,1
	Neatitinka

	
	Burundis
	9,0
	Neatitinka

	
	Papua Naujoji Gvinėja
	6,0
	Neatitinka

	„X”
	Brazilija
	4,5
	Atitinka

	
	Etiopija
	5,0
	Atitinka

	
	Vietnamas
	5,5
	Neatitinka

	
	Kolumbija
	5,8
	Neatitinka

	
	Indija
	4,0
	Atitinka


Mažiau išsivysčiusių pasaulio šalių gyventojai, daugiausiai Afrikoje ir Azijoje, patiria didesnę apsinuodijimo mikroskopinių grybų toksinais riziką, o vykstant tarptautinei prekybai ji plinta ir į kitas šalis. Dėl šios priežasties, importuojami produktai privalo būti griežtai tikrinami ir valdomi, kad išvengtume rizikos maisto saugai. 
7 lentelė. OTA kiekio priklausomybė nuo kavos vartojimo per dieną
	Rodiklis
	Kategorijos
	Kavos kiekis, g
	OTA kiekis maltoje kavoje, µg/kg
	OTA kiekis kavos gėrime, µg/kg

	Kavos vartojimas
	≤1 puodelis per parą
	6
	0,03
	0,02

	
	2 puodeliai per parą
	12
	0,06 
	0,05

	
	3 puodeliai per parą
	18
	0,09
	0,07

	
	4 puodeliai per parą
	24
	0,12
	0,09

	
	≥5 puodeliai per parą
	30
	0,15
	0,11
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13 pav. Respondentų kavos gėrimo dažnumas kartais per dieną (Varnaitė, 2012)
13 paveiksle pavaizduoti duomenys, gauti 2012 metais, atlikus anketinę anoniminę apklausą. Apdorojus duomenis paaiškėjo, kad 34 % respondentų kavą geria kartą per dieną, taigi šie vartotojai gauna sveikatai nepavojingą OTA kiekį (X±mx=0,02 ± 0,005). 2 kartus per dieną kavą geria 22 % respondentų, jie suvartoja 0,05 µg/kg OTA kiekį per dieną, t.y. 0,35 µg/kg, o tai jau viršyja rekomenduojamą OTA savaitės normą.
REZULTATŲ APTARIMAS

Tyrime buvo naudojami kavos pupelių mėginiai iš Amerikos, Afrikos, Azijos ir Okeanijos, kurie nebuvo specialiai užkrėsti OTA. Didžiausios OTA koncentracijos (7,0 – 9,0 µg/kg) po skrudinimo nustatytos kavos pupelių mėginiuose iš Afrikos ir Azijos. Remiantis kitų autorių tyrimais ir jų rezultatais buvo nustatyta, kad kavos pupelės iš Kosta Rikos ir Indijos OTA buvo užterštos labiausiai – 13 µg/kg ir 11 µg/kg atitinkamai. Kavos pupelių mėginiai iš Etiopijos buvo mažiausiai užteršti – 3,8 µg/kg (Gompa, 2013).

Oliveira at al. (2013) tyrimų duomenimis nustatyta, kad skrudinimo metu užterštumas OTA sumažėjo 74 – 100%.  Remiantis Castellanos-Onorio et al. (2011) skrudinimo mašinos taip pat turi įtakos OTA koncentracijų kitimui: skrudinant besisukančiame cilindre OTA kiekis mažėja 5 kartus lėčiau nei skrudinant beveik verdančioje mašinoje.
Po atliktų tyrimų Kanadoje buvo nustatyta, kad Brazilijoje 63% kavos pupelių mėginių buvo užteršta A. niger, 31% - A. ochrareus, o 3% - A. carbonarius. Užterštumas A. niger taip pat buvo nustatytas didžiausias po atliktų tyrimų LSMU VA laboratorijoje. Likusius 50 % sudarė mėginių užterštumas A. ochraceus, A. parasiticus, A. sydowii ir A. flavus. 
IŠVADOS 

1. Nustatant kavos mėginių grybinį užterštumą, paaiškėjo, kad mėginiai buvo užteršti Aspergillus spp pradais.  Ištyrus 10 žalių kavos pupelių meginių, nustatyta, kad 50 proc. buvo užterštos A. niger, 23,8 proc. - A. ochraceus, 11,5 proc. - A. sydowii, 9 proc. - A. parasiticus, o mažiausiai – 5,7 proc. – A. flavus. Mažiausiai gyvybingų mikromicetų sporų aptikta mėginiuose iš Burundžio – 100 KSV/g. Ištyrus skrudintas kavos pupeles nebuvo rasta mikromicetų, nes jie buvo visiškai sunaikinti vidutinio skrudinimo metu. 
2. Siekiant sumažinti kavos pupelių užterštumą mikromicetų pradais reikia imtis prevencinių priemonių kavos uogų brendimo, rinkimo, pirminio apdorojimo metu ir kavos pupelių transportavimo ir laikymo metu. 

3. Įvertinus kavos pupelių mėginius iš „X“ ir „Y“ įmonių nustatyta, kad didžiausias žalių kavos pupelių užterštumas OTA nustatytas 3,5 µg/kg, (Kolumbija), mažiausias – 0,1 µg/kg (Papua Naujoji Gvinėja). 
4. Po skrudinimo 93,3 % mėginių OTA koncentracija padidėjo  nuo 14,12 % iki 63,64 %. Mažiausiu OTA kiekiu užterštos kavos pupelės iš Brazilijos (2,6 µg/kg) („Y“ įmonėje). 
5. Abiejų kavos pupelių skrudinimo įmonių gautais rezultatais nustatyta, kad 26,7 % skrudintos kavos pupelių mėginių atitiko Komisijos reglamentą (EB) 1881/2006 ir neviršyjo jame nustatytos OTA koncentracijos.
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