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Molekularna metoda odredivanja opsega zarazenosti uskladistenog pseni¢nog

brasna kestenjastim brasnarom (Tribolium castaneum (Herbst))

SAZETAK
Pozadina istraZivanja. Prisutnost dijelova insekata u namirnicama jedno je od glavnih

ogranicenja pri njinovom skladistenju, te uzrokuje velike gubitke u kvaliteti proizvoda. Suzbijanje Stetnika
predstavlja velik izazov u prehrambenoj industriji. Tradicionalno se prisutnost kestenjastog brasnara
(Tribolium castaneum) u prehrambenim proizvodima utvrduje kiselinskom hidrolizom i metodom
bojanja, koje su dugotrajne i neprecizne.

Eksperimentalni pristup. Uzevsi u obzir potrebu za primjenom brze i ucinkovite metode
odredivanja prisutnosti T. castaeneum u brasnu, u radu je razvijena i opisana kvantitativna metoda koja
se temelji na lancanoj reakciji polimerazom u stvarnom vremenu (qRT-PCR). Kao ciljni gen odabran je
mitohondrijski gen za podjedinicu 1 citokrom ¢ oksidaze (mtCOl) zbog njegove rasprostranjenosti u
nametniku. Pomocu kompjuterskog softvera Primer Premier izradene su pocetnice za umnozavanje DNA
ciljane vrste metodom gRT-PCR.

Rezultati i zakljucci. Ovom se metodom moze identificirati kestenjasti brasnar (T. castaneum) u
svim fazama ontogeneze u uskladistenom brasnu. Prijasnji su eksperimenti pokazali da se iz 2,2 mg
kukaca moze izdvojiti otprilike 20 ug DNA. Za utvrdivanje opsega zaraze provedena je regresijska analiza
broja ciklusa (Ct-vrijednost) potrebnih za odredivanje poznatih uzoraka, a rezultati su izrazeni kao broj
odraslih kukaca. U nepoznatim je uzorcima izra¢unat stupanj zaraze od 1,74 odnosno 0,046 odraslih
insekata u 5 g p3eni¢nog brasna. Prema requlativi Americke agencije za hranu i lijekove (engl. U.S. Food
and Drug Administration (FDA)), najvec¢i dopusteni broj dijelova insekata u brasnu je 75, odnosno
otprilike 3 odrasla kukca u 50 kg brasna. Pomocu ove nove metode voditelji skladista mogu donijeti
odluku o tome gdje skladistiti brasno, te ucinkovito provoditi plan suzbijanja ovog nametnika. Takoder,
drzavne agencije koje posreduju u medunarodnom poslovanju mogu temeljem ove metode utvrditi
zadovoljava Ii kakvoca proizvedenog pSeni¢nog brasna standarde zemalja kojima se ono isporucuje.

Novina i znanstveni doprinos. Ova je prvo istrazivanje u kojem je utvrdena koli¢ina kestenjastog
brasnara T. castaneum u mljevenim Zitaricama. Dosad su koristene samo konvencionalne metode
utvrdivanja prisustva nametnika u brasnu, a opseg zaraze je odredivan ru¢nim brojanjem dijelova
insekata. Nova gRT-PCR metoda je brza, pouzdanija i moze se koristiti u mlinarskoj i pekarskoj industriji,
pogonima za preradu hrane i pri medunarodnoj trgovini za utvrdivanje opsega zaraze kestenjastim

brasnarom.
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