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POPIS I OBJASNJENJE KRATICA

e 15-ADON - 15-acetildeoksinivalenol

e 3-ADON - 3-acetildeoksinivalenol

e AFBL1 - aflatoksin B1

e DAS - diacetoksiscripenol

e Deepoksi-DON - deepoksi-deoksinivalenol

e DOM-1 - deoksinivalenol metabolit 1

e DON - deoksinivalenol

e ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay (imunoasorpcijska enzimatska analiza)
e FBL1 - fumonizin B1

e NEO - neosolaniol

e NIV - nivalenol

e OPG - obiteljsko poljoprivredno gospodarstvo

e OTA - okratoksin A

e TDI - eng. Tolerable Daily Intake (prihvatljivi dnevni unos)
e ZAN - zearalanon

e ZEL - zearalenol

e ZEN - zearalenon

e o-ZEA - a-zearalenol

e [B-ZEA - B-zearalenol
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1. UvOD



Gljive u svom razvojnom ciklusu produciraju primarne metabolite koji su im neopohodni za
rast i razvoj, a neke od njih mogu sintetizirati i sekundarne metabolite — mikotoksine. Jedni od
najznacajnijih sekundarnih metabolita gljiva su fuzarijski mikotoksini (Kanizai Sari¢ i sur.,
2011). Medu njima su najzastupljeniji zearalenon (ZEN), deoksinivalenol (DON), fumonizini i
T-2 toksin, koji su Cesti oneciS¢ivaci hrane i hrane za Zivotinje, primarno Zzitarica i njihovih
proizvoda (Hussein i Brasel, 2001), budu¢i da plijesni koje produciraju ove onecis¢ivace rastu
na njima kao patogeni ili saprofiti (Schothorst i van Egmond, 2004).

Kontaminacija usjeva Fusarium vrstama moze nastati prije zetve (na polju), ali i poslije
zetve (u skladistima 1 silosima). Osim o fazi uzgoja, razina oneciS¢enja mikotoksinima ovisi i o
nacinima i uvjetima skladiStenja te varira s obzirom na geografsko podrucje i1 klimatske uvjete
(Glenn, 2007). Cimbenici koji utjeéu na nastanak plijesni i tvorbu fuzarijskih mikotoksina
odnose se na prisutnost plijesni, razinu vlage, temperaturu, aeraciju, prisutnost insekata i
mehanickih oSte¢enja zrna (CAST, 2003; Sforza i sur., 2006). Istrazivanja su pokazala da je
problem fuzarijskih mikotoksina posebno izrazen tijekom kiSovitth godina s izrazenim
temperaturnim promjenama (Pleadin i sur., 2012a; Pleadin i sur., 2012b).

Onecis¢enje hrane fuzarijskim mikotoksinima moze uzrokovati brojne kroni¢ne i akutne
toksicne ucinke u ljudi i Zivotinja. Istrazivanja su pokazala da fuzarijski mikotoksini uzrokuju
bolesti mikotoksikoze te da imaju genotoksi¢no, nefrotoksi¢no, citotoksi¢no, estrogeno i
teratogeno djelovanje (Binder 1 sur., 2007). PreZivaci su u pravilu otporniji na negativne ucinke
mikotoksina od monogastri¢nih Zivotinja (npr. svinja), budu¢i da mikroorganizmi u buragu
imaju sposobnost njihove razgradnje do manje toksi¢nih spojeva.

U odredenoj mjeri, prisutnost manjih koli¢ina fuzarijskih mikotoksina u zitaricama za
prehranu ljudi i Zivotinja te srodnim prehrambenim proizvodima je neizbjezna te je od velikog
znacaja za zaStitu javnog zdravlja uspostava smjernica i odredbi zakonodavstva i procjena rizika
na nivou svake zemlje (Pleadin i sur., 2015). Razvoj plijesni i sintezu mikotoksina potrebno je
prevenirati kroz identificiranje kljucnih kriti€nih kontrolnih tocaka koje ukljucuju proces
proizvodnje, prerade 1 skladiStenja sto¢ne hrane (Kabak i sur., 2006). Ukoliko ipak dode do
znaCajnijeg oneciSCenja, potrebna je primjena ucinkovitih metoda redukcije, odnosno
dekontaminacije, uz sustavnu kontrolu razine fuzarijskih mikotoksina i primjenu suvremenih
analitickih metoda u njihovoj detekciji (Pleadin i sur., 2015).

Svrha ovog rada je koriStenjem ELISA metode odrediti koli¢inu (koncentraciju)
fuzarijskih mikotoksina DON-a i ZEN-a u kukuruzu, domacoj i kupovnoj sto¢noj hrani te
mlijeku iz tri zupanije Republike Hrvatske: Varazdinske, Koprivnicko-krizevacke i Zagrebacke.

Nadalje, usporediti te razine s obzirom na podrijetlo hrane za Zivotinje i mlijeka s prihvatljivim
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dnevnim unosom (TDI — ,, Tolerable Daily Intake*) prema Europskoj komisiji i najveéim
preporuc¢enim koli¢inama mikotoksina u hrani za zivotinje prema Uredbi Komisije (EZ) o
utvrdivanju najvec¢ih dopustenih koli¢ina u hrani za zivotinje (Commission Recommendation
2006/576/EC) u nepreradenim zitaricama te izraCunati stopu prijenosa (,carry-over efekt)

DON-a i ZEN-a iz hrane za goveda u mlijeko koje proizvode.



2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA



1)

2)

3)

1)

Op¢i ciljevi ovog rada su:

ELISA metodom detektirati razinu kontaminacije hrane za Zivotinje (kukuruz, kupovna i
domaca sto¢na hrana) fuzarijskim mikotoksinima DON-om i ZEN-om;

ELISA metodom detektirati razinu kontaminacije pripadajucih uzoraka mlijeka goveda
(koja su hranjena analiziranim uzorcima hrane za zivotinje) fuzarijskim mikotoksinima
DON-om i ZEN-om;

Utvrditi koja vrsta hrane za Zivotinje predstavlja najveci izvor kontaminacije fuzarijskim

mikotoksinima DON-om i ZEN-om u goveda

Specifi¢ni ciljevi ovog rada su:
Na temelju odredenih koli¢ina fuzarijskih mikotoksina DON-a i ZEN-a u hrani za
zivotinje 1 pripadaju¢im uzorcima mlijeka goveda izraCunati stopu prijenosa istih u

mlijeko



3. TEORIJSKI DIO



3.1. MIKOTOKSINI

Mikotoksini su sekundarni metaboliti gljiva koji u ovisnosti o stupnju izloZenosti
(Pepeljnjak i sur., 2008) mogu biti Stetni za ljude i zivotinje prilikom njihove ingestije,
inhalacije ili kontakta s kozom (Rice i Ross, 1994). Mikotoksini se mogu pojaviti u
hranidbenom lancu zbog gljivicne infekcije usjeva, bilo da se konzumiraju izravno od strane
ljudi ili se koriste kao stocna hrana. Metabolizam oralno unesenih mikotoksina moze rezultirati
kumulacijom mikotoksina u razli¢itim organima ili tkivima, a oni i njihovi metaboliti ulaze u
hranidbeni lanac preko mesa, mlijeka ili jaja (Marin i sur., 2013), tzv. ,,carry-over” efektom.
Ostale namirnice kao Sto su orasi, zaini, vo¢e 1 njihovi proizvodi, takoder mogu biti
kontaminirane mikotoksinima. Ipak, najbitnije u prijenosu mikotoksina su zitarice, jer ih
konzumiraju i ljudi i Zivotinje (Pittet, 1998). Organizacija za hranu i poljoprivredu (FAO)
Ujedinjenih Naroda (UN) procjenjuje da je priblizno 25% Zitarica diljem svijeta kontaminirano
mikotoksinima (Rice i Ross, 1994).

Najces¢i nacin izloZenosti mikotoksinima je putem oralnog unosa kontaminirane hrane
ili hrane za Zivotinje (Dvorackova, 1976). Osim toga, mogu uzrokovati velike materijalne
gubitke i nanositi Stetu poljoprivrednim proizvodima (Shane, 1994; Vasanthi i Bhat, 1998).
Proizvodnja mikotoksina u poljoprivrednim kulturama moze se pojaviti u hranidbenom lancu u
razli¢itim fazama: prije Zetve, tijekom berbe i suSenja te tijekom skladistenja. Neprikladna
poljoprivredna i Zetvena praksa, nepravilno suSenje, rukovanje, pakiranje, skladistenje ili
transport Zzitarica promicu gljiviéni rast, poveéavajuci pritom rizik od proizvodnje mikotoksina.
Do naknadne produkcije mikotoksina uglavnom ne dolazi nakon §to je hrana procesirana,
ukoliko se skladisti u uvjetima koji sprjeCavaju gljivicnu kontaminaciju i bioproizvodnju
mikotoksina (Marin i sur., 2013).

Mikotoksini su, dakle, proizvodi razli¢itih gljivica, primarno Aspergillus, Penicillium,
Alternaria, Fusarium i Claviceps roda. Najvazniji mikotoksini pronadeni u hrani su proizvodi
sljede¢ih pet gljivicnih rodova: aflatoksini, koje proizvode Aspergillus vrste; okratoksin A
(OTA), produkt Aspergillus i Penicillium vrsta; trihoteceni (tip A: HT-2 i T-2 toksin i tip B:
DON, ZEN, fumonizini B1 i B2 te relativho novi mikotoksini (fuzaproliferin, moniliformin,
beauvericin i eniatin)) proizvedeni uglavhom od Fusarium vrsta; ergot alkaloidi koje proizvodi
Claviceps te altenuen, alternariol, alternariol metil eter, altertoksin i tenuazoni¢na kiselina koje
proizvode Alternaria vrste (Barkai-Golan, 2008). Najopasnije plijesni pripadaju vrstama

Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus. Obje pripadaju u skladi$ne plijesni i mogu se



pronaci u zitaricama i1 proizvodima od uljarica u toplim i vlaznim podru¢jima (Smith 1 sur.,

1997).
3.1.1. Fusarium mikotoksini i njihova toksi¢nost

Poznato je da su mikotoksini Fusarium vrsta medu najces¢ima koji se javljaju u zitaricama
koje rastu u podru¢jima umjerene klime. Fusarium vrste sintetiziraju Siroki spektar mikotoksina
raznolike strukture i kemijskih svojstava (Flannigan, 1991). Najvazniji, koji utjeCu na zdravlje i
produktivnost zivotinja, su trihoteceni - ZEN, moniliformin i fumonizini (D'Mello i sur., 1997).

Trihoteceni su podijeljeni u Cetiri osnovne skupine, gdje A i B predstavljaju najvaznije
¢lanove. U trihotecene tipa A spadaju T-2 toksin, HT-2 toksin, neosolaniol (NEO) i
diacetoksiscirpenol (DAS), a u tip B trihotecena spadaju DON i njegovi derivati: 3-acetil-
deoksinivalenol (3-ADON) i 15-acetil-deoksinivalenol (15-ADON), nivalenol (NIV) i
fuzarenon-X.

Zajednicka znacajka mnogih Fusarium vrsta je njihova sposobnost sinteze ZEN-a, a
njegova aditivnost i sinergizam s drugim trihotecenima ima vaznu ulogu u etiologiji
mikotoksikoza u Zivotinja. Kao i kod drugih bioaktivnih spojeva, Fusarium mikotoksini mogu
uzrokovati akutne i kroni¢ne simptome toksi¢nosti. U zivotinja su odbijanje hrane,
reproduktivni poremecaji te imunosupresija najéeS¢e posljedice kroni¢nog unosa mikotoksina,
Sto uzrokuje velike gubitke u animalnoj proizvodnji (Pepeljnjak i sur., 2008).

Medu trihotecenima, ¢lanovi tipa A su otrovniji od onih tipa B. Zanimanje za Fusarium
mikotoksine i njihove ucinke na domace Zivotinje je neprestano prisutno diljem svijeta,
ponajvise zbog simptoma koji se javljaju uslijed kroni¢ne izloZenosti. Osim toga, nedavno
povezivanje fumonizina B1 (FB1) s kancerogenim uc¢inkom u ljudi povecava opcu zabrinutost,
jer postoji mogucnost prijenosa fuzarijskih mikotoksina iz zivotinjskog tkiva u mlijeko, jaja i
meso.

Studije na svinjama ukazuju da je DON znacajan inhibitor unosa hrane i rasta, a buduéi
da uzrokuje smanjenje unosa hrane i djeluje kao emetik, alternativno se naziva vomitoksinom. S
druge strane, prezivaci su znatno tolerantniji na DON, budu¢i da u tolikoj mjeri ne utjece na
unos hrane 1 proizvodnju mlijeka u mlije¢nih krava (Charmley i sur., 1993).

Akutni testovi pokazuju da ZEN ima relativno nisku toksi¢nost u laboratorijskih miseva
(Flannigan, 1991), dok istrazivanja kroni¢ne izloZenosti pokazuju da njegovo estrogeno svojstvo
ima znacajan ucinak na sisavce ve¢ pri razinama od 1,5-3 mg/kg hrane (Prelusky i sur., 1994).

To svojstvo o€ituje se u vezanju za estrogene receptore, uzrokujuéi hormonsku neravnotezu, sto



dovodi do hipersetrogenizma, prolapsusa vagine i rektuma, resorpcije fetusa i pobacaja (Kosalec
i Pepeljnjak, 2004). U krava su neplodnost, smanjena proizvodnja mlijeka i hiperestrogenizam
povezane sa ZEN-om ili Fusarium vrstama koje ga proizvode. Hranjenje kukuruzom
kontaminiranim F. moniliforme ¢esto se povezuje s indukcijom leukoencefalomalacije i akutne
neurotoksi¢nosti u kopitara i sa sindromom plué¢nog edema u svinja (Prelusky i sur., 1994).
Osim toga, izloZenost velikim dozama ZEN-a u hrani dovodi se u vezu s preuranjenim
pubertetom u ljudi (Peraica i Domijan, 2001).

Zajednicko pojavljivanje Fusarium mikotoksina u zitaricama i sto¢noj hrani se nerijetko
javlja te se stoga postavlja pitanje njihovih interakcija u manifestaciji toksi¢nosti. Primjerice,
iako su male razine otkrivene u prirodi, fuzari¢éna Kiselina moze povecati aktivnost drugih
Fusarium mikotoksina. Harvey i sur. (1996) dokazali su da pojedina¢no djelovanje DON-a i
FBI izaziva ograni¢eno smanjenje prirasta svinja, a sinergisti¢ki u¢inak tih dvaju mikotoksina
znacajno utjeCe na smanjenje rasta. Veci praktiéni znacaj ima zajednicka pojava razlicitih
Fusarium mikotoksina s aflatoksinom B1 (AFB1), a toksi¢ne interakcije izmedu aflatoksina i

fumonizina jos je potrebno razjasniti (Placinta i sur., 1999).
3.1.2. Kontaminacija zitarica i sto¢ne hrane Fusarium mikotoksinima

Zrnje Zzitarica i proizvodi od njih predstavljaju vazan izvor energije i proteina za sve vrste
stoke i ostalih Zivotinja na farmama (D'Mello i sur, 1997). Zitarice se mogu kontaminirati
mikotoksinima tijekom rasta plijesni na biljci u polju ili u skladistu. Onecis¢enje biljaka i
proizvodnja mikotoksina izrazito ovise o uvjetima okoliSa (Adams i sur., 1993). Prije svega, to
su zdravlje biljke prije koSnje, meteoroloski uvjeti, nacin kosnje i iskoriStavanja biljke, zastoji u

procesu proizvodnje 1 hidrotermalni uvjeti (OZegovi¢ 1 Pepeljnjak, 1995).

3.2. DEOKSINIVALENOL

DON pripada tipu B trihotecenskih mikotoksina, a prvi put je izoliran 1972. godine iz
oste¢enog zrna je¢ma. Glavni producenti ovog mikotoksina su plijesni Fusarium graminerarum
i Fusarium culmorum, a javlja se ¢eS¢e kod zitarica kao $to su kukuruz, pSenica i jeCam, nego li
kod zobi, razi i rize (Doohan 1 sur., 2003). MozZe biti prisutan i u proizvodima Zivotinjskog
podrijetla, kao Sto su meso i mlijeko (Cavret i Lecouer, 2006). Optimalna temperatura rasta
plijesni koje produciraju DON je od 25° C do 28° C, uz aktivitet vode od 0,97 (Whitlow i sur.,
2006). Na Slici 1 prikazana je kemijska struktura DON-a i njegovog metabolita DOM-1.



Slika 1. Kemijska struktura DON-a i njegovog metabolita DOM-1 (Yoshizawa i sur., 1983)

Unos DON-a putem kontaminirane hrane za zivotinje uzrokuje anorekticke i
imunomodulatorne promjene koje su najizrazenije u svinja. Na primjer, procijenjeno je srednje
smanjenje dobrovoljnog unosa hrane od 5% prilikom povecanja koncentracije DON-a u
prehrani od 1 mg (D61l i Dénicke, 2011; Dénicke i Brezina, 2013).

Tablica 1 prikazuje pregled istrazivanja kontaminacije zitarica i krmiva DON-om u
Hrvatskoj, u razdoblju od 1999. do 2012. godine.

3.2.1. Metabolizam DON-a

U buragu prezivacéa DON se metabolizira u mikrobno metaboliziranu deepoksidiziranu
formu - de-epoksi-DON, tj. DOM-1 (DON metabolit 1) (Slika 2) ili jednostavno de-DON i
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njihove konjugirane oblike kao rezultat metabolizma faze 11 (Danicke i Brezina, 2013). DOM-1
je znatno manje toksi¢an od izvornog oblika (Whitlow 1 sur., 2006). U usporedbi s drugim

trihotecenima DON se smatra jednim od manje toksi¢nih (Whitlow i sur., 2006).

3.3. ZEARALENON

ZEN, kemijskog naziva 3,4,5,6,9,10-heksahidro-14,16-dihidroksi-3-metil-1 H-2
benzoksiciklotetradecin-1,7 (8H)-dion, je nesteroidni mikotoksin, metabolit razli¢itih vrsta iz
roda Fusarium, uklju¢uju¢i: F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum i F. moniliforme
(Chelkowski, 1998). Kemijsku strukturu (Slika 2) ZEN-a utvrdili su Urry i sur. (1966). ZEN se
ponajvise nalazi u zitaricama, posebice u kukuruzu, je¢mu, zobi, pSenici, rizi, sirku te u
njihovim proizvodima (Kuiper-Goodman i sur., 1987). U prirodi se ovaj mikotoksin najéesce
nalazi u zrnju kukuruza s visokim sadrzajem vode, one¢is¢enim ponajprije s Fusarium roseum u
kasnu jesen i zimu. Ipak, one vrste koje su sposobne proizvoditi ZEN mogu prezivjeti i U

umjerenim temperaturama i tropskim podru¢jima (Alldrick i Hajselova, 2004).
3.3.1. Metabolizam ZEN-a

ZEN, a vjerojatno i male koli¢ine njegovih metabolita, oralno unesene s kontaminiranom
hranom mogu pro¢i kroz strukturne promjene prije apsorpcije (ingestivha razina), na
apsorpcijskoj razini (sluznice, mukoze) i nakon apsorpcije (metabolicka razina). Preapsorpcijske
modifikacije posredovane gastrointestinalnim mikrobima rezultiraju uglavnom redukcijom
metabolita ZEN-a. Redukcija ZEN-a odvija se na razini apsorpcije i nakon apsorpcije. Daljnje
izmjene rezultiraju oksidativnim i konjugiranim oblicima njegovih metabolita (Danicke i
Winkler, 2015). Prema Olsen i sur. (1981), dva glavna biotransformacijska puta ZEN-a u
zivotinja su: hidroksilacija koja rezultira formiranjem o-zearalenola (a-ZEA) i B-zearalenola (B-
ZEA), katalizirana 3a- i 3B-hidroksisteroid dehidrogenazom te konjugacija ZEN-a i njegovih
reduciranih metabolita s glukuronskom kiselinom, koju katalizira uridindifosfat glukuronil
transferaza. Mehanizam djelovanja ZEN-a i njegovih metabolita temelji se na strukturnoj
sli¢nosti estrogenu. Primjerice, zearalenol (ZEL) je strukturni analog estrogena, odnosno djeluje
kao P-estradiol (Hagler i sur., 1979). ZEN i njegovi metaboliti se ponasaju kao umjetni
estrogen-agonisti konkurentni za vezanje na receptor (Miksicek, 1994) te se vezu na te receptore

manje ucinkovito od estradiola. Takoder, postoje razlike u ucinkovitosti vezanja izmedu ZEN-a
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i njegovih metabolita (Alldrick i Hajselova, 2004). Na Slici 2 prikazane su kemijske strukture
ZEN-a i nekih njegovih metabolita.

Zearalenon (ZEN) Zearalanon (ZAN)

OH O H OH O H

(@] (0]
HO HO
“OH "OH
a-Zearalenol (a-ZEL) a-Zearalanol (a-ZAL)
OH O |-|= CH, OH O H_’ CH,
(o]
HO
OH
B-Zearalenol (B-ZEL) B-Zearalanol (B-ZAL)
OH O H
S— HO
o]
frans-zearalenon cis-zearalenon

Slika 2. Kemijska struktura ZEN-a i nekih njegovih metabolita
(prilagodeno iz Danicke i Winkler, 2015)

Nakon oralnog unosa, ZEN se brzo apsorbira. Glavni organ metabolizma ZEN-a je jetra,
gdje se prevodi u dva razli¢ita izomera - ZEL (o i ) i ZAN (zearalanon) (Alldrick i HajSelova,
2004). Koncentracija ZEN-a se smanjuje u jetri i ovisno o zivotinjskoj vrsti razlikuje se mjesto
biotransformacije ovog spoja u organizmu (Hagler i sur., 1979; Ozegovi¢ i Pepeljnjak, 1995).

Ipak, ve¢ina (>90%) mikotoksina se izlu¢i iz organizma Zivotinje (Alldrick 1 HajSelova, 2004).
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3.4. PRODUKCIJA DON-a | ZEN-a NA USJEVIMA

Glavni mehanizmi infekcije Fusarium spp. ukljucuju rasprsivanje infektivne tvari iz tla
kisom tijekom dozrijevanja (kod pSenice i je¢ma) ili svilanja (kod kukuruza), kao i prijenos
onecis¢enog materijala vjetrom. Fizicko oSte¢enje kukuruznih usjeva posredovano pticama ili
kukcima takoder pospjesuje gljivicne infekcije (Sutton i sur., 1980).

lako se smatra da su DON i ZEN "poljski™ mikotoksini, moguce je da nastanu u vec
ubranim zitaricama. To je osobito slu¢aj u zemljama u kojima se bere mokro zrno, a susenje je
vremenski razdvojeno. Orsi i sur. (2000) izvijestili su da visok broj Fusarium spp. prezivljava u
kukuruzu i nakon pet mjeseci skladiStenja. SkladiStenje pri visokoj vlaznosti smatra se
znacajanim rizikom za razvoj plijesni kod kukuruza (Christensen i sur., 1992). U slufajevima
kad je klip kukuruza pohranjen na dulje vrijeme (npr. ako se koristi za sto¢nu hranu), incidencija
bolesti povezanih s intoksikacijama fuzarijskim mikotoksinima je viSe vjerojatna zbog
nepravilnog skladiStenja, nego zbog njegovog razvoja prije Zetve (Wilson i Abramson, 1992).

Tablica 2 prikazuje 30-godisnji pregled istrazivanja kontaminacije zitarica i krmiva
ZEN-om u Hrvatskoj. U vlaznim godinama, odnosno za vrijeme produljenih zima i
temperaturnih oscilacija utvrdeni su znatno veci udjeli ovog mikotoksina. Tako je tijekom
izuzetno vlazne 1978. najveca razina iznosila 275000,8 ug/kg ZEN-a, dok je u izrazito hladnoj i
vlaznoj 2004. ZEN dokazan u koli¢ini od 29000,43 pg/kg. Inac¢e su Fusarium i Penicillium vrste
ucestalije u umjerenom klimatskom podruc¢ju. Optimalni uvjeti rasta 1 tvorbe mikotoksina kod
ovih plijesni su temperatura ve¢a od 20 °C i aktivitet vode 0,87 (Pitt i sur., 2000). Osim toga,
vece koncentracije su zabiljeZene 1 za vrijeme Domovinskog rata (19000,9 pg ZEN/kg).
Tijekom ostalih godina koncentracije ZEN-a kretale su se od 0,39 do 3000 pg/kg (Pepeljnjak i
sur., 2008).
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Tablica 1. Pregled nalaza DON-a u kukuruzu, zitaricama i krmivu na podru¢ju Hrvatske

. Ucdestalost / raspon koli¢ine DON-a ili
Godina (szgoz'olzggraka) srednja vrijednost koncentracije Referenca
J DON-a (ng/kg)
1999 kukuruz (N=28) 64% / 150-2000 Mitak i sur., 2002
e, _ Sokolovi¢ i Simpraga
- *
2001 zitarice (N=2) NP (2006)
. _ Sokolovié i Simpraga
2001 krmivo (N=5) NP (2006)
. _ Sokolovi¢ i Simpraga
2002 krmivo (N=7) NP (2006)
v, . Sokolovié i Simpraga
= 0,
2003 zitarice (N=7) 14% /100 (2006)
. _ Sokolovi¢ i Simpraga
= 0 -
2003 krmivo (N=6) 33% / 50-630 (2006)
2004 zitarice (N=5) 60% / 1500-3440 Sokolovi¢ i Simpraga
(2006)
2004 | krmivo (N=21) 719% / 100-1050 SOkOlOV(IZCOIOE;umga
2010 kukuruz (N=40) 85% / 15-17920 Pleadin i sur., 2012b
2011 kukuruz (N=63) 71% [ 215-2942 Pleadin i sur., 2013
2011 kukuruz (N=181) 27% / 55-500 HAH, 2012
2011 krmivo (N=29) 7% /1140 Pleadin i sur., 2012c
2012 kukuruz (NP*) NP* / 3560 Srecec i sur., 2013

*NP - nije poznato (nije navedeno u literaturi)

Tablica 2. Pregled nalaza ZEN-a u kukuruzu zitaricama i krmivu na podruc¢ju Hrvatske

(prilagodeno iz Pepeljnjak i sur., 2008 i Pleadin i sur., 2013)

Uzorak

Ucestalost / raspon kolicine

IR (N=broj uzoraka) ZEN-a (ng/kg) REIEEIE
1975/76 kukuruz ( N=191) 2,6% / 43-10000 Balzer i sur. (1977)
1976/77 Zitarice (272) 6,0% / 51-4200 Pepeljnjak i Cuturi¢ (1978)
1977 kukuruz ( N=267) 16% / 100-4000 Pepeljnjak i sur. (1979)
1978/79 |  zitarice ( N=116) 46,5% / 10-275800 Pepeljnjak i Balzer (1982)
1984/85 zitarice ( N=46) 15,2% / 560-3000 Pepeljnjak i Cvetni¢ (1986)
1984/85 krmivo ( N=32) 25% / 100-1200 Pepeljnjak i Cvetni¢ (1986)
1985 krmivo ( N=369) 29% / 100-6880 Nemanic¢ i sur. (1986)
1988- krmivo ( N=156); 0 o
1997 kukuruz ( N=378) 10% / 150-1200 Pepeljnjak i sur. (1999)
11%%% krmivo ( N=156) 21,9% / 50-1200 Mitak i sur. (2001)
1991 Zitarice ( N=111) 43,2% / 1-19900 Pepeljnjak i sur. (1992)
1199%25 sitarice ( N=234) 10% / 23-10700 Pepeljnjak i sur. (1999)

14




12%%81' kukuruz ( N=136) 10% / 200-2700 Pepeljnjak i sur. (2002)
2002/03 kukuruz ( N=49) 83%/0,43-39 Domijan i sur. (2005)
2004/05 Kukuruz 26% / 6030-29430 Segvié Klari¢ i sur. (2007)
2006/07 Zitarice 91% / 27,7-1182 Pepeljnjak i sur. (2008)
2006/07 Krmivo 100% / 49,7-1168 Pepeljnjak i sur. (2008)

2011 kukuruz ( N=63) 78% / 10-611 Pleadin i sur. (2013)

2011 pSenica ( N=51) 69% / 7-107 Pleadin i sur. (2013)

2011 jecam ( N=34) 9% / 5-68 Pleadin i sur. (2013)

2011 zob (N=34) 6% / 4-43 Pleadin i sur. (2013)

U Tablici 3 nalazi se prikaz rezultata studija razli¢itih zemalja o ucestalosti i

koncentraciji fuzarijskih mikotoksina DON-a i ZEN-a u zrnu kukuruza.

Tablica 3. Prikaz odredenih kolicina DON-a i ZEN-a u kukuruzu (pg/kg) u razli¢itim

drzavama
odredena Izmjerena koli¢ina
Drzava koli¢ina DON-a ZEN-a
Referenca
(ng/kg) (ng/kg)
) 4000-320000 Grabarkiewicz-Szczesna
Poljska - .
9000-927000 i sur. (1996)
Juzna Afrika >1830 - Rheeder i sur. (1995)
Filipini - 59-505 Yamashita i sur. (1995)
Tajland - 923 Yamashita i sur. (1995)
Koreja 145* - Ryu i sur. (1996)
) 490-3100 Wang i sur. (1995)
Kina - )
78,9* Han i sur. (2014)
Novi Zeland (1993.) <3400 <2700 ]
Lauren i sur. (1996)
(1992.) <8500 <10500
Kanada 20-4090 - Scott (1997)
Hrvatska 1565* 187* Pleadin i sur. (2013)

*srednja vrijednost uzoraka
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3.5. KLINICKI ZNACAJ DON-a | ZEN-a ZA LJUDE

DON u ljudi uzrokuje akutnu mucninu, povracanje, proljev, bol u trbuhu, glavobolju,
vrtoglavicu 1 groznicu. DON je poznat kao inhibitor sinteze proteina, §to za posljedicu ima
povecanje koncentracije aminokiseline triptofana i sinteze serotonina. Smatra se da je povecana
koncentracija serotonina uzrok smanjenom unosu hrane.

Smatra se da je ZEN odgovoran za preuranjeni pubertet u djece te da ima ucinak na
reproduktivni sustav Zena, a iako nema epidemioloskih studija koje ukazuju na karcinogenost
ZEN-a za ljude, smatra se da bi ovaj mikotoksin mogao imati u¢inka u razvoju karcinoma dojke
u zena (Pepeljnjak 1 sur., 2008).

Znanstveno povjerenstvo za hranu (Scientific Committee on Food) Europske komisije je
2002. godine uspostavilo TDI vrijednost za DON, koja iznosi 1 pg/kg tjelesne mase (EC, 2002),
a EFSA-in panel za kontaminante u prehrambenom lancu (EFSA Panel on Contaminants in the
Food Chain) je uspostavio TDI vrijednost za ZEN, koja iznosi 0,25 pg/kg tjelesne mase covjeka
(EFSA, 2011). EFSA-ino znanstveno povjerenstvo (EFSA Scientific Committe) je 2012. godine
izdalo smjernice za odabrane zadane vrijednosti parametara koje koriste Znanstveno
povjerenstvo i EFSA-ini znanstveni paneli u svojim istrazivanjima, a prema kojima prosje¢na

tjelesna masa odraslog stanovnika EU iznosi 70 kg (EFSA, 2012).

3.6. KONTROLA | ANALIZA MIKOTOKSINA U HRANI | HRANI ZA
ZIVOTINJE

Izbor analitickog postupka ovisi o0 mnogo razli¢itih ¢imbenika, a osnovni zahtjevi za bilo
koju metodu su selektivnost, to¢nost, preciznost i ponovljivost (Runje i Cvrtila, 2006). Medu
najvaznijim ¢imbenicima su vrsta uzorka (fizikalna i kemijska svojstva) te priroda informacija
koje se traze kao rezultat analize. U analitici mikotoksina razlikujemo ,,screening” metode i
potvrdne sluzbeno verificirane i propisane metode. “Screening” metode su tzv. ,,grube metode*
koje ne omogucavaju definitivan rezultat, nego samo osiguravaju indikaciju da je analit ili vise
njih prisutan u uzorku iznad odredene razine. Od dobrog “screening” testa ocekuje se da nece
davati lazno negativne rezultate.

Komercijalne imunoloske tehnike za analizu mikotoksina temelje se na specifiénim
monoklonskim i poliklonskim antitijelima proizvedenima od toksina, a podijeljene su uglavnom
na imunoafinitetne (IAC) analize temeljene na kolonama i imunoasorpcijske enzimatske analize
(ELISA - engl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (Patel, 2004). ELISA metoda je vrlo

16



zastupljena u analizama mikotoksina, a potom kromatografske i imunoloske metode (Runje i
Cvrtila, 2006).

Temelj kromatografskih metoda je odjeljivljanje i odredivanje sastojaka smjese na
temelju razlicitosti njihove raspodjele izmedu dviju faza, stacionarne (nepokretne) i mobilne
(pokretne) faze (Sforza i sur., 2006; Koppen i sur., 2010). Klasi¢ne analiticke metode za
identifikaciju mikotoksina su tankoslojna kromatografija (TLC), tekucinska kromatografija

visoke djelotvornosti (HPLC), plinska kromatografija (GC) i masena spektrometrija (MS).
3.6.1. ELISA metoda

Od orijentacijskih metoda najznacajnija je ELISA kao imunoloSka metoda razvijena
Sezdesetih godina 20. stolje¢a na osnovu zapazanja da se antitijelo, kao i analit (antigen), moze
vezati na krutu povrsinu i doprinositi specificnom jakom afinitetu vezivanja (Deshpande, 1996).

ELISA metoda je vrlo osjetljiva, daje brze i pouzdane rezultate, a zahtijeva utroSak malih
koli¢ina antigena i protutijela. Pri izvodenju takvih reakcija treba imati na umu da se u uzorku
nalaze tvari koje daju “lazno negativnu” ili “lazno pozitivnu” reakciju. 1z tog je razloga u
istrazivanje uvijek potrebno ukljuéiti kontrolne uzorke koji daju sigurno pozitivnu (pozitivna
kontrola) i sigurno negativnu (negativna kontrola) reakciju. Uvodenju ELISA-e u istrazivanja
prethodilo je otkri¢e da se topljivi antigen ili protutijela mogu vezati za ¢vrstu podlogu tako da
se ne isperu puferiranom fizioloskom otopinom. U tu se svrhu rabe polistirenske
mikrotitracijske ploCe Cetvrtastog oblika koje obi¢no imaju 96 (12 x 8) jazica. U testu su antigen
ili protutijela oznaCeni nekim enzimom, najéeSCe peroksidazom. Reakcija se ocitava prema
promjeni boje supstrata Sto ga enzim razgraduje, a mjerenje apsorbancije provodi se
spektrofotometrijski. Kao i ostale sli¢ne reakcije, ELISA se moZe provoditi na nekoliko nacina
(Runje i Cuvrtila, 2006).

ELISA testovi se obi¢no temelje na konkurentnim testovima koji koriste konjugate
enzimski vezanih mikotoksina ili primarna protutijela specificno za toksin analita (Patel, 2004).
ELISA tehnika se koristi u obliku raznih komercijalnih ELISA set kitova. Svaki set kitova u
osnovi sadrzi: ¢vrstu povrSinu (mikrotitracijska ploca), antigen ili antitijelo vezano za Cvrstu
povrsinu (dno mikrotitracijske plo¢e oblozeno protutijelima/antigenom), standarde, tj. uzorke
pozitivne i negativne kontrole, enzimski konjugat, supstrat/kromogen, pufer za ispiranje te stop-
otopinu za zaustavljanje enzimske reakcije (Purisi¢ i sur., 2003).

U osnovi se ELISA tehnika sastoji od dvije reakcije: imunoloske 1 kemijske. Imunolosku

reakciju predstavlja reakcija antigena i antitijela i ona je nevidljiva, a reakcija enzima i supstrata
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predstavlja kemijsku reakciju, pri ¢emu se bezbojni supstrat oboji i reakciju ucini vidljivom
(Engvall i Perlman, 1971).

Prema Durisi¢ i sur. (2003), ELISA metoda se po nacinu izvodenja dijeli na direktnu
(,,sendvic*) tehniku koja dva puta koristi antitijelo, kompetitivnu ili blokirajuéu ELISA tehniku

te inhibicijsku ELISA tehniku.

1) Direktna ili ,,sendvi¢“ ELISA tehnika

Kod ovog oblika ELISA tehnike, poznato specificno antitijelo vezano je za dno
mikrotitracijske ploCe. Za njega se vezuje antigen iz materijala koji se ispituje, ukoliko je
prisutan. Poslije ispiranja dodaje se konjugat kojega Cine antitijela, specificna za ispitivani
antigen, vezana enzimom. Ova antitijela se vezu za antigen, ukoliko se u prethodnoj fazi vezao
za plocu i nije ispran. Enzim tada stupa u reakciju sa supstratom i pojavljuje se obojenje koje
oznacava pozitivan test, a intenzitet boje je proporcionalan koli¢ini prisutnog antigena u
materijalu koji se ispituje (Purisi¢ i sur., 2003). Na Slici 3 shematski je prikazana direktna
ELISA metoda.

< Antitijelo obiljeZeno enzimom
- Baja
’ Antigen iz ispitivanog uzorka
< Poznato specifi¢no antitijelo vezano
za dno mikrotitracijske ploce

Slika 3. Shematski prikaz direktne (,,sendvic¢®) ELISA metode

(preuzeto i prilagodeno iz Purisi¢ i sur., 2003)

2) Kompetitivna ili blokiraju¢a ELISA tehnika

Poznato specificno antitijelo vezano je na dno mikrotitracijske ploce. U jazice ploce se
dodaje materijal koji se ispituje, a zatim konjugat kojeg ¢ini poznati antigen spojen sa enzimom.
Provodi se kompeticija izmedu antigena iz materijala koji se ispituje i antigena sa enzimom za
specificno antitijelo vezano u mikrotitracijsku plocu. Prednost ima antigen iz materijala koji se

ispituje, ukoliko ga ima, budu¢i da je prvi dodan. Vezanje antigena iz materijala onemogucava
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vezanje antigena ,,0bloZenog® enzimom koji ¢e se ispiranjem ukloniti (Slika 4). Ispiranjem
konjugata, odnosno antigena ,,oblozenog" enzimom, supstrat ¢e ostati nepromijenjen, odnosno
bezbojan, stoga je ovdje intenzitet nastale boje obrnuto proporcionalan koncentraciji analita - sto
je intenzivnija boja, to je niza koncentracija mikotoksina u uzorku (PuriSi¢ i sur., 2003). Na

Slici 4 shematski je prikazana kompetitivna ELISA metoda.

Antigen obiljeZen enzimom

Antigen iz ispitivanog uzorka

Poznato specifi¢no antitijelo vezano
za dno mikrotitracijske ploée

Slika 4. Shematski prikaz kompetitivne ELISA metode

(preuzeto i prilagodeno iz Purisi¢ i sur., 2003)

3) Inhibicijska ELISA tehnika

Poznati antigen je vezan za dno mikrotitracijske ploce. Prilikom izvodenja reakcije prvo
se dodaje materijal koji se ispituje, a zatim konjugat kojega Cine specificna antitijela spojena sa
enzimom. Ova antitijela ,,oblozena® enzimom Se prije vezuju s antigenom iz materijala koji se
ispituje, ukoliko ga ima, jer s njim dolaze u kontakt prije nego s antigenom vezanim u jazici
mikrotitracijske plo¢e (Purisi¢ i sur., 2003). Na Slici 5 shematski je prikazana inhibicijska
ELISA metoda.

Specifitno antitijelo obiljezeno
enzimom

‘ ’ Antigen iz ispitivanog uzorka
’ Poznati antigen vezan

za dno mikrotitracijske ploce

Slika 5. Shematski prikaz inhibicijske ELISA metode

(preuzeto i prilagodeno iz Durisi¢ i sur., 2003)
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U ovom radu kori$tena je analiticka metoda ELISA (kompetitivna ELISA tehnika), a

analizirani su mikotoksini DON i ZEN u uzorcima hrane za zivotinje i mlijeka.

3.7. LEGISLATIVA I NAJVECE DOPUSTENE KOLICINE DON-a | ZEN-a
U HRANI ZA ZIVOTINJE

U Tablici 4 nalazi se pregled najve¢ih dopustenih kolicina DON-a i ZEN-a u
nepreradenim Zitaricama koje se koriste kao hrana (prema Uredbi Komisije (EZ) o utvrdivanju
najve¢ih dopustenih koli¢ina odredenih kontaminanata u hrani 1881/2006) te najvecih
preporu¢enih koli¢ina ovih mikotoksina u zitaricama koje se koriste kao hrana za Zivotinje

(prema Commission Recommendation 2006/576/EC).

U Tablici 5 nalazi se pregled najve¢ih dopustenih koli¢ina DON-a i ZEN-a u gotovim
krmnim smjesama namijenjenima kao hrani za Zivotinje (Commission Recommendation
2006/576/EC).

Tablica 4. Najvece dopustene i najvece preporucene koli¢ine DON-a i ZEN-a u nepreradenim

Zitaricama namijenjenima za hranu i hranu za Zivotinje

5 Najveca dopuStena Najveca preporucena
Mikotoksin Zitarica® koli¢ina za hranu koli¢ina za hranu za
(ng/kg) Zivotinje (ng/kg)
Kukuruz 1750° 12000°
IR Pienica i zob 1750°
8000°
JeCam 1250°
Kukuruz 200° 3000°
ZEN
PSenica, jecam, zob 100° 2000°

3 nepreradene Zitarice; ® Uredba Komisije (EZ) o utvrdivanju najve¢ih dopustenih koli¢ina odredenih kontaminanata u hrani

1881/2006; © Commission Recommendation 2006
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Tablica 5. Najvece preporucene koli¢ine DON-a i ZEN-a u gotovim krmnim smjesama

namijenjenima za ishranu mlije¢nih krava i teladi (<4 mjeseca)

Mikotoksin | Najveéa preporucena koli¢ina u gotovim krmnim smjesama (ug/kg)

DON 2000°

ZEN 500°

*nepreradene zitarice; ® Uredba Komisije (EZ) o utvrdivanju najveéih dopustenih koliGina odredenih kontaminanata u hrani

1881/2006; © Commission Recommendation 2006/576/EC
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3.8. STOPA PRIJENOSA (,,CARRY-OVER“ EFEKT) MIKOTOKSINA U
HRANU ZIVOTINJSKOG PODRIJETLA

Izraz "carry-over" efekt (faktor prijenosa, faktor biokoncentracije) ozna¢ava prijenos
mikotoksina iz stocne hrane u jestiva zivotinjska tkiva zivotinja hranjenih tom hranom. Sluzi
procjeni rizika za potrosaca, koji proizlazi iz hrane za zivotinje kontaminirane mikotoksinima
koji mogu prijeci u zivotinjske proizvode. ,,Carry-overe mikotoksina je definiran kao omjer
njegove koncentracije u hrani i u hrani za zivotinje, gdje se stopa prijenosa mikotoksina
odnosi na njegovu razinu u odredenoj koli¢ini hrane zivotinjskog porijekla (npr. prinos
mlijeka po jedinici vremena pomnozen S razinom mikotoksina u mlijeku) za unos
mikotoksina po Zivotinji (Dénicke i Brezina, 2013). No, treba uzeti u obzir da izvjestaji o
prijenosu ne moraju uvijek uzimati u obzir prijenos svih metabolita mikotoksina. U idealnom
slu¢aju, odredivanje bi bilo najprikladnije pod stacionarnim uvjetima koji pretpostavljaju da je
unos odredenog mikotoksina jednak njegovom izluéivanju. Ovi uvjeti ¢esto nisu ispunjeni,
uglavnom zbog povecanja tijela tijekom rasta ili zbog odredenih fizioloskih stanja (npr.
trudnoce, dojenja itd.) (Fries, 1996).

U mlijeénih krava, u mlijeku je odreden uglavnom deepoksi-deoksinivalenol
(deepoksi-DON) (Keese i sur., 2009). Zakljuceno je da je kod zdravih krava DON otkriven u
krvi 1 mlijeku uglavnom kao deepoksi-DON, a profil metabolita nije pod utjecajem koli¢ine
unesene hrane. Apsolutna razina prijenosa znacajno se povecava s prinosom mlijeka (Seeling
i sur., 2006). Hipoteza da postoji pasivna propusnost, ovisna o koncentraciji DON-a i
deepoksi-DON-a iz krvi u alveolarne stanice mlije¢nih zlijezda, moze biti eventualno
objasnjenje za Cinjenicu da je stopa prijenosa u mlijeko veca s pove€anjem prinosa mlijeka

(Dénicke 1 Brezina, 2013).
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3.8.1. Pregled istraZivanja stope prijenosa (,,carry-over“ efekta) mikotoksina u mlijeko

U Tablici 6 dan je pregled ranijih istrazivanja stopa prijenosa DON-a i ZEN-a u

mlijeko (uz pripadajuce reference).

Tablica 6. Stope prijenosa DON-a i ZENA u kravlje mlijeko (prilagodeno i dopunjeno iz
Coffey i sur., 2009)

Mikotoksin »Carry over® efekt (%) Referenca
DON 0,22 Galtier (1998)
0,01-0,02 Seeling i sur. (2006)
0,00625 Galtier (1998)
0,008 Yiannikouris and Jouany (2002)
ZEN 0,016 Yiannikouris and Jouany (2002)
1,924 Galtier (1998)
0,05 Mirocha i sur. (1981)

Temeljem literaturnih navoda o prijenosu ZEN-a u mlijeko, utvrdeno je da hrana

zivotinjskog podrijetla ne predstavlja znacajan rizik za potrosaca (Dénicke i Winkler, 2015).

Sli¢no je s DON-om, za kojega se procjenjuje da je stopa njegovog prijenosa u kravlje

mlijeko mala. Medutim, smatra se da je to podrucje joS uvijek nedovoljno istrazeno.
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4. MATERIJALI | METODE
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4.1. MATERIJAL

U ovom su radu ELISA metodom odredivane koncentracije DON-a i ZEN-a u
uzorcima kukuruza, domace sto¢ne hrane, kupovne sto¢ne hrane i mlijeka. Uzorci su
podrijetlom s obiteljskih poljoprivrednih gospodarstava (OPG-a) s podrucja sredisnje
Hrvatske (sjeveroisto¢no od Zagreba i1 jugozapadno od Zagreba), a prikupljeni su tijekom
prosinca 2015. i sije¢nja 2016. godine.

Podrugje sjeveroistocno od Zagreba obuhvaca Varazdinsku 1 Koprivnicko-krizevacku
zupaniju (okolica Ludbrega i Koprivnice), a podrucje jugozapadno od Zagreba Zagrebacku
zupaniju (Jastrebarsko i okolica).

Ukupno je prikupljen i analiziran 71 uzorak kukuruza, 16 uzoraka kupovne stocne
hrane (krmiva), 44 uzoraka domace sto¢ne hrane i 75 uzoraka mlijeka.

Prikupljeni uzorci kukuruza su rod 2014. i 2015. godine.

Domaca sto¢na hrana pripremljena je mijeSanjem razli¢itih kombinacija zitarica roda
2014. i 2015. godine (kukuruz, pSenica, jeCam, zob, raz), otpadnih produkata u prozvodnji
ulja (sa¢ma suncokreta) te silaZe i sijena.

Svi uzorci mlijeka su prikupljeni potpuno svjezi, bez ikakve prethodne obrade.

Sa svakog OPG-a prikupljeni su uzorci uobicajene ishrane jednog goveda te mlijeko
istog, kako bi mogao utvrditi prijenos DON-a i ZEN-a iz sto¢ne hrane u mlijeko goveda.

Do analize, uzorci kukuruza te domace 1 kupovne stocne hrane skladiSteni su u
plasticnim vre¢icama na hladnome mjestu, a uzorci mlijeka su zamrznuti (-18° C) u

plasti¢nim epruvetama netom nakon prikupljanja.

4.2. METODE RADA
4.2.1. Validacija ELISA metode koristene u radu
Odredivanje validacijskih parametara

Validacija ELISA metoda odredivanja koncentracije DON-a i ZEN-a u Zzitaricama
analiziranima u ovome radu ukljucivala je odredivanje limita detekcije (LOD) i limita
kvantifikacije (LOQ), istinitosti, iskoriStenja i ponovljivosti koriStenih analitickih metoda.

Odredivanje limita detekcije (LOD) metoda provedeno je na naéin da je u uzorcima u
kojima je prethodno dokazano da ovi mikotoksini nisu prisutni (kontrolni materijal; posebno

kukuruz, pSenica i mlijeko) utvrdena koncentracija analita DON-a i ZEN-a kroz 10
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odredivanja. Nakon provedenog analitickog postupka, odredena je srednja vrijednost
koncentracija ovih mikotoksina te standardna devijacija. LOD (pg/kg) je jednak sumi srednje
vrijednosti koncentracija i vrijednosti tri standardne devijacije istih odredivanja za svaki
pojedini mikotoksin.

Odredivanje limita kvantifikacije (LOQ) metoda provedeno je na isti nain kao i
odredivanje LOD (10 odredivanja mikotoksina u kontrolnom materijalu), samo §to je LOQ
(ng/kg) jednak sumi srednje vrijednosti koncentracija i vrijednosti Sest standardnih devijacija
istih odredivanja za svaki pojedini mikotoksin.

Odredivanje istinitosti provedeno je ispitivanjem certificiranog referentnog materijala
(CRM) sa odredenom koli¢inom DON-a i ZEN-a u kukuruzu (proizvoda¢ QC materijala), na
nacin da je provedeno po Sest analiza CRM za svaki analit. Nakon odredivanja koncentracije
DON-a i ZEN-a u svakom pojedinom uzorku kroz Sest odredivanja za svaki mikotoksin,
odredeno je podudaranje dobivenih rezultata sa vrijednostima definiranima od strane
proizvodaca kontrolnog materijala.

IskorisStenje analitickih postupaka utvrdeno je obogacéivanjem uzoraka kukuruza
standardnim otopinama analita na tri razine obogacenja. Vrijednost iskoriStenja (%)
izracunata je kao odnos dobivenog iskoriStenja i teoretskog iskoriStenja i pomnozena sa 100.

Za odredivanje ponovljivosti svi koraci kao kod odredivanja iskoriStenja su
ponovljeni jos dva puta od strane istog analiticara uz minimalno variranje uvjeta i u sto
kracem vremenskom razdoblju te je izra¢unata i ukupna srednja koncentracija i koeficijent

varijacije za obogacene uzorke.
4.2.2. Odredivanje DON-a i ZEN-a u uzorcima Zitarica, sto¢ne hrane i mlijeka

Oprema i pribor koji su koristeni u radu:

o kemijski analizator, ChemWell 2910, Awareness Technology Inc.

e digitalna vaga, AND GF 2000

e tresilica, IKA HS 260 Control

e centrifuga, Universal 120R, Hettich

e mlin, TECATOR Cylotec 1093 Sample Mill, Hégands

e hladnjak 2-8°C, LTH

e jednokanalne mikropipete 10-100 uL i 100-1000 pL, Eppendorf Research
e Erlenmeyer tikvice sa ubruSenim ¢epom

e stakleni lijevci
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o filtar papir (Whatman No. 1)

e racunalo sa printerom

Priprema enzimskog konjugata koji je koristen u radu: enzimski konjugat razrijeden je u

omjeru 1:11 (1+10) puferom za razrjedivanje (npr. 200 pL koncentrata + 2 mL pufera za

razrjedivanje).
4.2.2.1. Odredivanje DON-a ELISA metodom u uzorcima Zitarica i sto¢ne hrane

Princip metode:

DON je ekstrahiran iz uzorka vodom te je dobiveni ekstrakt filtriran. Tako dobiveni
filtrat koriSten je za ELISA metodu. Odredivanje DON-a temelji se na kompetitivnom

(inhibicijskom) vezivanju.

Sadrzaj kita DON

Kemikalije za ovu metodu sadrZane su u kitu DON, R-Biopharm, Njemacka:

e mikrotitracijska plo€a sa 96 jazica (12 redova sa po 8 jazica)

5 standardnih otopina DON-a u vodi (1,3 mL) koncentracije: 0 pg/L, 3,7 pg/L, 11,1
png/L, 33,3

ng/L, 100 pg/L

e enzimski konjugat (6 mL)

e anti-DON antitijelo (6 mL)

e supstrat/ kromogen (10 mL)

e stop otopina — 1N H,SO4 (14 mL)

e pufer za ispiranje (sol) za pripremu 10 mM fosfatnog pufera (pH 7.4), sadrzi 0,05%
Tween 20

Priprema reagenasa:

Pufer za ispiranje

Pufer je sadrzan u kitu u obliku soli. Manja koli¢ina pripremljena je za svaku pojedinu
analizu otapanjem 1 g soli u 100 mL destilirane vode, pH je podeSen na 7,4 te je pufer

pohranjen na +4° C do pocetka analize.
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Provedba metode

Priprema uzoraka kukuruza i hrane za Zivotinje:

e uzorci (koje je prethodno potrebno Cuvati na hladnom mjestu zasticenom od svjetla) su
usitnjeni pomoc¢u mlina

e 5 guzorka pomijesano je s 25 mL destilirane vode

e Otopina je energi¢no mijesana tri minute pomocu tresilice

e ekstrakt je profiltriran kroz Whatman filter br. 1

e 50 pL filtrata ukapavano je u jazice

Napomena: kada je koncentracija DON-a u uzorku bila veca od 4,050 pg/kg, pristupljeno je

daljnjem razrjedivanju te je u konacnici uzet u obzir koristeni faktor razrjedenja.

Test procedura:

e mikrotitracijska ploca sa dovoljnim brojem jazica pripremljena je na nacin da su standardi
1 uzorci postavljeni u duplikatima te je odreden polozaj svakog od njih;

e dodano je 50 uL otopine standarda i pripremljenih uzoraka po odredenom redoslijedu u
duplikatima u jaZice;

e dodano je 50 uL enzimskog konjugata u svaku jaZicu;

e dodano je 50 pL anti-DON antitijela u svaku jazicu, otopina je lagano promijeSana i
inkubirana 30 minuta na sobnoj temperaturi (20-25° C);

e Cjelokupni sadrzaj tekucine je uklonjen iz jaZica; u sve jazice dodano je 250 pL pufera za
ispiranje 1 ponovno je uklonjena tekucina iz jazica; ispiranje je ponovljeno 3 puta;

e dodano je 100 uL supstrat/kromogena u svaku jazicu, otopina je lagano promijeSana i
inkubirana 15 minuta u mraku na sobnoj temperaturi (20-25 °C);

e dodano je 100 pL stop otopine u svaku jazicu, ploca je lagano protreSena te je izmjerena
apsorbancija pri valnoj duljini od 450 nm; ocitanje je izvrSeno unutar 10 minuta nakon

dodatka stop otopine

Izrac¢unavanje:

Nakon analize izvrSeno je odredivanje koncentracije DON-a u uzorku. Srednje

vrijednosti apsorbancija dobivenih za standarde i uzorke podijeljene su s apsorbancijom
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prvog, odnosno nultog standarda (0 pg/kg) i pomnozene sa 100 te su dobiveni %-tci

apsorbancije B/By. Prema tome, za nulti standard dobivena je vrijednost jednaka 100%.

apsorbancija standarda (ili uzorka)

x 100 =9 bancij
apsorbancija nultog standarda %o apsorbancije

Koncentracija DON-a u uzorcima ocitana je iz bazdarne semi-logaritamske krivulje
nacrtane uporabom programa uredaja Chemwell. Na ordinatu su nanesene vrijednosti %-taka
apsorbancije za standardne koncentracije DON-a, a na apscisu koncentracije DON-a (pg/kg).
Koncentracija DON-a o¢itana s krivulje pomnoZena je s odgovaraju¢im faktorom razrjedenja

(faktor razrjedenja = 5).
4.2.2.2. Odredivanje ZEN-a ELISA metodom u uzorcima Zitarica i sto¢ne hrane

Princip metode:

ZEN je ekstrahiran iz uzorka otopinom metanola te je dobiveni ekstrakt filtriran. Tako
dobiveni filtrat koriSten je za ELISA metodu. Odredivanje ZEN-a temelji se na

kompetitivnom (inhibicijskom) vezivanju.

Sadrzaj kita ZEN

Kemikalije za ovu metodu sadrzane su u kitu ZEN, R-Biopharm, Njemacka:

e mikrotitracijska ploca sa 96 jazica (12 redova sa po 8 jazZica)

Sest standardnih otopina zearalenona (1,3 mL) koncentracije: 0 pg/kg, 0,05 pg/kg, 0,15
ng/kg, 0,45 pg/kg, 1,35 pg/kgi4,05 pg/kg

e enzimski konjugat (0,7 mL) - koncentrat

e supstrat (7 mL)

e kromogen (7 mL)

e stop otopina — 1IN H,SO,4 (14 mL)

e pufer za razrijedivanje (50 mL)

Dodatni reagens: metanol, >99,8%

Priprema reagenasa:

1) 70%-tna otopina metanola: 70 mL metanola razrijedeno je s 30 mL destilirane vode.

29



2)

Za svaku novu analizu pripremljena je svjeza 70%-tna metanolna otopina.

Metanolni PBS za razrjedivanje uzoraka, pH= 7,2: ukoliko koli¢ina pufera iz kita nije

bila dostatna, pripremljen je novi pufer prema uputi T-2 toksin R-Biopharm: 0,055 g
NaH,PO4 x H,O + 0,285 g Na;HPO,4 x 2H,O + 0,9 g NaCl je otopljeno u 100 mL

otopine metanol/voda (10 mL metanola + 90 mL vode)

Provedba metode

Priprema uzoraka kukuruza i hrane za Zivotinje:

uzorci (koje je prethodno potrebno ¢uvati na hladnom mjestu zasti¢enom od svjetla) su
usitnjeni pomoc¢u mlina

5 g uzorka pomijesano je s 25 mL 70%-tne otopine metanola

Otopina je energi¢no mijeSana tri minute pomocu tresilice (<400 o/min)

uzorak je ostavljen da odstoji 2-3 minute

ekstrakt je profiltriran kroz Whatman filter br.1 ili centrifugiran 10 minuta na 3500
okretaja u minuti, pri 20-25 °C (u slucaju kada se radilo s uzorkom psenice)

ekstrakt je razrijeden u omjeru 1:7 (1+6) puferom za razrjedivanje

Napomena: kada je koncentracija ZEN-a u uzorku bila veca od 4,050 pg/kg, pristupljeno je

daljnjem razrjedivanju te je u konac¢nici uzet u obzir koristeni faktor razrjedenja.

Test procedura:

mikrotitracijska ploca sa dovoljnim brojem jaZica pripremljena je na nacin da su standardi
1 uzorci postavljeni u duplikatima te je odreden poloZaj svakog od njih;

dodano je 50 pL otopine standarda i pripremljenih uzoraka po odredenom redoslijedu u
jazice,

dodano je 50 uL enzimskog konjugata u svaku jazicu, koriste¢i multikanalne pipete;
otopine su inkubirane 2 sata u mraku na sobnoj temperaturi (20-25 °C)

cjelokupni sadrzaj tekucine je uklonjen iz jazica; u sve jazice dodano je 250 uL destilirane
vode i ponovno je uklonjena tekucina iz jazica te je lupkano o sloj papira; ispiranje je
ponovljeno 3 puta;

dodano je 50 pL supstrata i 50 pL kromogena u svaku jazicu, otopina je lagano

promijesana i inkubirana 30 minuta u mraku na sobnoj temperaturi (20-25 °C);
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e dodano je 100 pL stop otopine u svaku jazicu, plo¢a je lagano protresena te je izmjerena
apsorbancija pri valnoj duljini od 450 nm; oditanje je izvrSeno unutar 30 minuta nakon

dodatka stop otopine.

IzraCunavanje:

Nakon analize je izvrSeno odredivanje koncentracije ZEN-a u uzorku. Srednje
vrijednosti apsorbancija dobivenih za standarde i uzorke podijeljene su s apsorbancijom
prvog, odnosno nultog standarda (0 pg/kg) i pomnozene sa 100 te su dobiveni %-tci
apsorbancije B/By. Prema tome, za nulti standard dobivena je vrijednost jednaka 100%.

Apsorbancija standarda (ili uzorka)

X 100 = % b j
Apsorbancija nultog standarda 0 apsorbancie
Koncentracija ZEN-a u uzorcima ocitana je iz bazdarne semi-logaritamske krivulje
nacrtane uporabom programa uredaja Chemwell. Na ordinatu su nanesene vrijednosti %-taka
apsorbancije za standardne koncentracije ZEN-a, a na apscisu koncentracije ZEN-a (ng/kg).
Koncentracija ZEN-a ocitana s krivulje pomnoZena je s odgovarajué¢im faktorom razrjedenja

(faktor razrjedenja = 35).
4.2.2.3. Odredivanje DON-a i ZEN-a ELISA metodom u uzorcima mlijeka

Nakon provedbe enzimatske reakcije, odredivani mikotoksini (DON 1 ZEN)
ekstrahirani su iz uzoraka otopinom metanola te je tako dobivena otopina koriStena za analizu
ELISA metodom. Odredivanje oba mikotoksina temelji se na kompetitivnom (inhibicijskom)

vezivanju.

Sadrzaj kita DON isti je kao onaj koriSten kod odredivanja DON-a ELISA metodom u

uzorcima zitarica i sto¢ne hrane.

Sadrzaj kita ZEN isti je kao onaj koristen kod odredivanja ZEN-a ELISA metodom u

uzorcima zitarica i sto¢ne hrane.

Priprema uzoraka:

Prethodno odmrznuti uzorci mlijeka (3,000 g) centrifugirani su 15 minuta. Gornji
masni  sloj uklonjen je pomocu Pasteurove pipete. Dodano je 20 upL enzima

glukuronidaze/arilsufataze Helix pomatia (Merck, Art. No.: 4114) u 1,0 mL uzorka te je
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otopina inkubirana 3 sata na 37° C. Zatim je 0,1 mL metanola dodano u 0,9 mL hidroliziranog

1 odmasc¢enog mlijeka te je 50 uLL dobivene otopine naneseno u jazice za analizu.

Napomene:

Standardi su pripremljeni u obranom mlijeku s 10% metanola.

Standardi su pripremljeni prema sljede¢em protokolu:

1 g obranog mlijeka u prahu otopljeno je u 8 mL destilirane vode + 1 mL metanola
(100%) uz mijesanje

dodano je 100 uL standardne otopine ZEN-a/DON-a (40,5 ng/ml) u 900 uL prethodno
pripremljene otopine obranog mlijeka u prahu i metanola, $to je rezultiralo mlijecnim
standardom 6 (4050 pg/mL)

200 pL mlije¢nog standarda 6 razrijedeno je s 400 uL prethodno pripremljene otopine
obranog mlijeka u prahu i metanola, $to je rezultiralo mlijecnim standardom 5 (1350
pg/mL)

mlije¢ni standard 5 razrijeden je na isti nacin, kako bi se dobio mlijecni standard 4
(450 pg/mL)

mlije¢ni standard 4 razrijeden je za dobivanje mlije¢nog standarda 3 (150 pg/mL) te je
nakon toga razrijeden mlijecni standard 3 za dobivanje mlije¢nog standarda 2 (50
pg/mL)

Cista otopina obranog mlijeka i metanola koriStena je kao standard 1 (0 pg/mL)

Otopine obranog mlijeka pripremljene su svjeze na dan analize.

Test procedura provodi se isto kao i kod odredivanja DON-a i ZEN-a ELISA metodom u

uzorcima zitarica i stoéne hrane.

Izracunavanje nakon analize izvrSeno je isto kao i kod odredivanja DON-a i ZEN-a ELISA

metodom u uzorcima Zitarica 1 stocne hrane, osim $to je u ovom slu¢aju faktor razrjedenja

iznosio 1,1.

Cuvanje uzoraka: ekstrakti uzoraka ¢uvani su na 2-8° C do 2 dana.
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4.2.3. Statisticka obrada podataka

Nakon provedbe metoda i dobivanja rezultata, provedena je statisticka obrada
dobivenih podataka o koli¢ini DON-a i ZEN-a u prikupljenim uzorcima kukuruza, kupovne i
domace sto¢ne hrane te mlijeka.

Pomoc¢u aplikacije Excel Windows operativnog sustava izraCunate su srednje
vrijednosti (X), standardne devijacije (s) 1 koeficijenti varijabilnosti (CV) te su odredene
najmanje (min) i najveée (max) vrijednosti koncentracija DON-a i ZEN-a u analiziranim
uzorcima.

Pomoc¢u aplikacije Excel Windows operativnog sustava provedeni su i t-testovi.
Izracunate p-vrijednosti usporedene su s a vrijednoscu te su iz odnosa p > a ili p < a izvedeni
zakljuccei koji se odnose na (ne)postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu promatranih
skupina podataka. Ukoliko je izracunata p-vrijednost manja od 0=0,05, postoji statisticki
znacajna razlika izmedu promatranih skupova podataka, a ako je p-vrijednost veca od a=0,05,
zakljuCujemo da statisticki znacajna razlika izmedu odabranih skupova podataka ne postoji.

Pomocu iste aplikacije izraden je dijagram ovisnosti koli¢ine ZEN-a u mlijeku o
koli¢ini ZEN-a u svim prikupljenim uzorcima hrane za goveda (kukuruz, kupovna i domaca

sto¢na hrana), u svrhu odredivanja postojanja korelacije izmedu navedena dva parametra.
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5. REZULTATI
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5.1. REZULTATI VALIDACIJE ELISA METODE

U Tablici 7 prikazani su dobiveni rezultati ispitivanja limita detekcije i limita
kvantifikacije primijenjenin ELISA metoda, u Tablici 8 rezultati odredivanja parametra

istinitosti, a u Tablici 9 rezultati iskoristenja i ponovljivosti.

Tablica 7. Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) ELISA metoda

ZEN DON
Vrsta Zitarice LOD LOQ LOD LOQ
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
Kukuruz 2,0 3,2 17,9 23,3
PSenica 2,4 3,5 18,4 25,6
Mlijeko 0,7 1,1 39 51

Tablica 8. Istinitost ELISA metoda

Broj Dobivene koncentracije | Dobivene koncentracije
odredivanja ZEN-a* (ng/kg) DON-a** (ng/kg)
1. 352 1650
2 348 1611
3 345 1721
4. 360 1689
5 402 1714
6 391 1763

Oznacena vrijednost CRM (FAPAS TO4209QC): *ZEN = 344 pg/kg (raspon konc. 214-473 ng/kg); **DON = 1779 pg/kg
(raspon konc. 1257-2301 pg/kg)
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Tablica 9. Iskoristenje i ponovljivost analitickih metoda odredeni na uzorcima kukuruza

Razina .

Analit o IskoriStenje CcVv Ponovljivost CcVv
obogacenja
(%) (%) (%) (%)
(ng/kg)

50 88,2 6.8 84.6 11.3
ZEN 100 90,4 5,4 87,9 9,6
200 92,7 59 90,7 10,1
50 94,6 5,3 92,3 10,4
DON 100 96,8 5,8 95,4 9,6
200 99,3 6,1 97,7 8,2
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5.2. REZULTATI DOBIVENI ELISA METODOM

Neispunjene celije u sljede¢im tablicama podrazumijevaju da nije prikupljen uzorak

navedenog izvora.

5.2.1. Koli¢ine DON-a u kukuruzu, kupovnoj i domacoj sto¢noj hrani te mlijeku
odredene ELISA metodom

U Tablici 10 nalaze se podaci 0 kolicinama DON-a u prikupljenim uzorcima kukuruza,

kupovne i domace sto¢ne hrane (ng/kg) odredenima ELISA metodom (ug/kg).

Uzorci oznaéeni pojedinim brojem (prvi stupac) upisani u zelenom polju prikupljeni
su s podru¢ja Varazdinske zupanije, u plavom polju s podruc¢ja Koprivnicko-krizevacke, a u

narancastom s podrucja Zagrebacke zupanije.

Tablica 10. Koli¢ine DON-a u hrani za zZivotinje i mlijeku odredene ELISA metodom (ng/kg)

Kolic¢ina DON-a (ug/kg)
Uzorak Izvor
broj Mlijeko | Kukuruz | Kupovna stoéna | Domaca sto¢na
(N=75) (N=71) hrana (N=16) hrana (N=44)
1 ND* 961 170
2 ND 2721
3 ND 3429 3401
4 2418 2221
5 ND 583 923
6 ND 525 65
7 ND 2312
8 ND 658 455
9 ND 3904
10 ND 42 214
11 ND 70
26 ND 21 117
27 ND 185 55
28 ND 74 49
29 ND 3712 84
30 ND 785 279
31 ND ND 292
32 ND 489 846
33 ND 3575 3744
34 ND 345 165
35 ND 40 2612
36 ND 28 342
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Tablica 10. Koli¢ine DON-a u hrani za zivotinje i mlijeku odredene ELISA metodom
(ng/kg) - nastavak

Kolic¢ina DON-a (ng/kg)
Uzorak Izvor
broj Mlijeko | Kukuruz | Kupovna sto¢na | Domaca stoéna
(N=75) (N=71) hrana (N=16) hrana (N=44)
37 ND 604 689
38 ND ND 113
39 ND ND 816
40 ND 40 3744
41 ND 404
42 ND 59 43
43 ND 316 129
44 ND 114 0
45 ND 3443 3823
46 ND 20 734
47 ND 35 151
48 ND 734 3143
49 ND 3276
50 ND 3605 75
51 ND 22 344
52 ND 152
53 ND 743 1045
54 ND 83 118
55 ND 43 613
56 ND 57 160
57 ND 472
58 ND 74 538
59 ND 3143
60 ND 132 813
61 ND 105
62 ND 26 723
63 ND 2369 65
64 ND ND 3235
65 ND 146 114
66 ND 439 698
67 ND 863 3222
68 ND 51 376
69 ND 3003 597
70 ND 29 202
71 ND 2655 2602
72 ND 3954
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Tablica 10. Koli¢ine DON-a u hrani za zivotinje i mlijeku odredene ELISA metodom

(ng/kg) - nastavak

Kolic¢ina DON-a (ng/kg)
Uzorak Izvor
broj Mlijeko | Kukuruz | Kupovna sto¢na | Domaca stoéna
(N=75) (N=71) hrana (N=16) hrana (N=44)

73 ND 3744

74 ND 40 4358

75 ND 4267 734

76 ND ND 2539

77 ND 1037 770

78 ND 3331 853

79 ND 60
80 ND 2457 737

81 ND 2954

82 ND 41 533

83 ND 3169

84 ND 3415 2755

85 ND 3728

86 ND 4285

87 ND 4249

88 ND 4267

89 ND 343

90 ND 3904

*ND-nije detektirano
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5.2.2. Koli¢ine ZEN-a u kukuruzu, kupovnoj i domacoj sto¢noj hrani te mlijeku
odredene ELISA metodom

U Tablici 11 nalaze se podaci o kolicinama ZEN-a u prikupljenim uzorcima kukuruza,

kupovne i domace sto¢ne hrane (ug/kg) odredenima ELISA metodom (ug/kg).

Uzorci oznaéeni pojedinim brojem (prvi stupac) upisani u zelenom polju prikupljeni
su s podru¢ja Varazdinske zupanije, u plavom polju s podrucja Koprivni¢ko-krizevacke, a u

narancastom s podrucja Zagrebacke zupanije.

Tablica 11. Koli¢ine ZEN-a u hrani za zivotinje i mlijeku odredene ELISA metodom (png/kg)

Kolic¢ina ZEN-a (ug/kg)
Broj Izvor
uzorka | Mlijeko | Kukuruz | Kupovna stoéna | Domaca sto&na
(N=75) (N=71) hrana (N=16) hrana (N=44)
1 4 ND ND
2 4 157
3 3 1937 765
4 38 57
5 3 ND 56
6 1 39 ND
7 1 8
8 4 ND 2
9 1 2347
10 3 ND ND
11 3 ND
26 9 ND 8
27 3 ND ND
28 3 ND 7
29 3 1980 7
30 3 29 ND
31 3 ND 22
32 2 ND 16
33 1 1256 878
34 3 ND ND
35 1 ND 221
36 1 ND 6
37 3 ND 12
38 3 ND 5
39 12 ND 150
40 3 ND 859
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Tablica 11. Koli¢ine ZEN-a u

(ng/kg) - nastavak

hrani za zivotinje i mlijeku odredene ELISA metodom

Koli¢ina ZEN-a (ng/kg)
Broj Izvor
uzorka | Mlijeko | Kukuruz | Kupovna stofna | Domaéa stotna
(N=75) (N=71) hrana (N=16) hrana (N=44)
41 4 204
42 4 ND 18
43 4 ND ND
44 4 277
45 6 1464 854
46 11 ND 37
47 3 ND ND
48 ND* 580 151
49 3 908
50 3 1652 ND
51 1 ND 5
52 2 ND
53 3 ND ND
54 1 ND 2
55 7 ND 38
56 1 ND 2
57 1 18
58 8 ND 33
59 4 362
60 4 ND 53
61 1 ND
62 1 ND 854
63 2 ND ND
64 1 ND 155
65 2 ND 4
66 1 ND 74
67 1 72 55
68 1 ND 4
69 1 4364 21
70 3 ND 36
71 1 39 ND
72 1 817
73 4 2173
74 2 ND 840
75 4 2088 19
76 ND ND 1774
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Tablica 11. Koli¢ine ZEN-a u

(ng/kg) - nastavak

hrani za zivotinje i mlijeku odredene ELISA metodom

Koli¢ina ZEN-a (ng/kg)
Broj lzvor
uzorka | Mlijeko | Kukuruz | Kupovna stofna | Domaéa stotna
(N=75) (N=71) hrana (N=16) hrana (N=44)
77 4 114 ND
78 1 466 75
79 2 8
80 2 2058 3
81 2 70
82 2 ND 18
83 4 209
84 1 742 2115
85 2 2234
86 2 4293
87 4 840
88 7 2520
89 2 ND
90 6 1862

*ND-nije detektirano
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5.3. REZULTATI STATISTICKE OBRADE PODATAKA

5.3.1. Rezultati deskriptivne statisticke obrade podataka na temelju odredenih koli¢ina

DON-a u uzorcima

U Tablici 12 prikazani su rezultati deskriptivne statistiCke analize podataka provedene

na temelju odredenih koli¢ina DON-a u svim prikupljenim uzorcima kukuruza, kupovne i

domace sto¢ne hrane te mlijeka.

U Tablicama 13-15 prikazani su rezultati deskriptivne statisticke analize podataka

provedene na temelju odredenih kolicina DON-a u kukuruzu, kupovnoj i domacoj sto¢noj

hrani te mlijeku, ovisno o njihovom podrijetlu, odnosno zZupanijama u kojima su prikupljeni

(Varazdinska, Koprivnicko-krizevacka i Zagrebacka Zupanija).

Tablica 12. Deskriptivna statisticka analiza odredenih koli¢ina DON-a u svim prikupljenim

uzorcima kukuruza, kupovne i domace sto¢ne hrane te mlijeka

Deskriptivni statisticki parametar

DON

lzvor

Mlijeko | Kukuruz | Kupovna sto¢na | Domaca sto¢na
(N=75) | (N=71) hrana (N=16) hrana (N=44)
Srednja vrijednost (X) (ug/kg) - 1519,21 1463,41 881,77
Standardna devijacija (s) (ug/kg) - 1606,35 1313,23 1188,01
Koeficijent varijacije (CV=s/x) (%) - 105,74 89,74 134,73
Najmanja odredena koncentracija (min) (ug/kg) - 20 151 43
Najveéa odredena koncentracija (max) (ng/kg) - 4285 4358 3823

Tablica 13. Deskriptivna statisticka analiza odredenih kolicina DON-a u uzorcima

kukuruza, kupovne i domace sto¢ne hrane te mlijeka prikupljenih na podrucju

Varazdinske zupanije (okolica Ludbrega)

Izvor
Deskriptivni statisticki parametar Mlijeko | Kukuruz | Kupovna sto¢na | Domaca stoéna
(N=11) (N=11) hrana (N=0) hrana (N=10)
Srednja vrijednost (X) (ng/kg) - 986,09 - 990,71
Standardna devijacija (S) (ug/kg) - 1448,62 - 1330,13
Koeficijent varijacije (CV=s/X) (%) - 146,91 - 134,26
Najmanja odredena koncentracija (min) (ug/kg) - 20 - 84
Najveca odredena koncentracija (max) (ug/kg) - 3712 - 3744
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Tablica 14. Deskriptivna statisticka analiza odredenih kolicina DON-a u uzorcima

kukuruza, kupovne i domace stocne hrane te mlijeka prikupljenih na podrucju

Koprivnicko-krizevacke zupanije (okolica Koprivnice)

Izvor
Deskriptivni statisticki parametar Mlijeko | Kukuruz | Kupovna stoéna | Domaca sto¢na
(N=34) | (N=31) hrana (N=1) hrana (N=31)
Srednja vrijednost (X) (ug/kg) - 836,06 151,00 852,40
Standardna devijacija (s) (ng/kg) - 1262,03 - 1171,78
Koeficijent varijacije (CV=s/X) (%) - 150,95 - 137,47
Najmanja odredena koncentracija (min) (ug/kg) - 21 151 43
Najveca odredena koncentracija (max) (ug/kg) - 3605 151 3823

Tablica 15. Deskriptivna statisticka analiza odredenih kolicina DON-a u uzorcima

kukuruza, kupovne i domace sto¢ne hrane te mlijeka prikupljenih na

podrucju Zagrebacke zupanije (Jastrebarsko i1 okolica)

Izvor
Deskriptivni statisticki parametar Mlijeko | Kukuruz | Kupovna stona | Domaéa sto¢na
(N=30) (N=29) hrana (N=15) hrana (N=3)
Srednja vrijednost (X) (ng/kg) - 2398,11 1550,90 812,30
Standardna devijacija (s) (ng/kg) - 1565,44 1265,74 1060,73
Koeficijent varijacije (CV=s/x) (%0) - 65,28 81,61 130,58
Najmanja odredena koncentracija (min) (ug/kg) - 40 170 60
Najveca odredena koncentracija (max) (ug/kg) - 4285 4358 2312
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5.3.2. Rezultati deskriptivne statisticke obrade podataka na temelju odredenih koli¢ina

ZEN-a u uzorcima

U Tablici 16 nalaze se rezultati deskriptivne statisticke analize podataka provedene na

temelju odredenih koli¢ina ZEN-a u svim prikupljenim uzorcima kukuruza, kupovne i

domace sto¢ne hrane te mlijeka.

U Tablicama 17-19 nalaze se rezultati deskriptivne statisticke analize podataka

provedene na temelju odredenih koli¢ina ZEN-a u kukuruzu, kupovnoj i domacoj sto¢noj

hrani te mlijeku, ovisno o njihovom podrijetlu, odnosno zupanijama u kojima su prikupljeni

(Varazdinska, Koprivni¢ko-krizevacka i Zagrebacka zupanija).

Tablica 16. Deskriptivna statistiCka analiza odredenih koli¢ina ZEN-a u svim prikupljenim

uzorcima kukuruza, kupovne i domace sto¢ne hrane te mlijeka

Deskriptivni statisticki parametar

ZEN

lzvor

Mlijeko | Kukuruz | Kupovna stoéna | Domaca sto¢na
(N=75) | (N=71) hrana (N=16) hrana (N=44)
Srednja vrijednost (X) (ng/kg) 3,08 1193,43 520,35 140,02
Standardna devijacija (s) (ng/kg) 2,26 1181,84 771,09 277,01
Koeficijent varijacije (CV=s/x) (%) 0,73 99,03 148,19 197,83
Najmanja odredena koncentracija (min) (ug/kg) 1 29 2 2
Najveéa odredena koncentracija (max) (ng/kg) 12 4364 2115 878

Tablica 17. Deskriptivna statisticka analiza odredenih koli¢ina ZEN-a u uzorcima

kukuruza, kupovne i domace sto¢ne hrane te mlijeka prikupljenih na podrucju

Varazdinske Zupanije (okolica Ludbrega)

Izvor
Deskriptivni statisticki parametar Mlijeko | Kukuruz | Kupovna stoéna | Domacéa sto¢na
(N=11) (N=11) hrana (N=0) hrana (N=10)
Srednja vrijednost (X) (ng/kg) 4,59 1155,97 - 136,80
Standardna devijacija (s) (ug/kg) 3,76 732,24 - 277,38
Koeficijent varijacije (CV=s/X) (%) 81,93 63,34 - 202,76
Najmanja odredena koncentracija (min) (ug/kg) 1 580 - 4
Najveéa odredena koncentracija (max) (ng/kg) 12 1980 - 859
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Tablica 18. Deskriptivna statisticka analiza odredenih koli¢ina ZEN-a u uzorcima

kukuruza, kupovne i domace stocne hrane te mlijeka prikupljenih na podrucju

Koprivnicko-krizevacke Zupanije (okolica Koprivnice)

Izvor
Deskriptivni statisticki parametar Mlijeko | Kukuruz | Kupovna stona | Domacéa sto¢na
(N=34) | (N=31) hrana (N=1) hrana (N=31)
Srednja vrijednost (X) (ng/kg) 2,85 1075,58 - 153,36
Standardna devijacija (s) (ng/kg) 2,10 1384,59 - 292,84
Koeficijent varijacije (CV=s/X) (%) 73,77 128,73 - 190,95
Najmanja odredena koncentracija (min) (ug/kg) 1 29 - 2
Najveéa odredena koncentracija (max) (ng/kg) 9 4364 - 878

Tablica 19. Deskriptivna statisticka analiza odredenih koli¢ina ZEN-a u uzorcima

kukuruza, kupovne i domace stocne hrane te mlijeka prikupljenih na podrucju

Zagrebacke Zzupanije (Jastrebarsko i okolica)

Izvor
Deskriptivni statisticki parametar Mlijeko | Kukuruz | Kupovna sto¢na | Domadéa stona
(N=30) | (N=29) hrana (N=15) hrana (N=3)
Srednja vrijednost (X) (ng/kg) 2,82 1252,08 520,35 7,77
Standardna devijacija (s) (nug/kg) 1,52 1155,25 735,21 0,19
Koeficijent varijacije (CV=s/xX) (%) 0,54 0,92 1,41 0,02
Najmanja odredena koncentracija (min) (ug/kg) 1 38 2 8
Najveca odredena koncentracija (max) (ng/kg) 7 4293 2115 8

46




5.3.3. Rezultati t-testova provedenih na temelju odredenih koli¢cina DON-a u razli¢itim

izvorima sto¢ne hrane i na temelju razli¢itog podrijetla

Tablica 20 sadrzi rezultate (p - vrijednosti) t-testova provedenih na temelju razlicitosti

u koli¢inama DON-a u pojedinim vrstama hrane za zivotinje (kukuruz, kupovna i domaca

stocna hrana) i geografskom podrijetlu (podruc¢je sjeveroisto¢no i jugozapadno od Grada

Zagreba te prema Zupanijama U kojima su prikupljeni uzorci)

Tablica 20. Znacajnost razlika u koli¢ini DON-a s obzirom na vrstu hrane i geografsko

podrijetlo
DON
Vrsta hrane Geografsko podrijetlo vrijg dnost

Kukuruz - kupovna sto¢na hrana sredi$nja Hrvatska (svi uzorci) 0,89790
Kukuruz - domaca sto¢na hrana sredi$nja Hrvatska (svi uzorci) 0,21871
Kupovna sto¢na hrana - domacéa stocna hrana srediSnja Hrvatska (svi uzorci) 0,09573
Kukuruz sjeveroistoc¢no i jugozapadno od Zagreba 0,00006
Kukuruz - domacéa sto¢na hrana sjeveroistocno od Zagreba 0,98219
Kukuruz - kupovna sto¢na hrana jugozapadno od Zagreba (Zagrebacka zupanija) 0,08563
Kukuruz - domaca sto¢na hrana jugozapadno od Zagreba (Zagrebacka zupanija) | 0,10834
Kupovna sto¢na hrana - domaca sto¢na hrana | jugozapadno od Zagreba (Zagrebacka Zupanija) 0,38546
Kukuruz - doma¢a sto¢na hrana Varazdinska zupanija 0,99430
Kukuruz - domaéa sto¢na hrana Koprivnicko-krizevacka Zupanija 0,97169
Kukuruz Zagrebacka - Varazdinska zupanija 0,02403
Domaca stocna hrana Zagrebacka - Varazdinska zupanija 0,84161
Kukuruz Zagrebacka - Koprivni¢ko-krizevacka Zupanija 0,00013
Domaca stoéna hrana Zagrebacka - Koprivnicko-krizevacka zupanija 0,98592
Kukuruz Koprivni¢ko-krizevacka - Varazdinska zupanija | 0,76506
Domaca sto¢na hrana Koprivni¢ko-krizevacka - Varazdinska zupanija | 0,70676
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5.3.4. Rezultati

razli¢itim izvorima sto¢ne hrane i na temelju razli¢itog podrijetla

t-testova provedenih na temelju odredenih Kkoli¢ina ZEN-a u

Tablica 21 sadrzi rezultate (p - vrijednosti) t-testova provedenih na temelju razlicitosti

u koli¢inama ZEN-a u pojedinim vrstama hrane za Zzivotinje (kukuruz, kupovna i domaca

stocna hrana) i geografskom podrijetlu (podruc¢je sjeveroisto¢no i jugozapadno od Grada

Zagreba te prema Zupanijama U kojima su prikupljeni uzorci)

Tablica 21. Znacajnost razlika u koli¢ini ZEN-a s obzirom na vrstu hrane i geografsko

podrijetlo
ZEN
Vrsta hrane Geografsko podrijetlo vrier) d_nost

Kukuruz - kupovna sto¢na hrana sredi$nja Hrvatska (svi uzorci) 0,08635
Kukuruz - domaca sto¢na hrana sredi$nja Hrvatska (svi uzorci) 0,00001
Kupovna sto¢na hrana - domaca sto¢na hrana srediSnja Hrvatska (svi uzorci) 0,01887
Kukuruz sjeveroistocno 1 jugozapadno od Zagreba 0,72337
Kukuruz - domac¢a sto¢na hrana sjeveroisto¢no od Zagreba 0,00019
Kukuruz - kupovna sto¢na hrana jugozapadno od Zagreba (Zagrebacka zupanija) | 0,07641
Kukuruz - domacéa sto¢na hrana jugozapadno od Zagreba (Zagrebacka zupanija) | 0,16191
Kupovna sto¢na hrana - domaca sto¢na hrana | jugozapadno od Zagreba (Zagrebacka zupanija) | 0,38387
Kukuruz - domaéa sto¢na hrana Varazdinska Zupanija 0,00397
Kukuruz - doma¢a sto¢na hrana Koprivnicko-krizevacka Zupanija 0,00508
Kukuruz Zagrebacka - Varazdinska zupanija 0,89389
Domaca sto¢na hrana Zagrebacka - Varazdinska zupanija 0,54365
Kukuruz Zagrebacka - Koprivnicko-krizevacka zupanija 0,72723
Domaca stocna hrana Zagrebacka - Koprivnicko-krizevacka zupanija 0,49803
Kukuruz Koprivnicko-krizevacka - Varazdinska zupanija | 0,92686
Domaca stoéna hrana Koprivnicko-krizevacka - Varazdinska zupanija | 0,88573

48




5.3.5. Stopa prijenosa (,,carry-over* efekt) ZEN-a iz hrane za Zivotinje u mlijeko

Nakon $to su odredene koli¢ine ZEN-a u hrani (kukuruzu, domacoj i kupovnoj sto¢noj
hrani), izracunat je ukupni unos ZEN-a (ug/kg) za svaki pojedini uzorak (odnosno, ukupna
koli¢ina ZEN-a koji je unijelo govedo od kojeg potjece prikupljeno mlijeko i koje se hrani
pripadaju¢om prikupljenom hranom) na nacin da su zbrojene koli¢ine ZEN-a (ug/kg) iz
svakog pojedinog izvora hrane. Koli¢ina ZEN-a (ug/L) u mlijeku zatim je podijeljena s
ukupnom unesenom koli¢inom ZEN-a (ug/kg) te je dobivena vrijednost pomnozena sa 100 i
na taj nacin izraunata je stopa prijenosa (,,carry-over) ZEN-a iz hrane u mlijeko (%). Vazno
je naglasiti da se dobiveni rezultati odnose na koli¢inu ZEN-a koja se ,,carry over“-om
prenese u jednu litru mlijeka goveda iz jednog kilograma svih navedenih i prikupljenih vrsta
hrane (kukuruz te kupovna i domaca sto¢na hrana) koju ono unosi hranidbom (uz
pretpostavku da se govedo od kojeg je uzet uzorak mlijeka hrani navedenim razli¢itim

vrstama hrane prikupljenih uzoraka).

U Tablici 22 nalaze se podaci 0 odredenim koli¢inama ZEN-a u uzorcima mlijeka
(prikupljenima s pojedinog OPG-a) i ukupnim koli¢inama ZEN-a u svim uzorcima hrane za
zivotinje prikupljenim s istog OPG-a, uz pripadajuce stope prijenosa ZEN-a iz sto¢ne hrane u

mlijeko.
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Tablica 22. Odredene koli¢ine ZEN-a u prikupljenim uzorcima mlijeka (ug/L) i ukupne
koli¢ine ZEN-a iz prikupljenih uzoraka stocne hrane (ug/kg) te pripadajuca stopa

prijenosa
Ukupna koli¢ina ZEN-a ..
Broj | Koli¢ina ZEN-a u (pg/kgl)) iz svih prikupljenih StSpa prije nos"a ZEN-a
. e . (“"carry-over" efekt)
uzorka | mlijeku (ug/L) uzoraka Zitarica i hrane za (%)
Zivotinje
1 4 _kx -
2 4 157 2,30
3 3 2702 0,12
4 95 -
5 3 56 5,66
6 1 39 3,20
7 1 8 16,62
8 4 2 249,71
9 1 2347 0,05
10 3 - -
11 3 - -
26 9 8 112,11
27 3 - -
28 3 7 49,84
29 3 1987 0,16
30 3 29 11,84
31 3 22 13,29
32 2 16 14,75
33 1 2133 0,03
34 3 - -
35 1 221 0,25
36 1 6 17,75
37 3 12 26,48
38 3 5 53,63
39 12 150 7,86
40 3 859 0,39
41 4 204 2,06
42 4 18 20,32
43 4 - -
44 4 277 1,40
45 6 2318 0,27
46 11 37 30,90
47 3 - -
48 ND* 731 -
49 3 908 0,31
50 3 1652 0,20
51 1 5 18,80
52 2 - -
53 3 - -
54 1 2 55,98
55 7 38 17,93
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Tablica 22. Odredene koli¢ine ZEN-a u prikupljenim uzorcima mlijeka (ug/L) i ukupne
koli¢ine ZEN-a iz prikupljenih uzoraka sto¢ne hrane (ng/kg) te pripadajuca stopa

prijenosa - nastavak

: LI LI A9 Stopa prijenosa ZEN-a
Broj [ Koli¢ina ZEN-a u | (pg/kq) iz svih prikupljenih |~ "
.. . .. (""carry-over" efekt)
uzorka | mlijeku (pg/L) uzoraka Zitarica i hrane za (%)
Zivotinje
56 1 2 59,99
57 1 18 7,93
58 8 33 25,12
59 4 362 1,10
60 4 53 7,39
61 1 - -
62 1 854 0,10
63 2 - -
64 1 155 0,68
65 2 4 59,64
66 1 74 1,48
67 1 128 0,75
68 1 4 11,60
69 1 4385 0,03
70 3 36 7,53
71 1 39 3,69
72 1 817 0,08
73 4 2173 0,17
74 2 840 0,28
75 4 2107 0,18
76 ND 1774 -
77 4 114 3,59
78 1 541 0,21
79 2 8 26,41
80 2 2061 0,09
81 2 70 2,19
82 2 18 8,64
83 4 209 2,01
84 1 2857 0,05
85 2 2234 0,11
86 2 4293 0,05
87 4 840 047
88 7 2520 0,29
89 2 - -
90 6 1862 0,33

*ND- nije detektirano

**- oznacava da taj podatak nije moguce izraCunati, bilo iz razloga sto ZEN nije detektiran niti u jednom

uzorku sto¢ne hrane (pripadajuceg broja), ili u mlijeku istog
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5.3.6. Korelacija izmedu odredenih koli¢ina ZEN-a u mlijeku i ukupnih koli¢ina u

hrani za Zivotinje

Slika 6 prikazuje dijagram ovisnosti koli¢ine ZEN-a u prikupljenim uzorcima mlijeka
(ng/L) o ukupnoj koli¢ini ZEN-a iz svih prikupljenih uzoraka hrane za zivotinje (kukuruza,
kupovne 1 domace sto¢ne hrane) (ug/kg) izraden pomocu aplikacije Excel Windows

operativnog sustava.
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Slika 6. Graficki prikaz ovisnosti koli¢ine ZEN-a (ug/L) u prikupljenim uzorcima mlijeka

o ukupnoj koli¢ine ZEN-a (ng/kg) iz svih prikupljenih uzoraka hrane za Zivotinje

Buduéi da u ovom istrazivanju DON u mlijeku nije detektiran, nije moguce prikazati
dijagram ovisnosti koli¢ine DON-a u mlijeku o ukupnoj koli¢ini DON-a iz svih prikupljenih

uzoraka hrane za zivotinje (kukuruz, domaca i kupovna sto¢na hrana).
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6. RASPRAVA
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U ovom radu provedeno je odredivanje koncentracije DON-a i ZEN-a ELISA metodom
iz Cetiri razli¢ita izvora: mlijeka, kukuruza, domace sto¢ne hrane te kupovne stocne hrane.
Provedena je statistiCka analiza dobivenih podataka. Odredene su najmanja (min) i najveca
(max) vrijednost koncentracija DON-a 1 ZEN-a u uzorcima, izraCunate su prosjecne
vrijednosti (X) koncentracija DON-a i ZEN-a te standardna devijacija (s) i koeficijent
varijabilnosti (CV). Nakon toga provedeni su t-testovi, kako bi se utvrdilo postoji li statisticki
znacajna razlika izmedu odredenih skupina podataka. lzracunata je stopa prijenosa (,.carry
over efekt) DON-a i ZEN-a iz hrane (kukuruza, domace i kupovne sto¢ne hrane) u mlijeko te
je pomocu aplikacije Microsoft Excel Windows operativnog sustava izraden dijagram
ovisnosti koli¢ine ZEN-a u prikupljenim uzorcima mlijeka i ukupne koli¢ine ZEN-a iz svih
prikupljenih uzoraka hrane za Zivotinje, kako bi se moglo zakljuciti postoji li korelacija

izmedu navedenih parametara.

6.1. KOLICINA DON-a U UZORCIMA KUKURUZA, KUPOVNE I DOMACE
STOCNE HRANE TE MLIJEKA

U 80 od 85, odnosno u 94% prikupljenin uzoraka kukuruza za ovo istraZivanje
detektiran je DON, srodno rezultatima istrazivanja Pleadin i sur. (2012b), provedenom u
Hrvatskoj, u kojemu je DON detektiran u 85% uzoraka. U drugom istrazivanju Pleadin i sur.
(2013), u 71% uzoraka kukuruza detektiran je DON, a u istrazivanju Mitak 1 sur. (2002) u
64% uzoraka kukuruza.

U prikupljenim uzorcima kukuruza iz ovog istrazivanja detektiran je DON u rasponu
od 20 pg/kg do 4288 pg/kg. Sli¢no, Pleadin i sur. (2013) su u istazivanju provedenom u
Hrvatskoj detektirali DON u rasponu od 215 pg/kg do 2942 ug/kg te od 15 ng/kg do 17920
pg/kg (Pleadin i sur., 2012b). Mitak i sur. (2002) detektirali su DON u uzorcim kukuruza
prikupljenima u Hrvatskoj u rasponu od 150-2000 pg/kg. U istrazivanju provedenom u
Spanjolskoj (Ruiz de Galarreta i sur., 2015), u uzorcima kukuruza prikupljenima 2010. godine
detektiran je DON u rasponu od 30 pg/kg do 730 pg/kg, a u uzorcima kukuruza prikupljenima
2011. godine na istom podrucju u rasponu od 450 pg/kg do 820 pg/kg. Moguce je da se DON
u uzorcima kukuruza prikupljenima u Spanjoskoj nalazio u manjoj koli¢ini nego u uzorcima
prikupljenima u ovom istrazivanju zbog drugacijih uvjeta okolisa i uzgoja kukuruza, o kojima

ovisi onecis¢enje biljaka i proizvodnja mikotoksina (Adams i sur., 1993).
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Srednja vrijednost koli¢ine DON-a u kukuruzu odredena ovim istrazivanjem iznosi
1519 ng/kg, sto je u skladu s istrazivanjem koje je takoder provedeno u Hrvatskoj (Pleadin i
sur., 2013), u kojemu se pokazalo da je kukuruz najvise kontaminirana zitarica te su odredene
vrlo visoke koli¢ine DON-a srednje vrijednosti 1565 pg/kg. Srednja vrijednost koli¢ine DON-
a odredena u ovom istraZzivanju znacajno je manja nego u istraizvanju Srecec i sur. (2013),
koje je takoder provedeno u Hrvatskoj, a iznosi 3560 pg/kg. U uzorcima prikupljenima za ovo
istrazivanje, u Varazdinskoj Zupaniji je u 82% (9/11) uzoraka detektiran DON u rasponu od
20 pg/kg do 3712 pg/kg, pri cemu srednja vrijednost iznosi 986 pg/kg. U Koprivnicko-
krizevackoj zupaniji DON je detektiran u 94% uzoraka (29/31), u rasponu od 21 pg/kg do
3605 ug/kg. Srednja vrijednost koncentracije DON-a u uzorcima kukuruza prikupljenima u
Koprivnic¢ko-krizevackoj zupaniji iznosi 836 pg/kg. U uzorcima prikupljenima za ovo
istrazivanje, u Zagrebackoj Zupaniji utvrdena je neSto veca koli¢ina DON-a, nego ona u
uzorcima prikupljenima u Koprivni¢ko-krizevackoj i Varazdinskoj Zupaniji. U 97% uzoraka
(28/29) kukuruza iz Zagrebacke zupanije je detektiran DON. Koli¢ine DON-a u uzorcima
prikupljenima u Zagrebackoj Zupaniji odredene su u rasponu od 40 pg/kg do 4285 ng/kg, pri
¢emu srednja vrijednost iznosi 2398 pg/kg. Utvrdene koli¢ine DON-a u svim Zitaricama, pa
tako i u kukuruzu, znaéajno variraju s obzirom na regije u kojima su uzgojene, jer samo
oneciscenje biljaka i proizvodnja mikotoksina od strane plijesni izrazito ovise o uvjetima
okolisa i uzgoja (Glenn, 2007). Najveca preporucena kolic¢ina DON-a u kukuruzu
namijenjenom za proizvodnju hrane za Zivotinje iznosi 12000 pg/kg (Commission
Recommendation 2006/576/EC), a buduc¢i da je u prikupljenim uzorcima najveca koli¢ina
DON-a 4287 pg/kg, zakljucujemo da u niti jednom uzorku kukuruza nije detektirana koli¢ina
vecéa od najvece preporucene.

U svim analiziranim uzorcima kupovne sto¢ne hrane (16/16) DON je detektiran. U
istrazivanju provedenom u Finskoj (Hietaniemi i Kumpulainen, 1991), takoder je u velikom
broju uzoraka industrijske sto¢ne hrane (u njih 97%) DON detektiran. Kolicine DON-a u
kupovnoj sto¢noj hrani iz ovog istrazivanja odredene su u rasponu od 151 pg/kg do 4358
png/kg, a srednja vrijednost iznosi 1463 pg/kg. U istrazivanju Hietaniemi i Kumpulainen
(1991), odredene su nesto manje, ali sli¢ne koli¢ine DON-a, i to u rasponu od 14 pg/kg do
1216 pg/kg. U istom istrazivanju srednja vrijednost koli¢ina iznosi 148 pg/kg DON-a, §to je
oko 10 puta manje u odnosu na rezultate iz ovog rada. Razlozi toliko vecoj koli¢ini DON-a u
ovom istrazivanju mogu biti brojni, budu¢i da siromasna poljoprivredna 1 zetvena praksa,
nepravilno susenje, rukovanje, pakiranje, skladiStenje ili transport Zitarica od kojih je sto¢na

hrana nacinjena promicu gljivi¢ni rast i tako utjec¢u na proizvodnju mikotoksina (Marin i sur.,
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2013). Dakle, bilo koji od navedenih ¢imbenika moze biti uzrokom visokih koli¢ina DON-a u
stocnoj hrani. S podru¢ja Varazdinske zupanije za ovo istrazivanje nije prikupljen niti jedan
uzorak gotove stocne hrane, dok je s podrucja Koprivni¢ko-krizevacke Zupanije prikupljen
samo jedan uzorak, u kojem je ujedno detektirana i najmanja koli¢ina DON-a u ovoj vrsti
hrane (151 pg/kg). Ostali uzorci gotove sto¢ne hrane, njih 15/16, prikupljeni su s podrucja
Zagrebacke zupanije. U 38%, odnosno u 6/16 prikupljenih uzoraka gotovih krmnih smjesa
odredena je razina DON-a veca od najveée preporucene koli¢ine koja u krmnoj smjesi za
goveda (<4 mjeseca) iznosi 2000 pg/kg (Commission Recommendation 2006/576/EC).
Budu¢i da je u veéini uzoraka gotovih krmnih smjesa odredena razina DON-a manja od
najvece preporucene, a u svim uzorcima kukuruza manja od najvece preporucene, ve¢ nakon
provedene analize zitarica o¢ekivano je da ¢e razine DON-a odredene u mlijeku biti vrlo male
ili da ih uop¢e nece biti.

Mikotoksin DON je u domac¢im smjesama za Zivotinje detektiran u svih 42 uzoraka, u
rasponu od 43 ng/kg do 3823 pg/kg. Srednja vrijednost koli¢ina DON-a u analiziranim
uzorcima domace sto¢ne hrane iznosi 882 pg/kg. U domace pripremljenoj hrani za Zivotinje
detektirano je znacajno manje DON-a u odnosu na kupovnu. Vecina uzoraka domace stocne
hrane (40/43) prikupljena je s podru¢ja Varazdinske i Koprivni¢ko-krizevacke Zupanije, a 3 su
uzorka prikupljena s podru¢ja Zagrebacke Zzupanije. Srednja vrijednost po navedenim
Zupanijama iznosi 991 pg/kg, 852 pg/kg i 812 ng/kg, redom.

IzloZenost ljudi mikotoksinima moZe proiza¢i iz kontaminacije mlijecne hrane
mikotoksinima. Mikotoksini su sekundarni metaboliti gljivica, a proizvedeni su kada zitarice
(hranu za zivotinje) koloniziraju plijesni. Dokumentirano je izlucivanje takvih toksina u
kravlje mlijeko (Bliithgen i sur., 2004) pa njihov prijenos u mlije¢ne proizvode predstavlja
potencijalnu opasnost za ljudsko zdravlje. TDI vrijednost za DON u ljudi iznosi 1 pg/kg
tjelesne mase, a budué¢i da u ovom istrazivanju niti u jednom uzorku mlijeka nije detektiran
DON, zakljucujemo da mlijeko s podrucja srediSnje Hrvatske nije znac¢ajan izvor DON-a za
ljude. Mogu¢ razlog tome §to DON nije detektiran niti u jednom uzorku mlijeka je relativno
visoki limit detekcije ELISA metode za odredivanje DON-a u mlijeku. Dakle, moguce je da
se DON i nalazio u mlijeku u vrlo malim koli¢inama koje nije bilo moguce detektirati.
Nadalje, moguce je da se ve¢ina DON-a U organizmu Zivotinje prevela u svoje metabolite.
Poznato je da se u buragu prezivata DON metabolizira u DOM-1 (koji je znatno manje
toksi¢an od izvornog oblika) (Whitlow i sur., 2006), a buduc¢i da DOM-1 (ili bilo koji drugi
metabolit DON-a) nije odredivan ELISA metodom (nego samo izvorni mikotoksin, DON)

odredeni su negativni rezultati za njegovu zastupljenost u uzorcima mlijeka. U prilog ovoj tezi
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ide i istrazivanje Keese i sur. (2009), u kojemu je uglavnom deepoksi-DON detektiran u
mlijeku krava. Takoder, treba uzeti u obzir da faktori prijenosa ne moraju uvijek uzimati u
obzir prijenos svih metabolita DON-a. U idealnom slucaju, odredivanje bi bilo najprikladnije
pod stacionarnim uvjetima. Stacionarni uvjeti pretpostavljaju da je unos DON-a jednak
njegovom izlucivanju. Ovi uvjeti Cesto nisu ispunjeni, uglavnom zbog povecanja tijela
tijekom rasta ili zbog odredenih fizioloskih stanja (npr. trudnoée, dojenja itd.) (Fries, 1996).
Literaturni navodi pokazuju i da se veéina (> 90%) mikotoksina izlu¢i iz organizma zivotinja

bez prijenosa u njihova tkiva i mlijeko (Alldrick i Hajselova, 2004).

6.2. KOLICINA ZEN-a U UZORCIMA KUKURUZA, KUPOVNE I DOMACE
STOCNE HRANE TE MLIJEKA

U ovom istrazivanju, najmanja odredena koli¢ina ZEN-a u uzorcima iznosi 29 pg/kg, a
najveca 4364 pg/kg. Taj raspon koli¢ina ZEN-a u uzorcima kukuruza u skladu je (uz naSu
nesto manju najmanju vrijednost) s istrazivanjem Balzera 1 sur. (1977) (Ciji je raspon 43-
10000 pg/kg) te Pepeljnjaka i sur. (1979) (100-4000 ng/kg). Rezultati se razlikuju od rezultata
dobivenih u istrazivanjima Pepeljnjaka i sur. (1999; 2000) (150-1200 pg/kg; 200-2700 pg/kg)
i Segvié¢ Klari¢ i sur. (2007) (6030-29430 ng/kg) te Pleadin i sur. (2013) (10-611 pg/kg).
Razlika u rezultatima moZe se objasniti razlikama u relativnoj vlaznosti i prosje¢noj
temperaturi u pojedinim godinama. U vlaznim godinama, odnosno za vrijeme produljenih
zima i temperaturnih oscilacija, koncentracije ZEN-a u uzorcima su vece nego u godinama s
manjom vlaznosti. Tako su 2004. i 2005. godina vjerojatno bile nesto vlaznije i hladnije, stoga
su vrijednosti koncentracije ZEN-a u kukuruzu bile nesto vece, od 6030-29430 pg/kg, kao §to
je pokazalo istrazivanje Segvi¢ Klari¢ i suradnika (2007). S druge strane, 2011. godina je bila
manje vlazna, stoga su u istrazivanju Pleadin i sur. (2013) dobivene ne$to manje vrijednosti
koncentracije ZEN-a u uzorcima kukuruza (10-611 pg/kg). Srednja vrijednost koncentracije
ZEN-a odredena u uzorcima kukuruza iz ovog istrazivanja iznosi 1193 ug/kg, sto je manje od
najvece preporucene koli¢ine ZEN-a u hrani za Zivotinje, koja iznosi 3000 ug/kg. Od svih
prikupljenih uzoraka kukuruza, njih 45% (32/71) sadrzavalo je detektabilne koncentracije
ZEN-a, sto je viSe od rezultata dobivenih u istrazivanjima Balzer i sur. (1977) (2,6%),
Pepeljnjak i sur. (1979; 1999; 2002) (16%; 10%; 10%), i Segvi¢ Klari¢ i sur. (2007), no
daleko manje od rezultata istraZzivanja Domijan i sur. (2005) (83%) 1 Pleadin 1 sur. (2013)
(78%). U ovom istrazivanju, u uzorcima kukuruza prikupljenima s podru¢ja Varazdinske
zupanije ZEN je odreden u 27% uzoraka (3/11) u rasponu od 580 pg/kg do 1980 ng/kg, pri
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¢emu srednja vrijednost iznosi 1156 pg/kg. U Koprivnicko-krizevackoj zupaniji ZEN je
detektiran u svega 29% (9/31) uzoraka, i to u rasponu od 29 pg/kg do 4364 ng/kg, pri cemu
srednja vrijednost koli¢ine ZEN-a iznosi 1076 pg/kg. U uzorcima kukuruza prikupljenima u
Zagrebackoj zupaniji utvrdena je neSto veca koli¢ina ZEN-a, nego ona u uzorcima
prikupljenima u Koprivnicko-krizevac¢koj i Varazdinskoj Zupaniji. U 69% uzoraka (20/29)
kukuruza prikupljenih na podrucju Zagrebacke zupanije je detektiran ZEN, i to u rasponu od
38 ng/kg do 4293 ng/kg, uz srednju vrijednost od 1252 pg/kg. Utvrdene koli¢ine ZEN-a u
svim Zzitaricama, pa tako i u kukuruzu, uvelike variraju s obzirom na regije u kojima su
uzgojene, buduc¢i da su samo onecis¢enje biljaka i proizvodnja mikotoksina od strane plijesni
izrazito ovisni o uvjetima okoliSa i uzgoja (Adams i sur., 1993).

Najveca preporucena koli¢ina ZEN-a u kukuruzu namijenjenom kao hrani za zivotinje
iznosi 3000 pg/kg (Commission Recommendation 2006/576/EC), a u ovom istraZivanju
odredena je najveca koli¢ina ZEN-a od 4364 ng/kg. Koli¢ina ve¢a od 3000 pg/kg odredena je
u 2 od 71 prikupljenih uzoraka kukuruza (3%), od Cega je jedan s podrucja Koprivni¢ko-
krizevacke, a drugi s podrucja Zagrebacke zZupanije.

Najmanja koncentracija ZEN-a u kupovnoj sto¢noj hrani (krmivu) iznosi 2 ug/kg, a
najveca iznosi 2115 pg/kg. Najveca vrijednost manja je od one dobivene istrazivanjem
Nemanica i suradnika (1986), koja iznosi 6880 pg/kg. I najmanje i najvecée vrijednosti vece su
od vrijednosti dobivenih u rezultatima istrazivanja Pepeljnjaka i Cvetnica (1986) (100-1200
ng/kg), Pepeljnjaka 1 sur. (1999; 2008) (150-1200 pg/kg; 49,7-1168 pg/kg), Mitaka i sur.
(2001) (50-1200 pg/kg) i Segvié Klarié i sur. (2009) (49,7-1168 pg/kg). Razliku u rezultatima
tesko je objasniti, ponajviSe zbog nepoznavanja to¢nog sastava svakog od analiziranih krmiva.
No, neka od objaSnjenja mogu biti nepravilni nacini susenja, pakiranja ili skladiStenja smjesa,
razli¢ita starost ispitivanih kupovnih smjesa, siromasna poljoprivredna praksa itd. (Marin 1
sur., 2013). Od ukupno 16 prikupljenih uzoraka kupovne stocne hrane iz ovog istrazivanja,
njih 11 (69%) sadrzavalo je detektabilne koncentracije ZEN-a. Ovakva je zastupljenost
uzoraka kupovne sto¢ne hrane kontaminirane ZEN-om manja je od onih navedenih u
rezultatima istrazivanja Pepeljnjaka i Cvetni¢ (1986) (25%), Nemanica i sur. (1986) (29%),
Pepeljnjaka i sur. (1999) (10%), Mitaka i sur. (2001) (21,9%), no mnogo manja od navedene
zastupljenosti ZEN-om kontaminirane sto¢ne hrane u rezultatima istrazivanja Pepeljnjaka i
sur. (2008), koja iznosi 100%. Brojni su razlozi zbog kojih je koli¢ina ZEN-a u ovom
istrazivanju toliko veca u usporedbi s rezultatima ranijih istrazivanja. Neki od njih su svakako
siromasna poljoprivredna i Zetvena praksa, nepravilno suSenje, rukovanje, pakiranje,

skladiStenje ili transport Zitarica od kojih je sto¢na hrana nacinjena, budu¢i da svi ovi
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¢imbenici promicu gljivini rast i tako utjeCu na proizvodnju mikotoksina (Marin 1 sur.,
2013). U 25%, odnosno u 4/16 prikupljenih uzoraka gotove krmne smjese detektirana je
razina ZEN-a veca od najvece preporucene koli¢ine koja u krmnoj smjesi za goveda (<4
mjeseca) iznosi 500 pg/kg (Commission Recommendation 2006/576/EC).

Sto se tice domace stoéne hrane (bazirane veéinom na samljevenom kukuruzu
pomijeSanom s drugim Zitaricama poput zobi, jeCma, pSenice), najmanja Vrijednost
koncentracije ZEN-a u toj sirovini iznosi 2 pg/kg, a najveca 878 pg/kg. Srednja vrijednost od
140 pg/kg ulazi u raspone vrijednosti koncentracije ZEN-a u domacoj stocnoj hrani koje su u
svoji istrazivanjima dobili Pepeljnjak i Cuturi¢ (1978) (51-4200 pg/kg), Pepeljnjak i Balzer
(1982) (10-275800 pg/kg), Pepeljnjak i Cvetni¢ (1986) (560-3000 pg/kg) te Pepeljnjak i sur.
(1992; 1999; 2008) (1-19900 ng/kg; 23-10700 ng/kg; 28-1182 ng/kg). lako srednja vrijednost
koncentracije ZEN-a u domacoj sto¢noj hrani dobivena ovim istrazivanjem ulazi u raspone
rezultata prethodno spomenutih istrazivanja, i najmanja i najveca vrijednost nesto su manje od
onih ranije odredenih u domaé¢im smjesama. Razlog tomu mogu opet biti razlike u relativnoj
vlaznosti i prosjecnoj temperaturi u pojedinim godinama. U ovom istrazivanju, u uzorcima
domace sto¢ne hrane s podrucja Varazdinske Zupanije ZEN je prisutan u 90% uzoraka (9/10)
u rasponu od 4 pg/kg do 859 pg/kg, uz srednju vrijednost od 137 pg/kg. U Koprivnicko-
krizevackoj zupaniji ZEN je detektiran udjelu 71% uzoraka, odnosno u njih 22 od 31
prikupljenih, i to u rasponu od 2 pg/kg do 878 pg/kg. Pritom srednja vrijednost ZEN-a u
analiziranim uzorcima iznosi 153 ng/kg. U uzorcima domace stocne hrane prikupljenima u
Zagrebackoj zupaniji utvrdena je mnogo manja koli¢ina ZEN-a (gotovo 20 puta manja) od
onih odredenih u uzorcima prikupljenima u Koprivnicko-krizevackoj 1 Varazdinskoj Zupaniji.
Naime, U 67% uzoraka (2/3) domace sto¢ne hrane prikupljenih na podrucju Zagrebacke
zupanije detektiran je ZEN, i to u prosje¢noj koli¢ini od 8 pg/kg. Moguce objasnjenje ovakvih
razlika u rezultatima je varijabilnost u nac¢inima i duljini skladiStenja, ali 1 razli¢itim sastavima
domacih krmnih smjesa koje su analizirane. Od ukupno 43 prikupljena uzorka domace stocne
hrane, njih 33 (77%) sadrzavalo je detektabilne koncentracije ZEN-a. Veca vrijednost, koja
iznosi ¢ak 91%, dobivena je u istrazivanju Pepeljnjaka i sur. (2008), dok su mnogo manje
vrijednosti odredene u istrazivanjima Pepeljnjaka i Cuturi¢a (1978) (6%), Pepeljnjaka i
Balzera (1982) (46,5%), Pepeljnjaka i Cvetnic¢a (1986) (15,2%) te Pepeljnjaka i sur. (1992;
1999) (43,2%; 10%). Mogu¢i razlozi ovakvih razlika u rezultatima su jednaki kao i kod
kupovne stocne hrane (nepravilno susSenje, rukovanje, skladiStenje 1 sli¢no (Marin 1 sur.,

2013).
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Najmanja odredena koncentracija ZEN-a u mlijeku iznosi 1 ug/L, a najve¢a 12 pg/L
(Tablica 16). Ovakvi rezultati razlikuju se od onih dobivenih istrazivanjima Skrinjar i sur.
(1986) i1 Ashiq (2014), u kojima nije zabiljezena kontaminacija sirovog mlijeka ZEN-om, te
Winkler i sur. (2015), gdje je sirovo mlijeko kontaminirano ZEN-om u koncentraciji od 0-0,5
ug/L 1 Dénickea 1 Winklera (2015), u ¢ijem je istrazivanju zabiljezena koli¢ina ZEN-a u
mlijeku od 0,024 pg/kg. Moguce objasnjenje moze biti da nisu prikupljeni svi uzorci hrane
kojima je zivotinja hranjena, odnosno da mljekari nisu dostavili sve vrste hrane kojom hrane
zivotinju ¢ije su uzorke mlijeka dali na analizu (npr. moguce je da mljekar hrani zivotinju
¢istim kukuruzom, ali i doma¢om stocnom hranom-mjesavinom Zitarica i kupovnom sto¢nom
hranom, a na analizu je dao samo kukuruz ili kukuruz i samo jednu vrstu sto¢ne hrane, a ne
sve vrste hrane kojom hrani Zivotinju i koja moguce sadrzi detektabilne razine ZEN-a). ZEN
je detektiran u 97% uzoraka mlijeka, i to u prosje¢noj koncentraciji od 3 pg/L, $to bi
odgovaralo svega 18% TDI vrijednosti za ZEN za osobu prosje¢ne tjelesne mase 70 kg
(odnosno, osoba prosjecne tjelesne mase 70 kg koja bi u danu popila 1 L mlijeka s podrucja
srediSnje Hrvatske, u organizam bi unijela u prosjeku 18% od prihvatljivog dnevnog unosa
ovog mikotoksina). Valja napomenuti da ¢ak niti uzorak u kojemu je detektirana najveca
koli¢ina ZEN-a (12 pg/L) ne sadrzi koli¢inu ZEN-a koja prelazi TDI vrijednost za navedeni
mikotoksin.

6.3. Znacajnost razlika u odredenim koli¢inama DON-a i ZEN-a

Utvrdena je statisticki znacajna razlika (p < 0,05) izmedu koli¢ina DON-a u svim
prikupljenim uzorcima kukuruza i1 domace stocne hrane. Statisticki znacajna razlika u
koli¢inama DON-a izmedu svih prikupljenih uzoraka kukuruza i kupovne sto¢ne hrane te
kupovne i domace sto¢ne hrane utvrdena (p > 0,05).

Statisticki znacajna razlika u koli¢ini ZEN-a utvrdena je izmedu svih prikupljenih
uzoraka kukuruza i domace sto¢ne hrane te kupovne 1 domace stocne hrane. Koli¢ine ZEN-a u
svim prikupljenim uzorcima kukuruza i kupovne sto¢ne hrane statisticki znacajno se ne
razlikuju.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u detektiranim koli¢inama DON-a u uzorcima
kukuruza sjeveroisto¢no i juzno od Zagreba, u kolicinama DON-a u uzorcima prikupljenima s
podrucja Zagrebacke i Koprivnicko-krizevacke zupanije te U koli¢cinama DON-a u uzorcima
domace sto¢ne hrane prikupljenima s podru¢ja Zagrebacke i1 Koprivnicko-krizevacke
zupanije, dok statisticki znacajna razlika nije utvrdena izmedu koli¢ina DON-a u uzorcima
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kukuruza i domace sto¢ne hrane sjeveroisto¢no od Zagreba, koli¢ina DON-a u uzorcima
kukuruza i domace sto¢ne hrane s podru¢ja Varazdinske Zupanije, kolicina DON-a u uzorcima
kukuruza i domace sto¢ne hrane s podruc¢ja Koprivni¢ko-krizevacke zupanije, kolicina DON-a
u uzorcima kukuruza i domace stone hrane jugozapadno od Zagreba, koli¢ina DON-a u
uzorcima kukuruza i kupovne stocne hrane jugozapadno od Zagreba te kolicina DON-a u
uzorcima kupovne i domace sto¢ne hrane jugozapadno od Zagreba. Statisticki se prema
detektiranim koli¢inama DON-a znacajno ne razlikuju ni prikupljeni uzorci domace stocne
hrane s podrucja Zagrebacke 1 Koprivnicko-krizevacke zupanije, uzorci domace stocne hrane
prikupljeni s podru¢ja Zagrebacke i Varazdinske Zupanije, uzorci kukuruza prikupljeni s
podruc¢ja Koprivnic¢ko-krizevacke i Varazdinske Zupanije te uzorci domacée stocne hrane
prikupljeni s podrucja Koprivnic¢ko-krizevacke i Varazdinske Zupanije.

Temeljem provedenih t-testova, utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu
koli¢ina ZEN-a u uzorcima kukuruza i domace sto¢ne hrane sjeveroistocno od Zagreba,
koli¢ina ZEN-a u uzorcima kukuruza i domace sto¢ne hrane s podru¢ja Varazdinske zupanije
te koli¢ina ZEN-a u uzorcima kukuruza i domacée sto¢ne hrane s podrucja Koprivnicko-
krizevaCke Zupanije. Statisticki znacajna razlika nije utvrdena izmedu koli¢ina ZEN-a u
uzorcima kukuruza sjeveroisto¢no i juzno od Zagreba, koli¢ina ZEN-a u uzorcima kukuruza i
domace sto¢ne hrane jugozapadno od Zagreba, koli¢ina ZEN-a u uzorcima Kkukuruza i
kupovne sto¢ne hrane jugozapadno od Zagreba, koli¢ina ZEN-a u uzorcima kupovne i
domace stoéne hrane jugozapadno od Zagreba, koli¢ina ZEN-a u uzorcima kukuruza s
podrucja Zagrebacke i Koprivnicko-krizevacke Zupanije, koli¢ina ZEN-a u uzorcima domace
stocne hrane s podru¢ja Zagrebacke 1 Koprivni¢ko-krizevacke Zupanije, koli¢ina ZEN-a u
uzorcima kukuruza s podru¢ja Zagrebacke 1 Varazdinske zupanije, koli¢ina ZEN-a u
uzorcima domace stocne hrane s podrucja Zagrebacke 1 Varazdinske Zupanije, koli¢ina ZEN-a
u uzorcima kukuruza s podruc¢ja Koprivni¢ko-krizevacke i Varazdinske Zupanije te koli¢ina
ZEN-a u uzorcima domace sto¢ne hrane s podrucja Koprivnicko-krizevacke 1 Varazdinske

Zupanije.

6.4. STOPA PRIJENOSA ZEN-a 1Z STOCNE HRANE (KUKURUZA TE KUPOVNE |
DOMACE STOCNE HRANE) U MLIJEKO (,,CARRY-OVER“ EFEKT)

Najmanja stopa prijenosa ZEN-a iz sto¢ne hrane u mlijeko goveda iznosi 0,03%, a
najveca 249,71%. Od 61 prikupljenog uzorka mlijeka iz kojih je bilo moguce izracunati stopu

prijenosa, u njih 25 (41%) je stopa prijenosa manja od 1%, kao $to je slu¢aj u brojnim sli¢énim
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istrazivanjima (Mirocha i sur., 1981; Galtier, 1998; Winkler i sur., 2015). Srednja stopa
prijenosa ZEN-a iz sto¢ne hrane u mlijeko odredena u ovom istrazivanju iznosi 15,84%.
Mirocha i sur. su 1981. godine odredili stopu prijenosa ZEN-a i njegovih metabolita u mlijeko
od 0,05%. Yiannikouris i Jouany (2002) izvijestili su o stopama prijenosa od 0,06%, 0,016% i
0,008%, ovisno o dozi unesenog toksina. Stope od 0,00625% i 1,924% procijenjene su u
studijama drugih istrazivaca (Galtier, 1998). Winkler i suradnici (2015) su procijenili stopu
prijenosa ZEN-a i metabolita u mlijeko na 0-0,008%. Cak 33% prikupljenih uzoraka mlijeka
iz ovog istrazivanja, ¢ija je stopa prijenosa izrazito visoka (>10%) su isti oni uzorci za koje
postoji sumnja da nisu prikupljeni svi uzorci hrane kojima je zivotinja hranjena, odnosno da
mljekari nisu dostavili sve vrste hrane kojom hrane Zivotinju ¢ije su uzorke mlijeka dali na

analizu.

6.5. KORELACIJA IZMEDPU ODREDENIH KOLICINA ZEN-a U MLIJEKU |
UKUPNIH KOLICINA U HRANI ZA ZIVOTINJE

Iz grafickog prikaza ovisnosti koli¢ine ZEN-a u prikupljenim uzorcima mlijeka i
ukupne koli¢ine ZEN-a iz svih prikupljenih uzoraka hrane za Zivotinnje, odnosno prikaza
korelacije izmedu ta dva parametra (Slika 7), vidljivo je da korelacija medu njima nije
uspostavljena.

Budu¢i da u ovom istrazivanju DON u mlijeku nije detektiran, nije moguce prikazati
dijagram ovisnosti koli¢ine DON-a u mlijeku o ukupnoj koli¢ini DON-a iz svih prikupljenih

uzoraka hrane za zivotinje (kukuruz, domaca i kupovna sto¢na hrana).
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7. ZAKLJUCCI
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U gotovo svim uzorcima kukuruza, odnosno u njih 94% detektiran je DON, a u svega
45% uzoraka kukuruza ZEN. U svim analiziranim uzorcima kukuruza odredene su
razine DON-a manje od najvec¢ih preporucenih, a 3% prikupljenih uzoraka kukuruza
premasuje najvecu preporucenu koli¢inu ZEN-a u kukuruzu namijenjenom kao hrani za
Zivotinje.

U gotovoj sto¢noj hrani odredene su znacajno veée razine DON-a i ZEN-a, nego u
domace pripremljenoj smjesi za zivotinje. U 38% prikupljenih uzoraka gotove krmne
smjese detektirana je koli¢ina DON-a veca od najveée preporucene, dok najvecu
preporucenu koli¢inu ZEN-a u gotovim krmnim smjesama premasuje 25% prikupljenih
uzoraka kupovne sto¢ne hrane.

U svim prikupljenim uzorcima domace sto¢ne detektiran je DON, a u 77% prikupljenih
uzoraka domace sto¢ne hrane detektiran je ZEN.

Niti u jednom prikupljenom uzorku mlijeka nije detektiran DON, dok je ZEN detektiran
u 97% uzoraka mlijeka, i to u rasponu od 1-12 pg/L. Srednja vrijednost koncentracije
ZEN-a u mlijeku iznosi 3 pg/L, $to bi odgovaralo svega 18% TDI vrijednosti za ZEN za
osobu prosjecéne tjelesne mase 70 kg.

Statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je izmedu koli¢ina DON-a u svim prikupljenim
uzorcima kukuruza i domace sto¢ne hrane. StatistiCki znacajna razlika u koli¢ini ZEN-a
utvrdena je izmedu svih prikupljenih uzoraka kukuruza i domace stocne hrane te
kupovne i domace sto¢ne hrane.

Stopa prijenosa ZEN-a iz sto¢ne hrane u mlijeko odredena je u rasponu od 0,03-
249,71%, pri cemu je u 41% uzoraka mlijeka u kojima je ZEN detektiran, stopa njegova
prijenosa iz sto¢ne hrane manja od 1%. Srednja stopa prijenosa ZEN-a iz sto¢ne hrane u
mlijeko odredena u ovom istrazivanju iznosi 16%.

. Nije utvrdena korelacija izmedu koli¢ine ZEN-a u uzorcima mlijeka i prikupljene sto¢ne
hrane koju je zivotinja primala hranidbom.

. Budu¢i da DON nije odreden niti u jednom prikupljenom uzorku mlijeka, a ZEN je u
uzorcima mlijeka odreden u prosjecnoj koli¢ini koja odgovara svega 18% TDI, ovi
mikotoksini uneseni mlijekom s podrucja Varazdinske, Koprivnicko-krizevacke i

Zagrebacke Zupanije ne predstavljaju rizik za zdravlje ljudi.
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Kontaminacija hrane za zivotinje deoksinivalenolom i zearalenonom

i pripadajuce stope prijenosa istih u mlijeko

Devi¢ Doroteja

Karaca Sara

Fuzarijski mikotoksini predstavljaju jedne od najcesc¢ih onecis¢ivaca hrane i hrane za
zivotinje, primarno Zitarica i njihovih proizvoda. OneciS¢enje hrane istima moze uzrokovati
brojne kroni¢ne i akutne toksi¢ne ucinke u ljudi i Zivotinja. U ovom su radu ELISA metodom
odredene razine fuzarijskih mikotoksina DON-a i ZEN-a u kukuruzu, domacoj i kupovnoj
sto¢noj hrani te mlijeku iz tri Zupanije Republike Hrvatske (Varazdinske, Koprivnic¢ko-
krizevacke i Zagrebacke), a zatim su te razine usporedene s obzirom na podrijetlo hrane za
zivotinje 1 mlijeka te s TDI vrijedno$¢u i najve¢im preporucenim koli¢inama tih mikotoksina
u hrani za zivotinje. Osim toga, izraunata je stopa prijenosa (,,carry-over<) DON-a i ZEN-a
iz hrane za zivotinje kojom je govedo hranjeno, u mlijeko. Rezultati istrazivanja ukazali su na
prisutnost DON-a u 94%, a ZEN-a u 45% prikupljenih uzoraka kukuruza. U 38% prikupljenih
uzoraka gotove krmne smjese odredena je koli¢ina DON-a veéa od najvece preporucene, dok
najvecu preporuCenu koli¢inu ZEN-a u gotovim krmnim smjesama premasuje 25%
prikupljenih uzoraka kupovne sto¢ne hrane. U svim prikupljenim uzorcima domace stocne
odreden je DON, dok je ZEN odreden u 77% uzoraka. Niti u jednom prikupljenom uzorku
mlijeka nije odreden DON, dok je ZEN odreden u 97% uzoraka mlijeka, i to u srednjoj
koli¢ini od 3 pg/kg, §to bi odgovaralo svega 18% TDI za ZEN za osobu prosjecne tjelesne
mase 70 kg. Srednja stopa prijenosa ZEN-a iz hrane u mlijeko iznosi 16%, no 41% uzoraka
mlijeka ima stopu prijenosa manju od 1%. Nije utvrdena korelacija izmedu razine ZEN-a u
mlijeku i prikupljenoj sto¢noj hrani koju je govedo konzumiralo. Mogu¢i $tetan utjecaj ovih
mikotoksina na ljudsko zdravlje prilikom konzumacije mlijeka s podrucja Varazdinske,
Koprivni€ko-krizevacke 1 Zagrebacke zupanije moze se smatrati zanemarivim, ¢ak 1 u sluc¢aju
njihovih povisenih koli€ina u hrani za Zivotinje (ukoliko se takva kontaminirana hrana koristi

u hranidbi goveda za proizvodnju mlijeka).

Kljuéne rijeci: deoksinivalenol, hrana za zivotinje, mlijeko, stopa prijenosa, zearalenon
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11. SUMMARY
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Deoxynivalenol and zearalenone contamination of feed

and their corresponding transfer rates into the milk

Devi¢ Doroteja

Karaca Sara

Fusarium mycotoxins are one of the most common contaminants of food and feed,
primarily cereals and their products. The contamination of food with Fusarium mycotoxins
can cause many chronic and acute toxic effects in humans and animals. The purpose of this
research was to determine the level of Fusarium mycotoxins zearalenone (ZEN) and
deoxynivalenol (DON) in maize, home-prepared and store-bought feed and in milk from three
Croatian counties (Varazdin, Koprivnica-Krizevci and Zagreb) using the ELISA method and
compare those levels (considering the origin of feed and milk) with the TDI (,,Tolerable Daily
Intake*) value and with the maximum recommended values of those mycotoxines in animal
feed. Furthermore, the carry-over rates of DON and ZEN from feed into the milk was
calculated. The results of this research indicate the presence of DON in 94% and ZEN in 45%
of the collected samples of maize. The level of DON in 38% of store-bought feed surpasses
the maximum recommended level, while the level of ZEN is higher than the maximum
recommended in 25% of the collected samples. All of the collected samples of home-prepared
feed were positive for DON, while 77% of the samples contained detectable levels of ZEN.
DON wasn't detected in any of the collected milk samples, while ZEN was found in 97% of
the samples in the average concentration of 3 pg/kg, which is approximately 18% of TDI for a
person of average body mass of 70 kg. The average carry-over rate of ZEN into the milk was
16%, but 41% of milk samples have the carry-over rate of less than 1%. The correlation
between the levels of ZEN in the collected milk and feed samples hasn't been established.
Possible adverse effects of these mycotoxins on human health while consuming the milk from
three Croatian counties (Varazdin, Koprivnica-Krizevci and Zagreb) can be considered
negligible, even in the events of their elevated levels in animal feed (if such contaminated

feed is used for feeding the cattle that produces the milk).

Key words: carry-over, deoxynivalenol, feed, milk, zearalenone
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