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ZEL  Zearalenol

SD  Standardna devijacija

N Broj dana
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1. UVOD

Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni ¢iji se izvor najceS¢e nalazi u ztaricama
i proizvodima od ztarica za ljudsku prehranu i Zzvotinjsku hranidbu. Ljudi ih unose u
organizam direktno kontaminiranom hranom ili neizravnho putem kontaminiranih namirnica
zivotinjskog podrijetla.

Razvoj i intenzitet produkcije mikotoksina uvjetovan je mikroklimatskim ¢imbenicima
te uz pogodovne ekoloske prilike trajno ugrozavaju proizvodnju i skladiStenje hrane i hrane za
zivotmje. Tako se tijekom suSnmh 1 vru¢ih godina u ztaricama moze uoCiti znacajnija
prisutnost aflatoksina, a tijekom izuzetno vlaznih godina biljeze se vece koli¢ine fuzarijskih
mikotoksina (PLEADIN i sur., 2018.). Opcenito je temperatura od oko 25 T idealna za rast
plijesni te pad temperature na 10 T s vlazno$¢u od 14 % aktivira sekundarni metabolizam
odgovoran za produkciju zearalenona (MALLMANN i DILKIN, 2007.).

Zearalenon (ZEN) je mikotoksin plijesni roda Fusarium koje ima endokrino-
modulirajue djelovanje. IzloZzenost ZEN-u rezultira poremecajima U urogenitalnom sustavu,
dok kod jacih akutnih ili kronicnih otrovanja mogu ostaviti trajne posljedice na organima
reproduktivnog sustava u obliku degenerativnin promjena testisa, jajnika, sjemenika, prostate
te inhibicije prednjeg rezmja hipofize i hipotalamusa. Uc¢inak ovog mikotoksina dovodi do
morfoloskih i funkcionalnih poremecaja reproduktivnih organa i oSteCenja spolnih stanica
domacih zvotinja, dovodi do hiperestrogenizma u goveda, svinja i peradi (MITTERBAUER i
sur., 2003.). Pojavijuju se simptomi pri izloZzenosti domacih Zivotinja zearalenu, medu kojima
su pobacaji, produljenje trajanja estrusa, neplodnost Zivotinja, smanjenje libida, mumifikacije
(VISCONTI | PASCALE, 1998.).

Cilj ovog diplomskog rada je prikazati estrogeno djelovanje ZEN-a i utvrditi razine
ovog mikotoksina u hrani koju su svinje primale tijekom tova te u njihovom urinu i mesu sa
tri farme u Republici Hrvatskoj. U radu je ispitana i korelacija koncentracija ZEN-a u

navedenim matriksima.



2. PREGLED DOSADASNIJIH SPOZNAJA
2. 1. Mikotoksini

Rije¢ mikotoksini dolazi od grcke rije¢i myces sto znaci gljiva i grcke rijeci toxicon $to
maci otrov. Mikotoksini su kemijski spojevi, sekundarni metaboliti odredenih filamentnih
gliiva, odnosno plijesni, niske molekularne mase. Odsutnost vidljivih plijesni u hrani i hrani
za zivotinje opcenito ne zna¢i nuzno da mikotoksini nisu prisutni (PLEADIN i sur., 2018.).

Mikotoksini  stvaraju plijesni iz rodova Penicilium, Fusarium, Aspergillus i
Trichotecium. Biosinteza mikotoksina uvjetovana je mikroklimatskim ¢imbenicima i to
koli¢cinom vlage u supstratu, relativnom vlazmosti zraka, prisutnos¢u Kisika, pH vrijednoséu,
temperaturom, fizickim ostecenjem i prisutnoséu gljivicnih spora (JANSSEN i sur., 1997.).
Do kontaminacije dolazi tijekom Zetve, berbe, suSenja i skladiStenja. Kontaminacija
mikotoksinima roda Fusarium, tako i ZEN-a javlja se ¢eS¢e u podru¢jima umjerene klime
tjekom godina s povecanim padalinama te u razdoblju prije Zetve. ViSegodiSnja istrazivanja
provedena u Hrvatskoj upucuju na Cestu pojavnost kontaminacija Ztarica i hrane za Zivotinje
(PEPELINJAK i SEGVIC, 2004., DOMIJAN i sur., 2005., PLEADIN i sur., 2013.,
PLEADIN i sur., 2012a.).

,Carry-over efektom moguca je kontaminacija hrane Zivotinjskog podrijetla, ukoliko
je zivotinja tjekom hranidbe primala zagadeno krmivo, odnosno krmu smjesu. Posljedi¢no
tome potrosa¢i mogu U SVOj organizam neizravnim putem unijeti mikotoksine, u ovom slucaju
ZEN, preko mesa, mlijeka i jestivih iznutrica.

Kako bi se od samog pocetka proizvodnje smanjila mogucénost za razvoj plijesni, a
samim time 1 stvaranje mikotoksina, danaSnji postupci ukljucuju sadnju prilagodenih sorti,
Zitarica, pravimu gnojidbu, suzbijanje korova i pravino navodnjavanje. Tijekom berbe,
odnosno Zetve, potrebno je na mmnimum svesti oSteenja zrnja te time ukloniti rizk za
naknadni razvoj gljivica odnosno plijesni tijekom skladiStenja (BINDER, 2007.).

2. 2. Podjela mikotoksina

Sistematizacija se provodi prema vrsti plijesni, na¢inu djelovanja, podrijetlu,
kemijskoj strukturi te s obzirom na bolesti i simptome koje mikotoksini u organizmu mogu
uzrokovati.

Mikotoksini se dijele s obzirom na bolesti i simptome koje uzrokuju na: neurotoksine,
nefrotoksine, hepatotoksine, estrogene toksine, imunosupresivne toksine, citotoksine te
toksine koji uzrokuju anoreksiju i povraéanje.

Podjela mikotoksina s obzirom na podrijetlo su: skladisni mikotoksini aflatoksini,

okratoksini te mikotoksini polja Fusarium koji se dijele na trihnotecene (DON i T-2 toksine),
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zearalenon i fumozine. Skupine prema kojima se mikotoksini swvrstavaju s obzirom na bolesti i
simptome koje uzrokuju u ljudskim i Zivotinjskim organizmima prikazane suu Tablici 1.
Tablica 1, Podjela mikotoksina u skupine prema organima i organskom sustavu prema kojima
iskazuju $tetni uéinak (PLEADIN i sur., 2018.).

Skupina mikotoksina

Bolesti i simptomi Predstavnici skupine

Nefrotoksini

Neurotoksini

Hepatotoksini

Estrogeni toksini

Citotoksini

Imunosupresivni  toksini

Respiratorni toksini

Fotosenzibilni toksini

Toksini koji uzrokuju

odbijanje ipovracanje hrane

uzorkuju insuficijenciju

bubrega

uzrokuju osteéenje zivcanog

sustava i krvarenje u mozgu

oSte¢uju funkciju stanice
jetre 1 ubrzavaju razvoj

karcinoma jetre

uzrokuju hiperestrogenizam
u zivotinja 1 degeneraciju
stanica spolnih organa
oSte¢uju epitelne stanice
koze i sluznice probavnog
trakta 1 krvozilja

oSte¢uju imunosustav 1
njegov odgovor na
kontaminacije u organizmu

ljudi 1 Zivotinja
oste¢yju diSne putove

uzrokuju hepatotoksicne
pojave, facijalni ekcem
ovaca i goveda

uzrokuju zaziranje od
ponudene hrane, apatiju i

povracanje

okratoksini, citrinin,
kvinoni, ksantomegnin,
viomelein

patulin, penitrem,
citreoviridin, fumonizin
aflatoksini, penicili¢na
kiselina, luteoskirin,
cikloklorotin, rubratoksin,

fumonizin

zearalenon

trinoteceni, toksini

pukcinije

okratoksini, trihoceteni

fumonizin, trihoteceni,

stahibotriotoksin

sporidezmini

deoksinivalenon,

diacetoksiscirpenol



2. 3. Zearalenon

Mikotoksin zeralenon (F-2 toksin) spada u skupinu makrocikli¢nih laktona. Izoliran je
1962. godine iz kulture plijesni Giberella zeae, koja predstavlja spolni stadij plijesni
Fusarium graminearum (BENNET i KLICH, 2003.). Djeluje kao fitoestrogen i spada u
nesteroidne estrogene koji se prirodno nalaze u biljkama te im je zajednicka kemijska sli¢nost
s smntetickim 1 prirodnim hormonima estrogenima. Metabolit je razlicitth wrsta iz roda
Fusarium, kao sto su: F. moniliforme, F. culmorum, F. equiseti i F. graminearum
(CHELOWSKI, 1998.).

ZEN je lakton rezorcilne Kiseline (6-10 hidroksi-6-0kso-trans-1-undecil-f3-rezorcilna
kiselina). lzgled mu je bijelog kristala molekularne mase 318 g/mol i temperature topljivosti

165°C. Na Slici 1 prikazana je struktura ZEN-a i njegovih najzna¢ajnih metabolita.

HO
B-ZEL
OH O CH,
0
HO
“oH
ZAN o-ZAL B-ZAL

Slika 1, Struktura zearalenona i njegovih metabolita (LIU i APPLEGATE, 2020.).

Plijesni roda Fusarium rastu najintenzivnije pri temperaturi od 18 do 24 C te pri
relativnoj vlaznosti zraka vecoj od 70 %. Potrebna je niza pocetna temperatura da bi se
aktivirali enzimi ukljueni u sintezu toksina (ABRAMSON, 1998.).

ZEN je termostabilan, nije topljiv u vodi, no topljiv je u organskim otapalima. Stabilan
je tijekom procesa skladistenja, mljevenja, prerade i ne razgraduje se pri visokim
temperaturama (ZOLLNER i sur., 2002., ALEXANDER i sur., 2004.).



Pojavnost zearalenona dokazana je u vecoj mjeri u kukuruzu, je¢mu, pSenici, soji te je
pronaden u proizvodima animalnog podrijetla  Zivotinja koje su prethodno hranjene
kontaminiranom hranom (PLEADIN i sur., 2018.).

Intoksikacija ZEN-om kod domacih Zivotinja uoCljiva je ve¢ pri koncentraciji od 100
mg/kg u hrani. Pritom su svinje medu domaéim zvotinjama najosjetljivije na ovaj mikotoksin
te se simptomi trovanja uocavaju pri koncentraciji od 0,1 mg ZEN-a/kg konzumirane hrane
(MALLMANN i DILKIN, 2007.).

2. 4. Mehanizam djelovanja

ZEN unesen oralno apsorbira se u crijevima te dolazi do redukcije, nakon cega slijede
reakcije hidroksilacije i konjugacije te do nastanaka njegovin metabolita (DANICKE i
WINKLER, 2015.). Smatra se da se od 80 do 85 % ZEN-a i njegovih metabolita apsorbira u
kratkom vremenu u crijevima, a ZEN se moze biotransformirati mikroflorom crijeva ili u
stanicama mukoze. Biotransformacija ZEN-a ponajvise se odvija u jetri (MALLMANN i
DILKIN, 2007.). Hidroksilacijom u jetri dobivaju se dva izomera o-zearalenol (o-ZEL) i
[B-zearalenol (B-ZEL). B-ZEL ima sli¢nu aktivnost ZEN-u, dok je a-ZEL cetiri puta aktivniji i
toksi¢niji od izvorne molekule ZEN-a (ZINEDINE i sur., 2007.).

Metaboliti ZEN-a u svinja se izlu¢uju u ve¢im koncentracijama od goveda i to putem
urina (MIROCHA i sur., 1981., DOLL i sur., 2003.). U svinja ZEN se u veéini slucajeva
reducira u o-ZEL te dolazi do enterohepaticne recirkulacije $to ¢ini svinje jako osjetljivima na
ovaj mikotoksin (DANICKE i sur., 2005., MALEKINEJAD i sur., 2006.). Pronalazak iste
koncentracije ZEN-a u Kkrvi i fecesu u istom vremenskom periodu ukazuje na postojanje
enterohepaticke recirkulacije (MALLMANN i DILKIN, 2007.). Nakon aplikacije ZEN-a
oralnim putem, u plazmi i urinu nalazimo u najvecoj koncentraciji ZEN te njegov metabolit
a-ZEL (FARNWORTH i TRENHOLM, 1983.).

2. 5. Estrogeno djelovanje ZEN-a

ZEN 1 njegovi metaboliti imaju estrogeni i luteotropni u¢inak u organizmu. ZEN i
njegovi metaboliti su strukturno sli¢ni estrogenu i imaju djelovanje kao p-estradiol te se
kompetitivno vezu na receptore estrogena u tijelu (ALEXANDER i sur., 2004.).

Istrazivanje provedeno na 24 odbijena jorkSirska praséica i to po 12 nekastriranih
muzjaka i zenki. Apliciran im je proc¢isceni zearalenon u koncentracijama od 0,5, 10 ili 15 mg
ZEN-a/kg tjelesne mase. Nakon 7 sati od aplikacije prikupljeni su uzorci krvi u kojima su
detektirani konjugati ZEN-a (139 uzoraka sa po 317 ng ZEN-a/mL krvi) te i a-ZEN-a (65
uzoraka sa po 319 ng a-ZEN-a/mL krvi). U prikupljenim uzorcima najve¢a koncentracija

metabolita je bila od a-ZEN-a. Muzjacima svinja uzeti su uzorci urina te su pronadene visoke

5



koncentracije konjugiranog ZEN-a (49 uzoraka sa po 197 pg ZEN-a/mL urina) te i a-ZEN-a
(5 uzoraka sa po 80 ug a-ZEN-a/mL urina). Nakon tjedan dana reproduktivni trakt Zenki
prethodno izloZzen visokim koncentracijama ZEN-a bio je znacajno povecan u usporedbi s
kontrolnim jedinkama (koje nisu prethodno izlagane ZEN-u). Reproduktivni sustav muzjaka
koji su bili prethodno izloZzeni ZEN-u bio je znacajno smanjen U usporedbi sa kontrolnim
jedinkama.  Vanjske promjene nisu zamijeCene kod muzjaka. Podatci prikupljeni
0 reproduktivnom sustavu i adrenalnim Zijezdama Zzrtvovanih muskih prascica nakon tjedan
dana od aplikacije ZEN-a prikazani su u Tablici 2 (FARNWORTH i TRENHOLM, 1983.).
Tablica 2, Tezine adrenalnih Zljezdi i reproduktivnog trakta kod muzjaka svinja izloZzenih
ZEN-u (FARNWORTH i TRENHOLM, 1983.).
Tablica 2, Tezina adrenalnih Zijezda i reproduktivnog trakta kod aplikacije

zearalenona prascima

Adrenalne Testisi Seminalni vezikuli + Do
enis
Zlijezde mokracovodi’
Doza TeZna TeZna TeZina .
Tezina (g/kg)
(mgkg)  (Ok9) (k) (k)
15 0,073 1,30 0,74 0,99
10 0,087 1,33 0,80 1,12
5 0,069 1,31 0,74 1,19
0 0,094 1,63 1,22 1,27
SPA” 0,010 0,15 0,12 0,10

"Ukljucyje bulbouretralne Zlijezde
“Aritmeticka sredina 3 zivotinje po dozranju
“Standardna pogreska aritmeticke sredine; na temelju analize varijance skupa

Koncentracija od 1 do 5 mg ZEN-a/kg hrane za svinje dovodi do pojave klinickih
simptoma i hiperestrogenizacije pri 1 mg ZEN-a/kg hrane za svinje. Nazimice hranjene
hranom za svinje prethodno kontaminiranom ZEN-om pri koncentraciji od 0,25 mg ZEN-a/kg
hrane imale su simptome poput crvenila i oteCenja Vulve, oteCenja mamarnih kompleksa te
pojave vezikularnih i cisticnih folikula na ovarijima. Navedeni simptomi nestaju nakon
hranjenja svinja hranom slobodnom od ovog mikotoksina (LIU i APPLEGATE, 2020.).



Ovaj mikotoksin dovodi do inhibicije stvaranja folikularno stimuliraju¢eg hormona
(FSH), s§to  posliedicno  sprjeCava  owulaciju.  Prilikom izlaganja svinja  visokim
koncentracijama ZEN-a u hrani kod nazimica se uocava uCestalija pojava razi¢itih simptoma.
Primjecuje se pojava laznih trudoca, anestrija, smrtnosti i resorpcije embrija, oteknute
edematozne wulve, ucestali prolaps vagine i rektuma te smanjen broj prascica u leglu (LIU i
APPLEGATE, 2020.). ZEN ima afinitet prema zutom tijelu pa dolazi do porasta koncentracije
progesterona u krvi i pojavi ,Jlazne” trudnoce i anestrije (PLEADIN i sur., 2018.). Medu
ostalim simptomima pojavijuju se i produljenje trajanja estrusa, pobacaji, mrtvorodenja,
smanjenje legla, mumifikacije, smanjenje libida (VISCONTI i PASCALE, 1998.).

Glavni klinicki simptom prilikom trovanja svinja ZEN-om i njegovim metabolitima je
hiperestrogenizam, prikazano na Slici 2 (MALLMANN i DILKIN, 2007.).
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Slika 2, Intoksikacija zearalenonom (A) kontrolne nazimice (nisu bile izlozene ZEN-u). (B)
Nazimice s wulvovaginitisom nakon intoksikacije sa 2 mg ZEN-a/kg hrane kroz 24 dana
(MALLMAN i DILKIN, 2007.).

2. 6. Ostali u¢inci ZEN-a u svinja
Prema istrazivanju krmace i nerasti Koji su dobivali proc¢is¢eni ZEN oralno u dozama

5, 10, 15 mg/g nakon tjedan dana su imali znakove toksikoze, nerasti smanjenu masu penisa,
sjemenovoda i mokra¢nog trakta, bulbouretralne Zljezde i adrena, dok su krmace imale
povecane reproduktivne organe (materniéni rogovi, vrat maternice, rodnica) do Ccetiri puta
(FARNWORTH i TRENHOLM, 1983.).



Prilikom hranjenja krmaca sa koncentracijom od 1,3 mg ZEN-a/kg hrane doslo je do
smanjenja broja trombocita, hemoglobina, globulina, triglicerida i lipoproteina visoke gustoce
u serumu te je doslo do povecanja enzimske aktivnosti i do degeneracije jetre i bubrega
(JIANG i sur., 2010.).

U Tablici 3, prikazan je razliciti utjecaj zearalenona na reprodukciju farmskih
zivotinja. U nazimica kao najosjetljiivijih Zivotinja ve¢ pri malim dozama od 1,5 do 2 mg
ZEN-a/kg hrane za svinje dolazi do hiperemije i oteCenja stidnice, atrofije jajnika, povecanja
maternice i prolapsa rodnice (EDWARDS i sur., 1987a). U krmaca su potrebne veée doze da
bi se javili klinicki simptomi sliéni onima koji se javljaju kod nazimica. U krmaca je
zabijezena nimfomanija, pseudogravidnost, atrofija jajnika 1 degenerativne promjene
endometrija. U nerasta ve¢ pri manjim dozama ZEN-a dolazi do smanjenja koncentracije
testosterona, tezine testisa 1 spermatogeneze pa poslhedino nerasti pokazuju znakove
feminizacije i smanjeni libido (MIRAGLIA i sur. 1998., PEPELINJAK i sur., 2008.).

Tablica 3, Utjecaj zearalenona na reprodukciju farmskih Zivotinja (SAMARDZIJA i sur.,
2017.).

Tablica 3, Utjecaj zearalenona na reprodukciju farmskih Zvotinja

Farmske Doza ZEN

. Klinicki znaci Literatura
Zivotinje (mg/kg)
Svinje
EDWARDS i sur.,
Prasad 10 edem stidnice, estrus, produzeni  1987.a,
<
Nazimice interval izmedu ciklusa EDWARDS i sur.,
1987.b.
EDWARDS i sur.,
. 1987.b,
Gravidne mali broj Zivooprasene prasadi, )
25 o GUTZWILLER i
krmace pseudograviditet
sur., 2009.,
KANORA, 2009.
Krmace u 50 promijenjen estrusni ciklus, EDWARDS i sur.,
>
laktaciji atrofija jajnika 1987.a.
TSAKMAKIDIS i
Nerasti <10 smanjena pokretljivost spermija  sur., 2008.,
GUTZWILLER i



sur., 2009.

GUTZWILLER i

>20 smanjeni libido i veliina testisa
sur., 2009.

Goveda

. ] ZINEDINE i sur.,
) edem vimena, vaginitis, smanjena
Junice 5 2007.,

koncepcija
KANORA, 20009.

ZINEDINE i sur.,
Krave 10-20 smanjena koncepcija, pobacaj 2007.,
KANORA, 2009.

Prilikom intoksikacije svinja sa 2 mg ZEN-a/kg u hrani tijekom 24 dana nastale su
promjene reproduktivnog sustava. Promjene su okarakterizirane nakuplianjem tekucine,
nastankom intersticijskin edema, proliferacijom stanica i metaplazijom skvamoznih epitelnih

stanica vrata maternice i vagine. Vulva, vagina, vrat maternice i maternica su oteCeni zbog

kombinacije edema prilikom stanicne hipertrofije te i hiperplazije dijelova njihovin struktura,
prikazano na Slici 3, (MALLMANN i DILKIN, 2007.).

Slika 3, Normali reproduktivni sustav krmaca (A) te povecani reproduktivni trakt nakon
ZEN intoksikacije sa 2 mg/kg u hrani kroz 24 sata (B) (MALLMANN i DILKIN, 2007.).
2. 7. Rezidue ZEN-a u tkivu i mlijeku Zzvotinja

Koli¢ina ZEN-a u tkivu ovisi 0 koncentraciji toksina unesenog hranom, vremenu
izlaganja i Zzvotinjskoj wvrsti. Prilikom hranidbe svinja s hranom kontaminiranom sa po 40 mg



ZEN-a/kg hrane dobivene su koncentracije ovog mikotoksina od po 78 do 128 nug ZEN-a/kg
jetre. U kokosi hranjenih sa po 100 mg ZEN-a/kg hrane izmjerena je koncentracija ZEN-a od
103 do 681 pg ZEN-a/kg miSicnog tkiva i jetre. Prema International Committe of Risk
Evaluation to Mycotoxin Exposure-u odredeno je da granice rezidua ZEN-a u hrani animalnog
podrijetla za ljudsku prehranu iznose 10 pg ZEN-a/kg jetre i 2 pg ZEN-a/kg misiénog tkiva
(MALLMANN i DILKIN, 2007.).

Prilikom hranjena mlijecnih krava hranom koja je kontaminirana s koncentracijom
ZEN-a od po 12 mg ZEN-a/kg tjelesne tezine dolazi do eliminacije ovog mikotoksina i
njegovih metabolita mlijekom. U istrazivanju su izmjerene koncentracije ZEN-a i njegovih
metabolita u mlijeku te su bile 6,1 ug ZEN-a/L mlijeka, 4 ug o-ZEL-a/L mlijeka i 6,6 pg B-
ZEL-a/L mlijeka. U mlijeku mlijecnih krava koje su prethodno hranjene s hranom koja sadrz
0,1 do 0,33 mg ZEN-a/kg tjelesne mase nisu detektirani ZEN i njegovi metaboliti
(MALLMANN i DILKIN, 2007.).

2. 8. ,Carry-over* efekt na farmama svinja u Hrvatskoj

Pojam ,carry-over predstavlja prijenos mikotoksina iz hrane za zvotinje u tkiva
zivotinja koja se Kkoriste u ljudskoj prehrani u sluajevima koriStenja krmiva koja su
kontaminirana mikotoksinima (SAMARDZIJA i sur., 2017.).

Istrazivanjem provedenim na farmama svinja u Hrvatskoj 2014. godine na 253 uzorka
krmiva ustanovljene su visoke koncentracije ZEN-a za kukuruz 5522 pg ZEN-a/kg kukuruza,
za pSenicu 3366 pg ZEN-a/kg pSenice i u dopuni krmivima 1949 pg ZEN-a/kg dopune
krmivima te su prikazani u Tablici 4. Na jednoj od farmi je ustanovljen hiperestrogenizam u
svinja te su uzeta po 30 uzoraka urina (sa prosjecnom koncentracijom od po 206 ug ZEN-
a/mL urina) i mesa (sa prosjenom koncentracijom 0,62 pg ZEN-a/kg mesa). U hrani za
svinje najvec¢a koncentracija ZEN-a odredena je u kukuruzu te je bila 2 puta veca vrijednost
od preporucene. U hrani za tov svinja najveca izmjerena koncentracija ZEN-a je bila 8 puta
vec¢a od preporucene. U mesu je izmjerena koncentracija ZEN-a koja je 10 puta niza od one u
urinu, to je prikazano u Tablici 5. (PLEADIN i sur., 2015.).

Tablica 4, Koncentracija ZEN-a u hrani za svinje prikupliene sa farmi u Hrvatskoj 2014.
godine (PLEADIN i sur., 2015.).

Tablica 4, Koncentracija ZEN-a u zitaricama i hrani za Zivotinje skupljeni u

Hrvatskoj na farmama 2014. godine

_ Preporucene Broj Prosjek | SD Min™ Max
Uzorci N

vrijednosti’ pozitivnih | (ngkg) | (ngke) | (ngke) | (ngke)

10



(ngkg) uzoraka“
Kukuruz 3000 151| 5 411 860 2,21 5522
PSenica 2000 17 |1 275 832 4,72 3366
JeCam 2000 13 |0 1,78 2,46 2,30 8,07
Silaza 200+0 14 |0 102 203 3,28 753
Hrana za prasad | 100 20 {0 21,5 21,8 2,04 63,2
Hrana za tov 250 38 |3 117 355 2,17 1949
"Preporucene vrijednosti Europske komisije (2006/576/EC)
“Uzorci ZEN-a s koncentracijom viSom od preporucene
"Minimalna vrijednost pozitivnih uzoraka

Tablica 5, Koncentracijia ZEN-a prirodno izlozenih svinja u urinu (ug/L) i mesu (ugkg)
(PLEADIN i sur., 2015.).

Tablica 5, Koncentracija ZEN-a u urinu (pg/L) i mesu (ng/kg) skupljenih od prirodno

izloZzenih svinja

Uzorci Spol N | Aritmeticka sredina +SD | Srednja vrijednost | Min Max
Urin Muzjaci | 11 238+ 30,0 205 104 350
Zenke | 19 187+ 27,1 154 22,7 390

Meso Muzaci | 11 0,80 £ 0,36 0,34 <028 | 431
Zenke | 19 0,51+ 0,07 0,30 <0,28 | 1,09

N Broj uzoraka

U prethodnom istrazivanju u sklopu National Control Program sakupljeni su uzorci
hrane za zvotinje 1 urina sa farmi u razlicitim regjama Hrvatske. Ukupno je uzeto i
analizirano 114 uzoraka od kojih je 64 uzoraka bila hrana za Zvotinje svinje i goveda te 50
uzoraka urina svinja, goveda i mladih konja. Unato¢ visokoj koncentraciji ZEN-a u uzorcima
urina, zabilieZena je 10 puta manja koncentracija u mesu i krvi (VULIC i sur., 2012.).

U Istrazivanju provedenom u 4 razicite regije u Hrvatskoj 2015. godine na farmama
mlijenih  krava,
mikotoksinima u mlijeko mlijecnih krava. Uzeto je po 56 uzoraka hrane i po 105 uzoraka

odredivan je ,carry-over® efekt iz hrane kontaminirane Fusarium

mlijeka mlijenih krava. Izmjerene koncentracije zearalenona, deoksinovalenona i fumonizina
mjerena su ELISA metodom. lzmjerena koncentracija ZEN-a je bila viSa od preporucene u
95 %
koncentracijama od 0,3 do 88,6 pg ZEN-a/L mlijeka. Prema TDI odredenim za dnevni unos

uzoraka kukuruzne silaze. ZEN je izmjeren u 94,3 % uzoraka mlijeka u
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ZEN-a, ljudsko zdravlje nije bilo ugrozeno ni u najviSim izmjerenim koncentracijama ZEN-a
u mlijeku mlije¢nih krava (PLEADIN, J.isur., 2017.).

U Tablici 6, prikazane su svinje kroz razlicite raspone tjelesne mase koje su bile
iZlozene razli¢itim koncentracijama ZEN-a tijekom vremenskih intervala razli¢ite duljine te je
prikazan ,carry-over efekt ZEN-a i njegovih metabolita u razi¢ita tkiva (LIU, J. i T.
APPLEGATE, 2020.).

Tablica 6, Metaboliti i ,carry-over* efekt svinja hranjenih hranom kontaminiranom ZEN-om
(LIU i APPLEGATE, 2020.).
Tablica 6, Metaboliti i ,carry-over® efekt ZEN-a u svinja
Metaboliti i ,,carry-

ZEN konc.
~over” u tkiva (pg/kg i )
Vrsta (mg/kg u Dani o Obiljezja Literatura
. ng/L) < limita
hrani) o
kvantifikacije (1.k.)’
Prasica (8- Konjugati JAMES i
11 k 40 28 Jetra, ZEN 128, o- ] = SMITH
g nisu :
_ ZEL 941 B-ZEL < k.
ti.m.) zabiljezeni 1982.
Jetra, bubrezi, miSi¢i:
ZEN: Lk.,
Prasad ZEN, o- ZEL i B-ZEL
18 0,5 mg/kg B0l k. (posi a-ZEL i B-  ENDERS,
(cca. _ olus = < Lk. (poslije
] tj.m. ) . ZEL 0,8-9,2 1984.
kg ti.m.) inkubacije
. ngkg
glukoronidazom)
1) Jetra, bubrezi,
miSici,
adipozno
1) ZEN: tkivo: ZEN i a-
Svini 0,25 ZEL < Lk.
vinja
Ko 50 k 2) ZEN: 90 2) Jetra, bubrezi LUSKY i
(oko a
_ 0,25+ a-ZEL (max. 4 sur., 1997.
t.m.)
OTA ngkg poslije
0,1 inkubacije
glukoronidazo
m), ZEN < Lk.;
miSici i
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Svinje
(cca. 70 0,7

7\—
_3.

0,01; 0,06;
0,15; 0,22;
0,42

Prasad
(cca. 33
kg tj.m.)

Prasad

(cca. 33

tl.m.

1 mg/kg tj.m.

=

Svinje
(prasice i
tovljenici)

0,056

18

35

Bolus

84

adipozno

tkivo: ZEN i

ZAN < Lk.
Jetra: ZEN <lk. -3,1;
a-ZEL 3,6-12; B-ZEL
1,9-4,8; MiSi¢i: a-
ZAL >13.,3; a-ZEL >
14.5; tragovi ZEN-a i
B-ZAL; ZEN and
ZAN < k.
Jetra (poslije
inkubacije s p—
glukoronidaza i
sulfataza)
1,8 ZEN + 0,3 a-ZEL,
0,2 ZEN + 0,1 a-ZEL;
2,1 ZEN + 1,1 a-ZEL,
2,9 ZEN + 1,7 o-ZEL;
5,3 ZEN + 2,8 a-ZEL;
Jetra (14 dana nakon
bolusa, nakon
mkubacije s -
glukuronidazom i
sulfatazom): ZEN, a-
ZEL i B-ZEL < Lk.

Rezidue
Jetra: a-ZEL je jedini = ZEN + o-
detektiran sa ZEL + B-
prosjekom od 0,0094; = ZEL bili su
ZEN, a-ZEL i B-ZEL | pozitivno
nisu pronadeni u povezani u
serumu jetri i zuci

(jetra je

13
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pokazala 0,9
% ,carry-
over efekt)
2. 9. Pojavnost bolesti u razli¢itih zivotinja iljudi izlozenih fumonizin mikotoksinima

Fumonizin mikotoksine u najve¢em postotku pronalazimo u kukuruzu i krmi te su
povezani sa oSteCenjem jetre i nekim tipovima neoplazija. Fumonisin B1 (FB1) je klasificiran
od strane IARC u grupi 2B te ima kancerogen potencijal u ljudi (IARC, 1993.).

U nerazvienim zemljama gdje je postotak konzumacije Kkukuruza i njegovih
preradevina visok te i s tim pojavnost fuminozina, dovodi se u povezanost s pojavom veceg
broja djece sa poteskocama u razvoju (CHEN i sur., 2018.). U ljudi kod ezofagealnog tumora
visoka je uCestalost pronalaska fuminozin mikotoksina, Sto moze ukazivati da ovi mikotoksini
imaju ulogu u nastanku neoplazijia (COME i sur., 2019.). Konzumiranjem hrane
kontaminiranom ZEN-om tijjekom trudno¢e mogu¢ je prelazak ZEN-a i njegovin metabolita
preko posteljice (WARTH i sur., 2019.).

Fumonizin  mikotoksini u  Zivotija mogu uzrokovati bolesti kao §to su
leukoencephalomalacija u konja i u svinja pluéni edem (MARASAS i sur, 1988.,
HARRISON i sur., 1990.).

U prethodnim istrazivanjima utvrdeno je da ZEN moze dovesti do smrti Sertolijevin
stanica u miSeva prilikom izlaganja reaktivnom kisiku i ATP/AMPK putevima (ZHENG i
sur., 2018.). Mehanizmi koji poticu apoptozu Leydigovih stanica u koza uzrokovanu ZEN-om
nastaju zbog nastanka stresa na endoplazmatski retikulum i aktivacije autofagije (YANG i
sur., 2017.).

2 10. Zakonodavstvo Europske unije

Uredbom Komisije (EZ) br. 1881/2006 definirane su najvece dopustene koli¢ine ZEN-
a U razli¢itim vrstama hrane. ZEN se u odredenoj mjeri prenosi iz hrane koju su Zivotinje
konzumirale u mlijeko, meso i jaja te zbog toga hrana animalnog podrijetla doprinosi
sveukupnoj izlozenosti ljudi navedenom mikotoksinu. Orijentacijske vrijednosti (mg/kg) kao
najvece preporucene vrijednosti ZEN-a u hrani za zivotinje s udjelom vlage od 12 %, dane su

kao preporuke Komisije Europske unije (2006/576/EC) te su prikazane u Tablici 7.
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Tablica 7, Preporuke Komisije Europske unije (2006/576/EC).

Orijentacijske vrijednosti
Proizvodi namijenjeni za hranjenje Zivotinja ZEN-a u mg/kg za hranu za

Zivotinje s udjelom vlage 12%

Zitarice i produkti Zitarica (bez kukuruznih

2
S nusproizvoda)
£
A4
Kukuruzni nusproizvodi 3
° Prasad i nazimice 01
[72]
L o
5 2
2 S
e Towvne svinje i krmace 0,25
%
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3. MATERIJALI | METODE
3. 1. Uzorci

Uzorci hrane za svinje (n=3) te urina (n=15) I mesa (n=15) uzorkovani su s tri
svinjogojske farme u Republici Hrvatskoj. Sa svake farme uzet je uzorak hrane za tovne
svinje u koli¢ini od 500 do 1000 g u tri uzorka. Uzorci urina (50 mL) i miSica-mesa (200 Q)
uzeti su od po 15 svinja u fazi klanja sa svake od triju farmi. Zivotinje su tijekom hranidbe
primale hranu za tovne svinje te je prvotno sa svake farme analizirana koli¢ina ZEN-a u hrani,
a potom su na klanju uzeti uzorci urina i mesa, koji su takoder analizirani na prisutnost ZEN-
a.
3.2. ELISA metoda za odredivanje ZEN-a
3. 2. 1. Oprema i pribor

kemijski analizator, ChemWell 2910, Awareness Technology Inc.,

homogenizator, Grindomix GM 200, Retsch,

digitalna vaga, AND GF 2000,

tresilica IKA HS 260 Control,

centrifuga, Universal 120R, Hettich,

mlin, TECATOR Cylotec 1093 Sample Mill, H6ganas,

hladnjak od 2 do 8C, LTH,

jednokanalne mikropipete 10-100 pL i 100-1000 uL, Eppendorf Research,

Erlenmeyer tikvice sa ubruSenim cepom,

stakleni lijevci,

filttar papir (Whatman No. 1)
3. 2. 2. Sadrzaj KITA ZEN

Kemikalje za ovu metodu sadrzane su u kitu Zearalenon, R-Biopharm, Darmstadt,
Njemacka, koji ukljucuje mikrotitracijsku plocu s 96 jazica (12 redova s po 8 jazica), Sest
standardnih otopina zearalenona (1,3 mL) koncentracije: 0 ppt, 50 ppt, 150 ppt, 450 ppt, 1350
ppt i 4050 ppt, enzimski konjugat (0,7 mL), koncentrat, supstrat (7 mL), kromogen (7 mL),
stop otopinu-1N H»SO4 (14 mL) i pufer za razrjedivanje (50 mL).
3. 2. 3. Mjere predostroznosti pri rukovanju kitom

Mijere predostroznosti ukljucuju sljedece: Kit treba Cuvati pri temperaturi od 2 do 8 C;
ne zamrzavati komponente iz Kkita; prije uporabe sadrzaj kita temperirati na sobnu temperaturu
(od 18 do 25 TC); wratiti sve neupotrijebliene jaZice u njihovu originalnu vreéicu na

temperaturu  od 2 do 8 C, supstrat je osjetljiv na svjetlost te treba izbjegavati njegovo
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izlaganje direktnoj svjetlosti; nakon isteka roka trajanja naznmacenog na kitu ne preporuca ga
se Kkoristiti; nije dozvoliena zamjena pojedinih reagensa izmedu kitova razlicith lotova;
obojenje otopine supstrata prije primjene testa ukazuje na nestabilnost i raspadanje reagensa;
na raspadanje reagenasa ukazuje i vrijednost apsorbancije (450 nm) nultog standarda niza od
0,6; stop otopina sadrzi sumpornu kiselinu te treba paziti da ne dode u dodir s koZzom.
3.2. 4. Priprema reagensa
o 70 %-tna otopina metanola: razrijedi se 70 mL metanola s 30 mL destilirane
vode, potrebno je svaki puta pripremiti svjezu 70 %-tnu metanolnu otopinu,
o 40 %-tna otopina metanola: razrijedi se 40 mL metanola s 60 mL destilirane
vode,
o 80 %-tna otopina metanola: razrijedi se 80 mL metanola s 20 mL destilirane
vode,
o 50 mM Na-acetat pufer, pH 4,8: otopi se 0,41 g Na-acetata u 100 mL
destilirane vode te podesi pH na 4,8 s 20 %-tnom octenom Kiselinom,
o 20 mM TRIS-HCI pufer, pH 8,5: metanol/tris-HCI (20/80 v/v), otopi se 2,42 g
tris- (hidroksimetil)-aminometana u otprilike 700 mL dest. vode uz 200 mL
metanola (100 %-tnog), podesi se pH na 8,5 s 5 M HCI i nadopuni do 1000 mL
s destiliranom vodom.
3. 2. 5. Princip metode
ZEN se ekstrahira iz uzorka otopinom metanola te se dobiveni ekstrakt filtrira. Tako
dobiveni filtrat koristi se za ELISA metodu. Odredivanje ZEN-a temelji se na kompetitivnom
(inhibicijskom) vezivanju.
3. 2. 6. Priprema uzorka za analizu

3. 2. 6. 1. Priprema uzoraka hrane za svinje
Uzorci hrane za svinje usitnjeni su, ¢uvani na hladnom mjestu i zaStiCeni od svijetla.

Izmijesano je po 5 g uzorka sa 25 mL 70 % otopine metanola, energicno mijesano tri minute
(ru¢no ili pomo¢u mijesalice < 400 o/min), uzorak je ostavljen da odstoji od 2 do 3 minute,
a ekstrakt je profiltriran kroz Whatman filter br. 1 te je potom razrijeden u omjeru 1:7 (1+6)

puferom za razrjedivanje.

3. 2. 6. 2. Priprema uzoraka urina

Uzeto je po 0,5 mL uzorka urina te razrijedeno s 3 mL 50 mM Na-acetatnog pufera
(pH 4,8), dodano 8 uL glukoronidaze/sulfataze (Helix pomatia) i hidrolizirano 3 sata na 37 C
(u vodenoj kupelji).
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Hidrolizirani uzorak proc¢is¢en je na RIDA C18 kolonicama za kruto-faznu ekstrakciju.
Kolonica je isprana s 3 mL metanola (100 %) pri protoku 1 mL/min, uravnotezno je s 2 mL
20 mM tris pufera pH 8,5 /metanol (80/20 v/v), nanesen je hidrolizirani uzorak urina (oko 3,5
mL), isprano s 2 mL 20 mM tris pufera pH 8,5/metanol (80/20 v/v), zatim isprano s 3 mL
metanola (40 %), uklonjena je sva tekucina propuhivanjem zraka i suSenjem kolonice 1 min.,
te je eluirano s 1 mL metanola (80 %). Eluat je uparen do suhog u struji dusika na 60 °C, a
rezidue ZEN-a su otopliene u 50 pL metanola i 450 pL pufera za razrjedivanje uzoraka (pufer

iz kita) i dobro protreseno. 50 uL pripremljenog uzorka koristeno je u analizi.

3. 2. 6. 3. Priprema uzorka mesa

U 2 g homogeniziranog uzorka mesa dodano je 3 mL 50 mM Na-acetatnog pufera
(pH 4,8) i 8 pL glukoronidaze/sulfataze (Helix pomatia) i hidrolizirano 3 sata na 37 T (u
vodenoj kupelji). Zatim je dodano 7 mL metanola i dobro protreseno 20 min., centrifugirano
na 3500 o/min, pri od 20 do 25 €. Dobiveni supernatant (2 mL) razrijeden je sa 2 mL
destilirane vode, a zatim je dodano 3 mL diklormetana i protreseno 60 sec. te centrifugirano
na 3500 o/min, pri od 20 do 25 €. Gomiji vodeni sloj u potpunosti je uklonjen, a donji sloj
diklormetana uparen je do suhog u struji dusika na 60 €. Rezidue ZEN-a su otopliene sa 2 mL
pufera (pufer iz kita) i 1 mL izooktana te je sadrzaj dobro protresen 30 sec. i centrifugiran na
3500 o/min pri od 20 do 25 €. Gomnji sloj je uklonjen te je pipetirano 450 uL pufera (donjeg
sloja), te je dodano
50 pL metanola i promijesano i 50 pL pripremljenog uzorka koristio se u analizi ZEN-a.
3. 2. 7. Test procedura

Test procedura provodi se prema uputi proizvodaca ELISA kita Zearalenona,
R-Biopharm, Darmstadt, Njemacka, kako slijedi: pripremi se mikrotitracijska ploca s
dovoljnim brojem jazica tako da standardi i uzorci budu postavijeni u duplikatima te se odredi
polozaj svakog od njih; doda se 50 pL otopine standarda i pripremljenih uzoraka po
odredenom redoslijedu u jazice; doda se 50 pL razrijedenog enzimskog konjugata u svaku
jazicu koriste¢i multikanalnu pipetu, inkubira se na sobnoj temperaturi (od 20 do 25 C) 2 sata
u mraku; cjelokupni sadrzaj tekucine se ukloni iz jaZca;,u sve jazice doda se po 250 pL
destilirane vode i1 ponovno se ukloni teku¢ina te lupka o sloj papira; ispiranje je potrebno
ponoviti 3 puta; doda se 50 uL supstrata i 50 pL kromogena koriStenjem multikanalne pipete;
inkubira se u mraku na sobnoj temperaturi 30 min.; doda se 100 pL stop otopine u svaku
jazicu; ploca se lagano protrese i mjeri pri valnoj duljini od 450 nm u roku od 30 minuta
nakon dodatka stop otopine.
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3. 2. 8. lzratun koncentracije ZEN

Nakon analize pristupa se odredivanju koncentracije ZEN u uzorku. Srednje
vrijednosti apsorbancija dobivenin za standarde i uzorke dijele se s apsorbancijom prvog,
odnosno nultog standarda (0 mgkg) 1 mnoze se sa 100, te se dobiju postotci apsorbancie.
Prema tome nulti standard je jednak 100 %. A/Bx10=C gdje je A apsorbancija standarda (ili
uzorka), B apsorbancija nultog standarda, a C postotak apsorbancije.

Koncentracija ZEN-a u uzorcima ocitava se iz bazdarne krivulje koja se crta na semi-
logaritamskom grafickom papiru (provodi se pomocu programa). Na ordinatu su nanesene
vrijednosti postotka apsorbancije za standardne koncentracije ZEN-a, a na apscisu njegove
koncentracije (hrana za svinje 1 meso pgkg; urin pg/L). Dobivene rezultate koncentracije
ZEN-a ocitane iz bazdarne krivulje, prikazano na Slici 4, potrebno je pomnoziti s faktorom
razrjedenja, kako slijedi po vrstama analiziranog materijala: 35-hrana za Zivotinje; 1-urin; 5,5-
meso. Navedeni koraci izrade bazdarne krivulje i izraGuna koncentracije ZEN-a provedeni su

pomocu racunalnog programa kemijskog analizatora.

[ Assay Curve |

Points 2-3: Abs = 3.3731 -0.90327 * (Conc -3.91) +0.19794 * (Conc -3.91)"2 -0.016866 * (Conc -3.91)"3
Points 3-4: Abs = 3.2346 -0.78722 * (Conc -5.01) +0.16817 * (Conc -5.01)*2 -0.014446 * (Conc -5.01)"3
Points 4-5: Abs = -52.424 +24.890 * (Conc -6.11) -3.7642 * (Conc -6.11)*2 +0.18534 * (Conc -6.11)"3
Points 5-6: Abs = 12.727 -3.6160 * (Conc -7.21) +0.38353 * (Conc -7.21)*2 -0.015391 * (Conc -7.21)*3
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Slika 4, Bazdarena krivulja za racunanje koncentracije ZEN-a, dobivena ELISA metodom.
3. 2. 9. Statisticka analiza izmjerenog ZEN-a u urinu i mesu

Priikom provodenja statisticke analize podataka koriSten je programski paket SAS
9.4. (Statistical Analysis Software 2002-2012 by SAS Institute Inc., Cary, SAD). Deskriptivna
statistika podataka izraCunata je modulom PROC MEANS. Normalost podataka je testirana
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pomoc¢u modula UNIVARIATE. Za analizu ZEN-a izmedu farmi koriSten je Kruskal-Wallis
test pomocu NPARIWAY procedure. Za regresijsku analizu vrijednosti ZEN-a u urinu i mesu
izradunat je koeficiient determinanciie (R?) i lincarna regresijska jednadzba pomoéu REG
procedure. Analiza je koriStena za prikaz korelacije vrijednosti koncentracija ZEN-a u urinu

svinja s koncentracijama odredenima u mesu te su podatci prikazani na Slici 8.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA
Limit kvantifikacije (LOQ) za hranu za svinje iznosi 2,8 ng/g, za urin 0,1 ng/mL, a za

meso 0,4 ng/g.

4. 1. Rezultati istraZivanja mjerenja ZEN-a u krmnoj smjesi

Uzeta su po 3 uzorka krmne smjese i dopune za tovne svinje s 3 farme. Na farmi 1
(F1) najveca koncentracija ZEN-a iznosila je 163,21 ng/g tj. 0,16 mg/kg (prosjek (A) na F1 je
160,13 ng/g), a na farmi 2 (F2) 248,53 ng/g tj. 0,248 mg/kg (prosjek (A) na F2 je 239,053
ng/g) te na farmi 3 (F3) 52,15 ng/g tj. 0,05 mg/kg (prosjek (A) je 47,61 ng/g). Prosjecne
vrijednosti  koncentracija prikazane su na Slici 5. Vrijednosti standardne devijacije (SD)
utvrdenik kolicina ZEN-a u krmnoj smjesi po farmama iznosile su za F1 3,29 ng/g, za F2 8,24
ng/g te za
F3 4,47 nglg.

Slika 5, Prikaz prosjene koncentracije zearalenona 1 vrijedosti standardne devijacije u

uzorcima krmne smjese po farmama uzorkovanja.
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4.2. Rezultati istrazivanja mjerenja ZEN-a u urinu

Uzeto je po 15 uzoraka urina s 3 farme. Na farmi 1 (F1) najvec¢a koncentracija ZEN-a
iznosila je 40,15 ng/mL (prosjek (A) je 30,36 ng/mL), a na farmi (F2) 116,32 ng/mL (prosjek
(A) je 92,46 ng/mL) te na farmi (F3) 13,18 ng/mL ( prosjek (A) je 9,28 ng/mL). Prosjecne
vrijednosti  koncentracija prikazane su na Slici 6. Vrijednosti standardne devijacije (SD)
utvrdenik koli¢ina ZEN-a za uzorke urina po farmama iznosile su za F1 6,76 ng/mL, za

F2 12,98 ng/mL te za F3 2,01 ng/mL.

Slika 6, Prikaz prosjecne koncentracije zearalenona U uzorcima urina po farmama

uzorkovanja.
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4. 3. Rezultati istrazivanja mjerenja ZEN-a u mesu

Uzeta su po 15 uzoraka mesa s 3 farme. Na farmi 1 (F1) najveca koncentracija ZEN-a
iznosila je 0,96 ng/g (prosjek (A) na F1 je 0,67 ng/g) te Cetiri uzorka nisu bila mjerljiva, a na
farmi (F2) 2,32 ng/g (prosjek (A) na farmi F2 je 1,44 ng/g) te na farmi (F3) imamo jedan
uzorak koji je mjerljiv i on iznosi 0,42 ng/g. Prosjecne vrijednosti koncentracija prikazane su
na
Slici 7. Vrijednosti standardne devijacije (SD) utvrdenik kolicina ZEN-a za uzorke mesa po
farmama iznosile su F1 0,155 ng/g, F2 0,62 ng/g te za F3 nije bilo dovoljno mjerljivin

uzoraka.

Slka 7, Prikaz prosjecne koncentracije zearalenona u uzorcima mesa po farmama

uzorkovanja.
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4. 4. Minimalne i maksimalne koncentracije ZEN-a u uzorcima sa farmi

Uzete su sve izmjerene vrijednosti s 3 farme. IzraCunate su minimalne i maksimalne
koncentracije ZEN-a u hrani za svinje, urinu i mesu te su prikazane u Tablici 8. Na farmi 1
(F1) min. konc. ZEN-a za hranu za svinje iznosila je 156,65 ng ZEN-a/g hrane za svinje, a
max. konc. 163,21 ng ZEN-a/g hrane za svinje. Za urin na farmi 1 (F1) min. konc. iznosila je
17,36 ng ZEN-a/mL urina, a max. konc. 40,15 ng ZEN-a/mL urina. Za meso na farmi (F1)
min. konc. iznosila je 0,4 ng ZEN-a/g mesa, a max. konc. 0,96 ng ZEN-a/g mesa.

Na farmi 2 (F2) min. konc. ZEN-a za hranu za svinje iznosila je 233,51 ng ZEN-a/g
hrane za svinje, a max. konc. 248,53 ng ZEN-a/g hrane za svinje. Za urin na farmi 2 (F2) min.
konc. iznosila je 73,25 ng ZEN-a/mL urina, a max. konc. 116,32 ng ZEN-a/mL urina. Za
meso na farmi 2 (F2) min. konc. iznosila je 0,76 ng ZEN-a/g mesa, a max. konc. 2,51 ng
ZEN-a/g mesa.

Na farmi 3 (F3) min. konc. za hranu za svinje iznosila je 43,21 ng ZEN-a/g hrane za
svinje, a max. konc. 52,15 ng ZEN-a/g hrane za svinje. Za urin na farmi 3 (F3) min. konc.
iznosila je 6,25 ng ZEN-a/mL urina, a max. konc. 13,18 ng ZEN-a/mL urina. Za meso na
farmi 3 (F3) min. mjerljiva konc. iznosila je 0,4 ng ZEN-a/g mesa, a max. konc. 0,4 ng ZEN-
a/g mesa.

Tablica 8, Minimalne i maksimalne koncentracije ZEN-a u uzorcima s farmi.

Tablica 8, Minimalne i maksimalne koncentracije ZEN-a (ng/g; ng/mL)

FARMA 1 FARMA 2 FARMA 3
Uzorci H U M H U M H U M
é %’ 156,65 17,36 04 23351 7325 0,76 43,21 6,25 0,4
X
?é g 163,21 40,15 0,96 24853 116,32 2,51 52,15 13,18 04
> 9
H Hrana za svinje
U Urin
M Meso
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4. 5. Korelacija vrijednosti koncentracija ZEN-a u urinu s koncentracijama u mesu

U svrhu utvrdivanja povezanosti koncentracije ZEN-a u urinu s koncentracijom ZEN-a

u mesu, usporedivani su podatci s 3 farme sa kojih je uzeto po 15 uzoraka urina i mesa.

Za prikaz njhove povezanosti koriStena je linearna regresijska jednadzba (1)

izraCunavanje Vrijednosti ZEN-a u mesu.

M (;) = 0,2115 4 0,0135 = U (22) (1)

M-ZEN u mesu (ng/g)
U-ZEN u urinu (ng/mL)

Na Slici 8, prikazana je korelacija vrijednosti koncentracija ZEN-a u urinu svinja s

koncentracijama odredenim u njihovom mesu.

Vrijednosti zearalenona u mesu (ng/g)

20 40 G0
Vrijednosti zearalenona u urinu (ng/mL)

Slika 8, Korelacija vrijednosti koncentracije ZEN-a u urinu s koncentracijama ZEN-a

odredenim U mesu
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju prikupljeni su uzorci hrane za svinje, urina i mesa iz 2021. godine
s 3 svinjogojske farme u Republici Hrvatskoj. Izmjerene vrijednosti zearalenona u hrani za
tov svinja iznosile su na farmi 1 - 163,21 ng ZEN-a/g hrane za svinje, na farmi 2 - 248,53 ng
ZEN-a/g hrane za svinje, a na farmi 3 - 52,15 ng ZEN-a/g hrane za svinje. Koncentracije
ZEN-a u hrani za svinje dobivene u istrazivanju sa sve 3 farme bile su unutar dopustenih
granica s obzirom na dopustenu koncentraciju prema zakonodavstvu Republike Hrvatske.

U istrazivanju provedenom u Hrvatskoj od 2014. godine u hrani za svinje
koncentracije zearalenona u hrani bile su ve¢e od preporucenih. Srednja vrijednost ZEN-a
odredena u kukuruzu bila je 411 ng ZEN-a/g kukuruza, a najveca izmjerena koncentracija
5522 ng ZEN-a/g kukuruza, sto ovu vrijednost ¢ini 2 puta ve¢om od najvece preporucene. U
hrani za tov svinja najveca izmjerena koncentracija ZEN-a bila je 1949 ng ZEN-a/g hrane, §to
je 8 puta viSe od najvece preporucene prema zakonodavstvu Republike Hrvatske. U 5 uzoraka
kukuruza (3.3 %), 1 uzorku pSenice (5,9 %) i 3 uzorka hrane za tov (7,9 %) utvrdene su
koncentracije ZEN-a ve¢e od preporucenih, dok U uzorcima je¢ma, silaze i hrane za prasad
nisu pronadene koncentracije ZEN-a vece od preporucenih (PLEADIN i sur., 2015.).

U jumoj Europi i u Sredozemlju zbog temperature i viage zraka kroz godinu o¢ekuju
se povisene kocentracije ZEN-a u hrani za zivotinje te U prijasnjem istrazivanju najveca
utvrdena koncentracija ZEN-a u hrani za zivotinje bila je 2348 ng ZEN-a/g hrane (BINDER i
sur., 2007.). U istrazivanju provedenom na farmama u Republici Hrvatskoj tijekom 2010.
godine utvrdene su visoke koncentracije Fusarium mikotoksina u kukuruzu koje su vec¢e od
preporuCenih, §to bi se moglo pripisati vremenskim prilikama zabiljezenim tijekom tog
perioda (PLEADIN i sur., 2012.a, 2012.b.). U prijaSnjem istrazivanju provedenom na
farmama u Republici Hrvatskoj najve¢a izmjerena koncentracija ZEN-a u hrani za Zivotinje
bila je 1949 ng ZEN-a/g hrane te je zabiljeZena pojavnost hiperestrogenizma na jednoj od
farmi koja je sudjelovala u istrazivanju. Rezultati tog istrazivanja pokazali su visoku
koncentraciju ZEN-a u hrani za zvotinje, Sto se poklapa s podatcima prikupljenima u
Drzavnom hidrometeroloskom zavodu Republike Hrvatske. Prema zabiljezenim podatcima iz
DHMZ-a u regijama iz kojih su uzeti uzorci u tom vremenskom razdoblju temperature su bile
niske s visokim postotkom padalina u periodu prije Zzetve. Prirodna pojavnost ZEN-a u
Zitaricama prvenstveno u kukuruzu govori o vaznosti provodenja kontrola koncentracije ZEN -
a, naroCito tijjekom hladnih i ki$nih sezona (PLEADIN i sur., 2015.).

U prijasnjim istrazivanjima utvrdeno je da je glavni put elimmnacije ZEN-a putem
urina (DOLL i sur, 2003.). U Zvotinja pracenje koncentracije ZEN-a u urinu moZe Sse
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koristiti kao indikator za detekciju kontaminacije hrane ovim mikotoksinom (THIEU i
PETTERSSON, 2009., TAKAGI i sur.,, 2011.). U istrazivanju uzeti su uzorCi urina i mesa
muzjaka 1 zenki svinja. Srednja vrijednost prikupljenin uzoraka ZEN-a u urinu u svinja bila je
206 = 20,6 pgL. Razlika u koncentraciji ZEN-a u urinu izmedu muzjaka i Zenki nije bila
znacajna. Srednja vrijednost ZEN-a u mesu svinja bila je 0,62 = 0,14 ng/g. Korelacija izmedu
koncentracije ZEN-a pronadena u uzorcima urina i mesa zrtvovanih svinja bila je znacajna
(PLEADIN i sur., 2015.). Zbog manjka informacija nismo u moguénosti usporediti i povezati
navedena istrazivanja., budu¢i da je za valjanu interpretaciju potrebno znati vremenski okvir,
pocetak izloZenosti svinja hranom kontaminiranom ZEN-om i vrijleme uzimanja uzoraka za
analizu.

U prethodnom istrazivanju na nekoliko farmi u Hrvatskoj iz razic¢ith regija koje su
bile hranjene sa hranom za svinje kontamiranom ZEN-om, nasumi¢no su uzeti uzorci urina.
Najveéa izmjerena koncentracija ZEN-a bila je 241,1 ng ZEN-a/mL urina, dok je dnevni
maksimalni unos (TDI) za ZEN 0,2 pgkg tjelesne mase. Prema danim podatcima najveca
koncentracija ZEN-a je 0,06 ng ZEN-a/g tjelesne mase dnevno, $to je 33 % TDI-a te ne
predstavlja rizik za ludsko zdraviie (VULIC isur., 2012.).

TDI za ZEN putem hrane za ljude iznosi 0,25 ng ZEN-a/g tjelesne mase (EFSA,
2017.). U ovom istrazivanju interpretirati ¢e se proizvoljna prosjecna kilaza Covjeka i dnevni
unos mesa potroSaca. Prosjecna kilaza Covjeka je 72 kilograma te prema tome dobijemo da je
18 pg ZEN-a dnevni preporuceni unos prema odabranoj kilazi. U ovom istrazivanju najveca
koncentracija ZEN-a u mesu je 2,51 ng ZEN-a/g mesa, pretpostavijeni unos mesa na dnevnoj
bazi iznosi 150 g. Time se izraCunom dobiva 376,5 ng ZEN-a u obroku mesa
ti. 0,376 ug ZEN-a u mesnom obroku. Prema ovom izraCunu potrosa¢ ne doseze TDI
konzumacijom mesa s farme 2 na kojoj je utvrdena najveca koncentracija. Koncentracija
ZEN-a u hrani za tov svinja bila je u okviru preporucenih granica te je time koncentracija
ZEN-a u mesu bila niska i sigurna za ljudsku konzumaciju.

U istrazivanju iz 2014. godine najveée izmjerene koncentracije u uzorcima bile Su
390 pg ZEN-a/L urina tj. 390 ng ZEN-a/mL, a 4,31 ng ZEN-a/g mesa, Sto je prikazano u
Tablici 5. Unato¢ visokoj kontaminaciji ZEN-om u hrane za svinje, koncentracije ZEN-a u
mesu su se pokazale niskima i sigurnima za ljudsku konzumaciju (PLEADIN i sur., 2015.).
U ovom istrazivanju najveca izmjerena koncentracija ZEN-a u urinu je na farmi 2 i iznosi
116,32 ng ZEN-a/mL urina, a za meso na farmi 2 i iznosi 2,51 ng ZEN-a/g. Kontaminacija
hrane za svinje ZEN-om bila je u okviru najve¢ih preporucenih granica te se samim time i

koncentracija ZEN-a u mesu pokazala niskom i sigurnom za ljudsku konzumaciju.
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6. ZAKLJUCCI

Najveéa koncentracija ZEN-a U hrani za tov svinja je manja od najvecih preporucenih
granica. Provedbom redovnih mjerenja koncentracije ZEN-a u urinu Zivotinja koje se koriste
za ljudsku konzumaciju sprjeCava se moguca izloZzenost ljudi ovom znacajnom kontaminantu.
Nuzmna je provedba redovith preventivnin mjera prilikom sadnje, obrade i skladiStenja Zitarica
kako bi se moguca kontaminacija hrane za Zivotinje svela na minimum. Posljedicno tome
smanjuie se i kontaminacija mesa farmskih Zivotimja namijenjenih  prehrani  ljudi.
Koncentracija ZEN-a u mesu Zvotinja U skladu je s dnevnim dopuStenim granicama unosa
ZEN-a za ljude, $to je bilo i ocekivano s obzirom na postavljenu preporu¢enu granicu ZEN-a
u hrani.

Ovim radom dovedena je u korelaciju koncentracija ZEN-a u urinu s koncentracijom u
mesu. U daljnjim istrazivanjima, s ciljem prikupljanja $to preciznijin podataka potrebno je
imati spoznaju o trajanju izloZenosti jedinki ZEN-u te o vremenu koje je proslo do trenutka

uzimanja uzorka urina i mesa od istih izloZzenih jedinki.
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8. SAZETAK

U istazivanju ,JEstrogeno djelovanje zearaleona 1 njegove razine u urinu Zvotinja za
proizvodnju hrane animalnog podrijetla “ autora Marina Jadri¢, odredivana je koncentracija
zearalenona (ZEN-a) u hrani za tov svinja, njihovom urinu i mesu prethodno hranjenima
kontaminiranom hranom. Na 3 farme u Republici Hrvatskoj 2021. godine uzeta su po 3
uzorka hrane za tovne svinje, izmjerene su razlicite koncentracije ZEN-a na farmama. Najvisa
izmjerena koncentracija je na farmi 2-248,53 ng ZEN-a/kg hrane za tov. Uzeti su uzorci urina
i mesa post mortalno od 15 jedinki sa svake farme (n=45). Na farmi 2, izmjerena je najvisa
koncentracija ZEN-a u urinu od 116,32 ng ZEN-a/mL urina te je izmjerena i najviSa
koncentracija ZEN-a u mesu 2,32 ng ZEN-a/g mesa. Sva mjerenja su u dopuStenim granicama
postavljenim od strane Europske komisije i EFSE, stoga ne ugrozavaju ljudsko zdravlje.

Kljuéne rije¢i mikotoksini, zearalenon, svinje, urin, meso.
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9. SUMMARY

In this study ,Estrogenic activity of zearalenone and its levels in the urine of animals for the
production of human food of animal origin“, Marina Jadri¢ | was determinating levels of the
zearalenone (ZEN) in food for pigs and in pig urine and pig meat following contaminated feed
consumption. Samples were collected from pig farms in Croatia 2021., it was collected 3
samples of food for pigs from each farm, different concentrations were detected on each farm
and each sample. Maximal concentration of ZEN was on a farm 2-248,53 ng/kg. Samples of
urine and meat were taken post mortem from 15 pigs from each farm (n=45). On the farm 2
was found maximal concentration of ZEN in urine samples 116,32 ng/ mL and as well in
meat samples 2,32 ng/g. All measurements are within permissible limits set up by European

commission and EFSA, furthermore are safe for human health.

Key word: mycotoxins, zearalenone, fattening pigs, urine, meat.
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