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1. Uvod

Deoksinivalenol (DON) je mikotoksin koji proizvode plijesni roda Fusarium, a pripada skupini
trihnotecena (EFSA, 2013). Osim DON-a, problem je i u postojanju tzv. ,maskiranih
mikotoksina“ koji su produkt metabolizma biljke, a kod DON-a su to glukozidi (Rychlik i sur.,
2014) koji se u probavnom traktu mogu hidrolizirati nazad u DON koji je toksicniji (Nijs i sur.,

2012).

DON najcesce nastaje na polju, ali moZe i tijekom skladiStenja te je u velikoj mjeri otporan na
preradu, zbog ¢ega je potrebno kontrolirati razinu u hrani i hrani za Zivotinje (Rocha i sur.,
2014) Na razvoj mikotoksina utje¢u klimatski uvjeti kao Sto su poveéana vlaga i visoka
temperatura (Battilani i sur., 2013) te fizicka oStec¢enja i samo prisustvo spora plijesni u
sjemenu ili zemlji koje su zaostale od prethodne sezone (Pleadin i sur., 2013). Nakon sto 1972.
je otkriven DON, proveden je velik broj istrazivanja o njegovoj toksi¢nosti, pojavnosti, redukciji
i metabolizmu na biljkama, Zivotinjama i ljudima, ali trenutna saznanja, narocito o njegovom
metabolizmu kod ljudi i razlic¢itih vrsta Zivotinja, jo$ nisu potpuna (Schwartz-Zimmermann i

sur., 2015).

Naziv ,vomitoksin“ je dobio zbog toga Sto prvenstveno uzrokuje povracanje, ali i druge
gastrointestinalne probleme. Takve epidemije trovanja hranom kontaminiranom DON-om su
vec¢inom bile povezane sa zemljama u razvoju zbog nepostojanja regulative ili slabog nadzora
u provodenju kontrola (Turner i sur., 2012). Medutim, prema izvjeS¢u Europske agencije za
sigurnost hrane iz 2013. i populacija iz razvijenih zemalja je u riziku od prekoracenja tolerirane

dnevne doze (TDI) koja iznosi 1 pg kg™ tjelesne mase (EFSA, 2013).

Jedno od provedenih istrazivanja u poljima Hrvatske dokazalo je da je 85% uzoraka kukuruza
kontaminirano DON-om (Pleadin i sur., 2012). Visegodi$nje studije u Hrvatskoj otkrivaju Ceste
kontaminacije Zitaricama mikotoksinima, a kako bi se izbjegli Stetni utjecaji na zdravlje ljudi i
Zivotinja te ekonomski gubici prehrambene i poljoprivredne industrije, potrebno je provoditi

sustavnu kontrolu mikotoksina u hrani i hrani za Zivotinje (HAH, 2012).

Kako bi se istrazila izloZenost ljudi, Meky i sur. (2003) su zapoceli na razvoju metode koja je
kao biomarker izloZzenosti koristila ukupni DON (slobodni DON + njegovi glukuronidi) iz urina
nakon hidrolize B-glukuronidazom. Metoda se dalje razvijala kako bi joj se skratilo vrijeme
utroSeno na enzimsku hidrolizu i prociséavanje te je razvojem standarda deoksinivalenol-3-
glukuronida (DON-3-GIcA) i deoksinivalenol-15-glukuronida (DON-15-GlIcA) (Warth i sur.,

2012a) napokon bilo mogudée izbaciti taj korak u postupku analize DON-a iz urina te dobiti
2



1. Uvod

selektivnu i specificnu metodu koja je brza, jednostavnija i daje ponovljive rezultate. LC-
MS/MS metoda je jedna od najbrzih i najspecifi¢nijih multimikotoksinskih metoda koja se

danas najcesce primjenjuje za ovaj tip analiza.

Ovaj rad je baziran na nadogradenoj multimikotoksinskoj LC-MS/MS metodi opisanoj u radu
Wartha i sur. (2012a), a cilj je bio ispitati izlu¢ivanje deoksinivalenola i njegovih metabolita iz

urina 49 ispitanika kako bi se utvrdila veza izmedu izloZenosti u hrani i biomarkera iz urina.
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2. Teorijski dio

2.1 DEOKSINIVALENOL

Mikotoksin deoksinivalenol (DON) je sekundarni metabolit plijesni roda Fusarium, a pripada
skupini trihotecena koja sadrZi viSe od 200 strukturno povezanih mikotoksina niske
molekularne mase (od 200 do 500 Da). Trihoteceni su seskviterpenoidi sa dvostrukom vezom
izmedu C-9i C-10 te epoksidom izmedu C-12 i C-13. Ostale skupine razli¢ito utjeCu na njihovu
toksi¢nost (Pestka, 2010). DON i njegovi metaboliti imaju keto skupinu na C-8 i nazivaju se jos
i 8-keto-trihoteceni (trihoteceni B skupine) (Do6ll i Danicke, 2011; Rodrigues i sur., 2002). DON
je strukturno sli¢can toksi¢nijem T-2 toksinu koji na C-8 ima estersku vezu, a zajedno s HT-2
toksinom, T-2 tetraolom, neosolaniolom (NEO), diacetoksiscirpenolom (DAS) i 15-
monoacetoksiscirpenolom (MAS) pripada trihotecenima skupine A (Dol i Danicke, 2011).
Trihoteceni su bezbojni, najéesée kristali¢ni te topljivi u polarnim organskim otapalima kao Sto
su vodena otopina metanola, acetonitril i etil acetat, ali manje topljivi u vodi (Rodrigues i sur.,
2002; D6l i Danicke, 2011) uz iznimku DON-a koji je dobro topljiv u vodi (5,5 g L'!). DON je
prema nekim autorima stabilan na 120°C, a umjereno stabilan na 180°C (D6ll i Danicke, 2011),
dok prema drugim autorima degradacija krece ve¢ na 125°C (Vidal i sur., 2015).
Deoksinivalenol je takoder poznat kao 12,13-epoksi-3,7,15-trihidroksi-trihotek-9-en-8-on, kao
vomitoksin, dehidronivalenol, 4-deoksinivalenol te RD-toksin (Turner i sur., 2012). Naziv
»vomitoksin“ je dobio zbog toga Sto uzrokuje povradanje. Molekulska formula mu je Ci15H200s,
a molekulska masa mu je 296,32g mol? (Déll i Danicke, 2011). Slika 1 prikazuje kemijsku
strukturu trihotecena skupine B, a u Tablici 1 su razlike izmedu funkcionalnih skupina

trihotecena skupine B (Turner i sur., 2012).

Naj¢eSce nastaje na kontaminiranoj psSenici, jeému i kukuruzu uzrokujuéi prvenstveno
probavne smetnje. Kod eksperimentalnih Zivotinja hranjenih DON-om primijeceni su tezi
simptomi kao Sto su: sporiji rast i slab imunoloski sustav kod nizih doza te dijareja, povraéanje,
leukocitoza, krvarenje, nateknuce stidnice i rodnice, i smrt kod visokih doza (Déll i Danicke,
2011; Pestka, 2010). DON moze nastati na polju prije Zetve ili nakon Zetve, a bududi da je
otporan na procesiranje nuzna je njegova kontrola u namirnicama (Rocha i sur., 2014). Prema
podacima koji se nalaze na stranicama FAO gruba procjena je da je do 50% Zitarica

kontaminirano mikotoksinima (FAO, 2016).
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Slika 1 Kemijska struktura trihotecena skupine B (prilagodeno iz Turner i sur., 2012)

Tablica 1 Razlike izmedu funkcionalnih skupina trihotecena skupine B (Turner i sur., 2012)

Trihoteceni B skupine R! R? R3
Nivalenol OH OH OH
Deoksinivalenol OH H OH
3-acetil-deoksinivalenol | OCOCH3 H OH
15-acetil-deoksinivalenol OH H OCOCHs
Fuzarenon X OH OCOCH3 OH

Mikotoksini mogu uci u ljudski ili Zivotinjski hranidbeni lanac direktno ili indirektno. Indirektna
kontaminacija se dogada kada je hrana bila zahvacena plijesnima koje su tijekom procesa
obrade uklonjene, ali su na njoj zaostali mikotoksini ili prijenosom mikotoksina iz krmiva u
namirnice Zivotinjskog podrijetla. Direktna kontaminacija oznacava hranu i hranu za Zivotinje
koja sadrzi plijesni te mikotoksine kao nusprodukte njihovog metabolizma. Osim hrane biljnog
podrijetla, mikotoksine je moguce unijeti u organizam i preko mlijeka, sira, mesa te drugih
namirnica Zivotinjskog podrijetla (Rocha i sur., 2014). Slika 2 prikazuje put mikotoksina u
hranidbenom lancu. Problem pri prepoznavanju kontaminiranosti mikotoksinima su tzv.
maskirani mikotoksini koji se u hrani nalaze u promijenjenom obliku zbog ¢ega je otezana
analiza. Najce$¢e su kemijski vezani sa Se¢erom (Slika 3 DON-3-Glc (deoksinivalenol-3-
glukozid)), ali mogu biti vezani acetatnim ili sulfatnim skupinama kao $to su 3-Ac-DON (3-
acetil-deoksinivalenol) i 15-Ac-DON (15-acetil-deoksinivalenol) te sulfatni konugati (DON-3-S,
te DON-15-S). Takvi maskirani metaboliti se djelovanjem crijevne mikrobiote mogu osloboditi

u slobodan oblik mikotoksina te djelovati toksi¢no (Klapec i Sarkanj, 2016; Turner i sur., 2012).
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Slika 3 Struktura DON-3-Glc (Klapec i Sarkanj, 2016)

2.1.1 Pojavnost u hrani

Trihoteceni iz skupine Ai B se najé¢esée nalaze u pSenici, kukuruzu, je¢mu i zobi, a mogu se nadi
i u preradenim proizvodima: brasnu, kukuruznim pahuljicama, hrani za dojencad, sladu i pivu,
a DON je prvi put izoliran iz oStecenih zrna jeéma 1972. godine. DON se naj¢e$c¢e nalazi u
Zitaricama kao Sto su pSenica, jeCam i kukuruz, a nesto rjede kod zobi, rize i razi (HAH, 2012).
Najcescée je povezan s plijesni Fusarium graminearum (Gibberella zeae) i Fusarium culmorum
koje su ozbiljni patogeni te uzrokuju fuzarijsku palez klasa kod pSenice i Gibberella trulez klipa

kod kukuruza (Turner i sur., 2012). Na Slici 4 se vide primjeri kontaminacije.
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(a) (b)

Slika 4 (a) Fuzarijska palez klasa (North Dakota State University, 2016) (b) Trulez klipa
kukuruza (Pioneer, 2016)

Prema podacima izvjes¢a Hrvatske agencije za hranu (HAH) DON je stabilan tijekom
skladistenja te procesiranja, a moze se nacii u mlijeku i mesu, ali prezivaci DON metaboliziraju
u de-epoksi deoksinivalenol (DOM-1) koji je manje toksican. DON i njegovi metaboliti se iz

organizma izlu¢uju urinom, ali i mlijekom u manjim koncentracijama.
Za pojavu plijesni i mikotoksina odgovorni su:

e odgovarajuci sadrzaj vlage (slobodna ili aktivna voda),
e pogodne temperature,

e prisutnost kisika,

o fizicka ostecenja na usjevima i

e prisutnost gljivicnih spora (HAH, 2012).

U razvijenim zemljama su razine DON-a u namirnicama zakonski regulirane pa ne predstavljaju
znacajni rizik za ljudsko zdravlje, ali u zemljama u razvoju regulative ne postoje ili se monitoring
slabo provodi zbog cega je rizik od Ceste izloZzenosti visokim dozama vedi. lako rizik svugdje
postoji, utjecaj na zdravlje ljudi je slabo istrazen. Tijekom dvadesetog stolje¢a, mikotoksini su
Cesto bili povezani s epidemijama trovanja hranom, a DON je u takvoj hrani bio pronaden
Cesto i u visokim dozama i to najéesée u Kini i Indiji (Turner i sur., 2012). U Indiji je 1987.
prijavljen velik broj gastrointestinalnih problema za koje se ispostavilo da su povezani s
konzumacijom kruha koji je bio kontaminiran mikotoksinima (Bhat i sur., 1989). U Kini su Lou

i sur. (1990) zbog ucestalih akutnih trovanja usporedili koncentracije uzoraka kukuruza i
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psSenice sa ispitanicima iz dvije pokrajine od kojih je jedna imala visoki, a druga niski rizik od
nastanka raka jednjaka. U visoko-rizi€noj pokrajini su rezultati analize pokazali da je kukuruz
sadrzavao 5,8 puta vecu koncentraciju DON-a i 2,6 puta ve¢u koncentraciju 15-Ac-DON-a nego
u nisko-rizicnoj pokrajini, a pSenica je imala 3,3 puta vecu koncentraciju DON-a od pSenice u
nisko-rizicnoj regiji Kine (Lou i sur., 1990). Simptomi trovanja su sli¢ni simptomima koje su
imale Zivotinje izloZene DON-u, ukljuuju¢i abdominalne gréeve, povradanje, dijareju,
glavobolje i vrtoglavice. Unato¢ ¢estim trovanjima, nije uvijek bilo moguce utvrditi da je DON
uzrok zbog neprikladnog uzorkovanja ili koriStenih analitickih metoda, zbog neprikladnih
kontrolnih osoba ili kontrolne osobe uopce nisu bile obuhvacene istraZzivanjem te zato $to
biomarkeri izlozenosti nisu bili poznati. Trenutno poznati biomarkeri otkrivaju da je izloZenost

DON-u &esta ¢ak i u razvijenim zemljama (Turner i sur., 2012; Sarkanj i sur., 2013).

Mitak i sur. (2004) su proveli istrazivanje na podrucju Republike Hrvatske 1999. godine na
kukuruzu imunoenzimskom analizom. Od 28 uzoraka, 18 uzoraka (64,29%) je bilo
kontaminirano DON-om u koncentracijama od 30 do vise od 2000 ng mL?. Od toga, 8 je
uzoraka sadrzavalo DON u koncentracijama koje su mogle utjecati na zdravlje svinja. Rezultati

istrazivanja prikazani su u Tablici 2 (Mitak i sur., 2004).

Tablica 2 Sadrzaj deoksinivalenola u uzorcima kukuruza iz 1999. godine (Mitak i sur., 2004)

Redni broj | Deoksinivalenol (hng mLt) | Rednibroj | Deoksinivalenol (ng mL?)
1. <LOD 15. 150
2. 720 16. 990
3. 1585 17. 850
4. 240 18. >2000
5. <LOD 19. <LOD
6. 375 20. 1200
7. 170 21. >2000
8. 190 22. 430
9. 1040 23. <LOD
10. 155 24. <LOD
11. <LOD 25. <LOD
12. 200 26. <LOD
13. 190 27. <LOD
14. 425 28. <LOD
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U kolovozu 2010. godine prikupljeno je i analizirano 40 uzoraka kukuruza iz sjevernog,
srediSnjeg i istocnog dijela Hrvatske (Pleadin i sur., 2012). U 85% uzoraka je pronadena
kontaminacija DON-om s maksimalnom koncentracijom od 17,92 mg kg?, a u 87,5% s
maksimalnom koncentracijom od 5,11 mg kg pronaden je ZEA (zearalenon). Tako visoki
rezultati objasnjeni su visokom vlagom zbog ekstremno puno padalina tijekom perioda rasta
te niskim temperaturama koje su mogle pogodovati rastu Fusarium plijesni i proizvodnji
njihovih sekundarnih metabolita (Pleadin i sur., 2012). Pleadin i sur. (2013) su u 2011. godini
proveli jos jedno istraZivanje koje je obuhvatilo 181 uzorak kukuruza, pSenice, jema i zobi iz
Sest razliCitih regija Hrvatske. Koriste¢i ELISA metodu odredivani su DON, ZEA, FUM
(fumonizini B1i B2) i T-2 toksin. Od svih Zitarica, kukuruz je imao najvecu stopu kontaminacije
sa DON-om kao najzastupljenijim kontaminantom (52,5%), zatim ZEA (40,5%), FUM (37,5%) i
T-2 toksinom (33,0%). Cetiri uzorka kukuruza i jedan uzorak psenice su imala koncentraciju
mikotoksina ve¢u od dozvoljene. S obzirom da je to bio vremenski suh i topao period,
pretpostavili su da je kontaminacija povezana s drugim ¢imbenicima osim klimatskih. U Tablici
3 su prikazane koncentracije DON-a u Cetiri razlicite Zitarice.

Tablica 3 Koncentracije DON-a u zitaricama iz 2011. godine iz Sest razlic¢itih Hrvatskih regija
(prilagodeno iz Pleadin i sur., 2013)

catntny | Postotak | R | oo
Y. . P . pozitivnih J. . (standardna Min Max
Zitarica broj pozitivnih N 1 1
. uzoraka devijacija) (ng kg™) | (ugke?)
ukupnih (%) uzoraka (ug ke'l)
uzoraka 0 (ng kg?) HE K&
Kukuruz 45/63 71 1565 2915 215 2942
PSenica 33/51 65 223 53 115 278
Je€am 18/34 53 342 91 74 228
Zob 7/33 21 145 84 34 201

Tijekom 2004. i 2005. godine je provedeno istrazivanje 139 uzoraka Zitarica na podrucju Srbije,
od cega je bilo 76 uzoraka kukuruza, 16 uzoraka psSenice, 24 soje, 19 suncokreta i 4 uzorka
je€ma. DON je odredivan tekudéinskom kromatografijom s DAD detektorom (detektor s nizom
dioda). Prosjek pojavnosti DON-a u te dvije godine bio je 44,7% u kukuruzu, 37,5% u psenici,
47,4% u suncokretu, 8,3% u soji te 25,0% u jeCmu. Koncentracija DON-a u kontaminiranim
uzorcima je bila od 0,04 do 2,46 pg g. Samo su tri uzorka imala koncentraciju DON-a ve¢u od

maksimalno dozvoljene prema Europskoj Komisiji (Jaji¢ i sur., 2008).
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U preglednom radu D&ll i Danicke (2011) su prikuplili literaturu pomocu koje je sastavljena
Tablica 4 u kojoj je vidljiva kontaminacija Zitarica drzava Europe DON-om. Vidljivo je da je
kukuruz najéesée kontaminiran s najvecom srednjom vrijednos¢u kontaminacije, iza ¢ega se
nalazi pSenica, ali kod nekih uzoraka psSenice su uocene daleko najvise koncentracije DON-a u
usporedbi s ostalim Zitaricama. PSenica je analizirana najéesce od svih Zitarica zbog svoje vece

rasprostranjenosti i ceS¢e uporabe od ostalih u prehrambenoj industriji za prehranu ljudi.

Tablica 4 Kontaminacija Zitarica DON-om sa podrucja Europe iz 2003. godine
(Doll i Danicke, 2011)

Zitarica N (broj Pozitivni Maksimum Srednja
uzoraka) uzorci (%) (mg kg?) vrijednost
(mg kg*)
PSenica 6358 61 50,000 0,293
Kukuruz 520 89 8,850 0,660
JeCam 781 47 0,619 0,106
Zob 595 33 5,004 0,253
Riza 271 41 0,595 0,095

Znanstveni odbor za hranu (SCF — Scientific Committee for Food) je 2002. godine donio
privcemenu odredbu za tolerirani dnevni unos za DON od 1 pg kg tjelesne mase na dan. JEFCA
je 2010. prosirila odluku na DON i njegove acetilirane derivate (3-Ac-DON i 15-Ac-DON) i
postavila ARfD (Akutna referentna doza) na 8 ug kg* tjelesne mase. EFSA je u svom izvje$éu iz
2013. godine obuhvatila istrazivanja u periodu od 2007. do 2012. godine iz 21 drzave ¢lanice
Europske Unije na 18884 uzorka s ukupno 26613 rezultata o DON-u i njegovim metabolitima.
DON je pronaden u 44,6% neprocesiranih Zitarica, 43,5% uzoraka hrane i u 75,2% uzoraka
hrane za Zivotinje, a 0,8% uzoraka hrane i 1,7% uzoraka hrane za Zivotinje je premasivalo
maksimalne koli¢ine DON-a. Takoder je najc¢esée pronaden u kukuruzu, zatim pSenici te zobi
u odnosu na druge Zitarice. Koncentracija DON-a je bila znacajno vi$a u pseni¢nim mekinjama
od drugih proizvoda meljave psenice. U procesiranim proizvodima (kruh, peciva, Zitarice za
dorucak, tjestenina) je koncentracija bila niza u usporedbi s neprocesiranim. Hrana za Zivotinje
je bila najviSe kontaminirana, a medu razli¢itim vrstama hrane za Zivotinje, najveca
kontaminacija je bila kod hrane za perad, jer je perad najmanje osjetljiva na Stetno djelovanje
DON-a. Derivati DON-a, 3-Ac-DON i 15-Ac-DON su rjede pronadeni i u manjim

koncentracijama od DON-a, a skoro u svakom slucaju kada su bili kvantificirani, uzorak je
11
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sadrzavao i DON. Od ukupnog DON-a, 3-Ac-DON je bio zastupljen sa 2 do 20%, a 15-Ac-DON
sa 10 do 15%. DON-3-Glc je rijetko sluzbeno praéen u istraZivanjima, samo u Ceskoj, a u
uzorcima u kojima je pronaden je zastupljen sa oko 5% od ukupne kontaminacije DON-om i

metabolitima (EFSA, 2013).

Dojencad i djeca su najizloZenije grupe kada se razmatrala kroni¢na izloZzenost i procijenjena
je za prosjek u rasponu od 0,54 do 1,02 ug kg tjelesne mase na dan te za 95. percentil izmedu
0,95 i 1,86 pg kgltjelesne mase na dan. Kroni¢na izloZzenost adolescenata, odraslih i starijih
osoba je u prosjeku bila u rasponu od 0,22 do 0,58 ug kg™ tjelesne mase na dan i za 95.
percentil od 0,43 do 1,08 pug kg tjelesne mase na dan. U skoro svim skupinama populacije,
kruh i peciva su bili glavni izvori kontaminacije sa 30,9 — 72,3% ukupne izloZzenosti. U nekim
skupinama, tjestenina je na kroni¢nu izloZenost utjecala i do 63,8% od ukupne izloZenosti, fini
pekarski proizvodi do 43,1% te proizvodi meljave Zitarica do 76,9%. Kada je rije¢ o akutnoj
izloZzenosti iznad 8 pg kg tjelesne mase, kod dojencadi i djece pojavljivala se u 0,04 — 0,17%
slu¢ajeva, a kod adolescenata, odraslih i starijih osoba u 0 — 0,09% slucajeva. Akutnim dozama
u trajanju vise od jednog dana bilo je izloZzeno vise od 0,7% populacije, a tome je najvise
doprinijela konzumacija finih pekarskih proizvoda u svim dobnim skupinama, osim u slucaju
dojencadi kod koje su najvisSe utjecali proizvodi meljave Zitarica. Kroni¢na izloZzenost Zivotinja
je bila izmedu 3,9 i 43,3 pg kg!tjelesne mase na dan, a akutna izmedu 11,6 i 137,9 pg kg*
tjelesne mase. Medu Zivotinjama, najizlozenije DON-u su perad (kokosi, pure, patke), zatim

svinje pa tek onda ostale Zivotinje (EFSA, 2013).

Vaznost pracenja kontaminacije mikotoksina proistjece iz ¢injenice da je gotovo nemogude
ocekivati nekontaminirane Zitarice zbog sveprisutnog pojavljivanja odgovornih plijesni.
Takozvane plijesni skladiStenja se u nekoj mjeri mogu kontrolirati pravilnim uvjetima ¢uvanja
kao Sto su odrzavanje temperature (ispod 10°C) i vlaznosti te aw (aktivitet vode) (ispod 0,85).
Plijesni koje su dio prirodne mikroflore ve¢ na polju je moguce kontrolirati samo do odredene
granice. Rizici nastanka mikotoksina su: klima, obrada zemlje, kukuruz kao prethodno
uzgajana Zzitarica, zastita Zitarica, dohranjivanje biljaka. Bitno je polje preorati i odstraniti
zaostale biljke od posljednje sezone, narocito ako je rije¢ o kukuruzu te redovito izmjenjivati
sadnju vrsta biljaka, uz izbjegavanje srodnih vrsta. PoZeljno je biljke dohranjivati i Zetvu obaviti

u roku i pod povoljnim klimatskim uvjetima (D6ll i Dénicke, 2011).
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2.1.2 Metabolizam

Prvo istraZivanje metabolizma DON-a proveli su Yoshizawa i sur. (1983) na urinu i fecesu
Stakora. Ustanovljeno je da je doslo do de-epoksidacije, a novopronadeni metabolit je nazvan
de-epoksi deoksinivalenol (DOM-1) te je imao jedan atom kisika manje od DON-a. Worrell i
sur. (1989) su potvrdili ovo otkrice, s tim da su otkrili da je za de-epoksidaciju zasluzna crijevna
mikrobiota jer kada su Stakori hranjeni DON-om i tretirani antibioticima, u urinu i fecesu je
bilo znacajno manje de-epoksi metabolita. Inkubacija DON-a s jetrenim homogenatom nije
rezultirala nastankom DOM-1 pa je zaklju¢eno da jetreni metabolizam nije mogu¢ kod Stakora,
a metabolit DON-a u organizmu Stakora je DOM-1 koji je rezultat mikrobnog metabolizma iz

probavnog trakta (Wu i sur., 2010).

IstraZivanja na svinjama su dokazala da je DON toksicniji za njih od drugih Zivotinja jer je njihov
metabolizam DON-a slabiji. Svinje su oralno primile 0,6 mg kg! tjelesne mase te intravenozno
0,3 mg kg! tjelesne mase DON-a oznaéenim *C te im je tijekom 24 sata prikupljana krv, urin,
zuc i feces koji su analizirani pomocu plinske kromatografije s masenim spektrometrom (GC-
MS). Oko 95% DON-a je bilo izlu¢eno, a iako glukuronidi DON-a nisu pronadeni, u slu¢aju kad
se urinizuc tretirala B-glukuronidazom dokazano je njihovo postojanje (Prelusky i sur., 1987a).
Medutim, u novijem istrazivanju su Nagl i sur. (2014) potvrdili da je rije¢ o DON-3-GlcA i DON-
15-GlcA. Oni su proucavali metabolizam maskiranog oblika DON-a, DON-3-Glc-a oralnim i
intravenoznim unosom na Cetiri svinje. Nakon oralnog unosa DON-a i DON-3-Glc-a, u urinu je
izluéeno 84,8 + 9,7% DON-a i 40,3 = 8,5% DON-3-Glc-a. Od ukupno izlu¢enog DON-3-Glc-a,
samo je 2,6 + 1,4% bilo u tom obliku, a ostatak je bio u obliku DON-a, DON-3-GIcA, DOM-1 i
DON-15-GIcA. Intravenozno unesen DON-3-Glc je skoro u potpunosti izlu¢en nepromijenjen
Sto upuduje na to da se DON-3-Glc u probavnom traktu svinja gotovo u cijelosti hidrolizira
(Naglisur., 2014). U serumu nije pronaden DOM-1, a samo u tragovima je pronaden u Zelucu
i tankom crijevu, dok je u ve¢im koli¢inama pronaden u silaznom dijelu debelog crijeva jer se
veéim dijelom izlu€uje urinom. Takoder su proucavani apsorpcija, metabolizam i izluCivanje 3-
Ac-DON-a kod svinja nakon Sto su tijekom 2,5 dana hranjene komercijalnom hranom
kontaminiranom 3-Ac-DON-om u koncentraciji od 2,5 mg kg*. U plazmi, urinu i fecesu nisu
pronadeni 3-Ac-DON i njegovi de-epoksidni oblici, a ve¢ 20 minuta nakon pocetka hranjenja,
u plazmi je detektiran DON. Najvecéa koncentracija DON-a u plazmi je bila nakon tri sata nakon

Cega se ubrzano smanjivala, a nakon osam sati je koncentracija bila niska i blizu limita
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detekcije. Znacajan udio DON-a u plazmi predstavljali su glukuronidni konjugati (42 £ 7%), a
60 sati od izloZenosti vise nije bilo DON-a u plazmi. DON se najviSe izlu¢io urinom (45 + 26%
od ukupno konzumiranog mikotoksina), a u fecesu su pronadene samo male koli¢ine
metabolita 3-Ac-DON-a (2 + 0,4%), veca koli¢ina 3-Ac-DOM-1 (52 + 15%) i ostatak je bio DON
Sto opet navodi na zakljucak da su svinje osjetljivije na DON (Eriksen i sur., 2003). Metaboliti
DON-a kod svinja su DOM-1 i glukuronidni konjugati DON-a. Acetilirani oblici toksina se
deacetiliraju te transformiraju u DOM-1 in vivo, a pronadeni su u zuci i bubrezima, dok se de-
epoksidi ne mogu pronadi u urinu i plazmi svinja (D6ll i sur, 2008). De-epoksidi acetiliranih
oblika koji su pronadeni u urinu i plazmi Stakora dospjeli su tamo jer su Stakori koprofagi

(Eriksen i Pettersson, 2004).

Kod prezivaca je provedeno istrazivanje u kojem je DON inkubiran u tekucini iz buraga tijekom
24 sata prilikom ¢ega se cijeli transformirao u svoj de-epoksidni oblik. Identificiran je samo
DOM-1 pomocu infracrvene i ultraljubicaste spektrometrije (IR i UV), masene spektrometrije
(MS) i nuklearne magnetne rezonance (NMR). Tijekom inkubacije je 3-Ac-DON deacetiliran u
DON nakon ¢ega je provedena de-epoksidacija pomocu bakterija i praZivotinja koje se nalaze
u buragu (King i sur., 1984). U in vivo istrazivanju je potvrdeno da krave mogu metabolizirati
DON u DOM-1 tako $to su Holstein krave u laktaciji hranjene dva puta na dan tijekom pet
uzastopnih dana kukuruzom kontaminiranim DON-om, nakon ¢ega je pomoc¢u GC-MS radena
analiza na mlijeku, urinu te plazmi. DOM-1 je pronaden u svim ispitivanim uzorcima. Bududi
da DOM-1 moze prijeéi krvnom cirkulacijom u mlijeko, smatra se da je i on prikladan biomarker
za procjenu unosa DON-a kod prezivaca (Yoshizawa i sur., 1986). Metabolizam DON-a kod
ovaca u laktaciji je odredivan pomoc¢u %C oznac¢enog DON-a (kombinacijom radioizotopskih i
kromatografskih tehnika) te je otkriveno sedam metabolita. NajviSe DON-a i njegovih
metabolita je izlu¢eno urinom (91%) te zuci (6%). Glukuronidni konjugati Cinili su 67%, DOM-
1 13%, DON 11%, sulfatni konjugati DON-a 2% te su utvrdena jo$ tri neidentificirana
metabolita od ukupno izluéenih radioaktivnih komponenata. PreZiva¢i su zbog nacina
prehrane morali prilagoditi metabolizam pa su puno otporniji na DOM i njegove metabolite

(Prelusky i sur., 1987 b).

DON kod peradi moze biti transformiran u DOM-1 u debelom crijevu, a nizak pH inhibira
njegovu transformaciju. Zaklju¢eno je da se 3-Ac-DON moZe metabolizirati u DON i DOM-1,

dok 15-Ac-DON rezultira direktnim nastankom 15-Ac-DOM-1 (Wu i sur., 2010). Schwartz-
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Zimmermann i sur. (2015) su u nedavnom istrazivanju pomoc¢u LC-MS/MS metode i kemijski
sinetiziranog standarda deoksinivalenol-3-sulfata (DON-3-S) dokazali da je on glavni metabolit
kod peradi. Nakon unosa DON-a, on se jako brzo apsorbirao u dvanaesniku, a zatim u
mukoznim stanicama, jetri i bubrezima metabolizirao te izlu¢io putem Zuci i urina u obliku
DON-3-sulfata, a kod unosa DOM-1, brzo je dosSlo do transformacije u deepoksi-
deoksinivalenol-3-sulfat (DOM-3-S), a taj metabolicki put DON-a je prikazan Slikom 5 (Wu i
sur., 2010). Biolosko iskoristenje oralno unesenog DON-a u obliku DON-3-S i DOM-3-S kod
kokosi je bilo blizu 100%, a iako su pure pokazivale znakove slicnog metabolizma, kod njih je
iskoriStenje biloizmedu 50% i 70% Sto upucuje na to da je izlu€ivanje metabolita DON-a i DOM-
1 brze kod kokoSi, nego kod pura. Da bi se usporedila toksicnost DON-a, DON-3-sulfata i
deoksinivalenol-15-sulfata (DON-15-S) napravljena je in vitro analiza transkripcije/translacije
na ekstraktu pseni¢ne klice te je ustanovljeno da DON-3-sulfat ne pokazuje nikakve znakove
toksi¢nosti, dok DON-15-S djeluje toksi¢no, ali 44 puta manje nego DON (Warth i sur., 2015).
A kako bi usporedili toksi¢nost DON-a, DOM-1, DOM-3-S i deepoksi-deoksinivalenol-15-sulfata
(DOM-15-S) in vitro analiza transkripcije/translacije je odradena na ribosomima sisavaca.
DOM-3-sulfat je Cetiri puta manje toksi¢an od DOM-1 i za skoro 2000 puta manje toksi¢an od
DON-a. Sli¢no tome je i DOM-15-sulfat pokazao 3,4 puta manju toksi¢nost od DOM-1 i oko
1700 puta manju toksi¢nost od DON-a. Ti podaci potvrduju da de-epoksidacija DON-a dovodi
do nastanka manje toksi¢nih metabolita i da je sulfatacija detoksifikacijski mehanizam, sli¢no
kao glukozilacija kod biljaka. Zbog ovakvog metabolizma, perad je znac¢ajno otpornija na Stetno

djelovanje DON-a od ostalih vrsta (Schwartz-Zimmermann i sur., 2015).

Sulfatni
konjugat

HG HE CH,
OH

OM DO

| :

Glukuronidni Glukuronidni
konjugat konjugat

Slika 5 Metabolizam DON-a kod Zivotinja (Wu i sur., 2010)
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Jedno od ranijih istraZivanja na ljudima provedeno je tako da su uzorci ljudskog fecesa
inkubirani kroz 48 sati uz 3-Ac-DON bez prisustva zraka. Tijekom inkubacije doslo je do
deacetilacije u DON. U usporedbi sa slicnim istraZivanjima na Stakorima, misevima i svinjama,
nisu detektirani de-epoksidni metaboliti $to je upudéivalo na to da ljudi nemaju crijevnu
mikrobiotu potrebnu za prevodenje DON-a u njegov manje toksi¢ni oblik DOM-1, iako je u
urinu Francuskih farmera pronaden DOM-1, vjerojatno zbog prelaska crijevne mikroflore iz

radne okoline (Wu i sur.,2010; Turner i sur., 2010a).

Vec je poznato da trihoteceni u visokim koli¢inama mogu izazvati akutno trovanje jer DON
inhibira sintezu proteina i modulira imuni odgovor, ali njegovo uzrokovanje kroni¢nih bolesti
kod ljudi jo$ nije razjasnjeno pa je potrebno provesti dodatna epidemioloska istrazivanja. Zbog
toksi¢nog utjecaja su uvedene maksimalne tolerirane dnevne koli¢ine, ali DON-3-glukozid
(DON-3-Glc) jos nije uveden u zakonodavstvo zbog premalo informacija o pojavnosti i
toksi¢nosti iako je na Stakorima i svinjama te u in vitro istraZivanjima dokazano da se taj
metabolit moZe hidrolizirati u prekursorski toksin DON. Cesta istraZivanja na Zivotinjama
tijekom 1980-ih su pokazala znacajne razlike u izlucivanju urinom i glukuronidaciji medu
vrstama (Warth i sur., 2013). Ta razlika je nedavno istrazena u in vitro uvjetima jetrenog
metabolizma ljudi i Sest vrsta Zivotinja koriste¢i mjeSavinu jetrenih mikrosoma. Ustanovljeno
je da i ljudi i Zivotinje nakon apsorpcije DON prevode u tri razli¢ita glukuronida pomocu
jetrenih mikrosoma, ali u razli¢itim koncentracijama. Aktivnost jetrenih mikrosoma kod
preZivaca je 525 pmol min't mg?, kod $takora je 80 pmol mint mg?, a kod ljudi je najniZa i
iznosi 0,8 do 2,2 pmol min’t mg?®. Razli¢iti produkti glukuronidacije kod razli¢itih vrsta su

prikazani na Slici 6 (Maul i sur., 2012).
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Slika 6 Razlike u glukuronidaciji kod razlicitih vrsta (prilagodeno iz Maul i sur., 2012)

Koncentracija DON-a u urinu je pracena nakon inkubacije B-glukuronidazom na uzorcima
zenskih osoba iz regije Kine za koje se smatralo da je visoko rizi¢éno za rak jednjaka i izloZenost
DON-u te iz regije koja je imala nizak rizik raka. Kao biomarker izloZenosti je predlozen ukupan
DON (DON + DON-glukuronidi) jer se koncentracija DON-a povecavala nakon tretiranja B-
glukuronidazom sto je potvrdilo da i kod ljudi postoje glukuronidi DON-a. U rizi¢noj regiji je
izloZenost bila u rasponu od 14 do 94 ng mL, a u nisko rizi¢noj izmedu 4 i 18 ng mL™* (Meky i

sur., 2003; Lou i sur., 1990).

Turner i sur. (2008a) su proveli istraZzivanje na 25 zdravih ispitanika koji su tijekom prva dva
dana jeli uobic¢ajenu hranu, a sljedeca Cetiri dana, u restrikcijskoj fazi, hranu u kojoj se ne bi
trebao nalaziti DON. Treceg dana (prvi dan intervencijske prehrane) je prikupljen prvi jutarnji
urin kako bi se prikazao unos DON-a u prethodna dva dana, a sedmog dana je prikupljen prvi
jutarnji urin kako bi se prikazalo koliko su se ispitanici pridrzavali plana prehrane. Uzorci urina
su inkubirani sa 3C DON-om kao internim standardom preko noci sa B-glukuronidazom da bi
se procijenio ukupni DON. Bududi da se koristio prvi jutarnji urin, zavrSna koncentracija DON-
a je preraunata kao ng DON-a po mg* kreatinina (ng mg-1). Tijekom uobicajene prehrane,
kod svih ispitanika je detektiran urinarni DON u koncentraciji od 10,8 ng mL* (raspon 0,7-
61,3), a tijekom restrikcijske prehrane je samo kod nekih detektiran (36%) i to u koncentraciji
od 1,0 ng mL*(raspon 0-8,4).
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Iste godine je usporedena stopa izluéivanja 24-satnog urinarnog DON-a s unosom Zitarica.
Ispitanici su smjeSteni u kategorije u ovisnosti o unosu Zitarica: niski (prosje¢no 107 g Zitarica
dan'}; raspon 88-125), sredniji (prosjek 179 g dan}; raspon 162-195) i visoki unos (prosjek 300
g dan’l; raspon 276-325) sa 100 ispitanika u svakoj kategoriji. Nakon hidrolize B-
glukuronidazom, pomodéu tekucinske kromatografije sa tandem masenom spektrometrijom
(LC-MS/MS), je odreden ukupni DON koji je detektiran u 296 od 300 (98,7%) uzoraka urina.
lako je kruh od cjelovitih Zitarica najviSe utjecao na koncentracije DON-a u urinu, bijeli kruh se

konzumira ¢esce pa je on znacajniji (Turner i sur., 2008b).

Jedno od znacajnijih istraZzivanja su proveli Turner i sur. (2011) na 34 ispitanika iz Velike
Britanije koristeéi ukupni DON (slobodni DON + DON-glukuronidi) za usporedbu sa slobodnim
DON-om i DOM-1. DOM-1 je pronaden kod samo jednog ispitanika i Cinio je otprilike 1%
ukupnog DON-a, a kod jos 4 se pik preklapao sa standardnom DOM-1, ali je bio ispod limita
kvantifikacije. Ljudi ne posjeduju prikladnu mikrobiotu koja bi imala de-epoksidacijsku
aktivnost (osim ako nije preuzeta iz okoline kao u sluc¢aju francuskih farmera). Slobodni DON
je izluen u 68% uzoraka, Cinio je oko 9% ukupnog DON-a, a ostatak (91%) su bili glukuronidi.
Uridin difosfat glukuronoziltransferaza (UGT) sudjeluje u ciklusu glukuronidacije pa bi bilo
pozeljno ispitati postoje li razlike u glukuronidaciji ako su prisutne genetske mutacije tog
enzima jer stopa glukuronidacije nije bila povezana s koli¢inom unesenog DON-a (Turnerisur.,

2011).

Warth i sur. (2013) su istrazivanje prosirili na 8 dana tokom kojih su pratili promjene
koncentracije DON-a i DON-glukuronida Sto je prikazano u Tablici 5. Istrazivanjem je
obuhvaden samo jedan ispitanik koji se pridrzavao pravila prehrane, tako da je u prva dva dana
jeo samo namirnice bez DON-a (riza, mlijecni proizvodi, voce i povrée) kako bi se iz organizma
izlu€io mogudi zaostali kontaminant. Zatim je tokom ¢etiri dana jeo namirnice kontaminirane
DON-om, s jednakom veli¢inom obroka i kontaminacijom DON-om u isto vrijeme. Cetiri dana
intervencijske prehrane ukljucivala su konzumaciju Zitarica s pSeni¢nim mekinjama, kukuruzne
kase i brasna, kruha, piva i kokica, a nakon toga je opet dva dana konzumirao namirnice bez
DON-a. Kroz Cetiri intervencijska dana, koncentracije DON-a su bile sli¢ne Sto je upucivalo da
se metabolizam ne razlikuje previSe iz dana u dan. Ukupni DON je je izlu¢en stopom od 68%,
dok je u Turnerovim istraZivanjima stopa bila 72%, ali on je analizirao prvi jutarnji urin koji je

koncentriraniji, te je no¢ni metabolizam nesto drugaciji. Takoder je prvi dan intervencijske
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prehrane (treci dan) stopa izlucivanja bila niza (60%) u odnosu na druga dva intervencijska
dana (Cetvrti dan 69%, peti dan 73%) zbog prelaska na takvu prehranu pa je i prosjek nizi.
Nakon prelaska sa intervencijske na redukcijsku prehranu (sedmi dan) u urinu je zaostalo samo
malo DON-15-GlcA, a DON i DON-3-GlcA su bili ispod limita detekcije ¢ime je potvrdeno da se
DON brzo metabolizira unutar 24 sata. 24-satni urin je imao skoro duplo manje koncentracije
DON-a od jutarnjeg urina te je dokazano da je eliminacija DON-a moguca unutar dva dana.
Stopa glukuronidacije je bila 76%, a u radu Turner i sur. (2011) je bila 91%, ali se taj rezultat
moze objasniti viSim koncentracijama DON-a unesenih prehranom u istrazivanju Wartha i sur.
(2013). Odnos DON-15-GIcA i DON-3-GIcA je bio 3:1. Takoder je pronaden treéi glukuronid,
deoksinivalenol 8-0-B-d-glukuronid (DON-8-GIcA), ali u preniskim koncentracijama da bi bio
kvantificiran (Warth i sur., 2013). Uhlig i sur. (2013) su otkrili strukturu ovog glukuronida
promatraju¢i NMR spektar glukuronida nastalih nakon inkubacije u mikrosomima pomodéu
jetrenih enzima, a prije ove potvrde smatralo se da je rije¢ o DON-7-GIcA. Takoder su se pratili
DON-3-Glc i 3-Ac-DON da se utvrdi dolazi li do hidrolize u DON, ali nisu pronadeni ili zbog niske
koncentracije u namirnicama ili zato Sto je stvarno doslo do hidrolize kao $to je slucaj sa
svinjama i Stakorima (Warth i sur., 2013).

Tablica 5 Koncentracija deoksinivalenola i njegovih glukuronida u 24-satnom urinu te stopa
ekskrecije i glukuronidacije (prilagodeno iz Warth i sur., 2013)

Unos DON DON-3- DON- uku;z)nog Izlucivan Zukupni Stopa Stopa

Dan DON-a _1 GIcA 15-GIcA je urina izluceni DON | izludivanja | konjuga

(gdan) | VEE 1 iy | eLy | POV | (g dan) ) | ciie(®)

1. <LOD <LOD 3 3 2,20 6

2. - <LOD <LOD <LOD - 1,80 - - -
3. 138 8 9 21 38 2,17 82 60 80
4. 138 10 7 18 35 2,73 96 69 72
5. 138 11 8 25 45 2,25 101 73 75
6. 138 9 7 23 39 2,54 98 71 77
7. - <LOD <LOD 5 5 2,42 11 - -
8. - <LOD <LOD <LOD - 1,56 - - -
Prosjek 138 9 8 22 39 2,42 94 68 76

2.1.3 Biomarkeri izlozenosti

Kako bi se razumjeli utjecaji DON-a na zdravlje, nuzno je mo¢i tocno odrediti unos na
individualnom nivou. Pronalazenje optimalnih biomarkera je nuino za procjenu
bioraspoloZivosti mikotoksina i to€niju procjenu rizika. Procjena izloZzenosti toksinima iz hrane

je tradicionalno znacila mjerenje koncentracije kontaminacije u namirnici u kombinaciji s
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procjenom unosa. Buduéi da Zitarice nisu homogeno kontaminirane, bilo je nemoguce
precizno procijeniti kontaminaciju DON-om na individualnoj razini i zbog toga je predloZeno
pronalazenje prikladnog biomarkera izlozenosti. Na osnovi poznavanja apsorpcije i ekskrecije
DON-a kod Zivotinja, predloZeno je razvijanje metoda za analizu biomarkera iz urina zbog
visokog nivoa prijelaza DON-a i relativno jednostavnog prikupljanja urina. Prvi jutarnji urin je
analiziran kako bi se vidio unos u prethodnih 24-48 sati, koncentracija DON-a u ng mL! je
podedena prema koncentraciji kreatinina u mg mL?, a rezultati su izraZeni u ng DON mg*

kreatinina (ng mg™) (Turner i sur., 2008a).

Meky i sur. su provodili istraZzivanja na Stakorima i ljudima kojima su dokazali da se DON brzo
metabolizira u glukuronidne konjugate koji mogu posluziti kao biomarkeri izlozenosti DON-u.
DON-GIcA su glavni netoksi¢ni metaboliti DON-a pronadeni u urinu, a bududi da njihove
standarde nisu imali, razvili su novu metodu kojom je moguce primijeniti kombinirano
odredivanje nemetaboliziranog DON-a i DON-GIcA nakon hidrolize B-glukuronidazom ¢ime se
dobije vrijednost ukupnog DON-a (Meky i sur., 2003). Ta se analiticka metoda sastoji od
imunoafinitetnog precis¢avanja nakon hidrolize te je kasnije modificirana tako da ukljucuje
DON obiljeZen sa '3C kao interni standard. Turner i sur. (2008, 2010b, 2011) su metodu u tom
obliku koristili za nekoliko studija u Velikoj Britaniji. Istrazivanjima na uzorcima humanog urina
kod ljudi izlozenima hranom kontaminiranom DON-om pronadeno je da su svi uzorci
sadrZzavali DON-GIcA te je 68% uzoraka sadrzavalo i DON i DON-GIcA (Turner i sur., 2008a). Do
nedavno je u urinu ljudi otkriven samo DON i DON-GIcA, ali se nije znalo o kojem je izomeru
rijec. Sintetiziran je DON-3-GIcA jer se pretpostavljalo da se u ljudskom urinu nalazi samo jedan
glukuronid i da je rije¢ o upravo DON-3-GlcA. Nakon optimiziranja metode na rad sa UHPLC-
om (ultra visokodjelotvorna/visokotlacna tekuéinska kromatografija) uz DON-3-GlcA je
otkriven jo$ jedan pik, a nakon tretiranja B-glukuronidazom na kromatogramu ga nije bilo pa
je zaklju¢eno je da je rije¢ o drugom glukuronidnom izomeru. Za potrebe potvrde je
sintetiziran i DON-15-GlcA. Glukuronidi su identificirani, ali i kvantificirani te je od ukupnih
glukuronida DON-a 73% (69-76%) bio DON-15-GIcA, a 27% (24-31%) je bio DON-3-GIcA.
Koristenjem standarda metabolita pojednostavljuje se metoda i skraduje vrijeme koje bi se
potroSilo na prociS¢avanje uzoraka i enzimatsku hidrolizu B-glukuronidazom (Warth i sur.,
2012a). Ako je poznat odnos slobodnog DON-a i njegovih glukuronida, mozZe se procijeniti

osjetljivost prema DON-u na individualnoj razini i smetnje od drugih prehrambenih metabolita
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ili lijekova koji se natjeCcu s DON-om za detoksifikaciju. Osim ova dva istrazenija konjugata,
nedavna in vitro istraZivanja su otkrila prisutnost tre¢eg DON-GIcA, za koji se prvo smatralo da
je DON-7-GIcA, ali je ipak rije¢ o DON-8-GIcA (Maul i sur., 2012; Sarkanj i sur., 2013). Osim

glukuronida, kod ljudi jo$ postoje i sulfati, ali su manje zastupljeni (Warth i sur., 2016).

lako je DOM-1 prikladan kao biomarker izloZzenosti deoksinivalenolu kod Zivotinja, narocito
prezivaca, nije prikladan kao biomarker kod ljudi jer ga se u urinu ne moZe detektirati ili se
detektira u jako niskim koncentracijama. Turner i sur. (2011) su ga pronasli i kvantificirali kod
jednog ispitanika i predstavljao je 1% od ukupnog slobodnog DON-a i DON-GIcA, a kod jos
Cetvero ispitanika je detektiran, ali nije mogao biti kvantificiran. Od 22 ispitanika iz Velike
Britanije niti jedan nije imao DOM-1 u urinu (Turner i sur., 2011). U istrazivanju na Francuskoj
populaciji su pronasli DOM-1 kod 34% ispitanika koji su ve¢inom bili stocari. To otkrice ukazuje
na moguénost adaptacije mikrobiote tih ispitanika na de-epoksidacijsku aktivnost, ali i dalje se
DOM-1 (niti njegov glukuronid) ne smatraju prikladnim biomarkerima jer nisu znacajni

detoksifikacijski metaboliti kod ljudi (Turner i sur., 2010a).

Dostupnost biomarkera omogucava istraZivanje utjecaja DON-a u populaciji djece i
vegetarijanaca koji su najizlozeniji. Buduée procjene ucinaka na zdravlje ée zahtijevati tocnije
mjerenje izlozenosti i u¢inka koje ¢e moéi biti moguce ako se koriste prikladni biomarkeri.
Glukuronidi DON-a su pronadeni i u tkivu i izlu¢evinama Zivotinja, pa su prikladni za koristenje
kao biomarkeri izloZzenosti ljudske populacije. Odrasle osobe iz Velike Britanije su sudjelovale
u istrazivanju izmedu povezanosti unosa konzumacijom Zitarica i ekskrecije 24-satnim urinom.
Od 300 uzoraka urina, u 98,7% je detektiran DON. Neke osobe su prekoracile i maksimalnu
TDI (prihvatljivu dnevnu dozu) od 1 pg kg tjelesne mase. Izbjegavajuci hranu na osnovi Zitarica
u prehrani, moguce je znacajno smanijiti izloZzenost kontaminantima (Pestka, 2010; Turner i

sur., 2008a).

2.1.4 Kreatinin u urinu

Kreatinin je organski spoj koji se filtrira i izluéuje u bubrezima, a nastaje spontano pomocu

.....

je i proizvodnja kreatinina skoro pa konstantna iz dana u dan. Kreatinin ima kemijsku formulu

C4H7N30, a strukturna formula je prikazana na Slici 7 (Alfa Aesar, 2016). Kreatinin je
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najkoristeniji marker za procjenu ekskrecije, dok na kreatinin iz seruma utjeCu parametri kao
$to su dob, spol, misi¢na masa i prehrana. Kreatinin ima molekulsku masu 113 g mol i on se
proizvodi relativno konstantnom brzinom, slobodno se filtrira u glomerularnoj membrani i
aktivno izlu€uje u tubule bubrega. Ako je smanjena funkcija bubrega, tubularna sekrecija
kreatinina se povecava (Purde i sur., 2016). KoriStenje ,koeficijenata kreatinina“, koji
izrazavaju koli¢inu (u miligramima po kilogramu tjelesne mase) kreatinina izlu¢enog u 24 sata
od strane zdrave osobe je temeljeno na pretpostavci da je koli¢ina kreatinina povezana s
tjelesnom teZzinom. Medutim, urinarni kreatinin je bolje povezan s miSichom masom, nego
tjelesnom jer je uo¢eno da muskarci imaju vece vrijednosti kreatinina na istu tjelesnu masu, a
veéu misiénu masu. Za ocekivati je da pretile osobe imaju nize koeficijente kreatinina od vitkih
osoba. Proizvodnja kreatinina malo varira u ovisnosti o kolicini ili vrsti prehrane, na nju ne
utjece koli¢ina nastalog urina te se blago povisuje fizickom aktivnosti. To¢nost 24-satnog
prikupljanja urina se uobicajeno provjerava odredujuci koli¢inu kreatinina jer su razlike u
njegovom dnevnom izluéivanju male, za jednu osobu je razlika do 10%, a izmedu osoba je
razlika najvisSe do 29%. Ta razlika dolazi od toga Sto tubuli izlu¢uju manju koli¢inu zadrzanog

kreatinina (Narayanan i Appleton, 1980).

Klirens kreatinina (mL min?) se izradunava prema formuli: (koncentracija u
urinu/koncentracija u serumu) x volumen urina (mL min) x (1,73/ povrsina tijela ispitanika),
gdje je 1,73 prosje¢na povrsina tijela u kvadratnim metrima (m?). Povrsina tijela je u korelaciji
s veli¢inom bubrega. Klirens kreatinina i uree je obicno konstantan kada je izlu€ivanje urina
normalno. Omjer klirensa uree i klirensa kreatinina je oko 0,60, a moZe varirati od 0,4 do 1,10
(Narayanan i Appleton, 1980). Kreatinin iz 24-satnog urina se smatra standardnom analizom
za procjenu bubrezne funkcije. Urinarni kreatinin sluzi kako bi se koncentracija DON-a iz ng
mL?! urina prera¢unala na ng mg?! kreatinina (Quareshi i sur., 2015). Time se rezultati
koncentracije normaliziraju zbog razrijedenosti urina (ukoliko je osoba dehidrirana,

koncentracija svih metabolita je visa zbog manje izlu¢ene vode) (Warth i sur., 2013).
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Slika 7 Strukturna formula kreatinina (Alfa Aesar, 2016)

2.2 UHPLC-ESI-MS/MS

Spajanjem (U)HPLC ((ultra)visokodjelotvorna/visokotlacna tekucinska kromatografija) i MS
(masena spektrometrija) Stedi se vrijeme te je olakSano detektiranje kompleksnijih spojeva
(Taleuzzaman i sur., 2015). LC-MS sustavi omogucuju analizu spojeva koji se ne mogu
analizirati plinskom kromatografijom vezanom za spektrometar masa te analizu termicki
nestabilnih analita (Budimir, 2016). Kod UHPLC-MS/MS-a, uredaji i programi LC-a i MS-a su
ukomponirani i integrirani u jedan sustav koji daje visoku selektivnost i osjetljivost. Sama
kvaliteta podataka je poboljSana jer su pikovi ostriji, nizi je Sum, a shodno tome LOD (limit
detekcije) i LOQ (limit kvantifikacije) su sniZeni (Pratima i sur., 2013). Tandem MS (MS/MS) je
tehnika koja ukljucuje dva koraka u analizi masa, bilo u kombinaciji s postupkom fragmentacije
ili u kemijskoj reakciji koja uzrokuje promjenu mase ili naboja iona (Varga, 2010). Postoje
razliCite izvedbe LC kolona za potrebe analiza razli¢itih spojeva obzirom na njihova fizikalno-
kemijska svojstva. lzbor otapala je ogranicen jer mnoga do sada koristena otapala uzrokuju
taloZenje soli u spektrometru masa. Uredaj je takoder osjetljiv na onecis¢enja te uspjesSnost

LC-MS/MS analize ovisi i o prethodnoj pripremi uzoraka (Budimir, 2016).

Slika 8 shematski prikazuje princip rada sustava u kojem se prvo prekursorski ion izolira na
prvom analizatoru masa, fragmentira kolizijom pomocu inertnog plina, a dobiveni ioni

izdvajaju i analiziraju u drugom masenom spektrometru (Madeira i Floréncio, 2012).
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fragmentacija
kolizijom pomodu
inertnog plina

analiza mase
feljenogiona

izolacija
prekusorskog iona

Slika 8 Shematski prikaz rada MS/MS sustava ( prilagodeno iz Madeira i Floréncio, 2012)

2.2.1 UHPLC

UHPLC je separacijska tehnika nastala poboljSanjem HPLC-a Cije su glavne prednosti
robusnost, jednostavnost, dobra selektivnost i osjetljivost, ali je ograni¢ena u primjeni u
usporedbi s plinskom kromatografijom i kapilarnom elektroforezom. Razlog je u tome sto
HPLC ima niZi koeficijent difuzije u tekucoj fazi Sto utjece i na nizak koeficijent difuzije na
¢vrstoj fazi. Ucinkovitost se moze povecati smanjujuci veli¢inu Cestica stacionarne faze ispod
2,5 um. HPLC radi na tlakovima do 400 bara, a smanjenje Cestica utje¢e na povecanje tlakova,
tako da se u UHPLC-u koriste krace kolone koje su ispunjene ¢esticama veli¢ine manje od 4 um

koje moraju biti otporne na rad na visokim tlakovima (Pratima i sur., 2013).

Prednosti UHPLC-a su mnoge: krace vrijeme analiza, povecana osjetljivost zbog strmijih
pikova, poboljSana selektivhost, manja potroSnja otapala, niZza cijena analize i drugo.
Nedostaci su veéinom vezani uz veli¢inu Cestica. Zbog povecanog tlaka potrebno je vise
odrZavanja, a vijek kolona je smanjen. Kolone kojima je veli¢ina ¢estica manja od 3 um u vedini
slu¢ajeva se ne mogu regenerirati pa imaju ogranicen broj koristenja te je zahtjevnija priprema

uzoraka.

Primjenjiva je za analize prirodnih proizvoda i tradicionalnih biljnih lijekova, identifikaciju
biotransformacije metabolita, proucavanje metabolomike i biokemijskih promjena koje se
odvijaju u bioloskim sustavima, proucavanje ADME (adsorpcija, distribucija, metabolizam,
ekskrecija), bioanalize, testiranje topljivosti kod kontrole kvalitete u farmaceutskoj industriji,
razumijevanje promjene spojeva kroz vrijeme pod razliitim vanjskim utjecajima. Metoda se
takoder koristi kod proizvodnje, osiguranja kvalitete i kontrole kvalitete, za identifikaciju,

provjeru Cistoée, razvoj novih metoda, validaciju, sigurnost i ucinkovitost sto je posebno bitno
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u proizvodniji lijekova kod kojih se zahtijeva Cistoéa sirovina te kona¢nog proizvoda (Pratima i

sur., 2013).
Principi rada UHPLC-a

Tekucinska kromatografija (LC) je analiticka tehnika kojom je moguce razdvojiti nekoliko
komponenti iz uzorka. Razdvajanje se zasniva na interakciji analita s razli¢itim kemijskim i
fizickim svojstvima izmedu stacionarne faze (kolone) i mobilne faze (eluenta). Postoje razliciti
tipovi kromatografije u ovisnosti o svojstvima dviju faza kao Sto su: kromatografija normalnih
faza (polarna stacionarna faza, nepolarna mobilna faza), kromatografija obrnutih faza/
reverzno fazna kromatografija (nepolarna stacionarna faza, polarna mobilna faza na Slici 9)
koje spadaju u razdjelnu kromatografiju, ionsko-izmjenjivacka kromatografija (privlacenje
otopljenih iona iz mobilne faze prema suprotno nabijenoj stacionarnoj fazi), kromatografija
isklju¢enjem (razdvajanje na osnovi veli¢ine Cestice, ali i oblika te naboja), adsorpcijska
(razdvajanje na temelju afiniteta analita prema povrsSini stacionarne faze) te afinitetna
kromatografija (razdvajanje analita pomocu interakcije s ligandom vezanim na stacionarnu
fazu). Postoji veliki raspon stacionarnih i mobilnih faza za optimalno razdvajanje u analiti¢kim

i biokemijskim analizama (Varga, 2010).

Stacionarna faza nepolarna (Cy;)

Algivlk : E B —» Mobilna faza
";_"-- — “AW  polarna
Uzorak
Slika 9 Kolona za reverzno-faznu kromatografiju (prilagodeno iz Waters, 2016)
Princip rada UHPLC-a je isti kao i za HPLC, ali je izvedba nesto drugadija. Glavna razlika je
veli¢ina Cestica stacionarne faze koje su manje od 3 um. Zbog sitnijih Cestica razvijaju se veci
tlakovi, a kako bi se oni smanijili potrebno je povisiti temperaturu sto uzrokuje smanjenje

viskoznosti mobilne faze te ubrzanje protoka mobilne faze. U Tablici 6 su prikazane razlike

izmedu HPLC-a i UHPLC-a (Taleuzzaman i sur., 2015).
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Tablica 6 Razlike izmedu HPLC-a i UHPLC-a (prilagodeno iz Taleuzzaman i sur., 2015).

Karakteristika HPLC UHPLC
Velicina Cestica 3do5um manje od 2 um
Maksimalni radni tlak 35 do 40 MPa 103,5 MPa
Dimenzije kolone 150 x 3,2 mm 150 x 2,1 mm
Temperatura kolone 30°C 65°C

Volumen injektiranja 5puL 2 uL

Otapala ne smiju sadrzavati plinove prije pocetka koristenja, zbog ¢ega se koristi protocni
degazer. Crpka mora omogudavati konstantan, precizan i stabilan protok eluenta (mobilne
faze). Cesto se koristi autosampler kako bi se smanjio opseg posla i osigurala preciznost u
injektiranju uzorka u uredaj. Temperatura kolone i pretkolone je kontrolirana termostatom.
Sam kraj kolone je povezan s masenim spektrometrom (ili drugim detektorom) i odvodom za

otpad (Varga, 2010).

Kod pripreme uzorka se mogu koristiti precis¢avanje ili ,razrijedi i injektiraj (,dilute and
shoot”) princip. Kada se koristi ,razrijedi i injektiraj“ tehnika, uzorci se jednostavno razrijede i
ubrizgaju u LC-MS/MS uredaj. Problem nastaje ako je uzorak jako onecis¢en $to moze ostetiti
uredaj, zaustaviti rad kolone te dovesti do smanjene osjetljivosti. U tom sluéaju se uredaj mora
iskljuciti, a kolona ocistiti. Kod preciséavanja je cilj ukloniti supstance iz matriksa uzorka koje
bi mogle stupiti u interakciju s kolonom, a koriste se SPE (engl. — Solid phase extraction,
Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi) kolone. Problem je u tome Sto svaki korak precis¢avanja dovodi do
novih izvora mjerne nesigurnosti i pogresaka, a nije ga moguce koristiti kada se mjere analiti s

izrazito razlic¢itim svojstvima (Varga, 2010).
2.2.2 MS

MS (Masena spektrometrija) je analiticka tehnika u kemiji, biokemiji, farmaciji, medicini i
mnogim drugim srodnim granama znanosti. Koristena je u bazama podataka za
sekvencioniranje biomolekula te pomaZe u istraZivanju stanica ili objekata iz svemira. Na
masenu spektroskopiju se oslanjaju kod pronalazenja struktura nepoznatih spojeva, ekoloskih

i forenzickih analiza, kontrole kvalitete lijekova, hrane i polimera. Bez obzira koji je analiticki
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problem u pitanju, masena spektrometrija nastoji identificirati spoj iz molekularne ili atomske
mase njegovih sastavnih dijelova. Informacija dobivena iz mase moZe biti dovoljna za
identifikaciju elemenata i odredivanje molekularne formule analita, ali za apsolutnu potvrdu
potrebno je napraviti dodatne NMR studije. Izotopi pomazu u odredivanju koji elementi
doprinose takvoj formulii procjeni broja atoma pojedinog elementa. Fragmentacija iona moze
dati informacije o ionskoj strukturi. MS odreduje (prosjecni) broj i redoslijed sastavnih dijelova

makromolekula (Gross, 2004).

MS je analiticka metoda temeljena na analiziranju molekula prema omjeru masa i naboja
(m/z). Molekule se prevode u ione koji se mogu fragmentirati na druge ionske fragmente. Sam
uredaj se sastoji od ionskog izvora gdje nastaju ioni, analizatora masa koji nastale ione razdvaja
prema omjeru m/z, detektora i sustava za obradu podataka. Rezultati se prikazuju graficki
spektrom masa koji prikazuje ovisnost relativnog intenziteta iona o njihovom m/z omjeru

(Budimir, 2016).

U masenom spektrometru, analiti su prvo upareni i ionizirani. Dobiveni ioni zatim ubrzavaju
prema analizatoru masa u kojem se vrsi njihova separacija na osnovu m/z omjera pod
utjecajem elektromagnetskog polja. loni koji napuste analizator masa se detektiraju, a
dobivena informacija se snima (Varga, 2010). Kao potvrdu identifikacije analita koristi se omjer
kvantifiera i kvalifiera koji uvijek mora biti konstantan uz dopusteno odstupanje do 40% kod
niskih koncentracija ispod ppb razine. Kvantifier je ona tranzicija koja daje najbolji omjer
signala i Suma te najveci odaziv. Kvalifier je drugi fragment kojim radimo kvalitativnu potvrdu

da je rije€ o analitu koji trazimo (Gross, 2004).

Ukoliko se MS koristi bez prethodne kromatografije (kod razvoja metode npr.), uzorak se moze

injektirati direktno kroz crpku koja ¢e omoguditi konstantan protok otopine (Varga, 2010).
2.2.3 ESl ionizacija

U vezanim LC-MS sustavima naj¢eS¢i oblik ionizacije molekula je ESI (lonizacija
elektrorasprsenjem). Pomodéi ESI moguce je prevesti masivne, termolabilne i nehlapljive
molekule u plinsku fazu kako bi se mogle analizirati u spektrometru masa. Zbog toga mu je
glavna primjena u analizi bioloskih molekula koje je tesko prevesti u plinovito stanje i ionizirati.

lonizacija je pozitivna ili negativna, Sto ovisi o naponu na kapilari i elektrodi, ali i o svojstvima

27



2. Teorijski dio

molekule koju Zelimo ionizirati. Optimalna temperatura je iznad 100 °C, pri atmosferskom

tlaku i u struji dusika (Budimir, 2016).

lonizacijski potencijal (IP), takoder poznat kao energija ionizacije, je energija potrebna da bi se
stvorili ioni. lonizacijske tehnike se mogu podijeliti na jake i slabe ionizacije. U jakim
ionizacijskim tehnikama nastaju ioni, ali i analiti se fragmentiraju zbog primijenjene jace
energije (takozvana ,in-source” fragmentacija). U slabim ionizacijskim tehnikama je
fragmentacija manja pa je jednostavnije identificirati molekulsku masu trazenog analita. API
(lonizacija kod atmosferskog tlaka) je slaba ionizacijska metoda i bila je prva tehnika koja je
omogucavala povezivanje tekuéinske kromatografije s masenim analizatorom. ESI je vodeca

API tehnika koja se koristi za m/z omjere od 3000.

Sustav za unosSenje uzorka se sastoji od komore na koju je vrh igle postavljen okomito i grijaca
pored igle. Vrh igle za injektiranje mora biti precizno postavljen jer i mali odmak moze
rezultirati znacajno smanjenom osjetljivos€u i utjecati na razliku u koncentraciji provedenih
iona. Uzorci se unose kroz elektricno nabijeni vrh igle te se nebuliziraju (rasprsuju u sitne
kapljice) u Taylorovom konusu zagrijanim plinom iz grija¢a. Nastaju nabijene kapljice ¢ija se
veli¢ina smanjuje zbog isparavanja otapala, a koncentracija analita se povecava. Rayleighov
limit je stanje u kojem su sile odbojnosti vece od povrSinske napetosti kapljica i dolazi do
raspadanja kapljica Coulombovom fisijom u puno sitnijih kapljica te na kraju ostaju samo ioni
u plinskoj fazi. loni mogu proci kroz zastor plina i dalje kroz mali otvor u analizator, dok
neutralne molekule ne bi mogle sto se vidi na Slici 10. Izmedu zastora plina i proreza u
analizator postoji potencijal degrupiranja koji sluzi da bi se umanjio broj grupiranih iona iz
otopine koji mogu biti vezani za analite. loni nastali u ESI-u ovise o polarnosti analita, otapala,

modificirajuc¢ih dodataka i prisutnosti necisto¢a u otapalu.
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Slika 10 Princip rada ESl sustava (prilagodeno iz Banerjee i Matumdar, 2012)
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Na primjer, jednostruko i, u slucaju analita vece mase, viSestruko protonirane ([M+H]*,
[M+nH]™) ili deprotonirane ([M+H]", [M+nH]"™) molekule, kationi (kao $to su [M+Na]*, [M+K]*
ili [M+NH4]*) i anioni (kao Sto su [M+Ac], [M+Cl] ili [M+HCOOY]’) su tipi¢ni. Ako su analiti ioni,
moze doci do promjene naboja te nastanka kationa (C*) i aniona (A’), kao i do stvaranja adukta

([Ca+An-1]* ili [[Ch1+An]) (Varga, 2010, Sarkanj, 2014).
2.2.4 Princip rada trostrukog kvadrupola

Trostruki kvadrupoli mogu skenirati cijeli raspon mase (10 — 3000 Da) u desetinki sekunde i
jedni su od najéesce koristenih. Svaki kvadrupol se sastoji od Cetiri cilindri¢ne elektrode koje
su spojene u dva para ili od elektroda oblikovanih u hiperbolu. Suprotne elektrode su
povezane i istovremeno imaju isti potencijal. To znaci da su dvije elektrode pozitivnog, a dvije
negativnog polariteta. lon koji kroz prorez ude u kvadrupol je privucen prema elektrodi sa
suprotnim elektronskim nabojem. Princip rada kvadrupola je temeljen na kretanju pozitivno
nabijenih iona prema fokusu tijekom pozitivne polovice izmjeni¢nog ciklusa u odsutnosti
istosmjernog napona, a prema elektrodama za vrijeme negativne polovice izmjeni¢nog ciklusa.
Bududi da se naboj periodicki mijenja, dolazi do izmjeni¢nog privlacenja i odbijanja iona od
elektroda, te ion putuje u spiralnoj putanji prema kraju kvadrupola (Varga, 2010). loni koji su
u analizatoru imaju razli¢ite vrijednosti omjera mase i naboja pa mogu prodi kroz analizator ili
dotaknuti elektrode ¢ime bi izgubili naboj i postali neutralni. Osim toga, njihovo gibanje kroz
kvadrupol je odredeno naponom, kutnom frekvencijom, masom, radijusom i drugim
parametrima. Izmjeni¢ni potencijal moZe dovoljno lagane ione drZati u stabilnoj putanji dalje
od elektroda kako ne bi doslo do njihove neutralizacije. Odredeni izmjeni¢ni napon rezultira
nastankom iona iste mase (rezonantnih iona) koji imaju jednaku amplitudu kretanja kroz
kvadrupol i jedino oni mogu dodi do detektora jer ioni s razli¢itim masama imaju nepravilnu

putanju (Slika 11) (Budimir, 2016).

Prvi kvadrupol (Q1) odabire prekursorske ione analita koji se propusta dalje, a ostali analiti se
neutraliziraju u dodiru s elektrodama. Ulazni potencijal kolizijske ¢elije regulira propustanje
iona u drugi kvadrupol. Drugi kvadrupol (qg2) djeluje kao kolizijska ¢éelija (CC) u kojoj kolizijski
plin s tlakom od 0,1 do 0,3 Pa djeluje na ione te nastaju njihovi fragmenti. Fragmentacija iona

se najcesSce odvija pomocu dusika u kolizijom aktiviranoj disocijaciji. Uspostavlja se napon koji
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ih pokrece dalje na izlaznom dijelu kolizijske celije i u ovisnosti o njihovom m/z omjeru se

razdvajaju u tre¢em kvadrupolu (Qs) (Varga, 2010).

Rezonantni ion

lzvor iona

| | Istosmjerna i
izmjeniéna struja

Slika 11 Shematski prikaz puta iona kroz kvadrupol (prilagodeno iz Chemicool, 2016)

Tredi kvadrupol moZze biti razlicite izvedbe. Ako je MS/MS uredaj s trostrukim kvadrupolima

(QgQ), u njemu se odvajaju i usmjeravaju specificni fragmenti trazenog analita.

Treci kvadrupol (Qz) moze biti i hvatac iona (Qtrap uredaji koji imaju linearni hvatac iona (LIT)
u koji se skupe svi fragmenti iz g2 Sto omogucuje bolju informaciju o analitu te podjednaku
preciznost u kvantificiranju. U hvatacu iona se dobije cijeli fragmentacijski spektar
prekursorskih iona. loni koji produ kroz zadnji kvadrupol udaraju po povrsini kontinuiranog
mnotZitelja elektrona, prelaze preko deflektora do detektora, a on te udarce broji po sekundi

za odredeni odnos m/z (Slika 12 shematski prikaz rada) (Varga, 2010, Sarkanj, 2014).
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Slika 12 Princip rada MS/MS uredaja (prilagodeno iz Varga, 2010)

Trostruki kvadrupol se moZe koristiti u viSe modova za skeniranje, a neki od njih su: Qi
skeniranje, Qi visSestruko ionsko skeniranje, SRM skeniranje. MRM je oblik SRM skeniranja
kod kojeg prvi kvadrupol Q1 odabire prekursorski ion analita, a gz sluzi kao kolizijska ¢elija gdje
analit i kolizijski plin dolaze u interakciju, nastaju fragmenti koji se u Qs odvajaju na temelju
mase i naboja. U MRM modu skeniranja se podesi nekoliko m/z vrijednosti koje se skeniraju,
a ne cijelo podrucje mase pa su rezultati dobiveni brZe i preciznije. Fragmentirani ioni nastaju
u ovisnosti o nekoliko ¢imbenika: jakosti kemijske veze, stabilnosti produkta, vremenu izmedu
nastankaionainjegove detekcije i sl. Veze su stabilizirane induktivnim i mezomernim efektom.
Induktivni efekt znaci da grupe s elektron donorima djelomi¢no neutraliziraju pozitivan naboj
i dodatno stabiliziraju vezu. Mezomerni efekt je rezultat viSestrukih veza koje stabiliziraju
pozitivni centar. Konjugirane veze su daleko stabilnije od induktivnog efekta jer se pozitivan

naboj rasprostire preko cijelog iona (Varga, 2010).
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3.1 ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je utvrditi stopu izlu¢ivanja DON-a pomoc¢u biomarkera iz urina
dobrovoljaca nakon konzumacije namirnica kontaminiranih poznatim koncentracijama DON-

a i njegovih metabolita.
3.2 MATERUAL, METODE I ISPITANICI
3.2.1 Kemikalije i reagensi

Metanol (HPLC cistoce) i ledena octena kiselina (HPLC cisto¢e) su kupljene od Merck-a
(Darmstadt, Njemacka), acetonitril (ACN; HPLC ¢istoce) od VWR (Leuven, Belgija), kreatinin od
Sigme (Schnelldorf, Njemacka). Deoksinivalenol-3-0O-glukuronid (DON-3-GIcA) i zearalenon-
14-0O-glukuronid (ZEA-14-GlcA) su sintetizirani, a strukture su im odredene nuklearnom
magnetskom rezonancom. Deoksinivalenol-15-O-glukuronid (DON-15-GlcA) je izdvojen iz
kontaminiranog uzorka ljudskog urina da bi se pomoc¢u MS-a odredio omjer s DON-3-GIcA.
Ostali standardi mikotoksina su kupljeni u Romerlabsu (Tulln, Austrija) (DON, de-epoksi-
deoksinivalenol (DOM-1), nivalenol (NIV), T-2 toksin, HT-2 toksin, OTA, AFM; (Aflatoksin M1),
FB1 (Fumozin B1) i FB2 (Fumozin B;)) te od Sigma (ZEA, a- i B-zearalenol (a- i B-ZEL)). Standardi
su otopljeni u ¢istom metanolu (DON-3-GIcA, NIV) ili u ACN-u (DON, ZEA-14-GlcA, ZEA, a- i B-
ZEL). Svi su zajedno pomjesSani u ,master miks“ i ¢uvani su na -20°C u tamnoj bocici.
Pripremljena je i radna otopina u ACN-u s vie standarda koja je sadrZavala 10,0 mg L' DON-
a, DON-3-GIcA, DOM-1, NIV-a i T-2, 5,0 mg L™ FB1 i FBy, 2,5 mg L1 ZEA-14-GIcA, a- i B-ZEL-a i T-
2,1,0mg L1 ZEA 10,125 mg L'X AFM; i OTA, a koja je opisana u radu Warth i sur. (2012a).

3.2.2 Ispitanici

Ispitanika je bilo 49 i podijeljeni su u nekoliko kategorija (Tablica 7): prema dobi, visini i teZini
koje su sluzile za odredivanje BMI-a i potrebne koli¢ine namirnica koje su sadrzavale DON,
prema mjestu stanovanja, pusadi ili nepusaci, laktoovovegetarijanci/vegani/svejedi, primanja
u kucéanstvu. U kategoriji dob bile su 3 podskupine: 22 — 30 godina u kojoj je bio 21 ispitanik,
31 -40 godina u kojoj je bilo 24 ispitanika te 41 — 52 godine u kojoj su bila 4 ispitanika. Muskih
ispitanika bilo je 19, a Zenskih 30. Kategorija BMI se sastojala od 4 podskupine: pothranjeni
kojih je bilo 4 i kojima je BMI bio manji od 18,50, normalno uhranjeni kojih je bilo 34 i kojima

je BMI bio od 18,50 do 24,99, ispitanici s prekomjernom masom kojih je bilo 5 i kojima je BMI
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bio od 25,00 do 29,99 te 5 ispitanika iz skupine pretilih kojima je BMI bio visi od 30,00 prema
kriterijima WHO (2016). Od ispitanika, njih 15 su bili pusaci, a 34 nepusaci. U kategoriji
prehrana bile su 3 podskupine: laktoovovegetarijanaca je bilo 5, omnivora 30 i vegana 14.
Kategorija primanja je podijeljena u 4 podskupine prema uputama Hrvatske agencije za hranu:
u skupini koja je imala 1000 — 3000 kn mjesec¢no bilo je 16 ispitanika, u skupini 3001 — 6000 kn
je bio 21 ispitanik, u skupini 6001 — 9000 je bilo 5 ispitanika, a u skupini koja je primala vise od
9000 je bilo 5 ispitanika. U kategoriji edukacija, 11 ispitanika je imalo zavrSenu SSS, 32 VSSi 6
je imalo VSS. Ispitanici su morali biti zdravi i ne koristiti lijekove koji bi mogli utjecati na
rezultate. Na temelju analize DON-a odabrano je nekoliko proizvoda koje su dobrovoljci
konzumirali (kruh, zobene pahuljice, pSenicne posije). Ispitanici su dobili upute za prikupljanje

24-satnog urina koji je poslije koristen za analizu urinarnih biomarkera izloZenosti DON-u.

Tablica 7 Upitnik

Prezime i ime

Dob

Visina

Tezina

Mijesto stanovanja

Tip prehrane Svejed Vegetarijanac Vegan
Da Ne
Pusenje Trajanje  navike u

Cigareta dnevno:
godinama:

Stupanj obrazovanja

Primanja po c¢lanu

kucéanstva

Napomene
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3.2.3 Prikupljanje urina

Prvi i drugi dan su bili priprema za intervencijsku prehranu te su ispitanici trebali iskljuciti unos
svih namirnica i hrane na bazi Zitarica (pSenica, jeCam, riza, kukuruz, raz, i dr.), ukljucujudi
brasno, kruh i peciva, griz, palentu, tjesteninu, Zitne pahuljice, mueslije, kekse, kolace,
grickalice, pivo, ¢okolino, i slicnu hranu, takoder proizvode od soje, kao i obroke koje sadrze
Zitarice i proizvode u malim koli¢inama poput jela sa zaprskom ili ¢okolade s keksima te
zamjene za kavu. Mogli su po Zelji i bez koli¢inskih ograni¢enja konzumirati mlijeko i mlije¢ne
proizvode, meso, jaja, vocée i povrée i sva bezalkoholna i alkoholna pi¢a osim piva. Period

pripreme za prikupljanje urina zapoceo je ujutro nakon budenja.

Tredi dan je ukljucio tzv. intervencijsku prehranu pa su ispitanici trebali konzumirati namirnice
koje su dostavljene prema rasporedu, a iskljuciti svu ostalu gore navedenu hranu na bazi
Zitarica i soje. Namirnice koje su konzumirali su analizirane te su ispitanici dobili to¢no
odredenu koli¢inu namirnica koja je sadrZavala to¢no odredenu koncentraciju DON-a prema
masi ispitanika. Manja (sat-dva) odstupanja od rasporeda konzumacije nisu predstavljala
problem. Osim intervencijskih namirnica mogli su po Zelji i bez koli¢inskih ograni¢enja
konzumirati mlijeko i mlije¢ne proizvode, meso, jaja, voce i povrée i sva bezalkoholna i
alkoholna piéa osim piva. Tijekom treceg dana trebali su prikupljati sav urin. Prvi jutarnji urin
sakupljao se u posebnu posudicu, a sve ostalo u bocu (Slika 13). Urin je morao biti ¢uvan

zatvoren i u hladnjaku. Posljednji uzorak je prvi jutarnji urin ¢etvrtog dana.
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Slika 13 Boce s prikupljenim 24-satnim urinom na kojima je oznaka ispitanika, pocetak i kraj
prikupljanja urina

3.2.4 Priprema uzoraka

Nakon prikupljanja urina odvojeno je 15 mL koji su zamrznuti i ¢uvani na -20 °C sve do
mjerenja. Za mjerenje uzorci su odmrznuti na sobnoj temperaturi. Svaki uzorak je promijesan,
te je 1 mL prebacen u Eppendorf epruvetu od 2 mL i centrifugiran 3 minute na 5600 x g. Od
supernatanta je 100 pL alikvota (gornjeg sloja nakon centrifuge) pomijesano s 900 pL otopine
za razrjedivanje (ACN/H,0=10/90) te je prebaceno u viale za mjerenje, a 5 uL razrjedenog

uzorka urina je direkno injektirano u LC-ESI-MS/MS sustav.
3.2.5 Analiza uzoraka urina i uvjeti rada LC-MS/MS-a

Analiza uzoraka je provedena na AB Sciex QTrap® 5500 LC-MS/MS uredaju (Foster City, CA)
koji je opremljen s TurbolonSpray ionizacijom elektrorasprsenjem (ESI) te UHPLC sistemom
Agilent serije 1290 (Waldbronn, Njemacka). Optimalni ,dilute and shoot” pristup je opisan u
radu Wartha i sur. (2012a) prema kojemu su podeseni radni uvjeti. Analiti su razdvojeni na
reverzno-faznoj Atlantis® T3 koloni (3,0 x 150 mm, Waters, Wexford, Irska) s veli¢inom cestica
od 3 um i pripadajuc¢om predkolonom. Eluent A je bila ultra Cista voda, a eluent B je bio ACN i

oba su sadrzavala 0,1% octene kiseline. Tijekom 2 minute eluent A je bio 95%, nakon cega je
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postotak eluenta B povisen linearno do 30% do 10 minute. Tada je eluent B povisen na 96%
do 14 minute i tako je ostalo jo$ jednu minutu. Sljedece 2,25 minute je kolona vraéena u
ravhotezu dovodeéi opet 95% eluenta A. Protok je bio 600 puL min. Eluent je usmjeren u

maseni spektrometar (od pete do petnaeste minute) ili je odveden u otpad.

ESI-MS/MS je odraden u SRM modu. Dvije individualne tranzicije su pracene za svaki analit,
osim za DON-3-GlcA gdje su praéene tri tranzicije jer treca trazicija (m/z 471,0 [M—H] do 441,0)
omogucava razlikovanje izmedu DON-3-GlcA i DON-15-GlcA. Prvi dio analize (5 — 10 min) je
pracen u negativnom nacinu rada (NIV, DON-3-GIcA, DON, DOM-1). U drugom dijelu analize
(10 — 15 min) su koristena oba nacina ionizacije istovremeno promjenom polarnosti. Sva
mjerenja su obavljena na sljede¢im parametrima: temperatura izvora 650°C, zastor plina 30
psi (69 kPa 99,5% dusika), plin 1 izvora iona (plast plina) 80 psi (345 kPa dusika), plin 2 izvora
iona (plin za susenje) 80 psi (345 kPa dusika), kolizijski plin (dusik). Energija ionizacije bila je -

4000 V u negativnom modu i 4000 V u pozitivnom modu.

Koristene metode su optimalne za pracenje izloZenosti visokim i srednje visokim
koncentracijama mikotoksina. Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) su izracunati iz
obogacenih uzoraka urina koristeci algoritam u ra¢unalnom programu Analyst i prikazani u
Tablici 8. Odnos signala i Suma za LOD je bio 3:1, a za LOQ je bio 10:1, a vrijednosti odgovaraju

koncentraciji u urinu jer su prera¢unate za razrjedenje od 1:10.

Tablica 8 Vrijednosti LOD i LOQ za DON i njegove glukuronide

LOD matriksa | LOQ matriksa
(hg L) (ug L)
DON 4 13
DON-3-GIcA 6 20
DON-15-GlIcA 3 11

Dva uzorka za kontrolu kvalitete su analizirani u svakoj Sarzi od 20 uzoraka. Uzorak urina bez
mikotoksina je koristen kao kontrola negativnih rezultata, kao i uzorak urina bez mikotoksina

obogacen sa standardom razrjedenim u omjeru 1:200.
3.2.6 Analiza kreatinina

Razina kreatinina u urinu je odredena na istom LC-MS/MS uredaju metodom koja je opisana

u radu Wartha i sur. (2012a). Ukratko urin je nakon centrifugiranja razrijeden 1 : 10 000 u dva

37



3. Eksperimentalni dio

koraka (2 x 1:100), te se takav razrijedeni direktno prenio u viale za mjerenje na LC-MS/MS-u
gdje je u sustav ubrizgano 5 pL. Odredivanje urinarnog kreatinina bilo je potrebno kako bi se
uklonio utjecaj koli¢ine konzumirane tekuc¢ine na koncentraciju biomarkera iz urina. Na taj
nacin je moguce dobivene rezultate usporediti s rezultatima drugih istraZivanja. U otopinu za
razrjedivanje dodani su standardi s koncentracijama 10 — 30 — 100 — 300 — 1000 pg L. 1 pL je
injektiran i separiran izokratno na istoj koloni, s istim parametrima rada kao i za biomarkere.
Razdvajanje je provedeno s 95% eluenta A tijekom 1,5 min, a kreatinin je izaSao iz kolone
nakon 1,03 min i ioniziran u pozitivnom ESI nacinu rada. Molekula kreatinina je protonirana
[M+H]* i promatrana na m/z 114, a fragmenti na m/z 44,2 i 86,0. Koncentracije urinarnih

mikotoksina su kasnije normalizirane na kreatinin i izraZzene u pg g* kreatinina.
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Tablica 9 Koncentracija DON-a, DON-3-GlcA i DON-15-GlcA u uzorcima urina (ug L)

Ukupno
Oznaka Unos _Ukuvpn(? izluceni Stopa Stopa
uzorka DON-a |(3ng||-€1? D(;lizGLlff (Egopl) |zll)l,|cc)$\ln| tijeic?nl\wl 22 izluCivanja | konjugacije
urina (ug dan™) (ug L) h (%) (%)
(ug dan™)

01 110,72 <LOD 87,84 13,46 101,30 209,70 91 87
02 56,64 <LOD 48,25 6,67 54,92 114,79 97 88
03 98,59 <LOD 73,30 4,11 77,41 179,97 79 95
04 119,24 <LOD 85,74 11,09 96,83 268,21 81 89
05 83,91 9,77 69,56 11,15 90,48 121,70 108 88
06 81,76 10,32 37,98 7,25 55,56 33,33 68 87
07 85,17 <LOD 58,64 10,91 69,55 132,15 82 84
09 62,93 13,98 30,81 7,13 51,93 108,01 83 86
10 57,69 3,26 37,35 8,15 48,76 21,45 85 83
12 57,69 <LOD 46,12 1,86 47,98 187,11 83 96
14 144,79 <LOD 99,68 17,45 117,13 377,17 81 85
15 62,93 <LOD 50,94 8,01 58,95 159,17 94 86
16 66,08 <LOD 30,19 <LOD 30,19 117,43 46 100
17 82,64 <LOD 51,10 7,16 58,26 50,98 71 88
18 63,98 1,67 22,71 4,73 29,10 54,13 45 84
19 176,29 18,04 107,94 14,81 140,78 261,86 80 89
20 78,67 <LOD 57,26 9,56 66,82 178,74 85 86
21 57,02 <LOD 28,89 2,03 30,92 68,17 54 93
22 110,13 <LOD 91,00 12,03 103,03 125,18 94 88
54 43,34 <LOD 36,48 4,23 40,71 48,85 94 90
58 68,18 <LOD 60,25 7,14 67,39 57,96 99 89
59 69,23 <LOD 65,46 6,31 71,77 103,71 104 91
60 75,06 <LOD 77,71 11,16 88,87 165,30 118 87
61 57,69 4,91 50,98 2,40 58,28 100,25 101 96
62 71,32 <LOD 78,27 10,50 88,77 157,12 124 88
63 65,03 <LOD 53,60 8,05 61,65 88,16 95 87
64 68,18 <LOD 30,35 4,38 34,73 45,84 51 87
65 99,00 <LOD 70,92 7,76 78,67 170,72 79 90
66 69,57 13,78 40,45 3,45 57,68 23,07 83 94
67 100,69 <LOD 75,99 2,21 78,19 127,45 78 97
68 68,18 <LOD 62,60 1,79 64,39 109,47 94 97
69 80,64 <LOD 32,48 4,83 37,31 80,59 46 87
70 98,22 <LOD 79,13 12,56 91,69 123,79 93 86
71 68,18 <LOD 61,35 8,26 69,62 130,18 102 88
72 75,52 <LOD 64,99 7,42 72,41 114,41 96 90
74 105,61 <LOD 33,93 4,18 38,11 39,26 36 89
75 118,49 <LOD 54,71 6,33 61,04 56,15 52 90
76 89,72 <LOD 104,09 13,62 117,70 143,60 131 88
77 69,18 <LOD 24,55 4,71 29,26 46,23 42 84
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Tablica 9 (nastavak)

Ukupno
Unos _Ukuvpn(? izluceni Stopa Stopa
Oznaka DON-a D3G|t:_‘1A DlSGI_fA DO'i izluceni . DON izlu€ivanja konjugacije
ek (ng L) (ng L) (ng L) DOITI1 tijekom 24 (%) (%)
(ug L) h

(ug dan™)
78 121,90 <LOD 85,85 11,95 97,80 336,45 80 88
79 120,05 <LOD 70,31 4,92 75,23 46,65 63 93
80 88,11 <LOD 79,46 11,46 90,92 254,56 103 87
81 143,11 <LOD 39,02 7,71 46,74 106,10 33 83
82 110,13 <LOD 108,12 12,79 120,91 348,22 110 89
83 48,46 <LOD 67,66 4,63 72,30 123,63 149 94
84 65,91 <LOD 43,03 5,75 48,78 53,66 74 88
85 56,64 <LOD 41,91 8,19 50,09 55,85 88 84
86 118,52 <LOD 59,02 6,25 65,26 164,79 55 90
87 90,20 <LOD 48,93 7,68 56,60 130,75 63 86
Prosjek 85,33 1,55 59,53 7,55 68,63 129,02 82 89

lako je metodom analizirano 18 mikotoksina Sto se vidi na Slici 14 koja prikazuje kromatogram
standarda te Slici 15 koja prikazuje kromatogram reprezentativnog uzorka urina, u ovom radu
je naglasak na DON-u i njegovim metabolitima: DON-3-GlcA i DON-15-GlcA ¢Cije su
koncentracija (ug L), stopa izluCivanja (%) i stopa konjugacije (%) obuhvaéena Tablicom 9. U
ispitivanju je sudjelovalo 49 ispitanika &iji je prosjeéan dnevni unos DON-a bio 85,33 pg dan™!
s rasponom 43,34 - 176,29 pg dan™t. Ukupno izlu¢eni DON tijekom 24 sata je u prosjeku bio
129,02 pg dan’l, s rasponom 21,45 — 377,17 ug dant. Koncentracija izlu¢enog ukupnog DON-
a (DON + GlcA) u urinu je bila prosje¢no 68,63 pg L™t s rasponom 29,10 — 140,78 pug L Sto je i

po nekoliko puta vise u odnosu na sli¢na istrazivanja metabolizma DON-a na ljudima.

Iz rezultata je vidljivo da se DON unesen u organizam putem proizvoda na bazi Zitarica najvise
urinom izlu€uje u obliku DON-15-GlcA, prosje¢no 59,53 pg L (raspon 24,55 — 108,12 pg L1).
Udio koji DON-15-GIcA ¢ini u ukupno izluéenom DON-u je 86,74%. U istrazivanju Wartha i sur.
(2012a) DON-15-GlIcA je €inio 75% od ukupno izlu¢enog DON-a. DON se u ovom istraZivanju u
slobodnom obliku izlu¢io u koncentraciji od 7,55 pg L' (raspon <LOD — 17,45 pug L) i to je 11%
ukupno izlu¢enog DON-a, $to je u skladu s rezultatima Wartha i sur. (2013) koji su izvjestili o
9% DON-a izlu¢enog u slobodnom obliku analiziranjem urina jedne osobe. MoZe se provesti i
usporedba s rezultatima dobivenim na urinu 40 trudnica iz Hrvatske (Sarkanj i sur., 2013) gdje

je takoder koncentracija DON-15-GlIcA bila oko 8 puta veca od koncentracije slobodnog DON-
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a. Kod veceg dijela ispitanika je izluCivanje DON-3-GIcA bilo ispod limita detekcije i Cinilo je

ukupno 1,55 pg L (raspon <LOD — 18,4 pg L1), $to je u postotku prosjeéno 2,26%.

Stopa izlucivanja je u prosjeku bila 82% s rasponom 36 — 149% pa je pretpostavka da se
ispitanici nisu pridrzavali plana prehrane te su mozda konzumirali jo§ neke namirnice koje su
bile kontaminirane deoksinivalenolom ili su zbog heterogene distribucije mikotoksina dobili
uzorak s nesto vise DON-a od izracunatog. Ukoliko bi se iz grupnog prosjeka izbacili ispitanici
koji su imali stopu izlu¢ivanja veéu od 100%, tada bi se prosjek stope izlucivanja snizio na 76%
$to je u skladu s ostalim istrazivanjima. Turner i sur. (2011) su radili analizu prvog jutarnjeg
urina koji je koncentriraniji i stopa izlu€ivanja im je bila 72%, ali je u istraZzivanju sudjelovao
vedi broj ispitanika, dok su Warth i sur. (2012a) imali stopu izlu¢ivanja od 68% koristeéi 24-
satni urin te su niZu stopu izlucivanja objasnili time da je prvi jutarnji urin koncentriraniji od
24-satnog te Cinjenicom da je u potonjoj studiji analiziran urin jednog ispitanika. Medu
ispitanicima je nekoliko sa stopom izlucivanja nizom od 50% te se po rezultatima iz tablice
moze zakljuciti da unos DON-a nije utjecao na stopu izluivanja iako bi se sav trebao izluditi
tijekom 24 sata. Dio ispitanika moZda nije pojeo svu hranu koju su trebali ili je na izluCivanje

utjecao neki zdravstveni problem za koji nisu znali.

Prosjek stope konjugacije DON-a u glukuronide iznosi 89% s rasponom 83 — 100%. Warth i sur.
(2012a) su izvjestili o nizoj stopi glukuronidacije (86%) u odnosu na rezultate Turner i sur.
(2011) koji su imali 91%, ali su ovo Warth i sur. (2012a) objasnili unosom hrane s ve¢om
koncentracijom DON-a (138 pg dan™). Ispitanici obuhvaceni ovim istraZivanjem su imali
prosje¢an unos od 85,33 pg dan pa bi se moglo pretpostaviti da su konzumirali sli¢nu
koncentraciju DON-a kao Turnerovi ispitanici (on nije navodio kolika je tocna unesena
koncentracija DON-a). Moguca je i genetska predispozicija veéoj efikasnosti glukuronidacije s
obzirom na zemljopisno podrijetlo. Varijacije u stopi konjugacije su puno manje nego u stopi
izluCivanja i podudaraju se s rezultatima drugih istraZivanja (Turner i sur., 2011; Warth i sur.,

2012a.).
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Tablica 10 Procjena izloZenosti ispitanika (ug kg tjelesne mase™ dan)

Unos DON- | DON-3-GIcA | DON-15- | pon |  UKuPno Ukupno izlugeni DON Stopa Stopa
a (ug dan?) (ug LY) GlcA (ug L) | (ngL?) |z|u(c:gn||__ll))ON tijekom 24 h (ug dan?) | izlugivanja (%) konJ(L:yf;CUe
ukupno (n=49) 85,33 1,55 59,53 7,55 68,63 129,02 82 89
dob 22-30 (n=21) 88,33 1,38 60,32 7,46 69,16 132,45 83 89
31-40 (n=24) 80,85 1,88 57,20 7,55 66,62 126,01 83 89
41-52 (n=4) 96,38 0,42 69,38 8,11 77,91 129,11 77 89
spol M (n=19) 104,85 1,46 77,32 10,12 88,91 185,73 87 89
Z (n=30) 72,96 1,60 48,26 5,93 55,79 93,10 80 89
BMI pothranjeni (n=4) 67,24 6,03 42,66 5,01 53,70 56,57 86 90
normalno uhranjeni (n=34) 82,30 1,52 57,43 7,56 66,51 124,11 83 89
prekomjerna masa (n=>5) 97,52 <LOD 61,32 8,87 70,19 135,14 74 88
pretili (n=6) 104,36 <LOD 81,15 8,14 89,29 200,03 86 91
pusenje | pusaci(n=15) 73,35 2,98 52,13 6,49 61,60 106,50 87 89
nepusati (n=34) 90,61 0,91 62,79 8,02 71,73 138,96 81 89
prehrana | LOV* (n=5) 76,51 2,76 58,68 7,89 69,33 94,29 88 89
OMN** (n=30) 89,38 1,90 58,31 7,94 68,15 142,90 78 88
VEG*** (n=14) 79,78 0,35 62,44 6,61 69,40 111,69 89 90
primanja | 1000-3000 (n=16) 78,74 2,25 60,66 7,52 70,42 130,31 90 89
3001-6000 (n=21) 82,41 0,08 57,80 6,89 64,77 122,47 80 89
6001-9000 (n=5) 113,79 5,67 58,94 9,57 74,18 116,88 67 86
>9001 (n=5) 82,56 1,95 65,98 8,68 76,61 157,07 94 89
edukacija | SSS (n=11) 91,95 0,74 72,01 8,26 81,01 121,49 91 90
VSS (n=32) 83,57 2,11 56,49 7,67 66,27 129,87 81 89
V3S (n=6) 82,56 <LOD 52,86 5,66 58,53 138,30 77 90

*|laktoovovegeterijanska
**omnivorska
***yeganska
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4. Rezultati i rasprava

U Tablici 10 se nalaze isti podaci o procjeni izloZzenosti DON-u, ali podijeljeni na kategorije. U
istrazivanju je sudjelovalo 19 muskih i 30 Zenskih osoba. Unos DON-a je visi kod muskih osoba,
ali i stopa izluCivanja koja je kod muskih osoba bila prosje¢no 87%, a kod Zenskih 80%, dok je

stopa konjugacije bila jednaka kod oba spola (89%).

Kod podjele ispitanika na dobne kategorije (22 — 30; 31 — 40; 41 — 52 godine), vidljivo je da je
kod starijih osoba prosjecan unos DON-a bio veéi zbog veée tjelesne mase, ali je stopa
izlu¢ivanja od 77% niza u odnosu na mlade ispitanike (83%) Sto bi moglo znaciti da je dob bitan

faktor kod izlu¢ivanja DON-a tj. starenjem dolazi do slabljenja fizioloSkih procesa.

Veci unos DON-a kod pothranjenih osoba je rezultirao i ve¢om stopom konjugacije u DON-3-
GlcA u odnosu na druge kategorije ispitanika. Kod njih je koncentracija DON-3-GlcA bila 6,03
ug L, ato je 11,23% od ukupno izlu¢enog DON-a. DON-3-GlcA se pojavljivao samo u urinu
osoba koje su unosile vec¢e koncentracije DON-a hranom jer se i inaCe pojavljuje u nizim

koncentracijama, a detektirane koncentracije su bile blizu limita detekcije.

Kod pusaca je takoder bila veéa konjugacija u DON-3-GlcA. Ukupna stopa konjugacije je bila
jednaka kod pusaca i nepusaca (89%), pa se veca konjugacija u DON-3-GIcA moZe pripisati
drugim faktorima poput indukcije dodatnih izoenzima UGT-a uslijed izlaganja toksikantima iz

duhanskog dima.

Medu ispitanicima je bilo 5 laktoovovegeterijanaca, 30 omnivora te 14 vegana. Stopa
izlu€ivanja je varirala od 78% za omnivore, 88% za laktoovovegetarijance do 89% za vegane.
Zanimljivo je primijetiti da je i stopa konjugacije varirala tako da je najniza kod omnivora (88%),
zatim kod laktoovovegetarijanaca (89%) i najvisa kod vegana (90%). lako je broj ispitanika
premali da bi se donosili generalni zaklju¢ci o tome kako nacin prehrane utjece na konjugaciju,
moguce je da su se vegani i vegetarijanci poveédanom stopom konjugacije prilagodili
poveéanom unosu DON-a hranom, ali i poveéanom unosu fitokemikalija koje poticu ekspresiju
metabolic¢kih enzima.

U kategoriji primanja koja je podijeljena na 4 podskupine te kategorijama edukacije (SSS, VSS,
tesko je procijeniti koji od faktora najviSe utjecCe na te razlike. Socioloski faktori kao Sto su
obrazovanje, utjecaj drustva, kultura, ekonomski status i slobodno vrijeme utje¢u na odabir i

koli¢inu namirnica.
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5 ZAKLUUCCI



5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Prosjecna stopa izlu¢ivanja DON-a urinom iznosila je 82%,

2. DON unesen u organizam putem proizvoda na bazi zZitarica najviSe se urinom izlucuje
u obliku DON-15-GlcA, prosje¢ne koncentracije 59,53 pg L'! s rasponom 24,55 — 108,12
pg L. Udio koji DON-15-GlcA ¢&ini u ukupno izluéenom DON-u je prosje¢no 86,74%,

3. 0Od ukupno izlu¢éenog DON-a u urinu, 11% je u obliku slobodnog DON-a (prosje¢ne
koncentracije 7,55 pg L' s rasponom <LOD — 17,45 pg L), a ostalo su njegovi
glukuronidi,

4. Odnos izlu¢enog DON-15-GlcA i slobodnog DON-a je otprilike 8:1,

5. Kod veceg broja ispitanika je DON-3-GIcA ispod limita detekcije i €ini udio od 2,26%
ukupno izluéenog DON-a s prosje¢nom koncentracijom od 1,55 pug L™t i rasponom <LOD
— 18,4 pg L. Razlog tome je $to se DON-3-GIcA pojavljuje samo u urinu osoba koje su
unosile prehranom veée koncentracije DON-a,

6. Stopa konjugacije je u pravilu jednaka kod svih, iako se mogu primjetiti male razlike
izmedu omnivora te vegana i laktoovovegetarijanaca,

7. Na stopu izluivanja utjecu brojni faktori kao Sto su: unos DON-a, spol, dob, tjelesna

masa, pusenje, nacin prehrane te socioloski faktori koji utje¢u na odabir hrane.
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