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1. Uvod

Deoksinivalenol (DON) je mikotoksin koji pripada u skupinu trihotecena. Uglavhom ga
proizvode plijesni roda Fusarium. Infekcija usjeva plijesnima ovog roda ovisi o vremenskim
prilikama, a pogoduje joj visoka vlaga u vrijeme cvatnje (JECFA, 2001). DON se javlja uglavhom
u Zitaricama poput pSenice, je€ma, zobi, razZi i kukuruza. Zrna Zitarica mogu biti kontaminirana
na polju ili tijekom skladiStenja. Kemijski je stabilan i donekle otporan na toplinsku obradu, te
se takoder moZe naci u hrani na bazi Zitarica (EFSA, 2013a) kao $to su proizvodi od brasna,
kukuruzne pahuljice, hrana za dojen¢ad, slad, pivo i druga hrana (Sarkanj i sur., 2010). Osim
DON-a, plijesni proizvode i njegove acetilirane derivate: 3-acetil-deoksinivalenol (3-Ac-DON) i
15-acetil-deoksinivalenol (15-Ac-DON) koji se mogu u namirnicama pronaci zajedno s DON-

om i njihova razina je obi¢no manja od 10% ukupne koli¢cine DON-a.

Deoksinivalenol-3-glukozid (D3G) je biljni metabolit DON-a i spada u skupinu tzv. maskiranih
mikotoksina (EFSA, 2013b), kasnije preimenovanih u modoficirane mikotoksine (Kovac i sur.,
2018; Rychlik i sur., 2014). Mehanizmima detoksikacije, biljke su sposobne konjugirati DON sa
Seéerima, aminokiselinama ili sulfatnim grupama, pri ¢emu kao glavni metabolit nastaje D3G.
Osim toga, D3G moZe nastati i tijekom tehnoloskog procesa, gdje mehanicka ili toplinska
energija mogu izazvati znacajne modifikacije, ukljucujuci reakcije s makromolekularnim
komponentama kao Sto su Seceri, proteini ili lipidi (Galaverna i sur., 2009). D3G se moze
hidrolizirati u probavnom traktu sisavaca Sto pospjeSuje apsorpciju DON-a, ¢ime pridonosi
ukupnoj izlozenosti DON-u kod pojedinaca (EFSA, 2013a). Maskirani ili konjugirani mikotoksini
mogu imati vrlo razli¢ito kemijsko ponasanje u odnosu na slobodne mikotoksine, te stoga
Cesto ostaju nedetektirani pri rutinskim i zakonski propisanim analizama mikotoksina

(Galavernaii sur., 2009).

Maksimalna koncentracija DON-a u Zitaricama i proizvodima od Zitarica propisana je Uredbom
Europske komisije br. 1881/2006 (EK, 2006) te iznosi od 200-1750 pg/kg. Maskirani metaboliti
nisu uzeti u obzir u procjeni izloZzenosti ukupnim mikotoksinima iz proizvoda na bazi Zitarica
(Vendl i sur., 2010). JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) je 2001.
godine utvrdila privremeni maksimalno tolerirani dnevni unos (PMTDI) za DON od 1 pg/kg
tjelesne mase (t.m.) (JECFA, 2001). Budu¢i da se 3-Ac-DON konvertira u DON i doprinosi
ukupnoj toksiénosti DON-a, JECFA je 2011. godine promijenila PMTDI za DON u grupni PMTDI
od 1 pg/kg t.m. za sumu DON-a i njegovih acetiliranih derivata (JECFA, 2011).
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Osim toga, 2011. godine JECFA je utvrdila i grupnu akutnu referentnu dozu (ARfD) od 8 ug/kg
t.m. za sumu DON-a i njegovih acetiliranih derivata (JECFA, 2011). Bududi da nije bilo dovoljno

informacija o D3G-u, on nije uklju¢en u grupni ARfD.

Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) je 2017. godine izdala znanstveno misljenje
vezano za prisutnost DON-a i njegovih acetiliranih i maskiranih oblika u hrani i hrani za Zivotinje
gdje je utvrdila grupni TDI od 1 pg/kg t.m. i grupni ARfD od 8 pg/kg t.m. za sumu DON-a, 3-Ac-
DON-a, 15-Ac-DON-a i D3G-a (EFSA, 2017).

Zastita ljudi od ovog kontaminanta trebala bi biti osnovnai prioritetna zadaca javnog zdravstva
u svim zemljama. To je osnovna svrha procjene izloZenosti, koja je sastavni dio procesa
procjene rizika. Procjena izloZzenosti sastoji se od povezivanja podataka o prehrambenim
navikama s podacima o koncentraciji odredenog kontaminanta i obi¢no ukljucuje primjenu
statistickih faktora prilagodbe koji dovode do stvaranja zaklju¢aka o koli¢ini kontaminanata
koja se uobicajeno konzumira ili koja se konzumira tijekom cijelog Zivotnog vijeka (Raad i sur.,

2014).



2. TEORUISKI DIO



2. Teorijski dio

2.1. MIKOTOKSINI

Mikotoksini predstavljaju razli¢itu grupu sekundarnih metabolita plijesni (Slika 1) (Nielsen i
sur., 2011; Kuzdralinski i sur., 2013; Rodriguez-Carrasco i sur., 2013), koji su kemijski i
toksikoloski razli¢iti (Sudakin, 2003) i razvijaju se na velikom broju poljoprivrednih i

prehrambenih proizvoda (Bertuzzi i sur., 2011).

a) b)

Slika 1 Mikroskopski snimak plijesni a) Aspergillus, b) Fusarium, c) Penicillium, d) Alternaria

(Kovac i sur., 2018)

Identificirano je vise od 400 mikotoksina, ali najvaznije grupe mikotoksina koje se nalaze u
hrani su: aflatoksini (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 i AFM1) koje proizvode plijesni iz roda
Aspergillus; ohratoksin A (OTA) kojeg proizvode Aspergillus i Penicillium vrste; trihoteceni (T-
2, HT-2, DON, neosolaniol, nivalenol i dr.), zearalenon, fumonizini (FB1 i FB2) koje proizvode
Fusarium vrste (Skrbi¢ i sur., 2012; Vidal i sur., 2013); ergot alkaloidi koje proizvode Claviceps
vrste, te altenuen, alternariol, alternariol metil eter, altertoksin i tenuazonska kiselina koje

proizvode Alternaria vrste (Marin i sur., 2013).
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Tablica 1 Lista najpoznatijih mikotoksina i plijesni koji ih proizvode (Marin i sur., 2013)

Mikotoksini

Plijesni

Deoksinivalenol

Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium cerealis

T-2 i HT-2 toksin

Fusarium acuminatum, Fusarium poae, Fusarium sporotrichioides,
Fusarium langsethiae

Aflatoksini Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus

Citrinin Aspergillus carneus, Aspergillus terreus, Penicillium citrinum, Penicillium
hirsutum, Penicillium verrucosum

Fumonizini Fusarium moniliforme, Fusarium culmorum, Fusarium avenaceum,
Fusarium prolifeeratum, Fusarium nivale

Nivalenol Fusarium moniliforme, Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum, Fusarium

culmorum, Fusarium avenaceum, Fusarium roseum, Fusarium nivale

Ohratoksin A

Aspergillus ochraceus, Penicillium viridictum

Patulin Aspergillus clavatus, Penicillium expansum, Botrytis cinerea,
Penicillium roqueforti, Penicillium claviforme, Penicillium griseofulvum
Zearalenon Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum,

Fusarium roseum, Fusarium moniliforme, Fusarium avenaceum, Fusarium
equiseti, Fusarium nivale

Proizvodnja mikotoksina na poljoprivrednim usjevima ovisi o vrsti plijesni (Tablica 1),

supstratu i uvjetima temperature i vlaZnosti i najéesée se pojavljuju na oste¢enim biljkama

(Sirot i sur., 2013). Do proizvodnje mikotoksina moZze doéi u razlicitim tockama u

prehrambenom lancu: prije Zetve, za vrijeme Zetve te tijekom suSenja i skladistenja. LoSa

poljoprivredna praksa, nepravilno susenje, rukovanje, pakiranje, skladistenje i transport

povecavaju rizik od rasta plijesnii proizvodnje mikotoksina (Slika 2). U preradenoj hrani daljnja

proizvodnja mikotoksina je otezana jer uvjeti skladiStenja sprjecavaju kontaminaciju

plijesnima i biosintezu mikotoksina posebice kada je aktivitet vode u proizvodu dovoljno nizak.

Medutim, kada se aktivitet vode u skladiStenom proizvodu poveca do razina koje

omogucdavaju rast plijesni i proizvodnju mikotoksina toksini se mogu nakupljati i u preradenim

proizvodima (Marin i sur., 2013).
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Slika 2 Izvori kontaminacije i unos mikotoksina u organizam (Persi i sur., 2011)

Ovisno o klimatskim uvjetima, Fusarium plijesni su znaajne u prehrambenom lancu
zastupljenom Zitaricama jer mogu smanijiti prinos usjeva i kontaminirati zitarice mikotoksinima

(Martins i sur., 2008).

Kontaminacija Zitarica Fusarium toksinima zabiljeZena je skoro u cijelom svijetu, stoga se moze
ocekivati i kontaminacija proizvoda na bazi Zitarica jer se preradom mikotoksini ne eliminiraju
u potpunosti (Castillo i sur., 2008; Dos Santos i sur., 2013). Mikotoksini su obi¢no termostabilni
te u vedoj ili manjoj mjeri opstaju tijekom transformacije kontaminiranih biljaka, ovisno o
procesu, i obi¢no se ne eliminiraju tijekom kuhanja i sterilizacije. Lipofilni mikotoksini se mogu
vezati na proteine plazme, i dugo se zadrzZati u organizmu kada je izloZzenost kroniéna odnosno
ponavljana pogotovo kod osjetljive populacije kao Sto su djeca (Castillo i sur., 2008., Sirot i

sur., 2013; Raad i sur., 2014).

Mikotoksini se mogu pojaviti u prehrambenom lancu zbog infekcije usjeva plijesnima, bilo da
ih ljudi direktno konzumiraju ili da se koriste kao hrana za Zivotinje. Metabolizam unesenih
mikotoksina moze rezultirati njihovim nakupljanjem u razli¢itim organima i tkivima, ulaskom

u prehrambeni lanac preko mesa, mlijeka ili jaja (Marin i sur., 2013).
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Mikotoksini mogu imati razli¢ita toksi¢na svojstva kao Sto su karcinogenost, imunotoksi¢nost,
neurotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost, reproduktivna i razvojna toksi¢nost, itd. (Tablica 2) (Serrano
i sur., 2012). Toksi¢nost mikotoksina razlikuje se ovisno o vrsti toksina, i kod Zivotinja je uoceno
da ovisi o vrsti, dozi, vremenu izloZenosti, spolu i dobi (Sirot i sur., 2013). Bududi da toksi¢nost
mikotoksina jo$ nije utvrdena za sve mikotoksine koji se nalaze u hrani, njihov ukupan utjecaj
na ljudsko zdravlje se ne moze procijeniti (Skrbi¢ i sur., 2012). Bolesti izazvane mikotoksinima
- mikotoksikoze (De Boevre i sur., 2013; Marin i sur., 2013) pokazuju razli¢ite klinicke
simptome gdje ucinci antagonizma, sinergizma i aditivnosti izmedu nekoliko mikotoksina

mogu promijeniti negativan zdravstveni utjecaj na izloZeni organizam (De Boevre i sur., 2013).

Dijagnosticke znacajke koje karakteriziraju mikotoksikoze su sljedece: bolest nije prenosiva;
utjecaj lijekova i antibiotika ima mali ili nikakav ucinak, pojava ili epidemija je Cesto sezonska i
obi¢no je povezana sa specificnim namirnicama, pregled sumnjive hrane ili namirnica obi¢no

pokazuje znakove aktivnosti plijesni (Marin i sur., 2013).
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Tablica 2 Bolesti u ljudi koje se povezuju s unosom mikotoksina (Fung i Clark, 2004)

Stetno djelovanje Mikotoksini Predlozeni mehanizam Nacin unosa
Pluéna krvarenja Trihoteceni Inhibicija sinteze proteina i kolagena | Potrebna je visoka razina toksina u zraku
Encefalopatija Aflatoksini Citotoksicnost Konzumacijom hrane kontaminirane toksinima

Depresija srediSnjeg ziv€éanog
sustava (CNS)

Hematoloska / imunoloska
supresija

Rak jetre

Rak jednjaka

Nefropatija

Teratogenost

Gastrointestinalna toksi¢nost

Ergot alkaloidi
Mikrobne hlapljive
organske kemikalije
(kompleksni alkoholi i
aldehidi)
Trihoteceni
Aflatoksini
Aflatoksini
Fumonizini
Ohratoksini

Ergot alkaloidi
Trihoteceni
Aflatoksini

Vecina mikotoksina

Vazokonstrikcija

Smanjenje aktivnosti CNS neurona

slicno alkoholima i aldehidima

Inhibicija sinteze proteina i enzima

Vezanje elektrofila za nukleofilna

mjesta DNA i RNA

Izravna citotoksi¢nost
Vezanje za nukleofilna mjesta

Izravna citotoksi¢nost

Dovoljne/pretjerane koncentracije koje izazivaju
iritaciju sluznice

Potrebna je visoka razina toksina u zraku ili
konzumacijom

Konzumacijom hrane kontaminirane toksinima

Konzumacijom hrane kontaminirane toksinima
Konzumacijom hrane kontaminirane toksinima

Konzumacijom hrane kontaminirane toksinima
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Klasi¢ni pristup procjeni izloZzenosti mikotoksinima je posljednjih desetlje¢a bio baziran na
detektiranju i kvantificiranju prisutnosti ovih kontaminanata u hrani. Ovaj pristup se ne smatra
pouzdanim zbog manjkavosti varijabilnosti u:

— razini kontaminacije hrane,

— pripremi hrane,

— individualnoj potro3nji i individualnoj toksikokinetici i toksikodinamici.

S druge strane, detektiranje prisutnosti biomarkera mikotoksina u bioloskim teku¢inama kao
$to su krv i urin mozZe biti korisnije i pouzdanije za akutnu i kroni¢nu procjenu izloZenosti jer
omogucuje predvidanje buduce stetne posljedice (Njumbe Ediage i sur., 2012). Kod ljudi,
vecéina mikotoksina i njihovih metabolita ucinkovito se izlucuje putem urina $sto omogucuje
procjenu izlozenosti preko koncentracije u urinu pod uvjetom da je uspostavljen odnos izmedu
doze i odgovora (dose-response). Takvo odredivanje zahtijeva osjetljive mjerne instrumente

zbog niskih koncentracija (Sarkanj i sur., 2013; 2018).

2.2. TRIHOTECENI

Trihoteceni su grupa strukturno vezanih mikotoksina s razli¢itim stupnjem toksi¢nog
potencijala. Imaju seskviterpenoidnu prstenastu strukturu i klasificiraju se prema prisutnosti
odnosno odsutnosti karakteristi¢nih funkcionalnih skupina. Sadrie epoksid na 12. i 13. C
atomu (Slika 3), koji je odgovoran za njihovu toksi¢nost (Sudakin, 2003; Omurtag i Beyoglu,
2007; Maresca, 2013; Aniotowska i Steininger, 2014). Toksi¢nost trihotecena je u velikoj mjeri
posljedica njihove sposobnosti inhibiranja sinteze proteina (Omurtag i Beyoglu, 2007;

Maresca, 2013).

Slika 3 Strukturna formula trihotecena (Sarkanj i sur., 2010)

10



2. Teorijski dio

Ovisno o karakteristi¢nim funkcionalnim grupama, trihotecene se dijeli u 4 grupe:
e Tip A: trihodermol, trihodermin, 4,15-diacetoksiscirpenol, neosolaniol, T-2 toksin, HT-
2 toksin, isotrihodermol, kalonektrin, 7,8-dihidroksikalonektrin, harzianum A;
e Tip B: deoksinivalenol, nivalenol, fuzarenon X, trihotecin, trihotecinol A;
e Tip C: krotocin;

e Tip D: satratoksin H, roridin A, bakarin, verukarin A (McCormic i sur., 2011).

Trihoteceni tipa A i tipa B razlikuju se prema prisutnosti odnosno odsutnosti karbonilne grupe
na 8. C atomu. Trihoteceni tipa C sadrZze dodatnu epoksidnu grupu na 7.i 8.ili 9.i 10. C atomu.
Trihoteceni tipa D sadrze makrocikli¢ki prsten na 4. i 15. C atomu (Sudakin, 2003; De Boevre i

sur., 2013).

Trihoteceni tipa A i B su Siroko rasprostranjeni u Zitaricama kao prirodni zagadivaci, dok su
trihoteceni tipa C i D manje vazni, jer se neki od njih ne nalaze u hrani i hrani za Zivotinje (De
Boevre i sur., 2013). Najcesée ih proizvode plijesni rodova Fusarium, Cephalosporium,

Myrothecium, Trichoderma i Stachybotrys (Aniotowska i Steininger, 2014).

Plijesni roda Fusarium koji ¢esto kontaminiraju poljoprivredne usjeve, a posebno Zitarice kao
Sto su pSenica, kukuruz, je¢am, zob, riza i raz izazivaju fuzarijsku palez klasa (Montes i sur.,
2012) pri ¢emu dolazi do formiranja obezbojenih i osuSenih zrna, smanjenog prinosa,
smanjene kvalitete zrna i kontaminacije s nekoliko vrsta mikotoksina (uglavhom DON-a), (Dos
Santos i sur., 2013). Kontaminacija usjeva plijesnima roda Fusarium je zabiljezena i u Hrvatskoj
(Cosi¢ i sur., 2004; Cosi¢ i sur., 2008a; 2008b). Infekcija usjeva rodom Fusarium ovisi o
klimatskim uvjetima i u vecoj mjeri ovisi o rasporedu a ne o koli¢ini padalina (Simsek i sur.,

2012).

Najéeséi nacin izloZzenosti ljudi trihotecenima je putem prehrane (Sudakin, 2003; Dos Santos i
sur., 2013). Trihoteceni su vrlo stabilni spojevi pri skladiStenju, mljevenju, preradi i kuhanju

hrane, i ne unistavaju se pri visokim temperaturama (Marin i sur., 2013).

Trihoteceni pri akutno visokim dozama izazivaju povracanje, proljev i krvarenje, dok kroniéni
unos malih koli¢ina trihotecena dovodi do poveéane osjetljivosti na infektivne bolesti kao
rezultat supresije imunoloskog sustava i drugih simptoma kao Sto su anoreksija, anemija,

neuroendokrine promjene i imunoloski efekti (Montes i sur., 2012).
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2.2.1. DEOKSINIVALENOL

DON (Slika 4), poznat i pod nazivom vomitoksin, je mikotoksin koji spada u skupinu
trihotecena tipa B i kojeg proizvode plijesni Fusarium graminearum i Fusarium culmorum te
najcescée kontaminira psenicu, je¢am, kukuruz, zob i raz (Meky i sur., 2003; Nielsen i sur., 2011;
Warth i sur., 2011; 2012; Kuzdralinski i sur., 2013). DON se cesto moze nacéi u manjim
koli¢inama i u odredenim proizvodima kao $to su pivo i druga fermentirana pica, Zitaricama za
dorucak, kruhu i sli¢énim proizvodima (Sudakin, 2003; Mishra i sur., 2013). Nastajanje DON-a u
zitaricama ovisi o klimatskim uvjetima i na taj nacin varira medu zemljopisnim regijama ili
podrucjima te godinama uzgoja. DON moze nastati i tijekom skladistenja ukoliko sadrzaj vlage

nije dobro kontroliran (Wu i sur., 2007).

Najveca razina DON-a je zabiljezena u vanjskom sloju zrna Zitarica. Zadnjih godina, potice se
konzumaciju integralnih proizvoda i proizvoda od cjelovitih Zitarica, ¢ime se povedava

vjerojatnost njegovog Stetnog utjecaja na ljudsko zdravlje (Vidal i sur., 2013).

DON je vrlo stabilan spoj (pH: 1-10, temp. 150°C) tijekom skladiStenja i prerade/kuhanja hrane,
i potrebni su drasti¢ni uvjeti za njegovu degradaciju (Mishrai sur., 2013; Maresca, 2013). Topiv
je u vodi i u nekim polarnim otapalima (metanolu, acetonitrilu i etil acetatu) (Ji i sur., 2014).
lako DON nije toksi¢an kao drugi trihoteceni (T-2 i HT-2), jedan je od najznacajnijih

kontaminanata Zitarica u svijetu (Marin i sur., 2013).

Nakon unosa moze izazvati razli¢ite toksikoze kod ljudi i domadih Zivotinja. Akutni uéinci
trovanja hranom kod ljudi su bol u abdomenu, vrtoglavica, glavobolja, iritacija grla, mucnina,
proljev, povracdanje i krv u stolici (Pieters i sur., 2004; Cano-Sancho i sur., 2011; Marin i sur.,
2013; Maresca, 2013). DON utjece i na imunoloski sustav i mijenja razli¢ite parametre u krvi,
a osim toga nadraZuje i gastrointestinalni sustav. Glavni dugorocni uéinci pri niskim

koncentracijama su smanjeni rast i smanjeni unos hrane (Pieters i sur., 2004).

Na molekularnoj razini, DON narusava normalnu funkciju stanica inhibicijom sinteze proteina
vezanjem na ribosome, kao i aktivacijom kriti¢nih stani¢nih kinaza koje su uklju¢ene u prijenos
signala vezanih za proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu (Martins i sur., 2008; Vidal i sur.,
2013). Takoder utjeCe na unos hrane, tjelesnu tezZinu i suzbija humoralnu i stani¢nu
imunolosku funkciju (Martins i sur., 2008). Inhibicija sinteze proteina indirektno utjec¢e na

sintezu DNA i RNA, upalne procese i neuroloske procese (Warth i sur., 2012).
12
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Sadrzaj DON-a u velikoj mjeri ovisi o osjetljivosti kultivara prema Fusarium vrstama,
prethodnoj kulturi, postupcima obrade tla i upotrijebljenom fungicidnom sredstvu. Fusarium
graminearum optimalno raste na 25°C i kod aktivnosti vode iznad 0,88, dok Fusarium

culmorum najbolje raste pri 21°C i aktivnosti iznad 0,87 (Simsek i sur., 2012).

Hrana kontaminirana DON-om obi¢no sadrzi nativni DON i njegove derivate. Glavni derivati
DON-a su metaboliti koje proizvode plijesni (acetilirani derivati: 3-Ac-DON i 15-Ac-DON), biljke
(DON-3-sulfat, DON-15-sulfat (Warth i sur., 2015) i D3G), Zivotinje (glukuronski derivati:
deoksinivalenol-3-glukuronid (DON-3-GlcA) i deoksinivalenol-15-glukuronid (DON-15-GIcA) i
sulfatni derivati (DON-3-sulfat i DON-15-sulfat (Warth i sur., 2016)) ili bakterije (de-epoksi dien
derivati: DOM-1). Razli¢ite studije pokazuju da hrana sadrzi velike koli¢cine metabolita DON-a,
vec¢inom metabolita koji nastaju iz plijesniili biljke (3 i 15-Ac-DON i D3G), i ¢ak i do 75% ukupne

koli¢ine DON-a potjec¢e od metabolita (Maresca, 2013).

DON

Slika 4 Struktura DON-a s naznacenim polozajem epoksida (Maresca, 2013)

2.2.1.1. 3-ACETIL-DEOKSINIVALENOL | 15-ACETIL-DEOKSINIVALENOL

Acetilacija je opisana kao proces detoksikacije trihotecena koji koriste Fusarium vrste kako bi

se zastitile od vlastitih toksina (Boutigny i sur., 2008).

Acetilirani derivati DON-a, 3-Ac-DON i 15-Ac-DON (Slika 5), koji dolaze istovremeno s DON-om
u Zitaricama (Castillo i sur., 2008) obi¢no su metaboliti koji nastaju iz plijesni (Berthiller i sur.,
2013). Prisutni su u razini od 10-20% od ukupne koli¢ine DON-a, a odnos izmedu DON-a i
acetiliranih oblika varira. Acetilirani oblici se brzo deacetiliraju in vivo (3-Ac-DON u DON)

(Kanizai Sarié¢ i sur., 2011).
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In vitro studije o usporednoj toksi¢énosti DON-a i njegovih acetiliranih derivata pokazuju da su
15-Ac-DON i 3-Ac-DON jednako ili €ak i manje toksi¢ni u usporedbi s DON-om. Nasuprot tome,
studije o akutnoj oralnoj toksi¢nosti acetiliranih derivata DON-a kod miSeva otkrivaju jednaku
LDso vrijednost za DON i njegove acetilirane metabolite, Sto pokazuje da je oralna toksi¢nost

3-Ac-DON-a i 15-Ac-DON-a in vivo usporediva s toksi¢nos¢u DON-a (Rychlik i sur., 2014).

3-Ac-DON

15-Ac-DON

Slika 5 Struktura 3-Ac-DON-a i 15-Ac-DON-a s naznacenim polozajem epoksida (Maresca,
2013)

2.2.2. MASKIRANI MIKOTOKSINI

International Life Science Institute (ILSI) 2011. godine utvrduje definiciju maskiranih
mikotoksina kao derivata mikotoksina koji se ne mogu detektirati konvencionalnim analitickim
metodama jer je njihova struktura promijenjena u biljci. Medutim, postoje i druge tvari koje
potjecu od mikotoksina, a koje nisu proizvedene u biljci. Takve tvari mogu nastati tijekom
probave sisavaca, kao metaboliti plijesni ili tvari koje nastaju termickom obradom tijekom
prerade hrane. Ove tvari nisu pokrivene izrazom ,maskirani mikotoksini“ (Rychlik i sur., 2014;

Kovac i sur., 2018).
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Kako bi obuhvatili sve moguce oblike u kojima mikotoksini i njihovi modificirani oblici mogu

postojati, Rychlik i sur. (2014) su predloZili novu sustavnu definiciju ,modificiranih

mikotoksina“ koja se sastoji od 4 razine (Tablica 3).

Tablica 3 Sustavna definicija ,,modificiranih mikotoksina” (Rychlik i sur., 2014)

1. razina 2. razina 3. razina 4. razina Primjer
Slobodni DON, Aflatoksin B1, 3-
mikotoksini Ac-DON, 15-Ac-DON
Mikotoksini Kompleksi, fizicki
vezani u otopljeni ili
matriks zarobljeni
Fumonizini vezani na
Kovalentno vezani Skrob, OTA- i DON-
oligosaharidi
Modificirani Bioloski Funkcionalizirani . .
mikotoksini modificirani (metaboliti 1. faze) Aflatoksin B1-epoksid
Koniugirani Konjugirani od strane
1u8 . biljaka (maskirani D3G
(metaboliti 2. faze) ;
prema ILSI-ju)
Lo DON-3/8/15-
VK'onJl'Jg'lranl od strane glukuronid, HT2-3/4-
Zivotinja .
glukuronid
K(?'njug'lranl od strane ZEN-14-sulfat
plijesni
Drukdije Deepoksi-DON (=DOM-
modificirani 1)
Kemniiski norDON A-C, N-
.J. L Termicki formirani karboksi-metil FB1, 14-
modificirani

Netermicki
formirani

(R)-OTA

DON-sulfonat, norDON
A-C (pod alkalnim
uvjetima)

U proizvodima koji su kontaminirani mikotoksinima pojavljuju se mnogi strukturno vezani

spojevi koji nastaju metabolizmom biljke ili preradom hrane a koji mogu nastajati zajedno s

nativnim toksinima. Derivati mikotoksina (konjugirani ili maskirani) mogu imati razli¢ito

kemijsko ponasanje i na taj nacin ostati nedetektirani rutinskim analizama (Galaverna i sur.,

2009; Berthiller i sur., 2013). Takoder se mogu hidrolizirati u svoje prekursore u probavnom

traktu Zivotinja ili mogu imati jednaki toksi¢ni uc¢inak kao slobodni mikotoksini. Posebice je taj

fenomen vezan za Fusarium toksine (Galaverna i sur., 2009). Kemijske transformacije kojima

se proizvode maskirani mikotoksini katalizirane su biljnim enzimima koji su ukljuéeni u proces

detoksifikacije (Berthiller i sur., 2013). Razlikuju se tri faze kemijskih modifikacija tijekom

metabolizma biljke:
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e Faza | ukljuCuje redukciju, oksidaciju i acetilaciju nativhog mikotoksina koji rezultira
aktivacijom dobivene molekule i ve¢om razinom toksi¢nosti,

e Faza Il uklju¢uje enzimatsku transformaciju tih reaktivnih grupa kao $to su konjugacija,
glukozidacija i sulfatizacija koja vodi do formiranja hidrofilnijih spojeva, olakSavajuci
eliminaciju maskiranih mikotoksina i na taj nacin smanjuju toksi¢nost,

e Faza lll se sastoji od razmjeStanja mikotoksina u vakuole biljke ili vezanja na stani¢nu

stijenku (De Boevre i sur., 2013).

Tehnoloski proces takoder ima vaznu ulogu u mehanizmu maskiranja, posebno u proizvodima
na bazi zitarica. Mehanicka ili toplinska energija tijekom procesa transformacije moze izazvati
znacajne promjene, ukljucujuci reakcije s komponentama makromolekula kao Sto su Seceri,
proteini ili lipidi ili oslobadanje nativnih oblika nakon razgradnje maskiranih derivata
(Galaverna i sur., 2009). Preradom hrane, mikotoksini se takoder mogu kemijski mijenjati, ali
spojevi koji nastaju na taj nacin su manje toksi¢ni od nativhog mikotoksina (Berthiller i sur.,

2013).

Potencijalni rizik za potroSace nastaje tijekom probave gdje moze dodi do hidrolize maskiranih

mikotoksina u njihove toksi¢ne nativne oblike (De Boevre i sur., 2013).

Maskirani mikotoksini sastoje se od ekstrahiranih konjugiranih i vezanih (neekstrahiranih)
mikotoksina. Vezani mikotoksini su kovalentno ili nekovalentno vezani na polimerne
ugljikohidrate ili proteinske matrikse. Ekstrahirani konjugirani mikotoksini mogu se detektirati
prikladnim analitickim metodama. Ako im je poznata struktura i ako su dostupni analiticki
standardi pomoc¢u tandemske masene spektrometrije. Za one mikotoksine za koje ne postoje
dostupni analiti¢ki standardi moze se koristiti masena spektrometrija konjugirana sa TOF-om
(Time of flight treci kvadrupol) ili orbitrap tehnologijom (Kovac i sur., 2018). Za razliku od njih,
vezani mikotoksini nisu direktno dostupni i prvo se moraju osloboditi iz matriksa kemijskim ili
enzimskim postupcima prije analize da bi se analizirali tandemskom masenom spektrmetrijom
(Berthiller i sur., 2013). Analiticke metode koje se najéesée koriste za odredivanje mikotoksina
su imunoenzimski test (ELISA) i tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) sa

razli¢itim detektorima (EFSA, 2014).

Modifikacije molekula mikotoksina kojima se smanjuje ili eliminira toksi¢nost mogu dovesti do
precijenjene procjene izloZzenosti mikotoksinima. To se deSava kada se analitickom metodom
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(npr. ELISA) moze odrediti modificirani mikotoksin zajedno s nemodificiranim molekulama, ali
se ne zna da li analiti¢ki signal potjece od manje toksi¢nog ili netoksi¢nog derivata (Berthiller i

sur., 2013).

2.2.2.1. DEOKSINIVALENOL-3-GLUKOZID

D3G (Slika 6) je biljni metabolit koji se nalazi u prirodno kontaminiranim Zitaricama kao $to su
pdenica, je¢am i kukuruz. Zitarice kontaminirane s plijesnima koje proizvode DON sposobne su
detoksificirati taj mikotoksin. Jedan od glavnih putova detoksifikacije je konjugacija DON-a s
glukoznom jedinicom pri ¢emu nastaje D3G (Berthiller i sur., 2013). Mehanizmom
detoksifikacije biljke su sposobne pretvoriti relativnho apolarne trihotecene u polarne derivate
konjugacijom sa Seéerima, aminokiselinama ili sulfatnim grupama, kako bi ih razmjestili u
vakuole. U slu¢aju DON-a nastali derivat je D3G (Galaverna i sur., 2009), DON-3-sulfat ili DON-
15-sulfat (Warth isur., 2015).

Glikozilacija, reakcija koja se odvija u Il. fazi metabolizma biljaka, predstavlja glavni put
detoksifikacije ksenobiotika. Konjugati koji nastaju u Il. fazi mogu biti inkorporirani u netopive
frakcije stani¢nog zida biljke (lll. faza metabolizma) ili konvertirani u topive oblike i prebaceni

u stanicne vakuole biljke (Berthiller i sur., 2011).

D3G je manje aktivan kao inhibitor sinteze proteina od DON-a. Stoga se reakcije glukolizacije
smatraju reakcijama detoksifikacije DON-a u biljkama. Neke vrste pSenice koje ucinkovitije
pretvaraju DON u D3G, otpornije su na Sirenje plijesni F. graminearum koje proizvode DON u
biljci. Ugradnja mehanizma detoksifikacije u kultivare koji su jako osjetljivi na plijesni iz roda
Fusarium dovodi do povecanja D3G/DON odnosa (Berthiller i sur., 2011). Stoga, visoki omjer
D3G/DON moze biti dobar, ako je ukupni sadrzaj svih metabolita DON-a nizak (Berthiller i sur.,
2013). D3G djelomi¢no moze prijec¢i u DON pomocu bakterija intestinalnog trakta (Vendl i sur.,
2010; Berthiller i sur., 2011), te na taj nacin doprinosi ukupnoj izlozenosti DON-u (EFSA,
2013a).

Prisutnost D3G-a se opsezno istraZuje u Zitaricama i proizvodima na bazi Zitarica, i rezultati
pokazuju da koncentracija D3G-a moze biti cak i do 70% koncentracije DON-a, dok u pivu moze
biti i ve¢a od koncentracije DON-a (Berthiller i sur., 2013). Premda istraZivanja zadnjih godina

pokazuju da glukozid deoksinivalenola (D3G) ima toksi¢an potencijal, postavljanje
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toksikoloskih referentnih vrijednosti, kao i maksimalno dozvoljenih koli¢ina bazirano je

isklju¢ivo na roditeljskom spoju (Rychlik i sur., 2014).

Slika 6 Strukturna formula D3G-a s naznacenim poloZajem epoksida (Maresca, 2013)

2.2.2.2. GLUKURONIDACIA

S obzirom na uobicajenu izloZzenost DON-u, vazno je razumjeti potencijalne zdravstvene rizike
kod ljudi. Osim koli¢ine DON-a koja je vazna prilikom odredivanja izloZzenosti, takoder je vazno
proucavanje individualnih varijacija u metabolizmu ksenobiotika, a time i profila aktiviranih i

detoksifikacijskih metabolita (Turnerisur., 2011).

Kako bi se Sto bolje provele epidemioloske studije o Stetnom utjecaju DON-a, potrebno je Sto
pouzdanije odrediti izloZzenost na individualnoj razini. Nepravilnosti u podacima prehrambenih
navika i heterogena raspodjela mikotoksina u prehrambenim proizvodima ogranicava
upotrebu navedenih podataka u odredivanju izloZzenosti kod ljudi. Pouzdaniji indikator
pojedinacne izloZenosti je odredivanje biomarkera u krvi ili urinu (Meky i sur., 2003; Turner i

sur., 2008a).

Nakon unosa DON-a otkrivena su dva metaboli¢ka puta. DON se moZe deepoksidirati u DOM-
1 pomocu crijevne mikroflore ili se moZe konjugirati s glukuronidom pomoc¢u UDP-
glukuronozil-transferaze kod sisavaca (Wu i sur., 2007; Turner i sur., 2011). Nedavna
istrazivanja pokazuju da se DON mozZe naci u urinu i u obliku sulfata kao posljedica
metabolizma druge faze pomodu sulfotransferaza u crijevimaili jetri, pri éemu se sulfati vezu
pretezno na 3. C atom za razliku od glukuronida koji se vezu pretezno na 15. C atom u molekuli

DON-a (Warth i sur., 2016). Glavni detoksifikacijski put DON-a kod ljudi je glukuronidacija, pri
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¢emu su u ljudskom urinu identificirana i karakterizirana dva metabolita: DON-3-GlcA i DON-
15-GlcA (Slika 7) (Sarkanj i sur., 2013). Takoder kod drugih sisavaca (svinje, $takori, midevi i
krave) su potvrdeni i izo-DON glukuronidi i izo-deepoksi-DON glukuronidi kao jedni od
metaolita u koje se DON konvertira (Schwartz-Zimmermann i sur., 2017). Osim
glukuronidacije, konugacija sa sulfatom je takoder jedan od mehanizama detoksifikacije DON-
a koji je potvrden i u ljudima (Warth i sur., 2016), kao i u drugim Zivotinjama (Jurisi¢ i sur.,
2019; Schwartz i sur., 2015; Thanner i sur., 2016), a nastaju DON-3-sulfat i DON-15-sulfat kao

glavni metaboliti.

Brojne studije pokazuju da se DON brzo metabolizira u glukuronidne konjugate. Odredivanje
glukuronidnih oblika moZe posluZiti kao dodatni biomarker, koji je vazan za procjenu

bioraspolozivosti Fusarium mikotoksina i za izradu tocnije procjene rizika (Warth i sur., 2011).

DON-3-GIcA

DON-15-GIcA

Slika 7 Strukture DON-3-GIcA i DON-15-GIcA s nazna¢enim poloZajem epoksida (Maresca,
2013)

Detektiranje i/ili kvantificiranje sume DON-a i njegovih metabolita u ljudskom urinu

preporuceno je za biomonitoring ovog toksina (Njumbe Ediage i sur., 2012).
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2.3. ZAKONODAVSTVO

Zakonom o kontaminantima (HS, 2013) preuzete su odredbe Uredbe Komisije 1881/2006 od
19. prosinca 2006. o utvrdivanju najvec¢ih dopustenih koli¢ina odredenih kontaminanata u
hrani (EC, 2006) sa svim izmjenama i dopunama. U navedenim uredbama postavljene su

najvece dopustene koli¢ine za DON u Zitaricama i proizvodima na bazi Zitarica (Tablica 4).

Tablica 4 Najvece dopustene kolicine DON-a u Zitaricama i proizvodima na bazi Zitarica (EK,

2006)
2.4. Deoksinivalenol ug/ke
2.4.1. | Nepreradene Zitarice, osim tvrde pSenice, zobi i kukuruza 1250
2.4.2. | Nepreradena tvrda pSenicaizob 1750
Nepreradeni kukuruz, osim nepreradenog kukuruza namijenjenog za
2.4.3. ; 1750
preradu mokrom meljavom
Zitarice namijenjene za izravnu prehranu ljudi, Zitno brasno, mekinje i
2.4.4. | klice kao konacni proizvod stavljen na trziste za izravnu prehranu ljudi, 750
osim hrane navedene u tockama 2.4.7.,2.4.8.i2.4.9.
2.4.5. | Tjestenina (suha) 750
Kruh (ukljucujuc¢i male pekarske proizvode), koladi, keksi, snack proizvodi
2.4.6. A Y 500
od Zitarica i Zitarice za dorucak
2.4.7. | Preradena hrana na bazi zZitarica i hrana za dojencad i malu djecu 200
Frakcije meljave kukuruza s velicinom cestica > 500 mikrona, uvrstene
248 pod oznaku CN 1103 13ili 1103 20 40 i drugi proizvodi meljave kukuruza 750
"7 | s veli¢éinom cestica > 500 mikrona koji se ne upotrebljavaju za izravnu
prehranu ljudi uvrsteni pod oznakom CN 1904 10 10
Frakcije meljave kukuruza s veli¢inom Cestica < 500 mikrona, uvrstene
pod oznaku CN 1102 20 40 i drugi proizvodi meljave kukuruza s
2.4.9. . . . . L . 1250
veli¢éinom Cestica < 500 mikrona koji se ne upotrebljavaju za izravnu
prehranu ljudi uvrsteni pod oznakom CN 1904 10 10

JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) je 2001. godine utvrdila
privremeni maksimalno tolerirani dnevni unos (PMTDI) od 1 pg/kg t.m. te akutnu referentnu
dozu (ARfD) od 8 ug/kg t.m. za DON (JECFA, 2001). Buduci da se 3-Ac-DON konvertira u DON i
doprinosi ukupnoj toksi¢nosti DON-a, JECFA je 2011. godine promijenila PMTDI i ARfD za DON
u grupni PMTDI od 1 pg/kg t.m. i grupnu ARfD od 8 pg/kg t.m. za sumu DON-a i njegovih
acetiliranih derivata (JECFA, 2011). Bududi da nije bilo dovoljno informacija o D3G-u, on nije
bio ukljuéen niti u grupni PMTDI niti u grupni ARfD. EFSA je 2017. godine izdala znanstveno

misljenje vezano za prisutnost DON-a i njegovih acetiliranih i maskiranih oblika u hrani i hrani
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za Zivotinje gdje je utvrdila grupni TDI od 1 ug/kg t.m. i grupni ARfD od 8 pg/kg t.m. za sumu
DON-a, 3-Ac-DON-a, 15-Ac-DON-a i D3G-a (EFSA, 2017).

Medunarodna agencija za istraZzivanje raka (International Agency for Research on Cancer —

IARC) klasificirala je DON u grupu 3, $to znaci da nema dokaza o njegovoj karcinogenosti (IARC,

1993).

21



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Cilj rada bio je utvrditi izloZzenost odrasle populacije Republike Hrvatske (RH) slobodnom i
maskiranom obliku DON-a.
Istrazivanje je provedeno u dvije faze:
1. Procjena izloZzenosti populacije RH DON-u i derivatima
e |z istraZivanja ,Prehrambene navike odrasle populacije RH” koje je proveo Centar za
sigurnost hrane Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu (HAPIH) dobiveni su
podaci o naj¢esce koristenim brendovima hrane na bazi zZitarica;
e QOdredena je kolicina DON-a, 3-Ac-DON-a, 15-Ac-DON-a i D3G-a u odabranim
brendovima pomoc¢u LC-MS/MS tehnike;
e Na temelju podataka o prehrambenim navikama i koli¢ini DON-a provedena je
procjena izloZzenosti konzumenata proizvoda na bazi Zitarica.
2. Studija izlu¢ivanja DON-a i glukuronidnih metabolita na ispitanicima
e (QOdabrani su ispitanici koji su konzumirali proizvode s poznatom koncentracijom DON-
a i derivata, provedena je kratka anketa o njihovim prehrambenim navikama, socio-
ekonomskom statusu, antropometrijskim podacima, te prikupljen 24-satni uzorak
urina;
e lzvrSena je analiza uzoraka urina na slobodni DON i njegove glukuronidne oblike DON-
3-GlcA i DON-15-GlcA, te kreatinin;
e Potom je procijenjen utjecaj antropometrijskih karakteristika, socioekonomskog
statusa te sastojaka hrane na metabolizam ovog mikotoksina ¢ime se moZe dobiti
uvid u prehrambene navike i/ili populacijske skupine razli¢ite osjetljivosti na DON;

e Statisticka obrada i interpretacija rezultata.

3.2. MATERUAL | METODE

Kako bi utvrdili prehrambene navike opée populacije odraslih, HAPIH je proveo Nacionalno
istrazivanje o prehrambenim navikama odrasle populacije u Hrvatskoj sukladno EFSA-inim
smjernicama (EFSA, 2009). Istrazivanje je provedeno u odrasloj populaciji (18-64 godine) u dva
ponavljanja (prvi dio u jesen 2011., drugi dio u ljeto 2012., zbog sezonskih varijacija) na
reprezentativnom uzorku od 2002 ispitanika. Primijenjena je metoda 24-satnog prisjecanja te

je u svakom ponavljanju anketa provedena za dva radna dana (izmedu kojih je razmak morao
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biti najmanje dva tjedna) i jedan dan vikenda. Podaci su prikupljeni pomocu dva intervjua
licem u lice u domovima sudionika. Reprezentativni uzorak obuhvatio je razli¢ite socio-
demografske i antropometrijske parametre (regionalnu pokrivenost, ruralna ili urbana
sredina, razina obrazovanja, mjesecni prihod, zaposlenost i obiteljski status, razina tjelesne
aktivnosti, tjelesna tezina i visina, tip prehrane). Osim toga, za svaku konzumiranu hranu
ispitanici su naveli ucestalost konzumacije, s klasifikacijom podijeljenom u 11 razina (nekoliko
puta dnevno; jednom dnevno; 4-5 puta tjedno; 2-3 puta tjedno; jednom tjedno; 2-3 puta
mjesecno; jednom mjesecno; jednom u 2-3 mjeseca; jednom u pola godine; jednom godisnje
i rjede). Svrha ovih informacija bila je olak$ati odredivanje kroni¢ne izloZzenosti. Priru¢nik Sente
i sur. (2004) je koristen za pomo¢ ispitanicima u odredivanju koli¢ine konzumirane hrane i pica.
Za hranu koja nije obuhvacena priru¢nikom koristene su mjere koje se koriste u ku¢anstvima,
kao i vaganje odredene hrane i pi¢a. Svi sudionici su takoder zamoljeni da opiSu hranu i pice
koje su konzumirali (mjesto konzumacije, mjesto kupnje, nacin pripreme, brend i porijeklo

hrane) kako bi se pomoglo u identifikaciji hrane i pi¢a u klasifikaciji.

3.2.1. PROCJENA IZLOZENOSTI POPULACIJE RH DON-U | DERIVATIMA

3.2.1.1. Uzorkovanje proizvoda na trzistu

Namirnice u kojima se, prema postojecoj literaturi, mogu naéi DON i njegovi derivati odabrane
su s popisa dobivenog istrazivanjem ,Prehrambene navike odrasle populacije” koje je proveo
HAPIH. IstraZivanjem su utvrdeni naj¢e$¢e konzumirani brendovi i konzumirane koli¢ine
odabranih namirnica. Prema navedenom je sastavljena lista proizvoda koji su kupljeni na

trzistu i analizirani (Tablica 5).
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Tablica 5 Lista proizvoda i jela na bazi Zitarica u kojima je analiziran DON

Namirnica

Brend / proizvodaé
(Prodajno mjesto)

Brasno, pSenicno, bijelo, Tip 550

Podravka (Konzum)

Brasno, pSenicno, bijelo, Tip 400

Podravka (Konzum)

Brasno, psenicno, integralno

Farina (Konzum)

BRASNO Brasno, psenicno, integralno Biovita (Konzum)
Brasno, razeno, Tip 1250 Farina (Konzum)
Brasno, razeno, Tip 1250 Podravka (Konzum)
Kruh, bijeli (Pekara Jug 2)
Kruh, bijeli (Interspar)
Kruh, bijeli (Pekara Mlinar)
Kruh, polubijeli (Pekara Jug 2)
Kruh, polubijeli (Interspar)
Kruh, polubijeli (Pekara Mlinar)
KRUH I Kruh, crni (Billa)
PECIVA Kruh, crni (Pekara Jug 2)
Kruh, crni (Interspar)
Kruh, integralni Sovital (Konzum)
Kruh, integralni Zrnopan (Interspar)
Pecivo, integralno (Pekara Kadulja)
Pecivo, integralno (Interspar)
Slanac (Pekara Jug 2)
Slanac (Pekara Kadulja)
Pizza, funghi (Restoran Food Panic)
PIZZA Pizza, capricciosa (Pizzeria La Rosa)
Pizza (Konzum)
Buhtla s ¢cokoladom (Pekara Kadulja)
Buhtla s pekmezom (Pekara Kadulja)
Burek s mesom (Pekara Mlinar)
Burek s mesom (Pekara Kadulja)
Burek sa sirom (Pekara Mlinar)
FINI Burek sa sirom (Pekara Kadulja)
PEKARSKI Kroasana, integralna (Pekara Jug 2)
PROIZVODI Kroasana (Pekara Kadulja)

Krofna s pekmezom

(Pekara Mlinar)

Krofna s pekmezom

(Konzum)

Palacinke, integralno pseni¢no
brasno

Brasno: Farina (Konzum)
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Tablica 5 Lista proizvoda i jela na bazi Zitarica u kojima je analiziran DON — nastavak

Namirnica

Brend / proizvoda¢
(Prodajno mjesto)

Palacinke, bijelo pseni¢no brasno,
Tip 550

Brasno: Podravka (Konzum)

Strudla s jabukama

(Pekara Mlinar)

Strudla s ¢okoladom i vanilijom

(Pekara Mlinar)

Plocica od zitarica

Fitness, Nestle (Konzum)

Plocica od Zitarica, cokolada-banana

Corny, Schwartauer Werke (Konzum)

Plocica od Zitarica, cokolada-kikiriki

Corny, Schwartauer Werke (Konzum)

Cokolino, zitna kasica

Podravka (Interspar)

Cokolino, Zitna kasica

Podravka (Konzum)

Griz, Tip 400 Lino, Podravka (Konzum)
Griz, Tip 400 K Plus, (Konzum)
Palenta K Plus (Konzum)
Palenta Tena (Konzum)
ZITARICE ZA | Palenta Franck (Konzum)
DORUCAK Corn flakes Nestle (Konzum)
Corn flakes Provita, Podravka (Konzum)
Corn flakes K Plus (Konzum)
Bran flakes Prima Vita (Billa)
Zitne pahuljice s ¢okoladom Nesquik, Nestle (Konzum)
Zitne pahuljice s voéem Biovita (Konzum)
Zobene pahuljice Hahne (Konzum)
Zobene pahuljice Biovita (Konzum)
Musli, integralne Zitarice i voce K Plus (Konzum)
Musli, integralne Zitarice i voce Vitalis plus, Dr Oetker (Konzum)
Misli, integralne Zitarice i voce Fitness, Nestle (Konzum)
PSeni¢ne mekinje Prima Vita (Billa)
Keksi, slani, krekeri K Plus, party mix (Konzum)
Keksi, slani, krekeri Vic krekeri 3D, Kras (Konzum)
Keksi, slatki, ¢ajni kolutiéi Kras (Konzum)
KEKSI Esti'laﬂitnﬁ' nepolitanie s Kras (Konzum)

Keksi, slatki, napolitanke

Jadro, Karolina (Konzum)

Keksi, slatki, ¢ajno pecivo

Domacdica, Kras (Konzum)

TJESTENINA

Tjestenina, penete br. 24

Cetina, (Konzum)

Tjestenina, penne rigate n. 73

Barilla (Konzum)

Tjestenina, penne rigate

K Plus (Konzum)

Tjestenina, puzici br. 156

Klara (Konzum)

Tjestenina, pene rigate piccole

Pasta Zara (Konzum)
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Tablica 5 Lista proizvoda i jela na bazi zZitarica u kojima je analiziran DON — nastavak

Namirnica Brend /.proiz.vodac':
(Prodajno mjesto)
Tjestenina, makaroni Riola (Konzum)
Pivo, svijetlo OZujsko (Konzum)
Pivo, svijetlo Pan (Konzum)
PIVO Pivo, svijetlo Osjecko (Konzum)
Pivo, svijetlo Karlovacko (Konzum)
Kokice, za mikrovalnu K Plus (Konzum)
Kokice (Stand 1, Kino Europa)
OSTALO Kokice (Stand 2, Kino Europa)
Kukuruz, kuhani (Stand 1, Kino Europa)
Kukuruz, kuhani (Stand 2, Kino Europa)

3.2.1.2. Priprema uzoraka i instrumentalna analiza DON-a i derivata

Zbog topivosti DON-a u vodi (Kushiro, 2008), tjestenina kupljena na trziStu je prije usitnjavanja
i analize, kuhana, kako bi se utvrdio stvarni unos DON-a. Osim tjestenine, pripremljene su i
palac¢inke od uzorkovanog brasna (bijelo glatko brasno i integralno brasno), koje su zatim

analizirane.

Za odredivanje DON-a, 3-Ac-DON-a, 15-Ac-DON-a i D3G-a u uzorcima namirnica koristena je

“razrijedi i injiciraj” LC-MS/MS metoda (Malachova i sur. 2014).

Uzorci namirnica homogenizirani su te usitnjeni na mlinu M20 (IKA). Pet grama
homogeniziranog uzorka je ekstrahirano s 20 mL ekstrakcijskog otapala
(acetonitril/voda/octena kiselina 79:20:1, v/v/v) u plasti¢nim epruvetama od 50 mL (Falcon).
Ekstrakcija je provedena na orbitalnoj tresilici 3017 (GFL), tijekom 90 min, pri 180 okretaja u
minuti uz sobnu temperaturu. Nakon ekstrakcije, 500 pL uzorka je razrijedeno s 500 pL otopine
za razrjedivanje (acetonitril/voda/octena kiselina 20:79:1, v/v/v) u vialama za LC-MS/MS, koje

se potom dobro izmijesSaju na vorteks mijesalici.

Detekcija i kvantifikacija provedena je s QTrap 5500 MS/MS sustavom (AB Sciex) opremljenim
s turbo ion spray elektrosprejno-ionizacijskim (ESI) izvorom i serijom 1290 UHPLC sustava

(Agilent). Detalji instrumentalnih parametara su navedeni u ¢lanku (Malachova i sur., 2014).
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Iskoristenje, te limiti detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) su odredeni analizom uzoraka

kukuruza, pSenice i piva u koje je dodana poznata koli¢ina analiziranih tvari, uz odnos signala

i Suma (signal to noise ratio) od 3:1 za LOD i 10:1 za LOQ (Tablica 6).

Tablica 6 Vrijednosti iskoriStenja, limita detekcije i limita kvantifikacije za DON i derivate u

kukuruzu, psenici i pivu

15-Ac-DON 3-Ac-DON DON D3G
LOD (ng/g) 0,50 0,20 0,20 0,01
LoQ (ng/g) 1,65 0,66 0,66 0,03
IskoriStenje (%) 75-89 87-95 85-98,8 99-106

Analizirane koncentracije su korigirane za srednju vrijednost iskoriStenja analita. Prilikom
izracuna izloZenosti DON-u i derivatima je namirnicama za koje su utvrdene koncentracije nize
od LOD-a ili LOQ-a pripisano pola vrijednosti ovih parametara ukoliko je udio uzoraka s
ovakvim vrijednostima bio manji od 60% (IPCS, 2009).

Ukoliko je udio uzoraka s vrijednostima ispod LOD-a i LOQ-a bio veéi od 60%, racunate su donja
granicna vrijednost (engl. lower bound, LB) i gornja grani¢na vrijednost (engl. upper bound,
UB). U slucaju LB-a je uzorcima ispod LOD-a i LOQ-a pripisana nula, dok je za izracun UB-a

uzorcima pripisana vrijednost LOD-a tj. LOQ-a.
Ekvivalenti DON-a iz D3G-a rac¢unati su prema formuli:

_ Mrpoy

Cpon izD3G-a = FG X Cpsg (1)
D3

gdje je: C = koncentracija [ug/kg],
Mrpon = molekularna masa DON-a [296 g/mol],

Mrpss = molekularna masa D3G-a [458,46 g/mol].
Postotak DON-a iz D3G-a za svaki pojedini uzorak ra¢unat je prema formuli:

C ; -
0 = DON iz D3G—-a x 100 (2)
CDONukupno

gdje je: % = postotak DON-a iz D3G-a,
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C = koncentracija [ug/kg].

Prosjecni doprinos D3G-a ukupnoj koli¢ini DON-a izracunat je kao prosje¢na vrijednost

postotka za svaki pojedini uzorak.

Za svaku namirnicu kupljeno je viSe uzoraka razli¢itog brenda ili od razlicitih proizvodaca, a za
procjenu izloZenosti, na temelju rezultata svih uzoraka za pojedinu namirnicu, racunata je

srednja vrijednost.

3.2.1.3. Procjena izloZzenosti populacije RH slobodnom i maskiranim oblicima
DON-a

Od ukupno 2002 ispitanika koja su sudjelovala u istraZzivanju, njih 1987 su konzumenti
proizvoda na bazi Zitarica. Na temelju koncentracije DON-a i derivata u namirnicama s trzista
RH i podataka o konzumaciji tih namirnica izra¢unata je ukupna izloZenost odrasle populacije

kao zbroj unosa iz namirnica, pri ¢emu je koristena sljedeéa formula za pojedinaéne namirnice

(3):

C xk
1= (3)
m
gdje je: | - izloZenost DON-u i derivatima [pg/kg t.m./danul],

C - prosjecna koncentracija DON-a i derivata [ug/kg],
k - prosje¢na konzumacija [kg/dan],

m - tjelesna masa [kg].

Obzirom na utvrdeni grupni TDI (EFSA, 2017), C u gornjoj formuli je suma koncentracija DON-
a, 15-Ac-DON-a, 3-Ac-DON-a i D3G-a.

Prosjec¢na izlozenost DON-u odredena je za sve konzumente te za podskupine ispitanika
(razvrstane po spolu, dobi, indeksu tjelesne mase (eng. body mass index, BMI; tjelesna masa
u kilogramima podijeljena s kvadratom tjelesne visine u metrima), Zivotnoj sredini, primanjima
u kucanstvu) i usporedena s grupnim TDI-jem za DON i njegove acetilirane i maskirane oblike

(EFSA, 2017).
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3.2.2. STUDUJA 1ZLUCIVANJA DON-A | GLUKURONIDNIH METABOLITA NA
ISPITANICIMA

3.2.2.1. Odabir ispitanika, proizvoda koje c¢e ispitanici konzumirati i
prikupljanje uzoraka urina

Istrazivanje je provedeno tijekom studenog 2014. godine. Ispitanici su bili odrasle, zdrave
osobe, koje ne troSe nikakve lijekove, pri ¢emu su regrutirani ispitanici tri razlic¢ita tipa
prehrane: omnivori ili svejedi (OMN), vegani (VEG) te lakto-ovovegetarijanci (LOV). U
istrazivanju je sudjelovalo 49 ispitanika: 19 muskaraca i 30 Zena, u dobnom rasponu od 22-52
godine. Ispitanici su popunili kraéi anketni listi¢ o antropometrijskim podacima, socio-
ekonomskom statusu te navici pusenja (Prilog 1). S obzirom na stupanj obrazovanja ispitanici
sa srednjom i viSom stru€nom spremom su svrstani u SSS skupinu, a oni s visokom stru¢nom

spremom u VSS skupinu. Osnovni podaci o ispitanicima dani su u Tablici 7.

Prva dva dana ispitanici su morali iz prehrane potpuno iskljuciti unos svih namirnica i hrane
koja u sastavu ima Zitarice i soju. Zbog smanjenog dnevnog unosa ugljikohidrata predlozZen je
zamjenski unos krumpira, batata (slatkog krumpira), bundeve, graha, graska, lece, slanutka i
orasastih plodova. Ispitanici su po Zelji i bez koli¢inskih ograni¢enja mogli konzumirati mlijeko
i mlije€ne proizvode, meso, jaja, svo voce i povrée, gljive, orasaste plodove i sva bezalkoholna

i alkoholna pi¢a osim piva i napitaka od soje ili Zitarica.

Na temelju rezultata analize DON-a i derivata u namirnicama s trziSta RH odabrana su tri
proizvoda koje su ispitanici konzumirali treci dan: polubijeli kruh, pSeni¢ne mekinje i zZitne
pahuljice s mekinjama (eng. bran flakes). Za svakog ispitanika je, na temelju tjelesne mase,
izracunata koli¢ina namirnica koje mogu konzumirati u jednom danu, a da se ne prijede akutna
referentna vrijednost (ARfD) od 8 pg/kg t.m. Koli¢ine DON-a koje su ispitanici unosili navedene

su u Tablici 14.

Izracunata koli¢ina je podijeljena kroz tri obroka: dorucak, rucak i veceru. Svaki ispitanik je
dobio odvagane koli¢ine namirnica koje je morao konzumirati, detaljne upute o prehrani
tijekom tri dana ispitivanja te obrasce (Prilog 2) u koje su trebali biljeziti unos hrane i pic¢a,
posude za prvi jutarnji uzorak i 24-satni uzorak urina te upute za prikupljanje uzoraka urina

(Prilog 2).
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Treceg dana istrazivanja, uz konzumaciju proizvoda koje su dobili, ispitanici su poceli
prikupljati uzorke urina. Prvi jutarnji uzorci urina (prije unosa bilo kakve hrane i pica)
prikupljani su u nesterilne plasti¢ne posude (otprilike 50 mL). Nakon mijesanja, uzorak od 10
mL je prebacen u plasti¢nu kivetu (Falcon) i Cuvan u zamrzivacu (-20°C) do analize. Prvi jutarnji
uzorak urina sluzi za provjeru eventualne prisutnosti DON-a i derivata Sto bi ukazivalo na
konzumaciju Zitarica i proizvoda tijekom prethodna dva dana. Ostale urine treé¢eg dana i prvi
jutarnji urin Cetvrtog dana istrazivanja (24-satni uzorak) prikupljani su u plasti¢ne boce od 2 L
i Cuvani u hladnjaku tijekom prikupljanja do analize. Po dostavljanju 24-satnog uzorka urina,
izmjeren je volumen, cijeli uzorak je promijeSan i izdvojen uzorak od 10 mL koji je prebacen u
plasti¢nu kivetu (Falcon) i ¢uvan u zamrzivacu (-20°C) do analize. Uzorci urina su preuzimani u

direktnom dogovoru s ispitanicima, odmah po isteku 24-satnog perioda.

Ispitivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo za istrazivanja na ljudima Prehrambeno-
tehnoloskog fakulteta i svi ispitanici su potpisali obrazac kojim potvrduju suglasnost za

sudjelovanje nakon $to su obavijeSteni o detaljima istraZivanja (Prilog 3).
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Tablica 7 Podaci o ispitanicima

Tjelesna . . S . . . .
oo | 200 | spo || Y| o | | Tl | Gl | T o | T
HAH_01 46 M 65 174 21,5 N Lov VSS 11000
HAH_02 38 V4 54 160 211 N OMN VSS 12500
HAH_03 39 M 94 167 33,7 N OMN VSS 12500
HAH_04 39 M 70 176 22,6 P 20 15 OMN SSS 2850
HAH_05 34 M 80 192 21,7 N OMN VSS 11000
HAH_06 30 V4 48 165 17,6 P 1,5 OMN VSS 7000
HAH_07 31 V4 50 163 18,8 N OMN VSS 6300
HAH_09 37 V4 60 177 19,2 P 23 25 OMN VSS 1500
HAH_10 38 V4 55 168 19,5 N OMN SSS 1500
HAH_12 39 V4 55 164 20,4 N OMN SSS 2000
HAH_14 30 M 85 183 25,4 N OMN VSS 3200
HAH_15 26 VA 60 174 19,8 P 5 0,3 OMN VSS 10000
HAH_16 33 VA 63 165 23,1 N OMN VSS 4000
HAH_17 37 VA 62 166 22,5 N OMN VSS 9000
HAH_18 46 VA 61 172 20,6 P 20 3 OMN VSS 5000
HAH_19 31 M 85 195 22,4 N OMN VSS 8000
HAH_20 27 M 75 195 19,7 N OMN VSS 5600
HAH_21 29 VA 63 167 22,6 N OMN VSS 5700
HAH_22 52 M 105 185 30,7 N OMN SSS 3000
HAH_54 32 VA 55 160 21,5 N LoV VSS 5000

w
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Tablica 7 Podaci o ispitanicima - nastavak

Ispitanik (::;) Spol Tjelesi:;)masa \?;':; BMI* Pusenje** T(r;j)a::ie Cri‘ia;:':‘a preh;ra::e*** Eduka:ija*** PT:‘ Ral?)ja
HAH_58 38 Z 65 160 254 N OMN SSS 6000
HAH_59 33 Z 66 181 20,1 P 15 10 VEG VSS 3500
HAH_60 33 Z 63 163 23,7 N VEG VSS 4000
HAH_61 25 VA 55 160 21,5 P 6 3 VEG SSS 2300
HAH_62 29 M 68 178 21,5 P 10 10 VEG SSS 2300
HAH_63 33 V4 62 164 23,1 P 10 15 VEG VSS 6000
HAH_64 38 V4 65 176 21,0 P i;éjef‘){ 20 VEG SSS 6000
HAH_65 29 V4 72 170 249 N VEG VSS 2000
HAH_66 23 V4 54 172 18,3 P 9 20 LOV VSS 1900
HAH_67 44 V4 96 174 31,7 N VEG SSS 4000
HAH_68 24 V4 65 175 21,2 N VEG VSS 2300
HAH_69 35 V4 57 159 22,5 N VEG SSS 3500
HAH_70 23 V4 63 169 22,1 N VEG SSS 2300
HAH_71 35 V4 65 177 20,7 N VEG VSS 2300
HAH_72 30 M 72 182 21,7 P 10 2 VEG VSS 2300
HAH_74 24 V4 63 172 21,3 N OMN VSS 4000
HAH_75 24 M 90 179 28,1 N OMN SSS 4000
HAH_76 38 M 78 190 21,6 N LOV SSS 3500
HAH_77 31 VA 46 169 16,1 N LoV VSS 3500
HAH_78 22 M 76 178 24,0 N OMN SSS 2600
HAH_79 30 M 77 183 23,0 N VEG SSS 4000

w
w
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Tablica 7 Podaci o ispitanicima - nastavak

Ispitanik (::(:) Spol Tjelesi:;)masa \;i;i:)a BMI* | Pusenje** T;‘;ia::;e Criga;::‘a preh:::e* «% | Edukacija**** Pr(iI:n RaKn)j a
HAH_80 33 M 84 167 30,1 N OMN VSS 5000
HAH_81 30 Z 69 181 21,1 N OMN VSS 6500
HAH_82 28 M 105 169 36,8 N OMN VSS 4250
HAH_83 26 VA 51 168 18,1 P 8 5 OMN SSS 4250
HAH_84 25 M 106,4 189 29,8 P 10 20 OMN VSS 3000
HAH_85 24 Z 54 169 18,9 N OMN VSS 3000
HAH_86 33 M 113 182 34,1 P 15 20 OMN SSS 2800
HAH_87 38 M 86 184 254 N OMN VSS 3925

*BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index)
**P — pusaci; N — nepusaci
***OMN — omnivori; VEG — vegani; LOV — lakto-ovovegetarijanci

**** SSS — srednja strucna sprema; VSS — visoka stru¢na sprema
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3.2.2.2. Analiza DON-a i glukuronidnih metabolita u urinu

Detekcija i kvantifikacija provedena je s QTrap 5500 MS/MS sustavom (AB Sciex) opremljenim
s turbo ion spray elektrosprejno-ionizacijskim (ESI) izvorom i serijom 1290 UHPLC sustava
(Agilent), prema metodi opisanoj u radu Sarkanja i sur. (2013). Odredivani su slobodni DON i
njegovi glukuronidni oblici: DON-3-GlIcA i DON-15-GIcA.

Prividno iskoriStenje te limiti detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) odredeni su analizom
uzoraka urina u koje je dodana poznata koli¢ina analiziranih tvari. Koristen je odnos signala i

Suma od 3:1 za LOD i 10:1 za LOQ. Kljuéni validacijski parametri metode dani su u Tablici 8.

Tablica 8 Vrijednosti prividnog iskoriStenja, limita detekcije i limita kvantifikacije za DON i

metabolite u urinu

DON DON-3-GIcA DON-15-GIcA
LOD (ng/mL) 0,15 3,00 1,50
LOQ (ng/mL) 0,50 9,99 5,00
Prividno iskoriStenje (%) 93,8 104 98,4

Analizirane koncentracije su korigirane za srednju vrijednost prividnog iskoriStenja analita. U
svrhu daljnjih izraCuna, uzorcima za koje su utvrdene koncentracije nize od LOD-a ili LOQ-a

pripisano je pola vrijednosti ovih parametara.

3.2.2.3. Odredivanje kreatinina u urinu

Kako bi se uklonio utjecaj koli¢ine konzumirane tekucine, odnosno volumena urina na

koncentraciju biomarkera u uzorcima urina, odredena je i koli¢ina kreatinina u urinu. Za

(2012). Koncentracija DON-a i metabolita u urinu izraZzena je u pg/g kreatinina.
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3.2.2.4. Izracun ukupno izlucenog DON-a i metabolita

Koncentraciji nepromijenjenog DON-a u urinu pribrojena je koncentracija glukuronidnih

metabolita (DON-3-GIcA i DON-15-GIcA) koja je preracunata u ekvivalente DON-a prema

formuli:
_ Cpon-3-cicaiti poN-15-Glca X MWpon ()
MWpoN-3-cica ili DON—-15—-GlcA
gdje je: e - ekvivalenti DON-a iz glukuronida [pg/danul],

C - koncentracija DON-3-GIcA ili DON-15-GIcA u urinu [pug/kg],
Mw - molekularna masa DON-3-GIcA ili DON-15-GlcA [kg/dan].

Ukupna koli¢ina izluéenog DON-a (iDON) je izracunata kao suma slobodnog DON-a i
ekvivalenata DON-a iz DON-3-GlcA i DON-15-GlcA kako bi se korigirala ve¢a molekulska masa

glukuronida.

Na temelju podataka o koli¢ini DON-a i derivata u namirnicama koje su ispitanici konzumirali i
podataka o koli¢ini nepromijenjenog i glukuronidnog DON-a u urinu odredena je stopa

izlu¢ivanja i stopa konjugacije za svakog pojedinog ispitanika.

Stopa izlucivanja odredena je prema formuli:

i
s =22 x 100 (5)
Upon
gdje je: SI - stopa izlucivanja [%],

iDON - ukupno izlu¢eni DON [ug/danu],
uDON - unos DON-a [pg/danu].

Stopa konjugacije odredena je prema formuli:

Cpon-3- + Cpon-15-
GK = ZDON=3-GlcA DON-15-GlcA . 110 (6)

lpon

gdje je: SK - stopa konjugacije [%],
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C - koncentracija DON-3-GIcA ili DON-15-GIcA u urinu [ug/kg],
iDON - ukupno izlu¢eni DON [ug/danu].

Ispitan je utjecaj razlicitih znacajki podskupina ispitanika na udio ukupno izlucenog DON-a
tijekom 24-satnog perioda te na udio nepromijenjenog DON-a i glukuronidnih metabolita u

urinu.

3.2.2.5. Unos nutrijenata ispitanika

Na temelju dnevnika prehrane koji su ispitanici ispunjavali kroz tri dana, napravljen je izracun
unosa nutrijenata za svakog ispitanika pojedinatno, pomocu programa NutriPro
(Prehrambeno-tehnoloski fakultet, Osijek) kreiranog za specifi¢nu obradu nutricionistickih
podataka temeljen na tablicama o sastavu namirnica i pi¢a (Kai¢-Rak i Antoni¢, 1990). Odreden
je unos vode, ukupnih bjelan¢evina, bjelancevina biljnog i Zivotinjskog porijekla, ukupnih
masti, zasi¢enih masti, jednostruko i visestruko nezasi¢enih masti, ukupnih ugljikohidrata,
vlakana, alkohola, kao i unos energije. Odvojeno je racunat unos navedenih nutrijenata za prva
dva dana pripremne prehrane te za treci dan intervencijske prehrane. Naime, unos tijekom
prva dva dana prehrane bolje odrazava prehrambene navike ispitanika, unato¢ tome sto je

unos Zitarica bio zabranjen.

3.2.2.6. Statisticka obrada

Primarna obrada podataka provedena je u programu MS Office Excel 2016 (Microsoft). Podaci
o konzumaciji prikazani su kao srednja vrijednost, standardna devijacija, minimalni i
maksimalni unos, te medijan, dok su podaci o izloZzenosti prikazani kroz prosjek i raspon pri LB
i UB vrijednostima. Ispitivanje normalnosti razdiobe provedeno je Kolmogorov-Smirnov
testom. Razlika izmedu dvije nezavisne varijable testirana je neparametrijskim Mann-
Whitneyevim U testom. Za izracun korelacije numeri¢kih vrijednosti koristen je Spearmanov
test korelacije. Statisticka obrada provedena je pomodu programa Statistica 13.3 (StatSoft,

SAD) uz statisticku znacajnost razlika ili korelacije ukoliko je p-vrijednost bila manja od 0,05.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. PROCJENA IZLOZENOSTI POPULACIJE RH DON-U | DERIVATIMA

4.1.1. Unos namirnica koje sadrze DON i derivate

Tablica 9 Konzumacija namirnica u kojima se moZe nac¢i DON (g/dan) medu odraslom

populacijom s podrucja RH

n Prosjek SD Min Max Medijan
Kruh i peciva 1801 134,58 101,67 0,03 833,33 113,33
Kruh, bijeli 809 112,53 85,55 0,03 617,33 93,33
Kruh, polubijeli 997 118,68 80,06 0,89 833,33 100,00
Kruh, crni 177 111,49 74,87 0,12 400,00 92,80
Kruh, integralni 48 80,27 64,34 0,14 350,00 79,72
Pecivo, integralno 18 55,03 48,14 11,20 220,00 43,60
Slanac 177 47,71 28,23 0,24 175,00 51,20
Pizza 256 35,59 54,76 0,31 441,90 17,41
Fini pekarski proizvodi 778 76,81 114,72 0,24 1305,00 37,60
Buhtla 31 36,68 38,50 4,50 177,00 21,00
Burek 252 75,80 79,53 0,75 500,00 42,00
Kroasan 85 39,06 35,23 0,24 170,00 28,80
Krofna 101 48,51 42,00 1,60 180,00 32,40
Palacinke 256 76,12 111,64 1,50 790,00 34,60
Strudla 225 52,48 88,80 0,35 883,20 24,50
Zitarice za dorucak 314 51,78 80,41 0,00 402,00 11,37
Plocica od Zitarica 5 53,40 38,43 9,00 102,00 64,00
Cokolino 35 23,75 29,10 0,50 128,00 15,00
Griz 21 0,51 0,77 0,05 2,74 0,22
Palenta 131 3,31 3,54 0,00 14,43 1,55
Corn flakes 70 97,46 82,99 7,00 376,67 72,00
Zitne pahuljice s 14 112,91 107,93 1,00 400,00 93,60
cokoladom
Zitne pahuljice s voéem 5 78,40 72,21 18,00 200,00 72,00
Zobene pahuljice 32 84,48 71,17 14,00 300,00 67,00
Muesli 22 146,36 114,86 2,80 315,00 118,00
Keksi 373 32,50 36,53 0,00 272,00 21,00
Krekeri 25 25,47 39,17 0,00 150,00 8,64
Cajni koluti¢i 64 34,07 25,12 2,88 110,00 27,20
Napolitanke 219 30,05 33,72 0,09 200,00 18,00
Domacica 105 25,94 25,49 0,05 180,00 17,28
Tjestenina 1398 33,59 51,48 0,04 681,65 18,33
Pivo 509 495,02 574,39 0,24 5400,00 300,00
Ostalo 53 60,81 100,07 0,60 500,00 21,00
Kokice 32 45,38 90,38 0,60 500,00 21,00
Kukuruz, kuhani 22 80,48 109,09 0,69 462,00 39,97
Ukupno 1987 368,97 451,28 2,29 5748,13 217,46
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Prosjecna konzumacija pojedinih namirnica u kojima se moZe naéi DON prikazana je u Tablici
9. Navedeni rezultati prikazani su samo za konzumente. Vidljivo je da je najveci broj
konzumenata konzumirao pSenicni kruh i peciva, nakon c¢ega je slijedila konzumacija
tjestenine, finih pekarskih proizvoda i piva, dok su ostali proizvodi bili zastupljeni u puno
manjoj koli¢ini. Sto se ti¢e unosa razli¢itih namirnica, najveéa prosje¢na konzumacija je

utvrdena za pivo kao i maksimalno prijavljeni dnevni unos.

Turner i sur. (2009) su isto odredivali unos proizvoda na bazi Zitarica u kojima se moze naci
DON te su takoder ustanovili najvecu konzumaciju piva (238 g/dan), ali je prijavljeni unos bio

duplo manji nego u ovom istrazivanju.

Od 509 konzumenata piva veéinu su Cinili muskarci (389 ispitanika), dok je Zena bilo 120.
Prema dobi je neSto veéi broj konzumenata bio u mladoj populaciji (18-40 godina; 265
ispitanika) nego u starijoj populaciji (41-64 godine; 244 ispitanika). Od 389 muskih
konzumenata piva, njih 205 je pripadalo mladoj populaciji, dok je 184 pripadalo starijoj
populaciji. Sto se ti¢e zenskih konzumenata piva, bio je podjednak broj u razli¢itoj dobnoj

populaciji (po 60 konzumenata i u mladoj i u starijoj populaciji).
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4.1.2. DON i derivati u proizvodima od Zitarica

Tablica 10 Srednje koncentracije DON-a, 3-Ac-DON-a, 15-Ac-DON-a i D3G-a u analiziranim

proizvodima na bazi Zitarica pri LB i UB vrijednostima (ug/kg)

3-Ac-DON | 15-Ac-DON D3G
Namirnica DON

LB UB | LB uB LB V] ]

Brasno, pseni¢no, bijelo 0 0,2 0 0,5 | 153,77 0 5,36
Brasno, pseni¢no, bijelo 0 0,2 0 0,5 84,62 0 3,04

)% Brasno, psenicno, integralno 0 0,2 0 05 | 173,20 O 6,31
g Brasno, psenicno, integralno 0 0,2 0 0,5 | 138,38 0 9,86
Brasno, razeno 0 0,2 0 0,5 | 175,55 0 0,01
Brasno, razeno 0 0,2 0 0.5 56,09 0 0,01

Kruh, bijeli 0 0,2 0 0,5 | 147,77 0 0,01

Kruh, bijeli 0 0,2 0 0,5 | 110,69 0 2,63

Kruh, bijeli 0 0,2 0 0.5 23,21 0 0,01

Kruh, polubijeli 0 0,2 0 0,5 | 137,65 0 3,29

Kruh, polubijeli 0 0,2 0 0,5 80,54 0 4,24

< Kruh, polubijeli 0 0,2 0 0.5 33,59 0 0,01
% Kruh, crni 0 0,2 0 0,5 | 118,79 0 4,4
g Kruh, crni 0 0,2 0 0,5 | 102,11 0 3,19
é Kruh, crni 0 0,2 0 0.5 81,38 0 3,11
- Kruh, integralni 0 0,2 0 0,5 68,40 0 0,01
Kruh, integralni 0 0,2 0 0,5 65,04 0 0,01
Pecivo, integralno 0 0,2 0 0.5 87,04 0 0,01
Pecivo, integralno 0 0,2 0 0,5 18,53 0 0,01
Slanac 0 0,2 0 0,5 | 126,56 0 2,59
Slanac 0 0,2 0 0.5 58,61 0 0,01

< Pizza, funghi 0 0,2 0 0,5 | 102,27 0 1,87
E Pizza, capricciosa 0 0,2 0 0,5 38,38 0 1,09
= Pizza 0 0,2 0 0.5 19,98 0 0,01
E = Buhtla s cokoladom 0 0,2 0 0,5 12,71 0 0,01
§ S| Buhtla s pekmezom o |o2| 0| o5 207 | 0| 001
; g Burek s mesom 0 02| O 05 | 5667 | 0O 1,51
o Burek s mesom 0 0,2 0 0,5 21,33 0 0,43
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Tablica 10 Srednje koncentracije DON-a, 3-Ac-DON-a, 15-Ac-DON-a i D3G-a u analiziranim

proizvodima na bazi Zitarica (ug/kg) - nastavak

3-Ac-DON | 15-Ac-DON D3G
Namirnica DON
LB UB | LB uB LB uB
Burek sa sirom 0 0,2 0 0,5 50,06 0 1,39
Burek sa sirom 0 0,2 0 0,5 20,91 0 0,01

g Kroasana, integralna 0 0,2 0 0.5 70,83 0 1,75

N | Kroasana o |o2| 0 | 05| 350| 0| 001

g Krofna s pekmezom 0 0,2 0 0,5 0,10 0 0,01

g Krofna s pekmezom 0 0,2 0 0.5 30,74 0 0,01

% Palacinke, integralno pSeni¢no brasno 0 0,2 0 0,5 29,17 0 0,72

o - ” T < -

E E:gz\cmke, bijelo psSeni¢no brasno, Tip 0 0,2 0 0,5 23,69 0 0,38
Strudla s jabukama 0 0,2 0 0.5 31,51 0 1,27
Strudla s ¢okoladom i vanilijom 0 0,2 0 0,5 16,74 0 0,01
Plocica od Zitarica 0 0,2 0 0,5 64,26 0 0,01
Plodica od Zitarica, ¢okolada-banana 0 0,2 0 0.5 19,13 0 6,97
Plodica od zitarica, ¢okolada-kikiriki 0 0,2 0 0,5 16,05 0 0,01
Cokolino, Zitna kasica 0 0,2 0 0,5 62,01 0 0,01
Cokolino, Zitna kasica 0 0,2 0 0.5 47,03 0 0,01
Griz, Tip 400 0 02| O 0,5 | 99,43 0 3,6
Griz, Tip 400 0 02| O 0,5 | 38,32 0 0,01

~ | Palenta 0 02| O 05 | 141,70 | O 0,01

’§ Palenta 0 02| O 0,5 | 13401| O 0,01

§ Palenta 0 02| O 0,5 | 72,20 0 3,67

S. Corn flakes 0 0,2 0 0.5 0,10 0 0,01

g Corn flakes 0 0,2 0 0,5 76,23 0 0,01

)E Corn flakes 0 0,2 0 0,5 58,23 0 0,01
Bran flakes 0 02| O 0.5 | 171,04 | O 4,35
Zitne pahuljice s ¢okoladom 0 0,2 0 0,5 106,4 0 0,01
Zitne pahuljice s voéem 0 02| O 0,5 | 24,81 0 0,01
Zobene pahuljice 0 7é0 0 0.5 | 84,94 0 18,43
Zobene pahuljice 0 0,2 0 0,5 26,11 0 3,72
Muisli, integralne Zitarice i voée 0 0,2 0 0,5 0,10 0 0,01
Musli, integralne Zitarice i voée 0 0,2 0 0,5 | 324,45 0 0,01
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Tablica 10 Srednje koncentracije DON-a, 3-Ac-DON-a, 15-Ac-DON-a i D3G-a u analiziranim

proizvodima na bazi Zitarica (ug/kg) - nastavak

Namirnica 3-Ac-DON | 15-Ac-DON DON D3G
LB V]:] LB V]:] LB V]:]
Masli, integralne Zitarice i voée 0 0,2 0 0.5 39,13 0 0,01
PSeni¢ne mekinje 0 0,2 0 0,5 | 288,64 0 13,69
Keksi, slani, krekeri 0 0,2 0 0.5 53,79 0 0,01
Keksi, slani, krekeri 0 0,2 0 0,5 37,94 0 0,01
Q Keksi, slatki, ¢ajni kolutici 0 0,2 0 0,5 | 10356| O 0,01
< Keksi, slatki, napolitanke s cokoladom 0 0,2 0 0.5 48,97 0 0,01
Keksi, slatki, napolitanke 0 0,2 0 0,5 29,56 0 0,01
Keksi, slatki, cajno pecivo 0 0,2 0 0,5 16,24 0 0,01
Tjestenina, penete br. 24 0 0,2 0 0.5 0,33 0 0,01
<« | Tiestenina, penne rigate n. 73 0 0,2 0 0,5 43,08 0 2,19
; Tjestenina, penne rigate 0 0,2 0 0,5 33,68 0 1,00
E Tjestenina, puziéi br. 156 0 0,2 0 0.5 16,27 0 0,01
= Tjestenina, pene rigate piccole 0 0,2 0 0.5 13,85 0 0,01
Tjestenina, makaroni 0 0,2 0 0,5 13,23 0 0,90
Pivo, svijetlo 0 0,2 0 0,5 0,10 0 0,01
g Pivo, svijetlo 0 0,2 0 0.5 | 42,02 0 0,01
& | Pivo, svijetlo 0 0,2 0 0,5 | 26,19 0 4,24
Pivo, svijetlo 0 0,2 0 0,5 | 25,87 0 0,01
Kokice, za mikrovalnu 0 0,2 0 0.5 0,10 0 0,01
o | Kokice 0 0,2 0 0,5 0,10 0 0,01
g Kokice 0 0,2 0 0,5 0,10 0 0,01
<] Kukuruz, kuhani 0 0,2 0 0.5 0,10 0 0,01
Kukuruz, kuhani 0 0,2 0 0.5 0,10 0 0,01

Iz Tablice 10, koja pokazuje koncentracije DON-a, 3-Ac-DON-a, 15-Ac-DON-a i D3G-a pri LB i
UB vrijednostima u proizvodima na bazi Zitarica, vidljivo je da niti jedan uzorak nije premasio
MDK vrijednost koja je propisana za DON (Tablica 4). NajviSe koncentracije su ocekivano
sadrzavali proizvodi od integralnih ili cjelovitih Zitarica jer je koncentracija DON-a najveéa u
vanjskom sloju zrna. DON je detektiran u skoro svim analiziranim uzorcima (71/81; 88%). U

uzorcima nije detektiran 15-Ac-DON, a 3-Ac-DON je sadrzavao mjerljive koncentracije samo u
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jednom uzorku zobenih pahuljica. D3G je izmjeren u koncentracijama iznad LOQ-a u 38%
uzoraka, a srednja koncentracija je iznosila 1,5 pg/kg. Prosjecni doprinos D3G-a ukupnoj
koli¢ini DON-a u uzorcima je bio 1,7%. Najvisi udio (19%) je zabiljeZen u uzorku plocica od

Zitarica.

Galaverna i sur. su 2009. godine analizom maskiranog oblika DON-a u proizvodima na bazi
pSenice utvrdili nisku koncentraciju DON-a. Ista skupina autora je potom provela istrazivanje
umjetne inokulacije zrna pSenice rodom Fusarium pri ¢emu je doprinos D3G-a ukupnoj kolicini
DON-a iznosio 2-30%, $to ukazuje na potencijalno znacajan doprinos glukozidnih oblika DON-

a ukupnoj kontaminaciji.

Koncentracija DON-a i maskiranih i acetiliranih oblika u proizvodima na bazi Zitarica
odredivana je i u proizvodima s njemackog trzista (Vendl i sur., 2010). Osamdeset Cetiri uzorka
proizvoda na bazi Zitarica podijeljeni su u 25 kategorija proizvoda. Za svaku kategoriju
proizvoda, odabrano je tri do Cetiri uzorka istog proizvoda, ali razli¢itog proizvodaca. Za razliku
od ovog istrazivanja gdje je DON bio detektiran u vecini uzoraka, u istraZivanju navedenih
autora DON je detektiran u 8 kategorija proizvoda (pseni¢nom brasnu, pSeni¢cnom kruhu,
pSenicnom kruhu od cjelovitih Zitarica, pSeni¢noj krupici, keksima, pSeni¢nim Zitaricama za
dorucak, pahuljicama od mekinja i krekerima), D3G u 2 kategorije proizvoda (pSeni¢nom kruhu
i pSeni¢nom kruhu od cjelovitih Zitarica), dok 3-Ac-DON nije detektiran ni u jednoj kategoriji
(Vendl i sur., 2010). Slicno ovom istraZzivanju, najveca koncentracija DON-a je bila u

proizvodima od cjelovitih Zitarica (bran flakes), zatim u krekerima i pSeni¢énom brasnu.

Rezultati ovog istrazivanja se podudaraju s podacima koje je objavila EFSA (2013a), po kojima
se 3-Ac-DON i 15-Ac-DON rjede detektiraju i u znatno manjim koli¢inama nego DON. Medutim,
za razliku od ovog istrazivanja, u EFSA-inom izvjeséu se 15-Ac-DON pojavljuje u ve¢em broju
proizvoda nego 3-Ac-DON. Od ukupno 3593 uzorka za koje je EFSA imala rezultate analiza za
DON, 3-Ac-DON i 15-Ac-DON, u 1377 uzoraka je kvantificiran barem jedan od navedenih oblika
DON-a. 3-Ac-DON je pronaden u 12 uzoraka u kojima nije detektiran 15-Ac-DON, 15-Ac-DON
je pronaden u 83 uzorka u kojima nije detektiran 3-Ac-DON, a DON je pronaden u 1280
uzoraka u kojima nisu detektirani acetilirani derivati. Prosjec¢ni doprinos DON-a sumi DON-a,
3-Ac-DON-a i 15-Ac-DON-a je iznosio od 72,2% u tjestenini do 82,3% u mlinskim proizvodima

(brasno, krupica i mekinje razlicitih Zitarica). S druge strane, prosjec¢ni doprinos 3-Ac-DON-a i
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15-Ac-DON-a je bio najmanji u mlinskim proizvodima (8% za 3-Ac-DON i 9,7% za 15-Ac-DON)
a najvedi u tjestenini (13,9% za 3-Ac-DON i 13,9% za 15-Ac-DON). Kako podaci kojima EFSA
raspolaZe potjecu iz monitoringa pojedinih drzava ¢lanica EU, rezultati za D3G su bili dostupni
samo iz Cedke i to samo za nepreradenu péenicu i raz. D3G je pronaden samo u 5% uzoraka,
Sto je znatno manje nego u ovom istrazivanju gdje je postotak iznosio 38%. Osim analiziranih
proizvoda, razlike u pojavnosti su mozda i posljedica drukcije analiticke metodologije (EFSA,
2013a), godine analize (vremenske prilike koje su pogodovale nastanku vecih kolicina
maskiranih oblika), vrsti Zitarica (bolja glikozidacija DON-a), i vrsti plijesni koja je inficirala

Zitarice (Kovaci sur., 2018).

4.1.3. IzloZenost populacije RH DON-u i derivatima

Tablica 11 Ukupna izloZzenost odrasle populacije RH DON-u i izloZenost prema razlicitim

kategorijama proizvoda pri LB i UB vrijednostima (pg/kg t.m. na dan)

LB UB
Prosjek | Minimum-Maksimum | Prosjek | Minimum-Maksimum
Ukupno 0,24 0,00-2,12 0,25 0,00-2,16
Kruh i peciva 0,16 0,00 -0,96 0,16 0,00-0,98
Pizza 0,03 0,00-0,26 0,03 0,00-0,27
Fini pekarski proizvodi 0,03 0,00-0,43 0,03 0,00-0,45
Zitarice za dorucak 0,05 0,00 - 0,66 0,05 0,00 - 0,67
Keksi 0,02 0,00-0,15 0,02 0,00-0,15
Tjestenina 0,01 0,00-0,18 0,01 0,00-0,19
Pivo 0,14 0,00-1,53 0,15 0,00-1,65
Ostalo 0,00 0,00 -0,00 0,00 0,00-0,01

Na temelju koncentracija DON-a i derivata i podataka o konzumaciji proizvoda izracunata je
ukupna izloZzenost populacije DON-u te raspon izloZenosti prema kategoriji proizvoda (Tablica
11). Rezultati pokazuju da je prosjecna izlozenost odrasle populacije RH 0,24 odnosno 0,25
ug/kg t.m. na dan pri LB odnosno UB vrijednostima, $to je u odnosu na grupni TDI za DON i
derivate znatno manja vrijednost. Od ukupnog broja konzumenata proizvoda na bazi Zitarica,
24 konzumenta (1,2%) je bilo izlozeno koncentraciji DON-a i derivata viSoj od utvrdenog
grupnog TDI-ja od 1 pg/kg t.m. na dan. lzloZenost konzumenata putem pojedinog tipa

proizvoda je bila ispod grupnog TDI-ja za sve proizvode, osim za pivo kod kojeg je jedan od 509
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konzumenata (0,2%) unio vise od grupnog TDI-ja. Izlozenost DON-u koja prelazi tolerirani
dnevni unos od 1 pg/kg t.m. na dan kretala se u rasponu od 1-2,12 ug/kg t.m. na dan pri LB
vrijednostima, odnosno 1-2,16 ug/kg t.m. na dan pri UB vrijednostima, $to podrazumijeva
nizak rizik kroni¢nih Stetnih ucinaka. Kod 12 od 24 konzumenata s ve¢om izloZzenoS$¢u najveci

doprinos je imalo pivo (0,34-1,65 pg/kg t.m. na dan).

EFSA je uizvje$c€u iz 2013. godine utvrdila vecu izloZenost DON-u. Raspon LB vrijednosti kretao
se od 0,17-0,32 pg/kg t.m. na dan, dok je odgovarajuci raspon UB vrijednosti bio od 0,25-0,46
ug/kg t.m. na dan. Postotak konzumenata koji su premasili grupni TDI je pri donjoj granici LOD-
a bio 0-0,3%, dok je pri gornjoj granici LOD-a bio 0-5,5%. EFSA navodi da se rezultati mogu
razlikovati iz viSe razloga. Navedeno istraZivanje nije u izracun izloZzenosti ukljucilo D3G, te su
za odredivanje izloZenosti koristeni podatci monitoringa za period izmedu 2007.-2012. godine
(EFSA, 2013a). U istraZivanju izloZzenosti populacije RH DON-u prikupljanje i analiza proizvoda
provedena je 2014. godine. Kako koncentracija DON-a u Zitaricama ovisi o vremenskim
uvjetima, odnosno o tome da li je sezona bila kiSovita i pogodna za razvoj Fusarium plijesni, o
tome ovise i koncentracije DON-a u proizvodima. Medutim za proizvode koji su analizirani i Ciji
rezultati su prikazani u Tablici 10 ne znamo da li su proizvedeni od Zitarica berbe 2013. ili prije,

pa koncentraciju DON-a ne mozemo povezati s vremenskim uvjetima.

Tablica 12 Minimalni i maksimalni doprinos pojedinih grupa hrane ukupnoj izloZzenosti

odrasle populacije RH DON-u pri LB vrijednostima (%)

Grupa hrane Minimum - Maksimum
Kruh i peciva 0,0023 - 44,44
Pizza 0,014 - 13,19

Fini pekarski proizvodi 0,0054 - 21,87
Zitarice za dorucak 0,0002 - 33,40
Keksi 0,0001 - 7,58
Tjestenina 0,0007 -9,14

Pivo 0,0036 - 77,38
Ostalo 0-0,04

Tablica 12 prikazuje postotak minimalnog i maksimalnog doprinosa pojedinih grupa hrane
ukupnoj izloZzenosti DON-u pri LB vrijednostima. Rezultati pokazuju da je najveéi doprinos

ukupnoj izlozenosti bio u grupi piva, nakon ¢ega slijede kruh i peciva te Zitarice za dorucak.
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EFSA je u svom istraZivanju 2013. godine takoder odredivala minimalni i maksimalni doprinos
pojedinih grupa hrane na temelju podataka o prehrambenim navikama drzava ¢lanica koji se
nalaze u EFSA-inoj bazi podataka (EFSA Food Comprehensive Database) (EFSA, 2013a). U
njihovom istrazivanju najveci doprinos je bio u grupi kruha i peciva (66,1%), dok je na drugom
mjestu grupa finih pekarskih proizvoda (keksi i kolaci) s doprinosom ukupnoj izloZzenosti od

30%.

Tablica 13 Ukupna izloZenost odrasle populacije RH DON-u i izloZzenost prema podskupinama

ispitanika pri LB i UB vrijednostima (ug/kg t.m. na dan)

LB uB
N Prosjek | Min-Maks % >TDI | Prosjek Min-Maks % >TDI
Ukupno | 1987 0,24 0,00 -2,12 1,2 0,25 0,00-2,16 1,2
| Muskarci 966 0,28 0,00-2,12 1,8 0,30 0,00-2,16 1,9
Spo <
o Zene 1021 0,19 0,00-1,63 0,6 0,20 0,00-1,64 0,6
18-40 god. 982 0,26 0,00-2,12 1,5 0,27 0,00-2,16 1,6
Dob
41-64 god. 1005 0,21 0,00-1,34 0,8 0,22 0,00-1,40 0,8
Pothranjeni
45 0,30 0,00-1,25 4,4 0,31 0,00-1,31 4,4
(< 18,50) ’ ’ ’ ’ ’ ’ 7 ’
Normalno
uhranjeni 955 0,25 0,00-2,12 1,3 0,26 0,00-2,16 1,4
BMI (18,50-24,99)
Prekomjerna
masa 696 0,23 0,00-1,92 1,3 0,24 0,00-2,04 1,3
(25,00-29,99)
Pretili (> 30) 291 0,20 0,00 - 0,95 0,0 0,21 0,00- 0,96 0,0
Zivotna Grad 1236 0,24 0,00-2,12 1,1 0,25 0,00-2,16 1,2
sredina Selo 751 0,24 0,00-1,63 1,2 0,25 0,00-1,64 1,2
OMN 1895 0,24 0,00-2,12 1,2 0,25 0,00-2,16 1,3
(B LoV 89 0,16 0,00-0,97 0,0 0,17 0,00-0,98 0,0
prehrane
VEG 3 0,37 0,15-0,79 0,0 0,39 0,16 - 0,83 0,0

Osim izloZzenosti prema kategoriji proizvoda, odredivana je i izloZenost prema podskupinama
ispitanika pri LB i UB vrijednostima (Tablica 13). Podjelom ispitanika u podskupine utvrdeno
je da je bio podjednak broj muskaraca i Zena koji su konzumirali proizvode na bazi Zitarica, ali
je prosjecna izloZzenost muskaraca bila veéa, Sto se moze pripisati konzumaciji vecih koli¢ina
hrane, kao i vecih kolic¢ina piva koje je najvise doprinijelo unosu kod ispitanika koji su premasili
grupni TDI. Od 24 konzumenata koji su presli grupni TDI, 18 konzumenata su muskarci (75%),
dok su 6 konzumenata Zene (25%). Isto tako, broj mladih i starijih konzumenata je bio

podjednak, ali su mladi konzumenti bili nesto viSe izlozeni DON-u, Sto se takoder moze
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pripisati konzumaciji vecih koli¢ina hrane kod mlade populacije. Kod BMlI-ja izloZzenost se
smanjivala s povecanjem tjelesne mase, pa je tako najveca bila kod pothranjenih osoba, a
najmanja kod pretilih osoba. Najvjerojatniji razlog razlika je tjelesna masa na koju se izloZzenost
izrazava, pri ¢emu se unosi nisu znacajno razlikovali izmedu podskupina. Ujedno, u podskupini
pothranjenih osoba najvedi je postotak konzumenata ¢ija je izlozenost premasila grupni TDI.
Podaci pokazuju da prosjecna izloZenost nije ovisila o Zivotnoj sredini i bila je podjednaka u
gradu i na selu, iako je broj ispitanika iz grada bio skoro dvostruko veéi od broja ispitanika sa
sela. IzraCun prosjecne izloZzenosti s obzirom na tip prehrane pokazuje da je izloZzenost bila
najveca u podskupini VEG, zatim u podskupini OMN i najmanja u podskupini LOV ispitanika,
iako je najveéi broj osoba koje su premasile TDI bio u podskupini OMN. Razlog najvece
izloZzenosti kod VEG je veéa konzumacija proizvoda na bazi Zitarica buduéi da oni ne
konzumiraju namirnice animalnog porijekla (Clarys i sur., 2014). Osim toga, u podskupinama
VEG i LOV je bio znatno manji broj ispitanika nego u podskupini OMN $to moZe utjecati na

to¢nost rezultata.

Ali i sur. (2016) su proveli istraZivanje o procjeni izlozenosti DON-u na ispitanicima iz
Bangladesa i Njemacke. Ispitanici su ispunili upitnik 24-satnog prisje¢anja za prethodna dva
dana, kao i upitnik o uéestalosti konzumacije (FFQ). Na temelju rezultata utvrdili su da kod
ispitanika ne postoji statisticki znacajna razlika u unosu DON-a prema Zivotnoj sredini, kao ni
prema dobi, spolu i BMI-ju ispitanika. Osim toga, nijedna osoba u njihovom istrazivanju nije

premasila TDI, dok su ga u ovom istraZzivanju premasile 24 osobe.

Ok i sur. (2009) su odredivali koncentraciju DON-a na 689 uzoraka proizvoda na bazi Zitarica
sa korejskog trzista, te su napravili procjenu izloZzenosti na temelju podataka o prehrambenim
navikama. Njihovi rezultati su pokazali da se izloZzenost ne razlikuje u ovisnosti o spolu i da je
bila podjednaka kod muskaraca i kod Zena, za razliku od ovog istraZivanja. Sto se ti¢e dobi,
ispitanike su podijelili u 3 dobne kategorije koje spadaju u grupu odraslih (20-29, 30-49 i 50-
64 godine) i izloZzenost je bila podjednaka u svim dobnim kategorijama, Sto se podudara sa
rezultatima provedenom na populaciji RH. Ipak, u njihovom istrazivanju niti jedna osoba nije

presla TDI.

Potpuno drukdéije podatke su dobili Raad i sur. (2014) koji su odredivali izloZzenost odrasle

libanonske populacije mikotoksinima kroz studiju ukupne prehrane (total diet study, TDS). U
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njihovom istraZivanju prosjecna izloZenost je bila znatno veéa (1,56 ug/kg t.m./dan) od
izloZzenosti populacije RH. Utvrdena prosjecna izloZzenost libanonske populacije je ujedno iznad
TDI vrijednosti. Odstupanja rezultata mogu nastati zbog razli¢itih prehrambenih navika, kao i
zbog razli¢ite godine prikupljanja uzoraka, ovisno o razvoju Fusarium plijesni tijekom razlicitih

sezona.

Sirot i sur. (2013) su odredivali izloZzenost francuske populacije mikotoksinima uz TDS. Njihovi
rezultati izloZenosti su takoder bili nesto veéi od ovdje prezentiranih (0,373-0,379 ug/kg

t.m./dan). U njihovom istraZivanju je i pri izracunu LB-a i UB-a TDI premasilo tek 0,5% osoba.
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4.2. STUDUA IZLUCIVANJA DON-A | GLUKURONIDNIH METABOLITA NA
ISPITANICIMA

Razlic¢ita istraZivanja (Wells i sur, 2017; Brera i sur., 2015; Court, 2010; Kroon, 2006; Miners i
Mackenzie, 1991) pokazuju da dob, spol, BMI, pusenje, mjesecna primanja i stupanj
obrazovanja mogu imati utjecaj na izlué¢ivanje DON-a te je stoga provedena usporedba prema
tim parametrima na skupini ispitanika razli¢itih tipova prehrane analizom klju¢nih urinarnih

metabolita nakon unosa poznate koli¢ine DON-a.
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Slika 8 Dob ispitanika podijeljenih u podskupine prema tipu prehrane

Slika 8 prikazuje usporedbu ispitanika s razli¢itim tipom prehrane s obzirom na godine. Iz
rezultata je vidljivo da je podjednak prosjek godina u sve tri podskupine ispitanika. Najvedi
raspon godina je bio u podskupini OMN, dok je kod LOV i VEG podskupina raspon godina bio
podjednak. Statistickom obradom podataka utvrdeno je da ne postoji znacajna razlika u dobi

ispitanika izmedu promatranih podskupina (LOV-OMN, LOV-VEG, OMN-VEG) (p > 0,05).
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Slika 9 BMl ispitanika podijeljenih u podskupine prema tipu prehrane

Rezultati usporedbe ispitanika s razli¢itim tipom prehrane s obzirom na BMI (Slika 9) pokazuju
da je prosjecni BMI kod OMN i VEG podskupina bio podjednak, dok je kod LOV podskupine bio
nesto nizi. Razlog tome moze biti Sto je u podskupini LOV znatno manje ispitanika (N=5) nego
u ostalim podskupinama (OMN=30, VEG=14). Statistickom obradom podataka utvrdeno je da
ne postoji znacajna razlika izmedu bilo kojeg para podskupina (LOV-OMN, LOV-VEG, OMN-
VEG) (p >0,05).

Brera i sur. (2015) su takoder odredivali BMI kod osoba s razli¢itim tipovima prehrane. U
njihovom israZivanju su ispitanici podijeljeni na OMN i vegetarijance u koje spadaju i LOV i VEG
tipovi prehrane. Podaci su prikupljani za ispitanike iz Italije, Norveske i Velike Britanije.
Rezultati pokazuju da je u ltaliji BMI kod Zena bio veéi u podskupini OMN nego kod
vegetarijanaca, dok je kod muskaraca BMI bio veéi u podskupini vegetarijanaca nego kod

OMN. U Norveskoj BMI je kod Zena bio jednak u obje podskupine, dok je kod muskaraca bio
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veci u podskupini OMN. U Velikoj Britaniji je BMI kod muskaraca i Zena bio veéi u podskupini

OMN nego kod vegetarijanaca.

Wells i sur. (2017) su u svom istrazivanju koristili podatke iz izvjeSéa Brera i sur. (2015) samo
za ispitanike iz Velike Britanije gdje je izvrSena usporedba izmedu VEG i OMN. Njihovi rezultati
su u skladu s rezultatima u ovom istrazZivanju, jer je BMI bio nesSto niZi u podskupini

vegetarijanaca, ali ta razlika nije bila statisti¢ki znacajna.

14000

12000

10000 |

8000 |

6000 -1 .

Mjese na primanja (HRK)

4000 1

2000 —] ——

LOV{N:S) OWVN (N=30) \EG(N=14} nsrednja wijednost
Tip prehrane T min-maks

Slika 10 Mjesecna primanja (HRK) ispitanika podijeljenih u podskupine prema tipu prehrane

Rezultati usporedbe ispitanika s razliitim tipom prehrane s obzirom na mjese€na primanja
(Slika 10) pokazuju da se prosjecna primanja koja su imali ispitanici u podskupini OMN i LOV
nisu bitno razlikovala, dok su ispitanici u podskupini VEG imali najniza prosje¢na primanja.
Statistickom obradom podataka utvrdeno je da su OMN imali znacajno visa primanja u odnosu
na VEG (p = 0,023), dok izmedu ostalih podskupina nisu ustanovljene znacajne razlike (p >

0,05). Socio-ekonomski status i primanja mogu utjecati na izbor hrane a samim time i na unos
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mikotoksina, ¢emu u prilog govore hipoteze u slucaju ohratoksina A kako ¢e veci socio-
ekonomski status biti povezan s vedim unosom hrane kontaminirane ovim toksinom te

rezultirati povec¢anim rizikom vezanih bolesti (Klapec i sur., 2012; Schwartz, 2002).

Tablica 14 Ukupan unos DON-a ispitanika (pg/kg) i unos prema tjelesnoj masi (ug/kg t.m. na

dan)
Ispitanik Ukupan unos DON-a Unos DON-a
(ng/kg) (ng/kg t.m. na dan)
HAH_01 110,72 1,70
HAH_02 56,64 1,05
HAH_03 98,59 1,05
HAH_04 119,24 1,70
HAH_05 83,91 1,05
HAH_06 81,76 1,70
HAH_07 85,17 1,70
HAH_09 62,93 1,05
HAH_10 57,69 1,05
HAH_12 57,69 1,05
HAH_14 144,79 1,70
HAH_15 62,93 1,05
HAH_16 66,08 1,05
HAH_17 82,64 1,33
HAH_18 63,98 1,05
HAH_19 176,29 2,07
HAH_20 78,67 1,05
HAH_21 57,02 0,91
HAH_22 110,13 1,05
HAH_54 43,34 0,79
HAH_58 68,18 1,05
HAH_59 69,23 1,05
HAH_60 75,06 1,19
HAH_61 57,69 1,05
HAH_62 71,32 1,05
HAH_63 65,03 1,05
HAH_64 68,18 1,05
HAH_65 99,00 1,37
HAH_66 69,57 1,29
HAH_67 100,69 1,05
HAH_68 68,18 1,05
HAH_69 80,64 1,41
HAH_70 98,22 1,56
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Ispitanik Ukupan unos DON-a Unos DON-a
(ng/kg) (ng/kg t-m. na dan)
HAH_71 68,18 1,05
HAH_72 75,52 1,05
HAH_74 105,61 1,68
HAH_75 118,49 1,32
HAH_76 89,72 1,15
HAH_77 69,18 1,50
HAH_78 121,90 1,60
HAH_79 120,05 1,56
HAH_80 88,11 1,05
HAH_81 143,11 2,07
HAH_82 110,13 1,05
HAH_83 48,46 0,95
HAH_84 65,91 0,62
HAH_85 56,64 1,05
HAH_86 118,52 1,05
HAH_87 90,20 1,05

Tablica 14 pokazuje ukupan unos DON-a za svakog ispitanika kao i unos DON-a po kilogramu

t.m. Rezultati pokazuju da je unos DON-a kod svih ispitanika bio znatno nizi od ARfD-a od 8

ug/kg t.m. na dan. Raspon minimalnog i maksimalnog unosa DON-a po kilogramu t.m. se

kretao od 0,62 do 2,07 ug/kg t.m. na dan (srednja vrijednost 1,19 + 0,29 pg/kg t.m.) te je ovisio

prvenstveno o stvarnim koli¢inama namirnica poznate koncentracije DON-a koje su ispitanici

konzumirali.
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Slika 11 Usporedba prosjeénog unosa DON-a prema tipu prehrane (pg/kg t.m. + SD)
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Rezultati usporedbe prosje¢nog unosa DON-a ispitanika s razli¢itim tipom prehrane (Slika 11)
pokazuju da je prosjecni unos DON-a bio podjednak u svim podskupinama. Nije utvrdena
statisticki znacajna razlika (p > 0,05) izmedu prosje¢nih unosa DON-a kod pojedinih

podskupina.

4.2.1. DON i glukuronidni metaboliti u urinu
U pet analiziranih uzoraka prvog jutarnjeg urina utvrdene su razine nepromijenjenog DON-a

ispod LOD-a i LOQ-a.

Tablica 15 Koncentracije DON-a i glukuronidnih metabolita u uzorcima 24-satnog urina

ispitanika (ng/mL)

ispitanik DON-3-GlcA DON-15-GlcA DON
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
HAH_01 14,42 43,13 6,61
HAH_02 14,42 13,51 2,54
HAH_03 14,42 32,04 2,54
HAH_04 14,42 31,46 2,54
HAH_05 14,42 52,56 8,43
HAH_06 48,03 64,33 12,29
HAH_07 14,42 31,36 5,84
HAH_09 14,42 13,51 2,54
HAH_10 14,42 86,27 18,82
HAH_12 14,42 13,51 0,76
HAH_14 14,42 31,46 5,51
HAH_15 14,42 13,51 2,54
HAH_16 14,42 13,51 0,76
HAH_17 14,42 59,35 8,31
HAH_18 14,42 13,51 2,58
HAH_19 14,42 58,98 8,09
HAH_20 14,42 13,51 2,54
HAH_21 14,42 13,51 0,76
HAH_22 14,42 76,11 10,06
HAH_54 14,42 30,89 2,54
HAH_58 14,42 71,19 8,44
HAH_59 14,42 46,04 2,54
HAH_60 14,42 42,46 6,10
HAH_61 14,42 30,12 0,76
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Tablica 15 Koncentracije DON-a i glukuronidnih metabolita u uzorcima 24-satnog urina

ispitanika (ng/mL) - nastavak

ispitanik DON-3-GlcA DON-15-GlcA DON
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
HAH_62 14,42 44,94 6,03
HAH_63 14,42 38,09 5,72
HAH_64 14,42 13,51 2,54
HAH_65 14,42 33,21 2,54
HAH_66 48,03 102,76 8,77
HAH_67 14,42 47,38 0,76
HAH_68 14,42 37,42 0,76
HAH_69 14,42 13,51 2,54
HAH_70 14,42 59,57 9,46
HAH_71 14,42 33,34 2,54
HAH_72 14,42 41,80 2,54
HAH_74 14,42 33,48 2,54
HAH_75 14,42 60,44 6,99
HAH_76 14,42 86,71 11,34
HAH_77 14,42 13,51 2,54
HAH_78 14,42 13,51 2,54
HAH_79 14,42 115,25 8,07
HAH_80 14,42 28,84 2,54
HAH_81 14,42 13,51 2,54
HAH_82 14,42 38,15 4,51
HAH_83 14,42 40,21 2,54
HAH_84 14,42 39,76 5,31
HAH_85 14,42 38,20 7,46
HAH_86 14,42 13,51 2,51
HAH_87 14,42 13,51 2,54

Rezultati analize DON-a i njegovih glukuronidnih oblika iz 24-satnog urina prikazani su u Tablici
15 i pokazuju da je u svim analiziranim uzorcima detektiran DON-15-GlcA. DON je bio ispod
LOD-a u 7 od 49 uzoraka (14%), dok je ispod LOQ-a bilo 22 od 49 uzoraka (45%). DON-3-GIcA
bio je ispod LOD-a u najve¢em broju uzoraka i samo su dva uzorka (4%) sadrzavala
koncentraciju ispod LOQ-a, ali iznad LOD-a. Prosjecna koncentracija za DON-3-GIcA je iznosila

15,79 ng/mL, za DON-15-GlcA 38,98 ng/mL, te za DON 4,75 ng/mL.

Sarkanj i sur. (2013) su odredivali biomarkere u urinu trudnica s podrugja istoéne Slavonije. U

njihovom istrazivanju DON je bio prisutan u 76% uzoraka, DON-15-GlcA u 98% uzoraka, a DON-
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3-GIcA u 83% uzoraka. Prosjecne koncentracije DON-a i glukuronida su bile znatno veée nego
u ovom istraZivanju i za DON-15-GIcA je iznosila 120,4 pg/L, za DON-3-GIcA 28,8 ug/L, dok je
za DON iznosila 18,3 pg/L. Ispitanici su u ovom istrazivanju konzumirali hranu s poznatom
koli¢inom DON-a uz prosjec¢nu izloZzenost oko TDI vrijednosti (Slika 11), ali razlike su vjerojatno
uzrokovane i ¢injenicom da trudnoéa podrazumijeva poveéan unos hrane te utjee na
opcenito povecanje glukuronidacije, te unosom kontaminiranije hrane (Miners i Mackenzie,
1991; Sarkanj i sur., 2013). Stoga se moZe ocekivati veéa koncentracija i DON-a i njegovih

glukuronidnih metabolita kod trudnica (Sarkanj i sur., 2013).

Istrazivanje na 27 ispitanika u Austriji detektiralo je DON u 22% uzoraka, DON-15-GIcA u 96%
uzoraka, a DON-3-GlIcA u 56% uzoraka. DON je odredivan u prvom jutarnjem urinu, a ispitanici
su dan prije prikupljanja urina konzumirali normalnu prehranu (Warth i sur., 2012), dok su u
ovom istraZivanju analizirani 24-satni uzorci urina nakon konzumacije proizvoda poznatog

sadrzaja DON-a.

IstraZivanje uz intervencijsku prehranu (uz unos DON-a od 2,3 pg/kg t. m.) i odredivanje istih
biomarkera u 24-satnom urinu jedne osobe utvrdilo je prosje¢ne urinarne koncentracije DON-
a i glukuronida u rasponu utvrdenih u ovom istrazivanju, tj. 22 pug/L za DON-15-GIcA, 8 ug/L za
DON-3-GlcA te 9 ug/L za DON (Warth i sur., 2013).

Sliéno istrazivanje su proveli i Huybrechts i sur. (2014) na 29 ispitanika gdje su odredivali DON
i glukuronide u prvom jutarnjem urinu. Njihovi rezultati su bili nesto drugaciji nego u ovom
istraZivanju i kod njih se DON izlucivao u znatno manjem postotku (59,4% uzoraka), a DON-3-
GlIcA u znatno vec¢em postoku (90,6% uzoraka), dok je postotak izluc¢ivanja DON-15-GIcA bio
isti (100% uzoraka). Prosjecna koncentracija DON-a je bila znatno manja (0,7 ng/mL), dok su
prosje¢ne koncentracije DON-3-GlcA (11,8 ng/mL) i DON-15-GlcA (82,6 ng/mL) bile znatno

vecée u usporedbi s ovdje prezentiranim istrazivanjem.

Heyndrickx i sur. (2015) su takoder odredivali koncentraciju DON-a i njegovih glukuronidnih
oblika u prvom jutarnjem urinu u sklopu BIOMYCO studije na 239 odraslih osoba s podruéja
Belgije. U njihovom istraZivanju pojavnost DON-a u urinu bila je znatno manja (37%), DON-3-
GlcA seizlucivao u nesto ve¢em postotku (77%) dok se DON-15-GlcA izlu¢ivao u istom postotku

(100%) kao i u ovdje prezentiranom istrazivanju. Prosje¢na koncentracija DON-a je bila manja
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(3,9 ng/mL), dok su prosjecne koncentracije DON-3-GIcA (7,5 ng/mL) i DON-15-GlcA (53,8

ng/mL) bile veée nego u ovom istraZivanju (Heyndrickx i sur., 2015).

Vece koncentracije DON-3-GlcA i DON-15-GIcA u navedenim istraZivanjima mogu se pripisati

Cinjenici da su navedeni metaboliti odredivani u prvom jutarnjem urinu koji je koncentriraniji

nego 24-satni uzorak.

Tablica 16 DON i ekvivalenti DON-a iz glukuronidnih metabolita u urinu ispitanika

Urin

Stopa

Volumen sy Stopa
Sifra urina DON-3- DON-15- Slobodni Ukupni lzlug'l- e
(ml) GlcA GlcA DON DON vanja [ ciie (%)
(ug/dan)* | (ug/dan)* | (mug/dan) | (ug/dan)* (%)

HAH_01 | 2070 18,72 55,98 13,68 88,38 79,8 84,52
HAH_02 | 2090 18,90 17,71 5,31 41,93 74,0 87,34
HAH_03 | 2325 21,03 46,71 5,91 73,65 74,7 91,98
HAH_04 | 2770 25,05 54,64 7,04 86,73 72,7 91,89
HAH_05 | 1345 12,17 44,33 11,33 67,83 80,8 83,29
HAH_06 600 18,07 24,20 7,37 49,65 60,7 85,15
HAH_07 | 1900 17,19 37,37 11,09 65,65 77,1 83,10
HAH_09 | 2080 18,81 17,63 5,28 41,73 66,3 87,34
HAH_10 440 3,98 23,81 8,28 36,07 62,5 77,04
HAH_12 | 3900 35,28 33,05 2,97 71,30 123,6 95,83
HAH_14 | 3220 29,12 63,53 17,73 110,39 76,2 83,94
HAH_15 | 2700 24,42 22,88 6,86 54,16 86,1 87,34
HAH_16 | 3890 35,18 32,97 2,96 71,12 107,6 95,83
HAH_17 875 7,91 32,57 7,27 47,76 57,8 84,77
HAH_18 | 1860 16,82 15,76 4,81 37,39 58,4 87,15
HAH_19 | 1860 16,82 68,79 15,05 100,66 57,1 85,05
HAH_20 | 2675 24,20 22,67 6,80 53,66 68,2 87,34
HAH_21 | 2205 19,94 18,69 1,68 40,31 70,7 95,83
HAH_22 | 1215 10,99 57,99 12,23 81,21 73,7 84,94
HAH_54 | 1200 10,85 23,25 3,05 37,15 85,7 91,79
HAH_58 860 7,78 38,40 7,26 53,44 78,4 86,41
HAH_59 | 1445 13,07 41,72 3,67 58,46 84,5 93,72
HAH_60 | 1860 16,82 49,53 11,34 77,69 103,5 85,41
HAH_61 | 1720 15,56 32,49 1,31 49,36 85,6 97,34
HAH_62 | 1770 16,01 49,88 10,67 76,56 107,3 86,06
HAH_63 | 1430 12,93 34,16 8,18 55,27 85,0 85,21
HAH_64 | 1320 11,94 11,19 3,35 26,48 38,8 87,34
HAH_65 | 2170 19,63 45,20 5,51 70,34 71,0 92,16

58




4. Rezultati i rasprava

Tablica 16 DON i ekvivalenti DON-a iz glukuronidnih metabolita u urinu ispitanika - nastavak

Volumen Urin - : .St°'3f" Stopa
Sifra urina DON-3- DON-15- Slobodni Ukupni Izlut.:I- i
(mL) GlcA GlcA DON DON vanja gacije (%)
(ug/dan)* | (pg/dan)* | (pug/dan) | (ug/dan)* (%)

HAH_66 400 12,05 25,78 3,51 41,33 59,4 91,51
HAH_67 | 1630 14,74 48,43 1,24 64,41 64,0 98,07
HAH_68 1700 15,38 39,90 1,30 56,57 83,0 97,71
HAH_69 2160 19,54 18,31 5,49 43,33 53,3 87,34
HAH_70 1350 12,21 50,43 12,77 75,41 76,1 83,07
HAH_71 1870 16,91 39,10 4,75 60,77 89,1 92,18
HAH_72 1580 14,29 41,42 4,01 59,72 79,1 93,28
HAH_74 1030 9,32 21,62 2,62 33,56 31,8 92,20
HAH_75 920 8,32 34,87 6,43 49,62 41,9 87,04
HAH_76 1220 11,03 66,34 13,84 91,21 101,7 84,83
HAH_77 1580 14,29 13,39 4,01 31,70 45,8 87,34
HAH_78 3440 31,11 29,15 8,74 69,01 56,6 87,34
HAH_79 620 5,61 44,81 5,00 55,42 79,2 90,97
HAH_80 2800 25,33 50,64 7,11 83,08 94,3 91,44
HAH_81 2270 20,53 19,24 5,77 45,54 62,9 87,34
HAH_82 2880 26,05 68,91 13,00 107,95 98,0 87,96
HAH_83 1710 15,47 43,12 4,34 62,93 129,9 93,10
HAH_84 1100 9,95 27,43 5,84 43,22 65,6 86,48
HAH_85 1115 10,09 26,71 8,32 45,11 79,6 81,56
HAH_86 2525 22,84 21,40 6,35 50,59 42,7 87,45
HAH_87 2310 20,89 19,58 5,87 46,34 51,4 87,34

* Ekvivalenti DON-a

DON se iz organizma moze izluditi putem urina i fecesa, pri ¢emu potonji dospjeva u feces

uglavnom putem metabolita u Zuci ili je rije¢ o neapsorbiranom DON-u (Brera i sur., 2015).

Najvedi put izlu€ivanja je urin, u koji se moze izluciti kao glukuronidni metaboliti i de-epoksi

deoksinivalenol (DOM-1). DON-3-GlcA i DON-15-GIcA su glavni metaboliti DON-a u urinu, dok

se DOM-1 nalazi u manjoj kolicini. Ukupna koli¢ina izlu¢enog DON-a prikazana je u Tablici 16.

Stopa izlu€ivanja DON-a urinom kretala se u r