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1. UVOD



1. Uvod

Jaja su vazan prehrambeni proizvod s cjelovitim i bogatim nutritivnim sastavom te su
konzumirana diljem svijeta. Globalna proizvodnja jaja biljezi stalan porast posljednjih nekoliko
desetljeca. Ovaj rast potaknut je rastu¢om potraznjom za jajima kao pristupa¢nim izvorom
proteina u prehrani. Medutim, globalizacija, koja je ubrzala industrijalizaciju i rast proizvodnje,
sa sobom donosi rastu¢i problem onecis¢enja okolisa. Povecan broj raznih proizvodnih
postrojenja, osim §to predstavlja problem ispustanja otpadnih voda i ispusnih plinova koji
zagaduju tlo, vodu i zrak, za sobom vuce problem sve veceg gomilanja smeca i otpada. Zbog
neadekvatne infrastrukture i nedovoljnih kapaciteta prihvatnih objekata za skladistenje otpada
dolazi do havarija poput pozara i odbacivanja otpada u okolis (Khalid, 2015; Réhault-Godbert
isur., 2019; Sz4116si, 2021).

Posljedice ovakvih ekoloskih problema posebno su izrazene u kontekstu sigurnosti i
zdravstvene ispravnosti hrane. Farme za uzgoj kokosi nesilica ili domacinstva na kojima se
proizvode jaja za osobnu upotrebu smjeStene u blizini zagadenih podrucja izloZene su riziku
kontaminacije jaja raznim S$tetnim tvarima poput dioksina, teSkih metala i1 pesticida. Kokosi
nesilice iz slobodnog uzgoja slobodno se kre¢u na otvorenom i imaju povecan kontakt s
okoliSnim ¢imbenicima, potencijalno kontaminiranom vodom, tlom i zrakom, S$to povecava
vjerojatnost kontaminacije jaja i predstavlja opasnost za ljudsko zdravlje konzumacijom istih

(Holt i sur., 2011; Tauson, 2005).

Ziva je vrlo opasan kontaminant koji se moZe pronaéi u kokogjim jajima. U okoli$u se pronalazi
kao elementarna Ziva, jednovalentni ili dvovalentni anorganski kation te u obliku organskih
spojeva od kojih je najistaknutija metil-ziva. KokoSi su zivi izlozene putem zraka, vode,
sedimenta i hrane, te u njihovom tkivu moze do¢i do akumulacije. Posebno je opasna za
osjetljive skupine poput trudnica, novorodencadi i nerodene djece, a moze uzrokovati ozbiljne
neuroloske poremecaje, kardiovaskularne bolesti, ostecenje bubrega, respiratornog sustava i

imunoloskog sustava (EFSA, 2012).

U kontekstu sve ¢es¢ih ekoloskih incidenata, poput nedavnog pozara u lokalnoj tvornici za
recikliranje plastike, cilj ovog diplomskog rada je utvrditi koncentracije zive u koko§jim jajima
podrijetlom iz domacinstava izloZenih dimu uslijed poZara u tvornici za recikliranje plastike te

procijeniti izloZenost Zivi konzumacijom istih.
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2. Teorijski dio

2.1. KEMIJSKI I NUTRITIVNI PROFIL JAJA

Kemijski sastav koko$jih jaja uklju¢uje vodu, proteine, lipide, ugljikohidrate, vitamine,
minerale 1 druge bioloski aktivne spojeve. Bjelanjak prosjecno ¢ini 64 % jaja i sadrzi oko 12 %
suhe tvari. Suha tvar bjelanjka se pretezito sastoji od proteina, a manje minerala i Secera, dok
su masti prisutne samo u tragovima. Proteinski profil bjelanjka sastoji se od ovalbumina, koji
je najzastupljeniji protein, ovotransferina i ovomukoida. Ostali proteini bjelanjka su ovomucin,
lizozim, avidin, cistatin 1 ovoinhibitor. Ovalbumin je kompletan protein koji sadrzi sve
esencijalne aminokiseline. Za razliku od bjelanjka, Zumanjak obiluje mastima, vitaminima 1
mineralima. Masti se u Zumanjku nalaze u obliku lipoproteina. Zumanjak je bogat izvor
esencijalnih masnih kiselina. Vitamini prisutni u Zumanjku su A, D, E, K, B1, B2, B5, B6, B9
1 B12. Bjelanjak sadrzi znacajnu koli¢inu vitamina B1, B6, B8, B9 1 B12. Jaja su takoder bogata
mineralima poput kalcija, kalija 1 natrija te sadrze elemente u tragovima poput bakra, zeljeza,

magnezija, mangana, selena i cinka (Li-Chan 1 Kim, 2007; Parkinson, 1966).

Kokos§ja jaja su svestrana 1 nutritivno bogata namirnica. Izvor su esencijalnih hranjivih tvari.
Osim §to obiluju proteinima, takoder su prepuna vitaminima, mineralima i drugih hranjivih
tvari koje su kljune za odrzavanje zdravog zivota. Sadrze otprilike 6,5 grama proteina po
jajetu. Ovi proteini sastoje se od histidina, izoleucina, lizina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptofana 1 valina. To su esencijalne aminokiseline koje su neophodne za proizvodnju enzima,
nekih hormona, receptora hormona, komponenata DNA 1 drugih funkcionalnih komponenata
potrebnih za regulaciju metabolickih funkcija te za rast i odrzavanje tkiva. Termicki obradena
jaja imaju visoko iskoriStenje tijekom probave. Prethodna termiCka obrada uzrokuje
denaturaciju strukturnih proteina ¢ime se olaksava hidroliticko djelovanje probavnih enzima

(Khalid, 2015; Réhault-Godbert 1 sur., 2019).

Jaja obiluju polinezasi¢enim masnim kiselinama poput alfa-linolenske (n-3) i linolne kiseline
(n-6). Linolna kiselina metabolizira se u arahidonsku kiselinu, a alfa-linolenska u
eikosapentaensku (EPA) i dokosaheksaensku (DHA) kiselinu koje su dio fosfolipida
odgovornih za fleksibilnost stani¢nih stijenki i1 regulaciju razine plazmatskog kolesterola.
Konzumacija namirnica s visokim udjelom EPA i DHA povezana je sa smanjenjem rizika
nastajanja kardiovaskularnih bolesti, bolesti centralnog Ziv€anog sustava te upala i infekcija

imunoloskog sustava.

Nadalje, od vitamina, pored svih prethodno nabrojanih, valja istaknuti visoke razine vitamina

B2 i1 B12 te umjerene razine vitamina B5, B9, A i D. Konzumacijom dva jaja dnevno Covjek
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zadovolji od 10 % do 30 % potrebnog dnevnog unosa vitamina. Uz vitamine treba spomenuti
kako su jaja znacajan izvor kolina. Uz kolin iz govede jetre, jaja su drugi najbogatiji izvor ovog
esencijalnog nutrijenta koji ima vaznu ulogu u neurotransmisiji, razvoju mozga i ocuvanju
zdravlja kostiju (Khalid, 2015; Mine, 2007; Réhault-Godbert i sur., 2019; Seuss-Baum i sur.,
2011).

Devedesetih godina dvadesetog stolje¢a American Heart Association (AHA) aktivno je poticala
ljude da ograniCe unos jaja na manje od tri jaja tjedno tvrdeci da visok unos kolesterola, koji se
prirodno nalazi u Zumanjku, moZe povecati rizik od kardiovaskularnih bolesti. Medutim,
kasnija istrazivanja opovrgnula su te tvrdnje, a potrosac¢ima je preporucen veci tjedni unos jaja
zbog njihove visoke nutritivne vrijednosti. Kolesterol iz hrane ima vazne funkcionalne uloge.
On je dio stanicnih membrana, sudjeluje u sintezi zu¢nih kiselina u jetri, vitamina D u kozi,
bitan je za apsorpciju vitamina topivih u mastima te se koristi kao prekursor za proizvodnju

hormona poput estrogena, progesterona, testosterona 1 kortizola (Réhault-Godbert i sur., 2019).

2.2. GLOBALNA PROIZVODNJA I POTROSNJA JAJA

U posljednjih dvadeset godina proizvodnja koko§jih jaja na globalnoj razini povecala se za
otprilike 60 % s 46,6 milijuna tona na 76,8 milijuna tona. Prosjecni godisnji rast proizvodnje
iznosi 3 %. Najveci proizvoda¢ kokosjih jaja je Kina ¢ija proizvodnja ¢ini 35 % udjela u
globalnoj proizvodnji. SAD, nakon Kine, je drugi proizvodac s globalnim udjelom od 8,4 %,

zatim slijedi Indija sa 6,8 % globalnog udjela (Sz6116s1, 2021).

Jaja proizvedena u zemljama EU C¢inila su 9,3 % globalne proizvodnje u 2018. godini. U 2012.
godini EU je u potpunosti zabranila koriStenje tradicionalnih kaveza, §to je uzrokovalo
smanjenu proizvodnjom jaja i koko§jeg mesa. Medutim, u narednim godinama EU se suocava
s proizvodnjom koja premasuje potro$nju. Proizvodnja jaja za konzumaciju u zemljama EU
povecala se sa 6,7 milijuna tona u 2008. na 7,1 milijuna tona u 2019., §to predstavlja rast od 5,4
%. Ocekuje se daljnji rast proizvodnje jaja za konzumaciju u EU tijekom sljedeceg desetljeca

(Sz6118si, 2021).

Iako sukladno s porastom proizvodnje raste i potros$nja, postoje znacajne razlike u EU u pogledu
potrodnje jaja. Godine 2017. najve¢i dio jaja konzumiran je u Danskoj (15,79 kg po osobi
godisnje) i Luksemburgu (15,58 kg po osobi godiSnje), dok je u Poljskoj konzumacija otprilike
dvostruko manja (6,77 kg po osobi godiSnje), kao i u Hrvatskoj (8,06 kg po osobi godisnje),

dok se u Madarskoj u istom razdoblju konzumiralo oko 13,61 kg jaja po osobi godiSnje, $to je
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u rangu s prosje¢nom potrosnjom jaja u EU. Godis$nja potrosnja jaja veéine drzava ¢lanica EU

doseze ili premasuje svjetski prosjek (Sz61l6si, 2021).

2.3. NACINI UZGOJA KOKOSI NESILICA

Sirenjem industrijalizacije u proglom stoljeéu popularizirao se uzgoj kokosi nesilica u
kavezima. Takav nadin uzgoja drasticno je povecao proizvodnju jaja. Zbog mogucnosti
inkorporacije sustava automatskog hranjenja, sustava za uklanjanje gnoja i traka za prikupljanje
jaja znatno su se smanjili troskovi rada. Takoder, poljoprivrednici su u kavezima mogli drzati
kokosi gusto naseljene, Sto je osiguravalo visok prinos jaja (Lewko 1 Gornowicz, 2011; Tauson,
2005). Medutim, razli¢iti sustavi smjestaja kokosi nesilica postali su predmet rasprava. Klju¢no
je pitanje kako ti sustavi utjeCu na zdravlje i prirodno ponaSanje kokosi nesilica. Razli¢iti
sustavi uzgoja prikazani su Slikom 1 (Gerzilov i sur., 2012; Lewko 1 Gornowicz, 2011; Tauson,
2005). Ovi sustavi imaju direktan 1 indirektan utjecaj na ponasanje, produktivnost i zdravlje
kokosi nesilica, $to na kraju utjeCe 1 na kvalitetu jaja koje proizvode (Lewko 1 Gornowicz,

2011).

Uzgoj u zatvorenom
prostoru

Uzgoj u za trorenom i
otrorenom prostoru

Slo bodni {,Free-
fange”) uzgoj

Slika 1 Nacini uzgoja kokosi nesilica (Preuzeto i prilagodeno iz Pires i sur., 2021)

2.3.1. Uzgoj kokosi nesilica u konvencionalnim kavezima i obogaéenim

kavezima

Konvencionalni kavezi pruzaju mnoge prednosti s aspekta upravljanja, dobrobiti i zdravlja
kokosi nesilica. Glavni aspekti upravljanja su niski proizvodni troSkovi uz visok stupanj

mehanizacije te dobri proizvodni rezultati i kvaliteta jaja. Sto se ti¢e dobrobiti nesilica, koristi
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su povezane sa zdravljem i smrtno$¢u. Kanibalizam nije uobicajen zbog stabilnog drustvenog
poretka u maloj grupi ptica, a higijenski uvjeti su obi¢no izvrsni s malo ili bez prisutnosti
parazita. Potreba za medicinskim tretmanima je mala, a smrtnost je niska. Laks$i su uvjeti
kontrole praSine i amonijaka u zraku, $to je bitno kako za nesilice tako i za zdravlje radnika
(Holt 1 sur., 2011; Tauson, 2005). Medutim, drzanje kokosi nesilica u kavezima ima za
posljedicu nedovoljno dostupnog prostora, krhkost kostiju te ograni¢ava prirodno ponasanje
nesilica poput gnijezdenja, sjedenja na precki ili kljucanja i kupanja u stelji. Potaknuta time,
EU Direktiva 1999/74/EC zabranjuje koriStenje konvencionalnih kaveza od 1. sije¢nja 2012.
godine. Prema Direktivi, sustavi koji se smiju koristiti su obogaceni kavezi 1 alternativni sustavi
u kojima se kokosi nesilice mogu slobodno kretati, a gusto¢a naseljenosti ne smije biti veca od

devet kokosi po kvadratnome metru (Tauson, 2005; Vije¢e Europske unije, 1999).

2.3.2. Podni uzgoj

Podni uzgoj se istaknuo kao jedna od prvih alternativa kaveznom uzgoju. KokoSi nesilice
uzgajaju se na reSetkastom podu, §to im omogucuje slobodnije kretanje 1 prirodnije ponasanje
te razvoj Cvrstog skeleta. Istrazivanja su pokazala da ovaj sustav moze rezultirati ve¢om

smrtnos¢u 1 nizim stopama proizvodnje u odnosu na konvencionalne kaveze (Tauson, 2005).

2.3.3. Slobodni i organski uzgoj

U slobodnom (“free-range”) uzgoju ptice imaju pristup vanjskom prostoru, sto im omogucuje
prirodno ponaSanje poput trazenja hrane, Ceprkanja po tlu, kretanja i sunCanja, a tre¢ina
vanjskog prostora mora biti prekrivena steljom. Unutar zatvorenog prostora nesilice imaju
pristup stelji i gnijezdima gdje mogu polagati jaja. Vanjski prostor ¢esto je opremljen zaStitom
od sunca. Vegetacija koje se tamo nalazi ima ulogu dodatnog izvora hrane 1 sklonista (Tauson,

2005).

Organski uzgoj pruza nesilicama slicne uvjete kretanja i ponaSanja kao i slobodni uzgoj, ali s
naglaskom na minimalan utjecaj na okoli§ i dobrobit Zivotinja. U vanjskom se prostoru nesilice
slobodno krecu, traze hranu i gnijezde se, dok se prehrana temelji na organskim sastojcima bez
sintetickih pesticida, herbicida ili GMO-a. Takoder, oCuvanje zdravlja temelji se na prevenciji
nastanka zaraze te se ne upotrebljavaju antibiotici niti hormoni rasta (Anderson, 2009; Tauson,

2005).
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lako, za razliku od kaveznog uzgoja, kokosi nesilice u slobodnom uzgoju i organskom uzgoju
imaju mogucnost koriStenja veéeg prostora, slobodnog kretanja i izvodenja svih prirodnih
ponasanja, ovi naini uzgoja suocavaju se s nekim drugim problemima. Daleko je veci
potencijal za razvoj razlicitih bolesti i infekcija endoparazitima zbog moguée kontaminacije
vode i tla te zbog mogucih interakcija nesilica s raznim vektorima. Veca je tendencija razvoja
kanibalizma u velikim jatima na otvorenom, nego u manjim skupinama nastanjenim u kavezu,

te je stoga veca smrtnost (Holt i sur., 2011; Kiiciikyilmaz i sur., 2012; Tauson, 2005).

2.4. UTJECAJ NACINA UZGOJA KOKOSI NESILICA NA KVALITETU
JAJA

Utjecaj proizvodnih sustava na kvalitetu jaja kontroverzna je tema oko koje se znanstvenici jos$
uvijek nisu usuglasili. Sustav uzgoja definitivno utjece na kvalitetu Zivota kokosi nesilica, ali
na kvalitetu samih jaja utjeCu mnogi faktori. Pored sustava uzgoja, na kvalitetu jaja utjecu vrsta,

starost, prehrana, bolesti kokosi nesilica te vrijeme, temperatura i vlaga skladistenja (Pires i

v —

2.4.1. Utjecaj na fizikalne parametre

Razna istrazivanja izvjestavaju o utjecaju proizvodnih sustava na parametre kvalitete jaja poput
debljine, Cvrstoce, boje, prisutnosti pukotina 1 oStecenja ljuske jaja, mase jajeta, koliCine i
kvalitete zumanjka 1 bjelanjka, njihovog omjera i dr. Prema literaturi, bolja kvaliteta ljuske
jajeta pronadena je kod jaja iz konvencionalnog uzgoja u odnosu na jaja iz alternativnih uzgoja.
Jadina ljuske jajeta ima vaznu ulogu u industriji jer je manja vjerojatnost pucanja jajeta i
ekonomskih gubitaka. S druge strane, ljuska jajeta djeluje kao prva prepreka zastite unutarnjeg
sadrzaja od mikroorganizama te su jaja sa slabijom ljuskom podloznija takvoj kontaminaciji.
Takoder, masa jaja iz kaveznog uzgoja veca je od jaja iz alternativnih sustava proizvodnje te

ima veci udio bjelanjka i Zumanjka (Gerzilov i sur., 2012; Lewko 1 Gornowicz, 2011; Pires i

tw =

v —

kvalitetu jaja nisu primijetile znacajne razlike izmedu kemijske strukture jaja proizvedenih u
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kavezima i sustavima slobodnog kretanja. U pogledu aminokiselinskog sastava, dominantne su
bile palmitinska (C16:0), elaidinska (C18:1 n-9) i linolna (C18:2 n-6) kiselina. Na pocetku
ispitivanja jaja iz obogacenih kaveza sadrzavala su viSe heptadekanske (C17:0), arahidonske
(C20:4 n-6) i eikosapentaenske (C20:5 n-3) kiseline u odnosu na jaja iz podnog uzgoja.
Medutim, primijetili su da su jaja iz podnog uzgoja bila bogatija nervonskom kiselinom
(C24:1). Udio zasi¢enih masnih kiselina bio je ve¢i od 35 % u jajima iz svih proizvodnih sustava
s iznimkom na pocetku istrazivanja kada su jaja iz podnog uzgoja sadrzavale vise zasi¢enih
masnih kiselina. Na kraju ispitivanja jaja iz podnog uzgoja imala su ve¢i sadrzaj polinezasi¢enih
masnih kiselina u odnosu na jaja dobivena iz kaveznog uzgoja. Takoder u svojem istrazivanju
Zumanjcima jaja te izvijestili kako razli¢iti proizvodni sustavi nisu imali utjecaja na njihov
sadrzaj u Zumanjcima, uz nekoliko iznimaka. Na pocetku ispitnog perioda uo¢ene su vise razine
n-3 masnih kiselina u Zumanjcima jaja iz kaveznog uzgoja, dok je sredinom ispitivanja uocen
veci omjer n-6/n-3 masnih kiselina u jajima iz podnog uzgoja u usporedbi s jajima iz kaveznog
uzgoja. Razlike u razinama kolesterola u Zumanjcima jaja iz razliCitih vrsta uzgoja nisu

zabiljezene.

Kiiciikyillmaz 1 sur. (2012) usporedivali su utjecaj organskog i kaveznog uzgoja na kvalitetu
jaja. U pogledu aminokiselinskog sastava uocili su nizi udio n-3 masnih kiselina u jajima kokosi
nesilica iz organskog uzgoja, te ve¢i omjer n-6/n-3 masnih kiselina. Medutim, istaknuli su

vaznost uzimanja u obzir genotipa ptica koji moze utjecati na sam kemijski sastav jaja.

2.5. KONTAMINANTI U JAJIMA 1 IZVORI KONTAMINACIJE

Najces¢i izvori kontaminacije ukljucuju antropogene aktivnosti. Industrijske aktivnosti,
ispustanje otpadnih voda, nakupljanje otpada na deponijima, ali i prirodne aktivnosti poput
vulkanskih erupcija, doprinose kontaminaciji okoliSa. Posljedica ovakvih aktivnosti je
akumulacija kontaminanata poput dioksina i teSkih metala u vodi, tlu te prijenos istih zrakom.
Kontaminacija prehrambenih proizvoda, poput jaja, nastaje kada su Zivotinje nastanjene u
zagadenim podru¢jima ili konzumiraju zagadenu hranu i vodu. Kontaminanti se zatim
akumuliraju u razli¢itim tkivima Zivotinja, ukljucujuci jaja, te se kroz hranidbeni lanac prenose
do ljudi. IzloZenost ovim oneciS¢iva¢ima moze imati Sirok raspon ozbiljnih Stetnih u¢inaka na
zdravlje ljudi, ukljucujuéi neuroloske poremecaje, endokrinu disfunkciju te nastanak karcinoma

(Abedi i sur., 2023; Pleadin i sur., 2017).
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2.5.1. Dioksini

Medu najtoksi¢nije kontaminante pronadeni u jajima spadaju dioksini, tj. poliklorirani dibenzo-
p-dioksini (PCDD), poliklorirani dibenzofurani (PCDF) te dioksinima sli¢ni poliklorirani
bifenili (DL-PCB) (Holt i sur., 2011). Mnogi autori (Bernard i sur., 1999; Holt i sur., 2011;
Pajurek i sur., 2019; Van Overmeire i sur., 2006) izvjestavaju o visokim koncentracijama ovih
kontaminanata u jajima. Svi ovi onecis¢ivaci spadaju pod naziv halogenirani aromatski
ugljikovodici te imaju vrlo sliénu kemijsku strukturu. Lipofilni su 1 imaju nisku topljivost u
vodi, lako ulaze u prehrambeni lanac i1 bioakumuliraju se u masnim tkivima Zivotinja.
Dugotrajna izloZzenost malim dozama ovih kontaminanata potencijalno predstavlja zdravstveni
problem te se povezuje s poremecajima endokrinog, imunoloskog i1 reproduktivnog sustava,

nastankom raka ili neuroloskih poremecaja (Pajurek i sur., 2019).

Dioksini se u okoli§ ispustaju nehoti¢no, kao nusproizvodi industrijskih procesa, ali 1 kao
rezultat izgaranja u nepovoljnim uvjetima u prisutnosti klora, ugljika, metalnog katalizatora i u
odsutnosti kisika. Takoder, dioksini mogu nastati i kao posljedica prirodnih procesa poput
vulkanskih erupcija 1 Sumskih pozara. Najznacajniji izvori ovih spojeva su spaljivanje
industrijskog 1 neindustrijskog otpada (komunalnog, kuéanskog i industrijskog otpada) te
spaljivanje drva 1 ugljena u ku¢anskim pe¢ima. Dioksini se mogu pronaci i u otpadnim vodama
kao posljedica mikrobne biotransformacije kloriranih fenolnih spojeva, otjecanja s
kontaminiranih zemljista i sl. Tlo i1 sediment su glavni rezervoari dioksina, pri ¢emu se
adsorbiraju na organski ugljik tla zbog Cega tlo ostaje kontaminirano godinama (Piskorska-

Pliszczynska 1 sur., 2018).

2.5.2. Pesticidi

Uz dioksine, pesticidi su onecis¢ivaci koji takoder plijene pozornost. Pesticidi se u poljoprivredi
koriste za sprjeCavanje prisustva nametnika ili njithovo unistenje. To su selektivne, bioloski
aktivne tvari koje ponekad ukljucuju spojeve Zive, arsena i drugih toksi¢nih elemenata. Preko
kontaminiranog okoliSa i vode, te preko hrane pesticidi ulaze u hranidbeni lanac kokosi nesilica
te se akumuliraju u jajima (Holt 1 sur., 2011; Pleadin i sur., 2017). Jedan od najznacajnijih
pesticida je diklorodifeniltrikloretan (DDT) €iju su prisutnost u jajima zabiljezili autori poput
Van Overmeire 1 sur. (2006), Kan i Rooyen (1978) i mnogi drugi. Pesticidi mogu imati
imunotoksican, genotoksic¢an i neurotoksi¢an ucinak te Stetno djelovati na reproduktivni sustav

(Pleadin i sur., 2017).
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2.5.3. Teski metali

Kontaminacija tla i hrane teskim metalima predstavlja rastu¢i problem. Teski metali ucestali su
kontaminanti u hrani, a njihovo oneciSéenje prisutno je svugdje u svijetu, posebno u podrucjima
industrijskih zona i urbanih sredina (Aljohani, 2023). Zivotinje apsorbiraju teske metale iz
vode, zraka, sedimenta i hrane. Teski metali poput kadmija, olova, nikla i zive, ¢ak i u malim
koli¢inama, mogu imati toksi¢ne u¢inke na organizam ukljuc¢ujuéi neuroloske poremecaje te

ostecenja bubrega 1 jetre (Abedi i sur., 2023; Aljohani, 2023; Atamaleki i sur., 2020).

Glavni izvor kontaminacije jaja teSkim metalima ukljucuje zagaden okolis$ (blizina industrijskih
postrojenja, tvornica i prometnica), kontaminirana hrana za perad i upotreba kontaminiranih
gnojiva u poljoprivredi. Uporaba kemijskih gnojiva, gnojiva iz zivotinjskog otpada i pesticida
dodatno doprinosi kontaminaciji. Kokosi nesilice mogu unositi teSke metale putem hrane, vode
1 udisanjem iz zraka. Putevi kontaminacije predocCeni su na Slici 2. Teski metali apsorbiraju se
u organizam peradi te se akumuliraju u razlic¢itim tkivima, ukljucujuéi jaja. Najcesc¢e pronadeni

teSki metali u jajima su kadmij i olovo (Aljohani, 2023).

Slika 2 Onecis¢enje teSkim metalima (Preuzeto i prilagodeno iz Aljohani, 2023)
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2.6. UTJECAJ NACINA UZGOJA KOKOSI NESILICA NA
KONTAMINACIJU JAJA

Nacin uzgoja kokosi nesilica utjece na sigurnost i zdravstvenu ispravnost jaja. Kao $to je vec
navedeno, 2012. godine u Europskoj uniji na snagu je stupila Direktiva 1999/74/EC koja
zabranjuje koriStenje konvencionalnih kaveza za uzgoj kokosi nesilica. Alternativni nacini
uzgoja i novi narativ ohrabruje proizvodace da se usredotoce na dobrobit kokosi nesilica te da
im osiguraju $to bolje uvjete zivota radi poticanja prirodnog ponasanja. Jaja iz slobodnog uzgoja
potencijalno su kontaminiranija od jaja iz kaveznog uzgoja zbog intenzivnog kontakta kokosi
nesilica s okolinom. Takoder, kontrola zaraza veterinarskim lijekova neophodna je za
odrzavanje zdravlja kokoSi nesilica koje se uzgajaju u slobodnom uzgoju te oni dodatno
doprinose potencijalnoj kontaminaciji (Aljohani, 2023; Holt isur., 2011; Vije¢e Europske unije,

1999).

Istrazivanje provedeno u Kaliforniji na jajima s farme u blizini postrojenja za tretman drva
pentaklorfenolom utvrdilo je da su u jajima iz slobodnog uzgoja koncentracije dioksina i do sto
puta viSe nego u jajima iz kaveznog uzgoja (Holt i sur., 2011). Istrazivanja u EU pokazuju da
jaja iz slobodnog uzgoja imaju vece koncentracije PCDD/F-a 1 polikloriranih bifenila od onih
iz kaveznog uzgoja, a gotovo deset posto jaja iz slobodnog uzgoja premasuje maksimalni
dozvoljeni limit PCDD/F-a u jajima. Kontaminacija PCDD/F-ima, osim u urbanim podruc¢jima
u EU, primijeCena je i u ruralnim podrucjima u kojima je predvidena koncentracija ovih

kontaminanata u zemlji manja (Holt i sur., 2011).

Vincevica-Gaile i sur. (2013) u svom su istrazivanju kvantitativno odredile jedanaest elemenata
u tragovima (Ba, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Rb, Se, Se, V, Zn) u uzorcima kokosjih jaja iz organskog
uzgoja, jaja s domacih farmi i velikih peradarskih farmi. Najvece vrijednosti elemenata u
tragovima pronadene su u jajima s organskih farmi, dok su jaja s domacih i velikih peradarskih
farmi imala nizi sadrzaj istih. Rezultati ukazuju da se ve¢i sadrzaj elemenata u tragovima u
jajima s organskih farmi moze povezatis utjecajem okoli$nih faktora, to ukljucuje i potencijalne
okoli$ne kontaminate poput Cu, Pb i Zn, dok su utjecaj hrane 1 veterinarskih lijekova iskljuc¢eni

zbog strogih pravila i ograni¢enja u organskom nacinu uzgoja.

Van Overmeire i sur. (2006), potaknuti zabrinuto$¢u zbog poviSenih razina dioksina u jajima iz
slobodnog uzgoja kokosi nesilica koje su drzali privatni vlasnici na sjeveru Antwerpena, proveli
su istrazivanje koje je ukljucivalo analizu PCDD/F-a, polikloriranih bifenila, organoklornih

pesticida i teskih metala u jajima iz slobodnog uzgoja privatnih vlasnika i komercijalnih farmi.
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Vise koncentracije olova, talija, zive i kobalta zabiljezene su u jajima iz privatne proizvodnje u
usporedbi s jajima s komercijalnih farmi. U jajima iz privatne proizvodnje takoder su pronadene
vece razine dioksina i polikloriranih bifenila. U jajima privatnih vlasnika, utvrdili su da je
medijan ukupne koncentracije sedam markera polikloriranih bifenila 32,30 ng/g masti, pri cemu
se razine kre¢u od 0 do 351 ng/g masti. U jajima s komercijalnih farmi utvrdili su da je medijan
polikloriranih bifenila 0, a razine se krecu od 0 do 63,20 ng/g masti. Markeri polikloriranih
bifenila nisu pronadeni u 8 od 22 uzorka jaja privatnih proizvodaca, dok u 95 % uzoraka jaja s
komercijalnih farmi nije otkriven niti jedan marker polikloriranih bifenila. Znatno vece
koncentracije organoklornih pesticida pronadene su u jajima iz privatne proizvodnje nego u
jajima s komercijalnih farmi. Istrazivanje pod nazivom CONTEGG (Overmeire 1 sur., 2009)
analiziralo je kontaminaciju jaja prikupljenih od privatnih proizvodaca. Analizom domacih jaja
utvrdeno je da vrijednosti kontaminanata, posebno dioksina, premasuju maksimalne razine
propisane zakonodavstvom za hranu koja se stavlja na trziSte. U jajima su takoder izmjerene

visoke razine polikloriranih bifenila, DDT-a 1 olova.

2.7. ZIVA U PLASTICI - RIZICI ZA OKOLIS I SIGURNOST HRANE

2.7.1. Proizvodnja i toksikologija Zive

Svake godine proizvede se oko 10000 tona zive. Najvecu primjenu ziva ima u proizvodnji
elektroda, zatim u elektroindustriji, proizvodnji klora i alkalnih kemikalija te u industriji boja,
agrokemikalija i sl. Ziva se takoder koristi kao katalizator u proizvodnji plastike, papira te u

proizvodnji germicida i pesticida (EFSA, 2012; Shibamoto i sur., 2012).

U okoliSu se nalazi u obliku elementarne Zive, jednovalentnog ili dvovalentnog anorganskog
kationa ili u obliku organskog spoja, npr. metil-zive, etil-zive i1 fenil-zive (EFSA, 2012).
Anorganska ziva, u odnosu na metil Zivu, manje je toksi¢na te ima manju sposobnost apsorpcije
1 brze se izluc¢uje putem mokrace. Najvece koli¢ine anorganske Zive detektirane su u bubrezima.
Elementarna Ziva najceS¢e se unosi u tijelo putem inhalacije, ingestije, a najrjede dodirom s
kozom. Pri ulasku u tijelo veze se za sumpor koji se nalazi na aminokiselinama te krvotokom
dospijeva do mozga ili prianja uz membrane eritrocita putem kojih dolazi do mozga fetusa.
Nakuplja se u raznim organima poput jetre, srca, pluca i gusterace te moze uzrokovati njihovu
disfunkciju. Poput elementarne Zive, dvovalentni Zivin kation veze se za aminokiseline koje
sadrze sumpor. Nakuplja se u plodovoj vodi, fetalnim tkivima i posteljici. U tijelu se distribuira

pomocu transportera za cistein. U bubrezima se pohranjuje u proksimalnim tubulima vezan za
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metalotionein. Takoder se pohranjuje u epitelnim stanicama, koroidnom spletu, testisima te
jetri. Najcesce se eliminira putem urina i izmeta. Metil-ziva glavni je izvor izlozenosti Zivi te
se uglavnom nalazi u kontaminiranoj hrani. Oblici metil-zive posebno su opasni za ljude zbog
svoje dugotrajne toksi¢nosti i mogucnosti prolaska kroz bilo koju stani¢nu barijeru. Metil-ziva
najcesce se nalazi u ziv€anom sustavu, kostanoj srzi, bubrezima, mozgu, posteljici 1 fetusu. U
okoliSu se naj¢eS¢e nalaze metil-ziva i dimetil-ziva, a nastaju kao rezultat metilacije
dvovalentnog zivinog kationa mikroorganizmima u tlu i vodi, uslijed ¢ega dolazi do
bioakumulacije u hranidbenom lancu. Metil-Ziva ima sposobnost koriStenja transportera na
stanicnoj membrani, poput transportera za cistein, ¢ime se olakSava njezina distribucija i
koncentracija u razli¢itim organima 1 tkivima. Moguénost prolaska metil-Zive kroz krvno-
mozdanu barijeru kljuéni je faktor njezine visoke neurotoksi¢nosti. Osim u mozgu, akumulira
se u ostalim tkivima koja su bogata lipidima i aminokiselinama poput jetre, bubrega, misica 1
kostiju. Metil-ziva uzrokuje ozbiljne neuroloske posljedice poput gubitka vida, sluha i
motorickih funkcija. MoZe uzrokovati neurokognitivne poremecaje, a kod fetusa i
novorodencadi izloZenost Zivi moZe uzrokovati tesko ostecenje mozga i probleme u mentalnom

razvoju (EFSA, 2012; Reilly, 1980; Shibamoto i sur., 2012; Wu i sur., 2024).

Ziva se u okoli§ oslobada iz prirodnih i antropogenih izvora. Prirodni izvori ukljuéuju
isparavanje iz zemljine kore, emisije vulkana 1 isparavanje iz vode, dok antropogeni izvori
poput sagorijevanja ugljena, rudarstva, ispuStanja otpadnih industrijskih voda 1 ostalih
industrijskih aktivnosti doprinose ukupnom oslobadanju zive u okolis (EFSA, 2012). Kroni¢na
izloZzenost malim dozama zive moze uzrokovati neuroloske probleme, probleme s probavom,
oStecenje bubrega 1 jetre, probleme s reproduktivnim sustavom te imunoloske i

kardiovaskularne poremecaje (EFSA, 2012).

2.7.2. Ziva kao sastavni dio plastike

Porast globalne potrosnje plastike rezultira sve ve¢im opterecenjem postrojenja za reciklazu te
namece problem nagomilavanja plastike. Ovaj nagli porast stvara izazove za postojecu
infrastrukturu za reciklazu koja je nerijetko preopterecena i nespremna za obradu velikih
koli¢ina plastike. Nedostatak adekvatne infrastrukture moZe rezultirati povecavanjem deponija
plastike. Zbog nepravilnog odlaganja plastike ucestale su 1 havarije poput poZara. Plasticni
otpad postaje izvor zapaljivosti, a poZari uzrokovani izgaranjem plastike tesko se kontroliraju.
Ovi pozari u okoli§ emitiraju toksicne dimove koji ugrozavaju zdravlje ljudi i onec¢iS¢uju okolis.

Osim dioksina koji nastaju izgaranjem, u sastavu plastike mogu se pronaci teski metali koji se
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koriste kao funkcionalni aditivi i katalizatori u proizvodnji plastike. Funkcionalni aditivi na bazi
metala u obliku topljivih i netopljivih organskih spojeva, organskih tekucina ili soli primarni su
izvor teskih metala u plastici. Koncentracije teskih metala u krajnjem proizvodu ovise o vrsti
polimera, prirodi aditiva i Zeljenom ucinku. Oni djeluju kao biocidi, antimikrobna sredstva,
podmazivaci i kao sredstva za suzbijanje plamena. Povecavaju krutost i tvrdocu plastike i ¢esto
smanjuju troskove proizvodnje plastike jer su jeftiniji od osnovnog polimernog materijala.
Organometalni oblici arsena (As), zive (Hg) 1 selena (Se) prisutni u plastici ukljucuju 10,10°-
oksibisfenoksazin te fenil-zivine spojeve koji se koriste u proizvodnji poliuretana, od kojih se

najcesSce u Europi koristio fenil-Ziva neodekanoat (Turner 1 Filella, 2021).

2.8. TEHNIKE ODREPIVANJA ZIVE

Razvoj metoda za mjerenje teskih metala u hrani seZe daleko u povijest. 1950-ih godina pojavili
su se prvi uredaji za spektroskopsku analizu teSkih metala, kao $to su atomska apsorpcijska
spektroskopija (AAS) 1 atomska emisijska spektroskopija (AES). Ovi uredaji omogucili su
precizna i brza mjerenja, no imali su 1 neke mane poput nemoguénosti mjerenja vise analita
istodobno, bili su skupi 1 zahtijevali strucno osoblje za rad. 1960-ih godina uvodenjem
induktivno spregnute plazme (ICP) otvorile su se nove mogucnosti za analizu teSkih metala.
Spajanjem ICP-a na maseni spektrometar omogucéeno je mjerenje teSkih metala s izuzetno
visokom osjetljivoscu i preciznoscu. Osim toga, maseni spektrometri imaju sposobnost odvojiti

1 kvantificirati viSe izotopa istog elementa (Yeung i sur., 2017).

2.8.1. Masena spektrometrija uz induktivno-spregnutu plazmu (ICP-MS)

Masena spektrometrija uz induktivno spregnutu plazmu analiti¢ka je metoda za odredivanje
koncentracija elemenata u razli¢itim uzorcima. Princip rada ove metode je koriStenje
visokotemperaturne plazme kako bi se generirali pozitivni ioni. lonizirani uzorak ulazi u
analizator masa koji se sastoji od kvadrupolnog masenog filtra gdje se ioni razdvajaju prema
omjeru mase i naboja. Naposljetku, ioni dolaze do detektora u kojem se generira elektricni
signal proporcionalan broju iona te se omogucuje njihova detekcija i kvantifikacija (Thomas,

2002; Wilschefski i Baxter, 2019; Yeung i sur., 2017).
2.8.1.1. Priprema uzorka

ICP-MS tehnikom se uglavnom analiziraju tekuéi uzorci, stoga se uzorci u krutom stanju prvo

moraju prethodno obraditi. Uzorci se razrijede ili podvrgavaju mikrovalnoj digestiji. Za obradu
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uzoraka koriste se kiseline poput dusi¢ne i klorovodi¢ne ili luzine poput amonijevog hidroksida

i tetrametilamonijevog hidroksida (Wilschefski i Baxter, 2019).
2.8.1.2. Sustav za uvodenje uzorka

Nakon §to se uzorak prethodno obradi, spreman je za analizu. Uzorak se u teku¢em stanju uvodi
u sustav za uvodenje uzorka ¢ija je glavna funkcija generirati fini aerosol otopine uzorka.
Uzorak se pomocu peristalticke pumpe pumpa u rasprsivaé. PeristaltiCka pumpa je pumpa s
mnogo malih valjaka koji se okrecu konstantnom brzinom. Tlak u peristaltiCkoj pumpi je
takoder konstantan. Prednost ove pumpe je konstantan protok uzorka kroz cijev do rasprSivaca
neovisno o razlici u viskoznosti standarda, uzorka ili slijepe probe. Uzorak ulazi u rasprSivac te
se pneumatskim djelovanjem protoka plina razbija u fini aerosol. Fini aerosol zatim dolazi u
komoru za rasprSivanje ¢ija je glavna funkcija odvojiti sitne kapljice aerosola od krupnih i
usmyjeriti ih prema injektoru uzorka. Plazma nije sposobna disocirati velike kapljice pa ih je
potrebno izdvojiti. Najcesce se koriste dvostruke komore za rasprSivanje. Aerosol izlazi iz
rasprSivaca te se usmjerava u srediSnju cijev koja prolazi cijelom duljinom komore. Velike
kapljice (>10 um promjera) padaju zbog gravitacije i izlaze kroz odvodnu cijev komore za
rasprSivanje, a male kapljice prolaze izmedu vanjske stijenke 1 srediSnje cijevi, izlaze iz komore

za rasprSivanje i transportiraju se do injektora uzorka (Thomas, 2002).
2.8.1.3. Sustav za induktivno ioniziranje uzorka

Komponente koje se koriste za generiranje induktivno spregnute plazme su baklja,
radiofrekvencijska zavojnica (RF) i RF napajanje. Baklja se sastoji od tri koncentri¢ne kvarcne
cijevi. Argon protjece kroz sve tri cijevi, pri ¢emu u svakoj ima razli¢itu ulogu. SrediSnja cijev
naziva se injektor. Kroz nju prolazi aerosol uzorka u protoku argona koji isporucuje uzorak u
plazmu. Koncentri¢no s injektorom je cijev kroz koju struji argon pod nazivom pomo¢ni plin.
Pomo¢ni plin formira plazmu. U vanjskoj cijevi tok argona sluzi kao medij za hladenje kako ne
bi doslo do otapanja cijevi. Na kraju baklje omotana je zavojnica, najées¢e bakrena, koja je
povezana s generatorom radiofrekvencije. Kada se RF snaga primjeni na optocni navoj,
izmjeni¢na struja oscilira unutar navoja i inducira intenzivno elektromagnetsko polje u baklji.
Prolaskom argona kroz baklju primjenjuje se visokonaponsko praznjenje koje ionizira argonove
atome te nastaju ioni i slobodni elektroni. Slobodni elektroni se pod utjecajem
elektromagnetskog polja ubrzavaju te sudaraju s drugim atomima argona koji se u slucaju

dovoljno velikog prijenosa energije ioniziraju. Kao rezultat ovih reakcija formira se ICP plazma

16



2. Teorijski dio

koje je izuzetno vruca (do 10000 K), ionizirana i reaktivna (Thomas, 2002; Wilschefski i

Baxter, 2019).
2.8.1.4. lonizacija uzorka

Nakon rasprsivanja, uzorak u obliku aerosola ulazi u injektor u kojem ga struja argona prenosi
do plazme. Uzorci se u razli¢itim zonama plazme suSe, isparavaju, atomiziraju i ioniziraju.
Ionizacija se postize sudarima slobodnih elektrona argona i atoma u osnovnom stanju. Ioni

napustaju plazmu 1 usmjeravaju se prema sucelju (Thomas, 2002).
2.8.1.5. Sucelje

Ionizirani uzorak iz baklje dolazi do dva metalna stoSca (sucelja) ¢ija je uloga ucinkovito
prenijeti ione iz plazme koja je na atmosferskom tlaku u podrucje analizatora masenog
spektrometra koji je pod tlakom 0,1 — 13,0 mPa. Tlak se u podrucju sucelja odrzava pomocu
vakuum pumpe na priblizno 150 —300 Pa (Wilschefski i Baxter, 2019). loni generirani u plazmi
prolaze kroz prvi stoZac, nazvan uzorkovni stoZac, koji ima maleni otvor promjera priblizno 1
mm. Zatim odlaze do separacijskog stoSca koji ima otvor priblizno 0,4 mm. KuciSte sucelja
hladeno je vodom kako bi se smanjio utjecaj visokotemperaturne plazme na stosce. Nakon
izlaska iz separacijskog stosca ioni ulaze u glavnu vakuumsku komoru koja se odrzava pod

visokim podtlakom (~7 x 1075~ 1 x 10 Pa) (Thomas, 2002).
2.8.1.6. lonsko fokusiranje

Sustav ionskog fokusiranja koristi elektrostatske lece koje se nalaze odmah iza separacijskog
stoSca 1 ispred analizatora masa. Svrha ovih leca je osigurati da samo Zzeljeni ioni stignu do
analizatora masa, te ukloniti nepozeljne fotone, neutralne Cestice 1 druge ometajuce elemente

(Thomas, 2002; Wilschefski i Baxter, 2019).

Jedna od klju¢nih uloga ionskog fokusiranja je sprjeCavanje fotona i neutralnih Cestica da
dosegnu analizator masa. Fotoni i neutralne Cestice uzrokuju Sum i nestabilnost signala ako
stignu do detektora. Elektrostatske le¢e unutar sustava ionskog fokusiranja postavljaju fizicke
barijere koje blokiraju prolaz fotonima i neutralnim cesticama. Tako smanjuju Sumove i
poboljSavaju kvalitetu signala, Sto rezultira tocnijim i1 pouzdanijim rezultatima analize

(Thomas, 2002; Wilschefski i Baxter, 2019).

Nakon prolaska kroz separacijski stozac ioni ulaze u podrucje s nizim tlakom. To uzrokuje
naglo Sirenje ionskog snopa, a elektrostatske lece kontroliraju Sirenje i usmjeravaju ionski snop

prema analizatoru masa kako bi se osiguralo da Sto veci broj iona stigne do njega. Ovaj proces
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igra veliku ulogu u osiguravanju visoke osjetljivosti i preciznosti metode (Thomas, 2002;

Wilschefski i Baxter, 2019).

Sustav elektrostatskih le¢a pomocu elektrostatskog upravljanja putem napona na le¢ama
osigurava da zeljeni ioni, bez obzira na njihovu masu, budu pravilno usmjereni prema
analizatoru masa. Nakon ionizacije, uzorak iz podrucja atmosferskog tlaka dolazi u podrucje
snizenog tlaka u sucelju (150 — 300 Pa), Sto uzrokuje naglo prosirenje snopa. U podrucju nizeg
tlaka smanjeni su sudari izmedu Cestica, §to omogucuje slobodnije kretanje ¢estica. loni manje
mase imaju manju inerciju te vise divergiraju i lakSe mijenjaju smjer kretanja u odnosu na teze
ione. Dakle, tezi ioni zadrZzavaju smjer kretanja, dok laksi ioni divergiraju. Pozitivno nabijeni
ioni bit ¢e privuceni prema elektrodi s negativnim naponom. Iako elektricno polje djeluje na
sve ione u snopu, laksi ioni ¢e brze reagirati i promijeniti smjer kretanja te se vratiti u srediSte

ionskog snopa (Thomas, 2002).
2.8.1.7. Analizator masa

Analizator masa nalazi se iza ionske optike te ispred detektora. Komercijalno su dostupne Cetiri

vrste analizatora masa, no naj¢esce se koriste kvadrupolni maseni filtri.

Nakon ionskog fokusiranja snop iona dolazi do kvadrupola. Kvadrupol se sastoji od Cetiri
paralelne hiperboli¢ne ili cilindricne elektrode na koje se primjenjuju istosmjerna i izmjenic¢na
struja. Izmedu Sipki se stvara promjenjivo elektromagnetsko polje kroz koje prolaze ioni. Ioni
se odvajaju na temelju omjera mase i naboja (m/z). Kako bi se osigurala stabilna putanja leta,
za ion s odredenim m/z mora se primijeniti odreden omjer napona izmjenicne 1 istosmjerne
struje 1 frekvencije izmjenicne struje. Takvi ioni prolaze kroz kvadrupol, dok se ioni kojima
uvjeti ne odgovaraju sudaraju sa Sipkama kvadrupola i ne dolaze do detektora (Wilschefski i

Baxter, 2019).
2.8.1.8. Detektori

Nakon prolaska kroz analizator masa, ioni dolaze do detektora. Za detekciju 1 kvantifikaciju

iona koriste se elektronski multiplikatori ili Faradayev kolektor.

Elektronski multiplikatori (EM) rade na principu sekundarne emisije elektrona. Pozitivni
analitni ioni dolaze do elektronskog multiplikatora i udaraju o prvu dinodu koja je pod visokim
negativnim naponom. Udarom o dinodu oslobada se nekoliko elektrona s njene povrsine koji
se zatim ubrzavaju prema sljede¢oj dinodi, udaraju ju i oslobadaju jo$ viSe elektrona. Taj se

proces ponavlja te se broj elektrona na svakoj dinodi eksponencijalno povecava. Veliki broj
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elektrona dolazi do kolektora ili anode te stvaraju mjerljiv elektri¢ni signal koji odgovara

pocetnom broju iona (Thomas, 2002; Wilschefski i Baxter, 2019).

2.8.2. Ostale tehnike odredivanja teSkih metala

2.8.2.1. Atomska apsorpcijska spektrometrija (AAS)

Osnovni princip ove tehnike zasniva se na apsorpciji karakteristicnih valnih duljina elemenata
koji se proucavaju. Uredaj se sastoji od izvora zraCenja, prostora za atomizaciju uzorka,
monokromatora, detektora 1 zapisnog uredaja. Uzorak se atomizira, a izvor svjetlosti emitira
elektromagnetsko zracenje koje prolazi kroz uzorak. Analiti apsorbiraju odredeni dio zracenja,
a koli¢ina apsorbiranog zrafenja proporcionalna je koncentraciji analita u uzroku. Kako bi
mjerenje bilo Sto selektivnije, izvor zracenja trebao bi emitirati to€no one valne duljine koje
analitni element moZe apsorbirati, §to se moZe postici koriStenjem lampi s katodama izradenim
od elementa koji se odreduje. Po prolasku zracenja kroz uzorak, odredene valne duljine se
odvajaju monokromatorom te detektiraju mjerenjem smanjenja intenziteta snopa zracenja koje
prolazi kroz plamen. Tehnike za odredivanje metala mogu biti razlicite: plamena tehnika (eng.
Flame Atomic Absorption Spectrometry (FAAS)), grafitna (eng. Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrometry (GF-AAS)) 1 hidridna tehnika (eng. Hydride Generation Atomic
Absorption Spectrometry (HG-AAS)). Najcesce su koriStene atomizacije plamenom (AAS) i
grafitnom kivetom (GF-AAS) (Jin i sur., 2020; Yeung i sur., 2017).

2.8.2.2. Atomska emisijska spektrometrija (AES)

Ova tehnika ujedno koristi analit i1 kao izvor zraenja. Uzorku se dovodi energija potrebna za
pobudivanje u obliku topline, svjetlosti, elektriciteta ili radiovalova. Atomi se pobuduju te iz
osnovnog stanja prelaze u pobudeno stanje. Pri povratku u osnovno stanje emitiraju zracenje.
Emitirano zracenje prolazi kroz selektor valnih duljina kako bi se izdvojile valne duljine od
interesa te one zatim odlaze do detektora gdje se kvalitativno i kvantitativno odreduju analiti

(Yeung isur., 2017).

19



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada utvrditi je koncentracije zive u jajima iz slobodnog uzgoja
proizvedenih u domaéinstvima koja su potencijalno bila izlozena kontaminaciji uslijed pozara
u osjeckoj tvornici za reciklazu plastike. Pored uzoraka iz podrucja zahva¢enog dimom pozara,

analizirani su i uzorci iz kontrolnih podrucja, kao i komercijalno dostupni uzorci.

3.2. METODE

3.2.1. Prikupljanje uzoraka

Istrazivanje je ukljucivalo terensko prikupljanje uzoraka. Uzorci su prikupljani u tri navrata,
jedan, Cetiri 1 osam mjeseci nakon poZara, tj. tijekom studenog 2023. godine (jesenski prikup),
te veljace (zimski prikup) 1 lipnja 2024. godine (ljetni prikup). Uzorci su dobiveni nasumi¢nim
odabirom dobrovoljaca koji uzgajaju kokosi u potencijalno kontaminiranom podrucju koje je
bilo zahva¢eno dimom pozara u tvornici za reciklazu plastike. Rije¢ je o sljede¢im naseljima:
Antunovac, Ivanovac, Brijest, Brijes¢e, Cepin i Tenja, pri ¢emu je uzorkovanje usredotodeno
na naselja najizloZzenija dimu (Antunovac, Ivanovac, Brijest). Prikupljeni su i uzorci iz
kontrolnog podrucja, odnosno baranjskih naselja koja nisu bila izlozena dimu pozara (Mece,
Darda, Ceminac, Lug, Jagodnjak i Vardarac). Tijekom svakog kruga uzorkovanja su prikupljeni
1 komercijalno dostupni uzorci. Uzorci iz potencijalno kontaminiranih (po 22 uzorka u
studenom, veljaci i lipnju = 66 uzoraka) i kontrolnih naselja (po 10 uzoraka u svakoj od faza =
30 uzoraka) potjecu od kokosi iz slobodnog uzgoja, dok je 5/10 uzoraka iz trgovina iz
slobodnog uzgoja, 2/10 iz podnog i 2/10 iz kaveznog uzgoja. Nakon prikupa su uzorci

skladiSteni na 4 °C do daljnje obrade.

3.2.2. Priprema uzoraka

Uzorci su prvo homogenizirani, nakon ¢ega je 30 mL homogeniziranog uzorka otpipetirano u
Petrijeve zdjelice 1 zamrznuto na -84 °C radi pripreme za liofilizaciju.

3.2.2.1. Liofilizacija uzoraka

Liofilizacija, odnosno suSenje zamrzavanjem, provedena je pomocu uredaja tvrtke Martin
Christ, Njemacka, modela Alpha 2-4 LSCplus. Postupak je proveden u dvije faze - primarno i

sekundarno suSenje. Primarno susSenje provedeno je pri temperaturi -40 °C, uz primjenu
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vakuuma od 0,250 mbar. Ova faza trajala je 17 sati. Tijekom ovog procesa led sadrzan u
uzorcima sublimira, prelazi iz ¢vrstog stanja u plinovito. Sekundarno susenje provedeno je kako
bi se uklonila zaostala vezana voda. Provedeno je pri temperaturi od 10 °C, uz primjenu

vakuuma od 0,0210 mbar, u trajanju od 60 minuta. Nakon liofilizacije uzorci su usitnjeni.
3.2.2.2. Odredivanje suhe tvari uzoraka

Suha tvar uzoraka jaja odredena je koriStenjem vakuum suSionika VS-50 SC (Kambic,
Slovenija). SuSenje do konstantne mase provedeno je pri tlaku od 40 mbara i1 temperaturi od 60

°C.

3.2.3. Mikrovalna digestija

Za mikrovalnu digestiju odvagano je priblizno 0,600 g liofilizata u teflonske kivete te je dodano
8 mL koncentrirane duSi¢ne kiseline (68 w/w) (Acros Organics, Belgija). Kivete su potom
smjestene u mikrovalni digestor marke Anton Paar, Austrija, model Multiwave 5000. Proces je
proveden u tri faze. U prvoj fazi, kivete su postupno zagrijavane do 220 °C tijekom 25 minuta.
U drugoj fazi temperatura je odrzavana na stabilnih 220 °C tijekom 10 minuta, ¢ime je
omogucena potpuna digestija uzorka. Treca faza je faza hladenja koja je trajala 20 minuta,
tijekom kojih su kivete postupno ohladene na 50 °C (Slika 3). Koristen je program proizvodaca

namijenjen za namirnice s visokim udjelom masti.

250

Temperature ['C]

. " 4
30:00 45:00
Time [mm:ss]

Slika 3 Dijagram programa mikrovalne digestije

Nakon mikrovalne digestije, uzorci su preneseni u odmjerne tikvice od 25 mL te su tikvice

nadopunjene deioniziranom vodom.
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Kivete mikrovalnog uredaja, tikvice i ostali koristeni pribor i posude su namakani 12 hu 10 %-

tnoj otopini dusi¢ne kiseline i temeljito isprani deioniziranom vodom prije uporabe.

3.2.4. Odredivanje zive induktivnho spregnutom plazmom s masenim

spektrometrom (ICP — MS)

Za pripremu kalibracijskih otopina i razrjedenja koriStena je ultracista voda iz Milli-Q sustava,
te 65 %-tna ultracista dusicna kiselina 1 37 %-tna klovodicna kiselina (Fisher Scientific, SAD).
Osnovna standardna otopina pripremljena je koriste¢i Zivu u standardnoj otopini Cija je
koncentracija bila priblizno 1000 mg/L (Inorganic Ventures, SAD). Kalibracijski standardi
pripremljeni su u mjeSavini 1 % dusicne kiseline 1 0,5 % klorovodicne kiseline. Inertna
standardna otopina, koja je sadrzavala °Li, Sc, Ge, Y, In, Tb i Bi, razrijedena je na 400 pg/L u
istoj mjesavini kiselina.

Za analizu koristen je uredaj Agilent 7900 ICP-MS s Octopole Reaction System (ORS) (Agilent
Technologies, SAD) sustavom za uklanjanje interferencija. Radni uvjeti prikazani su u Tablici
1. ICP-MS kalibriran je koriStenjem Agilent tuning otopine (Li, Y, Ce, Tl, Co) prije analize.
Uzorak 1 interni standard (ISTD) pomijeSani su automatski unutar sustava pomoc¢u T-komada
prije nego Sto dodu do rasprsSivaca. Prikupljeni podaci analizirani su pomoc¢u Agilent ICP-MS

MassHunter 4.3 Workstation softvera (verzija C.01.03).

Tablica 1 Radni uvjeti za Agilent ICP-MS 7900

Uvodenje uzorka PeriPump
Tip rasprSivaca MicroMist
Model ionskih le¢a x-Lens
RF snaga 1550 W
RF podesavanje 1,70 V
Uvodenje uzorka 0,99 L/min
Prijenosni plin 15,00 L/min
Plinska plazma 0,90 L/min
Pomo¢ni plin 0,02 mL/min
He plin 27,24 MHz

Ucinkovitost instrumenta ili analiticke metode ocjenjuje se odredivanjem vrijednosti LOD-a

(limit detekcije) 1 LOQ-a instrumenta (limit kvantifikacije). LOD predstavlja najnizu
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koncentraciju analita koja se moze detektirati i pouzdano se razlikuje od nule, ali ne mora biti
nuzno kvantificirana. S druge strane, LOQ predstavlja najnizu koncentraciju analita koju se
moze kvantitativno odrediti s prihvatljivom razinom preciznosti i tocnosti (Gonzalez i

Herrador, 2007).

Vrijednosti LOD-a i LOQ-a izracunate su na sljede¢i nacin:
LOD = (3xSD) +m
LOQ = (10 X SD) +m

m - nagib kalibracijske krivulje

SD — standardna devijacija viSestrukih izmjera slijepe probe

Dio rezultata je bio ispod razina vrijednosti LOD-a 1 LOQ-a, te je s takvim podacima postupano
prema uputama WHO-a (EFSA, 2010), koriStenjem tzv. pristupa srednje granice (middle
bound), tj. promijenjeni su u LOD/2 ili LOQ/2.

Ponovljivost metode ispitana je viSestrukom analizom istog uzorka te je RSDr odredena kao

omjer standardne devijacije 1 srednje vrijednosti izmjerenih vrijednosti:
SD/X - 100 (%)

Iskoristenje je odredeno dodatkom odredene kolicine standarda Hg u rasponu razina od 7 do 67

ppb u liofilizate jaja poznatih koncentracija te racunato prema jednadzbi:

Cuzorka s dodatkom / Cuzorka bez dodatka * 100 (%)

Tocnost analitiCke metode testirana je analizom referentnih materijala te su za potrebe ovog
diplomskog rada koristeni sljedeci standardi: Wheat gluten (NIST RM 1418), (koncentracija
Hg: 1,9 £ 0,6 ng/g) te Bovine liver (NIST RM 1577), (koncentracija Hg: 3 ng/g) nabavljenih
od National Institute of Standards & Technology (SAD). Hg u referentnom materijalu Bovine
liver nije certificirana. Referentni materijali su prije analize osuSeni do konstantne mase

pomocu vakuum susSionika.

3.2.5. Anketiranje donatora

Donatori jaja dobili su upitnik u kojemu su morali odgovoriti na pitanja o uvjetima uzgoja
kokosi 1 svojim navikama vezano za konzumaciju jaja. Upitnik je obuhvatio detalje o prehrani
kokosi (vrsta hrane, dodaci prehrani itd.), ukupnom broju kokosi, povrsini dvorista (m?) u

kojem se krecu, postotku pokrivenosti istog prostora vegetacijom, te informacije o eventualnom
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spaljivanju otpada ili smec¢a u dvoristu u kojemu kokosi obitavaju. Cilj upitnika bio je prikupiti
relevantne podatke kako bi se mogla utvrditi povezanost uvjeta uzgoja i okoli$nih faktora s
kontaminacijom jaja te procijeniti unos zive donatora konzumacijom jaja. Podaci za pojedine

donatore nedostaju (5/33), Sto moze utjecati na preciznost ciljanih procjena.

3.2.6. Izracun unosa Zive konzumacijom jaja

Prosjecan tjedni unos zive konzumacijom jaja izraCunat je na temelju srednjih vrijednosti
koncentracija zive u jajima iz razli¢itih podskupina uzoraka i informacija o tjednoj konzumaciji
jaja dobivenih putem ankete koju su ispunili donatori uzoraka. Pretpostavljeno je da masa

jednog jajeta iznosi 50 g, a prosjecan tjedni unos zive izracunat je prema formuli (1):

Cngjajima X Mjaja X Nbroj konzumiranih jaja tjedno = Tjedni unos Hg (ng) (1)

Tjedni unos zive konzumacijom jaja u pg/kg tjelesne mase izracunat je prema formuli (2). Za
pretpostavljenu tjelesnu masu koristene su vrijednosti od 60 kg za zene 1 70 kg za muskarce, u

skladu s preporukama EFSA-e (2012).

Tjedni unos Hg (ng)x0,001

(ng/kg tj. m.) (2)

Mgjelesna masa (K8)

3.2.7. Statisticka obrada

Izracunati su osnovni deskriptivni parametri (srednja vrijednost, standardna devijacija), te
Spearmanova korelacija varijabli i Mann-Whitneyev U-test za testiranje razlike izmedu dvije
nezavisne varijable. Statisticki znaCajnim razlikama ili korelacijama smatrane su one kojima je
p-vrijednost bila manja od 0,05. Analize su provedene uz MS Office Excel (Microsoft) i
Statisticu (TIBCO Software).

26



4. REZULTATI I RASPRAVA



4. Rezultati i rasprava

4.1. REZULTATI ANALIZE ZIVE U PRIKUPLJENIM UZORCIMA

Kalibracijska krivulja za zivu pokazuje vrlo visoku linearnost, s korelacijskim koeficijentom
(R?) od 0,9998. Ovaj podatak ukazuje na dobar odnos izmedu koncentracije zive u uzorku i
mjernog signala. Kalibracijske tocke su 0, 0,10, 0,20, 0,501 1,0 pg/L, $to pokriva §irok raspon
koncentracija i omogucava preciznu kvantifikaciju Hg u uzorcima. Utvrdene vrijednosti LOD-
a koji iznosi 0,007 pg/L, te LOQ-a koji iznosi 0,1 pg/L ukazuju na to da je uredaj sposoban

detektirati 1 kvantificirati Zivu u vrlo niskim koncentracijama, $to osigurava osjetljivost analize.

Srednje vrijednosti iskoristenja standarda Hg dodanih liofilizatima jaja u rasponu razina od 7
do 67 ppb iznosile su 85 %, Sto ukazuje na pouzdanost metode u kvantifikaciji Hg u uzorcima,
iako postoji manje odstupanje od idealnih uvjeta. Izracunata vrijednost RSDr, kao mjere

ponovljivosti metode, bila je izvrsnih 1,4 %.

Vrijednost Zive u referentnom materijalu Bovine liver, u kojemu Ziva nije certificirana, iznosi
3 ng/g, dok u Wheat gluten certificirana vrijednost iznosi 1,9 + 0,6 ng/g. Prema rezultatima
analize referentnih materijala, srednja vrijednost za Hg u necertificiranom referentnom
materijalu Bovine liver je 18,4 + 3,6 ng/g, Sto je visoka vrijednost, ali bez certificiranih
vrijednosti tesko je donijeti zakljucke o toCnosti. Rezultati za certificirani referentni materijal
Wheat gluten takoder su znatno visi od certificirane vrijednosti (10,2 + 0,5 ng/g), $to upucuje
na mogucu pogresku u analizi ili kontaminaciju analiziranog uzorka. Treba ipak napomenuti da

je ovim referentnim materijalima istekao rok trajanja, Sto takoder moze objasniti odstupanja.

Od ukupno 126 analiziranih digestata liofiliziranih uzoraka, njih 88 pokazuje koncentraciju zive
manju od 0,1 pg/L, Sto je ispod granice kvantifikacije (LOQ), dok su sve vrijednosti vise od
granice detekcije (LOD). Ovaj podatak ukazuje na to da velika veéina uzoraka (~ 70 %) ima
vrlo niske razine Zive. Prema pristupu srednje granice (EFSA, 2010), izmjerene vrijednosti niZe
od limita kvantifikacije zamijenjene su s vrijedno$¢u LOQ/2 tj. s 0,05 pg/L, prije daljnje obrade

1 statisti¢ke analize rezultata.

Analizirane vrijednosti suhe tvari u uzorcima pokazale su raspon od 19,0 % do 34,4 %, s
prosjecnom vrijednos¢u od 25,3 %. Vrijednosti suhe tvari u komercijalno dostupnim jajima
kre¢u se od 19,0 % do 27,8 %, dok za jaja iz domaceg uzgoja iznose od 21,6 % do 34,4 %.
Pokazalo se da jaja iz domaceg uzgoja imaju veci medijan (25,8 %) u odnosu na komercijalno
dostupnih jaja (25,6 %), te vecu srednju vrijednost (25,5 %) u usporedbi s komercijalnim
uzorcima (23,9 %). U studiji Matt i sur. (2009), suha tvar u jajima iz konvencionalnog uzgoja

iznosila je 23,1 %, dok je u jajima iz organskog uzgoja 22,6 %. Rezultati iz ovog diplomskog
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rada pokazuju veci sadrzaj suhe tvari, §to moze ukazivati na razli¢ite uvjete uzgoja, prehrane ili

druge ¢imbenike koji mogu utjecati na sadrzaj suhe tvari u jajima.

Izmjerene vrijednosti koncentracija zive u liofilizatima i svjezim uzorcima prikazane su u
Tablici 2. Uzorci koji znacajnije odstupaju su f TENO4 s vrijednos$éu od 5,9 ng/g, potom uzorci
w_KONO04 (3,7 ng/g), w_ KONO1 (3,4 ng/g), s KONO1 (3,1 ng/g), f KONOI (3,0 ng/g) i
w_TENO04 (3,0 ng/g).

Tablica 2 Koncentracije Zive u analiziranim uzorcima kokosjih jaja

Sifra Hg ' Suha tvar .Hg
(ng/g liofilizata) (%) (ng/g svjezeg uzorka)

f ANTO1 52 31,1 1,6
f ANTO02 2,1 25,2 0,5
f ANTO3 2,1 27,1 0,6
f ANTO04 2,1 28,3 0,6
f ANTOS 2,0 26,0 0,5
f ANTO6 2,0 26,3 0,5
f ANTO7 4,6 24,0 1,1
f ANTOS8 2,0 26,2 0,5
f ANT09 8,1 25,5 2,1
f BRTO1 7,0 28,2 2,0
f BRIO1 5,0 26,9 1,3
f BRIO2 2,1 27,3 0,6
f BRIO3 2,1 26,9 0,6
f TENO1 2,1 26,1 0,5
f TENO2 2,1 25,2 0,5
f TENO3 2,0 26,1 0,5
f TENO4 21,4 27,8 5.9
f IVAO1 6,5 23,5 1,5
f IVA02 7,8 21,7 1,7
f CEPO1 2,1 28,4 0,6
f CEP02 2,1 27,3 0,6
f CEPO3 2,1 28,5 0,6
f KONO1 8,6 34,4 3,0
f KONO02 3.9 26,6 1,0
f KONO3 8,2 28,2 2,3
f KONO04 2,1 24,7 0,5
f KONO5 8,9 24,2 2,1
f KONO06 2,1 28,0 0,6
f KONO7 53 27,6 1,5
f KONO8 7,0 25,6 1,8
f KONO09 4,7 28,9 1,3
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f KON10 45 23,1 1,0
f KOMOI 2,0 243 0,5
f KOMO2 2,1 233 0,5
f KOMO3 2,1 23,8 0,5
f KOMO04 2,1 19,0 0,4
f KOMOS 2,1 24,6 0,5
f KOMO06 2,1 25,1 0,5
f KOMO7 2,1 25,4 0,5
f KOMOS 2,1 24,6 0,5
f KOM09 2,0 25,9 0,5
f KOM10 2,1 23,7 0,5
w_ANTO1 4,5 26,8 1,2
w_ANTO2 2,1 25,9 0,5
w_ANTO3 2,0 25,1 0,5
w_ANTO04 2,0 26,2 0,5
w_ANTO5 2,0 25,0 0,5
w_ANT06 5.3 22,2 1,2
w_ANTO7 5,5 23,9 13
w_ANTO8 2,1 25,8 0,5
w_ANTO09 4.6 24,5 1,1
w_BRTOI 2,0 28,4 0,6
w_BRIOI 5,0 25,0 1,2
w_BRI02 2,1 22,3 0,5
w_BRIO3 2,0 24,3 0,5
w_TENOI 2,1 28,1 0,6
w_TEN02 2,0 25,8 0,5
w_TEN03 2,3 21,6 0,5
w_TEN04 12,5 23,9 3,0
w_IVAOL 8,2 23,3 1,9
w_IVA02 5,5 26,3 1,5
w_CEPOI 1,8 26,8 0,5
w_CEP02 2,1 25,2 0,5
w_CEP03 2,1 24,8 0,5
w_KONOI 12,3 274 34
w_KONO02 2,0 23,6 0,5
w_KON03 1,9 27,1 0,5
w_KONO4 14,1 26,4 3,7
w_KONO5 2,0 28,6 0,6
w_KON06 10,6 26,2 2,8
w_KON07 4,7 27,6 13
w_KONOS 7.1 24,6 1,7
w_KON09 5,7 25,2 1,4
w_KON10 2,0 22,2 0,5
w_KOMO1 2,0 21,8 0,4
w_KOMO02 2,0 23,0 0,5
w_KOMO3 2,1 23,5 0,5
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w_KOMO04 2,1 23,3 0,5
w_KOMO05 2,1 23,6 0,5
w_KOMO06 2,1 23,1 0,5
w_KOMO07 2,0 25,3 0,5
w_KOMO8 2,1 232 0,5
w_KOMO09 2,1 24,1 0,5
w_KOMI10 2,1 23,6 0,5
s ANTO1 10,4 23,7 2,5
s ANTO02 2,1 21,7 0,5
s ANTO3 2,0 25,7 0,5
s ANTO04 2,0 26,9 0,5
s ANTO5 2,0 26,1 0,5
s ANTO06 5,7 24,9 1,4
s ANTO7 6,2 25,9 1,6
s ANTO8 2,1 26,7 0,6
s ANT09 2,1 25,4 0,5
s BRTO1 2,1 27,3 0,6
s BRIOI 4,4 24,3 1,1
s BRI02 2,1 22,6 0,5
s BRIO3 2,0 24,7 0,5
s TENOI 2,0 28,4 0,6
s TENO2 2,0 26,4 0,5
s TENO3 2,1 24,3 0,5
s TENO04 6,9 26,2 1,8
s IVAOI 2,0 24,6 0,5
s IVA02 2,1 27,8 0,6
s CEPOI 2,1 25,0 0,5
s CEP02 42 24,8 1,1
s CEP03 2,0 25,9 0,5
s KONO1 11,1 27,4 3,1
s KON02 2,1 25,7 0,5
s KON03 4,6 25,5 1,2
s KONO4 2,1 25,3 0,5
s KONO5 2,1 27,0 0,6
s KONO6 2,0 25,3 0,5
s KONO7 2,1 22,7 0,5
s KONOS 2,1 26,4 0,5
s KON09 2,1 25,1 0,5
s KON10 2,0 23,8 0,5
s KOMO1 2,1 25,0 0,5
s KOMO02 2,1 22,0 0,5
s KOMO3 2,1 22,8 0,5
s KOMO04 2,0 22,7 0,5
s KOMO5 2,1 24,9 0,5
s KOMO06 2,1 24,6 0,5
s KOMO7 2,1 23,8 0,5
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s KOMOS 2,1 23,7 0,5
s KOMO09 2,1 22,5 0,5
s KOM10 2,1 25,7 0,5

Uzorak f TENO4, gdje su kokosi hranjene travom i povréem, bez spaljivanja smeca u dvoristu
pokazuje najvisu izmjerenu vrijednost zive (Tablica 2). Uzorak w_KONO04 pokazuje drugu
najvisu izmjerenu vrijednost. Uzorci f KONO1, w_KONO1 i s KONO1, prikupljeni na
kontrolnom podrucju, imaju slicne koncentracije zive koje se krecu izmedu 3,0 1 3,7 ng/g. Na
tome podrucju, prema anketi donatora, tijekom jeseni dolazi do spaljivanja grana u blizini
obitavanja kokoS$i nesilica. Spaljivanje grana i otpada, te posipavanje pepela po dvoristu
potencijalno je izvor kontaminacije, §to bi moglo objasniti konstantno povisene vrijednosti zive
u jajima s tog podrucja prikupa. S druge strane, zimski uzorak s podrucja izloZenog dimu
(w_TENO04) pokazuje znatno nizu vrijednost od uzorka prikupljenog na istom podrucju u jesen,
a sli¢ne vrijednosti kao uzorci KONO1. Za navedene uzorke, nije zabiljeZeno hranjenje kokosi
dodacima, stoga se kontaminacija putem prehrane ne moze povezati s povisenim vrijednostima
zive niti u jednom od uzoraka. Tako su koncentracije zive u uzorcima f TEN04 i w_TENO04
nesto vise, razlike izmedu njih 1 kontrolnih uzoraka nisu dovoljno velike da bi se moglo sa
sigurno$¢u zakljuciti da su uzorci izlozeni dimu kontaminirani upravo zbog dima od pozara u
tvornici za reciklazu plastike. Razlike u vrijednostima zive izmedu ovih podgrupa sugeriraju
da, iako dim pozara moze biti jedan od ¢imbenika, vjerojatno postoje i drugi okoliSni faktori

koji utjeCu na koncentracije zive u jajima.

Na Slici 4 prikazane su vrijednosti distribucije sadrzaja Hg u koko§jim jajima, izrazene u ng/g
originalne namirnice, za razli¢ite skupine uzoraka prikupljene u razli¢itim sezonama (jesen,
zima, ljeto). Iz dobivenih podataka vidljivo je da su najviSe maksimalne vrijednosti zive
zabiljeZene u uzorcima izlozenima dimu u jesenskom prikupu (5,9 ng/g). Najvisa zabiljezena
razina u ovoj skupini znatno je visa nego u kontrolnim uzorcima (3,0 ng/g). Medutim, medijan
vrijednosti uzoraka izloZenih dimu iz jesenskog prikupa iznosi 0,6 ng/g, dok je ta vrijednost za
kontrolne uzorke 1,4 ng/g (srednje vrijednosti: 1,1 prema 1,5 ng/g). Razlike su na granici
statisticke znacajnosti (p = 0,07). Ovi podaci sugeriraju da ve¢ina uzoraka iz jesenskog prikupa
ima relativno niske vrijednosti koncentracije Zive, dok je ve¢i dio kontrolnih uzoraka imao vise

razine Zive u odnosu na uzorke s lokacija izloZzenih dimu u jesenskom prikupu.
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Slika 4 Koncentracije Zive u analiziranim uzorcima kokosjih jaja

Kao 1kod jesenskog prikupa, medijan u uzorcima izlozenim dimu iz zimskog prikupa (0,5 ng/g)
nizi je nego kod kontrolnih uzoraka iz zimskog prikupa (1,4 ng/g) (srednje vrijednosti: 0,9
prema 1,6 ng/g; p = 0,149) (Slika 4). Maksimalna vrijednost u kontrolnim uzorcima iznosi 3,7
ng/g, dok je ista za uzorke izlozene dimu nesto niza, 3,0 ng/g. Oc¢ito, opterecenje zivom vece je

u kontrolnim uzorcima nego u uzorcima izlozenim dimu.

Uzorci iz ljetnog prikupa imaju vrlo sli¢ne vrijednosti medijana (Slika 4), mada su kontrolni
uzorci opet ukljuc¢ivali nesto viSu maksimalnu vrijednost (2,5 prema 3,1 ng/g). Medijani za
uzorke izloZzene dimu 1 za kontrolne uzroke iznose 0,5 ng/g, dok srednje vrijednosti takoder
imaju istu vrijednost: 0,8 ng/g. MozZe se zakljuciti da nema znac€ajnih razlika izmedu razina Zive

u uzorcima izlozenim dimu i kontrolnih uzoraka (p = 0,611).

Vrijednosti za Zivu u uzorcima iz trgovine (jesen, zima i ljeto) pokazuju konstantno najnize
vrijednosti 1 najmanju varijabilnost (Slika 4). Razlike u odnosu na uzorke s lokacija
potencijalno izloZenih kontaminaciji i na kontrolne uzorke jesenskog prikupa bile su snazno
statisticki znacajne (p < 0,001). Sli¢no je utvrdeno za zimski i ljetni prikup. Nema znacajnih

sezonskih varijacija.
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Van Overmeire i sur. (2009) proveli su ispitivanje na domacim jajima iz slobodnog uzgoja
kokosi nesilica na podrucju Belgije, tzv. CONTEGG studija. Utvrdene minimalne (0,10 ng/g),
maksimalne (20,20 ng/g) i srednje vrijednosti (3,31 ng/g) te medijan (2,32 ng/g) zive u
uzorcima ukazuju na znacajno vecu kontaminaciju jaja u tom podrucju, nego u uzorcima jaja
ispitivanih u sklopu ovog diplomskog rada. Najvisa srednja vrijednost u ovom diplomskom
radu odnosi se na kontrolne uzorke iz zimskog prikupa, 1,6 ng/g, §to je znacajno manje nego u
uzorcima iz CONTEGG istrazivanja. Ovakve poviSene vrijednosti prisutne u uzorcima u
CONTEGG istrazivanju mogu se povezati sa spaljivanjem smeca (plastike i drveta, tjedno ili
nekoliko puta godiSnje) te posipavanjem pepela po dvoriStu u kojemu kokosi nesilice obitavaju.
Uz to, neposredna blizina raznih industrijskih postrojenja 1 koriStenje pesticida moze utjecati
na poviSene vrijednosti. S druge strane, u ovom diplomskom radu nema zabiljeZenog
spaljivanja plastike u dvoristu, dok je samo kod Sest ispitanika utvrdeno spaljivanje li¢a, granja
1 kartona, a samo kod dva ispitanika utvrdeno je bacanje pepela po dvoristu. Takoder, pitanje o

koriStenju pesticida nije uklju¢eno u upitnik dodijeljen donatorima u ovom diplomskom radu.

Rezultati ovog diplomskog rada pokazuju znatno niZe razine zZive u kokosjim jajima u usporedbi
s istrazivanjem Tispoura i sur. (2011), u kojemu su analizirani uzroci jaja kanadskih gusaka.
Prosjecne vrijednosti zive u uzorcima tog istrazivanja iznose 4,29 ng/g, Sto je znatno vise od
maksimalnih prosje¢nih vrijednost dobivenih analizom kokosjih jaja u ovom diplomskom radu.
Guske u istrazivanju Tispoura i sur. (2011) zZivjele su u New Jersey Meadowlandsu, na podrucju
koje se nalazi unutar gusto urbaniziranog estuarija New York/New Jersey koji je podlozan
znaCajnom zagadenju zbog neposredne blizine industrijskih postrojenja i ispustanja otpadnih
voda, prometa, 1 kucanstava uz rijeku Hackensack 1 obliznje vodene tokove. Takvi uvjeti
utjecali su na povisene koncentracije zive u okoliSu, te posljedi¢no i u jajima gusaka koje
obitavaju na tom podrucju. Ovi rezultati sugeriraju da okoliSni faktori, industrijalizacija 1

urbanizacija imaju znacajan utjecaj na akumulaciju Zive u jajima.

Mitrovi¢ 1 sur. (2021) u svojem istrazivanju imali su za cilj procijeniti izloZzenost odrasle
populacije u Srbiji teSkim metalima konzumacijom jaja i proizvoda od jaja. Prikupljeno je 255
uzoraka s razli¢itih komercijalnih farmi. Utvrdena prosje¢na vrijednost za Zivu u uzorcima
prikupljenim u periodu izmedu 2018. i1 2020. iznosila je 0,84 + 0,22 ng/g. Kontrolni uzorci i
uzorci izloZeni dimu analizirani u sklopu ovog diplomskog rada imaju generalno vece srednje
vrijednosti za zivu (Slika 4), dok uzorci iz trgovine dosljedno pokazuju manje vrijednosti za
zivu u odnosu na uzorke iz Srbije. Aliu i sur. (2021) ispitivali su koncentracije teskih metala u

jajima s industrijskih peradarskih farmi i koko§jih jaja iz slobodnog uzgoja s Kosova. Jaja s
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peradarskih farmi pokazivala su nesto viSe vrijednosti (0,39 ng/g) od onih iz slobodnog uzgoja
(0,28 ng/g). U usporedbi s rezultatima dobivenim u ovom diplomskom radu, koncentracije zive
u jajima s Kosova pokazuju nize vrijednosti. Uzorci kokos$jih jaja analizirani u ovom
diplomskom radu pokazali su viSe koncentracije zive u odnosu na uzorke iz istrazivanja
Esposito i sur. (2011) u kojem je ziva otkrivena samo u 10 od 39 uzoraka, a vrijednosti su bile
vrlo blizu granice kvantifikacije. Vise koncentracije zive u uzorcima iz ovog diplomskog rada
u usporedbi s uzorcima iz navedenih istrazivanja mogu biti posljedica izlozenosti dimu
nastalom uslijed pozara u tvornici za recikliranje plastike, medutim ne moze se sa sigurnoS¢u
tvrditi da je to jedini ili pak glavni izvor kontaminacije. Vise koncentracije Zive zabiljeZene su

u kontrolnim uzorcima u odnosu na uzorke izloZene dimu, Sto sugerira da uz izloZenost dimu

.....

Interkvartilni rasponi (Slika 4) takoder ukazuju na vise 1 varijabilnije vrijednosti u kontrolnim
uzorcima, osobito u onima iz zimskog prikupa (Q25 = 0,5 ng/g; Q75 = 2,8 ng/g). Najvise i
najvarijabilnije interkvartilne vrijednosti uzoraka izloZenith dimu dobivene su za uzorke iz
jesenskog prikupa (Q25 = 0,5 ng/g; Q75 = 1,5 ng/g), medutim te vrijednosti su nize od Q75

vrijednosti za kontrolne uzorke u jesenskoj 1 zimskoj sezoni.

Usporedbom medijana i srednjih vrijednosti uzoraka izlozenih dimu po sezonama (medijani:
0,6, 0,5 1 0,5 ng/g; srednje vrijednosti: 1,1, 0,9 1 0,8 ng/g), moZe se uociti tek neznatno veca
vrijednost uzoraka jesenskog prikupa (Slika 4), koja se najvise priblizila statisticki znacajnoj
razlici u odnosu na rezultate za ljetni prikup (p = 0,069). Moguce je da se najvise vrijednosti i
najveca varijabilnost izmjerenih koncentracija mogu povezati s dimom poZara nosSenog

vjetrom, kojem je okolis, kao 1 kokosi nesilice, tada bio najizlozeniji.

U slucaju kontrolnih uzoraka, utvrdena je znacajna razlika (p = 0,021) izmedu srednjih
vrijednosti ljetnog (1,6 ng/g) 1 jesenskog prikupa (1,5 ng/g), te znacajno niza srednja vrijednost

za ljetni prikup (0,8 ng/g).

Medijani i srednje vrijednosti za komercijalne uzorke su imali minimalne razlike izmedu

sezonskih prikupa (Slika 4).

Grupiranjem svih uzoraka iz lokacija izloZenih dimu, kontrolnih lokacija te uzoraka iz trgovine
(Slika 5) ponovno je utvrden ve¢i medijan za kontrolne (1,0 ng/g) u odnosu na izloZene (0,6
ng/g) 1 komercijalne (0,5 ng/g) skupine uzoraka. Kao §to se vidi na slici, raspon odstupanja od
srednje vrijednosti podrazumijeva male razlike izmedu kontrolnih 1 izloZenih skupina (1,3 £ 1,0

prema 0,9 + 0,8 ng/g), za razliku od skupine s uzorcima iz trgovine (0,5 + 0,03 ng/g). Zato
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razlike izmedu kontrola i izloZenih uzoraka nisu znac¢ajne (p = 0,149), dok ove dvije skupine

imaju statisticki znacajno vece srednje vrijednosti u odnosu na uzorke iz trgovine (p < 0,001).

Hg u kokosjim jajima (ng/g originalne namirnice)

a
=& == S i
IzloZeno dimu Kontrole Iz trgovine

O Medijan
[125%-75%
T Min-Max

Slika 5 Koncentracije Zive u analiziranim uzorcima kokosjih jaja grupiranim neovisno o

4.2. UTJECAJ OKOLISNIH FAKTORA NA RAZINE ZIVE U

sezoni prikupa

UZORCIMA KOKOSJIH JAJA

Korelacija koncentracije zive u uzorcima s povrSinom dvoriSta koje je dostupno kokoSima

donatora prikazana je na Slici 6. Postoji slaba, ali statisti¢ki znacajna pozitivna povezanost

izmedu sadrzaja zive u jajima 1 povrSine kokoSinjca. Rezultat upucuje na utjecaj vece

izloZenosti okoliSu na povecanje razine Zive u jajima. Dodatna, ciljana istraZivanja bi mogla

pomocida se jasnije utvrde faktori koji utjeu na razine Zive u kokosjim jajima te bolje razumije

utjecaj veli¢ine kokoSinjca na sadrzaj zive u jajima.
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Povrgina dvoridta po kokoZki (m?)
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Slika 6 Korelacija koncentracije zive u uzorcima kokosjih jaja s povrSinom kokosinjca

Provedena je analiza kako bi se istrazila povezanost povrsine dvorista pokrivene vegetacijom i
sadrzaja zive u koko§jim jajima. Spearmanov koeficijent korelacije (r) iznosi 0,170, a p-
vrijednost 0,130, Sto upucuje na postojanje pozitivne korelacije izmedu ove dvije varijable, iako
je neznatna te nema statisticku znacajnost. Ispitana je i povezanost izmedu broja kokosi u
kokosinjcu i sadrzaja zive u kokosjim jajima, ali veza izmedu ovih varijabli nije utvrdena (r =

0,011; p=0,924).

4.3. TJEDNI UNOS ZIVE KONZUMACIJOM JAJA

IzraCunate vrijednosti za tjedni unos Hg konzumacijom jaja prikazane su u Tablici 3.
Prosje¢nom konzumacijom u populaciji domacinstava koja su donirala uzorke od 7,56, odnosno
osam jaja tjedno, mase 50 g, najveci unos zive ostvaruje se konzumacijom kontrolnih uzoraka
iz zimskog prikupa, dok se najmanji unos postize konzumacijom jaja iz trgovine, takoder iz

zimskog prikupa.

Prema EFSA-i (2012) prihvatljivi tjedni tj. TWI (eng. tolerable weekly intake) vrijednost za

metil zivu iznosi 1,3 pg/kg tjelesne mase, dok ista vrijednost za anorgansku zivu iznosi 4 pg/kg
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tjelesne mase. Velika veéina zZive u kokosjim jajima je u anorganskom obliku te ¢e se za
usporedbu unosa koristiti samo TWI za anorgansku Zivu (Gonzalez-Alvarez i sur., 2023).
Maksimalni tjedni unos zZive konzumacijom kokosjih jaja po jedinici tjelesne mase, dobiven
izra¢unom u ovom diplomskom radu, iznosi za zene 0,0109 pg/kg tj. m., a za muskarce 0,0093
png/kg tj. m., $to je znacajno nize od prihvatljivih tjednih unosa za anorgansku zivu. Prosje¢na
izlozenost zivi putem konzumacije jaja u radu Mitrovi¢ i sur. (2021) iznosi 0,0017 pg/kg tj. m.
dnevno, $to odgovara 0,0119 pg/kg tj. m. tjedno Ove vrijednosti vrlo su bliske vrijednostima
izloZenosti Zivi za kontrolne uzorke (Tablica 3). U Italiji su razine zive u jajima bile ispod
granica detekcije, Sto ukazuje na minimalnu izloZenost putem konzumacije jaja, dok su, s druge
strane, u Iranu zabiljeZene najviSe koncentracije zive (10 ng/g). Prema izracunu koriStenom u
ovom diplomskom radu, konzumacijom jaja iz Irana, tjedni unos zive za zene 1 muskarce po kg
tjelesne mase bio bi veci otprilike 7 puta u odnosu na ovdje utvrdene unose. Medutim, iako su
vrijednosti zive u iranskim jajima vise, ona 1 dalje dovode do znatno nizeg unosa od vrijednosti

prihvatljivog tjednog unosa, tj. ¢ine manje od 2 %.

Postotak prihvatljivog tjednog unosa zive dosegnut unosom kokosjih jaja u svim analiziranim
podgrupama se krece izmedu 0,07 10,3 %. Konzumacijom jaja iz kontrolnog podrucja, zimskog
prikupa, postize se maksimalni unos koji za Zene iznosi 0,3 %, a za muskarce 0,2 % TWI
vrijednosti. Najnizi postotak prihvatljivog tjednog unosa zabiljezen je kod komercijalnih
uzoraka neovisno o sezoni iznosi 0,07 % za muskarce, a 0,08 % za zene. Ovi rezultati upucuju
na zakljucak da konzumacija jaja iz bilo koje analizirane podgrupe ne predstavlja rizik za razvoj

kroni¢nih ili akutnih bolesti povezanih s prekomjernim unosom zive.
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Tablica 3 Procjena unosa Zive konzumacijom kokosjih jaja prema podacima prikupljenim iz

ankete

Tjedna izloZenost

Tjedna izloZenost

Hgu | Tjedni unos Hg s .
s . Hg konzumacijom | Hg konzumacijom
Podgrupe jajima | konzumacijom | . % . o .
(ng/g) jaja (ng) jaja (ng/kg tj. m.) | jaja (ng/kg tj. m.)
za muskarce za zene
1zloZeno dimu
; .. 1,1 452.0 0,0065 0,0075
jesenski prikup
. Kontrole, 1.5 608.0 0,0087 0.0101
jesenski prikup
| g, 0.5 1960 0.0028 0,0033
jesenski prikup
IzloZeno dimu,
. o 0,9 360,0 0,0051 0,0060
zimski prikup
ool muklal | g o 652,0 0,0093 0,0109
prikup
Iz trgovine, 0,5 192,0 0,0027 0,0032
zimski prikup
ety i iy, 0,8 324.0 0,0046 0,0054
ljetni prikup
Kontrole, ljetni | ) ¢ 336,0 0,0048 0,0056
prikup
lby g/ 0,5 196,0 0,0028 0,0033

ljetni prikup
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5. Zakljuéci

Rezultati ovog diplomskog rada pokazuju da se razine zive u jajima razlikuju izmedu razli¢itih
skupina uzoraka (izloZzenih dimu, kontrolnih uzoraka i komercijalnih uzoraka), pri cemu su
najvisi medijani koncentracija zabiljezeni u kontrolnim uzorcima iz jesenskog i zimskog

prikupa (1,4 ng/g originalne namirnice).

Najvisa izmjerena vrijednost zive zabiljeZena je u podgrupi uzoraka izlozenih dimu iz jesenskog
prikupa (5,9 ng/g), dok su generalno najvise koncentracije zabiljeZene u kontrolnim uzorcima

iz zimskog prikupa.

Uzorci iz ljetnog prikupa pokazuju najnize razine Zive u usporedbi s ostalim prikupima, dok
komercijalni uzorci dosljedno pokazuju najnize vrijednosti i najuzi raspon koncentracija zive,

Sto moze ukazati na kontrolirane uvjete uzgoja i nizu izloZenost kontaminantima.

Medijani za uzorke s kontrolnih i lokacija izlozenih dimu (1,0 prema 0,6 ng/g), te komercijalne
uzorke (0,5 ng/g), grupirane neovisno o sezoni prikupa, ukazuju na najviSe vrijednosti u
kontrolnoj skupini. Ipak, razlika srednje vrijednosti za kontrolnu u odnosu na izlozenu skupinu

nije statisti¢ki znacajna (1,3 = 1,0 prema 0,9 + 0,8 ng/g; p = 0,149).

Pretpostavka da ¢e uzorci izlozeni dimu pozara iz tvornice za reciklazu plastike biti
kontaminiraniji od kontrolnih uzoraka nije potvrdena. Ovo sugerira da dim nastao

sagorijevanjem plastike nije znacajan izvor zive.

Postoji slaba, ali statisticki znaCajna povezanost izmedu vece povrsine kokoSinjca i povecane
koncetracije zive u jajima (r = 0,313; p = 0,005). Veca izlozenost okoliSnim ¢imbenicima moze

doprinijeti ve¢im razinama kontaminacije zivom.

Niti jedna skupina uzoraka nije rezultirala tjednim unosom zive (ug/kg tj. m.) putem jaja koja
premasuje vrijednosti prihvatljivog tjednog unosa za anorgansku zivu (4 pg/kg tj. m.), uz
najveci unos koji €ini tek 0,3 % ove vrijednosti. MoZe se zakljuciti da konzumacijom jaja iz
podrucja zahvacenog pozarom plastike, kontrolnih podruc¢ja te jaja iz trgovine nema rizika za

razvoj kronicnih ili akutnih bolesti povezanih s unosom Zive.
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