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SAZETAK

Uvod Mikotoksini su otrovni spojevi koje proizvode plijesni na sirovinama, poput Zitarica i predstavljaju
ozbiljnu opasnost za humano zdravlje i zdravlje Zivotinja. Zivotinje i ljudi izloZeni su uglavnom
konzumiranjem kontaminirane hrane. Cilj istraZivanja je utvrditi prevalenciju deoksinivalenola (DON) i
zearalenona (ZEA) u proizvodima.

Metode Za detekciju deoksinivalenola i zearalenona koristen je enzimski imunosorbentni test (ELISA).
Rezultati: Medu 40 uzoraka (24 hrane za zivotinje i 16 uzoraka hrane za humanu prehranu) ispitana je
prisutnost mikotoksina. Najvise detektovane pojedinacne razine mikotoksina bile su, ZEA: 237,84 pg/kg
u uzorku hrane za Zivotinje i ZEA: 20,28 ug/kg u uzorku hrane za ljudsku prehranu, DON: 2927,00 pug/kg
u uzorku hrane za Zivotinje i DON : 973,00 ug/kg u uzorku hrane za ljudsku prehranu. ZEA je detektovan
u 54,2% (13; od ukupno 24) uzoraka hrane za Zivotinje u rasponu od < 10 do 237,84 ng/kg (p<0,05)iu
18,75% (tri; od ukupno 16) uzoraka hrane u rasponu od <10 do 20,28 pg/kg (p>0,05). DON je detektovan
u 75,0% (18; od 24) uzoraka sto¢ne hrane u rasponu od < 40 do 2927,00 pg/kg (p>0,05) i u 43,75%
(sedam; od 16) uzoraka hrane za ljudsku prehranu u rasponu od <40 do 973,00 pg/kg (p>0,05). Istodobna
pojava mikotoksina takoder je dokazana: 50,0% analiziranih uzoraka pokazalo je koegzistenciju oba
mikotoksina u uzorcima hrane za zivotinje i 12,5% u uzorcima hrane za ljudsku prehranu.

Zakljuéci Zbog Cinjenice da se distribucija mikotoksina u sirovinama moze uveliko promijeniti iz godine
u godinu s klimatskim uvjetima ili globalizacijom trzista, potrebno je redovito pracenje mikotoksina u
hrani za zivotinje kako bi se sprijecila integracija kontaminiranih materijala u prehrambeni lanac.
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Mikotoksini mogu u¢i u prehrambeni lanac
covjeka 1 zivotinja direktnom ili indirektnom
kontaminacijom. U direktnoj kontaminaciji
prehrambeni  materijal je osnova rasta
toksikogene plijesni. Namirnice mogu biti
dobri domacini za rast plijesni u nekim
stadijima u toku njihove proizvodnje, prerade,
transporta 1 skladiStenja. Indirektna
kontaminacija ¢e se pojaviti kada su dodaci
namirnicama kontaminirani mikotoksinima (1).

Prisutnost mikotoksina ovisi 0 klimatskim
uvjetima, posebno o periodu Zetve, uslova
transporta i skladistenja. Sadrzaj vode zrna u
Zetvi vazan je parametar za naknadni porast
plijesni. Nakon kikirikijeva brasna, kukuruz je
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najveci izvor ulaska mikotoksina u krmu. Pri
tome je vazna i zemlja porijekla kukuruza, jer
je u zemljama Dalekog istoka kukuruz redovito
kontaminiran aflatoksinom (1).

Mikotoskikoze su akutna i hroni¢na osStecenja
zdravlja  izazvana  mikotoksinima  (2).
Mikotoksini mogu izazvati kod ljudi i
zivotinja kancerogeni efekat, imunotoksic¢ni
efekat, probavne smetnje, neurotoksi¢ni
efekat, hepatotoksi¢ni efekat, nefrotoksic¢ni
efekat, reproduktivne i razvojne poremecaje
(Tabela 1.), pri ¢emu Cesto mogu istovremeno
djelovati na viSe mjesta u oganizmu i na
razliCite nacine Sto ovisi o vrsti mikotoksina,
dozi i vremenu izlozenosti (1).

Tabela 1. Prikaz bolesti uzrokovanih mikotoksinima (3)

Sistem Zdravstveni problemi Mikotoksini
; lasti¢nost il trasni . .
krvotok smanjena elasticnost zIia, unutrasnja aflatoksini, satratoxini, roridini
krvarenja
dijareja, povracanje, krvarenje iz creva,
U . | Ostecenje . aflatoksini, T-2 toksini,
digestivni sistem  jetre, nekroze, ibrioze, rane na mukoznim - . .
deoksinivalenol (vomitoksin )
membranama,
anoreksija

respiratorni sistem . .
iz pluca

ozbiljne poteskoce s disanjem, krvarenje

trikotehekeni

nervni sistem

drhtavica, nekoordinirani pokreti,

tremogeni, trikotehekeni

depresija, glavobolja

koza osip, fotosenzitivnost trikotehekeni

urinarni sistem oStecenje bubrega ohratoksin, citrinin

reproduktivni sterilnost, promjene u reproduktivnim

: : . T-2 toksin, zearalenon
sistem ciklusima

imuni sistem promjene ili potpuno unistenje mnogi mikotoksini
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Zitarice su  najéeSée  kontaminirane
aflatoksinom, deoksinivalenolom (DON),
zearalenonom, fumonizinima i T-2 toksinom
4).

Najbolji pristup za uniStavanje mikotoksina
u hrani je sprijecavanje rasta plijesni u svim
fazama proizvodnje, prikupljanja, transporta,
obrade, skladiStenja i prodaje.

Mikotoksini se produciraju na nivoima
aktiviteta vode iznad 0,83, ili priblizno 8%
do 12% vlaznosti zrna, Sto zavisi od tipa
zitarice (2). Stoga je neophodno, brzo i
temeljno suSenje i skladiStenje u suhim
uslovima.

Zemlje clanice EU su uskladile zakonsku
regulativu o maksimalno  dopusStenim
koncentracijama mikotoksina u hrani za
zivotinje 1 ljude (EC/576/2006 1
EC/1881/2006). U Zzitaricama 1 njithovim
preradevinama  namijenjenim  ljudskoj
prehrani maksimalno dozvoljene
koncentracije za ohratoksin i zearelenon
kre¢u se od 0,5 mg/kg, odnosno 20 mg/kg
(dije¢ja hrana) do 5 mg/kg, odnosno
200 mg/kg (nepreradene zitarice). U stocnoj
hrani su najvece dopustene koncentracije
izmedu 0,05 i 0,25 mg/kg za ohratoksin te
izmedu 0,1 i 3 mg/kg za zearelenon (5).

ZNACAJ MIKOTOKSINA SA
ZDRAVSTVENOG ASPEKTA
Zearalenon

Toksigeni efekat zearalenona zavisi od

koncentracije, vremena izlaganja i opstem
fizioloSkom stanju organizma. Obicno
izaziva poremecaje urogenitalnog sistema, a
hroni¢na trovanja ili jaca akutna trovanja
ostavljaju trajne posljedice na
reproduktivnim organima kao degenerativne
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promjene (6, 7). Simptomi su upala rodnice
(vulvovaginitis), a u zivotinja koje nisu
spolno zrele prolaps rektuma i rodnice.
Smanjen je spolni nagon, Zivotinje su
neplodne, dolazi do mumifikacije fetusa,
pobacaja, mrtvorodenosti i smanjenog okota.
Kod muskih zivotinja moZe uzrokovati
atrofiju sjemenika i povecanje mlijeCnih
zlijezda.  Zearalenon inhibira luéenje
folikulstimuliraju¢eg hormona zbog Cega
potiskuje razvoj folikula ovarija i inhibira
proces ovulacije te ima luteotropan efekt, pa
izaziva retenciju zutog tijela,
pseudotrudnoéu i anestriju.  Uzrokuje
hormonsku neravnotezu 1 dovodi do
hiperestrogenizma kod domacih zivotinja.
Svinje su najosjetljivija vrsta i kod njih su
mikotoksikoze zearalenonom najcesce (1).

Deoksinivalenol

Kod zivotinja akutna izloZzenost DON-u
izaziva smanjeni unos hrane (anoreksiju) i
povracanje, a kod duZe izloZenosti uzrokuje
smanjeni prirast te promjene na prsnoj
zlijezdi (timusu), slezeni, srcu i jetri. DON
se brzo 1 djelotvorno apsorbira pa se vise od
95% unesenog DON-a izlu¢i mlijekom,
urinom i fecesom krava i svinja (8).
Dokazano je sinergisticko djelovanje DON-a
u kombinaciji s drugim mikotoksinima. U
kombinaciji s aflatoksinom B1, DON ima
izrazajnije mutageno djelovanje.

ZAKONSKA REGULATIVA U BIH

U Bosni i Hercegovini trenutno su na snazi
dva Pravilnika:

- Pravilnik o nepozeljnim tvarima u hrani za
zivotinje, Sl. glasnik BiH, br. 72/11



- Pravilnik o izmjenama i dopuni Pravilnika o
nepozeljnim tvarima u hrani za Zivotinje, Sl.
glasnik BiH, br. 23/16

- Pravilnik o najve¢im dopustenim koli¢inama
odredenih kontaminata u hrani, Sl. glasnik
BiH, br. 49/14.

Pravilnici su uskladeni sa zakonima, normama
i direktivama na nivou EU.

MATERIJAL | METODE

Medu 40 uzoraka (24 hrane za zivotinje i 16
uzoraka hrane za humanu prehranu) ispitana
je prisutnost mikotoksina. Analize su vrSene
pri Sluzbi za hemijsku dijagnostiku Instituta
za zdravlje i sigurnost hrane Zenica.

Od screening metoda u odredivanju
mikotoksina najvise se koristi
imunoenzimska metoda (ELISA-enzyme-
linked immunosorbent  assay)  kao
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jednostavna i brza metoda, ekonomski i
ekoloski prihvatljiva s moguénoscéu analize
velikog broja uzoraka (9). Nedostatak ove
metode je nedovoljna specificnost i
moguénost cross-reakcija s konjugiranim
metabolitima.

Metoda za bazira na kompetitivnoj
kolorimetrijskoj imunoenzimskoj metodi.
Specificna antitijela su impregnirana u
jazice; tokom procesa same analize,
ispitivani aflatoksin u uzorku zajedno sa
dodanim HRP konjugatom se ,,takmici* za
vezivanje na specificno antitijelo u jazicama,
sprecavaju¢i vezivanje HRP konjugata.
Nakon dodavanja TMB substrata, intenzitet
boje ili slobodnog konjugata proporcionalan
je koncentraciji ispitivanog aflatoksina.
Ocitanje se vrsi na 450 nm.

Slika 1. ELISA ¢ita¢ (Izvor: slikao Amir Ibrahimagic)
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REZULTATI
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Istrazivanjem je analizirano ukupno 40 uzoraka i to 24 uzorka hrane za Zivotinje i 16 uzoraka

hrane za ljudsku upotrebu.
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Grafikon 1. Prikaz zastupljenosti ZEA u stocnoj hrani
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Grafikon 2. Prikaz zastupljenosti ZEA u hrani

NajviSe detektovane pojedinatne razine
ZEA bile su: 237,84 ng/kg u uzorku hrane
za zivotinje 1 ZEA: 20,28 pg/kg u uzorku
hrane za ljudsku prehranu. ZEA je
detektovan u 54,2% (13; od ukupno 24)
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uzoraka hrane za Zivotinje u rasponu od <
10 do 237,84 pg/kg (p<0,05) i u 18,75% (tri;
od ukupno 16) uzoraka hrane u rasponu od
<10 do 20,28 ug/kg (p>0,05) (Grafikon 1 i
2).
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Grafikon 3. Prikaz zastupljenosti DON u sto¢noj hrani
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Grafikon 4. Prikaz zastupljenosti DON u hrani

NajviSe detektovane pojedinacne razine
DON bile su: 927,00 ug/kg u uzorku hrane
za zivotinje 1 DON: 973,00 pg/kg u uzorku
hrane za ljudsku prehranu. DON je
detektovan u 75,0% (18; od 24) uzoraka
sto¢ne hrane u rasponu od < 40 do 2927,00
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ug/kg (p>0,05) i u 43,75% (sedam; od 16)
uzoraka hrane za ljudsku prehranu u rasponu
od <40 do 973,00 pg/kg (p>0,05) (Grafikon
3i4).



Istodobna pojava mikotoksina takoder je
dokazana: 50,0% analiziranih  uzoraka
pokazalo je koegzistenciju oba mikotoksina

DISKUSIJA

Prema istrazivanju Gruber-Dorninger C i
suradnika koncentracije aflatoksina B,
zearalenona, fumonizina, ohratoksina A,
deoksinivalenola i T-2 toksina analizirane su
u 74.821 uzoraka krme i krmnih sirovina
(npr. kukuruz, pSenica, soja) prikupljenih iz
100 zemalja od 2008. do 2017. godine.
Ukupno, 88% uzoraka je kontaminirano
barem jednim  mikotoksinom. Pojava
mikotoksina pokazala je razli¢ite regionalne
trendove, a klima je bila klju¢na odrednica
koja je upravljala tim trendovima. U vecini
regija veCina uzoraka udovoljavala je
maksimalnim nivoima i vrijednostima
smjernica za mikotoksine u sto¢noj hrani
koji je na snazi u Europskoj uniji. Medutim,
41,1%, 38,5% 1 20,9% uzoraka iz JuZne
Azije, Subsaharske Afrike, odnosno
Jugoistocne Azije, premasili su maksimalni
nivo aflatoksina B1 (20 pg/kg). U nekoliko
regija koncentracije mikotoksina u kukuruzu
pokazale su izraZzenu varijaciju iz godine u
godinu koja se moze objasniti kiSom ili
temperaturom tokom osjetljivin perioda
razvoja zrna. Veliki dio uzoraka (64%) bio

je istovremeno kontaminiran sa > 2
mikotoksina. NajceS¢e uocene smjese
mikotoksina bile su kombinacije

deoksinivalenola, zearalenona i fumonizina,
kao i fumonizini i aflatoksin B1 (16).

Istrazivanje koje je objavljeno 2019. godine,
Ertelthaler T i sur. su prikazali zastupljenost
mikotoksina u Juznoj Europi (ukljucujuci i
naSu zemlju), gdje je naznacena velika
prisutnost DON-a u 65% uzoraka psenice,
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u uzorcima hrane za zivotinje i 12,5% u
uzorcima hrane za ljudsku prehranu.

Sto je u korelaciji 1 slicnosti sa naSim
istrazivanjem, pri ¢emu je 58% iznad praga
rizika. Prosje¢ni 1 maksimalni nivo
koncentracije bili su 611 ppb, odnosno 1.910
ppb. Podru¢je zabrinutosti je fumonizin u
kukuruzu. Prevalencija fumonizina iznosila
je 88% pozitivnih uzoraka. Gotovo polovina
uzoraka bila je iznad praga rizika. Prosjecni
i maksimalni nivo bili su 1.272 ppb,
odnosno 6.934 ppb. Deoksinivalenol je
pronaden u 55% ispitanih uzoraka kukuruza,
a ZEN u 48% uzoraka kukuruza, $to je visa
koncentracija u odnosu na zastupljenosti
ZEA u nasem istrazivanju (17).

ZAKLJUCAK

Mikotoksini su toksi¢ni gljiviéni sekundarni
metaboliti  koji se cesto nalaze kao
zagadiva¢i hrane 1 hrane za Zivotinje.
Mikotoksigene gljive napadaju biljke na
polju ili poljoprivredne proizvode tokom
skladiStenja.  NajceS¢i  mikotoksini  su
aflatoksini (npr. Aflatoksin B1; AFB1),
fumonizini, zearalenon (ZEN), trihoteceni
tipa B (npr. Deoksinivalenol; DON),
trihoteceni tipa A (npr. Toksin T-2; T-2) i
ohratoksin A (OTA). Poznato je da ovi
mikotoksini vrse toksi¢ne efekte na domace
zivotinje, uzrokujuéi nevolje 1 smanjujuci
produktivnost (12). Neki mikotoksini mogu
se prenijeti u stoCarske proizvode, kao Sto su
meso, jaja i mlijeko (13), ¢ime se ugrozava
sigurnost ljudskih potrosaca. Da bi se
sprijecile negativne posljedice na Zivotinje 1
potroSate, mnoge zemlje reguliraju
koncentracije mikotoksina u hrani. Na
primjer, u Europskoj uniji (EU) primjenjuju



se maksimalni nivoi za AFBl1 (14), a
vrijednosti  smjernica propisane su za
fumonizine, ZEN, DON i OTA (15).
Koncentracije mikotoksina u hrani treba
kontinuirano pratiti kako bi se podrzala
procjena rizika. Visestruki faktori odreduju
kontaminaciju poljoprivrednih  proizvoda
mikotoksinima. Pojava mikotoksina varira
medu kulturama, jer se vrste 1 sojevi gljivica
razlikuju u svojoj sposobnosti da zaraze
odredenog domacina, i varira izmedu sorti
iste biljne vrste, jer sorte pokazuju razlicite
nivoe osjetljivosti ili otpornosti na zarazu
gljivicama. Uvjeti okoline, poput
temperature 1 vlage, ugrozavaju zarazu
biljaka usjevima mikotoksigenim gljivama i
stvaranjem mikotoksina tim gljivama, pa su,
prema tome, klima i vrijeme bitni faktori
koji uti¢u na pojavu mikotoksina (16).
Poljoprivredni procesi, vrijeme berbe i
rukovanje usjevima nakon berbe uti€u na
stvaranje mikotoksina (17).

U odnosu na rezultate zastupljenosti
mikotoksina, potrebno je uvesti redovni
monitoring mikotoksina ~ na  nivou
kantona/Zupanija, entiteta i distrikta.
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DETECTION OF DEOXYNIVALENOL AND ZEARALENONE IN FEED AND FOOD
FOR HUMAN CONSUMPTION

Ibrahimagi¢ A, Hasanbasi¢ Dz, Kovac C.

Department for Chemical Diagnostics, Institute for Health and Food Safety Zenica

ABSTRACT

Background Mycotoxins, toxic compounds produced by fungi on raw materials, such as cereals,
represent a serious health hazard. Animals and humans are exposed to them mainly through the ingestion
of contaminated feed. The aim of this study was to determine the prevalence of deoxynivalenol (DON)
and zearalenone (ZEA) in products.

Methods Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect deoxynivalenol and
zearalenone.

Results: Among 40 samples (24 feed and 16 food samples) were studied for the presence of mycotoxins.
The maximum individual levels found were: ZEA: 237.84 pg/kg in a sample of feed and ZEA: 20.28
pg/kg in a sample of food for human consuption, DON: 2927.00 pg/kg in a sample of feed for animals,
and DON: 973.00 ug/kg in a sample of food for human consuption. ZEA was present in 54.2% (13; out of
24) of feed samples in the range of < 10 to 237.84 ug/kg (p<0,05) and in 18.75% (three; out of 16) of
food samples in the range of <10 to 20.28 pg/kg (p>0,05). DON was present in 75.0% (18; out of 24) of
feed samples in the range of < 40 to 2927.00 pg/kg (p>0,05) and in 43.75% (seven; out of 16) of food
samples in the range of <40 to 973.00 ug/kg (p>0,05), respectively. The co-occurrence of mycotoxins has
also been demonstrated: 50.0% of the analyzed samples presented detectable levels of both mycotoxins in
feed samples and 12.5% in food samples for human consuption.

Conclusions Due to the fact that the distribution of mycotoxins in raw materials can change greatly from
year to year with climate conditions or market globalization, regular mycotoxin monitorization in feed is
needed to prevent the integration of contaminated materials in the food chain.
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