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OCHRATOXIN A AND ZEARALENON: CEREALS AND FEED
CONTAMINATION IN CROATIA (1977-2007) AND INFLUENCE ON
ANIMAL AND HUMAN HEALTH

S. Pepeljnjak, Zdenka Cvetnié, Maja Segvié Klarié

Pregledno znanstveni ¢lanak
Preimljeno: 24. travanj 2008.

SAZETAK

Mikotoksini kao sekundrani metaboliti plijesni usko su povezani s distri-
bucijom plijesni, njihovim vrstama i toksinogenim sojevima, mikroklimom,
nacinom sabiranja i skladiStenja usijeva. NaSa istrazivanja u proteklih 30
godina pokazuju da Fusarium i Penicillium vrste podjednako (40-60%)
dominiraju u usjevima zbog Cega su zitarice i krmiva Cesto kontaminirani
okratoksinom A (OTA) i zearalenonom (ZEA). OTA je nefrotoksin s
potencijalnim karcinogenim djelovanjem u ljudi, koji se dovodi u vezu s
razvojem endemske nefropatije (EN). ZEA je mikotoksin s uterotropnim,
estrogenim i anabolickim djelovanjem u domacih Zivotinja s potencijalnim
negativnim ucéinkom na ravnoteZu spolnih hormona u ljudi. Tijekom 30-
godisnjih istrazivanja OTA i ZEA su u prosjeku dokazani u 20%, odnosno u
30% uzoraka. Znatno vece koncentracije ovih mikotoksina nadene su tijekom
izuzetno vlazne 1978. (68900 ug OTA/kg i 275800 ug ZEA/kg) i 1980. (4700
ug OTA/kg), za vrieme domovinskog rata (3200 ng OTA/kg i 19900 pg
ZEA/kg) te u izrazito hladnoj (temperaturni stres) i vlaznoj 2004. (29430 ug
ZEA/kg). Tijekom ostalih godina koncentracije ovih mikotoksina kre¢u se od
0,26 do 220 pg/kg (OTA) te od 0,39 do 3000 pg/kg (ZEA). U posliednje
vrijeme sve se viSe vaznosti pridaje ko-kontaminciji usjeva mikotoksinima
zbog njihovog moguceg sinergistickog ucinka. Tako je posljednjih godina
dokazana ko-kontaminacija kukuruza i drugih Zitarica sa OTA i ZEA u 37%
odnosno 13,5% uzoraka. Medutim, zadnjih godina utvrdene koncentracije su
nize u odnosu na prethodna razdoblja Sto se moze pripisati relativno susnom
razdoblju. lako je zbog toga smanjen rizik trovanja to ne iskljuuje sustavni
unos subtoksi¢nih koncentracija mikotoksina u organizam te njihov moguci
toksinopatogeni sinergizam Kkoji se negativno odrazava na enzimatske i
imunolo$ke funkcije u ljudi i Zivotinja.

Kljuéne rijeci: okratoksin A, zearalenon, zdravlje
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uvoD

Mikotoksini su sekundarni toksi¢ni metaboliti pli-
jesni koji kontaminiraju hranu te ovisno o koncen-
traciji mogu izazvati trovanja Zivotinja i ljudi. Zitarice
se mogu kontaminirati mikotoksinima tijekom rasta
plijesni na biljci u polju ili na zrnevlju u skladistu.
Vece doze mikotoksina uzrokuju akutna trovanja dok
dugotrajni unos subtoksi¢nih koncentracija moze re-
zultirati estrogenim, imunosupresivnim ili ¢ak karci-
nogenim ucincima. U Zivotinja su odbijanje i sma-
njena konverzija hrane, reproduktivni poremecaji te
imunosupresija najceS¢e posljedice kroni¢nog unosa
mikotoksina, $to uzrokuje velike gubitke u animalnoj
proizvodniji.

Vrste iz rodova Fusarium, Penicillium i Asper-
gillus, kao naj¢eS¢i kontaminanti zitarica, tvore Citav
niz mikotoksina medu kojima okratoksin A (OTA) i
zearalenon (ZEA) zauzimaju znacajno mijesto s
obzirom na negativne u€inke na zdravlje Zivotinja i
ljudi te Stete u poljoprivrednoj i animalnoj proizvodniji.
Glavni producenti OTA su Aspergillus ochraceus i
Penicillium verrucosum Kkoji Cesto kontaminiraju
uskladistene zitarice. Okratoksin A je primarno nefro-
toksi¢an, a u velikim dozama je i hepatotoksican.
Prema IARC-u, OTA je mikotoksin s mogucim karci-
nogenim ucinkom u ljudi te je svrstan u skupinu 2B
(IARC, 1993). Dovodi se u vezu s razvojem en-
demske nefropatije (EN) i tumora bubrezne nakap-
nice i mokracovoda u ljudi. Ova bolest zahvaca
ruralnu populaciju u odredenim dijelovima Bosne i
Hercegovine, Bugarske, Rumunjske i Srbije, a u
Hrvatskoj je EN ograniCena na 14 sela u Brodsko-
posavskoj zupaniji. Zearalenon je mikotoksin s estro-
genim djelovanjem kojeg tvore vrste Fusarium (F.
graminearum). Odgovoran je za reproduktivne pore-
mecaje u domacih Zivotinja, posebice svinja. Veze
se za estrogene receptore uzrokuju¢i hormonsku ne-
ravnoteZzu 8to dovodi do hipersetrogenizma, prolap-
susa vagine i rektuma, resorpcije fetusa i pobacaja
(Kosalec i Pepeljnjak, 2004). Osim toga, izlozenost
velikim dozama ZEA u hrani dovodi se u vezu s
preuranjenim pubertetom (Peraica i sur., 2001)

U proteklih 35 godina biljeZzene su varijacije u
distribuciji, u€estalosti i koncentracijama OTA i ZEA
u zitaricama i krmivu na podrucju Hrvatske. U ovom
radu bit ¢e razmatran nalaz ovih mikotoksina u
pojedinim razdobljima te njihova vaznost za zdravlje
Zivotinja i ljudi.

OKRATOKSIN A | ZEARALENON U ZITARICAMA |
KRMNIM SMJESAMA U HRVATSKOJ

U proteklih 30 godina analizirano je preko 4000
uzoraka uskladistenih Zitarica i krmiva na podrudju
sjeverne i srednje Posavine (podru¢je endemske
nefropatije-EN). Istrazivanja pokazuju da nema
razlike u sastavu mikoflore, medutim ucestalost
dominantnih vrsta plijesni je za oko 20% veca na
nefropatskom podrucju. Dominantnu mikofloru &ine
vrste iz rodova Fusarium (40-60%), Penicillium (40-
60%) i Rhizopus (33-50%), a zatim slijede Asper-
gillus sp. (26-40%), Alternaria (30-40%), Absidia (20-
30%) i Cladosporium (oko 20%) (Pepelinjak i Segvié,
2004; Cvetnic¢ i sur., 2005; éegvic’: Klari¢ i sur., 2007).
Vece opterecenje plijesnima zabiljeZzeno je tijekom
Domovinskog rata (1992-1994) kada je ukupan
porast kontaminacije Zitarica plijesnima bio poveéan
za 14,2 % (Pepeljnjak i Segvi¢, 2004).

Tablica 1 prikazuje 30-godisnji pregled istrazi-
vanja kontaminacije Zitarica i krmiva u Hrvatskoj. U
vlaznim godinama, odnosno za vrijeme produljenih
zima i temperaturnih oscilacija utvrdene su znatno
vecCe koncentracije ovih mikotoksina, posebice ZEA.
Tako su tijekom izuzetno vlazne 1978. maksimalne
koncentracije iznosile 68000,9 ug OTA/kg i 275000,8
ug ZEA/Kg, tijekom 1980. 4000,7 ug OTA/kg, dok je
u izrazito hladnoj i vlaznoj 2004. ZEA dokazan u
koncentraciji od 29000,43 ng/kg. Inace su Fusarium i
Penicillium vrste u€estalije u umjerenom klimatskom
podrucju. Optimalni uvjeti rasta i tvorbe mikotoksina
kod ovih plijesni su temperatura ve¢a od 20 °C i
sadrzaj vlage tj. a, 0,87 (Pitt i sur., 2000). Nekim
fuzarijama, primjerice F. graminearum, pogoduju
temperaturne oscilacije izmedu 15 i 30 °C pri ¢emu
se povecCava biosinteza ZEA (Dojin i Bullerman,
1999), Sto objasnjava nalaz vecih koncentracija ZEA
u pojednim godinama. Osim toga, vece koncen-
tracije su zabiljezene i za vrijeme Domovinskog rata
(3000,2 pg OTA/kg i 19000,9 pg ZEA/Kg). Ovaj
porast mikoloske i mikotoksinske kontaminacije usje-
va moze se pripisati utjecaju ratnih razaranja, za-
pustenosti skladiSta i polja te propadanju organskog
materijala. Tijekom ostalih godina koncentracije OTA
i ZEA kre¢u se od 0,02 do 220 ug/kg, odnosno od
0,39 do 3000 pg/kg (ZEA). lako je OTA prisutan u
usjevima s podrucja EN i neendemskih regija, veca
uCestalost i Cesto puta vecCe koncentracije dokazane
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su u Zitaricama iz endemske regije (Pepeljnjak i
Segvi¢, 2004). Ova kontaminacija uskladiStenih
usjeva u individualnim domacinstvima EN regije

posliedica je specificnih mikroklimatskih uvjeta,
posebice vece vlaznosti kojoj doprinosi dugotrajna
magla sto se javlja kroz ¢itavu godinu.

Tablica 1. Pregled nalaza OTA i ZEA u zitaricama i krmivu na podrucju Hrvatske
Table 1. OTA and ETA findings in cereals and feeds in Croatia
Godina Uzorak - Sample Ucestalost / raspon koncentracija (nug/kg) Literatura
Year (N = broj uzoraka) Frequency / range of concentration (ug/kg) Literature
1975/76 kukuruz - maize (191) 26% OTA 45-5210 Balzer i sur., 1977
2,6% ZEA 43-10000
1976/77 Zitarice - cereals (272) 6,6% OTA 40-2100 Pepeljnjak i Cuturié, 1978

6,0% ZEA 51-4200

1977 kukuruz - maize (267)

16% ZEA 100-4000

Pepeljnjak i sur., 1979

1978/79 Zitarice - cereals (116)

56% OTA 10-68900
46,5% ZEA 10-275800

Pepeljnjak i Balzer, 1982

1980/81 Zitarice - cereals (126) 82% OTA 10-4700 Pepeljnjak i Cvetni¢, 1985

1984/85 Zitarice - cereals (46) 23,9% OTA 20-320 Pepeljnjak i Cvetni¢ 1986
15,2% ZEA 560-3000

1984/85 krmivo - feed (32) 65,6% OTA 50-1620 Pepeljnjak i Cvetni¢ 1986

25% ZEA 100-1200

1985 krmivo - feed (369)

10,5% OTA 120-180
29% ZEA 100-6880

Nemanic¢ i sur., 1986

1988-97 krmivo - feed (156) 19,41 10% ZEA Pepeljnjak i sur., 1999
kukuruz - maize (378) srednje konc. 150-1200 med.concentr.
1990-99 krmivo - feed (459) 21,19% ZEA 50-1200 Mitak i sur., 2001

1991 Zitarice - cereals (111)

43,2% ZEA 1-19900

Pepeljnjak i sur., 1992

krmivo - feed

1992/95 kukuruz, Zitarice (234) 10% OTA 1-3200 Pepeljnjak i sur., 1999
maize, cereals (234) 10% ZEA 23-10700
1996/97 kukuruz - maize (201) 23% OTA 0,26-614 Jurjevic¢ i sur., 1999, 2002
1998/01 kukuruz - maize (136) 12.3% OTA 10-1400 Pepeljnjak i sur., 2002
10% ZEA 200-2700
1999/00 pSenica - wheat (92) 75,8% OTA 0,019-140 Puntari¢ i sur., 2001
kukuruz - maize (51) 33,3% OTA 0,019-40
2002/03 kukuruz - maize (49) 39% OTA 0,9-2,54 Domijan i sur., 2005
83% ZEA 0,43-39
ko-kontaminacija 37%
2004/05 kukuruz - maize 26% ZEA 6030-29430 éegvic’; Klari¢ i sur., 2007
2006/07 Zitarice - cereals 91% ZEA 27,7-1182 vlastiti podaci

16,6% OTA 2,55-31,65
100% ZEA 49,7-1168
20% OTA 2-12,9
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U posljednje vrijeme velika pozornost pridaje se
ko-kontaminaciji hrane mikotoksinima. Za sada su u
Hrvatskoj provedena svega Cetiri takva istrazivanja
pri ¢emu je dokazana ko-kontaminacija kukuruza s
OTA i fumonizinom B4+B, (FB4+FB,) u 22%
uzoraka, zatim s OTA, FB4+FB, i bovericinom (BEA)
u 2% uzoraka (Jurjevi¢ i sur., 1999, 2002) te OTA i
ZEA u 37% (Domijan i sur., 2005), odnosno 13,5%
uzoraka (tablica 1).

UTJECAJ OTA | ZEA NA ZDRAVLJE ZIVOTINJA |
LJuDlI

Okratoksin A je nefrotoksi¢an za sve ispitane
monogastri€ne sisavce. Osim nefrotoksi¢nog ucinka,
OTA ima hepatotoksi¢no, neurotoksi¢no, imuno-
supresivno, teratogeno, genotoksi¢no i karcinogeno
djelovanje. Prema vrijednostima LDsy nakon oralne
svinje (1 mg/kg tj.t.), dok su najotporniji Stakori (20-
30 mg/kg tj. t.) i miSevi (46-58 mg/kg {j. t.) (JECFA,
2001).

Zbog slicnosti s fenilalaninom OTA inhibira
biosintezu makromolekula (proteini, RNA, DNA) i
ATP-a, povecava lipidnu peroksidaciju te negativho
utje€Ce na metabolizam glukoze i homeostazu kalcija
u bioloSkom sustavu (JECFA, 2001; Petrik i sur.,
2003). Specifican nefrotoksi¢ni ucinak OTA je po-
remecaj u sustavu transporta organskih aniona, koji
je lokaliziran u Cetkastoj i bazolateralnoj membrani
zavijenih proksimalnih tubula Sto dovodi do njihove
degeneracije (Friis i sur., 1988).

Studije provedene u Danskoj, Madarskoj, Skan-
dinavskim zemljama i Poljskoj govore u prilog Cinje-
nici da OTA igra glavnu ulogi u etiologiji nefropatije u
svinja. OTA u koncentracijama od 0,2 do 4 mg/kg u
hrani tijekom 3 mjeseca u svinja uzrokuje nefropatiju
koju karakterizira degeneracija proksimalnih tubula,
glikozurija i proteinurija, povecana koncentracija
ureje i kreatinina u krvi, smanjenje koncentracije se-
rumskih proteina i glukoze te promjene u aktivnosti
specificnih enzima (Pfohl-Leszkowicz i Manderville,
2007). U EN podruc¢ju Hrvatske OTA je utvrden u
15,7% uzoraka krvi svinja (36-77 pg/L), u 10,4%

uzoraka jetre (do 21,0 pg/kg), te u 10,4% uzoraka
bubrega (16-77,0 pg/kg), dok u uzorcima organa
svinja uzetih u anefropati¢nim podruc¢jima, OTA nije
dokazan (Pepeljnjak i Cvetni¢, 1985). U Bugarskoj je
takodjer dokazana povezanost ucestalosti nefropa-
zima (oko 9 ng/kg) i jetri pilica (7-10 nug/kg) (Stoev i
sur., 2002). S druge strane, u Bugarskoj je u svinja
zabiljezena nefropatija (Stoev i sur., 1998) ¢ija se
klinicka slika razlikuje od klasi¢ne nefropatije koju je
opisao Krogh (1980). Koncentracija OTA u serumu
oboljelih Zivotinja bila je znatno niZza od one koja
uzrokuje akutnu klinicku sliku. Ova saznanja skre-
nula su pozornost na mogucu ulogu drugih
mikotoksina s nefrotoskicnim djelovanjem. Stoev i
sur. (2001) su u eksperimentalno izazvanoj nefro-
patiji svinja dokazali sinergistiCki ucCinak OTA i
penicilinske kiseline pri ¢emu je klinitka slika bila
sli¢na ranije zabiliezenoj (Stoev i sur., 1998). Osim
toga, ne moze se zanemariti utjecaj drugih nefro-
toksicnih mikotoksina kao $to su citrinin (CIT) i FB;
koji se istodobno pojavljuju u hrani s OTA (Jurjevic i
sur., 1999, 2002), a za koje je dokazano siner-
gistiCko i/ili aditivno djelovanje in vivo (Speijers i
Speijers, 2004; Domijan i sur., 2005) i in vitro
(Creppy i sur., 2004; Segvi¢ Klari¢ i sur., 2007,
2008). U animalnoj proizvodnji od posebne je vaz-
nosti imunotoksi¢no djelovanje malih koncentracija
OTA. Ovaj mikotoksin u dozi 5-50 ug/kg tj.t. dnevno
tijiekom 28-34 dana smanjuje indeks fagocitoze i
znacCajno potencira eksperimentalno izazvanu pne-
umoniju u svinja (Mdller i sur., 1999). Takoder, u
svinja hranjenih krmivom (kontaminirano s A.
ochraceus), koje je sadrzavalo 1-3 mg OTA/kg za-
bilieZzena je povecana ulestalost infekcija Salmo-
nella choleraesuis pri Cemu su bakterije dokazane u
jetri i stolici zivotinja. Istovremeno, davanjem OTA u
hrani (1 mg/kg) i imunizacijom na S. choleraesuis u
Zivotinja je uo¢ena hemoragicna dijareja Sto ukazuje
na imunosupresiju i odgadanje imunizacije zbog
djelovanja OTA (Stoev i sur., 2000).

U 10-godiSnjoj studiji (1985-1994) koju su proveli
Radi¢ i sur., (1997), uCestalost OTA u serumu ljudi s
EN-podrucja bila je 0,2-4,5%, u koncentracijama 2-
50 ng/mL te 0,4-2,4%, u serumu stanovnika iz ne-EN
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podru¢ja (2-10 ng/mL). Nedavno je ispitana uce-
stalost OTA u krvi op¢e populacije u 5 najvecih
Hrvatskih gradova ukljucujuéi Rijeku (0,18 ng/mL),
Split (0,25 ng/mL), Zagreb (0,26 ng/mL), Varazdin
(0,59 ng/mL) i Osijek (0,68 ng/mL). Na temelju ovih
rezultata procijenjen je dnevni unos OTA od 0,4
ng/kg tj. t., 8to je znatno niZze od podnosljivog dnev-
nog unosa koji propisuje WHO (16 ng/kg tj.t.) (Pe-
raica i sur., 1999, 2001). Razlike u nalazima OTA u
krvi populacije iz EN i ne-EN podrucja povezane su s
prehrambenim navikama i varijabilnosti nalaza OTA
u hrani, $to varira od godine do godine, a ovisi o
mikroklimatskim uvjetima koji mogu pogodovati rastu
plijesni i tvorbi ovog mikotoksina. Medutim, zbog
dugog vremena poluzivota OTA u ljudi (35 dana),
unos malih koncentracija OTA pridonosi duliem vre-
menu izloZenosti, a time i mogu¢em toksi¢nom djelo-
vanju ovog mikotoksina. OTA djeluje genotoksi¢no i
karcinogeno uzrokujuci oksidacijska oste¢enja DNA i
stvaranje DNA adukata koji su dokazani u bubrez-
nom tkivu ljudi oboljelih od EN i tumora bubrezne
nakapnice i mokracovoda (Pfohl-Leszkowicz i sur.,
2007). Stoga Pfohl-Leszkowicz i Manderville (2007)
predlazu da se ovaj mehanizam djelovanja uzme u
obzir pri odredivanju maksiminih dozvoljenih koncen-
tracija OTA u hrani za ljude.

Zearalenon je ne-steroidni estrogeni mikotoksin,
koji se pokazao slabo toksic¢nim za miSeve, Stakore i
zamorcice (LDsy >2000-20000 mg/kg tj.t.) nakon
oralne aplikacije (JECFA, 2000). Zbog sli¢nosti s
estradiolom, hormonom kojeg lu¢e ovariji sisavaca,
ZEA se kompetitivno veZe za estrogene receptore. U
probavnom sustavu ZEA se reducira u zearalenol
koji ima do 4 puta jaci estrogeni ucinak. ZEA uzro-
kuje poremecaje u reproduktivnom i endokrinom
sustavu, te genotoksi¢nost, a u velikim koncentra-
cijama djeluje imunotoksi¢no na humane T-limfocite
(Zinedine i sur., 2007). Osim toga, smatra se da u
Zivotinja djeluje kao tumor promotor te je prema
IARC ovaj mikotoksin svrstan u skupinu 3 (IARC,
1999). IstraZivanja pokazuju da su svinje i ovce
najosjetljivije na djelovanje ZEA u odnosu na stoku,
perad i glodavce (Richard, 2007). Naime, NOEL (no
observable effect level) doza u svinja je 40 pg/kg tj. t.
dnevno, dok za Stakore iznosi 100 pg/kg {j. t. dnevno

(JECFA, 2000). Doze od 0,5 do 1 mg/kg u hrani
uzrokuju eritem oko repa i leda, oteCenje vulve i
mamarne regije u odraslih Zenki i mladun¢adi svinja,
dok vece doze (1,5-5 mg/kg) uzrokuju hiperestro-
genizam. Tijekom zadnjeg uzorkovanja koje je 2007.
provedeno u individualnim domacinstvima nefropa-
tickog podrucja Hrvatske, na obiteljskom gospo-
darstvu (Slavonski Koba$) zabiliezeno je oteCenje
mamarne regije u krmace i oteCenje vulve kod
ostalih svinja te se pretpostavlja da se radi o akutnoj
zearalenontoksikozi (slika 1). Tome u prilog govori i
nalaz ZEA u 100% uzoraka krmnih smjesa od ¢ega
je 80% sadrzavalo ZEA u koncentracijama od 455
do 1168 ng/kg (tablica 1). Sli€ne promjene u svinja
(Slika 2) su i ranije zabiljezene na obiteljskim far-
mama u Hrvatskoj (Ozegovi¢ i Pepeljnjak, 1995). U
muzjaka svinja ZEA smanjuje koncentraciju testo-
sterona, tezinu testisa i spermatogenezu te potiCe
feminizaciju i smanjuje libido. Velike doze (50-100
mg/kg) negativno utje€u na ovulaciju, zacece, usa-
divanje zametka te razvoj fetusa i praseta (Kosalec i
Pepeljnjak, 2004; Richard, 2007). Ranije je na trziste
plasiran sintetski oblik tzv. zeranol koji je koristen
kao anabolik za domace Zivotinje. lako je 1989.
Europska zajednica zabranila njegovo koristenje,
ovaj se preparat jo§ uvijek primjenjuje u nekim dje-
lovima svijeta (Zinedine i sur., 2007).

Smatra se da je ZEA odgovoran za preuranjeni
pubertet u djece. Naime, u Puerto Ricu je ZEA
dokazan u krvi djece kod kojih su zabiljeZzene spo-
menute razvojne promjene (Peraica i sur., 2001). U
jugoisto€noj Madarskoj je zabiljezena povecana
uCestalost preuranjenog razvoja grudi u djece pri
¢emu su u serumu dokazane koncentracije od 18,9
do 103,5 pg ZEA/mL. Vece koncentracije ZEA
utvrdene su i u hrani koju su djeca konzumirala
(Szuetz i sur., 1997). lako nema epidemioloskih
studija koje ukazuju na karcinogenost ZEA za ljude,
smatra se da bi ovaj mikotoksin mogao imati udjela
u razvoju karcinoma dojke u zZena. Naime, Shier i
sur. (2001) su procijenili da u zene tezine 45 kg,
koja pojede 100 g kukuruznih pahuljica konta-
miniranih s 13-20 ug ZEA/kg, ZEA u plazmi doseze
koncentraciju (3,1 nM), koja znatno stimulira
proliferaciju stanica karcinoma dojke MCF7.
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Slika 1. Eritem mamarne regije (a) i oteCenje vulve (b) u mladih svinja
Figure 1. Erithema of mammary region (a) and edema of vulva (b) in young pigs

Slika 2. Zearalenontoksikoza u krmace: edem mamarne i ingvinalne regije (a) i vulve (b)
Figure 2. Zearalenontoxicosis in sow: edema of mammary and ingiunal region (a) and vulva (b)
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DEKONTAMINACIJA OTA | ZEA

Mikolo8ka i mikotoksinska kontaminacija uskla-
distenih usjeva i posljedi¢na intoksikacija Zivotinja
moze se sprijeCiti na nekoliko nacina: 1) pravovre-
menim branjem uroda i suSenjem na vlagu 13-14%
ili Guvanjem u anaerobnim uvjetima; 2) uklanjanjem
oStec¢enih i kontaminiranih zrna; 3) u slu¢aju pre-
grijavanja kukuruzne mase, provoditi hladenje pro-
vjetravanjem (insuflacija zraka), i izbjegavati ele-
viranje jer se time povecava Sirenje kontaminacije i
na nekontaminirana zrna (Pepeljnjak, 2005). Premda
je prevencija kontaminacije najsigurnija i najjeftinija
metoda, u sprjeavanju intoksikacije zivotinja mogu

Tablica 2. Dekontaminacija i biodegradacija OTA
Table 2.

Decontamination and biodegradation of OTA

se primijeniti i neki fizikalni, kemijski i bioloSki
postupci (tablice).

Vecina mikotoksina je termostabilna pa se ter-
micka obrada rijetko koristi za dekontaminaciju Zi-
tarica i njihovih preradevina. Ipak, termi¢ka obrada
se pokazala ucinkovitom u eliminaciji ZEA i OTA u
nekim supstratima. Naime, kuhanje kukuruza redu-
cira ZEA do 83%, dok termicka obrada pSenic¢nog
brasna eliminira 76% OTA. Do sada je veliki broj
istrazivanja bio usmjeren na moguénost primjene
razli¢itih adsorbensa kao &to su alumosilikati, bento-
nit, gline, smole i u novije vrijeme manan-oligosaha-
ridi (glukomanan) iz vanjske ovojnice Sacharomyces
cereviseiae. Medutim, teSko je naéi univerzalan

Metode - Methods

Ucinak - Effect

Literatura - Literature

Fizikalne metode - Physical methods

Adsorbenti - adsorbents

adsorpcija - adsorption

hidratizirani natrijevi i kalcijevi alumosilikati
hydratized sodium and calcium alumosilicates

1,3 mg/g adsorbenta

Galvano i sur., 2001

bentonit - bentonite 1,9-9 mg/g Huwig i sur., 2001
kolestiramin - cholestiramine 9,6 mg/g Huwig i sur., 2001

aktivni ugljen - active coal 91-119 mg/g Galvano i sur., 2001
glukomanan - glucomanane 12,5% Yannikouris i Jouany, 2002

Termicka obrada - thermal treatment

degradacija - degradation

250°C/40 min

76% u brasnu - in flour

Peraica i sur., 2002

Kemijske metode - Chemical methods

degradacija - degradation

amonijak i kalcij hidroksid/96°C

90-100% u krmivu - in feed

Peraica i sur., 2002

BioloSke metode - Biological methods

biodegradacija - biodegradation

Lactobacillus acidophilus

95% u teku¢em bujonu
95% in liquid microb broth

Fuchs i sur., 2008

Phaffia rhodozyma

90%/15 dana - days /20°C

Peteri i sur., 2007

Trichosporon mycotoxinivorans

30% OTA—OTa/48h u bujonu -
in microb broth

Molnar i sur., 2004

Rhizopus sp.

95%/ 16 dana u YES bujonu -
in microb broth

Varga i sur., 2005

Aspergillus niger

100% OTA—OTa/7 dana u
YES bujonu - days in YES mic. broth

Varga i sur., 2000
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adsorbens koji bi uspjesno eliminirao oba toksina.
Hidratizirani natrijevi i kalcijevi alumosilikati i gline
slabo adsorbiraju OTA i ZEA. Jedino se modifikaci-
jom montmorilonita (glina) poveéava adsorpcija ZEA
s 0,19 na 108 mg/g. S druge strane, smola kole-
stiramin i bentonit bolje adsorbiraju OTA (9,6 i 1,5-9
mg/g) nego ZEA (oko 0,3 i 0,11 mg/g). Zadovolja-
vajuce rezultate u adsorpciji ZEA daje glukomanan

(77%) koji ujedno ne uklanja vitamine i minerale.
Medutim, ovaj bioloSki adsorbent znatno manje veze
OTA (12,5%). Aktivni ugljen je za sada najdjelotvor-
niji adsorbent za veéinu mikotoksina pa tako i za
OTA i ZEA (100%). Medutim, primjena ovog adsor-
benta ima nekoliko nedostataka ukljucujuci eliminaci-
ju nutritivnih elemenata, onecis¢enje krmiva, Zivotinja
i Stala te joS uvijek visoku cijenu (Galvano i sur., 2001).

Tablica 3. Dekontaminacija i biodegradacija OTA (preuzeto iz Zinedine i sur., 2007)

Table 3.

Decontamination and biodegradation of OZA (from Zinedine et al, 2007)

Metode - Methods

Ucinak - Effect

Fizikalne metode- Physical methods

Adsorbenti - adsorbents

adsorpcija - adsorption

hidratizirani natrijevi i kalcijevi alumosilikati 0,5%

hydratized sodium and calcium alumosilicates

bentonit - bentons 0,11 mg/g
sepiolit - sepiolite 0,07 mg/g
montmorilonit - montmorilonite 0,19 mg/g
modificirani montmorilonit - modified montmorilonite 108 mg/g
kolestiramin - cholestiramine > 0,3 mg/g
aktivni ugljen - active coal 100% (pH 31i7,3)
glukomanan - glucomanane oko 80%

Termicka obrada - Thermal treatment

degradacija - degradation

kuhanje - cooking 83%
Kemijske metode - Chemical methods degradacija
0zon - ozone 100%
10% vodikov peroksid/80°C/16h - 10% hydrogen peroxyde/80 °C/16h 83,9%

BioloSke metode - Biological methods

biodegradacija - biodegradation

mijeSane bakterijske kulture - mixed bacteria cultures

100%

laktobacili - lactobacilli

68-75%/4 dana fermentacije kukuruza
68-75%/4 days maize fermentation

Trichosporon mycotoxinivorans

degradacija ZEA u COs i netoksi¢ne
metabolite

ZEA degradation in CO2 and nontoxic
metabolites

Gliocladium roseum

metabolizira 80-90% ZEA u netoksi¢ne
produkte
metabolizes 80-90% of ZEA in nontoxic
products
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Tablica 4. Najvece dopustene koncentracije OTA i ZEA u zitaricama i krmivu prema zakonskoj regulativi EU i

Hrvatske
Table 4. Highest permitted concentrations of OTA and ZEA in cereals and feeda ccording to regulations in
Croatia
MDK
) Mikotoksin | pg/kg jestivog dijela®
Hrana - Food Mycotoxins - edible part*
mg/kg**
Zitarice i proizvodi od Zitarica za direktnu konzumaciju ili ugradnju u proizvod OTA 3.0°
Cereals and cereal products for direct consumption or incorporation into a product ’
Zitarice osim kukuruza ukljudujuéi heljdu i rizu prije sortiranja ili fizikalne obrade
Cereals except maize including buckwheat and rice before sorrting and physical OTA 5,0
treatment
Kukuruz prije sortiranja ili fizikalne obrade
. . . OTA 5,0*
Maize before sorting and physical treatment
Djecja hrana i proizvodi na bazi zZitarica za dojen¢ad i malu djecu OTA 0.5*
Food for children and products based on cereals for babies and young children '
Kukuruz, kukuruzno brasno, proizvodi od Zitarica
) . ZEA 200*
Maize, maize flour, cereal products
Krmivo - Feed
Zitarice i proizvodi od Zitarica - Cereals and cereal products OTA 0,25
Dopunske i potpune krmne smjese za svinje
) ) OTA 0,05**
Supplementary and complete feed mixtures for pigs
Dopunske i potpune krmne smjese za perad OTA 0.1**
Supplementary and complete feed mixtures for poultry ’
Zitarice i proizvodi od Zitarica, osim nusproizvoda kukuruza ZEA -
Cereals and cereal products except maize byproducts
Nusproizvodi kukuruza - Maize byproducts ZEA 3
Dopunske i potpune krmnie smjese za prasad i prvopraskinje ZEA 0.4*
Supplementary and complete feed mixtures for pigs and primiparous sows ’
Dopunske i potpune krmne smjese za krmace i tovljenike ZEA 0.25%
Supplementary and complete feed mixtures for sows and porkers ’
Dopunske i potpune krmne smijese za telad, mlijeéne krave, ovce (ukljucujuci
janjad), koze (ukljuéujuci jarad)
. . ZEA 0,5
Supplementary and complete feed mixtures for calves, dairy cows, sheep
(including lambs), goats (including kids)

Od kemijskih nacina dekontaminacije OTA je-
dino je ucinkovito tretiranje s amonijakom i kalcij
hidroksidom (90-100%), dok su se u degradaciji ZEA
uspjeSnima pokazali ozon (100%) i vodikov peroksid
(83,9%).

U posljednje vrijeme sve se viSe ispituje mo-
gucnost primjene razli¢itih mikroorganizama koji svo-
jim enzimima mogu razgraditi mikotoksine u manje
toksi¢ne produkte. U in vitro pokusima biodegra-
dacije OTA i ZEA, obecavajuéi rezultati su dobiveni
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za laktobacile (68-95%), plijesni iz roda Rhizopus
(95-100%), Aspergillus (100% OTA) i Gliocladium
roseum (80-90% ZEA) te kvasce Phaffia rhodozyma
i Trichosporon mycotoxinivorans. Biodegradacijom
se uglavnom OTA prevodi u netoksi¢ni OTa, dok
Aspergillus niger razgraduje i nastali OTa (Varga i
sur., 2000).

S obzirom da nema univerzalnog fizikalnog,
kemijskog ili biolo8kog postupka Kkoji bi uklonio
vecinu mikotoksina iz krmiva, a da pri tom ne utjece
na nutritivnu vrijednost hrane i/ili ne poskupljuje
proizvodnju, prevencija kontaminacije mikotoksinima
je od primarne vaznosti.

LEGISLATIVA

Zemlje Clanice EU su nedavno uskladile zakon-
sku regulativu o maksimalnim dopustenim koncen-
tracijama mikotoksina (MDK) u hrani za zivotinje i
ljude (EC/576/2006) i EC/1881/2006). U Zitaricama i
njihovim preradevinama namijenjenim ljudskoj pre-
hrani MDK za OTA i ZEA krec¢u se od 0,5 ug/kg,
odnosno 20 ug/kg (djeCja hrana) do 5 ug/kg, od-
nosno 200 ug/kg (nepreradene Zzitarice). U krmivu su
najvece dopustene koncentracije izmedu 0,05 i 0,25
mg/kg za OTA te izmedu 0,1 i 3 mg/kg za ZEA.
Hrvatska je uskladila zakonske propise o MDK miko-
toksina u hrani i krmivu s legislativom koju je donijela
EU (NN/16/2005 i NN/118/2007).

ZAKLJUCAK

Zadnjih godina, izuzevsi 2004., ucestalost OTA,
ZEA i drugih mikotoksina u Zitaricama i krmivu se
smanjuje. Ova redukcija mikotoksinske kontamina-
cije uvjetovana je s jedne strane klimatskim promje-
nama tj. duzim sudnim razdobljima, a s druge strane
pravovremenim ubiranjem i novijom tehnologijom
skladidtenja uroda. lako je zbog toga smanjen rizik
akutnih trovanja to ne iskljuCuje kroni¢ni unos
subtoksi¢nih koncentracija mikotoksina u organizam
te njihov moguci toksinopatogeni sinergizam. Prem-
da vazeta zakonska regulativa propisuje MDK za
OTA, ZEA i druge najceSce prisutne mikotoksine u
hrani za ljude i Zivotinje, ona ne uzima u obzir

moguce aditivne ili sinergisticke interakcije ovih tok-
sicnih metabolita plijesni.
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SUMMARY

Mycotoxins are secondary metabolites produced by various mould
species. Contamination of cereals and feeds with mycotoxins depends on
distribution of toxigenic mould strains, micro-climate, harvesting techniques
and storage conditions. Our research in the past 35 years shows that
Fusarium sp. and Penicillium sp. dominated in the crops (40-60%).
Consequently, ochratoxin A (OTA) and zearalenone (ZEA) were frequently
found in cereals and feed. OTA is a nephrotoxin with a potential
carcinogenic activity in humans and is connected with development of
endemic nephropathy (EN). ZEA shows uterotropic, estrogenic and
anabolic activity in domestic animals and it has been implicated in
hormonal interruption in humans. In the past three decades OTA and ZEA
were detected in 20% and 30% of samples. High concentrations were
found in extremely humid and/or cold years; in 1978 (68900 ng OTA/kg and
2758000 pg ZEA/KG), in 1980 (4700 ug OTA/kg), and in 2004 (29430 ng
ZEA/kg) as well as during wartime in Croatia (3200 ug OTA/kg and 19900
ug ZEA/Kg). In other years of sampling concentrations were between 0.26
and 220 pg/kg (OTA) and between 0.39 and 3000 pg/kg (ZEA). Recently,
many reports were focused on mycotoxin co-contamination of crops, since
they could produce synergistic toxic effects in animals and humans. In the
past few years simultaneous occurrence of OTA and ZEA were detected in
37% and 13.5% of samples, respectively. However, levels of these toxins
are significantly lower compared to previous sampling which is probably a
consequence of relatively dry microclimatic conditions. Even low
concentrations of mycotoxins reduce the risk of acute poisoning, chronic
intake of subtoxic concentrations and their possible synergistic interactions
could have an impact on biochemical and immunological functions in
animals and humans.
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