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IZVLECEK

Klju¢ne besede: krma — analize; prehrambene potrebe; elementi v sledovih — analize;
mikrohranila — analize; tehnike analiti¢éne kemije; masna spektrometrija — metode; govedo;

Slovenija

Elementi v sledovih v krmi so anorganske snovi, ki jih Zivali dobijo s krmo in so lahko za
njih esencialni, nujni za rast in zdravje, lahko pa so neesencialni ali celo toksi¢ni. Namen
raziskave je bil vpeljati analizne postopke za doloCanje izbranih mikro- in
ultramikroelementov v krmi in pridobiti podatke o vsebnostih izbranih elementov v vzorcih
travnih in koruznih silaz, odvzetih na treh pomembnih govedorejskih obmocjih v Sloveniji.
V obrokih za govedo z dveh dodatnih obmocij, enega potencialno onesnazenega in enega
potencialno neonesnazenega, smo ocenili prehranski vnos teh elementov in nevarnost
pomanjkanja ali prekomernega vnosa pri govedu. Za preuCevanje vsebnosti izbranih
elementov v krmi smo vpeljali, optimizirali in validirali ustrezne analizne postopke za
dolocanje naslednjih mikro- in ultramikroelementov: aluminij (Al), arzen (As), barij (Ba),
berilij (Be), kadmij (Cd), krom (Cr), kobalt (Co), baker (Cu), bor (B), Zelezo (Fe), svinec
(Pb), litij (L1), mangan (Mn), Zivo srebro (Hg), molibden (Mo), nikelj (Ni), selen (Se), srebro
(Ag), stroncij (Sr), kositer (Sn), antimon (Sb), vanadij (V), talij (T1), titan (T1) in cink (Zn).
Zaradi nizkih vsebnosti nekaterih elementov v krmi smo uporabili najsodobnejSo tehniko
indukcijsko sklopljene plazme z masno detekcijo (ICP-MS). Za pripravo vzorcev smo
uporabili razklop v zaprtem mikrovalovnem sistemu z duSikovo kislino in vodikovim
peroksidom. Vzorce 30 travnih in 30 koruznih silaz smo analizirali in dobljene podatke
statisticno obdelali. Vsebnosti izbranih elementov so bile v obeh vrstah silaz v Sirokih
koncentracijskih obmocjih, razen Tl v koruzni silazi, kjer so bili vsi rezultati pod mejo
dolocanja. Statisti¢no znacilne razlike za travno in koruzno silazo iz treh razli¢nih regij smo
ugotovili za devet elementov. Pri primerjavi vzorcev travnih in koruznih silaz pa so se
statisticno znacilne razlike pokazale pri 23 elementih. Za oceno dnevnih vnosov izbranih
elementov smo na 12 kmetijah z dveh obmocij odvzeli 80 sestavin obrokov. Rezultati ocene
vnosa kazejo, da bi moralo govedo dobivati ustrezne mineralne dodatke. Najpomembnejsa
elementa, ki ju je treba dodajati, sta Cu in Se. Govedo, krmljeno s slovensko koruzno silazo,
bi potrebovalo tudi dodatke Zn in Co. Zaradi razli¢nih vsebnosti elementov v sledovih bi

bilo treba za ustrezen izraun obrokov sestavine obrokov predhodno analizirati.
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ABSTRACT

Key words: Animal feed — analysis; nutritional requirements; micronutrient — analysis; trace
elements — analysis; chemistry techniques, analytical; mass spectrometry — methods; cattle;

Slovenia

Trace elements are inorganic constituents of feed. They are either essential (necessary for
the animal growth and health) or non-essential or even toxic. The purpose of the study was
to introduce the analytical procedures for the determination of selected micro- and
ultramicroelements in feed. Further it was intended to obtain information on the content of
selected elements in samples of grass and maize silage from three important cattle-producing
regions of Slovenia. From rations for cattle, sampled on farms in two different Slovenian
regions, one contaminated and one uncontaminated, dietary intake of these elements and the
risk of lack or excess intake in cattle, was assessed. To study the presence of selected
elements, appropriate analytical procedures for the determination of the following micro-
and ultramicroelements were established, optimised and validated: aluminium (Al), arsenic
(As), barium (Ba), berilium (Be), cadmium (Cd), chromium (Cr), cobalt (Co), copper (Cu),
boron (B), iron (Fe), lead (Pb), lithium (L1), manganese (Mn), mercury (Hg), molybdenum
(Mo), nickel (Ni), selenium (Se), silver (Ag), strontium (Sr), tin (Sn), antimony (Sb),
vanadium (V), thalium (TI), titanium (Ti) and zinc (Zn). After closed-vessel microwave
digestion, inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) was used to analyse
samples. Grass silage and maize silage samples (n = 30 each) were analysed and statistically
evaluated. The selected elements were found in both types of silage in a wide range of
concentrations, with the exception of Tl in maize silage, where all results were below the
limit of detection. Statistically significant differences were found for nine elements in grass
and maize silage from three different regions and for 23 elements when comparing grass
silage and maize silage. For the calculations of element intakes in animals, 80 components
of meals for cattle were colected on 12 farms from two different Slovenian regions. The data
suggest that cattle should receive mineral supplementation routinely. The most important
trace elements needed are Cu and Se. Cattle fed Slovenian maize silage also should receive
supplementary Zn and Co. To calculate the appropriate meals it would be necessary to
analyse the ingredients of meals previously, due to the different levels of the trace elements

in ingredients.
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SEZNAM OKRAJSAV

AAS atomska absorpcijska spektrometrija

ABD akutna berilijeva bolezen

CRI kolizijsko/reakcijski modul

DRC dinamicna reakcijska celica

DKM dopolnilna krmna mesSanica

EFSA Evropska agencija za varnost hrane (ang. European Food Safety Authority)
ET-AAS atomska absorpcijska spektrometrija z grafitno kiveto

EU Evropska unija

FAAS plamenska atomska absorpcijska spektrometrija

FEP fluoriran etilen propilen

GR gorenjska regija

ICP induktivno sklopljena plazma

ICP-AES atomska emisijska spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo
ICP-OES opticno emisijska spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo
ICP-MS induktivno sklopljena plazma z masno detekcijo

IE ionizacijska energija

LOD meja zaznavanja (ang. limit of detection)

LOQ meja vrednotenja (ang. limit of quantification)

MS masni detektor

MC-ICPMS  multi kolektorski ICP-MS

MD Meziska dolina

MTL najvisja dovoljena vsebnost elementa (ang. maximum tolerable levels)
MVD mineralno-vitaminski dodatek

MW mikrovalovni razklop

NRC ang. National Research Council

PFA perfluoroalkoksi teflon

PTFE politetrafluoroetilen

Q-ICPMS kvadrupolni ICP-MS

ROS reaktivne kisikove spojine (ang. reactive oxygen species)

RSD relativna standardna deviacija

S.E.M. standardna napaka povprecja (ang. standard error of the mean)
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SS suha snov

TOF-ICPMS  "time of flight" ICP-MS

U merilna negotovost (ang. measurement uncertainty)
UN ultrazvo¢no razprSevanje (ang. ultasonic nebulisation)

ZDA Zdruzene drzave Amerike
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1 UvOD

Elementi v sledovih (ang. trace elements) so anorganske snovi, ki jih organizem potrebuje
zarast, razvoj in proizvodnjo. Potrebne elemente Zivali dobijo s krmo, ki te elemente vsebuje
ali pa so krmi dodani (1). Elementi v sledovih so lahko za Zivali esencialni, nujni za rast in
zdravje, lahko pa so neesencialni in celo toksicni. Elemente v sledovih glede na potrebe
zivali razdelimo na mikro- in ultramikroelemente. Vloge veliko ultramikroelementov Se ne
poznamo. Nekateri neesencialni mikro- in ultramikroelementi so lahko koristni za zdravje
zivali zaradi farmakoloskih u¢inkov (2, 3). Med esencialnimi mikroelementi so za zivalski
organizem najpomembnejsi Zelezo (Fe), baker (Cu), cink (Zn), kobalt (Co), mangan (Mn) in
selen (Se). So esencialne snovi, ki jih po koli¢ini in funkciji v organizmu zivali lahko
primerjamo z vitamini. Mikroelementi so praviloma deli ali aktivatorji encimov in encimskih
sistemov v organizmu zivali. Potrebe po elementih v obroku so odvisne od vrste in starosti
zivali ter vrste in koli¢ine proizvoda, ki ga zivali zauzijejo. Pogosto prihaja do interakcij med
posameznimi elementi v prebavi in presnovi. V obroku je treba upoStevati razmerja med
posameznimi elementi, saj je pomembno, da jih Zivali dobijo dovolj, a ne preve¢ in v
pravilnem razmerju. Ce so elementi v pravilnem razmerju, se med seboj dopolnjujejo, ¢e

niso, pa postanejo antagonisti (1).

Mikroelementi so tisti elementi periodnega sistema, ki se pojavljajo v zivalih in ljudeh v
koncentracijah 50 mg/kg telesne mase ali manj. Potreba organizmov po mikroelementih, ki
so esencialni za njihovo zdravje, je obicajno reda velikosti mg na dan. Po letu 1980 pa se je
v literaturi s podro¢ja prehrane pojavil izraz ultramikroelementi. Izraz, ki se pogosto
uporablja za elemente z ocenjenimi prehranskimi potrebami manj kot 1 mg/kg na dan in
manj kot 50 pg/kg v krmi za laboratorijske Zivali, bi bil lahko uporaben za najmanj 20
elementov. Eksperimentalni dokazi za esencialnost teh elementov se med seboj zelo

razlikujejo (2).

Pomanjkanje enega ali ve¢ elementov povzro¢i motnje v celicni presnovi, ki se kazejo v
subklini¢nih spremembah funkcionalnega stanja organizma, v tezjih primerih pa v klini¢no
zaznavnih boleznih. Pri zivalih se pri velini primerov pomanjkanja najprej zmanjSa
proizvodnost. Klini¢ni znaki praviloma niso specifi¢ni, kazejo se kot lizavost, motnje v
razvoju mladih zivali, anemija, plodnostne motnje ter hujSanje. Vsi elementi pa postanejo

toksi¢ni, Ce je njihov vnos v organizem prekomeren (1).
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Previsoke vsebnosti mikroelementov in ultramikroelementov v krmnih meSanicah so
predvsem posledica napak pri izdelavi krmnih mesanic in krmnih dodatkov ali se pa se to
zgodi zaradi previsokih vsebnosti nekaterih mikroelementov v sestavinah krme, stranskih
proizvodih industrije in odpadkih. Kadar je koli¢ina mikroelementov v krmi bistveno vecja
od fizioloskih potreb, se lahko pojavijo zastrupitve ali motnje v izkoristku drugih elementov.
Intoksikacije so najpogostejSe pri tistih mikroelementih, kjer je razpon med normalno

fizioloSko koli¢ino in toksicno koli¢ino zelo majhen (Se in Cu) (1).

Prenizke ali previsoke vsebnosti nekaterih mikroelementov in ultramikroelementov v
voluminozni krmi so lahko posledica nizkih ali visokih vsebnosti v zemlji. Koli¢ina
elementov, ki jih rastline absorbirajo, je odvisna od njihove vsebnosti v tleh, posledi¢no pa
se zaradi tega pojavi pomanjkanje ali toksi¢nost pri zivalih, ki se z njimi prehranjujejo (4,5).
Posledica previsokih vsebnosti toksi¢nih elementov v krmi je bioakumulacija v tkivih Zivali,
s ¢imer potujejo po prehranjevalni verigi navzgor. S tem je ogrozeno tudi zdravije ¢loveka,

ki je na koncu prehranjevalne verige (6-9).

Podatke o bioloski vlogi mikro- in ultramikroelementov v zivalskih tkivih, vsebnostih v
krmi, tolerancah, metabolizmu in toksi¢nosti se Se vedno zbira. Evropska agencija za varnost
hrane (European Food Safety Authority, EFSA) je ze dobila tehni¢no porocilo (3), v katerem
so zbrani do zdaj znani znanstveni podatki o oblikah oziroma izvoru 27 izbranih mikro- in
ultramikroelementov v prehrani zivali v EU in zunaj EU (ZDA, Kanada, Mehika, Avstralija,
Nova Zelandija, Japonska, Kitajska ...). Ti elementi so Al, As, Cd, Ce, Cr, Co, Cu, B, Br, F,
J, Fe, La, Pb, Li, Mn, Hg, Mo, Ni, Rb, Se, Si, Ag, Sr, Sn, V in Zn. Se vedno je premalo
podatkov, da bi lahko za nekatere od teh elementov dolocili tolerance, metabolizem in

toksi¢nost za zivali in ljudi (3).

Dolocanje vsebnosti esencialnih mikroelementov in makroelementov ter toksi¢nih
elementov, katerih najvisja vsebnost je omejena z zakonodajo (Pb, Cd, As in Hg), se izvaja
v okviru uradnega nadzora nad kakovostjo in zdravstveno ustreznostjo krme. V Sloveniji je
bila opravljena raziskava onesnazenosti tal in rastlin za Cd, Zn, Pb, Cu, Ni, Cr, As in Hg v
Celjski kotlini (10). Na vsebnost Zn, Cu, Cd, Pb, Ni in Cr so preiskali tudi vzorce slovenske
hrane (11). Poleg tega je bila izdelana tudi ocena dostopnosti tezkih kovin iz onesnazenih tal

v Meziski dolini (12).
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Slika 1: Prikaz elementov, dolo€anih v raziskavi (oznaceni z modro barvo) (13)

Figure 1: Elements, analyzed in the survey (marked in blue) (13)

Raziskave drugih mikro- in ultramikroelementov v krmnih meSanicah, posami¢nih krmilih
in silazi na obmoc¢ju Slovenije do zdaj Se niso bile opravljene, predstavljajo pa pomemben
del pri poznavanju vsebnosti elementov in morebitne onesnazenosti krme s toksi¢nimi
elementi oziroma osnovo za izracune vnosa posameznih elementov v zZivali. V ta namen smo
vpeljali ustrezne analizne postopke za dolocanje naslednjih mikro- in ultramikroelementov:
aluminij (Al), arzen (As), barij (Ba), berilij (Be), kadmij (Cd), krom (Cr), kobalt (Co), baker
(Cu), bor (B), zelezo (Fe), svinec (Pb), litij (Li), mangan (Mn), zivo srebro (Hg), molibden
(Mo), nikelj (Ni), selen (Se), srebro (Ag), stroncij (Sr), kositer (Sn), antimon (Sb), vanadij
(V), talij (TI), titan (T1) in cink (Zn), ki so prikazani na Sliki 1. Zaradi nizkih vsebnosti
ultramikroelementov v krmi smo uporabili tehniko indukcijsko skjene plazme z masno
detekcijo (ICP-MS). Za pripravo vzorcev smo uporabili razklop v mikrovalovnem sistemu

z dusikovo kislino in vodikovim peroksidom. Vpeljane in optimizirane analizne postopke
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smo validirali in tako preverili njihovo wustreznost za doloCanje mikro- in

ultramikroelementov v krmi.

V skladu z Uredbo Komisije (ES) st. 152/2009 o dolocitvi metod vzorcenja in analiznih
metod za uradni nadzor krme (14) in njenem dopolnilu (15) smo vzorce koruznih in travnih
silaz vzorc¢ili na razliénih obmocjih Slovenije. Za izraCune vnosa elementov v zivali smo na
Sestih kmetijah z vsakega od dveh obmocij, enega onesnazenega in enega neonesnazenega,
vzor¢ili silaze, posami¢na krmila in krmne mesSanice, ki jih na teh kmetijah krmijo. Dobljene

podatke smo statisticno obdelali.

Namen nase Studije je bil vpeljati analizne postopke, ki nam omogocajo dolo€anje izbranih
mikro- in ultramikroelementov v dovolj nizkih koncentracijah, da lahko preuc¢ujemo njihove
vsebnosti v vzorcih krme. Z analizo odvzetih vzorcev krme po Sloveniji smo dobili podatke
o vsebnostih izbranih elementov v krmi in o morebitni onesnazenosti krme s toksi¢nimi
elementi. Z opravljeno raziskavo smo pridobili podatke za elemente, za katere v Sloveniji
do zdaj raziskave Se niso bile opravljene in za katere v znanstveni literaturi ni podatkov o
raziskavah vsebnostih v krmi za govedo (3). Zbrani podatki so nam omogocili izracune
vnosa elementov v zivali. Preverili smo tudi, ali vzorci glede vsebnosti elementov ustrezajo
predpisom, kjer ti obstajajo, za preostale pa smo dobili reprezentativne podatke o vsebnostih
v krmi, ki se uporablja v Sloveniji. Podatki o mikro- in ultramikroelementih v krmnih
mesanicah, posamic¢nih krmilih in silazi bodo omogocili, da se izracuni vnosa posameznih
elementov v zivali uporabijo v praksi v zvezi s pridelavo in obdelavo ter uporabo krme.
Pomenili bodo tudi osnovo za izdelavo natan¢nejSih prvih ocen tveganja in pripravo
predpisov v zvezi z vsebnostjo kemijskih elementov v razli¢nih vrstah krme, posami¢nih

krmilih in krmnih dodatkih.
V $tudiji smo preverili naslednje raziskovalne hipoteze:

- izbrani mikrovalovni razklop in uporabljena tehnika ICP-MS sta ustrezna za doloCanje

mikro- in ultramikroelementov v krmi,
- koncentracije mikro- in ultramikroelementov v krmi so odvisne od vrste in izvora krme,

- izmerjene koncentracije mikro- in ultramikroelementov v posami¢nih krmilih

omogocajo dolocitev prve ocene ozadja (background levels) v krmnih meSanicah.
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2 PREGLED LITERATURE
2.1 ESENCIALNOST ELEMENTOV
Esencialne elemente glede na funkcijo delovanja razdelimo v §tiri skupine (16):

(a) Strukturna funkcija, kjer elementi tvorijo strukturne sestavine telesnih organov in tkiv.
Elementi lahko prispevajo tudi k strukturni stabilnosti molekul in membran, ki jih

sestavljajo.

(b) Fizioloska funkcija, kjer se elementi pojavljajo v telesnih tekoc¢inah in tkivih kot
elektroliti, ki uravnavajo osmotski tlak, kislinsko-bazno ravnoteZje, prepustnost in

prenos zivénih impulzov skozi membrane.

(c) Kataliticna funkcija, kjer elementi delujejo kot katalizatorji pri encimih in v endokrinem
sistemu, kot sestavne in specificne komponente metaloencimov in hormonov ali kot

aktivatorji (koencimi) znotraj teh sistemov.
(d) Regulacijska funkcija, kjer imajo elementi vlogo pri delitvi in diferenciaciji celic.

Za esencialnost elementov v sledovih je bilo predlaganih vec definicij (17). Vecina teh
govori o naslednjih merilih: (a) esencialni element mora biti prisoten v Zivih organizmih; (b)
sposoben mora biti reagirati z zivimi sistemi; (c¢) posledica prehranskega pomanjkanja mora
biti zmanjSanje bioloske funkcije z optimalne na suboptimalno, ki jo lahko s fizioloSkimi
koli¢inami potrebnega elementa preprecimo ali reverzibilno povrnemo (18). Zadnje zelo
poudarja razlikovanje med znanstvenim pojmom '"esencialen" in praktiénim izrazom
"pomemben" element za zdravje Zivali ali ljudi. Resnost znakov pomanjkanja ni klju¢na za
dolocitev esencialnosti elementa in ni ni¢ ve¢ kot izraz stopnje pomanjkanja, ki ga lahko
povzro¢i. Pomembnost elementa pa po drugi strani ocenjuje razmerje med potrebo

posameznega elementa in njegovo navzoc¢nostjo v hrani, vodi in zraku (19).

Dokaz, da je element esencialen za eno ali ve€ razli¢nih Zivalskih vrst, lahko sluzi kot osnova
za ekstrapolacijo, da je element esencialen tudi za druge vrste, vklju¢no s ¢lovekom.
Ekstrapolacija nikakor ne kaze, da obstajajo dejanske s prehrano povezane tezave v
normalnih pogojih. Napacno pa bi bilo domnevati, da zaradi tezav z dolocitvijo stopnje

pomanjkanja teh elementov v sledovih takSne prakti¢ne tezave ne obstajajo. Obstojece
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znanje o simptomatiki pomanjkanja elementov v sledovih, optimalnih potrebah in vplivu
prehranskih interakcij na te potrebe je vsekakor nezadostno za izloCitev pojavnosti s
prehrano povezanih tezav v praksi (18). Nekateri od teh elementov imajo tudi zdravstvene
koristi, ki jih Sele odkrivamo oziroma definiramo in so lahko tudi posledica Se neprepoznanih
esencialnih funkcij. Zavedanje teh koristi je lahko v pomoc¢ pri pripravi smernic za

spodbujanje zdravja in dobrega pocutja zivali (20).

Zaradi razli¢nih definicij esencialnosti Se vedno ni enotnega seznama esencialnih elementov.
Glede na NRC (ang. National Research Council) je za govedo esencialnih naslednjih deset
elementov: Cr, Co, Cu, I, Fe, Mn, Mo, Ni, Se in Zn. Da so esencialni za zivali, je bilo
ugotovljeno tudi za dodatnih pet elementov As, B, Pb, Si in V, vendar pa manjkajo dokazi
za prehransko pomembnost pri govedu (21). Drugi raziskovalci so pripravili nekoliko
drugacen seznam esencialnih elementov (za skoraj vse Zivalske vrste). Pri njih se je zaradi
vkljucitve F, Li in Sn (22) oziroma zamenjave Sn in F, z B in Pb (23) Stevilo esencialnih
elementov v sledovih poveéalo na 18. Ceprav obstajajo razlike v pojmovanju, kateri elementi
so esencialni, pa jih je mogoce enostavno razdeliti na dve podskupini; elemente, pri katerih
je dokazano (16, 21), da so pomembni v prehrani pri govedu (Fe, I, Zn, Cu, Mn, Se in Co),
in elemente, ki so potencialno pomembni, a Se niso upostevani kot prakticno pomembni v
prehrani domacih zivali (Mo, Cr, Sn, V, F, Si, Ni in As) (23). Poleg tega so lahko nekateri

elementi, kot so As, Cu, Li, Ag in Zn, tudi koristni kot terapevtiki ali promotorji rasti (24).

2.2 POTREBE PO ELEMENTIH V SLEDOVIH

Potrebe (ang. requirements) zivali po elementih v sledovih so tiste koli¢ine elementov, ki v
daljsem casovnem obdobju zagotavljajo ustrezne telesne zaloge elementov, optimalno
proizvodnost (ustrezno izkoriS€anje krme, prirast, proizvodnjo mleka, jajc, volne ...),

normalno reprodukcijo in nemoteno zdravje zivali (1).

Prehranske potrebe goveda so odvisne od presnovnih potreb, endogenih izgub in
u¢inkovitosti absorpcije elementov (25) in od okolja, v katerem Zivijo. Ceprav &isto prave
presnovne potrebe po elementih, kot so Cu, Mn in Zn, za govedo Se vedno niso znane, pa so
pripravljena priporocila za koli¢ino, ki jo je treba vkljuciti v obrok. Ta priporocila, ki so

rezultat Stevilnih raziskav in temeljijo na oceni endogenih izgub in razpoloZljivosti, se redno
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posodablja (21, 24). Ce priporoéila nehote ne dosegajo dejanskih potreb, se kot rezultat
neustreznega dodajanja pojavita pomanjkanje in zmanj$anje u¢inkovitosti proizvodnje. Ce
so priporocila previsoka in dodane koliine presegajo potrebe, prekomerno dopolnjevanje
obrokov vodi tudi do prekomernega vnosa elementov v okolje prek iztrebkov goveda in s

tem onesnazevanja okolja (21).

Potrebe zivali po elementih se lahko izrazi na razli¢ne nacine: ali v zahtevani koli¢ini na dan
ali na enoto proizvoda, kot so mleko, jajca ali pridobivanje telesne mase. Lahko jih izrazimo
z razmerjem, v odstotkih (%), v delih na milijon (ppm) oziroma kot maso ali mol (v€asih
mikro- ali milimol) elementa na kg suhe snovi obroka ali morda najbolj natan¢no na MJ
zauzite energije oz. MJ energijskih potreb. Najenostavneje je uporabiti kriterij, ki doloca

koli¢ino potrebnega elementa v enoti suhe snovi obroka (g/kg SS ali mg/kg SS) (16).

2.3 VIRIELEMENTOV V SLEDOVIH

Govedo obicajno vecino elementov dobi iz voluminozne krme. Na vnos elementov vplivajo
dejavniki, ki dolocajo vsebnost elementov v rastlinah in njihovih semenih. Vsebnosti vseh
elementov v rastlinah so v veliki meri odvisne od §tirih dejavnikov: (a) od genotipa rastline,
(b) sestave tal, kjer rastejo, (c) podnebja in (d) stopnje zrelosti rastlin. Pomen posameznih
dejavnikov je za posamezne elemente razliCen. Na vsebnosti elementov vplivajo Se drugi
dejavniki, kot so uporaba gnojil, obogatitev tal, namakanje, kolobarjenje, krizanje kultur in
uporaba visokorodnih sort. Trave, ki rastejo skupaj na istem tipu tal in so vzorcene v isti

rastni fazi, se lahko v sestavi elementov zelo razlikujejo (16).

2.4 VSEBNOSTI ELEMENTOV V SLEDOVIH V KRMI

Glede na stevilne dejavnike, ki lahko vplivajo na elementno sestavo doloCenega pridelka ali
krme, se pri doloc€itvi reprezentativnih vrednosti in omejitvi njihove uporabe pojavljajo
precejsSnje tezave. Mnogi so kot reprezentativne vsebnosti uporabili vrednosti iz NRC (26).
Z vzpostavitvijo lokalne baze podatkov pa se je na primer na obmocju Alberte v Kanadi pri
vsebnosti elementov v krmi s tega obmocja pokazalo veliko vecje tveganje za pomanjkanje

Cu in manjSe tveganje za pomanjkanje Zn pri govedu, kot je bilo to razvidno iz uporabljenih
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standardov NRC. Za zrnje je¢mena se je izkazalo, da je vsebnost Cu na sploSno nizja,
vsebnost Zn pa vi§ja v primerjavi s standardom NRC. Za seno iz lucerne in koruzno silazo
pa se je pokazalo, da lahko vsebujeta zelo velike koli¢ine Mn in Zn (27). Zaradi navedenega

je treba upostevati naslednje:

- ko vsebnosti elementov ocitno odstopajo od srednje vrednosti, je izrazanje z
medianami vsebnosti bolj reprezentativno in lahko pokaze boljSe ujemanje med
razli¢énimi drzavami in s podatkovnimi bazami,

- ustreznost oskrbe z elementi s to¢no dolo¢enim obrokom je le redko mogoce

napovedati dovolj natan¢no iz preglednic za elementno sestavo sestavin krme (16).

K skupni vsebnosti posameznega elementa v popolnih krmnih meSanicah prispevajo trije
viri: vsebnosti v posamic¢nih krmilih, vsebnosti v premiksih ter dodajanje doloCenega
elementa. Vsebnost elementov v sledovih v krmnih meSanicah, ki izhajajo iz posami¢nih
krmil, uporabljenih za pripravo krmne meSanice, imenujemo ozadje (ang. background

levels) (3).

Priporocila za dopolnjevanje obrokov in uporabo premiksov proizvajalci krme pripravijo na

naslednji nacin (3):

- zaizraun ozadja elementov v sledovih v krmnih meSanicah uporabljajo podatke iz
preglednic, ki jih objavljajo in redno posodabljajo razli¢ni organi na podlagi
podatkov iz monitoringov posamicnih krmil,

- ko je obmo¢je ozadja v krmnih meSanicah doloCeno, se izdajo priporocila za
dopolnjevanje obrokov s premiksom ali dopolnilno krmno mesSanico; priporocila

ey

vsebnosti.

Ceprav so izraunane vsebnosti verjetno dobri priblizki, pa rezultati raziskav kazejo, da

lahko dejanske vsebnosti elementov v krmnih meSanicah od teh ocen tudi bistveno odstopajo

3).
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2.5 TOKSICNOST ELEMENTOV V SLEDOVIH

Nekateri elementi so lahko za zivali, rastline in ¢loveka tudi toksi¢ni. Toksi¢nost za rastline
se kaze v inaktivaciji encimov, blokiranju funkcionalnih skupin biolosko pomembnih
molekul in poSkodbah biomembran. To vodi do zmanjSanega sprejema mineralnih hranil in
zmanjSane rasti ter pogosto tudi do nespecificnih znamenj, kot so kloroze. Elementi v
sledovih lahko pri rastlinah motijo elektronski transport pri procesih dihanja in fotosinteze.

Posledica je zmanjSana pridelava krme, kar predstavlja posreden vpliv na Zivali (16).

Tveganje za toksi¢nost elementov v sledovih pri govedu je odvisno od ve¢ dejavnikov: (a)
sprejemanje elementov iz tal prek rastlin; (b) zauzitje zemlje; (c) absorpcija posameznega
elementa iz krme; (d) prehranski dejavniki, ki pospesSujejo ali zavirajo prevzem elementa in
njegovo zadrzanje; (e) obstoj predilekcijskih mest za kopicenje v telesu; (f) trajanje in vzorci
izpostavljenosti toksicnim elementom. Visoke vsebnosti elementov v krmi so lahko tudi
posledica uporabe gnojil, komunalnih in industrijskih odpadkov ali industrijskega

onesnazevanja (24).

Kriterij, ki se v literaturi uporablja za oceno toksicnosti, je najvi§ja dopustna vsebnost
elementa (ang. maximum tolerable levels, MTL) v krmi. Ta je definirana kot maksimalni
prehranski vnos posameznega elementa, ki nima nobenih $kodljivih u€inkov (vklju¢no z
zmanjSanjem produktivnosti ali poslabSanjem zdravja), ¢e so ji zivali izpostavljene v

dolo¢enem ¢asovnem obdobju (24).

Medtem ko vsi elementi postanejo toksicni, ko jih Zivali zauZijejo prevec, jih glede na

verjetnost, da bodo povzrocili toksikoze, lahko vseeno razdelimo v tri skupine:

- elementi, pri katerih so toksikoze malo verjetne, saj so vsebnosti v krmi redko
presezene: Al, Sb, Ba, Cr, Co, Li, Mn, Ni, Ag, Sr, Sn, Ti,
- elementi, ki so v posebnih primerih toksi¢ni: As, B, Fe, Zn,

- elementi, pri katerih so toksikoze pogoste: Cd, Cu, Pb, Hg, Mo, Se (24).
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2.6 POMEN ELEMENTOV V SLEDOVIH V PREHRANI GOVEDI

Iz literature smo v nadaljevanju za vsak posamezni element poskusali zbrati naslednje znane
podatke: esencialne funkcije in morebitne druge funkcije pri govedu, potrebe goveda po
elementu (ang. animal requirements), morebitno toksicnost, tipicne simptome pomanjkanja
in zastrupitev, tolerance goveda in najvis§je dopustne vsebnosti elementa v krmi (MTL),
podatke o vsebnostih posameznega elementa v posami¢nih krmilih in v krmnih meSanicah

ter potencialni vpliv doloCenega elementa v zivalski prehrani na okolje.

2.6.1 Srebro

Srebro (Ag) velja za neesencialni element (24). Visoko toksi¢nega potenciala ionskega
srebra ni pri¢akovati v naravnih okoljskih pogojih, saj se Ag zlahka pretvori v biolosko
nereaktivne spojine (28). Presenetljivo je, da so se raziskave toksic¢nosti Ag zacele kasneje

kot za druge elemente, Sele pred priblizno 40 leti (28, 29).

V krmi za perutnino in prasi¢e je MTL za Ag 100 mg/kg SS, medtem ko je za doloCitev
vrednosti MTL za glodavce, konje, govedo in ovce podatkov premalo (24). Vsebnosti Ag
nad 100 mg/kg popolne krmne meSanice v obliki srebrovega sulfata pri perutnini inducirajo
znake, povezane s pomanjkanjem Cu in Se, vkljutno z zavirano rastjo, zniZanjem
hemoglobina in aortnega elastina, povecajo pa umrljivost Zivali in teZo srca (3). Pri poskusih
na odstavljenih pujskih je bilo opazeno, da majhni odmerki kovinskih srebrovih nanodelcev,
dodani krmi, izboljSajo zauzivanje krme in rast zivali. Predvideva se, da je to posledica
njegovih protimikrobnih lastnosti (30). lonsko srebro je zelo strupeno za vodne zivali (31,
32). Znaki akutne toksi¢nosti Ag pri ribah nastanejo zaradi nezmoznosti vzdrZevanja

konstantne koncentracije natrijevih in kloridnih ionov v krvni plazmi (24).

Kopicenje Ag v kopenskih rastlinah iz tal je nizka, ¢etudi je zemlja obdelana s komunalnim
blatom, ki vsebuje Ag. Trave in kmetijski pridelki shranijo Ag v veliko vec¢ji meri v
koreninah kot drugih delih rastline (28). Na sploSno so vsebnosti Ag v kopenskih rastlinah
do 60 ng/kg (3), zato je NRC ugotovil, da krma ocitno ni pomemben vir Ag za zivino (24,
33).
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2.6.2 Aluminij

Aluminij (Al) je tretji najpogostejsi element v zemeljski skorji in najpogostejsa kovina. Je
zelo reaktiven element in se v naravi ne nahaja v elementarnem stanju, temvec le v spojinah

z drugimi elementi, najveckrat s kisikom, silicijem in fluorom (34).

Ziva bitja nimajo znane bioloske potrebe po Al (35, 36), vendar pa ubikvitarnost Al pomeni,
da se majhnim koli¢inam zauzitja s hrano ni mogoce izogniti. Nizke koli¢ine Al niso
Skodljive, visoke koncentracije pa so ekstremno toksi¢ne (37). Toksi¢nost Al se kaze tudi
kot omejitveni dejavnik rasti rastlin v kislih tleh po vsem svetu in s tem v manjsi pridelavi
krme (38). Zakisanje tal s kislim dezjem posledi¢no omejuje tudi zivinorejo (39, 40).
Toksicne vplive na zivali, ki so daljSi Cas (ve¢ kot dva tedna) izpostavljene visokim
vsebnostim Al v krmi, povezujejo z manjSo rastjo, krajSo zivljenjsko dobo in slabsim
izkoris¢anjem fosforja (24). Anke s sod. (41) je kot normativ za prehranske potrebe Al za

zivali postavil koncentracije pod 10 mg/kg SS. MTL v krmi za govedo je 1000 mg/kg SS
3).

Obicajno so na pasnikih vsebnosti Al nizje od 100 mg/kg SS, v posameznih primerih pa
lahko presezejo 1000 mg/kg SS. Zivali na pasi poleg tega zauZijejo $e velike koli¢ine zemlje,
kar lahko pomeni ve¢ kot 1,5 % Al v zauziti suhi snovi (42). Vsebnosti Al v krmnih
mesanicah za krave molznice, ovce in konje variirajo med 100 in 600 mg/kg SS (42). Znatne
koli¢ine Al pa vsebujejo tudi zeoliti in alumosilikati, ki se v krmo dodajajo kot adsorbenti
za mikotoksine (43). Ocenjuje se, da z uporabo gnoja zivali, hranjenih z zeoliti, ni verjetno,
da bi prislo do spremembe koncentracije alumosilikatov v kmetijskih tleh. Vendar pa
zaenkrat ni na razpolago nobenih relevantnih informacij o vplivu Al kot krmnega dodatka

na okolje (3).

2.6.3 Arzen

Arzen (As) je metaloid, ki se lahko nahaja v veC valen¢nih stanjih (=3, 0, +3, +5) in v veliko
razli¢nih spojinah z mnogovrstnimi kemijskimi lastnostmi (44, 45). Toksi¢nost arzenovih
spojin je odvisna od kemijske oblike in valence: anorganske oblike so veliko bolj toksi¢ne
kot organske in trivalentni As je bolj toksicen kot petvalentni (3). As na splo$no ni prepoznan

kot esencialni element za vi§je zivali, vendar pa se mu zivali zaradi njegove razsirjenosti ne
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morejo izogniti. Po nekaterih Studijah na razliénih zivalskih vrstah bi As v ultra sledovih
lahko imel tudi koristne u¢inke za zivali (46, 47). Nekatere organske arzenove spojine se v
nekaterih drzavah uporabljajo v ekstenzivni reji praSi¢ev in perutnine kot pospesevalci rasti

in zaradi njihovih antibioti¢nih in antikokcidijskih lastnosti tudi za nadzor bolezni (48, 49).

Komercialna uporaba As se zmanjSuje ze od leta 1960. As vsebujejo konzervansi za les,
pesticidi, herbicidi (za zatiranje plevela), fungicidi, sredstva proti parazitom za govedo in
ovce, barve in pigmenti ter osvinéen bencin. Stevilni izmed teh proizvodov so vir zastrupitev
pri govedu (50-53). Znaki akutne zastrupitve z As vkljucujejo intenzivne bolecine v trebuhu,
bruhanje, drisko, slabost, podhladitev in smrt. Znaki kroni¢ne zastrupitve so pocasnejsa rast,
zmanjSana u¢inkovitost krmljenja in zauzivanje krme, kré¢i, nekoordinirana hoja in zniZanje

ravni hemoglobina (24).

Rastline, ki rastejo na z As bogati zemlji, lahko akumulirajo velike koli¢ine tega elementa.
Vsebnosti As so odvisne od vrste rastlin, saj imajo razli¢ne vrste razliéne zmoznosti za
njegovo Crpanje in kopicenje (54, 55). Vecina kopenske krme vsebuje manj kot 0,3 mg/kg
SS As in le redko preseze 1 mg/kg SS. Za vecino zivalskih vrst je MTL 30 mg/kg SS, razen
za ribe, kjer je MTL 5 mg/kg SS, saj imajo te niZjo toleranco na anorganski As iz hrane kot
sesalci. Mejne vrednosti so postavljene v skladu z znanimi vplivi na zdravje zivali, ne pa na
zdravje ljudi. Da bi preprecili previsoke vsebnosti As v tkivih zivali, ki jih zauzijemo, so

zato nujne nizje mejne dovoljene vrednosti As (3).

Za As kot nezaZeleno substanco v krmi so z Direktivo 2002/32/EC (56) in spremembo
Priloge I k Direktivi, z Uredbo Komisije (EU) 2015/186 (57), postavljene najvisje mejne
vrednosti (ang. maximum content). Vrednosti se gibljejo med 2 in 10 mg/kg (podano na 12
% vsebnost vlage) za popolne krmne meSanice in posami¢na krmila organskega izvora ter
med 10 in 100 mg/kg (podano na 12 % vsebnost vlage) za mineralne krmne meSanice ter

posamic¢na krmila in krmne dodatke, ki so vir elementa v krmi.

2.6.4 Bor

Bor (B) je polprevodnik, ki ga glede na njegove lastnosti uvr§¢amo med polkovine. Borova
kislina in vitro in in vivo kaze veliko afiniteto do cis-hidroksilnih skupin, kar naj bi bila

osnova za njen vpliv na marsikatere bioloske mehanizme (58). Njegova prednost je
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sposobnost, da se anorganski borati pretvorijo v borovo kislino in se tako absorbirajo prek

sluznic tudi pri nizkem fiziolosSkem pH (59).

Bor je ze od leta 1923 znan kot esencialni element za rastline (58, 60-62), ne pa tudi za zivali
in ljudi. Da bi lahko bil B potencialno esencialni element tudi za Zivali, je znano od leta
1981. Pri piscancih, ki so imeli zaradi pomanjkanja vitamina D3 deformirane okoncine, je
dodajanje B v krmo povzrocilo izboljSanje njihovega zdravstvenega stanja in stimuliralo rast
(63, 64). Najnovejse Studije kazejo, da B vpliva na mnogo encimov, razvoj in mineralizacijo
kosti, metabolizem Ca, P, Mg in energijski metabolizem. Borove mineralne spojine lahko
ucinkujejo na optimalno delovanje organizmov, zdravljenje motenj v strukturi kosti,
zmanjSajo raven holesterola in trigliceridov, prav tako pa B lahko vpliva na aktivnost

vitamina D in pomaga pri motnjah, nastalih zaradi njegovega pomanjkanja (65).

B se dodaja v krmo kot borova kislina (B(OH)3) ali natrijev borat (Na2B4O7) (3). Obstaja kar
nekaj Studij, ki preucujejo vplive dodanega borata v krmo za prezvekovalce, vendar pa se
razlikujejo v koli¢ini dodanega borata (65—71). Optimalna koli¢ina dodajanja Se vedno ni
dolo¢ena, manjkajo tudi podatki o vsebnostih v krmi (72, 73). V literaturi smo nasli dva
¢lanka, ki opisujeta dejansko stanje o vsebnostih B v nekaterih vrstah krme v Turéiji (73), ki
ima najvecje zaloge B in je tudi najvecja proizvajalka borovih spojin na svetu (pridelajo jih
70 %), in v tropskih krmilnih sistemih v Indiji (72). PovrSinska porazdelitev B v izmerjenih
vzorcih iz Indije je pokazala, da je vsebnost B v vseh vzorcih pod 20 mg/kg, s povprecjem
17,7 £ 0,96 mg/kg in mediano 14,4 mg/kg. Podatki o vsebnostih B v krmi bi bili pomembni
za §tudije o ustreznem dodajanju B v krmo in njegovi toksiénosti za Zivali (73). Sele sto- ali
tisockrat presezen prehranski vnos bi lahko povzrocil razvojne in reproduktivne motnje pri

zivalih (3). Vsebnost B v krmi nima nobenega vpliva na okolje (3).

2.6.5 Barij

Barij (Ba) spada med zemljoalkalijske kovine. Najdemo ga v najmanj 80 mineralih, v naravi
v elementarni obliki pa ne obstaja (74). Ba hitro oksidira na zraku in reagira z vodo, v naravi
pa se pojavlja kot dvovalentni kation v kombinaciji z drugimi elementi (75). Ba za rastline
in Zivali ni esencialni element. Toksic¢en je Ba®" ion, toksi¢nost Ba spojin pa je odvisna od

topnosti posamezne spojine (75—77). Ba je v topnih oblikah zelo toksi¢en za Zivali in ljudi
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(78). 1z Crevesja se Ba ioni absorbirajo prek ¢revesne sluznice, ki je zanje zelo prepustna
(74). Stopnja absorpcije je odvisna od zivalske vrste, topnosti spojine in starosti zivali. Ker
se Ba v hrani nahaja v vezanih in netopnih oblikah, se ga absorbirata le 2 % (79, 80). Studije
s podganami z uporabo barijevega klorida so pokazale, da se Ba ioni s krvjo razporedijo po
telesu in se v najvec¢ji meri nalozijo v kosteh (75). Tam Ba s Ca tekmuje za doloc¢ena
izmenjevalna mesta (81), prav tako pa lahko deluje kot antagonist za K ione. Hipokaliemijo
povezujejo z zmoznostjo Ba ionov, da blokirajo K kanale (82). Simptomi akutne zastrupitve
z Ba so prekomerno slinjenje, bruhanje, kolike, driska, drhtavica, miSi¢na paraliza,

kardiotoksi¢nost in paraliza centralnega Zivénega sistema (80).

Za rastline so znacilne velike razlike v vsebnosti Ba, tako med posameznimi vrstami kakor
tudi znotraj iste vrste (83). Obicajno so vsebnosti Ba v rastlinah 4-50 mg/kg (84). Studija v
Kentuckyju je pokazala, da seno vsebuje 10-90 mg/kg SS Ba in Zitarice 1-20 mg/kg SS (85).

V zadnjem c¢asu postaja problem Ba in drugih tezkih kovin v komunalnem blatu, ki se kot
alternativa njegovemu odlaganju uporablja v kmetijstvu. Navzoc¢nost toksicnih elementov v
komunalnem blatu tako predstavlja tveganje kontaminacije zemlje in njihov prenos po
prehranjevalni verigi z absorpcijo in translokacijo v rastlinah (86). Od vseh elementov v
komunalnem blatu so Ba najmanj preucevali. Ba je uvrS¢en na seznam elementov, ki
predstavljajo tveganje za zdravje ljudi in so najpogosteje prisotni v primerih onesnazenja tal

(78).

2.6.6 Berilij

Berilij (Be) spada med zemeljskoalkalijske kovine in v naravi obstaja v oksidacijskih stanjih
0 in +2. Kemijsko je zelo podoben Al. Oba imata visoko razmerje med nabojem in radijem,
podobno polarizacijsko sposobnost ionov, amfoterne hidrokside in mo¢no tendenco spojin
za hidrolizo. Be je zelo reaktiven in v normalnih naravnih pogojih vezan na druge elemente

(87, 88).

Be je toksic¢en element za zivali in ljudi (89). Ima dolgorocen vpliv na nenormalno delovanje
limfocitov T, kar povzroc¢a imunsko disregulacijo in preobcutljivostne reakcije. Pri Zivalih
povzroca rahitis, okvare jeter, ledvic, plju¢ in koZe. Njegovi u€inki na kostno tkivo (rahitis)

so verjetno posledica okvarjene gastrointestinalne absorpcije fosfata in ne posledica
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neposrednega ucinka Be na kostno tkivo (90). Be se v prebavilih slabo absorbira (91, 92),
vendar pa se zelo dobro in hitro absorbira skozi kozo in pljuca. Vdihavanje je glavni nacin
izpostavljenosti, rezultati kronicne izpostavljenosti temu elementu pa so dispneja (otezeno

dihanje), kaselj in plju¢na stiska (88).

Be se po prehranjevalni verigi ne prenasa. Vecina rastlin sprejme Be iz tal v majhnih
koli¢inah in le malo se ga prenese iz korenin do drugih rastlinskih delov. Be lahko iz tal v
rastline preide le v topni obliki. Tipi¢ne vrednosti v rastlinah variirajo med 1 in 40 pg/kg in

so prenizke, da bi vplivale na zivali, ki te rastline jedo (88, 93).

2.6.7 Kadmij

Kadmij (Cd) nima nobene poznane bioloske funkcije pri zivalih, njegova navzo¢nost v tkivih
zivali je nepotrebna. Cd velja za eno najbolj toksi¢nih snovi v okolju zaradi Skodljivih
ucinkov za razli¢ne organe in njegovega dolgega razpolovnega Casa izlocitve iz organizma
(94, 95). Absorpcija Cd prek prebavnega trakta je okoli 5 %. Kot neesencialni element Cd
nima svojega transportnega mehanizma, prehaja pa prek razlicnih membran s pomocjo
posnemanja transportnih mehanizmov drugih elementov (96). Po absorpciji Cd krozi po
telesu z rdecimi krvnimi celicami ali pa se veZe na albumin v plazmi. Vecina novorojenih
prezvekovalcev se skoti z nizko vsebnostjo Cd. Akumulacija poteka pocasi in vec let.
Vecinoma se Cd nalozi v jetrih in ledvicah. V jetrih povzro¢i nastanek metalotioneinov, ki
se pocasi sprostijo v obtok in nalozijo v ledvicah (95). Cd vpliva na metabolizem esencialnih
elementov, kot so Ca, Zn, Fe, Cu in Se (97, 98). Pri kroni¢nem uzivanju visokih koli¢in Cd
so prizadeti skoraj vsi glavni organi, najbolj pa ledvice in jetra. Pri govedu, ki je bilo
kroni¢no izpostavljeno Cd, zaznamo razli¢ne klinicne znake, kot so izguba apetita, odpoved
ledvic, hipertenzija, anemija, zaostajanje v rasti, slabsa reprodukcija, splavi in rast tumorjev

(95).

Rastline Cd sprejemajo zelo razli¢no. V nasprotju z drugimi elementi je Cd veliko bolj
mobilen in se absorbira v rastline prek korenin, njegove koncentracije v razli¢nih delih
rastlin pa padajo v naslednjem vrstnem redu: korenina > listi > steblo > podzemeljski
shranjevalni organi > plod/zrno. Koncentracije Cd v krmi in pridelkih, ki so zrasli na

nekontaminirani zemlji, so ve¢inoma pod 1 mg/kg SS. O vi§jih vsebnostih Cd porocajo v
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pridelkih, ki so zrasli na zemlji, ki so ji dodali vec¢je koli¢ine kalcija. Necisto¢e s Cd so
najveckrat prisotne v mineralnih krmnih meSanicah. Fosfati, uporabljeni kot krmni dodatki,
so verjetno najvecji viri kontaminacije krme s Cd (99). V kmetijstvu so dodatni viri
onesnazenja s Cd tudi uporaba odpadnega komunalnega blata za gnojenje in onesnazena

gnojila (100).

MTL v krmi za glodalce, perutnino, prasice, konje, govedo, ovce in ribe je 10 mg/kg SS. Te
meje so postavljene v skladu z znanim vplivom na zdravje zivali, ne pa na zdravje ljudi, zato
so potrebne nizje meje, da bi preprecili previsoke vsebnosti v zivalskih tkivih, ki jih

zauzijemo (3).

Za Cd kot nezazeleno substanco v krmi so z Direktivo 2002/32/EC (56) in spremembo
Priloge I k Direktivi, z Uredbo komisije (EU) §t. 1275/2013 (101), postavljene najvisje
mejne vrednosti. V krmnih meSanicah se meje gibljejo med 0,5 in 2 mg/kg (podano na 12 %
vsebnost vlage), razen v mineralnih meSanicah, ki vsebujejo fosfate, kjer so lahko vrednosti
do 7,5 mg/kg. V posamicnih krmilih so meje med 1 in 2 mg/kg, razen pri fosfatih, kjer sme
biti vsebnost Cd do 10 mg/kg. Ista mejna vrednost je postavljena tudi za krmne dodatke,

razen nekaterih oksidov in fosfatov, kjer so dovoljene vrednosti do 30 mg/kg (101).

2.6.8 Kobalt

Kobalt (Co) je esencialna sestavina vitamina Bi2, zato predvsem rastlinojede Zivali v
prehrani potrebujejo tudi Co. Mikroorganizmi v vampu sintetizirajo vitamin Bz in s tem
pokrivajo potrebe zivali po vitaminu Bi2. Prezvekovalci niso odvisni od prehranskih virov
vitamina Bi2, saj so mikroorganizmi v vampu sposobni sintetizirati vitamin Biz, ¢e je le

dovolj Co v njihovi prehrani (3, 25).

Prvi znaki pomanjkanja Co pri govedu so zmanjSano zauzivanje krme in manjsa rast. Ko
pomanjkanje postaja vse hujse, se rast ustavi, zivali hitro hujSajo, zaradi slabokrvnosti dobijo
bledo kozo in sluznico, pojavi pa se tudi mas¢obna degeneracija jeter (25). Klinicni znaki
pomanjkanja Co pri govedu so anoreksija, anemija, povecana perinatalna umrljivost,
neplodnost in povefana dovzetnost za bolezni (3). Pomanjkanje Co povezujejo tudi z
zmanjSano odpornostjo Zzivali proti parazitskim infekcijam (102). O motnjah pri

prezvekovalcih, povzrocenih zaradi Co, so porocali v razli¢nih delih sveta. Ena od teh je
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nezmoznost mikroorganizmov v vampu za sintezo vitamina Bi2 in s tem neizpolnjevanje
presnovnih potreb celic in tkiv (103—105). Zato je minimalna potreba po Co v prehrani
goveda priblizno 100 pg/kg SS (106). Prehrana goveda z vsebnostjo Co nad zahtevami ima
lahko nekatere pozitivne ucinke v smislu boljSe prebave vlaken iz voluminozne krme nizje
kakovosti, lahko poveca skupno Stevilo anaerobnih bakterij v vampu in poveca nastajanje

mlecne kisline v vampu (107, 108).

Toksikoze pri zivalih, povzrocene s prevelikim vnosom Co, so zelo redke, ker so vsebnosti
v krmi precej nizke. Znacilni znaki kroni¢ne izpostavljenosti za vecino Zivalskih vrst so
zmanjSano zauZzivanje krme in pocasnejsa rast, hujSanje, slabokrvnost, izérpanost, povecana

vsebnost Co v jetrih in povecana obcutljivost za razli¢ne bolezni (24, 26).

Rastline obi¢ajno vsebujejo od 0,1 do 0,5 mg/kg SS Co. Nedavne Studije so pokazale, da sta
se vnos krme in rast zivali znatno zmanjsala, ko je bilo govedo krmljeno s koruzno silazo,
ki je vsebovala 0,08 mg/kg SS Co in brez dodatka Co, v primerjavi z Zivino, krmljeno z
dopolnjenim obrokom z 0,20 mg /kg SS Co (109, 110).

MTL v krmi za govedo je 25 mg/kg SS (3). Krmni dodatki, ki so vir Co in so v uporabi v
EU, obravnava Uredba (ES) st. 1831/2003 (111) o dodatkih za uporabo v prehrani zivali in
njene dopolnitve ter register krmnih dodatkov (112). Trenutno so odobreni kobaltov acetat,
karbonat in sulfat. Najvisja dovoljena vsebnost Co v popolnih krmnih meSanicah je 1 mg/kg
krme (podano na 12 % vsebnost vlage) za vse navedene skupine zivali, kar je v skladu s
priporocilom EFSE iz leta 2009 (113), ki je v zadnji oceni priporoc¢ila zmanjSanje najvecje
dovoljene vsebnosti Co iz vseh virov z 2 na 1 mg/kg popolne krmne mesSanice za vse vrste,
razen rib. ZmanjSanje dovoljenih vsebnosti je priporocila na osnovi ocene tveganja za
potros$nike zivil Zivalskega izvora in varnosti oseb, ki rokujejo s Co krmnimi dodatki.
Morebitnih negativnih posledic teh ukrepov na zdravje Zivali in u€inkovitost proizvodnje

zivali ne pric¢akujejo (113).

2.6.9 Krom

Krom (Cr) je kovina, ki se lahko nahaja v razli¢nih oksidacijskih stanjih, od katerih sta
biologko najpomembnejsi trivalentna (Cr*") in Sestvalentna oblika (Cr®"). Cr*" je v naravi

ubikvitaren in se nahaja v zraku, vodi, zemlji in biologkem materialu. Cr** se v krmi nahaja
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v anorganski obliki ali v organskih kompleksih, ki so veliko bolj dostopni kot anorganski
(114). Cr*" vpliva na vnos glukoze v celice. Prav tako s stimulacijo vnosa aminokislin v
celice s pomo&jo inzulina sodeluje pri metabolizmu proteinov (115). Cr%" je v splosnem
antropogenega izvora in ni naravno navzo¢ v okolju. Cr® je veliko bolj toksi¢en kot

trivalentni krom in ima vecjo biodostopnost, vendar pa ga zivali ne dobijo s krmo (114).

V preteklosti so domnevali, da obicajni obroki za zivino vsebujejo dovolj Cr, da zadovoljijo
potrebe zivali. V zadnjih 15 letih se je ta domneva spremenila, saj so s Stevilnimi Studijami
pokazali, da lahko dodajanje Cr v krmo vpliva na metabolizem in proizvodnost Zivali (116).
Stevilne nedavne $tudije so pokazale, da lahko dopolnitev obroka s Cr pri kravah molznicah
poveda zauzivanje krme in mle¢nost (117—-119). Studije pri govedu so prav tako pokazale,
da lahko dodajanje Cr poveca obcutljivost na inzulin. Pomanjkanje Cr v tkivih lahko
povzroci, da telo postane manj odzivno ali odporno proti inzulinu. Raziskave tudi kazejo, da

lahko Cr vpliva na imunski odziv in odpornost proti boleznim pri govedu (102, 115, 120).

Cr’* in Cr®" v rastline vstopata na dva nac¢ina. Cr®" vstopa aktivno s sulfatnimi nosilci in se
v koreninah takoj pretvori v Cr’*, medtem ko Cr** vstopa pasivno in se obdrzi na ionskih
izmenjevalnih mestih celi¢nih sten. Koncentracije v rastlinah padajo v naslednjem vrstnem
redu: korenina > listi > plod. V zitih se Cr koncentrira v semenskih mesickih. KaZe, da so
fosfati v krmi nekaterih Zivali glavni vir Cr. Monokalcijev fosfat in defluoriran fosfat lahko
vsebujeta med 83 in 110 mg/kg Cr (3). Cr propionat je edini dodatek, ki je dovoljen za
dodajanje v krmo za zivino v ZDA. Doda se ga lahko do 0,5 mg/kg SS. V nasprotju s tem
dodajanje Cr v krmo za zivino v drzavah EU trenutno ni dovoljeno (112). EFSA je ocenila
podatke o Cr in ugotovila, da ni nobenega prepricljivega dokaza za esencialnost ali
neesencialnost Cr** kot elementa v sledovih (121). MTL v krmi za govedo je 100 mg/kg SS
za topne Cr’" spojine in med 3.000 in 30.000 mg/kg SS za kromov oksid (24).

2.6.10 Baker

Baker (Cu) je esencialni element v sledovih, ki sluzi kot kofaktor za mnoge pomembne
metaloencime. Je eden najbolj kriti¢nih elementov v sledovih, ki ga zivali potrebujejo. Cu je
kljucnega pomena v telesu kot sestavni del (ali kofaktor) encimskih sistemov, ki sodelujejo

pri transportu in presnovi zeleza za nastajanje rdecih krvnih celic. Vpliva tudi na imunski
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sistem (3,26). Cu vpliva na celi¢no imunost (pomaga pri uni¢evanju bakterij) in hormonalno
imunost (pomaga proizvajati protitelesa). Poleg tega Cu in Zn pripisujejo lastnosti
pospesSevalcev rasti zaradi njihovih protimikrobnih aktivnosti, podobnih antibiotikom, saj

naj bi zatirala ¢revesne patogene (122,123).

Za pomanjkanje Cu pri govedu obstajata dva glavna vzroka. To sta majhna vsebnost Cu v
rastlinah zaradi pomanjkanja Cu v gnojilu, ki se uporablja na tleh, revnih s tem elementom,
in sekundarno pomanjkanje, ki ga povzrocajo prekomerne vsebnosti Mo in S na pasnikih ali
v krmnih dodatkih. Poleg Mo in S na absorpcijo Cu pri prezvekovalcih vpliva tudi vsebnost
Fe v organizmu (16, 26, 124). Za govedo je normalno razmerje med Cu in Mo v prehrani od
5:1do 10: 1. Ko to razmerje pade na 2 : 1 ali manj, lahko pricakujemo hudo spremembo v
izkoristljivosti Cu in njegovo pomanjkanje v organizmu. Poleg tega lahko na pomanjkanje
Cu vplivajo Se zauzitje zemlje na pasi, presezki Cd, presezki Zn in odvecni Ca, zlasti v obliki
apnenca (125, 126). Pogosti znaki pomanjkanja Cu pri zivalih so anemija, poCasnejsa rast,
bolezni kosti, razbarvanje dlake, volne, krzna in perja, demielinizacija hrbtenjace, miokardna
fibroza in driska (26, 126—130). Glavni simptomi pomanjkanja Cu se od ¢rede do ¢rede zelo

razlikujejo in jih ni lahko prepoznati.

Ob previsokih vsebnostih v krmi se Cu naloZi v jetrih. Tak$no kopicenje lahko brez kaksnih
posebnih znakov povzroCi smrt zivali v nekaj urah ali dneh, zdravljenje pa je vedno
neuspesno. To se pri govedu lahko pojavi pri vsebnostih v krmi 100 mg/kg (24). Kroni¢na
izpostavljenost previsokim koncentracijam Cu se lahko kaze v poviSani temperaturi, hitrem
dihanju, anoreksiji, dehidraciji in kot zlatenica. V normalnih pogojih in v odsotnosti
pomembnih antagonistov naj bi bila vsebnost Cu v skupnem obroku do 25 mg/kg SS. MTL
v krmi za govedo je 40 mg/kg SS (3) s predpostavko, da je vsebnost Mo v krmi med 1 in 2
mg/kg SS in vsebnost S med 0,15 in 0,25 % (24). Krmni dodatki, ki so vir Cu in so v uporabi
v EU, obravnava Uredba (ES) st. 1831/2003 (111) o dodatkih za uporabo v prehrani zivali
in njene dopolnitve ter register krmnih dodatkov (112). Najvisja dovoljena vsebnost Cu v
popolnih krmnih meSanicah je za navedene skupine Zivali razli¢na in se za posamezne vrste

giblje med 15 mg/kg krme in 170 mg/kg krme (podano na 12 % vsebnost vlage) (112).

Studije, v katerih so preucevali vsebnost Cu v krmi in krvnem serumu goveda v razli¢nih

vremenskih pogojih, so pokazale nizke vsebnosti Cu v travi in senu (131-134).
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2.6.11 Zelezo

Zelezo (Fe) je esencialni element pri sesalcih. Je sestavina proteinov, kot so hemoproteini
(hemoglobin, mioglobin) in tudi nehemoproteinov (feritin, transferin) ali pa kofaktor
pomembnih encimov (citokromi A, B, C; peroksidaze, katalaze). 70 % celotnega Fe v telesu
se nahaja v hemoglobinu (135-137). Od njega je odvisna aerobna presnova, ker je kot
sestavina hemoglobina vklju¢en v prenos kisika in ogljikovega dioksida po telesu. Ima
osrednjo vlogo kot kofaktor za vecino encimov Krebsovega cikla in kot prenaSalec
elektronov (16, 26). NajpomembnejSa posledica pomanjkanja Fe je oslabljena telesna
zmogljivost. Drugi simptomi pomanjkanja Fe so anemija, reprodukcijske motnje, motnje
psihomotori¢nega razvoja in zmanjSano delovanje imunskega sistema. Pri ve¢ini zivalskih

vrst pomanjkanje Fe ni pogost pojav in zato ne predstavlja vecjih tezav (3).

Na splosno vse zivalske vrste izkazujejo visoko toleranco do Fe. Toleranca do prevelikih
koncentracij zeleza pri vseh zivalskih vrstah je posledica mo¢ne blokade absorpcije zeleza
prek sluznic, vendar pa lahko preveliko kopicenje Fe povzro¢i disfunkcijo organov s
tvorjenjem ROS (ang. reactive oxygen species). Pri Zivalih lahko dolgotrajen prevelik vnos
zeleza privede do preobremenitve v tkivih in tako reaktivno prosto Zelezo povzroci
peroksidativni stres, predvsem v jetrih. Eksperimentalno se je preobremenitev telet z Fe v
mle¢nem nadomestku pokazala z zmanjSanjem telesne mase in zauzivanja krme, ko je
vsebnost Fe presegla 5000 mg/kg SS (138, 139). V literaturi so opisani redki primeri
zastrupitve zivali, ko so mladicem vbrizgali ali oralno predozirali Fe (140, 141). Druga
tezava se kaze pri paSnih Zivalih, kjer Zivali zauzijejo velike koli¢ine zemlje in se velikemu
vnosu Fe ne morejo izogniti. Prav tako so nasli velike razlike v vsebnostih Fe v travni silazi
(od 61 do 7727 mg/kg SS), ki je glavna sestavina obroka za zZivino. Do zdaj so bile dovoljene
maksimalne vsebnosti Fe v krmi 1000 mg/kg SS (138), EFSA pa je izdala mnenje, da bi bilo
treba glede na zbrane literaturne podatke dovoljeno najvisjo varno mejo za govedo zniZati
na 450 mg/kg v krmi z 12 % vsebnostjo vlage (142). Razlogi za to so zmanjSano zauZivanje
krme in znaki pomanjkanja Cu, ki se lahko pojavijo kot posledica visjih vsebnostih Fe.

Izvedene presoje za zdaj ne kazejo nobenega vpliva na okolje (3).
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2.6.12 Zivo srebro

Zivo srebro (Hg) se nahaja v okolju kot elementarni Hg (kovinski), anorganski Hg (soli s
Hg' in Hg?") in organski Hg (predvsem metil Zivo srebro). Ko se enkrat sprosti v okolje, Hg
preide niz kompleksnih kemiénih in fizikalnih transformacij. Zivali so stalno izpostavljene
Hg in ga med tem ciklom akumulirajo, posledica pa so razli¢ni Skodljivi vplivi na njihovo

zdravje (48, 100, 143). Hg za Zivali ni esencialni element (3).

Hg Stejemo med zelo toksicne onesnazevalce (144). Vpliva na skoraj vse sisteme v telesu
zivali: na ledvice, ziv€evje, prebavila, dihala in kostno-misi¢no maso. Izpostavljenost Hg
povezujejo tudi z rakotvornostjo in teratogenostjo (48). Najbolj obcutljiva koncna tocka za
oralno izpostavljenost organskih oblik Hg je zivéni sistem (100). Klini¢ni znaki
izpostavljenosti metil zivemu srebru pri zivalih vkljucujejo ataksijo, miSi¢ne krce, paralizo,
motnje vida, izgubo koordinacije in zanaSanje zadnjega dela (24, 144, 145). Metil Zivo srebro
je najbolje raziskan primer organokovinske spojine, ki moti normalen razvoj in ima

negativne ucinke na razvoj mozganov pri zivalih in ljudeh (3, 146, 147).

Za Hg kot nezaZeleno substanco v krmi so z Direktivo 2002/32/EC (56) in s spremembo
Priloge I k Direktivi, z Uredbo Komisije (EU) 2015/186 (57), postavljene najvisje mejne
vrednosti, ki so 0,1 mg/kg (podano na 12 % vsebnost vlage) za popolne krmne meSanice in
posamicna krmila za vse Zivalske vrste. NRC (24) je predlagala najvisjo dovoljeno vsebnost
organskih oblik Hg pri govedu 2 mg/kg SS in vsebnost anorganskih oblik Hg 0,2 mg/kg SS.
Prehod Hg iz zemlje v rastline je omejen, ve€ina pasniskih rastlin in pridelkov vsebuje manj
kot 0,1 mg/kg SS. Vsebnosti Hg v rastlinah so neodvisne od vsebnosti Hg v tleh, vecina
prisotnega Hg izvira iz atmosferskega odlaganja (5, 46, 148). Najpogostejsi vir Hg za rejne
zivali je ribja moka, kjer je pretezno prisoten kot metil Zivo srebro. Zivali lahko ve&je

kolic¢ine Hg dobijo tudi z zauzitjem zemlje (3).

2.6.13 Litij

Litij (Li) ima zaradi majhnega ionskega radija verjetno mnogo bioloskih funkcij. Zaradi
zmoznosti induciranja mo¢nih polarizacijskih ué¢inkov je sposoben zamenjati K*, Mg?" in
Ca?" v razli¢nih bioloskih membranah in na encimskih vezavnih mestih (149, 150). Li* bi

lahko imel ve¢jo vlogo na proteine, ki vsebujejo Mg?*, v rastlinah in pri sesalcih (151).
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Biokemi¢ni mehanizmi delovanja Li so izredno kompleksni in so povezani s funkcijami
drugih elementov, zdravil, encimov, hormonov, vitaminov, rasti in drugih dejavnikov.
Schrauzer je predlagal kar nekaj Li bioloskih funkcij, vendar pa njegova esencialnost Se ni
povsem raziskana (149). Za dolocitev potreb po Li pri razlicnih zivalskih vrstah bodo
potrebne Se nadaljnje raziskave (152). V Studijah, izvedenih med letoma 1970 in 1990, so
zivali, ki so dobivale krmo z nizkimi vsebnostmi Li, kazale reproduktivne in vedenjske
motnje. PoviSala se je tudi smrtnost. Ceprav trenutno ni dokazov, da pomanjkanje Li
povzroca velike tezave pri reji zivali, je treba uposStevati moznost, da neprimerni vnosi Li

lahko povzrocijo vedenjske motnje (149).

V 70. letih prejSnjega stoletja so predlagali, da bi se Li uporabljal kot dodatek krmi v
intenzivni Zivinoreji za nadzor vedenjskih motenj: stresa, agresivnosti, napadalnosti in
panike. Predlog ni bil sprejet zaradi farmakokineti¢nih lastnosti Li, kot so pocasna
mozganska penetracija, nizek terapevtski indeks, visoka variabilnost pri posameznih Zivalih
in neprijetni sekundarni ucinki. Danes se ponovno kaze zanimanje za uporabo v zivinoreji
zaradi nevrodegenerativnih bolezni, kot je na primer subakutna transmisivna spongiformna
encefalopatija (TSE). Pred tem bi bilo treba izvesti Se doloCene farmakokineticne Studije pri

govedu (153).

Zita, bogata s sladkorji in §krobom, v glavnem vsebujejo malo Li, med 0,2 in 1,0 mg/kg SS
(154). Za krmo, ki raste na obmocjih, kjer je zemlja bogata z Li, so bile podane vsebnosti
med 1 in 4,1 mg/kg SS, na obmocjih, kjer je zemlja revna z Li, pa se te vrednosti gibljejo

med 0,5 in 1,4 mg/kg SS (24). MTL v krmi za govedo je 25 mg/kg SS (3).

Onesnazenje tal z Li postaja resna tezava in bi lahko postalo huda groznja za pridelavo krme
v bliznji prihodnosti (150). Porocila o zastrupitvah pri govedu zaradi izpostavljenosti
industrijskim proizvodom z Li omenjajo simptome akutne oralne toksi¢nosti Li, kot so

depresija, driska, ataksija in smrt (23).

2.6.14 Mangan

Mangan (Mn) je esencialni element, ki deluje kot encimski aktivator in je sestavina Stevilnih
encimov (23, 24). Mn je bistvenega pomena za presnovo lipidov pri zivalih (155, 156).

Primarno pomanjkanje Mn pri Zivini se lahko kaze kot poCasnejSa rast, anomalije okostja,
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zmanjSane reproduktivne funkcije, ataksija mladiev ter napake v presnovi lipidov in
ogljikovih hidratov (3). Studije, objavljene v zadnjih 20 letih, kaZejo, da je lahko

pomanjkanje Mn pri teletih tezava na Stevilnih obmocjih po vsem svetu (157-160).

Akutna toksi¢nost Mn je relativno nizka. Mn je najmanj toksi¢en izmed vseh esencialnih
elementov v sledovih. Pomanjkanje Fe in hematoloSke spremembe so najpogostejsi znaki
toksikoz, ki jih povzroéa Mn (3). Zivali, ki so zastrupljene z Mn, lahko kaZejo naslednje
kliniéne znake: pocasnejSo rast, anemijo, gastrointestinalne poskodbe, nevroloske

spremembe in zviSanje plazemske koncentracije estrov in trigliceridov (155, 156).

Vsebnosti Mn v voluminozni krmi in zitih so izredno razli¢ne (83). MTL v krmi za govedo
je zaradi zgoraj omenjenih razlogov zelo visoka, in sicer 2000 mg/kg SS (3). Krmni dodatki,
ki so vir Mn in so v uporabi v EU, obravnava Uredba (ES) §t. 1831/2003 (111) o dodatkih
za uporabo v prehrani zivali in njene dopolnitve ter register krmnih dodatkov (112). Najvisja
dovoljena vsebnost Mn v popolnih krmnih meSanicah je za navedene skupine zivali 150

mg/kg krme (podano na 12 % vsebnost vlage), razen za ribe, kjer je 100 mg/kg krme (112).

Uporaba Mn kot krmnega dodatka nima pomembnega vpliva na okolje (3). Za okolje bi

lahko bile skrb vzbujajoce le povecane vsebnosti Pb v manganovem manganioksidu (3).

2.6.15 Molibden

Molibden (Mo) je esencialni element (24, 161). Opredeljen je bil kot sestavni del Sestih
encimov, vkljuéno s tremi encimi pri sesalcih, in sicer ksantin-dehidrogenaza, aldehid
oksidaza in sulfit oksidaza. Vsi znani metaloencimi Mo, z izjemo nitrogenaze (encima v
rastlinah), uporabljajo Mo v obliki kofaktorja, molibdenovega kompleksa ali organske

komponente molibdopterin (26, 161, 162).

Govedo je za Mo najmanj tolerantna vrsta zivali, ki mu sledijo ovce, medtem ko so prasici
od domacih Zzivali najbolj tolerantni. Razlike med prezvekovalci in neprezvekovalci je
verjetno mogoce pojasniti z lahkoto tvorjenja tiomolibdatov v vampu, ki so mocni
antagonisti presnove Cu in Skodljivo ucinkujejo na ¢revesno sluznico (23). Klini¢ni znaki
prevelikega vnosa Mo se kazejo kot izguba teze in anoreksija. Toksikoza pri prezvekovalcih

se imenuje molibdenoza (23, 24). Drugi slabi ucinki pri govedu so poleg hujSanja Se tezave
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z obrejitvijo, pomanjkanje libida, poskodbe testisov in spermatogeneza pri bikih. Klini¢ni
znak molibdenoze je sekundarno pomanjkanje Cu. Raziskave kaZejo, da lahko nepravilnosti,
ki jih obicajno pripisujejo pomanjkanju Cu, dejansko nastanejo zaradi toksi¢nosti Mo. Znano
premagati z dodatkom Cu (163). Dodajanje 5 ppm Mo v krmo z nizko vsebnostjo Mo je
upocasnilo rast zivali in u¢inkovitost krme ter povzro€ilo neplodnost pri telicah (127, 164).

Povezave med Cu in Mo smo podrobneje opisali tudi v poglavju o bakru (2.6.10).

MTL v krmi za govedo je 5 mg/kg SS (3). Zaradi znanih interakcij med Cu, Mo, Fe in S je
pri prezvekovalcih povprecna koncentracija Mo v posami¢nih krmilih obi¢ajno pod 1 mg/kg,
razen v lucerni in travah (1,5-3 mg/kg), v skupnem meSanem obroku pa pod 1,5 mg/kg.
Potrebe zivali po Mo so nizke in jih je z obi¢ajnim krmljenjem lahko zadovoljiti. Za govedo
so minimalne potrebe po Mo 0,1 mg/kg SS. Glede na vsebnosti Mo v krmi je malo verjetno,

da bi se pojavilo njegovo pomanjkanje, zato so predlagali, da se Mo ne dodaja h krmi (3).

2.6.16 Nikelj

Nikelj (Ni) spada med kovine in je v biosferi ubikvitaren. Ceprav lahko obstaja v
oksidacijskih stanjih od —1 do +4, se v naravi najveckrat nahaja v najbolj stabilni dvovalentni
obliki (Ni?*) (165). V bioloskih sistemih Ni tvori stabilne komplekse z razli¢nimi ligandi in

se veze na Stevilne organske molekule (166).

Ni je bil kot esencialni element za rastline prepoznan v razli¢nih Studijah (167-170), medtem
ko esencialnost Ni za Zivali Se ni povsem opredeljena, saj Se vedno ni prepricljivih dokazov,
da bi bil potreben za katerikoli metabolni proces. Njegova esencialnost je zdaj splosno
priznana le na podlagi Stevilnih znakov pomanjkanja pri razli¢nih Zivalskih vrstah (171).
Pomanjkanje Ni pri zivalih povezujejo s slabso rastjo, motnjami v metabolizmu ogljikovih
hidratov in lipidov, zapoznelimi brejostmi, manjsim Stevilom mladic¢ev, anemijo, koznimi
izpus€aji, zmanjSanimi vrednostmi hemoglobina in hematokrita, hematopoezo in
pomanjkanjem Zeleza, bakra in cinka v jetrih ter zmanjSano aktivnostjo Stevilnih encimov
(hidrogenaze, transmitaze in a—amilaze) (172). Pomemben je tudi za pravilno delovanje
imunskega sistema. Ni je znan tudi kot vsesploSen alergen in previsoke vsebnosti tega

elementa imajo embriotoksi¢ne, teratogene in kancerogene vplive. Ni spojine delujejo
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toksicno zaradi drazenja prebavil. Njegova absorbcija prek ¢revesne sluznice je nizka (171).

MTL v krmi za govedo je 100 mg/kg SS (3).

Ni, prisoten v krmi, je iz naravnih in antropogenih virov (173). Uporaba umetnih gnojil,
predvsem fosfatov, kot tudi komposta, komunalnega blata in gnoja v kmetijstvu, lahko
bistveno vpliva na vsebnost Ni v tleh (173). Ni tako postaja pomemben onesnazevalec tal,
saj njegova koncentracija strmo narasca po vsem svetu (171). Podatki o vsebnostih Ni v krmi
so redki. V Angliji in Walesu so v 183 vzorcih krme za govedo vsebnosti Ni dolocili v

obmoc¢ju med 0,1 in 11,2 mg/kg SS (174).

2.6.17 Svinec

Svinec (Pb) je v okolju ubikvitaren, nima znane bioloSke vloge in velja za neesencialni
element (175, 176). Zastrupitev s Pb je ena izmed najpogostejsih zastrupitev pri govedu (46,
177). Pb je kroni¢ni in kumulativni strup. Vpliva na skoraj vsak sistem v telesu Zivali, na
srce in ozilje, ledvice, endokrini sistem, prebavila, miSi¢no-skeletni, imunski in
reproduktivni sistem (48). Pri govedu so klini¢ni znaki zastrupitve s Pb nevroloske motnje,
slepota, miSicno trzanje, razdrazljivost, depresija, krci, brusenje zob, ataksija ter krozenje in
butanje z glavo. Dodatni znaki vkljucujejo prekomerno slinjenje, anoreksijo, zastoj v vampu
in drisko, ki se izmenjuje z zaprtjem (3). Govedo, izpostavljeno Pb, predstavlja vir

kontaminiranih zivil zivalskega izvora (156, 178—181).

MTL se gibljejo med 10 mg/kg SS v krmi za glodalce, perutnino, prasice, konje in ribe ter
100 mg/kg SS za govedo in ovce (3). Vsebnosti Pb v rastlinah na pasnikih in v pridelkih
redko presegajo 5 mg/kg SS. Izpostavljenost zivine je predvsem posledica uzivanja zemlje
pri zivalih so lahko posledica zauzitja posami¢nih krmil, ki izvirajo z onesnazenih obmocij
(46). Pb je pogosto prisoten tudi v mineralnih krmah, ki vsebujejo fosfate. Ti lahko kljub

dolo¢enim omejitvam v zakonodaji bistveno prispevajo k onesnazenosti krme (42, 182, 183).

Za Pb kot nezazeleno substanco v krmi so z Direktivo 2002/32/EC (56) in spremembo
Priloge I k Direktivi, z Uredbo Komisije (EU) 2015/186 (57), postavljene najvisje mejne
vrednosti. Vrednosti se gibljejo med 5 in 30 mg/kg (podano na 12 % vsebnost vlage) za

popolne krmne meSanice in posamicna krmila organskega izvora ter med 15 in 400 mg/kg
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(podano na 12 % vsebnost vlage) za mineralne krmne meSanice ter posami¢na krmila in
krmne dodatke, ki so vir elementa v krmi. Izvajanje zakonodaje EU, ki dolo¢a mejne

vrednosti Pb v krmi, prispeva k omejevanju Pb v okolju, ki izvira iz iztrebkov zivali (3).

2.6.18 Antimon

Antimon (Sb) je toksiCen metaloid, zelo podoben As (184). Obstaja lahko v razli¢nih
oksidacijskih stanjih (-3, 0, +3, +5), vendar ga v okoljskih, bioloSkih in geokemicnih vzorcih
vec¢inoma najdemo v oksidacijskih stanjih +3 in +5 (185). Trivalentne spojine so bolj
toksicne kot petvalentne (186, 187). Sb in njegove spojine se Stejejo za prednostne

onesnazevalce v ZDA in EU (185, 188, 189).

Sb nima nobene znane bioloske funkcije in je toksi¢en. Razumevanje njegove toksi¢nosti in
vedenja v okolju je veliko bolj omejeno kot pri As (185, 190). Obstajajo dokazi, da se Sb v
sesalcih za razliko od As ne razstruplja prek metilacije, Se vedno pa ni jasno, kateri
mehanizem je odgovoren za njegovo genotoksi¢nost. Vse antimonove soli po zauzitju
povzrocajo tezke zelod¢ne in Crevesne motnje, ki se kazejo kot bruhanje in hude driske. 1z

Crevesja se slabo resorbirajo in se razmeroma hitro izloc¢ijo iz organizma (191, 192).

Vsebnosti Sb v rastlinah, ki rastejo na neonesnazenih tleh, se gibljejo med 2 in 50 pg/kg
(193-195). Prenos iz tal in njegova akumulacija v rastlinah je nizka (196). Kljub visokim
vsebnostim Sb v onesnazenih tleh se vsebnosti v preiskovanih rastlinah na splosno ujemajo
z vsebnostmi, ki jih porocajo za neonesnazena tla (197). Tipi¢ne vsebnosti v rastlinah so
prenizke, da bi vplivale na zivali, ki te rastline uzivajo, saj so toksi¢ne vsebnosti Sb v krmi

za zivino nad 50 mg/kg (190).

Vpliv Sb na okolje kljub ze izvedenim raziskavam Se vedno ni popolnoma razumljen in
Stevilna vprasanja o bioloskem obnasanju Sb ostajajo neodgovorjena. Nujno je treba
izboljSati nase znanje o biokemiji Sb in o tveganjih, povezanih z njegovo navzocnostjo v
okolju. Sb lahko Stejemo za tipic¢en na novo nastajajo¢ kontaminant, ki se uvrs¢a med resne

onesnazevalce za prihodnje generacije (196, 198).



K. Pavsi¢ Vrta¢: Elementi v sledovih v krmi na obmocju Slovenije

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija 39

2.6.19 Selen

Selen (Se) je eden najbolj nasprotujocih si elementov v sledovih. Po eni strani je zelo
toksicen v visokih odmerkih, po drugi strani pa je pomanjkanje Se pri zivalih in ljudeh zaradi
esencialnosti globalna tezava, povezana s povecano obcutljivostjo organizmov za razlicne
bolezni. V literaturi obstaja tudi velika koli¢ina informacij, povezanih s kontaminacijo okolja
s Se (199). Za razliko od drugih elementov v sledovih je Se element z zelo ozkim obmoc¢jem

med pomanjkanjem, fizioloskim stanjem in toksi¢no koli¢ino (83, 200).

Se se nahaja v isti periodni skupini kot zZveplo (S) in ima podobno strukturo in lastnosti, tako
da ga lahko zamenjuje v aminokislinah. Se je esencialni element za Zivali zaradi vloge pri
encimu glutation peroksidaza. Ta encim $Citi celicne membrane pred poskodbami, ki jih
povzroca peroksidacija lipidov (201-203). Selen kot esencialni element svojo funkcijo
opravlja v obliki seleno proteinov, vodikovih selenidov in metiliranih selenovih spojin.
Posledice pomanjkanja so inducirana miodistrofija, omejena funkcija jeter in trebusne
slinavke ter zavrte reprodukcijske sposobnosti (204). Ze pred desetletji so ugotovili, da je
glavni klini¢ni znak pomanjkanja Se pri domacih Zivalih miSi¢na distrofija, tako imenovana

bolezen belih miSic (ang. white muscle disease) (138).

Se v prevelikih koli¢inah lahko povzroéi zastrupitev (selenozo) pri ljudeh in Zivalih. Ceprav
je bilo izvedenih mnogo raziskav o toksi¢nosti Se pri zivalih, njegov nacin delovanja na
celi¢ni in molekularni ravni $e ni popolnoma znan. Nedavno je bilo predlagano, da je lahko
toksi¢nost Se posledica interakcije med selenitom in glutationom, ki tvorita reaktivne
selenotrisulfide, posledicno pa tudi toksi¢ne superokside in vodikov peroksid (205).
Zastrupitve s Se navadno izvirajo iz zauzitja rastlin (206), ki vsebujejo poviSane vsebnosti
tega elementa. Simptomi zastrupitve pri zivalih so lahko Sepanje, napenjanje, prebavne
stiske, miSi¢na distrofija, odpoved dihal, nestabilno gibanje, izguba grive, slinjenje, paraliza,
okvara vida, hujSanje, nenormalna rast parkljev oziroma kopit in oslabitev imunskega
sistema (102, 138). Mlade zivali so bolj obcutljive na toksicnost selena kot odrasle in stare

zivali. MTL v krmi za prezvekovalce je 5 mg/kg SS (3).

V krmi rastlinskega izvora so glavne selenove spojine selenove aminokisline (50-85 %),
mineralne mesSanice, ki se dodajajo v krmo, pa vsebujejo anorganske in organske oblike Se

(112). V povprecju je priporocljiv dodatek Se od 0,1 do 0,3 mg/kg SS. Se lahko Zivalim
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dodajamo z obogatitvijo krmnih rastlin, dodajanjem selenovih spojin v krmo ali pa z

neposrednim vbrizgom Zivalim (200, 207).

Krmni dodatki, ki so vir Se in so v uporabi v EU, obravnava Uredba (ES) §t. 1831/2003
(111) o dodatkih za uporabo v prehrani zivali in njene dopolnitve ter register krmnih
dodatkov (112). Najvisja dovoljena vsebnost Se v popolnih krmnih meSanicah je 0,5 mg/kg
krme (podano na 12 % vsebnost vlage) za vse navedene skupine zivali (112). Izvajanje
zakonodaje EU o dolocitvi najvisje vsebnosti Se v popolnih krmnih meSanicah je nujno, saj

se s tem omejuje tudi Skodljiv vnos Se v tla in vodno okolje, ki izvira iz Zivalskih iztrebkov

3).

2.6.20 Kositer

Za kositer (Sn) Se ni dokazano, da je esencialni element pri zivalih in ljudeh. Organske
kositrove spojine so bolj toksi¢ne kot anorganski Sn (3). V preteklih letih so bile organske
in anorganske kositrove spojine uporabljene v Stevilne razlicne namene, kot so fungicidi,
stabilizatorji za plastiko, moluskicidi in unic¢evalci prsic, poleg tega pa so bili predlagani tudi
kot kemosterilizanti insektov in v druge industrijske namene (208-210). Na splosno je
uporaba pesticidov v kmetijstvu, ki vsebujejo organske kositrove spojine, tudi potencialni

vir onesnazevanja okolja (211).

Anorganske kositrove spojine niso zelo toksi¢ne, in sicer zaradi nizke topnosti, slabe
absorpcije, nizke akumulacije in hitrega izlo¢anja iz organizma. Nasprotno pa lahko
sinteti¢ne organske kositrove spojine, ki so jih komercialno zaceli izdelovati po letu 1960,
predstavljajo razli¢ne tezave za zivali, vkljucno s spremembami vedenja in poc¢asnejSo rastjo,
slabSim prezivetjem in razmnoZevanjem. Koncentracije organskih kositrovih spojin se

nevarno visajo v vodnih okoljih in ogrozajo vodne organizme (212).

Izpostavljenost domacih zivali visokim vsebnostim anorganskega Sn je zaradi zgoraj
omenjenih razlogov malo verjetna. Zivali, ki jim primanjkuje Zn ali Cu, so najbolj ob&utljive
na kroni¢no poviSane odmerke anorganskega Sn. Znaki toksikoz, povzrocenih z
anorganskim Sn, vkljucujejo atrofijo trebuSne slinavke, hipertrofiran prebavni trakt,
povecano Stevilo spremenjenih celic v tankem crevesu, zaviranje rasti zaradi Zn

antagonizma, anemijo in zmanjSanje hematokrita (24).
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Za vecino zivalskih vrst je MTL za Sn 100 mg/kg SS (3). Vsebnosti Sn v pa$niskih rastlinah
so v obmocju od 0,3 do 0,4 mg/kg SS, v zitaricah pa od 5,6 do 7,9 mg/kg SS (23). Sn v krmi

nima nobenega vpliva na okolje (3).

2.6.21 Stroncij

Stroncij (Sr) velja za neesencialni element. Spada v skupino alkalijskih kovin in ima
podobne fizikalne in kemijske lastnosti kot Ca. Vecina absorbiranega Sr, kar 99 %, se pri
zivalih deponira v kosteh in zobeh (213, 214). Zaradi podobnih lastnosti lahko nadomesti Ca
v kosteh (213, 215, 216). Studije na razli¢nih vrstah Zivali in ljudeh kaZejo, da nizke

koncentracije Sr zavirajo resorpcijo iz kosti in/ali stimulirajo tvorbo kosti (217-220).

Sr bi lahko izzval toksi¢ne ucinke pri zivalih le ob izredno visokih peroralnih odmerkih.
MTL v krmi za govedo je 2000 mg/kg SS (3). Prekomerno zauzitje Sr bi lahko motilo
presnovo Ca. Vnos Sr, ki povzro¢i znake toksi¢nosti, je odvisen od vnosa Ca in kadar je
prehranjenost s Ca ustrezna, imajo Zivali visoko toleranco do Sr. Studije pri mladih in
rastoCih zivalih so pokazale, da se v primeru krmljenja z visoko vsebnostjo Sr v kombinaciji

z nizko vsebnostjo Ca pojavi stroncijev rahitis (3).

Vecina Sr je prisotna v otrobih in ne v endospermu zrn. Vnos Sr je ponavadi vecji s
strocnicami in ne s travnato voluminozno krmo. V ljuljki se vsebnosti Sr gibljejo med 5 in
18 mg/kg SS (povprecje 10), v senu pa so v povprecju 9,4 mg/kg SS (3). Vsebnost Sr v
posamicnih krmilih je v primerjavi z drugimi mineralnimi dodatki obi¢ajno nizka (221). Na
splosno imajo sestavine krme mineralnega izvora visjo vsebnost Sr. Najvec so ga dolocili v
apnencu, kar 329 mg/kg. Vecina krmnih mesSanic ga vsebuje pod 20 mg/kg, kar je premalo
za vpliv na skeletno trdnost pri zivalih in ljudeh. Browning in Cowieson tako predvidevata,
da bi ta element lahko v prihodnosti redno dodajali v krmo kot dodatno mikrohranilo za
izboljSanje trdnosti kosti (221). Za zdaj ocene v literaturi ne kazejo nobenega vpliva Sr iz

zivalske krme na okolje (3).
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2.6.22 Titan

Titan (Ti) je glede na pogostost nahajanja v litosferi in tleh podoben Al. V rastlinah in Zivalih
se slabo absorbira in akumulira, tako da so vsebnosti v tkivih veliko manj$e kot v okolju, ki
so mu organizmi izpostavljeni (83). Vsebnosti Ti v vzorcih rastlin se lahko uporabijo kot
pokazatelj navzocnosti zemlje, saj so vsebnosti Ti v zemlji obicajno do 10.000-krat visje kot
v nekontaminiranih vzorcih rastlin (83). Vzorci rastlin, ki niso kontaminirani z zemljo, v

povprecju vsebujejo manj kot 1 mg/kg Ti (222).

V nasprotju s TiO», titanov ion TiO?" zaradi antibakterijske aktivnosti izbolj3a rast sesalcev
v mladostni dobi (223-228). Nagy in sod. so porocali, da je dodajanje Ti kot Ti (IV)
askorbatnega kompleksa v krmo mladih prasicev izboljsalo njihovo rast (224). Najbol;jsi vir
Ti je mleko, kamor najverjetneje pride iz zemlje in prahu, kjer ga je veliko ve¢ kot v krmi in
vodi (229). TiO*" iz zemlje, ki jo Zivali zauZijejo s krmo, preide v telo (228) in z mlekom

postane dostopen mladicem.

Ti in njegove fizioloske vloge so slabo poznane. Ne velja za esencialni element, Ceprav je
bilo pri eksperimentalnih zivalih dokazano, da spodbuja rast mladih zivali. Akumulira se v

organih zivali, in sicer bolj v mladosti kot v starosti (225).

2.6.23 Talij

Talij (T1l) je neesencialni in v enovalentnih in trivalentnih oblikah toksi¢en element za
rastline, Zivali, ljudi in mikroorganizme (230). Ceprav je Tl mo¢no toksi¢en element
(njegovo toksi¢nost lahko primerjamo s toksi¢nostjo cianida (231)), so ga preiskovali v
precej manjSem obsegu kot nekatere druge elemente v sledovih (Pb, Cd, Hg) (232, 233).
Razlog je predvsem v tem, da ga je s klasi¢nimi analiznimi metodami tezko dolocati (232).
Pri zivalih najdemo T1 v intra- in ekstracelularnih tekoc¢inah kot monovalentni kation. Ker je
njegov ionski radij podoben ionskemu radiju kalija (K), lahko T1 posnema K v metabolnih
procesih. To je prvi mehanizem za toksi¢nost T1 pri Zivalih. TI je prav tako sposoben tvoriti
komplekse s tiolnimi in fosfatnimi ligandi (234). Po drugem mehanizmu se Tl veze na
razli¢ne proteine in deaktivira njihove komponente, ki so ponavadi kofaktorji pri reakcijah,
kataliziranih z encimi (235). Poleg tega lahko monovalentni kation z afiniteto do SH-skupin

povzro¢i motnje metabolizma in energijskih procesov v celicah zivali (231).
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Tl se je v preteklosti v veliki meri uporabljal kot rodenticid in insekticid. Z uporabo TI
pripravkov je bilo nenamerno zastrupljenih veliko divjih in domacih Zivali, zato je njihova
uporaba od leta 1972 prepovedana (236). Kroni¢ne zastrupitve s Tl pri zivalih povzrocajo
motnje zivénega, srénega, zilnega in razmnozevalnega sistema, pa tudi anomalije na kozi in
izgubo dlake (237). Raziskave kazejo, da obstaja resna nevarnost kontaminacije okolja s TI,

kar lahko povzroci kopicenje tega elementa pri zivalih in v Zivilih Zivalskega izvora (238).

Tl je tudi za rastline zelo toksi¢en, poleg tega pa ga rastline z lahkoto sprejmejo. Skodljivi
ucinki se na rastlinah kazejo kot upoc€asnjen razvoj korenin in zastoj rasti, lahko pa povzroci
tudi klorozo. Skodljiv vpliv se kaZe tudi v razvoju semen in zmanj3ani sposobnosti kalitve
(239). Tl se v majhnih koli¢inah prenasa na kmetijska zemljis¢a s komunalnim blatom in s
kalijevimi gnojili (232, 240). Medtem ko so vsebnosti Tl v tleh v Evropi (230, 241), Kanadi
in ZDA (242, 243) ter na Kitajskem (244) dobro opisane v literaturi in se gibljejo med 0,17
mg/kg in 6,9 mg/kg, pa smo za vsebnosti Tl v krmi nasli le nekaj podatkov. Porocane
vsebnosti Tl v uzitnih rastlinah se gibljejo med 0,02 in 0,125 mg/kg, v detelji med 0,008 in
0,01 mg/kg ter v senu med 0,02 in 0,025 mg/kg (232, 240).

Mejnih vrednosti za ta element v zakonodaji ali priporocilih za kmetijstvo Se ni. Zaradi
visoke toksi¢nosti ze nizkih koli¢in Tl za ljudi in zivali bo treba okrepiti pritisk na
oblikovanje zakonodaje in dolociti mejne vrednosti v tleh, vodi, rastlinah, Zivilih in krmi

(239).

2.6.24 Vanadij

Vanadij (V) je prehodni element in se v naravi nahaja v okoli 70 mineralih. Njegova
najpogostejSa oksidacijska stanja so +3, +4 in +5. Za raziskave postaja zanimiv zaradi
esencialnosti in vse vecjih izpustov v okolje iz antropogenih virov, zato predstavlja mogoce

tveganje za obdelovalne povrsine, rastline, zivali, vodne vire in ljudi (245).

Vanadij (V) so oznacili za esencialni element za zivali (129, 246). Pomanjkanje V je
povezano s pocasnejSo rastjo, slabso plodnostjo, spremenjeno tvorbo rdecih krvnih celic in
metabolizmom Fe ter s spremembami v ravni lipidov v krvi. Nekatere Studije so pokazale,
da je V pomemben del vecjih encimskih sistemov in kompleksov v Zivih organizmih. Ob

tem so odkrili tudi, da V lahko zamenja Mo v nitrifikacijskih bakterijah. Encimi, povezani z
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V, lahko delujejo tudi v pogojih s pomanjkanjem Mo in tudi ob pomanjkanju Mo-Fe encimov

(247).

MTL v krmi za govedo je 50 mg/kg SS (3). Glavni klini¢ni znaki, povezani s toksi¢nostjo
V, so zmanjSanje telesne mase rastoCih zivali, izguba mase odraslih zivali in smrt (24).
Toksicnost V soli naraS¢a z oksidacijskim stanjem, tako da so petvalentne oblike najbolj
toksicne (245, 248, 249). V prehrani zivali najvecjo skrb vzbuja navzocnost V v fosfatih, ki
se uporabljajo kot vir fosforja. Nekateri fosfati lahko vsebujejo tudi do 6000 mg/kg V. Pasne

zivali lahko dobijo vecje koli¢ine V z zauzito zemljo (3).

2.6.25 Cink

Cink (Zn) je bil kot esencialni element za sesalce prepoznan ze leta 1934. Kljub temu je
preteklo vec€ kot dvajset let do prvih opisov pomanjkanja Zn pri farmskih zivalih. V 60. letih
prejSnjega stoletja so odkrili, da dodajanje Zn v krmo lajSa znake parakeratoze pri paSnem
govedu in ovcah. V zadnjih 35 letih je bilo ugotovljeno, da priblizno polovica pridelovalne

zemlje na svetu vsebuje premalo Zn in zato primanjkuje Zn v rastlinah (250).

Pri zivalih je Zn esencialna komponenta ve¢ kot 200 encimskih sistemov, ki sodelujejo pri
presnovi ogljikovih hidratov, beljakovin in nukleinskih kislin, pri obnovi celic in njihovi
delitvi ter pri transportu in izkori§€anju vitaminov A in E. Poleg tega igra Zn glavno vlogo
v imunskem sistemu in nekaterih reproduktivnih hormonih (251). Hudo pomanjkanje Zn
lahko pri zivalih povzro¢i upocasnjeno rast, zmanjSanje zauzivanja krme, izgubo dlake,
kozne spremembe, ki so najhujSe na nogah, vratu, glavi in okoli nosnic, prekomerno slinjenje
in slabso reprodukcijo. Tako pomanjkanje Zn pri zivalih je redko, je pa bilo opazeno pri
paSnih zivalih. Obseg marginalnega in subklini¢nega pomanjkanja ni znan, vendar pa je
verjetno zelo razSirjen. Na podlagi $tudij z dodajanjem Zn v krmo je bilo ugotovljeno, da
subklini¢no pomanjkanje lahko povzro¢i motnje reprodukcije in zmanjSano telesno tezo
zivali (252). Cu, Cd, Ca in Fe zmanjSujejo absorpcijo Zn in ovirajo njegov metabolizem

(253, 254).

Gospodarsko pomembne zivali kazejo veliko toleranco do prevelikega vnosa Zn. Znaki
toksi¢nosti se pokazejo, ¢e vsebnosti Zn v krmi presezejo 1000 mg/kg SS. Prezvekovalci so

bolj dovzetni za toksi¢nost Zn kot druge vrste zivali, ker visoke vsebnosti Zn vplivajo na
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presnovo v vampu, najverjetneje zaradi toksicnih vplivov na tam prisotne mikroorganizme
(24). MTL v krmi za govedo je 500 mg/kg SS (3). Zacetni znaki zastrupitve s Zn pri zivalih
so zmanjSanje zauzivanja krme, slabSa rast in sekundarno pomanjkanje drugih elementov,

kot je npr. Cu (24).

Priporoc¢ena vsebnost Zn v obroku za krave molznice je od 40 do 60 mg/kg (254, 255). V
praksi pa proizvajalci dodajajo vecje koli¢ine Zn zaradi Ze prej omenjenih antagonisti¢nih
ucinkov drugih elementov in razli¢ne izkoristljivosti cinkovih spojin (256). Krmni dodatki,
ki so vir Zn in so v uporabi v EU, obravnava Uredba (ES) st. 1831/2003 (111) o dodatkih za
uporabo v prehrani zivali in njene dopolnitve ter register krmnih dodatkov (112). Najvisja
dovoljena vsebnost Zn v popolnih krmnih meSanicah je za navedene skupine Zivali razlicna
in se za posamezne vrste giblje med 120 mg/kg krme in 200 mg/kg krme (podano na 12 %
vsebnost vlage) (112). Zn se dodaja v krmo Zzivali (Slika 2) v anorganskih oblikah (cinkov
oksid ali cinkov sulfat) in organskih oblikah. NajnovejSe raziskave kazejo, da je absorpcija

Zn iz organsko vezanih Zn dodatkov boljsa kot iz anorganskih cinkovih spojin (256-260).

Van Paemel in sodelavci v porocilu navajajo, da Zn v krmi nima nobenega vpliva na okolje
(3), nedavne raziskave pa kazejo, da lahko bakterije v tleh in pri farmskih zivalih razvijejo
rezistenco na Zn in Cu in s tem na antimikrobna zdravila. Predvideva se, da se z gnojenjem
pasnikov ta dva elementa v tleh akumulirata in posredno povecujeta moznost rezistence na

antibiotike (261).
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Slika 2: Govedo med krmljenjem (Bandelj P., 2015)
Figure 2: Cattle during feeding (Bandelj P., 2015)

2.7 OBSTOJECI KRITERIJI ZA ELEMENTE V OBROKIH ZA GOVEDO

V Tabeli 1 so za posamezne elemente navedeni naslednji podatki iz literature: vsebnosti, pri
katerih se pojavlja pomanjkanje esencialnih elementov pri govedu (262), stopnje vsebnosti
posameznih elementov v obrokih (129) in MTL—ji (24). Prav tako so v Tabeli 1 zbrane
najvisje dovoljene vsebnosti nezazelenih elementov (As, Cd, Hg, Pb) v obrokih za govedo,
ki so v evropski zakonodaji dolo¢ene z Direktivo 2002/32/EC (56) in njenimi dopolnitvami,

v Uredbi komisije (EU) §t. 2015/186 (57) in Uredbi komisije (EU) st. 1275/2013 (101).

Elemente, ki se v krmo dodajajo (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se, Zn), obravnava Uredba (ES) st.
1831/2003 (111) o dodatkih za uporabo v prehrani zZivali in njene dopolnitve. V skladu s to
uredbo obstaja register krmnih dodatkov (112), ki se redno posodablja in v katerem so zbrani
proizvodi, ki se uporabljajo kot krmni dodatki, s povezavami do njihovih dovoljenj, pa tudi
proizvodi, za katere dovoljenja ne veljajo ve¢ ali so v postopku za pridobitev dovoljenja.
Dovoljenja vkljucujejo opis dodatka in njegove uporabe, omejitve glede uporabe, najvisje
dovoljene vsebnosti elementov (celokupno) v krmi ciljnih Zivalskih vrst in analizno metodo
za uradni nadzor. Dovoljenja so v skladu z Uredbo (ES) st. 1831/2003 (111) Ze obnovljena
za proizvode, ki vsebujejo Co, Zn in I ter nekatere bakrove in manganove spojine, za
preostale proizvode, ki vsebujejo Cu, Fe, Mn, Se, pa so Se v postopku reevalvacije. Ali so
elementi esencialni in kakSen vpliv imajo na zdravje Zivali, smo prav tako povzeli po NRC

(24).
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Tabela 1: Obstojeci kriteriji za posamezne elemente v obrokih za govedo

Table 1: Existing criteria for individual elements in cattle meals
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2.8 TEHNIKE DOLOCANJA VSEBNOSTI ELEMENTOV

Tehnike, ki se najpogosteje uporabljajo za doloCanje vsebnosti elementov, so atomska
absorpcijska spektrometrija (AAS), elektrotermi¢na atomska absorpcijska spektrometrija
(ET-AAS), opti¢na emisijska spektrometrija z indukcijsko sklopljeno plazmo (ICP-OES) in
indukcijsko sklopljena plazma z masno detekcijo (ICP-MS). NajpomembnejSi prednosti
ICP-MS pred drugimi tehnikami sta, da omogoca istocasno dolo¢anje Zelenih elementov v
razliénih koncentracijah. To pomeni, da je Cas analize posameznega vzorca kratek in
neodvisen od Stevila dolo¢evanih elementov in da omogoca dolo¢anje elementov v nizkih
koncentracijah (reda velikosti pg/kg ali manj). DoloCanje elementov je tudi s to tehniko
tezavno predvsem zaradi narave matriksa in interferenc pri merjenju. Posebno tezavo pri
doloc¢anju vsebnosti elementov z ICP-MS predstavljajo poliatomske interference, vendar pa
so te znane in jih je mogoce odpraviti z orodji, ki so vgrajena v instrument. S tem se
izognemo tezavam, ki v zelo zahtevnih matriksih, kot so krma in zivila, otezujejo
doloCevanje elementov z drugimi tehnikami. V literaturi so dobro opisane metode za
doloc¢anje elementov z ICP-MS v zivilih (263-269), ne pa tudi za krmo. Za krmo obstajata
metoda za dolo¢anje Fe, Cu, Mn in Zn v sledovih z AAS (14) in evropski standard SIST EN
15510:2007 za dolocanje Ca, Na, P, Mg, K, Fe, Zn, Cu, Mn, Co, Mo, As, Pb in Cd z ICP-
AES (270). Uradnih metod za dolocanje elementov z ICP-MS v krmi ni.

2.8.1 Priprava vzorcev

Kislinski razklop vzorcev je pomembna tehnika za pripravo vzorca v raztopini. Tehnika
temelji na razkroju vzorca s kislino ali meSanico kislin, ki se izvaja v odprtih posodah ali
lonckih, na vroci plos¢i (kuhalniku) in v aluminijastih grelnih blokih ali v zaprtih posodah
(razklopne bombe) pri pove¢anem tlaku s termi¢nim ali mikrovalovnim segrevanjem (271).
Najvec se uporabljata H>SO4 in HCIO4 v kombinaciji s HNO3. HC1O4 lahko z organskim
materialom tvori eksplozivne perklorate, zato je vecinoma izginila iz uporabe zaradi
varnostnih razlogov. Ker je za celoten razklop potrebna razmeroma velika koli¢ina kisline,
je vcasih problem kontaminacija. V preteklosti se je razklop izvajal v odprtih posodah, pri
¢emer so se lahko vzorci iz okolja kontaminirali. Najbolj uporabljena tehnika danes je

razklop v zaprtih posodah pod pritiskom, z uporabo HNO3 same ali pa v kombinaciji s H>O».
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Prevladuje razklop vzorcev v zaprtih plasticnih ali steklenih/kvarénih lonckih s pomocjo
mikrovalov (MW). Razvoj mikrovalovne tehnike gre v smeri vi§jih pritiskov in temperatur,
kar je pomembno v aplikacijah, kjer je potrebna popolna razgradnja organske snovi. Ostanki
organskih snovi lahko povzrocijo interference pri dolo¢anju analitov zaradi spremenjene

viskoznosti raztopine vzorcev ali pa kemijske interference (272).

Tip kisline, ki jo uporabimo za razklop, ima pomembne posledice pri merjenju. Splo§no
znano je, da je HNOs najbolj zazelena pri vseh atomskih spektrometri¢nih tehnikah (273).
HCI ne povzroca tezav pri ICP-OES, vendar pa ni zazelena pri analizah z ET-AAS zaradi
moznosti ustvarjanja hlapnih in tezko dissociiranih kloridov, ki bi lahko vplivali na plinasto
fazo in/ali spektralne interference. Zaradi visoke viskoznosti HoSOs se njeni uporabi
ponavadi izognemo, Ceprav je pri razgradnji organskih matriksov zelo ucinkovita. Njena
uporaba je Se posebej nezazelena pri analiznih tehnikah, kjer je nain uvajanja vzorca
razprSevanje (ang. nebulization), to pa so plamenska atomska absorpcijska spektrometrija

(FAAS), ICP-OES in ICP-MS (271).

2.8.2 Induktivno sklopljena plazma z masno detekcijo (ICP-MS)

Najpomembnejsi sestavni deli masnega spektrometra so: sistem za uvajanje vzorca, izvor
ionov, analizator, detektor, vakuumski sistem in sistem za sprejem in obdelavo podatkov
(274, 275). Induktivno sklopljena plazma (ang. inductively coupled plasma, ICP) nastane v
bakli (ang. torch), ki je sestavljena iz treh koncentricnih cevi, obic¢ajno izdelanih iz kvarca.
Konec bakle je vstavljen v indukcijsko spiralo, ki ji dovajamo radiofrekvencni elektricni tok
(Slika 3). Tok argona dovajamo po dveh zunanjih ceveh in z dovajanjem elektri¢ne iskre za
kratek ¢as uvedemo proste elektrone v tok plina, ki jih pospeSujemo z izmeni¢nim
magnetnim poljem, ki se inducira v indukcijski spirali z dodano radiofrekvenco (27,12 ali

40,68 MHz) (274, 275).

Pospeseni elektroni tr¢ijo z atomi argona, zaradi Cesar argonovi atomi izgubijo enega od
svojih elektronov. Sprosc¢eni elektroni se pospesijo s hitro menjajocim se magnetnim poljem.
Nastala plazma (ICP) je vecinoma sestavljena iz argonovih atomov in majhne frakcije

prostih elektronov in argonovih ionov. Temperatura plazme je okoli 10.000 K. ICP
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vzdrzujemo neprekinjeno v kvaréni bakli s primernim dotokom argona v obeh zunanjih

ceveh (274, 275).
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Slika 3: Shematski prikaz nastanka plazme (Pavsic P., 2013)

Figure 3: Schematic presentation of the formation of the plasma (Pavsic P., 2013)

Tok argona, ki ga imenujemo pomozni tok (ang. intermediate/auxiliary flow), uvajamo zato,
da se plazma ne dotika konca centralne cevi. Tok argona iz razprSilca (ang. nebuliser flow)
uvajamo v srednjo cev bakle, ki potuje skozi sredisce plazme, kjer ustvari kanal, ki je
hladnejsi kot obdajajoca plazma. Vzorce za analizo uvajamo s pomocjo argona v ta centralni
kanal v obliki aerosola z ustreznim razprsilcem (pnevmatskim ali ultrazvocnim). Ko kapljica
razprSenega vzorca vstopi v centralni kanal ICP, se upari, pri visokih temperaturah v plazmi
pa se atomi elementov ionizirajo. Stopnja ionizacije je odvisna od ionizacijskega potenciala
doloCenega elementa. Za elemente, ki jih je lahko ionizirati (npr. Na), je stopnja ionizacije
lahko tudi 100 %. Ker se plazma generira na atmosferskem tlaku, masni spektrometer pa
deluje pod visokim vakuumom, je zelo pomemben prostor med ICP in MS, kjer se mora
ustvariti vakuum za MS. Del nastalih ionov potuje skozi dva konusa (ang. sampler cone (~1
mm premera) in ang. skimmer cone (~0,8 mm premera)), ki omogocata vzpostavitev
ustreznega vakuuma v masnem spektrometru. Konusa med seboj locujeta dela aparature, ki
delujeta pri atmosferskem tlaku (ionski izvor) in pod vakuumom (MS). Obicajno sta narejena
iz Ni ali Pt. Vakuum vzdrzujemo z vecstopenjskim ¢rpanjem. Za prvo stopnjo vakuumiranja

se uporablja rotacijske ¢rpalke, za ustvarjanje visokega vakuuma pa turbomolekularne
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¢rpalke. Ionski Zzarek se prek ionske optike usmeri v analizator in ustrezni sistem za detekcijo

(274, 275).

e T

plazma konusi ionske masni analizator detektor

lece

Slika 4: Poenostavljen prikaz sistema ICP-MS (Pavsic P., 2013)

Figure 4: A simplified view of the ICP-MS sistem (Pavsic P., 2013)

Analizatorji, ki se uporabljajo pri ICP-MS, so kvadrupolni (ang. quadrupole ICP-MS, Q-
ICPMS), multikolektorski (ang. multi collector ICP-MS, MC-ICPMS) in analizatorji, ki
delujejo na principu Casa preleta ionov (TOF) (ang. time of flight ICP-MS, TOF-ICPMS).
Za detekcijo ionov se uporabljajo Faradayeve kletke (ang. Faraday cups) in sekundarni
elektronski pomnoZzevalniki. V sistemih ICP-MS se vse operacije masnega spektrometra
nadzoruje z raCunalnikom, ki omogoca on-/ine sprejemanje podatkov in procesiranje (274,

275).

2.8.2.1 Kolizijsko/reakcijske celice in ICP-MS

Pri dolo¢anju elementov z nizkimi masami s Q-ICPMS nastajajo izobarne interference iz
poliatomskih oksidov, hidridov, hidroksidov in zvrsti, ki vsebujejo argon. To nastane zaradi
visoke temperature plazme, ki vodi do ionizacije vseh elementov v raztopini. Eden od
pristopov za zmanjSanje teh interferenc je uporaba masnih spektrometrov z visoko
locljivostjo. Drugi pristopi so desolvatacija vzorca, s katero odstranimo vodno paro in s tem
zmanjSamo interference, nastale zaradi vode (oksidi, hidroksidi); hladna plazma (moc
plazme 600 W, namesto 1300 W) in uporaba kolizijsko/reakcijskih celic (npr. meSanica H»

+ Ar kot reaktivna kolizijska plinska meSanica za redukcijo ArO" in ArN"). Ena od teh celic
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je dinamicna reakcijska celica (ang. dynamic reaction cell, DRC), ki je sestavljena iz
kvadrupola, nameS¢enega med ionske leCe in masni analizator. V celicah se odvisno od
analita in izobari¢nih interferenc uporablja veliko razli¢nih plinov, npr. He, Ne, Xe (kot
kolizijski plini); Ho, NH3, CHas, N2 in Xe (kot plini z izmenjevanjem naboja); Oz, N2oO, NO
in CO2 (kot oksidacijsko reaktivni plini) ter H> in CO (kot reduktivni plini). Pri tem potecejo
razli¢ne reakcije, ki so lahko prenos H atoma (v primeru uporabe H»), prenos naboja,
oksidacija, itd. Namen reakcije med ionom in molekulo je kemijsko spremeniti maso

izobarne interference ali analita (276).

Drug primer celic za odpravo interferenc, ki so vgrajene v sodobne instrumente, je
kolizijsko/reakcijski modul (ang. collision/reaction interface, CRI). Pri njem vpihujemo

plina He ali Hz v prostor med obema konusoma, kot je prikazano na Sliki 5 (277).

Slika 5: Primer CRI-modula za odpravo interferenc pri ICP-MS (277)

Figure 5: An example of CRI module for interferences elimination in ICP-MS (277)

2.8.3 Obvladovanje interferenc
2.83.1 Spektralne interference

Spektralne interference so posledica omejene masne locljivosti masnih spektrometrov. Te so
posledica izobar, dvojno nabitih ionov, poliatomskih ionov (kot so oksidi (MO"), hidroksidi
(MOH"), argidi (ArM"), ki imajo enako nominalno razmerje med maso in nabojem (ang.

nominal mase-to-charge ratio, m/z) kot nuklid, ki ga dolo¢amo. Prekrivanje izobar je
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enostavno predvideti in prepreciti z izbiro alternativnih izotopov ali z uporabo elementnih
korekcijskih enacb, ki temeljijo na relativni naravni pogostnosti. Dvojno nabiti delci se do

neke mere tvorijo samo z elementi z nizkimi drugimi ionizacijskimi energijami (IE) (278).

Poliatomski ioni lahko izvirajo iz plazme, vstopnega zraka, topila ali matriksa. V prvem
primeru se interference lahko korigirajo z odStevanjem vsebnosti v slepem vzorcu. V
zadnjem primeru je reSitev teh problemov, ki se pojavijo vecinoma pri m/z < 80 in v
kompleksnih matriksih, veliko tezja, predvsem s kvadrupolnimi instrumenti (278). Ogljik
(C), kalcij (Ca) in klor (Cl) so najpomembne;jsi elementi, ki tvorijo naslednje interference:
3SCI%0 7z 51V, YAr!2C s 32Cr, “Ar'3C in *'C1'°0 s **Cr, **Ca'®OH z *'Fe, ¥*Ca'®0 s *°Co,
#Cal%0 z Ni, YArCl z P As, “Ar*’Cl s "Se (279).

Obstaja mnogo predlogov za preprecitev spektralnih interferenc, ki jih povzrocajo
poliatomske zvrsti iz matriksa. Za vecizotopske elemente je najboljSa reSitev izbira
alternativnega izotopa, ¢e je le dovolj naravno prisotnega, da ga lahko zaznamo s
sprejemljivo obcutljivostjo. Spremembe v nastavitvah instrumenta (mo¢ RF, tok nosilnega
aerosolnega plina) lahko zmanjSajo raven oksidov. Z desolvacijo dosezemo zmanjSanje
nastanka oksidov in hidroksidov. Izvedemo jo lahko na razli¢ne nacine, kot so hlajenje
razpr$ilne komore, uporaba membranskih vmesnikov ali kriogenih desolvacijskih naprav.
Naslednji nac¢in odprave interferenc zaradi matriksa je uvedba ustreznih postopkov za
pripravo vzorcev. Locitev matriksa od analita, na primer z uporabo mikrokolon ali z
uparevanjem analitov, pri katerem nastanejo hidridi, se prav tako uporablja za zmanjSevanje
interferenc. Naslednja reSitev je uporaba alternativnega sistema za uvajanje vzorcev, kot je

ultrazvo¢no razprSevanje (ang. ultasonic nebulisation, UN) (278).

Namesto opisanih postopkov lahko uporabimo korekcijske enacbe, in sicer na dva nacina:
(1) direktno merjenje analoga izotopa poliatoma, ki moti dolocitev (na primer korekcija
“0Ar¥Cl interference z merjenjem signala “°’Ar*’Cl pri m/z 77 in uvedba korekcije na znanih
izotopskih razmerjih med *3Cl in *’Cl), ali pa (ii) indirektno merjenje signala podobne zvrsti,
kot je spremljanje signala klora med analizo in upostevanje korekcije na podlagi razmerja
signalov “°Ar**Cl in nadzorovanega izotopa klora. Glavna prednost matemati¢nih korekcij,

ki ponavadi ne zahtevajo dodatnega analiticnega dela, je hitrost in enostavna uporaba (280).
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Nova in originalna pot za odpravo spektralnih interferenc so kolizijske celice (ang. multiple
collision cell, MCC) in dinami¢ne reakcijske celice (ang. dynamic reaction cell, DRC).
Interakcija med zarkom ionov in plinom (ali meSanico plinov) omogoca kemijsko
odstranjevanje poliatomskih interferentov s kolizijsko disociacijo in selektivnimi reakcijami
med ioni in molekulami. Kvadrupol iz DRC omogoca aktivno odstranjevanje plinskih
reakcijskih produktov iz celice, kar omogoc¢a uc¢inkovito zmanjsanje interferentov vi§jih mas

(278).

2.83.2 Nespektralne interference

RazprSevanje organskih topil, tvorjenje soli na konusih in previsoka koncentracija
elementov matriksa v kislinskih izvleCkih iz vzorca imajo zelo velik vpliv na merjenje
vzorcev. Nespektralne interference so definirane kot variiranje analitskega signala zaradi
matriksa, ki vpliva na u€inkovitost transporta vzorca, ionizacijo v plazmi in prenos ionov v

masni analizator (278).

Glede na to, da so vkljuceni razli¢éni mehanizmi, lahko te interference zmanjSujejo ali
povecujejo signal. Njihov vpliv je odvisen od analita, fizikalnih lastnosti vzorca
(viskoznosti), sestave matriksa, nastavitev instrumenta in pogojev delovanja. Najveckrat so
opazna znizanja signalov zaradi visokih koncentracij elementov v matriksu. U¢inki so
najveckrat odvisni od absolutne vsebnosti elementov v matriksu, ne pa od molarnega
razmerja z analitom. Ta vpliv lahko zmanjSamo z razred¢evanjem, vendar pa dodatno
razred¢evanje povisa mejo zaznavanja (ang. limit of detection, LOD), kar za elemente v

sledovih ni ve¢ sprejemljivo (278).

Uporaba internih standardov, umeritvene krivulje s standardnimi dodatki, umeritvene
krivulje na matriksu (ang. matrix-matched calibration), izotopsko razred¢evanje, pretocno
injiciranje (ang. flow injection) in locevanje matriksa so nekatere metode, s katerimi
odpravimo ali pa zmanjSamo vplive matriksa. Interna standardizacija se rutinsko uporablja
v skoraj vseh aplikacijah ICP-MS tudi zato, ker poleg vplivov matriksa kompenzira tudi
lezenje instrumenta (ang. drift). Za ucinkovito korekcijo je pomembna pravilna izbira

internih standardov (278).
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2.8.3.3 Interference zaradi kisline

Za razklop vzorcev so ponavadi potrebne znatne koli¢ine koncentriranih kislin. Kon¢na
koncentracija kisline v vzorcih ni konstantna, niti je ne moremo zlahka predvideti, ce
razklapljamo razli¢ne vrste vzorcev. Odvisno od analita, instrumenta in pogojev merjenja,
koncentracija kisline v raztopini vzorca mocno vpliva na analitski signal. Ta pojav
imenujemo kislinski efekt (ang. acid effect). Ce uporabimo eksterno kalibracijo, lahko
razlike v koncentraciji kisline med razklopljenimi vzorci in standardnimi raztopinami vodijo

do nepravilnih rezultatov (281).

Vplivi koncentracije HNO3 na razlicne elemente so prikazani na Sliki 6. Predstavljeni
elementi imajo zelo razlicne mase in tudi razli¢ne prve ionizacijske energije (IE). Za vecino
teh elementov lahko opazimo povecanje ali zmanjSanje analitskega signala, Ce se
koncentracija kisline spremeni od 0,1 % v/v do 10 % v/v. Videti je, da na elemente v
srednjem in visokem masnem obmoc¢ju ni takega vpliva, medtem ko za lazje elemente
zaznamo mocnejSe efekte. Ta vzorec se sklada z razSirjenostjo naboja (ang. space charge)
znotraj masnega spektrometra. As, Se, in Zn, ki imajo visoke IE, so zaduSeni. Pri Al se
verjetno pojavi povecanje signala zaradi spektralnih interferenc, povezanih z dusikom. To
je bilo potrjeno s primerljivimi efekti, ki so nastali kot posledica razprSevanja raztopin
vzorcev z dusikom, kot so na primer raztopine amonijevih soli. Za zmanjSanje kislinskega
efekta moramo zagotoviti podobne koncentracije kislin v vzorcih in standardnih raztopinah

(281).

160

140 -

—— Al
—— Pd
——Rh
—= Pt
—¥=— Cd
—8— As
—&— Sc
—8—7Zn

120 +

100

80

Normalizirana itenziteta signala

60

0 § 10
HNO, (v/v %)

Slika 6: Vpliv koncentracije HNOj3 na signale razli¢nih elementov (281)

Figure 6: The influence of the HNOs concentration on elements signal (281)
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

Vzorce 30 travnih in 30 koruznih silaz smo odvzeli v pomurski, podravski in savinjski regiji
v jesenskih mesecih v letu 2011, pomladnih in jesenskih mesecih v letu 2012 in pomladnih
mesecih v letu 2013. Tabela 2 prikazuje shemo vzorcenja glede na regije. Regije bomo v

nadaljevanju oznacevali od 1 do 5, kot je prikazano v Tabeli 2.

Tabela 2: Shema vzorCenja glede na regije

Table 2: Sheme of sampling according to regions

Regija Oznaka regije Vrsta vzorcev St. vzorcev
. koruzna silaza 7
Pomurska regija 1 -
travna silaza 9
B koruzna silaza 14
Podravska regija 2
travna silaza 11
o Ny koruzna silaza 9
Savinjska regija 3 -
travna silaza 10
Meziska dolina 4 sestavine obrokov 26
Gorenjska regija 5 sestavine obrokov 54

3.1.1 Sestava obrokov v Meziski dolini in v gorenjski regiji

Na Sestih kmetijah z vsakega od dveh obmocij, enega potencialno onesnazenega (Meziska
dolina, MD) in enega potencialno neonesnazenega obmocja (gorenjska regija, GR), smo
pozimi v letu 2014 vzorcili sestavine obrokov (n = 80), ki jih na teh kmetijah krmijo. Sestava
obrokov s posameznih kmetij je zbrana v Tabeli 3. Sestavine obrokov so razdeljene na
voluminozno krmo, druga posami¢na krmila, dopolnilne krmne meSanice (DKM),

mineralno-vitaminske dodatke (MVD) in dodatke, kot so soda bikarbona, sol in apnenec.
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Tabela 3: Sestava obrokov na posameznih kmetijah v gorenjski regiji in Meziski dolini

Table 3: The ingridients of the meals on individual farms from Gorenjska region and
Mezica valley

GR1 GR2 GR3 GR4 GR5 GR6 MD1 MD2 MD 3 MD 4 MD 5 MD 6

Voluminozna krma
- Travna silaza
- Koruzna silaza
- Seno
- Slama - - -
Posamic¢na krmila
- Jecmen + = + o = + o 5 - - - -
- Koruza + o -
- Psenicna moka - + = = = c - - - - - -
- Pivske tropine - - - A - S = = = = - -
- Pesni rezanci - - - - = = + o - - - -
DKM
- K 1/A peleti - - - - - - + o = - - -
- Super KZ farmski - - - - - = = + - - - -
-KZ19N - - - - - - - - 4 - - +
- KLN - - - - - - - - - AF - -
-KZ 19 - - A - - - - - - - A -
- K TOP - - - = + = = = o S = =
-K 19 AF - - I - + - - - - - -
- Energetsko krmilo - - A - + - = = = - - -
- KTOP 60 o - -
- KMIX 35 = = - -
- PROTAMIKS = = - - 4
- GUSTO MIX - - - = + = = - - - - -
- Proti ketozno krmilo - - - = +
- MIX 35 - + - - - - - - - - - -
MVD
- Rumisal 4 ekstra + - S = = - - - - - - -
- VITAMIX TOP - +
- Rumisal 4 = + = = = - - - - - - -
+
+

+ + +
+ + +
+ + +

+ + + +

+ v+

Lo+ o+ o+

v+ 4+ +

Lo+ o+ o+

+ '

! +

' '

v+ 4+ +

+
1
1
1
1
1
1
1
1

- LACTO PLUS -
- COMPETIT o -
- PALSEN PILOT - - - + = > = - - - - -
- COMPETIT C o - - +
- MILKANAL 17 - - - o + = = - - - - -
- Supermix - = = o 5 = - o - - - -
Dodatki
- Soda bikarbona - + - + - + = = - - - -
- Sol - - - - i A - A = S S +
- Apnenec - - - 4 + = = = o - - -

Legenda: + sestavina obroka - ni sestavina obroka
GR 1 - 6: kmetije z gorenjske regije =~ MD 1 - 6: kmetije iz Meziske doline
DKM - dopolnilne krmne meSanice =~ MVD - mineralno vitaminski dodatki
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3.2 METODE
3.2.1 Vzorcenje krme

Vzorcenje krme smo opravili v skladu z Uredbo Komisije (ES) §t. 152/2009 o dolocitvi

metod vzorcenja in analiznih metod za uradni nadzor krme (14) in njenem dopolnilu (15).

3.2.1.1 Silaza v zaprtih silosih

V zaprtih koritastih betonskih silosih smo jemali posamezne vzorce z vrha silosa s posebe;j
prirejeno sondo. Ko smo izracunali koli€¢ino zahtevanih posameznih vzorcev (14,15), smo si
povrsino silosa navidezno razdelili na dele. 1z vsakega dela smo odvzeli posamezni vzorec.
Iz silosov, manjsih od 5 t, smo odvzeli po pet posameznih vzorcev, v silosih, ve¢jih od 5 t,
pa V5-kratnik mase vzoréenega deleza v t (do najve& 40 posameznih vzorcev). Posamezne

vzorce smo zdruzili v zbirni vzorec, iz njega pa pripravili kon¢ni vzorec.

3.2.1.2 Silaza v odprtih koritastih (horizontalnih) silosih

Odprte horizontalne silose (Slika 7) smo vzorcili na svezi rezni povrsini. Lastnik nam je s

svojo opremo za odvzem silaze odrezal ustrezno koli¢ino iz rezne povrSine. Ce rezna

povrsina ni bila sveza, smo predhodno odstranili cca. 30 centimetrov zunanje plasti. Zgornje

in zunanje dele smo iz vzorcenja izvzeli. Stevilo posameznih vzorcev smo dolocili glede na
Ve . . 2 . v .

rezno povrsino, in sicer 1 vzorec/m” (do najve¢ 20 posameznih vzorcev). Posamezne vzorce

smo zdruzili v zbirni vzorec, iz njega pa pripravili kon¢ni vzorec.

32.13 Silaza v balah

Silazo v balah smo vzorc€ili na odprtih balah. 1z razvite okrogle bale smo z roko odvzeli vsaj
10 primarnih vzorcev oz. 20 iz kvadratne (big bag) bale. Vzorce smo odvzeli reprezentativno
tako, da smo zajeli vse plasti, pri cemer smo zunanjo plast izpustili. Posamezne vzorce smo

zdruzili v zbirni vzorec, iz njega pa pripravili koncni vzorec.
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Slika 7: Govedo in koritasti silos (Jakovac Strajn B., 2011)
Figure 7: Cattle and bunker silo (Jakovac Strajn B., 2011)

32.14 Seno in slama v balah

Seno in slamo v balah smo vzor€ili na odprtih balah na kmetijah v Meziski dolini in v
gorenjski regiji (Tabela 3). Iz razvite okrogle bale smo z roko odvzeli vsaj deset primarnih
vzorcev oz. 20 iz kvadratne (big bag) bale. Vzorce smo odvzeli reprezentativno tako, da smo
zajeli vse plasti, pri cemer smo zunanjo plast izpustili. Pri majhnih balah (20-25 kg) smo po
enakem postopku odvzeli vsaj pet posameznih vzorcev. Posamezne vzorce smo zdruzili v

zbirni vzorec, 1z njega pa pripravili koncni vzorec.
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32.1.5 Seno iz kozolca

Pri vzorcenju sena iz kozolca smo odvzeli 20-30 posameznih vzorcev v enakomernih
presledkih z vlecenjem sena, po moznosti ¢im globlje. Vzorcev sena nismo odvzeli z roko,
temvec smo uporabili grablje ali vile. Posamezne vzorce smo zdruzili v zbirni vzorec, iz

njega pa pripravili kon¢ni vzorec.

3.2.1.6 Pakirana krma

Trdna krma je lahko pakirana v torbe, vrecke, ploCevinke, sode, ki se Stejejo kot ena enota.
V primeru od 1 do 20 enot smo odvzeli eno enoto, v primeru od 21 do 150 enot pa smo
odvzeli tri enote. Velike enote (=500 kg ali litrov) smo vzor¢ili v skladu z zahtevami za
razsuto (trdno in teko€o) krmo, ki predvideva odvzem 40 posameznih vzorcev + \ton. Po
izbiri zahtevanega Stevila enot za vzorcenje smo del vsebine vsake enote odstranili s sondo
ali lopatko. Po potrebi smo enote izpraznili loCeno in Sele nato odvzeli vzorce. Posamezne

vzorce smo zdruzili v zbirni vzorec, iz njega pa pripravili koncni vzorec.

3.2.1.7 Priprava in shranjevanje vzorcev za analize

Odvzete vzorce voluminozne krme smo homogenizirali, posusili in zmleli z mlinom za
mletje voluminozne krme SM 100 (Retsch, Haan, Nemcija). Preostale vzorce, kjer
predhodno susenje ni bilo potrebno, smo homogenizirali in zmleli z ultracentrifugalnim
mlinom ZM 100 (Retsch, Haan, Nemcija). Zmlete vzorce smo shranili v steklenih kozarcih

v hladilni komori na temperaturi pod 14 °C.

3.2.2 Dolocanje vlage in suhe snovi

Vlago smo dolo¢ili z metodo, opisano v Uredbi Komisije (ES) §t. 152/2009 (14), Priloga IIL
Uporabili smo jo za izrazanje vsebnosti elementov na SS, kar nam je omogocilo primerjavo

nasih rezultatov s podatki v literaturi.
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e Potrosni material
- tehtici
- pladnji iz papirja ali alufolije

- eksikator

e Aparature
- tehtnica z moZnostjo tehtanja na 1 mg natancno (Tehtnica, EXACTA 300 EB,
Zelezniki, Slovenija)
- susilnik z moznostjo nastavitve temperature na =2 °C natan¢no (Memmert, UFE 500,

Schwabach, Nemcija)

3.2.2.1 Krma, razen zit

Tehti¢ s pokrovom smo stehtali na 1 mg natancno. V tehti¢ smo prenesli priblizno 5 g vzorca,
ga pokrili s pokrovom in stehtali na 1 mg natan¢no. Tehti¢ z odprtim pokrovom smo postavili
v susilnik, predhodno ogret na 103 °C. Po 4 urah suSenja smo tehti¢ pokrili s pokrovom in
ga v eksikatorju ohladili (30 do 45 minut). Ohlajen tehti¢ z vzorcem in pokrovom smo

stehtali na 1 mg natan¢no.

3.2.2.2 Zita

Tehti¢ s pokrovom smo stehtali na 1 mg natancno. V tehti¢ smo nasuli priblizno 5 g vzorca,
ga pokrili s pokrovom in stehtali na 1 mg natan¢no. Tehti¢ z odprtim pokrovom smo postavili
v susilnik, predhodno ogret na 130 °C. Po 2 urah susenja smo tehti¢ pokrili s pokrovom, ga
vzeli iz suSilnika in postavili v eksikator. Pustili smo, da se tehti¢ z vzorcem ohladi (30 do

45 minut). Ohlajen tehti¢ z vzorcem in pokrovom smo stehtali na 1 mg natancno.

3223 Krma z visjo vsebnostjo vlage

Vzorce z vi§jo vsebnostjo vlage, ki otezuje mletje (silaza, sveza trava, pesni rezanci ...), Smo

predhodno posusili po naslednjem postopku:
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Dva podvzorca smo polozili na pladnja iz papirja ali alufolije, ki smo ju pred tem stehtali na
1 mg natan¢no. Vsak pladenj z vzorcem smo stehtali na 1 mg natan¢no. Pladenj z vzorcem
smo polozili v susilnik, predhodno ogret na 60 °C in ga susili ¢ez no¢. Pladenj z vzorcem
smo vzeli iz suSilnika, ga ohladili na zraku (eno uro) in stehtali na 1 mg natan¢no. Podvzorca

smo zdruzili, ju zmleli in naprej susili po postopku za krmo.

3224 Interpretacija rezultatov

Vsebnost vlage v krmi izrazimo v odstotkih (%). Izracunamo jo po enacbi:

(m, —m,)x100

(ml - mo)

X =

E

kjer je mo masa tehti¢a s pokrovom, izraZzena v g, m; masa tehti¢a s pokrovom in vzorcem
pred suSenjem, izrazena v g, in m2 masa tehtica s pokrovom in vzorcem po susenju, izraZzena

v g. Rezultat lahko izrazimo tudi kot suho snov, izrazeno v %:

SS=100—x.

Pri postopku s predhodnim susenjem izracunamo vlago in suho snov po zgornjih enacbah za
vsak del postopka lo¢eno (pri predhodnem suSenju my pomeni maso pladnja, m; maso
pladnja z vzorcem pred susenjem in m2 maso pladnja z vzorcem po suSenju). Kon¢ni rezultat

za suho snov in vlago izraCunamo po enacbah:

SS_. =8, x5S,%0,0l1,

celotna
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kjer je SS> suha snov, izracunana za predhodno suSenje, in SS; suha snov, izraCunana za

nadaljnje susenje, in vlaga je

X =100-SS

celotna celotna *

3.2.3 Mikrovalovni razklop vzorcev

e Steklovina in potros$ni material
- OMNI visokotla¢na posoda (CEM, Matthews, NC)
- teflonski lonéek in XP 1500 Plus pokrovéek (CEM, Matthews, NC)
- filtrirni papir (Sartorius, kat. §t. FT-3-102-110)

- plasti¢ne posodice (Brand)

e Aparature
- Sistem za deionizirano vodo (Millipore, Direct 8, Bedford, MA)
- precizna elektronska tehtnica (Tehtnica, EXACTA 300 EB, Zelezniki, Slovenija)
- mikrovalovni sistem Mars Xpress (CEM, Matthews, NC)

e Kemikalije
- deionizirana voda (upornost 18,2 MQ cm)
- duSikova kislina 65 %, Suprapur (Merck, kat. §t. 100441)
- vodikov peroksid 30 %, Suprapur (Merck, kat. §t. 107298)

3.2.3.1 Priprava vzorcev

Steklovino smo pred uporabo odistili s kislino in spirali z deionizirano vodo. Teflonske
loncke smo pred vsako serijo ocistili v mikrovalovnem sistemu po enakem postopku kot za
pripravo vzorcev. V teflonski lon¢ek smo zatehtali okoli 0,5 g vzorca na 1 mg natan¢no. V
lon¢ek smo dodali 5,0 mL dusSikove kisline in 1,0 mL vodikovega peroksida in pustili stati

eno uro. Lonc¢ek smo zaprli s pokrovékom XP 1500 Plus in ga vstavili v visokotlacno
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posodo. Visokotla¢ne posode z loncki smo postavili v mikrovalovni sistem, v katerega lahko

naenkrat vstavimo 12 posod. Vzorce smo razklopili po programu v Tabeli 4.

Ko se je pritisk v lon¢kih znizal, smo jih previdno odprli. Raztopine vzorcev smo prenesli v
100 mL merilne bucke in z deionizirano vodo dopolnili do oznake. Raztopine smo
prefiltrirali in shranili v plasticnih posodicah. Pripravljene raztopine smo pred merjenjem

primerno razred¢ili.

Tabela 4: Program mikrovalovnega razklopa

Table 4: Microwave digestion program

Stopnja Cas (min) Temperatura (°C)
segrevanje 15 200
cakanje 20 200
hlajenje 20 -

3.2.4 Dolocanje elementov z ICP-MS

e Steklovina in potros$ni material
- merilne bucke (razred A ali AS)
- steklene pipete (razred A ali AS)

e Aparature
- ICP z masnim spektrometrom (Varian, 820-MS, Mulgrave, Australia)

- racunalnik s programom ICP-MS Expert za vodenje aparature in obdelavo podatkov

e Kemikalije
- deionizirana voda (upornost 18,2 MQ cm)
- duSikova kislina 65 %, Suprapur (Merck, kat. §t. 100441)
- argon, 4,8
- vodik, 5,0
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e Raztopine
- 1 % raztopina duSikove kisline — 10 mL duSikove kisline razred¢imo na 1 L z
deionizirano vodo
- 5 % raztopina duSikove kisline — 50 mL duSikove kisline razred¢imo na 1 L z

deionizirano vodo

e Standardne raztopine

- Standardna raztopina za umerjanje aparature, 10 ug/mL (Inorganic Ventures, kat. St.
VAR-TS-MS)

- Standardna raztopina internih standardov, 100 pg/mL (Inorganic Ventures, kat. St.
VAR-IS-1)

- Multielementna standardna raztopina XVI, 100 mg/L (Merck, kat. §t. 109487)

- Standardna raztopina Ba, 1000 mg/L (Merck, kat. §t. 170304)

- Standardna raztopina Sn, 1000 mg/L (Merck, kat. §t. 170362)

- Standardna raztopina B, 1000 mg/L (Merck, kat. §t. 170307)

- Standardna raztopina Ag, 1000 mg/L (Merck, kat. §t. 170352)

- Standardna raztopina Al, 1000 mg/L (Merck, kat. st. 170301)

- Standardna raztopina Hg, 100 mg/L (Inorganic Ventures, kat. §st. MSHGN)

Delovno standardno raztopino VAR-TS-MS s koncentracijo 5 pg/L smo pripravili z
red¢enjem osnovne standardne raztopine VAR-TS-MS z 1 % raztopino dusikove kisline.
Delovno standardno raztopino VAR-IS-1 (°Li, **Sc, °In, 7Y, Tb in 2*Bi) s koncentracijo
100 pg/L smo pripravili z red€enjem osnovne standardne raztopine VAR-IS-1 s 5 %
raztopino dusSikove kisline. Delovne standardne raztopine elementov s koncentracijami v
obmoc¢ju med 0,05 in 1000 pg/L smo pripravili z red¢enjem multielementne standardne
raztopine XVI (As, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sr, Ti, Tl, V in Zn)
in posameznih standardnih raztopin Ba, Sn, B, Ag, Al v 5 % raztopini duSikove kisline.
Delovno standardno raztopino Hg smo zaradi moznosti kontaminacije aparature dodali v
mesanico posebej, v obmocju od 0,05 do 10 pg/L. Vse delovne standardne raztopine smo

pripravili vsaki€ sveze.
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e Pogoji merjenja

Nosilni plin: argon

CRI-plin: vodik, pretok 70 mL/min

Izotopi merjenih elementov (m/z): 'Li, °Be, !'B, ?’Al, #'Ti, >'V, 3*Cr, 3Mn, 'Fe,
9Co, ONi, BCu, Zn, $Sr, Mo, 'U7Ag, 1'Cd, ''8Sn, 12!Sb, 137Ba, 22Hg, 25TI,

206+7+8Pb’ 7SSe and 78AS

e Nacin merjenja

Pred merjenjem smo aparaturo spirali priblizno dve uri z 1 % raztopino dusikove
kisline.

Po spiranju smo aparaturo pripravili s pomocjo "Auto—setup" z delovno standardno
raztopino VAR-TS-MS koncentracije 5 pg/L.

Izmerili smo standardne raztopine. Korelacijski koeficient umeritvene krivulje mora
biti vsaj 0,995 (Ce ne bi bil, bi pripravili sveze delovne standardne raztopine in
ponovili merjenje).

Izmerili smo raztopine vzorcev. Po vsakem desetem vzorcu smo izmerili eno od
delovnih standardnih raztopin.

Na koncu serije smo Se enkrat izmerili eno od delovnih standardnih raztopin.

Po merjenju smo aparaturo sprali z 1 % raztopino dusSikove kisline.

e Interpretacija rezultatov

Za kvalitativno in kvantitativno vrednotenje rezultatov smo uporabili procesirno
metodo programa ICP-MS Expert.

Za izracun vsebnosti posameznih elementov v vzorcu smo uporabili zatehto vzorca,
volumen raztopine vzorca, razredCitve in enote, v katerih so izrazeni rezultati.
Rezultate smo korigirali s povprecnim izkoristkom, dolo¢enim pri validaciji metode.
Kot rezultat smo dobili vsebnost posameznih elementov v krmi v mg/kg ali pg/kg.
Za preracun vsebnosti elementov na SS smo uporabili podatke o vlagi, ki smo jo

dolo¢ili po zgoraj opisanem postopku.
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3.2.4.1 Priprava aparature in obvladovanje interferenc

Aparaturo ICP-MS smo pred vsako sekvenco optimizirali z delovno standardno raztopino
VAR-TS-MS s koncentracijo 5 pg/L. Preverili smo stabilnost instrumenta, z optimizacijo
smo zviSali odzive posameznih elementov in znizali interferencne vplive iz poliatomskih
ionov in dvojno nabitih ionov. Za spremljanje nastanka oksidov in dvojno nabitih ionov smo
merili razmerja CeO'/Ce’ in Ba?"/Ba. Da bi se izognili znanim interferencam, smo izbrali
naslednje izotope elementov: 'Li, °Be, !'B, 2’Al, *'Ti, 'V, 33Cr, 3 Mn, *"Fe, *Co, N1, ®Cu,
6671, $8Sr, %Mo, '’Ag, 1''Cd, ''8Sn, 12!Sb, 1¥Ba, 22Hg, 205T1, 2°6*7*3pb, Pri dolotanju 75Se
in *As smo za odpravo poliatomskih referenc, ki oteZujejo njuno dolo¢anje, uporabili CRI-
modul z vodikom. Za korekcijo spektralnih interferenc smo uporabili medelementne
korekcijske algoritme, ki so Ze vnesene v procesirno metodo programa ICP-MS Expert. Za
korekcijo nespektralnih interferenc smo uporabili ustrezne interne standarde, ki smo jih
¢rpali prek “Y-kosa” (ang. Y-piece) na tretjem kanalu ¢rpalke za vzorce. Pri vsaki sekvenci
smo izmerili tudi dva slepa vzorca za preverjanje navzkrizne kontaminacije in spominskih

ucéinkov.

Tabela 5: Instrumentalni pogoji delovanja ICP-MS
Table 5: Instrumental operating conditions for ICP-MS

Pogoji delovanja

Razprsilec Glass concentric, Micromist
Razprsilna komora Scott-type, Peltier-cooled (3 °C)
RF mo¢ 1,40 kW
Vmesnik Nickel sampler and skimmer
Normalni nacin CRI nacin
Pretok plina v plazmi (L/min) 18,50 17,00
Pomozni pretok (L/min) 1,85 1,70
Pretok v plas¢u (L/min) 0,14 0,25
Pretok plina v razprsilcu (L/min) 0,94 0,90
Pretok plina CRI (L/min) - H, 70
Nacin skeniranja Peak hopping Peak hopping
Skeni/ponovitve 20 20
Stevilo ponovitev/vzorec 5 5

Atenuacija Automatic None
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3.3 VALIDACIJA ANALIZNEGA POSTOPKA

Optimiziran analizni postopek smo validirali. V skladu z Uredbo (EC) st. 882/2004 (282) smo
pri validaciji dolocili naslednje parametre: linearnost umeritvenih krivulj, mejo zaznavanja
(ang. limit of detection, LOD) in mejo vrednotenja (ang. limit of quantification, LOQ),
ponovljivost postopka, znotrajlaboratorijsko obnovljivost, izkoristek, pravilnost in merilno
negotovost. Dobljene parametre smo primerjali z zahtevami, podanimi v Uredbi (EU) st.
836/2011 (283), ki je spremenila Uredbo (ES) st. 333/2007 (284), ter v Direktivi 2002/32/EC
Evropskega parlamenta in Sveta (56) in njenimi dopolnili (57, 101). Podatke smo zbrali v

tabelah, ki so predstavljene v nadaljevanju.

3.3.1 Linearnost umeritvenih krivulj, dolo¢anje LOD in LOQ

Za test linearnosti ter doloc¢itev LOD in LOQ posameznih elementov smo pripravili deset
mesanih delovnih standardnih raztopin elementov s koncentracijami 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1,
5, 10, 50, 500 in 1000 pg/L. Te koncentracije ustrezajo vsebnostim posameznih elementov
v krmi od 0,01 mg/kg do 2 mg/kg. Za posamezni element smo za umeritveno krivuljo
upostevali razlicno Stevilo tock, tako da je obmocje ustrezalo vsebnostim tega elementa v

krmi.

3.3.2 Ponovljivost analiznega postopka

Za doloc¢itev ponovljivosti analiznega postopka (ang. repeatability), ki predstavlja
natanc¢nost oz. ujemanje neodvisnih analiznih rezultatov, dobljenih pod pogoji ponovljivosti
(isti analitik, isti laboratorij, isti merilni instrument, analize, ki jih opravimo v kratkem
casovnem razdobju), smo pripravili po Sest paralelk dveh referencnih materialov ERM-CD

281 (Rye grass) in SRM 1570a (Spinach) istocasno in jih izmerili v enem dnevu.
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3.3.3 Znotrajlaboratorijska obnovljivost

Za dolocitev znotrajlaboratorijske obnovljivosti (ang. within-laboratory reproducibility),
kjer gre za obnovljivost, dosezeno v enem laboratoriju (razli¢ni izvajalci, pogoji izvedbe,
daljSe ¢asovno razdobje), smo vzorec travne silaze pripravili desetkrat v dveh paralelkah
(dve razlicni osebi, razli¢ni dnevi) in dva referen¢na materiala ERM-CD 281 (Rye grass) in
SRM 1570a (Spinach) po Sestkrat v dveh paralelkah. Vzorcu travne silaze smo dodali

multielementne delovne standardne raztopine, tako da so vsebnosti ustrezale 2 mg/kg v krmi.

3.3.4 Izkoristek

Za izracune izkoristkov (ang. recovery) smo uporabili rezultate znotrajlaboratorijske
obnovljivosti. Vzorcu travne silaze smo dodali multielementne delovne standardne
raztopine, tako da so vsebnosti ustrezale 2 mg/kg v krmi. Ce dodatek zaradi visokih
vsebnosti v vzorcu ni bil ustrezen, smo uporabili rezultate meritev dveh referencnih

materialov ERM-CD 281 (Rye grass) in SRM 1570a (Spinach).

3.3.5 Pravilnost

Za izracun pravilnosti (ang. trueness) smo uporabili rezultate meritev dveh referen¢nih
materialov ERM-CD 281 (Rye grass) in SRM 1570a (Spinach), ki smo ju pripravili pod
pogoji znotrajlaboratorijske obnovljivosti. Upostevali smo povprecno vrednost vseh

rezultatov, ki smo jih korigirali za izkoristek.

3.3.6 Merilna negotovost

Za izraun merilnih negotovosti (ang. measurement uncertainty) smo uporabili rezultate
znotrajlaboratorijske obnovljivosti. Z analizo vzorca travne silaze smo preverili tudi
homogenost pripravljenega vzorca, njen prispevek pa je upoStevan v izracunu merilne

negotovosti za posamezne elemente.
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3.3.7 Izracun rezultatov validacije

Regresijske parametre in korelacijske koeficiente umeritvenih krivulj v izbranih
koncentracijskih obmo¢jih smo izra¢unali z metodo najmanjsih kvadratov (ang. the least
squares method). LOD in LOQ posameznih elementov smo dolo¢ili s standardnim odmikom
presekov kalibracijskih krivulj z osjo y (285). Primerjali smo jih z zahtevami, podanimi v
Uredbi (EU) st. 836/2011 (283). Ponovljivost postopka smo izrazili kot relativno standardno
deviacijo (RSDy) rezultatov meritev za posamezne elemente v dveh referen¢nih materialih
ERM-CD 281 (Rye grass) in SRM 1570a (Spinach). Za druge elemente, ki smo jih dolo¢ili
v vzorcu travne silaze, smo ponovljivost izrazili kot razliko med paralelkami, izvedenimi v
testu znotrajlaboratorijske obnovljivosti. IzraCunane RSD; smo primerjali z referencnimi
vrednostmi, izraCunanimi v skladu z zahtevo iz Uredbe (EU) st. 836/2011 (283), po kateri
so referencne vrednosti za posamezna koncentracijska obmocja dvakratne vrednosti,
dobljene s Horwitzovo ali modificirano Horwitzovo enacbo (odvisno od koncentracije) in
uporabo predpostavke r = 0,66R. Znotrajlaboratorijsko obnovljivost smo izrazili kot
relativno standardno deviacijo (RSDr). Referenc¢ne vrednosti za RSDr so v skladu z zahtevo
iz Uredbe (EU) s§t. 836/2011 (283) dvakratne vrednosti, dobljene s Horwitzovo ali
modificirano Horwitzovo enacbo (odvisno od koncentracije). Pred izracunom vseh opisanih
parametrov smo izvedli Cochranov in Grubbsov test ter izlocili rezultate s preveliko razliko
med rezultati paralelk vzorcev in morebitne ubeznike (285). Razsirjene merilne negotovosti
(U) smo izracunali iz rezultatov meritev znotrajlaboratorijske obnovljivosti (sr) (286), s

faktorjem pokritja 2 (U = £2s,). Za pravilnost postopka smo uporabili rezultate meritev

dveh referen¢nih materialov, s katerimi smo pokrili ve¢ino elementov v ustreznih obmogjih.
Za §tiri elemente, kjer ni bilo ustreznih certificiranih vrednosti, smo pravilnost dolo¢ili iz

meritev vzorca travne silaze, ki smo mu dodali ustrezne dodatke.

3.4 STATISTICNA OBDELAVA REZULTATOV

Statisticno obdelavo rezultatov analize odvzetih vzorcev koruznih in travnih silaZz smo
izvedli s statistiénim programom Statistical Package for Social Sciences (SPSS, verzija 12,
november 2003). IzraCunali smo aritmeti¢na povprecja, mediane vsebnosti in obmocja
(minimum in maksimum) posameznih elementov. Ce so bile koncentracije elementov pod

LOQ, smo za te izraCune upostevali vrednosti LOQ/2 (287). Za test normalnosti porazdelitev
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smo uporabili Shapiro-Wilkov test. Ker porazdelitve niso bile normalne (p<0,05), smo
uporabili neparametri¢ni Kruskal-Wallisov test, s katerim smo vrednotili razlike med vzorci
silaz iz razli¢nih regij. Neparametricni Mann-Whitneyjev test smo uporabili za oceno razlik
v vsebnostih med vzorci travne silaze in koruzne silaze. Spearmanovo korelacijsko analizo
smo uporabili za doloCitev korelacij med vsebnostmi elementov. Za statisticno analizo
rezultatov obrokov in sestavin obrokov v dveh vzorcenih regijah smo uporabili isti statisti¢ni
program SPSS. Za test normalnosti porazdelitev smo uporabili Shapiro-Wilkov test. Ker
porazdelitve ve€inoma niso bile normalne (»p<0,05), smo uporabili neparametricni Mann-

Whitneyjev test.
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4 REZULTATI
4.1 REZULTATI VSEBNOSTI ELEMENTOV V VZORCIH SILAZ

V Tabeli 6 so zbrani podatki o vsebnostih elementov v travnih in koruznih silazah (n = 30

za vsako vrsto silaze), ki smo jih vzor¢ili v treh izbranih regijah.

Tabela 6: Vsebnosti elementov v vzorcih travne (n = 30) in koruzne silaze (n = 30)?

Table 6: Values of elements in samples of grass silage and maize silage (n = 30 each)®

Travna silaza Koruzna silaza

Mediana Povp. S.EM. Obmoc¢je  Mediana  Povp. S.E.M. Obmocje
Al 480 857 172 60,7-4204 46,0 68,0 12,3 23,0-353
Fe 468 744 137 113-3489 58,3 76,9 9,3 45,7-275
Mn 71,8 79,0 5,8 26,3-159 23,2 25,0 1,7 12,5-49,6
Zn 27,7 30,6 1,9 20,9-77,5 23,1 23,9 0,9 13,3-35,9
Ti 19,0 29,5 5,1 5,89-143 4,09 4,69 0,48 2,17-14,6
Ba 15,4 21,2 2,3 6,71-62,4 2,67 2,98 0,28 1,04-8,29
Sr 11,7 13,2 1,1 5,96-28,4 3,07 3,38 0,18 2,17-6,11
Cu 7,98 8,05 0,29 5,15-11,1 5,36 5,53 0,15 4,27-7,53
B 7,13 8,04 0,65 4,02-17,0 5,78 5,75 0,20 4,10-8,78
Ni 2,20 2,57 0,40 0,80-12,2 0,40 1,32 0,52 0,18-15,6
Cr 1,24 1,78 0,28 0,24-7,15 0,37 0,41 0,03 0,19-0,85
Mo 1,02 1,17 0,14 0,27-2,92 0,28 0,33 0,03 0,10-0,75
\Y 1,01 1,70 0,34 0,15-9,16 0,09 0,16 0,03 0,06-0,72

Li 605 1024 203 107-5174 5890 15 33-458

Pb 553 1060 328 159-10067 135 146 13 59-384
Co 270 380 63 75-1645 24 45 8 14-150
As 210 418 101 60-2852 52 54 7 <8-126
Cd 91 130 19 20-518 59 68 7 23-182
Sn 82 120 20 40493 47 49 2 28-78
Se 53 66 7 <33-176 52 55 5 <10-66
Hg 33 40 8 <7-56 58 58 - <7-58
Be 32 56 10 11-229 9 10 1 5-22
Tl 28 38 8 <2-143 <2 <2 - -
Sb 22 28 3 11-65 18 23 7 <10-124
Ag 11 13 2 <1-31 11 10 1 <1-14

Opomba: *Vsebnosti so podane v mg/kg SS za elemente od Al do V in v pg/kg SS za elemente od
Lido Ag.
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V Tabeli 6 so podane mediane vsebnosti, aritmeticna povpre¢ja, standardna napaka
povprecja (ang. standard error of the mean, S.E.M.) in obmocja (minimum—maksimum) za
posamezne elemente. Vsi rezultati so podani na suho snov (SS). Vsebnosti so v tej in vseh
drugih tabelah podane v mg/kg SS za elemente od Al do V in v pg/kg SS za elemente od Li
do Ag.

Povprecna vrednost suhe snovi je v travnih silazah 47,9 % (obmocje 30,6-69,8 %) in za
koruzne silaze 38,6 %. Izbrane elemente smo nasli v obeh vrstah silaz, z izjemo Tl v koruzni
silazi, kjer so vse vsebnosti Tl pod LOD (1,9 pg/kg). Vsebnosti posameznih elementov so
bile visje v travni silazi, razen za Zn in Hg. Hg (obmo¢je 31,1-56,1 pg/kg) je bil prisoten v

treh vzorcih travne silaze in le v enem vzorcu koruzne silaze (58,2 ng/kg).

4.1.1 Rezultati vsebnosti elementov v silazah iz treh slovenskih regij

V Tabeli 7 so podane mediane vsebnosti posameznih elementov v vzorcih silaz za pomursko
(M1), podravsko (M2) in savinjsko regijo (M3), p-vrednosti za ovrednotenje statisticno
znaCilnih razlik (p<0,05) v vsebnostih posameznih elementov v vzorcih silaz med tremi
regijami ter p-vrednosti za ovrednotenje statisticno znacilnih razlik (p<0,01) med travno in

koruzno silazo.

Analiza variance je pokazala statisticno znacilne razlike v silazi med tremi regijami v
Sloveniji pri devetih razli¢nih elementih. Statisti¢no znacilne razlike (p<0,05) v vsebnostih
elementov v travnih silazah smo ugotovili pri Mn, Ti, B, Mo in Sb in pri koruzni silazi za
Ba, Ni, Mo, Hg in Ag. Najvecje razlike med regijami so se pokazale pri mediani Mo v travni
silazi in N1 v koruzni silazZi. Statisti¢no znacilne razlike med travno in koruzno silazo so bile

ugotovljene za vecino elementov, razen za Ag in Hg.

Rezultati statistiCne analize so pokazali statisticno znacilne korelacije med vsebnostmi
elementov v obeh vrstah silaze. Najvisje statisticno znacilne korelacije so bile ugotovljene
med vsebnostjo Fe in vsebnostjo 16 elementov v travni silazi (Al, Mn, Ti, Ba, Sr, Ni, Cr, V,
Li, Pb, Co, As, Sn, Be, Tl, Sb; r = 0,981-0,472, p<0,01), ne pa tudi z B, Cu, Ag, Cd, Hg in
Se. Pokazale so se tudi korelacije med Fe in Zn (r = 0,369, p<0,05) in Fe in Mo (r = 0,439,
p<0,05). B, Se, Cu in Hg niso pokazali skoraj nobene korelacije z drugimi elementi v travni

silazi. Po drugi strani so bile ugotovljene najvisje statisticno znacilne korelacije v koruzni
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silazi med Pb in 10 drugimi elementi (Li, Be, Al, Ti, V, Fe, Co, Cu, Zn in Cd; r = 0,972—
0,479, p<0,01) in med Pb in As (r = 0,445, p<0,05). Korelacij med Pb in vsebnostmi drugih
elementov v koruzni silazi nismo nasli. B, Se, Sn in Mn niso kazali nobene korelacije z

vsebnostmi drugih elementov v koruzni silazi.

Tabela 7: Mediane vsebnosti in p-vrednosti za vsebnosti elementov v silazah po regijah?

Table 7: Medians and p-values of elements in samples of silage according to region®

Travna silaza Koruzna silaza P°
M1 M2 M3 P M1 M2 M3 P
Al 1133 396 480 0,209 42,4 50,7 42,0 0,376 <0,01
Fe 972 360 461 0,218 53,9 65,8 59,4 0,383 <0,01
Mn 116 74,0 50,9 <0,05 27,4 20,7 19,7 0,107 <0,01
Zn 24,2 29,5 30,0 0,082 21,7 23,5 26,1 0,093 <0,01
Ti 33,2 22,7 14,5 <0,05 3,84 4,78 3,63 0,165 <0,01
Ba 24,1 16,6 15,4 0,603 2,80 3,71 2,13 <0,05 <0,01
Sr 13,2 9,00 13,3 0,216 3,44 3,08 2,63 0,414 <0,01
Cu 7,46 7,26 9,62 0,107 5,26 5,43 5,26 0,519 <0,01
B 6,86 6,47 10,6 <0,05 5,38 6,05 5,98 0,518 <0,01
Ni 2,33 1,87 2,13 0,985 0,25 0,42 0,90 <0,05 <0,01
Cr 2,11 1,24 1,05 0,226 0,34 0,36 0,45 0,476 <0,01
Mo 0,37 1,38 1,27 <0,05 0,16 0,37 0,34 <0,05 <0,01
\Y 2,01 0,86 1,11 0,238 0,08 0,10 0,10 0,184 <0,01
CLi 1234 494 599 0,184 54 75 50 0,800 <0,01

Pb 747 533 594 0,485 133 143 124 0,517 <0,01
Co 377 180 266 0,179 24 24 34 0,905 <0,01
As 344 174 262 0,511 46 52 52 0,293 <0,01
Cd 83 76 122 0,063 52 61 73 0,359 <0,01
Sn 104 80 81 0,341 47 48 50 0,993 <0,01
Se 47 49 56 0,056 52 <33 57 0,084 <0,01
Hg 31 <25 45 0,476 <7 <7 58 <0,05 0,055
Be 59 29 36 0,272 9 9 10 0,349 <0,01
Tl 21 29 27 0,260 <2 <2 <2 - <0,01
Sb 40 20 23 <0,05 18 12 18 0,615 <0,01
Ag 13 9 15 0,230 11 9 11 <0,05 0,163

Opombe:

®Mediane vsebnosti za posamezne elemente glede na regije so podane v mg/kg SS za elemente od Al
do Vin v pg/kg SS za elemente od Li do Ag.

b p-vrednosti za elemente v vzorcih travnih in koruznih silaz iz treh regij. p<0,05 pomeni statisti¢no
znacilne razlike med tremi regijami.

¢ p-vrednosti za ovrednotenje statisti¢no znacilnih razlik (p<0,01) med travno silaZo in koruzno
silazo.
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4.1.2 Rezultati vsebnosti elementov v silazah in senu iz MD in GR

Tabela 8: Mediane vsebnosti in p-vrednosti za elemente v silazah in senu iz MD in GR?

Table 8: Medians and p-values of elements in samples of silage and hay from MD and GR*

Travna silaza Koruzna silaza Seno
M4 M5 p M4 M5 p M4 M5 p
Al 906 2235 0,063 184 131 0,201 244 974 <0,05
Fe 776 1767 0,063 199 122 <0,05 202 596 <0,05
Mn 77,8 96,9 0,317 26,7 33,5 0,522 61,9 72,0 0,855
Zn 40,1 34,0 <0,05 45,9 23,2 <0,05 29.8 22.8 0,144
Ti 28,1 37,9 0,391 10,5 5,63 <0,05 8,81 22,0 <0,05
Ba 30,4 26,6 0,668 6,39 2,26 <0,05 14,2 15,5 0,465
Sr 11,5 15,3 <0,05 3,91 3,63 0,394 6,81 8,98 0,584
Cu 8,40 7,23 0,475 4,59 4,16 0,394 5,47 5,03 0,361
B 9,16 8,37 0,199 6,34 4,41 0,394 9,94 6,23 0,361
Ni 2,61 2,79 0,568 0,82 0,47 <0,05 1,11 1,57 0,361
Cr 3,76 3,93 0,475 1,28 0,74 0,088 1,62 2,67 0,144
Mo 4,96 1,49 <0,05 1,69 0,63 <0,05 2,58 1,07 0,465
vV 2,31 4,13 0,116 0,45 0,26 0,088 0,50 2,22 <0,05
Li 982 2664 <0,05 227 167 0,138 336 | 1449 <0,05
Pb 2852 2613 1,000 2381 233 <0,05 929 808 0,855
Co 456 791 0,086 86 50 <0,05 149 438 <0,05
As 478 985 0,116 132 54 <0,05 122 532 <0,05
Cd 480 434 0,475 200 78 <0,05 164 188 0,855
Sn 96 210 <0,05 64 44 0,201 54 69 0,100
Se 76 110 <0,05 63 44 0,495 79 48 0,486
Hg 41 61 <0,05 34 <25 0,714 <25 40 <0,05
Be 47 110 0,063 15 9 <0,05 18 52 <0,05
Tl 43 87 0,199 15 19 0,286 26 41 0,201
Sb 78 46 0,668 28 15 <0,05 29 38 0,201
Ag 13 15 0,568 7 8 0,195 13 17 0,566

Opomba: * Vsebnosti so podane v mg/kg SS za elemente od Al do V in v ug/kg SS za elemente od
Li do Ag. p<0,05 prikazuje statisticno znacilne razlike med dvema regijama.

V Tabeli 8 so podane mediane vsebnosti elementov v travnih in koruznih silazah ter v senu
za MD (M4) in GR (M5) in statisticno znacilne razlike med tema regijama (p<0,05).
Mediane vsebnosti 17 elementov v travni silazi so vi§je v GR kot v MD, mediane vsebnosti
osmih elementov pa nizje v GR kot v MD. Mediane vsebnosti posameznih elementov v
koruzni silazi so v GR nizje kot v MD, razen za Mn, Tl in Ag, ki so v GR visje za okoli 25

%.
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Analiza variance v travni silaZi je pokazala statisticno znacilne razlike med obmoc¢jema za
sedem elementov: Zn, Sr, Mo, Li, Sn, Se in Hg. Statisti¢no znacilne razlike med obmoc¢jema
pri koruzni silazi se kazejo pri elementih Fe, Zn, Ti, Ba, Ni, Mo, Pb, Co, As, Cd, Be in Sb.
V senu so se pokazale statisticno znacilne razlike pri devetih elementih: Al, Fe, Ti, V, Li,
Co, As, Hg, Be. Mediani za Pb (mg/kg SS) v koruzni silazi (M4 = 2381 in M5 = 233) sta

pokazali najvecjo razliko med tema dvema regijama.

4.1.3 Rezultati vsebnosti elementov v silaZzah iz petih izbranih regij
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Slika 8: Mediane vsebnosti za posamezne elemente v travni silazi iz petih regij

Figure 8: Contents of elements in samples of grass silage according to five regions
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Na Sliki 8 in Sliki 9 so prikazane mediane vsebnosti posameznih elementov v travnih in
koruznih silazah iz vseh petih izbranih regij. M1 je mediana vzorcev silaz iz pomurske, M2
iz podravske, M3 iz savinjske regije, M4 iz MeziSke doline in M5 iz gorenjske regije.
Elementi so za boljSo pregledost navedeni v padajo¢em vrstnem redu glede na njihovo
vsebnost v silazah. Zaradi velikih razlik v vsebnostih so mediane tako v travni kot v koruzni

silazi za nekatere elemente dodatno prikazane tudi v nizjem obmocju (povecan pogled).
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Slika 9: Mediane vsebnosti za posamezne elemente v koruzni silazi iz petih regij

Figure 9: Medians of elements in samples of maize silage according to five regions
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4.2 REZULTATI VSEBNOSTI ELEMENTOV V OBROKIH

V Tabeli 9 so zbrani podatki o vsebnostih elementov v obrokih (n = 6 za vsako regijo), ki
smo jih vzorc¢ili v GR in MD. V Tabeli 9 so podane mediane vsebnosti, aritmeti¢na
povprecja, S.E.M. in obmoc¢ja (minimum-maksimum) za posamezne elemente. Vsi rezultati

so podani na suho snov (SS).

Tabela 9: Vsebnosti elementov v obrokih za govedo?

Table 9: Contents of elements in meals for cattle?

Vsebnosti elementov v obrokih MD Vsebnosti elementov v obrokih GR
M4 Povp. S.E.M. Obmocje M5 Povp. S.E.M. Obmocje p
Al 602 1007 364 2372511 945 1021 219 471-1763 0,631
Fe 509 788 232 261-1528 728 793 142 392-1264 0,749
Mn 82,0 86,7 14,6 54,4-152 81,4 87,2 11,3 62,1-135 0,749
Zn 49,8 63,5 12,9  452-127 83,9 87,7 16,3 47,6-158 0,200
Ti 21,9 24,1 4,73 13,4-46,2 213 21,4 2,76  11,0-31,2 1,000
Ba 22,0 233 3,11 16,3-37,7 13,6 14,6 2,13 8,15-23,6 <0,05
Sr 11,4 11,5 1,01 8,57-14,8 10,3 13,5 2,88  8,55-26,5 0,873
Cu 9,26 9,48 0,98  6,00-13,2 10,9 13,9 2,88  8,51-25,9 0,337
B 9,11 9,48 0,92 6,84-13,6 7,24 7,31 0,33 6,36-8,38 <0,05
Ni 2,46 2,61 0,28 1,72-3,47 1,84 1,88 0,17 1,28-2,38 0,078
Cr 2,77 3,05 0,56 1,73-5,13 2,17 2,29 0,28 1,33-3,14 0,522
Mo 3,62 3,95 1,19  1,23-9,14 1,39 1,47 0,21  0,82-2,30 0,109
Vo LSL 252 085 065533 182 201 041 092351 1000
Li 620 1063 443 351-3209 1227 1223 222 553-1869 0,200
Pb 4076 6354 3041 497-20323 1231 1921 778 638-5722 0,262
Co 352 461 94 258-794 509 710 270 257-2041 0,631
As 295 719 334 110-2014 521 730 304 234-2219 0,423
Cd 378 417 55 273-603 187 212 37 110-342 <0,05
Sn 78 107 28 48-228 120 143 37 57-316 0,337

Se 80 123 28 <33-201 275 412 163 165-1203 0,055
Hg <25 <25 - <7-<25 35 35 1 <25-36 -

Be 34 56 18 18-124 55 59 11 28-100 0,423
Tl 31 47 15 14-117 62 60 13 27-115 0,522
Sb 42 57 18 12-124 37 36 4 1949 0,631
Ag 13 14 4 <1-27 10 10 2 5-16 0,873

Opomba: *Vsebnosti so podane v mg/kg SS za elemente od Al Do V in v pug/kg SS za elemente
od Li do Ag. p<0,05 prikazuje statisti¢no znacilne razlike med dvema regijama.

Vsebnosti izbranih elementov so bile v vseh obrokih nad LOD, z izjemo Hg, Se in Ag.

Vsebnosti Hg so bile v treh obrokih v MD pod LOQ (24,8 pg/kg SS), v treh obrokih pa celo
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pod LOD (7,4 pg/kg SS). V GR sta Hg vsebovala le dva obroka (33,9 in 36,4 pg/kg SS), v
preostalih pa so bile vsebnosti prav tako pod LOQ (24,8 pg/kg SS). En obrok iz MD ni
vseboval Se (<32,5 pg/kg SS), tudi en obrok iz MD ni vseboval Ag (<1,1 pug/kg SS). Izbrani
elementi so bili v obrokih iz obeh regij prisotni v Sirokih koncentracijskih obmocjih.

Maksimalne vsebnosti so bile za posamezne elemente v obrokih precej visje od mediane.

4.2.1 Prispevki posameznih sestavin obrokov k vsebnosti elementov

Tortni diagrami (Slika 10) prikazujejo, kakSen delez izbranega elementa doprinese
posamezna sestavina v analiziranih obrokih iz GR in MD. Za izraun deleza (%), ki ga
doprinese posamezna sestavina v obroku, smo uporabili mediane vsebnosti posameznih

elementov.
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Slika 10: Prispevek posameznih sestavin k vsebnostim izbranih elementov v obrokih

Figure 10: The contribution of the individual components to the content of selected

elements in the meals

4.2.2 Rezultati vsebnosti elementov v obrokih glede na potrebe

V Tabeli 10 so podane vsebnosti posameznih elementov v vseh dvanajstih obrokih iz GR in
MD. Obroke iz GR in MD smo vrednotili v skladu s Tabelo 1, v kateri so zbrani kriteriji za

posamezne elemente. Razli¢ne barve celic prikazujejo razlicne ravni vsebnosti elementov v

obroku. S sivo barvo so oznaceni elementi, za katere podatki niso bili podani.
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Tabela 10: Vsebnosti elementov v obrokih za govedo glede na potrebe?

Table 10: Contents of elements in meals for cattle according to requirements®

GR1 GR2 GR3 GR4 GR5 GR6 MD1I MD2 MD3 MD4 MD5 MD6
Al | 645 1443 1244 471 558 1763 726 478 1663 425 237 @ 2511
Fe | 646 1137 810 392 510 1264 562 456 1493 425 261 1528
Mn| 78,7 135 623 62,1 842 101 544 582 91,0 152 89,5 745
Zn | 71,7 158 47,6 55,7 96,1 96,7 50,8 127 452 60,6 484 488
Ti| 18,6 31,2 22,7 11,0 20,0 24,8 24,1 19,8 242 17,2 134 46,2
Ba| 815 164 14,6 12,1 12,6 23,6 22,7 163 37,7 238 17,8 212
Sr| 939 265 8,78 855 16,6 11,3 103 13,7 945 124 14,8 8,57
Cu| 12,8 259 851 854 18,6 9,06 844 10,7 132 894 9,57 6,00
B | 748 838 636 6,63 805 699 972 928 894 847 13,6 6,84
Ni| 1,65 238 1,82 128 226 186 231 1,72 347 220 261 334
Cr| 1,92 3,02 219 1,33 214 3,14 354 200 397 191 1,73 5,13
Mo| 2,30 1,26 0,82 1,26 1,70 1,51 4,60 9,14 276 1,23 1,50 447
V|12 287 203 092 112 351 160 141 501 LI3 065 533
Li| 973 1725 1481 553 736 1869 733 508 1119 461 351 3209
Pb | 1139 1323 1832 638 871 5722 2402 5750 8158 992 497 20323
Co| 561 2041 381 257 528 490 298 319 794 386 258 708
As| 469 572 590 234 296 2219 284 306 1481 110 118 2014
Cd| 175 304 199 144 110 342 309 603 352 405 273 560
Sn | 92 151 142 57 99 316 87 65 145 69 48 228
Se | 378 1203 165 181 368 178 80 201 182 76 78 <33
Hg | <25 36 <25 <25 34 <25 <25 <25 <7 <25 <7 <7
Be | 42 73 67 28 42 100 39 29 97 27 18 124
Tl | 65 67 59 29 27 115 32 27 64 30 14 117
Sb | 38 37 19 42 29 49 36 49 124 27 12 93
Ag| 11 10 9 5 6 16 18 9 27 5 <1 13
Legenda:
nizko normalno povisano visoko toksicno ni podatka

Opombe: * Vsebnosti so podane v mg/kg SS za elemente od Al do V in v pg/kg SS za elemente od
Lido Ag.
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4.3 REZULTATI VALIDACIJE ANALIZNEGA POSTOPKA

Rezultate testa linearnosti ter dolocitev LOD in LOQ smo zbrali v Tabeli 11. Linearnost
umeritvenih krivulj smo preverili v ustreznih koncentracijskih obmocjih od 0,05 pg/L do
1000 pg/L glede na vsebnosti posameznega elementa v krmi. V Tabeli 11 smo podali
korelacijske koeficiente (R), ki se gibljejo od 0,9994 do 1,0000.

Slika 11: Priprava vzorcev

Figure 11: Sample preparation

Najnizji LOD (0,0008 mg/kg) in LOQ (0,0028 mg/kg) smo dolocili za element Be. Najvisji
LOD (1,98 mg/kg) in LOQ (6,61 mg/kg) smo dolocili za element Fe. Z analizo dveh
referen¢nih materialov ERM-CD 281 (Rye grass) in SRM 1570a (Spinach) in z uporabo
rezultatov znotrajlaboratorijske obnovljivosti smo dolo¢ili izkoristke analiznega postopka,

ki se za posamezne elemente gibljejo med 74 in 100 %.
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Tabela 12: Rezultati ponovljivosti, obnovljivosti in pravilnosti za ERM-CD 281
Table 12: Results of repeatability, reproducibility and trueness tests for ERM-CD 281
Doloc¢ena Certificirana
RSD: RSDrrer RSDr  RSDgrer Pravilnost — vsebnost+ U vsebnost £ U
(%0) (%) (%) (%0) (%) (mg/kg) (mg/kg)
B 11 8,2 6,7 12 102 5,6£0,8 5,5+0,5
Cr 1,1 6,6 5,6 9,8 101 25,0+2,8 248+1,3
Mn 1,1 5,5 5,3 8,2 101 82,6 £8,8 82+4
Fe 0,6 4,9 5,7 7,3 100 179 +£20 180
Ni 0,9 7,1 6,6 11 100 152+2,0 152+0,6
Cu 2,3 7,5 7,5 11 98 10,0+ 1,5 10,2 +£0,5
Zn 0,7 6,4 4,9 9,5 100 30,4+3,0 30,5+1,1
Mo 1,8 9,4 7,2 14 104 2,32+0,33 2,22+0,12
Cd 34 29 1,7 44 97 0,117 + 0,004 0,120 + 0,007
Sn 3,9 29 18 44 106 0,066 + 0,024 0,062 + 0,011
Sb 3,7 29 51 44 86 0,036 + 0,036 0,042 + 0,007
Pb 2,1 10 4,2 15 101 1,68 +£0,14 1,67+0,11
As 12 29 11 44 105 0,044+ 0,010 0,042 £ 0,010
Opomba: Hg in Se < LOQ
Tabela 13: Rezultati ponovljivosti, obnovljivosti in pravilnosti za SRM 1570a
Table 13: Results of repeatability, reproducibility and trueness tests for SRM 1570a
Doloc¢ena Certificirana
RSD; RSDyer RSDr  RSDgpr Pravilnost — vsebnost+ U vsebnost + U
(%) (%) (%) (%) (%) (mg/kg) (mg/kg)
B 4,1 6,2 3,7 9,3 94 354+2,7 37,6 £ 1,0
Al 3,9 4,5 5,6 6,6 108 334 +£37 31011
\% 3,6 12 15 17 100 0,57 +0,17 0,57 £ 0,03
Mn 28 5,6 3,5 8,3 98 74,4 +5,1 759+1,9
Co 3,4 12 14 25 100 0,39+ 0,06 0,39 + 0,05
Ni 5,7 10 7,7 14 94 2,02 +0,31 2,14£0,10
Cu 3,9 7,4 6,0 11 94 11,5+1,4 12,2+ 0,6
Zn 3,6 5,6 3,3 8,3 92 75,8 +5,1 82+3
Sr 2,1 5,7 3,0 8,7 100 55,8+3.3 55,6 +0,8
Cd 2,0 9 2,1 14 100 2,90 + 0,06 2,89 £ 0,07
Hg 8,7 29 15 44 93 0,028 + 0,008 0,030 + 0,003
As 13 29 11 44 103 0,070+ 0,016 0,068 £ 0,012
Se 4,4 29 7,6 44 105 0,123 +0,019 0,117 + 0,009
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V Tabelah 12 in 13 so zbrani rezultati preizkusa ponovljivosti postopka, izraZeni z relativno
standardno deviacijo (RSDy), znotrajlaboratorijske obnovljivosti, izrazeni z relativno
standardno deviacijo (RSDRr), ter referencne vrednosti RSDyerin RSDgrer, 1zra¢unane v skladu
z zahtevami iz Uredbe (EU) st. 836/2011 (283). Poleg tega so podane Se pravilnost,
vsebnosti, ki smo jih dolocili, in certificirane vsebnosti dveh referenénih materialov ERM-

CD 281 in SRM 1570a z izraCunanimi merilnimi negotovostmi (U).

Tabela 14: Rezultati ponovljivosti, obnovljivosti in pravilnosti za travno silazo

Table 14: Results of repeatability, reproducibility and trueness tests for grass silage

Maks. Dolocena vsebnost
razlika Tref RSDr  RSDgrs Pravilnost +U
(mg/kg) (mgke) (%) (%) (%) (mg/kg)

Li 0,144 0,298 8,2 14 100 2,00 + 0,34

Be 0,074 0,302 6,7 14 100 2,00+ 0,27

Ti 9,87 6,86 6,9 8,7 - 55,7+17,7

Ag 0,097 0,319 9,5 14 105 2,11 +£0,40

Ba 3,29 3,29 6,7 10 — 23,5+3,1

Tl 0,083 0,369 6,5 14 104 2,09 +0,27

V Tabeli 14 so zbrani rezultati ponovljivosti postopka za vzorec travne silaze, ki smo jo
izrazili kot razliko med paralelkami, izvedenimi v testu znotrajlaboratorijske obnovljivosti
(r), rezultati znotrajlaboratorijske obnovljivosti, izraZeni z relativno standardno deviacijo
(RSDr), pravilnosti postopka in rezultati izracunane merilne negotovosti (U). Vzorcu travne
silaze smo dodali multielementne delovne standardne raztopine, tako da so vsebnosti

ustrezale 2 mg/kg v krmi.
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5 RAZPRAVA
5.1 VSEBNOSTI ELEMENTOV V VZORCIH SILAZ

Da bi ugotovili, kaksne so vsebnosti elementov v sledovih v travnih in koruznih silazah in
ali se vsebnosti elementov v silazah razlikujejo po regijah v Sloveniji, smo vzorce odvzeli v
pomurski, podravski in savinjski regiji. Shema vzorc¢enja glede na regije je prikazana v
Tabeli 2. Glede na popis kmetijstva, ki se izvaja vsakih deset let in je bil nazadnje izveden
leta 2010 (288), je bilo najve¢ kmetijskih gospodarstev prav v teh treh regijah, in sicer v
podravski nekaj ve¢ kot 12.300, v savinjski nekaj ve¢ kot 11.400 in v pomurski statisticni
regiji skoraj 8.900. V teh treh regijah (od skupno 12 regij) so skupaj gojili kar 42 % vsega
goveda v Sloveniji (288).

V Sloveniji se za siliranje najvec uporabljata travinje in koruza. Ocenjena letna koliCina
pripravljene silaze je 1,5 milijona ton travne silaze in 1,2 milijona ton koruzne silaze. Silaza
se pripravlja Ze vec kot sto let, vendar pa se je siliranje bolj uveljavilo po 1970, ko so stroji
za siliranje in silosi postali dostopnejsi. Uporaba sena za zimsko krmo se je postopoma
zmanjSevala in pridelava silaze se je povecala. V zadnjem Casu je silaza postala pomembna
za krmljenje goveda in 25% slovenskih kmetij silazo za krave molznice zdaj uporablja tudi

poleti (289).

Obseg zivinoreje na kmetijskih gospodarstvih je bil v letu 2010 v povprec¢ju najvecji v
gorenjski regiji (GR), kjer je znasal skoraj devet glav velike zivine na kmetijsko
gospodarstvo (288). To regijo smo izbrali za odvzem obrokov na potencialno
neonesnazenem obmocju. Za potencialno onesnazeno obmocje smo izbrali Mezisko dolino
(MD) =zaradi onesnazenosti okolja kot posledice rudarsko-metalurske dejavnosti v
preteklosti. Obremenjenost okolja z zveplovim dioksidom (SO2) in prahom (posledi¢no tudi
Pb v prahu) se je sicer v zadnjih letith obcutno zmanjSala, ostaja pa problematika
obremenjenosti tal s Pb, Zn in Cd. Na kmetijah v MeziSki dolini prevladuje zivinorejska
dejavnost, od tega govedoreja, predvsem reja krav dojilj in pitanje mladega goveda. Trzna
proizvodnja mleka prevladuje na Sestih kmetijah, nekatere kmetije pa se ukvarjajo tudi z rejo
drobnice in divjadi v oborah (damjaki, jelenjad, mufloni). Doma pridelana voluminozna

krma (mrva, travna silaza) se uporablja za prehrano prezvekovalcev v zimskem ¢asu (290).
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5.1.1 Primerjava vsebnosti elementov v silazah s podatki z drugih obmo¢ij

Rezultati nase Studije o vsebnostih elementov v travnih in koruznih silazah (291) so
primerljivi z vsebnostmi z drugih obmocij. Ker so podatki o raziskavah vsebnosti elementov
v krmi za govedo v znanstveni literaturi pomanjkljivi (3), smo lahko primerjali podatke le
za dolocene elemente in le z obmocij, za katere podatki obstajajo. Rezultate vsebnosti Cu,
Mo, Zn, Mn, Co in Se, ki so zbrani v Tabeli 6, lahko primerjamo le z vsebnostmi v travnih
silazah z Islandije (292) in z vsebnostmi v travnih silazah in pasniskih krmnih rastlinah iz

Irske (262).

Vsebnosti Cu (mg/kg SS) so podobne v slovenski travni silazi (povprecje 8,05; obmocje
5,16—11,1) in v islandski krmi (povprec¢je 8,0; obmocje 4-16), so pa nizje kot v irski travni
silazi (povprecje 10,36; obmocje 2,8-39,7). Povprecne vsebnosti Cu v slovenski in islandski
travni silazi tako ne zadoS¢ajo potrebam (<10 mg/kg SS), zato je priporoc¢ljivo njegovo

rutinsko dodajanje (262).

Mo je dokazan antagonist Cu pri govedu. V vsebnostih Mo (mg/kg SS) v travni silaZzi se
kazejo najvec¢je razlike med Slovenijo (povprecje 1,17; obmocje 0,272-2,92), Islandijo
(povprecje 0,23, obmocje 0,0043-2,37) in Irsko (povprecje 1,48, obmocje 0,1-18,3, n =
1505). Mo povzroca pomanjkanje Cu pri govedu obi¢ajno takrat, ko so vsebnosti v krmi >5
mg/kg SS in/ali pri razmerjih Cu : Mo<3 : 1. Te vsebnosti v travni silazi v Sloveniji in na
Islandiji niso pogoste (291). Klini¢na pomanjkanja Cu, ki jih povzro¢i Mo, so pogosta pri
irski zivini na pasi brez dodajanja druge krme (293). Zelis¢a na irskih pasnikih imajo visje
vsebnosti Mo (povprecje 2,49; obmocje 0,1-52,0; n = 1658) in nizje vsebnosti Cu (povprecje
9,22; obmocje 1,6-23,7; n = 1741) kot vsebnosti v irski travni silazi, vendar pa so vsebnosti
Mo v irski travni silazi pogosto nad 5 mg/kg SS (262). Zaradi nizje vsebnosti Cu in povisane
vsebnosti Mo v irskih zeli§cih in travni silazi se dopolnitev obrokov s Cu v irskih ¢redah

uporablja rutinsko (262). Tudi pri nas so obroki za govedo iz istih razlogov dopolnjeni s Cu.

Vsebnosti Se (ug/kg SS) v slovenski travni silazi (povprecje 65,9; obmocje <32,5-176) se
ujemajo z vsebnostmi, ki so jih prikazali v Nemciji (povprecje 65,3; obmocje <32,5-180)
(294). Obe povprec¢ni vsebnosti sta nekoliko visji kot povprecne vsebnosti Se v slovenski
krmi (50,2), o kateri so poro¢ali Zust in sod. (295), ter precej nizji kot v irski travni silazi

(povprecje 93; obmocje <2 — 232; n = 1507) in v irskih pasnih rastlinah (povprec¢je 93;
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obmocje <1 —250; n = 1459) (262). Povprecne vsebnosti Se (ug/kg SS) v koruzni silazi so
bile Se nizje. V nasem primeru je bila povprecna vsebnost 55,0, v Nem¢iji 28,2 (294) in 38,7,

ki so jo porocali Zust in sod. (295).

Nasi podatki kazejo, da so vsebnosti Se v slovenski travni in koruzni silazi nizke in ne
zadovoljujejo potreb prezvekovalcev (262). Podatki potrjujejo tudi ugotovitve Studije v
Nemciji (294), ki navajajo, da je treba posodobiti preglednice nemske kmetijske druzbe
(DLG). Vecina nasih podatkov in podatkov v Studiji iz Nemcije (294) se giblje med <90 in
130 pg/kg SS, dejansko pa je optimalna priporocljiva vsebnost Se v krmi za govedo visja
(>200 pg/kg SS) (296). 1z teh podatkov sledi, da je treba govedu, ki se krmi s slovensko

voluminozno krmo, Se dodajati.

Povprec¢ne vsebnosti Zn (mg/kg SS) v travni silazi v Sloveniji, na Islandiji in Irskem so 30,6
(obmocje 20,9—77,5), 35 (obmocje 14,1-85,0) in 29,7 (obmocje 10-94). Vsebnosti Zn v
irskih pasniskih rastlinah so bile zelo podobne vsebnostim v irski travni silazi (povprecje
30,8; obmocje 13—84; n = 928). Nekatere vsebnosti so bile v vseh treh drzavah <25 mg/kg
SS, ki je najnizja vsebnost Zn, priporocljive za govedo (262), toda vsi pogoji so bili normalni
in tveganje za pomanjkanje Zn, ki bi izhajalo iz takSne krme, je nizko. Na Irskem so porocali,
da jim ni uspelo potrditi primarnega pomanjkanja Zn pri irskih ¢redah, vendar pa so potrdili
nekaj primerov sekundarnega pomanjkanja Zn, ki je bilo povezano s previsokimi vsebnostmi

Ca v krmi (262).

Povprec¢ne vsebnosti Mn (mg/kg SS) v travni silazi v Sloveniji, na Islandiji in Irskem so 79,0
(obmocje 26,3—159), 125 (obmocje 40-550) in 103,5 (obmocje 2—477). Vsebnosti Mn v
irskih pasniskih rastlinah so 119,8 (obmocje 10—693; n = 1872) (262). Ker so ugotovljene
vsebnosti v vseh primerjanih drzavah precej vi§je od najnizje priporoCene vsebnosti za
govedo (25 mg/kg SS), je tveganje za primarno pomanjkanje Mn pri govedu na teh obmocjih

nizko (262).

Povprec¢ne vsebnosti Co (pug/kg SS) v travni silazi v Sloveniji in na Islandiji so 380 (obmocje
74,7-1645) in 317 (obmocje 41-2010). Te vsebnosti v ve€ini primerov presegajo minimalne
potrebe goveda po Co, ki so 100 pg/kg SS. Tudi povisane vsebnosti Co v vzorcih so odraz

kontaminacije silaze z zemljo (262).
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Razlike med vsebnostmi Co, Al in Fe v travni silazi v primerjavi s koruzno silazo so dokaz
za kontaminacijo z zemljo pri spravilu travne silaze (1, 46, 292, 297). Vsebnost Co (nug/kg
SS) v travni silazi je priblizno devetkrat vi§ja kot v koruzni silazi (povprecje 44,6; mediana
24.,3; obmocje 14,1-150). Vsebnosti Al so obicajno na pasSniku <100 mg/kg, v neugodnih
razmerah pa lahko ravno zaradi kontaminacije z zemljo presezejo tudi 1000 mg/kg.
Vsebnosti Al v zrnju so obi¢ajno 5-68 mg/kg (3). Vsebnosti Al (mg/kg SS) v travni silazi v
Sloveniji (povprecje 857; mediana 480; obmocje 60,7-4204) so bile priblizno 13-krat visje
kot v koruzni silazi (povprec¢je 68,0; mediana 46,0; obmocje 23,0-353) in vsebnosti Fe v
travni silazi (povprecje 744; mediana 468; obmocje 113-3489) priblizno desetkrat visje kot
v koruzni silazi (povprecje 76,9; mediana 58,3; obmocje 45,7-275). Medtem ko govedo,
krmljeno s travno silazo, verjetno ne bi potrebovalo dodatka Co, ga tisto, krmljeno s koruzno
silazo, potrebuje, saj so bile povprecne vrednosti v koruzni silazi <50 % minimalne

priporo¢ene vsebnosti Co v krmi za govedo (100 pg/kg SS) (262).

V nekaterih Studijah (292) so vzorce z vsebnostmi Fe >1000 mg/kg oznacili kot
kontaminirane z zemljo in so jih iz raziskave izkljucili. Med Zetvijo pridelka za seno ali
silazo pogosto zajamejo tudi zemljo in poviSane vsebnosti drugih elementov so lahko
posledica te kontaminacije (46). To bi pojasnilo tudi Siroka obmocja izbranih elementov,
navzocih v analiziranih vzorcih, in razlike med povprec¢jem in mediano. Po naSem mnenju
izkljucitev teh vzorcev iz raziskave ne bi zagotovila celovitega vpogleda v dejansko stanje
glede vsebnosti elementov v silazi, s katero krmijo zivali na slovenskih kmetijah. Na splosno
je v nasi voluminozni krmi dovolj Fe in se v praksi s pomanjkanjem tega elementa ne

srecujejo (297).

Tudi vsebnosti Zn, Cu, Cr, Cd, Pb in As v koruzni silazi smo primerjali z rezultati Studije iz
Wisconsina (6). Vsebnosti Zn (mg/kg SS) v koruzni silazi v Sloveniji (povprecje 23,9;
mediana 23,1; obmocje 13,3-35,9) in v Wisconsinu (povpre¢je 27; mediana 24; obmocje
17-77) so bile podobne, vendar pa je obmocje ugotovljenih vsebnosti v tej raziskavi v
Sloveniji ozje kot v Wisconsinu. Vsebnosti Zn v koruzni silazi so bile v obeh raziskavah

mejne, saj je minimalna priporocljiva vsebnost Zn v krmi za govedo 25 mg/kg SS (262).
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Povprecne vsebnosti Cu (mg/kg SS) v koruzni silazi v Sloveniji (povprecje 5,53; obmocje
4,27-7,53) so bile malenkost visje kot v Wisconsinu (povprecje 4,0; obmocje 2—6.,4).
Vsebnosti Cu v koruzni silazi so bile v obeh raziskavah zelo nizke, saj je minimalna
priporocljiva vsebnost Cu v krmi za govedo 10 mg/kg SS (262). Povprec¢ne vsebnosti Mn
(mg/kg SS) v slovenskih silazah so primerljive tudi z vsebnostmi, objavljenimi v literaturi
(3). Porocane vsebnosti Mn v travni in koruzni silazi so bile 98 in 28, medtem ko so nasi

rezultati nekoliko nizji, 79 v travni silazi in 25 v koruzni silazi.

V nasi raziskavi so ugotovljene povpre¢ne vsebnosti Cr (mg/kg SS) v koruzni silazi
(povprecje 0,412; obmocje 0,194-0,848) le malenkost nizje kot v Wisconsinu (povprecje
0,519; obmocje 0,207—-1,702) (6). Povprecne vsebnosti Cd (ug/kg SS) v slovenskih silazah
(povprecje 62) so primerljive z vsebnostmi v Wisconsinu (povprecje 68). Vendar pa so bile
povprecne vsebnosti Pb (ug/kg SS) v slovenskih silazah (povprecje 146) za polovico nizje
od vsebnosti v Wisconsinu (povprecje 260), povprecne vsebnosti As (nug/kg SS) pa so Se
nizje (53,6 prinas in 201 v Wisconsinu). Povprecne vsebnosti Ni (mg/kg SS) v koruzni silazi
v Sloveniji (povprecje 1,32; obmocje 0,179—15,6) so bile primerljive s povprecjem 1,28, ki

ga navaja Van Paemel s sodelavci (3).

Do zdaj so podatki za vsebnosti elementov v posami¢nih krmilih, ki se Stejejo za
neesencialne za zivali, v literaturi pomanjkljivi. Za Li, B, Sr, in Ag smo nasli naslednje
podatke. Krma je na splosno bogat vir Li, a vrednosti Li se razlikujejo glede na tla, na katerih
se te rastline goji (3). Vsebnosti B v kopenskih rastlinah se gibljejo med 2 in 95 mg/kg.
Poroc¢ane vsebnosti Sr v senu so 9,4 mg/kg, vendar pa ni na voljo podatkov za travno silazo.
Akumulacija Ag v kopenskih rastlinah iz tal je nizka, tudi iz tal, gnojenih s komunalnim
blatom, ki vsebuje Ag. Na splosno kopenske rastline vsebujejo 60 pg/kg Ag. PoroCane
vsebnosti Sn na pasnikih se gibljejo med 0,3 in 0,4 mg/kg. V literaturi ni na voljo podatkov
o vsebnosti V v posamicnih krmilih (3), zato za vse te elemente nasih rezultatov ne moremo

primerjati s podatki iz literature.

Iz navedenega sledi, da je v slovenskih travnih in koruznih silazah dovolj le dveh esencialnih
elementov — Mn in Fe. V obeh vrstah silaz primanjkuje Cu in Se, medtem ko je v koruzni
silazi premalo Zn in Co. Voluminozna krma za govedo ne vsebuje dovolj elementov v
sledovih, prav tako elementi niso v ustreznih razmerjih, zato moramo redno krmiti primerno

izbran MVD v koli¢inah, ki ustrezajo stopnji pomanjkanja posameznega elementa.
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S primerjavo vsebnosti izbranega elementa v travnih in koruznih silazah lahko ugotovimo,
da se lahko razlikujejo tudi do desetkrat. Statisti¢no znacilne razlike med travno in koruzno
silazo so bile ugotovljene za vecino elementov, razen za Ag in Hg. Ti rezultati potrjujejo
naSo drugo hipotezo, da so koncentracije mikro- in ultramikroelementov v krmi odvisne od

vrste in izvora krme.

5.1.2 Primerjava vsebnosti elementov v silazah iz petih izbranih regij

Mediane vsebnosti posameznih elementov v travnih in koruznih silazah v vseh petih

vzorcenih regijah so prikazane na Slikah 8 in 9 v stolpcih v padajo¢em vrstnem redu.

V obeh vrstah silaz so najvisje vsebnosti Al (396-2235 mg/kg SS) in Fe (360-1767 mg/kg
SS), kar kaZze na kontaminacijo vzorcev z zemljo. Izstopajo tudi vsebnosti Zn, Pb in Cd v
vzorcih iz MD, kar smo glede na znano onesnazenost regije s temi elementi pricakovali. V
povpre€ju so mediane vsebnosti teh treh elementov v travni silazi iz MD za 11 % vi§je kot
v silazi iz GR. Se vegje razlike se kaZejo v koruzni silazi, kjer so mediane vsebnosti Zn v
silazi iz MD za 50 %, Cd za 61 % in Pb celo za 90 % visje kot v silazi iz GR. V vsebnostih
Cd in Pb obe regiji zelo odstopata, saj so mediane vsebnosti v travni silazi kar za 80 % vi§je
kot v preostalih regijah. Koruzna silaza v preostalih regijah vsebuje le 6 % vsebnosti Pb in
27 % vsebnosti Cd v silazah iz MD. Ce so bile v prvih treh regijah povpreéne vsebnosti Pb
(ug/kg SS) v koruzni silazi (povprecje 146) za polovico nizje od vsebnosti v Wisconsinu
(povprecje 260) (6), pa so bile v MD (povprecje 5255) kar za 20-krat vi§je. Prav tako so
povprecne vsebnosti Cd (pg/kg SS) (povprecje 499) v MD za sedemkrat vi§je kot v
Wisconsinu (povprecje 68) (6). V primerjavi z literaturo navzgor odstopajo Se vsebnosti za
Ti zaradi kontaminacije z zemljo (ponavadi vsebnosti do 1 mg/kg (222)), Cr v MD in GR
(ponavadi vsebnosti do 500 pg/kg (129)), Co v GR (ponavadi do 1 mg/kg (129)), Be v GR
(ponavadi do 40 pg/kg (88,93)) in Sb v MD (ponavadi do 50 pg/kg (193—-195)).

Presenetljivo visoke so vsebnosti Al, Fe in Co v travnih silazah iz vseh petih regij. Te visoke
vsebnosti kazejo na povecano kontaminacijo travne silaze z zemljo pri spravilu ali pa med
pripravo silosa. Kontaminacija z zemljo pojasnjuje tudi Siroka obmocja vsebnosti izbranih
elementov v analiziranih vzorcih in velike razlike med njihovim povprecjem in mediano.

Tudi poviSane vsebnosti nekaterih drugih elementov so lahko posledica kontaminacije (46).
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Ta problem so opazili tudi v nekaterih drugih $tudijah pri nas in po svetu (1, 46, 292, 297).
Na kontaminacijo silaz z zemljo prav tako kazejo visoke vsebnosti Ti (mg/kg SS) v travni
silazi (povprecje 19,0; mediana 29,5; obmocje 5,89-143) in koruzni silazi (povprecje 4,09;
mediana 4,69; obmocje 2,17—-14,6), saj vzorci rastlin, ki niso kontaminirani z zemljo, glede

na podatke v literaturi povprecno vsebujejo manj kot 1 mg/kg Ti (222).

Primesi zemlje v silazi tudi ob drugace pravilno izvedenih postopkih siliranja povzrocajo
kvarjenje silaze in so za zivali Skodljive. Zemlja v silazo zaide takrat, ko je na obdelovalnih
povrsinah veliko krtin, ko je viSina rezi na kosilnicah ob kosnji nastavljena prenizko in ko
na mokrih povrSinah na trdo zgrabimo v redi. Paziti je treba tudi pri postavljanju silosov. V
koritastih silosih se pri dovoznih povrSinah, onesnazenih z zemljo, ob tla¢enju silosa lahko
s traktorjem navozi zelo veliko zemlje. Skodljive u¢inke primesi zemlje v silaZi se v praksi
hitro opazi. Eden od simptomov je pojav driske pri govedu. Zelo pogosto se lahko pri govedu
pojavi mastitis (tudi do 30 % in ve¢ Zivali v éredi). Skodljive snovi, ki jih zemlja vsebuje ali
povzroca njihov nastanek, in mikroorganizmi v zemlji lahko povzrocijo vnetja mle¢nih Zlez

(297).

5.2  VSEBNOSTI ELEMENTOV V OBROKIH

Da bi ugotovili, kakSne so vsebnosti elementov v sledovih v obrokih za govedo, smo pozimi
2014 na Sestih kmetijah v Meziski dolini (MD) in v gorenjski regiji (GR) vzor¢ili sestavine
obrokov, ki jih na teh kmetijah krmijo. Glavni sestavini vzoréenih obrokov sta v teh dveh
slovenskih regijah prav tako doma pridelani travna in koruzna silaza. Vzorcili smo tudi doma

pridelano seno. Sestava obrokov s posameznih kmetij je zbrana v Tabeli 3.

Na GR so vse kmetije krmile obe vrsti silaz, travno in koruzno, ter seno. Dve kmetiji sta
krmili slamo. Poleg tega so kot posamic¢na krmila uporabljali je¢men, koruzo, pivske tropine
in pSeni¢no moko. Kot dopolnilne krmne meSanice so v Stirih primerih uporabljali K 19,
drugje pa tudi K TOP, K TOP 60, MIX 35, K MIX 35, PROTAMIX, GUSTO MIX,
Energetsko krmilo in Protiketozno krmilo. Obroke so dopolnjevali z MVD-ji: RUMISAL 4,
RUMISAL 4 ekstra, VITAMIX TOP, LACTO PLUS, COMPETIT, PALSEN PILOT,
COMPETIT C, MILKANAL 17. Uporabljali so tudi apnenec, sol in sodo bikarbono.
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V MD so na §tirih kmetijah govedo krmili z obema vrstama silaze, travno in koruzno, na
dveh kmetijah pa samo s travno silazo. Ti dve kmetiji zaradi svoje lege ne moreta pridelovati
koruzne silaze doma. Pet kmetij je krmilo seno in ena kmetija slamo. Kot dopolnilno krmno
mesanico so uporabljali KZ 19, na dveh kmetijah KZ 19 N, KLN, super KZ farmski in K1/A
pelete. Samo na eni kmetiji so kot posami¢no krmilo uporabljali pesne rezance in samo na

eni kmetiji so kot MVD uporabljali SUPER MIX.

Najvecje razlike v medianah vsebnosti med obema regijama so se pokazale za elemente Zn,
Ba, B, Ni, Mo, Li, Pb, Cd, Se. Najbolj se razlikujejo v obrokih vsebnosti Pb (ug/kg SS) v
MD (povprecje 6354; mediana 4076; obmocje 497-20323) in v GR (povpre¢je 1921;
mediana 1231; obmocje 638-5722). Izstopala je razlika v vsebnosti Ba (mg/kg SS) v obrokih
iz MD (povprecje 23,3; mediana 22,0; obmocje 16,3-37,7) in GR (povprecje 14,6; mediana
13,6; obmocje 8,15-23,6) in v vsebnosti Li (ug/kg SS) v obrokih iz MD (povprecje 1063;
mediana 620; obmocje 351-3209) in iz GR (povprec¢je 1223; mediana 1227; obmocje 553—
1869). V obrokih so bile najnizje vsebnosti Hg, Be, Tl, Sb in Ag, ki so za govedo najbolj

toksiéni.

Pokazale so se tudi razlike v medianah vsebnosti esencialnih elementov, ki se v obroke
dodajajo (Zn, Cu, Mn, Fe, Se, Co), saj v GR redno uporabljajo MVD, v MD pa ne. Vsebnosti
Cu (mg/kg SS) v obrokih iz MD (povprecje 9,26; mediana 9,48; obmocje 6,00—13,2) so
prenizke, saj je minimalna priporocljiva vsebnost Cu v krmi za govedo 10 mg/kg SS (262).
Prav tako so v obrokih iz MD prenizke vsebnosti Se (ug/kg SS) (povprecje 80,1; mediana
123; obmocje <32,5-201), saj je optimalna priporocljiva vsebnost Se v krmi za govedo >200
ug/kg (296). Analiza variance v obrokih iz MD in GR je pokazala statisticno znacilne razlike
(»<0,05) za Ba, B in Cd. Vsebnosti Ba (mg/kg SS) v obrokih iz MD (povprec¢je 23,3;
mediana 22,0; obmocje 16,3-37,7) so bile visje kot v obrokih iz GR (povprecje 14,6;
mediana 13,6; obmocje 8,15-23,6). Visje so bile tudi vsebnosti Cd (ug/kg SS) v obrokih iz
MD (povprecje 417; mediana 378; obmocje 273-603) v primerjavi z obroki iz MD
(povprecje 212; mediana 187; obmocje 110-342). V primeru B so bile vsebnosti v obrokih
iz MD (povpre¢je 9,48; mediana 9,11; obmocje 6,84—13,6) prav tako visje kot v GR
(povprecje 7,31; mediana 7,24; obmocje 6,36—8,38).
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5.2.1 Doprinos posameznih sestavin k vsebnosti elementov v obrokih

S tortnimi diagrami na Sliki 10 smo prikazali glavne vire posameznega elementa v obroku
glede na uporabljene sestavine ter v kaksnih delezih so elementi iz posameznih sestavin v
analiziranih obrokih. Spremljali smo doma pridelane travne in koruzne silaze, kot glavni
sestavini obrokov, seno kot doma pridelano sestavino in ostalo, kamor sodijo zita,

dokupljena mocna krmila, koncentrati in MVD.

Glede doprinosov posameznih sestavin k vsebnosti elementov v obrokih se med obema
regijama kazejo precejSne razlike (Slika 10). V MD pri vseh elementih razen pri Se najvecji
delez elementa doprinese travna silaza, pri Sestnajstih elementih sledi koruzna silaza, nato
ostalo in kar pri osemnajstih elementih najman;j seno. Pri sedmih elementih (Mn, Zn, Ti, Sr,
Cu, Ni in Co) ostale sestavine doprinesejo veC kot koruzna silaza. Nasprotno pa v GR
najvecji delez posameznega esencialnega elementa (Mn, Zn, Cu, Mo, Co in Se) in Sr
doprinesejo ostale sestavine, sledita jim travna in koruzna silaza, najman;jsi prispevek pa je

prispevek sena (za enaindvajset elementov, razen za Al, Li, Hg in Ag).

Na prikazanih diagramih je opazna razlika v prispevku ostalih sestavin k esencialnim
elementom (Mn, Zn, Cu, Co, Se) v obrokih med GR (od 42 % do 86 %) in MD (od 22 % do
63 %), saj v prvi regiji redno uporabljajo MVD, v drugi pa ne. Najvi§ja sta doprinosa ostalih
sestavin k vsebnosti Se v obrokih, v GR 86 % in v MD 63%. Ce te deleZe povezemo z
dobljenimi vsebnostmi elementov v mg/kg SS v obrokih, lahko potrdimo, da je dodajanje
MVD v obroke za govedo nujno, da zadovoljimo potrebe zZivali po esencialnih elementih.

Najpomembnejsa elementa, ki jih je treba dodajati, sta Cu in Se.

Zanimalo nas je tudi, kakSen je prispevek dokupljenih sestavin obrokov in MVD k celotni
vsebnosti nezazelenih elementov, kot so Cd, Pb, Hg in As v obrokih. Delezi iz teh virov so
bili pri Cd v GR 16 % in v MD 8 %, pri Pb v GR 4 % in v MD 1 %, pri Hg v GR 14 % in v
MD 0 % in pri As v GR 6 % in v MD 3 %. Nasi rezultati tako ne potrjujejo predvidevanj iz

literature (46), da bi bili mineralno-vitaminski dodatki h krmi bistven vir teh elementov.

Tudi k vsebnostim toksi¢nih elementov Be, T1, Sb in Ag v obrokih najve¢ doprinese travna
silaza. Njen prispevek je v GR med 46 % in 78 %, v MD pa Se vi§ji, med 63 % in 77 %.
Izjema je Hg, h kateremu travna in koruzna silaza v MD prispevata vsaka 50 %, medtem ko

seno in ostalo ne doprinesejo nic¢, saj so bile vse vsebnosti Hg v teh vzorcih pod LOD in
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LOQ. V GR pa k celotni vsebnosti Hg v obrokih prispeva travna silaza 72 %, seno 14 % in

ostale sestavine 14 %.

5.2.2 Ocena obrokov glede na kriterije

Na podlagi rezultatov iz Tabele 10 smo ocenili pomanjkanje esencialnih elementov pri
govedu, ravni posameznih elementov v obrokih in naredili primerjavo z evropsko
dovoljenih vsebnostih elementov, ki se v krmo dodajajo. Za primerjavo rezultatov z
evropsko zakonodajo je doloCene elemente treba preracunati na 12 % vsebnost vlage, za Fe

in Mo pa upostevati rezultate v mg/kg.

Glede na kriterije za pomanjkanje iz Tabele 1 (262) in rezultate iz Tabele 10 primanjkuje Cu
v sedmih obrokih (v treh iz GR in v §tirih iz MD), Se pa v osmih obrokih (v treh iz GR in v
petih iz MD), kar znaSa pri Cu 58 % in pri Se 67 % analiziranih obrokov. Preostalih Sest

elementov (Co, Fe, Mn, Mo, Ni in Zn) je glede na navedene meje v obrokih dovolj.

Simptomi pomanjkanja posameznih elementov ponavadi niso specificni do te mere, da bi
lahko na osnovi klini¢no opaznih znakov sklepali na pomanjkanje dolocenega elementa v
obroku. Kot posledice pomanjkljive oskrbe z elementi so vedno prisotni bolj ali manj
izrazeni simptomi: manjSa konzumacija krme, slabSa rast v obdobju vzreje, zmanjSevanje

mlecnosti, motnje v plodnosti in zmanjSana odpornost zivali proti okuzbam (297).

Nivoji vsebnosti posameznih elementov v obrokih (normalno, visoko, toksi¢no) smo povzeli
po Pulsu (129) in smo jih v Tabeli 10 oznacili z razli¢nimi barvami. Vsebnosti Mn, B, Ni,
V, Hg in Tl v vseh dvanajstih obrokih ne odstopajo od normalnih vsebnosti, podanih v
literaturi (129), vsebnosti Cu in Se pa so tudi po teh kriterijih nizke. V sedmih obrokih (v
treh iz GR in v §tirih iz MD) so nizke vsebnosti Cu, v devetih obrokih pa vsebnosti Se (v
treh iz GR in prav vseh obrokih iz MD). Vsebnosti Zn so nizke v §tirih obrokih (v enem iz
GR in v treh iz MD), saj so normalne vsebnosti 50—100 mg/kg SS (129). Ti rezultati kazejo,

da bi moralo govedo dobivati ustrezne mineralne dodatke.

Visoke vsebnosti v obrokih smo dolo¢ili pri elementih Al, Fe, Ba, Mo in Pb. Vsebnost Al je

bila normalna le v enem obroku, v Sestih obrokih je bila poviSana (50 % obrokov), v petih
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obrokih pa je bila >1200 mg/kg SS, kar naj bi bilo za govedo Ze toksi¢no (129). Stirje obroki
so imeli poviSane vsebnosti Fe in Stirje visoke vsebnosti, kar pomeni, da je imela le ena
tretjina obrokov normalne vsebnosti tega elementa. Visoke vsebnosti Ba smo dolo¢ili v petih
presegala normalne vsebnosti iz (0,1-0,5 mg/kg SS), in sicer od 2,5-krat do 10-krat. Visoko
vsebnost Mo je imel en obrok iz MD (> 5 mg/kg SS), dva pa poviSano. To pomeni, da je bila
vsebnost Mo med 3.5 in 5 mg/kg SS. Stirje obroki so imeli povisane vsebnosti Pb in tirje
visoke vsebnosti, kar pomeni, da je le tretjina obrokov vsebovala <1 mg/kg SS tega elementa
(129). V MD je bila v dveh obrokih povisana vsebnost Cd. PoviSano vsebnost Se in Co smo
dolo¢ili v enem obroku v GR, kar je verjetno posledica nepravilne uporabe MVD. Kriteriji
za vsebnosti Ti, Sr, Li, As, Sn, Be, Sb, Ag v obrokih po Pulsu (129) niso bili doloc¢eni in jih

zato nismo mogli vrednotiti na enak nacin kot ostale.

MTL-je (24) presegajo vsebnosti Al, Fe in Mo. Vsebnost Al presega MTL 1000 mg/kg SS
v petih obrokih (dva iz GR in trije iz MD). V kar osmih obrokih je presezena MTL 500
mg/kg SS za Fe (v petih iz GR in treh iz MD), v enem obroku iz MD pa je presezena MTL
5 mg/kg SS za Mo.

v

oy

dovoljenimi vsebnostmi za elemente, ki se v krmo dodajajo (Zn, Cu, Mn, Fe, Se, Co), z
Uredbo (ES) st. 1831/2003 (111) in njenimi dopolnitvami, smo ugotovili, da te vsebnosti
presega sedem rezultatov za §tiri razlicne elemente. Vsebnosti Zn, Se in Co so bile presezene
v enem obroku iz GR, vsebnosti Pb pa v §tirih obrokih (v enem iz GR in v treh iz MD).
Vsebnost Zn v obroku je bila tako 139 mg/kg namesto dovoljenih 120 mg/kg v krmi z 12 %
vsebnostjo vlage. Vsebnost Se v obroku je bila 1,06 mg/kg namesto dovoljenih 0,5 mg/kg v
krmi z 12 % vsebnostjo vlage in vsebnost Co 1,77 mg/kg, preraCunano na 12 % vsebnost
dovoljeni vsebnosti Pb (meja 5 mg/kg v krmi z 12 % vsebnostjo vlage), saj sta bili vsebnosti
7,18 in 17,9 mg/kg, medtem ko sta dva, z upoStevanjem merilne negotovosti Se ustrezala
temu kriteriju, saj sta bili vsebnosti 5,04 + 0,42 in 5,06 £ 0,42 mg/kg pri krmi z 12 %

vsebnostjo vlage.
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Glede na trenutno veljavno evropsko zakonodajo vsebnosti za Fe niso bile presezene (111).
Za zdaj je v evropski zakonodaji za Fe najvi§ja dovoljena meja 750 mg/kg popolne krmne
mesanice. EFSA (142) je izdala mnenje, da bi bilo treba najvisje dovoljene meje za govedo
znizati na 450 mg/kg v krmi z 12 % vsebnostjo vlage. Velja omeniti, da bi temu pogoju

ustrezalo le pet obrokov, sedem pa bi to mejno vrednost presegalo.

Kriterijev za vsebnosti za Ti, Sr, Li, Sn, Be, Sb, Ag v obrokih v literaturi nismo nasli, smo
pa nasli nekaj podatkov o vsebnostih v rastlinah in jih uporabili za primerjavo, saj so te, kot
je razvidno iz tortnih diagramov, najvecji vir omenjenih elementov v obrokih. Vzorci rastlin,
ki niso kontaminirani z zemljo, v povprecju vsebujejo manj kot 1 mg/kg Ti (222). Vsebnosti
Ti v obrokih (mg/kg SS) so glede na ta podatek v obeh regijah visoke (povprecje v GR 21,4;
povprecje v MD 24,1) in so posledica kontaminacije travne silaze z zemljo. Vsebnosti Sr se
ujemajo s podatki v literaturi, kjer navajajo, da ve¢ina krmnih mesanic vsebuje pod 20 mg/kg
Sr (221). Prav tako vsebnosti Be, Sn, Ag in Sb v obrokih ne odstopajo glede na porocane
vsebnosti v rastlinah in so prenizke, da bi vplivale na Zzivali, ki te rastline jedo. Primerjali
smo jih z naslednjimi podatki iz literature: (a) tipi¢ne vrednosti Be v rastlinah variirajo med
1 in 40 pg/kg (88,93), (b) vsebnosti Sn v pasniskih rastlinah so v obmoc¢ju od 0,3 do 0,4
mg/kg SS in v zitaricah od 5,6 do 7,9 mg/kg SS (23), (c) na splosno so vsebnosti Ag v
kopenskih rastlinah do 60 pg/kg (3), (d) Vsebnosti Sb v rastlinah, ki rastejo na
neonesnazenih tleh se gibljejo med 2 in 50 pg/kg SS (193-195).

V preiskanih obrokih tako primanjkuje Cu in Se, vsebnosti Zn pa so v nekaterih obrokih
nizke. Izbrani elementi so v obrokih iz obeh regij prisotni v Sirokih koncentracijskih
obmocjih in maksimalne vsebnosti so za posamezne elemente v obrokih precej visje od
mediane. Ustreznost oskrbe z elementi s to¢no dolo¢enim obrokom je mogoce le redko
dovolj natan¢no napovedati iz preglednic za elementno sestavo sestavin krme (16). Tako so
analize sestavin obrokov nujno potrebne in le izmerjene koncentracije mikro- in
ultramikroelementov v posami¢nih krmilih nam omogocajo dolo€itev prve ocene ozadja v

krmnih meSanicah, s ¢imer smo potrdili tudi naso tretjo raziskovalno hipotezo.
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5.2.3 Izpostavljenost goveda toksi¢nim elementom

Pri ocenjevanju izpostavljenosti goveda toksicnim elementom v sledovih je pomembno
upostevati, da je izpostavljenost prek prehrane zelo pogojena z govedorejsko prakso in
velikokrat odvisna od uporabe mineralno-vitaminskih dodatkov, zauzitja zemlje ali
onesnazenja krme z zemljo (46). Vsi izbrani elementi vkljucno z esencialnimi postanejo
toksi¢ni za zivali, ko so prisotni v krmi v neustreznih koli¢inah. Glede na verjetnost, da bodo

povzrocili toksikoze, jih lahko razdelimo na tri skupine:

- elementi, pri katerih so toksikoze malo verjetne, saj so vsebnosti v krmi redko
presezene: Al, Sb, Ba, Cr, Co, Li, Mn, Ni, Ag, Sr, Sn, Ti,
- elementi, ki so v posebnih primerih toksi¢ni: As, B, Fe, Zn,

- elementi, pri katerih so toksikoze pogoste: Cd, Cu, Pb, Hg, Mo, Se (24).

V zakonodaji (56) je trenutno najvecja pozornost posvecena Cd, Pb, Hg in As. S prikazom
krmnih obrokov v obliki tortnih diagramov (Slika 10) smo prikazali, kakSen delez prinesejo
dokupljene sestavine obrokov in MVD k celotni vsebnosti Cd, Pb, Hg in As v obrokih. Nasi
rezultati tako ne potrjujejo predvidevanj iz literature (46), da bi uporaba mineralno-

vitaminskih dodatkov bila bistven vir teh elementov.

Moramo se zavedati, da groznjo predstavljajo tudi drugi elementi, kot so Tl, Ag, Sb, Be, ki
so Se bolj toksi¢ni od prej navedenih, njihove koncentracije v okolju pa strmo nara$cajo.
Nasi rezultati kaZejo, da so vsebnosti teh elementov v analiziranih obrokih prenizke, da bi
vplivale na zivali, ki te rastline jedo, vendar pa te elemente lahko Stejemo za tipi¢ne na novo
nastajajoC¢e kontaminante, ki se uvrs¢ajo med resne onesnazevalce za prihodnje generacije.
Zaradi visoke toksic¢nosti celo nizkih koli¢in teh elementov za ljudi in Zivali bo treba okrepiti
pritisk na oblikovanje zakonodaje in dolociti mejne vrednosti v tleh, vodi, rastlinah, zivilih

in krmi (239).

5.3 VPELJAVA IN VALIDACIJA ANALIZNEGA POSTOPKA

Glede na to, da so nekateri elementi v analiziranih vzorcih prisotni v zelo nizkih koli¢inah,

je bila uporaba tako obcutljive tehnike, kot je ICP-MS, v raziskavi nujna. ICP-MS je tudi
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edina tehnika, ki nam omogoca doloCanje vseh izbranih elementov naenkrat. Prednosti
tehnike ICP-MS so, da omogoca multielementno merjenje in z uporabo avtomatskega
vzorcevalnika analiziranje velikega Stevila vzorcev v zelo kratkem Casu. Priprava vzorca je
razmeroma nezahtevna v primerjavi z drugimi tehnikami, ki zahtevajo bolje precisc¢ene
vzorce. Paziti moramo, da celotna vsebnost raztopljenih snovi ne presega 0,1 %. Masni
spektri so razmeroma enostavni. Za vecino elementov lahko dobimo enojno pozitivno nabite
ione atomov z relativno majhno koli¢ino poliatomskih (oksidi in argidi) ali dvojno nabitih
ionov, ki motijo dolo€itev. Obcutljivost je visoka in v vecini primerov je sposobnost

elementa v slepem vzorcu, ki jo lahko dosezejo. Glede na visoko temperaturo plazme lahko

dolo¢amo tudi elemente z visokim ionizacijskim potencialom (274, 275).

Dolocitev vsebnosti elementov v sledovih z uporabo konvencionalnega uvajanja vzorcev (na
primer tekoCega vzorca) terja razgradnjo trdnih vzorcev krme. Razklopno tehniko smo
izbrali na podlagi razli¢nih faktorjev, kot so u¢inkovitost raztapljanja analitov, potencialne
izgube lahkohlapnih elementov in moznosti kontaminacije vzorcev, interferenc, ki jih
povzrocijo reagenti in ucinki matriksa, hitrosti obdelave vzorcev, zahteve po nizkih LOD-
jih in LOQ-jih. Uporabili smo mikrovalovni razklop v zaprtih posodah s HNOs z dodatkom
H»0,, ki je najpogosteje uporabljena tehnika za razkroj vzorcev hrane. Prednosti
mikrovalovnega razklopa so: (a) hitrost razklopa, (b) manj$a moznost kontaminacije in (c)
dobra ponovljivost rezultatov. Pomanjkljivosti te tehnike pa so: (a) velik faktor razredcitve
(posledi¢no visje meje dolocanja), (b) majhne zatehte vzorca, ponavadi manj kot 0,5 g
suhega vzorca, kar poveCa tezave z reprezentativnostjo vzorcev in (c) laboratorijsko
zahteven postopek (272). Razklop vzorcev v zaprtih posodah (ang. closed-vessel digestion)
ima prednost pred razklopom v odprtih posodah (ang. open-vessel digestion): (a) zaradi
poviSane temperature in pritiska v zaprtem sistemu je razklop hitrej$i in omogoca
ucinkovitejsi razklop tezko razgradljivih materialov, (b) Si ostane v raztopini kot silicijeva
kislina, ki jo lahko dolo¢imo z vsako instrumentalno metodo, c) ¢e je sistem zaprt, ne
izgubljamo hlapnih elementov; elementi, kot so As, Sb, Se, B, Cr, Hg, Sn, ostanejo v sistemu
in jih lahko kvantitativno dolo¢imo, (d) poraba reagentov je manjSa, ker ni izparevanja, (€)
kontaminacija iz okolice je mo¢no zmanjSana, (f) ne dodajamo soli za raztapljanje, ki jih v
raztopini za aspiriranje ne sme biti, in (g) uporabljamo kisline z visoko c¢istostjo, kar

omogoca dolocanje elementov v nizjih koncentracijah (298).
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Tip kisline, ki jo uporabimo za razklop, ima pomembne posledice pri merjenju. HNO; je
najbolj zaZelena kislina pri vseh atomskih spektrometri¢nih tehnikah in je za analizo z ICP-
MS najprimernejSa zato, ker povzroa minimalne interference. Kljub ob¢asnemu opaznemu
zaviranju signala v njeni navzoc¢nosti, v praksi pri nobeni od atomskih spektrometri¢nih
tehnik pri koncentracijah do 10 % ne povzroca vecjih analiticnih problemov, dokler je
koncentracija v raztopinah vzorcev in standardnih raztopinah podobna. H>O», ki se dodaja
pri vec¢ini mineralizacijskih postopkov, je prav tako redko vzrok za probleme pri analitiki

(273).

Da bi se izognili nezelenim spektralnim in nespektralnim interferencam med merjenjem,
smo izvedli naslednje ukrepe. Za elemente smo glede na literaturo izbrali naslednje ustrezne
izotope: 'Li, °Be, ''B, ¥’Al, ¥'Ti, >'V, 3Cr, *Mn, 3'Fe, 3°Co, *Ni, %3Cu, ®Zn, %Sr, **Mo,
107Ag, 111Cd, ''8Sn, 12!Sb, 1¥7Ba, 22Hg, 29°T1, 2%*7*8Pb, 3Se in "®As. Tako smo se izognili
spektralnim interferencam, ki bi jih lahko povzroc€ila plazma, in tezek matriks, kot je krma.
Za elementa °Se in "*As smo uporabili kolizijsko reakcijsko celico (CRI) z vodikom. Kjer
je bilo potrebno, smo za izracun vsebnosti uporabili ustrezne korekcijske enacbe. Za
korekcijo nespektralnih interferenc smo uporabili ustrezne interne standarde (°Li, **Sc, !*In,
Y, 1Tb in 2%Bi). Interference, ki jih povzroéa matriks, so tudi drift instrumenta in
zadusitev ali povecanje odzivov. Pomemben vpliv, ki smo ga zaznali pri prvih merjenjih, je
tudi vpliv kisline, ki jo uporabimo za razklop vzorca. Do kislinskega efekta pride, ker imajo
kisle raztopine nekatere fizikalne lastnosti drugacne od vode. Za atomsko spektroskopijo so
najpomembnejSe gostota, viskoznost, povrSinska napetost in hlapnost. Spremembe v
viskoznosti in povrSinski napetosti povzrocijo spremembe pri aspiraciji in razprsevanju
raztopine, medtem ko gostota in hlapnost vplivata na transport raztopine skozi razprsilno
komoro (299). Za zmanjSanje tega efekta moramo zagotoviti podobne koncentracije kisline
v vzorcih in standardnih raztopinah. Tako smo za pripravo standardnih raztopin za
umeritvene krivulje namesto 1 % raztopine HNOs, kot je predlagano v vecini aplikacij,

uporabili 5 % raztopino. S tem smo bistveno zviSali izkoristke metode.

Optimiziran analizni postopek smo validirali z namenom, da z izbranimi statisticnimi
parametri dokazemo njegovo primernost za doloCanje izbranih elementov. V postopku

validacije smo ovrednotili naslednje parametre: linearnost umeritvenih krivulj, LOD in
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LOQ, ponovljivost postopka, znotrajlaboratorijsko obnovljivost, izkoristek, pravilnost in
merilno negotovost. Korelacijski koeficienti (R) za posamezne elemente, ki so podani v
Tabeli 6, se gibljejo od 0,9994 do 1,0000. Dobljene vrednosti ustrezajo kriteriju, da morajo
biti R med 0,9990 in 1,0000, in jih ocenjujemo kot ustrezne. LOD in LOQ ustrezajo
zahtevam Uredbe (EU) §t. 836/2011 (283).

Ponovljivost postopka in znotrajlaboratorijsko obnovljivost smo izraunali v skladu z
zahtevami iz Uredbe (EU) st. 836/2011 (283). Testa (Cochranov in Grubbsov test), ki smo
ju izvedli pred izraCunom danih parametrov, sta izlocila rezultate s preveliko razliko med
rezultati paralelk vzorcev in morebitne ubeznike. Z vsakim od testov smo izloc¢ili po Sest
parov meritev, kar predstavlja 6,1 % vseh meritev. Dobljene vrednosti RSD; in RSDr so v
vseh primerih manjSe od referencnih vrednosti, razen pri RSDr Sb, ki jo nekoliko presega,

vendar jih vse Stejemo za sprejemljive.

Za pravilnost postopka smo uporabili rezultate meritev dveh referencnih materialov, s
katerimi smo pokrili ve€ino elementov v ustreznih obmo¢jih. Za §tiri elemente, kjer ni bilo
ustreznih certificiranih vrednosti, smo pravilnost dolocili iz meritev vzorca travne silaze, ki
smo mu dodali ustrezne dodatke. Za elementa Ti in Ba pravilnosti nismo mogli dolociti, saj
je bila dodana koli¢ina prenizka glede na Ze vsebovano visoko vsebnost teh dveh elementov
(55,7 mg/kg za Ti in 23,5 mg/kg za Ba). 1z tega razloga smo za izracune uporabili vsebnosti
v vzorcu silaze. Z analizo vzorcev travne silaze smo preverili tudi homogenost
pripravljenega vzorca, njen prispevek pa je upoStevan v izraCunu merilne negotovosti za

posamezne elemente.

S primerjavo dobljenih parametrov z zahtevami v ustreznih predpisih smo ugotovili, da je
glede na te karakteristike analizni postopek primeren za dolo¢anje izbranih elementov v
vzorcih krme v koncentracijah, v katerih so prisotni. S tem smo potrdili naSo prvo
raziskovalno hipotezo, da sta izbrani mikrovalovni razklop in uporabljena tehnika ICP-MS

ustrezna za dolo¢anje mikro- in ultramikroelementov v krmi.
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6. SKLEPI

Izbrani mikrovalovni razklop in uporabljena tehnika ICP-MS sta ustrezna za dolo¢anje
mikro- in ultramikroelementov v krmi. Izvedena validacija potrjuje ustreznost vpeljane in

optimirane metode, zato lahko prvo raziskovalno hipotezo potrdimo.

Koncentracije mikro- in ultramikroelementov v krmi so odvisne od vrste in izvora krme. S
primerjavo vsebnosti izbranega elementa v travnih in koruznih silazah lahko ugotovimo, da
se lahko razlikujejo tudi do desetkrat. Statisticno znacilne razlike med travno in koruzno
silazo so bile ugotovljene za vecino elementov, razen za Ag in Hg, zato lahko drugo

raziskovalno hipotezo potrdimo.

Izmerjene koncentracije mikro- in ultramikroelementov v posami¢nih krmilih omogocajo
dolocitev prve ocene ozadja (background levels) v krmnih meSanicah. Analize sestavin
obrokov so nujno potrebne in le izmerjene koncentracije mikro- in ultramikroelementov v
posamic¢nih krmilih nam omogocajo dolocitev prve ocene ozadja v krmnih meSanicah, da
lahko zagotovimo ustrezno oskrbo zivali s temi elementi. Zato lahko tretjo raziskovalno

hipotezo potrdimo.

Izbrani elementi so v travnih in koruznih silazah iz razli¢nih slovenskih regij prisotni v
Sirokih koncentracijskih obmo¢jih in maksimalne vsebnosti so za posamezne elemente
precej viSje od mediane. Ustreznost oskrbe z elementi tako ni mogoce napovedati dovolj
natancno na podlagi reprezentativnih vsebnosti in zato je za ustrezen izracun obrokov

sestavine obrokov predhodno treba analizirati.

V slovenskih travnih in koruznih silazah je dovolj le dveh esencialnih elementov, Mn in Fe.
V obeh vrstah silaz primanjkuje Cu in Se, medtem ko je v koruzni silazi premalo §e Zn in

Co. V voluminozni krmi za govedo elementi v sledovih niso v potrebnih koli¢inah in ne v
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ustreznih razmerjih, zato moramo redno krmiti primerno izbran MVD v koli¢inah, ki

ustrezajo stopnji pomanjkanja posameznega elementa.

Visoke vsebnosti Al, Fe in Co v travni silazi kazejo na povecano kontaminacijo travne silaze
z zemljo. Primesi zemlje v silazi tudi ob pravilno izvedenih postopkih siliranja povzrocajo
kvarjenje silaze in so za Zivali Skodljive. Zemlja se med siliranjem primesa takrat, ko je na
obdelovalnih povrSinah veliko krtin, ko je viSina rezi na kosilnicah ob ko$nji nastavljena
prenizko in ko na mokrih povrSinah na trdo zgrabimo v redi. Paziti je treba tudi pri
postavljanju silosov. V koritastih silosih se pri dovoznih povr$inah, onesnazenih z zemljo,

ob tlacenju silosa lahko s traktorjem navozi zelo veliko zemlje.

V preiskanih obrokih prav tako primanjkuje Cu in Se, vsebnosti Zn pa so v nekaterih nizke.
Simptomi pomanjkanja posameznih elementov ponavadi niso specifi¢ni do te mere, da bi
lahko na osnovi klinicno opaznih znakov sklepali na pomanjkanje doloenega elementa v
obroku. Kot posledice pomanjkljive oskrbe z elementi so vedno prisotni bolj ali manj
izrazeni simptomi: manjSa konzumacija krme, slabsa rast v obdobju vzreje, zmanjSevanje
mlecnosti, motnje v plodnosti in zmanjSana odpornost zivali proti okuzbam. Ko se pojavi
pomanjkanje doloCenega elementa in je zaradi nespecifi¢nih znakov pomanjkanje tezko
opaziti, je stanje zelo tezko popraviti. S primerno izbranimi obroki, ki vsebujejo primerne

MVD-je, je to treba storiti, preden se pojavi pomanjkanje.

Najvecji delez Cd, Pb, Hg in As k celotni vsebnosti v analiziranih obrokih za govedo
doprinese doma pridelana voluminozna krma in ne dokupljene sestavine obrokov in MVD,

kot so predvidevali v literaturi.

Novonastajajoco groznjo predstavljajo elementi, kot so Tl, Ag, Sb, Be, ki so Se bolj toksi¢ni
od v zakonodaji dolo¢enih nezazelenih elementov in njihove koncentracije v okolju strmo

naraS¢ajo. Nasi rezultati kazejo, da so vsebnosti v analiziranih obrokih prenizke, da bi
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vplivale na Zivali, ki te rastline jedo. Glede na podatke iz literature te elemente lahko Stejemo

za tipi¢ne novonastajajoc¢e onesnazevalce in jih bo treba v prihodnosti tudi nadzirati.

Zaradi razli¢nih vsebnosti elementov v sledovih bi bilo treba sestavine obrokov za ustrezen
izradun obrokov predhodno analizirati. Ce so vsebnosti elementov niZje od dejanskih potreb,
se kot rezultat neustreznega dodajanja pojavita pomanjkanje in zmanjSanje ucinkovitosti
proizvodnje. Ce dodane koli¢ine presegajo potrebe, prekomerno dopolnjevanje obrokov
vodi tudi do prekomernega vnosa elementov v okolje prek iztrebkov goveda in do

onesnazevanja okolja.
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7 POVZETEK

Elementi v sledovih so anorganske snovi, ki jih zivali dobijo s krmo in so lahko za njih
esencialni, nujni za rast in zdravje, lahko pa so neesencialni. Podatke o bioloskih vlogah,
metabolizmu in odlaganju teh elementov v zivalskih tkivih, vsebnostih v krmi, potrebah
zivali in ocenah tveganja, se Se vedno zbira. Namen raziskave je bil vpeljati analizne
postopke za dolo€anje izbranih mikro- in ultramikroelementov v krmi in pridobiti podatke o
vsebnostih izbranih elementov v vzorcih silaz in obrokih za govedo. Vzor¢ili smo jih na
kmetijah v razli¢nih slovenskih regijah ter ocenili prehranski vnos teh elementov in
nevarnost pomanjkanja ali prekomernega vnosa pri govedu. Za preucevanje vsebnosti
izbranih elementov v krmi za govedo (Al, As, Ba, Be, Cd, Cr, Co, Cu, B, Fe, Pb, Li, Mn,
Hg, Mo, Ni, Se, Ag, Sr, Sn, Sb, V, TL, Ti in Zn) smo vpeljali in validirali ustrezne analizne
postopke. Zaradi nizkih vsebnosti teh elementov v silazah smo uporabili najsodobnejso
metodo indukcijsko sklopljene plazme z masno detekcijo (ICP-MS). Za pripravo vzorcev
smo uporabili razklop v zaprtem mikrovalovnem sistemu z dusikovo kislino in vodikovim

peroksidom.

V prvem delu Studije smo vzorce travnih in koruznih silaz, odvzetih v treh pomembnih
govedorejskih regijah v Sloveniji, analizirali in dobljene podatke statisti¢no obdelali. Izbrani
elementi so prisotni v obeh vrstah silaze v Sirokih koncentracijskih obmocjih, z izjemo Tl v
koruzni silazi, kjer so vsi rezultati pod mejo doloc¢anja. Statisticno znacilne razlike za travno
in koruzno silazo iz treh razli¢nih regij smo ugotovili za devet elementov. Pri primerjavi
vzorcev travnih in koruznih silaz so se statisticno znacilne razlike pokazale za 23 elementov.
Rezultati Studije kazejo, da bi moralo govedo, hranjeno s slovensko travno in koruzno silazo,
dobivati tudi ustrezne mineralne dodatke. NajpomembnejSa elementa, ki jih je treba dodajati,
sta Cu in Se, govedo, krmljeno s slovensko koruzno silazo, pa bi potrebovalo tudi dodatke

Zn in Co.

V drugem delu Studije smo na 12 kmetijah z dveh obmocij, enega onesnazenega in enega
neonesnazenega, vzorcili sestavine obrokov za govedo. V nekaterih preiskanih obrokih prav
tako primanjkuje Cu in Se, vsebnosti Zn pa so v nekaterih nizke. Dva obroka iz
onesnazenega obmocja presegata najvisjo dovoljeno vsebnost Pb, ki je v skladu z evropsko
zakonodajo 5 mg/kg v krmi z 12 % vsebnostjo vlage. Visoke vsebnosti Al in Fe v doma

pridelani voluminozni krmi kazejo na povec¢ano kontaminacijo krme z zemljo, kar se zgodi
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pri spravilu krme ali pa med pripravo silosa. Analiza variance v obrokih iz obeh regij je
pokazala statisti¢no znacilne razlike za naslednje tri elemente: Ba, B in Cd. Rezultati Studije
obrokov kazejo, da bi moralo govedo dobivati ustrezne mineralne dodatke. Zaradi razli¢nih
vsebnosti elementov v sledovih bi bilo treba sestavine obrokov za ustrezen izra¢un obrokov

predhodno analizirati.
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8 SUMMARY

Trace elements are inorganic constituents of feed. They are either essential (necessary for
the animal growth and health) or non-essential. Data regarding the function, metabolism and
deposition, the content in feed and animal requirements, as well as some parts of risk
assessment, are still needed. The purpose of the study was to introduce the analytical
procedures for the determination of the selected micro- and ultramicroelements in feed.
Further it was intended to obtain information on the content of the selected elements in
samples of silage and ration for cattle, sampled on farms in different Slovenian regions, and
to assess dietary intake of these elements and the risk of lack or excess intake in cattle. To
study the presence of selected elements (Al, As, Ba, Be, Cd, Cr, Co, Cu, B, Fe, Pb, Li, Mn,
Hg, Mo, Ni, Se, Ag, Sr, Sn, Sb, V, Tl, Ti and Zn) in feed for cattle, the appropriate analytical
procedures for their determination were introduced and validated in our laboratory. After
closed-vessel microwave digestion, inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-

MS) was used to analyse samples.

In the first part of the study of grass and maize silage samples from three important cattle-
producing regions of Slovenia were analysed and statistically evaluated. The selected
elements were found in both types of silage in a wide range of concentrations, with the
exception of Tl in maize silage, where all results were below the limit of detection.
Statistically significant differences were found for nine elements in grass and maize silage
from three different regions and for 23 elements when comparing grass silage and maize
silage. The data suggest that cattle fed Slovenian grass silage or maize silage should receive
routine mineral supplementation, of which the most important trace elements needed are Cu

and Se. Cattle fed Slovenian maize silage also should receive supplementary Zn and Co.

In the second part of the study, meal ingredients for cattle on 12 farms from two regions of
Slovenia, one polluted and one unpolluted, were collected and evaluated. The contents of
trace elements Cu and Se in some meals are below the requirements and the contents of Zn
in some meals are low. Two meals from the polluted region exceed the maximum permitted
content of Pb, which is 5 mg/kg of complete feedingstuff with a moisture content of 12 %.
High contents of Al and Fe suggest that are forages physically contaminated with soil.
Statistically significant differences for meal from two regions were found for elements Ba,

B in Cd. The data suggest that cattle should receive routine mineral supplementation. To



K. Pavsi¢ Vrta¢: Elementi v sledovih v krmi na obmocju Slovenije

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija 113

calculate the appropriate meals it would be necessary to analyze the ingredients of meals

previously, due to the different levels of the trace elements in ingredients.
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