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1. UVOD

Mikotoksini (gré. mykes — gljiva, toxicon — otrov) predstavljaju sekundarne produkte
metabolizma sintetizirane od strane razliitih filamentoznih gljiva, medu kojima su i ¢lanovi
roda Claviceps, koji rastu na supstratima biljnog porijekla te Cijih nekoliko vrsta proizvodi
toksi¢ne ergot alkaloide (EA) (Gurikar i sur., 2023; Singh i sur., 2019).

Claviceps purpurea najrasirenija je vrsta na europskim prostorima, zbog ¢ega joj se pridaje
poseban znacéaj u vidu kontaminacije Zita mikotoksinima, spojevima koji su povezani s raznim

zdravstvenim poremecajima u ljudi i zivotinja (Gurikar i sur., 2023; Pleadin i sur., 2022).

Pronadena je u mnogim gospodarski vaznim zitaricama kao $to su raz, pSenica, tritikal,
jeCam, proso i zob. Navedene Zitarice predstavljaju vazan izvor energije i sastavni su dio
prehrane ljudske populacije, uklju€ujuci dojen¢ad, djecu, adolescente i starije osobe, te stoga
moraju odgovarati zakonskim normama i biti zdravstveno sigurne (Pleadin i sur., 2022;

Agriopoulou, 2021).

Eskola i sur. (2020) daju osvrt na Siroko citiranu procjenu Organizacije za poljoprivredu i
hranu (engl. Food and Agriculture Organization, FAQO) koja navodi da je 25 % prehrambenih
usjeva diliem svijeta kontaminirano mikotoksinima (Park i sur., 1999). To¢no podrijetlo i osnova
ove procjene danas su nepoznati, a osim sekundarnih izvora dostupno je malo detalja. Stoga,
pregledom literature vezane uz pojavnost mikotoksina u zitaricama, s naglaskom na izvjesSc¢a
zajednickog stru¢nog odbora za prehrambene aditive (engl. Joint Expert Committee on Food
Additives, JECFA) osnovanog od strane FAO i Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World
Health Organization, WHO), koji provodi opsezne globalne preglede pojave relevantnih i
reguliranih mikotoksina, Eskola i sur. (2020) donose zaklju¢ak da je njihova pojavnost
podcijenjena. lako globalna prevalencija mikotoksina u prehrambenim usjevima uvelike varira
ovisno o brojnim ¢imbenicima, procjenjuje se da se pojavnost detektabilnih mikotoksina penje
sve do 60-80 %, Sto se ne smije zanemariti. Moguce je da klimatske promjene utje€u na veéu
incidenciju kontaminacije, dok se smatra da ¢e to predstavljati jo§ vecu brigu u narednim

godinama.

Europska komisija je 2012. godine preporucila drzavama Clanicama aktivno ukljuCivanje
subjekata u poslovanju s hranom i hranom za Zivotinje te provedbu analiza i pracenje
prisutnosti EA u zitaricama i proizvodima od zitarica namijenjenim za prehranu ljudi i zivotinja.
Arroyo-Manzanares i sur. (2017) navode da je do danas izolirano preko 80 razli¢itih EA,
uglavnom iz vrsta gljivica roda Claviceps, a drzavama ¢lanicama Europske unije preporu¢eno
je da se uzorci analiziraju na prisutnost barem sljedeC¢ih EA i njihovih -inin epimera:

ergokristin/ergokristinin, ergotamin/ergotaminin, ergokriptin/ergokriptinin,



ergometrin/ergometrinin, ergozin/ergozinin, ergokornin/ergokorninin (Preporuka Europske
komisije, 2012).

Cilj ovog istrazivanja bio je validiranom analitiCkom metodom odrediti koncentracije
ukupnih EA u uzorcima zitarica - zobi, jeému, pSenici i kukuruzu, s polja hrvatskih proizvodaca,
kako bi se utvrdila pojavnost ovih toksi¢nih tvari, odnosno razina kontaminacije razli€itih vrsta

zZitarica.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. STRUKTURA | FIZIKALNO-KEMIJSKA SVOJSTVA ERGOT
ALKALOIDA

EA su prirodni spojevi koji sadrze dusik, Cija prisutnost je odgovorna za njihovu alkalnu
prirodu. Ove tvari pripadaju indolnim alkaloidima (Akinboye i sur., 2023; Arroyo-Manzanares i
sur., 2017), izvedenim iz L-triptofana, aromatske aminokiseline koja sadrzi indolni prsten u

svojoj strukturi i sukladno tome omogucava njihovu biosintezu (Bozanovic, 2017).

Vecina EA, prisutnih u prirodi, sastavljeni su od tetraciklickog ergolinskog sustava prstena
(slika 1). Europska komisija uvrstila je u zakonodavstvo 6 najznacajnijih EA i njihovih -inin

epimera, a oni su:

e ergokristin/ergokristinin
e ergotamin/ergotaminin
e ergokriptin/ergokriptinin
e ergometrin/ergometrinin
e ergozin/ergozinin

e ergokornin/ergokorninin (HAH, 2017).

Slika 1. Ergolinski sustav prstena s rasporedom i numeracijom prstena (EFSA, 2012)
Na temelju supstitucija na C-8 atomu, EA podijeljeni su u 4 glavne grupe (HAH, 2017):

o klavin alkaloidi i 6,7-sekoergoleni,
e jednostavni derivati lizergiCne kiseline,
o ergopeptin alkaloidi — ciklol EA,

o ergopeptam alkaloidi — laktam EA.

U vedini prirodnih EA, bez obzira na njihovu pripadnost jednoj od Cetiri podskupine,

struktura prstena obi¢no sadrzi metilaciju na N6, supstituciju na C8 i prisutnost dvostruke veze
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na polozaju C8/C9 (za A®°-ergolene) ili C9/C10 (za A%'°-ergolene), uz asimetri¢ne centre na
C5/C10 ili C5/C8. Vodik na C5 uvijek se nalazi u B-konfiguraciji, dok kod A®°-ergolena vodik
na C10 obi¢no zauzima trans-(a) polozaj prema C5-H. Kod A%'°-ergolena, asimetrini centar
na C8 rezultira dvama epimerima: B-A%'°-ergolenima (oznaceni sufiksom -in) i a-A%0-

izoergolenima (oznaceni sufiksom -inin) (EFSA, 2012).

Cisti EA tvore bezbojne kristale koji se otapaju u organskim otapalima poput acetonitrila
i metanola, kao i u smjesama organskih otapala i pufera. Odredeni EA, osobito oni iz skupine
jednostavnih derivata lizergi¢ne kiseline i ergoklavini, pokazuju topljivost i u vodi. Pri niskim pH
vrijednostima, EA su pozitivno nabijeni, dok su pri neutralnim i visokim pH vrijednostima
neutralni ili nemaju naboj (EFSA, 2012).

Kao indoli, EA bez A®'-dvostruke veze pokazuju karakteristicnu ultraljubi¢astu (UV) -
apsorpciju na 280 nm, dok se A%'%-ergoleni lako otkrivaju putem fluorescencije (Flieger i sur.,
1997). Zabiljezene su valne duljine ekscitacije od 254, 313, 325 ili 366 nm i valne duljine
emisije od 445 nm (Scott, 2007).

A®"-ergoleni su skloni epimerizaciji na atomu C-8, gdje se A%'°-dvostruka veza moze
redistribuirati putem enolizacije, posebno u vodenim otopinama pri niskim ili visokim pH-
vrijednostima (Krska i Crews, 2008). Omijer izvornog EA i njegovog -inin epimera uglavhom
ovisi o prirodi ostataka amida u reakciji. Medutim, ovaj omjer moze varirati ovisno o razli€itim
faktorima kao &to su struktura spojeva, uvjeti skladidtenja, izloZenost svjetlu, metode
ekstrakcije ili analize. Stoga, kvantitativni analitiCki pristup treba obuhvatiti oba C8-epimera

svakog ergopeptida kako bi se osigurala pouzdana analiza (HAH, 2017).

Drzanjem glavnih ergopeptidnih EA C. purpureae (ergozin, ergotamin, ergokornin, a-
ergokristin, ergokristin) u smedim staklenim bocicama pri sobnoj temperaturi, primijeceno je
da su stabilni u kloroformu s obzirom na epimerizaciju i degradaciju. Medutim, kada su testirani
u drugim otapalima ili njihovim mjeSavinama, primije¢ene su razli€ite razine epimerizacije na
C-8 atomu i/ili degradacije pojedinacnih ergopeptid EA. Za ergometrin, jednostavni derivat
lizergi€ne kiseline, primijeceno je da gotovo nije bilo epimerizacije pod testiranim uvjetima
(HAH, 2017).

2.2 POJAVNOST | PRODUCENTI ERGOT ALKALOIDA

2.2.1. Pojavnost ergot alkaloida u hrani i hrani za zivotinje

Produkcija EA varira ovisno o geografskoj regiji, a gljiva Claviceps purpurea primarni je
producent u Europi (Malir i sur., 2023; Gurbuzel i sur.,, 2015). Osim toga, na sintezu ovih
spojeva utjeCe nekoliko Cimbenika, ukljuCujuéi, izmedu ostalog, vrstu gljiva i biljaka,

koncentraciju gljivica, temperaturu, vlaznost i dostupnost hranjivih tvari. Klimatski uvjeti od

4



velikog su znacaja, buduéi da je sinteza EA pogodnija u vlaznom tlu i u uvjetima padalina (de
Sa i sur., 2021; Carbonell-Rozas i sur.,, 2021; Guo i sur., 2016). Ovi toksiCni spojevi
prvenstveno se nalaze u sjemenkama i proizvodima zitarica kao $to su raz, pSenica, jeCam,
tritikal, zob i proso, pri éemu su raz, tritikal i je€am najceSée zahvaceni (Silva i sur., 2023; Diana
i sur., 2012).

Ergot je gljivicna bolest cvatova ili sjemenskih glavica Zitarica i trava gdje umjesto
normalnog zrnja nastaju ergot tijela, kompaktne mase gljivicnog micelija poznate i kao
sklerociji (jednina: sklerocij), u kojima se nalaze EA, a koje karakterizira tamna boja i

polumjesecasti, cjevasti oblik (slika 2 i 3) (Chung, 2021; Guo i sur., 2016).

C. purpurea stvara dvije vrste spora. Spolne spore poznate kao askospore nastaju u
stromama (jednina: stroma; kompaktne mase specijaliziranih vegetativnih hifa) koje nastaju
klijanjem sklerocija, ¢ime zapocinje ciklus bolesti. Tijekom klijanja svaki sklerocij formira 1-60
stroma. Svaka stroma sastoji se od stabljike boje mesa visine 0,5-2,5 cm, ¢iji vrh sadrzi
kuglastu glavicu. Na periferiji svake glavice razvijaju se brojne spolne plodne strukture poznate
kao periteciji (jednina: peritecij), a svaki peritecij sadrzi mnogo vrecastih stanica poznatih kao
aski (jednina: askus). Mejoza (dioba stanica) rezultira s osam dugih, visestani¢nih askospora
u svakom askusu. S druge strane, aseksualne spore poznate kao konidije nastaju nakon
infekcije jajnika billkke domacina askosporama. Obje vrste spora Sire se vjetrom, prskanjem

kise ili kukcima (Wegulo i Carlson, 2011).

Kada se njihovo oslobadanje poklopi s cvjetanjem, askospore slije¢u na cvjetove i inficiraju
jajnike. Po glavi moze biti zarazen jedan ili viSe jajnika. Nekoliko dana nakon infekcije, jajnik je
zamijenjen sivkasto bijelom micelijskom masom (stroma) koja zauzima prostor izmedu listi¢a
(brakteja) cvijeta. Kako stroma raste i razvija se, biljka domacin proizvodi ljepljivu, slatku
izlu€evinu (mednu rosu) koja prekriva stromu. Konidije pupaju sa strome i isplivaju na povrsinu
medne rose koja privlaci insekte. Konidije se tako Sire na druge cvjetove te im zaraze jajnike.
Stadij medne rose traje nekoliko dana, a produljuje ga vlazno i oblacno vrijeme. Ciklus bolesti
je zavrSen kada stroma koja je zamijenila svaki jajnik na glavi sazrije u sklerocij. Sklerocije
padaju na tlo prije ili tjekom Zetve ili su uvedene prilikom sadnje kontaminiranog zrnja, ¢ime

nanovo zapocinje ciklus (slika 2) (Wegulo i Carlson, 2011).
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Slika 2. Ciklus bolesti ergota strnih Zitarica i trava (prema Wegulo i Carlson, 2011)

Tijekom Zetve Zitarica, sjemenki i trava, prisutnost sklerocija moze dovesti do
kontaminacije hrane i hrane za Zivotinje koja se bazira na Zitaricama. Kontaminacija EA
takoder se moze pojaviti i u razli¢itim fazama hranidbenog lanca, uzimajuéi u obzir da se
sklerociji mogu slomiti tijekom transporta ime se olak8ava ulazak ovih spojeva u hranidbeni
lanac (Sun i sur., 2022; Chung, 2021).

U dana$nje vrijeme znatna koli¢ina (do 80 %) (Lenain i sur., 2012) EA u prehrambenim
industrijama se ucinkovito moze eliminirati tehnikama c¢iSéenja i mljevenja kao Sto su
klasiranje, sortiranje i prosijavanje. Ipak, nije mogucée u potpunosti eliminirati njihovu prisutnost,
pa ¢ak ni fungicidima, Sto Cini analiticke metode za njihovo odredivanje visoko znacajnima
(Silva i sur., 2023; Storm i sur., 2008).

2.2.2. Producenti ergot alkaloida

EA uglavnom su proizvod gljiva dvaju redova, Eurotiales i Hypocreales, koji pripadaju
kolienu Ascomycota. Unutar reda Hypocreales, EA su Kkarakteristicni za porodicu
Clavicipitaceae, iako svi ¢lanovi te porodice ne proizvode ove spojeve (Schardl i sur., 2006).
Medu poznatim gljivama koje proizvode EA su Claviceps spp. (Hulvova i sur., 2013; Lorenz i
sur., 2007), Epichloé spp. (ukljuCujuci srodne Neotyphodium spp.), Atkinsonella spp., Balansia
spp., Periglandula spp. i Metarhizium spp. (Gao i sur., 2011; Kozlovsky i sur., 2011). Takoder,
u redu Eurotiales, rodovi Aspergillus (Ge i sur., 2009) i Penicillium (Kozlovsky i sur., 2013) u
porodici Trichocomaceae takoder su poznati po proizvodnji EA. Kasnije je otkriveno da je red

Onygenales, posebno rod Arthroderma (Trichophyton), takoder povezan s proizvodnjom ovih
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spojeva (Wallwey i sur., 2012). Gljive koje proizvode EA obi¢no zauzimaju razliCite ekoloSke
niSe: Claviceps spp. su biljni paraziti i simbionti, dok je Aspergillus fumigatus oportunisticki
patogen sisavaca (Jakubczyk i sur., 2014; Hulvova i sur., 2013; Wallwey i Li, 2012; Gao i sur.,
2011; Schardl i sur., 2006).

IstraZzivanja pokazuju da tri porodice biljaka, Convolvulaceae (Beaulieu i sur., 2013; Markert
i sur., 2008), Poaceae (Schardl i sur., 2013) i Polygalaceae (Scandola i sur., 1994), takoder
proizvode EA. Ranije se vjerovalo da je horizontalni prijenos gena s gljiva na ove biljke tijekom
evolucijskog procesa uzrokovao proizvodnju EA. Medutim, novija istraZivanja sugeriraju da su
gljive koje su asocirane s ovim biljkama vjerojatno same odgovorne za proizvodnju EA. Naime,
kada su ove biljke tretirane fungicidima, dolazilo je do eliminacije povezanih gljivica i
istovremenog gubitka alkaloida iz biljke. Ova simbioza izmedu gljiva i biljaka omoguéuje zastitu
bilike od &tetnika, poboljSava otpornost na sudu i hranjive tvari te potiCe rast, osobito korijena
bilike domacina. S druge strane, gljive imaju koristi od zasti¢ene niSe i ishrane (Jakubczyk i
sur., 2014; Wallwey i Li, 2011; Schardl, 2001). lako se gljivicni simbionti vertikalno prenose
putem sjemena bilike domacina, mehanizam Sirenja gljiva u biljci domacinu jo$ uvijek nije

potpuno razjasnjen (Jakubczyk i sur., 2014; Panaccione i sur., 2014; Schardl i sur., 2013).

Claviceps purpurea je poznata kao ergot gljiva razi i srodnih trava te se smatra najvaznijim
proizvodacem EA. EA u C. purpurea nalaze se u sklerocijima, pri Eemu spektri variraju izmedu
razli¢itih sojeva ove gljive (Lorenz i sur., 2009). Glavni spojevi koje proizvode ukljuuju
ergokristin, ergotamin, ergokornin, a- i B-ergokriptin, ergometrin, ergozin, ergokristinin,
ergotaminin, ergokorninin, a- i B-ergokriptinin, ergometrinin i ergozinin (EFSA, 2012;
Franzmann i sur., 2010). Takoder, C. purpurea je morfolo$ki vrlo varijabilna vrsta, §to se ocituje
u razli¢itim duljinama i oblicima sklerocija, boji puci te veli€ini i obliku konidija (PaZoutova,
2002).



Slika 3. Ergot sklerociji na klasu razi (SeedForward GmbH, 2023)

Drugi vazni Clanovi roda Claviceps ukljuéuju vrste poput C. africana, u Kkojoj je
dihidroergozin glavni EA prisutan u njezinim sklerocijama; C. fusiformis, koja je povezana s
proizvodnjom agroklavina, elimoklavina, hanoklavina, peniklavina i setoklavina, ali ne i derivata
D-lizergiCne kiseline; te C. gigantea, C. paspalii C. hirtella, koji su takoder poznati proizvodaci
klavina. Takoder, sojevi A. fumigatus i Penicillium, uklju€ujuéi P. roqueforti, P. verrucosum i P.
commune, takoder su povezani s proizvodnjom klavina. Aspergillus je poznat po proizvodnji
fumigaklavina A, B i C, dok je Penicillium povezan s proizvodnjom fumigaklavina Ai B, ali ne i

C (Arroyo-Manzanares i sur., 2017).

2.3. BIOSINTEZA | METABOLIZAM ERGOT ALKALOIDA

EA predstavljaju raznoliku skupinu metabolita s vrlo razli€itim strukturama. Unato€ njihovoj
raznolikosti, svi dijele poCetne korake biosinteze, koji ukljucuju formiranje tetraciklickog
ergolinskog prstenastog sustava (slika 1), osim najjednostavnijih triciklickih spojeva kao $to su
6,7-sekoergoleni i 6,7-sekoergolini. Istrazivanje biosinteze EA provodi se ve¢ mnogo godina,
te je vecina biosintetskih puteva razjasnjena jo§ od 1950-ih. Medutim, neki koraci u tom

procesu i dalje ostaju nedovoljno razjasnjeni (Arroyo-Manzanares i sur., 2017).

2.3.1. Stvaranje ergolinskog prstena

Biosinteza ergolinskog prstena zapoc€inje prenilacijom L-triptofana na polozaju C4 s
dimetilalil difosfatom (DMAPP) kao prenil donorom (slika 4). Ovu kljuénu reakciju katalizira
enzim preniltransferaza-4-dimetilaliltriptofan sintaza (DMATS), poznat i kao FgaPT2 u A.
fumigatus, Sto rezultira stvaranjem 4-L-dimetilaliltriptofana (DMAT). Formiranje DMAT-a

osigurava osnovnu strukturu ergolinskog prstenastog sustava. Nakon tog pocCetnog koraka,
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daljnji enzimski koraci uglavnom uklju€uju modifikacije i preraspodjele koje dovode do
formiranja prstenova C i D. Sljedec¢i korak ukljuéuje N-metilaciju amino duSika DMAT-a u
prisustvu S-adenozilmetionina (AdoMet), kataliziranu enzimom 4-dimetilaliltriptofan N-
metiltransferazom EasF (poznatom kao FgaMT u A. fumigatus). Kao rezultat, formira se 4-
dimetilalil-L-abrin (4-DMA-L-abrin) (Arroyo-Manzanares i sur., 2017).

Hanoklavin-I je bio sljedeci identificirani intermedijer pronaden u biosintezi EA. Njegovo
nakupljanje primije¢eno je u mnogim producentima EA, ponekad u relativno visokim
koncentracijama. Hanoklavin-l se dobiva dekarboksilacijom i zatvaranjem prstena C. Ovaj
korak obuhvaéa najmanje tri reakcije: dekarboksilaciju, ciklizaciju i hidroksilaciju. Za ove
reakcije su odgovorni enzimi flavin adenin dinukleotid (FAD) ovisne oksidoreduktaze poput
EaskE (poznatog i kao ccsA i FgaOx1 u A. fumigatus) i katalaze poput EasC (poznate i kao

FgaCat u A. fumigatus) (Arroyo-Manzanares i sur., 2017).

Nakon toga slijedi oksidacija hidroksilne skupine hanoklavina-l kako bi se dobio aldehid.
Ovu kljuénu reakciju katalizira kratkolan€ana dehidrogenaza/reduktaza (SDR) EasD (poznata
i kao FgaDH u A. fumigatus). Hanoklavin-l aldehid predstavlja posljedniji zajednicki intermedijer
i to¢ku grananja biosintetskog puta u nekoliko gljiva za proizvodnju agroklavina i festuklavina
(kao i njegovog 8S-stereocizomera, piroklavina). Agroklavin obi¢no je kljuéni intermedijer u
stvaranju sloZenijih EA u gljivama iz porodice Clavicipitaceae, dok su festuklavin i piroklavin
supstrati u gljivama iz porodice Trichocomaceae. ToCku grananja uglavnom kontrolira ,stari
Zuti enzim® EasA (poznat i kao FgaOx3 kod A. fumigatus i FgaOx3pc kod P. commune), a
divergencija izmedu gljiva ovisi o aktivnostima razli€itih verzija ovog enzima. Verzija EasA
(FgaOx3) koja se nalazi u A. fumigatus reducira C8-C9 dvostruku vezu u hanoklavin-I aldehidu,
tvoreci ciklizirani iminijski intermedijer u formiranju prstena D. S druge strane, verzije EasA
koje se nalaze u vecini producenata EA, u porodici Clavicipitaceae, ne reduciraju trajno
dvostruku vezu; umjesto toga, ti enzimi potiCu izomerizaciju oko dvostruke veze. Konacno, za
stvaranje agroklavina u porodici Clavicipitaceae ili festuklavina (i njegovog 8S-stereoizomera
piroklavina) u porodici Trichocomaceae, enzim EasG (poznat i kao FgaFS u A. fumigatus i
FgaFSpc u P. commune) potreban je za redukciju iminijevog iona. Stovise, verzije EasG
pronadene u A. fumigatusu i P. commune razlikuju se po udjelu stereoizomera (festuklavin i
piroklavin). Stvaranje festuklavina bilo je zna€ajno vece kod A. fumigatusa, dok je P. commune

proizvodio vecu koncentraciju piroklavina (Arroyo-Manzanares i sur., 2017).

Daljnja istrazivanja su pokazala da EasA nije bio neophodan za pretvorbu hanoklavin-I
aldehida u agroklavin u C. purpurea, barem u in vitro eksperimentima, dok je EasG bio dovoljan
za stvaranje agroklavina putem neenzimatskog adukta s reduciranim glutationom (Arroyo-

Manzanares i sur., 2017).
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Slika 4. Formiranje ergolinskog prstena (prema Arroyo-Manzanares i sur., 2017)

2.3.2. Toksikokinetika ergot alkaloida

Oralni unos EA obi¢no je povezan s loSom apsorpcijom zbog ekstenzivhog metabolizma
prilikom prvog prolaza kroz jetru. Apsorpcija ergotamina u gastrointestinalnom traktu nakon
oralnog unosa je nepredvidiva, nepotpuna i spora, s oko 60 % apsorpcije. Najveca
koncentracija u plazmi obi¢no se postiZze izmedu 1 i 2,7 sati nakon oralnog unosa. S druge
strane, ergometrin se brzo apsorbira nakon oralnog unosa. Kod prezivaca je primije¢eno da
se vecina apsorpcije odvija u predzelucu, s razli¢itim stupnjem ucinkovitosti ovisno o vrsti EA
(jednostavni EA lizergiCne kiseline se ucinkovitije apsorbiraju od ergopeptid alkaloida) (HAH,
2017).

Nakon apsorpcije, EA se brzo distribuiraju po tijelu, pri €emu se poluraspad znatno razlikuje
od osobe do osobe. Ipak, ciljna mjesta distribucije unutar tijela su joS uvijek slabo istrazena.
Jedna studija je pokazala vecu radioaktivnost u jetri, plu¢éima, bubrezima i srcu nego u krvi,
dva sata nakon unosa EA (Kalberer, 1970). Nadalje, u in vitro istrazivanju tri EAi njihovi epimeri
[ergometrin(in), ergotamin(in) i ergokristin(in)] pokazali su potencijal za prelazak krvno-
mozdane barijere. Za domace zivotinje postoje dokazi koji sugeriraju da se ergopeptini mogu

taloziti u manjoj mjeri u masnom tkivu (HAH, 2017).

Za metabolizam EA postoji malo podataka, ¢ak i za one koji se koriste u medicinske svrhe.

Procjenjuje se da se nakon oralnog unosa vise od 90 % apsorbiranog ergotamina izlaze
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metabolizmu prvog prolaza. Nedavne studije su pokazale da su EA podlozZni oksidativnim
metabolickim putevima, Cesto katalizirani citokromom P450 3A4, uz konjugaciju do
glukuronske kiseline. Kod preziva¢a, mikroflora u predzelucu moze imati razliCite uloge u
metabolizmu EA. S jedne strane, fermentacija u predzelucu moze osloboditi EA iz biljnog tkiva
i tako povecati njihovu ukupnu dostupnost za apsorpciju. S druge strane, mikroflora predzeluca

ucCinkovito razgraduje ergopeptine u lizergicnu kiselinu (EFSA, 2012).

Nakon Sto se EA metaboliziraju u jetri, njihovo izluCivanje putem Zuci postaje glavni put
eliminacije ergotamina i njegovih metabolita. Medutim, kod prezivaca se primjecuje drugacija

toksikokinetika jer se vecina EA izlu€uje putem mokraée (HAH, 2017).

2.4. MEHANIZAM DJELOVANJA ERGOT ALKALOIDA

Toksi¢nost EA dobro je poznata obzirom da je kroz povijest bilo zabiljeZzeno nekoliko
epidemija trovanja ljudi uslijied konzumacije zarazenih zitarica. S druge strane, dobro su
poznati i pozitivni u€inci po zdravlje ljudi, znajuc¢i da su se u proSlosti koristili medicinski
preparati od sklerocija C. purpreae kod poroda, lijjeCenja migrene i poremecaja ziv€anog
sustava. U meduvremenu su ove preparate zamijenili lijekovi od izoliranih EA zbog bolje
standardizacije, ali i zbog toga Sto se uo€ilo da nema smisla unositi ,koktel* EA jer imaju
razliCite farmakoloSke ucinke (HAH, 2017).

Opéenito gledajuci, djelovanje EA je isto kao i vecine drugih lijekova; oni su ligandi koji se
vezu za odredene receptore, konkretno za adrenergi¢ke, serotonergiCke i dopaminergicke
receptore (EFSA, 2012). Drugim rijeCima, utjeCu na uloge koje hormoni adrenalin, serotonin i
dopamin imaju u organizmu. Receptori su pak makromolekule ukljuene u kemijsko
signaliziranje unutar i izmedu stanica, a aktivirani receptori izravno ili posredno nadziru
biokemijske procese u stanicama. Kada se neka molekula veze za receptor te ga na taj nacin
aktivira ili inaktivira, naziva se ligand. Svaki ligand se moze vezati s nizom receptorskih
podvrsta, odnosno malo koji je apsolutno specifican i selektivan za odredeni receptor. Zbog
strukturalnih razlika izmedu EA te adrenalina, serotonina i dopamina, EA opcenito pokazuju
nisku razinu specificnosti, odnosno selektivnosti s obzirom na prethodno spomenute
neuroreceptore i, zavisno o pojedinacnoj strukturi, mogu pokazati slozeno ponasanje kao tzv.
receptorski agonisti, parcijalni agonisti ili antagonisti. Tvari koje su agonisti se vezu za
odredene receptore te na taj nacin potiCu receptore da proizvode bioloSke odgovore. Parcijalni
agonisti se takoder vezu i aktiviraju odredene receptore, ali imaju samo parcijalnu efikasnost
u odnosu na pune agoniste. Antagonisti s druge pak strane blokiraju odgovor uzrokovan
agonistima pa ih se jo$ naziva i blokatorima. Osim toga, velika heterogenost adrenergickih,

serotonergickih i dopaminergickih receptora te raspodjela razli€itih vrsta i podvrsta receptora
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u razli¢itim tkivima, rezultira sa sloZenom kombinacijom biolodkih odgovora, u skladu sa

specificnim profilom svakog pojedinog EA (EFSA, 2012).

2.5. TOKSICNI UCINCI U ORGANIZMU

Ergotizam, poznat i kao ergotoksikoza ili trovanje ergotom, stanje je uzrokovano
konzumiranjem hrane kontaminirane znacajnom koli€¢inom EA. Obi¢no se o ituje simptomima
poput glavobolje, povracanja, proljeva i gangrene ekstremiteta, $to se tradicionalno pripisuje
unoS$enju alkaloida koje, kao §to je u prethodnim poglavljima opisano, proizvodi najéesce gljiva
Claviceps purpurea, koja inficira raz i druge Zitarice. Nedavno su sliéni simptomi povezani s

uporabom lijekova na bazi ergolina (Gupta, 2018).

2.5.1. Akutna toksi¢nost

Nakon oralnog unosa malih koli€¢ina EA, pojedinci mogu dozZivjeti akutne simptome
uklju€ujuéi povracanje, gréeve, glavobolje i kardiovaskularne probleme poput hipertenzije ili
sr€ane aritmije. MoZe doci i do disfunkcije srediSnjeg Ziv€anog sustava. Dokazano je da ¢ak i
male koli¢ine unosa uzrokuju kontrakcije maternice, sto potencijalno dovodi do krvarenja
maternice i pobacaja. U slu€ajevima ingestije u velikim koli¢inama, akutni toksi¢ni u€inci mogu
se ocitovati kao poremecaiji cirkulacije zbog vazokonstrikcije krvnih Zila, posebno zahvacajuci
sr€ani misi¢, bubrege i ekstremitete. Ovi simptomi mogu biti popraéeni halucinacijama,
gréevima, slabljenjem osjeta i paralizom, a u teskim slu€ajevima respiratorni ili sréani zastoj
moze dovesti do smrti (BfR, 2010).

Postoje dva glavna tipa ergotizma, gangrenozni i konvulzivni. Gangrenozni oblik uzrokovan
je jakim vazokonstrikcijskim svojstvima nekih EA, §to rezultira ograni€enjem dotoka krvi u
dijelove tijela (ishemija). U konvulzivhom obliku trnci su praceni neurotoksi¢nim simptomima
kao sto su halucinacije, delirij i napadaiji epilepti¢nog tipa. Pretpostavlja se da bi nedostatak
vitamina A zajedno s visokom koncentracijom EA mogao biti uzrocni ¢imbenik koji izaziva
konvulzivni ergotizam. Dodatni simptomi ergotizma bili su letargija ili depresija (Arroyo-
Manzanares i sur., 2017; EFSA, 2012).

Sto se ti6e Zivotinja, sve su osjetljive na ergot, ali goveda su éesto najvise pogodena. Kod
goveda ergotizam prvenstveno zahvaca ekstremitete, Sto Cesto dovodi do gubitka vrhova usiju
i repa. Ovisno o razini ingestije, takoder mozZe zahvatiti stopala i noge, $to dovodi do hromosti
s mogucim oticanjem skocCnih zglobova, a u teskim slu€ajevima i do gubitka kopita. Promjene
u protoku krvi mogu utjecati na termoregulaciju, uzrokujuéi intoleranciju na toplinu. Oboljela
goveda mogu pokazivati simptome kao $to su gruba dlaka, gubitak tjelesne tezine i provesti

dulja razdoblja stojeci u vodi ili traze¢i hlad ako je dostupan (Gupta, 2018).
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Buduci da EA djeluju na nekoliko neurotransmiterskih receptora, posebno na adrenergicke,
dopaminergiCke i serotonergicke receptore, EFSA (2012) je neurotoksi¢nost smatrala glavnim
akutnim uc€inkom sa simptomima kao $to su nemir, mioza ili midrijaza (kontrakcija i Sirenje

zZjenica), miSi¢na slabost, tremor i ukoCenost u sisavaca.

2.5.2. Kroni¢na toksi¢nost

Dugotrajna ingestija umjerenih koli¢ina EA moze negativno utjecati na reprodukciju,
potencijalno izazivajuéi pobacaje, smanjenje porodajne tezine i ometanje laktacije. Kroni¢no
oralno unoSenje velikih koli¢ina EA u organizam moze dovesti do simptoma sli¢nih onima koji
se opazaju kod akutnog unoSenja velikih koli€ina EA. Ova zapazanja proizlaze iz Stetnih
ucinaka uoCenih kada su se odredeni EA Koristili kao aktivni sastojci u lijekovima ili kada su se
pojedinci razboljeli nakon konzumiranja proizvoda od Zitarica koji su bili kontaminirani s EA
(BfR, 2010).

Korn i sur. (2014) u svojoj studiji prijavili su spontanu alopeciju, erozije, kraste i nekrozu,
posebno u podruéju repa u kunica, iskljuivo kod mladih kuni¢a u dobi od 113 +£20 dana
hranjenih sijenom i komercijalnom peletiranom hranom. Rezultati studije pokazali su da su EA
mozZzda bili uzrok nekroze repa. Imunotestovi na uzorcima krvi pokazali su srednju i maksimalnu
koncentraciju EA od 410 ug/kg odnosno 1700 pg/kg. Osim toga, EA su otkriveni u izmetu
oboljelih kuni¢a u razinama do 200 ug/kg. Prosjeéni i maksimalni unos ukupnih EA hranom
iznosio je 17 odnosno 71 pg/kg tjelesne tezine. Drugi toksini takoder su otkriveni u hrani za

zivotinje, ali u razinama koje, prema autorima, ne objadnjavaju uocene ucinke.

Ponovljeno doziranje s razli¢itim EA rezultiralo je ishemijom, osobito u ekstremitetima (npr.
repovima) Stakora, smanjenim prirastom tjelesne teZine i promjenama u razinama nekih
hormona. Gangrena repa opazena je kod Stakora 5-7 dana nakon jedne intraperitonealne
izloZzenost ergotoksinu (smjesa koja uklju€uje ergokornin, a- i B-ergokriptin i ergokristin) od 25
mg/kg tjelesne tezine (Griffith i sur., 1978). Studije ponovljenih doza na Stakorima nisu
pokazale vecu kvantitativhu razliku u toksi¢nosti ergotamina, ergometrina i a-ergokriptina, s
razinama bez opazenih Stetnih u€inaka (NOAEL) u podrucju od 0,22 - 0,60 mg/kg tjelesne
mase dnevno (EFSA, 2012).

Trenutno nema dostupnih podataka o kroni¢noj toksi¢nosti EA uzrokovanom izloZzenosc¢u
ljudi kontaminiranoj hrani. Medutim, dostupne su ograni¢ene informacije o uporabi lijekova koji
sadrze ergot. Studije slu¢aja o dugotrajnoj primjeni EA lijekova za migrenske glavobolje
prijavile su jaku klaudikaciju donjih ekstremiteta (bol u udovima) zbog kroni¢ne arterijske
insuficijencije (Bogun i sur., 2011; Frohlich i sur., 2010; Silberstein i McCrory, 2003; Garcia i

sur., 2000). U svim slu€ajevima lije€enje je prekinuto, a pacijenti su takoder zamoljeni da
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prestanu koristiti kofein i cigarete. Za uspjeSno poniStavanje simptoma koriStena je

antitrombocitna terapija.

2.5.3. Toksikodinamika ergot alkaloida

Toksi¢ni ucinci EA opsezno su proucavani, posebno u pogledu njihovih bioloskih ucinaka,
i to ne samo vezano uz njihove interakcije s receptorima. Studije akutne toksi¢nosti u in vivo
otkrile su razli€ite vrijednosti LDsg (smrtonosna doza, 50 %) ovisno o ¢imbenicima kao $to su
zivotinjska vrsta, nacin primjene i specifi¢ni EA (Arroyo-Manzanares i sur., 2017). Griffith i sur.
(1978) izvijestili su o rasponu vrijednosti LDsp (od 0,9 do 275 mg/kg tjelesne tezine) za razliCite
prirodne i polusintetske EA primijenjene subkutanim ili oralnim putem kod miSeva, Stakora i

0,9 do 3,2 mg/kg tjelesne mase.

Dostupni su ogranieni podaci za pokuse in vitro vezane uz toksi¢ne ucinke pojedinih EA
na humanim kulturama stanica (Mulac i Humpf, 2011). Veéina dostupnih podataka odnosi se
na analize interakcija receptora provedene na stanicama s prekomjernom ekspresijom
dopamina ili tumorskim stanicama (Larson i sur., 1999; Larson i sur., 1995). Dodatni pokusi
pokazali su razliCite toksiCne potencijale peptidnih EA u odnosu na alkaloide amida lizergi¢ne
kiseline, §to sugerira da je citotoksi¢nost EA u ljudskim stani¢nim linijama ovisna o specificnom
tipu alkaloida (Oda i sur., 2008).

2.6. ZAKONSKA REGULATIVA UNUTAR EUROPSKE UNIJE

Panel struénjaka Europske agencije za sigurnost hrane (engl. European Food Safety
Authority, EFSA) utvrdio je grupnu akutnu referentnu dozu od 1 ug/kg tjelesne mase i grupno
prihvatljivi dnevni unos za ukupne EA od 0,6 ug/kg tjelesne tezine. Zaklju€ili su da, iako
dostupna znanstvena literatura 0 EA ne sugerira razloge za zabrinutost kod bilo koje
podskupine stanovnistva, nije moguce iskljuciti i moguéi nepoznati utjecaj drugih izvora hrane
(Uredba Europske komisije, 2021).

Od 25. travnja 2023. godine na snagu je stupila Uredba Komisije (EU) 2023/915 o najveéim
dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani te je time Uredba (EZ) br. 1881/2006
stavljena izvan snage. Ujedno, od svibnja 2002. vazeca je Direktiva 2002/32/EZ Europskog

parlamenta i Vije¢a, koja govori 0 nepozeljnim tvarima u hrani za zivotinje, uklju€ujuéi EA.

2.6.1. Zakonska regulativa za hranu

U prilogu I., unutar Uredbe Komisije (EU) 2023/915, propisane su najvece dopustene
koli¢ine za mikotoksine u hrani, medu kojima su i alkaloidi glavice razi, odnosno EA (izrazeno
u Jg/kg). Pojam glavice razi odnosi se na gljivine strukture vrste Claviceps purpurea. Najvecéa

dopustena koli€¢ina EA u hrani (tablica 1) vodi se kao donja granica zbroja
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ergokornina/ergokorninina; ergokristina/ergokristinina; ergokriptina/ergokriptinina (oblik a i B);

ergometrina/ergometrinina; ergozina/ergozinina; ergotamina/ergotaminina.

Tablica 1. Prikaz najvecih dopustenih koli¢ina ergot alkaloida u razli¢itim proizvodima od
zitarica (Uredba Europske komisije, 2023)

Mikotoksini
1.8.2. Alkaloidi glavice razi Najvecéa dopustena koli¢ina Napomene
(Mg/kg)

Donja granica zbroja Za alkaloide glavice raZi,
ergokornina/ergokorninina; najvece dopustene kolicine
ergokristina/ergokristinina; odnose

ergokriptina/ergokriptinina (oblik a i se na donje granice
B); ergometrina/ergometrinina; koncentracije, koje se
ergozina/ergozinina; izracunavaju pod
ergotamina/ergotaminina. pretpostavkom da su sve
vrijednosti ispod granice
kvantifikacije jednake nuli.
1.8.2.1. Proizvodi meljave je€ma, 100
pSenice, pira i zobi (s 50 od 1. srpnja 2024.
udjelom pepela manjim od
900 mg/100 g suhe tvari)
1.8.2.2. Proizvodi meljave jeCma, 150
pSenice, pira i zobi (s
udjelom pepela jednakim ili
veéim od 900 mg/100 g suhe
tvari)
Zrna je€ma, pSenice, pira i
zobi koja se stavljaju na
trziSte za krajnjeg potroSaca
1.8.2.3. Proizvodi meljave razi 500
250 od 1. srpnja 2024.
Raz koja se stavlja na trziste
za krajnjeg potroSaca
1.8.2.4. PsSenicni gluten 400
1.8.2.5. Preradena hrana na bazi 20 Najveca dopustena koli€ina

zitarica za dojencad i malu
djecu (3)

primjenjuje se na proizvod

kako je stavljen na trziste.

(%) Hrana kako je definirana u &lanku 2. Uredbe (EU) br. 609/2013 Europskog parlamenta i Vijeéa od
12. lipnja 2013. o hrani za dojen€ad i malu djecu, hrani za posebne medicinske potrebe i zamjeni za
cjelodnevnu prehranu pri redukcijskoj dijeti.
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2.6.2. Zakonska regulativa za hranu za Zivotinje

Direktiva 2002/32/EZ Europskog parlamenta i VijeCa obraduje nepoZeljne tvari u
proizvodima koji su namijenjeni hranidbi Zivotinja. Unutar ove Direktive, najve¢a dopustena
koli¢ina alkaloida glavice raZi (Claviceps purpurea), koja se odnosi na Zitarice s udjelom viage
od 12 %, iznosi 1000 mg/kg (ppm). Navedeno vrijedi za svu hranu za Zivotinje koja sadrzi

nemljevene zitarice (Direktiva Europskog parlamenta i Vije¢a, 2002).

2.7. ANALITICKE METODE ZA ODREDIVANJE PRISUTNOSTI ERGOT
ALKALOIDA

Odredivanje EA ima izuzetnu vaznost zbog njihove rasprostranjenosti u zitaricama i
sjemenkama te mogucih zdravstvenih rizika koje njihov unos moZze uzrokovati. Medutim, zbog
velikog broja razli¢itih namirnica, raznolikosti spojeva i njihovih koncentracija, izazovno je
precizno odrediti koncentracije EA u svakoj pojedinoj vrsti uzoraka (Carbonell-Rozas i sur.,
2022). To rezultira potrebom za ucinkovitom i osjetljivom metodom analize koja omogucuije
odredivanje i kvantifikaciju ovih spojeva, ispod zakonom propisanih granica (Silva i sur., 2023;
Cigi¢ i Prosen, 2009).

Kako bi se osiguralo praéenje i kontrola ovih mikotoksina u sjemenkama i prehrambenim
proizvodima od Zitarica, tijekom posljednjeg desetljec¢a razvijene su brojne analitiCke tehnike.
Proces odredivanja obi¢no ukljuCuje nekoliko koraka, pocCevsi od uzorkovanja, ekstrakcije
analita, €iS¢enja uzoraka, pa sve do detekcije i kvantifikacije EA i njihovih epimernih oblika
(Crews, 2015).

Postoje razne metode koje se koriste za odredivanje EA, a neke od njih su: tekucinska
kromatografija (engl. liquid chromatography, LC), ELISA (engl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) imunoenzimska metoda, kapilarna elektroforeza (engl. capillary
electrophoresis, CE), plinska kromatografija (engl. gas chromatography, GC) i tankoslojna
kromatografija (engl. thin-layer chromatography, TLC) (Carbonell-Rozas i sur., 2021; Guo i
sur., 2016). Tekucinska kromatografija moze biti povezana s razliitim detektorima, poput
ultraljubiastog (engl. ultraviolet, UV) zracenja, detektora fluorescencije, detektora rasprdenja
evaporativhog svjetla i masenom spektrometrijom, dok je plinska kromatografija obi¢no
povezana s detekcijom uhvacenih elektrona (Silva i sur., 2023; de Sa i sur., 2021; Versilovskis
i sur., 2020; Guo i sur., 2016).

Kromatografske metode bazirane su na odvajanju komponenti ovisno o njihovom afinitetu
prema mobilnoj ili stacionarnoj fazi. Zbog razli€itih afiniteta dolazi i do razli¢itog kretanja
komponenti u koloni, §to rezultira razdvajanjem komponenti (Ulger i sur., 2020). Ovom

metodom moguce je pojedinacno odrediti glavne EA i njihov zbroj kako bi se dobio ukupni
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sadrzaj EA. Medutim, to Cini ovu metodu skupom, upravo zbog toga Sto zahtijeva puno
standarda, te se €esto primjenjuju financijski povoljnije metode. Umjesto da se svaki EA
analizira zasebno, postoji alternativni pristup koji ukljuuje pretvaranje EA u zajednicku
strukturu prije analize. Ovaj postupak se provodi hidrolizom, gdje se EA i njihovi epimeri
razgraduju u jednoli¢nu strukturu - lizergi¢nu kiselinu. Time se pojednostavljuje proces analize,
jer se svi spojevi obraduju kao jedna vrsta, §to moze rezultirati uStedom vremena i resursa
(Silva i sur., 2023; Hofs i sur., 2023).

Obzirom na to da EA nisu isparljivi i mogu se razgraditi u injektoru pod utjecajem visoke
temperature, primjena plinske kromatografije postaje manje uobiCajena metoda za odredivanje
ovih spojeva. Dok, s druge strane, metoda tekucinske kromatografije €esto se koristi za analizu
polarnih, nehlapljivih i termolabilnih mikotoksina, kao &to su EA (Lenain i sur., 2012; Miller i
sur., 2009).

Metode tekucinske kromatografije poput tankoslojne kromatografije (TLC), tekucinske
kromatografije visoke ucinkovitosti (engl. high performance liquid chromatography, HPLC) i
tekucinske kromatografije ultra visoke ucinkovitosti (engl. ultra-high-performance liquid
chromatography, UHPLC) primjenjuju se za odredivanje EA. UHPLC je pokazao brzu i
ucinkovitu separaciju spojeva zahvaljujuci tehnoloSkim naprecima, koriste¢i stupce napunjene
submikronskim ¢esticama, Sto opravdava njegovu primjenu u odredivanju mikotoksina
(Versilovskis i sur., 2020; EFSA, 2012). Sto se ti¢e detektora, UV svjetlo se koristi za
kvantifikaciju EA, ali mozZe potaknuti epimerizacijski proces, ometajuci kvantifikaciju. Stoga su
fluorescentni detektori poceli biti primjenjivani ne samo zbog vece specifi¢nosti i osjetljivosti,

vec i zato Sto su neki EA prirodno fluorescentni (Silva i sur., 2023).

Posljednjih godina, masena spektrometrija postala je standardni postupak za odredivanje
i kvantifikaciju EA. Kod ove metode, EA se pretvaraju u ionizirane Cestice tehnikom elektrospre;j
ionizacije. To rezultira stvaranjem protoniranih molekularnih iona. Zajedno sa sudaraju¢im
plinom, ove ionizirane molekule se fragmentiraju odnosno razbijaju na manje dijelove koje je

moguce identificirati i detektirati (Silva i sur., 2023; Crews, 2015).

Kromatografske metode su klju€ne u laboratorijima za precizno odredivanje koncentracije
EA. Medutim, postoji potreba za jednostavnijim i brzim metodama koje se mogu koristiti uz
maniji utroSak sredstava i njihovu primjenu od strane nize kvalificiranih analiti¢ara, a jedna od

najpoznatijih je ELISA metoda, bazirana na imunoenzimatskom principu (Silva i sur., 2023).

2.7.1. ELISA imunoenzimska metoda

ELISA metoda je imunoloSka metoda koja se koristi za odredivanje prisutnosti i koliine

specificnog antigena u uzorku. Ova reakcija se temelji na interakciji izmedu antitijela i antigena
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u uzorku, a rezultat se mjeri spektrofotometrijom, gdje se promjena boje koristi kao pokazatelj
prisutnosti antigena. ELISA je vrlo osjetljiva i selektivha metoda te omogucuje detekciju vrlo
niskih koncentracija analita, npr. nekoliko nanograma po kilogramu ispitivanog uzorka. Postoje
razliCite vrste tehnika ELISA testa, ukljuCujuéi indirektnu, "sendvi¢", konkurentnu i novu

viSestruku i prijenosnu metodu pomoéu mikrotitarskih plo€a (Petri¢, 2016; Butorac i sur., 2013).

Metodologija ELISA tehnike uklju€uje pri¢vrs¢ivanje jedne ili dvije komponente, odnosno
antigena ili antitijela, na ¢vrstu podlogu. Ovo rjeSava probleme separacije jer nakon reakcije,
jedna komponenta ostaje vezana za &vrstu podlogu, dok se ostatak jednostavno uklanja,
ostavljajuci vezani reaktant u obliku u kojem se moze lako izmjeriti. Mjerenje je drugi klju¢ni
korak, gdje se jedna komponenta, tj. detektor antitijelo, oznaCava enzimom. Oznacena
antitijela potom se mogu detektirati, a dodavanjem supstrata reakcija rezultira mijerljivim

promjenama u intenzitetu boje (Petri¢, 2016; Bonwick i Smith, 2004).

Imunoenzimski testovi dolaze u raznim oblicima i imaju mnoge primjene. AnalitiCari mogu
koristiti komercijalne testove ili razviti vlastite, ovisno o opremi u njihovim laboratorijima. Ove
metode pruzaju vazan alat stru€njacima u podru€ju prehrambene tehnologije za kontrolu
kvalitete i osiguranje sigurnosti prehrambenih proizvoda. Glavna prednost ELISA metode je
njezina jednostavnost i prenosivost u usporedbi sa stacionarnim kromatografskim sustavima.
Medutim, postaoji rizik od lazno pozitivnih rezultata zbog unakrsnih reakcija ili lazno negativnih
rezultata zbog inhibicije antitijela od strane komponenata matriksa (Petri¢, 2016; Bonwick i
Smith, 2004).

ELISA je dakle brza i osjetljiva metoda za probiranje (engl. screening) EA. Kod jednog od
oblika ELISA metode (direktna ili ,sendvi¢“ ELISA tehnika, slika 5) poznato specificno antitijelo
vezano je za dno mikrotitracijske ploCe. Za njega se vezuje antigen (EA) iz materijala koji se
ispituje, ukoliko je prisutan. Poslije ispiranja dodaje se konjugat kojega Cine antitijela,
specifi¢na za ispitivani antigen, povezana s enzimom. Ova antitijela se vezu za antigen, ukoliko
se u prethodnoj fazi vezao za ploc€u te nije ispran. Enzim tada stupa u reakciju sa supstratom
pri Eemu se pojavljuje obojenje koje oznacCava pozitivan test, a intenzitet boje je proporcionalan
koli€ini prisutnog antigena u materijalu koji se ispituje. Vazan aspekt ELISA-e je polozaj
konjugacije na molekuli EA prema proteinu koriStenom za imunizaciju, jer ova pozicija
osigurava ucinkovitost ispitivanja (Hofs i sur., 2023). Medutim, vazno je napomenuti da ELISA
ne moze definitivno potvrditi prisutnost EA. Umjesto toga, sluzi kao pocetna ,screening*
metoda, a za konacne rezultate je ipak potrebna daljnja potvrda analize (Silva i sur., 2023;
Chung, 2021). U ovom radu koristena je kompetitivna ELISA tehnika koja je detaljno

objasnjena u Eksperimentalnom dijelu.
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Slika 5. ELISA imunoenzimska metoda (Petri¢, 2016)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. BioloSki materijal

Zitarice zob, je¢am, p$enica i kukuruz, bioloski su materijali koristeni u radu. Sveukupno
je, u vise analiza, ispitano 75 uzoraka od kojih zob ¢ini 10, je€am 20, pSenica 25 te kukuruz 20
uzoraka uzorkovanih tijekom 2023. godine. Materijal potjeCe s polja hrvatskih poljoprivrednika
i proizvodaca, a u tablici 2 prikazana je vrsta uzorkovanih (analiziranih) uzoraka te njihova
Zupanija podrijetla.

Tablica 2. Uzorci Zitarica uzorkovani s hrvatskih polja tijekom 2023. godine koji su
analizirani na ergot alkaloide

Broj uzorka Zitarica Zupanija
4,71 Z0B Vukovarsko — srijemska
1, 2, 48, 69 JECAM
3,56 PSENICA
59 KUKURUZ
40-44,70 Z0B Koprivni¢ko — krizevaCka
11, 12,29 - 39 JECAM
7-10,14-17,19 - 28 PSENICA
45 Z0B Zagrebacka
47 JECAM
13,18 PSENICA
73 KUKURUZ
46 Z0OB Viroviticko — podravska
49 JECAM Osjecko — baranjska
50 - 58, 60, 63, 65 KUKURUZ
61, 68 KUKURUZ Karlovacka
62, 64 KUKURUZ Brodsko — posavska
66 KUKURUZ Krapinsko — zagorska
67 KUKURUZ Splitsko — dalmatinska
72 JECAM Varazdinska
74,75 PSENICA

3.1.2. Kemikalije

Kemikalije za odredivanje EA ELISA metodom sadrzane su u kitu ,Ergot Alkaloids ELISA*

(R-17-1.4.) proizvodaca Randox iz Velike Britanije, a kit ukljucuje:
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o testni materijal koji sadrzi EA (razeno brasno)

e mikrotitracijska plo¢a sa 96 jazica (12 redova po 8 jazica)

e 6 standardnih otopina EA (1 mL) koncentracije: 0 ppb (,parts per billion*, ng/g;
ug/kg); 0,29 ppb; 0,67 ppb; 1,60 ppb; 3,87 ppb; 8,00 ppb

e enzimski konjugat (koncentrirani) (1 x 1 mL)

e pufer za razrjedivanje konjugata (1 x 20 mL)

e pufer za ispiranje (koncentrirani) (1 x 32 mL)

e supstrat (1 x 15 mL)

e stop otopina (1 x 15 mL)

Dodatni reagensi koji su potrebni pri izradi su:

¢ metanol, HPLC kvaliteta (Honeywell Riedel-de-Haén™, Njemacka)

e mravlja kiselina, p.a. (Honeywell Fluka™, Njemacka)

3.1.3. Oprema i uredaji

U radu je koritena sljede¢a oprema:

o digitalna vaga, AND GF 2000

e mijeSalica (vorteks) LQ1, Heidolph

e mijesalica rotirajuca (,head-over-head*), Multi RS-60, Biosan
o centrifuga, Universal 120R, Hettich

e mlin, TECATOR Cylocec 1093 Sample Mill, Hé6ganéas

e hladnjak 2-8 °C, LTH

e mikropipeta 10-100 uL i 100-1000 uL, Eppendorf Research
e konusne epruvete

o staklena boca za pripravu reagensa

e menzura od 100 mL

e racunalo s printerom

uredaj za ELISU, Thunder Bolt, GSD

3.2. PRINCIP ELISA METODE ZA ODREDIVANJE ERGOT ALKALOIDA

EA se ekstrahiraju iz uzorka otopinom za ekstrakciju (600 mL metanola + 400 mL
redestilirane vode + 4 mL koncentrirane mravlje kiseline). Mikrotitracijska plo¢a oblozena je sa
EA antitijelom. EA (antigen) prisutan u standardu i ukoliko je prisutan u uzorku natje€e se s
peroksidaza oznacenim EA (enzimom oznacen antigen) za ograni€eni broj ,antitijela“ - mjesta
na mikrotitracijskoj ploci. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi (po zavrSetku kompetitivhe

reakcije), mikrotitracijska ploCa se ispire kako bi se uklonio visak reagensa. Zatim se dodaje
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supstrat. Nakon inkubacije (odnosno potpunog razvoja boje), reakcija se zaustavlja dodatkom
kiseline. Dolazi do promjene boje iz plave u zutu i slijedi oCitavanje apsorbancije pri 450 nm.
Zatim se konstruira bazdarna krivulija za odredivanje EA u uzorcima. Dobiveni rezultat
predstavlja zbroj 12 EA (ergometrin, ergozin, ergokornin, ergotamin, ergokristin, a-ergokriptin,

ergotaminin, ergokristinin, ergometrinin, ergozinin, ergokorninin, a-ergokriptinin).

3.3. METODE RADA

Metoda izrade eksperimentalnog dijela rada bazirala se na uputama proizvodaca ELISA
kita ,Ergot Alkaloids ELISA“ Randox iz Velike Britanije. Drugi vazni referentni dokument
koriSten tijekom izrade je radna uputa za odredivanje EA u Zitaricama/hrani za Zivotinje ELISA

metodom, Hrvatskog veterinarskog instituta u Zagrebu.

3.3.1. Priprema reagensa

Otopina za ekstrakciju sadrzava 600 mL metanola, 400 mL redestilirane vode i 4 mL

koncentrirane mravlje kiseline. Standardne otopine EA su liofilizirane pa ih se pazljivo otopi u

1 mL redestilirane vode te se promuckaju prije upotrebe uz izbjegavanje stvaranja pjene.

Konjugat (koncentirani) je takoder liofiliziran te se otopi, tj. razrijedi prije upotrebe dodatkom 1

mL redestilirane vode te promuéka prije upotrebe uz sprje€avanje stvaranja pjene.

Diluent/pufer za ispiranje (konc.) se pripravlja tako da se sadrzaj viale pufera za ispiranje

razrijedi sa 970 mL redestilirane vode. Supstrat i stop otopina su odmah spremni za uporabu

te ne zahtijevaju nikakvu obradu prije uporabe.

3.3.2. Priprema uzoraka zobi, je€ma, pSenice i kukuruza

Prvi korak prije same pripreme uzoraka je mljevenje zrnja zitarica u laboratorijskom mlinu

(slika 6). Nakon $to se zrnja samelju dobiju se usitnjeni uzorci od svake pribavljene sirovine.

PROX(S «

Keuzeve)

(a) (b)

Slika 6. (a) Zrnja jeCma za analizu ergot alkaloida; (b) Mlin za homogenizaciju zrnja
Zitarica
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U 2,5 g homogeniziranog uzorka (slika 7) dodaje se 25 mL ekstrakcijske otopine.

o, B

(a) (b)
Slika 7. (a) Homogenizirani uzorci spremni za vaganje; (b) Odvaga uzorka u konusnu
epruvetu

S ciljem kontrole kvalitete analitickog postupka koristi se kontrolni materijal, a temeljem
rezultata ovog kontrolnog — referentnog uzorka potvrduje se toénost metode za odredivanje
prisutnosti EA u ispitivanim uzorcima. Prema uputama proizvodaCa ELISA kita dodijeljena
srednja vrijednost ukupnih EA u kontrolnom materijalu iznosi 419 ug/kg, a prihvatljiv dobiveni

rezultat koncentracije EA je u rasponu od 266 do 572 ug/kg.

Nakon vaganja i dodatka ekstrakcijske otopine uzorke treba protresti na vorteksu tijekom

1 minute te zatim tijekom 15 minuta na ,head-over-head" rotiraju¢oj mijesalici (slika 8).

Slika 8. Uzorci nakon mijeSanja na ,head-over-head" rotirajucoj mijesalici

Zatim slijedi centrifugiranje uzoraka tijekom 5 minuta pri 3500 rpm te zatim razrjedivanje
uzoraka u omjeru 1:9 sa razrijedenim puferom za ispiranje (100 pL ekstrahiranog uzorka + 900

ML razrijedenog pufera za ispiranje), koji se nakon tog postupka dobro promuckaju. Na ovaj
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nacin pripremljeni uzorci se ukapavaju u jazice mikrotitracijske ploCe, a faktor razriedenja koji
se primjenjuje na analizirane uzorke za izracun koncentracije EA iznosi 100.
3.3.3. Test procedura

Provedba test procedure temelji se na uputama proizvodaca ELISA kita ,Ergot Alkaloids
ELISA® (Randox, Velika Britanija) (slika 9).

Slika 9. ELISA kit ,Ergot Alkaloids ELISA®

Nakon $to su se uzorci za analizu pripremili, uz pomo¢ mikropipete u jazice se pipetira 50
WL standarda (6 standardnih otopina EA) i uzoraka te doda 75 uL konjugata i lagano protrese
mikrotitracijska plo€a par sekundi. Zatim se plo¢a pokrije aluminijskom folijom te slijedi

inkubacija 1 sat na sobnoj temperaturi u mraku.

Nakon inkubacije slijedi ispiranje ploCe 5 puta sa razrijedenim puferom za ispiranje tijekom
5 minuta (svako ispiranje traje 1 minutu). Nakon zadnjeg ispiranja potrebno je odbaciti tekucinu

iz jazica i lupkanjem o papir osusiti plo¢u do suha.

Odmah nakon ispiranja slijedi pipetiranje 250 uL (po jazici) supstrata te je potrebno lagano
protresti plo¢u par sekundi. Otopina poprima plavu boju te zatim ponovno slijedi inkubacija u
mraku u trajanju od 20 minuta, kako bi doSlo do potpunog razvoja boje. Slika 10 prikazuje
izgled jazica nakon dodatka supstrata.
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Slika 10. Jazice na mikrotitracijskoj plo€i nakon dodatka supstrata

Reakcija se zaustavlja dodatkom 100 L stop otopine te dolazi do promjene boje iz plave

u Zutu (slika 11).

Slika 11. Jazice na mikrotitracijskoj plo¢i nakon dodatka stop otopine

3.4. KVANTIFIKACIJA ERGOT ALKALOIDA U UZORCIMA

Nakon zavr$etka reakcije slijedi mjerenje srednje vrijednosti apsorbancije, za standarde i
uzorke, unutar 10 minuta pri valnoj duljini od 450 nm. Zadani ra¢unalni softver (RIDASOFT),
koji je sastavni dio automatiziranog uredaja, na temelju podataka o apsorbanciji za standarde

konstruira bazdarnu krivulju, a ,4 parameter curve fit‘ se koristi za konstruiranje krivulje.
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Koncentracija EA u uzorcima ocitava se iz bazdarne krivulje. Na ordinatu su nanesene
srednje vrijednosti apsorbancija, a na apscisu koncentracije EA (ppb). Racunalni program
uredaja provodi navedene korake odredivanja koncentracije EA te se dobivene koncentracije

EA mnoze s faktorom 100.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati prisutnost, odnosno odrediti ukupnu koncentraciju EA u
uzorcima zitarica prikupljenih tijekom 2023. godine od hrvatskih proizvodaca, najvecéim dijelom
iz srediSnje i istoCne Hrvatske. Grupe zitarica koje su analizirane su zob, je€am, pSenica i
kukuruz. Hrvatski poljoprivrednici od zitarica najvise uzgajaju kukuruz i pSenicu (lljki¢ i sur.,
2019). S druge strane, zob se slabo uzgaja te je stoga u ovom radu najmanje analiziranih
uzoraka zobi. Takoder, bitno je naglasiti da, iako se ergot obi¢no povezuje s razi zarazenom
C. purpurea (Britannica, 2024), nije prikupljen niti jedan uzorak razi s hrvatskih polja, Sto

ukazuje na oskudnost ove zitarice na hrvatskim prostorima.

U provedenom istrazivanju pracen je ukupni sadrzaj EA u nepreradenoj zobi, jeCmu,
pSenici i kukuruzu, tako da ispitivani uzorci nisu o€is¢eni u industrijskom procesu kojim se

uklanja ergot sklerocij.

Tijekom istraZivanja izmjerene su koncentracije ukupnih EA u ispitanim uzorcima zrnja
zobi, jeCma, pSenice i kukuruza, metodom ELISA testa. Ova metoda je Siroko prihvaéena zbog
svoje osjetljivosti i specifi€nosti u detekciji mikotoksina u prehrambenim proizvodima (Silva i
sur., 2023).

Pojavnost, odnosno kontaminacija zZitarica s EA te moguci Stetni utjecaj ovih toksicnih

spojeva na zdravlje ljudi i Zivotinja tema je o kojoj ¢e se u ovom radu raspravljati.
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41. Koncentracije ergot alkaloida u zitaricama

Bazdarna krivulja prikazana na slici 12 koriStena je za softversko izraCunavanje svih
analiziranih uzoraka, osim kod ponovljenog uzorka (uzorak 43) na koji je primijenjen faktor

razriedenja 400, kada je koriStena bazdarna krivulja prikazana na slici 13.
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Slika 12. Bazdarna krivulja iz koje su softverski izraCunate koncentracije ergot alkaloida u
analiziranim uzorcima
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Srednje vrijednosti apsorbancija za standarde
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Slika 13. Bazdarna krivulja iz koje su softverski izraCunate koncentracije ergot alkaloida u
uzorku 43 s faktorom razrjedenja 400

4.1.1.

Pojavnost ergot alkaloida u zobi

Pojavnost EA odredena je u viSe od 400 biljnih vrsta, od kojih su raz, pSenica kao i ostale

Zitarice najbitnije za Covjeka. U ovoj studiji EA kvantificirani su u 10 uzorka zobi (2 iz

Vukovarsko — srijemske, 6 iz KoprivniCko — krizevacke, 1 iz Zagrebacke te 1 iz VirovitiCko —
podravske zupanije), te su rezultati prikazani u tablici 3.

Tablica 3. Prikaz izmjerenih srednjih vrijednosti apsorbancije, postotaka apsorbancije te
softverski izracunatih koncentracija ergot alkaloida u uzorcima zobi

Srednja Postotak IzraCunata Faktor Koncentracija
vrijednost  apsorbancije koncentracija razrjedenja EA u uzorku
apsorbancije (%) EA (ng/L/ (ng/L | ug/kg)
Hg/kg)
4 1,253 88,1 0,225 100 22,50
40 1,276 89,7 0,205 100 20,50
41 0,800 56,2 0,673 100 67,30
42 1,504 105,7 max 100 n.d.
43 0,162 11,4 min 100 *
43 0,159 11,2 min 200 *
43 0,172 12,2 8,00 400 3200,00
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Tablica 3. Prikaz izmjerenih srednijih vrijednosti apsorbancije, postotaka apsorbancije
te softverski izraCunatih koncentracija ergot alkaloida u uzorcima zobi — nastavak

44 1,140 80,1 0,324 100 32,40
45 1,538 108,1 max 100 n.d.
46 0,648 45,5 0,911 100 91,10
70 1,504 105,7 max 100 n.d.
71 1,538 108,1 max 100 n.d.

n.d. — nije detektirano (<0,1 x 10° ppb)

min, max - ulazne srednje vrijednosti apsorbancija za uzorke prelaze najnizu (minimalnu) i
najve¢u (maksimalnu) srednju vrijednost asporbancije za standarde te leze izvan raspona
bazdarne krivulje

* uzorak je morao biti ponovljen s veéim razriedenjem kako bi se iz bazdarne krivulje dobila
koncentracija EA sadrZzana u njemu

** uzorak ponovljen s faktorom razrjedenja 200 gdje koncentracija i dalje ne upada pod
bazdarnu krivulju te je stoga uzorak opet analiziran, s faktorom razrjedenja 400

4.1.2. Pojavnost ergot alkaloida u je€mu

Medu najveéim proizvodacima jeCma u svijetu su Kanada, SAD i Rusija, a u Europi -
Njemacka, Francuska i Spanjolska (Sakié Bobi¢, 2015). U Hrvatskoj se proizvodnja jeéma od
2000. godine povecavala, no taj trend je zaustavljen te se po zastupljenosti na oranicama u
RH je¢am nalazi na ¢etvrtom mjestu (lljki¢ i sur., 2019). U ovoj studiji EA kvantificirani su u 20
uzoraka jema (4 iz Vukovarsko — srijemske, 13 iz Koprivni¢ko — krizevacke, 1 iz Zagrebacke,
1 iz Osjecko — baranjske te 1 iz Varazdinske Zupanije), te su rezultati prikazani u tablici 4.

Tablica 4. Prikaz izmjerenih srednjih vrijednosti apsorbancije za standarde, postotaka
apsorbancije te softverski izraCunatih koncentracija ergot alkaloida u uzorcima je¢ma

Srednja Postotak IzraCunata Faktor Koncentracija

vrijednost  apsorbancije koncentracija razrjedenja EA u uzorku

apsorbancije (%) EA (ug/L/ (Mg/L | pg/kg)
ng/kg)

0,842 59,2 0,620 100 62,00
2 1,721 120,9 max 100 n.d.
11 1,780 125,1 max 100 n.d.
12 1,720 120,9 max 100 n.d.
29 1,673 117,6 max 100 n.d.
30 1,662 116,8 max 100 n.d.
31 1,615 113,5 max 100 n.d.
32 1,643 115,5 max 100 n.d.
33 1,628 114,4 max 100 n.d.
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Tablica 4. Prikaz izmjerenih srednjih vrijednosti apsorbancije za standarde, postotaka
apsorbancije te softverski izraCunatih koncentracija ergot alkaloida u uzorcima jeCma -
nastavak

34 1,605 112,8 max 100 n.d.
35 1,496 105,1 max 100 n.d.
36 1,633 114,8 max 100 n.d.
37 1,671 17,4 max 100 n.d.
38 0,241 16,9 4,51 100 450,60
39 0,261 18,3 3,62 100 362,30
47 1,420 99,8 0,040 100 4,00
48 1,788 125,7 max 100 n.d.
49 1,773 124,6 max 100 n.d.
69 1,615 113,5 max 100 n.d.
72 1,496 105,1 max 100 n.d.

n.d. — nije detektirano (<0,1 x 10° ppb)

min, max - ulazne srednje vrijednosti apsorbancija za uzorke prelaze najnizu (minimalnu) i
najve¢u (maksimalnu) srednju vrijednost asporbancije za standarde te leze izvan raspona
bazdarne krivulje

4.1.3. Pojavnost ergot alkaloida u pSenici

PSenica, koja predstavlja najvazniju krusnu zitaricu u RH, u razdoblju od 2003. do 2017.
godine biljezi vrlo blagi trend opadanja zasijanih povrSina i to naroCito u zadnje Cetiri
promatrane godine (lljki¢ i sur., 2019). U ovoj studiji EA kvantificirani su u 25 uzoraka pSenice
(3 iz Vukovarsko — srijemske, 18 iz Koprivnicko — krizevacke, 2 iz Zagrebacke te 2 iz
Varazdinske Zupanije), te su rezultati prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Prikaz izmjerenih srednjih vrijednosti apsorbancije za standarde, postotaka
apsorbancije te softverski izraCunatih koncentracija ergot alkaloida u uzorcima pSenice

Srednja Postotak IzraCunata Faktor Koncentracija

vrijednost  apsorbancije koncentracija razrjedenja EA u uzorku

apsorbancije (%) EA (ppb) (Mg/L | pg/kg)
3 1,549 108,9 max 100 n.d.
5 1,712 120,3 max 100 n.d.
6 1,885 132,5 max 100 n.d.
7 0,895 62,9 0,559 100 55,90
8 0,902 63,4 0,551 100 55,10
9 0,549 38,6 1,13 100 113,30
10 1,948 136,9 max 100 n.d.
13 0,578 40,6 1,06 100 106,00
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Tablica 5. Prikaz izmjerenih srednjih vrijednosti apsorbancije za standarde, postotaka
apsorbancije te softverski izraCunatih koncentracija ergot alkaloida u uzorcima pSenice -
nastavak

14 0,424 29,8 1,59 100 159,10
15 1,783 125,3 max 100 n.d.
16 1,243 87,4 0,234 100 23,40
17 1,772 124,5 max 100 n.d.
18 1,708 120,0 max 100 n.d.
19 1,838 129,2 max 100 n.d.
20 0,973 68,4 0,477 100 47,70
21 0,471 33,1 1,38 100 138,40
22 0,469 33,0 1,39 100 139,10
23 1,142 80,3 0,322 100 32,20
24 1,839 129,2 max 100 n.d.
25 0,854 60,0 0,606 100 60,60
26 1,710 120,2 max 100 n.d.
27 1,852 130,1 max 100 n.d.
28 1,813 127,4 max 100 n.d.
74 1,772 124,5 max 100 n.d.
75 1,783 125,3 max 100 n.d.

n.d. — nije detektirano (<0,1 x 10° ppb)

min, max - ulazne srednje vrijednosti apsorbancija za uzorke prelaze najnizu (minimalnu) i
najvecu (maksimalnu) srednju vrijednost asporbancije za standarde te leZe izvan raspona
bazdarne krivulje

4.1.4. Pojavnost ergot alkaloida u kukuruzu

U razdoblju od 2003. do 2017. godine kukuruz predstavlja najdominantniju ratarsku kulturu
u RH. 2005. godina obiljezena je s najvec¢im zasijanim povrSinama kukuruza, nakon ¢ega su
povrSine pod kukuruzom u stalnom opadaniju (lljki¢ i sur., 2019). U ovoj studiji EA kvantificirani
su u 20 uzoraka kukuruza (1 iz Vukovarsko — srijemske, 1 iz Zagrebacke, 12 iz Osjecko —
baranjske, 2 iz Karlovacke, 2 iz Brodsko — posavske, 1 iz Krapinsko — zagorske te 1 iz Splitsko
— dalmatinske), te su rezultati prikazani u tablici 6.

Tablica 6. Prikaz izmjerenih srednjih vrijednosti apsorbancije za standarde, postotaka
apsorbancije te softverski izraCunatih koncentracija ergot alkaloida u uzorcima kukuruza

Srednja Postotak IzraCunata Faktor Koncentracija
vrijednost  apsorbancije koncentracija razrjedenja EA u uzorku
apsorbancije (%) EA (ppb) (Mg/L | pg/kg)
50 1,711 120,2 max 100 n.d.
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Tablica 6. Prikaz izmjerenih srednjih vrijednosti apsorbancije za standarde, postotaka
apsorbancije te softverski izraCunatih koncentracija ergot alkaloida u uzorcima kukuruza -
nastavak

51 1,840 129,3 max 100 n.d.
52 1,818 127,8 max 100 n.d.
53 1,754 123,3 max 100 n.d.
54 1,904 133,8 max 100 n.d.
55 1,844 129,6 max 100 n.d.
56 1,836 129,0 max 100 n.d.
57 1,865 131,1 max 100 n.d.
58 1,730 121,6 max 100 n.d.
59 1,768 124,2 max 100 n.d.
60 1,683 118,3 max 100 n.d.
61 1,809 1271 max 100 n.d.
62 1,753 123,2 max 100 n.d.
63 1,879 132,0 max 100 n.d.
64 1,775 1247 max 100 n.d.
65 1,590 11,7 max 100 n.d.
66 1,690 118,8 max 100 n.d.
67 1,817 127,7 max 100 n.d.
68 1,752 123,1 max 100 n.d.
73 1,754 123,3 max 100 n.d.

n.d. — nije detektirano (<0,1 x 10° ppb)

min, max - ulazne srednje vrijednosti apsorbancija za uzorke prelaze najnizu (minimalnu) i
najvecu (maksimalnu) srednju vrijednost asporbancije za standarde te leze izvan raspona
bazdarne krivulje

4.2. Usporedba razina ergot alkaloida u razli€itim zitaricama
prikupljenim na hrvatskim poljima

Slika 14 prikazuje ukupan broj analiziranih uzoraka u odnosu na broj uzoraka u kojima su

detektirani EA, za svaku grupu analiziranih zitarica zasebno.
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D Ukupan broj analiziranih uzoraka

B Broj uzoraka u kojima su detektirani ergot alkaloidi

ZOB JECAM PSENICA KUKURUZ

Slika 14. Odnos uzoraka u kojima su detektirani ergot alkaloidi i ukupnog broja analiziranih
uzoraka

Od 75 uzoraka, 21 uzorak bio je pozitivan na prisutnost EA, sto ¢ini 28 %.

Od ukupno 10 analiziranih uzoraka zobi, u 6 uzoraka je detektirana prisutnost EA, sto &ini
60 %. Vazno je osvrnuti se na koncentracije, od kojih je jedna zabrinjavaju¢a. Prateéi zakonsku
regulativu Europske unije, odnosno Uredbu Komisije (EU) 2023/915 u tocki 1.8.2. ,Alkaloidi

glavice razi“ i podtocki 1.8.2.2. ,Proizvodi meljave jema, pSenice, pira i zobi (s udjelom pepela
jednakim ili veéim od 900 mg/100 g suhe tvari) te zrna je€ma, pSenice, pira i zobi koja se
stavljaju na trziste za krajnjeg potroSaca“, najve¢a dopustena koli€ina EA iznosi 150 ug/kg
(ppb). Koncentracije detektiranih EA u 6 pozitivnih uzoraka zobi iznose: 20,50 pg/kg (uzorak
40), 22,50 pg/kg (uzorak 4), 32,40 ug/kg (uzorak 44), 67,30 ug/kg (uzorak 41), 91,10 ug/kg
(uzorak 46) dok je u jednom uzorku zobi (uzorak 43) odredena koncentracija EA od ¢ak 3200
Ma/kg. Ova koncentracija viSestruko (preko 20 puta) nadma$uje najve¢u dopustenu koli€inu
EA koja je propisana Uredbom Komisije (EU) 2023/915, §to znaci da ovaj uzorak zobi ne
odgovara zakonskim odredbama te se ne smije stavljati na trziSte za krajnjeg potroSaca. Ostali
uzorci zobi odgovaraju zakonskim propisima buduci da ne prelaze zakonski propisanu najvecu

dopustenu koli€inu EA.

Od ukupno 20 analiziranih uzoraka je€ma, u 4 uzorka utvrdena je prisutnost EA, odnosno
20 % uzoraka jeCma bilo je kontaminirano ovim toksinima. Koncentracije EA u pozitivnim
uzorcima iznose: 4,00 ug/kg (uzorak 47), 62,00 ug/kg (uzorak 1), 362,30 ug/kg (uzorak 39),
450,60 pg/kg (uzorak 38). Zadnje dvije koncentracije vise od dvostruko prelaze zakonski
postavljene najvece dopustene koncentracije EA (Uredba Europske komisije, 2023), Sto Cini

te uzorke jema neprikladnima za stavljanje na trziSte. Ostala dva uzorka zadovoljavaju
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zakonske propise i ne predstavljaju opasnost za zdravlje potroSaca te stoga mogu biti koristeni

u daljnjoj proizvodnii.

Po pitanju pSenice, 11 uzoraka pSenice bilo je pozitivho na prisutnost EA, dok ih je ukupno
analizirano 25, $to ukazuje na kontaminaciju od 44 %. Koncentracije detektiranih EA u
pozitivnim uzorcima iznose: 23,40 ug/kg (uzorak 16), 32,20 pg/kg (uzorak 23), 47,70 ug/kg
(uzorak 20), 55,10 ug/kg (uzorak 8), 55,90 ug/kg (uzorak 7), 60,60 ug/kg (uzorak 25), 106,00
Ma/kg (uzorak 13), 113,30 ug/kg (uzorak 9), 138,40 ug/kg (uzorak 21), 139,10 ug/kg (uzorak
22) te jedina koncentracija koja ne odgovara zakonskoj normi, odnosno najveéim dopustenim
koncentracijama EA prema Uredbi Komisije (EU) 2023/915, 159,10 ug/kg (uzorak 14).

Na kraju, od ukupno 20 analiziranih uzoraka kukuruza, u niti jednom nisu detektirani EA,
odnosno kontaminirano je 0 % uzoraka. Poveznica kukuruza za zakonodavstvom vezanim uz
EA nije moguc¢a, obzirom da Uredba Komisije (EU) 2023/915 ne dovodi u vezu kukuruz i
najvece dopustene koli€ine EA. To sugerira da mozZda ne postoji dovoljno podataka o

specificnoj prisutnosti i u€incima EA u kukuruzu, Sto oteZava postavljanje sigurnih granica.

Rezultati ukazuju na srednju razinu kontaminacije je¢ma te visoku razinu kontaminacije
zobi i pSenice, uzgojenih tijekom 2023. godine. Uzorak zobi s koncentracijom koja doseze
3200 pg/kg, nalaze brojna pitanja. Najveée odredene koncentracije EA osim onih u zobi
odredene su u je€mu, s koncentracijama od 362,30 pg/kg i 450,60 ug/kg, koje nadmasuju
zakonski propisanu najveéu dopustenu koli€inu EA, a ona iznosi 150 uyg/kg za analizirane
uzorke zobi, je€ma i pSenice, dok za kukuruz ta vrijednost zakonski nije propisana (Uredba
Europske komisije, 2023). Uzorci pSenice s koncentracijama od 138,40 ug/kg i 139,10 ug/kg
veoma su blizu zakonski propisanoj granici, dok je uzorak s koncentracijom od 159,10 pg/kg

nesto prelazi.

Mikotoksini su okolisni kontaminanti, a razdoblje padalina i uglavnom razdoblje cvatnje dva
su kriti€na perioda u kojima gljiva inficira biljku (Pleadin i sur., 2022; Guo i sur., 2016). Cvatnja
Zitarica obi¢no se dogada u proljetnim mjesecima (Dennis i Peacock, 2009), a uvidom u
dostupne podatke Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda Republike Hrvatske, za mjesec
svibanj 2023. godine na podrugju isto¢ne, srediSnje i sjeverozapadne (SZ) Hrvatske, uoCene
su temperature zraka, koli€ine oborina i relativne viaznosti zraka koje su mogle pogodovati
rastu gljive C. purpurea, a samim time i sintezi EA. U svibnju 2023. godine na podrudju isto¢ne
Hrvatske srednja mjeseCna temperatura zraka iznosila je 16,7 °C, dok je za podrucje srediSnje
i SZ Hrvatske iznosila 15,9 °C. Srednja mjesecCna koli¢ina oborina iznosila je 124 mm za
isto€nu, odnosno 135 mm za sredi$nju i SZ Hrvatsku. Srednja relativna vlaZznost zraka bila je
visoka, 77 % za istoCnu i 76 % za sredidnju i SZ Hrvatsku (DHMZ, 2023).
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U usporedbi s ostalim reguliranim mikotoksinima, podaci o pojavnosti EA u Zitaricama
poznjevenim u mediteranskim podrucjima uzgoja jo$ uvijek su oskudni. Carbonell-Rozas i sur.
(2023) izvjestavaju o pojavi EA u 18 genotipova ozimih zitarica poznjevenih tijekom 3 godine
(2020., 2021. i 2022.) s pokusnog polja u sjevernoj Italiji, koji su analizirani pomo¢u HPLC-
MS/MS. Rezultati pokazuju Siroku pojavu glavnih EA u svim razmatranim usjevima zitarica, $to
je vezano uz povoljne meteoroloske uvjete. Kontaminacija s EA ovisila je o godini zetve i bila
je posebno visoka 2020. godine za sve analizirane zitarice, uklju€uju¢i emmer pSenicu, durum
pSenicu, meku pSenicu, pir, je€am, tritikal, tritordeum i raz. Od sveukupno 162 uzorka zitarica,
u 98 je potvrdena kontaminacija sa barem jednim od 12 EA, Sto pokazuje da je bilo 60 %
pozitivnih uzoraka. Potvrdili su da je raz osjetljivija na gljivicnu infekciju te utvrdili koncentraciju
EA do Cak 4302 ug/kg. Takoder, Carbonell-Rozas i sur. (2023) su prvi koji su izvijestili o
akumulaciji EA u hibridnoj biljci tritordeum (2021. godine utvrdena iznimno visoka koncentracija
od 15389 ug/kg) i emmer pSenici (1,9 pg/kg). U njihovoj studiji najviSsa koncentracija EA u
je€mu iznosila je 20,9 ug/kg, $to je manje od najvecée utvrdene koncentracije EA u jeCmu u

ovoj studiji, koja iznosi 450,60 ug/kg.

U kanadskoj studiji, Martos i sur. (2010) proveli su simultanu analizu 22 mikotoksina, medu
kojima i analizu EA - ergotamina i ergokornina, u zrnju pSenice, jeCma, zobi, razi i kukuruza.
Analiza je provedena tekucéinskom kromatografijom visoke ucinkovitosti u kombinaciji s
masenom spektrometrijom, a najve¢a koncentracija ergotamina u analiziranim uzorcima
pSenice iznosila je 638 ug/kg te ergokornina 354 pg/kg. U uzorcima kukuruza, zobi, je€ma i

razi nisu detektirani EA, odnosno ergotamin i ergokornin.

Pleadin i sur. (2022) ELISA metodom istrazili su pojavu ergot sklerocija i EA u uzorcima
zrnja pSenice i razi prikupljenih tijekom 2021. godine od hrvatskih proizvodaca Zitarica iz
srediSnje i isto€ne Hrvatske. Analizirano je sveukupno 64 uzorka, od kojih pSenice 53, a razi
11 uzoraka. Vec¢a kontaminacija EA utvrdena je u uzorcima razi (18 % uzoraka kontaminirano,
a najveca utvrdena koncentracija EA iznosila je 167,4 pg/kg), dok je manja ucestalost
kontaminacije utvrdena u pSenici, sa samo jednim pozitivhim uzorkom (1,9 % kontaminirano;
max 68,5 ug/kg). Rezultati pokazuju nisku razinu kontaminacije pSenice i razi koju su uzgajali
hrvatski proizvodaci tijekom razdoblja navedenog istrazivanja. U ovoj studiji, provedenoj na
uzorcima zrnja zitarica prikupljenih tijekom 2023. godine, od ukupno 25 analiziranih uzoraka
pSenice, 11 ih je bilo pozitivno na prisutnost EA, s najve¢om koncentracijom od 159,10 pg/kg,
Sto ukazuje na vecu ucestalost kontaminacije pSenice hrvatskih proizvodaca tijekom razdoblja

ovog istrazivanja.

Druge studije takoder su ukazale na pojavnost EA u uzorcima zitarica. Babi¢ i sur. (2020)

proveli su Cetverogodisnju studiju (2014.-2017.) te izvijestili o pojavi EA u Zitaricama
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namijenjenim hranidbi Zivotinja prikupljenim u Sloveniji. Ukupno 517 uzoraka Zitarica
analizirano je na prisutnost EA tekucinskom kromatografijiom u kombinaciji s masenom
spektrometrijom. Skup uzoraka uklju€ivao je pSenicu, raz, tritikal, zob, pir i je€am. Studija je
pokazala da je 17 % analiziranih uzoraka Zitarica bilo kontaminirano s najmanje jednim EA.
Najvecée stope kontaminacije zabiljeZzene su u razi (54 %), zobi (50 %) i piru (30 %), gdje su
utvrdene i najvece srednje koncentracije ukupnih EA (502 pg/kg, 594 ug/kg i 715 pg/kg).
Medutim, najveée koncentracije ukupnih EA pronadene su u pS$enici i razi (4217 ug/kg i 4114
Mag/kg). Navedena koncentracija ukupnih EA u pSenici veca je od najvece koncentracije koja je
detektirana u ovoj studiji i iznosi 159,10 ug/kg. Isto vrijedi i za je€am. Babic i sur. (2020) utvrdili
su da je najveca koncentracija EA u jeému iznosila 1177 ug/kg, dok je u ovom radu odredena
vrijednost od 450,60 ug/kg. Najveca koncentracija EA u zobi kod Babi€ i sur. (2020) iznosila je

2191 ug/kg, dok je u ovom radu odredena koncentracija veca i iznosi 3200 ug/kg.

Navedene studije pokazuju da kontaminacija EA ima sporadi¢nu u€estalost te je jasno da
su mnogi ¢imbenici ukljuéeni u pojavu EA i da njihove koncentracije uvelike variraju ovisno o
sojevima gljivica, zemljopisnim regijama, bilkama domacinima i regionalnim/lokalnim
vremenskim uvjetima. Hladno i vlazno vrijeme posebno pogoduje ergotu poticuéi klijanje

sklerocija (Pleadin i sur., 2022).

Cesto se zitarice koje ne zadovoljavaju parametre zakonske regulative oko najvedih
dopustenih koli¢ina EA za ljude, koriste za proizvodnju hrane za Zivotinje. Razlog je taj $to su
mjere za ljude mnogo stroZe nego za Zivotinje. Najvece dopustene koli¢ine EA u hrani za ljude
izraZavaju se u pg/kg, dok se za Zivotinje izraZzavaju u mg/kg. To znaCi da ono $to se ne moze
iskoristiti za ljudsku prehranu nerijetko moze zadovoljiti parametre propisane u legislativi za
hranu za Zivotinje, sto je u ovom slu¢aju Direktiva 2002/32/EZ Europskog parlamenta i Vije¢a
koja obraduje nepoZeljne tvari u proizvodima koji su namijenjeni prehrani Zivotinja. Unutar ove
Direktive, najveca dopustena koliCina alkaloida glavice razi (Claviceps purpurea), izrazena u
mg/kg (ppm) u odnosu na hranu za Zivotinje s udjelom vlage od 12 %, iznosi 1000 mg/kg.
Navedeno se odnosi na svu hranu za Zivotinje koja sadrzi nemljevene Zitarice. Udio vlage u
ispitivanim uzorcima iznosio je ~12 %. To znaci da svi analizirani uzorci odgovaraju zakonskoj
normi za hranu za zivotinje. Za primjer, uzorak zobi u kojem je utvrdena koncentracija EA od
3200 pg/kg, odnosno 3,2 mg/kg, ne zadovoljava zakonske norme za hranu za ljude, ali
zadovoljava norme za hranu za zivotinje, te se stoga moze koristiti kao sto€na hrana. Isto
vrijedi i za uzorke 14, 38 i 39, Cije koncentracije u mg/kg iznose redom 0,2 mg/kg, 0,5 mg/kg i

0,4 mg/kg te ne prelaze zakonski postavljen limit od 1000 mg/kg, za hranu za Zivotinje.
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43. Karakterizacija rizika

Posljedice unosa EA u organizam ovise o unesenoj koli€ini i u€estalosti ingestije te mogu
varirati od akutnih do kroni¢nih oboljenja, a u ekstremnim slucajevima mogu uzrokovati i smrt.
Ti se ucinci mogu ocitovati u nekoliko oblika, jer je poznato da ovi spojevi stupaju u interakciju
s adrenergickim, serotonergi¢kim i dopaminergic¢kim receptorima (EFSA, 2012). Jedan od
ucinaka uzrokovanih pretjeranim unosom EA je vazokonstrikcija, posredovana interakcijom a-
adrenergickih receptora, koju karakteriziraju gréevi, otekline, crvene mrlje, nekroza, gubitak
ekstremiteta i smrt. Interakcija sa serotoninergi¢kim i dopaminergickim receptorima utjeCe na
srediSnji ziv€ani sustav, uzrokujuéi simptome kao $to su halucinacije, vrtoglavica, mucnina,

paraliza, psihoza, demencija, bockanje, poremecaj ekstremiteta i smrt (Silva i sur., 2023).

Prilikom karakterizacije rizika, potrebno je uzeti u obzir akutnu i kroni¢nu izlozenost za Sto
se koriste akutna referentna doza (ARfD — engl. acute reference dose) i prihvatljivi dnevni unos
(TDI —engl. tolerable daily intake) za EA. Ove vrijednosti postavila je EFSA na temelju u€inaka
koje EA imaju na neurotransmiterske receptore, §to u konacénici moze rezultirati s ishemijom,
prvenstveno u ekstremitetima kao $to su repovi Stakora, smanjenim dobivanjem tjelesne mase
te promjenama u razinama nekih hormona. Vazokonstrikcija je pak oznaCena kao kriticni
u€inak te izabrana za odredivanje ARfD i TDI vrijednosti (HAH, 2017).

Razmatraju¢i utvrdene koncentracije EA u uzorcima u sve tri godine, EFSA (2012)
izvjeStava da su one najvece u sirovini (zrnja razi). Trenutno nisu najbolje razjasnjeni dostupni
podaci o tome kako i na koji nacin daljnja obrada utjeCe na EA te se stoga rezultati dobiveni
na uzorcima sirovina nisu mogli uzimati u obzir prilikom karakterizacije rizika. Na temelju
dobivenih rezultata, EFSA (2012) je zakljuc€ila da su nize koncentracije EA prisutne kod veéeg
stupnja tehnoloske obrade. EFSA je takoder u procjeni rizika iz 2012. godine koristila samo
rezultate na gotovim namirnicama. Obzirom da su u ovom radu rezultati dobiveni na uzorcima
sirovina (zrnja zobi, je€ma, pSenice i kukuruza), takoder nije moguce odrediti koli€inu te
sirovine koju bi osoba trebala unijeti u organizam kako bi se ocitovao toksi¢ni u€inak, iz razloga
Sto daljnja obrada sirovine, kao &to je na primjer termi¢ka obrada kuhanjem, pecenjem ili
przenjem, potencijalno moze utjecati na promjenu u koliini EA u gotovoj namirnici. Bitno je
naglasiti da ljudi uglavnom ne konzumiraju sirovinu, tj. zrnja zitarica, bez prethodne termicke
obrade, te stoga nema smisla utvrdivati koliCine sirovog zrnja koje osoba treba unijeti u

organizam kako bi se odrazio negativan utjecaj na zdravlje.

Odredivanje to€ne koliine kontaminirane hrane koju bi osoba trebala unijeti u organizam
da bi doZivjela trovanje s EA ovisi 0 nekoliko ¢imbenika, ukljuujuci specifi¢nu vrstu EA, njihovu
koncentraciju u hranii tjelesnu tezinu osobe. EFSA (2012) je za ljude utvrdila akutnu referentnu

dozu za EA na 1 pg/kg t.m. Navedeno znaci da bi za osobu teSku 70 kg granica akutne

38



izloZzenosti bila 70 ug EA u jednom obroku ili tijekom kratkog razdoblja. Prihvatljivi dnevni unos
za EA postavljen je na 0,6 ug/kg tjelesne tezine dnevno. Za istu osobu od 70 kg, to je jednako
42 ug dnevno, Sto teoretski znaci da ta osoba moze cijeli zivot konzumirati 42 ug EA dnevno

bez Stetnih ucinaka na zdravlje.

Hrvatska agencija za hranu u vlastitom istraZivanju za procjenu akutne izloZenosti koristila
je najveCu izmjerenu ukupnu koncentraciju EA (zbroj svih EA i njihovih —inin epimera) u
gotovom proizvodu i to u kruhu od razi i pSenice, koja je iznosila 80,6 ug/kg. Uzimajuci u obzir
uspostavljeni ARfD od 1 pg/kg t.m., procijenjeno je da bi osoba od 70 kg u jednom danu smjela
pojesti takvog kruha u koli¢ini do 868,5 g, a da ne dode do prekoracenja ARfD-a. Za procjenu
kroni¢ne izlozenosti uz uspostavljeni TDI od 0,6 pg/kg t. m., osoba od 70 kg moze tijekom
Citavog Zivota jesti takav kruh u koli€ini do 521 g dnevno, bez posljedica po zdravlje (HAH,
2017).

U Europskoj uniji uspostavljen je sigurnosni alat pod nazivom ,Sustav brzog uzbunijivanja
za hranu i hranu za zivotinje* (engl. Rapid Alert System for Food and Feed, RASFF) kako bi
se olaksalo brzo obavjeStavanje i odgovor u slu€aju opasnosti za ljudsko zdravlje vezane uz
hranu i hranu za zivotinje. Ovo je vazan alat koji dijeli brze informacije o izravhom ili

neizravnom riziku za ljude izmedu drzava ¢lanica, komisije i nadleznog tijela (Silva i sur., 2023).

Kada drzava €lanica identificira rizik i prijavi ga RASFF-u, prvu obavijest prima Europska
komisija, koja provjerava obavijest i odmah je prosljeduje ostalim ¢lanicama, omogucujuci im
da poduzmu potrebne radnje, od kojih je najvaznija pravovremeno povlacenje proizvoda s
trziSta te time izbjegavanje potencijalnih Stetnih u€inaka na zdravlje potrosaca (Silva i sur.,
2023). Redoviti nadzor i pridrzavanje sigurnosnih smjernica kljuéni su za izbjegavanje

zdravstvenih rizika.
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. ZAKLJUCCI

Odredeni sadrzaj EA ukazuje na srednju razinu kontaminacije jeéma (20 % uzoraka
kontaminirano), te visoku razinu kontaminacije zobi (60 %) i pSenice (44 %), s polja
hrvatskih proizvodaca. Kukuruz pokazuje najnizu razinu kontaminacije, odnosno u niti
jednom uzorku kukuruza EA nisu detektirani.

Niska temperatura zraka, velika koli€ina oborina te visoka relativna vlaznost zraka u
svibnju 2023. godine na podrudju istoCne, sredidnje i sjeverozapadne Hrvatske,
predstavljali su povoljne uvjete za razvoj gljive C. purpurea. Uzorci Zitarica s odredenim
koncentracijama EA koje ne zadovoljavaju zakonske propise (3200 pg/kg, 450,60
Ma/kg, 362,30 ug/kg te 159,10 pg/kg) potjeCu iz Koprivnicko — krizevacke Zupanije
(srediSnja Hrvatska), Sto prema opisanim vremenskim uvjetima objaSnjava visoke
koncentracije ovih toksi¢nih spojeva. Poljoprivrednici i stru€njaci trebaju biti svjesni
potencijalnog rizika od kontaminacije Zitarica s EA te poduzimati odgovarajuc¢e mjere
kako bi smanijili taj rizik, kao $to su primjena fungicida, pravilna agrotehnika i pra¢enje
vremenskih uvjeta.

Kontaminirana zrnja zitarica Cije koncentracije EA od 3200 ug/kg (zob), 450,60 pg/kg
(je¢am), 362,30 pg/kg (je€am) te 159,10 pg/kg (pSenica) prelaze najve¢u dopustenu
koli¢inu EA u hrani za ljude definiranu zakonodavstvom, mogu se koristiti kao hrana za
Zivotinje, obzirom da su njihove koncentracije znatno niZze od najvece dopustene
koli¢ine EA u hrani za zZivotinje, prema Direktivi 2002/32/EZ Europskog parlamenta i
Vijeca.

S toksikoloSkog aspekta vazno je napomenuti da se provedeno istrazivanje odnosi na
sirove zitarice, koje nisu namijenjene za izravnhu konzumaciju ljudi. Procesi obrade
poput kuhanja potencijalno mogu utjecati na koncentraciju EA, smanjujuéi tako njihovu
toksi€nost u gotovim proizvodima. Stoga, nije moguée izravno odrediti koncentracije
EA koje bi uzrokovale akutnu ili kroniCnu toksi¢nost kod ljudi na temelju rezultata za
sirove Zitarice.

Buduéi da razine EA mogu varirati ovisno o nizu ¢imbenika, daljnja istrazivanja ovih
mikotoksina su potrebna tijekom duljeg vremenskog razdoblja i pod razli¢itim uvjetima
uzgoja i prerade Zitarica.

Dodatna istraZivanja trebaju ukljuCivati utjecaj zemljopisnih regija, biljaka domacina i
regionalnih/lokalnih vremenskih prilika, kao i postupaka tehnoloSke obrade sirovina

(mljevenje, toplinska obrada, itd.) na koncentracije EA u konacnom proizvodu.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja lvana Dzelalija izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastorucni potpis



