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1. UVOD



Ergot alkaloidi (EA) su produkti gljivica raznih rodova od kojih je u Europi
najrasprostranjenija vrsta Claviceps purpurea (Fr.) Tul. U oboljeloj biljci, glavica razi
zamjenjuje zdrava zrna sa sklerocijem (ES) koji u sebi sadrzava EA-e. Do danas je
poznato preko 50 EA-a, a od posebnog znaCaja su: ergometrin, ergotamin, ergozin,
ergokristin, ergokriptin, ergokornin i njihovi odgovaraju¢i epimeri koji nisu zakonski
regulirani u hrani i hrani za zivotinje. FizioloSki u€inci EA poznati su od davnina kada je,
uslijed konzumacije kontaminiranih Zitarica te njihovih proizvoda (brasna i kruha) dolazilo
do pojave Cestih masovnih trovanja. Prilikom konzumacije manjih koli€ina kontaminiranih
Zitarica, dolazi do probavnih smetnji. Vece koli€ine uzrokuju ergotizam, bolest koja se
manifestira halucinacijama, gr€evitim napadima te snaznim vazokonstrikcijama koje
naposljetku dovode do pojave suhe gangrene te odumiranja udova. Takoder, zabiljezena
su trovanja domacih i divljih zivotinja. Tijekom 2010. i 2011. god. Europska agencija za
sigurnost hrane (EFSA) u suradnji s nekoliko institucija provela je veliko istrazivanje o
EA-ima u Zzitaricama i proizvodima od Zzitarica, pri ¢emu je sudjelovalo 13 zemalja
Europske unije. lako zaklju€ci istrazivanja nisu ukazivali na zabrinutost za zdravlje ljudi i
zivotinja, rezultati istrazivanja su ipak utvrdili povec¢anu prisutnost EA-a u hrani i hrani za
Zivotinje. Stoga je 2012. godine izdana Preporuka Europske komisije o pracenju
prisutnosti EA u hrani i hrani za Zivotinje (2012/1564/EU). Temeljem te Preporuke,
Hrvatska agencija za hranu (HAH) je od 2014. do 2016. godine provela istrazivanje o
prisutnosti EA u hrani i hrani za Zivotinje. Rezultati istraZivanja su se koristili za donosenje
Znanstvenog miSljenja o ergot alkaloidima u hrani i hrani za Zivotinje (HAH, 2017), a
takoder su poslani u EFSA-u, kao doprinos europskoj bazi podataka u svrhu donoSenja
prijedloga za najvece dopustene koli€ine (NDK) za EA u pojedinoj hrani. Podaci o
koncentraciji EA u Zitaricama i proizvodima od zitarica takoder su znacajni i za nacionalni
program pracenja (monitoring) hrane koji se provodi sukladno propisanim ¢lancima 41.-
43. Uredbe (EZ) br. 882/2004 Europskog parlamenta i Vije¢a od 29. travnja 2004. o
sluzbenim kontrolama koje se provode radi provjeravanja postivanja propisa o hrani i
hrani za Zivotinje te propisa o zdravlju i dobrobiti Zivotinja i temeljem Odluke Komisije od
21. svibnja 2007. o smjernicama za pomoc¢ drzavama ¢lanicama u pripremi jedinstvenog
integriranog viSegodiSnjeg nacionalnog plana kontrola predvidenog Uredbom (EZ) br.
882/2004.

Kako bi se mogla napraviti procjena rizika za EA u hrani nuzno je poznavati u kojim se
koncentracijama EA nalaze u sirovinama (Zitaricama) te u kojem udjelu zaostaju u hrani
koju konzumiramo, gdje moze doci do promjena koncentracija zbog razli€itih uvjeta
tehnoloskih postupka tijekom procesiranja. Procesiranjem hrane moze doéi do
oslobadanja modificiranih oblika mikotoksina (vezanih za druge biomolekule koje ih
maskiraju, ili zarobljene u Skrobnom matriksu), ili do redukcije uslijed degradacije
molekula mikotoksina na manje toksi¢ne produkte, koncentriranja u nusproizvodima koji
se ne koriste za hranu ili vezanja za biomolekule u maskirani oblik. U HAH-ovom
znanstvenom misljenju o EA nije bilo moguce napraviti procjenu rizika za EA iz sirovine i
poluproizvoda jer ne postoji dovoljno podataka o utjecaju razli€itih tehnoloskih postupaka
na njihovo prisustvo u hrani, ali i na njihova svojstva.



Misljenje je stoga rezultiralo preporukom koja je iSla u smjeru provedbe daljnjeg
istrazivanja koje Ce se dodatno fokusirati na utjecaj tehnoloSkih postupaka obrade
(mljevenje, termicka obrada i sl.) na prisustvo EA u finalnim proizvodima.

U ovoj doktorskoj disertaciji po prvi puta do sada se sistematski pratio utjecaj pojedinih
tehnoloskih postupaka (mljevenje, fermentacija, ekstruzija, pecenje i kuhanje) koji se
koriste u procesiranju hrane na retenciju EA u finalnim proizvodima na bazi razi koje ljudi
konzumiraju. Rezultati analiza sirovina, poluproizvoda i proizvoda od razi na prisustvo EA
dobivenih preradom razi u razli€ite proizvode dati ¢e detaljniji uvid u raspodjelu ovih
mikotoksina u pojedine proizvode te se iz navedenih rezultata mogu donijeti zaklju¢ci koje
proizvode od raZi je najsigurnije konzumirati kada se oCekuje vec¢a kontaminacija razi EA.
Takoder, ovo je prema literaturnim saznanjima prvo istraZzivanje u kojem su se pratile
promjene EA tijekom procesa ekstruzije dok su ostala istraZivanja vecinom bila
usmjerena na regulirane mikotoksine. Rezultati istraZivanja dat ¢e i doprinos oskudnom
broju podataka o utjecaju nacina proizvodnje razi (konvencionalan ili ekoloski) na
pojavnost EA.

Na temelju navedenoga odredeni su slijededi ciljevi istrazivanja:

1. Utvrditi utjecaj razli€itih tehnoloskih postupaka koji se koriste u procesiranju hrane
(mljevenje, fermentacija, ekstruzija, pe€enje i kuhanje) na retenciju najznacajnijih
EA i njihovih epimera u proizvodima na bazi razi.

2. Utvrditi utjecaj nacina proizvodnje razi (konvencionalan ili ekoloski) na pojavnost
EA u razi u Republici Hrvatskoj (RH).



2. OPCI DIO



2.1. Ergot alkaloidi
2.1.1. Fizikalno-kemijska svojstva

Ergot alkaloidi (EA) su po kemijskom sastavu amidi terpenoidnog derivata indola - D-
lizerginske kiseline koje karakterizira tetracikliCki ergolinski prsten (Slika 1).

Slika 1. TetracikliCki ergolinski prsten (Coufal-Majewski i sur. 2016)

Ovisno o supstituciji na C-8 atomu, EA su podijeljeni u 4 glavne grupe (Crews i sur. 2009;
EFSA, 2012):

e klavin alkaloidi i 6,7-sekoergoleni

e jednostavni derivati lizergi¢ne kiseline

e ergopeptin alkaloidi - ciklol ergot alkaloidi

e ergopeptam alkaloidi - laktam ergot alkaloidi

U vecini prirodno prisutnih EA, bez obzira kojoj od Cetiri grupe pripadaju, prsten je
metiliran na N6, supstituiran na C8 i posjeduje dvostruku vezu na polozaju C8/C9 (A8,9-
ergoleni) ili C9/C10 (A9,10-ergoleni) s asimetricnim centrima na C5/C10 ili C5/C8. Vodik
na C5 uvijek je u P-konfiguraciji; dok je u A8,9-ergolenima vodik na C10 uvijek u trans-
(a) na C5-H, asimetri¢ni centar na C8 u A9,10-ergolenima daje dva epimera, 3-A9,10-
ergoleni (naznaceno sufiksom -in) i a-A9,10-izoergolena (naznaceno sufiksom -inin).

Do danas je identificirano viSe od 50 razli€itih EA, a pojavnost i koncentracije pojedinih
EA variraju izmedu soja gljivica, geografskog podrucja i biljike domacina (Crews i sur.
2009; EFSA, 2012). Najznacajniji EA koji su uvrsteni u europsko zakonodavstvo i
analizirani u ovom radu su (Slika 2):

e ergometrin/ergometrinin,
e ergotamin/ergotaminin,
e ergozin/ergozinin,

e ergokristin/ergokristinin,
e ergokriptin/ergokriptinin,
e ergokornin/ergokorninin.



Ergokristin Ergokristinin

Mol. masa: 609.7 g/mol Mol. masa: 609.7 g/mol

Ergotamin Ergotaminin

Mol. masa: 581.7 g/mol Mol. masa: 581.7 g/mol

a-ergokriptin a-ergokriptinin

Mol. masa: 575.7 g/mol Mol. masa: 575.7 g/mol
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B-ergokriptin B-ergokriptinin
Mol. masa: 575.7 g/mol Mol. masa: 575.7 g/mol

Slika 2. Kemijske strukture i molekulske mase najznacajnijin EA i njihovih —inin epimera
(Tittlemier i sur. 2015)

Cisti EA tvore bezbojne kristale koji su topljivi u organskim otapalima kao $to su metanol,
acetonitril ili u smjesama pufera i organskih otapala. Neki od njih (posebno oni iz skupine
ergoklavina i jednostavnih derivata lizergi¢ne kiseline) su slabo topivi u vodi. Pozitivho su
nabijeni pri niskim pH vrijednostima ili su bez naboja pri neutralnim i visokim pH-
vrijednostima (EFSA, 2012).



Epimerizaciji su podlozni A9,10 — ergoleni u odnosu na asimetriju kod atoma C-8, dok
A9,10 - dvostruka veza viSe podlijeze preraspodjeli putem enolizacije gdje je ovaj proces
potaknut vodenom otopinom pri niskim ili visokim pH-vrijednostima. Omjer izvornog EA
(tzv. (R)-epimera) i njegovog -inin epimera (tzv. (S)-epimera), uglavhom se odreduje
temeljem prirode odgovarajuc¢ih ostataka amida koji su prisutni u reakciji. Ovaj omijer,
promatran u uzorku ili ekstraktu hrane, moze se znacajno razlikovati ovisno o strukturi
EA, uvjetima skladiStenja, izloZenosti svjetlu, ekstrakciji ili primijenjenoj analitickoj metodi.
Istrazivanje provedeno 2010. godine na Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) u
Berlinu je dokazalo da unutar jednog laboratorija rad s uzorkom od strane razliCitin
zaposlenika tog istog laboratorija utjeCe na omjer svakog para EA i njegovog epimera,
dok se suma oba epimerna oblika ne mijenja. To je razlog zasto kvantitativni analitiCki
pristup uvijek treba pokriti oba C8 - epimera svakog ergopeptida (EFSA, 2012).

DrzZanje EA u smedim staklenim bocicama pri sobnoj temperaturi odrZzava stabilnost svih
glavnih ergopeptidnih EA (ergozina, ergotamina, ergokornina, a-ergokristina,
ergokristina) u kloroformu obzirom na epimerizaciju i degradaciju. Kod ostalih otapala ili
njihove mjesSavine u kojima se testirala postojanost, uoCeni su razli€iti stupnjevi
epimerizacije na C-8 atomu i/ili degradacije pojedinacnih ergopeptid EA. Suprotno tome,
jednostavni derivat lizergiCne kiseline, ergometrin, nije pokazao gotovo nikakvu
epimerizaciju u ergometrinin pri testnim uvjetima (EFSA, 2012). Kako bi se izbjegla
znacCajna epimerizacija ili razgradnja EA u acetonitrilu ili drugim otapalima, EA treba
Cuvati na temperaturi niZzoj od -20 °C i izbjegavati ponovno smrzavanje/odmrzavanje.
SkladiStenje EA u ekstrakcijskom puferu (acetonitrilamonijev karbonatni pufer) u
posudama za automatsko uzorkovanje prije analize (koji bi mogao trajati do 18 sati)
pokazalo je prihvatljive rezultate u smislu C8 epimerizacije, ali se preporucuju automatski
uzorkivaci uz hladenje uzoraka (EFSA, 2012).

2.1.2. Podrijetlo ergot alkaloida u gljivama i biljikama domacina

Ergot alkaloidi su mikotoksini koje produciraju gljivice roda Claviceps, naj¢eSce Claviceps
purpurea (glavnica ili glavica razi) poznata u kontekstu sigurnosti hrane Sirom svijeta,
uglavnom kao uzro€nik bolesti zitarica. Ova parazitska gljivica obavlja primarne infekcije
uz pomoc¢ askospora nastanjivanjem na biljku domacina te se ubraja u obligatne parazite.
Najrasprostranjenija je Claviceps vrsta a pripada porodici Clavicipitaceae, pododjelu
Ascomycota. Moze kontaminirati vise od 400 biljnih vrsta, ukljuuju¢i neke ekonomski
vazne zitarice kao $to su raz, pSenoraz (tritikale), pSenica, je€am i zob, gdje se u klasu
na mjestu zaraze ne razvija psSeno, ve¢ crna srpasta tvorevina (tzv. sklerocij) koja u sebi
sadrzava EA (Slika 3)(Miedaner i Geiger, 2015).



Slika 3. Ergot sklerocij na klasu razi (Andrasek, 2017)

Prisustvo i koli€ina pojedinih alkaloida u sklerociju u velikoj mjeri varira zbog razlika u
zrelosti sklerocija, soju gljivice, bilijci domacinu, geografskom podrucju i vremenskim
uvjetima (EFSA, 2017). Sklerociji obi¢no Klijaju u vrijeme cvjetanja bilijke. Opcenito,
sklerocij od C. purpurea zahtijeva 4-8 tjedana na 0-10 °C za pocetak klijanja, a viSe
temperature (> 25 °C) produljuju klijanje.

Optimalan raspon temperature klijanja sklerocija je 18—20 °C, iako je dokumentirano da
do klijanja moze dodi i na temperaturi izmedu 9 i 15 °C. Nadalje, zabiljeZzeno je da do
klijanja moze doci bez razdoblja hladenja, ali prohladno i vlazno vrijeme, osobito tijekom
cvatnje, pogoduje ostvarenju infekcije (Coufal-Majewski i sur. 2016). Literaturni podaci
pokazuju da ukupni sadrzaj EA u sklerociju moZze varirati izmedu 0,011 0,5 % (Bryfa i sur.
2015). Duzina ergot sklerocija je naj¢eS¢e izmedu 1i 3,5 cm, a Sirina oko 0,3 cm. Unutar
dobro zasti¢enog tijela ES se nalazi kompaktna masa micelija, sklerocij naj¢esce tijekom
zime otpadne s biljke i tako zasticen debelom stjenkom Ceka toplije vrijeme za rast.
Tijekom toplijeg vremena, ES proizvodi sitne strome (Slika 4) koje nose peritecije.
Tvorbom peritecija, dolazi do razvoja askusa s askosporama koje se u povoljnim uvjetima
izbacuju kroz peritecij i dalje Sire zrakom do nove biljke domacina, ¢ime zatvaraju zivotni
ciklus (Brajdi¢, 2014). U Zivotnom ciklusu gljive prisutan je i konidijski stadij, a konidije
takoder kao i askospore mogu zaraziti zdrave biljke u cvjetanju.

Slika 4. Strome ne ergot sklerociju
(Menzies i Turkington, 2014)



Slika 5. Zrno razi zarazeno ergot sklerocijem
(Menzies i Turkington, 2014)

Kako se tijekom Zetve sklerociji sakupljaju zajedno sa Zitaricama ili travom, mozZe doci do
kontaminacije hrane i hrane za Zivotinje na bazi Zitarica (Slika 5). Upravo je sklerocij od
C. purpurea poznat kao glavni uzro¢nik kontaminacije hrane s EA u Europi. Glavni EA
koje proizvodi C. purpurea su ujedno i najznacajniji EA koji su uvrsteni u europsko
zakonodavstvo (ergokristin, ergotamin, ergokornin, ergokirptin, ergometrin, ergozin i
njihovi epimeri), a njihova koli€ina jako varira. lako su epimeri EA opisani kao bioloSki
neaktivni na neuroreceptorskim mjestima, moze doc¢i do interkonverzije u luznatim ili
kiselim uvjetima, pa se oba oblika EA trebaju razmatrati prilikom procjene rizika.

2.1.3. Utjecaj klimatskih promjena na rast mikotoksikogenih gljiva i produkciju
mikotoksina

Klimatske promjene smatraju se jednim od pokretaCa problema vezanih uz sigurnost
hrane i hrane za zivotinje. Njihov utjecaj na prisutnost mikotoksina u hrani i hrani za
Zivotinje predstavlja veliku zabrinutost diljem svijeta posebice jer su ti gljivicni metaboliti
vazni uzroc€nici kroni¢ne toksi¢nosti uzrokovane hranom (Battilani i sur. 2016).

Na rast i razvoj gljiva u biljnom organizmu i sintezu mikotoksina utjecu razliciti faktori kao
Sto su: temperatura okoline, aktivitet vode, relativna vlaga zraka i vlaga tla, koncentracija
COz2, pH sredine, prisustvo/odsustvo kisika, prisustvo/odsustvo kompetitora, sposobnost
izolata gljive za produkciju mikotoksina, koli€ina inokuluma, ishrana biljaka,
prisustvo/odsustvo Stetnika i primjena fungicida kao i njihova medusobna interakcija
(Miraglia i sur. 2009; Cosi¢ i sur. 2013; Medina i sur. 2017). Do produkcije mikotoksina
dolazi u svim klimatskim zonama, pa je geografska rasprostranjenost mikotoksina vezana
uz klimatske uvijete rasta pojedinih plijesni. Primjerice, aflatoksine (AF, koje ve¢inom
sintetiziraju plijesni roda Aspergillus) ¢eS¢e i u veéim koncentracijama nalazimo u
Zitaricama, oraSastim plodovima i zacinima u tropskom i suptropskom podrucju (Afrika,
Oceanija, Indonezija i Juzna Amerika), dok okratoksine (OTA), zearalenon (ZEN) i
trinotecene (koje veéinom sintetiziraju plijesni rodova Penicillium i Fusarium) CeSce
mozemo nacéi u umjerenom klimatskom podrucju (Europa, Azija i Sjeverna Amerika).
Takoder, u svakom koraku proizvodnje hrane i hrane za Zivotinje na bazi zitarica okoliSni
uvjeti utjeCu na kontaminaciju mikotoksinima. U polju su to visoke temperature u



kombinaciji s previSe ili premalo vlage, a u skladiStima su temperatura i vlaga zrna
(Grbesa i sur. 2014). Globalno zatopljenje i suSa tako utjeCu na povecéanje ucestalosti i
ja€inu kontaminacije zrna kukuruza s plijesni Aspergillus flavus Link:Fr. u fazi cvatnje i
nalijevanja zrna kada je zrnu potrebno puno vode (Battilani i sur. 2016). Prirodno suSenje
i skladistenje Zitarica u otvorenim silosima omogucduje razvoj plijesni Aspergilus flavus i
Penicillium sp. Stoga se u silazama u aerobnim uvjetima ¢esto mogu naci silazne plijesni
kao npr. Penicillium roqueforti (Grbesa i sur. 2014). Istrazivanja su pokazala da tijekom
kiSnih godina s izrazenim temperaturnim promjenama znacajno poraste oneciscenje
Zitarica plijesnima uzrokujuéi pojaCanu tvorbu fuzarijskih mikotoksina (zearalenon,
deoksinivalenol, fumonizini i T-2 toksin)(Pleadin i sur. 2015). Tako su Cosi¢ i sur. (2006)
utvrdili da je u godinama povoljnim za razvoj fuzarijske palezi klasa (temperatura iznad
25-28°C i vlaznija klimatska podneblja tj. aktivnost vode od 0,97), koli¢ina
deoksinivalenola (DON) u pSeni¢nom brasnu bila dva do tri puta ve¢a u odnosu na godine
s izrazito susnim vremenom u periodu od cvjetanja pSenice do kraja vegetacije. Vazno je
istaknuti kako za visoku vlagu zraka u usjevu nisu neophodne vece koli€ine oborina u
vrijeme kada dolazi do zaraze, ve¢ su dovoljne i male koli€ine oborina tijekom vise dana.
Opcenito se tijekom izuzetno vlaznih godina bileze znatno veée koncentracije
mikotoksina, dok se tijekom susnih godina primjecuje niza koncentracija mikotoksina sto
se pripisuje susnijem razdoblju tijekom vegetacije (HAH, 2012). Autori Peraica i RaSic¢
(2012) navode da su u zemljama s umjerenom klimom, ljudi trajno izloZeni niskim
koncentracijama mikotoksina koji se nalaze u hrani.

Kako bi predvidjeli kontaminaciju mikotoksinima u budu¢em periodu, koriste se razli€iti
prediktivni modeli koji koriste podatke o klimatskim prilikama i pojavnosti mikotoksina
tjekom duzeg vremenskog perioda. Velina modela predvida da ce tijekom ljeta
temperature biti viSe te da ¢ée padalina biti manje, Sto ¢e popratno uzrokovati razdoblja
susSe s periodima neuobiCajeno vecih koli¢ina oborina. Okoli§ u kojem c¢e usjevi biti
uzgojeni u sljedeéih 10-20 godina znaCajno ¢e se mijenjati s atmosferskim
koncentracijama CO:2 za koje se oCekuje se da ¢e povecati dva il tri puta (od 350 do 700
ili 900-1 000 ppm). Uslijed tog povecéanja, kao i povecanja ostalih staklenickih plinova,
oCekuje se globalno zatopljenje izmedu 2-5 °C koje ¢e imati razli€iti u€inak ovisno o regiji.
Primjerice, predvideno je da ¢e u sjevernoj Europi doéi do prosjenog povecanja
temperature za 3-4,5 °C i povecanja koli€ine oborina za 30-40 %. Takoder se oCekuje da
Ce u juznoj Europi biti ekstremno visoke temperature koje ¢e uzrokovati periode suse sto
¢e utjecati na prinos usjeva, gljivitne bolesti i pojavu mikotoksina. Sli¢na situacija
predvida se u dijelovima subsaharske Afrike, Juzne Amerike i dijelovima Azije (Medina i
sur. 2015). Tako su Battilani i sur. (2016) procijenili da ¢e globalno zatopljenje od +2 °C i
+5 °C uzrokovati ¢eSc¢e pojave aflatoksina u zrnu kukuruza u drZzavama juzne Europe
(Hrvatska, Spanjolska, Srbija, Makedonija, Gréka, ltalija, Bugarska i Albanija)(Slika 6).
Par godina ranije, Bebber i sur. (2013) su predvidjeli da se na globalnoj razini, Stetnici i
bolesti kre¢u prema polovima brzinom od 3 km/godinu. Medutim, njihovo istraZivanje nije
ukljucivalo bilo koja predvidanja Sirenja mikotoksigenih gljivica ili mikotoksina.
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S ciliem sprje€avanja oneciSc¢enja te Stetnih posljedica po zdravlje ljudi i Zivotinja, kao i
ekonomskih gubitaka u prehrambenoj i sto€arskoj industriji vazno je provoditi redoviti
monitoring mikotoksina te uz podatke o vrsti Zitarica biljeZiti i lokaciju iz koje Zitarice
dolaze te klimatske uvijete koji su bili prisutni u kljuénim trenucima vezanim uz
kontaminaciju plijesnima (cvjetanje Zitarica i Zetva).

Slika 6. OCekivani rizik kontaminacije aflatoksinima u kukuruzu kod a) trenutnih
temperatura; porasta srednje temperature za b) 2°C te c) 5 °C (Battilani i sur. 2016)

2.1.4. Povijest ergot alkaloida

Rijec ,ergot” vuCe podrijetlo iz francuskog jezika Sto oznacava ,straznji prst (mamuzu ili
ostrugu) na odraslom pijetlu, na koji ES nalikuje, dok prvi zapisi o ES datiraju iz drevne
Asirije gdje se spominju kao ,$tetni mjehurici na klasu zita“ (EFSA, 2012).

Njegovi ucinci poznati su od Srednjeg Vijeka kada su se uslijed primjene primitivnih
agronomskih i poljoprivrednih mjera Cesto javljala trovanja koja su se vezala uz EA.
Naime, prilikom Zetve Cesto je dolazilo do kontaminacije zdravog zrnja s ES, a prema
nekim zapisima, ES je u odredenim uvjetima mogao sacCinjavati do Cetvrtine ukupne
zetve. Kako se fizickom odvajanju ES od ostatka zrnja nije pridavala velika paznja, ES je
zajedno sa zdravim zrnima zavrSavao u brasnu i ostalim proizvodima gdje ga viSe nije
bilo mogu¢e mehanicki odvojiti (EFSA, 2012).

Konzumacija manje koli€¢ine kontaminiranih Zitarica uzrokuje probavne smetnje dok vece
koli¢ine mogu uzrokovati teski oblik trovanja, poznat kao ergotizam. Ergotizam se moze
manifestirati na dva nacin: gangrenozno i konvulzivno, a u nekim slu¢ajevima mogu biti
zastupljena oba nacina. Gangrenozni ergotizam je kroz povijest bio istaknutiji te je bio
odgovoran za tesSko stanje poznato i kao ,vatra svetog Antuna“ (Arendt i Zannini, 2013,
Bryta i sur. 2015; Miedaner i Geiger, 2015). Ova teSka manifestacija vazokonstrikcije
uzrokovana EA, karakterizirana je oticanjem i upalom udova i prstiju uslijed Cega su zZrtve
osjecale veliku vrucinu i Zarenje (lat. ignis sacer, ,sveta vatra®) te se takvo stanje smatralo
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bozZjom kaznom. Tijekom nekoliko tjedana bolest bi se razvila u gangrenu koju
karakterizira nekroza upaljenih udova i ekstremiteta koji na kraju otpadaju (EFSA, 2012,
Brajdic¢, 2014).

Prva velika epidemija u Europi uzrokovana EA datira iz 9. stoljeCa, a zabiljeZzene su i u
Francuskoj u 11. stoljeCu gdje su se uslijed bolesti poCele graditi bolnice posveéene sv.
Antunu za pomo¢ oboljelima. Poznati slu€ajevi sudenja ,vjeSticama iz Salema“ u 17.
stoljeéu pripisivao je Cinovima vjestica znakove konvulzivnog ergotizma (Slika 7). U tim
slu€ajevima, oboljeli su patili od grcevitih napadaja, osje¢aja bockanja, Stipanja i grizenja,
a Cesta su bila ukazanja utvara i demona Sto se danas objasnjava djelovanjem lizergiCne
kiseline kao prekursoru danas poznatijoj halucinogenoj drogi LSD-u (dietilamid
lizerginske kiseline)(Woolf, 2000). U Engleskoj su tijekom 18. stolje¢a bile zabiljeZzene
epidemije ergotizma, ali je njihova pojava bila puno rjeda nego u ostatku Europe. U Rusiji
je takoder u prosSlosti ta bolest predstavljala veliki javnozdravstveni problem pogotovo u
razdobljima gladi, kada se uslijed nemogucnosti izbora, konzumiralo i zarazene Zitarice
(Brajdi¢, 2014.). U 20. stoljecu je bilo zabiljezeno nekoliko epidemija, a posljednja poznata
se dogodila 2001. god. u Etiopiji kada se konzumirao je¢am koji je sadrzavao zarazenu
divlju zob. Tom prilikom, od 18 prijavljenih pacijenata, tri osobe su umrle, a djeca su bila
glavne zrtve. Kasnije analize su utvrdile da su se koncentracije EA kretale od 2,1 do 26,6
mg ergotamina kg te od 0,9 do 12,1 mg ergometrina kg (EFSA, 2012). Danas je pojava
ergotizma izuzetno rijetka jer se kondicioniranjem i ¢iS¢enjem zrna uklanja vecina ES tako
da samo vrlo niske koncentracije alkaloida ostaju u brasnu. Osim toga, alkaloidi koji su
uzroc€nici ergotizma su relativno labilni i obi€no se uniste peenjem i kuhanjem (Peraica i
sur. 1999).

Slika 7. Sudenje ,vjesticama iz Salema*“ (Brajdi¢, 2014)
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2.1.5. Toksikokinetika i toksikodinamika

Podaci o toksikokinetici su rijetki i uglavnom su ograniceni na ergometrin i ergotamin Koji
se koriste kao farmaceutski proizvodi. Kod ljudi apsorpcija ergotamina je nepotpuna i
spora, a odvija se u gastrointestinalnom traktu nakon oralnog unosa uz 60 %-tnu
apsorpciju gdje izmedu 1 i 2,7 sati nakon oralnog unosa dostiZze najvecu koncentraciju u
plazmi. Ergometrin se za razliku od ergotamina brzo apsorbira nakon oralnog unosa
(EFSA 2012). Uoceno je da se kod prezivaca vecina apsorpcije odvija u predzelucima uz
razli¢it postotak ucinkovitosti, zavisno od EA (jednostavni EA lizergi¢ne kiseline su se
ucinkovitije apsorbirali od ergopeptid alkaloida)(EFSA, 2012). Ergot alkaloidi se nakon
apsorpcije brzo distribuiraju u tijelu, a poluZivot distribucije se uvelike razlikuje od
pojedinca do pojedinca. S druge strane, ciljna mjesta distribucije unutar tijela su slabo
poznata. Rezultati jedne studije provedene na Stakorima pokazali su da je veca
radioaktivnost zabiljeZzena u jetri, srcu, pluéima i bubrezima nego u krvi dva sata nakon
unosa radioaktivho oznacenih EA (EFSA, 2012). Rezultati in vitro studije, autora Mulac i
suradnici (2012) su pokazali potencijal ergometrina, ergotamina, ergokristina i njihovih
epimera za prelazak krvno-mozdane barijere (Mulac i sur. 2012). Takoder, pojedini dokazi
za domace zivotinje pokazuju da se ergopeptini mogu u manjoj mjeri taloziti i u masnom
tkivu (EFSA, 2012). O metabolizmu EA postoji malo podataka. Smatra se da je vise od
90 % apsorbiranog ergotamina nakon oralnog unosa bilo izloZeno metabolizmu prvog
prolaza. Novija istraZivanja su pokazala da su EA podlozni oksidativhim metaboli¢kim
putovima, najéescée katalizirani citokromom Paso 3A4. Neki EA (npr. ergometrin) mogu se
konjugirati s glukuronskom kiselinom. Mikroflora predZeludaca u prezivaCa mozZe imati
razliCite uloge u metabolizmu EA. Fermentacija u predzelucima moze, s jedne strane,
osloboditi EA iz biljnog tkiva i time povecati njihovu ukupnu koli€inu dostupnu za
apsorpciju. Nasuprot tome, mikroflora predzeludca razgraduje ergopeptine do lizergi¢ne
kiseline.

Nakon metabolizma u jetri, ekskrecija putem zucCi predstavlja glavni put eliminacije, osim
kod prezivaCa (EFSA, 2012). EFSA (2012) je za odredivanje akutne toksi¢nosti (LDso) EA
uzela u obzir studiju Griffitha i suradnika iz 1978. god. U studiji na miSevima, Stakorima i
zeCevima oba spola odredena je LDso vrijednost za nekoliko prirodno prisutnih i sintetskih
EA. Zivotinje su bile izlozene EA oralno, intravenozno i subkutano. Rezultati su za
prirodno prisutne EA pokazali nisku oralnu akutnu toksi¢nost te su oralne LDso vrijednosti
uvijek bile vecCe od intravenoznih kod iste Zivotinjske vrste Sto pokazuje na niski stupanj
apsorpcije te visoki metabolizam prvog prolaza kroz koji EA prolaze nakon oralnog unosa.
Takoder su zabiljeZzene razlike u osjetljivosti izmedu Zivotinjskih vrsta, gdje su se zeCevi
neurotoksi¢nosti kod sisavaca koji se ocituju u nemirnosti, suzenju ili povecanju zjenice
oka, slabosti miSica, drhtavici i krutosti. Nadalje, uoCena je gangrena koja se pojavila na
repu Stakora 5 - 7 dana nakon jednokratne intraperitonealne aplikacije 25 mg ergotoksina
kg t.m. ! (smjese ergokornina, a- i B-ergokriptina i ergokristina) (EFSA, 2012). U Tablici
1 prikazane su LDso vrijednosti pri intravenoznom unosu ergometrina, ergotamina i
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ergozina. Vidljive su jasne razlike u osjetljivosti izmedu pojedinih Zivotinjskih vrsta (EFSA,
2012).

Tablica 1. Uspostavljene LDso vrijednosti na pojedinim Zivotinjskim vrstama pri
intravenoznom unosu ergometrina, ergotamina i ergozina (EFSA, 2012)

Tvar Zivotinjska vrsta LDso (mg kg™?)

Mis 160
Ergometrin Stakor 120

Zec 3,20

Mis 265
Ergotamin Stakor 38,0

Zec 3,00

Mis 33,5
Ergozin Stakor 30,0

Zec 1,23

Vezano za toksi¢nost razliCitin EA, rezultati nekih studija u kojima se ispitivao parenteralni
unos su pokazali da unos razliCitih EA uzrokuje vazokonstrikciju u repovima Stakora,
krijestama i podbradnjaku kod pijetlova te dijelovima uha zeCeva i pasa, koja posljedi¢no
uzrokuje ishemiju tih dijelova. Speijers i suradnici (1993) su proveli istrazivanje tijekom
kojeg su hranili Stakore s razli€itim koncentracijama ergometrin tartarata tijekom nekoliko
mjeseci. Pri veé¢im koncentracijama primijeéena je promjena tjelesne mase i tezine
unutarnjih organa te promjena njihovih funkcija. Primijeéene su i odredene razlike u jacini
ovih promjena medu spolovima. EFSA-in Odbor za kontaminante (CONTAM) je na
temelju izostanka vazokonstrikcije na repu Stakora propisao NOAEL vrijednost (No
Observed Adverse Effect Level) od 0,4 mg ergotamina kg t.m.'dan! (EFSA, 2012).
Istrazivanje Peters-Volleberg i suradnika (1996) je sluzilo za uspostavu NOAEL
vrijednosti za ergometrin. Nakon hranjenja Stakora sa sintetskim ergometrin maleatom
uoCili su da je pri visokim koncentracijama doslo do promjena na jetri, metabolizmu
glikogena i u razinama serumskog prolaktina. Temeljem tih saznanja, autori su odredili
NOEL vrijednost od 0,8 mg ergometrin maleata kg t.m.*dan! (Sto je ekvivalent 0,6 mg
ergometrina kg t.m."*dan!). Rezultati istrazivanja Janssena i suradnika (2000a i b). su
pokazali da je dosSlo do promjene u tjelesnoj masi i razinama pojedinih hormona, te masi
pojedinih unutarnjih organa i njihovoj funkciji. NOAEL vrijednost je u ovim istrazivanjima
bila 0,3 mg a-ergokriptina kg t.m."dan' . NOAEL vrijednosti uspostavljene nakon
navedenih istraZivanja dovele su do zakljuCka da ne postoji znacajna kvantitativna razlika
u toksi¢nosti izmedu ergotamina, ergometrina i a-ergokriptina.

Postoji nekoliko ¢vrstih dokaza o nepovoljnim uc¢incima EA na reproduktivne procese. Oni
ukljuCuju embriotoksiCnost, sprjeCavanje trudnoce usliied ometanja implantacije i
nepovoljne ucinke na razvoj i inhibiciju laktacije. Istrazivanje u kojem su Stakori subkutano
bili izlozeni 1 mg ergokornina upucuju da takoder postoje i odredeni dokazi za inhibiciju
ovulacije. Griffith i suradnici (1978) su tijekom svog istrazivanja analizirali u€inke EA na
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reproduktivni sustav miSeva i hr€aka te su dosli do zakljucka da EA nemaju direktan
toksi¢ni ucinak ali da ometaju implantaciju inhibirajuci otpustanje prolaktina iz hipofize.
Takoder je zakljuCeno da najveéi potencijal za ometanje implantacije nakon oralnog
unosa ima ergokornin, zatim ergonin, ergotamin te ergometrin. Po pitanju mogucnosti
uzrokovanja embrionalne smrti u Stakora, nakon oralnog unosa najveci potencijal ima
ergonin, zatim ergoalanin, ergovalin, ergozin, ergotamin te ergometrin. Zeilmacker i
Carlsen (1962) prvi su dokazali da kod Stakora postoji utjecaj EA na laktaciju i smanjeno
izluCivanje prolaktina. Rezultati istrazivanja Shaar i Clemensa (1972) pokazali su izravno
djelovanje ergokornina na hipofizu Stakora uslijed inhibicije izlu€ivanja prolaktina. Druga
istraZivanja su ukazala da je takoder moguce indirektno djelovanje preko hipotalamusa i
da vjerojatno EA mogu djelovati na obje spomenute Zlijezde (Floss i sur. 1973). Bududi
da dopamin sam po sebi inhibira izlu€ivanje prolaktina, dopaminergi¢na aktivnost EA je
vjerojatno odgovorna u oba slucaja za inhibiciju izlu€ivanja prolaktina. Osim ergotamina,
postoji jako malo istraZivanja o genotoksi¢nosti EA. Rezultati in vitro istrazivanja nisu
uoCili mutagenost kod ergotamina. Rezultati ranijih istrazivanja su pokazali njegovo
Stetno djelovanje na kromosome u in vitro i in vivo uvjetima, iako su bili slabi. Vezano za
kancerogenost, ne postoje istrazivanja o dugotrajnoj izlozenosti ergometrinu, ergotaminu,
ergozinu, ergokorninu, ergokristinu i ergokriptinu i njihovim epimerima (EFSA, 2012).

2.1.6. Primjena ergot alkaloida kao lijekova

Ergot alkaloidi osim negativnih fizioloSkih u€inaka, pokazuju i Sirok spektar farmakoloskih
uCinaka od kojih su neki poznati stotinama godina. Tako su se u proslosti koristili
medicinski preparati od sklerocija Claviceps purpureae kod poroda, lijeCenja migrene i
poremecaja ziv€anog sustava. U meduvremenu su ove preparate zbog bolje
standardizacije zamijenili lijekovi od izoliranih EA, ali i zbog toga $to se uocilo da nema
smisla unositi ,koktel* EA jer imaju razliCite farmakoloSke uCinke (EFSA, 2012).

Ergotamin se u obliku ergotamin tartarata Cesto koristi u medicinske svrhe za lijeCenje
migrene i tzv. cluster glavobolje, a bilo je pokusSaja lijeCenja i ortostatske hipotenzije
(naglog pada tlaka nakon zauzimanja stajaceg polozaja). Njegovo koristenje ima i Stetne
nuspojave pa postoje to€no propisane maksimalne dnevne, tjedne i mjeseCne doze koje
se ne smiju prekoraciti. Te doze ne vrijede za trudnice i osobe koje koriste terapiju koja
bi mogla biti u kontraindikaciji s ergometrin tartaratom. Stetne nuspojave ergotamina se
prvotno odnose na ucinke na centralni ziv€ani sustav ili na vazokonstrikciju krvnih Zila te
moguce stvaranje tromba. Ukoliko se prekorace propisane doze, moze doci do mucnine,
povracanja, osjecaja hladnoce, peckanja, svrbezi koze, dijareje, ekstremne Zedi, brzog i
slabog pulsa, promjena u krvnom tlaku, stanja Soka i na kraju stanja nesvijesti. ZabiljeZeni
su i smrtni sluCajevi uslijed respiratornog i kardiovaskularnog zastoja. Kronicna
prekoradenja propisanih koncentracija mogu uzrokovati trajne glavobolje i pojavu
ergotizma (EFSA, 2012).

Ergometrin se u medicinske svrhe koristi u obliku ergometrin maleata. Za razliku od
drugih EA, ima puno selektivnije djelovanje na maternicu, posebice u periodu od Sest
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tiedana nakon poroda. Njegovo djelovanje se o ituje u uzrokovanju snaznih kontrakcija
maternice, koje pri ve€¢im koncentracijama mogu biti neprekidne, dok oksitocin uzrokuje
fizioloSki ritmiCke kontrakcije. Ergometrin maleat koristi se za aktivno upravljanje trecom
porodajnom dobi i za sprjeCavanije ili lijeCenje postporodajnog ili postabortivhog krvarenja
uzrokovanog nemogucnosti stezanja maternice. Za koriStenje ovog preparata postoje
tocno propisane doze. Kao Stetne nuspojave se najcesce isticu mucnina i povracanje, a
moze doci i do proljeva, glavobolje, vrtoglavice, bolova u trbusnoj Supljini, zujanja u
usima, boli u prsima, drhtavice, bradikardije te drugih sr€anih aritmija, suzavanja krvnih
Zila, sr€anog infarkta te oteZzanog disanja (dispneje). Za razliku od ergotamin tartarata,
ergometrin maleat pokazuje manji potencijal za razvoj gangrene, ali su slucajevi
ergotizma takoder zabiljezeni, dok su simptomi akutnog trovanja u oba slucaja vrlo sli¢ni
(EFSA, 2012).

2.1.7. Pojavnost ergot alkaloida u hrani

ViSegodisnja istrazivanja su pokazala da EA naj¢eS¢e mozemo naci u Zitaricama i
proizvodima od Zitarica, posebice u razi i proizvodima od razi. Rezultati analiza uzoraka
hrane i hrane za Zivotinje prikupljeni u periodu od 2011. do 2016. u 15 europskih zemalja
pokazali su najviSe zabiljezene srednje vrijednosti koli¢ine EA u ,mlinskim proizvodima
od razi“ (198-239 ug kg?) i u ,neobradenoj razi“ (149-203 pg kg?). Slicne koli¢ine EA
zabiljeZene su u razli€itim proizvodima od raZzi kao Sto su ,mijeSani pSenicni i raZeni kruh
i pecivo“ gdje je utvrdena srednja koli¢ina EA od 28-32 ug kg te u ,razenom kruhu i
pecivu“ i u ,razenim pahuljicama“ gdje su takoder utvrdene znacajne koli¢ine EA (29-67
ug kgt i 35-83 ug kgt)(EFSA, 2017). EA su takoder detektirani u ,mlinskim proizvodima
od pSenice” (12-87 ug kg?), zobenim pahuljicama (3-100 ug kg?) i pSenici (1-68 ug kg).
Manje koncentracije EA (11-12 ug kgt) izmjerene su i u ,keksima, tostu i kolaciéima za
djecu” (EFSA, 2017). Ranije istrazivanje o prisustvu EA u zitaricama namijenjenim za
prehranu ljudi i hranidbu Zivotinja koje je obuhvatilo 803 uzoraka hrane i hrane za zivotinje
iz 13 europskih zemalja, je utvrdilo prisustvo EA u 95 % uzoraka hrane na bazi raZii u 86
% uzoraka hrane na bazi pSenice namijenih za prehranu ljudi. lako su EA naj¢eSce bili
detektirani u hrani za ljude, najvecéa koli¢ina EA je utvrdena u hrani za Zivotinje na bazi
razi (12 340 pg kg?) (EFSA, 2011). Crews i suradnici (2009) su utvrdili prisustvo EA u
Zitaricama i proizvodima od Zitarica u Svicarskoj, Kanadi, Danskoj i Njemackoj, a najvec¢a
koli€ina izmjerena je u razenom brasnu iz Njemacke. Takoder, istrazivanje Bryfa i
suradnika (2015) o prisustvu EA u raZi i proizvodima od razi je detektiralo EA u 83 %
uzoraka neobradene razi, 94 % uzoraka razenog brasna i u svim (100 %) uzorcima
razenih mekinja i pahuljica. NajviSa koncentracija EA (1 216 ug kg?') utvrdena je u
razenom brasnu.

Prisutnost najznacajnijih vrsta EA u hrani je razli€ita. U Europi su naj¢eS¢e detektirani
ergotamin, ergokristin i ergozin, a slijede ih ergokorninin i ergometrinin (EFSA, 2017).
Starije EFSA-ino izvjeS¢e (2011) isticalo je ergometrin i ergozin kao najCeSc¢e izmjerene
EA u hrani i hrani za Zivotinje. Ranije spomenuto istrazivanje (Bryta i sur. 2015) je utvrdilo
naj¢esce prisustvo ergotamina, ergozina i ergokornina dok su ergometrin i ergometrinin
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detektirani u najmanjem broju uzoraka. Prisutnost EA u zrnu Zitarica je donekle povezana
s prisutnoséu ES. Buduéi da EA mogu biti prisutni osim u ES i u praSini iz ES, gdje se
mogu adsorbirati na Zitarice, ova povezanost nije apsolutna (EFSA, 2017). Od vaznosti
je postaviti maksimalne koli€ine EA za nepreradene Zitarice i proizvode od Zitarica, a ne
samo za ES. Takoder je potrebno odrediti u kojoj fazi prerade je maksimalna koli¢ina ES,
kako bi se primijenili odgovarajuci postupci poput CiS¢enja i sortiranja u svrhu smanjenja
istih. Crews i suradnici (2009) naveli su da metode probira bazirane na gustoci i boji mogu
ukloniti oko 80 % ES iz zrna. U velikim mlinovima se mehani¢ko CiSéenje Koristi kao
standardni postupak za uklanjanje ES iz zrna prije mljevenja. Medutim, ako ES prilikom
mehanickog CiS¢enja budu slomljeni, mali djeli¢i ES se ne mogu detektirati (Crews i sur.
2009). U velikim mlinovima se Kkoristi i gravitacijska plo€a koja potpomognuta zracnim
strujanjem odvaja sklerocije manje specificne tezine od zrna. Koriste se i opticCki-
elektronski sorteri Zitarica koji odvajaju crna zrna ES od plavkasto-sivih zrna razi ili svjetlo
obojenih zrna pSenice ili je€ma (Miedaner i Geiger, 2015).

2.1.7.1. Zakonska regulativa

U Uredbi EK 1881/2006 o kontaminantima u hrani, uspostavljene su najvece dopustene
koliCine (NDK) za mnoge kontaminante, ali nisu i za EA. Temeljem toga, Europska
komisija je izdala Preporuku Europske komisije od 15. oZujka 2012. o pracenju prisutnosti
ergot alkaloida u hrani i hrani za Zivotinje (2012/154/EU). U njoj se preporucuje drzavama
Clanicama provodenje monitoringa na prisutnost EA u zitaricama i njihovim proizvodima
namijenjenim prehrani ljudi i hranidbi Zivotinja, uz aktivho sudjelovanje subjekata u
poslovanju s hranom i hranom za Zivotinje. Preporuceno je ispitivati barem sljedece EA i
njihove —inin epimere: ergokristin/ergokristinin, ergotamin/ergotaminin,
ergokriptin/ergokriptinin, ergometrin/ergometrinin, ergozin/ergozinin i
ergokornin/ergokorninin. Prema Preporuci, drzave ¢lanice bi takoder trebale istodobno
utvrditi, gdje god je moguée, sadrzaj ES u uzorku, zbog unaprjedenja znanja o odnosu
izmedu prisutnosti ES i koncentracije pojedinih EA (EFSA, 2012).

Podaci prikupljeni temeljem Preporuke 2012/154/EU, rezultirali su dono$enjem Uredbe
Komisije (EU) 2015/1940 od 28. listopada 2015. o izmjeni Uredbe (EZ) br. 1881/2006 u
pogledu najvecih dopuStenih kolicina ergot sklerocija glavice raZzi na odredenim
nepreradenim Zitaricama te odredaba o pracenju i izvjescivanju (Slika 8). U ovoj Uredbi
se propisuju najvece dopustene koliine ES za nepreradene zitarice, osim kukuruza i rize,
a koje iznose do 0,5 g kgt. Takoder su propisane koje to¢no kategorije hrane je potrebno
uzorkovati i analizirati na EA, medutim jo$ ni jedan NDK nije propisan za EA (EFSA,
2017).
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PRILOG
Prilog Uredbi (EZ) br. 1881/2006 izmjenjuje se kako slijedi:

1. Uodjeljku 2. dodaje se sljededi unos 2.9.:
29 Sklerocij glavice rafi i alkaloidi glavice razi
281 Sklerocij glavice razi
2011 Nepreradene Zitarice (*%), osim kukuruza i rize 0.5 gke (B
292 Alkaloidi glavice ra%i (%)
2921 Nepreradene Zitarice (*%), osim kukuruza i rize —(3)
2822 Proizvodi od meljave Zitarica, osim od meljave kukuruza i rife —
2923 Kruh (ukljutujuci male pekarske proizvede). kolagi. keksi snack proizvodi od Zitarica, —

Zitarice za doruéak i tjestenina

2924 Hrana na bazi Zitarica za dejencad i malu djecu —

2. Biljeika 18. zamjenjuje se sljedecom:

‘% Najvela dopustena koliina primjenjuje se na nepreradene Zitarice koje se stavljaju na trzite za prvi stupanj prerade.
.Prvi stupanj prerade’ zna¢i svaka fizikalna ili toplinska obrada zma ili na zmu. osim suSenja. Postupci éi8cenja, ukljudujuct
ljudtenje, sortiranja i suenja ne smatraju se _prvim stupnjem prerade’ ako cijelo zrno ostane netaknuto nakon ¢i8cenja i sortiranja.
Ljustenje je Ciicenje Zitarica snaznim cetkanjem 1/1li ribanjem.
Ako se hustenye prumyenyuie u prisutnosts sklerocya glavice razi, Zitarice se prye Ludtenya moraju podvrgnuts prvom koraku i1dcema.
Nakon ljustenja, koje se provodi uz usisivaé pradine, provodi se razvrstavanje po bojama prije meljave.
Sustavi integrirane proizvodnje 1 prerade oznacuju sustave u kojima su sve dolazne serije Zitarica oéiicene, razvrstane 1 obradene u
istom pogonu. U takvim sustavima integrirane proizvodnje 1 prerade najveda dopuétena kolidina primjenjuje se na nepreradene
Zitarice nakon ¢iicenja 1 razvistavanja, ali prije prvog stuprya prerade.
Subjekti v poslovanju s hranom osiguravaju sukladnost svojim postupkom u okviru HACCP-a, pri ¢emu se utvrduje 1 provodi
ucinkovit postupak pracenja na toj knitiénog kontrolnog tock:.™

(") Uzorkovanje se provodi v skladu s todkom B Priloga I. Uredbi Komisije (EZ) br. 401/2006 (SL L 70, 9.3.2006., str. 12.).
Analiza se provodi mikroskopskim pregledom.

() Zbrog 12 alkaloida glavice razi: ergokristin/ersolnstinin; ergotamin/ersotaminin; ergokriptin/ergokriptinin; ergometrin/ergometrinin; ergozin/ergozinin; ergokornin/ersokominin

(%) Prikiadne i ostvarive najveée dopuitene kolidine kojima bi se ozsigurala viscla razina zadtite zdravlja ljudi razmotrit ée se za te relevantne kategorije hrane do 1. srpnja 2017
Slika 8. Isjecak iz Uredbe (EU) 2015/1940 (Sluzbeni list Europske unije, L 283/3)

Uredba komisije (EU) br. 1272/2009 od 11. prosinca 2009. o utvrdivanju zajedni¢kih
detaljnih pravila za provedbu Uredbe Vijeca (EZ) br. 1234/2007 u pogledu otkupa i
prodaje poljoprivrednih proizvoda u okviru javne intervencije je propisala da Zitarice
.,moraju biti zdrave, besprijekorne i trziSne kvalitete® kako bi bile prihvatljive za javno
posredovanje. Ovi zahtjevi su ispunjeni ako Zzitarice u svakoj fazi razvoja nemaju
neuobiCajen miris i Zive Stetnike (ukljuCujuci grinje), ako ispunjavanju odredene
minimalne zahtjeve kvalitete i ako njihove razine kontaminanata, ukljuCujudi
radioaktivnost, ne prelaze najviSe dopuStene razine propisane europskim
zakonodavstvom.

Prethodno spomenuti minimalni zahtjevi kvalitete su uspostavljeni i ukljuCuju izmedu
ostalog i glavice razi, koje se kao necisto¢e ne smiju nalaziti u zitaricama. Stoga su
Uredbom 1272/2009 propisne najvece koli¢ine glavice razi od 0,05 % ili 500 mg kgt u
durum (tvrdoj) i obi€noj pSenici, dok za EA nisu uspostavljene najvece dopustene koli€ine
(NDK). Prisutnost EA u hrani za Zzivotinje regulirana je Direktivnom 2002/32/EZ
Europskog parlamenta i vijeCa od 7. svibnja 2002. o nepoZeljnim tvarima u hrani za
Zivotinje, gdje se EA kao takvi ne spominju. Medutim, Direktivom je uspostavljen NDK za
Claviceps purpurea (glavicu razi) i iznosi 1 000 mg kg2, za krmiva i krmne smjese koje
se sastoje od nemljevenih zitarica s udjelom viage od 12 %.
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2.2. Raz i proizvodi od razi

Raz (Secale cereale L.) je Zitarica koja se uzgaja u sjevernoj, sredi$njoj i istocnoj Europi,
a glavna primjena joj je u pekarskoj industriji (Rakha i sur. 2010). RaZzeno zrno zauzima
drugo mjesto u proizvodniji kruha (nakon pSeni¢nog), ali se koristi i za proizvodnju drugih
proizvoda namijenjenih ljudskoj prehrani (npr. Skrob, sirup, ocat) ili kao hrana za Zivotinje.

Zrna razi su normalno plavkasto-sive boje, ali boja moze varirati ovisno o podrucju uzgoja
i uvjetima berbe. Zrno razi &ine tri glavna dijela - mekinje, endosperm i klica. Skrobni
endosperm Cini 86,5 % zrna, dok udio mekinja moZze biti do 10 %, a klica 3,5 % zrna.
Skrobni endosperm meksi je od p$eniénog, pa se lak$e oslobada mljevenjem (Arendt i
Zannini, 2013). Vanjski sloj endosperma razi (aleuronski sloj) bogat je proteinima,
mineralima i vitaminima, osobito vitaminima B skupine (Tablica 2)(Arendt i Zannini,
2013).

Tablica 2. Sadrzaj minerala i vitamina u razenom zrnu (Arendt i Zannini, 2013)

Sastojak (mg/ 100 g suhe tvari) Raz PSenica
MINERALI

Fosfor 380 410
Kalij 520 580
Kalcij 70,0 60,0
Magnezij 130 180
Zeljezo 9,00 6,00
Bakar 0,90 0,80
Mangan 7,50 5,50
VITAMINI

B1 0,44 0,55
B2 0,18 0,13
Bs 1,50 6,40
Bs 0,77 1,36
Be 0,33 0,53

Sastav zrna razi je tipi¢an kao i kod ostalih Zitarica koje sadrze oko 70 % ugljikohidrata
(Tablica 3). Skrob je kao kod p3enice i jeéma, pohranjen u endospermu i predstavlja
glavhu komponentu ugljikohidrata. Raz obi¢no sadrzi manje Skroba i sirovih proteina u
odnosu na pSenicu, ali vise slobodnog Secera i vlakana. Od slobodnih Secera, saharoza
dominira. Sadrzaj proteina u razi slican je sadrzaju pSenice, iako u oba slu€aja postoje
znacajne varijacije (oko 8-15 %), ovisno o uvjetima rasta i sorti. Vrijednosti lipida, sirovih
vlakana i pepela takoder su slicne kao kod pSenice i tritikale. Vlakna razi predstavljaju
oko 17 % cjelovitog zrna, od ¢ega su otprilike 4 % topiva vlakna. NajéeS¢e komponente
vlakana u razi su pentozani, 3-glukan, lignin, celuloza i arabinoksilani (Arendt i Zannini,
2013). Tako su Vink i Delcour (1996) naveli da zrno razi koje sadrzi 16,5 % vlakana ima
2,3 % B-glukana, 2,6 % celuloze, 3 % lignina i 7,6 % arabinoksilana.
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Tablica 3. Prosjecni sastav zrna razi i ostalih Zitarica (Arendt i Zannini, 2013)

Raz Tritikal ~ PSenica Je€éam  Kukuruz Riza
Ugljikohidrati 75,8 72,1 66,9 80 67,7 75,4
Sirovi proteini 13,4 14,8 14,0 12,0 10,3 8,5
Masti 1,8 2,0 2,1 2,5 4,5 2,1
Sirova vlakna 2,6 3,1 2,6 2,3 2,3 0,9
Pepeo 2,1 2,0 1,9 2,5 1,4 14
Vlaga 10,6 10,5 12,5 9,4 13,8 11,7

Raz u odnosu na pSenicu karakteriziraju velike koli€ine lizina i hemiceluloze kao Sto su
pentozani, $to znacCajno utjeCe na funkcionalnost svojstva razi u proizvodnji kruha.
Hemiceluloza sprjeCava agregaciju proteina u gluten koji je potreban za razvoj
visokoelasti¢nih svojstava tijesta. Zbog visokog sadrzaja vlakana i ostalih bioaktivnih
komponenti, ova Zitarica ima potencijal za smanjenije rizika od ,zapadnih® bolesti vezanih
uz prehranu, kao sto su kardiovaskularne bolesti, dijabetes tipa 2, hiperkolesterolemija i
pretilost te pokazuje potencijal za u€inkovitije koriStenje u novim vrstama funkcionalnih
proizvoda za ljudsku prehranu (Kujala, 1994; Heinio i sur. 2003; Hansen i sur. 2004;
Saeleaw i sur. 2012).

Raz daje ekonomski odrzive prinose na siromasnim, pjeskovitim tlima gdje drugi usjevi
slabije rastu, a u nekim zemljama se koristi kao pionirski usjev za poboljSanje plodnosti
pustog i sterilnog tla (Arendt i Zannini, 2013). Tolerantna je na niske temperature, a ima
manje potrebe za vodom od pSenice. Osim $&to uspijeva na manje plodnim i
novoosvojenim tlima, dobro podnosi i kisela tla. Medutim, Zetva raZi je puno sporija i teza
u odnosu na ostale strne Zitarice radi zZilavosti slame (Medimurec, 2018). Raz je takoder
otpornija od pSenice na mnoge StetoCine i bolesti. S druge strane, osjetljivija je od pSenice
na napad gljivice Claviceps purpurea pa je Cesto kontaminirana ES (Arendt i Zannini,
2013).

Racuna se da raz €ini samo 1 % ukupne svjetske proizvodnje Zitarica. lako se uzgaja
globalno, njena kultivacija je uglavnom koncentrirana u Poljskoj, Njemackoj, zapadnoj
Rusiji i Ukrajini gdje se razeni kruh ¢esto konzumira (Hansen i sur. 2004; Arendt i Zannini,
2013; Miedaner i Geiger, 2015). U RH je slabo zastupljena ratarska kultura, manjeg
gospodarskog znacCaja. NajCeS¢e se uzgaja u brdskim i planinskim predjelima, na tek
nesto vise od 1 500 — 2 000 ha, a prinosi, uz odgovarajuce uvjete (vlaga iznad 14 % i u
punoj zrelosti) mogu iznositi i viSe od 5 t/ha (Medimurec, 2018). Zbog relativno malih
zahtjeva za gnojivom i mjerama njege bilja, pogodna je za uzgoj u ekoloSkom nacinu
proizvodnje. Prema podacima Drzavnog zavoda za statistiku, proizvodnja razi u Hrvatskoj
u 2014. godini iznosila je 1302,49 ha, odnosno 0,3 % od ukupno zasijanih Zitarica. U RH
je od 2016. godine na snazi Pravilnik o ekoloSkoj poljoprivrednoj proizvodnji (NN, 19/16)
kojim se osigurava provedba uredbi Europske Unije o ekoloskoj proizvodnji (834/2007;
889/2008 i 1235/2008). Navedenim uredbama su prvenstveno utvrdena nacela, ciljevi i
sveobuhvatna pravila za ekoloSku proizvodnju te je odreden nacin na koji se oznaCavaju
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ekoloski proizvodi. Buduci da u ekoloskoj proizvodniji nije dozvoljena zastita industrijskim
pesticidima, postoji zabrinutost da bi ekoloski proizvedena raz mogla sadrzavati vise EA.
Stoga je vazno prilikom analiza razi na prisustvo EA uzeti u obzir i ekoloski proizvedenu
raz, a ne isklju€ivo konvencionalno proizvedenu raz.

2.2.1. Proizvodnja brasna i kruha od razi

Razeno brasno, za razliku od pSeni¢nog brasna sadrzi manju koli€¢inu glutena koji tvori
glutensku mrezu odgovornu za vezanje vode i zadrzavanje plinova. Kod razenog brasna
ovu ulogu imaju pentozani Cija se topivost i bubrenje poveéavaju u kiselom mediju. U
kiselom mediju se takoder smanjuje aktivnost amilaza Sto smanjuje ljepljivost sredine i
povecava volumen kruha. Zbog toga je za proizvodnju razenog kruha (Slika 9) obvezna
primjena kiselog tijesta ili nekog drugog sredstva za zakiseljavanje (organske kiseline),
dok je kod proizvodnje bijelog kruha to stvar izbora. Mikrofloru kiselog tijesta €ine bakterije
mlije€no-kiselog vrenja i kvasci u aktivnom stanju. Bakterije mlije€no-kiselog vrenja su
dominantni mikroorganizmi u kiselom tijestu, a poti€¢u iz samih Zitarica, kontaminacije
pekarskog kvasca ili same mlinarske i pekarske industrije. Okus, miris, reologija i
nutritivne karakteristike kruha proizvedenog uz dodatak kiselog tijesta ovise o aktivnosti
ovih bakterija. Osim njih, u kiselom tijestu se moze se naci viSe od 20 vrsta kvasaca, a
dominantan je pekarski kvasac S. cerevisiae (Mrv€i¢ i sur. 2011). Ukupni sadrzaj proteina
je takoder manji u razenom brasnu u odnosu na pSeni¢no brasno pa je raZeni kruh gusci
i Zilaviji od pSenicnog. Kako je Skrob razi sklon enzimskoj razgradniji, narocito pri viSim
temperaturama, sredina razenog kruha postaje vlazna, a tijesto omek3ava. Razeni kruh
je tamniji, sadrzi viSe vlage, ima slabije razvijenu sredinu, nije Supljikav poput pSeni¢nog
kruha i duZe zadrzava svjezinu. Za proizvodnju razenog tijesta postoje direktan,
indirektan i kombinirani postupak. U direktnom postupku koristi se razeno brasno, voda,
sol, kvasac i sredstvo za zakiseljavanje, dok indirektan postupak pripreme osim brasna,
vode, soli koristi kiselo tijesto, Cime se osigurava sigurna proizvodnja i ujednacena
kakvoca tijesta. Kod kombiniranog postupka, koli¢ina kiseline potrebna za proizvodnju
tijesta potjeCe jednim dijelom od sredstva za zakiseljavanje (regulira kiselost), a drugim
dijelom od kiselog tijesta (daje aromu).

MijeSenje tijesta se provodi pomocu mijesilica, a vrijeme mijeSenja je zbog male koli¢ine
dodataka veoma kratko te se ne provodi intenzivno. Tijesto nakon toga ide na odmaranje,
obradu, odvagu i oblikovanje te fermentaciju. Temperatura fermentacije je naj¢eS¢e do
40 °C, a vrijeme fermentacije je od 20 do 50 minuta. Na proces fermentacije kiselog tijesta
utjeCu temperatura, upotrijebljena starter kultura, supstrat i prinos tijesta. Poslije
fermentacije se tijesto pece pri temperaturi od 200 do 270 °C. Boja kore kruha ovisi o
mjeSavini brasna, temperaturi i trajanju pecenja, relativnoj vlaznosti zraka i pH vrijednosti
tijesta (Schinemann i Treu, 2012). Kiselo tijesto se upotrebljava za dobivanje kruha boljih
tehnoloskih, mikrobioloskih, nutritivnih i organoleptic¢kih svojstava. Bakterije mlije¢no-
kiselog vrenja obzirom na nacin fermentiranja glukoze, mogu biti homofermentativne i
heterofermentativne. Dok homofermentativne fermentiraju glukozu do mlije¢ne kiseline
(90 %) i ostalih metabolita, heterofermentativne fermentiraju glukozu do mlije¢ne kiseline
(50 %), etanola, octene kiseline i drugih metabolita. Osim navedenih metabolita, mogu
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nastati i aldehidi, esteri te druge hlapljive i nehlapljive organske kiseline. Bakterije roda
Lactobacillus (L. brevis, L. fermentum, L. hilgardii, L. plantarum, L. casei, L.
acidophilus...) su najznagajnije bakterije mlije¢no-kiselog vrenja.

Slika 9. Raz — od klasa do kruha (Andrasek, 2017)

2.2.2. Proizvodnja tjestenine

Tehnoloski proces proizvodnje tjestenine sastoji se od viSe postupaka koji obuhvacaju
pripremu i doziranje sirovina; zamjes ili mijeSanje sirovina; oblikovanje i suSenje vlazne
tiestenine te pakiranje i skladistenje tjestenine (Krni¢, 2012). Sirovine (krupica i brasno)
koje se koriste za proizvodnju tjestenine moraju biti svjeZze samljevene i neodleZane te se
prije zamjeSivanja moraju prosijati i propustiti preko magneta. Prosijavanjem se
odstranjuju necistoce na temelju dimenzija, a propustanjem preko magneta svi metalni
dijelovi (Krnjak, 2010). Slijedi doziranje sirovina koje se mozZe provoditi kontinuirano
(pomoc¢u dozatora koji je sastavni dio mijesilice) ili diskontinuirano (odmjeravanje
potrebne koli¢ine sirovina posebno za svaku S$arzu) (Krni¢, 2012). Zamjesom i
mijeSanjem sirovina se dobiva homogena smjesa optimalne konzistencije. U brasno se
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dodaje znatno manja koli€ina vode nego Sto brasno ima moc¢ upijanja vode. Duzina
zamjesivanja tijesta krece se od 10 do 20 min ovisno o kvaliteti brasna, veli€ini Cestica
brasna, koli€ini dodane vode i temperature zamjesa.

Tjestenina se moze oblikovati ekstrudiranjem ili stanjivanjem izmedu valjaka (Pagani i
sur. 1989). Proces ekstrudiranja podrazumijeva primjenu mehani¢ke energije puza sto
uzrokuje prolazak mokrog zamjesa krupice i vode kroz ekstruder te formiranja tijesta
izlaskom kroz sapnicu koja moze biti teflonska ili bron€ana (Haraldsson, 2010; Wrigley i
sur. 2004). Cestice krupice izluduju fibrile te se stvara glutenska mreza, a tijesto postaje
kohezivno (Kosovi¢, 2017). Za elastiCnost tijesta najzasluzniji su glijadin i glutenin, jer
tijekom zamjesa reagiraju te se stvaraju disulfidne veze, pri ¢emu nastaje gluten koji daje
tijestu elasticnost (Zweifel, 2001; Sissons, 2008). SuSenje tjestenine se provodi u
uredajima s mogucénosc¢u kontrole temperature, vlaznosti i strujanja zraka (Slika 10), a
glavni cilj suSenja je smanjenje sadrzaja vlage u cijelom proizvodu do razine koja
osigurava mikrobioloSku stabilnost. Ono takoder uklju€uje optimiranje teksture i boje ¢ime
se postize odgovarajuca kvaliteta proizvoda. PoboljSanje teksture postize se povecanjem
ukrdtavanja proteina pri viS§im temperaturama €ime se poboljSava stezanje, tj. sprjeCava
otpustanje Skroba. PoboljSanje boje moZe se posti¢i na dva nacina. Prvi podrazumijeva
brzo uklanjanje enzima lipoksigenaze pri visokim temperaturama u prvoj fazi suSenja. U
protivnom bi lipoksigenaza razgradila B-karoten prisutan u tjestenini. Drugi nacin su
Maillardove reakcije pri Eemu nastaju pigmenti i aromati¢ne tvari. ZavrSna faza susenja
je zona staklastog prijelaza tjestenine tijekom koje se ona hladi kako bi se dobio finalni
proizvod odgovarajuce temperature (Sto blize sobnoj temperaturi)(Kill i Turnbull, 2001).

Slika 10. Uredaj za suSenje tjestenine
Izvor: https://repozitorij.ptfos.hr/islandora/object/ptfos%3A1199/datastream/PDF/view;

(2.6.2019)
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Prije konzumacije tjestenina zahtijeva kuhanje do optimalnog vremena pri Eemu nestane
srediSnji bijeli dio uzoraka tjestenine, tj. nezelatinizirani Skrob. Kuhanjem dolazi do
procesa difuzije i hidracije proizvoda. Strukturna i teksturalna svojstva kuhane tjestenine
odreduje Skrob koji Zelatinizira tjesteninu i proteini koji utjeCu na koagulaciju (Kosovic,
2017). OsusSena i ohladena tjestenina odlazi na pakiranje i skladistenje. Pakira se u PVC
folije, kartonsku ambalazu i papirnate vrecice koje ju Stite od mikrobioloskih, biokemijskih
i fizikalnih promjena koje mogu dovesti do znacajnog gubitka kvalitete. Temperatura
skladistenja tjestenine iznosi 20 °C (Simonji, 2011).

2.2.3. Proizvodnja snack proizvoda

U proizvodnji snack proizvoda Kkoristi se proces ekstruzije, koji je danas zbog niza
prednosti jedan od najznacajnijih metoda za preradu hrane u prehrambenoj industriji.
Ekstruderi pripadaju obitelji HTST (engl. high temperature short time) uredaja, sposobnih
provoditi obradu hrane pod visokim tlakom. Ekstruzia se moze Koristiti za
proizvodnju/preradu razliCitih  sirovina, polugotovih i gotovih prehrambenih i
neprehrambenih proizvoda (npr. tjestenina, mesne preradevine, konditorski proizvodi,
hrana za kuc¢ne ljubimce, proizvodnja kablova te proizvoda od plastike). Ovim postupkom
povecava se probavljivost hrane i smanjuje broj mikroorganizama, a ekstrudati mogu biti
pjenasti ili u obliku peleta (Tanaskovi¢, 2014).

Tri osnovna postupka ekstruzije koji se koriste u prehrambenoj industriji su: hladno
ekstrudiranje, zelatinizacija (geliranje) i toplo ekstrudiranje (Lovri¢, 2003). Slika 11
prikazuje zone jednopuznog ekstrudera na kojima se zasniva princip njegovog rada (ali i
rada svih ostalih ekstrudera). To su: zona punjenja (uvlaCenja), zona prijelaza
(kompresije) i zona istiskivanja. Zona punjenja obuhvaca prihvat, transport i tlatenje
materijala do istisne zone. U prijelaznoj zoni vrSi se kompresija materijala i plastificiranje
(zbog pretvorbe mehanicke energije u toplinsku, tj. porasta temperatura) materijala koji
je u pocetku bio praskast ili u vidu granula.

Mehanizam za Lijevak za Rashladni Cijevni Regulator
pokretanje pun 1] anc vodeni parni tlaka
sirovine plast plast
\ / Sapnica
( 2 Termopar
5 fﬁ =
N I Odbo_]lllk
ri A bl |
"/ | Podrugje Podrugje Podrudje .
punjenja kompresije | istiskivanja Kuciste
—_— I I 1

Slika 11. Presjek jednopuznog ekstrudera s odgovaraju¢im zonama (Lovri¢, 2003)
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Za proizvodnju ekstrudiranih proizvoda se koriste sirovine bogate Skrobom i proteinima.
Kukuruz je najpopularnija sirovina, a sorte kukuruza koje se koriste u prehrambenoj
industriji se dijele na tvrde i meke. Meke sorte se obi¢no koriste za proizvodnju krupice i
brasna (Mdscicki, 2011). Suho mljevenje kukuruza je postupak kojim se moZe dobiti
krupica ili bradno, a ti proizvodi se koriste uglavhom za proizvodnju razli€itih snack
proizvoda, Zitarica za dorucak i sl. Postupak mokrog mljevenja kukuruza se koristi u
tehnologiji proizvodnje Skroba. Dobiveni Skrob predstavlja sirovinu za proizvodnju
glukoznog i fruktoznog sirupa, dekstrina, sorbitola i slicno (Jozinovi¢, 2015).

Osim kukuruza, za proizvodnju snack proizvoda se obi¢no koriste joS i pSenica, riza te
krumpirovo brasno. Raz u proizvodnji ekstrudiranih proizvoda nije toliko Cesta, ali se
uglavnom koristi zbog obogacivanja finalnog proizvoda i poboljSanja funkcionalnih
karakteristika. Svojstva koje posjeduju sirovine za proizvodnju ekstrudiranih proizvoda i
pomocu kojih se postize raznolikost proizvoda su:

- formiranje strukture,

- olakSavanje fiziCke transformacije tijekom ekstruzijskog kuhanja,
- utjecanje na viskoznost materijala i njegovu plasti¢nost,

- olakSavanje homogenizacije sastojaka tijesta,

- ubrzavanje topljenja i Zelatinizacije Skroba,

- poboljsanje okusa i boje proizvoda (Mdscicki, 2011).

2.2.4. Proizvodnja keksa

Prvi korak u proizvodnji keksa uklju€uje mijeSanje sastojaka u ujednaenu, homogenu
smjesu. MijeSanje se naj¢eS¢e provodi u vertikalnim, horizontalnim ili kontinuiranim
mjeSalicama. Vertikalne mjeSalice su se intenzivno koristile prije razvoja brzih mjesalica,
a karakterizira ih prijenosna posuda za mijeSanje s okruglim krajevima i ravnim dnom.
Posuda je smjeStena ispod glave koja se spusta u korito i okre¢e. Prednost ovih mjeSalica
je u tome Sto se mogu koristiti prilikom pripreme razli€itih vrsta proizvoda. Znacajka
horizontalnih mjeSalica je posjedovanje vodoravne posude postavljene na kruti okvir koji
obuhvaca pogonski motor. Posuda moze biti nepomicna s okomitim prednjim dijelom koji
klizi prema dolje da se tijesto moZe izbaciti. Ce$¢e, posuda za mijesanje je dizajnirana za
naginjanje, a tijesto se izbacuje iz nagnutog polozaja. Prednosti horizontalnih mjeSalica
su velika brzina, moguénost kontinuiranog snabdijevanja tijesta na linijju za obradu,
ujednacenost mjeSavina koje se pripremaju i njihov potencijal za potpunu automatizaciju.
Kontinuirane mjesalice su male veli€ine u odnosu na horizontalne mjesalice i pogodne su
za potpunu automatizaciju. Usprkos toj prednosti, kontinuirane mjesalice nisu uobiCajene
u pripremi keksa gdje se zahtjeva jedna linija za proizvodnju raznih proizvoda (npr.
krekera). Nakon mijeSanja, tijesto se stavlja u spremnik ispod kojeg leZe valjci koji prije
oblikovanja tijesto stanjuju do Zeljene debljine. Proces oblikovanja tijesta specifi¢an je za
svaku vrstu proizvoda, a za oblikovanje tijesta koriste se tri procesa: rezanje ravno
oblikovanog tijesta, oblikovanje uz pomo¢ rotacijskog kalupa i istiskivanje tijesta kroz
kalupe razliCitih oblika (Miller i Wrigley, 2004). Za svaki od tih procesa oblikovanja,
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reologija tijesta je razli€ita. Tijesta za keks koja za oblikovanje koriste kalupe su mekanije
konzistencije, a tijesto se tijekom pecenja Siri.

Pecenje keksa odvija se u pecima razliCitih dimenzija. Novije peci se Cesto sastoje od
niza modularnih jedinica ili zona, a svaka zona je opremljena vlastitim kontrolnim setom
za reguliranje temperature i protoka zraka (Manley, 2000). Ovisno o vrsti proizvoda,
podloga za pe€enje moze biti otvorena zZi€ana mreza ili ravna ploha. Izbor mreze je kriticni
faktor u procesu pecenja jer utjeCe na prijenos topline na dnu proizvoda $to moze imati
znacCajan ucinak na kvalitetu gotovog proizvoda. Postoje tri osnovne vrste pecnica:
direktna, indirektna i potpuno indirektna pecnica. Pecnice se obi¢no zagrijavaju
izgaranjem plina, iako postoji nekoliko proizvodaca koji zbog ekonomskih razloga koriste
naftu ili elektricnu energiju. Najcesce se koriste direktne pecnice u kojima plin sagorijeva
unutar peénice. U tim peénicama, plamenici su postavljeni po pecnici u odredenim
razmacima, ispod i iznad podloge za pecenje. Kod indirektnih pecnica, plin ili ulje
sagorijeva izvan pecnice te cirkulira u i unutar pec¢nice. Te pecnice obicno imaju po jedan
plamenik za svaki odjeljak. Vruéi plinovi iz plamenika prolaze duz cijevi paralelno s
pec¢nicom te iznad i ispod podloge za pecenje. Potpuno indirektne pecénice su one u
kojima je izvor topline dolazi preko izmjenjivaCa topline, neovisno o komori za pecenje i
prijenosu topline. Ova vrsta peénice nije uobiCajena, osim kada se ulje koristi kao gorivo.
Ukoliko se koristi ova vrsta pecnice, proizvodi ovog tipa sagorijevanja ¢e dati neprihvatljiv
okus proizvoda (Miller i Wrigley, 2004).

Nakon pecenja, a prije pakiranja proizvodi se moraju ohladiti. Hladenje se provodi iz
nekoliko razloga: topli proizvodi ne mogu zadrzati ¢vrstoéu tijekom procesa pakiranja,
materijal za pakiranje moze se smanijiti oko toplog proizvoda ili bi doSlo do smanjenja
kvalitete proizvoda bududi da je brzina hladenja kroz palete s proizvodima bila prilicno
spora. Proizvodi se hlade na prirodan nacin u tvorni¢koj atmosferi. U pojedinim
sluCajevima potrebno je osigurati prisilni dotok zraka kao pomo¢ u procesu hladenja
(Miller i Wrigley, 2004).

2.3. UHPLC-ESI-MS/MS

Povezani sustav (U)HPLC-MS/MS ((ultra)visokodjelotvorna/visokotlatnha tekucinska
kromatografija - masena spektrometrija) koristi se za olak§8ano detektiranje kompleksnijih
spojeva i uStedu vremena (Taleuzzaman i sur. 2015). LC-MS sustavi omogucuju analizu
termiCki nestabilnih analita kao i analizu spojeva koji se ne mogu analizirati plinskom
kromatografijom vezanom za spektrometar masa (Budimir, 2016). Kod LC-MS-a i
UHPLC-MS/MS-a, uredaji i programi LC-a i MS-a su integrirani u jedan sustav koji daje
visoku selektivnost i osjetljivost. U njemu su pikovi ostriji i niZi je Sum, pa je kvaliteta
podataka poboljSana. Shodno tome, limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) su
nizi (Pratima i sur. 2013). Za potrebe analize razliitih spojeva, postoje razli€ite izvedbe
LC kolona obzirom na njihova fizikalno-kemijska svojstva. LC-MS/MS uredaj je osjetljiv
na oneciscenja, pa uspjeSnost analize ovisi i o prethodnoj pripremi uzoraka (Budimir,
2016).
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2.3.1. UPHLC

UHPLC (ultra visokodjelotvorna/visokotlaCna tekucinska kromatografija) je separacijska
tehnika nastala poboljSanjem HPLC-a, a karakteriziraju je poboljSana selektivnost, krace
vrijeme analiza, povecana osjetljivost zbog strmijih pikova, manja potroSnja otapala te
nize cijene analize. Nedostaci ove tehnike su ve¢inom vezani uz veliCinu Cestica. Naime,
UHPLC koriste krace kolone od HPLC-a koje su ispunjene Cesticama manjim od 4 um a
iste moraju biti otporne za rad na visokim tlakovima (Pratima i sur. 2013). Visi tlak zahtjeva
viSe odrzavanja, a vijek kolona je smanjen. Kolone u kojima je veliCina Cestica manja od
3 gm imaju ograni¢eno koristenje pa je zahtjevnija priprema uzoraka. Ova tehnika se
primjenjuje za analize prirodnih proizvoda i tradicionalnih biljnih lijekova, prou€avanje
ADME (adsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija), bioanaliza, razumijevanja
promjene spojeva kroz vrijeme pod razli€itim vanjskim utjecajima. Takoder se koristi kod
proizvodnje, osiguranja i kontrole kvalitete, provjere Cistoe, razvoja novih metoda,
validaciju, sigurnost i ucinkovitost §to je posebno vazno u farmaceutskoj industriji kod
koje se zahtjeva Cistoéa sirovina i finalnog proizvoda (Pratima i sur. 2013).

Princip rada UHPLC-a je isti kao i kod HPLC-a, ali je izvedba donekle drugacija. Glavna
razlika je veli€ina Cestica stacionarne faze koje su manje od 3 uym pa se zbog njih
razvijanju veci tlakovi. Za smanjenje tlakova je potrebno povisiti temperaturu Sto uzrokuje
smanjenje viskoznosti mobilne faze te ubrzanje protoka iste.

Kod pripreme uzoraka moze se koristiti preCiS¢avanje ili ,razrijedi i mjeri“ (,dilute and
shoot*) tehnika. Kod preci§c¢avanja koriste se SPE kolone kojima je cilj ukloniti supstance
iz matriksa uzorka koje mogu stupiti u interakciju s kolonom. Problem kod ove tehnike je
Sto svaki korak preciS¢avanja dovodi do novih izvora mjerne nesigurnosti i pogresaka, a
nije ga moguce koristiti ukoliko se mjere analiti s izrazito razliCitim svojstvima. S druge
strane, kod tehnike ,razrijedi i injektiraj“, uzorci se jednostavno razrijede i ubrizgaju u LC-
MS/MS uredaj. Do problema dolazi ako je uzorak jako oneciSc¢en, ili u vrlo niskim
koncentracijama $to moze zaustaviti rad kolone i dovesti do smanjenja osjetljivosti
(Varga, 2010).

2.3.2. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija (MS) je najrasSirenija analiticka tehnika kojom se nabijeni atomi ili
molekule (ioni) odvajaju na temelju njihovog omjera mase i naboja. Razdvojeni ioni se
zatim prenose do detektora da bi izmjerili njihovu koncentraciju, a rezultati se prikazuju
na grafikonu koji se naziva maseni spektar. Maseni spektrometar se sastoji od minimalno
Cetiri osnovne komponente: izvora iona, analizatora masa, detektora i sustava za obradu
podataka (Banerjee i Mazumdar, 2012).

U masenom spektrometru, analiti se prvo uparavaju i ioniziraju. Zatim se dobiveni ioni
ubrzavaju prema analizatoru masa u kojem se na osnovu m/z omjera vrsi njihovo
razdvajanje pod utjecajem elektromagnetskog polja. Detektiraju se ioni koji napuste
analizator masa, a dobivena informacija se snima (Varga, 2010). Kao potvrdu
identifikacije analita koristi se omjer kvantifiera i kvalifiera. On uvijek mora biti konstantan,
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uz dopusteno odstupanje do 30 % kod niskih koncentracija ispod ppb veli€¢ine. Kvantifier
je ona tranzicija koja daje najbolji omjer signala i Suma te najveci odaziv, a kvalifier je
drugi fragment kojim se radi kvalitativha potvrda da je rije€¢ o analitu koji trazimo (Gross,
2004). Bez obzira koji je analit u pitanju, ova tehnika nastoji identificirati spoj iz
molekularne mase njegovih sastavnih dijelova. Informacija dobivena iz mase moze biti
dovoljna za identifikaciju elemenata i odredivanje molekularne formule analita, ali za
apsolutnu potvrdu potrebno je dodatno napraviti NMR (nuklearno magnetsku rezonancu).
U ovoj spektroskopskoj metodi, izotopi pomazu u odredivanju koji elementi doprinose
takvoj formuli i procjeni broja atoma pojedinog elementa a fragmentacija iona moze dati
informacije o ionskoj strukturi. MS odreduje (prosjecni) broj i redoslijed sastavnih dijelova
makromolekula (Gross, 2004).

Tandemska masena spektrofotometrija (MS/MS) (Slika 12) kombinira dva koraka
masenog razdvajanja s fragmentacijom molekula izmedu ta dva koraka. Za bolju
selektivnost i specifitnost analize najéeSce se kombinira tekuéinska kromatografija s
MS/MS-om (Grec, 2014).

e S e

fragmentacija
kolizijom pomocu
inertnog plina

analiza mase
Zeljenogiona

izolacija
prekusorskogiona

Slika 12. Shematski prikaz rada MS/MS sustava
(prilagodeno iz Madeira i Floréncio, 2012)

2.3.3. ESl ionizacija

Naj¢es¢i oblik ionizacije molekula u vezanim LC-MS sustavima je ESI (engl. -
Electrospray ionization, lonizacija elektrorasprsenjem). Pomocu ESI (Slika 13) ionizacije
moguce je prevesti masivne, nehlapljive i termolabilne molekule u plinsku fazu kako bi se
mogle analizirati u spektrometru masa. Stoga mu je glavna primjena u analizi bioloSkih
molekula koje je tesSko prevesti u plinovito stanje i ionizirati. Ovisno o naponu na kapilari,
elektrodi i o svojstvima molekule koju Zelimo ionizirati, ionizacija moze biti pozitivna ili
negativna. Optimalna temperatura ESI ionizacije pri atmosferskom tlaku i u struji inertnog
plina (najCesce dusika ili argona) je iznad 100 °C (Budimir, 2016).
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Slika 13. Princip rada ESI sustava (prilagodeno iz Banerjee i Mazumdar, 2012)

2.3.4. Princip rada trostrukog kvadrupola

Trostruki kvadrupoli (QqQ, engl. Triple Quadrupole) se najCesce koriste za kvantifikaciju
analita. Mogu skenirati cijeli raspon mase (10 — 30000 Da) u desetinki sekunde. Svaki
kvadrupol se sastoji od Cetiri cilindrine elektrode spojene u dva para diametralno jednako
nabijenih elektroda. Suprotne elektrode su povezane i posjeduju isti potencijal, pa su dvije
elektrode pozitivnog a dvije negativnog polariteta. lon koji kroz otvor ude u kvadrupol je
privu¢en prema elektrodi suprotnog naboja te uslijed brzine izmjene naboja, spiralnom
putanjom nastavlja do sljedece elektrode sve do zadnjeg kvadrupola, odnosno dok ne
stigne do detektora (Slika 14) (Varga, 2010; Sarkanj, 2014). Prvi kvadrupol (Q1) odabire
prekursorske ione analita koji prolaze dalje, dok se ostali analiti u dodiru s elektrodama
neutraliziraju pa ne prolaze do detektora. Drugi kvadrupol (Q2) djeluje kao kolizijska ¢elija
(CC) u kojoj se inertni plinovi (najéesc¢e dusik ili argon) sudaraju s ionima propustenim s
prvog kvadrupola te nastaju njihovi fragmenti. Nakon $to je doSlo do fragmentacije iona
u drugom kvadrupolu, uspostavlja se napon koji dalje pokreée ione na izlaznom dijelu
kolizijske celije (CXP — eng. Cell exit potential). U treéem kvadrupolu, (Q3) se ioni dalje
razdvajaju, ovisno o njihovom m/z omjeru (Varga, 2010). Postoje razli€ite izvedbe treéeg
kvadrupola.

Ukoliko MS/MS uredaj ima trostruke kvadrupole (QqQ), u njemu se odvajaju i usmjeravaju
specificni fragmenti trazenog analita te se oni propustaju do detektora. Na detektoru se
mogu pratiti najmanje dvije tranzicije po analitu (kvalitativna i kvantitativha potvrda analita,
pracenje retencijskog vremena i specificnog omjera signala za kvalitativnu i kvantitativnhu
potvrdu). Treéi kvadrupol (Q3) moze takoder biti i hvata¢ iona u koji se skupe svi fragmenti
iz Q2 Sto daje bolju informaciju o analitu i loSiju osjetljivost u kvantificiranju. Takoder
omogucéava prepoznavanje nepoznatih analita, a u hvatau iona se dobije cijeli
fragmentacijski spektar prekursorskih iona.
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Prilikom prolaska iona kroz zadnji kvadrupol, ioni udaraju po povrsini kontinuiranog
mnozitelja elektrona (CEM — eng. Continuous Electron Multiplier) pa prelaze preko
deflektora (DF) do detektora. Detektor broji udarce po sekundi (cps — eng. counts per
second) za odredeni odnos m/z (Varga, 2010; Sarkanj, 2014).
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Slika 14. Princip rada MS/MS uredaja (Varga, 2010; Sarkanj, 2014)
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Uzorkovanje

Istrazivanje provedeno u sklopu ove doktorske disertacije obuhvatilo je sve proizvodace
razi u RH, iz 10 hrvatskih Zupanija. Od ukupno 20 uzoraka neobradene razi, najveci broj
uzoraka uzorkovan je u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji (Cetiri uzorka) te Bjelovarsko-
bilogorskoj i Varazdinskoj Zupaniji (po tri uzorka). Slijede Osjecko-baranjska, Zadarska i
ZagrebacCka Zupanija (po dva uzorka), pa Li¢ko-senjska, Medimurska, Viroviticko-
podravska i Grad Zagreb (po jedan uzorak)(Slika 15). Popis svih proizvodaca razi u RH
u 2016. godini zatrazeni su od Agencije za placanje u poljoprivredi, ribarstvu i ruralnom
razvoju, a popis ekoloskih proizvodaca razi u RH u 2016. godini od Ministarstva
poljoprivrede.

Prema podacima Ministarstva poljoprivrede, od ukupno 20 uzorka neobradene razi, Sest
uzoraka je bilo iz ekoloSke (Slika 16), a 14 iz konvencionalne proizvodnje.

Nadalje, od Hrvatskog hidrometeoroloSkog zavoda zatrazeni su podaci o vremenskim
prilikama tijekom 2016. godine (srednja mjeseCna temperatura i mjesecna koli¢ina
oborina) po Zupanijama / mjernim postajama.

0 70 km
—

Slika 15. Broj uzoraka neobradene raZzi uzorkovanih iz pojedinih Zupanija RH
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0 70 km

Slika 16. Broj uzoraka ekolo$ki proizvedene razi po Zupanijama

Za utvrdivanje utjecaja naCina proizvodnje na prisustvo EA u razi koriSteni su rezultati
HAH-ovog projekta o prisustvu EA u uzorcima neobradene razi, zetve 2016. godine.
Tijekom HAH-ovog projekta (IstraZivanje prisutnosti EA u hrani i hrani za Zivotinje; od
2014. do 2016. godine), uzorci razi su uzorkovani sukladno Uredbi Komisije (EZ) br.
401/2006 od 23. veljace 2006. o utvrdivanju metoda uzorkovanja i analize za sluzbenu
kontrolu razina mikotoksina u hrani te su nakon uzorkovanja vizualno analizirani na
prisustvo ES. Uzorci raZi u kojima je utvrdeno prisustvo ES homogenizirani su te je iz te
mase odvagano 20 g za analizu na EA, a ostatak se koristio za daljnje istrazivanje
odnosno pripremu proizvoda od razi. Buduci da je ES od C. purpurea poznata kao glavni
uzro¢nik kontaminacije hrane s EA u Europi, samo uzorci u kojima je utvrdeno prisustvo
ES su izdvojeni za daljnju pripremu proizvoda od razi (uzorci broj 3,4,7,9,10,12,13,14,16
i 20 u Tablici 5).

Zrna razi su samljevena na laboratorijskom mlinu IKA MF 10, nakon €ega su se frakcije
mekinja, krupice i brasna razdvojile pomocu vibrirajuéih sita (Analysette, 3 PRO, Fritsch,
Njemacka) promjera 1,60 mm, 800 um i 250 pym, amplitude treSnje 3,0 mm u trajanju od
5 minuta (Slika 17).

Mekinje, krupica i brasno dobiveni meljavom pojedinih uzorka razi koji ju sadrzavali ES
su se dalje koristili kao sirovina za dobivanje proizvoda od razi: kruha, tjestenine, snack
proizvoda (flips) i keksa (Slika 18). Za pripremu proizvoda od razi koristili su se razlicCiti
tehnolosSki postupci: fermentacija, ekstruzija, peCenje i kuhanje. Svi uzorci (ukljuCujuci
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sirovine, poluproizvode i proizvode od razi) prikazani na Slici 18. na kraju su analizirani
na prisustvo EA. Pod pojmom EA u ovom radu podrazumijevali su se svi najznacCajniji EA
i njihovi —inin epimeri koji su obuhvaceni ovim istrazivanjem: ergometrin, ergometrinin,
ergozin, ergozinin, ergokornin, ergokorninin, ergokriptin, ergokriptinin, ergotamin,
ergotaminin, ergokristin i ergokristinin. Kemikalije koriStene za analizu EA su bile HPLC
ili MS Cistoce: metanol (Merck, Njemacka), acetonitril (Merck, Njemacka), octena kiselina
(Merck, Njemacka), amonij formijat (Merck, Njemacka) i standard EA (Mix 6, Biopure,
Austria).

Slika 17. Laboratorijska tresilica s vibriraju¢im sitima
(Analysette 3 PRO, Fritsch, Njemacka)

indirektni

SIS postupak

,TIJEStO za kruh | '(ruh indirektni

,Tuesto za kruh | lKruh direktni

direktni
postupak postupak

Durum
krupica

'Tijesto za keks |

: Tjestenina
Krupica NESIE

Tjestenina
lasi¢na kuhan

ekstrudirana ekstrudirana

, Tjestenina | l Tjestenina

kuhana

Kukuruzna
krupica
nack proizvod
10 % mekinja

I Mekinje

nack proizvod
20% mekinja

Slika 18. Shema pripreme proizvoda od neobradene razi do finalnih proizvoda
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3.2. Priprema uzoraka
3.2.1. Proizvodnja kruha

Za izradu razenog tijesta i laboratorijsko pecCenje kruha koriStena je mikro metoda
(Shogren i Finney, 1984). Sirovine koriStene za proizvodnju tijesta prema direkthnom
postupku su razeno brasno, pekarski kvasac, kuhinjska sol, Secer i voda, a koli¢ina
pojedinih sirovina i postupak proizvodnje prikazani su shematski (Slika 19, Slika 20). Za
izradu kiselog tijesta koriStena je starter kultura Lactobacillus plantarum trgovackog
naziva Flora-Pan L-75 (Lallemand, Francuska), razeno brasno i voda. Nakon izrade
kiselog tijesta slijedi fermentacija u trajanju 24 sata, nakon ¢ega se ono koristi kao jedna
od komponenata za izradu krudnog tijesta kod indirektnog postupka. Kod direktnog
postupka proizvodnje tijesta sve se sirovine predvidene za zamjes (brasno, kvasac,
kuhinjska sol, Secer i voda) mijeSaju istovremeno. Za zamjes sirovina koristi se mjesilica
miksografa (National Mfg. Co., SAD) u trajanju od 3 minute. Tijesto se nakon mijeSanja
ruéno oblikuje te dijeli na 3 dijela, okruglo oblikuje i stavlja u plasticnu posudu. Slijedi
fermentacija u trajanju od 2 sata pri 30 °C. Na zavrSetku prve fermentacije, jedan po jedan
komad tijesta se stanji valjkom za tijesto, koje se zatim preklopi tri puta, okrene za 90°,
stanji valjkom za tijesto i urola, tako da se dobiju veknice. Veknice se stave u kalup za
peCenje pa na zavrSnu fermentaciju u trajanju od jednog sata na 30 °C. Nakon
fermentacije slijedi pe€enje u peénici (uz doziranje vodene pare) na 200 °C, 10 minuta.
Uzorci su se ohladili, samljeli i Cuvali na -20 °C do analize.
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RAZENO BRASNO (33,82 g) SECER (0,65 g) KVASAC (0,63 g) SOL (0,53 g)

ZAMIES KRUSNOG TIJESTA

VODA (20,29 g)
OKRUGLO OBLIKOVANJE
FERMENTACIJA (2 h, 30°C

°0)
ZAVRSNO OBLIKOVANIE
ZAVRSNA FERMENTACUA ( 1 h, 30 °C)

PECENJE (10 min, 200 °C)

Slika 19. Shematski prikaz proizvodnje razenog kruha (direktni postupak)
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L. plantarum (3,5 mg) VODA (14 g) RAZENO BRASNO (7 g)
ZAMIJES KISELOG TIJESTA

FERMENTACUA (24 h, 37 °C)

KVASAC (0,63 g) SOL (0,53 g) KISELO TUESTO (21 g) SECER (0,65 g)
BRASNO (26,82 g) VODA (6,29 g)

ZAMJES KRUSNOG TIESTA
OKRUGLO OBLIKOVANIE

FERMENTACLUJA (2 h, 30°C)

ZAVRSNO OBLIKOVANIE

ZAVRSNA FERMENTACUA (1 h, 30 °C)

PECENJE (10 min, 200 °C)

Slika 20. Shematski prikaz proizvodnje razenog kruha (indirektni postupak)
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3.2.2. Proizvodnja tjestenine

Sirovine koriStene za proizvodnju tjestenine su durum krupica (Sgambaro, Italija) i razena
krupica dobivena meljavom razi uzorkovanom tijekom Zzetve 2016. godine. Prije
proizvodnje tjestenine, durum krupica je analizirana na prisustvo EA, kako bi se uklonila
mogucnost krive interpretacije rezultata. Rezultati analize durum krupice bili su ispod LOD
za sve EA.

Za proizvodniju tjestenine izvagano je 150 g (30 %) razene krupice i 350 g (70 %) durum
krupice. Smjesa je zatim promijeSana u laboratorijskom mikseru kako bi se postigla
ravnomjerna raspodjela Cestica razene i durum krupice. VlaZnost smjese korigirana je na
34 % vlage pomocu Spricalike vodom temperature 40 °C, kako bi se ravnomjerno
rasporedila po smijesi. Zamjes se tijekom dodavanja vode kontinuirano mijeSao u
laboratorijskom mikseru, a nakon $to je dodana sva koli¢ina vode, smjesa se mijeSala jos
10 min (Slika 21). Smjese su zatim ostavljene 20 min u vreCicama sa zatvaratem, a
nakon toga je za proizvodnju konvencionalne tjestenine smjesa ru¢no izvaljanaiizrezana.
Za proizvodnju ekstrudirane tjestenine, smjesa je stavljena u jednopuzni laboratorijski
ekstruder. U prvoj zoni esktrudera temperaturni rezim je iznosio 35 °C, a u drugoj zoni 40
°C uz hladenje strujanjem vodovodne vode u trecoj zoni. Oblikovana tjestenina je nakon
izlaska iz ekstrudera rezana ru¢no u obliku traka, slagana na perforirane metalne
pladnjeve i stavljena u komoru za su$enje. Predsusenje je provedeno tijekom 30 min, pri
40 °C i 60 % vlaznosti zraka. Zatim je slijedilo glavno suSenje u trajanju od 120 min, pri
90 °C i 70 % vlaznosti zraka (Slika 22). Nakon su$enja, slijedilo je kondicioniranje
tiestenine na sobnoj temperaturi i pakiranje u plastiCne vrecice sa zatvaraCem u kojima
se Cuvala do analize.

Kako bi se utvrdio utjecaj kuhanja na retenciju EA, konvencionalna i ekstrudirana
tiestenina se analizirala na prisustvo EA prije i poslije kuhanja. Kuhanje tjestenine
provedeno je na nacin da se 100 g suSene tjestenine stavilo u 1 L proklju€ale vode u koju
je prethodno dodano 5 g NaCl-a. ZavrSetak kuhanja tjestenine odredio se pritiskanjem
komada tjestenine izmedu dvije staklene ploCe. Tjestenina se smatrala kuhanom kada je
nestao tzv. ,farinozni nukleus” tj. brasnasti presjek. Nakon kuhanja, slijedi cijedenje i
ispiranje sa tri obroka po 200 mL hladne vode. Nakon $to se dobro ocijedila, tjestenina
se susi pri istim uvjetima kao i prije kuhanja kako bi se mogla samljeti i analizirati, bez
korekcije zbog razlike u viazi.
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RAZENA KRUPICA (150 g) DURUM KRUPICA (350 g)
ZAMJES PREDSMIJESE

VODA (do 34 % vlaznosti smjese)

ZAMIJES SMIESE (10 min)
VALJANJE | RUCNO REZANJE

PREDSUSENJE (40 °C, 60 % vlaga, 30 min)

SUSENLJE (90 °C, 70 % vlaga, 120 min)

KONDICIONIRANJE TJESTENINE

PAKIRANJE

Slika 21. Shematski prikaz konvencionalne proizvodnje tjestenine
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RAZENA KRUPICA (150 g) DURUM KRUPICA (350 g)

ZAMIES PREDSMIESE

VODA (do 34 % vlainosti smjese)

ZAMIES SMIESE (10 min)

EKSTRUZIJA

RUCNO REZANJE

PREDSUSENIJE (40 °C, 60 % vlaga, 30 min)

SUSENJE (90 °C, 70 % vlaga, 120 min)

KONDICIONIRANJE TJESTENINE

PAKIRANIJE

Slika 22. Shematski prikaz proizvodnje ekstrudirane tjestenine
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3.2.3. Proizvodnja snack proizvoda

Za dobivanje snack proizvoda koriStene su razene mekinje (dobivene nakon mljevenja i
razdvajanja u vibriraju¢em situ otvora 1,60 mm) i kukuruzna krupica (Slika 23, Slika 24).
Prije proizvodnje snack proizvoda kukuruzna krupica je analizirana na prisustvo EA, kako
bi se uklonila mogucnost krive interpretacije rezultata. Rezultati analize kukuruzne
krupice bili su ispod LOD za sve EA.

Za pripremu zamjesa za ekstruziju upotrebljavala se kukuruzna krupica kao osnovna
sirovina i razene mekinje u udjelima od 10 % i 20 % suhe tvari kao dodatak. Za
homogenizaciju zamjesa koristio se laboratorijski mikser, pri Eemu je dodatkom potrebne
koli€¢ine demineralizirane vode podesena vlaznost zamjesa na 15 %. Nakon podeSavanja
vlaZnosti, uzorci su preko noci Cuvani u rashladnom uredaju na 4 °C kako bi se vlaga
ravnomjerno rasporedila u uzorcima.

Kako bi se zagrijali na sobnu temperaturu, zamjesi su prije ekstruzije izvadeni iz
rashladnog uredaja. Ekstruzija zamjesa provedena je u jednopuznom laboratorijskom
ekstruderu (19/20 DN, Brabender GmbH, Njemacka)(Slika 25), pri sliedeéem rezimu:

- konfiguracija puza: 4:1,

- promjer sapnice: 4 mm i

- temperaturni profil: 135/170/170 °C.

Slika 25. Laboratorijski jednopuzni ekstruder Brabender 19/20 DN (Jozinovi¢, 2015)

Dobiveni ekstrudati osuSeni su preko no¢i na sobnoj temperaturi te su samljeveni na
laboratorijskom mlinu IKA MF10 (Sigma-Aldrich, SAD) uz upotrebu sita otvora veli€ine 2
mm. Samljeveni uzorci zapakirani su u vrecice sa zatvaraem i Cuvani u hladnjaku na 4
°C do provedbe analiza.
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RAZENE MEKINJE (50 g) KUKURUZNA KRUPICA (450 g)

VODA (do 15 % vlaZnosti smjese)

ZAMJES SMJESE
HLADENIE (4 °C)

EKSTRUZIJA

SUSENJE

Slika 23. Shematski prikaz proizvodnje snack proizvoda s 10 % razenih mekinja
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RAZENE MEKINJE (100 g) KUKURUZNA KRUPICA (400 g)

VODA (do 15 % vlaznosti smjese)

ZAMJES SMJESE

HLADBENIE (4 °C)

EKSTRUZIJA

SUSENJE

Slika 24. Shematski prikaz proizvodnje snack proizvoda s 20 % razenih mekinja
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3.2.4. Proizvodnja keksa

Sirovine koriStene za proizvodnju keksa su margarin, Secer, kuhinjska sol, soda
bikarbona, otopina glukoze i razeno brasno. Nakon zamjesa, tijesto je okruglo oblikovano
i stavljeno u PVC vrecicu te u hladnjak (do 8 °C) tijekom 30 - 60 minuta.

Tijesto je zatim razvaljano valjkom na debljinu 7 mm, izrezano na okrugle oblike promjera
60 mm (~35 g) i peCeno 10 minuta pri 205 °C (Slika 26). PeCeni keksi samljeveni su na
laboratorijskom mlinu IKA MF10 (IKA, Njemacka) uz upotrebu sita otvora veli€¢ine 2 mm
te su zapakirani u vreCice sa zatvaraCem i Cuvani u hladnjaku na 4 °C do provedbe
analiza.

MARGARIN (64 g) SOL(2,1¢g) SODA BIKARBONA (2,5 g) SECER (130 g)
RAZENO BRASNO (225 g) OTOPINA GLUKOZE (8,9 g u 150 mLvode)

ZAMIES TIJESTA
OKRUGLO OBLIKOVANIE

HLADENIJE (30-60 min, < 8 °C)
ZAVRSNO OBLIKOVANJE
PECENJE (10 min, 205 °C)

Slika 26. Shematski prikaz proizvodnje keksa
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3.3. Analiza uzoraka i uvjeti rada LC-MS/MS-a

Za odredivanje EA u mekinjama, krupici i brasnu te proizvodima pripremljenim od ovih
sirovina koriStena je ,razrijedi i mjeri“ LC-MS/MS metoda koja je provedena prema
uvjetima opisanim u radovima viSe autora (Malachova i sur. 2014; Sulyok i sur. 2020).
Svi suhi uzorci usitnjeni su prije analize na mlinu RAS Mill (Romer Labs, Austrija). Od
usitnjenog uzorka redukcijom na Retsch RT 12.5 razdvajaCu uzoraka odvojen je
laboratorijski poduzorak od 5 grama i ekstrahiran s 20 mL ekstrakcijskog otapala
(acetonitril/voda/octena kiselina 79:20:1, v/v/v) u plastiénim epruvetama od 50 mL
(Falcon). Ekstrakcija je provedena na orbitalnoj tresilici 3017 (GFL), tijekom 90 min, pri
180 okretaja u minuti uz sobnu temperaturu. Nakon ekstrakcije, 500 pL uzorka
razrijedeno je s 500 pL otopine za razrjedivanje (acetonitril/voda/octena kiselina 20:79:1,
v/vlv) u vialama za LC-MS/MS, koje su zatim dobro izmijeSane na vorteks mjesalici.

Detekcija i kvantifikacija EA provedena je na uredaju Qtrap 5500 MS/MS sustav (SCIEX,
USA), opremljenim s TurboV elektrosprej ionizacijskim (ESI) izvorom i UHPLC sustavom
serije 1290 (Agilent Technologies, Njemacka). ESI-MS/MS detekcija provedena je u SRM
(selective reaction monitoring) modu uz dvije tranzicije svakog analita. SRM mjerenje
tranzicije svakog analita postavljeno je na odgovarajuce vrijeme retencije tijekom £27 i £
42 sekunde u pozitivnom i negativnom modu. Postavke ESI izvora bile su slijedece:
temperatura izvora 550 °C, zastorni plin 30 psi (206,8 kPa s maksimalno 99,5 % duSika),
plin s izvora iona 1 (nosilac) 80 psi (551,6 kPa duSika), plin s izvora iona 2 (plin za
susenje) 80 psi (551,6 kPa dus$ika), napon ionskog rasprsivanja -4500 V i +5500 V, kao
kolizijski plin koristio se duSik. Optimizacija analiticki ovisnih MS/MS parametara izvedena
je izravnim injektiranjem standarda (razrijedenog u smjesi eluenta Ai B u omjeru 1:1) u
MS izvor pomocu injektora Sprice pri brzini protoka od 10 pL/min. Kromatografsko
razdvajanje je provedeno na reverzno-faznoj koloni Gemini® C18 (150 x 4,6 mm,
Phenomenex) s veli€¢inom Cestica od 4,6 um i pripadajuc¢om predkolonom pri 25 °C. Za
kvalitativnu analizu podataka koristen je softver Analyst version 1.6.3, a za kvantitativnhu
obradu MultiQuant 3.0.2. softver. Limiti detekcije (LOD) i limiti kvantifikacije (LOQ) ove
analiticke metode za pojedine EA prikazani su u Tablici 4.
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Tablica 4. Vrijednosti LOD i LOQ metode za odredivanje EA u sirovinama,
poluproizvodima i proizvodima od razi

Ergot alkaloidi (“I;C:;?l) (p:clng_l)
Ergokornin 0,08 0,26
Ergokorninin 0,02 0,07
Ergokristin 0,15 0,50
Ergokristinin 0,02 0,07
Ergokriptin 0,08 0,26
Ergokriptinin 0,05 0,17
Ergometrin 0,15 0,50
Ergometrinin 0,01 0,03
Ergozin 0,10 0,03
Ergozinin 0,03 0,10
Ergotamin 0,08 0,26
Ergotaminin 0,02 0,07

3.4. Statisticka obrada podataka

Svi podaci statisticki su obradeni u programu Statistica 13.1 i to na nacdin da su sve
vrijednosti ispod limita detekcije raCunate kao pola limita detekcije, a sve vrijednosti ispod
limita kvantifikacije, kao pola limita kvantifikacije. Osnovna statisticka obrada ukljucivala
je srednju vrijednost, medijan, standardnu devijaciju i interkvartalni raspon. Ispitivanje
normalnosti distribucije podataka provedeno je pomocéu Shapiro Wilksovog W testa, a
ispitivanje  homogenosti varijance pomocu Levenovog testa. Zbog malog broja
ponavljanja kod svih mjerenja potvrdena je nenormalna distribucija podataka te su zbog
toga u daljnjim usporedbama primijenjeni neparametrijski testovi. Mann-Whitney U test
koriSten je kod usporedbe dviju varijabli, dok je za usporedbu razlika u distribuciji
podataka viSe varijabli koriStena Kruskal-Wallis ANOVA. Svi rezultati koji su usporednim
testovima imali p vrijednost manju od 0,05 smatrani su statistiCki znac¢ajno razli€itim.
Graficki prikazi podataka pripremljeni su u programskom paketu Excel 2016.
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4. REZULTATI



4.1.Pojavnost EA u razi ovisno o nacinu proizvodnje razi

Od ukupno 12 EA (najznacCajniji EA i njihovi epimeri) koji su obuhvaceni ovim
istraZivanjem, u dva uzorka iz ekoloSke proizvodnje (iz OsjeCko-baranjske i Karlovacke
Zupanije) i Cetiri uzorka iz konvencionalne proizvodnje (po jedan uzorak iz OsjeCko-
baranjske i Zadarske Zupanije i dva uzorka iz Zagrebacke zupanije) nije detektiran niti
jedan EA (Tablica 5).

Nasuprot tome, svih 12 EA kvantificirani su u jednom ekolo$ki proizvedenom uzorku (iz
Bjelovarsko-bilogorske Zupanije) i pet konvencionalno proizvedenih uzoraka razi (po
jedan uzorak iz Bjelovarsko-bilogorske, Medimurske i Varazdinske Zupanije te dva uzorka
iz Splitsko-dalmatinske Zupanije)(Tablica 5). Primjer kromatograma uzorka neobradene
razi kontaminiranog EA prikazan je na Slici 27.

Usporedujuci koncentracije ukupnih EA po Zupanijama, najvise ukupnih EA izmjereno je
u Bjelovarsko-bilogorskoj i Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji. Slijede Medimurska i
Varazdinska Zupanija, pa LiCko-senjska, VirovitiCko-podravska i Zadarska zupanija te
Grad Zagreb. U OsjeCko-baranjskoj i Zagrebackoj Zupaniji nije utvrdena prisutnost niti
jednog EA (Tablica 5).
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Broj
uzorka

1.

2.

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Tablica 5. Koncentracije pojedinih EA i njihovih epimera (ug kg') u uzorcima neobradene razi, po Zupanijama

Zupanija

Bjelovarsko-
bilogorska
Bjelovarsko-
bilogorska*
Bjelovarsko-
bilogorska*
Grad Zagreb
Licko-
senjska
Medimurska
Osjecko-
baranjska
Osjecko-
baranjska*
Karlovacka*
Splitsko-
dalmatinska
Splitsko-
dalmatinska
Splitsko-
dalmatinska*
Varazdinska

Varazdinska

Varazdinska
Viroviti¢ko-
podravska*
Zadarska

Zadarska
Zagrebacka

Zagrebacka

Ergokornin

16
48
30
<LOQ
10
34
<LOQ
<LOQ
<LOQ
50
86

20
<LOQ
20
14
<LOQ
9
<LOQ
<LOQ
<LOQ

<LOQ (1 ug kg})

*ekoloski proizvedena raz

Ergokorninin

12

<LOQ

<LOQ

<LOQ

<LOQ
13

27

<LOQ

<LOQ

<LOQ
<LOQ
<LOQ

Ergokristin

130
23

56
9

37

35
<LOQ
<LOQ
<LOQ

62

27

<LOQ
52
22
13
53
26
<LOQ
<LOQ
<LOQ

Ergokristinin

46
4

18

17
<LOQ
<LOQ
<LOQ

46

<LOQ

12

<LOQ
<LOQ
<LOQ

Ergokriptin

59
66

26
<LOQ

28
<LOQ
<LOQ
<LOQ

66

38

68

20

<LOQ
11
<LOQ
<LOQ
<LOQ

Ergokriptinin

11
35

2
<LOQ
<LOQ

22
<LOQ
<LOQ
<LOQ

55

11

55
<LOQ

<LOQ
<LOQ

<LOQ
<LOQ
<LOQ

Ergometrin

217
58
43
11

9
116
<LOQ
<LOQ
<LOQ

221

84

23

18
85

43

47
<LOQ
<LOQ
<LOQ

Ergometrinin

<LOQ
<LOQ

<LOQ

<LOQ

<LOQ
28

<LOQ

<LOQ
<LOQ

<LOQ
<LOQ
<LOQ

Ergozin

145
57
73

<LOQ

110
72

<LOQ

<LOQ

<LOQ
96
33

38
28
46
24
47
26
<LOQ
<LOQ
<LOQ

Ergozinin

50
18
23
<LOQ
34
26
<LOQ
<LOQ
<LOQ
50
18

16

15

11

<LOQ
<LOQ
<LOQ

Ergotamin

33
3

23
<LOQ

61
<LOQ
<LOQ
<LOQ

65

12

<LOQ
11
13

<LOQ

<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ

Ergotaminin

12

<LOQ

<LOQ

<LOQ

<LOQ

<LOQ
10

<LOQ

<LOQ

<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
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Slika 27. Primjer kromatograma uzorka neobradene razi kontaminiranog EA

Usporedujuéi prisustvo pojedinin EA u uzorcima razi iz konvencionalne i ekoloske
proizvodnje moze se zakljuciti da od Sest uzoraka ekoloski proizvedene razi, u dva uzorka
nije detektiran niti jedan EA, te da su u jednom uzorku detektirani svi EA. Od ukupno 12
EA, u jednom uzorku ekoloski proizvedene razi detektirano je 11 EA (svi EA izuzev
ergotaminina). Takoder, od ukupno 12 EA, u jednom uzorku detektirano je sedam EA, a
u jednom uzorku osam EA.

Nasuprot tome, od 14 konvencionalno proizvedenih uzoraka razi, u Cetiri uzorka nije
detektirano prisustvo niti jednog EA, a u pet uzoraka bili su prisutni svi EA (Tablica 5).

Statistickom usporedbom ukupnih EA iz konvencionalne i ekoloSke proizvodnje moze se
zakljuciti da je medijan visi kod ekoloski proizvedene razi, a srednja vrijednost ukupnih
EA kod konvencionalno proizvedene razi te da ne postoji statistiCki znaCajna razlika u
distribuciji rezultata izmedu ova dva nacina proizvodnje za sumu svih EA (Tablica 6,
Slika 28). Raspon koncentracija ukupnih EA (25 % - 75 %) je kod konvencionalno
proizvedene razi znatno veéi u odnosu na ekoloski proizvedenu raz (Slika 28).
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Tablica 6. Deskriptivna statistika usporedbe ukupnih EA iz
konvencionalne i ekoloSke proizvodnje razi

" Srednja Medijan Maksimalna Interkvartalni
Nacin . , . .
roizvodnie Broj vrijednost ukupnih koncentracija raspon
Eaii J uzoraka ukupnih EA EA
EA £ SD*
(Mg kg™)
Konvencionalna 14 224,3+259,3 133,50 762,0 339,0
Ekoloska 6 175,0£142,0 202,25 329,5 298,0
Ukupno 20 209,5+227,7 156,25 762,0 310,7
*standardna devijacija
800
T O Median
[125%-75%
700 T Min-Max
}éﬁ 600
=
5 500
=
g
2 400
% 300
]
2
200 o
{ |
100
0
konvencionalni ekolo&ki
Uzgoj

Slika 28. StatistiCka analiza ukupnih EA u konvencionalno
i ekolo$ki proizvedenoj razi



4.2. Vremenske prilike tijekom proizvodnje razi

Usporedujuci prisustvo EA obzirom na vremenske prilike tijekom proizvodnje razi, moze
se utvrditi da u Sest uzoraka neobradene razi u kojima nije utvrdeno prisustvo niti jednog
EA iznad LOQ-a, nisu utvrdene znacajne razlike u srednjim mjesecnim temperaturama i
koliCinama oborina u odnosu na vremenske prilike kod ostalih uzoraka kod kojih je
utvrdeno prisustvo EA (Tablica 7).

U Zupanijama u kojima je uzorkovano po tri uzorka iz iste Zupanije (Bjelovarsko-
bilogorska, Splitsko-dalmatinska i Varazdinska zupanija), od kojih su dva uzorka bila s
iste mjerne postaje (kod Bjelovarsko-bilogorske i Splitsko-dalmatinske Zupanije),
koncentracija ukupnih EA bila je u priblizno ista (kod uzoraka iz Bjelovarsko-bilogorske
Zupanije). Medutim, kod uzoraka s iste mjerne postaje iz Splitsko-dalmatinske Zupanije
koncentracije ukupnih EA su se znatno razlikovale (762 pg kg tj. 345 ug kg?). Sli¢ni
rezultati utvrdeni su i kod uzoraka iz Zadarske i ZagrebaCke Zupanije u kojima je
uzorkovano po dva uzorka iz iste Zupanije te su oba bila s istih mjernih postaja. Naime, u
oba uzorka s iste mjerne postaje iz Zagrebacke Zupanije nije utvrdeno prisustvo niti
jednog EA, dok je u Zadarskoj zupaniji utvrdeno prisustvo EA u jednom uzorku razi (138
ug kgt), dok u drugom uzorku nije utvrdeno prisustvo niti jednog EA (Tablica 7).
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Tablica 7. Koncentracije ukupnih EA i vremenske prilike po Zupanijama/mjernim postajama za travanj, svibanj, lipanj i srpanj 2016.

godine
. Travanj Svibanj Lipanj Srpanj
Broj 5 . . . Ukupni EA - —— — - —
uzorka Zupanija / Mjerna postaja (Mg kg?) mS_redn'Ja K I.I\!I.jesecbna_ Srednja mjesecna | Mjesecna kolicina | Srednja mjesecna | I.I\vll.jeset;na' . Sr?d mta K I.I\vll.jeset;na'
jesecna olic¢ina oborina temp. (° C) oborina (mm) temp. ° C) oli¢ina oborina mjesecna temp. oli¢ina oborina
temp.(° C) (mm) (mm) () (mm)
1. Bjelovarsko-bilogorska/ Bjelovar 733,0 13,0 43,2 16,2 85,2 21,3 78,4 20,5 57,4
2. Bjelovarsko-bilogorska* / Daruvar 329,0 12,3 35,3 15,5 83,7 20,4 99,6 19,4 152,6
3. Bjelovarsko-bilogorska* / Daruvar 304,0 12,3 35,3 15,5 83,7 20,4 99,6 19,4 152,6
4. Grad Zagreb / Zagreb 22,0 12,3 49,5 15,3 94,7 19,8 130,5 19,4 46,8
5. Licko-senjska / Gospié¢ 217,0 10,7 73,1 13,2 202,7 18,2 126,2 18,6 23,9
6. Medimurska / Cakovec 433,0 121 32,1 15,4 96,0 19,9 116,1 19,3 334
7. Osjecko-baranjska / Osijek <LOQ 13,1 39,8 16,5 63,1 21,0 99,5 20,6 110,8
8. Osjecko-baranjska* / Valpovo <LOQ 12,8 27,2 15,9 55,4 20,9 58,2 20,0 235,0
9. Karlovaéka* / Slunj <LOQ 12,2 65,5 151 161,8 20,0 156,0 19,4 37,7
10. Splitsko-dalmatinska / Sinj 762,0 131 29,5 15,0 120,0 20,1 773 21,9 14,0
11. Splitsko-dalmatinska / Sinj 345,0 131 29,5 15,0 120,0 20,1 77,3 21,9 14,0
12. Splitsko-dalmatinska* / Split 229,0 16,5 23,2 18,7 71,1 24,2 32,5 25,7 5,0
13. Varazdinska / Bednja 126,0 113 40,0 14,3 132,3 18,9 138,7 18,6 64,7
14. Varazdinska / Varazdin 253,0 12,3 46,1 15,3 101,3 19,8 106,9 19,4 48,9
15. Varazdinska / Novi Marof 77,0 15,8 28,7 20,4 120,1 22,8 129,8 20,5 37,8
16. Viroviticko-podravska* / Slatina 171,0 12,3 29,4 15,7 69,7 20,7 114,3 19,5 143,7
17. Zadarska / Benkovac 138,0 13,8 53,4 16,1 93,2 20,8 141,3 23,4 1,2
18. Zadarska / Benkovac <LOQ 13,8 53,4 16,1 93,2 20,8 141,3 23,4 12
19. Zagrebacka / Samobor <LOQ 12,4 46,2 15,5 135,8 20,2 154,7 20,0 64,1
20. Zagrebacka / Samobor <LOQ 12,4 46,2 16,2 132,3 20,2 154,7 20,0 64,1

<LOQ (1 pg kg™)
*ekoloski proizvedena raz
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4.3. Utjecaj tehnoloskih postupaka na prisustvo ergot alkaloida
4.3.1. Mljevenje

Deset uzoraka razi u kojima je utvrdeno prisustvo ES je samljeveno, a dobivene
frakcije (brasno, raz i mekinje) koristile su se kao sirovine za daljnju pripremu proizvoda
od razi. lzmjerene koncentracije pojedinih EA u frakcijama mljevenja razi prikazane su
u Tablicama 8, 91 10, dok je suma svih EA i njihov omjer izmedu frakcija prikazan na
Slici 28. Rezultati analiza frakcija utvrdili su prisustvo bar jednog EA u svim uzorcima
razenog brasna i krupice, dok u jednom uzorku raZzenih mekinja nije utvrdeno prisustvo
niti jednog EA. Takoder, u pet uzoraka brasna, Sest uzorka krupice i tri uzorka mekinja
utvrdeno je prisustvo svih EA koji su bili obuhvaceni ovim istrazivanjem.

Tablica 8. Koncentracija EA u razenom brasnu / ug kg

Sifra uzorka

bragna 3 4 7 9 10 12 13 14 16
Ergokornin <LOD 10,0 22,1 <LOD 22,8 <LOD 54 23,8 13,7
Ergokorninin 0,5 4,6 9,0 <LOD 8,9 <LOD 2,2 7,8 4,2
Ergokristin 41,3 355 112,7 <LOQ 332,2 8,3 41,6 133,1 <LOD
Ergokristinin 17,9 13,2 43,6 1,5 125,2 3,5 14,8 47,2 <LOD
Ergokriptin 33,8 22,1 34,0 <LOD 103,7 <LOD 19,3 73,9 17,4
Ergokriptinin 21,9 1,5 41 <LOD 6,1 <LOD <LOQ 6,4 <LOQ
Ergometrin <LOQ 42,8 94,2 <LOD @ 973,4 21,6 94,5 117,2 9,8
Ergometrinin 0,2 6,3 16,7 <LOD 49,8 1,9 13,4 25,4 1,4
Ergozin 65,4 42,5 118,7 <LOD 225,1 51 42,6 128,0 25,7
Ergozinin 45,1 20,5 58,4 <LOQ @ 228,7 3,2 20,8 67,8 11,2
Ergotamin 18,7 9,9 36,4 <LOD 108,5 2,5 12,5 48,9 <LOD
Ergotaminin 6,5 4,3 13,9 <LOD 37,3 1,1 4,6 17,0 <LOD
Tablica 9. Koncentracija EA u razenoj krupici / ug kg?
Sifra uzorka 3 4 7 9 10 12 13 14 16

krupice

Ergokornin <LOD 70,0 57,4 <LOD 93,3 <LOD 11,6 86,9 16,8
Ergokorninin = <LOQ @ 34,3 27,2 <LOD 41,8 <LOD 55 40,2 6,8

Ergokristin 131,2 50,6 5159 <LOD 893,3 108,1 124,0 502,8 <LOD
Ergokristinin 64,9 25,8 @ 261,6 1,9 403,6 53,1 60,8 268,4 0,6

Ergokriptin 39,9 210,4 146,8 <LOD 4285 <LOQ 40,6 2527 53,2
Ergokriptinin 26,4 10,3 117,6 @ <LOD 46,5 1,317 3,0 22,2 <LOD

Ergometrin <LOQ 172,2 5488 <LOD 29815 729 226,1 5228 62,0
Ergometrinin 0,6 19,4 72,1 <LOD @ 121,1 11,7 39,8 104,8 9,5

Ergozin 172,7 174,7 5120 <LOD 816,8 197,7 123,8 688,99 1214
Ergozinin 147,3 1486 298,1 <LOQ 1197,9 1148 87,6 521,9 91,1
Ergotamin 2328 13,1 1569 <LOD 3320 34,9 39,3 162,6 <LOD

Ergotaminin 92,1 7,7 78,3 <LOD @ 156,0 17,4 18,5 84,9 <LOD
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6,1
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40,1
16,6
2,7
24,6
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83,6
44,6
25,5
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44,1
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18,4
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44,4



Tablica 10. Koncentracija EA u razenim mekinjama / ug kg

Sifra uzorka

mekinja

Ergokornin <LOD 2,5 4.7 <LOD 20,1 <LOD <LOD 72,5 2,0
Ergokorninin = <LOD 1,9 2,5 <LOD 13,2 <LOD <LOD 33,3 0,9
Ergokristin 32,8 15,7 164,8 <LOD 345,1 <LOD <LOD 177,7 <LOD
Ergokristinin 22,3 11,3 108,9 <LOQ 225,9 <LOQ <LOQ 107,0 <LOD
Ergokriptin <LOQ 22,7 5,9 <LOD 190,7 <LOD <LOD 187,1 10,8

3 4 7 9 10 12 13 14 16

Ergokriptinin = <LOQ @ <LOD 1,8 <LOD 38,8 <LOD <LOD 118,0 2,7
Ergometrin <LOD 21,7 319,2 <LOD @ 1920,2 4,5 11,5 127,8 31,9
Ergometrinin = <LOD 2,1 38,9 <LOD @ 101,8 <LOQ 1,3 26,8 1,6
Ergozin 65,4 17,2 110,9 <LOD 4514 <LOD <LOD @ 1653 <LOQ
Ergozinin 53,8 19,8 84,4 <LOD 5594 <LOQ <LOD 1479 1,6
Ergotamin <LOD 6,7 43,5 <LOD 77,2 <LOD <LOD 74,2 <LOD

Ergotaminin <LOQ 2,7 25,2 <LOD 449 <LOD @ <LOD 37,5 <LOD

Usporedbom ukupnih EA u frakcijama mljevenja razi, najviSe koncentracije EA
izmjerene su u Krupici, a najnize u brasnu. Takoder, najvec¢a koncentracija ukupnih EA
izmjerena je u uzorku 10, a najmanja u uzorku 9 (Slika 29).

Statistickom usporedbom ukupnih EA u brasnu, mekinjama i krupici utvrdeno je da ne
postoji statistiCki znaCajna razlika izmedu ukupnih EA u frakcijama mljevenja razi.
Najveca vrijednost medijana i najveci raspon koncentracija ukupnih EA (25 % - 75 %)
utvrdeni su kod krupice. NajniZa vrijednost medijana utvrdena je kod mekinja, dok je
kod brasna utvrden najmaniji raspon koncentracija ukupnih EA (25 % - 75 %)(Slika
30).
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Slika 29. Koncentracija ukupnih EA u frakcijama mljevenja razi ispitivanih uzoraka
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Slika 30. StatistiCka analiza ukupnih EA u brasnu, mekinjama i krupici

4.3.2. Fermentacija

Koncentracije pojedinih EA u tijestima za kruhove od razenog brasna koji su
proizvedeni direktnim i indirektnim postupcima prikazane su u Tablicama 11 i 12. U
obje vrste tijesta za kruhove utvrdeno je odsustvo svih EA u jednom uzorku tijesta, dok
su svi EA detektirani u Cetiri tijesta za kruhove proizvedene direktnim postupkom i tri
tijesta za kruhove proizvedene indirektnim postupkom zamjesa. U tijestu za kruh u
kojem je utvrdeno odsustvo svih EA, prethodno je u sirovini (razenom brasnu) od istog
uzorka detektiran jedino ergokristinin u vrlo niskoj koncentraciji (Tablica 8), te je
tijekom fermentacije doslo do smanjenja koncentracije ovog EA ispod granice detekcije
(0,02 pg kg?).
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Tablica 11. Koncentracija EA u tijestu za kruh od razenog brasna proizvedenom
direktnim postupkom zamjesa / pug kg

Sifra uzorka

tijesta 3 4 7 9 10 12 13 14 16
Ergokornin <LOD 7,3 7,0 <LOD 8,6 <LOD <LOQ 8,7 4,2
Ergokorninin | <LOD 2,9 3,6 <LOD 4,1 <LOD 0,7 49 1,9
Ergokristin 17,7 21,2 52,9 <LOD 1445 50 10,7 75,3 <LOD
Ergokristinin 7,3 7,8 18,9 <LOD 59,4 1,8 3,5 30,3 <LOD
Ergokriptin 17,4 12,1 16,3 <LOD 42,9 <LOD 5,8 27,2 55
Ergokriptinin 9,5 <LOQ 2,2 <LOD 2,8 <LOD @ <LOD 2,3 <LOD
Ergometrin <LOD 17,0 334 <LOD 427,6 9,5 26,7 72,4 3,7
Ergometrinin  <LOQ 4,6 7,9 <LOD 59,6 0,8 6,0 16,5 0,7
Ergozin 13,1 11,6 23,3 <LOD 57,7 <LOQ 7,0 38,1 5,0
Ergozinin 13,8 12,3 22,8 <LOD 57,0 2,2 6,5 41,4 4,4
Ergotamin 6,1 5,0 10,5 <LOD 37,4 <LOQ <LOQ 19,4 <LOD
Ergotaminin 2,3 1,9 5,7 <LOD 18,4 0,5 1,2 10,4 <LOD

Tablica 12. Koncentracija EA u tijestu za kruh od razenog brasna proizvedenom
indirektnim postupkom zamjesa / ug kg*

Sifra uzorka

tijesta 3 4 7 9 10 12 13 14 16
Ergokornin <LOD 4,3 6,0 <LOD 9,3 <LOD 2,0 6,6 6,1
Ergokorninin = <LOD 25 3,5 <LOD 4,2 <LOD 1,3 4,4 29
Ergokristin 16,9 22,3 53,0 <LOD 155,3 <LOQ 23,6 78,8 <LOD
Ergokristinin 7,9 8,4 25,2 <LOD 62,5 1,4 10,4 34,5 <LOD

Ergokriptin 20,6 9,4 10,4 <LOD 43,9 <LOD 9,0 29,9 7,2
Ergokriptinin 12,0 <LOQ 1,2 <LOD 2,7 <LOD <LOQ 3,8 <LOQ

Ergometrin <LOD 20,3 56,0 <LOD 314,1 5,3 60,4 67,1 4,5
Ergometrinin  <LOQ 3,2 13,3 <LOD 42,0 0,7 11,5 20,2 0,8
Ergozin 16,6 9,9 28,6 <LOD 54,7 <LOQ 12,0 38,8 4,1
Ergozinin 20,7 10,5 29,9 <LOD 52,5 1,7 12,7 41,3 4.7
Ergotamin 8,0 4,6 8,8 <LOD 31,8 <LOD 51 16,1 <LOD
Ergotaminin 4.6 2,2 9,9 <LOD 16,5 <LOQ 3,6 14,4 <LOD

Kako bi se koncentracije EA iz tijesta mogle usporediti s onima u brasnu, bilo je
potrebno preracunati masu EA po masi brasna u tijestu, za Sto se koristila formula

(1).
C(EA)tijesto - m (tijesta)
m(brasna)

C(EA)prasno = 1)
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7,0
29
69,5
27,2
10,6
1,3
15,0
3,3
27,5
27,0
7,5
59

20

4,8
2,2
36,0
15,5
7,0

<LOQ
12,1
3,3
17,3
17,1
4,6
4,0



Nakon izraCuna i usporedbe koncentracija ukupnih EA u brasnu i tijestu vidljivo je da
je kod oba nacina proizvodnje kruha od raZzenog brasna doslo do redukcije EA iz
razenog brasna u tijesto za kruh (Slika 31). Statistickom obradom podataka utvrdeno
je da nema statistiCki znaCajne razlike izmedu ukupnih EA u tijestima za kruhove
proizvedene razliCitim postupcima zamjesa. Vrijednosti medijana su kod obje vrste
tijesta za kruhove priblizno jednake, dok je raspon koncentracija ukupnih EA (25 % -
75 %) bio vedi u tijestu za kruh proizvedenom indirektnim postupkom zamjesa (Slika
32).
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Slika 31. Redukcija EA iz razenog brasna u tijesto za kruh nakon
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4.3.3. Ekstruzija
4.3.3.1. Tjestenina

Koncentracije pojedinih EA u tjestenini proizvedenoj na konvencionalan nacin i
ekstrudiranoj tjestenini prikazane su u Tablicama 13 i 14. Usporedbom koncentracija
pojedinih EA u uzorcima tjestenina proizvedenih na konvencionalan nacin utvrdena je
prisutnost svih analiziranih EA u 5 uzoraka tjestenina (tj. u 50 % analiziranih uzoraka),
dok u jednom uzorku (10 %) nije bio prisutan niti jedan EA (Tablica 13).

Usporedujuci koncentracije pojedinih EA u uzorcima ekstrudiranih tjestenina, utvrdeno
je prisustvo svih EA u 7 uzoraka (70 %), dok je u samo jednom uzorku (kao i kod
tjestenine proizvedene na konvencionalan nacin) utvrdeno odsustvo EA (Tablica 14).
U oba slu€aja odsustva radilo se o istom uzorku, kod kojeg je prethodno u sirovini
(razenoj krupici) od koje je proizvedena tjestenina utvrdeno prisustvo samo jednog EA
(ergokristinina) u vrlo niskoj koncentraciji (Tablica 9).

Tablica 13. Koncentracija EA u tjestenini proizvedenoj na konvencionalan nacin /

bg kgt
tsj'efsr?e‘:::;ka 3 4 7 9 10 12 13 14 16
Ergokornin <LOD 8,3 10,4 <LOD 13,5 <LOD 5,0 13,0 11,8
Ergokorninin | <LOD 3,9 4,4 <LOD 6,6 <LOD 1,8 6,1 4,3
Ergokristin 17,9 34,2 83,6 <LOD 211,3 5,7 24,6 108,6 @ <LOD
Ergokristinin 59 14,1 30,4 <LOQ 81,7 1,8 10,3 43,2 <LOQ
Ergokriptin 10,5 11,9 16,2 <LOD 70,0 <LOD 16,0 38,7 10,6
Ergokriptinin 7,6 1,6 2,0 <LOD 3,7 <LOD <LOQ 4,0 1,2
Ergometrin <LOD 47,9 121,5 <LOD 894,0 16,4 105,3  144,0 10,4
Ergometrinin  <LOQ 6,8 18,2 <LOD 53,6 1,4 14,5 24,2 1,4
Ergozin 26,2 44,0 103,2 <LOD 198,1 57 32,5 112,0 16,0
Ergozinin 15,7 25,6 57,6 = <LOD 1045 2,9 20,2 72,8 9,6
Ergotamin 21,0 8,9 24.4 <LOD 56,8 <LOQ 6,4 30,0 <LOD
Ergotaminin 5,8 4,3 8,3 <LOD 23,2 0,7 2,6 13,5 <LOD
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Tablica 14. Koncentracija EA u ekstrudiranoj tjestenini / ug kg?

Sifra uzorka
tjestenine
Ergokornin
Ergokorninin
Ergokristin
Ergokristinin
Ergokriptin
Ergokriptinin
Ergometrin
Ergometrinin
Ergozin
Ergozinin
Ergotamin
Ergotaminin

3

<LOQ
0,7
27,4
24,3
44,5
53,5
11,0

<LOQ
44,4
43,6
28,7
18,5

4

8,1
7,2
43,2
39,5
18,1
3,4
2414
4,7
48,6
43,9
12,6
8,8

7

18,2
16,2
135,8
114,7
23,1
7,2
929,9
15,4
142,0
123,0
43,6
35,0

<LOD
<LOD
<LOD
<LOQ
<LOD
<LOD
<LOQ
<LOD
<LOD
<LOQ
<LOD
<LOD

10

14,4
14,8
262,8
231,4
69,5
14,9
3375,7
37,9
177,2
173,8
95,5
76,7

12

<LOD
<LOD
19,6
16,5
<LOD
<LOQ
64,9
1,2
26,4
22,8
4,9
3,6

13

57
6,3
40,0
34,0
24,4
3,4
607,6
10,7
47,3
40,0
10,7
8,6

14

18,7
17,9
121,3
111,0
60,3
16,9
1171,3
19,9
138,3
136,6
42,2
34,7

16

6,8
6,1
6,3
5,7
10,1
15
84,0
15
20,6
19,4
2,8
1,7

Kako bi se koncentracije EA iz tjestenine mogle usporediti s koncentracijama EA u
krupici, bilo je potrebno preracunati masu EA po masi krupice u tjestenini, za sto se
koristila formula (2).

C(EA) krupica =

C(EA) tjestenina

m (tjestenina)

m(krupica)

(2)

Nakon izraCuna i usporedbe koncentracija ukupnih EA u krupici i tjestenini vidljivo je
da je u tjestenini proizvedenoj na konvencionalan nacin i ekstrudiranoj tjestenini doslo
do redukcije EA (Slika 33).

Statistickom obradom podataka utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika
izmedu ukupnih EA u tjestenini proizvedenoj na konvencionalan nacin i ekstrudiranoj
tiestenini. Kod ekstrudirane tjestenine utvrden je viSi medijan i veci raspon
koncentracija ukupnih EA (25 % - 75 %) u odnosu na tjesteninu proizvedenu na
konvencionalan nacin (Slika 34).
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koncentracija ukupnih EA na suhu tvar/ug kg
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4.3.3.2. Snack proizvod

Usporedujuci koncentracije EA u snack proizvodima s 10 % i 20 % raZenih mekinja,
utvrdeno je prisustvo barem jednog EA u svim snack proizvodima s 10 % razenih
mekinja (Tablica 15) i u 90 % snack proizvoda s 20 % raZenih mekinja (Tablica 16).
Prisustvo svih EA detektirano je u dva snack proizvoda s 20 % razenih mekinja
(Tablica 16), dok u niti jednom snack proizvodu s 10 % raZzenih mekinja nisu utvrdeni
svi EA (Tablica 15). Takoder, u jednom snack proizvodu s 20 % raZenih mekinja nije
utvrdeno prisustvo niti jednog EA (Tablica 16), dok je u snack proizvodu pripremljenom
od manjeg udjela istih mekinja (10 %) detektirano prisustvo samo jednog EA
(ergokristinina)(Tablica 15). Medutim, ergokristinin nije detektiran u uzorku razZenih
mekinja koji se koristio za pripremu snack proizvoda (Tablica 10).

Tablica 15. Koncentracija EA u snack proizvodu s 10 % razenih mekinja / ug kg

Sifra uzorka

snack 3 4 7 9 10 12 13 14 16 20
proizvoda

Ergokornin <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOQ
Ergokorninin = <LOQ 0,9 3,0 <LOQ 1,5 <LOQ 0,6 1,5 1,1 1,8
Ergokristin <LOD <LOQ 124 <LOD 21,4 <LOD <LOQ 17,3 <LOD <LOQ
Ergokristinin = <LOQ 2,6 8,9 0,5 18,0 1,4 2,1 15,0 <LOD 2,3

Ergokriptin <LOQ <LOQ 2,1 <LOD 5,7 <LOD <LOD <LOQ <LOQ 2,9
Ergokriptinin 1,6 2,1 1,4 <LOQ 2,8 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 2,7
Ergometrin <LOD 29,0 118,8 <LOQ 603,2 17,0 50,4 237,3 50 41,3

Ergometrinin = <LOD 0,6 2,4 <LOD 11,2 0,4 1,0 5,0 <LOD 0,8
Ergozin <LOD <LOQ 7,5 <LOD 17,5 <LOQ <LOQ 8,6 <LOD 3,8
Ergozinin 1,1 2,4 9,9 <LOD 20,6 2,0 3,2 12,2 1,0 4,6

Ergotamin <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD 24 <LOD <LOD
Ergotaminin  <LOD <LOQ 14 <LOD 29 <LOD <LOD 30 <LOD <LOQ
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Tablica 16. Koncentracija EA u snack proizvodu s 20 % razenih mekinja / ug kg™

Sifra uzorka

snack 3 4 7 9 10 12 13 14 16 20
proizvoda

Ergokornin 45 | <LOQ 3,9 <LOD 6,3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ
Ergokorninin = 5,4 2,0 5,0 <LOQ 9,4 <LOQ 1,0 0,6 0,6 1,6
Ergokristin 18,7 10,9 32,6 <LOD 98,0 54 5,9 <LOD <LOD 10,2
Ergokristinin = 16,4 = 10,0 29,2 <LOD 84,6 4,6 4,8 <LOD <LOD 8,0

Ergokriptin 36 32 36 <LOD 300 <LOD 2,6 <LOD <LOQ 22
Ergokriptinin 8,2 1,9 32 <LOQ 126 <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOQ
Ergometrin 55 632 2716 <LOD 19851 32,5 1265 124 12,0 1122

Ergometrinin = <LOD 1,1 5,6 <LOD 28,7 0,7 2,5 <LOQ <LOQ 1,9
Ergozin 42,8 15,7 28,2 <LOD 70,6 53 4,5 <LOD <LOQ 7,2
Ergozinin 57,0 18,1 32,8 <LOD @ 106,8 5,4 51 14 1,6 9,2
Ergotamin <LOD <LOQ 35 <LOD 11,9 <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD
Ergotaminin | <LOQ 1,2 4,3 <LOD 16,8 0,5 0,7 <LOD <LOD 1,0

Usporedujuéi utjecaj ekstruzije na prisustvo EA u snack proizvodima s 10 % i 20 %
razenih mekinja detektirano je da kod obje vrste snack proizvoda dolazi do povecanja
koncentracije EA (Slika 35). Vece koncentracije ukupnih EA utvrdene su vec¢inom u
snack proizvodima s 20 % mekinja Sto se moze objasniti ¢injenicom da je doprinos
mekinja utjecao na sadrzaj ukupnih EA. StatistiCkom obradom podataka utvrdeno je
kako ne postoiji statistiCki znaCajna razlika izmedu ukupnih EA u snack proizvodima s
10 % i 20 % raZenih mekinja. Visi medijan utvrden je kod snack proizvoda s 20 %
razenih mekinja u odnosu na snack proizvod s 10 % razenih mekinja, dok je raspon
koncentracija priblizno jednak (Slika 36).
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4.3.4. Kuhanje

Koncentracije EA u kuhanoj tjestenini proizvedenoj na konvencionalan nacin i kuhanoj
ekstrudiranoj tjestenini prikazane su u Tablicama 17 i 18 te je utvrdeno prisustvo
barem jednog EA u 90 % uzoraka kuhane tjestenine proizvedene na konvencionalan
nacin i u svim uzorcima kuhane ekstrudirane tjestenine. U 70 % uzoraka kuhane
ekstrudirane tjestenine detektirano je prisustvo svih EA, za razliku od kuhane
tjestenine proizvedene na konvencionalan nacin gdje niti jedan uzorak nije sadrzavao
sve EA, a jedan uzorak nije sadrzavao niti jedan EA (Tablica 17). U posljednjem
slu€aju radilo se o uzorku tjestenine koja je pripremljena od razene krupice koja je
sadrzavala samo jedan EA (ergokristinin) u vrlo maloj koncentraciji (1,9 pg kg
D) (Tablica 9).

Tablica 17. Koncentracija EA u kuhanoj tjestenini proizvedenoj
na konvencionalan nacin / ug kg

Sifra uzorka

;Z:f‘e”n"’i‘na 3 4 7 9 10 12 13 14 16
konvencionalna

Ergokornin <LOD <LOQ <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOQ 2,38
Ergokorninin <LOD 0,93 1,22 <LOD 1,65 <LOD <LOQ 1,51 1,88
Ergokristin 4,04 <LOQ 8,16 <LOD 21,12 <LOD <LOQ @ 11,81 <LOD
Ergokristinin 3,55 2,48 6,53 <LOD 16,41 0,62 2,29 8,57 <LOD
Ergokriptin 1,95 <LOQ <LOQ <LOD 6,55 <LOD <LOQ 4,15 <LOQ
Ergokriptinin 2,48 <LOQ <LOQ <LOD 1,99 <LOD <LOD <LOQ <LOD
Ergometrin <LOQ 23,78 86,72 <LOD 402,98 7,68 66,97 112,86 4,62
Ergometrinin <LOD @ 0,93 3,01 <LOD @ 14,12 <LOQ 2,38 4,14 <LOQ
Ergozin 9,05 493 16,18 <LOD 28,34 <LOQ 3,62 20,22 <LOQ
Ergozinin 7,64 429 1151 <LOD 21,44 0,74 3,03 14,02 1,80
Ergotamin <LOD <LOD 3,42 <LOD 8,87 <LOD <LOD 5,16 <LOD
Ergotaminin <LOQ <LOQ 2,30 <LOD 5,57 <LOD <LOQ 2,88 <LOD
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Tablica 18. Koncentracija EA u kuhanoj ekstrudiranoj tjestenini / ug kg?

Sifra uzorka

kuhana

tjestenina

ekstrudirana

Ergokornin <LOD 91 15,5 <LOD 11,6 <LOD 29 18,6 8,9
Ergokorninin = <LOQ 9,0 13,5 <LOD 12,4 <LOQ 2,9 18,7 7,9
Ergokristin 26,4 458 117,8 <LOD @ 228,5 15,1 28,7 129,2 6,4
Ergokristinin 21,3 39,9 100,0 0,9 202,2 12,2 26,0 116,4 55
Ergokriptin 20,3 19,8 19,2 <LOD 66,2 <LOQ 13,6 53,1 9,1
Ergokriptinin 22,4 3,2 49 <LOD 12,9 <LOQ 2,2 11,6 15

3 4 7 9 10 12 13 14 16

Ergometrin 7,8 197,3 545,99 <LOQ 2394,7 111,2 3715 710,6 53,2
Ergometrinin = <LOQ 31 8,3 <LOD 29,3 1,8 6,1 11,8 0,9
Ergozin 30,0 43,4 88,1 <LOD 1284 13,2 26,4 117,5 12,8
Ergozinin 34,5 44,5 92,2 <LOQ @ 1387 12,5 26,3 124,1 14,7
Ergotamin 8,2 11,6 32,6 <LOD 76,4 4.4 8,8 44,0 3,5
Ergotaminin 5,7 7,8 23,1 <LOD 51,2 25 5,8 28,6 1,7

Usporedujuéi koncentracije ukupnih EA u ekstrudiranoj tjestenini i tjestenini
proizvedenoj na konvencionalan nacin prije i poslije kuhanja, mozemo zakljuciti da je
kuhanjem u oba slu€aja doslo do redukcije EA (Slika 37, Slika 39).

StatistiCkom obradom podataka za ukupne EA u tjestenini proizvedenoj na
konvencionalan nacin i kuhanoj tjestenini proizvedenoj na konvencionalan nacin
utvrdeno je da nema statistiCki znaCajne razlike izmedu ukupnih EA prije i poslije
kuhanja tjestenine proizvedene na konvencionalan nacin. Visi medijan i veci raspon
koncentracija (25 % - 75 %) utvrdeni su u tjestenini prije kuhanja (Slika 38). Takoder,
statistickom obradom podataka za ukupne EA u ekstrudiranoj tjestenini i kuhanoj
ekstrudiranoj tjestenini utvrdeno je da nema statisticki zna€ajne razlike izmedu ukupnih
EA u ekstrudiranoj tjestenini i kuhanoj ekstrudiranoj tjestenini. Neznatno visi medijan i
veci raspon koncentracija (25 % - 75 %) utvrdeni su u ekstrudiranoj tjestenini prije
kuhanja (Slika 40).
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Slika 37. Redukcija EA iz tjestenine proizvedene na konvencionalan nacin u kuhanu
tjesteninu proizvedenu na konvencionalan nacin
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4.3.5. Pe€enje
4.3.5.1. Keks

Rezultati analiza svih uzoraka tijesta za keks i keksa utvrdili su da su koncentracije
svih EA bile ispod limita detekcije, $to upucuje na Cinjenicu da je prilikom zamjesa
tijesta za kekse doslo do 100 % -tne redukcije EA (Slika 41). StatisticCkom obradom
podataka za ukupne EA u brasSnu, tijestu za keks i keksu utvrdeno je da postoji
statisticka znacajna razlika izmedu ukupnih EA u brasnu i tijestu za keks te brasnu i
keksu (p < 0,05). Buduci da su svi rezultati za ukupne EA u tijestu za keks i keksu bili
ispod limita detekcije, nije bilo moguce napraviti statistiCku usporedbu tih rezultata
(Slika 42).
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Slika 41. Redukcija EA iz brasna u tijesto za keks
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Slika 42. StatistiCka analiza ukupnih EA brasnu, tijestu za keks i keksu

4.3.5.2. Kruh
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Koncentracije pojedinih EA u kruhovima proizvedenim direktnim i indirektnim
postupcima prikazane su u Tablicama 19 i 20 te je utvrdeno da nije bilo razlike izmedu
kruhova proizvedenih razli€itim postupcima obzirom na broj uzoraka u kojima je
detektiran bar jedan EA. Takoder nije bilo razlike u broju kruhova kod kojih su utvrdeni
svi EA (40 %), a radilo se o istim kruhovima proizvedenim direktnim i indirektnim
postupkom zamjesa (Tablica 19, Tablica 20). Stovise, u istom uzorku kruha
proizvedenom razli€itim postupcima zamjesa nije utvrden niti jedan EA (Tablica 19,
Tablica 20), Sto je bilo o¢ekivano, buduci da je u sirovini (bradnu) koje se koristilo za
pripremu kruha detektiran jedino ergokristinin u vrlo maloj koncentraciji (1,5 pg kg

1) (Tablica 8).
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Tablica 19. Koncentracija EA u kruhu od razenog brasna proizvedenom direktnim postupkom /

Sifra uzorka
kruh direktni
postupak
Ergokornin
Ergokorninin
Ergokristin
Ergokristinin
Ergokriptin
Ergokriptinin
Ergometrin
Ergometrinin
Ergozin
Ergozinin
Ergotamin
Ergotaminin

<LOD
<LOQ
20,3
13,2
16,7
15,2
6,2
<LOQ
19,0
23,2
6,2
3,1

6,4
3,6
23,8
13,5
9,9
1.3
90,7
4,0
13,5
12,8
4,3
2,7

7,9
4,6
50,5
31,5
12,1
2,1
309,9
9,4
30,8
314
12,7
8,4

<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

Hg kg™

10

10,8
6,8
163,5
95,8
57,1
6,8
1618,3
35,0
73,6
72,7
39,0
24,5

12

<LOD
<LOD
6,9
4,0
<LOD
<LOD
36,6
11
6,2
59
2,5
1,7

13

3,1
1,6
17,8
11,4
10,2

<LOQ

255,3
9,0
12,6
12,7
43
2,3

14

8,6
6,1
76,0
43,8
35,4
4,2
460,1
15,1
46,3
47,1
19,1
13,4

16

4,3
2,2
<LOD
<LOD
52
<LOD
15,6
0,6
6,8
6,6
<LOD
<LOD

PeCenjem kruhova bez obzira na nacin zamjesa tijesta dolazi do povecanja
koncentracija ukupnih EA (Slika 43, Slika 45).

Statistickom obradom podataka o ukupnim EA u tijestu za kruh proizvedenom

direktnim postupkom zamjesa i kruhu proizvedenom istim postupkom te u tijestu za

kruh proizvedenom indirektnim postupkom zamjesa i kruhu proizvedenom indirektnim
postupkom zamjesa utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika. ViSi medijan
i vec€i raspon koncentracija (25 % - 75 %) utvrden je u kruhu proizvedenom direktnim
postupkom zamjesa u odnosu na tijesto za kruh proizvedenom direktnim postupkom
zamjesa (Slika 44). Sli¢ni rezultati utvrdeni su kod kruha proizvedenog indirektnim
postupkom zamjesa (Slika 46).
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5,0
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33,8
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59,9
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Slika 43. Utjecaj pe€enja na prisustvo EA u kruhu proizvedenom
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Slika 44. Statisti¢ka analiza ukupnih EA u tijestu za kruh i kruhu

proizvedenom direktnim postupkom

72



Tablica 20. Koncentracija EA u kruhu od razenog brasna proizvedenom indirektnim

Sifra uzorka
kruh
indirektni
postupak
Ergokornin
Ergokorninin
Ergokristin
Ergokristinin
Ergokriptin
Ergokriptinin
Ergometrin
Ergometrinin
Ergozin
Ergozinin
Ergotamin
Ergotaminin

. 2500
Q0

¥4

Q0

2

= 2000
@©

>

2

=}

=

2 1500
T

<

<

w —

<~ 1000
o

Q

=}

x

=}

= 500
S

©

5

o

[

[}

c

o

¥4

<LOD
<LOQ
18,7
10,8
18,7
14,0
<LOQ
<LOQ
15,6
20,2
8,8
3,2

53
3,0
21,9
11,6
11,4
<LOQ
49,1
4,5
12,3
12,2
2,8
2,1

I In
3 4

postupkom / ug kg

9,3
51
67,2
39,2
15,1
2,3
133,9
13,0
38,8
41,5
15,1
10,7

7 9 10 12 13 14 16 20

Sifra uzorka

<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOQ
<LOD
<LOD

M tijesto za kruh/indirektni postupak

10

8,2
4,8
162,7
81,3
39,7
4,3
754,7
37,2
57,1
56,1
31,8
23,6

M peceni kruh/indirektni postupak

12

<LOD
<LOD
4,5
2,2
<LOD
<LOD
19,6
0,9
<LOQ
2,1
<LOQ
0,8

13

23
1,6
18,5
10,1
7,6
<LOQ
120,3
9,5
12,7
12,6
3,8
1,8

14

10,2
7.1
82,5
46,7
31,2
4,9
224,3
19,8
48,4
51,8
18,3
16,3

Slika 45. Utjecaj pec€enja na prisustvo EA u kruhu proizvedenom

indirektnim postupkom
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4,3
2,5
<LOD
<LOD
5,6
<LOQ
8,3
0,8
59
5,8
<LOD
<LOD
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Slika 46. StatistiCka analiza ukupnih EA u tijestu za kruh i kruhu

proizvedenom indirektnim postupkom zamjesa

Usporedujuci koncentracije ukupnih EA u kruhovima proizvedenim razli€itim nainom
zamjesa, utvrdeno je da kruh proizveden direktnim postupkom zamjesa zadrzava viSe
ukupnih EA u odnosu na kruh proizveden indirektnim postupkom zamjesa (Slika 47).
StatistiCkom obradom podataka o ukupnim EA u kruhovima proizvedenim razli¢itim
postupcima zamjesa utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika izmedu EA u
kruhu proizvedenom direktnim i indirektnim postupkom zamjesa. Vrijednosti medijana
su podjednake kod obje vrste zamjesa, dok je raspon koncentracija (25 % - 75 %) bio
viSi kod kruha nego kod tijesta za kruh, bez obzira na vrstu zamjesa (Slika 48).
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Slika 47. Usporedba koncentracija ukupnih EA u kruhu od razenog brasna
proizvedenom direktnim i indirektnim postupkom zamjesa
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Slika 48. Statisti¢ka analiza ukupnih EA u kruhu proizvedenom direktnim
i indirektnim postupkom zamjesa

4.3.6. Fermentacija i pecenje

Fermentacijom i peCenjem kruha kod indirektnog postupka zamjesa dolazi do redukcije
EA. Nasuprot tome, fermentacijom i pe€enjem kruha kod direktnog postupka zamjesa
dolazi do povecanja koncentracija ukupnih EA u kruhu (Slika 49).

Statistickom obradom podataka o ukupnim EA u brasnu, tijestu za kruh proizvedenom
direktnim postupkom zamjesa i kruhu proizvedenom direktnim postupkom zamjesa
utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika. Najveci raspon koncentracija (25
% - 75 %) utvrden je kod kruha proizvedenog direktnim postupkom zamjesa, dok su
vrijednosti medijana priblizno jednake (Slika 50).

Statistickom obradom podataka o ukupnim EA u brasnu, tijestu za kruh proizvedenom
indirektnim postupkom zamjesa i kruhu proizvedenom indirektnim postupkom zamjesa
utvrdeno je da ne postoji statistiCki znaCajna razlika. Vrijednosti medijana i rasponi
koncentracija (25 % - 75 %) nisu se znacajno razlikovali kod brasna, tijesta za kruh
proizvedenog indirektnim postupkom zamjesa i kruha proizvedenog indirektnim
postupkom zamjesa (Slika 51).
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Slika 49. Redukcija EA iz brasna u kruh proizveden direktnim i indirektnim
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Slika 50. StatistiCka analiza podataka za redukciju EA iz brasna u kruh
proizveden direktnim postupkom izraZzenim na suhu tvar
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Slika 51. StatistiCka analiza podataka za redukciju EA iz brasna u kruh
proizveden indirektnim postupkom izraZzenim na suhu tvar

Usporedbom koncentracija ukupnih EA u svim uzorcima sirovina, poluproizvoda i
proizvoda od razi utvrdena je najviSa koncentracija ukupnih EA u ekstrudiranoj
tjestenini (Slika 52). Slijedi kuhana ekstrudirana tjestenina, krupica, snack proizvod s
20 % mekinja, snack proizvod s 10 % mekinja, tjestenina konvencionalna, kruh direktni
postupak zamjesa, mekinje, tijesto za kruh direktni postupak zamjesa, kruh indirektni
postupak zamjesa te brasno. Najniza koncentracija ukupnih EA izmjerena je u kuhanoj
konvencionalnoj tjestenini, dok u tijestu za kekse i keksima nije utvrdeno prisustvo EA
tj. vrijednosti svih EA bile su ispod LOD vrijednosti (Slika 52, Slika 53).

koncentracija ukupnih EA na suhu tvar /pugkg?

40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000
5000 i I 11 0 I ]
0
O B @ & N P I . I NN S
S ¥ © \@}' S & N & © &S s{."\/{- & L
PN A N R NG N U S S S
A N N N N SIS SN . > g O
c’}o X N Qf\(/ "—}"\ ol ol N4 ¥ NN
& & & S @& & &
> & o & & & > L@ &
oY 2 ,b\e (\\0 L C & & & &
& &ox & & DY & & S
NP X% & & Q\k & \§\
S IS &
S ©
L&
Q
S

Slika 52. Usporedba suma koncentracija ukupnih EA u sirovinama,
poluproizvodima i proizvodima od razi
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Slika 53. Raspodjela koncentracija ukupnih EA u sirovinama, poluproizvodima i proizvodima od razi (ug kg?)
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Slika 54. Omijeri (R)- i (S)- epimera ukupnih EA u sirovinama, poluproizvodima i proizvodima od raZi
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5. RASPRAVA



5.1. Pojavnost ergot alkaloida u razi u RH

Analizom neobradene razi u RH te poluproizvoda i proizvoda od razi detektirani su i
kvantificirani svi najznacajniji EA i njihovi epimeri: ergometrin, ergometrinin, ergozin,
ergozinin, ergokornin, ergokorninin, ergokriptin, ergokriptinin, ergotamin, ergotaminin,
ergokristin i ergokristinin.

Rezultati analiza neobradene razi Zzetve 2016. godine utvrdili su naj¢eSée prisustvo
ergometrina (u 70 % uzoraka) te ergokristina, ergokristinina, ergozina i ergozinina (65 %),
dok su ergokriptinin, ergometrinin i ergotaminin bili najrjede detektirani EA (45 %)(Tablica
5). Usporedbom suma koncentracija pojedinih EA u neobradenoj razi utvrdena je najviSa
pojedina¢na suma koncentracija kod ergometrina (982 ug kg?), pa ergozina (795 ug kg
1) i ergokristina (545 ug kg?'). Najmanja suma koncentracija detektirana je kod
ergotaminina (42 ug kg?), pa ergometrinina (63 ug kg?) i ergokorininina (91 pg kg
D) (Tablica 5). Rezultati analiza frakcija mljevenja razi koje su se koristile kao sirovine za
pripremu proizvoda od razi detektirali su prisustvo bar jednog EA u svim uzorcima
razenog brasna i razene krupice te u 90 % uzoraka razenih mekinja. NajviSe ukupnih EA
izmjereno je u razenoj krupici (19005 pg kg), zatim u razenim mekinjama (7142 ug kg
1), a najmanje u razenom brasnu (4736 ug kg?!)(Tablica 8, Tablica 9, Tablica 10).
Ergometrin je bio najzastupljeniji EA u svim frakcijama mljevenja razi, dok je ergokornin
bio najrjede zastupljen. NajviSa koncentracija ergometrina izmjerena je u razenoj krupici
(2982 ug kgt), a najniza u razenom brasnu (973 ug kg?).

Postoiji viSe publiciranih istrazivanja o pojavnosti EA u razi i proizvodima od razi u Europi
i svijetu (Burk i sur. 2006; Appelt i Ellner, 2009; Blaney i sur. 2009; Crews i sur. 2009;
Bryta i sur. 2015; EFSA, 2017), a prisutnost najznacajnijih vrsta se razlikuje. U ve¢em
broju istrazivanja se najCeS¢e spominje prisustvo ergotamina i ergozina u razi i
proizvodima od razi, $to nije u skladu s rezultatima ovog istrazivanja. Tako su rezultati
istrazivanja Blaney i suradnika (2009) o prisustvu EA u razi u Australiji detektirali najéesce
prisustvo ergotamina, a slijede ga ergokriptin, ergokornin i ergozin. Ergotamin i ergozin
su uz ergokristin bili najzastupljeniji EA u razi u centralnoj Europi (Scott i sur. 2009), a u
Njemackoj u proizvodima od razi (Malysheva i sur. 2014). Istrazivanje Bryta i suradnika
(2015) obuhvatilo je 65 uzoraka neobradene razi, razenog brasna i razenih mekinja.
Analize su utvrdile prisustvo EA u 83 % uzoraka neobradene razi, 94 % razenog brasna
i 100% razenih mekinja. Ergotamin i ergozin su uz ergokornin bili najzastupljeniji EA, dok
je ergometrinin bio zastupljen u najmanjem broju uzoraka. Sli¢ni rezultati su dobiveniiu
ovom istrazivanju gdje su viSe koncentracije EA detektirane u krupici i mekinjama u
odnosu na bradno (Slika 29, Slika 30; Tablica 8, Tablica 9, Tablica 10). Rezultati analiza
34 uzoraka razenog brasna uzorkovanih u Danskoj u razdoblju do 2000. do 2005. godine
utvrdili su prisustvo ergotamina, ergokristina, ergometrina, ergokornina, ergokriptina i
njihovih epimera. Ovi mikotoksini su detektirani u 94 % uzoraka brasna s prosje¢nom
koncentracijom 46 ug kg' do maksimalnih 234 ug kg? (Storm i sur. 2008). Miiller i
suradnici (2009) su proveli istrazivanje na 39 uzoraka razi i proizvoda od razi, pri c¢emu
su pracéeni svi najznacajniji EA. NajviSe ukupnih EA izmjereno je u razenom brasnu (714
ug kg?) i grubo mljevenoj razi (740 ug kg?), a ergokristin i ergotamin su bili prisutni u
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najviSim koncentracijama. Ergokristin je takoder bio najprisutniji EA u razi s prosjeCnom
koncentracijom 54,3 ug kg, dok prisutnost ergotamina nije bila tako znac¢ajna (prosjecna
koncentracija iznosila je 20,9 ug kg?).

U Europi su prema posljiednjem EFSA-inom izvjeséu (EFSA, 2017), ergotamin,
ergokristin i ergozin najcesc¢e detektirani EA u neobradenim Zitaricama i u hrani, dok su
ergokorninin i ergometrinin najrjede detektirani. U starijem EFSA-inom izvjeS¢u (EFSA,
2012), ergokornin je uz ergotamin, ergokristin i ergozin bio naj¢esce prisutan EA u hrani
I hrani za Zivotinje.

5.2. Pojavnost ergot alkaloida ovisno o na€inu proizvodnje razi

Ovim istrazivanjem obuhvacéeni su svi ekoloski i konvencionalni proizvodaci razi u RH u
2016. godini, a analizom rezultata istrazivanja utvrdeno je prisustvo bar jednog EA u 66,7
% uzoraka ekoloski proizvedene razi i 71,4 % uzoraka konvencionalno proizvedene raZi
(Tablica 5). Srednja vrijednost ukupnih EA kod ekolo$ki proizvedene razi iznosila je 175
ug kg, a kod konvencionalno proizvedene razi 224 ug kg (Tablica 6). Pojedinacna
maksimalna koncentracija EA u ekoloski proizvedenoj raZi izmjerena je kod ergokriptina
(68 ug kg?), a u konvencionalno proizvedenoj razi kod ergometrina (217 pg kg*)(Tablica
5). Rezultati provedenih analiza upucuju na zaklju¢ak kako nacin proizvodnje razi ne
utjeCe na pojavnost EA. Medutim, iako su ovim istrazivanjem obuhvaceni svi uzorci raZzi
iz 2016. godine, njihov broj je bio mali, pa bi za donoSenje vjerodostojnijeg zakljuCka
trebalo provesti novo istrazivanje na reprezentativnijem broju uzoraka. U tom slucaju,
istrazivanje bi trebalo obuhvacati osim EA i ostale vaznije mikotoksine, sorte razi te
vremenske uvijete kako bi se dobila sveobuhvatnija slika.

Postoji mali broj istrazivanja o utjecaju nacina proizvodnje razi na pojavnost EA, a ona
koja postoje se razlikuju u zaklju¢cima. Naime, rezultati istrazivanja Klug i suradnika
(1988) te Storm i suradnika (2008) doveli su do zaklju€ka koje je u skladu sa zaklju¢kom
ovog istrazivanja. U istrazivanju Klug i suradnika (1988) o prisustvu EA u proizvodima na
bazi Zitarica detektirano je prisustvo EA u 58 % konvencionalnih i 37,5 % ekoloskih
proizvoda od razi te su rezultati analiza upucivali da medu proizvodima ne postoji
statistiCki znacajna razlika u koncentracijama EA. IstraZivanje koje su proveli Storm i
suradnici (2008) obuhvacalo je 34 uzoraka razenog brasna, od kojih je 17 bilo iz ekoloSke
proizvodnje a ostalih 17 iz konvencionalne proizvodnje. EA su detektirani u 94 %
analiziranih uzoraka, pri ¢emu su ergotamin i ergokriptin bili najéeS¢e detektirani EA.
Pokazalo se da je raspodjela izmedu pojedinacnih EA vrlo varijabilna bez obzira na nacin
proizvodnje jer su neki uzorci sadrzavali sve EA, dok su drugi sadrzavali samo nekoliko
vrsta. Srednja vrijednost ukupnih EA kod ekoloSki proizvedenih uzoraka razi iznosila je
32 ug kg, a kod konvencionalno proizvedenih uzoraka razi 60 ug kg™.

Takoder, rezultati viSegodiSnjih istraZivanja o prisustvu fuzarijskih mikotoksina u
organskom i konvencionalnom proizvedenom jeému (Edwards, 2009), ozimoj pSenici
(Karlsson i sur. 2017) i proizvodima na bazi Zitarica (Jestoi i sur. 2004) utvrdili su kako
poljoprivredna praksa nema utjecaja na intenzitet kontaminacije Zitarica mikotoksinima.
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Medutim, prema drugim autorima (Lauber i sur. 2005; Malysheva i sur. 2014), nacin
proizvodnje Zitarica ima utjecaja na pojavnost EA. Rezultati istrazivanja Malysheve i
suradnika (2014) koje je obuhvatilo 342 uzorka zitarica i proizvoda od Zitarica detektirali
su znatno viSe koncentracije EA u konvencionalno proizvedenim zitaricama u odnosu na
ekolosSki proizvedene zitarice. Za konvencionalno proizvedene zitarice najveca
koncentracija ukupnih EA iznosila je 591 ug kg, a srednja vrijednost 89 ug kg2, za razliku
od ekoloski proizvedenih Zitarica gdje je zabiljeZzena znatno niZza ukupna koncentracija
EA (72 ug kg?) i srednja vrijednost od 8 ug kg. Rezultati ranije provedenog istraZivanja
(Lauber i sur. 2005) takoder su utvrdili znatno niZze koncentracije EA u ekoloski
proizvedenoj razi u odnosu na konvencionalno proizvedenu raz. Kao moguce objasnjenje
Lauber i suradnici (2005) su naveli kako prema nekim smjernicama udruga koje se bave
ekoloskom proizvodnjom, hibridne vrste se ne preporucuju/dopustaju za sjetvu jer su
osjetljivije na infekciju Clavicepsom.

5.3. Vremenske prilike tijekom proizvodnje razi

Prema (Mainka i sur. 2007; Haarmann i sur. 2009; Appelt i Ellner, 2009; Coufal-Majewski
I sur. 2016; Grusie i sur. 2017) na prevalenciju i intenzitet kontaminacije biljke EA uvelike
utjeCu vremenski uvjeti, geografska regija, vrsta biljke i vrsta gljivica koja inficira biljku.
Raz karakterizira krizno oprasSivanje s velikim otvorenim cvjetovima, Sto je €ini posebno
osjetliivom na infekciju gljivicom C. purpurea koja moze rasti u Sirokom rasponu
temperatura (Tittlemier i sur. 2015). Stoga je tijekom istrazivanja pra¢ena temperatura i
koli¢ina oborina na podrucju/zupanijama gdje je raz proizvedena. Pracenje vremenskih
prilika obuhvacalo je razdoblje od cvatnje razi (svibanj, lipanj), pa do Zetve (srpanj) jer je
poznato da su Zitarice najpodloznije infekciji plijesnima u vrijeme cvatnje (Tittlemier i sur.
2015; Miedaner i Geiger, 2015; Grusie i sur. 2017; Likar i sur. 2018). Ukoliko su u to
vrijeme prisutni hladni i kiSni vremenski uvjeti, te je povrSina tla vlazna, dolazi do
kontaminacije EA (Menzies i Turkington, 2014; Miedaner i Geiger, 2015; Grusie i sur.
2017; Likar i sur. 2018). Prema Dewell i Ensley (2014), idealni vremenski uvjeti za razvoj
gljivica koje proizvode EA su hladno, vlazno prolje¢e prac¢eno visokim temperaturama
pocCetkom ljeta. Krska i Crews (2008) istiCu kako su EA sveprisutni, te da prevalencija
vrste ovisi 0 vremenskim uvjetima, a posebno je izrazena u razdobljima jaCih kiSa i
vlaZznog tla. Nasuprot tome, Appelt i Eliner (2009) navode da nema dovoljno saznanja o
utjecaju vremenskih uvjeta na produkciju EA te su potrebna daljnja detaljna istrazZivanja.

Buduci da je ovim istrazivanjem obuhvac¢ena samo jedna godina, raspoloZivi podaci o
prisutnosti EA i vremenskim uvjetima nisu bili dovoljni da bi se mogao donijeti zaklju¢ak
o utjecaju vremenskih prilika na prisustvo EA u razi. Stoga se u buduénosti preporuc¢a
provodenje viSegodiSnjeg istrazivanja (minimalno tri godine, na vec¢em broju sorata i
lokacija).
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Mainka i suradnici (2007) su nakon dvogodiSnjeg pracenja utjecaja vremenskih prilika na
kontaminaciju razi EA dosli do istog zakljuCka. Naime, njihovo istrazivanje obuhvacalo je
mali broj uzoraka Ciji su rezultati upucivali na zaklju¢ak kako ne postoji razlika u
kontaminaciji razi EA izmedu dvije godine s razli€itim vremenskim prilikama.

Kako bi se sprijecCila kontaminacija usjeva EA, postoji niz razli€itih strategija koje ukljucuju
sjetvu sjemena bez sklerocija, plodored, duboko zaoravanje Zetvenih ostataka, suzbijanje
alternativnih domacina (korovi), optimalno vrijeme sjetve. Medutim, nije otkrivena niti
jedna od kontrolnih mjera koja se pokazala potpuno uspjeSnom u kontroli kontaminacije
EA. Kao posljedica toga, proizvodaci bi uvijek trebali pristupiti problemu kontaminacije
EA kao integriranom procesu sa strategijama koje su usmjerene na sve komponente ove
bolesti (Menzies i Turkington, 2014).

5.4. Utjecaj tehnoloskih postupaka na prisutnost ergot alkaloida

Tehnoloski postupci koji se koriste za preradu Zitarica u finalni proizvod a koji mogu imati
ucinak na mikotoksine ukljuc€uju sortiranje, CiS¢enje, mljevenje, kuhanje, pe€enje, przenje,
konzerviranje, blansiranje i ekstruziju. Vecina tehnoloskih postupaka ima razliCite uCinke
na mikotoksine, a oni koji koriste najvise temperature najceS¢e pokazuju najveci u€inak
(Karlovsky i sur. 2016). Tako postupci przenja i ekstruzije imaju veliki potencijal za
smanjenje koncentracije mikotoksina, iako su potrebne vrlo visoke temperature da bi se
postiglo veliko smanjenje koncentracija mikotoksina (Bullerman i Bianchini, 2007). Fizicki
postupci koji prethode mljevenju takoder mogu biti vrlo u€inkoviti; ruéno sortiranje Zitarica,
ora8astih plodova i plodova od strane poljoprivrednika kao i automatsko sortiranje od
strane industrije znatno smanjuje sadrzaj mikotoksina. Daljnja obrada kao Sto je
mljevenje, namakanje i ekstruzija takoder mogu smanijiti sadrzaj mikotoksina (Karlovsky
i sur. 2016). Opcenito, procesiranjem hrane moze doci do oslobadanja modificiranih
oblika mikotoksina (vezanih za druge biomolekule koje ih maskiraju poput glukoze,
sulfata, masnih kiselina ili zarobljenih u 8krobnoj strukturi), ili moze doc¢i do redukcije
uslijed degradacije molekula mikotoksina na najéeS¢e manje toksicne produkte,
koncentriranja u nusproizvodima koji se ne koriste za hranu (voda od kuhanja tjestenine,
voda za proizvodnju slada) ili vezanja za biomolekule u maskirani oblik (Bryta i sur. 2014;
Generotti i sur. 2017; Kovac i sur. 2018; Mastanjevic¢ i sur. 2018a; 2018b).

5.4.1. Mljevenje

Mljevenje Zitarica je postupak kojim se nikako ne mogu ukloniti mikotoksini iz Zitarica, veé
samo dolazi do raspodjele mikotoksina po odredenim mlinskim frakcijama. Prema nekim
autorima (Bullerman i Bianchini, 2007; Karlovsky i sur. 2016), postupkom suhog
mljevenja pSenice, jeCma, kukuruza i ostalih Zitarica, mikotoksini se najCeSce
koncentriraju u frakcijama mekinja i klica, koji se dalje koriste kao hrana za Zivotinje ili za
dobivanje ulja, dok se najmanje mikotoksina nade u brasnu. Prema Kushiro (2008)
mljevenjem pSenice najveci udio DON-a se zadrzi u mekinjama, dok u manjim koli¢inama
zaostaje u brasnu. Sli¢ni rezultati se navode za ZON u kontaminiranom mljevenom
kukuruzu (Kushiro, 2008). Fajarado i suradnici (1995) su proveli istrazivanje s vecim
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brojem frakcija mljevenja pSenice, a najviSe koli¢ine EA izmjerene su u frakciji krupice
(promjer Cestica <1600 ym i >250 ym), manje kod mekinja (>1600 ym), a najmanje kod
brasna (<250 pm). Autori objasnjavaju kako su ES plasti¢niji od tvrdog zrna pSenice te
se tijekom mljevenja spljoste pa se ne uspiju odvojiti s mekinjama.

Rezultati ovog istrazivanja su u skladu s rezultatima istrazivanja Fajando i suradnika
(1995). Naime, utvrdeno je kako se mljevenjem razi najviSse ukupnih EA zadrzalo u
razenoj krupici (oko 62 % ukupnih EA, uz pretpostavku da se mljevenjem razi 100 % EA
raspodijelilo u frakcije mljevenja), znatno manje u razenim mekinjama (oko 23 % ukupnih
EA), a najmanje u razenom brasnu (oko 15 % ukupnih EA)(Slika 29). Za pretpostaviti je
bila najviSe kontaminirana prasinom iz ES koja je nastala tijekom mljevenja zbog
specificne plastiCnosti ES. Zbog tog fizikalnog svojstva ES se teZze lome u fine Cestice
brasna, i ¢eS¢e ih nademo u krupnijim frakcijama krupice te su sukladno tome najvise
nadene u krupici i mekinjama, frakcijama koje zadrzavaju teze lomljive i plasti¢nije
dijelove zrna. Rezultati istrazivanja Wolff i suradnika (1983) su za razliku od rezultata
ovog istrazivanja, utvrdili veCu kontaminaciju razenog brasna EA u odnosu na razene
mekinje. Medutim, njihovo istrazivanje nije ukljucivalo krupicu, a analize su pokazale da
je 20 - 30 % ukupnih EA zaostalo u raZzenim mekinjama, a 60 - 70 % u razenom brasnu.
Moze se pretpostaviti da je krupica bila uklju€ena u brasno. Ako se u naSem istrazivanju
zbroje EA u krupici i brasnu i usporede s rezultatima Wolffa i suradnika (1983) dobiju se
sli¢ni rezultati. Rezultati istrazivanja Tittlemier i suradnika (2019) utvrdili su da oko 84%
ukupnih EA u durum pSenici zaostaje u mekinjama koje sadrze vanjsku ovojnicu jezgre,
a ergokristin, ergokristinin i ergotamin su bili naj¢eS¢e prisutni EA u frakcijama mljevenja
i u Spagetima. Naime, ergokristin je bio dominantan u cijelom zrnu i drugim frakcijama
mljevenja, u rasponu od 37-55 % ukupnih EA, a ergotamin se kretao u rasponu od 10—
14 % ukupnih EA u cijelom zrnu i svim frakcijama mljevenja. U ovom istrazivanju udio
ergokristina je u proizvodima mljevenja bio u rasponu od 6,90 % u krupici do 11,9 % u
mekinjama i 17 % u bradnu, a udio ergotamina je bio znatno manji nego u spomenutom
istrazivanju (Tittlemier i sur. 2019)(od 3,4 % u mekinjama do 5,6 % u bradnu i
krupici)(Tablica 8, Tablica 9, Tablica 10). Razlike u udjelima pojedinih EA moguce su
zbog specificne podvrste C. purpurea, klimatskih uvjeta tijekom rasta te interakcije s
mikroflorom na kojoj je sama raz rasla. Poznato je kako €iS¢enje i mljevenje zrna uklanja
vecinu ES koji bi dospjeli u bradno (Scott i Lawrence, 1980; Malysheva i sur. 2014). lako
fizicke metode mogu smanijiti kontaminaciju mikotoksinima, udio redukcije ovisi o
mikotoksinu, sirovini i koriStenoj metodi (Fratamico i sur. 2005). Neki autori (Franzmann i
sur. 2011; Karlovsky i sur. 2016) navode da mljevenjem dolazi do drugacije raspodjele
svakog pojedinaénog EA u razli¢itim frakcijama mljevenja. Kao glavni problem isticu
praSinu iz ES koja se ne mozZe ucinkovito ukloniti tijekom c&iS¢enja zitarica. U ovom
istrazivanju, ES su nakon vizualne detekcije u uzorcima neobradene razi vraceni nazad
u uzorak te samljeveni s ostatkom razi, a rezultati su utvrdili da je raspodjela pojedinacnih
EA u razli¢itim frakcijama mljevenja bila ve¢inom podjednaka (Tablica 8, Tablica 9,
Tablica 10). U ovom istrazivanju je takoder zabiljezena pojavnost EA iako nije bilo vidljive
kontaminacije s ES, najvjerojatnije zbog prasine ES koja je bogata EA. To je jo$ jedan od
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argumenata zbog Cega bi se legislativa trebala viSe bazirati na konkretnim EA umjesto
dosadas$njih ES.

5.4.2. Fermentacija

Utjecaj fermentacije tijesta na stabilnost mikotoksina proucavalo je viSe autora. Prema
Karlovsky i suradnicima (2016), fermentacija ne utjeCe na stabilnost mikotoksina kao $to
su fumonizini i neki trihoteceni, dok su Samar i suradnici (2001) utvrdili da tijekom
fermentacije tijesta za kruh na 50 °C dolazi do redukcije DON-a od 41 % do 56 % ovisno
0 vrsti kruha.

Kako bi u ovom istrazivanju utvrdili utjecaj fermentacije na redukciju EA napravljen je
zamjes tijesta za kruh direktnim i indirektnim postupkom. Kod direktnog postupka kao
sredstvo za dizanje koristio se pekarski kvasac, a kod indirektnog postupka kao sredstvo
za dizanje upotrjebljeno je kiselo tijesto koje je prije zamjesa krusnog tijesta podvrgnuto
fermentaciji u trajanju 24 h pri 37 °C.

Rezultati analiza tijesta za kruhove proizvedene razli€itim nacCinima zamjesa utvrdili su da
je kod oba postupka doslo do redukcije EA za 18 % u odnosu na razeno brasno, $to
dovodi do zaklju€ka da nacin zamjesa i trajanje fermentacije ne utje€u na redukciju EA,
8to je u skladu s zaklju¢cima drugih autora (Fajardo i sur. 1995; EFSA, 2012). Moze se
pretpostaviti da je do redukcije doslo uslijed vezanja EA za stanice kvasca (Pfliegler i sur.
2015; Merrill i sur. 2007) ili laktobacila (Franco i sur. 2011), kao Sto je bio sluc¢aj s drugim
mikotoksinima (Karlovsky i sur. 2016). Drugi mogucéi razlog mogao bi biti vezanje EA u
Skrobnu strukturu i maskiranje na sli¢an nacin kao kod fumonizina (Berthiller i sur. 2013;
Bryta i sur. 2014; Kovac i sur. 2018).

Rezultati istrazivanja Meleard (2016) su takoder utvrdili kako tijekom pripreme tijesta za
francuski kruh dolazi do redukcije EA iz brasna u tijesto za kruh za 30 %, a kao razlog
redukcije autor navodi efekt razrjedivanja braSna s vodom tijekom zamjesa tijesta. U
ovom istrazivanju uklonjena je moguénost utjecaja razriedivanja s vodom zbog
izrazavanja rezultata na suhu tvar. Kada se rezultati izraze u pug kg?, bez korekcije za
sadrzaj vode, uoCava se podjednaka redukcija kao i kod Melearda (2016).

Rezultati analiza tijesta za kruhove proizvedene razliCitim nacCinima zamjesa takoder su
utvrdili da su kod obje vrste zamjesa najviSe ukupne koncentracije pojedinih EA izmjerene
kod ergometrina (605 ug kg* kod direktnog i 540 ug kg* kod indirektnog zamjesa), a
najmanje kod ergokriptinina (18,4 ug kg* kod direktnog i 20,1 pg kg* kod indirektnog
zamjesa)(Tablica 11, Tablica 12). Usporedbom koncentracija ukupnih EA kod tijesta
proizvedenih razli€itim nainom zamjesa utvrdena je neznatno viSa koncentracija ukupnih
EA kod tijesta proizvedenih direktnim postupkom zamijesa (1982 ug kg*) u odnosu na
tijesta proizvedena indirektnim postupkom zamjesa (1913 ug kg?)(Tablica 11, Tablica
12). Najveca koncentracija ukupnih EA kod obje vrste tijesta izmjerena je u uzorku 10, a
najmanja u uzorku 9, sto odgovara rezultatima ukupnih EA u brasnima koristenim za
proizvodnju tijesta za kruh (Slika 31).
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5.4.3. Ekstruzija

Ekstruzija je posljednjih godina postala nezaobilazan proces u proizvodnji hrane zbog
svoje viSestruke primjene, energetske ucinkovitosti i minimalnih gubitaka korisnih
sastojaka hrane (Cetin i Bullerman; 2005; Stazi¢, 2017). Ovo istraZivanje je prvo koje se
bavi promjenama EA tijekom ekstruzije, dok su se ostala istraZivanja bavila ostalim
mikotoksinima. Takoder se pokazala ucinkovitom za redukciju i smanjenje toksi¢nosti
mikotoksina u proizvodima na bazi Zitarica, a kao razlog navodi se upotreba visoke
temperature tijekom ekstruzije (od 150 °C ili vise) (Ryu i sur. 2019). Utvrdeno je kako
ekstruzija dovodi do 40—43% redukcije OTA u zobenim pahuljicama te 78-82 % u rizinom
brasnu. Povec¢anjem pH vrijednosti tj. dodatkom sode bikarbone, udio redukcije je vedi
(65 % kod zobi i 72 % kod razi)(Ryu i sur. 2019). Kushiro (2008) istiCe kako ekstruzijom
kukuruza dolazi do redukcije fumonizina, AF-a i ZEN-a za 100, 95 i 83 %, dok je za DON,
OTA i moniliformin zabiljeZena redukcija od 55, 40 i 30 %.

Prema autorima (Castells i sur. 2005; Bullerman i Bianchini, 2007) na redukciju
mikotoksina u gotovom proizvodu utjeCu temperature u ekstruderu, vrijeme zadrzavanja
u ekstruderu, sadrzaj vlage u ekstruzijskoj smjesi, brzina vijka i poCetna koncentracija
mikotoksina. Bullerman i Bianchini (2007) takoder navode da je uCinak ekstruzije na
sadrzaj AF najvjerojatnije i pod utjecajem prisutnosti ili odsutnosti aditiva, a da najveci
ucinak na redukciju mikotoksina imaju temperatura ekstruzije i vrijeme zadrZavanja u
ekstruderu. Tako npr. samo ekstruzija smanjuje koli€¢inu AF za 50-80 %, a uz dodatak
amonijaka; kao hidroksid (0,7 i 1,0 %) ili bikarbonat (0,4 %), dolazi do redukcije AF iznad
95 % (Bullerman i Bianchini, 2007). Kushiro i suradnici (2008) su utvrdili kako prisutnost
natrijevog bisulfata tijekom ekstruzije dovodi do smanjenja DON-a u pSenici za 62 %. U
slu€aju fumonizina, na ucinak ekstruzije utjeCe prisutnost aditiva, reducirajucih Secera i
natrij klorida (Kova€ i sur. 2018). Istrazivanja pokazuju da do najvece redukcije
fumonizina tijekom ekstruzije dolazi u prisutnosti glukoze na temperaturi od 160 °C ili viSoj
(Kovac i sur. 2018).

Kako bi u ovom istrazivanju odredili utjecaj ekstruzije na redukciju EA, od raZene krupice
proizvedena je tjestenina, a od razenih mekinja snack proizvodi. Za proizvodnju tjestenine
koriStena su dva nacina oblikovanja. Kod konvencionalne tjestenine oblikovanje se vrsilo
ru¢no, a kod ekstrudirane tjestenine za oblikovanje se koristio ekstruder uz temperaturni
rezim od 35 i 40 °C. Za proizvodnju snack proizvoda koristili su se razli€iti udjeli razenih
mekinja (10 % i 20 %) te jednopuzni ekstruder uz temperaturni rezim 135 °C i 170 °C.

5.4.3.1. Tjestenina

Nakon izraCuna i usporedbe koncentracija ukupnih EA u krupici i tjestenini vidljivo je da
je kod tjestenine dobivene na konvencionalan nacin doSlo do redukcije EA za 48 % u
odnosu na razenu krupicu, dok je u ekstrudiranoj tjestenini dosSlo do povecanja
koncentracije EA za 46 % u odnosu na razenu krupicu (Slika 33) Sto upucuje na
pretpostavku da je prilikom ekstruzije doslo do otpustanja EA koji su bili fiziCki zarobljeni
u Skrobnoj strukturi, kao $to je bio slu¢aj s fumonizina tijekom pripreme kruha (Bryta i sur.
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2014). Fumonizini se u hrani mogu vezati s ugljikohidratima (Skrob), proteinima ili masnim
kiselinama u maskirane komplekse Cija je identifikacija i kvantifikacija blokirana ili
nedostupna. UC€inak maskiranja moze se smatrati fiziCkim zarobljavanjem molekula
mikotoksina, a do zarobljavanja moze lako doc¢i ve¢ u zrnu ili toplinski nepreradenim
proizvodima. Odgovarajuci uvjeti (npr. pH, temperatura) mogu dovesti do oslobadanja
fumonizina iz kompleksa te je moguce primijeniti konvencionalnu analiticku metodu za
njegovu identifikaciju (Bryta i sur. 2014). Rezultati starijeg istrazivanja (Fajardo i sur.
1995) takoder su utvrdili da kod rezanaca i Spageta proizvedenih na konvencionalan
nacin dolazi do redukcije EA (11-46 % tj. 20-42 %) u odnosu na durum brasno od kojeg
su proizvedeni. Medutim, prilikom zamjesa rezanaca dodana je sol, $to u ovom
istrazivanju nije bio slucaj.

Ergometrin je kao i kod razene krupice ostao EA s najviSom ukupnom koncentracijom u
konvencionalnoj (1370 ug kg?) i ekstrudiranoj tjestenini (6778 ug kg?t)(Tablica 13,
Tablica 14). Nasuprot tome, ergokorninin je ostao kao i kod razene krupice EA s
najmanjom ukupnom koncentracijom kod ekstrudirane tjestenine (85,2 ug kgt) za razliku
od konvencionalne tjestenine gdje je ergokriptinin bio EA s najmanjom ukupnom
koncentracijom (24,0 ug kg?')(Tablica 13, Tablica 14). Usporedbom koncentracija
ukupnih EA u uzorcima tjestenina proizvedenih na konvencionalan nacin i ekstrudiranih
tjestenina, utvrdeno je da je najve¢a koncentracija ukupnih EA izmjerena u uzorku 10, a
najmanja u uzorku 9, Sto je utvrdeno i kod istih uzoraka krupica koriStenih za proizvodnju
tjestenine (Slika 33).

5.4.3.2. Snack proizvod

Kod ekstruzije snack proizvoda s 10 % i 20 % razenih mekinja koristio se znatno viSi
temperaturni rezim (135 °C i 170 °C) nego kod tjestenine. Nakon izra¢una i usporedbe
koncentracija ukupnih EA u snack proizvodima s 10 % i 20 % razenih mekinja vidljivo je
da je kod obje vrste snack proizvoda doslo do povecanja koncentracije ukupnih EA (Slika
35). To povecéanje kod snack proizvoda s 10 % mekinja iznosilo je 68 % , a kod snack
proizvoda s 20 % mekinja 156 % u odnosu na mekinje. Prilikom izracuna utvrdeno je da
je kod tri uzorka snack proizvoda s 10 % i 20 % razenih mekinja (uzorci 9, 12 i 13) doSlo
do zaostatka malih koliina analita na igli autosamplera i vijku za prespajanje
autosamplera i MS/MS-a, pa su ta tri uzorka izuzeta iz izraCuna.

Za pretpostaviti je da je do povecanja koncentracije EA vjerojatno doslo uslijed otpustanja
EA koji su bili fizicki zarobljeni u Skrobnoj strukturi, kao $to je bio slu¢aj s prethodno
spomenutom ekstrudiranom tjesteninom. Medutim, u slu€aju snack proizvoda to
povecanje koncentracije EA je bilo znatno ve¢e u odnosu na ekstrudiranu tjesteninu, $to
se moze pripisati viSem temperaturnom rezimu kod ekstruzije snack proizvoda. Naime,
prema Ryu i suradnicima (2019) temperatura iznad 150 °C tijekom ekstruzije dovodi do
najvece redukcije mikotoksina. Prema Bullerman i Bianchini (2007) ta temperatura bi bila
pogodna za dobru redukciju ZEN-a, umjerenu redukciju AF, promjenjivu do nisku
redukciju DON i dobru redukciju fumonizina. 1z Slike 35 je vidljivo da se povecanjem
udjela razenih mekinja u snack proizvodima povec¢ao i ukupni udio EA, ali da povecéanje
nije bilo proporcionalno.
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Ergometrin je kao i kod razenih mekinja ostao EA s najviSom ukupnom koncentracijom u
snack proizvodima s 10 % i 20 % mekinja (1102 tj. 2621 ug kg*)(Tablica 10, Tablica 15,
Tablica 16). Usporedujuci koncentracije ukupnih EA u uzorcima snack proizvoda s 10 %
i 20 % razenih mekinja, utvrdeno je da je najvec¢a koncentracija ukupnih EA izmjerena u
uzorku 10, a najmanja u uzorku 9, Sto je utvrdeno i kod istih uzoraka mekinja koristenih
za proizvodnju snack proizvoda (Slika 35).

5.4.4. Kuhanje

Kako bi utvrdili utjecaj kuhanja na redukciju EA u raZi, obje vrste tjestenina
(konvencionalna i ekstrudirana) analizirane su prije i poslije kuhanja na prisustvo EA.
Rezultati analiza utvrdili su da je ukupna koliCina EA veca u tjestenini prije kuhanja, pa
se moze zakljuciti da kuhanjem dolazi do redukcije EA bez obzira na nacin oblikovanja
tiestenine (Slika 37, Slika 39). Kuhanjem tjestenine proizvedene na konvencionalan
nacin postotak redukcije bio je znatno veci (63 % u odnosu na raZzenu krupicu) nego kod
kuhanja ekstrudirane tjestenine (26 % u odnosu na raZenu krupicu). Za pretpostaviti je
kako proizvodnja tjestenine na konvencionalan nacin uzrokuje manje promjene u
Skrobnoj strukturi u odnosu na proizvodnju tj. oblikovanje u ekstruderu, zbog Cega je
tijesto kod konvencionalno proizvedene tjestenine poroznije pa ima viSe gubitaka EA
tijekom kuhanja. Takoder, neki EA (posebno oni iz skupine ergoklavina i jednostavnih
derivata lizergi¢ne kiseline) su donekle topivi u vodi (EFSA, 2012) pa je pretpostavka
kako je kuhanjem doSlo do otapanja EA u vodu ili oslobadanja EA iz Skrobne strukture u
vodu.

Vazno je napomenuti kako je prilikom raCunanja utvrdeno da je kod jednog uzorka
ekstrudirane tjestenine (uzorak 9) doSlo do zaostatka malih koli¢ina analita na igli
autosamplera i vijku za prespajanje autosamplera i MS/MS-a (kao i kod snack proizvoda),
pa je taj uzorak izuzet prilikom izraCuna.

Da kuhanjem dolazi do redukcije EA potvrdili su i Fajardo i suradnici (1995). Naime,
prema rezultatima njihovog istrazivanja, redukcija ukupnih EA u kuhanim slanim
rezancima kretala se u rasponu 47-49 %, a u kuhanim Spagetima 42-79 %. Autori navode
da do redukcije malog dijela EA dolazi zbog ispiranja EA u vodu za kuhanje te zaklju€uju
kako su EA donekle toplinski osjetljivi, $to ovisi o sadrzaju EA u sirovini. U najnovijem
istraZivanju kojeg su proveli Tittlemier i suradnici (2019) nisu zabiljeZeni znacajni gubici
EA tijjekom proizvodnje ili kuhanja Spageta od durum pSenice. Medutim, doSlo je do
promjena pojavnosti pojedinin EA tijekom kuhanja. Tako u svjeZe ekstrudiranim
Spagetima dominiraju EA-ini, a u kuhanim Spagetima i vodi za kuhanje njihovi epimeri (-
inini), 8to u ovom istrazivanju nije bilo slu€aj (Tablica 13, Tablica 14, Tablica 17, Tablica
18).

Ergometrin je takoder nakon kuhanja obje vrste tjestenina ostao EA s najviSom ukupnom
koncentracijom EA. Tako je u kuhanoj tjestenini proizvedenoj na konvencionalan nacin
izmjerena koncentracija od 735 ug kg?, a u kuhanoj ekstrudiranoj tjestenini 4559 ug kg
Y(Tablica 17, Tablica 18). Ergokriptinin je kod tjestenine proizvedene na konvencionalan
nacin takoder nakon kuhanja ostao EA s najmanjom ukupnom koncentracijom EA (4,80
pg kgt). Medutim, kod ekstrudirane tjestenine (prije kuhanja) ergokorninin je bio EA s
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najmanjom ukupnom koncentracijom (85,2 ug kg?), dok je nakon kuhanja ergokriptinin
bio EA s najmanjom ukupnom koncentracijom (62,8 ug kg*)(Tablica 17, Tablica 18).
Usporedbom koncentracija ukupnih EA u uzorcima kuhanih tjestenina proizvedenih na
konvencionalan nacin i kuhanih ekstrudiranih tjestenina, utvrdeno je da je najveca
koncentracija ukupnih EA izmjerena u uzorku 10, a najmanja u uzorku 9, sto je u skladu
s rezultatima analiza tjestenina prije kuhanja (Slika 37, Slika 39).

Prema Karlovsky i suradnicima (2016), topljivost mikotoksina u kipucoj vodi odreduje
stupan;j izloZenosti konzumenata ovoj vrsti kontaminanata, a ponajviSe ovisi o fizikalnim
svojstvima samog mikotoksina. Stoga ¢e se polarniji mikotoksini (npr. DON) prije otopiti i
reducirati vodom, a nepolarni (npr. ZEA, OTA) ¢e ostati u hrani. Tako Kushiro (2008)
navodi da je DON topiv u vodi te da kuhanjem tjestenine u vecoj koli€ini vode dolazi do
redukcije DON-a (vec¢ina DON-a ostane u vodi za kuhanje), §to je potvrdeno i rezultatima
istrazivanja Visconti i suradnika (2004). Prema Kushiru (2008), na stupanj redukcije DON-
a kuhanjem utjeCu vrijeme i temperatura kuhanja, pH hrane, sastav hrane, prisutnost
aditiva za hrani i drugi ¢imbenici. Brera i suradnici (2013) istaknuli su da je tijekom prve
faze proizvodnje tjestenine (od pSeni¢nog zrna do krupice), redukcija DON-a iznosila 63
%, a u drugoj fazi proizvodnje (od krupice do kuhane tjestenine) 41 %. Ovi rezultati
odnosili su se na tjesteninu proizvedenu u pilot postrojenju i nije poznat nacin oblikovanja
tjestenine. U ovom istraZivanju je tijekom prve faze proizvodnje obje vrste tjestenina doslo
do redukcije EA za 61,5 % u odnosu na razenu krupicu, dok je u drugoj fazi proizvodnje
konvencionalne tjestenine postotak redukcije bio neznatno visi nego tijekom prve faze
(63 %) u odnosu na razenu krupicu. Takoder, tijekom druge faze proizvodnje ekstrudirane
tjestenine doslo je do redukcije EA za 26 % u odnosu na razenu krupicu.

5.4.5. Pecenje

Podaci o utjecaju pe€enja na stabilnost EA su razliciti. Autori nekih istrazivanja (Scott i
Lawrence, 1982; EFSA, 2012; Merkel i sur. 2012; Meleard, 2016) navode znacajno
smanjenje koncentracija EA nakon pec€enja (iznad 50 %), dok drugi autori isti¢u prili¢no
visoku stabilnost tijekom pecenja tj. samo neznatno smanjenje koncentracije EA (do 25
%)(Burk i sur. 2006). Merkel i suradnici (2012) navode da pecenjem kola¢a dolazi do
redukcije EA od 2-30 %, a Scott i Lawrence (1982) isticu kako pecenjem kruha od
cjelovitog zrna dolazi do 100 %-tne redukcije EA, dok peCenjem razenog kruha dolazi do
66-85 % -tne redukcije EA. Prema posljednjem EFSA-inom znanstvenom misljenju
(EFSA, 2017), tijekom pecenja dolazi do redukcije EA u razenom kruhu za 54-85 %, a u
pSenicnom kruhu za 0-100 %. Takve razlike mogu se objasniti nehomogenom
raspodjelom EA unutar ES (Bryta i sur. 2019). Stoga je vrlo vazno primijeniti
odgovarajuce postupke poput ¢iScenja i sortiranja zrna od ES te prosijavanja brasna kako
bi smanjili mogucnost kontaminacije sirovina EA.

Kako bi u ovom istrazivanju utvrdili utjecaj pe€enja na redukciju EA, od razenih brasna
kontaminiranih EA zamijeSeni su i ispeCeni keksi i kruhovi s razliCitim postupcima
zamjesa.
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5.45.1. Keks

Rezultati analiza tijesta za kekse i keksa su utvrdili kako u niti jednom uzorku tijesta za
kekse, pa posljedi¢no ni u keksima, nije utvrdeno prisustvo niti jednog EA $to upucuje na
zaklju€ak kako je tijekom zamjesa tijesta za kekse doSlo do 100 %-tne redukcije EA (Slika
41). Vazno je napomenuti kako su svi uzorci razenog brasna koji su se koristili za
proizvodnju keksa sadrzavali bar jedan EA, a ¢ak 50 % uzoraka razenog brasna je
sadrzavalo sve EA (Tablica 8). Za pretpostaviti je da je Kkoristenje natrijeva
hidrogenkarbonata (sode bikarbone) kao sredstva za dizanje tijesta razlog 100 % -tne
redukcije EA u tijestu za keks (Generotti i sur. 2017). Naime, pH tijesta je vazan faktor za
stabilnost proizvoda. Za proizvodnju keksa i krekera, pH tijesta se regulira prvenstveno
sredstvima za dizanje pri ¢emu je vazno koje sredstvo se Koristi, kao i njegova
koncentracija. Tako je istraZivanje Stadlera i suradnika (2019) pokazalo da koriStenje
sode bikarbone (NaHCOs3) kao sredstva za dizanje tijesta dovodi do vece redukcije DON-
a, dok uporaba amonijev hidrogen karbonata (NH4HCOs3) ne utjeCe na koncentraciju
DON-a. To se moze objasniti razliCitim pH vrijednostima tijesta koje proizlaze iz razli€itin
kemijske prirode sredstava za dizanje. Soda bikarbona se Cesto Koristi u pekarskoj
industriji kao sredstvo za dizanje, ali se moze koristiti i za pobolj$anje fizikalna svojstava
ekspandiranih ekstrudiranih Zitarica (Ryu i sur. 2019). Kod upotrebe sode bikarbone, pH
je pocetno 8,5 i peCenjem se blago povecava do pH 9. U odsutnosti kiselih spojeva, soda
bikarbona se toplinski pretvara u natrijev karbonat (Na2COs), vodu i ugljikov dioksid.
Buduci da je karbonatni ion (COs?) jaca baza od hidrogenkarbonatnog iona (HCO3),
toplinska razgradnja sode bikarbone dovodi do povec¢anja pH vrijednosti. Upotreba
amonijev hidrogen karbonata kao sredstva za dizanje uzrokuje smanjenje pH od 8 u
tijestu do 6-7 u peCenim koladima. Smanjenje pH vrijednosti moze se objasniti
razgradnjom amonijev hidrogen karbonata u amonijak (NHs), ugljikov dioksid i vodu, koji
Ce ispariti tijekom pecCenja (Stadler i sur. 2019). Kushiro (2008) takoder spominje da
prisustvo prehrambenih aditiva, kao $to je amonijev hidrogen karbonat sadrzan u tijestu,
moze biti razlog odstupanja oko redukcije DON-a tijekom pec€enja keksa ili kruha.
Medutim, u ovom istrazivanju je do redukcije EA do$lo prije pecenja, pa je za pretpostaviti
da je formulacija recepture utjecala na sposobnost izdvajanja mikotoksina koji utjecu na
mikrostrukturu keksa, $to Generotti i suradnici (2017) navode kao jedan od znacajnih
razloga smanjenja mikotoksina u konaénim proizvodima (osim pH tijesta i vremena
pecenja).

5.4.5.2. Kruh

Rezultati analiza tijesta za kruhove i kruhova doveli su do zaklju¢ka kako peCenjem
kruhova nije doslo do redukcije, ve¢ do poveéanja ukupnih EA (Slika 43, Slika 45). Kod
kruha proizvedenog direktnim postupkom zamjesa povecéanije je iznosilo 43 % u odnosu
na razeno brasno, dok je kod kruha proizvedenog indirektnim postupkom zamjesa
povecanje iznosilo 5 % u odnosu na razeno brasno. Za pretpostaviti je kako je prilikom
pecenja kruha doslo do otpustanja EA koji su bili fiziCki zarobljeni u Skrobnoj strukturi, kao
Sto je bio slucaj s fumonizinima tijekom pripreme kruha (Bryta i sur. 2014). Prosjecna
vrijednost ukupnih EA u tijestu za kruh proizvedenom direktnim postupkom zamjesa bila
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je priblizno jednaka prosjecnoj vrijednosti ukupnih EA u tijestu za kruh proizvedenom
indirektnim postupkom zamjesa i iznosila je 198 pg kg2, tj. 191 ug kg? (Tablica 11,
Tablica 12). ProsjeCna vrijednost ukupnih EA u kruhu proizvedenom direktnim
postupkom zamjesa iznosila je 443 pg kg?, a u kruhu proizvedenom indirektnim
postupkom zamjesa 299 ug kg* (Tablica 19, Tablica 20). Usporedbom koncentracija
ukupnih EA u kruhu nakon direktnog i indirektnog zamjesa utvrdeno je da se direktnim
postupkom zamjesa viSe EA zadrzava u finalnom proizvodu i to u prosjeku 17 % (Slika
47). Stoga bi u buduc¢nosti u slucaju kontaminacije razenog brasna EA preporucili
proizvodnju kruha indirektnim postupkom zamjesa.

Prisustvo pojedinih EA u raznim pekarskim proizvodima ovisi o brojnim ¢imbenicima kao
Sto su mjesto na kojem su uzgajane Zitarice, tehnike prerade brasna i postupak pecenja
(Bryta isur. 2019). U ovom istrazivanju je utvrdeno kako je ergometrin i nakon pecenja
ostao EA s najviSom ukupnom koncentracijom u kruhu bez obzira na nacin zamjesa (2852
ug kgt kod direktnog zamjesa i 1366 pg kgt kod indirektnog zamjesa)(Tablica 19,
Tablica 20). Medutim, ergokriptinin nije ostao EA s najmanjom ukupnom koncentracijom
u kruhu bez obzira na zamjes. Naime, kod pecenja kruha s direktnim zamjesom utvrdeno
je da je ergokorninin EA s najmanjom ukupnom koncentracijom (28,0 ug kgt), dok je
nakon pecenja kruha s indirektnim zamjesom ergokriptinin ostao EA s najmanjom
ukupnom koncentracijom (27,9 ug kg?)(Tablica 19, Tablica 20). U istrazivanju
provedenom 2016. godine (Meleard, 2016), ergometrin se navodi kao najstabilniji EA
tijekom pecenja kruha za razliku od ergotamina koji se navodi kao puno nestabilniji od
ergometrina. Usporedbom koncentracija ukupnih EA u 10 uzoraka kruha proizvedenih
direktnim postupkom, utvrdeno je da je najveca koncentracija ukupnih EA izmjerena u
uzorku 10, a najmanja u uzorku 9, sto je identiCno kao kod uzoraka kruha proizvedenih
indirektnim postupkom i uzoraka tijesta proizvedenih razliitim zamjesima i brasna
upotrijebljenim za proizvodnju kruha (Slika 29, Slika 43, Slika 45).

5.4.6. Fermentacija i pec¢enje

Kruh je najreprezentativniji i najviSe prou€avan pekarski proizvod. Njegov proizvodni tijek
podrazumijeva fermentaciju tijesta prije pecenja. Fermentacija i kasnije pecenje kruha
mogu se odvijati pri razliCitim temperaturnim i vr.emenskim rezimima.

Kako bi u ovom istrazivanju utvrdili utjecaj fermentacije i pe€enja na redukciju EA, ispe€en
je kruh od tijesta proizvedenog direktnim postupkom zamjesa i kruh od tijesta
proizvedenog indirektnim postupkom zamjesa. Nakon pec€enja kruhovi su analizirani na
prisustvo EA te su izmjerene koncentracije ukupnih EA usporedene s koncentracijama
ukupnih EA u brasnu koji je koristen za proizvodnju kruha. Usporedbom koncentracija
ukupnih EA u brasnu i kruhovima od razenog brasna proizvedenih direktnim i indirektnim
postupcima zamjesa zaklju¢eno je da kod indirektnog postupka zamjesa tijesta
fermentacijom i peCenjem dolazi do redukcije EA za 16 % (Slika 49) Sto je vjerojatno
rezultat produljene fermentacije i kontakta sa stani¢nom stjenkom laktobacila koji mogu
vezati i imobilizirati veliki broj mikotoksina (Shetty i Jespersen, 2006). Medutim, kod
direktnog postupka zamjesa tijesta za kruh fermentacijom i pe€enjem dolazi do povec¢anja
koncentracije ukupnih EA u kruhu za 19 % (Slika 49) Sto se razlikuje od zaklju€ka vecine
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autora. PovecCanje koncentracije ukupnih EA kod direktnog postupka zamjesa je
vjerojatno posljedica otpustanja EA koji su bili fiziCki zarobljeni u Skrobnoj strukturi, kao
Sto je bio slucaj s fumonizinima tijekom pripreme kruha (Bryta i sur. 2014).

U najnovijem istrazivanju (Bryta i sur. 2019) navedeno je kako su EA stabilni tijekom
pripreme Kiselog tijesta i tijesta za kruh; ali je primijeCena znacCajna redukcija EA nakon
termiCke obrade (peCenja) razenog kruha. Tako je prosjeCna koncentracija EA pala za
22% tj. s 3970 + 582 ug kg* u razenom brasnu na 3090 + 144 ug kg u pe¢enom razenom
kruhu. Da pecenjem dolazi do redukcije EA potvrdilo je viSe autora koji su objavili radove
na ovu temu. Friedman i Dao (1990) su naveli razli€ite Cimbenike koji mogu utjecati na
opseg ovog pada: stabilnost pojedinog EA na poviSenim temperaturama, veli€inu kruha,
recept za tijesto i medusobne interakcije izmedu EA ili izmedu EA i komponenti tijesta.
Stope redukcije koje navode razni autori spadaju u prilicno Siroke raspone: 54-85%
(razeni kruh, Scott, 2009), 20-74% (razeni kruh, Baumann i sur. 1985), 0—-100% (pSenicni
kruh, Scott, 2009), 50% (Wolff i sur. 1988), 85 % (Scott i Lawrence, 1982), 25-55%
(Fajardo i sur. 1995.), 33—46% (Franzmann i sur. 2010) i 25% (peciva od razi, Burk i sur.
2006.). Scott (2009) je istaknuo kako obi¢no do vecée redukcije EA dolazi u korici kruha u
usporedbi s mrvicama, Sto potvrduju i rezultati istrazivanja Fajarda i suradnika (1995).
Oni su naime izvijestili da je pratenjem koncentracija Sest EA (ergometrin, ergozin,
ergotamin, ergokornin, ergokriptin, ergokristin), u kori pe€enog kruha utvrdena redukcija
EA od 22 — 55 %, dok u unutrasnjosti kruha (mrvicama) nije doSlo do redukcije EA
(Fajardo i sur. 1995). Treba naglasiti da raspodijela temperature u kruhu tijekom pecenja
obi¢no nije jednoli¢na te da je temperatura u sredistu kruha (mrvicama) znacajno niza od
temperature kore i najéesc¢e ne prelazi 100 °C (Bryta i sur. 2014), pa Fajardo i suradnici
(1995) pretpostavljaju da je viSa temperatura kore tijekom pec€enja razlog veée redukcije
EA u kori.

Rezultati istraZivanja Meleard (2016) o utjecaju pecenja francuskog kruha na degradaciju
i epimerizaciju EA su utvrdili da se tijekom pecenja francuskog kruha koncentracija EA u
kruhu smanjila za 59 % u odnosu na brasno, §to je znatno viSe od rezultata dobivenim u
ovom istrazivanju za ukupni u€inak fermentacije i pe€enja kruha proizvedenog indirektnim
postupkom zamjesa. Vazno je napomenuti kako u istrazivanju Meleard (2016) nije
naveden nacin zamjesa tijesta. Isti autor je istaknuo kako je tijekom fermentacije tijesta
doslo redukcije ukupnih EA iz brasna u tijesto za 30 %, te da je tijekom pecenja tijesta
doslo redukcije ukupnih EA iz tijesta u kruh za 40 %. Ovi rezultati se razlikuju od rezultata
ovog istrazivanja gdje je fermentacijom doSlo do redukcije ukupnih EA za 18 % u odnosu
na razeno brasno bez obzira na nacin zamjesa, dok je peenjem doslo do suprotnog
ucinka tj. povecanja koncentracije EA za 43 % u odnosu na razeno bradno kod direktnog
postupka zamjesa tj. 5 % kod indirektnog zamjesa.

Poznato je da su EA skloni epimerizaciji te da je ona najceS¢e potaknuta promjenom
temperature, pH ili izlaganjem svjetlu (EFSA, 2012; Tittlemier i sur. 2019). Epimerizacijom
EA tijekom prerade zrna dolazi do smanjenja koncentracija EA $to rezultira
transformacijom (R)- epimera u njihove bioloski neaktivne (S)- epimere, a ponekad moze
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doci i do obrnute reakcije (transformacija (S)- epimera u toksic¢ni (R) -epimer) (Bryta i sur.
2019).

Velik broj autora ustanovio je da termiCka obrada doprinosi smanjenju toksicnosti
konaénog proizvoda jer dolazi do pomaka epimernog omjera prema (S)- epimerima, Sto
nije sukladno rezultatima ovog istrazivanja (Slika 54). Ovaj trend primijecen je tijekom
proizvodnje razenog kruha i pala€inki (Scott i Lawrence, 1982), razenog peciva (Burk i
sur. 2006.), orijentalnih rezanaca i Spageta (Fajardo i sur. 1995.), piva (Schwarz i sur.
2007), kolaca od razenog brasna (Merkel i sur. 2012) i razenog kruha (Baumann i sur.
1985). Potonji autori primijetili su smanjenje koncentracija (R) -epimera za 75% i
povecanje koncentracija (S)- epimera za 31%. Franzmann i suradnici (2010) takoder
navode da tijekom postupka pecenja dolazi do redukcije ukupnih EA, pa je nakon 60 min
pecenja stupanj redukcije iznosio 70 %, dok je koncentracija (S)- epimera porasla za 96
%. Ukupni doprinos (S)- epimera povec¢ao se s 15 % u razenom brasnu na 54 % u
finalnom proizvodu. Isti autori su takoder istaknuli ovisnost kiselosti tijesta za kruh na
epimerizaciju EA tijekom postupka pecenja kruha. Naime, utvrdeno je da su EA manje
(indirektnim postupkom zamjesa tijesta)(Franzmann i sur. 2010). Rezultati najnovijeg
istrazivanja (Bryta i sur. 2019) pokazuju malo vecu stabilnost EA tijekom pec€enja kruha
od one navedene u podacima iz prethodne literature. Autori (Bryta i sur. 2019) navode
kako se peCenjem kruha koncentracija (R)- epimera smanjuje za 46 %, dok se
koncentracija (S)- epimera poveava za 21 %. Tijekom fermentacije nije bilo vecih
promjena u omjeru izmedu (R)- i (S)- epimera. Bryta i suradnici (2019) pretpostavljaju
kako je veca stabilnost EA vjerojatno rezultat niske pH vrijednosti kiselog tijesta koje je
koriSteno za zamjes tijesta.

Rezultati ovog istraZivanja utvrdili su da su u razenom brasnu, mekinjama i krupici, te u
svim poluproizvodima i proizvodima od razi prevladavali toksikoloSki znacajniji (R)-
epimeri, §to je vedi problem sa stajaliSta sigurnosti hrane. Kod svih tehnoloskih postupaka
nije primijecen znacajan pomak epimerizacije prema (S)- epimerima, nego se u vecini
slu€ajeva omjer izmedu (R)- i (S)- epimera povecavao u korist (R)- epimera. Usporedujudi
omjere (R)- i (S)- epimera nakon pecenja kruhova proizvedenih razli¢itim nacinima
zamjesa utvrdeno je da peCenjem kruhova bez obzira na nacin zamjesa nije doslo do
pomicanja omjera prema (S)- epimeru, $to prema literaturnim podacima nije bilo za
oCekivati. Nakon pecenja kruha proizvedenog direktnim postupkom zamjesa ukupni
doprinos (S)- epimera smanjio s 23% u razenom brasnu na 15 % u kruhu, dok se nakon
peCenja kruha proizvedenog indirektnim postupkom zamjesa ukupni doprinos (S)-
epimera neznatno smanijio (s 23% u razenom brasnu na 22 % u kruhu). Ovi rezultati su
u skladu s navodom Franzmann i suradnika (2010) o manjoj sklonosti epimerizaciji EA
tijekom pecCenja kruha koji je proizveden indirektnim postupkom zamjesa. Merkel i
suradnici (2012) su utvrdili da i tijekom pec€enja kolacgi¢a dolazi do pomaka epimernog
omjera prema (S)- epimeru, $to u ovom istraZivanju nije bilo moguce odrediti buduci da
Su u svim uzorcima tijesta za keks, a posljedi¢no i u keksima koncentracije svih EA bile
ispod LOD vrijednosti. Medutim, tijekom fermentacije tijesta za kruh bez obzira na nacin
zamjesa omjer izmedu (R)- i (S)- epimera se smanijio (Slika 54), Sto nije u skladu s
rezultatima istrazivanjima drugih autora (Fajardo i sur. 1995; Bryta i sur. 2019). Tijekom
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postupka ekstruzije dolazi do povecéanja omjera izmedu (R)- i (S)- epimera. Omjer je veci
kod snack proizvoda s 10 % razenih mekinja nego kod u odnosu na snack proizvod s 20
% razenih mekinja.

Proizvodnjom ekstrudirane tjestenine i tjestenine proizvedene na konvencionalan nacin
te kuhanjem tjestenine proizvedene na konvencionalan nacin takoder dolazi do
povecanja omjera izmedu (R)- i (S)- epimera, dok kuhanjem ekstrudirane tjestenine
dolazi do smanjenja omjera izmedu (R)- i (S)- epimera (Slika 54). Rezultati istraZivanja
Tittlemier i suradnika (2019) su utvrdili da su u suhoj tjestenini prevladavali (R)- epimeri,
dok su u kuhanoj tjestenini prevladavali (S)- epimeri, $to u ovom istrazivanju nije bio
slucaj. Kao sto je ranije spomenuto, (R)- epimeri su prevladali kod obje vrste tjestenine
prije i poslije kuhanja (Tablica 13, Tablica 14, Tablica 17, Tablica 18).

U ovom istrazivanju po prvi puta do sada se sistematski pratio utjecaj pojedinih
tehnoloskih postupaka koji se koriste u procesiranju hrane na retenciju EA u finalnim
proizvodima na bazi razi koje ljudi konzumiraju. Tehnolo8ki postupci obuhvacali su
mljevenje, fermentaciju, ekstruziju, kuhanje i peCenje. Takoder, ovo je prvo istrazivanje u
kojem su se pratile promjene EA tijekom ekstruzije koja je postala nezaobilazan proces
u prehrambenoj industriji. Rezultati analiza razenog brasna, razenih mekinja, razene
krupice te poluproizvoda i proizvoda od razi pokazali su da je najviSa koncentracija
ukupnih EA izmjerena u ekstrudiranoj tjestenini, a najniza u kuhanoj konvencionalnoj
tjestenini (Slika 52). U svim uzorcima tijesta za keks i keksima koncentracije svih EA bile
su ispod LOD vrijednosti.

Nacin fermentacije kruha nije znacajno utjecao na redukciju EA iz brasna u tijesto za kruh
(Slika 31, Slika 52). Proizvodnjom tjestenine na konvencionalan nacin doslo je do
redukcije ukupnih EA iz krupice u tjesteninu, dok je kod proizvodnje ekstrudirane
tjestenine doslo do povecanja koncentracije ukupnih EA iz krupice u tjesteninu (Slika 33,
Slika 52). Ekstruzija je kod snack proizvoda takoder dovela do povecanja koncentracije
ukupnih EA, a snack proizvod s vec¢im udjelom mekinja je sadrzavao viSe ukupnih EA
(Slika 35, Slika 52). Kuhanje se pokazalo kao efikasan tehnoloSki postupak za redukciju
EA. Kod kuhane tjestenine pripremljene na konvencionalan nacin ucinak redukcije bio je
znatno veci u odnosu na kuhanu ekstrudiranu tjesteninu (Slika 37, Slika 39, Slika 52).
Pecenjem je doslo do povecanja koncentracije ukupnih EA u obje vrste kruha (Slika 43,
Slika 45, Slika 52). Kod kruha proizvedenog direktnim postupkom zamjesa nakon
pecCenja je utvrdena znatno veca koncentracija EA nego kod kruha proizvedenog
indirektnim postupkom zamjesa (Slika 49, Slika 52).

Rezultati ovog istraZivanja doveli su do zakljuCka kako su proizvodnja keksa i peCenje
keksa najucinkovitiji postupak redukcije EA, a slijede kuhanje pa fermentacija te
fermentacija i pe€enje. Nasuprot tome, pecenje bez fermentacije i ekstruzija dovode do
povecanja koncentracija ukupnih EA. Dobiveni rezultati dali su detaljan uvid u raspodjelu
EA iz sirovina u poluproizvode i proizvode od razi (Slika 53) te se moze zakljuciti da u
sluCajevima kada se utvrdi ili oCekuje veca kontaminacija sirovina ovim mikotoksinima
najsigurnije napraviti kekse od razenog brasna (prema recepturi navedenoj u ovom
istraZivanju, Slika 24) ili tjiesteninu na konvencionalan nacin od raZzene krupice. Takoder,
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preporuca se izbjegavati proizvodnju ekstrudiranih proizvoda (snack, tjesteninu) i kruha
direktnim postupkom zamjesa.

Ovi rezultati se u buducnosti mogu koristiti i u procjeni rizika konzumenata EA iz sirovina
i poluproizvoda od razi, a ne samo iz finalnih proizvoda od raZzi. To ranije nije bilo moguce
jer nisu bili poznati faktori konverzije EA iz sirovina u poluproizvode i finalne proizvode od
razi tj. nije bilo poznato kako pojedini tehnoloSki postupci utjeCu na redukciju EA. Za
kompletnu procjenu rizika potrebni su podaci o konzumaciji proizvoda od raZi,
koncentracijama pojedinih EA u proizvodima od razi te podaci o tehnoloSkim procesima
koji se koriste u procesiranju proizvoda od razi, buduci da je iz rezultata ovog istrazivanja
vidljivo da tehnoloski procesi razli€ito utjeCu na retenciju EA u finalnim proizvodima.
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6. ZAKLJUCCI



Na osnovu provedenog istrazivanja mogu se donijeti slijedeci zakljucci:

1.

Nema statistiCki znaCajne razlike u pojavnosti EA ovisno o nacinu proizvodnje razi
(konvencionalan ili ekoloski).

Mljevenjem raZi najveci udio EA se koncentrira u razenoj krupici (62 % ukupnih
EA, uz pretpostavku da je mljevenjem 100 % EA iz neobradene raZzi preSlo u
frakcije razi), znatno maniji u razenim mekinjama (23 %), a najmanji u razenom
brasnu (15 % ukupnih EA).

Fermentacijom tijesta dolazi do redukcije ukupnih EA za 18 %. Nacin zamjesa
tijesta i vrijeme fermentacije ne utje€u na redukciju EA tijekom fermentacije.

Ekstruzijom dolazi do oslobadanja EA iz Skrobnog matriksa Sto uzrokuje
povecanje koncentracija EA u proizvodu.

Oblikovanije tjestenine ekstruzijom dovodi do povecanja koncentracije ukupnih EA
u tjestenini za 46 %, dok oblikovanje tjestenine na konvencionalan nacin dovodi
do redukcije ukupnih EA za 48 %.

KoriStenjem ekstruzije pri proizvodnji snack proizvoda s 10 % i 20 % raZenih
mekinja dolazi do poveéanja koncentracije ukupnih EA za oko 112 %. Povec¢anje
udjela raZzenih mekinja u snack proizvodima nije proporcionalan s povecanjem
koncentracije ukupnih EA.

Kuhanjem dolazi do redukcije EA. Kod kuhanja konvencionalne tjestenine
postotak redukcije je znatno veci (63 %) u odnosu na kuhanje ekstrudirane
tjestenine (26 %).

Fermentacijom i peCenjem dolazi do redukcije EA. U&inak redukcije je neznatno
veéi kod indirektnog postupka zamjesa (18 %) u odnosu na direktan postupak

zamjesa (14 %).

Proizvodnja i peCenje keksa od razi je najefikasniji tehnoloSki postupak za
redukciju EA.
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8. PRILOZI



8.1. Popis oznaka, kratica i simbola

AF
CONTAM

DON

EA

ES

EFSA

ESI

HAH
LC-MS/MS

LDso
LOD
LOQ

MS

NDK
NOAEL
OTA
(U)HPLC

ZEN

Aflatoksin
Odbor za kontaminante Europske agencije za sigurnost hrane

Deoksinivalenol

Ergot alkaloidi i njihovi epimeri

Ergot sklerocij

European Food Safety Authority, Europska agencija za sigurnost hrane
ElectroSpray lonization, lonizacija elektrorasprdenjem

Hrvatska agencija za hranu

Metoda tekucinske  kromatografije s tandemskom  masenom
spektrometrijom

Lethal dose

Limit of detection, Limit detekcije

Limit of quantification, Limit kvantifikacije

Mass spectrometry, Masena spektrometrija

Najveca dopustena koli€ina

No Observed Adverse Effect Level, Razina bez uo€enog Stetnog uc€inka
Okratoksin

(Ultra) high performance/pressure liquid chromatography, (Ultra)
Visokodjelotvornal/visokotlacna tekucinska kromatografija

Zearalenon

8.2. Popis slika

Slika 1. Tetraciklicki ergolinski prsten

Slika 2. Kemijske strukture i molekulske mase najznacajnijih EA i njihovih —inin epimera

Slika 3. Ergot sklerocij na klasu razi

Slika 4. Strome ne ergot sklerociju

Slika 5. Zrno razi zaraZzeno ergot sklerocijem

Slika 6. Ocekivani rizik kontaminacije aflatoksinima u kukuruzu kod a) trenutnih
temperatura; porasta srednje temperature za b) 2°C te c) 5 °C

Slika 7. Sudenje ,vjesticama iz Salema“
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Slika 8. IsjeCak iz Uredbe (EU) 2015/1940 (Sluzbeni list Europske unije, L 283/3)
Slika 9. Raz — od klasa do kruha

Slika 10. Uredaj za suSenje tjestenine

Slika 11. Presjek jednopuznog ekstrudera s odgovaraju¢im zonama

Slika 12. Shematski prikaz rada MS/MS sustava

Slika 13. Princip rada ESI sustava

Slika 14. Princip rada MS/MS uredaja

Slika 15. Broj uzoraka neobradene razi uzorkovanih iz pojedinih Zupanija RH
Slika 16. Broj uzoraka ekoloski proizvedene raZi po Zupanijama

Slika 17. Laboratorijska tresilica s vibriraju¢im sitima

Slika 18. Shema pripreme proizvoda od neobradene razi do finalnih proizvoda
Slika 19. Shematski prikaz proizvodnje razenog kruha (direktni postupak)

Slika 20. Shematski prikaz proizvodnje razenog kruha (indirektni postupak)

Slika 21. Shematski prikaz konvencionalne proizvodnje tjestenine

Slika 22. Shematski prikaz proizvodnje ekstrudirane tjestenine

Slika 23. Shematski prikaz proizvodnje snack proizvoda s 10 % razenih mekinja
Slika 24. Shematski prikaz proizvodnje snack proizvoda s 20 % razenih mekinja
Slika 25. Laboratorijski jednopuzni ekstruder Brabender 19/20 DN

Slika 26. Shematski prikaz proizvodnje keksa

Slika 27. Primjer kromatograma uzorka razi kontaminiranog EA

Slika 28. StatistiCka analiza ukupnih EA u konvencionalno i ekoloSki proizvedenoj razi
Slika 29. Koncentracija ukupnih EA u frakcijama mljevenja razi ispitivanih uzoraka
Slika 30. StatistiCka analiza ukupnih EA u brasnu, mekinjama i krupici

Slika 31. Redukcija EA iz razenog brasna u tijesto za kruh nakon direktnog i indirektnog
postupka

Slika 32. StatistiCka analiza ukupnih EA u tijestu za kruhove proizvedene direktnim i
indirektnim postupkom zamjesa

Slika 33. Utjecaj ekstruzije na prisustvo EA u konvencionalnoj i ekstrudiranoj tjestenini

Slika 34. StatistiCka analiza ukupnih EA u konvencionalnoj i ekstrudiranoj tjestenini

111



Slika 35. Utjecaj ekstruzije na prisustvo EA u snack proizvodima s 10 % i 20 % razenih
mekinja

Slika 36. StatistiCka analiza ukupnih EA u snack proizvodima s 10 % i 20 % razenih
mekinja

Slika 37. Redukcija EA iz tjestenine proizvedene na konvencionalan nacin u kuhanu
tjesteninu proizvedenu na konvencionalan nacin

Slika 38. StatistiCka analiza ukupnih EA u tjestenini proizvedenoj na konvencionalan
nacin i kuhanoj tjestenini proizvedenoj na konvencionalan nacin

Slika 39. Redukcija EA iz estrudirane tjestenine u kuhanu ekstrudiranu tjesteninu

Slika 40. StatistiCka analiza ukupnih EA u ekstrudiranoj tjestenini i kuhanoj ekstrudiranoj
tjestenini

Slika 41. Redukcija EA iz brasna u tijesto za keks
Slika 42. StatistiCka analiza ukupnih EA u brasnu, tijestu za keks i keksu
Slika 43. Utjecaj pe€enja na prisustvo EA u kruhu proizvedenom direktnim postupkom

Slika 44. StatistiCka analiza ukupnih EA u tijestu za kruh i kruhu proizvedenom direktnim
postupkom

Slika 45. Utjecaj peCenja na prisustvo EA u kruhu proizvedenom indirektnim postupkom

Slika 46. StatistiCka analiza ukupnih EA u tijestu za kruh i kruhu proizvedenom
indirektnim postupkom

Slika 47. Usporedba koncentracije ukupnih EA u kruhu od razenog bradna
proizvedenom direktnim i indirektnim postupkom

Slika 48. StatistiCka analiza ukupnih EA u kruhu od razenog brasna proizvedenom
direktnim i indirektnim postupkom

Slika 49. Redukcija EA iz brasna u kruh proizveden direktnim i indirektnim postupkom
Zzamjesa izrazenim na suhu tvar

Slika 50. StatistiCka analiza podataka za redukciju EA iz brasna u kruh proizveden
direktnim postupkom izraZzenim na suhu tvar

Slika 51. StatistiCka analiza podataka za redukciju EA iz brasna u kruh proizveden
indirektnim postupkom izraZzenim na suhu tvar

Slika 52. Usporedba suma koncentracija ukupnih EA u sirovinama, poluproizvodima i
proizvodima od razi

Slika 53. Raspodjela koncentracija ukupnih EA u sirovinama, poluproizvodima i
proizvodima od razi
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Slika 54. Omijeri (R)- i (S)- epimera ukupnih EA u sirovinama, poluproizvodima i
proizvodima od razi

8.3. Popis tablica

Tablica 1. Uspostavljene LDso vrijednosti na pojedinim Zivotinjskim vrstama pri
intravenoznom unosu ergometrina, ergotamina i ergozina

Tablica 2. Sadrzaj minerala i vitamina u raZzenom zrnu
Tablica 3. Prosje€ni sastav zrna razi i ostalih Zitarica

Tablica 4. LOD i LOQ metode za odredivanje EA u sirovinama, poluproizvodima i
proizvodima od raZi

Tablica 5. Koncentracije pojedinih EA i njihovih epimera (ug kg?) u uzorcima
neobradene raZzi, po zupanijama

Tablica 6. Deskriptivna statistika usporedbe ukupnih EA iz konvencionalne i ekoloSke

proizvodnje razi

Tablica 7. Koncentracije ukupnih EA i vremenske prilike po Zupanijama/mjernim
postajama za travanj, svibanj, lipanj i srpanj 2016. godine

Tablica 8. Koncentracija EA u razenom brasnu
Tablica 9. Koncentracija EA u razenoj krupici
Tablica 10. Koncentracija EA u raZzenim mekinjama

Tablica 11. Koncentracija EA u tijestu za kruh od raZzenog brasna proizvedenom
direktnim postupkom zamjesa

Tablica 12. Koncentracija EA u tijestu za kruh od razenog brasna proizvedenom
indirektnim postupkom zamjesa

Tablica 13. Koncentracija EA u tjestenini proizvedenoj na konvencionalan nacin
Tablica 14. Koncentracija EA u ekstrudiranoj tjestenini
Tablica 15. Koncentracija EA u snack proizvodu s 10 % razenih mekinja

Tablica 16. Koncentracija EA u snack proizvodu s 20 % razenih mekinja

Tablica 17. Koncentracija EA u kuhanoj tjestenini proizvedenoj na konvencionalan

nacin
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Tablica 18. Koncentracija EA u kuhanoj ekstrudiranoj tjestenini

Tablica 20. Koncentracija EA u kruhu od razenog brasna proizvedenom indirektnim
postupkom
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9. ZIVOTOPIS



Mr.sc. Jasenka Petri¢ rodena je 23. lipnja 1974. godine u Osijeku. Nakon zavrSenog
srednjoskolskog obrazovanja u Ill. Gimnaziji u Osijeku upisala je Prehrambeno-
tehnoloski fakultet Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku, te se nakon 3. semestra
prebacila na Prehrambeno-biotehnoloski fakultet SveuciliSta u Zagrebu na kojem je
diplomirala 1999. godine te stekla zvanje diplomiranog inzenjera prehrambene
tehnologije. Nakon zavrSenog fakultetskog obrazovanja 1999. godine zapoSljava se u
firmi Vodovod - Osijek d.o.o. u laboratoriju Gradskog vodovoda gdje radi na poslovima
ispitivanja zdravstvene ispravnosti vode za pice, mikrobioloskim analizama otpadnih
voda i testovima toksi¢nosti na indikatorske organizme. Iste godine upisuje
Poslijediplomski studij na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u Zagrebu, polje
Biologija - Toksikologija na kojem je magistrirala 2003. godine s temom ,OneciS¢enje
podzemnih voda preparatima atrazina®“. Od 2015. godine radi u Hrvatskoj agenciji za
hranu, kao visi stru¢ni savjetnik u Odjelu za procjenu rizika, a od 1.1.2019. g radi u
Hrvatskoj agenciji za poljoprivredu i hranu na istim poslovima. U meduvremenu, od
2007. do 2010. godine radila je kao Asistent koordinator za Hrvatsku na
Predpristupnom projektu Europske agencije za sigurnost hrane (EFSA).

Poslijediplomski interdisciplinarni sveuciliSni studij Zastita prirode i okolisa na
Sveugilistu Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku upisala je 2011. godine. Clan je
Hrvatskog mikrobioloSkog drustva i Hrvatskog drustva tehnologa, biotehnologa i
nutricionista . Aktivno sudjeluje na znanstvenim i struénim skupovima, radionicama te
stru¢nim edukacijama u zemlji i inozemstvu.
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