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SAGETAK

Ovo znanstveno miSljenje govori o trogodidnjem istrazivanju ergot alkaloida i ergot sklerocija koje
je Hrvatska agencija za hranu (HAH) provela od 2014. do 2016. god. na razli¢itim vrstama uzoraka
podrijetlom iz Republike Hrvatske (RH). Naime, prema Uredbi Komisije 2015/1940, drzavama
¢lanicama se preporucuje da prate prisutnost ovih alkaloida te da o rezultatima obavijeste Europsku
agenciju za sigurnost hrane (EFSA).

Ukupno je uzorkovano 80 uzoraka, od toga 65 uzoraka hrane i 15 uzoraka hrane za Zivotinje. Svi
uzorci su analizirani na 6 glavnih ergot alkaloida i njihovih T inin epimera (rezultati prikazani kao njihov
zbroj, kako se i navodi u Uredbi 2015/1940). Na ergot sklerocije je ukupno vizualno analizirano 28
uzoraka (sve raz). U 36 % uzoraka su pronadeni ergot sklerociji s prosje¢nim udjelom od 0,0242 g/kg
(ukljuujuci sve uzorke), s najve¢im pojedinaénim udjelom od 0,25 g/kg $to znaci da su svi uzorci bili
ispod NDK vrijednosti od 0,5 g/kg prema Uredbi 2015/1940. U 62 % uzoraka je kvantificiran barem
jedan ergot alkaloid, a prosje¢na koncentracija na temelju svih uzoraka je bila 136 pg/kg, uz najvecu
zabiljezenu vrijednost od 1816 pg/kg u uzorku zrna razi. Rezultati korelacije izmedu pojavnosti ergot
sklerocija u uzorku i koncentracije ergot alkaloida, nisu bili dovoljni da se uspostavi uzroCno —
posljedi¢na veza izmedu ove dvije pojave.

Najveca koncentracija kod gotovih proizvoda je zabiljeZena u kruhu od raZi i pSenice u iznosu
od 80,6 pg/kg te je iskoridtena za procjenu rizika. Zaklju€eno je da bi osoba od 70 kg bila u riziku od
akutne toksi¢nosti kada bi dnevno pojela viSe od 870 g kruha od razi i pSenice, a u riziku od kroni¢ne
toksiCnosti kada bi takav proizvod svakodnevno jela u koliCGinama veéim od 520 g. Osim akutne
toksi¢nosti, radena je realnija procjena rizika i za kroni¢nu toksi¢nost te je u obzir uzeta prosje¢na

koncentracija ergot alkaloida u svim proizvodima iz kategorije kruha i peciva, kao i koncentracija na 95.

percentili. S obzirom na podnoSljivi dnevni unos (e ng | . Tol erabl e)od 8,6 pgkg, i nt ak e,

zakljueno je da bi osoba od 70 kg trebala dnevno jesti preko 1240 g kruha s prosjecnim
koncentracijama ergot alkaloida te preko 610 g kruha s visokim koncentracijama (na 95. percentili) da

bi dosegla puni TDI. Samim time je zaklju€eno da je rizik po zdravlje ljudi nizak.

KLIJULNE RI JELI

Ergot alkaloidi, ergot sklerociji, glavica razi, ergotizam, procjena rizika
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SUMMARY

This scientific opinion is about three-year study on ergot alkaloids and sclerotia conducted by
Croatian Food Agency (HAH) from 2014 to 2016 in different types of samples from Croatia. According
to Commission Regulation 2015/1940, Member States are recommended to monitor the presence of
these alkaloids and to inform European Food Safety Authority (EFSA) about the results.

In total, 80 samples (of which 65 food samples and 15 feed samples) were analyzed on 6 main
ergot alkaloids and their corresponding Ti n iepimers (results are shown as the sum, according to
Regulation 2015/1940). In total 28 samples were visually analyzed on ergot sclerotia (all rye samples).
Ergot sclerotia were found in 36 % of the samples with an average content of 0,0242 g/kg (including all
samples) and with a max. of 0,25 g/kg, which means that all the samples were below the maximum
permitted levels of 0,5 g/kg according to Regulation 2015/1940. At least one of the ergot alkaloid was
quantified in 62 % of the samples and the mean concentration on the basis of all samples was 136
mg/kg, with the max. recorded concentration of 1816 mg/kg in a rye sample. Results of correlation
between the incidence of ergot sclerotia in a sample and the concentration of ergot alkaloids, were not
sufficient to establish a cause — effect relationship between these two phenomena.

The highest concentration in the final product was observed in rye and wheat bread in the
amount of 80,6 mg/kg and was used for risk assessment. It was concluded that a person of 70 kg b.w.
will be at risk of acute toxicity if would daily eat more than 870 g of this foodstuff and at risk of chronic
toxicity if would daily eat more than 520 g. In addition to acute toxicity, more realistic risk assessment
was made for chronic toxicity and for that reason, mean concentration of ergot alkaloids in all products
in the category of bread and rolls, as well as the concentration on the 95th percentile was taken into
consideration. With regard to the tolerable daily intake (TDI) of 0,6 mg/kg, it was concluded that a person
of 70 kg b.w. could daily eat over 1240 g of bread and rolls with average concentration of ergot alkaloids
and over 610 g with high concentration (on the 95th percentile) in order to reach full TDI. Therefore it

was concluded that the risk to human health is low.

KEY WORDS

Ergot alkaloids, ergot sclerotia, ergot, ergotism, risk assessment
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ZAHVALE

Hrvatska agencija za hranu zahvaljuje ¢lanovima Znanstvenog odbora na doprinosu u izradi ovog

znanstvenog misljenja.
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Ergot alkaloidi su produkti gljivica raznih rodova od kojih je u Europi najrasprostranjenija vrsta
Cl avi c e ps (glhwicagliglavica razil). Glavica razi, kako joj i samo ime kaze, najviSse napada
raz, a moze i ostale Zzitarice kao $to su: pSenica, pSenoraz (tritikale), jeGam, proso i zob, odnosno sve
skupa vide od 400 biljnih vrsta. U oboljeloj biljci, glavica razi zamjenjuje zdrava zrna s crnom, srpastom
tvorevinom (tzv. sklerocijem) koja u sebi sadrzava ergot alkaloide. Sklerocijod C | a v i vesta pedaziva
ergot te otuda i ime za ovu vrstu alkaloida. Poznato je preko 50 ergot alkaloida, a posebno se prate
ergot alkaloidi C| avi ¢ e p s : ergomedrin,reegatamin, ergozin, ergokristin, ergokriptin (koji je
mjeSavina a- i B- izomera), ergokornin te njihovi odgovarajuc¢iii n epimeri (EFSA, 2012).

FizioloSki ucinci ergot alkaloida poznati su od davnina gdje su, uslijed konzumacije
kontaminiranih zitarica, brasna i kruha, bila ¢esta masovna trovanja. Prilikom konzumacije manijih
koli¢ina kontaminiranih Zitarica, dolazi do probavnih smetnji. Ve¢e koli¢ine uzrokuju ergotizam, bolest
koja se manifestira halucinacijama, bolovima te snaznim vazokonstrikcijama, koje naposljetku dovode
do pojave suhe gangrene te odumiranja udova. U najgorem slu¢aju moze doc¢i do zatajenja bubrega i
srca te samim time i smrtnih posljedica. Kod trudnica moze izazvati pobacaj. Ni zZivotinje nisu imune na
ergotizam te su zabiljezena trovanja domacih zivotinja: goveda, konja, ovaca, svinja i peradi. Medutim,
napredak znanosti i poboljSanja u primjeni agronomskih i tehnoloskih mjera (prosijavanje uslijed kojeg
se uklanja do 82 % ergot sklerocija, mljevenje i termi¢ka obrada) su iskorijenili izbijanje vecih epidemija
ergotizma u zadnjih nekoliko desetlje¢a (EFSA, 2005; 2012).

Tijekom 2010. i 2011. god. Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) u suradnji s nekoliko
institucija provela je veliko istrazivanje o ergot alkaloidima u odredenim Zitaricama i proizvodima od
zitarica, a ukupno je sudjelovalo 13 zemalja Europske unije. Ergot alkaloidi su bili prisutni u vise od
polovice analiziranih uzoraka i to u koli¢inama od 1 do 12 340 ug/kg (Di Mavungu, 2011). Rezultati ove
studije su posluzili kao temelj za procjenu rizika o ergot alkaloidima koju je EFSA provela 2012. god.
(EFSA, 2012). lako zaklju€ci procjene rizika nisu ukazivali na zabrinutost po zdravlje ljudi niti zivotinja,
rezultati istraZivanja su ipak pokazali povec¢anu prisutnost ergot alkaloida u hrani i hrani za Zivotinje te
je izdana Preporuka Europske komisije od 15. oZujka 2012. o praéenju prisutnosti ergot alkaloida u
hrani i hrani za Zivotinje (2012/154/EU).

Zakonodavstvo EU, koje se primjenjivalo i u RH u vrijeme prije EFSA-ine procjene rizika, ali i

HRANI

nakon Preporuke 2012/154/EU, propisivalo je najvece dopustene koliCine (NDK)za C| a v i pcuerppsur e a

i to samo za hranu za Zivotinje u iznosu od 1000 mg/kg, za krmiva i krmne smjese koje se sastoje od
nemljevenih zitarica s udjelom vlage od 12 % (Direktiva 2002/32/EZ Europskog parlamenta i vije¢a od
7. svibnja 2002. o nepozeljnim tvarima u hrani za Zivotinje, Pravilnik o nepoZeljnim tvarima u hrani za

zivotinje NN 80/10 i Pravilnik o nepoZeljnim tvarima u hrani za Zivotinje kojim se provode uredbe

1 Koristena je terminologija kako je napisano u Uredbi 2015/1940
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Europske komisije o izmjenama Direktive 2002/32/EZ Europskog parlamenta i vije¢a od 7. svibnja 2002.
0 nepozeljnim tvarima u hrani za zivotinje NN 124/12). Nadalje, europskim i nacionalnim
zakonodavstvom bili su propisani uvjeti i mogucénosti stavljanja na trZiSte sjemena Zitarica, tj. maksimalni
broj ergot sklerocija ili njihovih dijelova u uzorku (Direktiva Komisije 2009/74/EZ od 26. lipnja 2009. o
izmjeni direktiva Vije¢a 66/401/EEZ, 66/402/EEZ, 2002/55/EZ i 2002/57/EZ u pogledu botani¢kih naziva
bilja, znanstvenih naziva drugih organizama i nekih priloga direktivama 66/401/EEZ, 66/402/EEZ i
2002/57/EZ u svjetlu razvoja znanstvenih i tehniCkih spoznaja, Pravilnik o stavljanju na trziSte sjemena
zitarice NN 83/09, 31/13). Medutim, ono §to je predstavljalo problem bio je nedostatak egzaktnih
podataka o korelaciji izmedu prisutnosti ergot sklerocija i koli€ine ergot alkaloida, s obzirom da se
odredene koliine nalaze i u praSini pa se smatralo da donoSenje NDK vrijednosti samo za ergot
sklerocije ne bi bilo dovoljno za zastitu ljudi.

Podaci, koji su bili prikupljeni na osnovu Preporuke 2012/154/EU, rezultirali su donoSenjem
Uredbe Komisije (EU) 2015/1940 od 28. listopada 2015. o izmjeni Uredbe (EZ) br. 1881/2006 u pogledu
najvecih dopustenih koli€ina ergot sklerocija glavice razi na odredenim nepreradenim zitaricama te
odredaba o praéenju i izvjeScivanju kojom se propisuju najveée dopustene koli€ine ergot sklerocija za
nepreradene Zitarice, osim kukuruza i rize, a koje iznose do 0,5 g/kg. Ovom Uredbom se propisuje i
koje to¢no kategorije hrane treba uzorkovati i analizirati na prisutnost ergot alkaloida, medutim nije
uspostavljen NDK po pitanju ergot alkaloida niti za jednu kategoriju (to se planira napraviti do 01. srpnja
2017. god.).

Hrvatska agencija za hranu (HAH) od nadleznog Ministarstva zdravlja dobila je 2014. prijedlog
da se u RH provede istrazivanje o prisutnosti ergot alkaloida u odredenim zitaricama u skladu s
Preporukom 2012/154/EU. Prijedlog je usvojen na konstituiraju¢oj sjednici Znanstvenog odbora za

kemijske opasnosti HAH-a, odrZanoj u veljaci 2014. god. Iste je godine provedeno pilot istraZivanje na

HRANI

ukupno 30 uzoraka prehrambenih poluproizvoda i proizvoda na 6 glavnih ergot alkaloida i njihovihii n i n

epimera. Ovo pilot — istraZivanje posluzilo je da se utvrdi pojavnost ergot alkaloida u proizvodima od
raznih Zitarica koji su namijenjeni krajnjem potroSacu. U 2015. god. je provedeno drugo po redu
istrazivanje, ovaj puta na nesto viSe uzoraka sirovine gdje se pokus$ala ispitati i povezanost izmedu
pojave ergot alkaloida i ergot sklerocija. Cjelokupni projekt produzen je i na tre¢u godinu zaredom te je
u 2016. god. provedeno zavr$no istrazivanje koje je obuhvatilo samo uzorke zrna razi (sirovina), uz
pokusaj detaljnijeg utvrdivanja korelacije izmedu pojavnosti ergot alkaloida i ergot sklerocija. Podaci od
svih godina istraZivanja poslani su u EFSA-u, kao doprinos europskoj bazi podataka u svrhu donosenja
prijedloga za NDK za ergot alkaloide u pojedinim namirnicama.

U ovoj znanstvenom miSljenju biti ¢e prikazani rezultati istraZivanja iz sve tri godine.
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PROCJENA RIZIKA

1. ldentifikacija opasnosti

Vecina ergot alkaloida, koji su prisutni u prirodi, pokazuju tetraciklicki ergolinski sustav prstena
(Slika 1). U ovom znanstvenom misljenju govori se o sljedecih 6 glavnih ergot alkaloida i njihovih 7 inin
epimera koje je Europska komisija uvrstila u zakonodavstvo:
ergokristin/ergokristinin
ergotamin/ergotaminin
ergokriptin/ergokriptinin
ergometrin/ergometrinin

ergozin/ergozinin

= =4 =4 -4 -—a -a

ergokornin/ergokorninin

U Dodatku 1 ovog znanstvenog misljenja nalaze se kemijske strukture, kao i CAS brojevi te
molekulske mase ovih ergot alkaloida i njihovih i inin epimera. Uz ove, do sada je identificirano viSe od
50 razli¢itih ergot alkaloida, a njihov ukupni broj, kao i pojavnost, variraju izmedu sojeva gljivica,

geografskog polozaja te bilike domacina (EFSA, 2012).

Slika 1: Ergolinski sustav prstena s numeracijom i rasporedom prstena

Ergot alkaloidi su podijeljeni u 4 glavne grupe na temelju supstitucija na C-8 atomu:
1 klavin alkaloidi i 6,7-sekoergoleni
1 jednostavni derivati lizergicne kiseline
91 ergopeptin alkaloidi — ciklol ergot alkaloidi

1 ergopeptam alkaloidi — laktam ergot alkaloidi
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Cisti ergot alkaloidi tvore bezbojne kristale koji su topljivi u organskim otapalima kao $to su
acetonitril, metanol ili u smjesama organskih otapala i pufera. Neki ergot alkaloidi (posebno oni iz
skupine jednostavnih derivata lizergi¢ne kiseline i ergoklavini) su do neke mjere topljivi i u vodi. Ergot
alkaloidi su pozitivno nabijeni pri niskim te bez naboja pri neutralnim i visokim pH-vrijednostima (EFSA,
2012).

A® 10— ergoleni su podlozni epimerizaciji u odnosu na asimetriju pri atomu C-8. A% 10— dvostruka
veza viSe podlijeze preraspodieli putem enolizacije gdje je ovaj proces pojaCan pomoc¢u vodene otopine
pri niskim ili visokim pH-vrijednostima. Omjer izvornog ergot alkaloida i njegovog Tinin epimera
prvenstveno se odreduje na osnovu prirode odgovarajuéih ostataka amida koji su prisutni u reakciji.
Ovaj omjer, promatran u uzorku ili ekstraktu hrane, moze znacajno varirati zavisno od strukture ergot
alkaloida, uvjeta skladistenja, izlozenosti svjetlu, ekstrakciji ili analitickoj metodi koja se primjenjuje.
Potonje je bilo naglaseno u studiji koju je proveo BfR (BfR, 2010). Dokazano je da unutar jednog
laboratorija rad s uzorkom od strane razli€itih zaposlenika tog istog laboratorija ima utjecaj na omjer
svakog para ergot alkaloida i njegovog epimera, dok se suma oba epimerna oblika nije mijenjala. 1z tog
razloga kvantitativni analiticki pristup uvijek treba pokriti oba C8 — epimera svakog ergopeptida.

Kada ih se drzi u smedim staklenim bocicama pri sobnoj temperaturi, svi glavni ergopeptidni
ergot alkaloidi C. purpureae (ergozin, ergotamin, ergokornin, a-ergokristin, ergokristin) su stabilni u
kloroformu s obzirom na epimerizaciju i degradaciju. Za sva ostala otapala ili mjeSavine otapala u kojima
se testirala postojanost, uolene su razliCite razine epimerizacije na C-8 atomu i/ili degradacije
pojedinaénih ergopeptid ergot alkaloida S druge strane, ergometrin, jednostavni derivat lizergi¢ne

kiseline, nije pokazao gotovo nikakvu epimerizaciju u ergometrinin pri testnim uvjetima (EFSA, 2012).

Givotni cikluGl xmdms/ipmgwen)puwurdda (

Ova gljivica svoj Zivotni ciklus zapo€inje kao askospora nastanjivanjem na biljku domacdina te
se ubraja u obligatne parazite. Na druge biljke se prenosi izravnim kontaktom, vjetrom, kapljicama vode
ili kukcima. Naj¢eSce parazitira na razi i pSenici gdje se u klasu na tom mjestu ne razvija pSeno, veé

tamni ro&¢ic, tzv. ergot sklerocij (Slika 2), koji najéeSée i sadrzava ergot alkaloide.
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Ergot sklerocij je naj¢esée duzine izmedu 1 i 3,5 cm te Sirok oko 0,3 cm (Slika 3). Unutar ergot
sklerocija, dobro zasticena debelom stjenkom, nalazi se kompaktna masa micelija koja obi¢no u
zimskom razdoblju otpadne s bilike domacina te tako zasticena €eka pogodno vrileme za rast.
Dolaskom toplijeg vremena, kada se i ostala vegetacija po€inje buditi, ergot sklerocij proizvodi sitne
strome koje nose peritecij. Posto se radi o sitnim tvorevinama, tesko ih je uoditi u zemlji (Slika 4 i 5).
Nakon izgradnje peritecija, razvijaju se askospore koje se u povoljnim uvjetima izbacuju kroz peritecij
te dalje rasprostranjuju zrakom, usaduju¢i se na nove domacine zatvarajuci zivotni ciklus (Brajdi¢,
2014).

L
Slika 3 Ergot sklerocij pronaden na razi i odvojen od zdravog zrnja

|
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Slika 5 Strome ergot sklerocija

Slika 4 Stroma ergot sklerocija u zemlji

Ergot al kal oi di kroz povijest

Sama rije€ ,ergot* vu€e podrijetlo iz francuskog jezika gdje oznacava ,straznji prst* (ostrugu ili
mamuzu) na odraslom pijetlu, kojem ergot sklerocij sli€i. Bolest koja se najviSe vezala uz ergot alkaloide
u proSlosti je poznata pod pojmom ergotizam. Ova bolest je bila ¢esta uslijed primjene primitivnih
agronomskih i poljoprivrednih mjera. Naime, prilikom Zetve je &esto dolazilo do kontaminacije zdravog
zrnja s ergot sklerocijem, a prema nekim zapisima, u odredenim uvjetima je sklerocij mogao sacinjavati
do Cetvrtine ukupne Zetve. Fizickom odvajanju ergot sklerocija od ostatka zrnja nije se pridavala velika
paznja te je zajedno sa zdravim dijelovima zavrSavao u braSnu i ostalim proizvodima gdje ga viSe nije
bilo moguc¢e mehanicki odvoijiti (EFSA, 2012).

Sam ergotizam manifestirao se na dva nacina: gangrenozno i konvulzivno. U nekim slu€ajevima
su mogla biti zastupljena oba slu¢aja. Povijesno gledano, gangrenozni ergotizam je bio istaknutiji te je
bio odgovoran za teSko stanje poznato i kao ,vatra svetog Antuna“. U ovoj uZasnoj manifestaciji
vazokonstrikcije uzrokovane ergot alkaloidima, udovi i prsti bivali su ote€eni i upaljeni uslijed ¢ega su
Zrtve osjecale veliku vruéinu i Zarenje (lat. ignis sacer, ,sveta vatra“) te se takvo stanje smatralo boZjom
kaznom. Unutar nekoliko tjedana doslo je do razvoja gangrene gdje su upaljeni udovi i ekstremiteti
postajali nekroti¢ni i na kraju otpali (Brajdi¢, 2014; EFSA, 2012).

Gledajuéi jos dalje u proSlost, smatra se da prvi zapisi o ergot sklerocijima datiraju iz drevne
Asirije gdje se spominju ,Stetni mjehuriéi na klasu Zita“. Drevni Egip¢ani su takoder bili svjesni bolesti
uzrokovane konzumacijom odredenih Zitarica koje uzrokuju i konvulziju i halucinacije (Brajdi¢, 2014).

Prva velika epidemija u Europi uzrokovana ergot alkaloidima datira iz 9. stoljeéa. Epidemije
ergotizma su zabiljezene u Francuskoj u 11. stolje¢u gdje su se pocele graditi bolnice za pomo¢
oboljelima. Bolnice su bile posveéene sv. Antunu i otuda ime za ovu bolest. Jo$ jedna zanimljivost
vezana za ovu bolest veze se za poznate slu¢ajeve sudenja ,vjeSticama iz Salema“ u 17. stolje¢u kada
se konvulzivni ergotizam pripisivao ¢inovima vjestica. U tim slu€ajevima, oboljeli su patili od gr€evitih
napadaja, osjecaja Stipanja, bockanja i grizenja, a kako je lizergi¢na kiselina prekursor danas poznatijoj

halucinogenoj drogi LSD-u, Cesta su bila ukazanja utvara i demona (Brajdi¢, 2014; Wolf, 2000).
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U 18. stolje¢u u Engleskoj su bile zabiljezene epidemije, iako su tamo bile rijede nego u ostatku
Europe. U Rusiji je ergotizam takoder u proSlosti predstavljao veliki javnozdravstveni problem pogotovo
u razdobljima kada je vladala glad, a kada se uslijed nemogu¢nosti izbora, konzumiralo i zarazene
Zitarice (Brajdi¢, 2014.).

Unato¢ danasSnjem znanju i primjeni odgovarajucih agrotehnolo$kih mjera i u 20. stoljecu je bilo
zabiljezeno nekoliko epidemija, a zadnja poznata se dogodila 2001. god. u Etiopiji. Naime, radilo se o
konzumaciji je€ma koji je sadrzavao zarazenu divlju zob. Od 18 prijavljenih pacijenata, 3 su umrla, a
djeca su bila glavne zrtve. Kasnijim analizama je utvrdeno da su se koncentracije ergot alkaloida
(ergotamina i ergometrina) kretale od 2.1 do 26.6 mg ergotamina/kg te od 0.9 do 12.1 mg
ergometrina/kg (EFSA, 2012).

Toksi kokinetika

Toksikokinetika nije detaljnije prou€avana za vecinu ergot alkaloida prisutnih u prirodi. O
djelovanju ergometrina i ergotamina na ljude, postoje podaci zbog njihove primjene kao lijekova (o ¢emu
¢e biti govora nesto vise pod podnaslovom Pr i mj ena er got al kal oi da
podaci).

Oralni unos ergot alkaloida je opc¢enito povezan s loSom apsorpcijom jer je podlozan opseznom
metabolizmu prvog prolaza kroz jetru. Nepredvidiva, nepotpuna i spora apsorpcija ergotamina se odvija
u gastrointestinalnom traktu nakon oralnog unosa uz 60 %-tnu apsorpciju gdje najveéu koncentraciju u
plazmi dostiZe izmedu 1i 2.7 sati nakon oralnog unosa. Ergometrin se pak brzo apsorbira nakon oralnog
unosa (Pillay, 2013, EFSA 2012). Kod preZivaCa je uoeno da se vecéina apsorpcije odvija u
predZelucima uz razli€it postotak ucinkovitosti, zavisno od ergot alkaloida (jednostavni ergot alkaloidi
lizergi¢ne kiseline su se ucinkovitije apsorbirali od ergopeptid alkaloida) (EFSA, 2012).

Nakon apsorpcije, ergot alkaloidi se brzo distribuiraju u tijelu, a poluzivot distribucije uvelike se
razlikuje od pojedinca do pojedinca. S druge strane, malo se zna o ciljnim mjestima distribucije unutar
tijela. U jednoj studiji veca je radioaktivnost zabiljezena u jetri, pluéima, bubrezima i srcu, nego u krvi,
dva sata nakon unosa ergot alkaloida (Kalberer, 1970). Takoder, u jednoj in vitro studiji tri ergot alkaloida
i njihova epimera [ergometrin(in), ergotamin(in) i ergokristin(in)] su pokazali potencijal za prelazak
krvno-mozZdane barijere (Mulac i sur., 2012). Postoje pojedini dokazi za domace Zivotinje koji ukazuju
da se ergopeptini mogu u manjoj mjeri taloziti i u masnom tkivu (EFSA, 2012).

Za metabolizam ergot alkaloida postoji malo podataka, ¢ak i za one koji se koriste u medicinske
svrhe. Smatra se da nakon oralnog unosa viSe od 90 % apsorbiranog ergotamina biva izlozeno
metabolizmu prvog prolaza. Novije su studije pokazale da su ergot alkaloidi podlozni oksidativnim
metaboli¢kim putevima, naj¢eSc¢e katalizirani citokromom P450 3A4, uz konjugaciju do glukuronske
kiseline. Kod prezivaca, mikroflora predzeludaca moze igrati razli¢ite uloge u metaboli¢koj sudbini ergot

alkaloida. S jedne strane, fermentacija u predZelucima moze osloboditi ergot alkaloide iz biljnog tkiva i
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pri tome povecati njihovu ukupnu koli¢inu dostupnu za apsorpciju. S druge strane, mikroflora
predzeludaca ucinkovito degradira ergopeptine do lizergi¢ne kiseline (EFSA, 2012).

Nakon metabolizma ergot alkaloida u jetri, izlu¢ivanje putem Zzuci predstavlja glavni put
eliminacije ergotamina i njegovih metabolita. | u ovom slu€aju prezivaci imaju drugaciju toksikokinetiku

jer se kod njih veé¢ina ergot alkaloida izlu€uje putem mokrace (EFSA, 2012).

Toksi kodi nami ka

Za odredivanje LDso doza, EFSA je u svojom procjeni rizika (EFSA, 2012) u obzir uzela studiju
Griffitha i sur. iz 1978. god. u kojoj je odredeno nekoliko LDso doza za nekoliko ergot alkaloida prisutnih
u prirodi, kao i za nekoliko sintetskih. Studija je napravljena na miSevima, Stakorima i zeCevima oba
spola koji su ergot alkaloidima bili izloZeni oralno, intravenozno i subkutano. Testirani alkaloidi prisutni
u prirodi pokazali su nisku oralnu, akutnu toksi¢nost, a takoder, oralne LDso doze su uvijek bile ve¢e od
intravenoznih kod iste Zivotinjske vrste §to ukazuje na niski stupanj apsorpcije te visoki metabolizam
prvog prolaza kroz koji ergot alkaloidi prolaze nakon oralnog unosa. Osim toga, zabiljeZzene su bile i
razlike u osjetljivosti izmedu Zivotinjskih vrsta gdje su zecevi bili najosjetljiviji (EFSA, 2012).

Subletalna, akutna izlozenost ergot alkaloidima dovodi do znakova neurotoksi¢nosti kod
sisavaca koji se o€ituju u nemirnosti, miozi ili midrijazi (suzenju ili povec¢anju zjenice oka), slabosti
miSica, drhtavici i krutosti. Nadalje, uo€ena je i 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). U Tablici 1 prikazane su vrijednosti LDso doza pri oralnom unosu
ergometrina i ergotamina. Vidljive su jasne razlike u osjetljivosti izmedu pojedinih Zivotinjskih vrsta
(EFSA, 2012).

Tablica 1 Uspostavljene LDso doze na pojedinim Zivotinjskim vrstama

Tvar Givotinjsk LDso (mg/kg)
Mis 460
Ergometrin Stakor 671
Zec 27,8
Mis 3200
Ergotamin Stakor 1300
Zec 550

Sto se tice toksiénosti ponavljaju¢ih doza, neke studije u kojima se ispitivao parenteralni unos,
pokazale su da ponavljajuci unos razli¢itih ergot alkaloida uzrokuje vazokonstrikciju u nekim dijelovima
tijela, kao Sto su repovi Stakora, krijesta i podbradnjak kod pijetlova te dijelovi uha pasa i zeCeva, koja
ima za posljedicu ishemiju tih dijelova. Speijers i sur. (1992 i 1993) su hranili Stakore s ergometrin
tartaratom u razliCitim dozama kroz nekoliko mjeseci. Pri ve¢im dozama je uo¢eno nekoliko promjena,
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prvenstveno promjene tjelesne mase, tezine unutarnjih organa i promjene njihovih funkcija te crvenilo
repa uz nekrozu u nekim slu¢ajevima. Takoder su uo¢ene odredene razlike u jacini ovih promjena medu
spolovima. Na temelju izostanka vazokonstrikcije na repu Stakora, EFSA-in CONTAM odbor je zakljucio
da je NOAEL doza od 0.4 mg ergotamina/kg t.m./dan (EFSA, 2012).

Peters-Volleberg i sur. (1996) proveli su studiju u kojoj su hranili Stakore sa sintetskim
ergometrin maleatom. Jedina zna¢ajna promjena koju su autori uo€ili pri visokim dozama bila je na jetri
(uz promjene u metabolizmu glikogena) te u razinama serumskog prolaktina. Na osnovu tih saznanja,
autori su oznacili dozu od 0.8 mg ergometrin maleata’kg t.m./dan (Sto je ekvivalent 0.6 mg
ergometrina/kg t.m./dan) kao NOAEL.

Promjene u tjelesnoj masi, masi pojedinih unutarnjih organa te u njihovoj funkciji, kao i promjene
u razinama pojedinih hormona, uo€ene su u studiji Janssena i sur. (2000a i b). U ovim studijama NOAEL
je bio na 0.3 mg a-ergokriptina/kg t.m./dan. Uz to, iz ovih studija moglo se zakljuCiti da ne postoji
znacCajna kvantitativna razlika u toksi¢nosti izmedu ergotamina, ergometrina i a-ergokriptina.

Ergot alkaloidi imaju nekoliko ¢vrsto dokazanih u€inaka na reproduktivhe procese ukljuCujuéi:
sprjeCavanje trudno¢e ometajuci implantaciju, embriotoksi¢nost, u€inke na razvoj i inhibiciju laktacije.
Osim ovih u¢inaka, postoje i odredeni dokazi za inhibiciju ovulacije iz studije u kojoj su $takori subkutano
bili izlozeni 1 mg ergokornina. Griffin i sur. (1978) analizirali su u€inke na reproduktivnhom sustavu i
zakljugili da alkaloidi nemaju direktan toksiéni u€inak, ve¢ da ometaju implantaciju inhibirajuci otpustanje
prolaktina iz hipofize. Nadalje, u istoj studiji zaklju¢eno je da najveéi potencijal za ometanje implantacije
nakon oralnog unosa ima ergokornin, zatim ergonin, ergotamin te ergometrin, a po pitanju moguénosti
uzrokovanja embrionalne smrti (takoder nakon oralnog unosa) najpotentniji je ergonin, zatim ergoalanin,
ergovalin, ergozin, ergotamin te ergometrin. Zeilmacker i Carlsen (1962) prvi su dokazali hipotezu da
ergot alkaloidi utje€u na laktaciju i smanjeno izlu€ivanje prolaktina. lako je studija Shaara i Clemensa
(1972) dokazala izravno djelovanje ergokornina na hipofizu zbog inhibicije izlu€ivanja prolaktina, neke
druge studije pokazale su da je indirektno djelovanje preko hipotalamusa takoder moguce te vjerojatno
ergot alkaloidi mogu djelovati na obje ove Zlijezde (Floss i sur., 1973). U oba slu€ajeva, dopaminergi¢na
aktivnost ergot alkaloida vjerojatno je odgovorna za inhibiciju izlu€ivanja prolaktina, buduci da dopamin
sam po sebi inhibira izlu€ivanje prolaktina.

Uz iznimku ergotamina, na ostalim ergot alkaloidima prisutnim u prirodi provodene su jedino
ogranitavajuée studije genotoksi¢nosti. U in vitro studijama nije bila uoena mutagena aktivnost
ergotamina. Neke rane studije su pokazale da ergotamin moZe imati neke Stetne ucinke na
kromosomima u in vitro, ali i u in vivo uvjetima, iako su kasnije studije pokazale da su ti uginci slabi i
nedosljedni. Po pitanju kancerogenosti, ne postoje studije dugoroCne izloZzenosti ergometrina,
ergotamina, ergozina, ergokornina, ergokristina i ergokriptina te njihovih 1 inin epimera. CONTAM odbor
je zakljucio da dostupne informacije o genotoksi¢nosti i kancerogenosti ergot alkaloida ukazuju da su
promatrani tumori kod Stakora koji su hranjeni &istim ergotom ili ergotoksinom bili povezani s

negenotoksi¢nim modelom djelovanja (EFSA, 2012).
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Primiena ergot alkaloida kao |ijekova i toksi kol ogki

Toksi¢nost ergot alkaloida dobro je poznata jer je, kako je ve¢ opisano, kroz povijest bilo
zabiljezeno nekoliko epidemija trovanja ljudi uslijed konzumacije zarazenih Zitarica. S druge strane,
dobro su poznati i pozitivni u€inci po zdravlje ljudi, zato $to su se u proslosti koristili medicinski preparati
od sklerocija C. purpreae kod poroda, lije€enja migrene i poremecaja ziv€anog sustava. U
meduvremenu su ove preparate zamijenili lijekovi od izoliranih ergot alkaloida zbog bolje
standardizacije, ali i zbog toga $to se uocilo da nema smisla unositi ,koktel“ ergot alkaloida jer imaju
razli¢ite farmakoloske ucinke.

Ergotamin se &esto koristi u medicinske svrhe u obliku ergotamin tartarata za lijeCenje
migrene i tzv. cluster glavobolje, a bilo je poku$aja lije€enja i ortostatske hipotenzije (naglog pada tlaka
nakon zauzimanja stajaceg polozaja). Postoje to€no propisane maksimalne dnevne, tjedne i mjesecne
doze koje se ne smiju prekoragiti. Osim toga, te doze ne vrijede za trudnice i osobe koje koriste terapiju
koja bi mogla biti u kontraindikaciji s ergometrin tartaratom. Stetne nuspojave se u prvom redu odnose
na u€inke na centralni ziv€ani sustav ili na vazokonstrikciju krvnih Zila te moguce stvaranje tromba. U
slu¢aju prekoraenja propisanih doza, kod akutnog predoziranja moze do¢i do mucnine, povracanja,
dijareje, ekstremne zedi, osjecaja hladnoée, peckanja, svrbezi koze, brzog i slabog pulsa, promjena u
krvnom tlaku, stanja Soka i na kraju stanja nesvijesti. Zabiljezeni su i smrtni slu€ajevi uslijed
respiratornog i cirkularnog zastoja. Kroni¢na prekorac¢enja propisanih doza imala su za posljedicu trajne
glavobolje te pojavu ergotizma (EFSA, 2012).

Ergometrin se pak u medicinske svrhe koristi kao ergometrin maleat. Ovaj spoj ima puno
selektivnije djelovanje na maternicu, nego vecina drugih ergot alkaloida, pogotovo na maternicu u
puerperiju (periodu od 6 tjedana nakon poroda). Glavno djelovanje ergometrin maleata o€ituje se u
uzrokovanju snaznih kontrakcija maternice, koje pri ve¢im dozama mogu biti neprekidne, za razliku od
oksitocina koji uzrokuje viSe fizioloSki ritmicke kontrakcije. Ergometrin maleat koristi se za aktivno
upravljanje tre¢om porodajnom dobi te radi sprieCavanja ili lije€enja postporodajnog ili postabortivhog
krvarenja uzrokovanog atonijom (nemogucnosti stezanja) maternice. | za njega postoje to€no propisane
doze i reZim uzimanja lijeka. Od Stetnih nuspojava, kao najéesée, isti€u se mucnina i povracanje, a
moze doci i do bolova u trbusnoj Supljini, proljeva, glavobolje, vrtoglavice, zujanja u uSima, boli u prsima,
drhtavice, bradikardije te drugih sréanih aritmija, suZavanja krvnih Zila, sr€anog infarkta te oteZanog
disanja (dispneje). Ergometrin maleat pokazuje maniji potencijal za razvoj gangrene, nego ergotamin
tartarat, ali su slu€ajevi ergotizma takoder zabiljezeni, a simptomi akutnog trovanja su vrlo sli¢ni (EFSA,
2012).

Oblici djelovanja

Opcenito gledajuéi, djelovanje ergot alkaloida je isto kao i ve¢ine drugih lijekova; oni su ligandi
koji se vezu za odredene receptore, konkretno na adrenergiCke, serotonergicke i dopaminergicke

receptore (EFSA, 2012). Drugim rije€ima, utje€u na uloge koje hormoni adrenalin, serotonin i dopamin
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imaju u organizmu. Receptori su pak makromolekule uklju¢ene u kemijsko signaliziranje unutar i izmedu
stanica, a aktivirani receptori izravno ili posredno nadziru biokemijske procese u stanicama. Kada se
neka molekula veze za receptor te ga na taj nacin aktivira ili inaktivira, naziva se ligand. Svaki ligand se
moze vezati s nizom receptorskih podvrsta, odnosno malo koji je apsolutno specifi¢an i selektivan za
odredeni receptor. Zbog strukturalnih razlika izmedu ergot alkaloida te adrenalina, serotonina i
dopamina, ergot alkaloidi generalno pokazuju nisku razinu specifi€nosti, odnosno selektivnosti s
obzirom na prethodno spomenute neuroreceptore i, zavisno o pojedinacnoj strukturi, mogu pokazati
slozeno ponasanije kao tzv. receptorski agonisti, parcijalni agonisti ili antagonisti. Tvari koje su agonisti
se vezu za odredene receptore te na taj nacin potiCu receptore da proizvode bioloSke odgovore.
Parcijalni agonisti se takoder vezu i aktiviraju odredene receptore, ali imaju samo parcijalnu efikasnost
u odnosu na pune agoniste. Antagonisti s druge pak strane blokiraju odgovor uzrokovan agonistima pa
ih se joS naziva i blokatorima. Osim toga, velika heterogenost adrenergickih, serotonergickih i
dopaminergickih receptora te raspodijela razlicitih vrsta i podvrsta receptora u razli€itim tkivima, rezultira
sa slozenom kombinacijom bioloSkih odgovora, u skladu sa specifiénim profilom svakog pojedinog ergot
alkaloida. Usprkos tomu, odredene su neke opcenite znacajke, posebno u pogledu ergot alkaloida
prisutnih u prirodi i polusintetskih ergot alkaloida koji se koriste kao lijekovi (EFSA, 2012).

Ergotamin se selektivno vezuje i aktivira tzv. serotonin (5-HT) 1D receptore koji se nalaze na
krvnim Zilama u podruéju glave, uklju€ujuci i one na arteriovenskim anastomozama (mjestima na kojima
se spajaju dva cirkulatorna sistema, odnosno mala arterija i njena prate¢a vena). To rezultira s
vazokonstrikcijom i redukcijom protoka krvi u cerebralnim arterijama te moze dovesti do olak3anja
vaskularnih glavobolja u koje se ubrajaju migrena i cluster glavobolja. Ergotamin se takoder selektivho
vazokonstrikciju, kako u venama, tako i u arterijama, 3to takoder dovodi do ublaZzavanja glavobolja.
Osim toga, aktivacija serotonin 1D receptora na zavrSecima senzori¢kih Ziv€anih vlakana tzv. trogranog
ili trigeminalnog Zivca (odgovornog za motoriku lica), sprje€ava otpustanje neuropeptida koji uzrokuju
upalne procese (pubchem.ncbi.nim.nih.gov, 2005a).

Ergometrin izravno stimulira misi¢e maternice u svrhu povecéanja jaCine i u€estalosti kontrakcija.
Unutar uobicajenih doza, ove kontrakcije prethode periodima relaksacije (opustanja). Povecanjem
doza, tonus maternice u stanju mirovanja (tzv. bazalni tonus) postaje poviSen te se skracuju periodi
relaksacije. Kontrakcija zida maternice okolo oSte¢enih krvnih zila na placentarnom mjestu dovodi do
hemostaze (procesa koji sluZi za zaustavljanje krvarenja). Ergometrin takoder inducira kontrakcije vrata
maternice (cerviksa). Osjetljivost maternice na oksitocinski u¢inak je mnogo vecéa Sto se trudnoca blizi
kraju. Oksitocinsko djelovanje ergometrina je vece, nego njegov vaskularni u¢inak. Ergometrin, kao i
drugi ergot alkaloidi, proizvodi arterijske vazokonstrikcije stimulirajuci alfa-adrenergi¢ne i serotoninske
receptore te inhibirajuéi otpustanje tzv. endotel-izvedenog faktora relaksacije. Manje je potentan

vazokonstriktor, tj. manje suzuje krvne Zzile od ergotamina (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, 2005b).
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2. Karakterizacija opasnosti
Procjena doze i odgovora

Razli¢iti ergot alkaloidi mogu izazvati Citav niz razli€itih bioloSkih u€inaka, zavisno o specificnom
afinitetnom profilu pojedinog ergot alkaloida na razliCite neuroreceptore, kako je prethodno opisano u
tekstu.

Kada je CONTAM odbor razmatrao koji u€inak ergot alkaloida oznaciti kao kriti¢ni, u obzir je
uzeo nekoliko glavnih ucinaka;

- smanjenje tjelesne mase je uo€eno u mnogim studijama, a opcenito je povezano sa smanjenim
unosom hrane, §to je pak najvjerojatnije povezano s dopaminergi¢kim u€inkom ergot alkaloida
- smanjenje razine tiroksina (T4) u serumu uoceno je kod oba spola Stakora nakon izlaganja

ergometrinu (Peters-Volleberg i sur., 1996).

- smanjenje razine prolaktina u serumu uoceno je kod Stakora u studiji subakutne izlozenosti na

a-ergokriptin (Janssen i sur., 2000b).

Medutim, kako su ovi rezultati u€inaka bili neujednaceni, CONTAM odbor je zaklju€io da ih nece
koristi za uspostavljanje vrijednosti koje se odnose na zastitu zdravlja (engl. Health-based guidance
values, HBGV). Sto se ti¢e uginaka koje ergot alkaloidi imaju na reproduktivne procese, oni su uogeni
pri ve¢im dozama, nego pri LOAEL dozama i to u studijama ponavljajucih doza. Odbacivsi i ove uginke,
CONTAM odbor je odlu€io vazokonst r i kt i vni ulinak na mi ¢gbzhatitikaat r of i j u
kritiCni ucinak koji ¢e se koristiti za karakterizaciju opasnosti.

Podatke o ovom ucinku dobili su iz studije subkronine izloZzenosti na ergotamin (Speijers i sur.,
1993) te studije subakutne izloZenosti na a-ergokriptin (Janssen i sur., 2000a, b). Pomocu tih podataka
izraCunali su najnizi BMDL g koji je iznosio 0.33 mg/kg t.m./dan (EFSA, 2012).

Sto se tige terapeutskih doza, oralna doza ergotamin tartarata u lije¢enju migrene ograni¢ena
je na maksimalni unos izraZzen kao ergotamin od 0,013 do 0,026 mg/kg .tm./dan. U slu€aju prekora&enja,
mogucée su ozbiline Stetne nuspojave, kao $to je periferna vazokonstrikcija. Prema starijoj literaturi,
najveca ukupna, mjesecna, oralna doza ne smije biti ve¢a od 0,253 mg/kg t.m.. Ako bi se ove doze
nastavile uzimati i viSe od mjesec dana, mogu dovesti do trajne glavobolje. Isto tako, valja uzeti u obzir
da i terapeutske doze ispod maksimalno propisanih mogu biti povezane s nesto lakSim Stetnim
nuspojavama kao $to su muénina, povracanje i bolovi u trbusnoj Supljini (EFSA, 2012).

Prekomijerni, redovni, oralni unos u vremenskom periodu od nekoliko mjeseci u koli¢ini od
priblizno 0,3 mg ergotamina/kg t.m./dan tijekom perioda od 7 dana, dovodi do autonomne dizestezije
(poremecaja osjeta dodira) kod Zena koje boluju od migrene (EFSA, 2012).

Ovi podaci o odnosu izmedu doze i odgovora nisu primjenjivi za pojedince s kontraindikacijama,
posebno ne za trudnice ili dojilje zbog oksitocinskog djelovanja ergotamina, njegove inhibicije izluivanja
prolaktina (smanjenje laktacije) te mogucih Stetnih ucinaka (ergotizma) kod dojencadi. Stoga, u obzir
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treba uzeti da ergotamin pri oralnim dozama nizim od prethodno navedenih moze dovesti do pojave
Stetnih ucinaka, posebno u pogledu reproduktivne toksi¢nosti (EFSA, 2012).

Ergometrin maleat se propisivao u oralnim dozama od 0.2 do 0.4 mg (5to je ekvivalent priblizno
0.15 do 0.30 mg ergometrina) do 4 puta na dan. Pri razmatranju doza, CONTAM odbor je pretpostavio
da trudnice imaju prosjeénu tjelesnu masu od 75 kg. To bi onda znacilo da bi odgovaraju¢a doza bila
od 0,008 do 0,016 mg ergometrina/kg t.m./dan, a koja bi prouzroc€ila kontrakcije maternice. Najniza
pojedinaéna doza koja uzrokuje ovaj u€inak je 0,002 mg/kg t.m., a lijek se moze davati oralno u periodu
od 2 do 7 dana (EFSA, 2012).

Dobivanje vrijednost. koje se odnose na zagtit

Genotoksi¢ni potencijal ergot alkaloida, osim ergometrina, nije se adekvatno istrazivao.
Dostupni podaci ne ukazuju na mutaciju bakterijskih stanica ili stanica sisavaca. Postoje odredeni
dokazi klastogenosti, ali podaci dobiveni iz in vivo studija nisu dosljedni. U dvogodis$njoj studiji o
kancerogenosti, sirovi ergot sklerocij izazvao je neurofibrome na uSima pri 5 % i 2 %, aline i pri 1 % u
prehrani, a neurofibromi su se smanjivali kada se ergot sklerocij vise nije davao putem prehrane.
Ovakva primjena ergot sklerocija, koji je uzrokovao neurofibrome na usima, dovela je i do smanjenog
dobivanja tjelesne mase. Pojavnost razli¢itih vrsta tumora kod Stakora koji su bili izlozeni ergot
sklerocijima (npr. limfosarkom u plu¢ima te embrionalni sarkom bubrega) takoder je bila povecana u
odnosu na Stakore koiji nisu bili izloZeni. 1zostanak i regresija karcinoma ukazuju na etiologiju povezanu
s negenotoksi¢nim nadinom djelovanja (EFSA, 2012).

Kako je veé¢ spomenuto, ergot alkaloidi djeluju na veliki broj neurotransmiterskih receptora,
prvenstveno adrenergickih, dopaminergi¢kih i serotoninskih receptora. Ova medudjelovanja s
receptorima mogu rezultirati s akutnim, a takoder i s kroni¢nim ucincima. Stoga je CONTAM odbor
smatrao prikladnim uspostaviti akutnu referentnu dozu (ARfD), kao i podnoSljivi dnevni unos (TDI) za
ergot alkaloide (EFSA, 2012).

Prilikom ponavljaju¢ih doza razli¢itih ergot alkaloida, ovi u€inci na receptore rezultiraju izmedu
ostalog s ishemijom, prvenstveno u ekstremitetima, kao $to su repovi Stakora, smanjenim dobivanjem
tielesne mase te promjenama u razinama nekih hormona. Vazokonstrikcija je oznacena kao kriti¢ni
ucinak te izabrana za dobivanje vrijednosti koje se odnose na zastitu zdravlja (EFSA, 2012).

BMDL o je 0.33 mg/kg t.m./dan za pojavnost miSi¢ne atrofije repa dobiven iz 13-tjedne studije
na Stakorima koji su hranjeni ergotaminom. Prilikom razmatranja ARfD-a, CONTAM odbor je zakljucio
da je potrebno koristiti faktor nesigurnosti od 3 zbog nedostataka podataka (npr. nepotpunih informacija
o reproduktivnoj toksi¢nosti). Zajedno sa standardnim faktorom nesigurnosti od 100 za razlike unutar i
izmedu vrsta, CONTAM odbor primijenio je ukupni faktor nesigurnosti od 300 na BMDL1o od 0.33 mg/kg
t.m./daniuspostavio ARf D od 1 Cagokrizgn na cijethbroj) (EFSA, 2012).

Pri uspostavi TDI-a, CONTAM odbor je zakljuCio da je potrebno koristiti dodatni faktor

nesigurnosti od 2 radi ekstrapolacije od subkroni¢nih do kroni¢nih studija. CONTAM odbor je primijenio
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ukupni faktor nesigurnosti od 600 ha BMDL1o od 0.33 mg/kg t.m./dan te uspostavio T D | od /kg .

t.m. (zaokruzeno na jednu decimalu) (EFSA, 2012).

Pojedinacni ergot alkaloidi mogu pokazati razliciti profil toksi¢nosti zbog razlika u vezanju na
receptore, ali za one ergot alkaloide za koje postoje podaci, €ini se da nema bitnije kvantitativne razlike
u NOAEL/LOAEL i BMDL vrijednostima. NaZzalost, ne postoji dovoljno odgovaraju¢ih podataka o
potentnosti vecine ergot alkaloida koji se mogu pronadéi u hrani unutar EU. Zbog potencijalnog djelovanja
kroz iste receptore te zbog konverzije 7 inin oblika u reaktivnije 1in oblike, CONTAM odbor je zakljucio

da je najbolje koristitig r upni  ARf D o dte grup® §DI kdg0.6tOgmk g t . m. / dan

ergot alkaloida koji su ispitivani i u ovom projektu, Sto pretpostavlja da imaju jednaki potencijal (EFSA,
2012).

Uspostavljeni grupni ARfD duplo je nizi od najnize pojedinatne doze od 2 pg/kg t.m.
ergometrina koja se koristi za poticanje kontrakcija maternice. Ova doza se koristila kao po€etna doza
u terapeutske svrhe te ako bi se pokazala preniska (bez ucinka), davale su se ponavljajuce i/ili veée
doze. CONTAM odbor je zaklju€io da je 2 pg/kg t.m. blizu NOAEL-a te da je granica izmedu ovih doza
kod osijetljivih grupa unutar populacije te grupnog ARfD-a, adekvatna (EFSA, 2012).

Najniza propisana doza ergotamina koristena u lije¢enju migrene (a koja nije pokazala uvjerljive
dokaze farmakoloske aktivnosti) je otprilike 10 do 20 puta vec¢a nego grupni ARfD te 20 do 40 puta vecéa
nego grupni TDI. Nadalje, grupni TDI je 13 puta manji od najvece preporu¢ene doze ergotamina kad se
isti koristi u terapijske svrhe (ta doza, prema medicinskoj literaturi, ne bi trebala premasivati 8 ug/kg
t.m./dan tijekom perioda od 30 dana u svrhu izbjegavanja ozbiljnih Stetnih nuspojava). Time je sigurnost
uspostavljenih grupnih ARfD-a i TDI-a, koji su nekoliko puta nizi od terapijskih doza, dodatno potvrdena
(EFSA, 2012).

Zakonska regulativa

U svrhu zastite zdravlja ljudi, u Uredbi EK 1881/2006 o kontaminantima u hrani, uspostavljene
su najvece dopustene koli¢ine (NDK) za mnoge kontaminante, ali ne i za ergot alkaloide. Stoga je
Europska Komisija izdala Preporuku Europske komisije od 15. oZujka 2012. o praéenju prisutnosti ergot
alkaloida u hrani i hrani za Zivotinje (2012/154/EU). U njoj preporu&uje drzavama ¢lanicama provodenje
monitoringa na prisutnost ergot alkaloida u Zitaricama i proizvodima od Zitarica namijenjenih za
prehranu ljudi, ali i hranidbu Zivotinja, uz aktivno sudjelovanje subjekata u poslovanju s hranom i hranom
za Zivotinje. Preporu€eno je ispitivati barem sljedeCe ergot alkaloide i njihove ii n iepimere:
ergokristin/ergokristinin, ergotamin/ergotaminin, ergokriptin/ergokriptinin, ergometrin/ergometrinin,
ergozin/ergozinin i ergokornin/ergokorninin. Prema istoj Preporuci, drzave ¢lanice istodobno trebaju
utvrditi, gdje god je mogucée, sadrzaj ergot sklerocija u uzorku, radi unaprjedenja znanja o odnosu
izmedu prisutnosti ergot sklerocija i koncentracije pojedinih ergot alkaloida.

Uredba komisije (EU) br. 1272/2009 od 11. prosinca 2009. o utvrdivanju zajednickih detaljnih
pravila za provedbu Uredbe Vije¢a (EZ) br. 1234/2007 u pogledu otkupa i prodaje poljoprivrednih
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proizvoda u okviru javne intervencije propisuje da bi Zitarice bile prihvatljive za javnu intervenciju,
.,moraju biti zdrave, besprijekorne i trziSne kvalitete*. Ovi zahtjevi su ispunjeni ako Zzitarice nemaju
neuobicajen miris i zive Stetnike (ukljuCujuéi grinje) u svakoj fazi razvoja, ako ispunjavanju odredene
minimalne zahtjeve u pogledu kvalitete te ako razine onecis¢ivac¢a, uklju€ujuéi radioaktivnost, ne prelaze
najvise razine dopustene zakonodavstvom Zajednice. Prethodno spomenuti minimalni zahtjevi u
pogledu kvalitete su uspostavljeni i uklju€uju, izmedu ostalog, najvece koli¢ine ergot sklerocija od 0.05
% u durum (tvrdoj) i obi€noj pSenici, kao nedistoce koje se ne smiju nalaziti u Zitaricama. NDK za ergot
alkaloide ovom Uredbom 1272/2009 nije uspostavljen.

Nepozeline tvari u hrani za Zivotinje su regulirane Direktivnom 2002/32/EZ Europskog
parlamenta i vije¢a od 7. svibnja 2002. o nepoZzeljnim tvarima u hrani za Zivotinje. Ergot alkaloidi se kao
takvi ne spominju u ovoj Direktivi, medutim Direktivom je uspostavlien NDK za C| avi ceps
(glavicu razi) koji iznosi 1000 mg/kg, za krmiva i krmne smjese koje se sastoje od nemljevenih Zitarica
s udjelom vliage od 12 %.

Podaci koji su bili prikupljeni na osnovu Preporuke 2012/154/EU, rezultirali su donoSenjem
Uredbe Komisije (EU) 2015/1940 od 28. listopada 2015. o izmjeni Uredbe (EZ) br. 1881/2006 u pogledu
najvecih dopustenih koli€ina ergot sklerocija glavice razi na odredenim nepreradenim Zitaricama te
odredaba o praéenju i izvjeScivanju kojom se propisuju najvece dopustene koli€ine ergot sklerocija za
nepreradene Zitarice, osim kukuruza i rize, a koje iznose do 0,5 g/kg. Ovom Uredbom se propisuje i
koje to€no kategorije hrane je potrebno uzorkovati i analizirati na ergot alkaloide, medutim jo$ niti jedan
NDK nije uspostavljen za njih (planira se to napraviti do 01. srpnja 2017. god.). Isjeak iz spomenute

Uredbe prikazanjena S|l i c i 6
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PRILOG
Prilog Uredbi (EZ) br. 1881/2006 izmjenjuje se kako slijedi:

1. U odjeljku 2. dodaje se sljedeci unos 2.9.:

»2.9. Sklerocij glavice razi i alkaloidi glavice razi

29.1. Sklerocij glavice razi

2.9.1.1. | Nepreradene zitarice (%), osim kukuruza i rize 0,5 glkg (%)

29.2. Alkaloidi glavice razi (*¥)

2.9.2.1. | Nepreradene zitarice (*¥), osim kukuruza i rize —(*9
29.2.2. | Proizvodi od meljave Zitarica, osim od meljave kukuruza i rize —{*9
2.9.2.3. | Kruh (ukljucujuci male pekarske proizvode), kolaci, keksi, snack proizvodi od Zitarica, Zi- —(*

tarice za dorucak i tjestenina

2.9.2.4. | Hrana na bazi zitarica za dojencad i malu djecu ="

(*) Uzorkovanje se provodi u skladu s tockom B Priloga L. Uredbi Komisije (EZ) br. 401/2006 (SL L 70, 9.3.2006., str. 12.).
Analiza se provodi mikroskopskim pregledom.
(**) Zbroj 12 alkaloida glavice razi: ergokristinfergokristinin; ergotaminfergotaminin; ergokriptin/ergokriptinin; ergometrinfergome-
trinin; ergozinfergozinin; ergokorninfergokorninin.
(***) Prikladne i ostvarive najvece dopustene kolicine kojima bi se osigurala visoka razina zastite zdravlja ljudi razmotrit ée se za te
relevantne kategorije hrane do 1. srpnja 2017.°

2. Biljeska 18. zamjenjuje se sljedecom:

%) Najveca dopustena koli¢ina primjenjuje se na nepreradene Zitarice koje se stavljaju na trziste za prvi stupanj
prerade.

Prvi stupanj prerade’ zna¢i svaka fizikalna ili toplinska obrada zrna ili na zrnu, osim susenja. Postupci ¢iscenja,
ukljuéujuéi ljuStenje, sortiranja i suSenja ne smatraju se ,prvim stupnjem prerade’ ako cijelo zrno ostane
netaknuto nakon ¢iscenja i sortiranja.

Ljustenje je ¢iscenje zitarica snaznim cetkanjem ifili ribanjem.

Ako se ljustenje primjenjuje u prisutnosti sklerocija glavice razi, zitarice se prije ljuStenja moraju podvrgnuti
prvom koraku c¢iScenja. Nakon ljustenja, koje se provodi uz usisiva¢ prasine, provodi se razvrstavanje po
bojama prije meljave.

Sustavi integrirane proizvodnje i prerade oznacuju sustave u kojima su sve dolazne serije Zitarica ociScene,
razvrstane i obradene u istom pogonu. U takvim sustavima integrirane proizvodnje i prerade najveca dopustena
koli¢ina primjenjuje se na nepreradene Zitarice nakon ¢isCenja i razvrstavanja, ali prije prvog stupnja prerade.
Subjekti u poslovanju s hranom osiguravaju sukladnost svojim postupkom u okviru HACCP-a, pri ¢emu se

utvrduje i provodi ucinkovit postupak pracenja na toj kriticnoj kontrolnoj tocki.”
S| i klsjecdk iz Uredbe (EU) 2015/1940
Ovdje je bitno napomenuti da se mikroskopski pregled odvija prema metodi ,Method for the

Determination of Ergot (C| a v i ¢ e p s Tup)inArpmalFeedingstuff, IAG-Method A4“, dostupnoj na

sljedec¢em linku: http://www.iag-micro.org/files/iag-a4 _ergot.pdf .
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3. Procjena izlogenosti
Provedba istragivanja o sekr oceatoadliRadraoi di ma i ergot

HAH je 2014. god. prihvatio prijedlog Ministarstva zdravlja da se u RH provede istrazivanje o
prisutnosti ergot alkaloida u odredenim zitaricama, prema Preporuci 2012/154/EU. Isti prijedlog je
usvojen na konstituiraju¢oj sjednici Znanstvenog odbora za kemijske opasnosti HAH-a, odrzanoj u
veljaci 2014. god. Slijedom toga, dogovorena je suradnja s laboratorijem ,Inspecto d.0.0.“ o provedbi
ove studije. U skladu s planom projekta, u 2014. god. uzorkovanje i laboratorijske analize na 6 glavnih
ergot alkaloida i njihovih Ti n iepimera napravljeno je na ukupno 30 uzoraka. Plan uzorkovanja,
odnosno odabir vrsta uzoraka, napravljen je po uzoru na veliko istrazivanje koje je provedeno na razini
EU u razdoblju od kolovoza 2010. do svibnja 2011. god. na 803 razli€ita uzorka Zzitarica i proizvoda od
Zitarica namijenjenih za hranu i hranu za Zzivotinje (Di Mavungu i sur., 2011). Uzorkovanje u RH
napravljeno je u studenom, kod subjekata u poslovanju s hranom i hranom za Zzivotinje u Osjecko-
baranjskoj, Koprivni¢ko-krizevackoj te Sisacko-moslavackoj zupaniji.

Odlukom Upravnog vijeéa HAH-a, istrazivanje se nastavilo i u sliedeée dvije godine. Sli¢an plan
uzorkovanja ponovljen je u studenom 2015. god. kada je dodatno provedeno utvrdivanje prisutnosti
ergot sklerocija vizualnim pregledom (brojanje i vaganje zrnja) na odredenom broju uzoraka.

U 2016. god. zakljucilo se trogodidnje razdoblje istraZivanja ergot alkaloida, koji su se ispitivali
samo na uzorcima razi (sirovina), sto je odlu¢eno na temelju rezultata iz prethodnih godina. U ovom
zadnjem istrazivanju uzorkovano je ukupno 20 uzoraka na podrucju cijele RH i na svakom se posebno
utvrdivalo ergot alkaloide i ergot sklerocije. Da bi se postigao vecéi broj analiza, s provoditeljem studije
(»Inspecto” d.0.0.) dogovoreno je da se u uzorcima u kojima su pronadeni ergot sklerociji dodatno
provedu analize na koncentracije ergot alkaloida i to na ,&istom uzorku® (uzorku bez ergot sklerocija) i

u samim ergot sklerocijima.

Opis analitilke metode

Za utvrdivanje ergot alkaloida i njihovih -i n epimera koriStena je analiticka metoda UPLC
MS/MS. Uzorci su pripremljeni prema uputama MycoSep® 150 Ergot SPE kolona za proc&iS¢avanje,
proizvodaga Rémer Labs, Austria. Svaki uzorak je imao masu od oko 10 kg (tri paralele od 3 do 3,5 kg)
te je bilo potrebno odvagati 20 g prethodno samljevenog i homogeniziranog uzorka (koji se sastojao od
jedne od paralela, odnosno od oko 3 kg) i dodati 100 ml acetonitril/(NH4)2CO3 pufera (84:16, pH 8.5).
Uzorci su se zatim stavljali na ekstrakciju na rotacionoj tresilici 60 minuta. Ekstrakt se nakon zavrsene
ekstrakcije filtrirao, a 4 ml filtrata prenosilo se u staklenu epruvetu i proc¢is¢avalo kroz MycoSep® 150
Ergot SPE kolonu za pro€iS¢avanje. U laganoj struji N2 uparavao se 1 ml prodiS¢enog ekstrakta i
rekonstituirao u 500 pl UPLC-MS/MS mobilne faze acetonitril/(NH4)2CO3s (50:50). Razdvajanje
komponenti odvijalo se na Acquity H-Class UPLC-u injektiranjem 10 pl pripremljenog uzorka na Acquity
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BEH C18 kolonu (2.1 x 100 mm, veli¢ina Cestica 1,7 ym, Waters). Komponente su odvajane u
gradijentnom ciklusu, koriste¢i acetonitril i (NH4)2CO3 pufer kao mobilne faze. Nakon razdvajanja analiti
su prolazili kroz Xevo TQD tripple-quadrupole maseni spektrometar gdje se pratilo odgovarajuc¢e MS
parametre i odgovarajuce ionske prijelaze specifictne za ergot alkaloide (m/z = omjer mase i naboja).
Za optimiziranje MS parametara, standardi ergot alkaloida otapali su se u otopini acetonitril/(NH4)2CO3

(70:30). Prekursori iona analita su se fragmentirali u ¢eliji za koliziju, a dva njihova produkta s najveéim

HRANI ZA

odzivom na detektoru masenog spektrometra odabirala su se za kvantifikaciju i konfirmaciju (Ta bl i c a

2). Granica kvantifikacije (e n g | . Limit of )biaderposiighutaoaltpg/gn , LOQ

Ergot sklerocij se odredivao makroskopskom i mikroskopskom identifikacijom samih ergot
sklerocija i njihovih dijelova. Kvantifikacija se provodila vaganjem ergot sklerocija i dijelova vec¢ih od 0.5
mm. Uzorak u koli¢ini od 3 kg (jedna od paralela) prosijavao se kroz sito veli€ine otvora 0.5 mm te su
se izvagale frakcije. ldentifikacija ergot sklerocija se obavljala na temelju njegovih karakteristika;
usporedivanjem s referentnim materijalom ili postojeéim opisima. Ergot sklerocij C| avi ceps
Tul. je duguljasta, nekoliko cm dugacka tvorevina, tamnoljubiCaste do crne boje. Oblik je sli€¢an zrnu
Zitarice. Sastoji se od stvrdnutog micelija. U presjeku sklerocija vide se hife povezane bo¢nim zidovima
koje zajedno tvore pseudoparenhimatsko tkivo. Vanjski slojevi su tamnoljubi¢asti do crni, dok su
unutrasnji slojevi svijetlo ruzi¢asti do ljubic¢asti. Za odredivanje ergot sklerocija u frakciji < 0,5 mm
upotrebljava se metoda obojenja pri Eemu se frakcija rasporedi na filter papir natopljen otopinom etanola
i peleta KOH ili NaOH. Nakon otprilike 5 minuta promatra se pojava crveno-ljubi¢aste zone oko dijelova
ergota. Za kvantifikaciju se frakcija s veli¢inom Cestica > 0,5 mm izvagala, izdvojile su se Cestice ergot
sklerocija i na osnovi njihove mase kvantificirala se njihova koli¢ina u odnosu na ukupni uzorak (g/kg).

U uzorcima u kojima su se bili pronasli ergot sklerociji, isti su bili vraceni nazad u uzorak (jednu
od paralela od 3 kg) koji se zatim samljeo, homogenizirao te je iz te mase odvagano 20 g za analizu na
ergot alkaloide.

U 2016. god. u kojoj su se na nekim uzorcima, koji su sadrZavali ergot sklerocije, radile dodatne
analize na ,Cistom uzorku“ (odnosno uzorku bez ergot sklerocija), to je podrazumijevalo koriStenje druge
paralele od 3 kg iz koje su se ergot sklerociji prvo odvojili od ostatka uzorka koji je zatim iSao na analizu.

Osim toga, analize na ergot alkaloide su vrSene i u tim odvojenim ergot sklerocijima.
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Tab | i:lorski &ijelazi ergot alkaloida

NI ergotIon prekur s|Pri marni prlSekundarni
(m/)z* (m/ )z (m/ )z
Ergometrin 326,2 2231 208,0
Ergometrinin 326,2 208,0 223,0
Ergozin 548,4 208,0 268,1
Ergozinin 530,4 223,2 263,2
Ergokornin 562,4 268,1 208,0
Ergokorninin 562,4 277,1 223,1
Ergokriptin 576,4 208,0 223,0
Ergokriptinin 576,4 223,1 305,1
Ergotamin 582,4 208,0 2231
Ergotaminin 582,4 223,2 297,1
Ergokristin 610,4 208,0 223,0
Ergokristinin 610,4 305,1 2231

* Omjer mase i naboja

Rezul t ati i s

tragivanj a

U trogodisnjem periodu uzorkovanje je izvrSeno prema planovima uzorkovanja prikazanim

pojedinaéno za svaku godinuu T a b | ii 4, a u skladu s planom projekta za svaku pojedinu godinu.

Uzorkovano je ukupno 80 uzoraka, od toga 65 uzoraka hrane i 15 uzoraka hrane za Zivotinje. Uzorci

hrane su razvrstani prema kategorijama hrane iz Uredbe 2015/1940 (S| i R.a 6

Ta b | i: Zbani, 8stvareni plan uzorkovanja (hrana)

Kategorija prd ) Broj uzoraka
) Opi s uzo Ukupn
Uredbi 2015 2014. 2015. 2016 .
Zrna pSenice 3 - - 3
2.9.2.1."
Zrna razi 2 8 20 30
PSeni¢no brasno 1 2 - 3
PSeni¢na krupica - 2 - 2
2.9.222
PSeni¢ne mekinje - 1 - 1
RazZeno brasno 10 4 - 14
Kruh na bazi razii
L 2 4 - 6
Senice
29233 P
Dvopeci, kolacici - 2 - 2
24
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| HRANI ZA

29244

Hrana za dojen¢ad i

malu djecu

Ukupno

20

25

20

65

12.9.2.1. Nepreradene Zitarice, osim kukuruza i rize;

22.9.2.2. Proizvodi od meljave Zitarica, osim od meljave kukuruza i rize;
$2.9.2.3. Kruh (ukljuéujuci male pekarske proizvode), kolagi, keksi, snack proizvodi od Zitarica, Zitarice za dorugak i tjestenina;

42.9.2.4. Hrana na bazi Zitarica za dojen¢ad i malu djecu

Ta b | i Zbani, dstvareni plan uzorkovanja (hrana za zivotinje)
) Broj wuzoraka
Grupa proi Vrsta uzo Ukupn
2014 2015. 2016 .
Raz i nusproizvodi 4 3 -
Hrana za zivotinje
PSenica i nusproizvodi 4 4 - 8
Ukupno 8 7 - 15
Ta b | i Okapni%roj uzoraka pregledan na ergot sklerocije
Kategorija prd ) Broj wuzoraka
) Opis uzo Ukupn
Uredbi 2015 2014. 2015. 2016 .
Zrna pSenice - - - -
29.1.1.1
Zrna razi - 8 20 28
Ukupno - 8 20 28

UTa bl ijeprikaZano na koliko je uzoraka jo$ dodatno provedena i vizualna inspekcija na

ergot sklerocije, koja je provedena samo na razi. Sve skupa pregledanih uzoraka na ergot sklerocije je

bilo 28 (od 65, jer se kod uzoraka hrane za Zivotinje ovaj pregled takoder nije radio). U 10 uzoraka (36

%) detektirani su ergot sklerociji (S| i K. a
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® Prisutni ES-i = Bez ES-a

S| i & Brojiudio uzoraka sa i bez ergot sklerocija (ES)

Svi ergot sklerociji koji su pronadeni u uzorcima su pojedinacno izvagani. U Ta b | @ je i
prikazana njihova distribucija na temelju mase [g], odnosno udjela u 1 kg uzorka. Prosje¢ni udio ergot
sklerocija u uzorcima (ukljuCujuc¢i sve analizirane uzorke) je iznosio 0,0242 g/kg, dok je najveci
pojedinacni udio bio 0,25 g/kg, Sto znadi da niti jedan uzorak nije bio iznad NDK vrijednosti od 0,5 g/kg.
Nakon vaganja, ergot sklerociji su vraceni nazad u uzorak te su na takvom, cjelovitom uzorku radene
analize na ergot alkaloide na nadin kako je objasnjeno u poglavliju AOpi s anal i t i Rdleg
ponovnog vraéanja ergot sklerocija u uzorak lezi u injenici Sto precizno uklanjanje ergot sklerocija ne
bi odgovaralo realnoj situaciji. Naime, uzorkovanje se vrSilo nakon mehani¢kog proci§¢avanja zrna koje
se u daljnjoj preradi viSe ne radi, nego se takva sirovina koristi za daljnje namjene. Osim toga, posto su
udjeli ergot sklerocija u svim uzorcima bili ispod NDK vrijednosti te samim time sukladni, na ovaj nacin

se zeljelo saznati kolike su eventualne koncentracije ergot alkaloida u takvim, sukladnim uzorcima.

T a b | 6: Distribucija udjela ergot sklerocija (ES) u analiziranim uzorcima

Ukupa Di stribucija (mnajtemel . )

Vr st ) ) Prosj e Naj ve
broj izvagane mase [ g/ ) .

uzor udi[og/ kl udi[og/ Kk
uzor alBezES-a | 0,001-0,01 | 0,01-0,1 0,1-0,5 | >0,5

Zma -

B 28 18 1 7 2 0,024 0, 25
razi
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UT a b | 7iprikézani su sumarni statistiCki podaci analiza na ergot alkaloide u uzorcima za sve
tri godine. IzraCuni su dobiveni na nacin da se, kao rezultat analize, za svaki uzorak uzimao ukupni zbroj
svih ergot alkaloida i njihovih Ti n iepimera. U slu¢aju da je poneki ergot alkaloid bio ispod granice
kvantifikacije (<LOQ), njemu se dodijelila vrijednost 0 (tzv. ,Scenarij 1“). Na isti nac¢in su dobiveni svi
ostali izraCuni, osim ako nije navedeno drugacije. Detaljniji podaci za svaki uzorak se mogu pronaci u
D ODAT RU 3 gdje su rezultati prikazani i za tzv. ,Scenarij 2, u kojem su se za rezultate <LOQ-a

dodjeljivalo puni LOQ od 1 pg/kg.

T a b | 1: Deakriptivna statistika za koncentracije ergot alkaloida u svim uzorcima (prema sirovini)

Vrsta uzor ka
Raz (hrana Psenica
Raz PSenica MijeSano Ukupno (hrana za Ukupno
za zivotinje)
Zivotinje
Ukupan broj
N 44 9 12 65 7 8 15
Broj
pozitivnih 32 (73 %) 2 (22 %) 6 (50 %) 40 Q0B 3 (43 %) 1(13 %) 4 (27
uzoraka
Prosjel n a
koncentracija 197 0,7 15,5 136 450,2 0,2 210, 4
[Gu/kg]
Medijan
koncentracije 128,4 0 0,5 22 0 0 0
[Gy/kg]
Naj vi ga
koncentracija 1816 5,2 80,6 1816 1248,8 1,7 1248,
[Gy/kg]
Najni ga
koncentracija <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
[Gg/kg]
Koncentracija
na 95. 703,5 3,5 54,4 529 1202,7 1,1 1141
percentili

IzTab | 7jewdljivo da je u uzorcima hrane u ukupno 40 uzoraka (62 %), pronaden barem
jedan ergot alkaloid. Prosje¢na koncentracija ergot alkaloida (ukljuéujuci sve uzorke hrane) je bila 136
pg/kg, a najveéa izmjerena koncentracija iznosila je 1816 pg/kg u uzorku zrna razi iz 2015. god.
(detaljnije u DOD AT K J Br§ uzoraka hrane za Zivotinje (15) premalen je da mi se mogli donijeti
znacajniji zaklju€ci, osim da je najveéa izmjerena koncentracija iznosila 1248,8 pg/kg, takoder u razi te
da je u samo jednom uzorku pSenice utvrdena koncentracija ergot alkaloida, u koncentraciji tek nesto

vecoj od LOQ-a.
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= Prisutni EA-i

m BezEA-a

S| i kW@dio®ozitivnih i negativnih uzoraka (hrana) na ergot alkaloide (EA)

Osim na razini sirovine, rezultate se moze promatrati i u potkategorijama (brasno, kruh i sl.),
kako je i navedeno u Uredbi 2015/1940.

Ta b | i: DeskrifBivna statistika za koncentracije ergot alkaloida u svim uzorcima (prema kategoriji hrane)
Vrsta uzorka (prema Ured

29.2.1. 2.9.2.2. 2.9.23. 2.9.2.4. Ukupno

Ukupan

Do ok 33 20 8 4 65

Br o]

pozitiv(|2164%) | 13(65%) | 6(75 %) 0(0%) |40 (6

uzoraka

Prosj el

koncent 192 116 23 0 136

G/ kgl

Medi j an

koncent 77 23 22 0 22

G/ kg]

Naj vi ga

koncent 1816 536 81 0 1816

G/ kgl

Naj ni ga

koncent <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

G/ kgl

Koncent

nas. 745 502 64 0 529

percent
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IzT a b | 8 vidkivo je da su koncentracije ergot alkaloida nize &to je uzorak podvrgnut veéem
tehnoloSkom stupnju obrade. Detaljni prikaz koncentracija pojedinacnih ergot alkaloida i pripadajuéih i
i n eépimera u uzorcima hrane i hrane za Zivotinje za svaku godinu, nalazise u Do d a t3Kaub, c, d,
e).

Na S| i9cprikazana je prosje¢na koncentracija pojedinacnih ergot alkaloida pronadenih u
uzorcima hrane i hrane za Zivotinje. Radi prakti¢nosti, prikazani su zajedno pojedinaéni ergot alkaloidi i
njihovi i n epmmeri. Prvo §to je vidljivo je razlika izmedu koncentracija pronadenih u razi i pSenici,
neovisno o tome radi li se o hrani ili hrani za Zivotinje, gdje su u raZi prisutne daleko ve¢e koncentracije
ergot alkaloida. Iz tog razloga se odlucilo u zadnjoj (tre¢oj) godini projekta, istrazivati ergot alkaloide
samo na uzorcima razi. Uzimajuéi u obzir sve uzorke razi i pSenice bez mijeSanih uzoraka (68 ukupno,
odnosno 51 uzorak razi i 17 uzoraka pSenice), u razi su ergot alkaloidi prisutni u prosje¢nim
koncentracijama od 231,77 ug/kg, dok su kod pSenice prisutni u zanemarivim koli¢inama od 0,46 ug/kg
(ispod LOQ-a). Najvecéa pojedinaCna koncentracija u razi pa tako i na ukupnom broju svih uzoraka je
1816 pg/kg.

Gledajuéi pojedinaéne ergot alkaloide i njihove Ti n épimere, u najve¢im koncentracijama je
pronaden ergozi(ni)n (prosjecna koncentracija na 65 uzoraka hrane je 21,29 pg/kg, a na 15 uzoraka
hrane za zivotinje je 40,22 pg/kg), dok je sljedeci ergokristi(ni)n, koji je pronaden u gotovo dvostruko
manjim koncentracijama. S druge strane, u najmanjim koncentracijama je pronaden ergotami(ni)n

(prosje€na koncentracija na 65 uzoraka hrane je 4,93 ug/kg, a na 15 uzoraka hrane za zivotinje je 3,01
Hg/kg).
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m Ergokristi(ni)yn m Ergotami(ni)n m Ergokripti(ni)n = Ergokorni(ni)n m Ergozi(ni)n m Ergometri(ni)n

S| i %Paosjecne konc. pojedinacnih ergot alkaloida (EA) u uzorcima prema vrsti sirovine i namjeni

Osim toga, vidljivo je i da je viSe ergot alkaloida u prosjeku pronadeno u hrani za zZivotinje, nego

u hrani (za precizniju procjenu, potreban je veéi broj uzoraka, pogotovo hrane za Zivotinje). U hrani je
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prosje¢no pronadeno 136 pg/kg, a u hrani za zivotinje 210,19 ug/kg, Sto je otprilike za 38 % viSe. Ovo
se moze objasniti ¢injenicom da su kod uzoraka hrane prisutni i gotovi proizvodi, koji su prosli itav niz
dodatnih tehnoloskih postupaka, a koji su utjecali na manju pojavnost ergot alkaloida u finalnom
proizvodu, dok se kod hrane za Zivotinje radi o mekinjama od razi ili pSenice koje su bile podvrgnute

jednostavnijim tehnoloSkim postupcima obrade.

Relativna distribucija pojedinaénih EA-a u razli¢itim uzorcima

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%

30,00%

20,00%

- L l ' l L l
0,00%

40,00%

RaZ (n=44) Péenica (n=9) Mijesano (n=12) Ra? (hrana za 7iv.) (n=7) P3enica (hranazaZiv.) Ukupno (hrana) (n=65) Ukupno (hrana zaZiv.)
(n=8) (n=15)
W Ergokristi(ni)n ™ Ergotami(ni)n Ergokripti(ni)n Ergokomi(ni)n M Ergozi(ni)n ™ Ergometri(ni)n

S| i kORelativna distribucija konc. pojedina¢nih ergot alkaloida (EA) u uzorcima prema vrsti sirovine i namjeni

Kao Sto je vidljivo iz S | i kQkod uzoraka razi, ergozi(ni)n je zastupljen u najve¢em postotku,
odnosno na njega od svih ergot alkaloida otpada 31,54 % kod uzoraka hrane i 38,29 % kod uzoraka
hrane za Zivotinje. Po u€estalosti ga slijedi ergokristi(ni)n, takoder podjednako i kod hrane i kod hrane
za zivotinje. Kod uzoraka pSenice, zbog toga 8to su u samo 3 uzorka kvantificirani ergot alkaloidi
(gledajuéii hranu i hranu za Zivotinje) i to ergokristi(ni) te ergometri(ni)n, nije moguce donositi adekvatne
zakljucke o distribuciji pojedinacnih ergot alkaloida. Gledajuci relativnu distribuciju ergot alkaloida na
svim uzorcima hrane i hrane za Zivotinje, moze se uo€iti da su oni zastupljeni u vrlo sli€énim omjerima,
odnosno da izmedu hrane i hrane za zivotinje nema znacajnije razlike po tom pitanju.

Visoka varijabilnost u sastavu ergot alkaloida moze se vidjeti iz Ta b | i.deoj tablici su
koeficijenti korelacije bili racunati izmedu 6 glavnih ergot alkaloida kojima su opet bili pridruzeni njihovi
i n épimeri. U obzir su se uzimali i uzorci hrane i hrane za Zivotinje radi ve¢eg broja uzoraka s kojim
se raCuna, odnosno preciznijeg izracuna. Uzorci pSenice su izuzeti jer ovaj statisti¢ki prikaz na takvim
uzorcima ne bi bio relevantan zbog ukupno samo 3 uzorka u kojima su bili kvantificirani ergot alkaloidi,
tj. jako malog broja pozitivnih uzoraka. Snazna pozitivha korelacija (Sto blize vrijednosti 1) izmedu dva
ergot alkaloida ukazuje na to da se oba Cesto nalaze zajedno u uzorku ili da ih u uzorku nema. Snazna
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negativna korelacija ($to blize vrijednosti -1) ukazuje na to da je u vecini slu¢ajeva samo jedan od dva
ergot alkaloida prisutan u znacajnim koli¢inama. Slijedom toga, najsnaznija (ali i dalje samo umjerena)
korelacija je uo¢ena izmedu ergotamina i ergokristina (0,573) te izmedu ergokristina i ergozina (0,571).
Ostale korelacije su ili pozitivno ili negativno slabe (blizu 0) Sto ukazuje na to da je distribucija ergot
alkaloida u uzorcima manje-viSe slu€ajna, tj. da se ne mogu uspostaviti zavisnosti izmedu pojavnosti
pojedinih ergot alkaloida. Sli¢ni zaklju€ci navedeni su u studiji o ergot alkaloidima i ergot sklerocijima u

hrani za Zivotinje iz Nizozemske (Mulder, 2012).

Tabl i Koeficiignti korelacije izmedu glavnih ergot alkaloida, temeljeni na njihovoj relativnoj
distribuciji u pozitivnim uzorcima razi i mijeSanim uzorcima hrane i hrane za Zivotinje. Korelacije ja¢e od 0,4 ili -0,4

su istaknute.

Korelaci|Koeficijent
Ergokriptin-ergotamin 0,087
Ergokriptin-ergokornin 0,180
Ergokriptin-ergokristin -0,057
Ergokriptin-ergozin -0,039
Ergokriptin-ergometrin -0,042
Ergotamin-ergokornin 0,302
Ergotamin-ergokristin 0,5
Ergotamin-ergozin 0,236
Ergotamin-ergometrin 0,218
Ergokornin-ergokristin 0,207
Ergokornin-ergozin 0,260
Ergokornin-ergometrin 0, 4
Ergokristin-ergozin 0,5
Ergokristin-ergometrin 0, 4
Ergozin-ergometrin 0,349

U 2016. god. na svih 9 uzoraka u kojima su pronadeni ergot sklerociji, dodatno su radene
analize na ergot alkaloide nakon 3to se ergot sklerocij odvojio od ostatka uzorka. Analize su radene na
tom ,Cistom* dijelu uzorka, ali i na samim ergot sklerocijima. Kada se usporede rezultati analiza na ergot
alkaloide na istom uzorku koji je sadrzavao ergot sklerocije i iz kojeg su oni uklonjeni (Ta bl 1 @ a
vidljivo je da prakti¢ki nema nikakve razlike, odnosno da se jo$ dodatnim procis¢avanjem svih zate€enih

ergot sklerocija nije postigla dodatna zdravstvena ispravnost zrna razi.
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Tabl i &sporddBa koncentracija ergot alkaloida u istim uzorcima s i bez ergot sklerocija
Kategorija proizvoda 2.9. 2
(zrna ragi)
Broj uz Nepr~o!igleni Pro!NigIeni
[/ kgl [Q9/ kgl

1 217 232
2 253 255
3 733 732
4 762 743
5 329 330
6 345 352
7 433 428
8 229 226
9 304 295

Iz ovoga bi se moglo zakljugiti da prisutnost ergot sklerocija nema utjecaj na koncentracije ergot
alkaloida u pro¢iséenom uzorku, ukoliko se radi o uzorku u kojem je prisutnost ergot sklerocija mala.
Mulder (2012) pretpostavlja da kontaminacija procis¢enog uzorka moze imati podrijetlo od sitnih Eestica
sklerocija (pra8ine) ili od djelomi¢ne zaraze gljivicom, a koji se kao takvi postupcima prosijavanja i
vizualnom inspekcijom ne mogu odstraniti, 5to je vjerojatno obja3njenje i za ovaj slucaj.

Kako su se ergot alkaloidi dodatno ispitivali i u tim odvojenim ergot sklerocijima, dodatno je

moguce pojasniti zadto oni u ovom slu€aju nisu izvor kontaminacije. Naime, kako je i vidljivoizTa b | i

1 1 sadm sadrzaj ergot alkaloida u ergot sklerocijima je nedovoljno visok da mozZe znacajno pridonijeti
kontaminaciji 1 kg uzorka, stoga je jedini moguéi zaklju€ak da se kontaminacija dogodila u nekom
prethodnom stupnju prerade sirovine. Npr. iz Ta b | i ¢eevidllvd da je uzorak br. 1 imao ukupnu
koncentraciju ergot alkaloida od 232 ug/kg u prociS¢enom dijelu,aizTa b | i {e eak tidljivo da ergot
sklerociji pronadeni u tom uzorku imaju koncentraciju ergot alkaloida od svega 0,75 ug/kg te samim

time nikako ne mogu biti glavni izbor kontaminacije.
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Tabl i &ancedtracije ergot alkaloida (EA) u ergot sklerocijima (ES)

Bro]j ul] Koncent r aa il -aEGE/AK g Dopri neas iEa& EuSKupn

E Sa] kontaminacifgi kazae
1 62 555 0,75
2 159 331 7,97
3 111 746 7,82
4 334 550 83,64
5 106 944 3,96
6 267 402 9,09
7 112 070 19,05
8 113 412 4,42
9 41810 0,42

Dodatni zakljuéci koji se mogu izvuéi iz ovih analiza su da su svi ergot sklerociji sadrzavali ergot
alkaloide. Najve¢a koncentracija je iznosila 334 550 ug/kg, a prosjeCna 145 536 pg/kg. Kako su te
koncentracije iskazane na 1 kg ergot sklerocija, kada se preracuna kolike bi one bila na 1 kg uzorka
(stupac ,Doprinos EA-a iz ES-a ukupnoj kontaminaciji uzorka [ug/kg uzorka]“), s obzirom na maseni

udio ergot sklerocija u uzorku, vidljivo je da one maksimalno doprinose do oko 10 % (uzorak broj 4).

Gledajuéi pojedinacno ergot alkaloide, iz S | i klaa temelju samo 9 uzoraka, vidljivo je da je
ergometri(ni)n prisutan u najvec¢im koncentracijama (39 808 pg/kg), a u najmanjim ergokorni(ni)n (2158
pg/kg). Vec iz ovih podataka se moze zaklju€iti da se pojavnost, kao ni distribucija ergot alkaloida u
ergot sklerocijima ne moZe usporediti s onom u cjelokupnom uzorku. Ovaj podatak takoder ide u prilog
tome da je kontaminacija, odnosno prisutnost ergot alkaloida u cjelokupnom uzorku podrijetiom od nekih

drugih izvora, a ne iz ergot sklerocija pronadenih u uzorku.
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Na razini Europske unije, jedna od najznacdajnijih studija o ergot alkaloidima, odnosno njihovoj

pojavnosti u hrani i hrani za Zivotinje, radena je u sklopu projekta pod nazivom

CFP/EFSA/CONTAM/2010/01 ,Survey on ergot alkaloids in cereals intended for human consumption
and animal feeding“ (Di Mavungu, 2011) na temelju koje je napravljen plan uzorkovanja za ovo
istrazivanje (osim u 2016. god.). U sklopu tog projekta, uzorci su bili prikupljani kroz 2010. i 2011. god.
u 13 europskih zemalja te su rezultati dostavljeni EFSA-i. Malysheva i sur. (2014) objavili su rezultate o
analizama na ergot alkaloide koji se nadovezuju na spomenutu studiju. Stoga je sve skupa analizirano
1065 uzoraka. U Tablicama 12 i 13, prikazana je usporedba rezultata dobivenih iz tih studija s

rezultatima dobivenim u ovoj studiji.

Tablica 12 Usporedba rezultata dobivenih u RH sa studijom koju su proveli Malysheva i sur. (2014)

prema vrsti sirovine i namjeni

‘ Pgenid Mijegal . Pgeni c
Rag ( hi Rag (za -
(hrana) (hrana) gi v.)
RH EU RH EU RH EU RH EU RH EU
Ukupan broj
44 226 9 332 12 186 7 157 8 137
uzoraka
Pozitivni
) 75 84 22 67 50 48 43 52 13 27
uzorci [%]
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Prosje¢na
koncentracija | 197 87 0,7 62 15,5 7 450,2 311 0,2 19

[ng/ky]
Medijan
koncentracije | 128,4 28 <LOQ 7 0,5 | <LoQ*| <LOQ 1 <LOQ | <LOQ
[ug/kg]
Najvisa
koncentracija 1816 | 1121 | 5,2 591 | 80,6 | 123 | 1248,4 | 12340 | 1,7 701
[ng/kg]
Najniza
koncentracija <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ <LOQ | <LOQ | <LOQ
[Hg/kg]

Koncentracija
na 95.

percentili

[ug/ka]
1LOQ =1 [ug/kg]

703,5 | 393 3,5 375 | 544 36 | 1202,7 | 1456 11 52

U ukupno 44 uzorka razi (hrana) vidljivo je da je prosje¢na koncentracije ergot alkaloida veéa u
RH nego u EU, iako je u EU ukupno bilo vise pozitivnih uzoraka. Osim toga, u istoj kategoriji je najviSa
zabiljeZena koncentracija takoder ve¢a u RH, nego u EU (1816 pg/kg naspram 1121 pg/kg), ali je zato
u razi (hrana za Zivotinje) u EU zabiljeZena rekordna koncentracija ergot alkaloida od 12 340 pg/kg, Sto
je priblizno deset puta vise od najviSe zabiljezene koncentracije u istoj kategoriji u RH.

Gledaju¢i prema kategoriji hrane (Uredba 2015/1940), moguce je bilo usporediti samo sljedece

rezultate, kako je prikazano u Tablici 13.

Tablica 13 Usporedba rezultata dobivenih u RH sa studijom koju su proveli Malysheva i sur. (2014)

prema kategoriji hrane (prema Uredbi 2015/1940)
29.2.2. 2.9.2.3.
RH EU RH | EU

Statistilki

Pozitivni uzorci [%0] 65 80 75 -

NajviSa koncentracija
i 536 | 1121 | 81 94
ergot alkaloida [pg/kg]
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4. Karakterizacija rizika

Prilikom karakterizacije rizika, potrebno je uzeti u obzir akutnu i kroni¢nu izloZzenost za Sto se
koriste A R f i@ D Vrijednosti za ergot alkaloide. Ove vrijednosti postavila je EFSA na temelju ucinaka
koje ergot alkaloidi imaju na neurotransmiterske receptore, $to u konacnici moze rezultirati s ishemijom,
prvenstveno u ekstremitetima, kao $to su repovi Stakora, smanjenim dobivanjem tjelesne mase te
promjenama u razinama nekih hormona. Vazokonstrikcija je pak oznacena kao kriticni ucinak te
izabrana za dobivanje ovih vrijednosti (EFSA, 2012).

Gledajuéi izmjerene koncentracije u uzorcima u sve tri godine, moze se uoditi da su one najveée
u sirovini (zrna razi). Trenutno nisu dostupni podaci o tome koliko i na koji nacin daljnja obrada utjece
na ergot alkaloide te se stoga rezultati dobiveni na uzorcima sirovina nisu mogli uzimati u obzir prilikom
karakterizacije rizika. Na temelju dobivenih rezultata, moze se zakljuciti da su nize koncentracije ergot
alkaloida prisutne kod vecéeg stupnja tehnoloske obrade. EFSA je takoder u procjeni rizika iz 2012. god.
koristila samo rezultate na gotovim namirnicama (EFSA, 2012.).

Stoga je za procjenu akutne izlozenosti koriStena najve¢a izmjerena ukupna koncentracija
(zbroj svih ergot alkaloida i njihovih ii n épimera) u gotovom proizvodu i to u kruhu od razi i pSenice,
koja je iznosila 80.6 ug/kg. Uzimajuéi u obzir uspostavijeni ARf & 1 O g /nk,gstirhirano je da bi
osoba od 70 kg u jednom danu smijela pojesti takvog kruha u koli¢inama do 8 6 B ,, g da ne dode do
prekoraCenja ARfD-a.

Za procjenu kroniéne izloZenosti uz uspostavljeni T Doed0 . 6 Og /,lospbatod 70 kg.moze
tijekom Citavog Zivota jesti takav kruh u koli¢inama do 5 2 ¢ dnevno, bez posljedica po zdravlje.

Da bi se dobila realnija procjena kroni¢ne izloZenosti, za izraun se Koristila prosje¢na
koncentracija ergot alkaloida u svim uzorcima kruha i koncentracija na 95. percentili te su se tako
dobivene vrijednosti usporedivale s TDI-em. Ukupno je analizirano 6 uzoraka i prosje€¢na koncentracija
ergot alkaloida iznosilaje 3 3, 8 3 , &kpricéntyacija na 95. percentili6 8 , 7 O gSéekagju 2, gdje
se za sve pojedinacne vrijednosti <LOQ koristio puni LOQ (1 pg/kg). U skladu s TDI-em od 0,6 pg/kg t.
m., osoba od 70 kg dnevno bi smjela konzumirati 1 2 4 1krulga s prosje¢nim koncentracijama ergot
alkaloida te 6 1 1 kruha s koncentracijama ergot alkaloida na 95. percentili. 1z ovih izrauna se moze

zakljugiti da je rizik od ergot alkaloida nizak.
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ZAKLJULCI

Istrazivanje ergot alkaloida u RH prvi puta je na nacionalnoj razini napravljeno 2014. god. u
skladu s Preporukom 2012/154/EU u kojoj se drzavama ¢lanicama ukazuje na potrebu ispitivanja ove
vrste alkaloida. Naime, glavni problem kod pracenja ergot alkaloida je trenutna zakonska neuredenost,
tj. nepostojanje NDK vrijednosti za pojedine ili grupne ergot alkaloide za vrste namirnica ili sirovina.

Isto istraZivanje je bilo produzZeno i na sljedecée dvije godine te je ukupno analizirano 80 uzoraka,
od toga 65 uzoraka hrane (Sto sirovine, §to gotovih proizvoda), a 15 uzoraka hrane za zivotinje. Svi
uzorci su bili od razi i/ili od pSenice te je uoCeno da su ergot alkaloidi zastupljeniji u uzorcima od razi. U
ukupno 40 uzoraka (62 %) je pronaden barem jedan ergot alkaloid uz prosje¢nu koncentraciju od 136
pg/kg (na temelju svih uzoraka), uz maksimalnu koncentraciju zabiljezenu 2015. god. u zrnu razi koja
je iznosila 1816 pg/kg. Gledajuci podjelu po kategorijama hrane (prema Preporuci 2012/154/EU),
vidljivo je da su koncentracije ergot alkaloida nize Sto je veci stupanj obrade. Najveéa koncentracija kod
gotovih proizvoda je zabiljezena u kruhu od razi i pSenice u iznosu od 80,6 pg/kg.

Sto se tige pojedinaénih ergot alkaloida, u uzorcima je najzastupljeniji bio ergozin (zajedno sa
svojim i n epimerom) Ciji udio je u uzorcima bio preko 35 %, dok je najmanje zastupljen bio ergotamin
injegov ii n épimer s udjelom ispod 8 %. Uzimajuci u obzir koeficijente korelacije, zaklju€eno je da ne
postoji medusobna zavisnost pojedinih ergot alkaloida, nego da je njihova prisutnost u ukupnom
sadrzaju ergot alkaloida nasumicna.

Prethodno spomenuta najvec¢a koncentracija kod gotovih proizvoda od 80,6 pg/kg koristena je
za procjenu rizika. Zaklju€eno je da bi osoba od 70 kg bila u riziku od akutne toksi¢nosti kada bi dnevno
pojela viSe od 870 g kruha od razi i pSenice, a u riziku od kroni¢ne toksi¢nosti kada bi takav proizvod
svakodnevno jela u koli¢inama vec¢im od 520 g. Osim akutne toksi¢nosti, radena je realnija procjena
rizika i za kroni¢nu toksi¢nost te je u obzir uzeta prosjecna koncentracija ergot alkaloida u svim
proizvodima iz kategorije kruha i peciva, kao i koncentracija na 95. percentili. S obzirom na TDI od 0,6
pg/kg, zaklju€eno je da bi osoba od 70 kg trebala dnevno jesti preko 1240 g kruha s prosjeénim
koncentracijama ergot alkaloida te preko 610 g kruha s visokim koncentracijama (na 95. percentili).
Samim time je zaklju€eno da je rizik po zdravlje ljudi nizak.

Rezultati korelacije izmedu pojavnosti ergot sklerocija u uzorku i koncentracije ergot alkaloida,
nisu bili dovoljni da se uspostavi uzro¢no — posljedi¢na veza izmedu ove dvije pojave. Dapace, rezultati
iz ove studije su pokazali da fizicko odvajanje ergot sklerocija nema nikakav utjecaj na koncentracije
ergot alkaloida u ostatku uzorka. Razlog tome leZi u €injenici da su ergot sklerociji pronadeni u malim
kolic¢inama (ispod NDK) te da njihov sadrzaj ergot alkaloida nije toliko visok da bi zna€ajnije mogao
utjecati na koncentracije u cijelom uzorku. Stoga se moZe potvrditi da ergot alkaloidi u raz i pSenicu
mogu doéi putem drugih izvora (npr. praSine) ili iz djelomi¢ne zaraze gljivicom zrna koja se
prosijavanjem ne moze ukloniti te dosta teSko detektirati vizualnom inspekcijom. Za detaljnije zakljucke,

potrebno je naciniti dodatne analize koje ¢e se fokusirati upravo na korelaciju izmedu ove dvije pojave.
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Na taj naCin moci ¢e se uspostaviti adekvatne NDK vrijednosti za ergot alkaloide koji ¢e sluziti zastiti
zdravlja ljudi.
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PREPORUKE

Procjena rizika na ergot alkaloide iz sirovine i poluproizvoda nije bila moguca zbog nedovoljno
podataka o tome kako razni tehnoloski postupci (osim prosijavanja) utje€u na koncentracije ergot
alkaloida, ali i na njihova svojstva. 1z tog razloga je i EFSA radila procjenu rizika samo na gotovim
proizvodima (EFSA, 2012). Stoga bi u buduénosti bilo korisno daljnje istrazivanje koje ¢e se dodatno
fokusirati na utjecaj tehnoloskih postupaka obrade (mljevenje, termi¢ka obrada i sl.) na koncentracije

ergot alkaloida u finalnom proizvodu (konditorima, hrani za dojen€ad i malu djecu i dr.).
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DODACI

DODATAK 1

Kemi | ska st-aubbuhsaEAnih ovim istragivanjem i

Ergokristin08CAS: 5 ErgokristiniOnf9 CAS:
Mol. masa: 609.7 g/mol Mol. mase: 609.7 g/mol

Ergotamin, -1GAS: 113 Ergotaminin-81CAS: 63
Mol. masa: 581.7 g/mol Mol. masa: 581.7 g/mol

Uer gokriptinQ9CAS: 5 Uer gokriptini-tD4 CAS:
Mol. masa: 575.7 g/mol Mol. masa: 575.7 g/mol

b-ergokri ptini ngl9CAS:
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b-ergokri ptin, -462AS: 2 ( Mol. masa: 575.7 g/mol
Mol. masa: 575.7 g/mol

DH‘<

Ergometrin-797CAS: 60
Mol. masa: 339.4 g/mol

ErgometriningeCAS: 47¢
Mol. masa: 339.4 g/mol

Ergozin, -244S: 561 Ergozinin,8&8AS: 596
Mol. masa: 547.6 g/mol Mol. masa: 547.6 g/mol
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DODATAK 2

a) Koncentaawildma EANni mhuaoecumeadeée ner i

Hrana za | jude
Koncentracija er
Opis uzor Br. [ &g/ kg]
uzor a B e
5,2 14,2
Zrna pSenice 3 0 12
1 12
22,7 23,7
88,1 89,1
0 12
0 12
130,8 130,8
0 12
143,5 145,5
0 12
0 12
1816 1816
126 130
0 12
217 219
253 253
Zrna raZi 30 138 140
22 31
733 733
0 12
0 12
762 762
77 81
329 330
345 345
433 433
0 12
229 233
0 12
171 176
0 12
304 304
PSeni¢no brasno 3 0 12
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0 12
0 12
PSeni¢na krupica 2 0 12
0 12
PSeni¢ne mekinje 1 0 12
536,1 536,1
225,1 225,1
136,4 136,4
1447 1447
4,8 13,8
1,4 12,4
RaZeno bragno 14 131.6 131.6
175,8 175,8
41,3 41,3
314 314
0 12
4997 499,7
12,4 12,4
25 12,5
80,6 80,6
28,3 29,3
Kruh na bazi razi i 6 20,7 22,7
pSenice 33 33
22,4 254
0 12
Dvopeci, kolacici 2 ! 12
0 12
0 12
Hrana za dojen¢ad i 4 0 12
malu djecu 0 12
0 12
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hrane

bXoncentraaiy eara i zi ranim uzorci ma
Hrana za ¢givotinje
Koncentracija er
Br . ~
[ Og/ kgl
uzor a

LB UB

807,4 8074

0 12

0 12

Raz i nusproizvodi 7 1095 1095
1248,8 1251,8

0 12

0 12

1,7 12,7

0 12

0 12

0 12

PSenica i nusproizvodi 8

0 12

0 12

0 12

0 12

LB — lower bound ili ,Scenarij 1“ u kojem se za vrijednosti < LOQ-a koristila 0

2UB — upper bound ili ,Scenarij 2“ u kojem se za vrijednosti < LOQ-a koristio puni LOQ (1 ug/kg)
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DODATASK
a) Koncent-a dicnijre &€p\i mera u uzorcima hrane za 2014. god.
Opis uzorka Ergokristinin | Ergokristin | Ergotaminin | Ergotamin | Ergokriptinin | Ergokriptin | Ergokorninin | Ergokornin | Ergozinin | Ergozin | Ergometrinin | Ergometrin | UKUPNO

30,8 118,7 8 37,4 22,1 71,3 11,3 32,1 34,2 95,7 9,1 65,5 536,1
13 47,3 4,6 20,6 12,6 32,5 8,5 19,2 17,9 31,8 3,5 13,6 225,1
7 18,2 6,8 24,2 11,1 23,9 8,5 17 4,3 8 1,6 5,8 136,4
11,4 38,5 2,1 7,2 4,1 10,6 3,6 7,7 12 27,3 2,8 17,4 144,7

<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1,7 1,5 1,6 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 4.8

Razeno brasno

<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1,4 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 14
7,4 45,3 1,2 58 35 13,5 23 6,2 8,5 17,6 1,9 18,4 131,6
9,2 26,4 7,9 28,6 13,5 29,1 10,3 21,2 6,9 12,6 2 8,1 175,8

6,9 53 2 2,9 4,6 3,2 3,3 1,8 2,6 4,1 2 2,6 41,3

39,3 40,2 24 30,5 31,4 28,7 30,7 23,1 15,4 22,4 23,1 52 314
PSeni¢no brasno <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

<LOQ 1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1 3,2 5,2
Zrna pSenice <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

<LOQ 1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1
34 2,8 1,8 2,5 2,6 1,7 1,9 1,2 1,4 2,1 <LOQ 1,3 22,7
Zrna razi

14,5 14,4 4,5 7,6 10,4 8,7 6,7 4,5 6,2 9,6 <LOQ 1 88,1

10,7 8,3 3,8 6,2 8,1 7.8 54 4,6 2,1 10,4 31 10,1 80,6

3,1 2,2 2,4 3,9 3,7 3 2,5 1,6 1,3 2,8 <LOQ 1,8 28,3

Kruh na bazi razZi i pSenice

2,6 2 1,5 2 2,2 1,5 1,5 <LOQ 1,4 2,9 <LOQ 3,1 20,7

5 3,2 1,4 2,2 3,6 2,9 2,5 1,5 1,8 4,2 1,7 3 33
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Hrana za dojen¢ad i malu djecu

<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
UKUPNO 164,3 374,8 72 181,6 133,5 2415 100,5 143,3 116 251,5 51,8 160,1 1990,8
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b) Koncent-aaiciijre eEpAumer ai ma hrane za {givotinje za 2014. god.
Opis uzorka Ergokristinin | Ergokristin | Ergotaminin | Ergotamin | Ergokriptinin | Ergokriptin | Ergokorninin | Ergokornin | Ergozinin | Ergozin | Ergometrinin | Ergometrin | UKUPNO
57 229,5 12,8 63,7 32,4 90,3 16,9 40,6 56,4 107 12 88,8 807,4
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Raz i nusproizvodi
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
14,5 35 18 6 43 247,5 11,8 56,6 134 276,1 46,2 222,3 1095
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1,7 1,7
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
PSenica i nusproizvodi
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
UKUPNO 71,5 264,5 14,6 69,7 75,4 337,8 28,7 97,2 190,4 383,1 58,2 312,8 1904,1
c) Koncent-adicnijre é&p\i mera u uzorcima hrane za 2015. god.

Opis uzorka Ergokristinin | Ergokristin | Ergotaminin | Ergotamin | Ergokriptinin | Ergokriptin | Ergokorninin | Ergokornin | Ergozinin | Ergozin | Ergometrinin | Ergometrin UKUPNO
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

6,4 25,7 1,9 12,2 2,5 15,1 19 12,3 3,7 19,8 1,3 28 130,8
5 5 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
rna razi

<LOQ 5,6 <LOQ 1,2 2,8 7,2 4,1 14,9 3,5 17,9 5 78,6 143,5
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

33 347,3 2,1 18,9 9,6 48,8 14 74,2 1065,8 82,5 4,2 115,6 1816
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
7,3 75,6 7,7 51,2 13,5 54,6 7,8 40,1 13,9 89,6 6 132,4 499,7

Brasno od razi

53 26,8 15 8,2 6,3 14,4 2,6 11,5 13,9 39 1 17 112,4

<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1 1,5 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 2,5
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Ps$enic¢na krupica

<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

49

ZNANSTVENO MI GLJENJE

0OB-34-02



lHAH

HRVATSKA AGENCIJA ZA HRANU O ERGOT ALKALOIDIMA U HRANI | HRANI
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Ps$eni¢no brasno
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Pseni¢ne mekinje <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Hrana za dojen¢ad
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
2,9 1,7 <LOQ <LOQ 51 1,3 2,5 <LOQ 2,7 41 1 11 22,4
Kruh od razi

<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1

Dvopeci, kolagici
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
UKUPNO 54,9 482,7 13,2 91,7 41,8 142,9 32,9 153 1106,5 217,8 18,5 372,7 2728,6
d) Koncent-a aicnijne eEpAl mera u uzorcima hrane za ¢givotinje za 2015. god.
Opis uzorka Ergokristinin | Ergokristin | Ergotaminin | Ergotamin | Ergokriptinin | Ergokriptin | Ergokorninin | Ergokornin | Ergozinin | Ergozin | Ergometrinin | Ergometrin | UKUPNO
42,9 293,2 <LOQ 59 11 4,2 69 199,4 139 494,1 <LOQ <LOQ 1248,8
Raz i nusproizvodi <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
PSenica i nusproizvodi

<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
UKUPNO 42,9 293,2 0 59 11 4,2 69 199,4 139 494,1 0 0 1248,8
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e) Koncentg+aidinjiem EAi mera u uzorcima hrane za 2016. god.
Opis uzorka | Ergokristinin | Ergokristin | Ergotaminin | Ergotamin | Ergokriptinin | Ergokriptin | Ergokorninin | Ergokornin | Ergozinin | Ergozin | Ergometrinin | Ergometrin | UKUPNO

6 52 1 11 <LOQ 2 <LOQ <LOQ 8 28 <LOQ 18 126
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

9 37 1 4 <LOQ 1 2 10 34 110 <LOQ 9 217

12 22 3 13 4 20 6 20 15 46 7 85 253

4 26 <LOQ <LOQ 2 11 3 9 8 26 2 47 138

2 9 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 11 22

46 130 12 33 11 59 5 16 50 145 9 217 733
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

46 62 10 65 55 66 13 50 50 96 28 221 762

Zma raZi 2 13 <L0Q <L0Q <LOQ 7 3 14 7 24 <L0Q 7 77
4 23 <LOQ 3 35 66 12 48 18 57 5 58 329

5 27 1 12 11 38 27 86 18 33 3 84 345

17 35 7 61 22 28 9 34 26 72 6 116 433

<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 55 68 8 20 16 38 1 23 229

<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

6 53 2 9 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 11 47 <LOQ 43 171

<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

18 56 5 23 2 26 3 30 23 73 2 43 304

UKUPNO 177 545 42 234 197 392 91 337 284 795 63 982 4139
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