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1. Uvod

Mikotoksini (mykes — gr¢€. gljiva, toxikon — grc. otrov) su sekundarni metaboliti gljiva
koji imaju toksicno djelovanje i kontaminiraju hranu tijekom rasta ili skladistenja. Do
njihovog poveéanog nakupljanja dolazi u uvjetima koji izazivaju stres biljci (vremenski
brojne Stete u gospodarstvu, razli¢ite bolesti (najées¢e putem hrane ili respiratornim putem).
Ovisno o nacinu unosa u organizam, mikotoksikoze mogu biti primarne i sekundarne.
Mikotoksini se cesto povezuju uz bolesti, poSto dokazano uzrokuju karcinogenost,
hepatotoksi¢nost, imunotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost, dermatotoksi¢nost, fenotoksi¢nost,
teratogenost, hematotoksi¢nost, itd (Bennett i Klich, 2003). U pravilu su otporni na povisenu
temperaturu i stabilni su. Njihova biosinteza ovisi o klimatskim uvjetima i fizikalno-kemijskim
¢imbenicima. Kako bi se sprije¢ila moguca kontaminacija hrane mikotoksinima, potrebno je
poznavati preventivne mjere za sprjeavanje kontaminacije (fizikalne, kemijske i bioloske),
mjere uzgoja, Zetve i pohrane Zitarica te mjere u proizvodnom procesu, transportu i

skladistenju (Sarkanj i sur., 2010).

Mikotoksini se mogu podijeliti u dvije skupine s obzirom na trenutnu legislativu: regulirani
(aflatoksini, deoksinivalenol, ohratoksin A, zearalenon, fumonizini, patulin, citrinin) i
neregulirani, ali od posebnog znacaja za EFSA-u (Alternaria toksini, trihoteceni (osim
deoksinivalenola), eniatini, bovericin, moniliformin, kulmorin, ergot alkaloidi). Ergot alkaloidi
se dijele u podskupine: agroklavin, kanoklavin, ergin, ergokornin, ergokristin, ergokriptin,
ergometrin, ergozin, ergotamin... te njihovi -inini epimeri. Proizvode ih gljive roda Claviceps

(najcesée Claviceps purpurea) (EFSA, 2012).

Ovaj rad opisuje postupak dobivanja razenog brasna i razenog kruha te postupak

odredivanja ergot alkaloida u navedenim proizvodima.
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2. Teorijski dio

2.1 ERGOT ALKALOIDI

Ergot alkaloidi su jedna od skupina mikotoksina. Po kemijskom sastavu su amidi
terpenoidnog derivata indola — D-lizerginske kiseline, koja nastaje od spoja ergolina (Slika 1),

koji predstavlja osnovnu tetraciklicku strukturu svih ergot alkaloida.

Slika 1 Ergolin

Vecina ergot alkaloida pokazuje sliéno djelovanje, no razlikuju se u toksi¢nosti. Neki djeluju
na receptore neurotransmitera, neki reduciraju razinu prolaktina, dok neki djeluju kao
agonisti za dopamin. Najznacajniji simptomi trovanja ergot alkaloidima su gubitak apetita,
gangrene uzrokovane zacepljenjem Zila (pogotovo zimi), hipernervoza, halucinacije,

reproduktivni poremecaji (Bennett i Klich, 2003; Peraica i sur., 1999).
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Produkt su metabolizma gljiva - najées¢e porodice Clavicipitaceae, ali su prisutni i u biljnoj
porodici Convolvulaceae u vrstama Ipomoea violacea i Turbina corymbosa (Tudzynski i sur.,
2001). Claviceps purpurea (Slika 2) je najrasirenija vrsta roda Claviceps te inficira vise od 400
biljnih vrsta, a medu njima i neke Zitarice poput raZi, pSenice, je€ma, prosa i zobi. Sadrzi
brojne alkaloide, od kojih neki imaju veliku medicinsku vaznost, dok neki uzrokuju Stetne

fizioloske efekte (EFSA, 2012; 2017).

Slika 2 Claviceps purpurea (Gray, 2015)

Do danas je izolirano vise od 50 razlicitih ergot alkaloida iz sklerocija gljiva. Neki od njih su
farmakoloski inaktivni (imaju nastavak —inin), ali u vodenoj otopini izomeriziraju, pri ¢emu
nastaje ravnotezna otopina s aktivnim derivatima lizerginske kiseline (ima nastavak —in).
Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) istraZzuje ergot alkaloide podrijetlom iz porodice
Claviceps purpurea (ergometrin, ergozin, ergotamin, ergokriptin, ergokristin, ergokornin) za
koje se i traze detaljniji podaci o pojavnosti na podrucju Europske unije (EFSA, 2012) te

izloZzenosti ljudi i Zivotinja istima (EFSA, 2017).



2. Teorijski dio

Gljivicne strukture vrste Claviceps zamjenjuju zrnca na klasu i vidljiva su kao veliki tamni
sklerociji (Slika 4) te se nazivaju ergot sklerociji u kojima su visoke koncentracije ergot
alkaloida. Najznacajniji ergot alkaloidi su ergozin, ergometrin, ergotamin, ergokristin,

ergokriptin, ergokornin i njihovi izomeri (nastavak —inin) (EFSA, 2012; 2017).

Slika 4 Ergot sklerociji na klasu razi (Evolva, 2017)

U srednjem vijeku su ergot sklerocije, odnosno kontaminirana raz, bila uzrok epidemija
ergotizma pod nazivom ,Muka Sv. Antuna“ ili ,,Sveta vatra®“, jer su njezini simptomi smatrani
bozjom kaznom. Simptomi ove bolesti bili su gubitak udova, gangrena, bolne konvulzije,
halucinacije, osjeéaj gorenja koze, itd. (Slika 3) (Peraica i sur., 1999).

0+

Slika 3 Posljedice ergotizma — gubitak udova (Scotnevins, 2015)
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2.2 POJAVNOST ERGOT ALKALOIDA U HRANI

Prisutnost ergot alkaloida u zrnu Zitarica u odredenoj mjeri je povezana s
prisutnos¢éu ergot sklerocija. S obzirom da ergot alkaloidi mogu biti prisutni i u prasini iz
ergot sklerocija adsorbirano na Zitarice, ova povezanost nije apsolutna (EFSA, 2017). Stoga je
vazno postaviti maksimalne razine ergot sklerocija, odnosno ogranicenja za stavljanje hrane
na trziste ili zahtijevati povlacenje hrane s poviSenim razinama s trzista. Potrebno je odrediti
u kojoj je fazi prerade maksimalna razina ergot sklerocija, kako bi se primijenile odgovarajude
operacije poput ¢iSéenja i sortiranja u svrhu smanjenja istih. Maksimalna razina odnosi se na
neobradene Zitarice namijenjene za ,prvu fazu prerade”, koja ukljucuje bilo koju fizikalnu ili

termicku obradu (osim susenja) (EC, 2015).

Di Mavungu i sur. (2011) su utvrdili da su ergot alkaloidi bili prisutni u 52 % razene sto¢ne
hrane, 95 % razene hrane, 34 % pSeni¢ne sto¢ne hrane, 86 % pSenicne hrane, 76 %
prehrambenih proizvoda iz trgovina s ukupnom koli¢inom alkaloida u rasponu od 1 do 12340
ug kgt. Analizirano je nekoliko razli¢itih uzoraka pomocéu LC-MS/MS metode (razeni kruh (19
uzoraka), razeno brasno (21), pSeni¢no brasno (21), pseni¢ne mekinje (18), pSenic¢ni kruh
(21), keksi (30), integralno brasno (14), integralne pahuljice (12), integralni kruh (17) s
podrucja EU(Di Mavungu i sur., 2011).

2.3 PROIZVODNJA BRASNA | KRUHA OD RAZI

Za razliku od pSeni¢nog brasna, brasno od razi sadrZi manju koli¢inu glutena i
ukupnog sadrzaja proteina pa je razeni kruh guséi i Zilaviji nego pseni¢ni. Skrob raZi je sklon
enzimskoj razgradnji, naroito na poviSenim temperaturama, zbog cega sredina kruha
postaje vlazna, a tijesto omeksava. Sadrzi vise vlage, duze zadrzava svjezinu, tamniji je, ima
slabije razvijenu sredinu i nije Supljikav kao pSeni¢ni kruh. Razlikuju se tri vrste postupaka
proizvodnje razenih tijesta: direktan, indirektan i kombinirani postupak pripreme tijesta. Za
proizvodnju tijesta direktnim postupkom koristi se razeno brasno, voda, sol, kvasac i
sredstvo za zakiseljavanje. Indirektan postupak pripreme ukljucuje brasno, vodu, sol i kiselo
tijesto, ¢ime se osigurava sigurna proizvodnja i ujednadena kakvoéa proizvoda. 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



2. Teorijski dio

(daje aromu). Mijesenje tijesta se provodi pomocéu mijesilica, a vrijeme mijesenja je veoma
kratko zbog male koli¢ine dodataka te se ne provodi intenzivno. Nakon toga, tijesto ide na
odmaranje, obradu, odvagu i oblikovanje te slijedi fermentacija. Temperatura fermentacije
je obi¢no do 40 °C, a vrijeme se razlikuje od kruha do kruha, a najcesc¢e iznosi 20 do 50
minuta. Kada fermentacija zavrsi, tijesto ide na pecenje, pri temperaturi od 200 - 270 °C.
Boja kore ovisi o: temperaturi pecenja, trajanju pecenja, relativnoj vlaznosti zraka, mjesavini

brasna, pH vrijednosti tijesta (Schiinemann i Treu, 2012).

Kiselo tijesto se primjenjuje kako bi se dobio proizvod boljih tehnoloskih, mikrobioloskih,
nutritivnih i ogranoleptickih svojstava. Bakterije mlije¢no-kiselog vrenja, s obzirom na nacin
fermentiranja glukoze, mogu biti homofermentativne (fermentiraju glukozu do mlijecne
kiseline (90%) i ostalih metabolita) i heterofermentativne (fermentiraju glukozu do mlije¢ne
kiseline (50%), etanola, octene kiseline i drugih metabolita). Osim navedenih metabolita,
mogu nastati i etanol, aldehidi, esteri te druge hlapljive i ne hlapljive organske kiseline.
Najznacajnije bakterije mlije¢no-kiselog vrenja su one roda Lactobacillus (L. brevis, L.
fermentum, L. hilgardii, L. plantarum, L.casei, L. acidophilus...). Na proces fermentacije

kiselog tijesta utjeCu temperatura, upotrijebljena starter kultura, supstrat i prinos tijesta.
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U Republici Hrvatskoj raz je slabo zastupljena ratarska kultura, manjeg gospodarskog
znacaja. Uzgaja se u brdskim i planinskim predjelima, na tek nesto vise od 1500 - 2000 ha, a
prinosi, uz odgovarajuée uvjete (vlaga iznad 14 % i u punoj zrelosti) mogu iznositi i iznad 5 t
ha?! (Medimurec, 2016). Prema podacima Drzavnog zavoda za statistiku, proizvodnja raZi u

Hrvatskoj u 2014. godini iznosi 1302,49 ha, odnosno 0,3 % od ukupno zasijanih Zitarica.

Slika 5 Raz — od klasa do kruha (Medved, 2016; Pasari¢, 2014; Shipton Mill, 2013)
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2.4 UHPLC-ESI-MS/MS

Spajanjem (U)HPLC ((ultra)visokodjelotvorna/visokotla¢na tekudinska kromatografija)
i MS (masena spektrometrija) Stedi se vrijeme te je olakSano detektiranje kompleksnijih
spojeva (Taleuzzaman i sur., 2015). LC-MS sustavi omogucuju analizu spojeva koji se ne
mogu analizirati plinskom kromatografijom vezanom za spektrometar masa te analizu

termicki nestabilnih analita (Budimir, 2016).

Kod UHPLC-MS/MS-a (metoda (ultra) visokodjelotvorne/visokotlacne tekuéinske
kromatografije tandemske masene spektrometrije), uredaji i programi LC-a i MS-a su
ukomponirani i integrirani u jedan sustav koji daje visoku selektivnost i osjetljivost. Sama
kvaliteta podataka je poboljSana jer su pikovi ostriji, nizi je Sum, a shodno tome LOD (limit

detekcije) i LOQ (limit kvantifikacije) su sniZeni (Pratima i sur., 2013).

fragmentacija
kolizijom pomocu
inertnog plina

analiza masze
Zeljenog iona

izolacija
prekuzorskog iona

Slika 6 Shematski prikaz rada MS/MS sustava (prilagodeno iz Madeira i Floréncio, 2012)

10
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2.4.1 Masena spektrometrija

MS (masena spektrometrija) je najrasSirenija analiticka tehnika. Bez obzira koji je
analiticki problem u pitanju, masena spektrometrija nastoji identificirati spoj iz molekularne
mase njegovih sastavnih dijelova. Informacija dobivena iz mase moZze biti dovoljna za
identifikaciju elemenata i odredivanje molekularne formule analita, ali za apsolutnu potvrdu
potrebno je napraviti dodatne NMR studije. lzotopi pomaZzu u odredivanju koji elementi
doprinose takvoj formuli i procjeni broja atoma pojedinog elementa. Fragmentacija iona
moze dati informacije o ionskoj strukturi. MS odreduje (prosjecni) broj i redoslijed sastavnih

dijelova makromolekula (Gross, 2004).

MS je analiticka metoda temeljena na analiziranju molekula prema omjeru masa i naboja
(m/z). Molekule se prevode u ione koji se mogu fragmentirati na druge ionske fragmente.
Sam uredaj se sastoji od ionskog izvora gdje nastaju ioni, analizatora masa koji nastale ione
razdvaja prema omjeru m/z, detektora i sustava za obradu podataka. Rezultati se mogu
prikazivati graficki spektrom masa koji prikazuje ovisnost relativnog intenziteta iona o
njihovom m/z omjeru ili u obliku kromatograma za pojedinu specificnu tranziciju, odnosno za

pojedini analit (Budimir, 2016).
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2. Teorijski dio

2.4.2 ESl ionizacija

U vezanim LC-MS sustavima najceséi oblik ionizacije molekula je ESI (engl. -

Electrospray ionization, lonizacija elektrorasprSenjem). Pomocu ESI (Slika 7) moguce je

prevesti masivne, termolabilne i nehlapljive molekule u plinsku fazu kako bi se mogle

analizirati u spektrometru masa. Zbog toga mu je glavna primjena u analizi bioloskih

molekula koje je tesko prevesti u plinovito stanje i ionizirati. lonizacija moze biti pozitivna ili

negativna, Sto ovisi o naponu na kapilari i elektrodi, ali i o svojstvima molekule koju Zelimo

ionizirati. Optimalna temperatura je iznad 100 °C, pri atmosferskom tlaku i u struji inertnog

plina (najcesée dusika ili argona) (Budimir, 2016).
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Slika 7 Princip rada ESI sustava (prilagodeno iz Banerjee i Matumdar, 2012)
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2. Teorijski dio

2.4.3 Princip rada trostrukog kvadrupola

Trostruki kvadrupoli (QgQ, engl. Triple Quadrupole) mogu skenirati cijeli raspon mase (10 —
30000 Da) u desetinki sekunde i jedni su od najcesce koriStenih za kvantifikaciju analita, a od
svih izvedbi MS-a imaju najbolji LOD te se najcesce koriste za kvantifikaciju poznatih analita.
Svaki kvadrupol se sastoji od Cetiri cilindricne elektrode koje su spojene u dva para jednako
nabijenih elektroda. Suprotne elektrode su povezane i istovremeno imaju isti potencijal. lon
koji kroz otvor ude u kvadrupol je privu¢en prema elektrodi sa suprotnim nabojem, a zbog
brzine izmjene naboja, ion spiralnom putanjom nastavlja do sljedeée elektrode sve do
zadnjeg kvadrupola, odnosno dok ne dodu do detektora (Slika 8) (Varga, 2010; Sarkanj,
2014). Prvi kvadrupol (Qi1) odabire prekursorske ione analita koji se propusta dalje, a ostali
analiti se neutraliziraju u dodiru s elektrodama, zbog cega ne prolaze do detektora. Drugi
kvadrupol (qg2) djeluje kao kolizijska celija (CC) u kojoj se kolizijski plin (najéesée dusik ili
argon) sudara sa ionima propustenim s prvog kvadrupola ¢ime nastaju njihovi fragmenti.
Nakon fragmentacije iona u drugom kvadrupolu uspostavlja se napon koji ih pokreée dalje na
izlaznom dijelu kolizijske celije (CXP — eng. cell exit potential) i u ovisnosti o njihovom m/z
omjeru se razdvajaju u treéem kvadrupolu (Qsz) (Varga, 2010). Treci kvadrupol mozZe biti
razli¢ite izvedbe. Ako je MS/MS uredaj s trostrukim kvadrupolima (QgQ), u njemu se
odvajaju i usmjeravaju specificni fragmenti traZenog analita te se oni propustaju do
detektora, gdje se prate barem dvije tranzicije po analitu (za kvalitativnu i kvantitativnu
potvrdu analita preko pracenja retencijskog vremena i specificnog omjera signala za
kvantifikaciju i kvalitativhu potvrdu). Treéi kvadrupol (Qz) moze biti i hvatac iona u koji se
skupe svi fragmenti iz g2 Sto omogucuje bolju informaciju o analitu, moguée prepoznavanje
nepoznatih analita, ali neSto niZu preciznost u kvantificiranju. U hvatacu iona se dobije cijeli
fragmentacijski spektar prekursorskih iona. loni koji produ kroz zadnji kvadrupol udaraju po
povrsini kontinuiranog mnoZitelja elektrona (CEM — eng. Continuous Electron Multiplier),
prelaze preko deflektora (DF) do detektora, a on te udarce broji po sekundi (cps — eng.

counts per second) za odredeni odnos m/z (Varga, 2010; Sarkanj, 2014).
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Slika 8 Princip rada MS/MS uredaja (Sarkanj, 2014)
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3. Eksperimentalni dio

3.1 ZADATAK

Cilj ovog rada bio je odrediti u kojem postotku ergot alkaloidi prelaze iz razi u
proizvode mljevenja razZi (razeno brasno, razena krupica te razene posije). Takoder, da li
nacin, odnosno duljina fermentacije (brza fermentacija — direktni postupak zamjesa i
produljena fermentacija od 24 h — indirektni postupak zamjesa tijesta) i proces pecenja
kruha utjeCu na prijelaz ergot alkaloida u konacni proizvod (kruh) i poluproizvode (tijesto

nakon fermentacije).

3.2 MATERUALI I METODE

3.2.1 Uzorci, oprema i kemikalije

Za potrebe istrazivanja je nasumi¢nim odabirom odabrano 10 uzoraka razi, iz
razli¢itih hrvatskih Zupanija (Osjecko-baranjska, Zagrebacka, Varazdinska, Bjelovarsko-
bilogorska, Li¢ko-senjska, Zadarska, Splitsko-dalmatinska), Zetve 2016. godine. Zrno je
samljeveno na laboratorijskom mlinu IKA MF 10, nakon ¢ega su se frakcije mekinja, krupice i
brasna razdvojile pomocu vibrirajucih sita (Analysette, 3 PRO, Fritsch). Za izradu tijesta, osim
brasna od razli¢itih uzoraka razi, potrebni su voda, sol, Secer, kvasac te, za izradu kiselog
tijesta, starter kultura Lactobacillus plantarum. Za analizu mikotoksina koristile su se sljedeée
kemikalije HPLC ili MS Cistoce: metanol (Merck), acetonitril (Merck), octena kiselina (Merck) i

standard ergot alkaloida (Mix 6, Biopure).
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3. Eksperimentalni dio

3.2.2 Priprema uzoraka

Razeno brasno dobiveno je mljevenjem i prosijavanjem usitnjenih uzoraka raZi na
vibracijskoj tresilici za sita (Analysette 3 PRO, Fritsch), pri ¢emu su koriStena tri sita promjera

1,60 mm, 800 pm i 250 um, amplitude tresnje 3,0 mm u trajanju od 5 minuta (Slika 9).

Slika 9 Laboratorijska tresilica s vibrirajuéim sitima (Analysette 3 PRO, Fritsch)
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3. Eksperimentalni dio

Za izradu razenog tijesta i laboratorijsko probno pecenje kruha koriStena je mikro metoda
(Shogren i Finney, 1984). Sirovine za pripremu tijesta prema indirektnom postupku su razeno
brasno, pekarski kvasac, Seéer, kuhinjska sol, voda i starter kultura Lactobacillus plantarum
trgovackog naziva Flora-Pan L-75 (Lallemand, Saint-Simon, Francuska), a koli¢ina pojedinih
sirovina i postupak pripreme prikazani su shematski. Dio sirovina se koristi za izradu
predtijesta, tj. predfermenta (brasno, voda, starter kultura L. plantarum). Predtijesto zatim
ide na fermentaciju u trajanju 24 sata nakon c¢ega sluzi kao jedna od komponenata za izradu
krusnog tijesta. Kod direktnog postupka se sve sirovine predvidene za zamjes (brasno, voda,
kvasac, kuhinjska sol, Secer) mijeSaju istovremeno. Zamjes sirovina provodi se u mijesilici
miksografa (National Mfg. Co., Lincoln, NE) u trajanju od 3 minute. Nakon mijesanja, tijesto
se ru¢no oblikuje i razdijeli na 3 dijela, okruglo oblikuje i stavi u plasti¢cnu posudu te na
fermentaciju u trajanju od 2 sata pri 30 °C. Kada zavrsi prva fermentacija, 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 se, tako da se dobiju cilindri (veknice). Veknice se stave u kalup za
pecenje i na zavrSnu fermentaciju (1 sat, 30 °C), nakon koje slijedi pecenje u pecnici (uz

doziranje vodene pare) na 200 °C, 10 minuta (Slika 10, Slika 11).
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BRASNO (33,82¢g)

KVASAC (0,63 g)

SOL(0,53g)

SECER (0,65 g)

VODA (20,29 g)

ZAMIJES KRUSNOG
TUESTA

OKRUGLO OBLIKOVANIJE

FERMENTACUJA (2 h, 30 °C)

ZAVRSNO OBLIKOVANJE

ZAVRSNA FERMENTACHA
(1h,30°C)

PECENJE (10 min, 200 °C)

Slika 10 Shematski prikaz proizvodnje razenog tijesta (direktni postupak)
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3. Eksperimentalni dio

L. plantarum (3,5 mg) VODA (14,0g) BRASNO (7,0 g)

ZAMIJES PREDTIJESTA

FERMENTACIA

PREDTIESTA (24 h, 37 °C)

KVASAC (0,63 g) SOL (0,53g) M KISELOTUESTO(21g) [l SECER(0,658)
BRASNO (26,82 g) VODA (6,29g)

ZAMJES KRUSNOG
TIJESTA

OKRUGLO
OBLIKOVANJE
FERMENTACIA (2h, 30 °C)
ZAVRSNO
OBLIKOVANJE

ZAVRSNA FERMENTACUA (1 h,
30°C)

PECENJE (10 min, 200 °C)

Slika 11 Shematski prikaz proizvodnje razenog tijesta (indirektni postupak)
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3. Eksperimentalni dio

3.2.3 Analiza uzoraka i uvjeti rada LC-MS/MS-a

Analiza uzoraka je provedena na AB Sciex QTrap® 5500 LC-MS/MS uredaju (Foster
City, CA) koji je opremljen s TurbolonSpray ionizacijom elektrorasprsenjem (ESI) te UHPLC
sistemom Agilent serije 1290 (Waldbronn, Njemacka). Optimalni , razrijedi i mjeri“ pristup je
opisan u radu Malachova i sur. (2014.) prema kojemu su podesSeni radni uvjeti. Analiti su
razdvojeni na reverzno-faznoj koloni Gemini® C18 (150 x 4.6 mm, Phenomenex) s veli¢inom
Cestica od 4,6 um i pripadaju¢om predkolonom. Detaljne postavke UHPLC-a i MS-a su
opisane u radu Malachove i sur. (2014). Kvalitativna analiza podataka odradena je u Analyst

1.6.3. softveru, dok je kvantifikacija odradena u Multiquant 3.0.2. softveru.

3.2.4 Odredivanje teksturalnih svojstava

Za odredivanje teksturalnog profila uzoraka koristen je uredaj TA.XT Plus (Stable
Micro Systems, Velika Britanija), a dobiveni podaci su analizirani s Texture Exponent 32
softverom (verzija 3.0.5.0.) (Slika 12). Mjerenje se provodi tako da se iz sredine vekne kruha
izrezu dva uzorka oblika kocke (1 cm x 1 cm x 1 cm) koji se podvrgavaju dvostrukoj
kompresiji cilindricnim nastavkom P/36R promjera 36 mm prema sljedeé¢im parametrima:
kalibracija visine 20 mm, brzina prije mjerenja 1 mm s, brzina mjerenja 1,7 mm s, brzina
nakon mjerenja 5 mm s, dubina prodiranja cilindra 40 % (4 mm), vrijeme zadriavanja
izmedu dvije kompresije 5 s, potrebna sila za pocetni signal 5 g. Kada je sve podeseno,
program zapisuje krivulju promjene sile potrebne za kompresiju uzorka u odredenom
vremenu prema parametrima podeSenima prije analize. Nakon zavrSetka mjerenja ocitaju se
¢vrstoca (pokazuje visinu prvog pika (N ili g)), kohezivnost (snaga unutrasnjih veza materijala
potrebnih da zadrZe uzorak koherentnim pri deformaciji, definirana je omjerom povrsina
ispod drugog i prvog pika), elasticnost (mjera oporavka uzorka od deformacije pri prvoj
kompresiji, definirana je omjerom povrSine ispod krivulje tijekom prve dekompresije i
povrsine ispod krivulje tijekom prve kompresije) i otpor Zvakanju (energija potrebna za

Zvakanje uzorka, umnozak ¢vrstoce, kohezivnosti i odgodene elasti¢nosti (N ili g)).
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Slika 12 Tipi¢na krivulja ispitivanja teksturalnog profila kruha metodom dvostruke

kompresije

3.2.5 Odredivanje boje sredine kruha

Boja sredine kruha odreduje se kolorimetrom Chroma Meter Minolta CR-400 (Slika 13),
metodom CIE 1976-Lab Color Space. Uredaj se sastoji od mjerne glave na kojoj se nalazi
otvor mjernog promjera 8 mm, kroz koji pulsirajué¢a lampa baca difuzno svjetlo okomito na

povrsinu uzorka.

Slika 13 Kolorimetar Chroma Meter Minolta CR-400 (Konica Minolta, 2017)
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Boja je definirana pozicijom u trodimenzionalnom koordinatnom sustavu u kojem vrijedi:
e L* - vrijednosti daju ocjenu da li je nesto tamno ili svijetlo. Ako je L* = 0 tada je
predmet crn, ako je L* = 100 tada je bijel;
e a* - vrijednost moze biti pozitivna ili negativna; ako je pozitivna, tada je rezultat
crvena boja, a ako je negativna tada je rezultat zelena boja;
e b* - vrijednost moZe takoder biti pozitivna ili negativna - ako je pozitivna, rezultat

mjerenja je zuta boja, a ako je negativna tada je rezultat plava boja.

Boja se izrazava u CIE-Lab parametrima kao: L* (bijelo/crno), a* (crveno/zeleno) i b*
(Zuto/plavo) (Slika 14), a prije mjerenja uredaj je potrebno kalibrirati pomocu standardne

bijele keramicke plocice (Maskan, 2001).

L.=100

White

+a

Red

Black

Slika 14 CIE-Lab (ColorCodeHex, 2014)
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3.2.6 Odredivanje specificnog volumena kruha i h/d omjera

Specifi¢ni volumen kruha (g cm3) i omjer h/d odredeni su pomoéu laserskog uredaja Volscan
Profiler (Stabler Micro Systems, Surrey, UK) (Slika 15). Omjer h/d ukazuje na oblik kruha
(visoka vrijednost — loptasti kruh, niska vrijednost — pogacasti kruh). Odreduje se mjerenjem

visine i Sirine sredine vekne kruha i izraunavanjem njihovog omjera.
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Slika 15 Volscan Profiler - uredaj za odredivanje volumena kruha i peciva (Spectrometer
Tecnologies, 2017)
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4. Rezultati i rasprava

Analizom uzoraka frakcija raZi i kruha proizvedenog od dobivenog razenog brasna, u
ovom istraZzivanju detektirano je 16 ergot alkaloida: agroklavin, kanoklavin, ergin,
ergokornin, ergokorninin, ergokristin, ergokristinin, ergokriptin, ergokriptinin, ergometrin,
ergometrinin, ergozin, ergozinin, ergotamin, ergotaminin i paspalna kiselina. Prema EFSA -
inim podacima, najznacajniji detektirani i kvantificirani ergot alkaloidi Cije su koncentracije
trazene za podruéje EU su: ergometrin, ergometrinin, ergozin, ergozinin, ergotamin,
ergotaminin, ergokornin, ergokorninin, ergokriptin, ergokriptinin, ergokristin i ergokristinin.
Limiti detekcije za najznadajnije EA su se kretali od 0,01 do 0,1 ug kg™ dok je LOD za paspalnu
kiselinu 50 pg kg'. Postoji vise publiciranih istraZivanja o pojavnosti ergot alkaloida u
razli¢itim drzavama. Istrazivanjem 34 uzoraka razenog brasna uzorkovanih u Danskoj u
razdoblju od 2000. do 2005. godine detektirano je 10 ergot alkaloida (ergotamin, ergokristin,
ergometrin, ergokornin, ergokriptin i njihovi —inin epimeri) HPLC-FLD metodom. Limiti
detekcije za pojedine spojeve bili su u rasponu 0,2 — 1,1 pg kg2, pri éemu su ergot alkaloidi
otkriveni u 32 od 34 uzorka u prosijeku 46 ug kg do maksimalnih 234 pg kg (Storm i sur.,
2008). Istrazivanje u Svicarskoj, provedeno je na 109 uzoraka kruha, brasna te pripravaka za
dojencad i djecu, koji sadrze psenicu i raz, primjenom HPLC-FLD i HPLC-MS/MS metode.
Detektirano je 16 ergot alkaloida (ergometrin, ergozin, ergotamin, ergokristin, ergostin,
ergokornin, ergokristin, ergokriptin i njihovi —inin epimeri). Limiti detekcije su se kretali do
0,4 do 5 pg kg'l. Najvedéa koncentracija ergot alkaloida detektirana je u razenom brasnu
(maksimalno, 519 ug kg, median 172 pg kg?) i kruhu (maksimalno, 248 pg kg, medijan 87
ug kgt) (Reinhard i sur., 2008). Lauber i sur. su 2005. godine usporedili koncentracije
ukupnih ergot alkaloida u Zitaricama (iz 2003. i 2004. godine) i proizvodima od razi pomocu
HPLC-FLD metode. U uzorcima iz 2003. godine zabiljeZzena je viSa razina ergot alkaloida
(maksimalan sadrzaj 3280 ug kg) nego u uzorcima iz 2004. godine (maksimalan sadrzaj 220
ug kgt), a razlike su bile prisutne zbog razli¢itih klimatskih uvjeta tijekom tih dviju godina,
zbog Cega se preporuca redovita kontrola. Bavarska agencija za zdravlje i sigurnost hrane,
izvijestila je 2006. godine u istrazivanju o sadrzaju ergot alkaloida u raZzenim proizvodima
izmedu 2004. i 2006. godine. Analizirano je 66 uzoraka LC-MS/MS-om, pri ¢emu je
detektirano pet alkaloida (ergometrin, ergokornin, ergokriptin, ergokristin i ergotamin), a
LOQ je iznosio 0,1 — 1,0 ug kg'. Najveda koli¢ina ergot alkaloida odredena je u razenom
kruhu u koncentraciji od 258 pg kg (Burk i sur., 2006). Jo$ jedno njemacko istraZivanje o

sadrZaju ergot alkaloida provedeno je na 58 uzoraka sjemenki razi sakupljenih 2005. godine,
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4. Rezultati i rasprava

pri ¢emu je dobivena prosje¢na koncentracija od 397 pg kg, a najvise je detektirano
ergotamina i ergokristina. Muller i sur. su 2009. godine proveli istraZivanje na 39 uzoraka i
proizvoda od razi (Zetva 2006. i 2007. godine), pri ¢emu je detektirano 12 ergot alkaloida
primjenom HPLC-FLD metode. Najvise alkaloida je odredeno u grubo samljevenoj razi (740
ug kg1), a najznacajniji detektirani ergot alkaloidi su bili ergokristin i ergotamin (EFSA, 2012).
Razine pojedinih EA u frakcijama brasna utvrdene u ovom istraZivanju prikazane su u
Tablicama 1-3, dok je suma svih EA i njihov omjer izmedu frakcija brasna prikazan Slikom 16.

Tablica 1 Koncentracija ergot alkaloida u razenom brasnu / pg kg?

Sifra uzorka brasna 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Agroklavin 13,7 <LOD 3,17 <LOD 132 21,1 <LOD <LOD <LOD <LOD
Kanoklavin 1,44 1,87 6,65 <LOD 17,7 10,8 7,86 16,6 <LOD 3,38

Ergin <LOD <LOD <LOQ <LOD 1,04 <LOQ <LOD 0,46 <LOD <LOQ
Ergokornin <LOD 9,49 21,0 <LOD 21,7 <LOD 5,16 22,6 13,0 15,7
Ergokorninin <LOQ 6,04 11,9 <LOD 11,8 <LOD 2,90 10,2 5,61 8,05
Ergokristin 45,3 39,0 123 <LOQ 365 9,06 45,8 146 <LOD 118
Ergokristinin 20,1 14,8 49,0 1,71 140 3,89 16,6 53,0 <LOD 45,1
Ergokriptin 43,3 28,3 43,7 <LOD 133 <LOD 24,8 94,7 22,3 21,3
Ergokriptinin 29,9 1,99 5,52 <LOD 8,25 <LOD <LOQ 8,67 <LOQ 3,74
Ergometrin <LOQ 64,1 141 <LOD 1456 32,3 141 175 14,7 36,8
Ergometrinin <LOQ 6,8 18,1 <LOD 53,9 2,01 14,5 27,5 1,55 6,21
Ergozin 116 75,2 210 <LOD 398 8,99 75,4 227 45,4 148
Ergozinin 37,5 17,2 48,4 <LOD 190 2,61 17,4 57,0 9,25 37,2
Ergotamin 27,1 14,4 52,8 <LOD 157 3,61 18,1 71,0 <LOD 37,0
Ergotaminin 3,79 2,51 8,13 <LOD 21,8 <LOQ 2,67 9,98 <LOD 6,32
Paspalna kiselina <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Tablica 2 Koncentracija ergot alkaloida u raZzenoj krupici / pg kg™

Sifra uzorka krupice 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Agroklavin 7,08 <LOD 48,6 <LOD 452 23,5 <LOD 48,1 <LOD 235
Kanoklavin 1,87 10,5 18,9 <LOD 49,7 9,61 70,0 54,5 0,84 15,4

Ergin 0,55 0,74 1,87 <LOD 3,13 <LOQ <LOQ 2,13 <LOD 0,59
Ergokornin <LOD 66,5 54,5 <LOD 88,6 <LOD 11,1 82,6 15,9 102
Ergokorninin <LOQ 45,4 36,1 <LOD 55,4 <LOD 7,34 53,4 9,05 58,5
Ergokristin 144 55,6 566 <LOD 981 118 136 552 <LOD 401
Ergokristinin 73,0 29,0 294 2,15 454 59,7 68,3 302 <LOQ 213
Ergokriptin 51,2 270 188 <LOD 550 <LOQ 52,1 324 68,2 122
Ergokriptinin 36,0 14,1 160 <LOD 63,4 <LOQ 4,02 30,3 <LOD <LOD
Ergometrin <LOQ 257 821 <LOD 4459 109 338 782 92,8 126
Ergometrinin 0,65 21,0 78,0 <LOD 130 12,7 43,0 113 10,2 22,1

Ergozin 305 309 906 <LOQ 1445 349 219 1219 214 849
Ergozinin 124 124 256 <LOD 970 96,9 72,0 427 75,5 238
Ergotamin 338 19,0 228 <LOD 481 50,6 57,1 236 <LOD 150
Ergotaminin 540 <LOD 459 <LOD 914 10,2 10,9 49,8 <LOD 26,0
Paspalna kiselina <LOD <LOQ <LOQ <LOD 2909 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 3 Koncentracija ergot alkaloida u posijama raZi / pug kg™

Sifra uzorka posija 1
Agroklavin <LOD
Kanoklavin <LOD

Ergin <LOD
Ergokornin <LOD
Ergokorninin <LOD
Ergokristin 36,0
Ergokristinin 25,1
Ergokriptin <L0Q
Ergokriptinin <L0Q
Ergometrin <LOD
Ergometrinin <LOD
Ergozin 116
Ergozinin 44,4
Ergotamin <LOD
Ergotaminin <LOQ
Paspalna kiselina <LOD
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Slika 16 Koncentracija sume ergot alkaloida u frakcijama mljevenja razi ispitivanih uzoraka

28



4. Rezultati i rasprava

Usporedbom ukupnih EA u frakcijama brasna navise koncentracije su nadene u krupici,
slijede posije dok su najnize koncentracije detektirane u frakciji brasna. Fajarado i suradnici
(1995) su proveli slicno istrazivanje s veéim brojem frakcija meljave pSenice (ukupno 19
frakcija), ali sa slichom raspodjelom rezultata gdje su najviSe koli¢ine nadena u frakciji
krupice (promjer Cestica <1600 um i >250 um, manje kod posija (>1600 um) te najmanje kod
brasna (<250 um). U EFSA-inom izvjeSéu rezultati su prikazani samo kao suma 12
najznacajnijih ergot alkaloida, te je njihova srednja koncentracija u Zitaricama iznosila 227,2
ug kg, srednja koncentracija za raZ kao sirovinu iznosila 3368 ug kg, dok je ona kod
mljevenja razi za ljudsku potrosnju iznosila 198 pg kg (EFSA, 2017). Ukupna koncentracija
ergot alkaloida u brasnu je u rasponu 27,2 — 3192 ug kg!, prosje¢no ima najvise ergometrina
(206 pg kgt), a najmanje ergina (0,16 ug kg?). Sto se tice sadriaja ergot alkaloida u krupici,
raspon iznosi od 27,7 ug kgt do 4358 ug kgt, a takoder najvise ima ergometrina (699 ug kg?)
te najmanje ergina (0,91 pg kgt). U mekinjama je ukupan sadrZaj ergot alkaloida u rasponu
od 25,4 pg kg do 6443 pg kg, s time da najvide ima ergometrina (374,91 pg kgl), a
najmanje ergina (0,24 pg kg!). Navedene koncentracije ergot alkaloida u krupici i mekinjama
u nekim slucajevima prekoracuju preporucene vrijednosti EFSA-e, a one iznose do 500 ug kg

1 za nepreradene Zitarice (EFSA, 2012; 2017).

U Tablici 4 mogu se vidjeti koncentracije pojedinih EA u tijestu za kruh. Najvisa koncentracija
u pojedinog EA u tijestu je bila za ergometrin te je u uzorku 5 ona iznosila 639 ug kg™*. Da bi
se koncentracije EA iz tijesta mogle usporediti s onima u brasnu, potrebno je preracunati na

masu EA po masi brasna u tijestu, za Sto se koristi Formula (1).

C(EA)tijesto m (tijesta)

C(EA)prasno = (1)

m(brasna)

Nakon proracuna i usporedbe razlike ukupnih EA u brasnu i tijestu vidljivo je da se nakon
direktnog postupka zamjesa udio EA smanjuje u prosjeku za 16 % u odnosu na brasno (Slika
17). Takvo smanjenje moguce je zbog vezanja za stani¢nu stijenku kvasaca (Merrill i sur.,
2007), kao sto je slucaj s drugim mikotoksinima (Shetty i Jespersen, 2006), a s obzirom na
ostale mikotoksine moZe se pretpostaviti da se ti vezani EA neée osloboditi u

gastrointestinalnom traktu tijekom probave.
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4. Rezultati i rasprava

Pecenjem fermentiranog tijesta i dobivanjem kruha povecavaju se razine EA zbog promjene
koli¢ine suhe tvari u kruhu u odnosu na tijesto (a ujedno i zbog specificnog omjera kore
naspram meke unutrasnjosti kruha kod malih vekni kruha od 10 g (Shogren i Finney, 1984)).
Druga nespecificna pojava bila je poveéanje koncentracije detektirane paspalne kiseline u
kruhu dok je u tijestu za kruh nije bilo, odnosno njena koncentracija bila je ispod limita
detekcije. Ne postoje druga istraZivanja o prijenosu paspalne kiseline iz brasna u tijesto
odnosno kruh, ali moguée je vezivanje u skrobu slicno kao kod fumonizina (Rychlik i sur.,
2014), dok se pecenjem oslobada iz Skroba. Drugi nacin koji objjasnjava njen nastanak je
enzimatska (Cagno i sur., 2003) i/ili termicka degradacija visih EA koji imaju kompleksniju
strukturu cijepanjem peptidne veze (Ganzle i sur., 2008) na poziciji 8 osnovne strukture
lizergi¢ne kiseline te dobivanje kiselinskog ostatka odnosno paspalne kiseline. Od ostalih EA,
ergometrin je ostao najvisi pojedinaéni EA s detektiranom koncentracijom od 2420 ug kg?,

Sto se vidi u Tablici 5.

Tablica 4 Koncentracija ergot alkaloida u tijestu za kruh od raZzenog brasna proizveden
direktnim postupkom / ug kg

Sifra uzorka tijesta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Agroklavin <LOD <LOD <LOD <LOD 45,6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Kanoklavin <lOD <LOQ 1,13 <LOD 6,15 1,84 0,91 4,32 <LOD 0,63

Ergin <LOD <LOD <LOD <LOD 0,87 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD
Ergokornin <LOD 6,96 6,62 <LOD 8,21 <LOD <LOQ 38,25 4,02 6,60
Ergokorninin <LOD 3,90 4,75 <LOD 5,41 <LOD 0,87 6,53 2,47 3,90
Ergokristin 19,5 23,3 58,2 <LOD 158 <LOQ 11,7 82,7 <LOD 76,4
Ergokristinin 8,24 8,77 21,2 <LOD 66,8 2,05 3,97 34,0 <LOD 30,6
Ergokriptin 22,3 15,5 209 <LOD 550 <LOD 7,47 34,9 7,05 13,6
Ergokriptinin 13,0 <LOQ 3,06 <LOD 3,83 <LOD <LOD 3,16 <LOD <LOQ
Ergometrin <LOD 25,4 49,9 <LOD 639 14,2 39,9 108 <LOQ 22,4
Ergometrinin <LOD 5,02 8,50 <LOD 64,5 0,91 6,47 17,8 0,72 3,58
Ergozin 16,3 14,5 26,9 <LOD 67,3 <LOQ 7,66 4838 5,17 31,8
Ergozinin 11,5 10,2 19,0 <LOD 47,4 1,86 5,41 34,3 3,67 22,4
Ergotamin 8,80 7,27 15,3 <LOD 54,3 <LOQ <LOQ 28,1 <LOD 10,8
Ergotaminin 1,35 <LOD 3,35 <LOD 10,8 <LOD <LOD 6,07 <LOD 3,48
Paspalna kiselina <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 5 Koncentracija ergot alkaloida u kruhu od razenog brasna proizvedenom direktnim
postupkom / pg kg

Sifra uzorka kruha 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Agroklavin <LOD <LOD <LOD <LOD 126 469 <LOD <LOD <LOD <LOD
Kanoklavin 0,46 <LOQ 4,02 <LOD 10,2 5,00 3,74 9,03 <LOD 0,99

Ergin 0,84 1,33 3,50 <LOD 5,35 0,48 0,87 4,12 <LOQ 0,72
Ergokornin <LOD 6,09 7,50 <LOD 10,2 <LOD <LOQ 8,18 4,09 4,77
Ergokorninin <L0Q 4,75 6,14 <LOD 8,97 <LOD 2,18 8,09 2,96 3,97
Ergokristin 22,3 26,2 55,5 <LOD 179 7,55 19,5 83,5 <LOD 37,2
Ergokristinin 14,8 15,2 354 <LOD 107 4,55 12,8 49,3 <LOD 24,2
Ergokriptin 21,4 12,7 15,5 <LOD 73,2 <LOD 13,1 45,4 6,67 8,29
Ergokriptinin 20,8 <LOQ 2,86 <LOD 9,28 <LOD <LOQ 5,71 <LOD <LOQ
Ergometrin 9,29 135 463 <LOD 2420 54,6 381 688 23,4 89,6
Ergometrinin <L0Q 4,32 10,2 <LOD 37,8 1,18 9,78 16,3 0,61 2,76

Ergozin 27,4 15,1 37,1 <LOD 85,8 6,98 15,0 55,6 7,77 19,6
Ergozinin 19,3 10,6 26,1 <LOD 60,3 4,93 10,6 39,1 5,49 13,8
Ergotamin 8,95 6,28 18,5 <LOD 56,6 3,56 6,20 27,8 <LOD 9,69
Ergotaminin 1,83 1,55 4,92 <LOD 14,3 1,01 1,37 7,87 <LOD 2,25
Paspalna kiselina <LlOD <LOQ 2061 <LOD 5022 <LOQ <LOQ 3108 <LOD <LOQ
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4. Rezultati i rasprava

Indirektnim postupkom zamjesa tijesta zabiljeZzeno je nesto slabije smanjenje ukupnih
EA Sto se vidi u Tablici 6 i na Slici 15 te je ono iznosilo u prosjeku 14 %, Sto nije znacajno
razli¢ito u odnosu na direktni postupak zamjesa. Ergometrin je ostao EA s najviSom
koncentracijom u tijestu, i vrlo visok u kruhu, dok je situacija s paspalnom kiselinom ista kao
kod direktnog postupka zamjesa. Povecanje koncentracije paspalne kiseline je u slucaju
indirektnog postupka bilo nesto niZe te je iznosilo maksimalnih 2423 pg kg (Tablica 7).
Koncentracija ukupnih ergot alkaloida utvrdena kod tijesta proizvedenog direktnim i
indirektnim postupkom pokazuje viSe koncentracije kod tijesta proizvedenog direktnim
postupkom (304 ug kg?) nego kod tijesta proizvedenog indirektnim postupkom (262 pg kg).
Stoga se moze pretpostaviti da je kod produljene fermentacije (indirektnog postupka
zamjesa) doslo do vezanja ergot alkaloida za stanice kvasca (Pfiliegler i sur., 2015.) ili
laktobacila (Franco i sur., 2011.), kao Sto je potvrdeno za druge mikotoksine (Karlovsky i sur.,
2016). Drugi moguci razlog je da je doslo do vezanja ergot alkaloida u Skrobnu strukturu i
maskiranja na sli¢an nacin kao kod fumonizina (Bryta i sur., 2014; Berthiller i sur., 2013). Na
Slici 19 prikazan je reprezentativni kromatogram sa svih 16 detektiranih EA u realnom

uzorku.

Tablica 6 Koncentracija ergot alkaloida u tijestu za kruh od razenog brasna proizvedenom
indirektnim postupkom / ug kg!

Sifra uzorka tijesta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Agroklavin <LOD <LOD <LOD <LOD 47,4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Kanoklavin <LOD <LOD 2,07 <LOD 5,77 0,92 2,62 5,65 <LOD <LOD

Ergin <LOD <LOD <LOD <LOD 0,42 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD
Ergokornin <LOD 4,08 5,73 <LOD 8,81 <LOD <LOQ 6,23 5,79 4,54
Ergokorninin <LOD 3,30 459 <LOD 555 <LOD 1,74 5,77 3,88 2,93
Ergokristin 18,6 24,5 58,2 <LOD 170 <LOQ 259 86,5 <LOD 39,5
Ergokristinin 8,89 9,45 28,3 <LOD 70,3 1,62 11,7 38,8 <LOD 17,4
Ergokriptin 26,5 12,1 13,4 <LOD 56,3 <LOD 115 38,4 9,26 8,97
Ergokriptinin 16,4 <LOQ <LOQ <LOD 3,69 <LOD <LOQ 5,21 <LOQ <LOQ
Ergometrin <L0Q 30,4 83,7 <LOD 469 7,94 90,4 100 6,76 18,1
Ergometrinin <lOD 3,51 14,4 <LOD 454 0,74 12,4 21,8 0,84 3,60

Ergozin 24,3 12,4 353 <LOD 619 <LOQ 15,0 48,7 5,56 20,2
Ergozinin 17,1 8,72 24,9 <LOD 43,5 1,38 10,6 34,2 3,94 14,2
Ergotamin 11,6 6,73 12,8 <LOD 46,1 <LOD 7,44 23,4 <LOD 6,74
Ergotaminin <LOD 1,30 578 <LOD 9,64 <LOD 2,14 8,41 <LOD <LOD
Paspalna kiselina <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

32



4. Rezultati i rasprava

Tablica 7 Koncentracija ergot alkaloida u kruhu od razenog brasna proizvedenim indirektnim
postupkom / pg kg?

Sifra uzorka kruha 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Agroklavin <LOD <LOD <LOD <LOD 75,5 1,75 <LOD <LOD <LOD <LOD
Kanoklavin <L0Q 0,85 2,98 <LOD 8,72 3,85 3,07 7,19 <LOD 1,47
Ergin <L0Q 0,57 1,68 <LOD 2,47 <LOQ <LOQ 2,20 <LOD 0,84
Ergokornin <LOD 5,03 8,82 <LOD 7,79 <LOD <LOQ 9,71 4,10 7,75
Ergokorninin <L0Q 3,94 6,79 <LOD 6,39 <LOD 2,14 9,46 3,38 6,12
Ergokristin 20,6 24,1 73,8 <LOD 179 <LOQ 20,3 90,6 <LOD 69,3
Ergokristinin 12,2 13,1 44,1 <LOD 914 2,44 11,4 52,5 <LOD 39,1
Ergokriptin 23, 14,6 19,4 <LOD 51,0 <LOD 9,81 40,1 7,15 12,5
Ergokriptinin 19,1 <LOQ 3,09 <LOD 5,88 <LOD <LOQ 6,72 <LOQ 2,78
Ergometrin <L0Q 73,5 200 <LOD 1129 29,3 180 335 12,4 83,3
Ergometrinin <LOQ 4,85 14,1 <LOD 40,2 0,95 10,3 21,4 0,89 4,47
Ergozin 23,8 14,3 49,0 <LOD 66,2 <LOQ 14,8 61,2 6,86 38,7
Ergozinin 16,7 10,1 34,5 <LOD 46,6 1,77 10,4 43,0 4,85 27,2
Ergotamin 12,8 4,03 22,0 <LOD 46,2 <LOQ 5,51 26,6 <LOD 14,6
Ergotaminin 1,87 1,20 6,28 <LOD 13,9 <LOQ 1,05 9,55 <LOD 4,73

Paspalna kiselina <LOD <LOD <LOQ <LOD 2423 <LOD <LOD 2003 <LOD <LOQ
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Slika 17 Redukcija ergot alkaloida iz razenog brasna u tijestu za kruh nakon direktnog i
indirektnog postupka
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Slika 18 Usporedba koncentracije ukupnih ergot alkaloida u kruhu od razenog brasna
pripremljenom direktnim i indirektnim zamjesom
Usporedbom koncentracija ukupnih EA u kruhu nakon direktnog i indirektnog zamjesa moze
se vidjeti da se direktnim postupkom zamjesa vise EA zadrzava u finalnom proizvodu i to u
prosjeku 36 % (Slika 18). Vedéa redukcija ukupnih EA indirektnim postupkom zamjesa
vjerojatno je rezultat produljene fermentacije i kontakta sa stanicnom stijenkom kvasaca i

laktobacila koji mogu vezati i imobilizirati velik broj mikotoksina (Shetty i Jespersen, 2006).
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Slika 19 Primjer kromatograma uzorka razi kontaminiranog ergot alkaloidima
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4. Rezultati i rasprava

4.1 TEKSTURALNA SVOISTVA
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Slika 20 Cvrstoca (prikazani podaci su srednja vrijednost + standardna devijacija; vrijednosti oznacene istim
slovima nisu statisticki znacajno razli¢ite (p<0,05) prema analizi varijance)
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Slika 21 Elasti¢nost (prikazani podaci su srednja vrijednost + standardna devijacija; vrijednosti oznacene
istim slovima nisu statistic¢ki znacajno razli¢ite (p<0,05) prema analizi varijance)
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Slika 23 Otpor Zvakanju (prikazani podaci su srednja vrijednost * standardna devijacija; vrijednosti
oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razlicite (p<0,05) prema analizi varijance)

Slika 22 Kohezivnost (prikazani podaci su srednja vrijednost + standardna devijacija; vrijednosti oznacene

36



4. Rezultati i rasprava

4.2 SPECIFICNI VOLUMEN | OMIJER h/d
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Slika 24 Specifi¢ni volumen (prikazani podaci su srednja vrijednost # standardna devijacija; vrijednosti
oznacene istim slovima nisu statisti¢ki znacajno razlicite (p<0,05) prema analizi varijance)
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Slika 25 Omjer h/d (prikazani podaci su srednja vrijednost * standardna devijacija; vrijednosti oznacene
istim slovima nisu statisticki znacajno razlicite (p<0,05) prema analizi varijance)
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4. Rezultati i rasprava

4.3 ODREDIVANIE BOJE SREDINE KRUHA
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Slika 26 L* vrijednost sredine kruha (prikazani podaci su srednja vrijednost + standardna
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Slika 27 a* vrijednost sredine kruha (prikazani podaci su srednja vrijednost + standardna devijacija;
vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razlicite (p<0,05) prema analizi varijance)
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Slika 28 b* vrijednost sredine kruha (prikazani podaci su srednja vrijednost + standardna devijacija;
vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razlicite (p<0,05) prema analizi varijance)
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Slika 29 L* vrijednost kore kruha (prikazani podaci su srednja vrijednost + standardna devijacija;
vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razlicite (p<0,05) prema analizi varijance)
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Slika 30 a* vrijednost kore kruha (prikazani podaci su srednja vrijednost + standardna devijacija;
vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razlicite (p<0,05) prema analizi varijance)
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4. Rezultati i rasprava

Prema prethodnim dijagramima moze se vidjeti slijedece:

e (vrstoca se znatno razlikuje izmedu razenog kruha proizvedenog direktnim i
indirektnim postupkom, odnosno izmedu kruha bez starter kulture (3079,0 g) i onog s
kiselim tijestom (1638,8 g). Kruh s kiselim tijestom ima manju ¢vrsto¢u (manja je
visina prvog pika), $to je rezultat aktivacije proteolitickih enzima - cerealne proteaze
(razgraduju gluten) koja omeksava tijesto (Cagno i sur., 2003);

e na svojstvo elasti¢nosti kiselo tijesto ne utjeCe zna¢ajno, odnosno nema vece razlike
izmedu tijesta proizvedenog direktnim postupkom (omjer povrsine ispod krivulje
tijekom prve kompresije i prve dekompresije: 0,915) i indirektnim postupkom (omjer
povrsine ispod krivulje tijekom prve kompresije i prve dekompresije: 0,919). S
obzirom da razeno brasno daje kruh s neelastichom sredinom, upravo zato je u
istrazivanju primijenjeno i kiselo tijesto, Ciji je primarni efekt poveéanje enzimske
aktivnosti, odnosno povedanje elasti¢nosti kruha. No, u ovom slucaju ta razlika nije
znacajna, Sto se moZe pripisati nepovoljnom pH;

e u prosjeku, kohezivnost se takoder ne razlikuje znatno izmedu tijesta proizvedenog
indirektnim i direktnim postupkom (indirektni postupak: omjer povrsina ispod drugog
i prvog pika: 0,527; direktni postupak: omjer povrsina ispod drugog i prvog pika:
0,544);

e kod otpora Zvakanju izmjerena je znacajna razlika izmedu navedena dva postupka,
otpor Zvakanju je znacajno veéi kod tijesta proizvedenog direktnim postupkom
(1494,2 g) nego kod kiselog tijesta 788,3 g);

e kiselo tijesto ne utjece znacajno na specifi¢ni volumen (direktni postupak: 1,34 cm3 g
1 indirektni postupak: 1,35 cm? g1), $to ovisi o kiselosti kiselog tijesta — $to je pH
manji, ukupna kiselost raste, a to dovodi do proteoliticke razgradnje glutena i takav
kruh ima manji volumen. No, ukoliko se primjenjuje kiselo tijesto srednje kiselosti, to
povoljno utjee na sposobnost zadrZavanja plina u tijestu, a time i na volumen kruha
(Maleki i sur., 1979). Kiselo tijesto bi ipak trebalo znacajnije utjecati na povecéanje
volumena konacnog proizvoda;

e na omjer h/d kiselo tijesto utjece u manjoj mjeri (direktni postupak: 1,28, indirektni

postupak a: 1,20);
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4. Rezultati i rasprava

L* vrijednosti boje sredine kruha proizvedenog direktnim postupkom su u prosijeku
manje u odnosu na vrijednosti proizvedenog indirektnim postupkom (direktni
postupak: 56,87; indirektni postupak: 59,58), sto ukazuje na svijetliju boju sredine
kruha proizvedenog indirektnim postupkom;

a* vrijednosti boje sredine kruha proizvedenog direktnim postupkom su u prosjeku
viSe nego kod kruha proizvedenog indirektnim postupkom (direktni postupak: 2,77;
indirektni postupak: 2,57);

b* vrijednosti boje sredine kruha proizvedenog direktnim postupkom su u prosjeku
znacajno vise nego kod kruha proizvedenog indirektnim postupkom (direktni
postupak: 18,03; indirektni postupak: 17,05);

L* vrijednosti boje kore kruha proizvedenog direktnim postupkom su u prosijeku
manje u odnosu na vrijednosti proizvedenog indirektnim postupkom (direktni
postupak: 63,89; indirektni postupak: 68,88);

a*vrijednosti boje sredine kruha proizvedenog direktnim postupkom su u prosjeku
viSe nego kod kruha proizvedenog indirektnim postupkom (direktni postupak: 4,35;
indirektni postupak: 2,70);

b* vrijednosti boje sredine kruha proizvedenog direktnim postupkom su u prosjeku
znacajno vise nego kod kruha proizvedenog indirektnim postupkom (direktni

postupak: 20,44; indirektni postupak: 17,37).
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5 ZAKLUCCI



5. Zakljucci

Na temelju rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljededéi zakljucci:

1. U 10 razlicitih uzoraka razenog brasna detektirano je 16 ergot alkaloida, od kojih je
najveca prosje¢na koncentracija ergometrina (206 pg kg'), a najmanja ergina (0,16
ug kg).

2. Najveca prosjecna ukupna koncentracija ergot alkaloida izmjerena je u krupici (2769
ug kgl), zatim u mekinjama (1080 ug kg?), dok je najmanja izmjerena u brasnu (677
ug kg).

3. Ukupna prosjecna koncentracija ergot alkaloida izmjerena kod tijesta proizvedenog
direktnim postupkom je veda (305 pg kg') nego kod tijesta proizvedenog indirektnim
postupkom (263 ug kg?).

4. Kod kruha je zabiljezeno poveéanje koncentracije ergot alkaloida u oba postupka
pripreme (kruh - direktna fermentacija: 1677 pg kg%, kruh — indirektna fermentacija:
868 ug kg?).

5. Usporedbom sume EA, indirektni postupak se pokazao boljim izborom zbog 36 %
manje prosjecne koncentracije ukupnih EA u kruhu od razenog brasna u u odnosu na
direktni postupak pripreme kruha.

6. Kiselo tijesto (indirektni postupak) znacajno utje¢e na cvrstocu, otpor zvakanju i
omjer h/d, dok na elasti¢nost, kohezivnost i specificni volumen ne utjece znacajno u
odnosu na tijesto proizvedeno direktnim postupkom.

7. Dodatak kiselog tijesta (indirektni postupak) daje tamniju sredinu kruha u odnosu na

kruh proizveden direktnim postupkom.
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