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Izvod

U okviru rada je procenjena pojava TA u 71 prehrambenom proizvodu. Analiza
je obuhvatila 18 uzoraka kukuruznog flipsa, 12 kukuruza kokicara, 16 kukuruza i
25 uzoraka kukuruzne krupice iz prodavnica na teritoriji grada Beograda i Novog
Sada tokom 2019. i 2020. godine. Ukupno 61,97% uzoraka ima detekcije atropina
i skopolamina ispod limita kvantifikacije. Procentualni udeo detekcija tropanskih
alkaloida iznad limita kvantifikacije, koji mogu da imaju negativan efekat na zdrav-
lje ljudi i Zivotinja, iznosi 29,57%. Detekcije atropina i skopolamina su izjednacene
po broju uzoraka kukuruznog flipsa, kukuruza kokicara i kukuruza, dok je sedam
uzoraka kukuruzne krupice sadrzavalo atropin, a Sest skopolamin. Najvise srednje
koncentracije atropina i skopolamina su detektovane u kukuruznoj krupici, zatim u
kukuruzu kokicaru, potom u kukuruzu, a najnize u kukuruznom flipsu.

Kljuéne reéi: atropin, skopolamin, prehrambeni proizvodi, LC-MS/MS
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Pod pojmom alkaloidi se podrazumevaju biomolekuli koji imaju najmanje jedan
atom azota u heterocikliénom prstenu. Alkaloidi koji poseduju bicikli¢ni amin sa
pirolidinskim i piperidinskim prstenom sa zajedni¢kim atomom azota predstavlja-
ju tropanske alkaloide (Mehrotra i sar., 2021). Tropanski alkaloidi (TA), kojih je
do sada otkriveno preko tri stotine (Huang i sar., 2021), su sekundarni metaboliti
izvedeni iz acetoacetata i ornitina, sa pirolinima u svojstvu prekursora (Petrovié¢
i sar., 2021). Botanicke familije u kojima se tropanski alkaloidi najceSce javljaju
podrazumevaju: Apocynaceae, Brassicaceae, Convolvulaceae, Erythroxylaceae,
Fabaceae, Moraceae, Olacaceae, Phyllanthaceae, Proteaceae, Rhizophoraceae i
Solanaceae (Huang i sar., 2021). Tropanski alkaloidi se vezuju kako za biljke koje
se koriste u ishrani, kao $to su: ren, repa, kineski kupus, rukola, rotkvica, bela i crna
slacica, batat, dud, paprika, paradajz, patlidzan i krompir, tako i za korovske vrste
koje se javljaju u usevima poput: lanika, njivskog poponca, velebilja, obi¢ne tatule,
obi¢ne pomocnice i bunike (Mulder i sar., 2016).

Naime, do kontaminacije useva i njihovih proizvoda najve¢im delom dolazi
posredstvom korovskih biljaka koje se javljaju u usevima. Razligiti biljni delovi
korova, poput semena, se meSaju sa usevom prilikom Zetve i na taj nacin, kao slu-
¢ajne necistoce, postaju izvor kontaminacije tropanskim alkaloidima u, na primer,
usevima kukuruza, suncokreta i heljde, kao i u njihovim proizvodima (Vukovic¢ i
sar., 2020). Medutim, ¢injenicu da i dalje ne znamo koji sve proizvodi mogu da
predstavljaju potencijalni rizik usled prisustva tropanskih alkaloida potvrduje naj-
novije istrazivanje Lamp i sar. (2021). Njihovo eksperimentalno istraZivanje je prvi
put predstavilo transfer tropanskih alkaloida iz hraniva u kravlje mleko, pri c¢emu je
utvrdeno da je 279 pg/kg telesne mase najveca moguca subklinicka doza.

Najznacajniji izvor tropanskih alkaloida predstavlja familija Solanaceae sa svo-
jim rodovima Atropa, Datura i Hyoscyamus (Vukovi¢ i sar., 2020).

Najpoznatiji tropanski alkaloidi su atropin i skopolamin, snazni antimuskarinski
agensi, dok su toksi¢ni efekti drugih tropanskih alkaloida i kalistegina jo$ uvek naj-
ve¢im delom nepoznati (Mulder i sar., 2016). Atropin, koji je racemska smesa |- i
d-hiosciamina (Jandri¢, 2011), prvi put je izolovan 1833. godine iz visegodisnje ze-
ljaste vrste Atropa belladonna, skopolamin je izolovan iz vrste Scopolia japonica, a
kokain iz Erythroxylum coca. Na osnovu hemijske degradacije i sinteze Willstétter
je objasnio glavne strukture atropina i kokaina, Sto je dovelo do prepoznavanja tro-
panskih alkaloida kao nove grupe alkaloida (Huang i sar., 2021).

Zakonska regulativa u EU. Prilikom analize prisustva tropanskih alkaloida u
razli¢itim proizvodima neophodno je da se najpre ispita prisustvo atropina i skopo-
lamina. Ukoliko postoji moguénost mogu da se analiziraju i enantiomeri hioscia-
mina, kao i prisustvo drugih TA (EFSA, 2013). Akutna referentna doza za atropin i
skopolamin prema Evropskoj agenciji za bezbednost hrane (European Food Safety
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Authority — EFSA) iznosi 0,016 ng/kg telesne mase. S obzirom da maksimalne
dozvoljene kolicine rezidua tropanskih alkaloida u hrani i hranivima u nasoj zemlji
nisu ustanovljene, sve detektovane vrednosti vece od limita kvantifikacije (LOQ)
¢ine proizvode u kojima su detektovani nepogodnim za konzumiranje.

Postupak utvrdivanja prisustva TA obuhvata nekoliko koraka:

1. Da bi se dobili reprezentativni uzorci za analizu drzave ¢lanice treba da se
pridrzavaju postupaka uzorkovanja propisanih Uredbom Komisije (EC) 401/2006.

2. Metoda analize koja se koristi za utvrdivanje prisustva TA je te¢na hroma-
tografija sa masenom ili tandem masenom spektrometrijom (LC-MSD ili LC-MS/
MS). U slucaju da ova hromatografska tehnika nije dostupna primenjuje se gasna
hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC-MSD).

3. Limit kvantifikacije za atropin i skopolamin ne sme da bude iznad 5 pg/kg,
odnosno 10 pg/kg u slucaju poljoprivrednih proizvoda, ukljucujuci ¢ajeve i suple-
mente u ishrani. Takode, limit kvantifikacije za gotovu hranu treba da bude ispod
2 ng/kg, a za hranu na bazi zitarica namenjenu za decu i odojcad ispod 1 pg/kg.

4. Drzave ¢lanice, uz aktivno uceSce poljoprivrednih porizvodaca bi trebale da
ustanove kakvi poljoprivredni uslovi pogoduju pojavi tropanskih alkaloida u hrani,
i da definiSu one koji dovode do znacajnih nivoa TA u poljoprivrednim proizvodi-
ma (Commission Recommendation (EU) 2015/976).

Pojava tropanskih alkaloida u hrani u EU. Prema izveStaju EFSA (2016),
pripremljenog od strane Mulder i sar. (2016), analizirano je ukupno 1709 uzoraka
biljnih prehrambenih proizvoda, uglavnom proizvedenih u Evropi, na sadrzaj TA.
Prikupljeni su uzorci, od kojih 27,4% dolazi iz organske proizvodnje iz malopro-
dajnih prodavnica, koji su uzorkovani u periodu od juna 2015. do avgusta 2016.
godine, u devet evropskih zemalja (Ceéka, Francuska, Nemacka, Madarska, Italija,
Holandija, Poljska, Spanija, Velika Britanija). Uzorci su analizirani na prisustvo
24 TA. Od ukupno 1709 uzoraka, 268 je predstavljalo jednokomponentna brasna
(heljda, proso, kukuruz), 260 namirnice na bazi zitarica za malu decu uzrasta 6-36
meseci (zZitarice za dorucak, keksovi i ostale namirnice na bazi Zitarica), 219 Zita-
rice za dorucak, 164 keksove i peciva, 114 hlebove, 81 testenine, 121 suve (biljne)
cajeve, a 78 mahunarke i meSavine za meSanje. Uzorci analizirani na prisustvo 6
kalistegina su se sastojali od 308 uzoraka krompira, 90 patlidZzana i 6 uzoraka pa-
pri¢ica. Svi uzorci su analizirani LC-MS/MS metodom.

LOQ vrednosti za razlicite grupe proizvoda, u zavisnosti od vrste TA, iznosile
su 0,0067-0,0333 mg/L za infuziju ¢aja, 0,5-5 mg/kg za uzorke na bazi Zitarica,
biljni ¢aj i proizvode od povréa, odnosno 1-2,5 mg/kg za krompir i patlidzan.

Jedan ili vise TA je detektovano u 21,3% jednokomponentnog brasna, 20,0%
hrane na bazi zitarica za decu uzrasta 6-36 meseci, 6,8% Zitarica za dorucak, 14,6%
keksova i peciva, 15,8% hlebova, 70,2% suvog (biljnog) ¢aja, 26,2% mahunarki i
meSavina, 100% krompira i 92,7% patlidzana. U testeninama nisu otkriveni TA.
Najveca srednja koncentracija TA otkrivena je u obrocima na bazi zitarica za decu
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(130,7 pg/kg), dok je maksimalna koncentracija utvrdena u uzorku susenog biljnog
¢aja (4357,6 ng/kg). Atropin i skopolamin su bili najceSce detektovani TA sa mak-
simalnom zbirnom koncentracijom od 428,5 pg/kg u susenom biljnom caju.

Prisustvo tropanskih alkaloida u pojedinim poljoprivrednim i prehrambe-
nim uzorcima u Srbiji. U okviru istrazivanja, analizirano je 71 uzoraka prikuplje-
nih iz prodavnica na teritoriji grada Beograda i Novog Sada tokom 2019. i 2020.
godine. Ukupno je analizirano 18 uzoraka kukuruznog flipsa, 12 kukuruza kokica-
ra, 16 kukuruza i 25 uzoraka kukuruzne krupice.

Analiza uzoraka je izvedena validovanom LC-MS/MS metodom opisanom u
radu Vukovic¢ i sar. (2018). LOQ vrednost atropina i skopolamina iznosi 2 pg/kg, Sto
je u skladu sa propisanim normama Commission Recommendation (EU) 2015/976.

Ukupno 61,97% uzoraka ima detekcije atropina i skopolamina ispod LOQ.
Procentualni udeo detekcija TA iznad limita kvantifikacije, koji mogu da imaju
negativan efekat na zdravlje ljudi i Zivotinja, iznosi 29,57%. Detekcije atropina i
skopolamina su izjednacene po broju uzoraka kukuruznog flipsa, kukuruza kokica-
ra i kukuruza, dok je sedam uzoraka kukuruzne krupice sadrzavalo atropin, a Sest
skopolamin. Graficki prikazi analiziranih uzoraka prikazani su na graficima 1-4.

Grafik 1. Analizirani uzorci kukuruznog flipsa
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Grafik 2. Analizirani uzorci kukuruza kokicara

Grafik 3. Analizirani uzorci kukuruza
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Grafik 4. Analizirani uzorci kukuruzne krupice

Detektovane vrednosti atropina iznad LOQ u uzorcima kukuruznog flipsa su se
kretale od 1,03 do 1,58 pg/kg, dok su vrednosti koncentracija skopolamina bile u
intervalu od 0,29 do 0,47 ug/kg. NajniZe detektovana vrednost atropina u kukuruzu
kokicaru je bila 5,3 pg/kg, dok je najvisa koncentracija ovog tropanskog alkaloida
iznosila 28 pg/kg. Koncentracije skopolamina u kukuruzu kokicaru su se kretale
od 5,3 ng/kg do 6,3 pg/kg. Atropin detektovan u kukuruzu se kretao od 2,7 do 18,8
ng/kg, dok je skopolamin bio prisutan u intervalu od 1,94 do 6,3 ng/kg. Kukuruzna
krupica je matriks u kojem su detektovane izuzetno visoke koncentracije atropina
sa maksimalnom detekcijom od 58,8 pg/kg i najnizom vrednoséu od 1,2 ug/kg. Ta-
kode su detektovane visoke koncentracije skopolamina koje su dostizale vrednost
od 10,2 ug/kg, sa najnizom koncentracijom nesto iznad LOQ, odnosno 1,1 ug/kg.
Vrednosti navedenih detekcija su prikazane na grafiku 5.
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Grafik 5. NajniZe i najviSe detekcije tropanskih alkaloida u uzorcima

Graficki prikaz jasno ukazuje na maksimalne detekcije oba tropanska alkalo-
ida u kukuruznoj krupici, zatim u kukuruzu kokicaru. NeSto nize koncentracije
su pronadene u kukuruzu, dok je kukuruzni flips matriks sa najnizim detekcijama
atropina i skopolamina.

Negativan uticaj TA na zdravlje ljudi. Najznacajnija korovska vrsta koja se
javlja kao kontaminant useva tropanskim alkaloidima je obi¢na tatula (Datura stra-
monium) za koju je utvrdeno da, pored dominantnih atropina i skopolamina, sadrZi
jo$ najmanje 67 razlicitih tropanskih alkaloida. Pacovi koji su hranjeni osusenim
semenom tatule su pokazali, srazmerno primenjenoj dozi, smanjen prirast telesne
teZine, povecanje relativne teZine testisa kod muZjaka, kao i povecanje relativne
teZzine mozga i jetre kako kod muzjaka, tako i kod zenki. Ocigledni efekti su zabe-
lezeni i u grupi izloZenoj najmanjim dozama hiosciamina/skopolamina (0,81-1,45
mg/kg telesne mase/dan — muZjaci, 1,08-1,63 mg/kg telesne mase/dan — Zenke).
Sa druge strane, pri oralnoj dozi atropina od 10 do 20 ug/kg telesne mase, kao i u
slu¢aju skopolamina pri unosu 4-15 pg/kg telesne mase, u ljudskoj populaciji je
doslo do inhibicije sekrecije pljuvacke i promena sréane frekvencije kod odraslih.
Ispitivanje koje je podrazumevalo ishranu volontera zgancima od kuvane heljde,
koji su sadrzavali 0,32-32,45 pg/kg telesne mase atropina i 0,16-16,22 pg/kg tele-
sne mase skopolamina, zabelezilo je, do cetiri sata nakon ingestije, kvantitativne
promene u pogledu telesne temperature (nije utvrdena zavisnost od doze), sréanog
ritma, pljuvacne sekrecije, sekrecije znoja i veli¢ine zenica (efekti za koje je utvr-
dena zavisnost od doze), kao i subjektivne simptome u vidu pospanosti, ataksije,
glavobolje, muénine i sl. Inhibicija sekrecije pljuvacke i sréane frekvencije okarak-
tracijama atropina i skopolamina. Sto se ti¢e same sréane frekvencije interesantna
je paradoksalna ¢injenica da su niske koncentracije atropina i skopolamina dovele
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do usporavanja sréanog ritma (3,24 pg/kg telesne mase, 1,54 nug/kg telesne mase —
prilagodena vrednost zbog gubitka tropanskih alkaloida prilikom pripreme hrane),
dok su ga visoke koncentracije ubrzale (32,45 pg/kg telesne mase, 15,41 pg/kg
telesne mase — prilagodena vrednost). Najniza ispitivana koncentracija nije ispolji-
la efekat na postprandijalnu sekreciju pljuvacke, dok su doze >3,24 pg/kg telesne
mase dovele do njene znacajne redukcije. Pri dozama >9,73 pg/kg telesne mase
(4,62 ng/kg telesne mase — prilagodena vrednost) je zabelezeno statisticki znacajno
smanjenje sekrecije znoja, kao i izrazenije prijavljivanje subjektivnih simptoma
poput suvih usta, pospanosti i ataksije, dok su pri najvec¢oj dozi (32,45 pg/kg tele-
sne mase; 15,41 ng/kg telesne mase — prilagodena vrednost) utvrdeni ubrzan rad
srca i midrijaza (proSirene zenice). Isto istrazivanje je utvrdilo redukciju sadrzaja
tropanskih alkaloida tokom kuvanja heljde (58% u sluc¢aju atropina i 37% u slucaju
skopolamina) (FAO i WHO, 2020). Medutim, Adamse i van Egmond (2010) su
utvrdili da su tropanski alkaloidi u ispecenom hlebu bili prisutni sa 72-100% od ini-
cijalnog sadrzaja u pSeni¢nom brasnu kontaminiranom semenima D. stramonium.

Najnoviji incident u vezi sa kontaminacijom obi¢nom tatulom prijavljen je u
Ugandi 2019. godine. Tada se 315 ljudi razbolelo, dok je petoro preminulo, nakon
konzumacije brasna od zitarica i soje “Super Cereal” za koje je utvrdeno da je kon-
taminirano TA usled prisustva semena D. stramonium (Abia i sar., 2020).

lako su TA strukturno dosta sli¢ni usled postojanja tropanskog prstena, njihovi
farmakoloski efekti se razlikuju. Naime, kokain i skopolamin/hiosciamin mogu da
predu krvno-mozdanu barijeru i dovedu do halucinacija i psihoaktivnih efekata u
zavisnosti od doze, pa ¢ak i smrti, dok kod kalistegina takvi efekti izostaju zbog
nesposobnosti da predu krvno-mozdanu barijeru usled izrazene hidrofilnosti i po-
larnosti. Efekti kokaina se manifestuju u sinaptickoj pukotini usled njegove spo-
sobnosti da blokira “reuptake”, odnosno povratak, iliti ponovan unos dopamina,
noradrenalina i serotonina, dok se atropin i skopolamin ponasaju kao kompetitivni
antagonisti muskarinskih receptora (Kohnen-Johannsen i Kayser, 2019). Atropin,
skopolamin i hiosciamin se lako apsorbuju iz gastrointestinalnog trakta, potom se
brzo distribuiraju u tkiva, nakon ¢ega se pretezno izlucuju putem urina. Njihov
metabolic¢ki put kod ljudi podrazumeva N-demetilaciju i konjugaciju. Farmako-
loski efekti skopolamina i hiosciamina se ispoljavaju nedugo nakon unoSenja. Kod
eksperimentalnih zivotinja toksikoloski efekti TA umnogome podrazumevaju pro-
Sirene zenice i neurobihejvioralne efekte. Kod ljudi periferni antimuskarinski efek-
ti uglavnom podrazumevaju, izmedu ostalog, smanjenu sekreciju iz pljuvacnih,
bronhijalnih i znojnih Zlezda, proSirenost i paralizu akomodacije zenica, promene
sréane frekvencije, inhibiciju mikturicije i inhibiciju sekrecije zeludacne kiseline
(Mulder i sar., 2016).
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UMESTO ZAKLJUCKA

Slededi korak koji treba da se uradi od strane EU je analiza velikog broja uzora-
ka, odnosno prehrambenih proizvoda, koja ¢e obuhvatiti ne samo uzorke iz zemalja
¢lanica, vec i one iz zemalja van EU, kako bi se procenile godiSnje i regionalne
razlike u vezi sa detekcijama TA.

Na osnovu dostupnih izveStaja EU, moZe se zakljugiti da ¢e se u narednom pe-
riodu proSiriti ispitivanja pojave tropasnkih alkaloida na:

- hranu na bazi Zitarica namenjenu bebama, maloj deci i odraslima;

- preradenu hranu i brasno na bazi heljde i prosa;

- konzervirano i smrznuto povrcée sa velikim udelom boranije;

- krompir, plavi patlidzan, papriku, paradajz, repu, brokoli i karfiol;

- suve biljne ¢ajeve.

U okviru zadataka koje ¢e sprovoditi EU je i kontrola korovske vegetacije u
usevima kao izvora kontaminacije tropanskim alkaloidima.

Rad na proceni termicke degradacije TA ¢e biti intenziviran kako bi se prevazis-
la trenutna nepoznanica u vezi sa koli¢inom ovih supstanci koja ostaje nakon ter-
micke obrade inicijalnih proizvoda. Za sada se smatra da oko 50% atropina i sko-
polamina prisutnih u suvom ¢aju prelazi u ¢ajnu infuziju prilikom pripreme ¢aja.

Insistirace se da analiticke metode zasnovane na multirezidualnoj analizi TA
ispunjavaju sve validacione parametre za kvalitativno i kvantitativno odredivanje
tropanskih alkaloida u razli¢itim matriksima u skladu sa SANTE dokumentom koji
propisuje EU, odnosno te¢na hromatografija sa tandem masenom spektrometrijom
(LC-MS/MS) ili GC-MSD.

Dobijeni rezultati ukazuju na neophodnost ukljuéivanja tropanskih alkaloida
u program godiSnje kontrole u Republici Srbiji. Ujedno bi se povecala kontrola
zdravstvene ispravnost poljoprivrednih proizvoda.
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Abstract

HIDDEN RISK OF THE PRESENCE OF WEED SPECIES:
TROPANE ALKALIODS IN FOOD AND CEREALS

Gorica Vukovi¢!, Tijana Stojanovi¢?, Bojan Konstantinovié¢?, Aleksandra
Petrovié¢?, Bojana Spirovié¢ Trifunovi¢!, Dusan Marinkovié¢?, Vojislava Bursié*

tUniversity of Belgrade, Faculty of Agriculture, Zemun
2University of Novi Sad, Faculty of Agriculture, Novi Sad
E-mail: bursicv@polj.uns.ac.rs

This paper evaluates the occurrence of the TAs in 71 food products
samples. The analysis comprised the following samples: 18 corn puffs, 12 popcorn,
16 corn and 25 corn grits samples, obtained from the shops in Belgrade and Novi
Sad during 2019. and 2020. The overall number of the samples with the atropine
and scopolamine detections below the LOQ was 61,97%. The percentage of the
detection of the tropane alkaloids above the limit of quantification, which may have
a negative effect on the health of humans and animals, was 29,57%. The atropine
and scopolamine detections are equal in the number of corn puffs, popcorn and
corn samples, while 7 samples of corn grits contained the atropine, and 6 of them
contained the scopolamine. The highest mean concentrations of the atropine and
scopolamine were detected in corn grits, followed by popcorn, then in the corn,
while the lowest were in the corn puffs.

Keywords: atropine, scopolamine, food products, LC-MS/MS
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