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SaZetak

Mikotoksini su proizvodi sekundarnog metabolizma toksikogenih plijesni koji predstavijaju vrlo ceste onecisé¢ivace hrane i hrane za Zivo-

tinje. Ciklopiazonicna kiselina (CPA) je indol-tetraminska kiselina koju sintetiziraju razlicite plijesni iz rodova Penicillium (P. griseofulvum, P.
camemberti, P. commune, P. dipodomyicola) i Aspergillus (4. flavus, A. oryzae, A. tamarii). CPA je prirodni kontaminant hrane biljnog (kukuruz,
kikiriki, riza) i animalnog podrijetla, ukljucujuéi mlijeko, sir i suhomesnate proizvode. Cesta zajednicka pojavnost CPA i aflatoksina u hrani i
hrani za Zivotinje upucuje na moguce sinergisticko djelovanje. lako toksicni ucinci CPA nisu detaljno prouceni, kod pojedinih Zivotinjskih vrsta
dokazano je tremorgeno, neurokemijsko i imunosupresivno djelovanje. S obzirom da je CPA slabo istrazen mikotoksin, nuzna su daljnja istrazi-
vanja njegove toksicnosti, pojavnosti te sinergistickog ucinka vise razlicitih mikotoksina koji se mogu nalaziti u istoj namirnici.

Kljuéne rijeci: ciklopiazonicna kiselina, toksic¢nost, pojavnost, hrana, hrana za Zivotinje

Abstract

Mpycotoxins are secondary metabolism products of toxigenic fungi that represent common contaminants of food and feed. Cyclopiazonic
acid (CPA) is an indole-tetramic acid synthesized by moulds of the genera Penicillium (P. griseofulvum, P. camemberti, P. commune, P. dipo-
domyicola) and Aspergillus (A. flavus, A. oryzae, A. tamarii). CPA is a natural contaminant of vegetal products (corn, peanuts, rice) and food of
animal origin including milk, cheese and fermented meat products. Common co-occurence of CPA and aflatoxins indicates a possible synergistic
effect. Although the toxicity of CPA was not examined in detail, some animal species confirmed its tremorgenic, neurochemical and immuno-
supressive properties. Given the scarcity of the data about CPA, further research of its toxicity, prevalence and synergistic effects of different

co-occuring mycotoxins, are required.
Keywords: cyclopiazonic acid, toxicity, prevalence, food, feed

Uvod

Oneciséenje hrane plijesnima predstavlja ozbiljnu prijet-
nju zdravlju ljudi i Zivotinja, posebice kada se radi o plijesni-
ma koje imaju sposobnost sinteze mikotoksina. Mikotoksini su
heterogena skupina sekundarnih metabolita plijesni s ucesta-
lom prisutno$¢u na zitaricama, proizvodima na bazi zitarica,
zaCinima, suSenom voéu, orasastim plodovima te proizvodima
Zivotinjskog podrijetla. Cimbenici koji utje¢u na nastanak pli-
jesni i pogoduju biosintezi mikotoksina odnose se na prisutnost
spora plijesni, prikladnu relativnu vlaznost, temperaturu, acra-
ciju, prisutnost insekata i fizicko oSte¢enje supstrata (Sforza i
sur., 2006; Pleadin i sur., 2012). Do kontaminacije mikotok-
sinima moze do¢i tijekom bilo koje faze proizvodnog proce-

sa, a zbog svoje kemijske i toplinske stabilnosti, otporni su na
razli¢ite uvjete tijekom prerade i proizvodnje hrane (Pleadin i
sur., 2017).

Mikotoksini uzrokuju pojavu mikotoksikoza, bolesti koje
imaju genotoksi¢no, nefrotoksi¢no, citotoksi¢no, estrogeno i
teratogeno djelovanje u brojnim organizmima. U svrhu zastite
javnog zdravlja od toksi¢nih uc¢inaka mikotoksina vrlo je vazna
uspostava smjernica i odredbi zakonodavstva te procjena rizika
na nivou svake zemlje (IARC, 1993). Iako su za sprijeavanje
Stetnih utjecaja mikotoksina na zdravlje ljudi i Zivotinja razvi-
jene mnoge strategije, za sada jo$ nije razvijena jedinstvena
metoda koja bi bila podjednako uc¢inkovita za sve mikotoksine
u razli¢itim supstratima (Pleadin i sur., 2017). S obzirom da
je globalna prisutnost mikotoksina u hrani i hrani za zivoti-
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nje gotovo neizbjezna, osim na sigurnost hrane, zdravlje ljudi
i produktivnost zivotinja, njihov negativan utjecaj ocituje se i
na nacionalnu ekonomiju i medunarodnu trgovinsku razmjenu.

Ciklopiazonicna kiselina (CPA) je mikotoksin kojeg je
1968. godine otkrio i kemijski okarakterizirao Holzapfel, a
izoliran je tijekom rutinske analize plijesni iz ekstrakta Peni-
cillium cyclopium Westling (kasnije nazvan Penicillium gri-
seofulvum Dierckx) kao glavni toksi¢ni metabolit. U kasnijim
istrazivanjima, Holzapfel i sur. (1970) su opisali dva nova re-
lativno netoksi¢na derivata: B-CPA i a-CPA-imin koje takoder
proizvodi P. cyclopium. Tijekom kasnijih istrazivanja utvrde-
no je da i plijesni iz roda Aspergillus, kao §to su Aspergillus
flavus, Aspergillus tamarii, Aspergillus oryzae, mogu biti pro-
ducenti CPA. Od 1970. godine opisano je jo§ 27 mikotoksi-
na koji pripadaju grupi CPA, a proizvode ih plijesni iz rodova
Penicillium i Aspergillus. S obzirom da je CPA manje potentan
toksin u odnosu na druge mikotoksine (aflatoksin, sterigmato-
cistin), broj istrazivanja i dostupnost podataka o utjecaju CPA
na zdravlje ljudi i1 zivotinja, pojavnosti u hrani i analitickim
metodama u detekciji i kvantifikaciji je vrlo ograni¢en (Ostry
isur., 2018).

Poznato je da su mikotoksini specifi¢ni u odnosu na druge
toksine po tome $to pojedini rodovi plijesni imaju sposobnost
sinteze nekoliko razli¢itih mikotoksina, kao i to da pojedini mi-
kotoksini mogu biti proizvod sekundarnog metabolizma vise
razli¢itih rodova i vrsta plijesni. U povoljnim uvjetima, mje-
Sovite kulture plijesni su biokemijski aktivnije od Cistih kultu-
ra Sto rezultira biosintezom razli¢itih metabolita. Istovremena
pojavnost CPA i aflatoksina je ¢esta u hrani i hrani za zivotinje
(Duran i sur., 2007). Plijesni iz rodova Penicillium i Asper-
gillus su $iroko rasprostranjene i ¢esto zajedno kontaminiraju
usjeve zitarica ili se razvijaju tijekom skladistenja (Chang i
sur., 2009). A. flavus je najznacajnija aflatoksikogena plijesan
koja nastanjuje zracne dijelove biljke (list, cvijet) 1 proizvodi
aflatoksine skupine B. Smatra se da je 1962. godine u Veli-
koj Britaniji doslo do uginuca vise od 100.000 purié¢a kao po-
sljedica kombiniranog izlaganja aflatoksinu i CPA (Burdock i
Flamm, 2000). CPA se povezuje s trovanjem ljudi i zivotinja u
Indiji kontaminiranim prosom. Pri tome su u uzorcima nadeni
sojevi 4. flavus 1 A. tamarii koji imaju sposobnost proizvodnje
CPA (Rao i Husain, 1985).

S obzirom da je prema dostupnoj literaturi CPA slabo
istrazen mikotoksin, u ovom radu dan je pregled svojstava,
toksic¢nih ucinaka i pojavnosti CPA u hrani biljnog i zivotinj-
skog podrijetla, a predstavljene su i analiticke metode koje se
koriste u detekeiji i kvantifikaciji ovog mikotoksina.

Struktura i fizikalno-kemijska svojstva

CPA je indol-tetraminska kiselina, lipofilna jednobazna
kiselina strukturno sli¢na lizerginskoj kiselini (slika 1). Kao
i ve¢ina mikotoksina, CPA je spoj relativno male molekulske
mase (336,39 g/mol). To je opticki aktivna molekula, bez boje
i mirisa, koja posjeduje sposobnost keliranja metala. Netoplji-
va je u vodi, a slabo topljiva u puferiranim otopinama. Toplji-
vost CPA u kloroformu, diklormetanu, metanolu i acetonitrilu
iznosi oko 20 mg/mL. Topljivost u dimetil sulfoksidu (DMSO)
iznosi 33,64 mg/mL, a u etanolu 1,68 mg/ml (Ostry i sur.,
2018). CPA je stabilna prilikom ¢uvanja u krutom stanju pri

4 °C. Zagrijavanjem se CPA razgraduje uz nastanak toksi¢nih
para dusikovih oksida (NOx), a temperatura talista iznosi 245-
246 °C. Prema istrazivanju Diaz i sur., (2010), stabilnost ovog
mikotoksina je puno manja u otopinama, $to utjee na provo-
denje analitickih postupaka odredivanja CPA.

H,C

HN

Slika 1. Strukturna formula ciklopiazonicne kiseline (Bur-
dock i Flamm, 2000)
Figure 1. Structural formula of cyclopiazonic acid (Burdock i

Flamm, 2000)

Biosinteza, apsorpcija i eliminacija

CPA uglavnom sintetiziraju plijesni iz roda Penicillium
(P. griseofulvum, P. camemberti, P. commune, P. dipodomyi-
cola) i Aspergillus (A. flavus, A. oryzae, A. tamarii). Plijesni
iz rodova Penicillium 1 Aspergillus su $iroko rasprostranje-
ne u cijelom svijetu, najvazniji supstrati za njihov rast su
ponajprije Zitarice, a kontaminiraju i ostalu hranu biljnog i
zivotinjskog podrijetla. 1zolati A. flavus se razlikuju s obzi-
rom na sposobnost proizvodnje CPA, a najveca ucestalost
sinteze CPA (>70%) je utvrdena u izolatima iz Argentine i
SAD-a (Chang i sur., 2009). Mevalonat/acetatni biosintetski
put je glavni put nastanka ovog mikotoksina u sekundarnom
metabolizmu plijesni. Pritom se iz mevalonske kiseline i ci-
klo-acetoacetil-L-triptofana (nastalog kondenzacijom dvije
molekule octene kiseline i triptofana) sintetizira CPA (Chang
i sur., 2009). Tetraminska kiselina nastaje u ranoj fazi biosin-
teze nakon ¢ega reakcijama alkilacije nastaje -CPA, koja je
direktni biosintetski prekursor a-CPA (Zhurakovskyi i sur.,
2018). Iako je struktura CPA poznata jo$ od 1968. godine, do
sada je objavljeno tek nekoliko sinteza u kojima su dobive-
ni racemati (Kozikowski i sur., 1984; Muratake i Natsume,
1985; Haskins i Knight 2005), a literaturni podaci navode da
je potrebno dodatno prouciti odnos strukture i aktivnosti do-
bivenih spojeva (Ostry i sur., 2018).

CPA se vrlo brzo apsorbira u organizam bez obzira na
nacin primjene. Sat vremena nakon intraperitonealne primje-
ne radioaktivno oznacene '“C-CPA $takorima u dozi od 1 mg/
kg tjelesne mase, najveca koncentracija radioaktivne doze
zabiljezena je u pluéima, srcu, bubrezima, jetri i skeletnim
misi¢ima. Mjesto najznacajnije kumulacije CPA su skeletni
misi¢i u kojima je nakon 12 h zabiljezeno 50% ukupne ra-
dioaktivne doze. Lokalizacija ovog mikotoksina u skeletnim
misSi¢ima povezana je sa simptomima slabosti, nekoordina-
cije 1 letargije koji su uoceni na pokusnim zivotinjama. Eli-
minacija CPA iz organizma provodi se putem fecesa i urina,
pri ¢emu je nakon 72 h 37% radioaktivne doze eliminira-
no putem fecesa, a 23% putem urina. Biolosko poluvrijeme
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CPA iznosi 33+12 h kod intraperitonealne primjene, a 43425
h kod intragastri¢ne primjene (Norred i sur., 1985; Burdock
i Flamm, 2000).

Toksi¢ni ucinci u organizmu

Toksi¢nost i biosinteza CPA i dalje nisu detaljno prouceni.
CPA se ubraja u kategoriju potencijalno opasnih mikotoksina
koji mogu uzrokovati degenerativne promjene i nekrozu jetre,
slezene, gusterace, bubrega, Zlijezda slinovnica, miokarda i
skeletnog misi¢a. Dokazano je da su na toksi¢no djelovanje
se simptomi toksi¢nosti razlikuju ovisno o vrsti, dobi 1 spolu
zivotinje, nacinu unosa mikotoksina u organizam, dozi i traja-
nju izlaganja (Ostry i sur., 2018).

Toksi¢ni ucinci CPA potjecu od njegove sposobnosti in-
hibicije specifitne Ca*-ATPaze (SERCA) koja se nalazi u
membrani sarkoplazmatskog ili endoplazmatskog retikuluma i
odgovorna je za kumulaciju Ca*" iona u njihovim skladistima
u stanici. Inhibiranjem ovog enzima dolazi do promjene u nor-
malnom unutarstani¢nom prijenosu kalcija koji je dio ciklusa
misiéne kontrakcije i relaksacije (Goeger i sur., 1988). Gradijent
kalcija kljucan je u procesima diobe, diferencijacije i smrti stani-
ce. Prema novijim istrazivanjima, CPA djelomi¢no blokira Ca**
kanale u membrani i imobilizira Cetiri transmembranska lanca
ATPaze (Moncoq i sur., 2007). Takoder, ovaj mikotoksin djeluje
na misi¢no tkivo tako da stvara negativni inotropni i kronotropni
ucinak, koji se o€ituju razli¢itim simptomima toksi¢nosti.

Tablica 1. Toksicnost (LD,,) ciklopiazonicne kiseline u pokusnih
zivotinja (Purchase, 1971; Burdock i Flamm, 2000)

Table 1. Toxicity (LD, ) of cyclopiazonic acid in variuos
experimental animals (Purchase, 1971; Burdock i
Flamm, 2000)
Zivotinje/ Spol/Sex Peroralno/ | Intraperito-
Experimental Peroral nealno/
animals (mg/kg) Intraperito-
neal
(mg/kg)
3 Muski/Male 36 23
Stakori/Rats Zenski/Female | 63 -
Muski/Male 12,0 -
Pilici/Chickens Zenski/Female | 12,1 -
Kuni¢i/Rabbits | Nije navedeno/ | - <10
Not specified
Som/Catfish Nije navedeno/ | - 2,82
Not specified

CPA se ne smatra vrlo potentnim akutnim toksinom, s
LD, vrijednosti kod glodavaca koja se kre¢e u rasponu 30 - 70
mg/kg (tablica 1). U istrazivanjima akutne toksi¢nosti na sisav-
cima zabiljeZena je sli¢na klini¢ka slika koja ukazuje na pojavu
smanjenja motoric¢kih funkcija, gubitak koordinacije misi¢nih
pokreta, hipotermiju, tremor i konvulzije, uz smanjeno uno-
Senje hrane i vode. Oralna i intraperitonealna primjena CPA
izazivaju razlic¢ite reakcije u pokusnih Zivotinja zbog manje
apsorpcije CPA u kiselom mediju zeluca u odnosu na neutralno
podrucje peritoneuma (Burdock i Flamm, 2000). Intraperito-

nealna primjena CPA kod §takora dovodi do nastanka lezija na
jetri, bubrezima, slezeni, gusteraci i srcu (Purchase, 1971), dok
je upokusu s pileCom hranom onec¢is¢enom dozama od 10, 50 i
100 pg CPA/g hrane kod brojlera zabiljezena nekroza sluznice
zeluca, jetre i slezene, lezije proventrikula i upalni procesi pri
dozi od 100 pg/g, uz visoku stopu smrtnosti. Pritom, pri kon-
centraciji od 10 ug CPA/g hrane kod brojlera nije zabiljezen
nastanak lezija (Dorner i sur., 1983).

Istrazivanja s viSestrukim dozama pokazuju razlicite
simptome kod vise vrsta pokusnih Zivotinja, pri ¢emu su svi-
nje najosjetljivije sa NOAEL (no-observed-effect-level) od 1,0
mg/kg na dan (Burdock i Flamm, 2000). Istrazivanja na gra-
vidnim $takorima su pokazala niski teratogeni potencijal CPA.
Medutim, pri dozama 5-10 mg/kg tjelesne mase, zabiljezen je
znacajan stupanj retardacije u embrionalnom razvoju skeletnih
misi¢a (Morrissey i sur., 1984). Prema novijim istrazivanjima,
CPA djeluje izravno toksi¢no na limfocite i limfne organe kao
$to su timus i slezena (Kumar i Balachandran, 2009; Ostry i
sur., 2018), a zbog oksidativnog stresa, ¢ak i pri niskim dozama
moze izazvati upalne procese u jetri i bubrezima (Malekinejad
isur,, 2011). U istrazivanju na ljudskim stanicama, Hymery 1
sur., (2014) su u in vitro uvjetima dokazali citotoksi¢no dje-
lovanje CPA na hematopoetske stanice i stanice imunoloSkog
sustava, dok je manja citotoksi¢nost zabiljezena na stanicama
probavnog sustava.

Dokazano je da CPA u kombinaciji s drugim mikotoksini-
ma pokazuje sinergisticki u¢inak (Chang i sur., 2009). Aditivni
toksi¢ni ucinak zabiljeZen je u istrazivanjima CPA s aflatoksi-
nom B, (Smith i sur.,, 1992) i okratoksinom A (Gentles i sur.,
1999) na pili¢ima, pri ¢emu su zabiljeZene promjene na jetri,
bubrezima, slezeni te povecana razina triglicerida, mokraéne ki-
seline 1 aktivnost kreatin kinaze. Sinergisticko djelovanje CPA i
T-2 toksina kod pili¢a o€ituje se u smanjenom prirastu, a dovodi
i do stani¢ne smrti u limfnim organima (Chang i sur., 2009).

Istrazivanja kronicne toksi¢nosti CPA kod eksperimen-
talnih 1 domacih Zivotinja do sada nisu provedena. Zbog vrlo
malo dostupnih podataka o toksi¢nosti i nedovoljno relevan-
tnih istrazivanja o karcinogenosti, Medunarodna agencija za
istrazivanje raka (IARC) za sada nije objavila svoju procjenu
CPA. CONTAM Panel je 2006. godine naglasio vaznost za
procjenom istovremene izloZenosti CPA i aflatoksina B,. Zbog
nedovoljno podataka, EFSA (European Food Safety Authority)
1 JECFA (Joint Fao/WHO Expert Commitee on Food Additi-
ves) za sada nisu provele procjene izloZenosti i unosa CPA u
organizam (Ostry i sur., 2018).

Pojavnost u hrani i hrani za Zivotinje

Podaci iz malobrojnih istrazivanja pojavnosti CPA u hrani
i hrani za zivotinje ukazuju da je CPA prirodni kontaminant
proizvoda biljnog i zivotinjskog podrijetla (tablica 2). Priku-
pljanjem podataka iz razliCitih istraZivanja, prisutnost CPA
odredena je u kikirikiju, kukuruzu, rizi, suhim smokvama, pi-
reu od rajéica, suncokretu, p$enici (Ostry i sur., 2018). Na po-
drucju Sjeverne i Juzne Amerike utvrdene su znacajnije razine
oneciscenja, zbog povoljnih uvjeta za razvoj plijesni koje pro-
duciraju CPA. U istrazivanju provedenom na uzorcima sto¢ne
hrane s farmi mlijeka u Brazilu, CPA je detektirana u 12% uzo-
raka u relativno niskim koncentracijama od 12,5-153,3 pg/kg.
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U analiziranim uzorcima mlijeka s istih farmi CPA je nadena u
6% uzoraka s vrijednostima ispod limita kvantifikacije (LOQ)
metode (Oliviera i sur., 2008). Osim u mlijeku, prisutnost CPA
je potvrdena u jajima i pileéem mesu, $to ukazuje na prijenos
mikotoksina iz oneci§¢enog krmiva u tkiva zivotinja (Chang i
sur., 2009).

Osim proizvoda biljnog podrijetla, plijesni koje imaju
sposobnost proizvodnje CPA mogu kolonizirati razlicite pre-
hrambene proizvode. P. camemberti i A. oryzae su industrij-
ske plijesni koje se uobicajeno koriste u fermentaciji hrane. Le
Bars (1979) je s povrsine komercijalno dostupnih Camembert
sireva izolirao 20 sojeva P. camemberti te utvrdio da svi imaju
sposobnost proizvodnje CPA, pri ¢emu nastale koncentraci-
je mikotoksina ovise o soju i okolisnim uvjetima. U novijem
istrazivanju prisutnosti CPA u sirevima s austrijskog trzista,
koje je ukljuéilo i sireve s bijelom plemenitom plijesni (Ca-
membert, Brie, Saint Albray), prisutnost CPA je potvrdena u
77% uzoraka, pri ¢emu su utvrdene vrijednosti i do 3700 ug/
kg (Ansari i Haubl, 2016). Na povrsini fermentiranih suhome-
snatih proizvoda prilikom zrenja dolazi do formiranja kolonija
plijesni, najcesce iz rodova Penicillium 1 Aspergillus, ¢iji je
rast opcenito pozeljan zbog pozitivnog utjecaja na razvoj oku-
sa karakteristi¢nog za ove proizvode. Alapont i sur. (2014) su
u istrazivanju prirodne mikroflore tradicionalnog Spanjolskog
prsuta izolirali 33,7% sojeva plijesni koje produciraju CPA, od
cega 66,6% Cine sojevi P commune, vrlo toksikogene plijesni.

Tablica 2. Prirodna pojavnost CPA u namirnicama
Table 2. Natural occurence of CPA in food

Obzirom na zabiljezenu visoku pojavnost plijesni produce-
nata CPA u hrani, u proizvodnji komercijalnih fermentiranih
proizvoda nuzno je ispitivanje toksikogenih svojstava primi-
jenjenih starter kultura plijesni. Istrazivanjem Perominga i sur.
(2018) potvrdeno je da 44% uzoraka Spanjolskog iberijskog
prsuta sadrzi CPA u koncentracijama od 36-540 pg/kg. Ovaj
mikotoksin ima veliku stabilnost na mesnim proizvodima, pri
¢emu se 80% pocetne koncentracije zadrZzava na proizvodima
nakon osam dana inkubacije. Rezultati upucuju na mogucéu
kumulaciju vrlo visokih koncentracija CPA na suSenom mesu
nakon kontaminacije i razvoja toksikogenih plijesni (Bailly i
Guerre, 2009). Osim izravne kontaminacije putem plijesni, po-
javnost CPA u hrani zZivotinjskog podrijetla, posebice u mesu
i mesnim proizvodima, moze biti posljedica primjene konta-
minirane sto¢ne hrane u hranidbi zivotinja pri ¢emu dolazi do
prijenosa mikotoksina u lancu od hrane za Zivotinje do hrane
zivotinjskog podrijetla (carry-over efekt) (Chang i sur., 2009).

U analiziranoj hrani, uz CPA, najce$¢e su odredene i
povecane koncentracije aflatoksina (Fernandez Pinto i sur.,
2001; Oliviera i sur., 2008). Tako je 23% uzoraka suhih smo-
kava iz Turske istovremeno onecisé¢eno s CPA te aflatoksinom
B,, B, i G,. Pritom je CPA ¢eS¢i kontaminant suhih smokava
u odnosu na aflatoksine (Heperkan i sur., 2012). U uzorcima
kukuruza je uz CPA i aflatoksine B, i B2 detektirana i pove-
¢ana koncentracija deoksinivalenola (46-676 pg/kg) (Lee i
Hagler, 1991).

Vrsta namirnice/ Food Koli¢ina CPA/ CPA Drzava/ State Referenca/ Reference
concentration (ng/kg)

Kukuruz/ Corn 25-250 SAD/ USA Lee i Hagler (1991)

Kikiriki/ Peanut 32-6525 SAD/ USA Lansden i Davidson (1983)
493-4300 Argentina/ Argentina | Fernandez Pinto i sur. (2001)

Suhe smokve/ Dried figs 25-187 Turska/ Turkey Heperkan i sur. (2012)

Sir/ Cheese 0,5-3610 Austrija/ Austria Ansari i Haubl (2016)

Prsut/ Prosciutto 36-540 Spanjolska/ Spain Peromingo i sur. (2018)

Analiticke metode u detekciji

Za detekciju i kvantifikaciju CPA u fungalnim kulturama,
hrani i hrani za zivotinje postoje razliCite analiticke metode.
Pritom se najvise primjenjuju kromatografske i imunokemij-
ske metode te kapilarna elektroforeza. Zbog svojstava CPA i
niske stabilnosti u otopinama koja utjece na postupak ekstrak-
cije i detekcije, brojna istrazivanja potvrduju zahtjevnost anali-
ze ovog mikotoksina (Diaz i sur., 2010; Ansari i Haubl, 2016).

Metoda kapilarne elektroforeze se temelji na migraciji
elektricki nabijenih Cestica u uskoj kapilari prema jednoj od
elektroda pod djelovanjem elektriénog polja visokog potenci-
jala. Metodu karakterizira brza primjena uz jednostavne korake
procis¢avanja uzoraka, medutim, zbog relativno niske razine
osjetljivosti, u analizi CPA se ove metode rijetko primjenjuju
(Ostry i sur., 2018).

Tankoslojna kromatografija (TLC) je jedna od najznacaj-
nijih analiti¢kih metoda u detekciji CPA. Zbog brze provedbe,
niske cijene i lakoce identifikacije ciljnih spojeva, uspjesno se

primjenjuje u odredivanju ovog mikotoksina u hrani i hrani za
zivotinje, pri cemu LOQ u veéini istrazivanja iznosi oko 20
ng/g (Lee i Hagler, 1991; Heperkan i sur., 2012; Ostry i sur.,
2018). Zbog niske osjetljivosti i iskoristenja TLC metode, su-
vremena analitika mikotoksina se u velikoj mjeri oslanja na
razvoj metoda tekucinske kromatografije visoke uéinkovitosti
(HPLC) (Pleadin i sur., 2015). Ve¢ina kromatografskih me-
toda zahtijeva pazljivo provodenje koraka pripreme uzoraka,
izolacije i odabir odgovarajuéih otapala. U ekstrakciji CPA
iz uzoraka koriste se razli¢ita otapala kao §to su kombinaci-
je zakiseljenog kloroforma, kloroforma i metanola ili otopine
nekloriranih otapala (vodena otopina metanola, vodena otopi-
na acetonitrila). Pritom se alkalna vodena komponenta koristi
kako bi se toksin ekstrahirao u ioniziranom obliku, za razliku
od zakiseljenog kloroforma kojim se toksin ekstrahira u neu-
tralnom obliku (Ostry i sur., 2018). Kako bi se izbjegla upotre-
ba halogeniraju¢ih otapala, u posljednjem desetljeéu porasla
je primjena otapala acetonitril:voda ili metanol:voda (7:3, v/v)
uz dodatak bikarbonata (Heperkan i sur., 2012). Zbog nesta-
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bilnosti CPA koja se poveéava u prisutnosti mravlje kiseline
i kisika, prilikom procis¢avanja i analize vazno je sprijeciti
mogucu adsorpciju mikotoksina na polipropilen. Standardne
otopine CPA potrebno je pripremati u staklenom posudu, uz
dodatak vode i organskog otapala. Kako bi se sprijecilo izla-
ganje CPA toplini i ambijentalnom zraku, posudu s otopinom
standarda potrebno je napuniti do vrha, a askorbinska kiselina
se moze dodati u uzorak kako bi se smanjili gubitci CPA tije-
kom postupka ekstrakcije (Ostry i sur., 2018). HPLC metode
karakterizira visoka to¢nost, osjetljivost i preciznost u odredi-
vanju mikotoksina, a uspje$no su primjenjene u odredivanju
CPA u razli¢itim matriksima (Duran i sur., 2007; Oliveira i sur.,
2008). Nakon $to je otkriveno da se molekula CPA fotolizom
moze prevesti u fluorescirajuce stanje zapocele su se primjenji-
vati HPLC metode s fluorescentnim detektorom (FLD) koje se
koriste u istovremenoj detekciji aflatoksina i CPA u fungalnim
kulturama (Soares i sur., 2010). Ipak, uc¢inkovite i pouzdane
kvantitativne metode za analizu CPA u razli¢itim matriksima
hrane i hrane za zivotinje jo§ uvijek nisu dovoljno razvijene
(Ansari 1 Haubl, 2016).

Posljednjih se godina kromatografske metode u analitici
mikotoksina sve vise koriste u kombinaciji s detekcijom ma-
senom spektrometrijom (MS) (Pleadin i sur., 2015). Primje-
na LC-MS/MS metoda za odredivanje CPA podrazumijeva
upotrebu vrlo male koli¢ine otapala za ekstrakciju, visoku
osjetljivost i jednostavne korake procis¢avanja (Ostry i sur.,
2018). Do sada razvijene LC-MS/MS metode u analizi CPA se
medusobno razlikuju po odabiru otapala i detektora, a najnizi
LOQ od 0,5 pg/kg postignut je u istrazivanju Ansari i Haubl
(2016) na uzorcima sira s bijelom plemenitom plijesni. Kako
bi se rijesio problem matriks efekta koji je ¢est u analizi CPA
te znacajno utjee na kvantifikaciju analita, koriSten je interni
standard sa '*C ozna¢enim atomima (Ansari i Haubl, 2016).

Primjena imunokemijskih metoda u odredivanju CPA
znacajno je manja u odnosu na kromatografske metode. Glavni
nedostatak u primjeni ELISA metode (Enzyme-linked immuno-
sorbent assay) i imunoafinitetnih kolona je komplicirani proces
izolacije 1 detekcije, s obzirom da antitijela CPA nisu komer-
cijalno dostupna (Ostry i sur., 2018). Maragos i sur. (2017) su
razvili monoklonalna antitijela za detekciju CPA koja se mogu
koristiti kao komponente biosenzora u istovremenoj detekciji
vi$e mikotoksina u kukuruzu. ELISA metodom pri odredivanju
CPA u kukuruzu postignut je LOQ od 5 pg/kg (Maragos i sur.,
2017).

Zakljucci

Dosadasnja istrazivanja CPA ukazuju na mogucu visoku
pojavnost ovog mikotoksina u razli¢itoj hrani biljnog i Zivo-
tinjskog podrijetla, primarno u Zitaricama, susenom vocu, siru
i mesnim proizvodima. Toksikoloska istrazivanja CPA nisu
detaljnije provedena, ali je utvrdeno da u pojedinih Zivotinj-
skih vrsta ima tremorgeno, neurokemijsko i imunosupresivno
djelovanje. Ujedno, dokazana zajednic¢ka pojavnost CPA i afla-
toksina u hrani i hrani za zivotinje upucuje na moguce sinergi-
sticko djelovanje ovih mikotoksina. S obzirom da je CPA slabo
istrazen mikotoksin, nuzna su daljnja istrazivanja njegove tok-
si¢nosti, pojavnosti te sinergistickog uc¢inka u organizmu. Po-
treban je daljnji razvoj suvremenih analitickih metoda s niskim

limitima detekcije i kvantifikacije ovog mikotoksina, ¢ime bi
se omogucila provedba istraZivanja pojavnosti CPA u razlici-
tim kategorijama hrane i hrane za Zivotinje te u konacnici osi-
gurala zastita zdravlja ljudi i Zivotinja.
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