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1. Uvod

Zitarice su biljke zrnastih, nutritivno vrlo bogatih plodova, §to ih zapravo i ¢ini
temeljnom namirnicom u ljudskoj prehrani ve¢ desetke tisu¢a godina. Vrlo su
rasprostranjene jer uspijevaju u raznim klimama i tlima, a kao sirovina koriste se u
prehrambenoj industriji i ishrani Zivotinja. Zitarice, preteino je¢am i psenica, se
upotrebljavaju za proizvodnju slada, $to ih ujedno ¢ini i osnovnom sirovinom za proizvodnju
piva.

Tijekom proizvodnje slada i piva nastaju, u nutritivnom smislu, vrijedni nusproizvodi
koji se uobicajeno koriste u ishrani Zivotinja (stoka, peradi, svinje, ribe) ili kao dodaci u
prehrambenim industriama (npr. snack proizvodi). Ti nusproizvodi podrazumijevanju
klicu/korjenci¢ nakon otklicavanja gotovog slada, trop nakon filtracije piva i otpadni kvasac
koji se izdvaja nakon vrenja piva. Voda nakon mocenja takoder je nusproizvod koji nastaje
nakon procesa sladenja, ali se nikako ne moze utilizirati nego se ispusta u otpadne vode.

Plijesni roda Fusarium su vrlo Cesti kontaminanti psSenice na polju, a posljedicno tome
zavrSavaju i u industriji slada i piva. lako se SarZe koje pokazuju znakove kontaminacije
plijesnima iz roda Fusarium odbacuju, odnosno ne ulaze u sladaru, ipak tijekom proizvodnje
slada moze doci do razvoja ovih plijesni. Osim ekonomske Stete koju moze uzrokovati ovakva
Sarza zrna, sladari se najviSe pribojavaju kontaminacije mikotoksinima. Obzirom da se
nusproizvodi nastali tijekom proizvodnje slada i piva koriste kao sto¢na hrana ili dodaci u
prehrambenoj industriji, prisutnost mikotoksina predstavlja znacaju opasnost za zdravlje
Zivotinja, ali i ljudi.

Za provedeno istrazivanje, izdvojeni su vazniji nusproizvodi koji nastaju prilikom
proizvodnje slada i piva: voda od mocenja, klica, pivski trop i pivski kvasac. Cilj istraZivanja
bio je LC-MS/MS tehnikom kvalificirati i kvantificirati mikotoksine koji mogu zaostati u
nusproizvodima nastalim tijekom proizvodnje slada i piva, a sve u svrhu Sto boljeg
poznavanja raspodjele i zadrZzavanja mikotoksina u frakcijama nusproizvoda iz industrije

slada i piva.
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2. Teorijski dio

2.1. PSENICA KAO PIVARSKA SIROVINA

PSenica (Triticum aestivum L.) je svakako jedna od najzastupljenijih Zitarica na svijetu
te se kao Skrobna sirovina upotrebljava u proizvodnji piva. Ovisno o klimatskim uvjetima, tlu
pa i samoj sorti razlikujemo kemijski sastav zrna pSenice, stoga se u procesu proizvodnje piva
ona koristi u vise oblika, koji se mogu svrstati u dvije osnovne skupine, a to su sladena
pSenica i nesladena pSenica. Nesladena pSenica je pSenica u kojoj je Skrob ostao u prirodnom
obliku (brasno, krupica, usitnjeni ili cjelovito zrno), kao i pSeni¢ni sirup ili pSenica u kojoj je
Skrob prezelatiniziran. U proizvodnji piva, nesladena pSenica se najéesce koristi kao dodatak
je€menom sladu kako bi se postiglo povecanje ukupnog ekstrakta, Sto smanjuje troSkove pri
proizvodnji piva (Krstanovi¢, 2000). lzuzev toga, upotrebljava se i u svrhu postizanja
stabilnosti pjene, za poboljSanje punoce okusa, te kao sirovina za proizvodnju psenicnih i

drugih ,ale” piva. (Leskosek-Cukalovi¢, 2002).

Zrno pSenice je izduZenog, ovalnog oblika s uzduznom brazdicom duboko usjeCcenom
u unutrasnjost endosperma. PSeni¢no zrno nakon Zetve vise ne posjeduje pljevicu sto mu
daje sposobnost brze apsorpcije vode. Zbog toga se, u odnosnu na je¢am, javlja potreba za
skra¢enjem vremena namakanja tijekom sladenja (Leskosek-Cukalovi¢, 2002). Dlacice, koje
se nalaze na vrhu zrna nazivaju se bradica (Slika 1). Ona se sastoji od cjevastih dlacica koje
predstavljaju produZetak epidermisa, a imaju vrlo vaznu ulogu u apsorpcijskim procesima
prilikom mocenja. Nedostatak pljevice predstavlja problem tijekom klijanja, jer je zametak
nezastiéen i moze doéi do odvajanja zrna. Najvrijedniji dio zrna, u nutritivnom smislu,
predstavlja klica jer ona sadrzi vitamine, enzime, esencijalne aminokiseline, kao i visok udio

promjenama (Chandra, 1997).
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Slika 1. UzduzZni presjek zrna pSenice: 1-3. Omotac ploda i sjemena, 4. Aleuronski sloj, 5.

Endosperm, 6. Klica, 7. Zacetak korjenciéa, 8. Pupoljak, 9. Stiti¢, 10. Brazdica. (Web 1)

Klica i korjenci¢ se mogu koristiti i kao sto¢na hrana te je izrazito bitno osigurati
njihovu zdravstvenu ispravnost jer su vrlo podloZni mikrobioloskoj kontaminaciji plijesnima,

ujedno i mikotoksinima koji mogu djelovati Stetno na zdravlje Zivotinja.

Endosperm predstavlja najveéi udio zrna, koji je svakako i tehnoloski najvazniji dio
zbog moguénosti modifikacije zrna tijekom sladenja, a kasnije i tijekom ukomljavanja
(Chandra, 1997). Za potrebe sladenja, treba koristiti pSenicu koja sadrzi manji udio proteina,
jer je udio proteina ¢imbenik koji utjece na tijek samog procesa sladenja, a na kraju i na

kakvocéu gotovog slada i piva (Lesko$ek-Cukalovi¢, 2002).

2.2. PROIZVODNJA PSENICNOG SLADA

Sladenje se moze definirati kao proces klijanja pri umjetno stvorenim, kontroliranim
uvjetima, gdje se postavljanjem procesnih uvjeta iniciraju i usmjeravaju fizioloski i
biokemijski procesi u zrnu. Prilikom procesa sladenja dolazi do djelomiéne razgradnje zrna te
sinteze novih ili aktivacije veé prisutnih enzima. Slad sluZi kao prirodni izvor mnogih enzima

kao Sto su amiloliticki, proteoliticki i citoliticki enzimi.


http://www.obz.hr/vanjski/CD_AGBASE2/HTM/psenica.htm

2. Teorijski dio

Karakteristike dobrog pivarskog slada opisali su Stefanié¢ i Mari¢ (1990):

x ujednacena svijetlo-Zuta boja,
x  (Cist, svjez miris karakteristican za pojedini tip slada,

x cijela zrna, bez prisutnosti zrna stranog podrijetla, klice, prasine.

Prethodno navedene karakteristike nam govore kako je prije samoga sladenja potrebno
pravilno provesti CiS¢enje, sortiranje i skladistenje. Na taj nacin se uvelike sprjecava

narusavanje kakvodée slada.

Tehnoloski proces proizvodnje slada obuhvada:
CiS¢enje i sortiranje zrna;

mocenje zrna;

klijanje namocdenog zrna;

P w N oRE

suSenje zelenog slada te
Procesom sladenja zrno prolazi kroz tri osnovne faze:

1. apsorpcija vode (bubrenje),
2. rast klice i korjencica (klijanje) i zaustavljanje rasta,

3. stabilizacija zrna slada (susenje) (Mari¢, 1995).

PSenica koja se koristi za sladenje mora biti mikrobioloski ispravna, u potpunosti zrela sa
zadovoljavajuéom klijavoséu i energijom klijanja, a Sto je joS vaino, treba imati mali sadrzaj

proteina (do 12 %) (Krstanovié¢, 2004).

2.3. NUSPROIZVODI KOJI NASTAJU TIJEKOM PROIZVODNJE PSENICNOG
SLADA | PIVA

Prilikom proizvodnje slada i piva, nastaje velika koli¢ina nusproizvoda vainih za
koristenje u ishrani Zivotinja. Uobicajeni nusproizvodi koji nastaju prilikom proizvodnje piva
su voda, pivski trop, kvasac, ugljikov dioksid i korjencié¢i pseni¢nog slada (Saki¢, 2008).
Pivovarama nusproizvodi predstavljaju problem jer iz proizvodnje piva proizlaze u rasutom
stanju, velikoj koli¢ini te sadrze visoke udjele vode pa je potrebno uloZiti odredene kolic¢ine
energije za suSenje Sto poskupljuje postupak zbrinjavanja takvog otpada. Glavno, i najéesce

rjeSenje za odvoz nusproizvoda je za poljoprivrednu upotrebu, posebno za ishranu Zivotinja
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dok mali udio nusproizvoda zavrSava kao poseban proizvod npr. ekstrakt kvasca. Vec
nekoliko godina se provode istrazivanja alternativnih nacina primjene ovog nusproizvoda.
Neke od mogucéih primjena ukljuéuju: kompostiranje, anaerobnu digestiju mulja za
oslobadanje energije, supstrate za uzgoj gljiva, mikrobni rast i bioremedijaciju, a moguca je i

kombinacija sa papirnatim materijalima (Thomas i Rahman, 2006).
Nusproizvodi koji su se koristili za provedeno istraZivanje su:

1. voda od mocenja;
2. sladne klice;

3. pivski trop;
4

otpadni kvasac

Voda od mocenja

Jedan od prvih nusproizvoda koji proizlaze iz industrije slada je voda od mocenja. Pri
proizvodnji slada koriste se jako velike koli¢ine vode, stoga bi bilo idealno kada bi se voda od
mocenja mogla ponovno upotrijebiti radi smanjenja troskova proizvodnje. Medutim, polarni
mikotoksini se tijekom mocenja prenose u vodu. Jako je bitno da se mikotoksini uklone iz
vode za mocenje jer su neki od mikotoksina koji zaostaju poznati kao inhibitori klijanja. Od
Sirokog spektra razlicitih kemijskih spojeva koji su poznati kao inhibitori klijavosti, topljivi su
mikotoksini DON, T-2 i ZEA (Schwarz i sur., 1995; EUREKA SWAN, 2003). Po 1hL proizvedenog
piva, dobije se 6 - 15 hL otpadne vode koja se razlikuje po kolicini, a i sastavu, od pogona do
pogona. U otpadnim vodama prisutan je sadrzaj suspenzije i otopine smjese piva, sladovine,
pivskog tropa, proteinskog taloga, otpadnog kvasca, dijatomejske zemlje, te sredstva za
pranje i dezinfekciju. Prije obrade otpadne vode odvoiji se pivski kvasac od proteinskog taloga
$to smanjuje koncentraciju dusi¢nih spojeva u otpadnoj vodi. Takva otpadna voda se mijesa
sa komunalnom otpadnom vodom i zatim podvrgava bioloskoj obradi. Otpadna voda iz

pivske industrije moZe se obraditi i procesom anaerobne digestije (Beluhan, 2001a).
U svrhu smanjivanja onecis¢enosti otpadnih voda moze se djelovati na vise nacina:

» smanjenjem ukupnog volumena otpadnih voda (recirkulacijom rashladne vode)
» daljnjom upotrebom nusproizvoda (otpadnog kvasca i taloga)

» izbjegavanjem izlijevanja i ispiranja proizvoda i meduproizvoda
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» recirkulacijom vode tijekom pranja pogona
» modifikacijom osnovnog tehnoloskog procesa u svrhu prilagodavanja obrade i

recirkulacije otpadnih voda i nusproizvoda (Beluhan, 2001b).

U svakom pogonu otpadne vode se moraju podvrgnuti minimalnom tretmanu, koji
objedinjuje razlic¢ite tehnoloske operacije (taloZenje suspendiranih cestica, neutralizacija

luZznatih voda (nakon pranja) uz pomo¢ otpadnog CO, nakon fermentacije) (Beluhan, 2001b).

Sladne klice

Sladne klice su nusproizvod dobiven odstranjivanjem klica i korjenci¢a od jeCcmenog
slada, zajedno s dijelovima pljevice i ostalim dijelovima sladnog zrna (Kerby i Vrieskoop,
2017). Svjetska godisnja proizvodnja slada se procjenjuje na 17 milijuna tona, od ¢ega sladne
klice ¢ine 4 - 5 % od proizvedene mase, bududi da se na 100 kg slada, uz zrnasti otpad,
proizvede od 4 do 5 kg sladnih klica. Sukladno tome, u jedinoj hrvatskoj sladari nastaje oko
2000 t sladnih klica (Beluhan, 2001a). Sladne klice su vrlo bogat izvor enzima, te je jedna od
mogucénosti, njihova uporaba kao izvora enzima 5'-fosfodiesteraze. 5'-GMP i 5'-IMP (nastao
deaminiranjem 5'-AMP-a) koriste u prehrambenoj industriji kao pojacivaci okusa hrane, a 5'-

CMP i 5'-UMP su vazni za farmaceutsku industriju (Beluhan, 2001a).

Naime, 5'-GMP i 5'-IMP su uz natrijev glutaminat (engl. monosodium glutamate,
MSG) sastavni dio umami (jap. jedinstven, neponovljiv) okusa i pojacavaju okus do razina
viSih od praga okusa, te se, kao pojacivaci okusa hrani koriste u proizvodnji gotove ili
smrznute gotove hrane (Nagodawithana, 1995). Kako se RNA moZe izolirati iz otpadnog
pivskog kvasca, a 5'-fosfodiesteraza iz sladnih klica, dogovorom izmedu pivovara i sladara,
mogli bi se proizvoditi 5'-ribonukleotidi. Time bi se poveéala ekonomicnost proizvodnje piva i

slada te proizveo novi visokovrijedni proizvod (Beluhan, 2001a).

Pivski trop

Jedan od najznacajnijih nusproizvoda proizvodnje piva je pivski trop, koji nastaje
nakon procesa komljenja, odnosno filtriranjem komine. To je najznadajniji proces u

proizvodniji sladovine, tijekom kojeg se odvija mijesanje vode i usitnjenog slada, Sto rezultira



2. Teorijski dio

ekstrakcijom topljivih sastojaka slada u sladovinu. Vodena otopina ekstrahranih sastojaka

slada je sladovina, a ostali sastojci ¢ine trop (Beluhan, 2001a).

Pivski trop moZe biti svjeZi (mokri) i suhi. Mokri pivski trop predstavlja ostatak
prilikom proizvodnje piva, a sastoji se od jemenog slada i zrna je¢ma. Sadrzi visok postotak
vode (75 — 80%). Kao takav, podlozan je mikrobioloskoj kontaminaciji te se mora pohraniti u
roku 4 do 6 dana jer inate mozZe izazvati probavne probleme u Zivotinja. Suhi pivski trop se

dobije susenjem svjezeg/mokrog (Beluhan 2001a).

Trop je lignocelulozni materijal, bogat proteinima koji ¢ine 20% i vlaknima koja ¢ine
70% sastava pivskog tropa. Nakon ekstrakcije i ispiranja na svakih 100 kg slada
upotrijebljenog za ukomljavanje zaostaje 125 - 130 kg vlaznog tropa (75 - 80% vode). U
tropu, zaostaje 20 - 25% od ukupne suhe tvari slada. Industrije piva vlaini trop naj¢esée
prodaju kao sto¢nu hranu ili ga susSe tako Sto preSanjem uklone 40 - 50% prisutne vode, a
zatim suse pri 60°C do 8 - 10% vode. Za suSenje 1 kg vlaznog tropa potrebno je oko 0,6 kg
pare. Voda koja se pri tome izdvoji sadrzi oko 5% fine proteinske tvari. Oko 65% se izdvaja
centrifugiranjem i dodaje tropu kako bi se poveéao njegov sadrzaj proteina (Kerby i
Vriesekoop, 2017). Pivski trop je nusproizvod koji nastaje u velikim koli¢inama tokom cijele
godine, a zbog svog visokog udjela proteina i ugljikohidrata se moze koristiti i kao sirovina u
biotehnologiji (za proizvodnju fenolnih kiselina, mlije¢ne kiseline, bioplina, bioetanola,
ksilitola, pululana te kao podloga za uzgoj mikroorganizama i proizvodnju enzima), ali i kao
dodatak ili nosa¢ za imobilizaciju stanica kvasca pri fermentaciji piva. Koristi se i kao hrana za
stoku, dodatak proizvodima namijenjenim za ljudsku prehranu, sirovina za proizvodnju
gradevinskog materijala, ugljena, papira, energije, no ima i potencijal za primjenu kao

adsorbent (Beluhan, 2001a).

Otpadni kvasac

Stanice kvasca se razmnoZavaju za vrijeme fermentacije Sto rezultira znatno veéom
masom kvasca od one koja se inokulira na pocetku fermentacije. Na brzinu rasta kvasca
utjecu razliciti fermentacijski uvjeti pojedine pivovare (Kerby i Vriesekoop, 2017). Nakon
zavrsSetka vrenja, po 1 hL mladog piva, zaostaje 1,5 - 2,0 kg otpadnog (vlaznog) kvasca sa 12 -

15% suhe tvari. Talog otpadnog kvasca sadrzi 45 - 60% piva, koje se separacijom ili filtracijom
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izdvaja. Otpadni kvasac je visokovrijedan izvor proteina i vitamina, narocito B skupine, stoga
se nakon susSenja koristi kao krmni ili prehrambeni kvasac. Kvasac koji je namijenjen za
upotrebu u prehrambenoj industriji ispire se natrijevim bikarbonatom da bi se uklonila
gorCina. Otpadni se kvasac koristi za proizvodnju kvascevog ekstrakta, izolaciju 3,5' -
nukleotida ili direktno u proizvodnji juha, umaka, keksa, kruha, mesnih preradevina i

medicinskih preparata (Beluhan, 2001b).

2.4. PLUESNI U INDUSTRUI SLADA | PIVA

Plijesni koje se naj¢esée mogu pronadi na polju, a kontaminiraju jeCam i pSenicu,
ukljucuju vrste rodova Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Alternaria i Cladosporium, pri cemu
najve¢e probleme u sladarstvu i pivarstvu predstavljaju plijesni roda Fusarium
(Papadopoulou i sur., 1999). Sarza zrna je¢ma ili pSenice koja je prihvatljiva po svim drugim
pokazateljima kakvocée, a inficirana plijesnima iz roda Fusarium, odbija se na ulazu u sladaru
(Schwarz, 1997). Primjena kontaminiranog slada u proizvodnji piva uzrokuje razlicite
probleme, kao $to su promjena u boji i sastavu sladovine, prisutnost metabolita plijesni
(mikotoksini), ali i pojavu prekomjernog pjenjenja piva. Mikrobna kolonizacija zrna je€ma
vedinom je usmjerena na vanjski sloj zrna, na pljevicu i na prostor izmedu pljevice i
perikarpa, no dogada se da prodru i u endosperm (Van Nierop i Rautenbach, 2006). Plijesni
roda Fusarium, prema istrazivanju koje su proveli Schwarz i sur. (2002), sintetiziraju
amiloliticke i proteoliticke enzime, tocnije, primijeCeno je da kod zrna jeCma koja su
inficirana plijesnima roda Fusarium dolazi do razgradnje Skroba u endospermu, te da

nedostaje proteinski matriks koji obavija granule skroba.

Neki od najvaznijih ¢imbenika koji utjecu na razvoj plijesni su temperatura i sadrzaj
vode. Plijesni su ve¢inom mezofili, tj. rastu pri sobnoj temperaturi. Optimalna temperatura
za rast vecine plijesni je izmedu 25 i 30°C, dok nekolicina raste i na viSim temperaturama od
35 do 37°C (Filtenborg i sur., 2004). Svim plijesnima potreban je optimalan aktivitet vode
(aw) za njihov rast. Upravo zbog toga, plijesni napreduju tijekom procesa sladenja. Niske
temperature (12 - 16°C) i visoka vlaznost zraka (>80%) tijekom mocenja i klijanja uzrokuje
proliferaciju micelija plijesni te produkciju mikotoksina. Do danas je otkriveno preko 100 000

vrsta plijesni, te se ¢ak viSe od 400 vrsta smatra toksi¢nima, dok je samo za 5% poznato da
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proizvode toksi¢ne tvari (mikotoksine), koje imaju nezeljen ucinak kako na Zivotinje tako i na
Covjeka (Oliveira i sur., 2013). Plijesni roda Fusarium su naj¢eS¢e prisutne plijesni na
Zzitaricama u nasem podneblju koje uzrokuju kontaminaciju piva (Jurkovi¢ i sur., 1998).
Najvazniji predstavnici roda Fusarium: F. acuminatum, F. avanceum, F. cerealis, F.
chlamydosporum, F. culmorum, F. graminearum, F. heterosporum, F. oxysporum, F. poae, F.
proliferatum, F. sambucinum, F. semitectum, F. sporotrichoides, F. roseum, F. tricintum, F.

verticilioides, i dr. (Logrieco i sur., 2003).

F. graminearum i F. culmorum najceséi su patogeni na nasem podrucju i nazivamo ih
agresivnim plijesnima. F. graminearum je patogen odgovoran za povremene pojave fuzarioze
klasa p3enice. Saria zrna koja je prihvatljiva po svim drugim pokazateljima kakvoce, a
kontaminirana je plijesnima, pogotovo iz roda Fusarium, smatra se nepogodnom za sladenje
(Schwarz i sur., 1997). U Hrvatskoj je zastupljeno vise vrsta plijesni roda Fusarium, a za
podrucje Istocne Hrvatske prevalentna vrsta je F. graminearum (Jurkovi¢ i sur., 1998;
Krstanovié i sur., 2005). Prilikom jake kontaminacije, prinosi mogu biti smanjeni i do 30% uz
znacajno pogorsanje pekarske, pivarske i sto¢ne kvalitete zrna. Takve plijesni mogu preZivjeti
i duze od godinu dana u povrsinskom sloju tla i pri tome ostati aktivne (Teich, 1989). Prelaze
iz tla u biljku u kojoj su latentno prisutne gdje luce svoje toksine od kojih je najrelevantniji

deoksinivalenol koji direktno utje¢e na narusavanje kvalitete piva.

Identifikacija plijesni roda Fusarium je komplicirana zbog velike razlike u morfoloskim
i nemorfoloSkim karakteristikama rodova, zbog Cega se za nedvosmisleno dokazivanje

koriste molekularne metode poput PCR-a (lan¢ane reakcije polimerazom).

2.4.1. Fusarium culmorum

Ovo istrazivanje bavilo se utjecajem plijeni F. culmorum na mikotoksikolosku
ispravnost nuspoizvoda koji nastaju tijekom proizvodnje slada i piva. F. culmorum pripada
sekciji Discolor i vrlo je ¢est kontaminant Zitarica na nasem podrucju F. culmorum proizvodi
kratke, zdepaste makrokonidije debelih stijenki (Slika 2) ¢ija je povrSina sa prednje i straznje
zaobljena (Nelson i sur., 1983). Brzo stvara mnogobrojne klamidiospre, a moze se pojaviti
kao jedinka, u obliku nakupina (eng. clumps) ili lanaca. Rast bijelog zracnog micelija na

krumpirovom agaru je izrazito brz. Mogu se javiti i crveno-smedi ili narancasti pigmenti

11
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tijekom starenja micelija, agarna podloga za to vrijeme poprima jarko crvenu boju (eng.
carmine red). Inace, F. culmorum prevladava u hladnijim, sjevernijim dijelovima Europe
(sjeverna, centralna i zapadna Europa) te u Kanadi (Demeke i sur., 2005), ali se obzirom na
globalne klimatske promjene sve vise povlaci pred drugim cCestim kontaminantom iz istog

roda F. graminarum.

F. culmorum proizvodi spore (konidije) koje se vjetrom ili kiSom rasprsuju na Zitarice u
cvatnji. Uspjesnost infekcije ovisi o klimatskim uvjetima iz godine u godinu, a najvise se
oslanja na visoke temperature i visoku vlaznost zraka (Lacey i sur. 1999; Brennan i sur.,
2005). Plijesan Fusarium culmorum (Wm. G. Sm.) Sacc. (telemorf nepoznat) uzrokuje razlicite
probleme tijekom sladenja i proizvodnje piva: smanjuje kakvoéu sirovine (slabija nalivenost
zrna, smanjenje udjela endosperma, narusen odnos Skrob:proteini), uzrokuje tehnoloske
gubitke (smanjen udio ekstrakta, pojacano pjenjenje piva), te sintetizira mikotoksine

(trihotecene, zearalenon) koji narusavaju zdravstvenu ispravnost slada.

Slika 2. Zrna pSenice kontaminirane plijesni F. culmorum na selektivnoj podlozi i izgled njenih

makrokonidija

2.5. FUSARIUM MIKOTOKSINI U PROIZVODNIJI SLADA | PIVA

Mikotoksini (mykes - grc€. gljiva, toxikon - grc. otrov) su toksi¢ni sekundarni metaboliti
vecCeg broja plijesni koji putem kontaminirane hrane inficirane sporama, konidijama i/ili

fragmentima micelija dospijevaju u organizam ljudi i Zivotinja. Unosom toksina plijesni u
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organizam ljudi i Zivotinja nastaju intoksikacije, odnosno mikotoksikoze koje, s ¢injenicom da

su vezane za hranu, mogu poprimiti Siroke razmjere (Bennet i Klich, 2003).

Mikotoksikoze se manifestiraju kao akutna i kroni¢na toksi¢nost, neurotoksi¢nost,
hepatotoksi¢nost, citotoksi¢nost, teratogenost, kancerogenost, mutagenost i druge
posljedice, te mogu dovesti i do smrti (Mayer i sur., 2008; Diaz, 2005). Do razvoja bolesti
dolazi nakon uno$enja mikotoksina hranom u organizam bilo gastrointestialnog trakta,
udisanjem kontaminirane prasine putem pluéa, preko osteéene koze ili intravenozno (kod
korisnika onecis¢éenog heroina). Danas se akutne mikotoksikoze javljaju ve¢inom u zemljama
loSeg poljoprivredno - veterinarskog standarda, prerade, transporta i skladiStenja hrane

biljnog i Zivotinjskog podrijetla (HAH, 2014).

Mikotoksini nemaju funkciju pri rastu i razvoju plijesni, ali su korisni u obrani od
drugih organizama, Sto ukljucuje i druge plijesni. Biosinteza mikotoksina ovisi o uvjetima
okoline, tj. o fizikalno - kemijskim parametrima (koli¢ini slobodne vode — aw, koli¢ini kisika,
kemijskom sastavu, temperaturi, pH supstrata, razini oksidativnog stresa i
inhibitorima/aktivatorima enzima za biosintezu sekundarnih metabolita kao i
transkripcijskim faktorima), no ovisi i o genetskoj predispoziciji soja plijesni da stvori
sekundarne metabolite na povoljnom supstratu, kao i epigenetskim faktorima (povecanje
metilacije gena za sekundarni metabolizam kod povoljnih uvjeta za rast i razvoj plijesni bez
prirodne kompeticije). Optimalna temperatura za proizvodnju veéine mikotoksina je izmedu
20 30°C, dok bi aktivitet vode trebao biti iznad 0,7. Plijesni rastu u Sirokom rasponu pH, iako

im izrazito kisela ili bazi¢na podloga ne odgovara (Bennett i Klich, 2003).

U prehrambenom lancu ¢ovjeka ili Zivotinja mogu se nadi direktnom ili indirektnom
kontaminacijom (Slika 3). Ako se radi o direktnoj kontaminaciji, prehrambeni materijal je
kontaminiran mikotoksikogenim plijesnima, dok do indirektne kontaminacije dolazi najcesée
konzumacijom jaja, mlijeka ili mesa Zivotinja koje su konzumirale hranu kontaminiranu
mikotoksinima. Buduci da plijesni proizvode mikotoksine, jedini nacin da oni dospiju u hranu
je prilikom kontaminacije hrane plijesnima. Ukoliko se uspjesno sprijeCi porast plijesni pri
svim stupnjevima proizvodnje hrane, problem kontaminacije mikotoksinima bi nestao

(Murphy i sur., 2006).
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Slika 3. Put mikotoksina u hranidbenom lancu

(Ozegovié i Pepeljnjak,1995)

Na samom polju, ali i prilikom skladistenja, mikotoksini kontaminiraju Zitarice, a neki
od najznacajnijih jesu aflatoksini B1 i M1 (AFB1, AFM1), zearalenon (ZEA), ohratoksin A
(OTA), fumonizini B1 i B2 (FB1, FB2), trihoteceni (deoksinivaleonol (DON), T-2 i HT-2 toksini),
patulin (PAT), te citrinin (CIT). Neka istraZivanja su pokazala da je ¢ak vise od 25% usjeva na
svjetskoj razini kontaminirano mikotoksinima (Charmley i sur., 1995), dok su novija
istrazivanja pokazala da je ta brojka puno veca, odnosno da doseze ¢ak 90% (Streit i sur.,
2013). Kontaminirajudi pSenicu i druge Zitarice koje se koriste u proizvodnji piva, mikotoksini
prelaze u sladovinu te u pivo. Njihova koncentracija tijekom proizvodnje se uglavnhom
smanjuje, ali neki vodotopljivi i termostabilni mikotoksini kao $to su DON i ostali trihoteceni
grupe B, zaostaju u svim fazama proizvodnje piva. Kako bi se osigurala zadovoljavajuca
kvaliteta zrna, kontaminaciju plijesnima najbolje je sprijeciti ve¢ u polju i to primjenom
razli¢itih mjera (genetska otpornost, zaoravanje Zetvenih ostataka, primjena fungicida i

izmjena usjeva), te onemoguditi njihov daljnji razvoj prilikom skladistenja i sladenja pSenice.
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2.6. FUSARIUM MIKOTOKSINI

Plijesni roda Fusarium sintetiziraju slijede¢e mikotoksine:

l. Fumonizini (F. verticillioides, F. proliferatum),
Il. Zearalenon (F. roseum, F. cerealis),
M. Moniliformin (F. subglutinaus, F. avenaceum) i
V. Trihoteceni (F. culmorum, F. graminearum):
e T-2iHT-2toksin (F. poae, F. sporotrichioides),
e Diacetoksiscirpenol (DAS) i monoacetoksiscirpenol (F. poae, F.
sporotrichioides),
e Neosolaniol (F. sporotrichioides, F. poae, F. acuminatum),
e Deoksinivalenol (DON) (F. graminearum, F. culmorum),
e Nivalenol (NIV) (F. cerealis, F. poae, F. graminearum, F. culmorum)
(Logrieco, 1990).
e Fuzarenon X (FUS X),

e 3-acetildeoksinivalenol (3-AcDON ) i 15-acetildeoksinivalenol (15-AcDON).

Najznacajniji Fusarium toksini ukljuc¢uju nivalenol (NIV), deoksinivalenol (DON), T-2
toksin (T-2), HT-2 toksin (HT-2), zearalenon (ZEA), fuzarenon X (FUS X), diacetoksiscirpenol
(DAS), 3-acetildeoksinivalenol (3-AcDON) i 15-acetildeoksinivalenol (15-AcDON) te
fumonizine. Akutno trovanje fumonizinima kod domacih Zivotinja izaziva tzv. , konjsko ludilo”
(leukoencefalomalacija, fatalna bolest mozga) i svinjski pulmonarni edem. Akutno visoki
unos T-2 toksina najéesée izaziva gastrointestinalne i imunotoksi¢ne posljedice. Vise doze
DON-a se povezuju s epidemijama bolesti probavnog trakta kod ljudi, a djeluje i
imunotoksiéno. ZEA je endokrini disruptor zbog grade sliéne estrogenu (Klapec i Sarkanj,

2012).

2.6.1. Trihoteceni

Trihotecene biosintetiziraju plijesni rodova Fusarium (F. culmorum, F. graminearum,

F. sporotrichioides, F. poae), Cylindrocarpon, Cephalosporium, Myrothecium, Trichothecium,
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Trichoderma, Stachybotrys i Verticimonosporium. Oko 170 razli¢itih sekundarnih metabolita
Cine skupinu trihotecena (Durakovié, 2003). Prvi toksin koji je bio izoliran iz ove skupine je
trihotecen iz plijesni Trichotecium roseum, 1949. godine, iako je tada daljnje istrazivanje,
zbog njegove toksi¢nosti, bilo obustavljeno stoga se tek 1971. godine objavilo njegovo
otkri¢e (Plavi¢ i Zuntar, 2006). Podijela trihotecena je na makrociklicke i nemakrociklicke

trihotecene. Najéeséi su nemakrociklicki trihoteceni, a dijele se na grupe:

» Tip A, posjeduju vodik ili ester na C-8 poziciji, ukljuuju T-2 toksin, HT-2 toksin,
neosolaniol, DAS;

» Tip B, sadrze keton i ukljucuju 3-AcDON, 15-AcDON, DON, NIV i fuzarenon X (Bennett
i Klich, 2003).

Kemijska struktura trihotecena prikazana je na Slici 4. Treéa grupa trihotecena ima na
C-7, 8 ili C-9, 10 drugi epoksidni prsten, a Cetvrta skupina trihotecena (tip D) posjeduje
makrociklicki prsten izmedu C-4 i C-15 s dvije ester veze (Eriksen, 2004). Rod Fusarium ne

producira trihotecene tipa Ci D (Eriksen, 2004).

Postoji osnovni spoj trihotekan, strukture tetraciklickog trpenoida koja ukljucuje
Sesteroclani prsten s kisikom, epoksid u polozaju 12, 13 te u polozaju 9,10 dvostruku vezu
koja moze biti supstituirana drugim epoksidom. Iz osnovnog spoja trihotekana se izvode svi
trihoteceni Sto se moze vidjeti na Slici 4 (da Rocha i sur., 2014). Trihoteceni takoder imaju i
supstituente koji u jednom ili viSe polozaja (3, 4, 7, 8, 15) sadrie kisik, te mogu biti
esterificirani na hidroksilnoj, keto ili epoksidnoj skupini ili njihovoj kombinaciji. (Desjardins i

Proctor, 2007).

H H H Trihoteceni [ K; H; F R
H,C o] | HT-2 | -OH | -OH [ -DAc | -H | -OCOCHCH(CH;):
ol™"Ry [A| T2 | -OH|-OAc|-OAc| -H | -OCOCH;CH(CHy)
B DAS | -OH | -OAc | -OAc | H H
R : oift DON | -OH | -H | -OH | -OH =0
3 E C 2 B 3-AcDON | -OAc | -H | -OH | -OH =0
R, | ZEHa H NV | -OH | -OH | -OH | -OH =0
R FUSX | -OH | -OAc | -OH | -OH =0

Slika 4. Struktura trihotecena
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U Zitaricama kao Sto su pSenica, jeam, raz, zob i kukuruzu se vedinom nalaze
trihoteceni, te tako dospijevaju i u prehranu €ovjeka (brasno, slad, pivo, kukuruzne pahuljice,
hrana za novorodencad i ostalo) ali i u ishranu Zivotinja (krmne smijese). Nakon konzumacije
pSenice, kukuruza ili rize koji su kontaminirani nekim trihotecenom (DON, NIV, T-2, HT-2),
potrebno je otprilike sat vremena do pojave prvih simptoma trovanja kao $to su abdominalni

bolovi, dijareja, mucnina, povraéanje te vrtoglavica (Peraica i Domijan, 2008).

Trihoteceni su snazni inhibitori sinteze proteina kod eukariota, oSteéuju stanice
timusa, crijeva, slezene te limfnih Zlijezda (Sarkanj i sur., 2010). T-2 se smatra najtoksi¢nijim
trihotecenom koji vec pri 0,5 mg ima akutno djelovanje na imunoloski sustav Zivotinje, dok je
DON predstavnik koji je manje toksi¢an te pri unosu malih koncentracija uzrokuje samo

odbijanje hrane kod Zivotinja (Ehling i sur., 1997).

Deoksinivalenol (DON)

Molekularna formula DON-a je CisHy00s, njegov kemijski naziv 12,13-epoksi-
3a,7a,15-trihidroksi trihotec-9-en-8-on, a kemijska struktura je prikazana na Slici 6. Prilicno
je stabilan kada se radi o visokoj temperaturi (120°C) koja se postize prilikom prerade,
mljevenja i skladistenja. Deoksinivalenol je topljiv u svim polarnim otapalima, npr. vodi,

etanolu, acetonitrilu, etilacetatu.

H H

o
«nnlQH

"”””H

QU= =

H,C

CH;, H

Slika 5. Kemijska struktura deoksinivalenola, DON

Deoksinivalenol (Slika 5), poznat i pod nazivom vomitoksin, je sekundarni metabolit

kojeg produciraju plijesni F. culmorum, F. graminearum i ostale. U samoj proizvodnji hrane,
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2. Teorijski dio

DON dospijeva u prehrambene proizvode (pivo, slad, kruh) upotrebom Zitarica koje su
kontaminirane jer je prisutan u Zitaricama kao $to su pSenica, kukuruz, jeCam, raz, zob i riza.
Takoder se DON moze pronaci i u proizvodima Zivotinjskog podrijetla (npr. mlijeko i meso) u
znacajno nizim koncentracijama (Cavret i Lecouer, 2006). Razine DON-a u Zitaricama koje su
preradene (pekarski proizvodi, kruh, tjestenina) razina zastupljenosti DON-a je znatno niza
od vrijednosti koje se mogu naéi u nepreradenim Zitaricama ili u samim proizvodima

nepreradenih Zitarica (EFSA 2013).

Izlozenost DON-u u zemljama Srednjeg Istoka i Afrike, prema FAOQ, 2016., iznosi 0,77-
2,4 pg/kg tjelesne mase, dok je u Americi taj broj manji 0,49 pg/kg tjelesne mase (Sudakin,
2003; US Department of Agriculture, 1996). Za ljudsku populaciju privremeni prihvatljivi
dnevni unos (TDI) DON-a je 2002. godine postavio Znanstveni odbor za hranu (Scientific
Committee on Food), a on iznosi 1 pug/kg tjelesne mase u danu (EFSA, 2013). Kroni¢na doza
DON-a u Zivotinja bi bila izmedu 3,9 i 43,3 ug/kg tjelesne mase, dok se za akutnu dozu

procjenjuje da je to izmedu 11,6 i 137,9 pg/kg tjelesne mase (EFSA, 2013).

Od svih mikotoksina koje produciraju plijesni roda Fusarium, jedan od najvaznijih
pokazatelja kvalitete i sigurnosti sladenja pSenice je deoksinivalenol (Salas i sur., 1999).
Mikotoksini koji su prisutni u sirovini (pSenici ili je¢mu) prelaze u slad, te u daljnjem procesu
proizvodnje lako zavrSavaju u kona¢nom proizvodu (pivo), a tada je pivo kontaminirano ovim
mikotoksinom moguca prijetnja za ljudsko zdravlje. (Vaughan i sur., 2005). Istrazivanje je

pokazalo da 80-93% DON-a iz slada moZze prijeci u pivo (Schwarz i sur., 1995).

3-acetil-deoksinivalenol (3-AcDON)
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Slika 6. Strukturna formula 3-acetil-deoksinivalenola

Molekulske formule Cy17H,,07 i relativne molekulske mase 338,4 g/mol. Strukturna

formula 3-AcDON molekule je prikazana na Slici 6. 3-AcDON se uz DON najces$ce pojavljuje u

Zitaricama (Berthiller i sur., 2012). Topljiv je u organskim otapalima (metanol, acetonitril, etil

acetat) dok je u vodi njegova topljivost nesto loSija nego kod DON-a (Weidenbomer, 2001).

Nivalenol (NIV)

(Slika
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Slika 7. Strukturna formula nivalenola

Molekulske formule CisH,005 i relativne molekulske mase 313,2 g/mol. Nivalenol

7) ima Stetno djelovanje zato Sto je imunotoksican, hematoksi¢an, embrio i

fetotoksican, te uzrokuje smanjenu Zelju za unosom hrane kod ljudi i Zivotinja, a time i

smanjenje tjelesne mase (Rai i Varma, 2010). Kao i 3-AcDON, manje je topljiv u vodi u

odnosu na DON, a u metanu i diklormetanu je dobro topljiv (Weidenbomer, 2001).
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2. Teorijski dio

T-2 toksin

Slika 8. Struktura T-2 toksina (R1=0Ac)

Molekulske formule Cy4H3409 i relativne molekulske mase 466,57 g/mol (Slika 8).
Dobro topljiv u metanolu, diklormetanu i dimetilsulfoksidu, a slabo topljiv u vodi. Vjeruje se
da kod Zivotinja i ljudi uzrokuje zaostatak u rastu, povecanu podloznost raznim infekcijama,

leukopeniju/smanjenu produkciju antitijela.
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je pomocu LC-MS/MS tehnike ustanoviti utjecaj infekcije pSenice s
plijesni Fusarium culmorum na mikotoksikoloSku ispravnost nusproizvoda koji nastaju

tijekom proizvodnje slada i piva (vode od mocenja, klice, pivskog tropa i pivskog kvasca).

Provedeno je mikrosladenje uzoraka pSenice koja je na polju tretirana sa 4 razli¢ita

tretmana.

3.2. MATERUALII METODE

Analize koje su se provodile, radene su na dva hrvatska genotipa pSenice dobivene sa
Poljoprivrednog Instituta Osijek. Inokulacija sporama plijesni F. culmorum je izvrSena na
polju, rasprskavanjem makrokonidija u fazi cvatnje. U ovom su istrazivanju analizirani
genotip na plijesni roda Fusarium. Primijenjeni fungicid bio je Prosaro® 250 (protiokonazol
(125 g/L), tebukonazol (125 g/L)) (Bayer Crop Science, Njemacka). Nusproizvodi dobiveni
nakon provedenog sladenja i proizvodnje piva su analizirani za mikotoksine kako je opisano u

daljnjem tekstu.

Svaki genotip tretiran je na polju s Cetiri tretmana:

e kontrolni uzorak (1),

e tretiran s fungicidom Prosaro® 250 (2),

e inficirano F. culmorum sporama (10° konidija po mL) i tretirano fungicidom Prosaro®
250 (3),

e inficirano F. culmorum sporama (10° konidija po mL) (4)

3.2.1. MIKROSLADENJE

Mikrosladenje (MEBAK®, 2011) je provedeno u laboratorijskom inkubatoru

(ClimaCell, MMM MedcenterEinrichtungen, Minchen, Njemacka; Slike 9 i 10). Petsto grama
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3. Eksperimentalni dio

pSenice natopljeno je u 500 mL vode iz slavine prema standardnom postupku opisanom u

MEBAK-u® (2011).

Standardno mikrosladenje je provedeno postupkom mikrosladenja koji je usvojila
Srednjeeuropska komisija za pivarsku analitiku - Middle European Brewing Analysis
Commission (MEBAK®). Mikrosladenje je postupak koji je razraden za pivarski jeam te se za
potrebe sladenja pSenice moraju izvrsiti male korekcije vlaznosti (MEBAK®, 2011). Korekcije
se izvrSavaju jer zrno pSenice ne sadrzi pljevicu, posljedi¢no tome, takvo zrno moze vrlo brzo
primiti vodu te se vrijeme namakanja moze skratiti, a stupanj relativne vlaznosti zraka pri
klijanju smanjiti (Sacher, 1998). Prilikom provodenja modificiranog postupka sladenja
promijenjeni su parametri temperature klijanja i vrijeme zadrZavanja zrna na pojedinoj
temperaturi. SuSenje je provedeno u suSioniku sa ventilacijom (UFE 500, Memmert,
Njemacka) prema MEBAK® (2011) shemi suSenja. Otklicavanje, uklanjanje korijencica i

sladne klice, izvrSeno je ru¢nim postupkom.

Slika 9. CLIMACELL komora

Slika 10. Sladenje psSenice u CLIMACELL komorici
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3. Eksperimentalni dio

Za ovo istrazivanje proveden je modificirani postupak mikrosladenja za pSenicu u

kojima su mijenjani pojedini parametri $to je opisano u tablici 1.

Tablica 1. Shema mikrosladenja pSenice za proizvodnju pseni¢nog slada

Mocenje
Procesni parametri
t/h T/°C sttt | Unp e [ Vlaznost Napomena
h zra/ %
24 14 5 19 29 (1)
24 14 4 20 36
24 14 2 / 44,5 (2); (3)

(1) u mocioniku; (2) u klijaliStu; (3) mocenje oroSavanjem

Klijanje
Procesni parametri
t/h T/°C Rhyraka / % Napomena
72 14 85 (3); (4); (5)

(3) mocenje orosavanjem; (4) podesavanje vlaznosti zrna do udjela vode od 44,5%

prskanjem; (5) prevrtanje gomile dva puta dnevno

Susenje
Procesni parametri
t/h T/°C Napomena
16 50 (6)
1 60 (H,0<10% )
1 70
1 80

(6) vrijeme suSenja 19 h, prema standardnom postupku susenja za svijetli slad prema

MEBAK-u

Voda dobivena nakon modenja je smrznuta do postupka analize. Slad je nakon

susenja u susioniku odvojen od klice/korjenciéa, te pakiran u papirnate vredice i ¢uvan na
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sobnoj temperaturi tri tjedna kako bi postigao ravnoteznu vlaznost. Klice/korijencici su

pakirani i smrznuti do postupka analize.

PSenicno pivo proizvedeno je prema MEBAK® (2011). Ukomljavanje i fermentacija

provedeni su kako je dolje opisano.

3.2.2. PROIZVODNIJA PIVA

Osuseni pSenicni slad je samljeven u laboratorijskom mlinu (Newman Industries, Sale
Creek, TN). Na 50 g slada psSenice dodano je 200 mL vode (45+1°C). MjeSavina je stavljena u
vodenu kupelj (Lochner Labor und Technic, Berching, Njemacka) kroz 30 minuta uz stalno
mijesanje (80-100 o/min). Tijekom iducih 25 minuta, temperatura komine povecana je na
70°C, Sto je pribliZno poveéanje temperature od 1°C po minuti. Kada je postignuta
odgovarajuca temperatura, dodano je 100 mL vode temperature 70°C. Komina se drZala na
toj temperaturi sat vremena nakon cega je ohladena na sobnu temperaturu i filtrirana kroz

nabrani filter papir. Uzorci pivskog tropa zamrznuti su do daljnje mikotoksikoloske analize.

Vrenje sladovine provedeno je prema metodi odredivanja grani¢nog stupnja
prevrenja sladovine i piva (MEBAK®, 2011). U erlenmeyerovu tikvicu preneseno je 200 mL
sladovine i inokulirano s 15 g kvasca Saccharomyces uvarum (dobiven iz Osjecke pivovare).
Na tikvicu je postavljena vrenjaca. Fermentacija na sobnoj temperaturi je uslijedila uz stalno
mijeSanje kroz 24 sata. Nakon sto je fermentacija zavrSena, pivo je dekantirano od otpadnog

kvasca. Uzorci otpadnog kvasca su zamrznuti su do daljnje analize.

3.2.3. ANALIZA MIKOTOKSINA U NUSPROIZVODIMA NASTALIM TIJEKOM
SLADENJA | PROIZVODNIE PIVA

Analiza mikotoksina provedena je na Prehrambeno-tehnoloSkom fakultetu Sveucilista
J.J. Strossmayer u Osijeku, u laboratoriju Katedre za biokemiju i toksikologiju. Prilikom
analize koriSten je standard trihotecena skupina A i B + ZEA u acetonitrilu Mix 4 (Biopure,
Romer Labs, Tulln, Austrija). Ultra cista voda za pripremu otopina i mobilne faze je
procis¢ena reverznom osmozom i Millipore Simplicity System (EMD Milipore Darmstadt,

Njemacka) uredajem. Organska otapala (acetonitril, metanol) koriStena za ekstrakciju,
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pripremu kalibracijskih otopina i/ili mobilnih faza bila su HPLC Cistoce (J.T. Baker, Ceveted,

Nizozemska). Takoder su koriStene mravlja kiselina i amonijak HPLC Cistoce.

Priprema uzoraka za LC-MS/MS analizu

Uzorci pSenice Lucija i OSK. 110/09 pripremljeni su prema metodi koju su u svom
radu koristili Ren i sur. (2007). Prema protokolu, 10 g uzorka (klica, kvasac i trop) samljeveno
je koristenjem laboratorijskog mlina tijekom 1 minute (M20, lka, Staufen, Njemacka). Zatim
je dodano 40 mL acetonitrila (92%-nog) te je izvrSena ekstrakcija u laboratorijskom blenderu
(LB10S, Waring, USA) u trajanju od 3 min (Slika 11). Dobivenoj smjesi je prije filtracije dodano
40 mL acetonitrila te je sve filtrirano preko filter papira (Glass Microfibre Filters, Whatman

International Ltd Maidstone, Engleska).

Slika 11. Ekstrakcija u laboratorijskom blenderu

Zatim je, 15 mL dobivenog filtrata procis¢eno na SPE koloni (AflaZon 226+; Romer
Labs, Tulln, Austrija), a 6 mL eluata podvrgnuto otparavanju na termobloku (Labnet,
AccuBlock, USA) na 50 °C u struji dusika analiticke Cistoce (5.0) (Messer, Hrvatska). Dobiveni
kristali¢i su rekonstituirani sa 400 puL mobilne faze (A (vodena otopina mravlje kiseline
koncentracije 10 mmol/L) : B (metanolna otopina mravlje kiseline koncentracije 10 mmol/L)
u omjeru 50 : 50). Nakon rekonstitucije uzorak je analiziran na LC-MS/MS uredaju. Ovim

postupkom pripremljeni su svi kruti uzorci.
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Tekuci uzorci pripremljeni su na nacin da je 15 mL uzorka mijeSano u laboratorijskom
mikseru sa 15 mL acetonitrila tijekom 3 minute. Nakon toga se slijedila prethodno opisana
procedura. Uzorci koji su sadrzavali CO, prethodno su podvrgnuti otplinjavanju tijekom 10

minuta u ultrazvuénoj kupelji (Bandelin, Sonorex Super RK 100 H).

LC-MS/MS sustav se sastojao od Perkin Elmer Series 2000 binarne pumpe s
autosamplerom, kolonskom peénicom (45° C), vakuum rasplinjatem i masenog spektrometra
APl 2000 Triple-quadrupole MS (Sciex, Foster City, California, USA) opremljenog Analyst

version 1.4.2 softverom.

Tablica 2. LC-MS/MS uvjeti optimizirani za kvantifikaciju odabranih Fusarium mikotoksina

Mikotoksin | Polarizacija Vrijeme DP/V | FP/V | EP/V | CE/V | CXP/ LOD LoQ REC

ionizacije | zadrfavanja v ng/ kg | pef kg %
/ min

NIV - 2.39 -19.5 -367.9 -0.8 -16.5 -17.0 0.65 217 60
DON - 2.49 -15.4 -353.3 -6.9 -16.0 -15.2 1.86 6.19 100
FUS-X + 2.61 19.4 370.8 9.1 13.5 9.1 0.04 0.14 66
3-ADON + 3.11 36.2 392.1 5.4 19.3 10.1 0.34 1.12 a0
DAS + 14.86 14.0 374.6 8.6 224 8.2 1.55 515 84
HT-2 + 18.40 4.7 247.2 8.1 28.1 11.4 0.34 1.12 64
T-2 + 19.60 55.4 2717 10.1 47.3 13.2 0.02 0.07 60
ZEA - 19.80 -152.0 -395.7 -4.5 -38.2 -52.2 0.65 2.17 15

DP,= Napon za razbijanje; FP = Napon za lokaliziranje; EP = Ulazni napon; CE = Kolizijska energija; CXP = lzlazni
potencijal kolizijske celije; LOD = (limit of detection) granica detekcije; LOQ = (limit of quantification) granica
kvantifikacije; REC = recovery
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4. Rezultati i rasprava

4.1. PRACENJE KONCENTRACIJA MIKOTOKSINA KOJI NASTAJU PRILIKOM
PROIZVODNIE SLADA | PIVA

Za potrebe ovog istrazivanja postavljeni su pokusi u polju na dva genotipa pSenice
kako je opisano u poglavlju materijali i metode. Dobiveni uzorci pSenica sladeni su prema
modificiranom postupku za sladenje je¢ma po MEBAK-u (2011), nakon ¢ega su se prema
MEBAK postupku proizveli sladovina i pivo. Provedene su analize odredivanja mikotoksina u
nusproizvodima koji nastaju tijekom procesa proizvodnje slada i piva: voda od mocenja,
klica/korjenci¢, pivski trop te pivski kvasac. Dobiveni rezultati analize odabranih pokazatelja

kakvoce slada prikazani su graficki na slikama 12. - 16.

Voda od mocenja
25000
¥
o
T 20000 —
.E:‘2
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B 15000 —
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E
2 10000 o
[¥]
]
b=
T 5000 —
:
aE
0
L1 L(2) L(3) L (4) OSK (1) | OsK(2) | OSK(3) | OSsK(4)
B3-ADON | 13643612 | 136.09588 | 139.6684 | 150.38595|139.32816 | 148.51463 | 209.24741 | 239.86899
mT-2 <LOD <L0OD 1.41855 | 0.668745 | 0.886256 | 1.106469 | 1.118967 164822
DON B862.972 693.587 | 1207.091 | B79.019 804.133 713.2 1679.586 20326.2
NIV 269.2195 | 274746 | 2B9.7465 | 294.4835 | 222639 | 2107965 | 307.905 664.759

Slika 12. Graficki prikaz koncentracije mikotoksina u vodi od mocenja pSenica u ovisnosti o

genotipu pSenice i tretmanu.

Slika 12. prikazuje rezultate analize mikotoksina u uzorcima vode za mocenje nakon
sladenja. Iz rezultata je vidljivo da u vodi za mocdenje najviSe zaostaje mikotoksin DON, dok u

manjim koncentracijama zaostaju mikotoksini NIV i 3-AcDON (u posljednja dva uzorka OSK (3
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4. Rezultati i rasprava

i 4)). Unakrsna kontaminacija zrna plijesnima dogada se tijekom mocenja, kada putem vode
za mocenje dolazi do prelaska kontaminanta sa kontaminiranog zrna na nekontaminirano,
uslijed oslobadanja klonidija, micelija i askospora (Schwartz i sur., 1995). Kako su navedeni
mikotoksini topivi u vodi, veéina ih i zaostaje u vodi nakon mocenja psSenice, sto prikazani
rezultati i potvrduju. To je posebno vidljivo u uzorku OSK 4 gdje je koncentracija DON-a bila

izuzetno visoka, iznad 20 mg/kg.

Sladna klica
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[=]
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o [ |
L{1) L(2) L3 L(4) 05K (1) 05K (2) 05k (3) 05K (4)

B 3ACDON| 30.295645 | 29.391297 | 35478252 | 31.269557 | 27.721732 | 35826078 | 55.304334 | 420.17381
BT-2 1117116 | 4432428 | 9981972 | 1.2900888 <LOD 30162152 <LOD <LOD

Don 602.338 510.378 813.846 1383 998 703.404 818.444 30BE.EB6E S5635.8

M 34 10586 | 33.89533 (142 31828 | 117.05468| 59 36046 | 16547658 | 225.2671 | 1690.5559

Slika 13. Graficki prikaz koncentracije mikotoksina u klicama slada u ovisnosti o genotipu

pSenice i tretmanu.

Na slici 13. prikazani su rezultati analize mikotoksina u uzorcima klice i korjenciéa
nakon otklicavanja gotovog slada. Vidljivo je da u klici najvise zaostaju mikotoksini DON, NIV i
vrlo malo 3-AcDON-a. U uzorcima OSK (3 i 4), koji su kontaminirani sporama plijesni F.
culmorum, pojavljuju se izrazito velike koncentracije mikotoksina, narocito DON-a, Sto je i u
skladu sa literaturom (Cavaglieri i sur., 2009). Posebno su visoke koncentracije pronadene u
uzorcima 3 (3.07 mg/kg) i 4 (5.64 mg/kg) kod genotipa OSK. Koncentracije NIV su takoder

bile povisene u istim uzorcima genotipa OSK, uzorcima 3 (225 pg/kg) i 4 (1.70 mg/kg).
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4. Rezultati i rasprava

Sli¢cno istrazivanje koje su proveli Habschied i sur. (2011) pokazalo je da mikotoksin
zearalenon takoder najviSe zaostaje u klicu i korjencicu tijekom proizvodnje slada. Habler i
sur. (2016) su u svom istrazivanju takoder zakljucili da klica/korjenci¢ zadrzavaju vece
koli¢ine trihotecena tipa B kojima pripadaju i mikotoksini odredeni u ovom istrazivanju. Kako
je ova frakcija nusproizvoda izuzetno meke teksture i bogata hranjivim tvarima, pretpostavlja

se da je prva koju ¢e plijesan kolonizirati tijekom sladenja.

Kao Sto je vidljivo prema rezultatima, klica i korjenci¢ koji zaostaju tijekom
proizvodnje slada, takoder mogu biti kontaminirani, a zbog svoje hranidbene vrijednosti
(visok udio proteina i vlakana) i niske cijene koriste se u prehrani stoke. To je razlog zasto je
vrlo vazno voditi ra€una o koncentraciji mikotoksina koji se mogu nalaziti u njima

(Flanningan, 1996; Cavaglieri i sur., 2009).

Pivskitrop
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m3-AcDON <LOD <LOD <LOD 10.4346 <LOD <LOD 13.251942 | 109.91112

aT-2 3277043 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
DON 1889.778 | 1177.088 <LOD <LOD 13.24224 76.7866 <LOD <LOD
M 250.5188 | 2189408 | 188.62592 | 216.8356 | 279.9916 347.358 288.4124 473.67

Koncentracija mikotoksina /pgke

Slika 14. Graficki prikaz koncentracije mikotoksina u pivskom tropu u ovisnosti o genotipu

pSenice i tretmanu.

Na slici 14. prikazani su rezultati analize mikotoksina u uzorcima tropa nakon procesa
proizvodnje sladovine. Prema rezultatima, vidljivo je da u tropu najviSe zaostaje mikotoksin
NIV, a u nesto manjoj mjeri zaostaju 3-AcDON i DON, od kojih su koncentracije DON-a
izraZenije u uzorcima (1 (1.89 mg/kg)) i (2 (1.18 mg/kg)) genotipa Lucija nego u preostalim

uzorcima gdje se DON javlja u vrlo niskim koncentracijama ili uopcée nije detektiran (<LOD).
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4. Rezultati i rasprava

Koncentracije zaostalih mikotoksina u tropu nisu prelazile koncentracije propisane

pravilnikom za sto¢nu hranu (NN 80/2010).

Derivati DON-a, poznati i kao modificirani mikotoksini, su primjerice 3- i 15- acetil-
DON, DON-3-di-glukozid, DON-3-mono-glukozid, te su predmet intenzivnih istraZivanja.
Nastaju reakcijama mikotoksina s drugim spojevima koji se nalaze u Zitaricama (npr.
Seéerima, aminokiselinama ili sulfatnim grupama), pri ¢emu produciraju derivate koji su
manje toksicni te tako dovode do prividnog smanjenja prvotne koncentracije mikotoksina
(Galaverna i sur., 2009). Znacajno povecanje koncentracije konjugata DON-a dogada se
tijekom ukomljavanja slada, tako da je u sladovini koncentracija konjugata deset puta visa
nego u meljavi slada. Stoga moZemo pretpostaviti da se DON konvertirao u neki od

derivatnih oblika koji nisu analizirani u ovom istraZivanju te se nije detektirao.
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BI-ADON|  <LOD <00 <L0D <l0D  |970.30539| 1041687 |1010.2307 | 1026.997
mT-2 LoD <LOD LoD <L0D <100 4360356 | 9.981972 | 10.729724
DON | 587776 | <0D <00 1180.144 | 4547422 | 542.223 | 639.122 | 705.435
NIV LoD 570.5092 | 2926228 | 292.6228 | 72.84338 | 93.47532 | 103.1597 | 103.58076

Slika 15. Graficki prikaz koncentracije mikotoksina u kvascu u ovisnosti o genotipu pSenice i

tretmanu.

Slika 15. prikazuje rezultate analize mikotoksina u uzorcima izdvojenog kvasca nakon
filtracije mladog piva. Iz rezultata je vidljivo da u otpadnom kvascu u visokim
koncentracijama zaostaju mikotoksini 3-AcDON ocitovani samo u uzorcima genotipa OSK.
110/09. DON i NIV kvantificirani su u nesto niZzim koncentracija kod genotipa OSK, dok su kod

genotipa Lucija pronadeni u nesto viSim koncentracijama. 1z priloZenih rezultata mozemo
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4. Rezultati i rasprava

vidjeti i da je kod genotipa Lucija, oCitana prisutnost mikotoksina NIV u (2, 3 i 4), dok je u

uzorku (4) zaostala visa koncentracija DON-a nego u svim ostalim uzorcima (1.1 mg/kg).

Nusproizvodi
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Klica (L) modenja | mofenja | Kvasac (L) Trop (L)
05K 05K OS5K
(O5K) (L) (OSK] ) (O5K)
m3-ADON| 126 43475 | 539.02595 | 562 58634 | 736.95919 <LOD 4049 22 104346 [123.16306
mT-2 26.875649 | 30162132 | 2.087295 | 4759912 <LoD 25072052 | 3277043 <LOD
DOM 331056 |10224 604 | 3642 669 | 5523119 (12389216 2341 5222 | 3066.866 | 9002884
NI 327.37415| 2140669 | 1128.1955| 1406.09595 | 1155.7548 | 373.0592 | 8749211 | 1389.432

Slika 16. Graficki prikaz ukupnih koncentracija mikotoksina u ovisnosti na ispitivane

nusproizvode s obzirom na razlicite genotipove pSenica Lucija (L) i OSK. 110/09 (OSK)

Iz rezultata koje prikazuje slika 16 pokazan je znacajno vedi udio mikotoksina u
uzorcima genotipa OSK. 110/09 koji ima slabiju genetsku otpornost na infekciju plijesnima
roda Fusarium, u odnosu na genotip Lucija. Takoder se vidi i da, od prikazanih mikotoksina,
DON zaostaje u nusproizvodima u najvecoj koncentraciji s eventualnom iznimkom 3-AcDON-

a u kvascu kod uzoraka s visokom kontaminacijom DON-a.
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

+ Tijekom faze moclenja dodlo je do unakrsne kontaminacije uzoraka s plijesni F.
culmorum preko vode za mocenje, Sto je rezultiralo visokom zastupljenosti
mikotoksina DON, NIV | 3-AcDON-a u svim ispitivanim uzorcima vode za mocenje

neovisno o poc¢etnom stupnju kontaminiranosti genotipa pSenica.

+ Visoku koncentraciju DON-a imali su i uzorci klice/korjenciéa, stoga se postupkom
otklicavanja smanjuje toksikoloska kontaminiranost slada. Bududi se klica/korjencic¢

koriste kao sto¢na hrana, vrlo je bitno osigurati njihovu zdravstvenu ispravnost.

+ U svim uzorcima nusproizvoda nastalih nakon sladenja i proizvodnje piva genotipa
pSenice OSK. 110/09 vidljive su izraZenije koncentracije ispitivanih mikotoksina u
usporedbi sa drugim genotipom, te mozemo zakljuciti kako genotip OSK. 110/09 ima
slabiju genetsku otpornost na kontaminaciju plijesnima roda Fusarium u odnosu na

genotip pSenice Lucija.
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