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Popis oznaka, kratica i simbola

LC-MS/MS — tekucinska kromatografija — tandem masena spektrometrija (eng. Liquid

chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry)
SPE — ekstrakcija na krutoj fazi (eng. solid phase extraction)
DON - deoksinivalenol
DON-3-GLC - deoksinivalenol-3-glukozid

3-AcDON - 3-acetil-deoksinivalenol
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1. Uvod

JeCam, kao dominantna pivovarska sirovina, podloZan je kontaminaciji raznim kontaminantima,
posebice plijesnima iz roda Fusaruim i njihovim sekundarnim metabolitima. Kako se svi oni
koriste kao sirovine u proizvodnji hrane i piéa, poZeljno je izbjeci potencijalne izvore

zdravstvenih i tehnoloskih problema, sto je dovelo do poostravanja nadzora i regulative.

Plijesni su prirodno prisutne na Zitaricama, a jeCam kontaminiraju ve¢ prilikom cvjetanja.
Medutim, zrno je€ma je otpornije zagadenju od ostalih Zitarica jer sadrzi zastitni sloj tzv. pljevicu

zbog Cega plijesni teze prodiru u zrno.

Mikotoksini kao metaboliti plijesni mogu uvelike narusiti zdravstvenu ispravnost slada, a
naposlijetku i piva. Jedan od metabolita plijesni je deoksinvialenol (DON) koji, osim Sto narusava
kvalitetu sladenja je¢ma, moZe uzrokovati velike zdravstvene poteskoce. Deoksinivalenol spada
u skupinu trihotecena koji su dobro topljivi u vodi pa postoji mogucénost prijenosa DON-a preko
vode za mocenje na zdrava zrna jeCma, a tijekom proizvodnje piva i u pivo. Sukladno tome, neka

su istraZivanja pokazala da se ve¢ina DON-a sintetizira upravo nakon mocenja zrna.

Cilj istrazivanja bio je ustanoviti utjecaj stupnja kontaminacije je¢ma plijesni Fusarium
graminearum na koncentracije deoksinivalenola i njegovih derivata deoksinivalenol-3-glukozid i
3-acetildeoksinivalenol (DON-3-GLC i 3-ADON) te u kojoj je mjeri kontaminacija presla u zrno
slada tijekom procesa sladenja. Provedena su mikrobioloska i toksikoloska istrazivanja kako bi se
utvrdile i povezale koncentracije navedenih mikotoksina sa pocetnim stupnjem zarazenosti

je€ma sa plijesni Fusarium graminearum.
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2.1 JECAM

Je€am je Zitarica koja se najcesée koristi u pivarstvu. To je jedna od najstarijih ratarskih kultura
koja se u proslosti koristila ponajprije za ljudsku prehranu tako $to se od te Zitarice proizvodio
kruh, pravile su se kase ili razna pi¢a. Za razliku od tada, danas ima namjenu u industriji slada i

piva te za ishranu stoke (Martinci¢ i Kolak, 1993.).

Zrno jeCma se preferira upravo zbog svog visokog skrob — protein omjera te ve¢eg ekonomskog
prinosa, jednostavne obrade tijekom proizvodnje piva te karakteristicne arome slada. Kako bi se
proces proizvodnje slada mogao bolje shvatiti, najbolje rjeSenje je prikazati zrno je€ma i njegove

glavne dijelove: klicu, endosperm, auleuronski sloj i ljusku (Macleod i Evans, 2016.)

stmé
PLJEVICA

ENDOSPERM (ledna strana=lemma)

ZACETAK
STABLJIKE

OSTATAK OSOJA

ZACETAK
KORLJENA

ALEURONSKI SLOJ

USISNI EPITEL

PERIKARP (oplodnjaca) PLJEVICA
+ TESTA (sjemenjaca) (trbusna strana=palea)

Slika 1 Uzduzni presjek jeémenog zrna (Mari¢, 2000.)

JeCam (Hordeum vulgare L.) pripada porodici trava i ima mnoge anatomske sli¢nosti s ostalim
strnim Zitaricama, a postoje razliiti tipovi je€ma. Kod biljaka strnih Zitarica, zrno se razvije u
Siljak koji se sastoji od vise manjih povezanih ¢vorom na glavnu stabljiku. Siljak se sastoji od
cvjetova iz kojih se razvija zrno, odnosno jestiva zZitarica. Kod razli¢itih tipova je¢ma razlicit je i
raspored cvjetova (klasi¢a). U slucaju Sesterorednog je€ma, tri su cvjetnice plodne i iz njih ée se

razviti zrno, dok ¢e se kod cetverorednog jema razviti samo srednja. Postoji jecam
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otvorenog i jeCam zatvorenog cvata. JeCam zatvorenog cvata se samooprasuje (Janssen i
sur.,2018.). Po morfologiji razlikujemo ozimi i jari tip dvorednog i viSerednog je€ma. Za potrebe

industrije slada i piva koristi se dvoredni jeam ozimog i jarog tipa (Martinci¢ i Kolak, 1993.).

Dvoredni je¢am Sesteroredni jeCam

Slika 2 Klasovi dvorednog i Sesterorednog je€ma (Web 1)

Za pivarsku industriju su pogodnije dvoredne sorte, dok su viseredne namijenjene stocarskoj
proizvodnji. Vecom apsorpcijom dusika raste i postotak bjelanéevina u zrnu, koji kod pivarskog

je¢ma ne smije biti ve¢i od 10% (Hrgovic¢, 2006.).

2.2 JECMENI SLAD

Osnovni sastojak jeCma je skrob i, s obzirom da je on netopljiv u vodi, jeCam se ne koristi izravno
u proizvodnji piva nego se podvrgava prethodnoj preradi odnosno prevodenju je¢ma u slad

(sladeniju).

Cilj sladenja je izmijeniti fizikalnu strukturu zrna je¢ma te omoguciti aktivaciju ili sintezu enzima
kako bi se krajnji produkt, slad, mogao lakSe koristiti u kasnijim fazama proizvodnje. Tako je
maksimizirana sinteza hidrolitickih enzima, Sto dovodi do razgradnje stani¢ne stijenke i
denaturacije proteina uz minimalnu razgradnju Skroba (Macleod, Evans, 2016.). Je¢meni slad

nastaje prinudnim proklijavanjem sjemena jeCma koje se odvija pri kontroliranim uvjetima,

odnosno regulacijom optimalne vlage i temperature. Na taj nacin slad postaje izvor enzima

amilaza. Ti enzimi u daljnjem procesu razgraduju Skrob i prevode ga (i druge satojke zrna) u

5
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vodotopljivi oblik odnosno u jednostavne Secere koje ée kvasci mocéi metabolizirati tijekom

procesa fermentacije piva (Wolf-Hall, 2007.; Johanides, 1984.).

Glavni ciljevi sladenja su (Johanides, 1984.):

-dobiti Sto vise aktivnih enzima,

-saCuvati endosperm od troSenja za disanje, rast klice i korjencica,

-dobiti slad one kvalitete koja ¢e odgovarati tipu piva koje ¢e se od tog slada proizvoditi.

Prijem, mocenje i klijanje zna je€ma su faze postupka sladenja. Kod faze prijema, potrebno je
provesti sortiranje kako bi se izdvojila zrna prikladna za sladenje. Slad se proizvodi iz krupnog
zrna cCija je debljina ujednacena. Kako bi zrno uspjeSno proklijalo, mora sadrzavati 42 - 48%
vode. To se postize namakanjem. S obzirom da se povecanjem sadrZaja vode u zrnu povecava i
potreba za kisikom, mocenje se odvija u posebno konstruiranim mocionicima. Tijekom faze
klijanja, zrnu je potrebna hrana odnosno energija kako bi se odvijali fizioloski i biokemijski
procesi kao Sto su oni kod klijanja u zemlji. Da bi izvor hrane i energije (Skrob i bjelancevine)
posluzio za biosintezu klice i korjenci¢a, potrebno ga je razgraditi, a potom i hidrolizirati do
Secera (glukoza, maltoza itd.). Isklijalo zrno je poluproizvod, tzv. zeleni slad i slatkastog je okusa.
Zeleni slad je lako kvarljiv pa se za pivarske svrhe podvrgava susenju ¢ime se dobiva gotovi trajni
proizvod, isklijali, osuseni i od korjenci¢a oslobodeni slad — pivarski slad. Pivarski slad se koristi u
proizvodniji tek nakon Sto “odlezi” Cetiri tjedna kako bi se rehidrirao vlagom iz zraka, a enzimi

reaktivirali nakon susenja (Johanides, 1984.).

2.3 MIKROFLORA JECMA | SLADA

Mikroflora jeCma proizvodnjom korisnih metabolita utjeCe npr. na sintezu hormona koji
stimuliraju klijanje zrna i proizvodnju korisnih enzima (Habschied i sur., 2011.). Na mikrofloru
zrna jeCma, a kasnije i slada, uvelike utjece mikroflora polja na kojem je uzgajan jeCam.

Mikroflora polja obuhvaéa mikrofloru tla, vegetacije i zraka. Sve su to mikroorganizmi koji su
pronadeni na jeému prije same Zetve. Cine ih saprofiti i paraziti. Potonji mogu znatno utjecati na

gubitke uzrokujuéi nedostatke zrna i proizvodeéi mikotoksine. Gram-negativne
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bakterije su dominantne u mikrobnoj populaciji polja, a po brojnosti ih slijede kvasci i plijesni
(Noots i sur.,1999.).

lako je fiziologija jeCma presudna za kvalitetu slada, velik utjecaj ima i mikrobna populacija zrna
je€ma. Istrazivanja su pokazala da mikrobni procesi uvelike utje¢u na svojstva slada i nikako ne
smiju biti zanemareni tijekom cijelog procesa proizvodnje. Znacajno je pratiti promjene
mikroflore vec tijekom rasta jeCma i njegovog skladistenja jer se na taj nacin moze bolje shvatiti i
razumjeti mikrobna metabolicka aktivnost tijekom proizvodnje slada (Noots i sur.,1999.)

Sitne Zitarice poput je¢ma su uvelike zaraZene plijesnima roda Fusarium. Izmedu ostalih
mikotoksina zaraZenih Zitarica, deoksinivalenol je najéesée detektiran i sintetiziran u najvecoj
kolicini te je stoga odreden kao prevladavajuéi mikotoksin (Wolf-Hall, 2007.). Neke od vrsta roda
Fusarium su: F. acuminatum, F. avanceum, F. graminearum, F. poae, F. semitectum i dr.
RazmnoZavaju se aseksualno konidiosporama (anamorfni oblik) i seksualno (telomorfni oblik —

Gibberella) (Mastanjevic¢ i sur., 2018.).

Slika 3 Zrna je¢ma kontaminiranih plijesnima roda Fusarium (Web 2)

Mikrobna populacija jeéma tijekom skladistenja ovisi o pocetno prisutnoj populaciji, vremenu
skladiStenja te okoliSnim uvjetima u skladistu kao Sto su temperatura zitne mase, vlaznost,
prozraivanje, lomljena zrna, sjemenke korova, insekti i sl. SkladiStenjem pri optimalnim
uvjetima, bakterije, kvasci i plijesni nisu aktivni i smanjuje im se brojnost. Kod ispravno
skladistenog je€ma, najzastupljenija je Alternaria, a razlog tomu je $to spore Fusariuma ne
prezivljavaju toliko dugo kao Alternaria Cije spore mogu preZivjeti nekoliko godina (Noots i sur.,

1999.).
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Tablica 1 Najces¢i rodovi plijesni izolirani sa 100 zrna je¢ma nakon Zetve (Haikara i sur., 1977.)

Rod Stupanj kontaminacije zrna plijesnima (%)

Raspon Prosjecna vrijednost
Alternaria 36-89 61
Cladosporium 7-79 38
Fusarium 7-39 22
Cephalosporium 0-26 9
Aspergillus 0-34 3
Epicoccum 0-12 2
Penicillium 0-5 1

Tijekom faze mocenja, aktivnost prisutnih mikroorganizama ovisi o kontaminiranosti zrna,

vlaznosti supstrata i procesnim uvjetima. Takoder, uvjeti u sladari tijekom sladenja odreduju

daljni razvoj mikroorganizama na S$to velik utjecaj imaju temperatura, aeracija i vlaZznost

(Mastanjevic i sur., 2018.).

SuSenjem slada se smanjuje broj mikroorganizama, ¢ak do 98%. Termostabilniji mikroorganizmi

nastavljaju svoj rast i na suhom sladu, ali je njihov sastav drugaciji nego u po¢etnom stanju na

jeému. Ukupan broj prisutnih mikroorganizama nakon suSenja utvrduje se prema sadrzaju

vlaznosti zrna. Tako se pri vlaznosti 4 — 6% ne dogadaju osobite mikrobioloSke promjene, dok pri

vlaznosti od 14% napreduje rast plijesni Aspergillus, a Penicillium iznad 20% (Habschied i

sur.,2011.).

2.3.1 Mikotoksini

Mikotoksini su prirodni spojevi nastali kao sekundarni metaboliti nitastih gljiva.

Najbolji nacin kontrole problema zarazenog je¢ma je ne upotrebljavati takav jeCam za sladenje.

Medutim, to nije uvijek izvedivo, pogotvo u zemljama u razvoju gdje su zalihe hrane ogranicene.

Takav bi poduhvat rezultirao ekonomskom Stetom za proizvodaCe jeCma, a zatim i za

preradivace jer bi jecam morali dodatno testirati (Wolf-Hall, 2007.).
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Najvec¢i agroekonomski i zdravstveni utjecaj imaju mikotoksini poput aflatoksina (AF),
ohratoksina A (OTA), patulina (PAT), trihotecena kao Sto su deoksinivalenol (DON), nivalenol
(NIV), HT-2 toksin, T-2 toksin, zearalenona (ZEN), fumonizina (FUM), termogenih toksina i ergot

alkaloida koji su uglavnom produkti Aspergillusa, Penicilliuma i Fusariuma (Pascari i sur., 2018.).

Plijesnima s polja pripadaju vrste roda Fusarium te se smatraju najvaznijim proizvodacima
mikotoksina. Oni to Cine kad se nadu u nepovoljnim uvjetima pa sintetiziraju u najvecoj mjeri
trihotecene tipa A i tipa B. Trihoteceni tipa A su T-2 toksin, HT-2 toksin te diacetoksiscirpenol
(DAS), a proizvode ih vrste F. acuminatum, F. equiseti, F. sporotrichoides i F. poae. Trihoteceni
tipa B su nivalenol (NIV), fusarenon-X i deoksinivalenol (DON), a proizvode ih vrste F. culmorum,

F. graminearum te F. cerealis (Habschied i sur., 2011.).

Provedena su istrazivanja za koristenje razli¢itih tehnika uz pomo¢ kojih bi se mogla koristiti i
zarazena zrna jeCma. Te se tehnike mogu podijeliti u tri kategorije: uklanjanje zarazenih zrna,
postupci dekontaminacije ili uklanjanja mikotoksina prisutnih u jeCmu i postupci sprjecavanja ili
inhibicije rasta plijesni (Wolf-Hall, 2007.). Multi-mikotoksinske analize su iznimno napredovale i
sve su preciznije u odredivanju mikotoksina i kod vrlo malih koncentracija. Takoder su koristan
alat za procjenu sigurnosti konacnih proizvoda te u procjeni izlozenosti i to analizom biomarkera

mikotoksina (Mastanjevic¢ i sur., 2018.).

Tijekom rukovanja s kontaminiranim Zitaricama neophodno je koristiti prikladnu opremu kako
se ne bi dogodila kontaminacija okolnih, zdravih Zitarica, a naposlijetku i kontaminacija okolnih

polja. Ukoliko Zitarica sadrzi DON i ostale toksine ili spore plijesni, treba ju izolirati od

zdravih i sprijeciti rasprsSivanje spora. Kontminirana se zrna tako mogu upotrijebiti u proizvodnji
bioplina, spaliti ili kompostirati. Kao najprihvatljivije metode dekontaminacije mikotoksinima,

pokazale su se (Mastanjevié i sur., 2018.):

-CiS¢enje i mijeSanje s nekontaminiranim zrnom (hrana za Zivotinje),
-odlaganje u zemlju, muljigrm,

-sortiranje gravitacijom (zrna kontaminirana Fusariumom su laksa),

-spaljivanje (naj¢es¢a metoda),
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-kompostiranje,

-anaerobna probava,

-gama zracenje.

lako se najcesée koristi metoda spaljivanja, dokazano je kako i pepeo zaostao nakon spaljivanja

moze sadrzavati DON i spore plijesni (Mastanjevic i sur., 2018.).

Mikotoksini su kemijski stabilni pa lako mogu ostati prisutni u krajnjim proizvodima kao $to su
brasno i pivo i nakon mnogih koraka obrade. Tako se, uostalom, kontaminacija moze primijetiti
u pivu proizvedenom od je€ma kontaminiranog mikotoksinima. lzmedu ostalog, primije¢ena je
povezanost izmedu udjela alkohola i koncentracije mikotoksina pa je tako u bezalkoholnim

pivima najniZa koncentracija (Janssen i sur., 2018.).

Faktori koji utjeCu na proizvodnju mikotoksina

Spore plijesni Fusarium su jako otporne pa stoga mogu prezivjeti u tlu, usjevima ili ostacima
sjemena. Do vrha biljke Zitarice mogu doéi nosSene vjetrom ili vodom putem kise ili
navodnjavanjem te kontaminiraju biljku kada nastanu idealni uvjeti i spore proklijaju. Plijesni

prodiru u peteljku nakon ¢ega se kontaminacija Siri izravno, direktnim kontaktom medu

klasicima (poglavito u Sesterorednom jeému). Kontaminirati se ponekad moZe samo odredeno

podrucje biljke tako da se ne Siri na ostale dijelove (Janssen i sur., 2018.).

Vremenski uvjeti su najutjecajniji faktor sinteze mikotoksina u je€mu jer odreduju klijavost i rast
plijesni. Jedan od faktora je i odabir kultivara je¢ma otpornijeg na kontaminaciju Fusariumom i
nakupljanje mikotoksina. Datum sjetve, oprasivanje, poloZaj usjeva, koriStenje fungicida, obrada

tla, rotacija usjeva, Zetva i prerada jeCma takoder predstavljaju faktore za

smanjenje stupnja kontaminacije Fusarium plijesnima i sinteze mikotoksina (Janssen i sur.,

2018.).
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Deoksinivalenol u jeCcmu

IzloZenost ljudi i Zivotinja deoksinivalenolu putem unosa kontaminirane hrane mozZe izazvati
akutne i kroni¢ne posljedice kao Sto su imunosupresija, neurotoksi¢nost, embriotoksi¢nost i
teratogenost. Takoder, u pivu proizvedenom od kontaminiranog jeéma moze se javiti pretjerano
pjenjenje i prelijevanje prilikom otvaranja boce, Sto moze znatno narusiti kvalitetu piva,a time i

ugled pivovare (Piacentini i sur., 2014.).

Za iniciranje proizvodnje DON-a zasluZan je tri5 gen Fusariuma. Tijekom sladenja zrna, DNA tri5
gena se drasti¢no povecava (Yu i sur., 2019.). Prema Yu i sur. (2019.), provedena su istrazivanja
Ciji su rezultati pokazali da je razvoj DON-a u sladu pSenice i raZi uocljiviji nego u je€mu, Sto je

pripisano razlici u strukturi tih zrna.

Predmet mnogih istraZivanja su derivati DON-a, tzv. “maskirani” mikotoksini, npr. 3- i 15-acetil-
DON, DON-3-di-glukozid, DON-3-mono-glukozid koji nastaju uslijed reakcija mikotoksina sa
spojevima koji se prirodno nalaze u Zitaricama. Kao produkti tih reakcija su manje toksi¢ni
derivati koji dovode do prividnog smanjenja pocetne koncentracije mikotoksina (Galaverna i
sur., 2009.). Utvrdeno je da tako skriveni DON c¢ini i do 12% ukupnog sadrzaja DON-a (Berthiller i
sur., 2005.).

DON-3-GLC je najces¢i modificirani oblik deoksinivalenola koji nastaje detoksikacijom biljaka
koju katalizira glukoziltransferaza, a moZe nastati i tijekom procesa klijanja tijekom aktivacije
amilaza, iako je to rijedak slucaj jer je manja vjerojatnost prisutnosti DON-a u endospermu

(Pascari i sur., 2019.).

Deoksinivalenol je topiv u vodi i njegova se koncentracija uvelike smanjuje nakon procesa
mocenja jeCma, iako sami uvjeti procesa sladenja odgovaraju mikrobioloSkom rastu i rastu

plijesni Sto za rezultat ima dodatnu sintezu DON-a (Schwartz i sur., 1996.).

Konaéna koncentracija deoksinivalenola u sladu je priblizno jednaka, ako ne i manja od
koncentracije detektirane u je¢mu. Do smanjenja je doSlo najvjerojatnije zbog ispiranja ili

uklanjanja cestica prljavstine ili plijesni, dok su razine DON-a ponovno porasle tijekom
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naknadnog klijanja i rane faze suSenja. Oko 80% koncentracije DON-a u sladu je nastalo nakon

mocenja (Noots i sur.,1999.).

2.3.2 Sladenje jecma kontaminiranog don-om i derivatima te njihov utjecaj na
kakvocu slada

Plijesni roda Fusarium predstavljaju najvazniji problem, odnosno najvazniji patogen u industriji
proizvodnje slada jer se tijekom samog procesa razmnoZavaju i integriraju u zrno Zitarice.
Standardni postupak sladenja provodi se u fazama s razli¢itim sadrzajem vlage i temperaturama
u rasponu izmedu 10 °C i 80 °C. Navedeni uvjeti doprinose razmnoZavanju plijesni tijekom
cijelog procesa sladenja. Mocenjem se, zbog direktnog kontakta zrna s vodom, vlaznost zrna
povecava na 45% Sto uz nize temperature rezultira klijanjem spora plijesni i micelarnim rastom.
Susenjem se stvaraju nepovoljni uvjeti za plijesni sto uzrokuje odumiranje micelija (Mastanjevic i
sur., 2018.). Faza mocenja je klju¢na faza u kojoj pocinje razmnoZavanje mikroorganizama zrna,
aktiviraju se spore omogucavajuci novi rast mikroorganizama koji se sad moze Siriti od jezgre do
jezgre. Broj bakterija i kvasaca dostize maksimum u fazi klijanja. Utvrdeno je i da je stopa rasta

plijesni bila polagana tijekom drugog dana klijanja, dok je znatno

porasla tijekom treceg dana. Temperatura i vlaga utjecu na mikrobiolosku aktivnost. Ukoliko
zrno sadrzi velik udio vlage, umanijit ¢e se ucinkovitost susenja zrna, sto ¢e rezultirati pojacanim
umnazanjem mikroorganizama i produkcijom laktata (Noots i sur.,1999.). Uoceno je da se
dogodilo znacajno povedanje koncentracije DON-3-GLC nakon faze klijanja. Povecanje se
dogodilo i tijekom ukomljavanja slada, tako da je u sladovini koncentracija konjugata deset puta

vecéa nego u meljavi slada (Habschied i sur., 2011.).
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Slika 4 Fizioloski i kemijski procesi u zrnu tijekom klijanja (Bewley, 1985.)

Mnoga su istrazivanja potvrdila da se sladenjem jeéma kontaminiranog Fusarium plijesnima
povecdava razina DON-a. lako postoji misljenje da je povecanje koncentracije DON-a u vezi s
porastom rasta plijesni Fusarium, do njega zapravo dolazi zbog enzimolize zrnate matrice koja
uzrokuje oslobadanje mikotoksina. Najvece koli¢ine DON-a sintetizirane su posljednjeg dana

klijanja i pocetne faze susenja tijekom procesa sladenja (Vegi i sur., 2011.).

Kontaminacija je¢menog zrna DON-om uvelike utjece na kvalitetu slada. IstraZivanja su pokazala
da su koncentracije DON-a u jeCmu i sladu zna¢ajno povezane s koli¢inom pjene koja nastaje pri
otvaranju boce piva (Schwarz i sur., 1996.). Prema Pascari i sur. (2019.), tijekom sladenja
prirodno kontaminiranog je¢ma, kontaminacija DON-om se znacajno smanjuje. Cak do 75%
prisutnog DON-a se ispire vodom tijekom procesa sladenja. Isto tako je zabiljeZzeno da se na

kraju procesa sladenja povecava razina DON-3-GLC. Medutim, u sluéaju laboratorijski

kontaminiranog je€ma, zabiljezeno je nakon procesa sladenja poveéanje razine i DON-a i DON-3-
GLC (Noots i sur.,1999.). Utjecaj ukupne mikrobne populacije i/ili izoliranog mikrobnog sastava
na kvalitetu slada, mozZe se istrazivati selektiranim suzbijanjem, umjetnom kontaminacijom
tijekom eksperimentalnog sladenja ili proucavanjem aktivnosti koje su sprecificne za odredeni
izolat mikrobne populacije. Vecina se istrazivanja provodi u laboratorijskom mjerilu pa se malo

zna o aktivnostima mikrobne populacije tijekom komercijalnog sladenja (Noots i sur.,1999.).

Derivati DON-a, 3-AcDON i 15-AcDON, takoder se mogu razviti u sladu i biti preneseni sa zrna u

pivo, ali njihov je sadrZaj znatno niZi od DON-a. Do reprodukcije trihotecena, a time i
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DON-a, dolazi u fazi klijanja. Dio tih trihotecena ée biti potencijalno preneseni u pivo zahvaljujuci

njihovoj topivosti u vodi i termostabilnosti (Yu i sur.,2019.).

2.3.3 Deoksinivalenol
Deoksinivalenol (DON) je kemikalija koja pripada u skupinu trihotecena koju karakterizira
epoksidni prsten na C-12,13 polozaju. DON je najéesce prisutan trihotecen u namirnicama (Pitt,

2014.).

Slika 5 Struktura deoksinivalenola (Pitt, 2014.)

Djelovanje DON-a se veZe uz inhibiciju sinteze proteina i to tako sto remeti normalnu funkciju
ribosoma, a sukladno tome, i imunolosku funkciju. Simptomi bolesti kod Zivotinja (npr. svinja) su

odbijanje hrane, gubitak tjelesne mase, poremecaj sréane i imunoloske funkcije i

gastroenteritis, dok se kod ljudi bolest odlituje kao akutni gastroentritis s mucninom,
povracanjem, povisSenom tjelesnom temperaturom, boli u trbuhu i dijarejom. Prema Pitt
(2014.), vrijeme inkubacije je 30 minuta, nakon cega se javljaju simptomi koje je tesko
razlikovati od obolijevanja uzrokovanog bakterijom (npr. Bacillus cereus). IstraZivanja koje je
provela JEFCA dovode do rezultata da dnevna izloZzenost DON-u u dozi od 50 pg po kg tjelesne

mase uglavnom nece dovesti do razvoja simptoma (Pitt, 2014.).

DON se obi¢no analizira plinskom kromatografijom i masenom spektroskopijom. Problem moze
predstavljati modificirani DON (3-glukozid) jer se on ne testira uobi¢ajenim metodama (Pitt,
2014.). Ingestirani modificirani oblik DON-3-GLC se u probavnom traktu se konvertira u DON

oblik i kao takav oslobada u tijelo jer se pod utjecajem hidrolaza kida glukozil
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veza (Pascari i sur., 2019.). DON se detektira prvenstveno kod kukuruza i strnih Zitarica zarazenih
F. graminearum-om i to najviSe u hladnijim podrucjima s puno vlage, kao $to su Kanada, Europa
i Argentina. Prema mnogim istrazivanjima, infekcija plijesnima je vec¢a ako su nasadi zasadeni na
poljima gdje je prethodno bio zasaden kukuruz, posebice ako su ostaci tih usjeva bili ostavljeni

na poljima (Pitt, 2014.).
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3. Eksperimentalni dio

3.1 ZADATAK

Cilj istrazivanja bio je ustanoviti utjecaj pocetnog stupnja kontaminacije je¢ma s plijesni F.
graminearum na udjele DON-a i njegovih derivata gotovom sladu, kao i utjecaj pojedinih
izmjene vode tijekom procesa proizvodnje slada na razvoj ispitivane plijesni i njezine
sposobnosti sinteze gore navedenih mikotoksina.

Provedeno je mikrosladenje uzoraka jeéma s razli¢itim pocetnim stupnjem kontaminacije s
plijesni F. graminearum (0% - 20%). Mikrobioloska i toksikoloSka analiza uzoraka nesladenog
je€ma te slada (osuSeni i stabilizirani slad), pri ¢emu je odredivan udio zrna zarazenog s F.
graminearumom te koncentracija DON-a i njegovih derivata u uzorcima koji su izloZeni razli¢itim
rezimima sladenja koji se odnose na primjenu izmjene vode ili izostanak izmjene vode tijekom

mocenja.

3.2 MATERUAL | METODE

Sorta jeCma (Hordeum vulgare) Pivarac, koriStena u ovom istraZzivanju, dobivena je od
Poljoprivrednog instituta u Osijeku, uzgajana na lokalitetu Osijek (45°27'S, 18°48’E), pozeta
tijekom lipnja 2018. Uzorci Zitarica (5 kg) sakupljani su kao neobradeno i kondicionirano zrno,
vadeni i pakirani u papirnate vredice (1 kg). Do mikrosladenja materijal se dva mjeseca skladistio
u sterilnim suhim spremnicima na suhom i hladnom mjestu (18 — 20 °C) kako bi se prevladalo
stanje dormantnosti Zita nakon Zetve. Uzorci je¢ma zaraZeni su plijesni Fusarium graminearum
(CBS 110250, Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Nizozemska) tijekom faza
namakanja i klijanja. Da bi se dobio zarazeni slad, inokulacija jeéma provedena je dodavanjem
micelijskih diskova na jeéam tijekom faze klijanja prvog dana. Micelij F. graminearum
pripremljen je kako su opisali Habschied i sur. (2011). Ukratko, PDA (krumpir dekstrozni agar)
koristen je za rast plijesni s temperaturom inkubacije postavljenom na 14 °C kako bi se smanjio

Sok nakon inokulacije slada, jer je temperatura sladenja bila 14 °C. Diskovi promjera 5 mm

izrezani su s ruba kolonije. Sve inkubacije i analize provedene su paralelno, a svi rezultati
prikazani su kao prosjecne vrijednosti.
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3.2.1 Odredivanje pocetnog stupnja kontaminacije je€ma s plijesni Fusarium

graminearum

Stvarni stupanj kontaminacije s plijesni Fusarium graminearum u nesladenim uzorcima je¢ma

odredivan je prema MEBAK-u (1997.) kako slijedi.

Koristeni uredaiji:

-autoklav,

-laminar (Laminarij, TELESTAR AV-100),
-komora za inkubaciju.

Kemikalije:

-aueromicin,

-streptomicin sulfat,

-PCNB (pentaklornitrobenzen),
-dikloran (2,6-dikloro-4-nitro-anilin),
-otopina NaOCI (sa 1% aktivnog klora),

-sterilna vodovodna voda.

Agar s manitolom: 2 g manitola i 20 g agara se unese u 1000 ml vode i autoklavira 15 minuta na
120 °C. Poslije autoklaviranja i hladenja na oko 60 °C u agar se sterilno unese po 0,03 g/L

antibiotika aueromicina i streptomicin sulfata, kao i fungicida PCNB (1 g/L) ili diklorana (1 mg/L).
Provedba

Oko 50 g je¢ma se drzi 10 minuta u 100 ml otopine NaOCIl (1%-tna otopina) u cilju dezinfekcije
povrsine je€ma. Uzorak zrna se zatim ispere dva puta sa sterilnom vodovodnom vodom, ostavi
da se cijedi, ili eventualno, otkloni povrSinska voda papirnom maramicom. Sto zrna se
pojedinaéno poslaze u petrijevu zdjelicu i prelije mlakim agarom sa manitolom. Uzorci se
inkubiraju na tamnom mjestu na 30 °C. Opisani postupak poveden je u dvije paralele, pri ¢emu

se za konacni rezultat uzimala srednja vrijednost.
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Ocjena rezultata

Kontaminacija s plijesni Fusarium graminearum moze se zapaziti golim okom na osnovi pojave
pigmentacije boje viSnje u agaru, pri cemu primjena mikroskopa nije potrebna. Na agaru s
manitolom mogu rasti skoro sve plijesni koje se sre¢u u Zitaricama, medutim, samo Fusarium

graminearum daje na ovoj podlozi pigment boje visnje.

3.2.2 Mikrosladenje

Postupak mikrosladenja je proveden prema standardnoj MEBAK proceduri (MEBAK, 1997.) u
rashladnom inkubatoru s kontrolom vlage (Climacell 222, MMM Medcenter Einrichtungen).
Klijanje zelenog slada je takoder provedeno prema MEBAK-u. Nakon suSenja slad je premjesten
u papirnate vrecice i drzan na sobnoj temperature tri dana radi izjednacavanja vlaznosti. Shema

sladenja je€ma u ovom istrazZivanju prikazana je u Tablici 2.

Tablica 2 Shema mikrosladenja je€ma

Dan Koraci mikrosladenja Postupak mocenja

Mocenje u trajanju 5 h na 14 °C;
Izmjena vode za
1 Suho mocenje u trajanju 19 h na 14 °C, relativna Bez izmjene vode za sarzu B
Sarzu A
vlaznost zraka 95%.

Mocenje 4 hna 14 °C;
Izmjena vode za
2 Suho mocenje u trajanju 20 h na 14 °C, relativna Bez izmjene vode za Sarzu B
Sarzu A
vlaznost zraka 95%.

Suho mocenje u trajanju 1 h na 14 °C, relativna Izmjena vode za
3 Bez izmjene vode za Sarzu B
vlaznost zraka 95%. Sarzu A

Klijanje je provedeno kroz 96 hna 14 °C

3-6
relativna vlaznost zraka 95%
50 °C tijekom 16 h
Susenje je provedeno nakon poslijednjeg sata klijanja,
60 °C tijekom 1 h
tijekom 19 h, prema standardnoj procedure za svijetli
7 70 °C tijekom 1 h

slad;

80 °C tiekom 1 h

otklicavanje; pakiranje u papirnate vrece i skladistenje
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Primijenjena su dva modela mocenja. U prvoj SarZi zaraienog uzorka, voda za natapanje

redovito se zamjenjivala nakon svake faze namakanja (Al), a u drugoj SarZi voda za mocenje nije

mijenjana tijekom sladenja (BI). Identi¢ni postupci (AH i BH) takoder su primijenjeni na zdravom
(kontrolnom) jecmu tijekom sladenja. Dodana voda bila je iste temperature kao voda u
kadicama za sladenje prije izmjene (14 ° C). SusSenje zelenog slada izvedeno je prema protokolu
MEBAK®. Nakon susenja slad se prebacio u papirnate vrecice i drzao na sobnoj temperaturi tri
tjedna radi uravnotezenja vlage. Mikrobioloska analiza kontrolnog (zdravog) je¢ma pokazala je
0% kontaminacije Fusarium graminearum, a nakon postupka sladenja dobiveni slad (zarazen i
zdrav) takoder je podvrgnut mikrobioloskoj analizi. Utvrdena je 100%-tna kontaminacija za
zarazenu seriju, a 0% kontaminacije za kontrolnu (zdravu). Kako bi se postigle razli¢ite razine
oneciséenja (0%, 10% i 20%), zarazeni slad je pomijeSan sa zdravim uzorkom slada (Sarza Al s AH

i serije Bl i BH), $to je potvrdeno uporabom prethodno opisane mikrobioloSke metode.

3.2.3 Odredivanje stupnja kontaminacije zelenog i suhog slada je€ma s plijesni

Fusarium graminearum

Odredivano na isti nacin kao i stupanj kontaminacije nesladenog je¢ma.

3.2.4 Analiza deoksinivalenolai u jecmu i sladu

Analiza multi-toksina izvedena je kako su opisali Malachova i sur. (2014) na Odjelu za
agrobiotehnologiju (IFA-Tulln), Be¢, Austrija. Pet grama homogeniziranog mljevenog uzorka
ekstrahirano je otapalom za ekstrakciju acetonitril : voda : octena kiselina = 79 : 20 : 1 tijekom
90 minuta uporabom rotacijske tresilice GFL 3017 (GFL, Burgwedel, Njemacka) na 180 okretaja u
minuti, pri sobnoj temperaturi. Nakon talozenja, 500 pL bistrog ekstrakta razrijedi se otapalom
za razrjedivanje (acetonitril: voda: octena kiselina = 20: 79: 1). Za separaciju je koriSten Agilent
1290 UHPLC sustav u kombinaciji sa Gemini® C18 (150 x 4,6 mm id, veli¢ina ¢estica 5 um) i
zaStitnim uloskom C18, 4 x 3 mm id, dok je sustav Sciex 5500 gtrap® koriSten za detekciju i
kvantifikaciju spojeva. Svi su parametri sustava su opisani u Malachova i sur. (2014). Svi uzorci

analizirani su u tri primjerka.
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3.2.5 Statsticka analiza
Eksperimentalni podaci obradeni su analizom varijance (ANOVA) i Fisherovom najmanje
znacajnom razlikom (LSD), sa znacajnoscu definiranom na p <0,05. Statisticka analiza provedena

je u programu Statistica 12.7 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
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4. Rezultati i rasprava

Kako bi se istrazio ucinak stope zaraze F. graminearum i raznolikosti mikotoksina tijekom

sladenja, primijenjena su dva reZima sladenja, A) gdje je tijekom sladenja promijenjena voda za

namakanje i B) gdje voda za kuhanje nije promijenjena tijekom sladenja. Rezultati mikrobioloske

analize pocetnog jeCma, slada i razrijedenog slada prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3 Rezultati mikorbioloske analize pocetnog je¢ma, slada i razrijedenog slada

Predvidena kontaminacija, %

Izmjerena kontaminacija, %

Pocetni je€am 0 0
Slad
Al 100 99
BI 100 100
AH 0 0
BH 0 0
Razrijedeni slad
Izmjena vode
0 0 0
10 10 9
20 20 21
Bez izmjene vode
0 0 0
10 10 11
20 20 22

Iz rezultata je vidljivo da je metodom inokulacije micelijem plijesni F. graminearum postignuta

Zeljena razina kontaminacije slada od 100%. Metodom razrijedenja sa neinficiranim je¢mom,

dobivene su razli¢ite razine kontaminacije od 0, 10 i 20%.

U nekoliko istrazivackih radova koje su objavili Krstanovi¢ i sur. (2002.;2005.) i Veli¢ i sur. (2007.)

provedeno je pracenje koncentracije F. graminearum i F. culmorum u hrvatskim sortama
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je€ma i pSenice. Da bi rezultati bili statisticki znacajni, Krstanovi¢ i sur. (2005.) su ispitivali
kontaminaciju je¢ma F. graminearum kroz tri uzastopne godine (2001. - 2003.). Rezultati su
pokazali da je maksimalna prosjecna vrijednost kontaminacije tom plijesni bila 19%.
IstraZivanjem koje su proveli Krstanovi¢ i sur. u 2015. godini, praéen je odnos izmedu
onecisé¢enja jeCma i slada. Rezultati istrazivanja pokazali su da 20% kontaminiranog jeCma daje
otprilike trostruko nizZe rezultate za onecis¢enje sladom, Sto rezultira sa 7% kontaminiranim
sladom. Potaknuti tim rezultatima, zaklju¢eno je da razina oneciS¢enja sladom od 20%
predstavlja realne agroklimatske uvjete za hrvatski jeCam. To je razlog zasto je maksimalna

razina kontaminacije slada u ovom istrazivanju bila 20%.

Tablica 4 Koncentracije DON-a i njegovih derivata u uzorcima slada

Sarsa Toksin pg kg™
DON DON-3-GLC 3-ADON

A - Izmjena vode

0 254° <LOD * 8.03°

10 282 ¢ 354 ¢ 14.4 ¢

20 1001 @ 695 ° 110 @
B - Bez izmjene vode

0 38.1° <LOD 510"

10 370° 407 © 24.1°

20 685 ° 639 ° 84.5°

Vrijednosti u tablici su srednje vrijednost tri mjerenja. Vrijednosti u istoj koloni sa razli¢itim slovima (a-f) ozna€avaju znacajnu statisti¢ku razliku izmedu
uzoraka (p < 0.05). * Limit detekcije (LOD) za DON = 0.3 g kg_ﬂ; DON-3-GLC = 0.02 g kg'ﬂ; 3-ADON = 0.3 ug kg'1.

Rezultati odredivanja DON-a i njegovih derivata, DON-3-GLC i 3-ADON, takozvanih modificiranih
mikotoksina, prikazani su u Tablici 4. Rezultati dobiveni u ovom istrazZivanju pokazuju da je rezim
natapanja vode znacajno (p < 0,05) utjecao na proizvodnju mikotoksina, odnosno da se vise

mikotoksina  sintetiziralo u SarZi gdje se redovito mijenjala voda tijekom

mocenja. Za 20%-tno onecis¢enje, proizvodnja DON-a bila je veca za oko 1,5 puta u seriji A u

usporedbi sa serijom B, gdje voda za mocenje nije mijenjana.

24



4. Rezultati i rasprava

Slicno se dogodilo i sa derivatima DON-a, DON-3-GLC (deoksinivalenol-3-glukozid) i 3-ADON (3-
acetildeoksinivalenol), odnosno izmjena vode tijekom mocenja pridonjela je povecanju

koncentracije ovih metabolita u sladu.

Jedno od mogucih objasnjenja moglo bi biti da dotok svjeze vode iz slavine povecava
koncentraciju otopljenih minerala i kisika u Sarzi i stoga sluzi kao reaktivator enzima koji
sudjeluju u biosintezi mikotoksina (Amarasinghe i Dilantha Fernando, 2016.). Druga bi teorija
bila da je voda iz slavine djelovala nepovoljno na micelij i zbog toga stimulirala proizvodnju
mikotoksina. Prema godisnjem izvjeS¢u Vodovoda Osijek za 2017. godinu (Vodovod, 2018),
koli¢ina svih metalnih iona bila je unutar zakonske preporuke; osim arsena cija je dopustena
koncentracija u vodi za pi¢e 10 pgL™, a utvrdena koncentracija je 30 pgL™. Bududi da je arsen
poznati aktivator oksidativnog stresa, a razine arsena u koristenoj vodi iz slavine bile su tri puta
vece od dopustenih, to bi moglo imati utjecaja na stimulaciju proizvodnje mikotoksina, jer je
poznato da plijesni sintetiziraju mikotoksine kada se nadu u nepovoljnim i stresnim uvjetima
(Ponts, 2015.). Prema Cueru i Quelletu (2005.), metalni ioni (Zn**, Fe**, Cu®*) imaju stimulativni
ucinak na proizvodnju zearalenona u Fusarium graminearum. To je tema koju tek treba

detaljnije istraziti.
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5. Zakljuéci

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

koncentracije DON-a, DON-3-GLC i 3-ADON-a u uzorcima povecdavale su se sa
povecanjem kontaminacije, i to u svim uzorcima bez obzira na izmjenu vode tijekom
mocenja,

primjena izmjene vode tijekom mocenja dovela je do porasta koncentracije DON-a, i
njegovih derivata u uzorcima u odnosu na one kojima se voda tijekom mocenja nije
mijenjala,

izmjenom vode tijekom mocenja slada kontaminiranog plijesni F. graminearum potice se
proizvodnja mikotoksina DON-a i njegovih derivata vjerojatno zbog svjezeg pritoka

hranjivih tvari.
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