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1. UvoD

Vino koje se stavlja na trziSte mora zadovoljavati propisane kriterije kvalitete, te mora biti
sigurno za potrosace. S kemijskog aspekta ono predstavlja kompleksnu otopinu koja se
sastoji pretezito od vode i u njoj otopljenih razliCitih spojeva iz grupa alkohola, Secera,
estera, spojeva sa dusikom, polifenola te anorganskih i organskih tvari (Batnariu i Butu,
2019). Medu komponentama koje imaju pozitivan utjecaj na kvalitetu vina, mogu biti
prisutne i one koje ga Cine Stetnim i nesigurnim za konzumiranje. Takve komponente su npr.

metali, biogeni amini, sulfiti, razni alergeni, mikotoksini i sli¢no (Zurga i sur., 2019).

Okratoksini su posebna skupina mikotoksina. Proizvode ih plijesni roda Aspergillus ili
Penicillium, kao svoje sekundarne metabolite. Tri su vrste mikotoksina u toj skupini;
mikotoksin istiCe se zbog svoje kancerogenosti, nefrotoksi¢nosti, genotoksi¢nosti i
teratogenih svojstava, zbog Cega predstavlja opasnost za ljudsko zdravlje. OTA je pronaden
kao kontaminant u mnogim vrstama hrane kao Sto su Zitarice, kava, grozde, grozdice i vino.
Nakon zitarica, vino je drugi po redu izvor izloZzenosti Covjeka okratoksinu A u europskoj
populaciji (Rotaru i sur.,, 2011). Stoga, paznja je posebno usmjerena na njegove
koncentracije u vinu, u kojeg dospijeva zahvaljujuéi plijesnima koje su prisutne na grozdu
ve€ u ranim fazama razvoja bobica. Kontaminacija okratoksinom A je veca kod crnih nego
kod bijelih vina zbog razliCitih procesa proizvodnje vina, jer kod crnih vina kontakt bobice s
mostom traje duze. Razvoj plijesni na grozdu uvjetovan je od strane vise faktora, a na njega

je pozeljno utjecati zbog prevencije visokih koncentracija OTA u vinu.

Siroku primjenu u vinogradu pronalaze i razni pesticidi te antioksidansi, no njihovo ispravno
doziranje je od izuzetne vaznosti jer visoke doze mogu narusiti organolepticka svojstva zrna i
njegovih proizvoda, dok preniske doze mogu cak i pospjesiti produkciju OTA (Lo Curto i sur.,
2004). Ekoloski prihvatljivije rjeSenje prestavlja bioloska kontrola koja podrazumijeva
primjenu bakterija, kvasaca i plijesni koji djeluju kao biofungicidi (Chulze i sur., 2015).
Znanost je razvila vise razlicitih metoda kojima je moguce umaniiti koli¢éinu OTA u vinu. Te

metode temelje se na fizikalnim, kemijskim i mikrobioloskim procesima (Somma i sur., 2012).

Cilj ovog rada je razmotriti mikotoksin okratoksin A, njegovo djelovanje na ljudsko zdravlje,
uzrok njegove pojave u vinu te Cimbenike koji uvjetuju njegovu kolCinu, s posebnim

naglaskom na metode prevencije njegove produkcije i njegova uklanjanja iz vina.



2. TEORIJSKI DIO
2.1 MIKOTOKSINI

Plijesni su vrlo rasireni organizmi koji imaju vaznu ulogu u razgradnji organskih tvari u
prirodi. Neke plijesni su korisne jer sintetiziraju spojeve koji sudjeluju u obrani organizma od
raznih bolesti. Takoder mogu biti korisne u proizvodnji hrane i biotehnologiji. S druge strane,
postoje i plijesni koje mogu sintetizirati toksicne spojeve. Plijesni proizvode primarne i
sekundarne metabolite. Primarne metabolite plijesni sintetiziraju za svoj rast i razvoj, dok
sekundarne metabolite koriste u svrhu obrane od drugih mikroorganizama. Osim za druge

mikroorganizme, sekundarni metaboliti mogu biti toksicni i za ljude i Zivotinje.

Ekstracelularni sekundarni metaboliti plijesni nazivaju se mikotoksini. Poznato je preko 100
strukturno okarakteriziranih mikotoksina, od kojih snazan utjecaj na ljudsko zdravlje imaju
aflatoksini, okratoksin A, trihoteceni, zearalenon te fumonizini. Radi se o termostabilnim
toksicnim tvarima, koje mogu zaostati na usjevima c¢ak i kada nestanu svi znakovi
zarazenosti plijesnima (Petruzzi i sur., 2014). Oni se medusobno razlikuju po biosintetskom
podrijetlu, bioloskoj aktivnosti i kemijskoj strukturi. IzloZzenost Covjeka mikotoksinima
najceséa je konzumacijom hrane, a rijedi slu€ajevi su njihovo udisanje ili prolazak kroz koZzu.
ObiljeZje mikotoksina koje ih Cini opasnima je to Sto su visoko toksicni u malim koli¢inama.
Takoder, pri konzumaciji hrane kontaminirane mikotoksinima, odsutna su bilo kakva
senzorska upozorenja (promjena okusa/mirisa i slicno). Akutne i kronine bolesti izazvane
mikotoksinima nazivaju se mikotoksikoze. Mikotoksikoze nisu uobicajene kod Ccovijeka
(Marriott i Gravani, 2006). Jedna plijesan moze proizvesti viSe mikotoksina, no isto tako vise
vrsta ali i rodova plijesni mogu proizvesti isti mikotoksin. Rastu plijesni pogoduju povisena
temperatura i vlaga te osteéenje biljke. Razne Zitarice, uljarice te voce i povrée mogu biti
podloga za rast plijesni tijekom uzgoja, prerade ili skladiStenja. Konzumacija hrane
kontaminirane mikotoksinima moZe dovesti do pojave i razvoja ozbiljnih zdravstvenih
problema. Nadalje, kontaminacija hrane i stocne hrane mikotoksinima kao posljedicu donosi i
ekonomske gubitke (Segvi¢ Klari¢, 2012). Mikotoksini su uglavnom citotoksi¢ni te unistavaju
stanicne strukture. Nadalje, oni interferiraju s vitalnim stani¢nim procesima (sinteza proteina
te DNA i RNA). S obzirom da je rije o izrazito stabilnim spojevima, mikotoksini se nerijetko
nalaze i u gotovom proizvodu koji je prosao tehnolosku obradu, jer ih uobicajeni postupci
proizvodnje i prerade hrane ne inaktiviraju. Mikotoksini u namirnice mogu dospjeti direktnom
i indirektnom kontaminacijom. Direktna kontaminacija uzrokovana je razvojem plijesni na
hrani, dok je indirektna uzrokovana korisStenjem kontaminiranih sastojaka pri obradi hrane ili

konzumacijom hrane koja sadrzi ostatke mikotoksina (Marriott i Gravani, 2006).



Tablica 1. Bolesti ljudi koje se povezuju s unosenjem toksicnih koli¢ina mikotoksina
(Kataleni¢, 2004)

Sustav Zdravstveni problemi Mikotoksini
smanjena elasti¢nost krvnih Zila, aflatoksini, satratoksini,
krvotok . X e
unutarnja krvarenja roridini
proljev, povracanje, krvarenje crijeva,

aflatoksini, T-2 toksini,

digestivni sustav ostecenje jetre, nekroze, rane na e S
9 J€ JErS, ! deoksinivalenol (vomitoksin)

mukoznim membranama, anoreksija

ozbiljne poteskoce s disanjem,

krvarenje pluéa trikotehekeni

respiratorni sustav

drhtavica, nekoordinirani pokreti,

Ziv€ani sustav i )
depresija, glavobolja

tremogeni, trikotehekeni

Koza osip, fotosenzitivnost trikotehekeni
urinarni sustav ostecenje bubrega ohratoksin, citrinin
reproduktivni sterilnost, promijene u reproduktivnim

T-2 toksin, zearalenon

sustav ciklusima

2.2 OKRATOKSIN A

Okratoksine cini skupina kemijskih spojeva sintetiziranih od strane toksikotvornih plijesni
Aspergillus ochraceus i Penicillium viridicatum (Betina, 1989). Okratoksin A (OTA) je
2010), te je identificiran u Juznoj Africi 1965. godine (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003). IARC
(International Agency for Research on Cancer) ga je svrstao u 2 B skupinu karcinogena
(IARC, 1993).

2.2.1 Kemijska struktura i fizikalno-kemijska svojstva okratoksina A

Molekula okratoksina A sastoji se od 3,4-dihidroizokumarinai L-B-fenilalanina (Russo i sur.,
2016). OTA je po kemijskoj strukturi 7-karboksi-5-kloro-8-hidroksi-3,4-dihidro-(3R)-metil
izokumarin, amidno vezan s L-B-fenilalaninom (Valero, 2008). Uz to Sto je najtoksicniji iz
skupine, OTA je ujedno i najbolje istraZeni okratoksin. Okratoksin A je bezbojan do bijeli prah
kristalinicne strukture. Njegova relativna molekulska masa iznosi 403 g/mol, a njegova
molekulska formula je CxH1sCINOs. U kiselom mediju pod UV svjetlom pokazuje intenzivnu
zelenu fluorescenciju, a u alkalnom mediju pokazuje plavu fluorescenciju. Slabo je topljiv u

vodi, a u kiselom i neutralnom pH podrucju je topljiv u organskim otapalima. U alkalnim




uvjetima pokazuje topljivost tj. topljiv je u vodenoj otopini natrijeva hidrogenkarbonata.
Znacajna osobina OTA je njegova stabilnost pri visokim temperaturama, Sto uzrokuje
njegovo tesko uklanjanje iz kontaminranih namirnica (Khoury i Atoui, 2010). Dokazano je da
se OTA samo djelomi¢no razgraduje pri normalnim uvjetima kuhanja. Uz to, OTA moze
izdrzati tri sata pod visokim tlakom pare prilikom sterilizacije pri 121 °C pa ¢ak niti pri 250 °C

njegova razgradnja nije potpuna (Boudra i sur., 1995).
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Slika 1. Kemijska struktura okratoksina A (So%o i sur., 2012)

2.2.2 Toksicnost i mehanizam djelovanja okratoksina A

Okratoksin A u organizam ulazi putem hrane, preko probavnog sustava. Apsorpcija se odvija
u tankom crijevu, najveéim dijelom u proksimalnom dijelu jejunuma (Kumagai i Aibara,
1982). Difundira u nedisociranom obliku preko lipidne membrane te portalnim krvotokom
dolazi u jetru (Kumagai, 1985). U krvi se veze na albumine i druge makromolekule. OTA ima
potencijalno nefrotoksicno, kancerogeno i citotoksi¢no djelovanje. Njegova toksi¢nost Siroko
varira ovisno o vrsti, spolu i nacinu primjene. Dokazana je u svim Zivotinjskim vrstama,
posebice u bubrezima, jetri i krvozilnom sustavu (Delas, 2010). S obzirom na nefrotoksi¢no
djelovanje, OTA se smatrao jedinim uzrocnikom odgovornim za bolest Balkanske endemske
nefropatije (BEN); teSke kronicne, obostrane bolesti bubrega, te tumora urinarnog trakta.
Ova bolest pojavila se u nekim podruc¢jima Hrvatske, Bosne i Hercegovine, Srbije, Rumunjske
i Bugarske (Leszkowicz i Manderville, 2007). OTA se smatra odgovornim i za svinjsku
nefropatiju u sjevernoj Europi, bolest po mnogoc¢emu slicnu BEN-u, zbog ¢ega se smatra da
te dvije bolesti mogu imati zajednicku etiologiju. OTA se kod ljudi i Zivotinja akumulira u
tjelesnim tekuéinama , te se vrlo polako eliminira iz organizma (Richard, 2007). Moze prodéi i
kroz posteljicu i akumulirati se u fetalnim tkivima, te izazvati malformacije centralnog

Zivéanog sustava (Leszkowicz i Manderville, 2007).



U vecini slucajeva, osjetljivost stanica na OTA ovisi o koncentraciji mikotoksina, vremenu
izlaganja te o unutarstaniénom molekulskom i genetickom sastavu. Okratoksin A inhibira
biosintezu makromolekula (proteina, DNA i RNA). Do inhibicije sinteze proteina dolazi uslijed
kompeticije sa aminokiselinom fenilalanin (Phe) u reakciji aminoacilacije fenilalanina na RNA
(Creppy i sur., 1984).

OTA takoder pospjeSuje lipidnu peroksidaciju, te ima nepovoljan utjecaj na metabolizam
glukoze i homeostazu kalcija u bioloskom sustavu (Braunberg i sur., 1992).

Veéina zemalja ima zakonodavstvo koje propisuje maksimalne dopustene koncentracije
mikotoksina u odredenim vrstama hrane, no ti propisi pojedinacnih zemalja se znacajno
razlikuju. Republika Hrvatska je uskladila svoje propise o mikotoksinima u hrani sa propisima
Europske unije (Segvi¢ Klari¢, 2012). Zemlje ¢lanice EU uskladile su zakonsku regulativu o
maksimalnim dopustenim koncentracijama mikotoksina u hrani za ljude i Zivotinje (EZ/1881,
2006). Maksimalna dopustena koncentracija okratoksina A za kategoriju ,Vino (ukljucujuci
pjenusavo vino, osim likerskih vina i vina s volumnim udjelom alkohola ne manjim od 15 vol.
%) i voéno vino" i za kategoriju ,Aromatizirana vina, aromatizirana pi¢a na bazi vina i
aromatizirani kokteli na bazi vina" iznosi 2.0 pg/kg, s time da se najveca dopustena koli¢ina

primjenjuje na proizvode proizvedene od berbe iz 2005. godine nadalje.

2.3 IZVORI OKRATOKSINA A U VINU

Svjeze voce sadrzi visoku koncentraciju SeCera. Vrijednosti aktiviteta vode (aw) u tkivu
svjezeg voca takoder su visoke, dok je pH nizi zbog sadrzaja organskih kiselina. To podrzava
rast svih, ali najviSe kserofilnih ili osmofilnih plijesni, pa se smatra da su plijesni najcesci
uzrocnici kvarenja voca. RazliCite vrste plijesni mogu kontaminirati grozde, najc¢eSce iz rodova
Aspergillus i Penicillium. IstraZivanjima je dokazano da upravo grozdice, sokovi od grozda,

pekmezi od grozda te vino sadrze velike koncentracije OTA (Covarelli i sur., 2012).

Rast plijesni na grozdu rezultira pojavom okratoksina A u vinu. Plijesni Penicillium
verrucosum i Aspergillus ochraceus smatraju se glavnim proizvodacima OTA. Ipak, plijesan
Aspergillus carbonarius je glavni kontaminant vinove loze i izvor OTA u vinu (Battilani i sur.,
2006). A. carbonarius ima crne spore izuzetno otporne na suncevu svijetlost i susenje, cija je
posljedica dobar rast pri visokim temperaturama. Kao jedan od glavnih proizvodaca
okratoksina, prisutna je na grozdu, soku od grozda, vinima i groZdicama, buduéi da se

kontaminacija grozda plijesnima moZe dogoditi prije berbe, za vrijeme berebe i tijekom



procesiranja grozda. Okratoksin se primarno stvara u vrijeme prije berbe jer A. carbonarius
inficira bobicu grozda. Porast koli¢ine Secera i omeksavanje kozice bobe do berbe pospjesuju
daljnje Sirenje plijesni (Samson i sur., 2004).

Slika 2. A. niger (lijevo) i A. carbonarius (desno) (Pitt i Hocking, 2009)

Vise istrazivanja provedenih na podrucju Mediterana, Juzne Amerike i Afrike pokazalo je da
je glavni izvor OTA u vinu prisustvo takozvane ,crne plijesni*, ¢ija je pojava uocena samo na
odredenom vinogradarskom podrucju. Okratoksin A nakuplja se u grozdu tijekom uzgoja
vinove loze i proizvodnje groZda, te u procesu proizvodnje dospijeva i u vino.

Naziv ,crna plijesan® podrazumijeva vrste iz roda Aspergillus : A. carbonarius, A. nigeri A.
tubingensis, koje su izolirane s bobica grozda, iz tla te iz zraka na povrSinama vinograda.
Plijesni iz roda Aspergillus razvijaju se na bobicama grozda ovisno o stupnju ostecenja bobice
u zrenju, a do same berbe mogu proizvesti okratoksin A na grozdu (Visconti i sur., 2008).
Prisustvo okratoksikogene plijesni nije uvjet za dokazivanje OTA, Sto se moze dogoditi u
slucaju kad kemijski procesi i uvjeti okoliSsa dovode do inaktivacije spora plijesni, ali ne utjecu
na udio OTA prisutan u supstratu (Amézqueta i sur., 2009).

2.4 FAKTORI KOJI UTJECU NA KOLICINU OKRATOKSINA A U VINU

Prisutnost OTA u mostu i vinu posljedica je kontaminacije grozda plijesnima. Kontaminacija
moZe nastati prije ili poslije berbe, te tijekom razliCitih faza koje prethode proizvodniji vina
(Piotrowska i sur., 2013). Daljnji razvoj plijesni, a time i proizvodnja okratoksina A ovise o
viSe faktora kao Sto su klimatski uvjeti tijekom dozrijevanja, vrijeme branja, koli¢ina i vrijeme
koriStenja fungicida, uvjeti skladiStenja groZda i tehnike primijenjene tijekom proizvodnje
vina (Bellver i sur., 2014). Za rast plijesni kritiCan je period izmedu rane faze zrenja i branja.



Klima i geografski polozaj imaju vazan utjecaj na stupanj kontaminacije grozda okratoksinom
A. Okratoksikogene ,crne plijesni® ucestalije se javljaju u vinogradima u vruéim i suhim
klimatskim podru¢jima (Blesa i sur., 2006). U svrhu utvrdivanja osnovnih podataka o
mogucéem uspjeSnom uzgoju neke sorte u odredenim klimatskim uvjetima, predlozen je nacin
razvrstavanja vinogradarskih podrucja. Razvrstavanje se temelji na izracunu sume efektivnih

temperatura.

Tako se s obzirom na klimatske uvjete, vinogradarska podrucja dijele u pet zona (A, B, C, CII
i CIII) (Winkler i sur., 1974). Neka istrazivanja pokazala su da vina iz podrucja juzne Europe i
Afrike sadrze vece koli¢ine OTA nego vina sa sjevera. Konkretno, vina iz Mediteranskog
priobalja (juzni dijelovi Francuske i Italije, Gréka i neki dijelovi Portugala i Spanjolske), vise
su kontaminirana od vina iz ostalih dijelova Europe (Quintela i sur., 2013). Ta razlika
objasnjava se razlikom u klimi, nacinu uzgoja grozda te uvjetima skladistenja. Istrazivanja na
podrucju Hrvatske takoder pokazuju da su u juznim vinogradarskim regijama ceSce pojave i
viSe razine OTA u vinu (Domijan i Peraica, 2005). Mediteranska vinorodna podrucja pretezno
se ubrajaju u CIII zonu. Spomenutu zonu karakteriziraju vruéa i suha ljeta, te tople i vlazne
jeseni. Prema rezultatima istrazivanja, vina koja su podrijetlom iz vinogradarskih zona A, B i
CI, negativna su na prisutnost OTA (Valero i sur., 2008). Druga studija pokazala je da je OTA
ipak prisutan u svim vrstama vina iz spomenutih zona, iz ¢ega se moze zakljuciti da postupak
u proizvodnji vina ima veéi utjecaj na sadrzaj OTA nego podrijetlo vina s obzirom na
vinogradarske zone. Koli¢ina okratoksina A je ujedno ovisna i o geografskoj Sirini vinograda:
pri nizim geografskim Sirinama kontaminacija je veéa (Berente i sur., 2005). Vise je
¢imbenika koji utje€u na kontaminaciju i nakupljanje OTA u grozdu. Od znacajne vaznosti je
vrijeme, a posebice temperatura koja uvelike diktira rast Aspergillus niger i utjeCe na
proizvodnju okratoksina A. (Varga i sur., 2006). Razvoj mikotoksina najviSe ovisi upravo o
temperaturi zraka, pri ¢emu je najveci rast okratoksina A pri 15-20°C kod A. carbonarius i
20-25°C kod A. niger. Rast plijesni takoder ovisi o aktivitetu vode grozda pri ¢emu je
optimalna vrijednost aw 0.930-0.987 (Covarelli i sur., 2012).

Cimbenik koji takoder utje¢e na kontaminaciju okratoksinom A je zdravlje grozda. Razvoj
plijesni posebice je uspjeSan na ostecenim bobicama (Varga i sur., 2006). Bobice pucaju
zbog prekomjerne vlage, a ostecenje mogu uzrokovati i ptice, insekti ili druge gljivicne
infekcije (Visconti i sur., 2008).

Kretanje zraka te razni kukci potpomazu prenosenje spora ,crne plijesni® iz tla na povrsSinu
bobica grozda, nakon Cega dolazi do razvoja i rasta plijesni, te posljedi¢no i do proizvodnije

sekundarnog metabolita plijesni- OTA.



Interakcija izmedu razlicitih vrsta plijesni takoder utjeCe na razvoj OTA u grozdu. Tako
plijesan Eurotium amstelodami doprinosi nakupljanju OTA kada djeluje u kombinaciji s
Aspergillus spp. Nasuprot tome, Penicillium janthinellum smanjuje kolonizaciju aspergila i
proizvodnju OTA tijekom susSenja. Koncentracija OTA takoder je smanjena kada Aspergillus
niger raste zajedno s drugim plijesnima. Nakupine A. carbonarius i A. niger smanjuju razinu
OTA, vjerojatno zbog ogranicenog rasta sojeva koji proizvode OTA uslijed manjka nutrijenata
ili uslijed potencijalne razgradnje OTA djelovanjem kompeticijske plijesni. Susenje grozda
potpomaze rast kontaminacije vina okratoksinom A, pri ¢emu se stupanj kontaminacije
razlikuje kod razli¢itih metoda susenja. Tradicionalni proces suSenja na suncu pogoduje rastu
plijesni jer je grozde izlozeno okoliSu tj. toplom suSenju tijekom dana i hladnim i vlaznim
no¢ima. Takva fluktuacija temperature i vlaznosti rezultira ve¢im brojem oStecenih bobica i
na taj nacin su stvoreni pogodni uvjeti za rast plijesni. Sigurnija varijanta je primjena komora
za suSenje grozda s kontroliranim uvjetima temperature i vlaZnosti. Usporedbom kolicine
OTA u vinima nastalima iz grozda koje je suSeno u razliitim vrstama posebno
kondicioniranih komora, ustanovljeno je da vina proizvedena od grozda susenog u hladnim
komorama sadrze vele razine OTA (prosjecno 1.35 pg/L) od onih dobivenih od grozda
susenog u toplim komorama (prosjecno 0.58 pg/L), Sto je vjerojatno posljedica duljeg
vremena suSenja pri nizim temperaturama (2-6 mjeseci) i okoliSnih uvjeta koji pogoduju

rastu plijesni (Covarelli i sur., 2012).

2.5 OKRATOKSIN A U HRVATSKIM VINIMA

U prvom istrazivanju kontaminacije hrvatskih vina mikotoksinom OTA, uzeti su uzorci 28
suhih vina, od kojih je 14 crvenih, 13 bijelih te jedno ruZicasto. Takoder, uzeto je 7 slatkih
vina, od ¢ega su 3 crvena i 4 bijela. Uzorci su prikupljeni iz razli¢itih vinogradskih podrucja i
sa razli¢ito primijenjenom tehnologijom proizvodnje. Pronadene razine okratoksina A kretale
su se u rasponu od 0,02 -3,2ng/ml. Ustanovljeno je da slatka vina sadrze viSe razine OTA od
suhih vina. Vecina ispitanih vina sadrzavala je relativno niske koncentracije okratoksina A
(0,02-0,5 ng/ml). Pronadene razine su unutar maksimalne vrijednosti propisane za zemlje
Clanice EU, i ne predstavljaju rizik za zdravlje potroSaca. Bez obzira na to Sto broj ispitanih
uzoraka nije reprezentativan, indikativno je da su svi uzorci sa Jadranske obale (juzna
vinogradarska podrucja) sadrzavali OTA, dok 3 bijela vina iz kontinentalne Hrvatske (sjever)
nisu bila kontaminirana s OTA. Ustanovljeno je i da su koncentracije OTA u hrvatskim vinima
opcenito nize nego u drugim podrucjima Europe, Sto ih ini sigurnijima za zdravlje potrosaca.

Takoder, istaknuto je i da koncentracije koje su pronadene u hrvatskim crnim i bijelim vinima
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ne predstavljaju rizik za svakodnevnu uporabu, ukoliko je ona ograni¢ena na dvije CaSe

dnevno (Domijan i Peraica, 2005).

U novijem istraZivanju, analiziran je Sirok raspon hrvatskih crnih vina te njihovo onecis¢enje
okratoksinom A. Koristeni uzorci prikupljeni su sa razlicitih geografskih podrucja. Obuhvacena
su vina sa podrucja istocne kontinentalne Hrvatske te vina iz Istre i Dalmacije, za koje se
inaCe smatra da imaju ugledne klimatske uvjete. Istocna kontinentalna Hrvatska ima
kontinentalnu klimu sa vruc¢im ljetima i hladnim zimama te dovoljno oborina za uspjesnu
poljoprivredu. Obalno podrucje Hrvatske ima mediteransku klimu, no u Istri se osjeti i utjecaj
Alpa tako da su tamosnja ljeta vruéa i vlazna, dok su ljeta u Dalmaciji vruéa i suha. Oba
podrucja karakteriziraju i blage zime. Koncentracije OTA u analiziranim vinima kretale su se
od ispod granice detekcije do 0,163 g/L, dok su prosjecne vrijednosti bile 0,040 odnosno
0,026 g/L, pri ¢emu je samo 9% vina sadrzavalo koncentraciju OTA vecu od 0,1 g/L.
Rezultati ovog istrazivanja opsezno su usporedivani sa rezultatima dobivenima za razliCite
europske i mediteranske zemlje. Medutim, usporedivanje rezultata mora biti provedeno sa
oprezom, jer se korisStene metodologije analitickih postupaka i izvjeStavanje o rezultatima
bitno razlikuju (Zurga i sur., 2019).

Istrazivanja su pokazala da su koncentracije OTA nesSto vece u konvencionalno proizvedenim
nego u organski proizvedenim hrvatskim vinima (Vitali (vZepo i sur., 2018).

Prilikom istraZivanja pojave OTA i prisutnosti pojedinih sojeva toksikogenih plijesni u mostu i
vinu iz Hrvatske, koncentracija OTA u mostu (raspon 19- 50 ng/L) bila je veca nego u vinu
(raspon 0- 21 ng/L). Sojevi A. carbonarius nisu pronadeni ni u mostu ni u vinu, vjerojatno
zbog prisutnosti drugih plijesni koje proizvode OTA, poput A. tubingensis, A. ochraceus ili A.
niger (Flajs i sur., 2009). Nadalje, u 90% uzoraka crnog, bijelog i desertnog vina utvrdena je
prisutnost OTA u rasponu koncentracija od 0.02- 0.60 ng/mL za crno vino, 0.05- 0.55 ng/mL
za bijelo vino, i 0.20- 0.35 ng/mL za desertno vino (Markov i sur., 2014).

2.6 PREVENTIVNE MJERE I METODE REDUKCIJE OKRATOKSINA A U
GROZPU I VINU

Vaznost grozda i proizvoda od grozda je znacajna u svjetskoj proizvodniji hrane. 71% ukupne
koli¢ine grozda koristi se u vinarstvu, 27% proizvedenog grozda konzumira se svjeze, a tek
2% konzumira se kao suho voce tj. grozdice (Somma i sur., 2012). Vino kao proizvod od
grozda ima najznacajnije mjesto u medunarodnoj trgovini. Gotovo polovica svjetske

proizvodnje vina odvija se u tri europske zemlje: Italiji, Francuskoj i Spanjolskoj, a u



medunarodnoj trgovini vinom, Europa je izvoznik 70% vina (OIV, 2012). Upravo zbog
popularnosti i konzumacije raznih vrsta vina na svjetskoj razini, vrlo je vazno osigurati
koncentracije OTA Cije su vrijednosti unutar propisanih okvira. Prisutnost OTA u vinu moze
negativno utjecati kako na zdravlje potroSaca tako i na gospodarstvo i trgovinu vina. S
obzirom da je pojava OTA u vinu gotovo neizbjezna, vazno je pridrzavati se strategija Ciji je
cili smanjenje njegova sadrzaja. Istrazivano je nekoliko strategija smanjivanja njegova
sadrzaja u poljoprivrednim proizvodima, a te strategije svrstavaju se u tri glavne kategorije:
prevencija kontaminacije, detoksikacija ili dekontaminacija kontaminirane hrane i inhibicija
apsorpcije OTA u gastrointestinalnom traktu (Varga i sur., 2010). Poduzimanje odredenih
preventivnih mjera kako bi se pojava OTA u vinu i njegova koncentracija sveli na najmanju
moguéu mjeru, najbolja je i najuinkovitija zastita vina od negativnih posljedica koje ovaj
mikotoksin moze prouzroCiti.Tako bi primjena dobre poljoprivredne i proizvodacke prakse te
HACCP sustava, kao i upravljanje mogucim rizicima na temelju kriticnih kontrolnih tocaka

mogli pomodi u kontroli koliCine i akumulacije okratoksina A u vinu.

Preventivhe mjere u vinogradu

S obzirom da je A.carbonarius glavna vrsta plijesni odgovorna za akumulaciju OTA u
bobicama grozda od pocetka zrenja do berbe, objasnjene su preliminarne strategije u
kontroli upravo ove plijesni. Ispravhom agronomskom praksom moguce je smanijiti
koncentraciju OTA kako u groZdu, tako i u vinu. Prema spomenutim strategijama, poZzeljna je
proizvodnja malih slobodnih grozdova koji su rasireni kroz dovoljno aerirane krosnje, kako bi
se izbjegla zbijenost grozdova i nedostatak cirkulacije zraka, Sto bi pogodovalo razvoju
plijesni. Ovakva proizvodnja ostvariva je primjenom rezidbe trsova i navodnjavanja. Takoder,
bobice je potrebno zastiti od Stetocina, posebno u periodu izmedu dozrijevanja i branja, kako
bi se izbjegla oSte¢enja bobica koja pogoduju razvoju plijesni. 1z istog razloga, pozeljno je i
smanjiti mehanicka te okoliSna oSte¢enja bobica i grozdova. Opasnost od mehanickih
oSte¢enja u ovom slucaju predstavljaju kisa ili sunce. Nadalje, poZeljna je i kontrola
incidencije pojave A.carbonarius ispravnhom obradom i odrZzavanjem tla vinograda. Valja
spomenuti i vrlo veliku ulogu branja grozda u odgovarajucoj fazi zrelosti. Potrebno je i u

najvecoj mjeri smanjiti razmak izmedu branja i vinifikacije (Corzani, 2007).

Primjenom odgovarajuce vinogradarske prakse, prisutnost OTA u vinu moze se smanijiti i do
80%. Presudan c¢imbenik u pojavi Aspergillus spp. i nakupljanju OTA su okolisni uvjeti, no

znacajno smanjenje konacne koncentracije mikotoksina u grozdu moze se postiéi i kontrolom
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biotickih i abiotickih agenasa. Dobar sistem uzgoja vinove loze mora omoguditi optimalnu
izloZzenost suncevoj svjetlosti, fotosintezu te dobru cirkluaciju zraka. Ovi ¢imbenici pospjesuju
smanjenje pojave bolesti. Takve vrste uzgoja su, izmedu ostalog, i bilateralna kordunica te
peharasti slobodni uzgoj (Rousseau i Blateyron, 2002).

U jednom istrazivanju, OTA nije pronaden u Malvaziji crnoj proizvedenoj od grozda iz gore
spomenutih vrsta uzgoja. Nasuprot tome, u kultivaru Negroamaro uolena je visa
koncentracija OTA u slu¢aju primjene peharastog sistema. Razlog tome je mala udaljenost
izmedu grozdova i tla, Sto pogoduje kontaminaciji plijesnima. Takoder, zabiljezena je i
znacajna kontaminacija plijesnima iz roda Aspergillus kod grozdova razvijenih na trsu blize tlu
i kod grozdova koji su izlozeni izravnoj suncevoj svjetlosti, za razliku od grozdova koji rastu

dalje od zemlje i koji su zasticeni od izravne sunceve svjetlosti (Battilani i sur., 2004).

2.6.1 Pesticidi i antioksidansi

Koncentracija OTA u grozdu i vinu moze se smanijiti i pravovremenom primjenom fungicida
koji djeluju na vrste roda Aspergillus (Covarelli, 2012). Prije primjene pesticida, nuzno je
razmotriti kako ¢e se sama primjena odraziti na koncentraciju OTA, bududi da neki fungicidi

djeluju pozitivno ili negativno na proizvodnju OTA.

Dokazano je da u kombinaciji sa sumporom, neki pesticidi poput Azoksistrobina (derivat
strobilurina) ili Dinokapa (dinitrofenilni derivat) ucinkovito umanjuju koncentraciju OTA u
vinima. Nasuprot tome, pesticidi kao Sto su Karbendazim i Chorus nisu pokazali ucinkovitost
u kontroli truljenja uzrokovanog od strane plijesni Aspergillus sekcije Nigri. S druge strane,
koriStenjem pesticida pod nazivom Switch, znacajno je reducirana ucestalost crnih plijesni na
grozdu. Switch je kombinirani fungicid dviju djelatnih tvari: ciprodinil i 20 fludioksonil, koji se
svrstavaju pod pirimidine i pirolnitrine. Najveca ucinkovitost tretmana smjesom ciprodinila i
fludioksonila pokazana je u slucaju primjene smjese 21 dan prije berbe, ili u uvjetima visokog
rizika pojave kontaminacije vrstama roda Aspergillus. U istim uvjetima pokazala se
ucinkovitom i protiv pojave sive plijesni i biosinteze okratoksina A (Belli i sur., 2007).

S druge strane, fungicid Chorus takoder sadrzi djelatnu tvar ciprodinil a pokazao se
neucinkovitim protiv Aspergilla, Sto ukazuje na to da je zapravo fludioksinil aktivni sastojak
Switch pesticida. U proslosti se za suzbijanje crnih Aspergilla koristio pirolnitrin, a fludioksonil
je njegov sinteticki analog. Neka istrazivanja provedena u Francuskoj pokazala su da su

tretiranja fungicidima Switch, Scala (koji sadrze pirimidin fungicid pirimetanil) i fungicidom
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Mikal (koji sadrZi fosetil-Al i dikarboksimid folpet) rezultirala znacajnim smanjenjem
kolonizacije plijesni i samog sadrzaja OTA u vinu (Ponsone i sur., 2012). Spomenuta tri
fungicida, Switch, Scala i Mikal pokazali su se kao najefektivniji fungicidi pri suzbijanju
plijesni i smanjenju koncentracije OTA u vinima. Oni fungicidi koji sadrze bakar ili strobilurine
smanijili su i rast i produkciju OTA, za razliku od sumpornih fungicida. Od svih fungicida koji
su inhibirali rast A. carbonarius u sintetickom mediju, prilikom testiranja kao najucinkovitiji
aktivni sastojak za zaustavljanje rasta plijesni pri smanjenim dozama pokazao se ciprodinil.
Prilikom testiranja tih fungicida na grozdu, dobiven je ucinak slican onom na sintetickom
mediju (Belli i sur., 2006). Iako uvelike olakSavaju kontrolu nad plijesnima, fungicidi moraju
biti pazljivo primjenjivani jer su neki od njih, unato¢ tome Sto su smanjili floru plijesni, ipak

stimulirali proizvodnju OTA. Primjer takvog fungicida je Karbendazim (Lo Curto i sur., 2004).

Druga strategija za smanjenje rasta plijesni i proizvodnju mikotoksina je koriStenje
antioksidansa poput vanili¢ne ili 4-hidroksibenzojeve kiseline i esencijalnih ulja ekstrahiranih
iz nekih biljaka (npr. 7Thymus Vulgaris ili Aframomum danielli). Primjena navedenih sredstava
utjecala je i na rast plijesni i na smanjenje sinteze OTA (Ponsone i sur., 2012). Razmatrajuci
utjecaj na ljudsko zdravlje, upotreba antioksidanasa kao antimikrobnih sredstava dopustena
je od strane US Food and Drug Administration (FDA) i proglasena sigurnim (GRAS)
kemikalijama. Takvi antioksidansi imaju zastitni ucinak u hrani a uz to mogu pogodovati
pozitivnim organoleptickim svojstvima hrane, Sto bi mogla biti interesantna opcija za sirovinu

koja zahtijeva dugo razdoblje skladistenja, kao Sto je slucaj kod susenog voca.

Trans-resveratrol (3,5,4-trihidroksistilben) je antioksidativni spoj prirodno proizveden u
velikom broju biljaka, te je ujedno i glavna komponenta odgovorna za pojavu fitoaleksina.
Nalazi se i u grozdu, te se akumulira u listovima vinove loze i pokozici grozda kao odgovor
bilike na opasnost tj. na razliCite infekcije uzrokovane plijesnima, UV zracenje ili kemikalije.
Trans-resveratrol pronaden je i u vinima u razli¢itim koncentracijama, ovisno o primjenjenoj
vinogradarskoj ili enoloskoj praksi. Dokazano je da trans-resveratrol povecava otpornost
vinove loze i na druge patogene kao Sto su Plasmopara viticola, Phomopsis viticola te
Rhizopus Stonifer. Rije€ je o prirodnom pesticidu koji pokazuje ucinkovitost u borbi protiv
napada patogena te djeluje na prirodno povecanje otpornosti grozda na infekcije plijesni.
Trans-resveratrol takoder moze imati i pozitivne ucinke na konzerviranje voca tijekom
skladistenja, a moZe se primjenjivati i u svrhu smanjenja kvarenja grozda (Ponsone i sur.,
2012).
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Nadalje, dokazano je prisustvo nekih supstanci u biljkama, Cija je uloga sprjeCavanje rasta i
razvoja OTA. Naime, ustanovljeno je da etericna ulja timijana i anisa (500 ppm), cimeta
(1000 ppm) i zelene metvice (2000 ppm) inhibiraju rast A. ochraceus. 1% ulja timijana i
anisa te 2% ulja cimeta potpuno inhibiraju proizvodnju OTA u pSenici (Ciconova i sur.,
2010).

Dokazano je da ekstrakt gomolja ¢eSnjaka potpuno inhibira rast A. ochraceus. S obzirom da
visoke razine mogu proizvesti nezeljene ucinke na zrnu, vrlo je vazno uzeti u obzir
odredivanje optimalnih doza aplikacije antifungalnih tvari. Previsoka koliina upotrebljenog
fungicida moze narusiti organolepticka svojstva zrna i njegovih proizvoda, Sto za posljedicu
moze imati negativan ekonomski i gospodarski ucinak. Nasuprot tome, subinhibitorne doze
kao i neadekvatna raspodjela kemikalija, posebno pri niskim razinama aktiviteta vode, u
konacnici mogu uzrokovati povecanje proizvodnje OTA, tako Sto je u tom slucaju povecana

sporulacija plijesni te stimulacija produkcije sekundarnih metabolita (Reddy i sur., 2007).

Kemikalije su najcesce koristene za sprjecavanje rasta plijesni i mikotoksina. S obzirom na
povecanje broja otpornih sojeva plijesni i negativnog utjecaja fungicida na okolis te na
ljudsko zdravlje, utvrdeni su strogi propisi od strane Europske unije (Ponsone i sur., 2012). U
mnogim proizvodima, ukljucujuéi i grozde, regulirane su maksimalne koncentracije ostataka
pesticida (EC, 2005). U posljednje vrijeme, sve viSe paznje usmjereno je na alternativne
metode koje bi mogle zamijeniti ili dopuniti fungicidne tretmane za kontrolu toksigenicnih

plijesni prije i poslije berbe (Ponsone i sur., 2012).

2.6.2 Bioloska kontrola

Zbog sve vece rezistencije plijesni na spomenute kemikalije te zbog njihovog nepovoljnog
utjecaja na okoliS i zdravlje potroSaca, sve je veci interes za alternativnim, ekoloski
prihvatljivim rjeSenjima, koja imaju komplementarnu uporabu ili sluze kao potpuna zamjena
za kemikalije. Medu takva rjeSenja spadaju postupci bioloske kontrole u kojima se prirodno
prisutne bakterije, kvasci i plijesni koriste kao potencijalni bioagensi za suzbijanje patogena i
toksikogenih plijesni (Chulze i sur., 2015). Prednost uporabe bioagenasa je to Sto se mogu
primjenjivati u kombinaciji sa fungicidima i na taj nacin smanjiti njihovu upotrebu i rast
plijesni. Promatraju¢i mikrofloru prisutnu na povrsini bobica grozda, najzastupljeniji su
epifitni kvasci. Njihova biofungicidna djelatnost proizlazi iz kompeticije za prostor i nutrijente
s drugim mikroorganizmima, a posjeduju i sposobnost kolonizacije na grozdu. Nekoliko je

vrsta kvasca razliitih rodova koji se danas smatraju potencijalnim agensima za bioloSku
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kontrolu rasta plijesni iz roda Aspergillus i kontrolu akumulacije OTA (Ponsone i sur., 2012).
Sto se ti¢e biofungicidnog djelovanja kvasaca, smanjenje kontaminacije sa plijesni i OTA
postignuto je i upotrebom kvasaca Cryptococcus laurentii i Aureobasidium pullulans, koji su
izolirani sa grozda u Grckoj te kvasca Hanseniaspora uvarum izoliranog u Italiji, primjenom
jenotjednog ili dvotjednog tretmana (Visconti i sur., 2008). Jedno istrazivanje provedeno “in
vitro" i “in situ" ispitivalo je uspjesnost dvaju sojeva Kluyveromyces thermotolerans u
sprjeCavanju rasta i akumulacije OTA. Prema rezultatima, navedeni sojevi mogu kontrolirati
rast A. niger i A. carbonarius te akumulaciju OTA. Postignuti stupanj inhibicije ovisio je o
ispitivanim uvjetima (soj toksikogene plijesni, soj kvasca, aw i temperatura te njihove
interakcije). Provedenim eksperimentom, akumulacija OTA smanjena je za 3% do 100% a
rast plijesni smanjen je od 11% do 82.5% (Ponsone i sur., 2011). Spricanjem vinograda
suspenzijom koja sadrzi Aureobasidium pollulans (soj LS30) u vrijeme pred zatvaranje
grozda, ranog Sarka i 20 dana prije berbe, postignuto je znatno smanjenje pojave plijesni te
je u potpunosti sprijeena sinteza OTA (Felice i sur., 2008).

Kvasci Issatchenkia orientalis, Metschnikowia pulcherrima, Issatchenkia terricola i Candida
incommunisizolirani sa grozda, smanjuju kolonizaciju A. carbonarius i A. niger na bobicama
grozda (Bleve i sur., 2006). Vinski kvasaci S. cerevisiae mogu i do 100% smanijiti
akumulaciju OTA sa grozda, mosta i vina, ovisno o soju i mediju u kojem djeluju (Quintela i
sur., 2013).

Sposobnost inhibicije rasta plijesni i akumulacije mikotoksina posjeduju i razne bakterije.
Tako npr. Bacillus sp., B. thuringiensis upotrijebljeni tijekom kultivacije grozda kao
komercijalni insekticidi, inhibiraju rast A. carbonarius (Bae i sur., 2004). Istrazivanjem
biofungicidnog djelovanja Bacillus subtilis u svrhu inhibicije A. carbonarius, zakljuceno je da
se moze uspjesno primjenjivati i tijekom skladistenja stolnog grozda i na polju (Jiang i sur.,
2014).

U jednoj studiji razvijena je ekoloski isplativa, netoksicna i ucinkovita strategija redukcije
OTA koristenjem bakterije Bacillus subtilis koja je bila imobilizirana na zrncima natrijevog
alginata. Koli¢ina OTA smanjena je za 90% (pri pH= 3 i 25% NaCl), a smanjenje sadrzaja
OTA povecavalo se s padom pH i porastom koncentracije NaCl. Uz to, dodatak zrnaca
crvenom vinu kontaminiranom sa OTA rezultirao je smanjenjem OTA za 78,50% % 0,49%
nakon jednog sata. Dodatak slobodnih stanica B. subtilis pokazao je smanjenje OTA za
81,70% % 1,91%, ali s obzirom da takav nacin primjene zahtijeva i veci broj stanica, takva
metoda nije se pokazala isplativom. Nadalje, jednostavno CciSCenje zrnaca etanolom

omogudilo je njihovu ponovnu upotrebu i obnovu najmanje 10-20 puta, uz znacajnu
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sposobnost smanjenja OTA. Ovi rezultati sugeriraju potencijalnu primjenu alginatnih zrnaca
sa imobiliziranom B. subtilis u svrhu smanjenja OTA iz uzoraka crvenog vina, a strategija bi
se mogla primijeniti i na druge vrste tekuce hrane (Shruti i sur., 2019).

U posljednje vrijeme, istrazivanja vezana za procjenu rizika i prevenciju biosinteze OTA se
baziraju na primjeni tzv. prediktivhe mikologije, koja je usmjerena na razvoj modela za
predvidanje rasta plijesni, njihove inaktivacije te produkcije mikotoksina. Naime, razvijen je
model za dinamicku simulaciju proizvodnje OTA na grozdu sa A. carbonarius. Prilikom
postavljanja modela, koristeni su razliciti imbenici koji su inace znacajni za razvoj plijesni i
za sintezu OTA. Takoder, koriSteni su podaci dobiveni istrazivanjima provedenim u
talijanskim regijama Apulija i Emilia Romagna (Battilani i Leggieri, 2015). Ovo istrazivanje
upucuje na potencijalnu mogucnost izrade jednostavnog softvera Ciji bi zadatak bio

predvidanije rizika za razvoj OTA u grozdu, mostu i vinu.

2.7 UKLANJANIE OKRATOKSINA A IZ VINA

Ukoliko prevencijske metode smanjenja koncentracije OTA nisu provedene ili su provedene
neuspjesno, krajnji produkt proizvodnje (u ovom slucaju vino), vijerojatno ¢e sadrzavati
koncentraciju OTA koja premasuje propisanu maksimalnu vrijednost. U svrhu smanjenja
rizika pojavljivanja OTA u vinu i njegovog uklanjanja iz vina, razvijene su metode koje se

temelje na fizikalnim, kemijskim i mikrobioloSkim procesima (Somma i sur., 2012).

2.7.1 Fizikalne metode uklanjanja okratoksina A iz vina

Fizikalne metode smanjenja koncentracije OTA i njegovog uklanjanja iz vina prvenstveno
ukljuuju uklanjanje pljesnivog grozda, Cime se sprjeCava da takvo kontaminirano grozde
ude u proces vinifikacije. Tim postupkom se moZe reducirati i do 98% ukupne koncentracije
OTA. Zbog gubitka velikog dijela sirovine na samom pocetku procesa proizvodnje, za vinsku
industriju taj postupak je ipak neisplativ (Quintela i sur., 2013). Dokazano je da, ukoliko se
poveca pritisak prilikom preSanja masulja, dolazi do porasta koncentracije OTA. Kad se
pritisak pod kojim se preSa komina smanji sa 80 atm na 8 atm, koncentracija OTA u vinu se

umaniji i do 4 puta (Gambuti i sur., 2005).

S druge strane, filtracijom se preko membrana 0.45 pm koli¢ina OTA smanjuje za 80%.

Dokazano je i da poviSenje temperature nema nikakvog ucinka na smanjenje koncentracije
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OTA. Smatra se da se za vrijeme postupka presanja grozda ukloni oko 80% ukupne koli¢ine
OTA, dok kvasci apsorbiraju oko 50% preostalog OTA (Leong i sur., 2006). Tijekom
vinifikacije, grozdana komina adsorbira OTA zbog svog visokog afiniteta prema njemu. Visoki
afinitet grozdane komine prema OTA dokazan je dovodenjem kontaminiranog vina u kontakt
s kominom. Time je postignuta redukcija OTA za 50 do 65%, ovisno o sorti grozda od koje je
nastala komina. U istom istrazivanju dokazano je da u slucaju dovodenja vina u kontakt sa
kominom iste sorte ne dolazi do narusavanja parametara kvalitete (ukljucujudi intenzitet boje
i fenolni profil). S druge strane, primjena komine od drugih sorti grozda moze imati i
pozitivan i negativan utjecaj na kvalitetu tretiranog vina (Solfrizzo i sur., 2010).

Tijekom spontanog procesa bistrenja (dakle bez dodatka sredstava za bistrenje i malolakticke
fermentacije), koli¢ina OTA se smanjuje za viSe od 90%. Ta pojava je posljedica vezanja
OTA na krutu frakciju vina tj. na Cestice taloga (Fernandes i sur., 2007).

Tijekom jedne godine starenja vina Cabernet sauvignon u bocama, udio OTA smanjio se za
11,8% dok se nakon dodatnih 6 mjeseci starenja smanjio za 17,6%. Nastavkom starenja do
dvije godine, nisu zabiljezene daljnje promjene u sadrzaju OTA (Anli i sur., 2011). Tijekom
skladistenja crnog i bijelog vina u periodu od 10-14 mijeseci dolazi do veceg smanjenja
koli¢ine OTA u crnim u odnosu na bijela vina. Preciznije, redukcija OTA u crnom vinu iznosi
29%, dok u bijelom iznosi 22% (Leong i sur., 2006).

Tablica 2. Uklanjanje OTA iz vina fizikalnim metodama (Quintela i sur., 2013)

Vrsta postupka Udio uklonjenog OTA
PreSanje komine pri 80 atm umijesto pri 8 Cetiri puta veca koncentracija
atm. OTA
Filtracija kroz 0.45 pm membranu. 80% manje OTA
Filtracija kroz 10 pm membranu. Beznacajno smanjenje razine
OTA
Toplinski tretman na 55°C 0

Uklanjanje  plijesnivog  grozda  prije | 98% manje OTA
maceracije

Ponovni prolazak kontaminiranog mosta ili | 50-56% manje OTA
vina kroz kominu koja ne sadrzi OTA
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2.7.2 Kemijske metode uklanjanja okratoksina A iz vina

Kemijske metode podrazumijevaju primjenu adsorbensa poput aktivhog ugljena, bentonita,
Zelatine, kazeina i hitina, koji imaju sposobnost ¢vrsto adsorbirati i imobilizirati mikotoksin.
Budu¢i da ovakva sredstva Cesto imaju negativan utjecaj na nutritivnu vrijednost i
organolepticka svojstva proizvoda, njihova primjena je ograni¢ena. UspjeSnost uklanjanja
OTA iz vina ovisi o stupnju kontaminacije te o vrsti i dozi koriStenog sredstva za bistrenje
koja se krece u rasponu 2 do 98% (Carvalho, 2014).

U istrazivanju utjecaja sredstava iz pojedinih faza proizvodnje vina, sredstava za bistrenje te
utjecaja starenja u bocama na smanjenje OTA iz bijelih i crnih prirodno kontaminiranih
mostova, zaklju¢eno je da je tijekom tehnoloskog procesa doslo do smanjenja OTA za 41.8%
do 53.7% u bijelim i 44.7% u crnim vinima. Takoder, ustanovljeno je da aktivni ugljen nema

vecu moc uklanjanja OTA od ostalih sredstava za bistrenje (16.6% u crnom vinu).

Upotrebom bjelanjka jajeta i ribljeg mjehura postignuti su najbolji rezultati dekontaminacije
crnih vina (19.7% i 21.3%). S druge strane, bentonit se pokazao kao najucinkovitiji kod
bijelih vina (20.3%) dok su PVPP i kazein pokazali slab afinitet prema OTA (2.0% i 8.3%)
(Anli i sur., 2011). Istrazivanja drugih autora pokazuju da je enoloski dekolorizirajuéi ugljen
najucinkovitiji u uklanjanju OTA, no on uklanja i antocijane te druge obojene polifenolne tvari
(Var i sur., 2008). Prema drugom istrazivanju, najbolje uklanjanje OTA postiZe se sa aktivnim
uglienom ili komercijalnim pripravcima koji ga sadrze. S druge strane, osim visoke
ucinkovitosti u uklanjanju OTA, visok je i gubitak polifenola tretiranih vina (Visconti i sur.,
2008).

Rezultati dobiveni od strane drugih istrazivaCa takoder su pokazali da je doza aktivhog
ugljena 10 mg/L dovoljna za uklanjanje 50-60% OTA iz crnog vina, Sto je prihvatljiva doza
koja ne uklanja antocijane i ostale polifenole iz vina. Kod primjene doza koje premasuju
vrijednost 50 mg/L, uoCava se smanjenje razine obojenih polifenola i kljuénih aromaticnih
tvari vina (Piotrowska i sur., 2013). ZabiljeZeno je da se sa sredstvima koja sadrze aktivni
uglien (smjesa Zelatina, bentonit i aktivni ugljen) iz bijelog vina uklanja oko 80% OTA, dok
se primjenom kalijeva kazeinata, proteina graska i manoproteina uklanja 10% do 30% OTA.
Za razliku od navedenog, uporaba bentonita, karboksimetilceluloze, hitozana i PVPP-a ne
doprinosi smanjenju udjela OTA (Carvalho i sur., 2014). Za uklanjanje proteina na koje se
veze OTA Cesto se koristi bentonit. Dodatkom bentonita moZe se ukloniti do 67% OTA
(Leong i sur., 2006). Postoje razli¢ite vrste bentonita (prirodni, nonilamonijev,

dodecilamonijev i KSF-montmorilonit bentonit). Kada se te vrste usporede, najbolji rezultati u
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uklanjanju OTA iz vina postizu se tretmanom s KSF-montmorilonit bentonitom. Medutim,
ovakav tretman smanjuje ukupne fenole i antocijane. KoriStenjem aktivnog natrijevog
bentonita pri preporu¢enim dozama, razina OTA bi se mogla smanijiti do 33%. S druge
strane, tim tretmanom narusava se kvaliteta vina, posebice intenzitet boje (Kurtbay i sur.,
2008). Kada se primjenjuju u rasponu od 25 do 150 g/hL, albumin jajeta moze reducirati
razinu OTA i do 48% pri 150 g/hL, Zelatina do 20% OTA i mikrokristalini¢ni kalijev kazeinat
24%, no njihovom primjenom se takoder smanjuje razina ukupnih i obojenih polifenola
(Castellari i sur., 2001). Buduci da primjena sredstava poput kazeina, kalijevog kazeinata i
albumina jajeta uzrokuje nezeljene reakcije kod nekih osjetljivih potrosaca, nedavno su
razvijena sredstva za bistrenje koja ne sadrze alergene. Testirana je sposobnost uklanjanja
OTA pomocu kompleksa koji se temelji na PVPP-u, biljnim proteinima i amorfnom siliciju (kao
alternativa kazeinu i kalijevom kazeinatu) i pomocCu zelatine u listilima s visokom
molekulskom masom (kao alternativa albuminu jajeta). Kod primjene oba bistrila, OTA je
uspjesno uklonjen (i do 40%), uz primjenu doze koja se inace koristi u proizvodnji vina, a s
najmanjim utjecajem na boju i razinu polifenola (Quintela i sur., 2012). U posljednje vrijeme,
sve je zastupljenija primjena hitozana, hitina, hitin glukana ili hitin glukan hidrolizata
fungalnog podrijetla sa ciljem smanjenja razine OTA u vinu. Njihovom primjenom uklonjeno
je 56.7- 83.4% OTA u crnim, zatim 53.4-64.5% u bijelim i 26.1-43.5% u desertnim
(slatkim) vinima (Bornet i Teissedre, 2008).

Pri koncentraciji od 50 g/hL, hitin se moze koristiti za uklanjanje OTA do 18% bez
negativnog utjecaja na kvalitetu vina (Quintela i sur., 2012).

Novija enoloska praksa donosi Cestu primjenu komadica hrastova drveta u obliku strugotina
ili praha. Na taj nacCin povecana je kontaktna povrsSina izmedu drveta i vina, a kao posljedica
toga dolazi do redukcije razine OTA u suhim crnim vinima i do 75% (Covarelli, 2012).
Ucinkovitost tog tretmana ovisi o sastavu vina, obliku koristenog drveta, kolicini i vremenu
kontakta. Najveca ucinkovitost se postize primjenom praha u koli¢ini od 8 g/L nakon 15 dana
kontakta s vinom koje sadrzi manju koli¢inu ukupnih i monomernih antocijana (tvari koje
mogu ometati adsorpciju OTA). Medutim, zbog Ceste pojave negativhog utjecaja na
nutritivnu vrijednost i organolepticka svojstva proizvoda, primjena ovih sredstava je
ogranicena (Piotrowska i sur., 2013).
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2.7.3 Mikrobioloske metode uklanjanja okratoksina A iz vina

U posliednje vrijeme raste interes za mogucnosti primjene mikroorganizama sa ciljem
uklanjanja toksi¢nih sastojaka. Studije su pokazale da pojedine bakterije (Streptococcus,
Bifidobacterium i Bacillus) te plijesni (rodovi Aspergillus, Alternaria, Botrytis i Penicillium)
posjeduju sposobnost razgradnje okratoksina A (Petruzzi i sur., 2014). Djelovanje
mikroorganizama ukljuCuje dva osnovna smjera: degradaciju i adsorpciju OTA. Mikrobioloska
degradacija OTA podrazumijeva hidrolizu amino veze u netoksi¢ne spojeve: L-B-fenilalanin i
OTa. Mikrobioloske metode razgradnje OTA valja imati na oprezu jer posljedice akumulacije
OTa u ljudskom tijelu jos uvijek nisu dovoljno istrazene, a postavlja se i pitanje utjecaja
pojedinih mikroorganizama i njihovih enzima na kvalitetu vina (Russo i sur., 2016).

Drugi smijer razgradnje ukljuCuje hidrolizu laktonskog prstena pri ¢emu nastaje otvoreni
lakton, koji je prilikom testiranja na Stakorima pokazao slicnu toksiCnost kao i OTA
(Abrunhosa i sur., 2010). Neki sojevi vrsta A. niger, A. japonicus i A. carbonarius, koji su
izolirani sa Francuskog grozda, mogu razgraditi preko i 80% OTA u OTa u sintetskom soku
od grozda (Bejaoui i sur., 2006).

U jednom istrazivanju, izolirane su bakterije iz tla vinograda te je identificirano 27 razlicitih
sojeva i utvrdeno je da oni pripadaju bakterijskim rodovima Pseudomonas, Leclercia,
Pantoea, Enterobacter i Acinetobacter. Svi ispitivani sojevi pokazali su dobru sposobnost
razgradnje OTA, a najvecu ucinkovitost pokazala su dva soja Acinetobacter koji su razgradili
82% odnosno 91% OTA nakon 6 dana pri 24°C (De Bellis i sur., 2015).

Drugi nacin Cijom primjenom se moZze smanijiti koli¢ina OTA je adsorpcija na stanicne stijenke
nekih sojeva bakterija miljecne kiseline (BMK). Tu spadaju Lactobacillus rhamnosus, L.
acidophilus, L. plantarum, L. brevis , L. sanfranciscensis te Oenococcus oeni (Russo i sur.,
2016).

Vinski kvasci koriste se za biokontrolu rasta plijesni i mikotoksina zbog svog antagonistickog
u€inka. Mehanizam smanjenja OTA temelji se na adsorpciji na stanicne stijenke kvasca, u
¢emu sudjeluju B-D-glukan i manoproteini iz staniCne stijenke kvasca. Manoproteini su
djelomic¢no vodotopljive komponente koje se otpustaju tijekom fermentacije. Manoproteini
nose negativni naboj pri pH vina, tako da s OTA ostvaruju polarne i nepolarne interakcije.

Prisutnost OTA ne ometa alkoholnu fermentaciju. Tijekom fermentacije razina OTA koja se
uklanja ovisi o soju kvasca koji je ukljuen u fermentaciju. Mrtve stanice kvasca imaju bolju
sposobnost vezanja OTA. Osim toga, ne mijenjaju organolepticka svojstva gotovog proizvoda
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i zato imaju prednost nad zivim stanicama. Ukoliko su stanice kvasca inaktivirane toplinom ili
kiselinom, uklanjanje OTA iz grozdanog soka i vina je uspjesnije jer se utje¢e na promjene u
povrsinskim svojstvima stanica, npr. dolazi do denaturacije proteina ili formiranja produkata
Maillardovih reakcija. Nadalje, kiseli uvjeti razaraju strukturu polisaharida pri ¢emu se
oslobadaju monomeri koji se dalje nakon pucanja glikozidnih veza raspadaju u aldehide.
Takvi otpusteni produkti posjeduju vecu adsorpcijsku povrSinu nego Zive stanice kvasca
(Petruzzi i sur., 2014).

Kada je rije¢ o primjeni kvasaca za smanjenje OTA u industriji te o njihovom utjecaju na
odredene parametre vina, rjeSavanje viska OTA na ovakvoj razini jos uvijek nije dovoljno
istrazeno. Nadalje, prilikom smanjenja OTA u vinu koristenjem kvasaca ili inaktiviranih
kvascevih stanica, paralelno se odvija i smanjenje indeksa boje (Visconti i sur., 2008).

Crno vino je podvrgnuto tretmanu sa komercijalno pripremljenom stanicnom stijenkom
kvasaca i inaktiviranim stanicama kvasaca. Na taj nacin uklonjeno je 50% OTA u prvom
slucaju, te 43% OTA u drugom slucaju. Valja istaknuti da je pri primjeni stanine stijenke
kvasca pao i udio antocijana te intenzitet boje vina (Petruzzi i sur., 2015).

Drugo istrazivanje potvrdilo je slicne rezultate tj. vecu djelotvornost uporabe inaktiviranih
kvascevih stanica. Naime, u tom istrazivanju izoliran je 21 soj prirodnih kvasaca, od kojih se
kao najsnazniji adsorbens pokazao kvasac Candida fumata D7. Zive stanice tog kvasaca
uklonile su do 21,4 % OTA, a inaktivirane 30,45% OTA (Var i sur.,2009).

Nakon alkoholne fermentacije, vinski talog sadrzi OTA, pa se smatra da talozi imaju
sposobnost uklanjanja OTA iz vina, Sto je pokazano primjenom novijih tehnologija
proizvodnje vina koje su usmjerene na vinifikaciju na vinskim talozima. Pritom se uklanjanje
OTA razlikuje kod bijelih i crnih vina odlezanih na vinskom talogu. Nakon 7 dana kontakta
(20 g/L taloga), talog bijelog vina smanjio je razinu OTA za 70.9 % dok je talog crnog vina
smanjio razinu toksina za 51.5%. Ta razlika se pripisuje natjecanju za mjesta vezanja izmedu
OTA i polifenola (Garcia-Moruno i sur., 2005). Nadalje, utvrdeno je da se primjenom
komercijalnih sojeva kvasaca tijekom alkoholne fermentacije adsorbira vise OTA u
proizvodnji crnih (79%) nego kod bijelih vina (67%), Sto se moze pripisati djelomi¢nom
vezanju OTA na pokozicu grozda (5-12%) (Esti i sur.,2012).
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. ZAKLJUCAK

Okratoksin A jedan je od mikotoksina koji se javlja kao kontaminant u vinu. Zbog
njegove kancerogenosti, nefrotoksicnosti, genotoksi¢nosti i teratogenih svojstava,
propisima EU odredene su najvece dopustene razine OTA u vinu i mostu od 2 pg/L.
Plijesan koja je najviSe odgovorna za prisutnost OTA u grozdu je Aspergillus nigri.
Prirodno je prisutna u vinogradima, a moZe se izolirati iz grozda pocevsi od ranih faza
razvoja bobica.

Najznacajniji ¢imbenici koji uvjetuju prisutnost i koli¢inu OTA u grozdu su geografski
polozaj i klima s naglaskom na temperaturu, aktivitet vode, zdravlje grozda, kretanje
zraka, prisutnost odredenih kukaca te interakcije razlicitih vrsta plijesni.

Razine OTA viSe su u crnim vinima nego u bijelim vinima, Sto je posljedica razlike u
tehnologiji proizvodnje vina.

Na prisutnost OTA u vinu moze se utjecati mjerama koje se poduzimaju u vinogradu
ili tijekom tehnoloskog procesa proizvodnje. Za smanjenje udjela OTA, u vinogradima
se najceSée primjenjuju razna kemijska sredstva kao Sto su pesticidi, herbicidi i
fungicidi.

Strategije uklanjanja OTA iz vina dijele se na fizikalne, kemijske te mikrobioloske.
Fizikalne metode uklanjanja ukljucuju prvenstveno uklanjanje pljesnivog grozda, ¢ime
takvo groZzde ne dospijeva u tehnoloski proces proizvodnje vina. Iako ima visoku
ucinkovitost, ova metoda nije isplativa za vinsku industriju. Ucinkovite metode su i
presanje na nizem tlaku, membranska filtracija te ponovni prolazak kontaminiranog
mosta ili vina kroz kominu koja ne sadrzi OTA.

Kemijske metode podrazumijevaju upotrebu adsorbensa poput aktivhog ugljena ili
bentonita. S obzirom da takva sredstva donose i neke negativne posljedice, njihova
primjena je ogranicena.

MikrobioloSke metode podrazumijevaju uporabu mikroorganizama za uklanjanje OTA
iz vina, jer neke bakterije, plijesni te kvasci imaju sposobnost njegove razgradnje.

Ovakve metode joS uvijek nisu dovoljno istrazene.
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