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1. UVOD

Plijesni su vrlo Cesti kontaminanti hrane i krmnih smjesa, a toksikotvorne plijesni
tijekom rasta sintetiziraju sekundarne metabolite, mikotoksine. Prisutnost mikotoksina u
prehrambenim proizvodima predstavlja globalni problem i veliku prijetnju zdravlju ljudi i
Zivotinja, a prema procjeni FAO-a (eng. Food and Agriculture Organization), 25% godisnje
proizvedene hrane kontaminirano je mikotoksinima (Pfliegler i sur., 2015). Tako visok postotak
kontaminacije mikotoksinima predstavlja opravdanu zabrinutost zbog tzv. ,carry over efekta®,
prilikom ¢ega mikotoksini ulaze u prehrambeni lanac Covjeka kroz meso, jaja, mlijeko i druge
prehrambene proizvode (Markov i sur., 2013; Pleadin i sur., 2015).

Jednim od najopasnijih mikotoksina smatra se i okratoksin A (OTA) koji je prema IARC-
u (eng. The International Agency for Research on Cancer) svrstan u skupinu 2B te je klasificiran
kao mogudi ljudski karcinogen (IARC, 1993). Okratoksin A se ubraja u skupinu mikotoksina
koji se nalaze u poljoprivrednim kulturama kao Sto su kava, grozde, Zitarice, kakao, soja i
mnogi drugi, a zbog svoje termostabilnosti prisutan je i u njihovim proizvodima (Heussner i
Bingle, 2015). OTA je proizvod sekundarnog metabolizma plijesni iz rodova Aspergillus (A.
ochraceus, A. carbonarius, A. niger) i Penicillium (P. verrucosum, P. nordicum, P. expansum)
Sto znaci da ne sudjeluje u njihovom rastu i razvoju. Buduéi da navedene plijesni rastu na

Sirokom geografskom podrucju, OTA je sveprisutan.

Prethodna istrazivanja pokazala su da OTA ima nefrotoksi¢no, karcinogeno,
imunotoksi¢no, mutageno i neurotoksi¢no djelovanje (Mozaffary i sur., 2019). Zbog
nefrotoksi¢nog djelovanja, OTA je povezan s pojavom tumora urinarnog trakta, a smatra se i
jednim od uzrocnika odgovornih za bolest Balkanske endemske nefropatije (BEN), teSke

kroni¢ne obostrane bolesti bubrega.

Kako bi se smanjio rizik od kontaminacije prehrambenih proizvoda OTA, koriste se
preventivni postupci koji ukljucuju odabir i pravilno skladiStenje sirovina (Piotrowska i sur.,
2013). Osim preventivnih postupaka potrebna je i stalna kontrola razine mikotoksina u hrani
koja se koristi za ljudsku i Zivotinjsku upotrebu. No preventivni postupci i kontrola nisu dovoljni,
stoga se u svrhu smanjenja koncentracije i pojavljivanja OTA u prehrambenim proizvodima

primjenjuju razlicite strategije temeljene na fizikalnim, kemijskim i mikrobioloSkim procesima.

Cilj ovog rada je sistematizirati i analizirati metode koje se koriste za kontrolu
koncentracije OTA s posebnim naglaskom na mikrobioloSke metode i mehanizme uklanjanja
OTA.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKOTOKSINI

Mikotoksini su proizvodi sekundarnog metabolizma toksikotvornih plijesni koji mogu
izazvati niz Stetnih ucinaka na ljude i Zivotinje. Kao Sto i sam naziv kaze (gr. mykes—
gljiva, toxicon — otrov), rije€ je o toksi¢nim produktima koje plijesni sintetiziraju tijekom rasta
na supstratima biljnog i Zivotinjskog porijekla te ih izlucuju u svoju okolinu. Zbog svojeg
Stetnog djelovanja predstavljaju veliki problem i opasnost u svijetu. Buduc¢i da do
kontaminacije mikotoksinima moZze dodi u polju, tijekom skladistenja, ali i tijekom proizvodnih
procesa, postoji velika zabrinutost i realna opasnost od takozvanog ,carry over" efekta (Markov
i sur., 2013; Pleadin i sur., 2015), odnosno indirektnog prijenosa mikotoksina u organizam
Covjeka. Osim toga, dokazano je kako prisutnost mikotoksina u svim razinama proizvodnje
prehrambenih proizvoda i stoCne hrane uzrokuje velike ekonomske gubitke (Hatout i Aly,
2014). Uzrocnici su razlicitih bolesti (mikotoksikoza) te se najéeS¢e prenose putem hrane, a
rjede respiratornim putem (HAH, 2012; HAPIH, 2013).

Izraz ,mikotoksini® nastao je 1962. godine u Engleskoj nakon neuobicajene
veterinarske krize. Misteriozna ,X-bolest" usmrtila je viSe od 100 000 purana Sto je nagnalo
znanstvenike da istraze moguénost postojanja smrtonosnih metabolita koji potjeCu od plijesni
(Zain, 2011). Radi se o strukturno raznolikoj skupini, u pravilu stabilnih nisko molekularnih
spojeva, razliCitog bioloskog ucinka, otpornih na visoke temperature, bez boje i okusa. Zbog
navedenih svojstava mogu kontaminirati hranu u svim fazama proizvodnje. Danas je poznato
vise od 300 razlicitih mikotoksina, a kao najznacajniji kontaminanti hrane izdvajaju se:
aflatoksini (AFB:, AFM;), okratoksini (OTA), zearalenon (ZEA, F-2), fumonizini (FB1, FB2),
trihoteceni (T-2 toksin), patulin (PAT) i ergot alkalodi (Zain, 2011; HAPIH, 2013). Najces¢i
izvori mikotoksina u hrani su: Zzitarice, brasno, kruh, mahunarke, riza, mlijeko i mlijecni
proizvodi, meso i suhomesnati proizvodi, masline i maslinovo ulje, kava, suho voce, vino, pivo,
sokovi, zacini, Cajevi. Prema procjeni FAO-a, 25% hrane koja se proizvodi u svijetu
kontaminirano je mikotoksinima (HAPIH, 2013).

Od 100 000 vrsta plijesni koje su do danas otkrivene, viSe od 200 vrsta sintetizira
mikotoksine. Najvazniji rodovi mikotoksikogenih plijesni su: Aspergillus, Alternaria, Claviceps,
Fusarium, Penicillium i Stachybotrys (Zain, 2011). Vrste plijesni i mikotoksini koji se najcesSée
pojavljuju u Hrvatskoj navedeni su u tablici 1 (Pepeljnjak i Segvi¢, 2004).



Za pojavu plijesni i njihovih metabolita odgovorni su (HAH, 2012; Pleadin i sur., 2018):

e odgovarajuéi sadrzaj viage,
e pogodne temperature,

e prisutnost kisika,

o fizicka oSte¢enja na usjevima i

e prisutnost gljivicnih spora

Tablica 1. Popis plijesni i miotoksina koje sintetiziraju (Pepeljnjak i éegvic’, 2004)

VRSTA PLIJESNI MIKOTOKSINI
Aspergillus ochraceus Okratoksin A
Alfatoksin B4
Aspergillus flavus

Alfatoksin B,

Aspergillus versicolor

Sterigmatocistin

Aspergillus parasiticus

Alfatoksin B;

Fusarium graminearum

Zearalenon

Trichoderma viridae

Diacetoksirpenol

Rhizopus nigricans

Alfatoksin B;

Alfatoksin B,

Penicillium expansum

Citrinin

Fusarium verticillioides

Fumozin B;

2.2. OKRATOKSIN A

Okratoksin A (OTA) je najtoksicniji predstavnik mikotoksina iz skupine okratoksina, a
prvi puta su ga opisali Van der Merwe i suradnici (1965). Kemijska struktura okratoksina A je
7-karboksi-5-kloro-8-hidroksi-3,4-dihidro-(3R)-metil izokumarin, amidno vezan s L-B-

fenilalaninom, a prikazana je na slici 1 (El Khoury i Atoui, 2010).



Cl

Slika 1. Kemijska struktura okratoksina A (El Khoury i Atoui, 2010)

Pripada skupini okratoksina koju Cine i okratoksin B, okratoksin C, okratoksin a i
okratoksin . Okratoksin B je neklorirani oblik okratoksina A, dok je okratoksin C, etilni ester
okratoksina A. Okratoksin a je izokumarinski derivat OTA, a okratoksin B je njegov besklorni
analog. U tablici 2 prikazan je pregled navedenih okratoksina (ElI Khoury i Atoui, 2010;
Heussner i Bingle, 2015). Na slici 2 prikazana je opca struktura zajednicka svim okratoksinima,

a u tablici 3 karakteristicni sastavi razliCitih okratoksina.

Tablica 2. Pregled okratoksina (Heussner i Bingle, 2015)

OKRATOKSIN OTA OTB OTC OTa OTpB
MOLEKULSKA
C20H1sCINOs C20H19NO¢ C22H22CINOg Ci11HoCIOs Ci1H100s
FORMULA
MOLARNA
403,8 369,4 431,9 256,64 222,19
MASA (g/mol)




Slika 2. Opca struktura okratoksina (El Khoury i Atoui, 2010)

Tablica 3. KarakteristiCni sastav razliCitih okratoksina (El Khoury i Atoui, 2010)

IME R1 R2 | R3 | R4 | R5
Okratoksin A Fenilalanin cl H H H
Okratoksin B Fenilalanin H H H H

Okratoksin C | Etil-ester, fenilalanin | Cl H H H

Okratoksin a OH cl H H H

Okratoksin B OH H H H H

Okratoksin A je sekundarni metabolit plijesni iz rodova Aspergillus (A. ochraceus, A.
carbonarius , A. niger) i Penicillium (P. verrucosum), a prvi puta je izoliran iz kulture plijesni
Aspergillus ochraceus. U tablici 4 navedene su vrste plijesni iz rodova Aspergillus i Penicillium
koje sintetiziraju okratoksin A, optimalna temperatura za rast plijesni te prehrambeni proizvodi

na kojima najceScée rastu i u kojima je detektirana prisutnost OTA.



Tablica 4. Vrste plijesni iz rodova Aspergillus i Penicillium, optimalna temperatura rasta te
supstrat na kojem se pojavljuje plijesan i OTA (Bui-Klimke i Wu, 2015)

OPTIMALNA TEMPERATURA SUPSTRATI NA KOJI

VRSTA PLIJESNI (min-max) °C DJELUJU

Dimljena i slana susena riba,
suhi grah, suseno meso,
soja, slanutak, uljana repica,
A. ochraceus 24-31 (8-37) papar, suho voce i sezam,
orasasti plodovi, riza, jeCam,
kukuruz, pSenica, brasno,
mekinje, zrna kave

Orasasti plodovi, jabuke,
kruske, breskve, citrusi,
A. niger 35-37 (6-47) grozde, smokve, jagode,
mango, rajcica, dinja, luk,
CesSnjak

Grozde i proizvodi od grozda,
A. carbonarius 25-32 (N/A*i 40) ukljucujuéi stolno grozde,
vina i suho voce

P. verrucosum 20 (0-30) Zitarice, sir, mesni proizvodi

*N/A, nema podataka

Kontaminacija OTA opcenito nastaje kao rezultat loSeg skladistenja sirovine ili
proizvoda i ne postivanja pravila dobre poljoprivredne prakse (Bui-Klimke i Wu, 2015). Do
biosinteze OTA uglavnom dolazi tijekom rasta spomenutih toksikotvornih plijesni na Zitaricama
(je¢am, kukuruz, zob, pSenica), ali i u drugim namirnicama biljnog i Zivotinjskog podrijetla kao

Sto su kruh, pivo, suseno voce, kakao, vino, ¢aj, zacini te meso i mesni proizvodi.

2.2.1. FIZIKALNO-KEMIJSKA SVOJSTVA OTA

Okratoksin A je slaba organska kiselina, molarne mase 403,8 g/mol, cija je pKa
vrijednost 7,1. S kristalicnom strukturom koja varira od bezbojne do bijele boje, ova molekula
posjeduje intenzivhu zelenu fluorescenciju pod UV svjetlom u kiselom mediju te plavu
fluorescenciju u luznatom mediju. U kiselim i neutralnim uvjetima, OTA je topljiv u polarnim
organskim otapalima kao Sto su alkoholi, ketoni i kloroform, slabo topljiv u vodi, a netopljiv u
naftnim eterima i zasi¢enim ugljikovodicima. U alkalnim uvjetima, OTA je topiv u vodenoj
otopini natrijevog bikarbonata te opcenito u svim alkalnim otopinama. Ima taliste od oko 90

°C kada kristalizira iz benzena kao otopine. Medutim, ne otopljeni kristali dobiveni iz ksilena



imaju taliste na 169 °C i pogodni su za rendgensku strukturnu analizu. OTA je opticki aktivan
i njegove spektralne karakteristike prikazane su u tablici 5.

Posebnost OTA je njegova stabilnost i otpornost na kiselost i visoke temperature. 1982.
godine, Miiller je dokazao da se OTA za vrijeme kuhanja razgradi samo djelomi¢no, a u
uvjetima sterilizacije pod visokim tlakom i temperaturom od 121°C moZe opstati ¢ak 3h.
Stovise, njegovo unistenje nije potpuno &ak ni pri 250 °C. Gama zracenje OTA u etanolu ne
uzrokuje degradaciju. Medutim, opaza se razgradnja kod niske koncentracije vlage, kada je
OTA tretiran s viSkom natrijeva hipoklorita (NaOCl) (El Khoury i Atoui, 2010).

Tablica 5. Spektralne karakteristike OTA (El Khoury i Atoui, 2010)

SPEKTAR OTAPALO KARAKTERISTIKE
Amax=213nm (€ 36.800)
UV-VIS Etanol
Amax =332nm (€ 6.400)
Etanol 96% Amax =467nm

Fluorescencija
Apsolutni etanol Amax =428nm

3380; 2988; 1723, 1674, 1528, 1425, 1381,
1304; 1260; 1170; 1140; 1107; 827 cm'!

IR CHCI3

6 12,70; 6 10,80; & 8,55 (3H); 8 7,23; &
NMR H250-MHZ CDCls 7,15 (aromatski vodik); & 4,71; & 5,07 (CH);
02,78; 6 3,2 (CH2); & 1,55 (CH3)

m/z 239/241
MS - m/z 255/257

molekularni ion m/z 403

2.2.2. TOKSICNO DIJELOVANJE OTA

Brojne studije pokazale su da OTA moze imati nefrotoksi¢no, hepatotoksicno,
neurotoksicno, teratogeno i imunotoksicno djelovanje na odredene Zzivotinje te uzrokovati

tumor bubrega i jetre kod miSeva i Stakora (El Khoury i Atoui, 2010; Pleadin i sur., 2018).



Medutim, njegova toksicnost varira ovisno o spolu, vrsti Zivotinja i tipu stanica koje su koristene
za istrazivanje (El Khoury i Atoui, 2010). Iako ne postoje odgovarajuce studije o povezanosti
OTA i nastanku karcinoma kod ljudi, OTA je prema IARC-u (eng. The International Agency for
Research on Cancer) svrstan u skupinu 2B te je klasificiran kao mogudéi ljudski karcinogen
(IARC, 1993).

Kao glavni izvori OTA u ljudskoj prehrani navode se Zitarice i vino. Nedavna istrazivanja
pokazala su visoke koncentracije OTA u vinima, mostu i sokovima od grozda (do 7 g po litri).
Takoder, njegova prisutnost detektirana je i u zrnima kave, mahunarkama, zacinima, mesu,

proizvodima od sira i u pivu (El Khoury i Atoui, 2010; Pleadin i sur., 2018).

Nefrotoksicno djelovanje

Nefropatija je glavni toksicni ucinak okratoksina A, koji potencijalno moze biti
nefrotoksian za sve sisavce neprezivace (vodenkonii, svinje, pekariji). Epidemioloske studije
provedene u Danskoj, Madarskoj, Skandinaviji i Poljskoj pokazale su da igra vaznu ulogu u
etiologiji svinjske nefropatije. Takoder, OTA se povezuje s ljudskom nefropatijom i sumnja se
da je uzrok smrtonosne bolesti, Balkanske endemske nefropatije (BEN), koja pogada
populaciju jugoistocne Europe (Hrvatska, Bosna, Bugarska, Rumunjska). Isto tako, smatra se
glavnim uzrokom Tuniske nefropatije (TCIN) (El Khoury i Atoui, 2010).

Neurotoksicno djelovanje
Pokazalo se da primjena OTA u vrijeme trudnoce Stakora uzrokuje mnoge malformacije
u srediSnjem zivéanom sustavu te se moze smatrati moguéim uzrokom odredenih lezija kao i

ostecenjem na cerebralnoj razini (El Khoury i Atoui, 2010).

Teratogeno djelovanje
OTA je snazan teratogen za laboratorijske Zivotinje. MozZe prodi placentu i nakupljati se
u tkivu fetusa te uzrokovati razne morfoloske anomalije. ZabiljeZzeno je da potiCe prenatalnu

dismorfogenezu kod miSeva, hrcaka i embrija pili¢a (EI Khoury i Atoui, 2010).

Imunotoksicno djelovanje
Pod odredenim uvjetima, OTA ima imunosupresivni ucinak koji se primjecuje kod visoke
ili niske doze. Zabiljezene su nekroze limfoidnih tkiva Sto ukazuje na visoku osjetljivost na OTA.

Holmberg i suradnici (1988) opisali su utjecaj OTA na humoralni i stani¢ni imunitet. Smatra se



da je uzrok limfopenije, regresije timusa i supresije imunoloskog odgovora. Nakon ovih
rezultata, OTA se uzima kao vazno imunosupresorsko sredstvo (El Khoury i Atoui, 2010).

Karcinogeno djelovanje

OTA se opravdano smatra karcinogenim za ljude s obzirom na brojne dokaze o
karcinogenosti kod pokusnih Zivotinja. Nakon primjene u prehrani miSeva, kod muskih miSeva
primijeeni su hepatocelularni tumori, tumori bubreznih stanica, hepatomi i hiperplasticni
jetreni ¢vorovi. U drugom istrazivanju, primjena OTA u hrani inducirala je hepatocelularne
karcinome i adenome kod Zenskih miSeva. OTA je kod muskih i zenskih Stakora rezultirao
cesS¢éim adenomima bubreznih stanica i adenokarcinomima, nadalje, zabiljeZene su metastaze
tumora bubreznih stanica. Takoder, povecao je ucestalost i koli¢inu fibroadenoma mlijecnih
Zlijezda zenskih Stakora. Medutim, ne postoje odgovarajuce studije koje potvrduju povezanost
OTA i karcinoma kod ljudi. UCestalost i smrtnost od urotelijalnih tumora mokra¢nog sustava
bila je povezana s geografskom rasprostranjenos¢u Balkanske endemske nefropatije u
Bugarskoj i Jugoslaviji (El Khoury i Atoui, 2010).

2.3. ZAKONSKA REGULATIVA

S obzirom na toksi¢nost, pojavnost i sveukupnu opasnost koju OTA predstavlja u
prehrambenom lancu ljudi, Europska komisija (EC) je utvrdila maksimalne razine OTA za
Zitarice i proizvode od Zzitarica, suseno voce od vinove loze, kavu, vino, sok od grozda,
preradenu hranu na bazi Zitarica i dje¢ju hranu za dojencad i malu djecu, dijetalnu hranu za
posebne medicinske svrhe, posebno za dojencad, zacine i slatkiSse, Uredbom Komisije (EC) broj
1881/2006 (European Commission, 2006) i naknadnim izmjenama (European Commission,
2010; European Commission, 2012; European Commission, 2015). Maksimalne dopustene
razine OTA prikazane su u tablici 6.



Tablica 6. Maksimalne dozvoljene koncentracije OTA u prehrambenim proizvodima

propisanim od strane Europske Komisije (Huertas-Perez i sur., 2017; Pleadin i sur., 2018)

MAKSIMALNE
PREHRAMBENI PROIZVODI DOZVOLJENE
KONCENTRACIJE
(Hg/kg)
1. | Nepreradene Zitarice 5
2. | Svi proizvodi dobiveni iz nepreradenih Zitarica, ukljucujuci
proizvode od obradenih Zitarica i Zitarice namijenjene za izravnu 3
prehranu ljudi s iznimkom za prehrambene proizvode pod
rednim brojem 9., 10. i 13.
3. | Osuseno voce od vinove loze (ribizli, grozdice, sultanije) 10
4. | Przena zrna kave i mljevena przena kava, osim instant kave 5
5. | Topljiva kava (instant kava) 10
6. | Vino (ukljucujuéi pjenusavo vino, iskljucujudi likerska vina i vina 5
s udjelom alkohola od najmanje 15 vol.%) i vocna vina
7. | Aromatizirano vino, aromatizirana pi¢a na bazi vina i
aromatizirani kokteli od vinskih proizvoda ’
8. | Sok od grozda, rekonstituirani koncentrirani sok od grozda,
grozdani nektar, rekonstituiran grozdani most i koncentrirani 2
grozdani most, namijenjeni izravnoj prehrani ljudi
9. | Preradena hrana na bazi zitarica i hrana za bebe za dojencad i
malu djecu 0,20
10. | Dijetalna hrana za posebne medicinske svrhe namijenjena 0,50
posebno dojencadi
11. | Zacini, ukljucujuéi susene zacine:
Piper spp (plodovi istih, ukljucujudi bijeli i crni papar)
Myristica fragrans (muskatni orascic) s
Zingiber officinale (dumbir)
Curcuma longa (kurkuma)
Capsicum spp. (suseno voce, cijelo ili mljeveno, ukljucujudi Cili, 20
Cili u prahu, kajenski i papriku)
MjeSavine zacina koje sadrze jedan od gore navedenih zacina 15
12. | Sladi¢ (Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhiza inflate i druge vrste)
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12.1. Slatki korijen, sastojak biljnih infuzija 20

12.2. Ekstrakt slatkog korijena za upotrebu u hrani, posebno u 80
pi¢éima i slatkiSima

13. PSenicni gluten koji se ne prodaje izravno potrosacima 8

Hrvatska je medu drzavama koje imaju najstroze propise o dozvoljenim
koncentracijama kontaminanata u hrani. Prema Pravilniku o najveéim dopustenim
koncentracijama (NDK) kontaminanata u hrani, koncentracije OTA kre¢u se u granicama od
0,5 do 10 ug/kg (NN 154/2008-4198). Najveca dopustena koncentracija OTA je u grozdicama
i instant kavi (10 pg/kg), a najmanja dopustena koncentracija OTA je hrani koja je namijenjena
dojencadi, preradenoj hrani na bazi Zitarica i hrani za malu djecu (0,5 pg/kg). A na temelju
godisnjeg plana uzorkovanja provodi se sustavna kontrola namirnica biljnog i Zivotinjskog
podrijetla na mikotoksine u ovlastenim laboratorijima za kontrolu zdravstvene ispravnosti
hrane (HAH, 2012).

2.4. METODE UKLANJANJA OKRATOKSINA A

Za kontrolu prisutnosti plijesni i njihovih toksina, razvijene su brze, osjetljive i precizne
metode, ali joS uvijek nisu pronadene toCne, pouzdane i ucinkovite strategije uklanjanja
prisutnih mikotoksina, ve¢ se za smanjenje kontaminacije plijesnima pa time i mikotoksinima
u pravilu koristi samo dobra agrotehnoloska praksa (Pleadin i sur., 2018; Giovati i sur., 2015).
Stoga se traze sva moguca rjeSenja za smanjenje koli¢ine mikotoksina, a da pri tom budu
zdravstveno prihvacena. Ucinkovitost metoda uklanjanja mikotoksina ovisi o brojnim
parametrima, primjerice o svojstvima hrane, sastavu i sadrzaju vode te o razini onecis¢enja.
Medutim, jedinstvena metoda, ujedno djelotvorna za sve materijale i sve mikotoksine, ipak ne

postoji (Pleadin i sur., 2018).

Metode uklanjanja OTA mogu se podijeliti na fizikalne, kemijske i mikrobioloSke metode
kojima je cilj efikasno smaniiti ili ukloniti OTA uz maksimalnu ekonomicnost i uvjet da ne

mijenjaju sastav prehrambenih proizvoda (Amézqueta i sur., 2009).
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2.4.1. FIZIKALNE METODE

Fizikalne metode ukljucuju mehanicko uklanjanje visoko onecis¢enih frakcija iz sirovih
materijala sortiranjem, ¢iSéenjem, mljevenjem i ljustenjem (Loi i sur., 2017; Pleadin i sur.,
2018). U pocetku se smatralo da se uklanjanjem vanjskih slojeva koji su bili u doticaju s
toksikotvornim plijesnima moze sprijeciti nastanak okratoksina A. Medutim, u slucaju Zitarica i
grozda ovaj se postupak pokazao previse kompleksan i neizvediv. Termickim tretmanima moze
se smanijiti, ali ne i u potpunosti ukloniti OTA. UV i gama zracenjem te procesom smrzavanja i
odmrzavanja moze se smanjiti broj konidija plijesni, ali jedino gama zracenje moze unistiti OTA

(Amézqueta i sur., 2009).

U radu koji su objavili Boudra i suradnici (1995) ispitana je razgradnja OTA u pSenici
pri razli¢itim temperaturama i vlaznosti. IzraCunato vrijeme poluraspada OTA bilo je 707
minuta, 201 minuta, 12 minuta i 6 minuta pri 100 °C, 150 °C, 200 °Ci 250 °C za suhu pSenicu,
odnosno 145 minuta, 60 minuta i 19 minuta pri 100 °C, 150 °Ci 200 °C za pSenicu grijanu u
vlaznim uvjetima. Dokazali su da vlaga igra vaznu ulogu u razgradnji OTA, bududi da je
prisutnost vode (50%) povecala razgradnju OTA pri 100 °Ci 150 °C, dok je suprotan ucinak
zabiljezen pri 200 °C. Nakon termickog tretmana od 100-250 °C u suhim i vlaznim uzorcima
pSenice OTA je joS uvijek bio prisutan, Sto znaci da je OTA moguce pronaéi u konacnim

proizvodima i nakon termickog tretmana (Boudra i sur., 1995).

U radu koji su objavili Sumbal i suradnici (2016) ispitan je utjecaj UV zracenja i sunceve
svjetlosti na uklanjanje OTA iz kontaminirane hrane za perad. Istrazivanje su proveli na
prirodno kontaminiranim uzorcima hrane za perad i na uzorcima hrane u koje je dodan OTA.
Svi uzorci su bili ozraceni UV svjetlom na udaljenosti od 25 cm. Isti uzorci ozraceni su i
sunCevom svjetloS¢u te analizirani ELISA metodom. Rezultati su pokazali da je u uzorcima
hrane koji sadrze 500 pg/kg OTA nakon 180 minuta UV zraCenja dosSlo do potpune
dekontaminacije, dok je u istim uzorcima ozracenim suncevom svjetloscu kroz 8 sati udio OTA
smanjen na 70-95 pg/kg. Utvrdili su da je dovoljan samo 1 sat zracenja s UV svjetlom kako bi
se razina OTA smanjila na najviSu dopustenu granicu u hrani za perad (100 ug/kg), a za
postizanje iste razine ozracivanjem sa sun¢evom svjetloscu bilo je potrebno ¢ak 8 sati. (Sumbal
i sur., 2016).

Domijan i suradnici (2015) su istrazili ucinkovitost gama zracenja na uklanjanje OTA
prisutnog u suhomesnatim proizvodima koji su dobiveni od namjerno kontaminiranih sirovina
svinjskog mesa tretiranih OTA. Nakon gama zraCenja u dozama koje se inaCe koriste u
prehrambenoj industriji (3, 7 i 10kGy), doslo je do smanjenja koli¢ine OTA, ali nedovoljno
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znacajnog smanjenja. Kao Sto je bilo i ocekivano, doza od 10 kGy (najveca doza) dovela je do
najveéeg ukupnog smanjenja OTA. Analizom dobivenih podataka, utvrdena je poveznica
izmedu uklanjanja OTA i sastava suhomesnatog proizvoda. Nakon provedenog zracenja, u
proizvodima s veé¢im udjelom masti, detektirana je manja koli¢ina OTA. Rezultati su pokazali
da gama zratenje moze smanijiti razinu OTA u suhomesnatim proizvodima, ali samo u

ogranicenoj mjeri zbog slozenosti matriksa (Domijan i sur., 2015).

Calado i suradnici (2018) su istrazili ucinkovitost gama zracenja na uklanjanje OTA iz
viSe razli¢itih matriksa. OTA je zracen u suhom obliku, u vodenim i metanolnim otopinama, u
pSeni¢nom brasnu, soku od grozda te vinu. Uz to, ispitivali su i toksi¢nost OTA ozraenog u
vodi. OsusSeni OTA je izuzetno otporan na doze zracenja do 8,6 kGy. U vodenim otopinama se
razgradilo viSe od 90% OTA s dozama zraCenja ve¢im od 2,5 kGy, a dodatno su primijetili i
dvostruko smanjenje citotoksic¢nosti. UnatoC povecanju vlage u pseni¢nom brasnu, s dozom
zracenja od 30 kGy uklonjeno je najvise 24 % OTA. U tekuéim matriksima kao Sto su sok od
grozda i vino nisu postignuta daljnja poboljSanja uklanjanja OTA. ViSi sadrzaj vlage u
prehrambenim matriksima nije znacajno povecao eliminaciju OTA. Zakljucili su da je OTA vrlo
osjetljiv na zraenje u vodenim otopinama, ali je otporan u suhom obliku i u prehrambenim
matriksima te zbog toga gama zracenje nije izvediva tehnologija detoksifikacije prehrambenih
proizvoda (Calado i sur., 2018).

2.4.2. KEMIJSKE METODE

Za uklanjanje OTA kemijskim metodama, isprobani su razliCiti adsorpcijski materijali kao Sto
su aktivni ugljen, bentonit, natrijev i kalcijev aluminijev silikat, zeoliti i sl. Ti mikofiksatori imaju
sposobnost vezivanja mikotoksina, medutim, nedostatak je da se osim adsorpcije mikotoksina
apsorbiraju i potrebne hranjive tvari, pa je njihova upotreba ograni¢ena. Nakon testiranja u /in
vivo uvjetima jedino je aktivni ugljen pokazao zadovoljavajucu aktivnost. Sredstva za fino
pranje vina kao Sto su kalijev kazeinat ili aktivirani ugljik pokazala su se ucinkovitima za
uklanjanje OTA, ali su narusila kvalitetu vina. S ciljem uklanjanja OTA iz tekucih prehrambenih
proizvoda i piva tijekom kuhanja, razvijena su netopljiva biljna vlakna koja adsorbiraju OTA.
Trenutno se najboljim adsorpcijskim materijalom smatra modificirani zeolit (Amézqueta i sur.,
2009).

Udio OTA u zitaricama moZe se smanijiti tretiranjem Zitarica s otopinom etanola i
primjenom ultrazvuka. Isto tako moze se koristiti alkalni vodikov peroksid, natrijev hidroksid ili
amonij s kalcijevim hidroksidom. Dokazano je da neki fungicidi, pesticidi i insekticidi uspjesno
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smanjuju koncentraciju OTA u grozdu i vinu. Sto se ti¢e kave, tretmani etil acetatom,
diklorometanom i mravljom kiselinom s metilen kloridom mogu smanijiti udio OTA. Istrazivanja
koja su proveli Amézqueta i suradnici (2009) pokazala su da se vise od 98% OTA prisutnog u
kakau moze eliminirati alkalnim tretmanom. Razvoj elektrokemijskih tehnika omogucéio je
upotrebu ozona za uklanjanje OTA u namirnicama kao Sto su Zzitarice, orasasti plodovi ili

povrce, do razina koje se vise ne mogu detektirati (Amézqueta i sur., 2009).

2.4.3. MIKROBIOLOSKE METODE

Fizikalne i kemijske metode imaju ograni¢enu primjenu zbog nedovoljno saznanja o
produktima degradacije te zbog promjena nutritivhog sastava i organoleptickih svojstava hrane
(Pleadin i sur., 2019). Zbog navedenih nedostataka traze se alternativni nacini smanjenja
koncentracije OTA, gdje do izrazaja dolaze mikrobioloske metode. Istrazivanja moguénosti
uklanjanja mikotoksina mikrobnim kulturama i njihovim stani¢nim komponentama sve vise se

namecu kao moguca alternativa postojecim fizikalnim i kemijskim metodama detoksifikacije.

MikrobioloSke metode detoksifikacije definiraju se kao metode koje koriste
mikroorganizme i/ili enzime koji mogu metabolizirati, unistiti ili deaktivirati toksine do stabilnih,
manje toksicnih ili bezopasnih spojeva. Bioloski agensi i njihovi enzimi omogucuju specifican,
nepovratan, ekoloski prihvatljiv i ucinkovit pristup, s malim utjecajem na organolepticka
svojstva i nutritivnu vrijednost hrane u odnosu na kemijske agense (Loi i sur., 2017). Medutim,
mikrobioloSke metode su znatno manje istrazivane od fizikalnih i kemijskih metoda (Pleadin i
sur., 2018, Pleadin i sur., 2019). Za primjenu mikrobioloske detoksifikacije vazno je utvrditi
tocne grupe unutar kemijske strukture koje su odgovorne za toksic¢an ucinak OTA. Toksi¢nost
se uglavhom pripisuje njegovom izokumarinskom dijelu, dok karboksilna skupina

fenilalaninskog dijela i Cl skupina pogoduju toksi¢nosti (Vanhoutte i sur., 2016).

Tijekom godina otkriveni su brojni mikroorganizmi koji mogu razgraditi i/ili adsorbirati

OTA ukljucujuci aktinomicete, bakterije, plijesni, kvasce i alge.

Jedna od najcesce koristenih strategija detoksifikacije/biorazgradnje mikotoksina
ukljucuje izolaciju mikroorganizama koji mogu razgraditi odredeni mikotoksin, a medu tim
mikroorganizmima kvasci i bakterije mlijecne kiseline (BMK) pokazuju golem potencijal kao

moguci mikofiksatori.
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2.4.4. DETOKSIFIKACIJA OTA VEZANJEM ILI DEGRADACIIOM

Bioloska detoksifikacija mikotoksina odvija se uglavnhom pomocu dva glavna procesa, sorpcije
(adsorpcije-vezanje i desorpcije-otpustanje) i enzimske razgradnje.

Vezanje OTA s pomocu kvasaca i BMK

Dokazano je da i Zive i mrtve stanice mikroorganizama mogu vezati mikotoksine, stoga
se pretpostavlja da su stani¢ne komponente kao Sto su manani i B-glukan u kvasca, odnosno
polisaharidi i peptidoglikan u bakterija, odgovorne za fizicko vezanje mikotoksina, a da se ne

radi o kovalentnom vezanju ili biotransformaciji.

Bakterije mlijecne kiseline kao prirodni bioloski antagonisti, uz dokazanu antifungalnu
aktivnost mogu stupati i u interakcije i vezati mikotoksine te ih tako ukloniti iz sredine u kojoj
se nalaze. Smatra se da je adsorpcija OTA na stani¢nu stijenku BMK glavni mehanizam
uklanjanja OTA. Istrazivanjima o mehanizmima vezanja mikotoksina BMK doslo se do sli¢nih
zakljucaka da ugljikohidratne i/ili proteinske komponente igraju glavnu ulogu u vezanju
mikotoksina, da su peptidoglikani stanicne stijenke odgovorni za vezanje toksina, da masne
kiseline nisu ukljuene u interakciju jer tretiranje BMK lipazama nije utjecalo na vezanje
mikotoksina, da je veza izmedu BMK i mikotoksina najvjerojatnije hidrofobna i da obrada BMK
visokom temperaturom i kiselinom uzrokuje denaturaciju proteina sto dovodi do povecanja
broja hidrofobnih povrsina (EI-Nezami i sur., 2002). Istrazivanja su pokazala da stanice dvaju
sojeva L. rhamnosus koje su tretirane toplinom i kiselinom efikasnije uklanjaju OTA iz fosfatnih
puferskih otopina od Zivih stanica. Sojevi su uklonili 36% do 76% u puferiranoj otopini pH 7,4
nakon 2 sata na 37 °C. Piotrowska i Zakowska (2005) potvrdili su da su L. acidophilus i L.
rhamnosus uzrokovali smanjenje OTA za 70% i 87% od 1 mg OTA/L nakon pet dana na 37 °C
te da je u stanicnoj stijenci bakterija nakon centrifugiranja prisutna znacajna koli¢ina OTA. Del
Prete i suradnici (2007) su testirali 15 sojeva BMK kako bi odredili /n vitro sposobnost
uklanjanja OTA. Testiranje je pokazalo da je Oenococcus oeni najucinkovitiji, s redukcijom
OTA od 28%. Utvrdeno je sudjelovanje mehanizama za vezanje stanica, jer se do 57% OTA
apsorbiranog od strane stanica ekstrahiralo metanolom iz peleta bakterija; sirovi ekstrakti bez
stanica nisu mogli razgraditi OTA; i proizvodi razgradnje nisu otkriveni. Ipak, neki autori
smatraju da metabolizam takoder moze biti uklju¢en. Dokazano je da vijabilne stanice L.
acidophilus uklanjaju OTA ucinkovitije od nezivih stanica. Soj L. acidophilus smajio je >95%
OTA u puferiranim otopinama (pH 5,0) koje sadrze 0,5 i 1 mg OTA/L nakon inkubacije od 4

sata na 37 °C. Ostali sojevi L. acidophilus pokazali su samo umjereno smanjenje OTA Sto
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sugerira da je ucinkovitost uklanjanja OTA specificna za svaki soj. Zakljutno, neke BMK
adsorbiraju OTA mehanizmom vezanja na stani¢nu stijenku, iako moze biti uklju¢en i neki
neotkriveni katabolizam. Otkrivanje ovog katabolizma OTA moze biti moguce samo pomocu
radioaktivno oznacenog OTA. Potencijal BMK kao sredstava za dekontaminaciju mikotoksina
proucavan je u razliCitim fermentacijskim procesima. Intenzivno se proucava udio OTA,
njegova sudbina tijekom proizvodnje vina i mogucnosti njegove degradacije. Mateo i suradnici
(2007) i Varga i Kozakiewicz (2006) objavili su preglede koji se odnose na prisutnost i sudbinu
OTA u grozdu, vinu i pivu. Iako vecina istrazivata promatra smanjenje udjela OTA u tekucoj
fazi tijekom procesa vinifikacije, izvieS¢a su kontroverzna u vezi s mehanizmom uklanjanja
OTA. To je rezultat malolakticke fermentacije uslijed djelovanja BMK ili adsorpcije na stani¢nu

stijenku kvasca.

Najvazniji faktor koji utje¢e na kapacitet adsorpcije OTA kod mikroorganizama je sastav
stanicne stjenke (Chen i sur., 2018). U posljednjih nekoliko godina, znanstvena istraZivanja
usredotoCena su na kvasac kao potencijalni adsorpcijski materijal za uklanjanje OTA.
Smanjenje koncentracije OTA bazirano na adsorpcijskom mehanizmu, rezultat je fizikalnog
vezanja za stani¢nu stijenku kvasca. Za vezanje OTA na stanicnu stijenku odgovorni su B-
glukan, njegov esterificirani oblik te manoproteini stani¢ne stijenke kvasca (Quintela i sur.,
2013; Petruzzi i sur., 2014b; Pereyra i sur., 2015; Piotrowska i sur., 2013). Piotrowska i
suradnici (2013) su koriStenjem vinskih i pekarskih sojeva kvasca Saccharomyces cerevisiae
dokazali kako je moguce smanijiti koncentraciju OTA u teku¢em mediju od 21 do 35%. Daljnjim
ispitivanjima, dokazali su da uklanjanje OTA ovisi 0 mediju i soju primijenjenog kvasca. Tako
su na primjer, koristenjem termicki inaktivirane biomase kvasca Saccharomyces cerevisiae
uspjesno uklonili do 64% OTA iz razlicitih medija kao Sto su na primjer most bijelog grozda i
most crnog ribiza. Vedi postotak dekontaminacije OTA koriStenjem inaktiviranih stanica kvasca

upucuje na fizicko vezanje i uklanjanje OTA iz medija.

Nekoliko vinskih praksi ukljucuje produljeni kontakt izmedu kvasaca i vina, a
istrazivanja sugeriraju da bi kvasci mogli igrati znacajnu ulogu u uklanjanju OTA na kraju
procesa fermentacije (Petruzzi i sur., 2014a), a prisutnost OTA u vinu uglavhom je rezultat

kontaminacije grozda s toksikotvornim plijesnima i prije i poslije berbe.

Tako su Bejaoui i suradnici (2004) ispitivali sposobnost uklanjanja OTA iz vina
koristenjem termicki i kiselinski inaktiviranih stanica. Njihovo istrazivanje pokazalo je da tako
inaktivirane stanice mogu vezati znatno vece koli¢ine OTA, u usporedbi sa Zivim stanicama
kvasca. Zagrijavanje moze uzrokovati denaturaciju proteina ili dovesti do stvaranja produkata
Maillardovih reakcija. Kiseli uvjeti mogu utjecati na polisaharide oslobadanjem monomera, koji
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se nakon propada glikozidnih veza dalje fragmentiraju u aldehide. Na taj nacin dolazi do
povecanja povrsine za vezanje OTA i povecanja slobodnih mjesta adsorpcije, u usporedbi sa
Zivim stanicama. Takoder, smanjenje debljine stijenke peptidoglikana i/ili povecanje pora pod
utjecajem temperature i kiseline mogu uciniti i druga mjesta u stanicama kvasaca dostupnijima
za adsorpciju OTA (ElI-Nezami i sur., 2002). Kineticka ispitivanja adsorpcije OTA pokazala su
da je vezanje OTA brza reakcija buduci da u prvih 5 minuta inkubacije veze 90% OTA, a ostaje
adsorbiran tijekom 72 sata. Slicno su dokazali i Petruzzi i suradnici (2014a) pokazavsi da

termicki inaktivirane stanice mogu u potpunosti ukloniti OTA u samo 5 minuta.

Mozaffary i suradnici (2019) su ispitivali ucinak koli¢ine kvasca Saccharomyces
cerevisiae i temperature fermentacije na smanjenje OTA u pSenicnom kruhu. Rezultati su
pokazali da koli¢ina kvasca i temperatura fermentacije imaju znacajan utjecaj na smanjenje
OTA, a autori su predloZili koriStenje koncentracije kvasca od 2% w/w i primjenu temperature
od 35 °C kako bi se razina OTA u pSeni¢nom kruhu znacajno smanjila (Mozaffary i sur., 2019).

Degradacija ili biotransformacija OTA

Dokazano je da neki mikroorganizmi proizvode enzime koji mogu promijeniti strukturu
mikotoksina i/ili proteina koji ih mogu spajati, Cineci ih manje aktivnim (Juodeikiene i sur.,
2012). Mikroorganizmi poput aktinomiceta (rod Streptomyces), bakterija (Bacillus
licheniformis, Phenylobacterium immobile, Pediococcus parvulus), filamentoznih gljiva
(Aspergillus niger, A. japonicus, Aspergillus tubingensis) i kvasaca (rodovi T7richosporon i
Rhodotorula te Saccharomyces cerevisiae i Kloeckera apiculata) mogu razgraditi OTA.
Najvazniji mehanizam biorazgradnije je razgradnja OTA do OTa (slika 3). Produkti razgradnje
su L-B-fenilalanin i OTa koji nastaju hidrolizom amidne veze pomocu hidrolitickih enzima kao

Sto su karboksipeptidaza A, lipaza A, proteaza A, okratoksinaza.
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Okratoksin A {GTA_I OTa L- B -fenilalanin
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Slika 3. Mehanizam biorazgradnje OTA (Chen i sur., 2018)
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Rodrigues i suradnici (2009) izvijestili su da OTa nije toksican, ili da je barem 500 puta
manje toksi¢an od OTA. Medutim, postoji i drugi, viSe hipotetski postupak koji podrazumijeva
razgradnju OTA hidrolizom laktonskog prstena. U ovom slucaju, konacni produkt razgradnje je
otvoreni laktonski oblik OTA koji je sli¢ne toksi¢nosti kao OTA kada se daje Stakorima, ali je
manje toksi¢an za miSeve i Bacillus brevis. 1ako je ovo hipotetski, vijerojatno ¢e se dogoditi,
buduéi da su mikrobne laktonohidrolaze, koje provode slicnu transformaciju, Ceste
(Juodeikiene i sur., 2012).

Istrazivanje koje su proveli Ferenczi i suradnici (2014) je pokazalo da je kod muzjaka
miSeva, koji su prisilno oralno hranjeni s OTA, doslo do znacajnog povecanja koncentracije
OTA u krvi, transkripcijskin promjena u OTA ovisnim genima i histopatoloskih promjena u
bubreznoj kori. Ove promjene primije¢ene kod muzjaka miSeva nisu primije¢ene u skupini kod
koje je OTA razgraden u OTa tretiranjem OTA s Cupriavidus basilensis kroz 5 dana. Rodriguez
i suradnici (2011) potvrdili su da je 0,04 pg/mL OTA u potpunosti pretvoreno u OTa pomocu
Brevibacterium spp. sojeva koji se prenose hranom (B. casej, B. linens, B. iodinum, B.
epidermidis). Ispitivani soj, B. caseibi mogao u potpunosti razgraditi OTA Cak pri koncentraciji
40 pg/mL, Sto je 1000 puta veca koncentracija od uobiCajene koncentracije OTA u hrani.
Bejaoui i suradnici (2006) izvjestili su da se OTa dalje razgradio u nepoznate produkte.
Aspergillus niger, A. japonicusi A. carbonarius mogu razgraditi 99%, 89% odnosno 83% OTA
u OTa u roku 5 dana, a zatim je OTa pretvoren u nepoznat, ne identificiran spoj nakon 9 dana
inkubacije. Mali broj autora je izvijestio da OTA moze biti direktno razgraden u nepoznate
produkte (Chen i sur., 2018).

Razgradnja OTA istim mikroorganizmom u razli¢itim medijima kulture ima razlicite
manifestacije. Treba spomenuti atoksi¢ni A. niger koji moze u potpunosti razgraditi OTA (2,5
Mg/mL) u OTa u krutom mediju u roku 5 dana, dok je u teku¢em mediju potrebno 7 dana. OTa
u krutom mediju, dalje je razgraden u nepoznati spoj u roku 7 dana. Izmedu 55 izoliranih
sojeva plijesni iz rodova Rhizopus i Mucor, mnogi Rhizopus sojevi su pokazali sposobnost
razgradnje OTA (7,5 pg/mL) ispod granice detekcije u teku¢em mediju u roku od 10 dana. A.
niger je razgradio viSe od 90% OTA u roku 6 dana, dok je R. stolonifer var. stolonifer bilo
potrebno vise od 12 dana da razgradi oko 90% OTA u teku¢em mediju, a samo 10 dana kako
bi razgradio 96,5% OTA (7,5 pg/g) u navlazenoj pSenici. Pediococcus parvulus je uspio
razgraditi 90% OTA (1 pg/mL) unutar 25 sati u MRS mediju, dok je samo 80% OTA (7 pg/L)
razgradeno nakon 6 sati inkubacije u mostu. Nadalje, nije bilo ocCite razgradnje OTA (7 pg/L)
u sintetickom vinu (Chen i sur., 2018).
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Kisik je takoder jedan od vaznih cCimbenika koji utjeCu na rast i razmnozavanje
mikroorganizama. Pored odredenih aerobnih mikroorganizama, neki anaerobni takoder mogu
razgraditi OTA. Anaerobni Eubacterium biforme, izoliran iz svinjskih crijeva, razgradio je 77,1%
OTA (0,1 pg/mL) u modificiranom M 98-5 teku¢em mediju unutar 12 sati pri 39 °C. Ovaj soj
bi mogao u potpunosti razgraditi 0,1 pg/mL OTA u ¢vrstom kukuruznom supstratu u roku od
24 sata pri 39 °C, Sto sugerira da bi anaerobni mikroorganizmi mogli biti prikladni za razvoj
aditiva za krmiva koji bi djelovali u ciljanim Zivotinjskim crijevima. Isto tako je vazno naglasiti
da je 26% OTA (0,1 pg/mL) uklonjeno u negativnoj kontroli (kukuruz) unutar 24 sata pri 39
°C. Stovide, anaerobni £, callanderije razgradio 95% OTA (0,2 pg/mL) do OTa unutar 6 sati
(Chen i sur., 2018).

Neki mikroorganizmi imaju dvostruku funkciju, mogu razgraditi OTA i inhibirati
biosintezu OTA. Nekoliko sojeva aktinomiceta iz roda Streptomyces razgradilo je 22,83 —
52,68% OTA (0,095 pg/mL) u roku 5 dana, a u isto vrijeme neke su adsorbirale 16,07 —
33,93% OTA (0,045 pg/mL) unutar 1 sata. Nadalje, ekspresija gena za biosintezu (acOTAnrps,
acpks i acOTApks) i regulatornog gena (veA) za OTA u A. carbonarius inhibirana je pomocu
odredenih aktinobakterija iz roda Streptomyces. Neki mikroorganizmi imaju dvostruku funkciju
razgradnje i adsorpcije OTA. Shi i suradnici (2014) su izvijestili da supernatant iz stanica
bakterije Bacillus subtilis moze razgraditi 97,6% OTA (6 ug/mL) unutar 24 sata, ali produkt
razgradnje nije otkriven. S druge strane, zive i mrtve stanice Bacillus subtilis adsorbirale su
66,6 % odnosno 87,9 % OTA. Péteri i suradnici (2007) su potvrdili da Phaffia rhodozyma moze
razgraditi 90% OTA (7,5 pg/mL) u roku 15 dana i adsorbirati 23% OTA (3 pg/mL) u roku 2
dana (Chen i sur., 2018).

Enzimi za razgradnju OTA mogu biti sirovi ili procis¢eni. Prvo izvjeSce o biodetoksifikaciji
OTA potjece iz 1969. godine, Sto je samo 4 godine nakon otkrica OTA. Za cijepanje OTA
koristena je karboksipeptidaza A iz govede gusterace (Chen i sur., 2018).

Karboksipeptidaze

Najvazniji detoksifikacijski put je hidroliza amidne veze izmedu izokumarinskog ostatka
i fenilalanina pomocu karboksipeptidaze. Poznata su dva razreda karboksipeptidaza koje su
povezane sa razgradnjom OTA, karboksipeptidaza A (CPA) i karboksipeptidaza Y (CPY). Glavna
razlika je upotreba cinkovog iona unutar proteina za hidrolizu peptida na C-terminalnom kraju
aminokiselina (Vanhoutte i sur., 2016). CPA koristi jedan cinkov ion u proteinu za hidrolizu,
dok je CPY karboksipeptidaza serin-tipa i ne sadrzi cinkov ion u aktivnom mjestu. Prva

peptidaza za koju je prijavljeno da moze hidrolizirati OTA je CPA izolirana iz govede gusterace,
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Sto je rezultiralo sposobnoséu provodenja degradacijske reakcije s Km vrijednos¢éu 1.5*%10 pri
25 °C. Dokazano je da CPY izolirana iz Saccharomyces cerevisiae hidrolizira OTA s
maksimalnom vrijednosc¢u pri pH 5,6 i 37 °C. Njezina specificna aktivnost bila je vrlo niska s
obzirom da je nakon 5 dana inkubacije samo 52% OTA pretvoreno u OTa. Isti enzim uspjesno
je imobiliziran na elektroaktivnim povrsinama kako bi se razvio biosenzorski sustav za izravno
otkrivanje OTA u maslinovom ulju (Loi i sur., 2017). Gotovo svi sojevi za koje se navodi da
razgraduju OTA koriste ovaj put razgradnje Sto rezultira stvaranjem L- B -fenilalanina i OTa
(Vanhoutte i sur., 2016). Iako je ovo vrlo direktan nacin smanjenja koli¢ine OTA u hrani, vazno
je naglasiti da ucinkovitost razgradnje OTA ovisi o aktivnosti peptidaze. Nekoliko istraZivanja
napravljenih s Pediococcus parvulus i kvascima kao Sto je Pfaffia rhodozyma, pokazalo je da
karboksipeptidaze imaju visoku optimalnu temperaturu (30 °C ili viSe) koja bi mogla ometati
prakti¢nost primjene (Vanhoutte i sur., 2016). Karboksipeptidaza A dobiva se iz atoksikogenih
sojeva Aspergills niger. Isto tako odredene bakterije koje pripadaju rodovima Streptococus,
Bifidobacterium, Lactobacillus, Butyribrio, Phenylobacterium, Pleurotus, Bacillus i
Acinetobacter i odredene gljive koje pripadaju rodovima Aspergillus, Alternaria, Botrytis,
Cladosporium, Phaffia, Penicillum, Saccharomycesi Rhizopus mogu razgraditi OTA (Amézqueta
i sur., 2009).

Deoksigenaze, lipaze, amidaze i proteaze

Ostali enzimi koji takoder mogu provesti ovu reakciju su deoksigenaze, lipaze, amidaze
i nekoliko komercijalnih proteaza. Iako, ovisno o enzimu, meduprodukti mogu biti razliciti,

krajnji produkt je uvijek OTa (Vanhoutte i sur., 2016).

Pregledom razliCitih komercijalnih hidrolaza, pokazalo se da lipazni pripravak iz vrste
Aspergillus niger hidrolizira OTA u fenilalanin i OTa. Izoliranje Cistog proteina omoguceno je
procis¢avanjem u jednom koraku pomocu izmjene anionskom kromatografijom. Lipazna
priroda enzima potvrdena je ispitivanjem cijepanja p-nitrofenil palitata. ProciS¢eni enzim je
hidrolizirao 50 pg OTA u OTa nakon 120 minuta inkubacije u 1 mL reakcijske smjese.
Komercijalne proteaze za koje se navodi da hidroliziraju OTA su proteaza A iz Aspergillus niger
i pankreatin iz svinjske gusterace. Ovi enzimi su pokazali znacajnu hidrolaznu aktivnost pri pH
7,5 Sto je rezultiralo cijepanjem 87,3% i 43,4% od 1 ug OTA nakon 25 sati inkubacije u 1 mL

reakcijske smjese.

Protein, nazvan amidaza 2, kodiran je otvorenim okvirom Citanja iz Aspergillus niger.
Ispitivanje razgradnje provedeno je u 300 pL reakcijske smjese koja je sadrzavala 160 ng/mL
amidaze 2 i 50 pg/mL OTA. Enzim je uspio smanijiti koncentraciju OTA za 83%. Amidaza 2
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testirana je i u nekim prehrambenim proizvodima kao Sto su mlijeko i kukuruzno brasno. U
mlijeku se sadrzaj OTA smanjio sa 47 ppb do nemjerljive razine, a sli¢cno tome, koncentracija
OTA u kukuruznom brasnu se smanjila sa 38 ppb na manje od 2 ppb nakon 20 sati inkubacije
(Loi i sur., 2017).
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3. ZAKLJUCCI

1. Brojna istrazivanja dokazala su nefrotoksi¢no, karcinogeno, imunotoksi¢no, mutageno i
neurotoksicno djelovanje OTA te je zbog toga potrebno smanijiti koncentraciju OTA u

prehrambenim proizvodima primjenom fizikalnih, kemijskih ili mikrobioloskih metoda.

2. Fizikalne i kemijske metode imaju ograni¢enu primjenu zbog nedovoljno saznanja o
produktima degradacije te zbog promjena nutritivnog sastava i organoleptickih svojstava

hrane.

3. Zbog navedenih nedostataka fizikalnih i kemijskih metoda, velik je interes i mogucnost
primjene mikrobioloskih metoda koje su ekoloski prihvatljive i ucinkovite, a imaju mali utjecaj

na organolepticka svojstva i nutritivnu vrijednost hrane.

4. Mikroorganizmi koji mogu razgraditi i/ili adsorbirati OTA su aktinomicete , bakterije, plijesni,

kvasci i alge.

5. Kvasci mogu vezati OTA za stanicnu stijenku i na taj nacin smanijiti koncentraciju OTA u

prehrambenim proizvodima, a kapacitet adsorpcije OTA ovisi o sastavu stanicne stijenke.

6. Najvazniji mehanizam biorazgradnje pomo¢u mikroorganizama i enzima karboksipeptidaze,

deoksigenaze, lipaze, amidaze i proteaze je razgradnja OTA do OTa koji nije toksican.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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