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1. UVOD

Vedina namirnica moze biti kontaminirana plijesnima te sadrzavati njihove metabolicke
produkte poput mikotoksina koji predstavljaju opasnost za zdravlje ljudi i Zivotinja. Cesta
prisutnost mikotoksina u hrani, posljedica je pojavnosti velikog broja razlicitih vrsta plijesni u
sirovinama i hrani za zivotinje. Jedan od mikotoksina s potencijalnim karcinogenim u¢inkom
na ljudsko zdravlje je okratoksin A (OTA) koji je Cesto prisutan u namirnicama poput zitarica,

grozda, vina, kave te mesnim i1 mlijeCnim proizvodima.

Apsorpcija unesenih mikotoksina putem hrane zapocinje u gastrointestinalnom (GI)
traktu, u kojem ujedno dolazi i do primarne obrane organizma od toksi¢nog djelovanja
mikotoksina. Iako crijevna mikroflora, koju ¢ine brojni mikroorganizmi, putem odredenih
mehanizama moZe smanyjiti toksi¢nost unesenih mikotoksina, njthovom ¢e apsorpcijom u GI
traktu svejedno do¢i do odredenih oStec¢enja. Stoga je, s obzirom na sveopcéu prisutnost
mikotoksina, potrebno primijeniti metode kojima ¢e se smanjiti njihova biodostupnost, a
posljedi¢no 1 toksi¢ni u€inak na organizam. Medu metodama koje se koriste za smanjenje
koncentracije mikotoksina u hrani/krmivu bioloske metode sve se vise koriste kao modeli
dekontaminacije mikotoksina, a ukljuuju mikroorganizme 1ili njihove metabolite,
antioksidanse 1 adsorbense. U 2009. godini dodana je nova funkcionalna skupina u kategoriju
tehnoloSkih dodataka hrani za Zivotinje definirana Uredbom Komisije (EZ) br. 386/2009 kao
,»tvari za smanjenje kontaminacije hrane za Zivotinje mikotoksinima: tvari koje mogu suzbiti ili
smanyjiti apsorpciju, pospjesiti izlucivanje mikotoksina ili modificirati njihov nacin djelovanja”.
Ove tvari (aditivi) poznate su kao sredstva za detoksikaciju, a dodaju se u hranu za Zivotinje
(uglavnom svinja, peradi i goveda) kako bi se smanjila apsorpcija mikotoksina iz probavnog
trakta 1 njihova distribucija u krv 1 ciljne organe. Ovisno o na¢inu djelovanja, djeluju tako da
vezu mikotoksine na svoju povrsinu (adsorpcija) ili da ih razgraduju ili pretvaraju u manje
toksi¢ne metabolite (biotransformacija). Jedna od bioloskih metoda koja dovodi do smanjenja
biodostupnosti mikotoksina iz hrane podrazumijeva primjenu bakterija mlijecne kiseline
(BMK) koje pokazuju sposobnost vezanja i/ili razgradenje mikotoksina u namirnicama ¢ime se

smanjuje njihova apsorpcija u GI traktu.

Stoga je cilj ovog rada bio utvrditi otpusStanje okratoksina A (OTA) iz odabranog

prehrambenog matriksa (suSena kobasica) u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta



u odsutnosti i1 prisutnosti razli¢itih sojeva bakterija mlijecne kiseline kao mogucih

adsorbensa okratoksina.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKOTOKSINI

Mikotoksini su sekundarni metaboliti toksikotvornih plijesni, koji nemaju biokemijsku
ulogu u rastu i razmnozavanju, medutim njihova je pojavnost ve¢ pri niskim koncentracijama
toksi¢na za ljude 1 Zivotinje. Nastaju biokemijskim reakcijama primarnih metabolita kao $to su
acetati, aminokiseline, malonati i mevalonati, a neke od reakcija odgovornih za njihovu
biosintezu su: oksidacija/redukcija, kondenzacija, halogenizacija i alkalizacija (Pleadin i sur.,
2018; Bennett i Klich, 2003 ). Strukturno su gradeni od velikog broja komponentni uglavnom
male molekulske mase, a prvenstveno od heterociklickih prstenova molekulske mase do 50 Da.
Nastaju tijekom metabolizma specificnih vrsta plijesni, od kojih su najznacajniji rodovi
Aspergillus, Penicillium 1 Fusarium ¢iji rast ovisi o uvjetima temperature, vlage, aktiviteta vode
i relativne vlaznosti, ali i o vrsti supstrata, a ¢esto se pojavljuju u raznim prehrambenim
proizvodima namijenjenim za ljudsku konzumaciju, ali i u krmivima namijenjenim za prehranu
Zivotinja.

Mikotoksini koji predstavljaju najveci rizik za ljudsko zdravlje su: aflatoksini, ergot
alkaloidi, okratoksini, citrinin, fuminozini, trihoteceni i zearalenon. Navedene skupine
mikotoksina dokazano imaju karcinogeni, imunosupresivni, teratogeni, mutageni,
hepatotoksi¢ni 1 neurotoksi¢ni ucinak na zdravlje, a u nekim slucajevima mogu djelovati 1
letalno. Utjecaj mikotoksina na ljudsko zdravlje ovisi o nekolicini faktora, od kojih su najbitniji:
koncentracija mikotoksina u hrani te period izloZzenosti mikotoksinu, uzrokuje li ingestija
mikotoksina akutnu ili kroni¢nu toksi¢nost, dob te tezina osobe (Pleadin i sur., 2019; Freire i

sur., 2017).

2.1.1. Okratoksin A (OTA)

Okratoksin A (OTA) najtoksi¢niji je pripadnik skupine okratoksina, a prvi je puta
otkriven 1965. godine kao produkt sekundarnog metabolizma plijesni Aspergillus ochraceus.
Kasnijim istraZzivanjima dokazano je da ga proizvode brojni pripadnici rodova Aspergillus i
Penicillium (Markov 1 sur., 2022; Miller 1995; Bredenkamp i sur., 1989). Po kemijskoj strukturi
OTA je L — fenilalanin — N - [(5 — kloro - 3, 4 — dihidro — 8 — hidroksi — 3 — metil — 1 — okso -
1H — 2 — beznopiran — 7 - yl)karbonil] - (R) - izokumarin (slika 1).



Slika 1. Kemijska struktura OTA (Nao i sur., 2020)

U skupini okratoksina najtoksi¢niji 1 najistraZivaniji je OTA, ali se istrazuje i1
pojavljivanje njegovih analoga kao §to su: okratoksin B (OTB), okratoksin C (OTC), okratoksin
o (OTa) odnosno izokumarinski derivat OTA, njegov deklorirani analog okratoksin  (OTp),
metilokratoksin A (MeOTA), metilokratoksin B (MeOTB) i etilokratoksin B (EtOTB), te

njihovu mogucu povezanost u pojavljivanju s OTA (tablica 1).

Tablica 1. Karakteristicni sastav deriviranih metabolita okratoksina A (el Khoury 1 Atoui, 2010)

Naziv R1 R2 R3 R4 RS

Prirodni okratoksini

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 Metil - ester Metil - ester, fenilalanin Cl H H H
OKkratoksin B Metil - ester Metil - ester, fenilalanin H H H H
Okratoksin B Etil - ester Etil - ester, fenilalanin H H H H
Okratoksin a OH Cl H H H
Okratoksin 8 OH H H H H

Uz A. ochraceus, neki od najvec¢ih proizvoda¢a OTA u hrani su: A. carbonarius, A.niger, P.
verrucosum te P. nordicum. A. carbonarius obicno raste pri poviSenim temperaturama te je
otporan na djelovanje UV zraka, stoga se Cesto pojavljuje na grozdu i ostalom vocu koje
dozrijeva pri poviSenim temperaturama (Markov 1 sur., 2022; Pitt i Hocking, 2002). Sukladno

tome, ova vrsta odgovorna je za pojavu OTA u vinu te soku od grozda (Markov 1 sur., 2022;
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Leong, 2004). A. niger u usporedbi sa A. carbonarius, sintetizira manje koli¢ine OTA, medutim
njegova je pojava moguca u vocu poput jabuka, krusaka, citrusa, manga i dr. (JECFA, 2001).
Od svih pripadnika roda Penicillium jedino P. verrucosom i P. nordicum pokazuju sposobnost
sinteze OTA. P. verrucosom odgovoran je za proizvodnju OTA primarno u Zitaricama (Markov
isur., 2022; JECFA, 2001), dok P. nordicum pokazuje sposobnost sinteze velikih koli¢ina OTA
u siru te mesnim proizvodima (Larsen i sur., 2001). U tablici 2 prikazani su optimalni uvjeti

temperature 1 aktiviteta vode potrebni za rast navedenih plijesni.

Tablica 2. Optimalni uvjeti rasta toksikotvornih plijesni (JECFA, 2001)

PLIJESNI OPTIMALNA OPTIMALNI
TEMPERATURA (°C) AKTIVITET VODE
Aspergillus ochraceus 24 - 31 0,95 -0,99
Aspergillus carbonarius 25-32 0,82
Aspergillus niger 35-37 0,77
Penicillium verucosum 20 (0 -30) 0,80

2.1.2. Toksikokinetika OTA

Toksikokinetika OTA, odnosno procesi unosa OTA u organizam, njegova apsorpcija,
distribucija i eliminacija su dobro poznati, a proucavani su na razli¢itim vrstama Zivotinja kao
Sto su: svinje, Stakori, majmuni, misevi te zeCevi (Mantle, 2008; Li i sur., 1997; Hagelberg i

sur., 1989; Galtier i sur., 1981).

Dio unesenog OTA razgraduje crijevna mikroflora prisutna u GI traktu dok se ostali dio
akumulira u krvi, tkivima, bubrezima te mlijeku (Hohler i sur., 1999; IARC, 1993). Pasivna
apsorpcija OTA zapocinje nakon njegovog unosa hranom te se odvija iznimno brzo, uglavnom
iz Zeluca 1 tankog crijeva, $to su dokazala istraZivanja provedena na miSevima i Stakorima
(Pfohl - Leszkowicz i sur., 2007). Ulaskom OTA u GI trakt naruSava se integritet crijevnog
epitela ¢ija je glavna funkcija apsorpcija hranjivih tvari te sprjeCavanje ulaska Stetnih tvari u
organizam (Buckley i Turner, 2018). Djelovanjem crijevne mikroflore dolazi do hidrolize dijela
OTA , odnosno do pucanja peptidnih veza ¢ime nastaje manje toksi¢an metabolit OTa koji se
dalje apsorbira u organizam. Hidroliza se najve¢im dijelom odvija u debelom crijevu

djelovanjem enzima prisutne mikroflore, a neki od njih su karboksipeptidaza a, tripsin te o -
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kimotripsin (Doster i sur., 1972; Pitout 1969). Koli¢ina apsorbiranog OTA varira ovisno o
zivotinjskoj vrsti, ali 1 o sastojcima hrane koji mogu djelovati inhibitorno ili s druge strane
povecati apsorpciju OTA (Pfohl - Leszkowicz i sur., 2007). Distribucija OTA odvija se putem
krvotoka obzirom na njegov izrazito visoki afinitet prema proteinima krvnog seruma, posebice
prema albuminu, a samo vezanje dodatno je potaknuto pasivhom apsorpcijom neioniziranog
oblika toksina i objasnjava dugo polu-vrijeme zivota OTA u tijelu ( t1/2=35 dana) (McMaster i
Vedani, 1999). Vezanje OTA za albumin dovodi do povecanja njegove koncentracije u krvnoj
plazmi u odnosu na koncentraciju u crijevima. Tako vezani OTA se dalje distribuira do jetre i
bubrega gdje se najveca koli¢ina OTA i njegovih metabolita izlucuje urinom. Izlu¢ivanje OTA
moze se odvijati 1 putem fecesa, dok je kod sisavaca izlu¢ivanje OTA i njegovih metabolita
utvrdeno i1 putem majc¢inog mlijeka (Breitholtz -Emanuelsson i sur., 1993; Galtier i sur., 1977).
Eliminacija OTA iz organizma odvija se sporo u odnosu na apsorpciju i eliminaciju metabolita
prvenstveno zbog odvijanja enterohepati¢ne recirkulacije kojom OTA iz jetre preko Zuci
ponovno dospijeva u tanko crijevo te zbog reapsorpcije putem bubrega. Istrazivanja provedena
na Stakorima, kozama, pili¢ima i svinjama pokazala su da se OTA najviSe distribuira u
bubrezima, nakon ¢ega slijede jetra, miSi¢i te masno tkivo (Ferrufino - Guardia i sur., 2000;

Harwing i sur., 1983).

2.1.3. Utjecaj OTA na ljudsko zdravlje

Ljudi su svakodnevno izloZeni OTA zbog konzumiranja Zitarica 1 proizvoda od Zitarica,
kave, vina, piva ali 1 proizvoda animalnog podrijekla poput mlijeka, mesa i jaja te zacina (Di
Stefano 1 sur.; 2014; Markov 1 sur. 2013). Posebno su opasni zbog visoke toksi¢nosti u malim
koli¢inama 1 odsutnosti bilo kakvog senzorskog upozorenja pri konzumaciji hrane koja sadrzi
mikotoksine.

Brojna provedena istrazivanja dokazala su da OTA ima nefrotoksi¢no, neurotoksi¢no,
genotoksi¢no, imunosupresivno, hepatotoksicno, teratogeno 1 karcinogeno djelovanje (Markov
i sur., 2022; El Khoury i1 Atoui, 2010). 1993. godine IARC ga je svrstala u skupinu 2B kao
mikotoksin s potencijalnim karcinogenim u€inkom. Istrazivanje koje su 2007. godine proveli
Pfohl-Leszkowicz 1 Manderville pokazalo je da OTA upravo zbog svoje kisele prirode
pasivnom apsorpcijom odlazi u crijeva, gdje zbog afiniteta prema proteinima plazme putem
krvi dospijeva do ciljanih organa. Izrazit problem takoder predstavlja i vrijeme zadrzavanja

OTA u krvi koje, nakon oralne ingestije, iznosi 840 sati, odnosno 35 dana. Eliminacija OTA iz
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jetre odvija se putem proteinskih nosaca koji vezu OTA iz kompleksa sa proteinima krvi u
hepatocit kojim se OTA izlucuje u zu¢ (Petzinger i sur., 2002). Jedno od istrazivanja kojim je
dokazano nefrotoksi¢no djelovanje OTA je ono Di Paola i sur. provedeno 1993. godine u Italiji.
Njime je dokazano da su farmeri, nakon nekoliko mjeseci izloZenosti pSenici kontaminiranoj s
OTA kojeg je proizveo A. ochraceus, razvili akutno zatajenje bubrega. Jedan od najvecih
sluc¢ajeva povezan sa OTA je pojava Balkanske endemske nefropatije (BEN) koja je 1960-ih
godina zahvatila podrucje Jugoistocne Europe. Glavne karakteristike ove bolesti su zatajenje
bubrega te moguca pojava raka mokracne cijevi (uretre). Kao jedan od potencijalnih uzrocnika
ove bolesti naveden je OTA zbog visoke koncentracije u zemljama Jugoisto¢ne Europe (Radi¢
isur., 1997). Medutim, zbog ne definiranog mehanizma nastanka DNA - adukata u bubrezima
izazvanih OTA, ne moze se sa sigurnosc¢u utvrditi da je upravo on odgovoran za pojavu ovog
tipa nefropatije. Potencijalni karcinogeni u¢inak OTA kod ljudi otkriven je istraZivanjima
provedenim na miSevima kod kojih je doslo do razvoja hepatocelularnih tumora te tumora na
bubrezima (Huff i sur., 1992). Jedna od mogucih teorija koja opisuje njegov karcinogeni, ali
ujedno i genotoksi¢ni u¢inak zasniva se na stvaranju kovalentne veze izmedu OTA ili njegovih
reaktivnih metabolita i DNA, ¢ime dolazi do nastanka DNA - adukata u bubrezima (Pfohl -
Leszkowicz 1 Castegnaro, 2005). Medutim, sama priroda veze izmedu OTA 1 DNA joS uvijek
nije jasno definirana, stoga se navedena teorija ne moZe smatrati u potpunosti to¢nom.
Imunotoksic¢nost 1 teratogenost OTA dosad su dokazane kod Zivotinja, gdje je utvrdeno da OTA
inhibira proliferaciju T 1 B limfocita, zaustavlja proizvodnju interleukina 2 i njegovih receptora
(Lea i sur., 1989) te da putem posteljice (placente) dospijeva do fetusa kod kojeg izaziva brojne
morfoloske anomalije (El Khoury 1 Atoui, 2010).

2.1.4. Zakonska regulativa

Obzirom na njegove brojne toksi¢ne ucinke na ljudsko zdravlje, Europska Unija je na
temelju detaljne procjene sigurnosti i1 izloZzenosti provela analizu rizika, ¢ime su utvrdene
sigurne dnevne izlozenosti (TDI - eng. Tolerable daily intake) te najvece dopustene koliCine
(NDK) OTA u hrani. Tako su 19. prosinca 2006. godine Uredbom Komisije (EC) br. 1881/2006
utvrdene 1 definirane najvece dopustene kolic¢ine odredenih kontaminanata u hrani pa tako i
OTA. U tablici 3 prikazane su NDK (najve¢e dopustene koli¢ine) vrijednosti za OTA u

pojedenim namirnicama izraZzene u pug/kg (ppb - eng. parts-per billion).



Tablica 3. Najvece dopustene koli¢ine OTA u pojedinoj hrani (Uredba (EC) br. 1881/2006)

HRANA NDK (ng/kg)

Nepreradene Zitarice 5,0
Svi proizvodi dobiveni iz nepreradenih 3,0
Zitarice, ukljucujudi preradene proizvode
od Zitarica te Zitarice namijenjene

izravnoj prehrani ljudi

Grozdice (sve vrste) 10,0

PrZzena zrna kave i mljevena przena kava 5,0
Instant kava 10,0

Vino 2,0

Preradena hrana na bazi zitarica i hrana 0,50

za dojencad i malu djecu

Uredbom Komisije (EZ) br. 401/2006 utvrdene su metode uzorkovanja i analize za
sluzbenu kontrolu razine mikotoksina u hrani. Ovom Uredbom detaljno je propisan nacin na
koji se provodi uzorkovanje te sama analiza za hranu kao §to su: Zitarice i proizvodi od Zitarica,
zaCini, suSeno voce (ukljucujuéi grozdice), suhe smokve, kava te proizvodi od kave. U
Republici Hrvatskoj je na temelju Zakona o hrani (NN 46/07, 84/08, 55/11) donesen Pravilnik
o najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani ¢ije se odredbe slazu sa

aktima Uredbi donesenih na razini Europske Unije.

2.2. GASTROINTESTINALNI TRAKT

Gastorintestinalni (GI) trakt (slika 2) predstavlja prvu barijeru kod imunoloske obrane
organizma od djelovanja toksi¢nih tvari poput mikotoksina. Veéina istrazivanja koja prate
metabolic¢ki put mikotoksina u GI traktu koriste in vitro modele kojima se simuliraju uvjeti
ljudskog GI trakta. Probava zapoc€inje u usnoj Supljini gdje djelovanjem a - amilaze i lipaze

koje se nalaze u slini dolazi do razgradnje sastojaka hrane.

Crijevnu mikrofloru ¢ini nekoliko vrsta mikroorganizama ukljucujuci bakterije, viruse,
protozoe i gljivice te je ona odgovorna za apsorpciju hranjivih tvari, sintezu enzima, vitamina 1

aminokiselina te proizvodnju kratkolananih masnih kiselina. Upravo se zbog svoje izrazite



metabolicke aktivnosti 1 interakcije sa domacinom putem moZdanih stanica smatra
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Slika 2. Gastrointestinalni trakt (Ruiz i Montoto, 2018)

GI trakt igra vaznu ulogu u imunoloSkoj obrani organizma, medutim prisutnost
mikotoksina moZe zna¢ajno narusiti to djelovanje time Sto dolazi do oStecenja crijevnog epitela
te pojave oksidativnog stresa (Ren i sur., 2019). Utjecaj OTA na GI trakt o€ituje se u povecanju
propusnosti epitelne barijere te smanjenju odrZivosti epitelnih stanica (Ren i sur., 2019).
IzloZenost crijevne mikroflore djelovanju mikotoksina moze rezultirati smanjenjem
filogenetske raznolikosti mikroflore zbog toksi¢nog djelovanja mikotoksina ili razgradnjom, tj.
metabolizacijom mikotoksina djelovanjem mikroorganizama ¢ime se povecava ili smanjuje
njihova toksi¢nost (Guerre, 2020). Smanjenje raznolikosti mikroflore moze dovesti do disbioze
za koju se smatra da igra klju¢nu ulogu kod pojave bolesti kao §to su dijabetes, degenerativne

bolesti zivéanog sustava i rak debelog crijeva (Guerre, 2020).



Mikotoksini pokazuju razli¢itu sposobnost apsorpcije unutar GI trakta. Odredeni
mikotoksini se ulaskom u GI trakt apsorbiraju u vrlo kratkom vremenu, dok drugi pokazuju
puno vecu otpornost te u crijevo dospijevaju u svom primarnom obliku, zbog ¢ega kolonociti
postaju izlozeni najveéim koncentracijama mikotoksina. Istrazivanjima kojima je pracen
metabolicki put mikotoksina u GI traktu, dokazano je postojanje nekoliko mehanizama
djelovanja crijevne mikroflore na mikotoksine. Ti mehanizmi ukljucuju: biotransformaciju,
ireverzibilno vezanje, hidrolizu, deaminaciju i dekarboksilaciju te acetiliranje mikotoksina
(Koirala i Anal, 2021). Navedenim mehanizmima je zajednicko da djelovanjem crijevne
mikroflore i njihovih enzima dolazi do transformacije mikotoksina u manje toksi¢ne metabolite.
OTA se djelovanjem crijevne mikroflore hidrolizira na OTa i fenilalanin ¢ija je toksi¢nost, u

odnosu na sam toksin, zna¢ajno manja (Rodrigues i sur., 2009).

2.2.1. GI modeli za biodostupnost OTA in vitro

In vitro modeli probave cesto se koriste u odredivanju biodostupnosti razlicitih
kontaminanata hrane, pa tako i mikotoksina, a njihova uloga je na pojednostavljeni nacin
simulirati procese koji se odvijaju u usnoj Supljini, zelucu i tankom crijevu u kojem se apsorbira

glavnina OTA.

Kod simuliranja ljudskog GI trakta bitno je da se sve reakcije provode na 37 °C §to je
tjelesna temperatura ¢ovjeka, a parametri na koje takoder treba obratiti pozornost prilikom
postavljanja modela su: pH, ionska snaga, enzimska aktivnost te sastav zelu€anog/crijevnog
soka. Neke od bitnih znacajki za optimizaciju in vitro modela probave su: sli¢nost fizioloSkih
procesa onima u ljudskom organizmu, dinamic¢nost procesa probave koja ukljucuje razgradnju
1 apsorpciju sastojaka hrane, sukladnost biokemijskih reakcija sa kinetikom probave, prisutnost
anaerobnih uvjeta i crijevne mikroflore te jednostavnost, primjenjivost 1 ponovljivost same
metode (Minekus, 2005; Versantvoort 1 sur., 2004). Ve¢ina koriStenih in vitro modela probave
su stati¢ni modeli kojima se simulira prolazak hrane kroz GI trakt upravo zbog jednostavnosti
njihove izvedbe te moguénosti obrade velikog broja uzoraka u kratkom vremenu. U
simuliranim uvjetima, pH sline iznosi 6,8, a sama otopine sline sastoji se od elektrolita kao §to
su: KCI, NaH,PO4, NaSO4, NaCl te NaHCOs. Zeluéana faza zapo¢inje ludenjem Zelutanog
soka koji se sastoji od sluzi, klorovodi¢ne kiseline, vode i enzima. Prisutnost klorovodi¢ne
kiseline znacajno smanjuje pH Zeluca koji se krece izmedu 1 i 3, a glavni enzim odgovoran za

proteoliti¢ku aktivnost Zelu€anog soka je pepsin. Simulirana otopina Zelu¢anog soka najcesce
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sadrzi pepsin, elektrolite (NaCl, KCIl, CaCl,, NaHCOs3) te lipazu. Hrana potom odlazi u
duodenum gdje se zahvaljujuéi peristaltickoj aktivnosti mijesa sa crijevnim tekuc¢inama, a
potom prolazi kroz tanko crijevo i u konacnici dolazi u debelo crijevo. pH simulirane otopine
crijeva iznosi od 6 do 8,2, a sama otopina se sastoji od elektrolita te pankreatina (Gonzalez -

Arias i sur., 2013).

Jedan od cesto koriStenih in vitro modela ljudske probave za odredivanje biodostupnosti
OTA je RIVM model Versantvoorta i sur. (2004). Model se sastoji od tri koraka (odjeljka) koji
simuliraju probavne procese u usnoj Supljini, zelucu i tankom crijevu, a provedba ukljucuje
dodatak simuliranih otopina fizioloSkih sokova u svakom koraku te inkubaciju na 37 °C.
Navedeni model takoder je koriSten u istrazivanju Kabaka i sur. (2009) u kojem je odredena
biodostupnost OTA iz heljde 1 hrane za dojencad iznosila od 29 do 32 %. Jedan od dinami¢nih
in vitro modela ljudske probave je TIM-1 koji podrazumijeva racunalno upravljanje sustavom
koji simulira peristaltiku Zeluca i tankog crijeva mijesajuci sadrzaj kroz simulirane otopine GI
trakta (Minekus, 1998). U istrazivanju Avantaggiata i sur. (2007) navedeni je model koriSten za
odredivanje biodostupnosti OTA 1 ostalih mikotoksina iz umjetno kontaminiranog kukuruza, a

odredena biodostupnost OTA iznosila je 88 %.

2.3. BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE (BMK)

BMK se Cesto nalaze u brojnim namirnicama biljnog i Zivotinjskog podrijetla kao §to su
mlije¢ni proizvodi (mlijeko, jogurt, kefir, sir), fermentirani mesni proizvodi, fermentirano
povrée, alkoholna pi¢a (vino, pivo), a osim navedenog, takoder su sastavi dio ljudske i
zivotinjske mikroflore (Hammes 1 sur., 1991). Jedan od glavnih benefita BMK je njihovo
probioticko djelovanje, koje se javlja zahvaljujuéi proizvodnji polisaharida, fermentaciji
laktoze 1 citrata, proizvodnji vitamina i antimikrobnih tvari te sposobnosti adhezije i1
kolonizacije u probavnom sustavu (LeBlanc i sur., 2011; Lee i Kang, 2009; Oliveira i sur., 2008;
Ananou 1 sur., 2007). Utjecaj BMK na sastav crijevne mikroflore dokazan je u istrazivanju
Butorac i sur. (2020) u kojem je kombinirana primjena sojeva L.plantarum SFOC i L.brevis
SF9B dovela do povecanja brojnosti roda Lactobacillus kod Stakora. Najcesc¢e se primjenjuju
kao starter kulture u proizvodnji mlije¢nih proizvoda, posebice mlijeka i sireva, upravo zbog
poboljsanja teksture, okusa, nutritivne vrijednosti te produljena roka trajanja proizvoda. lako

su BMK prirodno prisutne u mlijeku, prilikom industrijske proizvodnje velikih koli¢ina mlijeka
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1 ostalih mlijecnih proizvoda, potreban je dodatan BMK kao starter kultura kako bi se u
konacnici poboljsala kvaliteta gotovog proizvoda. Zahvaljujuéi njihovoj proteolitickoj
aktivnosti ¢ime dolazi do konverzije proteina mlijeka, u fermentiranom mlijeku ispoljavaju se
pozZeljna organolepticka svojstva (Moulay 1 sur., 2013; Yamina i sur. 2013), a pojava blago
kiselog 1 svjezeg okusa posebice je pozeljna u proizvodima poput jogurta i sira (Kongo, 2013;
Griffiths 1 Tellez, 2013). Zahvaljuju¢i njihovom antimikrobnom djelovanju kojeg postizu
zakiseljavanjem mlijeka na pH<4 putem proizvodnje mlijecne, octene i propionske kiseline,
mlijeko postaje nepovoljan medij za rast i razmnozavanje patogenih mikroorganizama koji su

¢esti uzroc¢nici kvarenja hrane te pojava bolesti kod ljudi.

2.3.1. Postupci pripreme BMK

Zbog siroke upotrebe BMK bilo kao starter kultura u prehrambenoj industriji, probiotika
ili kao adsorbenta mikotoksina, stalno se traze postupci pripreme najprihvatljivijeg oblika
stanica BMK za transport i njihovu primjenu. Cilj takvih postupaka je dobiti optimalnu
formulaciju stanica BMK kako bi se osigurala sigurnost hrane i/ili hrane za zivotinje bez Stetnih
ucinaka na ljude i Zivotinje. Razni postupci pripreme bakterija ukljucuju: vlaznu biomasu (Zive
stanice bakterija); inaktiviranu biomasu (mrtve stanice) biomasa tretirana visokom
temperaturom 1ili kiselinom; liofilizirane bakterije; mikroinkapsulirane stanice, a u novije

vrijeme 1 primjenu zelene tehnologije (3D printanje za dobivanje npr. probiotic¢kih pasti).

2.3.1.1. Mikroinkapsulacija

Mikroinkapsulacija je proces oblaganja ¢vrstih Cestica, kapljica tekucine ili plinova sa
polimerima ¢ime nastaju mikroinkapsulati sferi¢nog oblika. Neke od bioaktivnih komponenata
koje se u prehrambenoj industriji najces¢e inkapsuliraju su: polifenoli, aditivi, enzimi,
stabilizatori te bakterije. Materijali koji se koriste za njihovo oblaganje moraju biti inertni te
stabilizirati 1 kontrolirati otpuStanje inkapsuliranih komponenata pri odredenim uvjetima.
Polimeri kao $to su gume, ugljikohidrati, masti, proteini i celuloze najcesce se koriste kao
materijali za oblaganje. Prilikom odabira materijala u obzir je potrebno uzeti svojstva poput
veli¢ine 1 oblika mikroinkapsulata, permeabilnosti, kemijskih svojstava te sposobnost
razgradnje. Na otpustanje inkapsuliranih sastojaka utjecu pH, temperatura, enzimska aktivnost,
vrijeme, itd. Neke od tehnika mikroinkapsulacije su: suSenje rasprSivanjem, liofilizacija,
fluidizacija, ekstruzija, koakcervacija, inkluzija te geliranje. Primjena mikroinkapsulacije
donosi brojne benefite kao Sto su: imobilizacija enzima 1 bakterija, zaStita od visokih
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temperatura, UV zraCenja 1 oksidacije, maskiranje nepozeljnih okusa i mirisa te produljenje

roka trajanja (Jyothi i sur., 2012; Nazzaro i sur., 2012).

Jedna od cestih primjena mikroinkapsulacije u prehrambenoj tehnologiji jest
inkapsulacija BMK. Prilikom mikroinkapsulacije BMK najvaznije je odabrati adekvatan
materijal za njihovo oblaganje kako bi bakterijske stanice ostale zive te kako bi se kasnije
prolaskom kroz gastrointestinalni (GI) trakt mogle progresivno otpustati kroz polupropusnu
membranu polimera koji ih oblaze. Mikroinkapsulacija omogucava prezivljavanje BMK u
kiselim uvjetima zeluca te njithovo otpustanje u crijevima. Svojstva kapsula koja utjecu na
vitalnost bakterijskih stanica su: pocetni broj stanica i soj bakterije, vrsta 1 koncentracija
materijala upotrjebljenog za oblaganje te veli¢ina Cestica (Chen i sur., 2005). Alginat, kitozan,
pektin, Skrob te proteini sirutke jedni su od najcesce koriStenih polimera za oblaganje stanica
BMK. Navedeni polimeri se prilikom oblaganja mogu koristiti individualno ili u kombinaciji
tvoreci viSeslojne mikroinkapsulate koji imaju vecu otpornost na kisik te nize pH vrijednosti
(Nazzaro i sur., 2012). U laboratorijskoj primjeni, za mikroinkapsulaciju BMK, naj¢esce se
koriste alginati, upravo zbog jednostavnosti 1 brzine pripreme takvih kapsula, koja ukljucuje
mijeSanje suspenzije bakterijskih stanica (dobivene centrifugiranjem) u otopini alginata.
Priprema alginatnih kapsula u kalcijevom kloridu vrlo je pogodna za inkapsuliranje osjetljivih
materijala poput BMK zbog netoksi¢nosti alginata, odrZzavanja vitalnosti bakterijskih stanica,
formiranja Cvrstih kapsula visoke mehani¢ke stabilnosti te lakSeg i1 brZzeg otpustanja
inkapsuliranih bakterija sekvestracijom iona kalcija (Kailasapathy K, 2002; Shah i Ravula,
2000; Sheu i sur., 1993).

2.3.2. Uklanjanje mikotoksina djelovanjem BMK

Jedan od potencijalnih na¢ina smanjenja biodostupnosti mikotoksina u hrani je upravo
djelovanjem BMK, §to potvrduju i dosad provedena istrazivanja (Haskard 1 sur., 2001). Neki
od mehanizama kojim BMK utjecu na biodostupnost mikotoksina ukljucuju inhibiciju rasta
toksikotvornih plijesni zakiseljavanjem medija putem proizvodnje organskih kiselina te vezanje
mikotoksina za stani¢nu stijenku bakterija. Faktori koji utjeCu na sposobnost adhezije
mikotoksina za stani¢nu stijenku su: vrsta medija, koncentracija mikotoksina, ukupan broj
bakterijskih stanica, pH, temperatura inkubacije te koristi li se bakterijska biomasa od zivih ili
mrtvih stanica. Provedenim istrazivanjima utvrdeno je da se koristenje bakterijske biomase od

mrtvih stanica pokazalo ucinkovitije u uklanjanju mikotoksina. Adhezija mikotoksina postize
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se zahvaljuju¢i hidrofobnosti stanic¢ne stijenke metabolicki neaktivnih stanica, koja se postize
toplinskim tretmanom (Kuhari¢ i sur., 2018; Haskard i sur., 2001; Haskard i sur., 2000;).
Primjena toplinskog tretmana znacajno utjeCe na integritet tj. strukturu stani¢ne stijenke
prilikom ¢ega dolazi do pucanja glikozidnih veza u polisaharidima te amidnih veza u proteinima
¢ime je omoguceno vezanje mikotoksina (Haskard i sur., 2001). Kod Zivih bakterijskih stanica
povrsina je uglavnom hidrofilna, medutim prisutnost hidrofobnih dzepova takoder omogucava
vezanje manjih koli¢ina mikotoksina za stani¢nu stijenku (Haskard i sur., 2001). Kuhari¢ i sur.
(2018) svojim su istrazivanjem dokazali da prirodno prisutne BMK u kravljem mlijeku imaju
sposobnost vezanja metabolita AFM;. Takoder, provedenim istrazivanjem uoceno je da vecu
sposobnost vezanja miktoksina pokazuju mrtve bakterijske stanice. lonska izmjena, hidrofobne
interakcije te kompleksacija odgovorne su za vezanje mikotoksina za stani¢nu stijenku BMK
(Afshar 1 sur., 2020; Ben Taheur i sur., 2017; Dalie i sur., 2010). Osim hidrofobnosti stani¢ne
stijenke, na vezanje mikotoksina takoder utjeCe 1 struktura stani¢ne stijenke koja je gradena od
viSeslojnog peptidoglikanskog sloja koji okruzuje citoplazmatsku membranu, a sastoji se od
proteina, polisaharida te teihoi¢ne kiseline (Chapot - Chartier i Kulakauskas, 2014). Neka
istrazivanja su pokazala da do vezanja mikotoksina sa BMK dolazi tijekom prvih nekoliko
minuta njihovog kontakta, stoga dulje vrijeme inkubacije nece rezultirati sa ve¢im stupnjem
vezanja, a posljedi¢no niti dekontaminacija nece biti veca tijekom duljeg perioda izlaganja
(Muaz 1 sur., 2021). Jedno od istrazivanja koje potvrduje navedenu tezu je ono Bovoa 1 sur.
(2013) u kojem su biomase bakterija koje su Cinile Zive odnosno mrtve stanice BMK pokazale

jednaku sposobnost vezanja AFM| nakon tretmana 15 min i nakon tretmana 24 sata.

2.4. METODE ZA ODREDIVANJE MIKOTOKSINA

Analiticke metode koje se koriste za detekciju mikotoksina mogu se podijeliti na
kromatografske i imunoloSke metode. Neke od najcesce koristenih kromatografskih metoda su:
tankoslojna kromatografija (TLC - eng. Thin Layer Chromatography), tekucinska
kromatografija visoke djelotvornostt (HPLC - eng. High Performance Liquid
Chromatography), tekulinska kromatografija (LC - eng. Liquid Chromatography) u
kombinaciji sa fluorescentnim detektorom ili masenim spektrometrom (LC - MS). Od
imunoloSkih metoda, u detekciji OTA svoju primjenu su pronasle: ELISA, radioimunotest (RIA
- eng. Radioimunnoassay), kemiluminiscentna imunometoda (CLIA), fluorescentna

imunometoda (FTA) te imunosenzori (biosenzori).
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2.4.1. UHPLC - MS/MS metoda

Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UHPLC, eng. Ultra - high
performance liquid chromatography) danas se smatra najpopularnijom analitickom tehnikom
za odredivanje rezidua i ostataka kontaminanata u hrani. U kombinaciji sa masenom

spektrometrijom (MS) vrlo Cesto se primjenjuje za detekciju mikotoksina u hrani.

Vrlo Cesta primjena UHPLC - MS/MS metode lezi u vrlo visokoj osjetljivosti i
selektivnosti same metode koju mikotoksini zahtijevaju, s obzirom da se u hrani obi¢no
pojavljuyju u vrlo niskim koncentracijama. Takoder, ova metoda omogucava
multimikotoksinsku analizu, odnosno njome je moguce detektirati Siroki raspon mikotoksina 1
njihovih metabolita, za razliku od HPLC - a u kombinaciji sa UV ili fluorescentnim detektorom
koji omogucava detekciju samo jedne skupine miktoksina. Istovremena moguénost detekcije
nekoliko razli¢itih vrsta komponenata prikazana je u istrazivanju Mola i sur. (2008) u kojem je
primjena UHPLC — MS/MS sustava omogucila detekciju 170 razli¢itih vrsta spojeva u
vremenskom periodu od 20 minuta. Kod UHPLC - a koriste se C18 kolone koje u usporedbi sa
C8 kolonama pokazuju veéu ucinkovitost odvajanja mikotoksina (Ren i sur., 2007). Kao
mobilna faza koristi se smjesa vodene otopine i organskog otapala, a naj¢escée se koriste metanol
ili acetonitril. Mravlja ili octena kiselina te amonijev format i amonijev acetat najceSce se
upotrebljavaju kao modifikatori mobilne faze, koji poboljSavaju oblik kromatografskog pika,
povecavaju koli¢ine iona te suzbijaju natrijeve adukte (Al - Taher i sur., 2013; Fang i sur., 2013).
Obzirom da UHPLC proizvodi vrlo uske pikove (1 - 3 s), MS analizatori koji se upotrebljavaju
u kombinaciji sa UHPLC - om moraju biti vrlo brzi i osjetljivi kako bi se mogao odrediti veliki
broj analita niskih koncentracija u vrlo kratkom vremenu. Danas se sve ¢eS¢e javlja trend
kombiniranja UHPLC - a sa nekoliko MS analizatora kako bi se omogucilo istovremeno
odredivanje nekoliko desetaka razliCitih vrsta kontaminanata. Kod UHPLC sustava
upotrebljavaju se Cestice veliine manje od 2 mm ¢ime se postize bolja rezolucija te oStrina
pikova (Narwate 1 sur., 2014). Maseni spektrofotometar sastoji se od izvora iona te analizatora
mase koji navedene ione razdvaja prema njihovom omjeru mase i naboja (m/z). Prednost MS -
MS detektora lezi u vecoj osjetljivosti koja omogucava detektiranje vrlo niskih koncentracija

analita.

Brojna istraZivanja su kroz godine potvrdila vrlo visoku efikasnost navedene metode za
analizu mikotoksina u namirnicama poput mlijeka, Caja, kave te raznih sjemenki 1 Zitarica.

Jedno od novijih istraZivanja je ono Manizana 1 sur. (2018) kojim je dokazano da je primjena
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UHPLC - MS/MS metode omogucila detekciju 77 razli¢itih skupina mikotoksina u
proizvodima od kukuruza, rize te kikirikija. Osim u detekciji mikotoksina, ova se metoda ¢esto
upotrebljava za detekciju lijekova poput antibiotika, antidepresiva te analgetika, za detekciju

veterinarskih lijekova te rezidua pesticida u hrani (Rathod i sur., 2019; Frenich 1 sur., 2014).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Mikroorganizmi

Kako bi se ispitao utjecaj bakterija mlije¢ne kiseline na biodostupnost OTA iz umjetno
kontaminirane domace, suhe kobasice u simuliranim uvjetima GI trakta, koriSteni su sojevi
bakterija Lactiplantibacillus plantarum K, (izoliran iz domacéeg kulena) 1 Lactiplantibacillus
plantarum A (humanog podrijetla) dobiveni iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opéu
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica, Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta, Sveucilista

u Zagrebu. Bakterijski sojevi ¢uvaju se na -20 °C u MRS bujonu s 30 % (v/v) glicerola.

3.1.2. Hranjive podloge

U tablici 4 prikazan je sastav hranjivih podloga koriStenih tijekom provedbe ovog

pokusa.

Tablica 4. Sastav hranjivih podloga

HRANJIVE PODLOGE SASTOJCI KOLICINA (g/L)
pepton 10,0
govedi ekstrakt 10,0
ekstrakt kvasca 5,0
glukoza 20,0
dinatrijev hidrogenfosfat 2,0
MRS agar natrijev acetat 5,0
amonijev citrat 2,0
magnezijev sulfat 0,2
manganov sulfat 0,05
agar 15,0
Tween 80 1,0
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Tablica 4. Sastav hranjivih podloga — nastavak
pepton
govedi ekstrakt
ekstrakt kvasca
glukoza
MRS bujon dinatrijev hidrogenfosfat
natrijev acetat
amonijev citrat
magnezijev sulfat
manganov sulfat

Tween 80

10,0
10,0
5,0
20,0
2,0
5,0
2,0
0,2
0,05
1,0

pH vrijednost MRS agara iznosi 6,5 te je steriliziran pri 121 °C, 15 min. Sterilizacija

MRS bujona takoder je provedena pri 121 °C, 15 min.

3.1.3. Kemikalije

e Acetonitril, HPLC grade

e Alginat (Merck, Darmstadt, Njemacka)

® Amonij acetat, (za masenu spektrometriju)
e Kalcijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e Kalijjev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e KCIp.a.

e KH>POy4, p. a.

e Klorovodi¢na kiselina (Carlo Erba Reagents GmbH, Emmendingen, Njemacka)

e Metanol (Carlo Erba Reagents GmbH, Emmendingen, Njemacka)
e Metanol, p.a. i HPLC grade

e Mononatrijev fosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Mravlja kiselina, p. a. (za masenu spektrometriju)

e NaHPOq4

e NaCl, p. a.

e Natrijev acetat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
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e Natrijev citrat dihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e Natrijev klorid (J.T. Bakrer, Phillipsburg, NY, SAD)
e Natrijev sulfat (Gram - mol, Zagreb, Hrvatska)

e Octena kiselina, p. a. (za masenu spektrometriju)

e Tween 20

e Ultracista voda

e Urea (Alkaloid, Skopje, Makedonija)

3.1.4. Mikotoksin

Standard OTA:

e OTA u obliku kristali¢a (Trilogy Analytical Laboratory, Washington, SAD)

3.1.5. Pribor i aparatura

e Adapter/spremnik za imunoafinitetne kolonice - Reservoir tank (Agilent)
e Analiticka vaga (Sartorius, Njemacka)

e Autoklav (Sutjeska, Srbija)

e Automatske pipete (100 - 1000 uL) (Eppendorf, Njemacka)

e Bunsenov plamenik

e Centrifuga

e Centrifuga Z206A (Hermle Labortechnik GmbH, Njemacka)

e Centrifuga Z446K (Hermle Labortechnik GmbH, Njemacka)

e Cepovi za vijale

e Erlenmeyerove tikvice (300-500 mL)

e Falkonove epruvete (151 50 mL)

e HPLC (Infinity 1260, Agilent ); maseni detekor (QQQ 6410, Agilent)
¢ Imunoafinitetne kolonice AFLAOCHRAPREP® (R - BIOPHARM)
e Jednokanalne pipete, 10 — 5000 pL.

¢ Kolona: Gemini, 150 x 4.6 mm, 5 um, Phenomenex
e Konusne epruvete, PTFE, sa ¢epom na navoj, volumena 50 mL

e Laboratorijska vaga (Sartorius, Njemacka)



e Laboratorijske ¢aSe (50 - 300 mL)

e LCMS

e Magnetska mjesalica, Lab Stir (Gilson, Middleton, WI, SAD)
e Menzure, 50 — 1000 mL

e Mikrobioloske epruvete

e Petrijeve zdjelice (¢ 10 cm)

o pH-metar MP220 (Mettler Toledo, Svicarska)

e Predkolona: SecurityGuard™ Cartridges, Gemini® C18 4 x 3.0 mm ID
e Staklene epruvete za jednokratnu uporabu, volumena 10 mL

e Stapiéi po Drigalskom

« Stapni mikser

e Uredaj za pro¢iS¢avanje — Vacuum manifold

e Vibromikser, V-1 plus (Biosan, Riga, Latvija)

e Vijali za HPLC, volumena 3 mL, sa i bez inserata

¢ Vodena kupelj (Inkolab, Hrvatska)

e Zlicice

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema stock otopine okratoksina A

Stock otopina OTA pripremljena je otapanjem 1 pg kristalica OTA u 5 mL metanola.

3.2.2. Uzgoj bakterija mlijecne kiseline

Bakterije mlijecne kiseline L. plantarum Ki 1 L. plantarum A revitalizirane su
nacjepljivanjem u 5 mL MRS bujona i inkubiranjem na 37 °C tijekom 24 sata. Nakon inkubacije
1 vidljivog porasta biomase, 0,5 mL svake kulture precijepljeno je u 9 epruveta s 5 mL MRS

bujona (ukupno 18 epruveta) te su potom inkubirane na 37 °C tijekom 24 sata.
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3.2.3. Priprema biomase zivih i mrtvih stanica bakterija mlije¢ne kiseline

Nakon preko no¢nog uzgoja u MRS bujonu, bakterijske stanice svakog soja su
centrifugiranjem pri 6000 okretaja/min u trajanju od 10 min izdvojene iz bujona. Supernatant
je izdvojen, a istaloZzene stanice su resuspendirane u 9 mL sterilne vode te je postupak
centrifugiranja i ispiranja sa sterilnom vodom ponovljen ukupno tri puta. Nakon toga suspenzije
BMK su podijeljene u dvije skupine — prvu skupinu su Cinile zive, ne tretirane stanice, dok su

drugu skupinu Cinile stanice termicki tretirane u vodenoj kupelji na 100 °C tijekom 60 min.

3.2.3.1. Neizravno odredivanje broja Zivih stanica

Iz suspenzija bakterijskih stanica nacinjene su serije decimalnih razrjedenja kako bi se
indirektnom metodom nacjepljivanja poznatog volumena suspenzija (100 pL) na cvrstu
podlogu (MRS agar) odredio broj Zivih stanica bakterija mlije¢ne kiseline. Kolonije porasle na
¢vrstoj podlozi predstavljaju stvaran broj zivih stanica, a dobivene vrijednosti izrazene su kao
CFU vrijednost (eng. Colony Forming Units). Broj zivih stanica bakterija mlijecne kiseline

izraCunat je prema jednadzbi (1), a rezultati su prikazani u tablici 5.

broj poraslih kolonija (N
CFU = jp ja (N)

" upotrebljeni volumen uzorka (mL)

X recipro¢na (obratna) vrijednost razrjedenja (1)

3.2.4. Mikroinkapsulacija stanica bakterija mlijecne kiseline

U prethodno pripremljene biomase zivih odnosno mrtvih bakterijskih stanica oba
bakterijska soja dodano je po 15 mL otopljenog natrijevog alginata (2 %) 1 dobro
homogenizirano. Pomocu S$price volumena 10 mL postupno su dodavane u alginatu
suspendirane bakterijske stanice u 150 mL 3 % - tne otopine kalcijevog klorida uz mijeSanje na
magnetskoj mjesalici, ¢ime su formirani mikroinkapsulati (slika 3). Formirani mikroinkapsulati
su potom ostavljeni 30 minuta u otopini kalcijevog klorida kako bi o¢vrsnuli, nakon ¢ega su
ostavljeni da se posuse na zraku (slika 4). Ukupno su pripremljene 4 razliCite vrste
mikroinkapsulata: dvije su sadrzavale zive stanice sojeva L. plantarum Ki i Az, a druge dvije

mrtve (termicki tretirane) stanice navedenih kultura.
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Slika 4. SuSenje mikrokapsula na zraku (vlastita fotografija)
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3.2.4.1. Neizravno odredivanje broja Zivih stanica u mikroinkapusulatima

Kako bi se odredio broj Zivih mikroinkapsuliranih bakterijskih stanica, odvagano je 2 g
formiranih mikroinkapsulata te su otopljeni u 60 mL 2 % - tne otopine natrijevog citrata uz
mijesanje na magnetskoj mijesalici u trajanju od 30 minuta. Iz dobivene suspenzije nacinjena
su decimalna razrjedenja koja su nacijepljena na ¢vrstu podlogu (MRS agar). Kolonije porasle
na ¢vrstoj podlozi predstavljaju ukupan broj Zivih bakterijskih stanica (tablica 5), dok u
Petrijevim zdjelicama s MRS agarima na koje su nacijepljene mrtve (termicki tretirane) stanice

oba bakterijska soja, nije doslo do njihovog rasta.

Svi pokusi napravljeni su u duplikatu.

Tablica 5. Broj zivih stanica BMK u uzorcima vlazne biomase 1 u mikrokapsuliranom obliku
izrazen u CFU/mL, odnosno CFU/g

UZORAK Koncentracija

Vlazna biomasa BMK
L. plantarum K, 7,7 x 108 CFU/mL
L. plantarum A 5,1 x 108 CFU/mL
Mikroinkapsulirani oblik BMK
L. plantarum K, 9,9 x 10’ CFU/g
L. plantarum A 1,74 x 108 CFU/g

3.2.5. Priprema otopina za simulirane uvjete gastrointestinalnog trakta

Uvjeti gastrointestinalnog trakta simulirani su u in vitro modelu probavnog sustava

prema Kabak i sur. (2009), a odgovarajuce otopine pripremljene su prema Marques i sur. (2011).

3.2.5.1. Priprema simulirane otopine usne supljine

Prirodni uvjeti usne Supljine simulirani su pripremom otopine sastava (g/L): KCl
0,1789, NaH>PO4 0,1776, NaxSO4 0,336, NaHCO3 0,336, CO(NHz)2 0,0396. pH vrijednost

pripremljene otopine podeSena je na 6,8 + 0,5 pomocu koncentrirane klorovodi¢ne kiseline.
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3.2.5.2. Priprema simulirane otopine Zelucanog soka

Prirodni uvjeti Zeluca simulirani su otapanjem pepsina (3 g/L) u otopini sastava (g/L):
NaCl 3,6, KC1 0,3578, NaH2PO4 0,3550, NaxSO4 0,672, NaHCO3 0,672, CO(NH2)2 0,0792. pH
vrijednost pripremljene otopine podesena je na 3,0 + 0,5 pomocu koncentrirane klorovodi¢ne

kiseline.

3.2.5.3. Priprema simulirane otopine tankog crijeva

Prirodni uvjeti crijeva simulirani su otapanjem pankreatina (1 g/L) i zu¢nih soli (3,0
g/L) u otopini sastava (g/L): NaCl 3,6, KCI1 0,3578, NaH>PO4 0,355, Na;S04 0,672, NaHCO3
0,672, CO(NH2)2 0,0792. pH vrijednost pripremljene otopine iznosila je 6,5 £ 0,5.

3.2.6. Priprema matriksa

Pomocu Stapnog miksera samljeveno je 50 g susene kobasice dobavljene s domaceg
gospodarstva iz okolice Zagreba. Potom je u zasebnim staklenim laboratorijskim ¢aSama
odvagano po 4,5 g samljevene kobasice te je svaki uzorak kontaminiran stock otopinom OTA
do kona¢ne koncentracije 40 pg/kg. Nakon dodatka OTA, sadrzaj u ¢asama je dodatno

homogeniziran pomoc¢u Stapnog miksera te potom prebacen u zasebne Falkonove epruvete.

U prethodno oznacene Falkonove epruvete s kontaminiranim uzorcima kobasica, dodani
su sojevi BMK L. plantarum Ki 1 L. plantarum A3 u obliku: vlazne biomase (Zive stanice u
koncentraciji 108 CFU/g kobasice); inaktivirane biomase (mrtve stanice u koncentraciji 0,2
mg/g kobasice), odnosno u mikroinkapsuliranom obliku koji je sadrZzavao Zive stanice u

koncentraciji 107 do 10® CFU/g kobasice te 0,2 mg/g kobasice inaktivirane biomase.

Oznaka 1 opis uzoraka je naveden u tablici 6.
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Tablica 6. Oznake 1 opis uzoraka kobasice kontaminirane s OTA 1 tretirane bakterijama

mlijecne kiseline

UZORAK OPIS UZORKA

o 0 N SN Ut A W -

ke
N SN O A W= O

18

M+OTA+K,(2)
M+OTA+K(m)
M+OTA+K,(2k)
M+OTA+K(mk)
M+OTA+Ax(2)
M+OTA+Ax(m)
M+OTA+A(2k)
M+OTA+Ax(mk)
Ki()+OTA
Ki(m)+OTA
Ki(2k)+OTA
Ki(mk)+OTA
Ax(2)+OTA
Ax(m)+OTA
As(k)+OTA
Ax(mk)+OTA
M+OTA
M

M — matriks; Ki/Az (z) — Ki/A: Zive bakterijske stanice; Ki/Az (zk) — Ki/Az kapsule sa zivim stanicama; Ki/A;
(m) — Ki/A; mrtve bakterijske stanice; Ki/A> (mk) — Ki/A; kapsule sa mrtvim stanicama

3.2.7. Simulacija in vitro modela GI trakta

Kako bi se ispitao utjecaj odabranih kultura BMK na biodostupnost OTA u

kontaminiranoj suSenoj kobasici tijekom izlaganja simuliranim uvjetima GI trakta, u Falkonovu

epruvetu s kontaminiranim uzorkom kobasice (4,5 g), dodano je najprije 6 mL simulirane

otopine usne Supljine. Potom je nakon 30 sekundi zadrzavanja u simuliranim uvjetima sline,

dodano 12 mL simulirane otopine Zelu¢anog soka te su tako pripremljene Falkonove epruvete

stavljene na tresilicu na 2 sata pri 37 °C uz vrtnju od 120 rpm. Nakon 2 sata, u svaki uzorak je

dodano 20 mL simulirane otopine tankog crijevna te su takvi uzorci ponovno stavljeni na

tresilicu u iste uvjete na 2 sata (slika 5).
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Slika 5. Simulacija uvjeta gastrointestinalnog trakta (vlastita fotografija)

Po zavrSetku simulacije uvjeta GI trakta, svi uzorci su centrifugirani na 6000 o/min tijekom 5
minuta kako bi se odvojio supernatant. Sakupljeni uzorci su stavljeni na led do provedbe

odredivanja koncentracije OTA UHPLC - MS/MS metodom.

Postupak in vitro modela za odredivanje biodostupnosti OTA u simuliranim uvjetima GI trakta

prikazan je na slici 6.
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4,5 g kontaminiranog matriksa +
BMK 107/10% CFU/mL, odnosno
CFU/g

J

6 mL simulirane otopine

sline
l 30 sec

12 mL simulirane otopine
zelucanog soka

20 mL simulirane otopine
tankog crijeva

J

LLE

Centrifugiranje 6000 o/min

I (o

Supernatant

J

Biodostupnost OTA

USNA
SUPLJINA

TANKO
CRIJEVO

Slika 6. Shematski prikaz provedbe in vitro modela probave za odredivanje biodostupnosti

OTA
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3.2.8. UHPLC - MS/MS metoda

3.2.8.1. Priprema otopina

Priprema 5M otopine amonijevog acetata

Za pripremu 5M otopine amonijevog acetata otopljeno je 3,85 g amonijevog acetata u

10 mL ultraciste vode.

Priprema mobilnih faza A i B

Za pripremu mobilne faze A pomijesano je 900 mL ultraciste vode i 100 mL metanola
(HPLC grade). Zatim je pomocu pipete oduzeto 11 mL navedene otopine te je dodano 10 octene

kiseline 1 5 mL 5M amonijevog acetata.

Za pripremu mobilne faze B pomijesano je 970 mL metanola (HPLC Ccistoce) i 30 ml
ultraciste vode. Zatim je pomocu pipete oduzeto 11 mL pripremljene otopine te je dodano 10

mL octene kiseline i 1 mL 5M amonijevog acetata.

Priprema 80 % - tne otopine metanola

80 % - tna otopina metanola pripremljena je mijeSanjem metanola i deionizirane vode u

omjeru 80:20.

Priprema 0,1 % Tween 20 u PBS

U 900 mL deionizirane vode otopljeno je 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g KH2PO4i 1,16 g
Na2HPOs. pH vrijednost je pomoc¢u 1M otopine NaOH podesena na 7,4. Potom je dodan 1 mL
Tween 20 te je deioniziranom vodom napunjeno do 1000 mL.

Priprema PBS - a
U 900 mL deionizirane vode otopljeno je 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g KH2PO41i 1,16 g
Na;HPOs. pH vrijednost otopine je pomo¢u 1M otopine NaOH podeSena na 7.4 te je

deioniziranom vodom napunjeno do 1000 mL.
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Provedba UHPLC - MS/MS metode

U tikvici volumena 100 mL razrijedeno je 12 mL supernatanta sa 60 mL 0,1 % Tween u
PBS te je otopina uzorka lagano promijeSana. Potom je 48 mL otopine uzorka aplicirano na
imunoafinitetnu kolonicu pomocu pipete i adaptera. Kolonica je potom isprana sa 20 mL PBS
- a te je nakon ispiranja osuSena primjenom vakuuma. Zatim je kolonica eluirana sa 1mL
metanola (HPLC grade), a dobiveni eluat je jo$ tri puta propusten kroz kolonicu uz povratno
ispiranje. Potom je na kolonicu dodan 1 mL ultradiste vode te je ponovno primijenjeno susenje
vakuumom. Na kraju su uzorci vortexirani i stavljeni u vijale za HPLC. Parametri analize

prikazani su u tablicama 7 i 8.

Tablica 7. Parametri analize

Trajanje analize 22 min ‘
Temperatura 25°C
Protok mobilne faze 1 mL/min
Pocetni tlak 115 bar
Capillary current 42 nA
Izvor ESI
Delta EMV 500

Tablica 8. Parametri izvora

Parametar + -
Temperatura plina 350 350
O

Protok plina (L/min) 12 12
Nebulizer (L) 20 20
Capillaray 2000 4000
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Za kvalitativno odredivanje prisutnosti okratoksina A u uzorcima koristena je UHPLC/MS -
MS metoda, a parametri validacije koeficijent korelacije, limit detekcije i limita kvantifikacije

te iskorisStenje prikazani su u tablici 9.

Tablica 9. Parametri validacije metode

Parametar Rezultat ‘
Granica detekcije (LOD) 0,18 ng/kg
Granica kvantifikacije (LOQ) 0,59 pg/kg

30



4. REZULTATI I RASPRAVA

Budu¢i da mikotoksini kontaminiraju brojne namirnice biljnog i Zivotinjskog podrijetla,
konzumacija hrane kontaminirane OTA mogla bi biti velika prijetnja zdravlju ljudi i Zivotinja.
Medutim, koli¢ina mikotoksina koja se hranom unese u organizam ne odrazava uvijek koli¢inu
ovog spoja koji je dostupan za ispoljavanje svog toksi¢nog djelovanja u ciljanom organu u
tijelu, buducéi da ¢e samo dio progutanog spoja biti bioraspoloziv. Bioraspolozivost mikotoksina
predstavlja dio progutanog mikotoksina, u odredenoj matrici hrane, koji dospijeva u sistemsku
cirkulaciju i distribuira se po cijelom tijelu kako bi ispoljio svoj toksi¢ni u¢inak. Zapravo, oralna
bioraspolozivost sastoji se od tri razliita 1 uzastopna procesa (Gonzdlez - Arias i sur., 2013;
Brandon i sur., 2006.):

a) otpustanje mikotoksina iz matrice hrane tijekom probave u GI traktu. U ovom koraku mjeri
se biodostupni mikotoksin.

b) apsorpcija biodostupnog mikotoksina kroz intestinalne epitelne stanice GI trakta, pri c¢emu
se mikotoksin transportira u krvotok (ili limfu).

¢) metabolizam mikotoksina prije dospjevanja u sistemsku cirkulaciju (tj. biotransformacija i

izlu¢ivanje crijevnim epitelom ili jetrom), tzv. efekt prvog prolaza.

lako je za sada biodostupnost mikotoksina odredena samo u in vitro sustavima, postala
je vazna jer predstavlja koli¢inu mikotoksina koja moZze dospjeti u krv nakon apsorpcije u
tankom crijevu 1 doprinijeti toksi¢noj izloZenosti organizma. Nakon gutanja hrane, toksin se
moze djelomicno ili potpuno osloboditi iz matrice (hrane) tijekom probave u GI traktu, a ta
biodostupna frakcija mikotoksina dostupna je za transport kroz crijevni epitel. Medutim,
poznato je da gastrointestinalni trakt predstavlja prvu barijeru kod imunoloSke obrane
organizma od Stetnih tvari pa tako 1 OTA - e. U GI traktu u obrani organizma od djelovanja
toksina sudjeluju brojni mikroorganizmi koji ¢ine crijevnu mikrofloru, koji svojim djelovanjem
u odredenim koli¢inama mogu smanjiti Stetni utjecaj mikotoksina. Medutim djelovanje
mehanizama prisutne mikroflore nije dovoljno kako bi se u ve¢oj mjeri sprijecio negativan
utjecaj toksina na ljudsko zdravlje stoga je potrebno uvesti dodatne metode koje ¢e pridonijeti
smanjenju biodostupnosti OTA u GI traktu. Primjena BMK pokazala se djelotvornom za
smanjenje koncentracije OTA u brojnim namirnicama kao $to su mlijeko i mlije¢ni proizvodi
dekontaminaciji mikotoksina mogao bi biti usmjeren na koriStenje funkcionalne hrane koja

sadrZi korisne mikroorganizme, koji mogu vezati OTA u ljudskom GI traktu.
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Stoga je u ovom radu ispitan utjecaj dva soja bakterija mlijeCne kiseline
Lactiplantibacillus plantarum (K1) 1 Lactiplantibacillus plantarum (Az) na biodostupnost OTA
iz umjetno kontaminirane domace kobasice s OTA koncentracije od 40 pg/kg u simuliranim
uvjetima GI trakta. Tijekom provedbe eksperimenata osim odredivanja biodostupnosti OTA iz
prehrambenog matriksa (kobasice), u simuliranim uvjetima GI trakta odredena je i

biodostupnost OTA iz uzorka bez dodanog matriksa, a samo s dodatkom BMK.

Rezultati istrazivanja prikazani su na slikama 7 - 13 te u tablici 10. Zbog visoke
osjetljivosti, za kvalitativno odredivanje prisutnosti okratoksina A u uzorcima koriStena je
UHPLC/MS - MS metoda, a primjeri razvijenih kromatograma su prikazani na slikama 7 — 9.
U tablici 10 su prikazane dostupne koncentracije OTA nakon tretiranja uzoraka (BMK + OTA

1 matriks + BMK + OTA) u simuliranim uvjetima GI trakta.
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103 |Cpd 5 OTA: +ES| MRM Frag=130.0v CID@25.0 (404.0 -> 239.0) U17.d
: 13.841

|

%103 |Cpd 5 OTA: +ES| MRM Frag=130.0v CID@10.0 (404.0 -» 357.9) U17.d
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Slika 7. Primjer UHPLC - MS/MS kromatograma tijekom odredivanja koncentracije OTA u
uzorku s matriksom i OTA u koncentraciji 40 pg/kg (U17 (M+OTA))
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Slika 8. Primjer UHPLC - MS/MS kromatograma tijekom odredivanja koncentracije OTA u

uzorku s matriksom i1 dodatkom Zivih stanica L. plantarum K; 1 OTA u koncentraciji 40 ng/kg
(M + OTA + Ki(2))
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Slika 9. Primjer UHPLC - MS/MS kromatograma tijekom odredivanja koncentracije OTA u
uzorku s dodatkom Zivih stanica L. plantarum K 1 OTA u koncentraciji 40 pg/kg
(Ki(2)+OTA)

Iz prikazanih primjera kromatograma vidljivo je da postoje razlike u pikovima za OTA
izmedu uzoraka u kojima je dodan matriks (slika 7 1 8) 1 izmedu uzoraka u kojima su dodane
zive stanice BMK (slika 8 1 9). U oba slucaja vidljivo je da je najmanji pik za OTA dobiven u

uzorcima u kojima su i matriks i BMK.

35



Da bi se BMK koristile kao starter kulture ili kao probiotici potrebno je provesti njihovu
karakterizaciju koja ukljucuje tehnoloske, selekcijske, funkcionalne i sigurnosne kriterije. Kako
je jedno od funkcionalnih svojstava BMK vezanje mikotoksina, u ovom radu ispitana je
sposobnost sojeva BMK L. plantrum K 1 L. plantarum A> da vezu OTA 1 na taj na¢in smanje
dostupnost OTA za apsorpciju u gastrointestinalnom traktu, a rezultati su prikazani u tablici

10 i na slikama 10 i 11. Postotak vezanog OTA izracunat je prema jednadzbi (2).

% — tak vezanog OTA = 100 — 100 )

40 pg/kg

Tablica 10. Koncentracije OTA u uzorcima sa i bez dodanog matriksa 1 u prisutnosti razlicitih
formulacija BMK dobivene provedbom UHPLC-MS/MS analize

1 (M+OTA+ Ki(2)) 17,98
2 (M+OTA+ Ki(m)) 11,20
3 (M+OTA+ Ky(2k)) 10,76
4 (M+OTA+ Ki(mk)) 7,56
5 (M+OTA+Ax(2)) 27,00
6 (M+OTA+Az(m)) 27,58
7 (M+OTA+A2(ZK)) 25,80
8 (M+OTA+A(mk)) 12,36
9 (Ki(2)+OTA) 27,12
10 (Ki(m)+OTA) 11,22
11 (Ki(2k)+OTA) 6,48
12 (Ki(mk)+OTA) 2,92
13 (A2(2)+OTA) 8,60
14 (A2(m)+OTA) 13,76
15 (A2(Zk)+OTA) 9,44
16 (A2(mk)+OTA) 10,28
17 (M+OTA) 34,56
18 (M) <0,18

M — matriks; Ki/A; (z) — Ki/A; Zive bakterijske stanice; Ki/A» (zk) - Ki/Az kapsule sa zivim stanicama; Ki/A, (m)
- Ki/A, mrtve bakterijske stanice; Ki/A, (mk) - Ki/A; kapsule sa mrtvim stanicama

1z rezultata prikazanih u tablici 10 vidljivo je da je raspon koncentracije OTA u uzorcima
s dodanim Zivim stanicama BMK (n = 8) bez obzira na formulaciju, soj bakterija i dodatak
matriksa u simuliranom modelu GI trakta izmedu 6,48 pg/kg - 27,12 ng/kg, a u uzorcima s

inaktiviranom biomasom (mrtve stanice) (n = 8) izmedu 2,92 - 27,58 pg/kg.
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Slika 10. Usporedni prikaz % - tka vezanog OTA Zivim stanicama BMK L. plantrum
Kii L. plantrum A u obliku biomase i mikrokapsula u uzorcima sa i bez dodanog matriksa
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Slika 11. Usporedni prikaz % - tka vezanog OTA mrtvim stanicama BMK L.
plantrum Ky 1 L. plantrum Az u obliku biomase 1 mikrokapsula u uzorcima sa i bez dodanog
matriksa
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Iz rezultata prikazanih u tablici 10 i na slikama 10 1 11 vidljivo je da je bakterijski soj L.
plantarum K, bez obzira na formulaciju dodanih stanica i prisutnost matriksa pokazao bolju
sposobnost vezanja OTA, odnosno uoceno je zna¢ajnije smanjenje koncentracije OTA na 7,56

do 17,98 pg/kg u wusporedbi sa sojem L. plantarum A: koji je vezanjem OTA smanjio
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koncentraciju u rasponu od 12,36 - 27,58 ug/kg u usporedbi s pocetnom koncentracijom OTA
od 40 pg /kg. U uzorcima u kojima je dodan matriks soj K; veze OTA u rasponu od 55 — 81 %,
a kod uzoraka u koje nije dodan matriks (kobasica), a uzorci su sadrzavali biomasu i kapsulirane
stanice (zive 1 mrtve), L. plantarum K; pokazuje jos bolju sposobnost vezanja OTA koja je
iznosila od 32 % do visokih 93 %. Za razliku od soja K koji veze samo 32 % OTA u uzorcima
bez matriksa kada je dodan u formi zivih stanica, soj L. plantarum A veze OTA od 78 %, dok

je uuzorcima s dodanom kobasicom soj K vezao 55 % OTA, a soj A2 samo oko 30 %.

Razlika u dobivenim rezultatima moZe se objasniti podrijetlom pojedinog soja. Tako je
L. plantarum K izoliran iz mesnih proizvoda, a L. plantarum A; iz fecesa bebe, pa je bilo i za
oc¢ekivati da ¢e se odredeni soj brze prilagoditi uvjetima sredine iz koje je izoliran i izraziti

svoja svojstva.

Najmanju sposobnost vezanja OTA pokazale su zive stanice u svim uvjetima provedbe
pokusa, osim za soj L. plantarum Az u uvjetima simuliranih uvjeta GI trakta bez dodanog
matriksa (tablica 10, slike 10 1 11). To moZe voditi zakljucku da je taj soj, izoliran iz fecesa
bebe, dio crijevne mikroflore organizma i ima odredenu ulogu u obrani organizma od Stetnih
tvari. Mrtve stanice BMK i u obliku inaktivne biomase i forme mikrokapsula pokazuju znacajno
smanjenje koncentracije OTA nakon prolaska uzoraka kroz simulirane uvjete GI trakta (tablica
10 1 slika 11). Dobiveni rezultati potvrduju c¢injenicu da toplinski tretman kod mrtvih
bakterijskih stanica uzrokuje hidrofobnost stani¢ne stijenke te promjenu njezine strukture §to
dovodi do boljeg vezanja OTA za stani¢nu stijenku bakterija ¢ime se posljedi¢no, u ve¢oj mjeri
smanjuje njegova biodostupnost u hrani (Haskard 1 sur., 2001; Haskard 1 sur., 2000). Jedno od
brojnih istraZivanja kojim se potvrduje efikasnost vrste L. plantarum u smanjenju koncentracije
OTA u hrani je ono Escrive i sur. (2023) kojim je dokazano da navedena vrsta uzrokuje
redukciju OTA u kruhu do 34 % u odnosu na pocetnu koncentraciju. Hashemi 1 sur. (2018)
dokazali su da prisutnost vrste L. plantarum tijekom proizvodnje fermentiranog vrhnja uzrokuje
smanjenje koncentracije OTA u vrhnju za vise od 50% u odnosu na pocetnu koncentraciju, dok
jeuistrazivanju Belkacem-Hanfija i sur. (2014) L.plantarum uzrokovala redukciju OTA za vise

od 97 % u odredenim uvjetima temperature (27 - 38 °C) i pH (4,8 - 6).

U procjeni rizika od oralne bioraspoloZivosti mikotoksina, prvi korak je odredivanje
njegove biodostupnosti, tj. postotka mikotoksina koji se oslobada iz matrice hrane tijekom
probave u gastrointestinalnom (GI) traktu, a koji se moze apsorbirati kroz crijevni epitel. In
vitro metode nude alternativu istrazivanjima na ljudima i Zivotinjama, a mogu biti brze,
jednostavne i relativno jeftine. Mogu se provoditi u dobro kontroliranim uvjetima i mogu pruZiti
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uvide koji se ne mogu postiéi u istrazivanjima na zivotinjama. Medutim, ti in vitro modeli imaju
i nedostatke, jer u mnogim slu¢ajevima ne uzimaju u obzir vazne fizioloske ¢imbenike kao $to
je nedostatak crijevne sluznice, imunoloski sustav te u vecini slu¢ajeva ne uzimaju u obzir
postojanje crijevne mikrobiote koja posjeduje enzimske sposobnosti koje mogu presudno
utjecati na otpuStanje mikotoksina iz matrice hrane ili na biokonverziju ovih toksina u GI traktu.
Pa ipak, uporaba ovih in vitro modela probave u kombinaciji s drugim tehnikama koje koriste
intestinalne stani¢ne linije, kao §to su Caco - 2 stanice, moze ponuditi cjelovitiju sliku onoga
Sto se dogada u crijevnom traktu tijekom probave. Stoga je u ovom radu ispitan uc¢inak dva
soja BMK L. plantrum K 1 L. plantarum A> na dostupnost OTA iz uzoraka sa 1 bez dodanog
prehrambenog matriksa za potencijalnu apsorpciju u gastrointestinalnom traktu, a rezultati
istrazivanja su prikazani na slikama 12 i 13. Postotak biodostupnosti OTA iz kobasica u

prisutnosti razli¢itih oblika BMK izraCunat prema jednadZzbi (3),

% biodostupnosti = x 100 3)

40 ug/kg

gdje je ¢ = koncentracija OTA izmjerene UHPLC - MS/MS metodom izrazena u pg/kg,

a 40 pg/kg kona¢na koncentracija OTA u umjetno kontaminiranoj kobasici.

100
90 86,4
B Kontrola
80
678 B M+OTA+K1(Z)
__ 70 ’
$ M+OTA+K1(m)
‘g 60 M+OTA+K1(zk)
c
S 50 45 B M+OTA+K1(mk)
@ .
_8 40 HK1(z)+OTA
o
° 30 28 26,9 28,1 W K1(m)+OTA
20 18,9 16.2 W K1(zk)+OTA
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. []

Slika 12. Prikaz % - tka biodostupnosti OTA u uzorcima sa i bez matriksa u prisutnosti L.
plantarum K,
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Slika 13. Prikaz % - tka biodostupnosti OTA u uzorcima sa i bez matriksa u prisutnosti L.
plantarum A»

Nakon provedbe in vitro modela probave u kontrolnom uzorku u kojem je bio dodani
samo umjetno kontaminirani matriks (kobasica) s 40 pg/kg OTA, izmjerena dostupnost OTA,
odnosno koli¢ina otpustenog toksina iz matriksa, iznosila je 86,4 %. U svim ostalim uzorcima
biodostupnost OTA se kretala u rasponu od 18,9 — 69 % za uzorke s matriksom, odnosno od 7,3
— 67,8 % u uzorcima bez matriksa. Sli¢na istraZivanja proveli su Kabak i sur. (2009), u kojem
je pracen utjecaj odredenih vrsta BMK (Lactobacillus i Bifidobacterium) na biodostupnost OTA
i AFB; u simuliranim uvjetima GI trakta iz razli¢itih vrsta hrane (pistacio, heljda, hrana za
dojencad). Rezultati su pokazali da se biodostupnost za AFB1 do visokih 90 %, dok za OTA u
prosjeku oko 30 %. Visok postotak biodostupnosti OTA dobiven u ovom radu u odnosu na
istrazivanje Kabaka i sur. (2009) moze se objasniti visokom koncentracijom OTA kojom je
kobasica kontaminirana, a kao bitan faktor istiCe se i razli¢ita vrsta upotrjebljenih matriksa, $to
takoder znaajno utjece na biodostupnost OTA. Medutim, bitno je naglasiti da ne¢e sav OTA
nakon prolaska kroz GI trakt biti u potpunosti apsorbiran dalje u organizam zbog njegovog
stupanja u interakcije sa crijevnom mikroflorom koja ga metabolizira i na taj nac¢in smanjuje

koli¢inu OTA koji se apsorbira u ostala tkiva i organe.

Usporede li se rezultati dobiveni primjenom stanica soja L. plantarum K; u obliku
biomase s rezultatima dobivenim u obliku mikroinkapsulata , vidljivo je da je primjena
mikroinkapsulata djelotvornija u smanjenju koncentracije OTA koja se otpusta iz matriksa i na

taj nacin smanjuje biodostupnosti OTA u GI traktu. Najmanja biodostupnost OTA uocena je
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kod primjene mikroinkapsulata s mrtvim bakterijskim stanicama te je iznosila 18,9 % (slika
12). Dobiveni rezultati mogu se objasniti boljim prezivljavanjem BMK u kiselim uvjetima
zeluca kada se nalaze u formi kapsula, §to im u konacnici omogucava pravilno otpustanje u
crijevima. Djelotvornost mikroinkapsulata takoder ovisi 1 o vrsti polimera koja se koristi za
oblaganje stanica BMK. Jedno od istrazivanja koje potvrduje ucinkovitost alginatnih kapsula
(koje su koristene i u ovom radu) je ono Kebaryja i sur. (1998) kojim je dokazano da je
prezivljavanje bifidobakterija u kapsulama dobivenim pomocu alginata bilo ve¢e u odnosu na

kapsule dobivene oblaganjem kapakaragenanom.

Bakterijski soj L. plantarum A, takoder se pokazao prikladnim za smanjenje
biodostupnosti OTA iz domace, susene kobasice, §to je vidljivo iz rezultata prikazanih u tablici
10 1 na slici 13. Kod primjene biomase zivih odnosno mrtvih bakterijskih stanica, postignuto
je smanjenje koncentracije OTA na 27,00 pg/kg odnosno na 27, 58 pug/k g u odnosu na kontrolni
uzorak. Iz navedenih rezultata vidljivo je da vitalnost bakterijskih stanica ovog soja, odnosno
primjena mrtvih bakterijskih stanica nije uzrokovala znacajnije smanjenje koncentracije OTA,
kao Sto je slucaj kod soja L. plantarum K;. Medutim, uoceno je kako primjenom
mikroinkapsuliranih mrtvih stanica soja L. plantarum A, dolazi do znaCajnog pada
koncentracije OTA (12,36 pg/kg) u usporedbi s primjenom mikroinkapsuliranih zivih stanica
istog soja (25,80 pg/kg), odnosno doslo je do zna¢ajnog smanjenja biodostupnosti OTA na 30,9
% (slika 13).

Efikasnost bakterijskih kultura L. plantarum Ki 1 L. plantarum A u smanjenju
biodostupnosti OTA potvrduju 1 rezultati dobiveni iz uzoraka koji su sadrzavali biomasu,
odnosno mikroinkapsulate navedenih kultura te OTA u sintetskom mediju (MRS), bez dodanog
prehrambenog matriksa (slika 12 i 13). Biodostupnost za OTA za soj L. plantarum Ki za sve
kombinacije bakterijskih stanica bio je u rasponu od 7,3 do 67,8 %, a za soj L. plantarum A; od
21,5 do 34,4 %. Kod navedenih uzoraka vec¢i pad koncentracije OTA u odnosu na kontrolni
uzorak uocen je tijekom primjene soja L. plantarum Az, kod kojeg je zabiljezena manja
biodostupnost OTA primjenom biomase i mikroinkapsulata sa zivim bakterijskim stanicama
(slika 13). Iako mrtve bakterijske stanice zbog hidrofobnosti stani¢ne stijenke obi¢no imaju
vecu sposobnost vezanja toksina, Zive bakterijske stanice zbog posjedovanja hidrofobnih
dzepova takoder mogu vezati toksine, ponekad ¢ak i u ve¢oj mjeri §to posebice zavisi o vrsti
medija. U istrazivanju Piotrowske (2004) takoder je pracen utjecaj bakterijskih biomasa koje
su Cinile zive 1 mrtve stanice vrsta L. plantarum, L.brevis 1 L. sanfranciscensis u MRS bujonu i

PBS puferu. Rezultati su pokazali da je u oba medija ve¢i stupanj dekontaminacije postignut
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djelovanjem bakterijske biomase koju su Cinile mrtve stanice. Veca djelotvornost mrtvih
bakterijskih stanica u odnosu na zive bakterijske stanice koje su se u ovom radu pokazale
efikasnije u smanjenju biodostupnosti, moze se objasniti primjenom razli¢itih sojeva BMK,

razli¢itih koncentracija OTA te uporabom razliitih vrsta medija.

Smanjenje biodostupnosti OTA te njegov utjecaj na crijevnu mikrofloru pracen je i u
istrazivanju Sobrala 1 sur. (2022). U navedenom istrazivanju pracena je interakcija izmedu OTA
1 AFB: tijekom njihovog prolaska kroz GI trakt, a rezultati su pokazali da istovremena
prisutnost ovih dvaju toksina u hrani dovodi do smanjenja biodostupnosti OTA, dok se
biodostupnost AFB; u GI traktu poveéava. Sto se ti¢e njihovog utjecaja na crijevnu mikrofoloru,
prisutnost oba toksina ubrzala je proces odumiranja stanica otpusStanjem laktat dehidrogenaze
iz citosola. Takoder, istrazivanjem je utvrdeno da oba toksina imaju kratko vrijeme zadrZzavanja
u zelucu (30 min) ¢ime vrlo brzo postaju dostupni za apsorpciju u crijevima gdje se ispoljavaju
njihovi toksi¢ni ucinci.

Kao vrlo bitan faktor o kojem u konacnici ovisi u kojoj ¢e mjeri BMK utjecati na
biodostupnost OTA u hrani pokazala se vrsta medija. Iako je u uzorcima koji nisu sadrzavali
matriks (kobasicu), bakterijski soj L. plantarum A> pokazao veéi utjecaj na smanjenje
biodostupnosti OTA, u uzorcima koji su sadrzavali matriks soj L. plantarum K pokazao je
znatno vecu efikasnost te potencijalno moZze predstavljati pogodno rjeSenje za detoksifikaciju

mesnih proizvoda, no potrebna su daljnja i detaljnija istraZivanja.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1.

Dokazan je utjecaj odabranih sojeva bakterija mlijeCne kiseline na smanjenje
dostupnosti okratoksina A u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta

Sojevi Lactiplantibacillus plantarum K1 1 Lactiplantibacillus plantarum A> pokazali su
sposobnost smanjenja koncentracije okratoksina A u svim uzorcima u in vitro modelu
probave.

Soj Lactiplantibacillus plantarum K; pokazao se ucinkovitijim u smanjenju
koncentracije OTA u svim analiziranim uzorcima , u odnosu na soj Lactiplantibacillus
plantarum A> bez obzira na oblik primijenjenih stanica.

Stanice BMK u obliku mikroinkapsulata pokazale su bolju sposobnost vezanja OTA i
time utjecaj na smanjenje biodostupnosti OTA u simuliranim uvjetima GI trakta, u
odnosu na primjenu biomase bakterijskih stanica.

In vitro modeli probave pokazali su se djelotvornim alatom za proucavanje sposobnosti
bakterija mlije¢ne kiseline da mogu vezati mikotoksine u gastrointestinalnom traktu i

tako utjecati na njihovu biodostupnost za apsorpciju
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja LAURA GRADECKI izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da

se u njegovoj izradi nisam Kkoristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastorucni potpis



