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SAZETAK

Iako su zitarice 1 njihovi proizvodi glavni izvor okratoksina A (OTA), krajem proslog stoljeca
pronadene su znacajne koncentracije OTA u vinu. Prisutnost OTA u vinima je zabrinjavajuca
jer je dokazana povecana koncentracija OTA u krvi osoba koje su konzumirale crno vino te je
procijenjeno da bi vino moglo biti odgovorno za 10 do 15 % od ukupnog dnevnog unosa OTA
u organizam. Temeljem takvih saznanja zakljuc¢eno je kako je vino uz zitarice najces¢i izvor
izlozenosti OTA u Europi pa je slijedom toga odredena maksimalna dozvoljena koncentracija
OTAu vinu od 2 pg kg™. Cinjenica je da konzumacija vina moZe znatno pridonijeti izloZzenosti
ljudi okratoksinu A, a podaci u literaturi 0 njegovoj pojavnosti i toksi¢nosti, ali i u¢inkovitim
metodama smanjivanja njegove koncentracije upucuju na potrebu za njihovim daljnjim
istrazivanjem. Fizikalne i1 kemijske metode smanjenja koncentracije OTA imaju ograni¢enu
primjenu zbog nedovoljno saznanja o produktima degradacije, promjenama nutritivnog sastava
1 organoleptickih svojstava hrane te se iz tog razloga mikrobioloSke metode namecu kao
adekvatna alternativa. Neki od najznacajnijih primjera mikrobioloSkih agenasa za detoksikaciju
su bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) i kvasci. Stoga je cilj ovog rada bio ispitati utjecaj dviju
koncentracija OTA (2 i 4 pg mL™) na veli¢inu stanica, broj zivih stanica, fermentacijsku
aktivnost i parametre oksidativnog stresa (koncentracije glutationa i malondialdehida)
odabranih sojeva vinskih kvasaca (Saccharomyces cerevisiae 5, S. uvarum, S. bayanus, S.
cerevisiae DSMZ, Kluyveromyces marxianus, Hanseniaspora uvarum i Pichia guilliermondii).
Slijede¢i koraci u istrazivanju su bili odabiranje sojeva kvasaca te ispitivanje njhove
sposobnosti biorazgradnje tj. smanjivanja koncentracije OTA u YPG mediju. A buduci da je
ciljano mjesto djelovanja OTA bubreg, $to znaci da je OTA nefrotoksican, bilo je potrebno
ispitati 1 toksicnosti nastalih biorazgradnih produkata na stani¢noj liniji bubrega svinja (Pk15
stanice). Dobiveni rezultati pokazuju da OTA ima neznatan utjecaj na krivulju rasta kvasaca
Sto sugerira da su kvasci razvili mehanizme prilagodbe na uvjete u kojima je prisutan
mikotoksin. Nadalje, na veli¢inu stanica kvasaca utjeCe vrijeme izloZzenosti OTA kao i njegova
koncentracija, pri ¢emu je Kluyveromyces marxianus pokazao najmanju osjetljivost. Povisene
koncentracije glutationa (GSH) i malondialdehida (MDA) upucuju na pojavu oksidativnog
stresa tijekom uzgoja kvasaca u mediju s dodanim OTA, a Sto je u direktnoj ovisnosti 0 soju
kvasca i vremenu izloZenosti OTA. Kvasac s najve¢im potencijalom za smanjenje koncentracije
OTA u YPG mediju je S. cerevisiae 5, budu¢i da je uklonio/vezao 38, odnosno 36 % OTA u
uzorcima s dodanih 2, odnosno 4 pg mL™? OTA te kao takav pokazuje najbolju moguénost

primjene. Od svih ispitanih kvasaca, H. uvarum i S. uvarum pokazali su nakon 12 sati uzgoja



najvecu sposobnost biorazgradnje OTA do OTC. Sposobnost kvasaca da vezu OTA ili ga
razgrade do OTC utjece i na toksi¢nost prema Pk15 stanicama, koje su nakon tretmana pokazale
izuzetno visoku stopu prezivljavanja (98 - 99 %), $to upuéuje da ispitivane koncentracije OTA,

kao ni nastali OTC nisu toksi¢ni prema Pk15 stanicama.

Kljuéne rijeci: biorazgradnja, okratoksin A, toksi¢nost, vezanje, vinski kvasci



SUMMARY

Although cereals and their products are the main source of ochratoxin A (OTA), significant
concentrations of OTA in wine were found at the end of the last century. The presence of OTA
in wines is worrying because an increased concentration of OTA in the blood of people who
consumed red wine has been proven and it is estimated that wine could be responsible for 10 to
15 % of the total daily intake of OTA in the body. Based on such findings, it was concluded
that wine with cereals is the most common source of OTA exposure in Europe, and
consequently the maximum permissible OTA concentration in wine of 2 pg kg™ was
determined. The fact is that wine consumption can significantly contribute to human exposure
to OTA, and data in the literature on its occurrence and toxicity, but also effective methods of
reducing its concentration suggest the need for their further research. Physical and chemical
methods of reducing OTA concentration have limited application due to insufficient knowledge
of degradation products, changes in nutritional composition and organoleptic properties of food,
and for this reason microbiological methods are imposed as an adequate alternative. Some of
the most significant examples of microbiological detoxifying agents are lactic acid bacteria
(LAB) and yeasts. Therefore, the aim of this study was to examine the effect of two
concentrations of OTA (2 and 4 pg mL™) on cell size, number of living cells, fermentation
activity and oxidative stress parameters (glutathione and malondialdehyde concentrations) of
selected wine yeast strains (Saccharomyces cerevisiae 5, S uvarum, S. bayanus, S. cerevisiae
DSMZ, Kluyveromyces marxianus, Hanseniaspora uvarum and Pichia guilliermondii). The
next steps in the research were the selection of yeast strains and the examination of their ability
to biodegrade, i.e. to reduce the concentration of OTA in the YPG medium. And since the target
site of action of OTA is the kidney, which means that OTA is nephrotoxic, it was necessary to
examine the toxicity of the resulting biodegradation products on the porcine kidney cell line
(Pk15 cells). The obtained results show that OTA has a negligible effect on the yeast growth
curve suggesting that yeasts have developed mechanisms of adaptation to conditions in which
mycotoxin is present. Furthermore, the size of yeast cells is affected by the time of exposure to
OTA as well as its concentration, with Kluyveromyces marxianus showing the least sensitivity.
Elevated concentrations of glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) indicate the
occurrence of oxidative stress during yeast cultivation in medium with added OTA, which is
directly dependent on the yeast strain and the time of OT A exposure. The yeast with the greatest
potential to reduce the OTA concentration in YPG medium is S. cerevisiae 5, as it

removed/bound 38 and 36 % of OTA, respectively, in samples with added 2 and 4 pg mL*



OTA, respectively, and as such shows the best applicability. Of all the yeasts tested, H. uvarum
and S. uvarum showed the greatest ability to biodegrade OTA to OTC after 12 hours of
cultivation. The ability of yeast to bind OTA or degrade it to OTC also affects the toxicity to
Pk15 cells, which after treatment showed an extremely high survival rate (98 — 99 %), which
indicates that the tested concentrations of OTA and the resulting OTC are not toxic to Pk15

cells.

Key words: biodegradation, ochratoxin A, toxicity, binding, wine yeasts
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1. UVOD



Klimatske promjene i globalizacija trziSta hrane uzrokuju povecanu ucestalost onecis¢enja
hrane plijesnima 1 njihovim sekundarnim toksi¢nim produktima, mikotoksinima, koji u
prehrambeni lanac Covjeka ili Zivotinja mogu uéi izravnom ili neizravhom kontaminacijom.
Kao jednim od klju¢nih proizvoda na trzistu i jednim od najvaznijih sastojaka mnogih europskih
1 mediteranskih kuhinja smatra se vino, proizvod dobiven potpunim ili djelomi¢nim vrenjem
masulja ili mosta grozda vinove loze (Vitis Viniferae L.)

Svjeze grozde u svojem tkivu sadrzi visoke aw-vrijednosti te nizi pH $to podrzava rast razli¢itih
mikroorganizama. Od ukupnog broja mikroorganizama koji se mogu naci na bobici grozda, 95
- 98 % pripada plijesnima i bakterijama, a samo 2 - 5 % su kvasci, stoga se smatra da su plijesni
najces¢i uzronici kvarenja grozda (Mitchell i sur., 2004).

Devedesetih godina proslog stolje¢a pronadene su znacajne koncentracije OTA u vinu i pivu, a
pojava OTA u proizvodnom lancu vina je povezana s prisustvom takozvane ,,crne plijesni* na
grozdu tijekom uzgoja. ,,Crna plijesan‘ podrazumijeva vrste Aspergillus carbonarius te A. niger
I A. tubingensis koje su izolirane s bobica grozda, tla i zraka na povrSinama vinograda. OTA se
tijekom uzgoja vinove loze nakuplja na bobivama grozda, a u procesu proizvodnje dospijeva i
u vino (Visconti i sur., 2008).

Prisutnost OTA u vinima je postala zabrinjavaju¢a nakon §to je dokazana povecana
koncentracija OTA u krvi osoba koje su konzumirale crno vino buduci da je procijenjeno da bi
vino moglo biti odgovorno za 10 do 15 % od ukupnog dnevnog unosa OTA (Zimmerli i Dick,
1996; Mateo i sur., 2007; Covarelli i sur., 2012). Na osnovi takvih saznanja zakljuceno je kako
je vino uz zitarice najcesci izvor izlozenosti ljudi OTA (Rotaru i sur., 2011). Stoga je, prema
Europskoj komisiji (EC, uredba 123/2005) i Medunarodnoj organizaciji za vinogradarstvo i
vinarstvo (OIV, franc. L Organisation Internationale de la Vigne et du Vin) (OIV, 2002)
odredena najvec¢a dopustena koli¢ina (NDK) OTA za vino od 2 pug L odnosno 2 pg kg™,

S obzirom na ¢injenicu da konzumacija vina moze znatno pridonijeti izlozenosti ljudi OTA,
traZze se moguca rjesenja za smanjenje kolicine OTA u vinima, ali i u drugim proizvodima na
bazi grozda (npr. sokovi). Neki autori navode da je odgovaraju¢om vinogradarskom praksom,
kontrolom biotickih i abiotickih parametara moguce znacajno smanjiti koncentraciju OTA u
vinima (Varga i Kozakiewicz, 2006; Covarelli, 2012; Somma i sur., 2012). Kako bi se smanjila
mogucnost pojavljivanja OTA u vinu i olaksalo njegovo uklanjanje iz vina, primjenjuju se
razlicite strategije koje se temelje na fizikalnim, kemijskim i (mikro)bioloskim procesima
(Quintela i sur., 2013). Upotreba bioloskih metoda detoksikacije mikotoksina predstavlja
obec¢avajucu strategiju, budu¢i da obuhvacaju upotrebu mikroorganizama i/ili enzima koji

imaju sposobnost adsorpcije, transformiranja ili razgradnje mikotoksina do manje toksi¢nih
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spojeva (Hathout i Aly, 2014; Commission Regulation 2015/786/EU). lako, mikrobioloske
metode razgradnje OTA nisu dovoljno istrazene, pretpostavlja se da ukljucuju dva osnovna
mehanizma: degradaciju (razgradnju) i adsorpciju OTA (Piotrowska i sur., 2013; Petruzzi i sur.,
2014a). Mehanizam mikrobioloske razgradnje OTA podrazumijeva formiranje netoksi¢nih
spojeva poput L-B-fenilalanina i OTa hidrolizom amino veze, dok se adsorpcijski mehanizam
vezanja temelji na fizikalnom vezanju OTA za stani¢nu stijenku kvasca. Dosadasnja znanstvena
istrazivanja ukazuju na obecavaju¢u primjenu vinskih kvasaca u uklanjanju OTA iz vina i
proizvoda od grozda (Petruzzi i sur., 2013; Piotrowska i sur., 2013; Petruzzi i sur., 2014a;
Quintela i sur., 2013).

Kvasci su ve¢ dugi niz godina interesanti kao mikroorganizmi odgovorni za promjene u mostu,
ali i kao mikroorganizmi koji predstavljaju jedinstvenu skupinu za biokontrolu mikotoksina.
Medutim, brojni stresni faktori kao $to su etanol, COg, ali i mikotoksini, mogu utjecati na
fermentacijsku aktivnost kvasaca (Foszcynska 1 Dziuba, 2007a), bilo usporavanjem
fermentacije, bilo utjecajem na koli¢inu hlapljivih nusproizvoda fermentacije (Ktosowski i
Mikulski, 2010). O upotrebi kvasaca u biokontroli, biorazgradnji, uklanjanju ili vezivanju
mikotoksina ve¢ se dosta zna. No, malo se zna o u¢incima mikotoksina kao agenasa stresa na
kvasce, o ponasanju kvasaca tijekom fermentacije u medijima kontaminiranim mikotoksinima
kao 1 0 utjecaju mikotoksina na proizvode fermentacije. Stoga je cilj ovog rada bio istraziti
utjecaj OTA na rast, morfologiju, fermentacijske produkte i parametre oksidativnog stresa
odabranih sojeva vinskih kvasaca kao i njihovu sposobnost vezanja ili razgradnje OTA u manje
toksi¢ne produkte te toksi¢nost nastalih produkata na stani¢nu liniju bubrega svinje (Pk15

stanice).
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2.1. Kvasci

Kvasci se od davnina koriste u tradicionalnoj proizvodnji, ali takoder imaju vaznu ulogu u
industrijskoj proizvodnji fermentirane hrane i pica te u biotehnoloskoj proizvodnji, na primjer
etanola. Izuzetno su korisni i izvrsni modelni organizmi jer su kao jednostani¢ni eukariotski
organizmi vrlo jednostavni za uzgoj $to omogucuje provedbu istrazivanja u kontroliranim
uvjetima, a odrazavaju slozenu stani¢nu gradu visih eukariota. PO brojnosti ¢ine ekonomski
najznacajniju skupinu mikroorganizama (Sherman, 2002).

Kvasci su jednostani¢ne, nefotosinteticke, fakultativno anaerobne, mikroskopske nemicelijske
gljive koje imaju tipic¢an kuglast ili jajolik oblik. Kao eukariotski organizam stanica kvasca
(blastospora ili blastokonidija) ukljucuje jezgru (okruZenu jezgrenom membranom), stani¢nu
stijenku, periplazmatski prostor, citoplazmatsku membranu, mitohondrije, ribosome,
glikogenska zrnca, lipidne Cestice, glatki i grubi endoplazmatski retikulum, Golgijev aparat,
peroksisome i vakuole. Mogu rasti u Sirokom rasponu pH vrijednosti, temperature i
koncentracije Secera. Kvasci koriste Secer iz okoliSa respiracijskim putem u aecrobnim uvjetima
i fermentacijom u anaerobnim uvjetima (Aranda i sur., 2011). Upravo se sposobnost
fermentacije, pri kojoj nastaju COz i etanol, koristi u proizvodnji vina, piva i kiselog tijesta.
Medutim, kvasci su izuzetno osjetljivi na promjene uvjeta u okolini. Nepovoljni uvjeti uzrokuju
stres, a njegov ucinak je smanjenje fermentacijske aktivnosti. Stres za kvasac predstavlja niska
koncentracija kisika u pocetnoj fazi fermentacije, visoka temperatura, naglo hladenje ili visoki
osmotski tlak. Stresori su spojevi koji inhibiraju fizioloSku aktivnost stanica, npr. etanol ili CO>
izluceni tijekom fermentacije. Stresori mogu biti i mikotoksini (Foszcynska i Dziuba, 2007a).
OTA utjece na fizioloske procese kvasaca samo u prvoj fazi fermentacije te umanjuje
metabolizam slobodnog amino dusika (eng. Free Amino Nitrogen), ovisno o odabranom soju
kvasca (Dziuba i sur., 2007; Foszcynska i Dziuba, 2007a,b).

2.1.1. Vinski kvasci

Sredinom 19. stolje¢a otkrivena je uloga kvasca u alkoholnoj fermentaciji pa tako i u
prevodenju grozda u vino. U to vrijeme Louis Pasteur dokazuje da kvasci odgovorni za
spontanu fermentaciju mosta ili masulja dolaze s povrsine grozda i da fermentacija nije kemijski
proces, ve¢ nastaje aktivno$c¢u specificnih mikroorganizama (Barnett, 2000). Kvasci kao
najvazniji mikroorganizmi ukljueni u proizvodnju vina, utjeCu na brzinu fermentacije,

proizvodnju sekundarnih produkata kao i na aromatske karakteristike vina.



Kao izvor vinskih kvasaca, uz grozde na kojem prevladavaju kvasci iz roda Candida,
Cryptococcus, Rhodothorula, Pichia, Kluyveromyces i Hansenula, je i povrSina opreme u
vinariji koja dolazi u kontakt s grozdanim sokom i vinom te postaje mjesto razvoja tzv.“flore
vinarije” u kojoj prevladava kvasac Saccharomyces cerevisiae (Fleet i sur., 2003).

Tijekom godina znanstvena su se istrazivanja bavila analiziranjem i identifikacijom kvasaca na
povrsini grozda (Fleet, 1990; De Adres-De Prado i sur., 2007), a pojedina istrazivanja su
potvrdila kako je kvasac S. cerevisiae na zdravom grozdu prisutan u vrlo niskoj koncentraciji
(Martini, 1993; Pretorius, 2000). Najc¢esce izolirana autohtona vrsta kvasca s povrSine bobica
grozda je Hanseniaspora uvarum, koja moze Ciniti vise od 50 % ukupne flore izoliranih
kvasaca. Takoder, zabiljezen je odreden broj drugih vrsta kvasaca poput Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula, Issatchenkia, Kluyveromyces, Metschnikowia,
Pichia i Rhodotorula (Velazquez i sur., 1991; Sabate i sur., 2002). Medutim, potrebno je
naglasiti kako mikroflora grozda uvelike ovisi o zemljopisnom polozaju, koli¢ini padalina,
temperaturi, vrsti tla, upotrebi fungicida, starosti vinograda, sorti grozda i nacinu berbe
(Pretorius i sur., 1999). Opéenito, na nezrelim bobicama grozda je otkriveno vrlo malo sojeva
kvasaca (Rhodotorula, Cryptococcus i Candida) i u malom broju (10-10° CFU mL™?), ali se
tijekom dozrijevanja grozda broj prisutnih kvasaca povecava (10*-10° CFU mL™). U tom
periodu, Seceri difundiraju iz unutarnjih tkiva grozda na povrsinu, poticuci tako rast kvasaca.
Sa zrelih, zdravih bobica grozda uglavnom je moguce izolirati kvasce iz rodova Hanseniaspora
i Metschnikowia, dok su kod oStec¢enih bobica, uz navedene, uoCene i razne vrste iz rodova
Candida, Saccharomyces i Zygosaccharomyces (Fleet, 2003).

Fermentativni kvasci, medu kojima dominira S. cerevisiae, su odgovorni za fermentaciju vina,
a druge vrste poput S. bayanus, S. pastorianus ili S. paradoxus mogu biti prisutne i sudjelovati
u procesu fermentacije (Arroyo Lopez i sur., 2010). Pored fermentativnih kvasaca, u mostu je
moguce pronaci i kvasce koji su nevazni za sam proces fermentacije, kao $to je Aureobasidium
pullulans (crni kvasac) koji ne moze fermentirati Secere, a ni prezivjeti u vinu (Kantor i sur.,
2015). Fermentacijska sposobnost nije dobro definirana taksonomska znacajka i neke vrste se
smatraju slabim fermentacijskim kvascima pa su tako vrste poput Candida spp., Hanseniaspora
uvarum, Metschnikowia spp. ili Pichia spp. prisutne prije fermentacije ili na samom pocetku
fermentacije mosta (Romano i sur., 1997). Nizak pH vina, visok sadrzaj SeCera, anaerobni uvjeti
1 prisutnost fenolnih spojeva stvaraju idealno okruzenje za potporu rasta kvasaca i njihovo
obogacivanje (Fleet, 2003; Romano i sur., 1997). Tako je iz vina identificirano preko 20

razli¢itih rodova kvasca (Renouf i sur., 2007), dok su na grozdu dominantni Sojevi poput



Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia pulcherrima i Candida stellata (Kantor i sur., 2015), a
cesto je moguce izolirati i identificirati i druge vrste kvasaca.

Tijekom postupka proizvodnje vina razliCiti mikroorganizmi koegzistiraju i medusobno
reagiraju te tako utje¢u na dominaciju i postojanost fermentacijskih kvasaca i analiti¢ke profile
vina. Upotreba S. cerevisiae kao starter kulture je najrasprostranjenija praksa u vinarstvu s
ciljem poticanja pouzdane 1 brze fermentacije Sto rezultira vinom jednake kvalitete. Medutim,
inokulacija mosta odabranim sojevima kvasca iz roda Saccharomyces ne osigurava njihovu
dominaciju do kraja fermentacije (Capece i sur., 2010), stoga ne ¢udi podatak da izmedu vrsta
istih rodova kvasaca (Arroyo-Lopez i sur., 2011) kao i izmedu sojeva iste vrste kvasca (Perrone
i sur., 2013) postoji konkurentnost i nadmetanje. Kako se s razvojem analitickih metoda i
tehnologija ponovno procjenjuje uloga kvasaca koji nisu iz roda Saccharomyces u procesima
alkoholne fermentacije, sve je veéi interes za upotrebom razli¢itih vrsta kvasaca u mjesovitoj]
kulturi, gdje upravo interakcije izmedu kvasaca igraju temeljnu ulogu pri formiranju kona¢ne
arome vina.

Raznolikost vrsta kvasaca i opseg njihovog rasta u ranim fazama fermentacije mosta moze
uvelike utjecati na senzorske karakteristike konacnog proizvoda. Tijekom prvih pet dana
fermentacije u proces su obi¢no ukljucene razli¢ite vrste kvasaca koji nisu iz roda
Saccharomyces, a zatim, do kraja procesa alkoholne fermentacije, dominiraju vrste iz roda
Saccharomyces (posebno S. cerevisiae) koje su tolerantnije na prisutnost alkohola (Fleet, 1990;
Granchi i sur., 1998).

2.1.1.1. Saccharomyces cerevisiae

Enoloska mikroflora u velikoj se mjeri sastoji od kvasca Saccharomyces cerevisiae. Budu¢i da
je ovaj kvasac rijetko moguée izolirati iz vinograda i bobica grozda, odrazava se njegova
sklonost prema rastu u grozdanom soku i mostu odnosno tijekom fermentacije u mediju s
visokom koncentracijom Secera (Kantor i sur., 2015). Ovaj kvasac pokazuje vecu otpornost na
visoke temperature pa nakon tri do Cetiri dana fermentacije postaje dominantna vrsta i u
konacnici je odgovorna za alkoholno vrenje (Fleet i Heard, 1993, Moreira i sur., 2008). Ta
promjena populacije kvasca povezana je sa sve veéom prisutnos¢u etanola, anaerobnim
uvjetima, prisutno$céu sulfita te koncentracijom Secera $to doprinosi rastu S. cerevisiae (Aranda
i sur., 2011).

S. cerevisiae proizvodi etanol, ugljikov dioksid i brojne nusprodukte, ukljuc¢ujuci vise alkohole

i estere (Rapp i Mandery, 1986). Metabolizam glicerola i etanola u S. cerevisiae usko je



povezan, a proizvodnja etanola moze se povecati nakon smanjenja metabolizma glicerola (He
isur., 2014). Velika koli¢ina glicerola proizvede se u ranim fazama fermentacije (Favale i sur.,
2007), a nakon rane faze fermentacije, S. cerevisiae, s ve¢om tolerancijom na etanol, postaje
dominantan soj kvasca i zadrzava svoju aktivnost do kraja fermentacije (Moreira i sur., 2008).
Sojevi kvasca S. cerevisiae se smatraju ucinkovitima u smanjenju koncentracije OTA, a
smanjenje koncentracije OTA tijekom fermentacijskih procesa moze biti povezano i sa

snaznom adsorpcijom mikotoksina na stani¢ne stijenke kvasca (Freire, 2019).

2.1.1.2. Saccharomyces uvarum

Sojevi kvasca S. uvarum obi¢no se nalaze u vinskim okruzenjima, a opisani su kao
interspecifi¢ni hibridni sojevi izmedu viSe Saccharomyces vrsta povezanih s fermentacijom
vina (Perez-Torrado i sur., 2015). Fermentacijski profil u mostu grozda kvasca S. uvarum
razlikuje se od onog kvasca S. cerevisiae: proizvodi manje octene kiseline i etanola, ali vise
glicerola (Bertolini i sur., 1996). Stovise, S. uvarum proizvodi hlapljive fermentacijske spojeve
poput feniletanola i njegovog acetata ili hlapljivih tiola (Masneuf-Pmarede i sur., 2010). S.
uvarum je takoder Cesto odgovoran za fermentaciju jabukovace, §to je povezano s njegovom
aktivno$¢u pri niskim temperaturama (Suarez-Valles i sur., 2007) te se iz tih razloga
komercijalni sojevi S. uvarum koriste za proizvodnju nekoliko vrsta vina i jabukovace (Almeida
i sur., 2014).

2.1.1.3. Kluyveromyces marxianus

lako je kvasac K. marxianus izvorno izoliran iz grozda, razli€iti sojevi su izolirani iz velikog
broja razliCitih staniSta, $to rezultira velikom metabolickom raznoliko$¢u. Duga povijest
sigurnog povezivanja K. marxianus s prehrambenim proizvodima, pomogla je stjecanju GRAS
(eng. Generally Regarded As Safe) i QPS (eng. Qualified Presumption of Safety) statusa u SAD-
u odnosno u Europskoj Uniji. Zbog navedenih oznaka, ali i niske patogenosti te osjetljivosti na
antimikotike (Papon i sur., 2013) ogranic¢enja u primjeni su izuzetno mala, a potencijal primjene
u biotehnoloskom sektoru vrlo velik. K. marxianus je termotoleranta vrsta kvasca, koja moze
proizvoditi etanol i pri visokim temperaturama (> 40 °C) te pritom koristiti razliite izvore
ugljikohidrata (laktoza, glukoza, celuloza) (Brady i sur, 1994; Barron i sur., 1995). Zbog
sposobnosti rasta pri temperaturama od ¢ak 52 °C, razli¢ite sojeve K. marxianus je moguce

svrstati u skupinu termofila, a zabiljezena je i iznimna sposobnost proizvodnje etanola pri 45



°C (95 — 100 % maksimalnog teoretskog prinosa) (Banat i sur., 1992). Ovakve karakteristike
upucuju na potencijalne prednosti za industrijsku proizvodnju etanola u toplijim regijama.
Vazno je napomenuti kako sojevi kvasaca K. marxianus i S. cerevisiae mogu proizvoditi etanol
pri vi$im temperaturama fermentacije (45 — 50 °C), ali samo sojevi K. marxianus mogu i rasti
pri navedenim temperaturama, dok je kod S. cerevisiae proizvodnja etanola moguca iskljucivo
zbog pripreme pocetnog inokuluma pri temperaturi od 30 °C (Banat i sur., 1992).

Specifi¢ne studije su pokazale da K. marxianus doprinosi senzorskom profilu hrane i pica,
producirajuéi vise alkohole povezane s mirisom ruze i estere koji su odgovorni za cvjetne,
odnosno voéne senzorske atribute (Morrissey i sur., 2015; Reyes-Sanchez i sur., 2019). Povrh
navedenog, kvasac K. marxianus moze proizvoditi enzime kao S$to su inulinaze, [-
galaktozidaze, B-glukozidaze, proteinske fosfataze, karboksipeptidaze, aminopeptidaze i
endopoligalakturonidaze (Fonseca i sur., 2008; Serrat i sur., 2011). Vina proizvedena
primjenom sirovog enzimskog ekstrakta K. marxianus posjeduju bolje karakteristike boje,
poput intenziteta i nijanse (Piemolini-Barreto i sur., 2014) kao i veéu raznolikost i bogatstvo
aroma (Sieiro i sur., 2014).

S obzirom da posjeduje karakteristike pozeljne za biotehnolosku primjenu, poput asimilacije
kljuénih Secera (laktoze i inulina), izuzetno brzu stopu rasta (generacijsko vrijeme 70 min),
termotolerancije, sposobnosti rasta na 52 °C te visoke sposobnosti sekrecije aromatskih
spojeva, a ujedno je i izvor brojnih enzima, kvasac K. marxianus je prihvac¢en za industrijsku

upotrebu (Fonseca i sur., 2008).

2.1.1.4. Saccharomyces bayanus

Saccharomyces bayanus spada u kategoriju kvasaca koji lako fermentiraju most bogat
fruktozom, $to ga Cini Cestim izborom u proizvodnji pjenusavih i voénih vina (Money, 2016).
Tijekom fermentacijskih procesa, prisutan je uz kvasac Saccharomyces cerevisiae §to rezultira
nastankom velikog broja novih hibrida (Gonzalez i sur., 2006). Hladna fermentacija postaje sve
popularnija jer daje vrlo zanimljiva aromati¢na svojstva proizvedenim vinima pa stoga kvasci
vrste S. bayanus postaju sve interesantniji. To se dogada zbog veceg zadrzavanja hlapljivih tvari
nastalih tijekom fermentacije te utjecaja temperature na metabolizam kvasca (Benitez i sur.,
2011; Gonzalez i sur., 2011). Osim toga, u proizvodnji vina su zanimljivi zbog visoke
pektinoliticke aktivnosti (Naumova i sur., 2019).

Ovi kvasci dominiraju u vinima iz regija s kontinentalnom klimom (Fernandez-Espinar, 2011),

iako su izvorno izolirani iz piva (Gonzalez i sur., 2006). U Europi se obi¢no povezuju s



proizvodnjom bijelih, slatkih i pjenusavih vina, kao i jabu¢nog vina (cider) (Naumova i sur.,
2019). S. bayanus posebno je otporan na nepovoljne uvjete kao §to su prisutnost sumporovog
dioksida, niske pH vrijednosti i niske temperature. Tolerantan je na visoki osmotski pritisak
(visoke koncentracije Secera) i na visoke koncentracije alkohola. Doduse, hibridna priroda i
raznolikost sojeva S. bayanus otezavaju predvidanje njihovih metabolickih sposobnosti
(Rainieri, 2006).

Proizvodnja vina ledene berbe, ¢iju fermentaciju provodi S. bayanus, povezana je s
proizvodnjom visokih razina glicerola i octene kiseline u kona¢nom proizvodu (Pigeau i Inglis,
2005). Ova kriotolerantna vrsta stvara vece koli¢ine glicerola i manje octene kiseline od S.
cerevisiae (Masneuf-Pomareéde i sur., 2010; Bellon i sur., 2015). U istrazivanju Bedrinana i sur.
(2017), 96 % ispitivanih autohtonih sojeva S. bayanus, od njih ukupno 74, klasificirani su kao
niski ili srednji proizvodaci octene kiseline 1 skoro nijedan nije prepoznat kao visoki proizvodac

octene kiseline.

2.1.1.5. Hanseniaspora uvarum

Hanseniaspora uvarum, najprisutniji kvasac na grozdu (Fleet i Heard, 1993), umire tijekom
fermentacije ili ubrzo nakon nje (Bisson i van de Water, 2010). Moze fermentirati iskljuc¢ivo
glukozu, ima nisku fermentativnu aktivnost (Jolly i sur., 2014), a asimilira celobiozu kao izvor
ugljika (Kreger-van Rij, 1984). H. uvarum je jedan od naj¢eS¢e izoliranih kvasaca Koji
koloniziraju zrelo voc¢e i uzrokuju njihovo fermentacijsko kvarenje pa tako ovaj soj kvasca
prevladava kao glavna vrsta kvasca u pocetku prirodnih fermentacija voénih sokova (Cadez i
Smith, 2011). Nekoliko autora predlozilo je da njegova prisutnost u pocetnim fazama
fermentacije vina pridonosi slozenijoj aromi zbog velike proizvodnje aromatskih spojeva (Ciani
i Maccarelli, 1997; Romano i sur., 1997). H. uvarum jedan je od sojeva koji proizvodi najvise
izvanstani¢nih enzima, a vazan je i u proizvodnji vina gdje se takoder koristi zajedno sa S.
cerevisiae zbog proizvodnje pozeljne koli¢ine hlapljivih spojeva (Jolly i sur., 2014).
Metaboli¢ke interakcije izmedu vinskih kvasaca koji nisu Saccharomyces roda i S. cerevisiae
tijekom fermentacije mogu pozitivno utjecati na rast i fermentacijsko ponasanje kvasaca,
osobito S. cerevisiae. Fruktozofilni apikulatni (limoniformni) vinski kvasci, poput H. uvarum,
zapravo bi trebali poboljsati potrosnju Secera od strane S. cerevisiae (koji je glukozofilan),
izbjegavajuéi moguce zaostale Secere u vinu, posebno fruktoze (Ciani i Fatichenti, 1999).

H. uvarum ne provodi aerobnu alkoholnu fermentaciju u prisutnosti viSih koncentracija

glukoze, ali kao nusprodukte proizvodi glicerol i acetat (Venturin i sur., 1995).



Proizvodnja octene kiseline apikulatnim vinskim kvascima Siroko je proucavana (Plata i sur.,
2003; Rojas i sur., 2003; Romano i sur., 2003), a opéenito, ovi kvasci proizvode visoku razinu
octene kiseline u odnosu na koli¢inu sintetiziranog etanola (Ciani i Picciotti, 1995; Ciani i
Maccarelli, 1997). Temperatura fermentacije je jos jedan vazan ¢imbenik koji utjece na kona¢ni
prinos octene kiseline (Wang i sur., 2013).

Broj stanica kvasca Hanseniaspora guilliermondii i Hanseniaspora uvarum moze narasti do
108-108 stanica mL™ tijekom prvih 4-6 dana fermentacije, nakon ¢ega odumiru uglavnom kao
rezultat povecane koncentracije etanola proizvedenog od strane S. cerevisiae, koji ima vecu
fermentacijsku aktivnost i toleranciju na etanol. Opéenito, vrste Hanseniaspora koje se nalaze

u grozdanom soku nisu tolerantne na koncentracije etanola vece od 4-7 % (Fleet, 2003).

2.1.1.6. Pichia guilliermondii

Kvasci iz roda Pichia cesto tvore pseudomicelij s oskudnim brojem pravih hifa te mogu, ali i
ne moraju, provoditi fermentaciju. Fonseca i sur. (2007) su pokazali kako P. guilliermondii uz
postupnu proizvodnju etanola iz glukoze proizvodi glicerol i acetat u tragovima. Kvascima iz
roda Pichia vece koncentracije glukoze pogoduju proizvodnji etanola, ali ne i proizvodnji
glicerola (Petrovska i sur., 1999).

Velik broj sojeva kvasca P. guilliermondii izoliran je iz razli¢itih supstrata povezanih s vinskim
okruzenjem (Sangorrin i sur., 2008; Lopes i sur., 2009) te se smatra odgovornim za prisutnost
fenolnih aroma u vinima (Lopes i sur., 2007). Dokazano je kako P. guilliermondii stvara
znacajne koli¢ine hlapivih fenola kao na primjer etilfenola u sintetickom mediju (Martorell 1
sur., 2006) 1 vinilfenola u soku od grozda (Lopes i sur. 2009), ali ne i u vinima (Jensen 1 sur.,
2009). Vazno je napomenuti kako je sposobnost proizvodnje hlapivih fenola u sintetickom
mediju ovisna o koriStenom soju (Martorell 1 sur., 2006), dok je proizvodnja male koliine
hlapivih spojeva u vinarskim uvjetima povezana iskljucivo s rastom kvasca u poc¢etnim fazama
fermentacije zbog osjetljivosti na etanol (Barata i sur., 2006). Pri 12, odnosno 14 % etanola,
kvasac P. guilliermondii ne moze prezivjeti, a nije zabiljeZen ni rast u crnom vinu (Jensen i
sur., 2009). U istom su istrazivanju autori dokazali kako je P. guilliermondii osjetljiv na
temperaturu, buduc¢i da mu je nakon samo nekoliko dana fermentacije pri 21 °C broj stanica

pao na < 30 CFU mL™, dok je pri 15 °C vrlo brzo postigao broj > 10® CFU mL™.



2.1.2. Oksidativni stres u kvasaca

Dobro je poznata Cinjenica da veéina zivih organizama ovisi o kisiku kako bi prezivjela.
Medutim, zbog stvaranja reaktivnih vrsta kisika (RVS) kao $to su superoksidni radikal, vodikov
peroksid i hidroksilni radikal, stanice su razvile mehanizam antioksidativne obrane kako bi se
zaStitile. IzloZenost teSkim metalima, UV zraCenju, herbicidima, oneciS¢ivaima zraka,
ksenobioticima 1 drugim egzogenim ¢imbenicima takoder mogu potaknuti znacajno stvaranje
RVS-a (Xu i sur., 2011). Nakupljanje RVS-a neizbjezno rezultira oksidativnim stresom, a
oksidativni stres odraZzava neravnotezu izmedu sistemske manifestacije reaktivnih vrsta kisika
1 sposobnosti bioloSkog sustava da lako detoksicira reaktivne intermedijere ili popravi nastalu
Stetu. Poremecaji u normalnom redoks-stanju stanica mogu izazvati toksi¢ne uéinke stvaranjem
slobodnih radikala koji oSte¢uju sve komponente stanice, ukljuujuci proteine, lipide 1 DNA
(Chandra i sur., 2015).

Kao jedan od markera oksidativnog stresa u stanicama kvasaca koristi se glutation (GSH), koji
je najrasprostranjenija molekula u stanicama odgovorna za ,,hvatanje* slobodnih radikala stoga
igra vaznu ulogu u odrZzavanju stani¢nog redoks stanja (Jamieson, 1998). Za vrijeme
oksidativnog stresa, moze se uociti smanjenje ukupne razine glutationa i poveéanje njegovog
oksidiranog oblika (Lushchak, 2010).

Malondialdehid (MDA) je produkt lipidne peroksidacije, koja je posljedica ,,napada‘“ slobodnih
radikala na viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (eng. polyunsaturated fatty acid — PUFA).
PUFA-¢ su prisutne u stani¢cnim membranama stoga su prve s kojima slobodni radikali stupaju
u reakcije. Zbog svoje reaktivnosti i jednostavne reakcije s tiobarbiturnom kiselinom (TBA),
MDA je vrlo popularan i pouzdan marker za odredivanje lipidne peroksidacije i oksidativnog
stresa u stanicama (Ayala i sur., 2014).

Jedan od nacina toksi¢nog djelovanja OTA je i izazivanje oksidativnog stresa, a u in vitro
uvjetima OTA povecava koncentracije malondialdehida i smanjuje koncentracije stani¢nog

glutationa (Petrik i sur., 2003).

2.2. Mikotoksini

Mikotoksini, sekundarni metaboliti plijesni, prirodni su spojevi medusobno razli¢itih kemijskih
struktura 1 bioloskih aktivnosti, a plijesni ih proizvode u stresnim uvjetima (Sforza i sur., 2006;
Medina i sur., 2014; Pleadin i sur., 2018a). Nisu nuzni za rast i razmnoZavanje plijesni, ali
pomazu plijesnima tijekom kolonizacije na biljno tkivo te kao obrana od insekata, nematoda,

mikroorganizama, Zivotinja ili kompetitivnih plijesni (Bosco i Mollea, 2012; Fletcher 1 Blaney,
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2016). Do njihove biosinteze dolazi pod odredenim okolisnim uvjetima: prikladnoj relativnoj
vlaznosti, temperaturi i sadrzaju kisika te ovisnosti o fizickom oStec¢enju supstrata i prisutnosti
same plijesni (Sforza i sur., 2006; Medina i sur., 2014; Pleadin i sur., 2014). Do danas je
identificirano oko 300 vrsta toksikogenih plijesni koje sintetiziraju preko 1000 razli¢itih
mikotoksina i njihovih metabolita pri ¢emu snazan utjecaj na ljudsko zdravlje imaju aflatoksini,
okratoksin A, trihoteceni, zearalenon i fumonizini (Markov i sur., 2013; Di Stefano i sur., 2014;
Pleadin i sur., 2018b).

Mikotoksini se smatraju jednim od najpoznatijih i naj¢e$c¢ih onecis¢ivaca hrane, a koje plijesni
sintetiziraju tijekom rasta na supstratima biljnog i Zivotinjskog podrijetla te predstavljaju velik
problem u podruéju sigurnosti hrane kao i rizik za zdravlje ljudi i Zivotinja. Zbog sveprisutnosti
mikotoksina, kao i njihovih karcinogenih svojstava, donesene su zakonske regulative s ciljem
kontroliranja hrane 1 hrane za zivotinje te su definirane najvece dopustene koli¢ine (NDK) ili

najvece preporucene koli¢ine mikotoksina u hrani za ljude i Zivotinje (EC, 2002; 2006; 2010).

2.2.1. Okratoksin A

Okratoksin A je toksi¢ni metabolit plijesni iz rodova Aspergillus i Penicillium izoliran 1965.
godine u Juznoj Africi iz plijesni Aspergillus ochraceus. Naden je u raznim namirnicama, kao
Sto su zitarice, grah, zacini, suseno voce, orasasti plodovi i uljarice, u kavi, pivu, grozdu i vinu,
a takoder se moze naci u svinjskome mesu, iznutricama i mesnim proizvodima zivotinja koje
su hranjene kontaminiranom sto¢nom hranom (J@rgensen, 2005).

To je snazan mikotoksin s hepatotoksi¢nim, nefrotoksi¢nim, kancerogenim i imunosupresivhim
sur., 2015; Pleadin i sur., 2018b; Vettorazzi i sur., 2014). Taj mikotoksin je toksi¢an za sve
zivotinje, posebice za organe kao §to su bubrezi, jetra i krvozilni sustav, a pretpostavlja se da
bi taj mikotoksin mogao biti odgovoran za Balkansku endemsku nefropatiju (BEN) - tesku,
kroni¢nu, obostranu bolest bubrega te u korelaciji s time 1 tumora urinarnog trakta, ¢ija se
pojavnost prati u nekim podruc¢jima Hrvatske, Bosne i Hercegovine, Bugarske, Rumunjske i
Srbije (Delas, 2010; Pleadin i sur., 2018b). Zbog navedenih svojstava, OTA je od strane IARC-
a (eng. International Agency for Research on Cancer) svrstan u skupinu 2B i klasificiran kao
mogu¢i ljudski karcinogen (IARC, 1993).
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2.2.1.1. Struktura i fizikalno kemijska svojstva okratoksina A

OTA je pentaketid iz skupine dihidroizokumarina povezanom s B-fenilalaninom amidnom
vezom. Kemijsko ime okratoksina A je L-fenilalanin-N[(5-klor-3,4-dihidro-8-hidroksi-3-metil-

1-okso-1 H-2-benzopiran-7-il) karbonil], a njegova kemijska struktura prikazana je na slici 1.

Cl

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

Razvojem modernih tehnologija posljednjih nekoliko desetaka godina okarakterizirani su i
razni derivati OTA poput okratoksina B (OTB) koji je deklorirani analog OTA, zatim
okratoksin C (OTC) koji je etilni ester, okratoksin o (OTa) odnosno izokumarinski derivat
OTA, kao 1 njegov deklorirani analog okratoksin § (OTp) te mnogi drugi. Na slici 2 prikazana
je osnovna struktura metabolita OTA, dok su u tablici 1 prikazane karakteristicne komponente

deriviranih prirodnih i sintetskih metabolita okratoksina A.
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Slika 2. Osnovna struktura metabolita OTA (el Khoury i Atoui, 2010)

Tablica 1. Karakteristi¢ni sastav deriviranih metabolita OTA (el Khoury i Atoui, 2010)

Naziv R1 R2 | R3| R4 | R5
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
Okratoksin B Metil-ester Metil-ester, fenilalanin H H H H
Okratoksin B Etil-ester Etil-ester, fenilalanin H H H H
Okratoksin o OH Cl |H H H
Okratoksin f3 OH H |H |H |H
4-R-Hidroksiokratoksin A Fenilalanin Cl |H 0] H
4-S-Hidroksiokratoksin A Fenilalanin Cl |O H H
10-Hidroksiokratoksin A Fenilalanin Cl |H H 0]
Tirozin analog OTA Tirozn Cl |H |H |H
Serin analog OTA Serin Cl |H |H |H
Hidroksiprolin analog OTA Hiroksiprolin Cl |H |H |H
Lizin analog OTA Lizin Cl |H |H |H
Sintetski okratoksini
d-okratoksin A d-fenilalanin Cl |H H H
Okratoksin A etil amid Etil amid, fenilalanin Cl |H H H
O-metil okratoksin A Fenilalanin, OHCH3 naC-8 |ClI | H H H
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OTA je slaba organska kiselina molarne mase 403,8 g mol™. S kristalnom strukturom koja
varira od bezbojne do bijele boje, OTA fluorescira intenzivnu zelenu boju pod UV svjetlom u
kiseloj te plavu boju u alkalnoj sredini. Pri kiselim i neutralnim pH vrijednostima, OTA je
topljiv u polarnim organskim otapalima, kao §to su alkoholi, ketoni i kloroform, a slabo je
topljiv u vodi, dok je pri alkalnim pH vrijednostima topljiv u vodenoj otopini natrijevog
bikarbonata. U etanolnoj otopini pohranjenoj na 4 — 8 °C, zasti¢enoj od svjetla, stabilan je preko
godinu dana, dok je u metanolnoj otopini pohranjen na -20 °C stabilan i nekoliko godina. OTA
je poseban zbog visoke stabilnosti koja je potvrdena otpornos$éu na kisele uvjete i visoku
temperaturu §to ukazuje na to da jednom kada su namirnice kontaminirane okratoksinom A,
tesko ga je ukloniti. Iz tog razloga i predstavlja veliku zdravstvenu opasnost (el Khoury i Atoui,

2010).

2.2.1.2. Plijesni producenti okratoksina A

OTA je mikotoksin kojeg proizvode odredene vrste iz rodova Aspergillus i Penicillium (Freire
1 sur., 2020) pa se one smatraju odgovornima za prisutnost OTA u grozdu te posljedi¢no i u
vinima (Ospital i sur., 1998).

Prisutnost OTA u vinima uglavnom je posljedica oneciS¢enja grozda, koje je jo§ uvijek u
vinogradu ili u pocetnim fazama proizvodnje vina, plijesnima A. carbonarius i A. niger. Osim
navedenih plijesni znacajan producent OTA u grozdu je i A. ochraceus. Sve navedene plijesni
su takozvane ,,crne plijesni®, a najcesce izolirana plijesan iz bobica grozda je A. carbonarius
(Cabanes i sur., 2002). S obzirom na to da plijesni iz roda Penicillium ne napadaju grozde prije
berbe, rijetko se mogu pronaci na samom grozdu, ali s druge strane Penicillium spp. je Cesto
moguce izolirati iz skladiStenog grozda s time da je P. expansum najce$¢i kontaminant
(Snowdon, 1990). Uz navedenu vrstu, iz skladiStenog grozda izolirane su i1 vrste P.

aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. citrinum i P. glabrum (Pitt i Hocking, 2009).

2.2.1.3. Biosinteza i metabolizam okratoksina A

Biosinteza OTA ovisi o razli¢itim faktorima kao $to su temperatura, aktivitet vode (aw) i sastav
medija koji utjecu na fiziologiju plijesni koja sintetizira OTA.

Iako postoji mnogo informacija o razli¢itim toksi¢nim svojstvima OTA, za razliku od drugih
znacajnih mikotoksina, ne zna se puno o njegovom biosintetskom putu (ni u jednoj vrsti
plijesni). OTA je pentaketid i sastoji se od dihidroizokumarina povezanog s fenilalaninom koji

nastaje zahvaljuju¢i ciklusu Sikiminske kiseline. Poznato je i da sinteza OTA ukljucuje
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izokumarinsku skupinu za ¢iju sintezu je zasluzan enzim poliketid sintaza, ali redoslijed
odvijanja reakcija nije to¢no definiran. Pretpostavlja se da su i acetat i malonat prekursori
biosinteze okratoksina A. Malonat moZe biti ukljucen u biosintezu izokumarinskog dijela, ali
ne i u biosintezu fenilalanina, dok se acetat transformira i u fenilalanin i u izokumarinski dio.
1z tog razloga predlozeno je nekoliko puteva biosinteze OTA, a shematski su prikazani na slici
3 (Gallo i sur., 2012).
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Slika 3. Shematski prikaz predlozenih reakcija prilikom biosinteze OTA (Gallo i sur., 2012)
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Vecina istrazivanja vezana uz biosintezu OTA ukljucivala je reakcije odgovorne za sintezu

izokumarinske skupine, no Gallo i suradnici su 2012. godine proveli niz pokusa manipulirajuci

genima plijesni A. carbonarius fokusiraju¢i se na zavrSne korake sinteze OTA. Na slici 4

prikazana je shema biosinteze OTA kako je predlazu Gallo i sur. (2012).
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Slika 4. Shematski prikaz zavr$nih koraka biosinteze OTA (Gallo i sur., 2012)
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Metabolizam OTA proucavan je u in vivo i in vitro sustavima. In vivo biotransformacija OTA
u zivotinja i ljudi je loSa, a uklanjanje metabolita sporo. U organizmu, OTA je apsorbiran i veze
se za proteine seruma, a zatim se nakuplja u jetri, bubrezima, miSi¢nom tkivu, testisima i drugim
tkivima. Kod ljudi se OTA metabolizira vrlo sporo, s vremenom poluraspada od 30 dana
(Roland 1 sur., 2014). Vezanje OTA za albuminsku frakciju u krvi omoguéuje njegovu
postojanost u tkivima kroz dulji period (Fuchs i Hult, 1992). IstraZzivanja provedena s ciljem
razumijevanja metabolickih puteva OTA pokazuju da jetra ima glavnu toksodinamicnu i
toksokineticku ulogu budu¢i da se OTA metabolizira djelovanjem jetrenih mikrosoma te
izlucuje putem zuci, urina i fecesa. Intestinalna mikroflora transformira OTA u manje toksi¢ni
OTa koji se potom izlucuje s odredenim koli¢inama roditeljske molekule. Biotransformacija
okratoksina A odvija se hidroksilacijom pomocu citokroma P450. OTB se brzo moze eliminirati
iz organizma i tako smanjiti toksi¢ne u¢inke OTA, dok OTC ima sli¢nu toksi¢nost kao OTA te
se brzo transformira nazad u OTA (Wu i sur., 2011).

Tijekom metabolizma OTA odvija se samo djelomic¢na detoksifikacija jer neki metaboliti kao
Sto je OTA s otvorenim laktonskim prstenom (OP-OTA) imaju vecu toksi¢nost od samog OTA.
OP-OTA se smatra ,,otrovnim metabolitom* jer je otrovniji od samog OTA pa je stoga i
bioloska reaktivnost OTA povezana s laktonskom karbonilnom skupinom izokumarinskog
dijela. S obzirom na to da su u nekim istrazivanjima pronadeni adukti DNA uzrokovani
okratoksinom A i povezani su s uzrokovanjem genotoksicnosti (Pinelli i sur., 1999), a u nekima
nisu pronadeni (Gross-Steinmeyer i sur., 2002), raspravlja se o tome da je genotoksi¢nost
posljedica nastanka reaktivnih kisikovih vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS) djelovanjem
OTA (Wu i sur., 2011).

Sve navedeno igra vaznu ulogu u toksi¢nosti, kancerogenosti i specifi¢nosti djelovanja prema
odredenim organima (Mally i sur., 2004) stoga je poznavanje metaboli¢kih puteva OTA u ljudi
1 zivotinja vrlo korisno 1 StoviSe, nuzno kako bi se Stetni ucinci tih metabolita mogli umanjiti

(Xiao i sur., 1996).

2.2.1.4. Mehanizam djelovanja okratoksina A

Zbog slicnosti s fenilalaninom OTA inhibira sintezu proteina, a time i sintezu
deoksiribonukleinske kiseline (DNA) i ribonukleinske kiseline (RNA), a moZe utjecati i na
druge enzime koji koriste fenilalanin kao supstrat (npr. fenilalanin hidroksilaza), smanjiti
koncentracije fosfoenolpiruvat karboksilaze kao klju¢nog enzima u glukoneogenezi te ometati

metabolizam glukoze (Pleadin i sur., 2018b).
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OTA uzrokuje ostecenja mitohondrija, lipidnu peroksidaciju, ometa oksidativnu fosforilaciju,
a pripisuje mu se i nefrotoksi¢no, neurotoksi¢no, mutageno, karcinogeno, teratogeno i
imunosupresijsko djelovanje (Tao 1 sur., 2018). Ujedno, sudjeluje 1 u stani¢noj oksidaciji te
stimulira sintezu malondialdehida (MDA), a MDA dalje reagira s gvanidinom tvore¢i DNA
adukte. OTA fragmentira DNA u jetri, bubrezima i slezeni, povecava lipidnu peroksidaciju
vezanjem Fe3* iona (&ime olaksava redukciju u Fe?*, a oni u prisutnosti kisika stvaraju aktivni
kisik koji zapocinje lipidnu peroksidaciju). Navedeni procesi su izrazeni u stanicama
mitohondrija pa rezultiraju njihovim oste¢enjem. Takoder, dokazan je i negativan u¢inak OTA
na homeostazu kalcija u biolo§kim sustavima (Pleadin i sur., 2018b). Na slici 5 prikazana je
stani¢na signalizacija i predlozeni put induciranja apoptoze djelovanjem OTA (Tao i sur.,
2018).

Citoplazma

Aktivnost kalpaina T

Poremecaj
mitohondrijske
Otpustanje membrane \
Ca®'

SReTTYRYILLY

Jezgra

Apoptoza

Slika 5. Apoptoza inducirana okratoksinom A i stani¢na signalizacija. OTA inducira porast
NADPH 1 enzima P450, koji aktivira signalni put kaspaze i1 inducira apopotozu. Povecanje
ROSa, izazvalo je oksidativni stres mitohondrija i endoplazmatskog retikuluma, inducirajuéi
osobadanje kalcija 1 inhibiraju¢i stani¢ni ciklus, spajanje mRNA, replikaciju DNA,
metabolizam lipida i nukleotida (Tao i sur., 2018)

19



Smatralo se da sam toksin inducira citotoksi¢nost, genotoksi¢nost te in vivo i in vitro upale, ali
je temeljem nedavnih istrazivanja ta uloga dodijeljena ROS-u i oksidativnom stresu izazvanom
okratoksinom A (Abd El-Haleem i sur., 2016; Costa i sur., 2016; Periasamy i sur., 2016; Abdel-
Wahhab i sur., 2017).

2.2.1.5. Toksi¢ni ucinci okratoksina A u organizmu

Toksi¢no djelovanje OTA i njegovih metabolita ovisi o brojnim ¢imbenicima, a najznacajniji
su: doza (koncentracija), vrijeme izlaganja, nacin primjene te dob i spol domacina. Glavno
mjesto njegove toksi¢ne aktivnosti su bubrezi, ali u dovoljnim dozama moze utjecati i na jetru.
Velik broj istrazivanja upucuje na razli¢ite epigenetske mehanizme OTA, uglavnom povezane
s oksidativnim stresom, proliferacijom stanica te poremecajem stani¢ne signalizacije 1 diobe
(Marin-Kuan i sur., 2008; Marin i sur., 2013; Sorrenti i sur., 2013; Vettorazzi i sur., 2013). No,
izravan genotoksi¢ni mehanizam koji ukljucuje bioaktivaciju OTA i stvaranje adukta DNA se
jos istrazuje, iako su in vivo testiranja u skladu s navedenim mehanizmom (Vettorazzi i sur.,
2013).

Tijekom godina, otkrivala su se razna Stetna svojstva OTA pa su tako pokazana njegova
nefrotoksi¢na, hepatotoksi¢na, neurotoksi¢na, teratogena i imunotoksicna svojstva u raznim
zivotinjama te in vitro testovima. Unutar toksikoloSkog profila OTA, nefrotoksi¢nost je njegovo
dominantno svojstvo, a prepoznato je neposredno prije nego je povezano s Balkanskom
endemskom nefropatijom. S obzirom na to da je u krvnom serumu ljudi oboljelih od BEN
pronadena i do 10 puta visa koncentracija OTA, u odnosu na zdrave osobe, smatra se kako OTA
igra ulogu prilikom obolijevanja od ove bolesti (Otteneder i Majerus, 2000). Osim OTA, hrana
cesto sadrzi 1 druge nefrotoksine (citrinin, fumonizin) koji pokazuju sinergisticko djelovanje te
mogu imati ulogu u razvoju kroni¢nih bubreznih bolesti (Pleadin i sur., 2018Db).

Nefrotoksi¢ni u¢inak OTA, rezultat je poremecaja transportnog sustava organskih aniona koji
se nalaze na bazolateralnoj membrani proksimalnih tubula, a dokazan je kod ptica i sisavaca,
ali ne i kod odraslih prezivaca. NefrotoksiCnost se ocituje bolovima u bubrezima,
konzumiranjem prekomjerne koli¢ine vode s ucestalim mokrenjem te smanjenim unosom
hrane. Oslabljena funkcija bubrega rezultira glukozurijom i proteinurijom, a uocene su i
tubularne degeneracije, atrofija i fibroza tkiva bubrega (Pleadin i sur., 2018b).

OTA moze djelovati na endokrini sustav ometajuci enzime koji sudjeluju u sintezi hormona, a
posljedice endokrinih poremecaja su osteoporoza, mijelofibroza, adenom, kostane deformacije

i reproduktivni poremecaji (Malir i sur., 2014).
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Od otkrica provedena su brojna istrazivanja koja su omogucila uspostavljanje razli¢itih
mehanizama nefrotoksi¢nosti 1 karcinogenosti OTA. Mehanizmi koji dovode do
nefrotoksi¢nosti, hepatotoksicnosti 1 imunotoksi¢nosti OTA mogu se povezati s inhibicijom
sinteze proteina, lipoperoksidacijom i modulacijom kaskade mitogenom aktivirane protein
(MAP) kinaze, dok njegova karcinogenost nastaje nakon metaboli¢ke aktivacije koja dovodi do

formiranja DNA adukta (Malir i sur., 2016).

2.2.1.6. Pojavnost okratoksina A u vinima

Vino i ostali proizvodi od grozda skupina su proizvoda za koje je utvrdeno da mogu sadrzavati
znacajne koli¢ine OTA. Zimmerli i Dick (1996) su prvi zabiljezili pojavu OTA u vinu, a od
tada sve je vec€i broj istrazivanja o prisutnosti OTA u vinu, suSenim plodovima vinove loze
(grozdice ili cvebe) i soku od grozda. Ekologija plijesni ukljucenih u sintezu OTA na vinovoj
lozi usredotocena je na Aspergillus niger i Aspergillus carbonarius pa su Cesta istrazivanja koja
istrazuju njihov rast na vinovoj lozi i ulogu koju imaju prilikom sinteze OTA (Battilani i Pietri,
2002; Belli i sur., 2004; Mitchell i sur., 2004).

Prema istrazivanjima s pocetka 20. stoljeca, srednja vrijednost OTA u vinima iznosila je 0,36
ng kg (1470 uzoraka), a sadrzaj OTA bio je veéi u vinima juzne Europe u odnosu na vina
sjeverne Europe. Takoder, u usporedbi s rosé i bijelim vinima, crna vina sadrze vece koli¢ine
OTA. Prilikom usporedbe vina iz Sjeverne Amerike uocene su niZe koncentracije OTA u
odnosu na vina porijeklom iz Europe (Ng i sur., 2004).

U ve¢ini provedenih istrazivanja se pokazalo da je razina OTA veca u crnim nego u ruzicastim
vinima, dok ga najmanje sadrze bijela vina, §to je najvjerojatnije posljedica maceracije masulja
s pokozicom grozda kod crnih vina koja pospjesuje ekstrakciju OTA iz pokozice (Esti i sur.,
2012; Quintela i sur., 2013). Slatka vina i specijalne vrste vina takoder imaju vec¢e koncentracije
OTA u usporedbi sa suhim vinima (Esti i sur., 2012).

Kod proizvodnje desertnih vina koja nisu pojac¢ana alkoholom grozde se sus$i na suncu ili u
komorama sve dok se ne postigne izrazito visoka razina Se¢era zbog cega je ono podlozno
povec¢anom razvoju plijesni. Osim toga, nepotpuna fermentacija Secera tijekom proizvodnje
desertnih vina ¢esto dovodi do visokih koncentracija OTA u finalnim proizvodima (Covarelli i
sur., 2012). Analizama konvencionalnih i organskih vina, utvrdeno je kako nema znacajne
razlike u prisutnosti OTA kod navedenih vina s obzirom na to da je 71 % konvencionalnih,
odnosno 63 % organskih vina sadrzavalo OTA (Chiodini i sur., 2006).
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Flajs i sur. (2009) su istrazili pojavu OTA 1 prisutnost pojedinih sojeva toksigenih plijesni u
vinima na podru¢ju Republike Hrvatske. Ispitano je Sest vrsta moStova, Sest uzoraka vina
dobivenih od tih mostova 1 Cetiri uzorka flaSiranog vina iz 2007. godine. Uoceno je da su svi
uzorci mosta sadrzavali OTA, Sto se povezuje s kontaminacijom grozda tijekom presanja i
maceracije. lako se OTA ne uklanja u potpunosti, njegov sadrzaj se smanjuje tijekom
fermentacije. U moStu 1 vinu nisu pronadeni sojevi najveceg proizvodaca mikotoksina
Aspergillus carbonarius vjerojatno zbog prisutnosti drugih plijesni koje proizvode OTA poput

Aspergillus tubingensis, Aspergillus ochraceus ili Aspergillus niger (Flajs i sur., 2009).

2.3. Zakonska regulativa

Na temelju procjene opasnosti i izloZenosti okratoksinu A Europska komisija je 2005. godine
donijela odluku o maksimalnoj granici OTA od 2 ng kg™ za vino (EC, 2005). Tada je 2 do 4 %
vina proizvedenih na podrucju EU sadrzavalo vece koncentracije OTA od dozvoljenih
(JOrgensen, 2005). Prilikom istrazivanja u susenim plodovima vinove loze te u soku od grozda
uocene su koncentracije OTA u iznosu od 3,1 pg kg, odnosno 0,56 pg kg'. Prema
postavljenim maksimalnim granicama od strane Europske komisije, 7 % uzoraka susenih
plodova vinove loze, odnosno 5 % uzoraka soka od grozda, prelazilo je postavljene granice
(EC, 2002; 2005).

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 1 proizvode od zitarica, suseno voce od vinove loze, kavu, vino, sok od grozda,
preradenu hranu na bazi zitarica i1 dje¢ju hranu za dojencad i malu djecu, dijetalnu hranu za
posebne medicinske svrhe, posebno za dojencad, zacine i slatkiSe, Uredbom Komisije (EC) broj
1881/2006 (European Commission, 2006) i naknadnim izmjenama (European Commission,
2010; European Commission, 2012; European Commission, 2015). Najvise dozvoljene
koncentracije (NDK) OTA prikazane su u tablici 2.

Hrvatska je medu drzavama koje imaju najstroze propise o dozvoljenim koncentracijama
kontaminanata u hrani. Prema Pravilniku o najve¢im dopuStenim koncentracijama
kontaminanata u hrani, koncentracije OTA krecu se u granicama od 0,5 do 10 pug kg (NN
154/2008). Najveéa dopustena koncentracija OTA je u grozdicama i instant kavi (10 ug kg™?),
a najmanja dopustena koncentracija OTA je U hrani koja je namijenjena dojencadi, preradenoj
hrani na bazi Zitarica i hrani za malu djecu (0,5 pg kgl). Na temelju godisnjeg plana

uzorkovanja provodi se sustavna kontrola namirnica biljnog i zivotinjskog podrijetla na
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mikotoksine u ovlaStenim laboratorijima za kontrolu zdravstvene ispravnosti hrane (HAH,
2012), a s obzirom na uvedene propise, moze se ocekivati da bi poboljSanja u sklopu dobre

poljoprivredne prakse, kao i dobre proizvodacke prakse, dovela do smanjenja razine OTA.

23



Tablica 2. Najvise dozvoljene koncentracije OTA u prehrambenim proizvodima propisanim od
strane Europske Komisije (Huertas-Perez i sur., 2017; Pleadin i sur., 2018b)

alkohola od najmanje 15 vol.%) i vo¢na vina

PREHRAMBENI PROIZVODI NDK
(ng kg™)
1. | Nepreradene zitarice 5
2. | Svi proizvodi dobiveni iz nepreradenih Zitarica, ukljucujuci proizvode od
obradenih zitarica i Zitarice namijenjene za izravnu prehranu ljudi s iznimkom 3
za prehrambene proizvode pod rednim brojem 9., 10. 1 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, iskljutujuéi likerska vina i vina s udjelom

2 )

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 1 koncentrirani groZzdani moSt, namijenjeni 2

N_ | izravnoj prehrani ljudi
9. | Preradena hrana na bazi zitarica i hrana za bebe za dojencad i malu djecu 0,50
10. | Dijetalna hrana za posebne medicinske svrhe namijenjena posebno dojencadi 0,50
11. | Zacini, ukljucujuéi suSene zacine:
Piper spp (plodovi istih, ukljuujuéi bijeli i crni papar)
Myristica fragrans (muskatni orascic) 15
Zingiber officinale (dumbir)
Curcuma longa (kurkuma)
Capsicum spp. (suseno voce, cijelo ili mljeveno, ukljucujuéi ¢ili, ¢ili u prahu, 20
kajenski i papriku)
Mjesavine zacina koje sadrze jedan od gore navedenih zaCina 15
12. | Sladi¢ (Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhiza inflate i druge vrste)
12.1. Slatki korijen, sastojak biljnih infuzija 20
12.2. Ekstrakt slatkog korijena za upotrebu u hrani, posebno u pi¢ima i 80
slastkiSima
13. | PSenicni gluten koji se ne prodaje izravno potrosa¢ima 8
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2.4. Metode smanjenja koncentracije i uklanjanja okratoksina A

Za kontrolu prisutnosti plijesni i njihovih toksina razvijene su brze, osjetljive i precizne metode,
ali jo§ uvijek nisu pronadene to¢ne, pouzdane i ucinkovite strategije uklanjanja prisutnih
mikotoksina, ve¢ se za smanjenje kontaminacije plijesnima pa time i mikotoksinima u pravilu
koristi samo dobra agrotehnoloska praksa (Giovati i sur., 2015; Pleadin i sur., 2018a). Medutim,
jedinstvena metoda, ujedno djelotvorna za sve materijale i sve mikotoksine, ipak ne postoji
(Pleadin i sur., 2018a).

Prisutnost OTA u vinu moze se smanjiti i do 80 % kada se koristi odgovarajuca vinogradarska
praksa (Varga i Kozakiewicz, 2006), kada se provodi kontrola biotickih 1 abioti¢kih agenasa i
kada se provodi ispravno suSenje grozda primjenom kontroliranih uvjeta atmosfere i primjena
enoloSkih postupaka koji smanjuju razinu OTA u vinima. Postoji nekoliko razli€itih strategija
u smanjenju razine OTA u vinima i detoksifikaciji ovog mikotoksina, a klasificiraju se kao
fizikalni, kemijski i mikrobioloski pristupi (Quintela i sur., 2013).

Fizikalne metode uklju¢uju mehanicko uklanjanje visoko oneciS¢enih frakcija iz sirovih
materijala sortiranjem, ¢iS¢enjem, mljevenjem 1 ljuStenjem (Loi1 1 sur., 2017; Pleadin 1 sur.,
2018a). U pocetku se smatralo da se uklanjanjem pljesnivog grozda prije nego ude u proces
vinifikacije moze sprijeciti nastanak OTA, medutim iako je ovo postupak koji smanjuje pojavu
OTA i do 98 %, ekonomski je neprihvatljiv za vinsku industriju (Varga i Kozakiewicz, 2006).
U svrhu smanjenja razine OTA vino se moze i filtrirati ¢ime se postize smanjenje razine OTA
I za 80 % kada se koriste membrane s veli¢inom pora od 0,45 pum. Ponovnim prolaskom
kontaminiranog mosta ili vina kroz kominu koja ne sadrzi OTA postize se smanjenje OTA od
50-56 % dok toplinski tretmani vina (55 °C) ne utje¢u na razinu OTA (Quintela i sur., 2013).
Kemijske metode smanjenja razine OTA u vinima ukljuCuju primjenu adsorbensa poput
aluminosilikata, zeolita, bentonita i aktivnog ugljena koji mogu ¢vrsto vezati i imobilizirati
mikotoksin. Medutim, njihova je primjena ograniCena zbog Cestog negativnog utjecaja na
nutritivnu vrijednost i organolepti¢ka svojstva proizvoda (Piotrowska i sur., 2013).

Fizikalne 1 kemijske metode imaju ogranicenu primjenu zbog nedovoljno saznanja o
produktima degradacije te zbog promjena nutritivnog 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. Moguénosti uklanjanja
mikotoksina mikrobnim kulturama i njihovim stani¢nim komponentama sve viSe se namecu
kao moguca alternativa postoje¢im fizikalnim i kemijskim metodama detoksikacije (Pleadin i

sur., 2019).
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2.4.1. Mikrobioloske metode uklanjanja okratoksina A

Mikrobioloske metode detoksikacije definiraju se kao metode koje koriste mikroorganizme i/ili

ili bezopasnih spojeva (EU, 2015). Bioloska sredstva i njihovi enzimi, u usporedbi s kemijskim

metodama koriStenim za smanjenje koncentracije mikotoksina, omogucuju specifi¢an,

najvjerojatnije nepovratan, ekoloski prihvatljiv i uinkovit pristup s malim utjecajem na
osjetilnu i nutritivnu kvalitetu hrane (Loi i sur., 2017). Medutim, vazno je pritom istaknuti da

su bioloske metode, u odnosu na fizikalne i kemijske, znatno manje istrazivane (Karlovsky 1

sur., 2016; Pleadin i sur., 2018a, Pleadin i sur., 2019). Bhatnagar i suradnici su jo§ 1991. godine

definirali biolosku detoksikaciju kao enzimsku degradaciju ili biotransformaciju toksina
pomoc¢u mikroorganizama koji predstavljaju izvor enzima za detoksikaciju koja bi u konacnici
rezultirala nastankom manje toksi¢nih produkata. Ciste kulture bakterija, kvasaca i plijesni koje
detoksiciraju mikotoksine izolirane su iz slozenih mikrobnih populacija, a primjena Cistih
kultura rezultira detoksikacijom brojnih mikotoksina (aflatoksina, okratosina A, patulina,
zearalenona, fumonizina, trihotecena i drugih) (Karlovsky, 1999). Za primjenu mikrobioloske
detoksikacije vazno je utvrditi to¢ne grupe unutar kemijske strukture koje su odgovorne za
toksi¢an ucinak OTA. Toksi¢nost se uglavnom pripisuje njegovom izokumarinskom dijelu, dok
karboksilna skupina fenilalaninskog dijela 1 Cl skupina pogoduju toksi¢nosti (Vanhoutte 1 sur.,

2016).

Upotreba mikroorganizama za detoksikaciju mikotoksina u hrani zahtijeva odredene uvjete

(Jard i sur., 2011):

>  prvi korak predstavlja identifikaciju potencijala degradacije mikotoksina pomocu
odredenog mikroorganizma,

»  svaki produkt koji nastaje mora biti identificiran i njegova toksi¢nost treba biti ispitana,

»  nastali produkti moraju biti netoksi¢ni,

»  biotransformacija mora biti brza i mikroorganizmi moraju biti u¢inkoviti u razli¢itim
uvjetima prisutnosti kisika i pH vrijednosti, pogotovo kada se transformacija odvija
tijekom probave,

»  mikroorganizmi moraju biti nepatogeni,

»  mikroorganizmi moraju biti aktivni u slozenom okoliSu i ne smiju biti inhibirani
nutrijentima,

»  ucinkovitost transformacije mora se procijeniti in vivo.
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Istrazivanja su pokazala da upotreba mikroorganizama ima perspektivan uc¢inak u degradaciji
mikotoksina iz hrane i hrane za Zivotinje, a zbog unaprjedenja biotehnologije i katabolickih
sposobnosti mikrobnih populacija u budu¢nosti se moze ocekivati njihova sve znacajnija
primjena (Shanakhat i1 sur., 2018). Neki od najznacajnijih primjera bioloskih agenasa za

detoksikaciju mikotoksina u hrani i hrani za Zivotinje, prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Primjena bioloskih agenasa za detoksifikaciju mikotoksina u hrani i hrani za

zivotinje (Shanakhat i sur., 2018)

Bioloski agens Produkt Mikotoksin Literatura
Bakterije mlije¢ne kiseline | Fermentirana aflatoksin My Ahlberg i sur., 2015.
(BMK) hrana
Saccharomyces cerevisiae | Fermentirana okratoksin A Petruzzi i sur., 2014b

hrana aflatoksini
Lactobacillus spp Kruh aflatoksini Saladino i sur., 2016
Bacillus Hrana za Zivotinje | trihoteceni Zhu i sur., 2016
Rhyzopus oryzae Preradena hrana | aflatoksini Hackbart sur., 2014

Jedna od najcesce koriStenih strategija detoksikacije/biorazgradnje mikotoksina ukljucuje
izolaciju mikroorganizama koji mogu razgraditi odredeni mikotoksin, a medu tim
mikroorganizmima kvasci i bakterije mlijecne kiseline (BMK) pokazuju velik potencijal kao
mogucéi mikofiksatori.

Bioloska detoksikacija mikotoksina odvija se uglavnom pomoc¢u dva glavna procesa, sorpcije

(adsorpcije-vezanje i desorpcije-otpustanje) i enzimske razgradnje (Pleadin i sur., 2019).

2.4.1.1. Detoksikacija okratoksina A vezanjem

Dokazano je da i zive 1 mrtve stanice mikroorganizama mogu vezati mikotoksine stoga se
pretpostavlja da su stani¢ne komponente kao §to su manani i B-glukan u kvasca, odnosno
polisaharidi i peptidoglikan u bakterija, odgovorne za fizicko vezanje mikotoksina te da se u

tim slucajevima ne radi o kovalentnom vezanju ili biotransformaciji mikotoksina.
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Najvazniji faktor koji utjeCe na kapacitet adsorpcije OTA kod mikroorganizama je sastav
stani¢ne stijenke (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 stani¢nu stijenku odgovorni su -
glukan, njegov esterificirani oblik te manoproteini stani¢ne stijenke kvasca (Piotrowska i sur.,
2013; Quintela i sur., 2013; Petruzzi i sur., 2014b; Pereyra i sur., 2015). Piotrowska i suradnici
(2013) su koristenjem vinskih i pekarskih sojeva kvasca Saccharomyces cerevisiae dokazali
kako je moguce smanjiti koncentraciju OTA u teku¢em mediju za 35 %. Daljnjim ispitivanjima,
dokazali su da uklanjanje OTA ovisi 0 mediju i soju primijenjenog kvasca. Tako su na primjer,
koriStenjem termic¢ki inaktivirane biomase kvasca Saccharomyces cerevisiae uspjesno uklonili
do 64 % OTA iz razli¢itih medija kao $to su na primjer most bijelog grozda i most crnog ribiza.
Veci postotak dekontaminacije OTA koriStenjem inaktiviranih stanica kvasca upucuje na
fizicko vezanje i1 uklanjanje OTA iz medija.

Nekoliko vinarskih praksi uklju¢uje 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., 2014b), a prisutnost OTA u vinu uglavhom je rezultat
kontaminacije grozda s toksikotvornim plijesnima prije i poslije berbe.

Bejaoui i suradnici (2004) su ispitivali sposobnost uklanjanja OTA iz vina koristenjem termicki
i kiselinski inaktiviranih stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae. 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 se nakon propadanja glikozidnih veza dalje fragmentiraju u
aldehide. Tako dolazi do povecanja povrsine za vezanje OTA i poveéanja slobodnih mjesta
adsorpcije u usporedbi sa zivim stanicama. Takoder, smanjenje debljine stani¢ne stijenke i/ili
povecanje pora pod utjecajem temperature i kiseline mogu uciniti i druga mjesta u stanicama
kvasaca dostupnijima za adsorpciju OTA (El-Nezami i sur., 2002). Kineticka ispitivanja
adsorpcije OTA pokazala su da je vezanje OTA brza reakcija budué¢i da u prvih 5 minuta
inkubacije veze 90 % OTA, a ostaje adsorbiran tijekom 72 sata. Sli¢no su dokazali i Petruzzi i
suradnici (2014a) pokazavsi da termicki inaktivirane stanice mogu u potpunosti ukloniti OTA

u samo 5 minuta.
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2.4.1.2. Degradacija ili biotransformacija OTA

Biotransformacija mikotoksina definira se kao ,razgradnja mikotoksina u netoksi¢ne
metabolite pomoc¢u bakterija, plijesni ili (njihovih) enzima®“ (Boudergue i sur., 2009).
Moguénost upotrebe Zivih mikroorganizama kao biokatalizatora za razgradnju mikotoksina
predstavlja valjanu strategiju posebno ako su potrebne viSestupanjske reakcije ili ako se
mikroorganizam ve¢ koristi u industrijskim procesima prerade hrane (Hassan i sur., 2013;
Hassan i sur., 2015). S druge strane, visoka koncentracija mikotoksina moze promijeniti ili
inhibirati rast i fiziologiju takvih mikroorganizama, $to zahtijeva duze vrijeme za prilagodbu
prije postizanja zadovoljavajuée razine dekontaminacije.

Dokazano je da neki mikroorganizmi proizvode enzime koji mogu promijeniti strukturu
mikotoksina i/ili proteina koji ih mogu spajati, ¢inec¢i 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 Trichosporon i
Rhodotorula te kvasci Saccharomyces cerevisiae i Hanseniaspora uvarum) mogu razgraditi
OTA. Najvazniji mehanizam biorazgradnje je razgradnja OTA do OTa (slika 6, Chen i sur.,
2018). 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.

0 OH Lipaza (pH 7.5, 37 °C
o OH O Proteaza A (pH
Pankreatin (pH 37°C
Karboksipeptida 7:9,25°C
e
O Prolive PAC (pH 3, 37 °C)

l H
H "CHj
Cl
Okratoksin A (OTA) OTa L-B-fenilalanin

Slika 6. Mehanizam biorazgradnje OTA enzimima (Chen i sur., 2018)

Rodrigues i suradnici (2009) su izvijestili da OTa nije toksi¢an ili da je barem 500 puta manje
toksican od OTA. Medutim, postoji i drugi, vise hipotetski postupak, koji podrazumijeva

razgradnju OTA hidrolizom laktonskog prstena. U ovom slucaju, kona¢ni produkt razgradnje
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je otvoreni laktonski oblik OTA koji je sli¢ne toksicnosti kao OTA kada se daje Stakorima, ali
je manje toksi¢an za miSeve i bakteriju Bacillus brevis. Iako je ovo hipotetski, vjerojatno ¢e se
dogoditi budu¢i da su mikrobioloske laktonohidrolaze koje provode sli¢énu transformaciju Ceste
(Juodeikiene i sur., 2012).

U pogledu razlicitih sredstava za biokontrolu mikotoksina, kvasci se smatraju jednim od
najmo¢nijih mikroorganizama zbog svojih bioloskih i1 netoksi¢nih svojstava (Pimenta i sur.,
2009). Prvotna istrazivanja bazirala su se na popularnom soju kvasca S. cerevisiae. Tako su
Bohm i suradnici (2000) proveli istrazivanje te zakljuéili kako je primjenom razli¢itih sojeva
kvasca S. cerevisiae moguce razgraditi do 38 % OTA, no u istrazivanju nisu potvrdili prisutnost
razgradnih produkata. Nadalje, Molnar i suradnici (2004) su izolirali i identificirali novu vrstu
kvasca Trichosporon mycotoxinivorans te su ispitali njegovu sposobnost razgradnje OTA u
sintetskom mediju. Uocili su kako ve¢ nakon 2,5 sati uzgoja OTA nije bio prisutan u mediju,
dok je OTa bio jasno vidljiv na kromatogramu. Peteri i suradnici (2007) su u svom istrazivanju
pokazali kako je upotrebom kvasca P. rhodozyma moguce razgraditi OTA do OTo, a navedena
razgradnja je posredovana karboksipeptidazom. Yang i suradnici (2016) su pokazali kako
kvasac Yarrowia lipolytica moze zna¢ajno smanjiti koncentraciju OTA u sintetskom mediju. U
svom su istrazivanju pokazali kako sposobnost razgradnje OTA pomocu kvasca Y. lipolytica
ovisi 0 vremenu uzgoja te koncentraciji dodanog OTA. U istom je istrazivanju navedeno kako
je degradacija OTA uspjesnija primjenom veceg broja stanica kvasaca. lako Abrunhosa i
suradnici (2002) predlazu kako je karboksipeptidaza A kljuan enzim za razgradnju OTA i
nastajanje OTa i fenilalanina te je prisutnost navedenih spojeva dokaz sposobnosti razgradnje
OTA, Angioni i suradnici (2007) su pokazali kako odsutnost OTA u biomasi ispitivanih kvasaca
(S. cerevisiae i H. uvarum) iskljucuje adsorpcijski ucinak ispitivanih kvasaca, dok odsutnost

OTa i fenilalanina zapravo sugerira alternativne puteve razgradnje OTA.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. MATERIJALI
3.1.1. Mikroorganizmi

Za odredivanje utjecaja vinskih kvasaca na vezanje, razgradnju 1 toksi¢nost OTA, kao 1 utjecaja
OTA na rast, morfologiju, fermentacijske produkte i parametre oksidativnog stresa kvasaca,
odabrani su: Saccharomyces cerevisiae 5, Saccharomyces uvarum 20 i Saccharomyces bayanus
8 (dobiveni iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opéu mikrobiologiju i mikrobiologiju
namirnica); Kluyveromces marxianus DS12 (Laboratorija za tehnologiju vrenja i kvasca);
Saccharomyces cerevisiae DSMZ 70468, Hanseniaspora uvarum S138 i Pichia guilliermondii
ZIM 624 (Laboratorija za tehnologiju i analitiku vina), Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta,

Sveucilista u Zagrebu.

Kulture kvasaca ¢uvane su na -20 °C u glicerolu, a prije postavljanja pokusa revitalizirane su

tijekom 48 sati pri 28 °C.

3.1.2. Hranjive podloge

e Sladovina sastava: sladni ekstrakt (praskasti) 20 g L*; pepton 6 g L'%; glukoza 20 g L;
voda (destilirana) 1 L; pH 5,5; sterilizacija pri 121 °C tijekom 15 min.

e Sladni agar sastava: sladni ekstrakt (praskasti) 20 g L%; pepton 6 g L; glukoza 20 g L
1-agar 15 g L!; voda (destilirana) 1 L; pH 5,5; sterilizacija pri 121 °C tijekom 15 min.

e YPG bujon (eng. Yeast Peptone Glucose) sastava: glukoza 20 g L; kvaséev ekstrakt 10
g L% pepton 10 g L; voda (destilirana) 1 L; pH 6,5; sterilizacija pri 121 °C tijekom 15 min.

3.1.3. Kemikalije, reagensi i otapala

Sve koristene kemikalije bile su visoke analiticke CistocCe.

- etanol 96 % (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

- cinkov sulfat 7-hidrat (Gram-Mol, Hrvatska)

- sumporna kiselina, UPLC ¢istoce (Merck, Njemacka)

- acetonitril, HPLC cisto¢e (Honeywell, Offenbach, Njemacka)

- metanol, HPLC ¢isto¢e (Honeywell, Offenbach, Njemacka)

- mravlja kiselina, HPLC ¢isto¢e (Honeywell, Offenbach, Njemacka)
- octena kiselina, HPLC ¢isto¢e (Honeywell, Offenbach, Njemacka)
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- amonij acetat za masenu spektometriju (Honeywell, Offenbach, Njemacka)

- deionizirana i ultraCista voda

- Tween 20, analiti¢ke Cistoce (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

- NaCl (natrijev klorid) analiticke ¢istoce (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

- KCI (kalijev klorid) analiticke ¢istoce (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

- KH2PO4, (kalijev dihidrogenfosat) analiti¢ke Cistoce (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

- Na2HPOg4 (dinatrijev fosfat) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

- Eagle's Minmal Essential Medium (Eagle's MEM) (Sigma-Aldrich, Merck, MO, SAD)

- Fetal bovine serum (Sigma-Aldrich, Merck, MO, SAD)

- Penicillin-Streptomycin antibiotik (Sigma-Aldrich, Merck, MO, SAD)

- Tetrazolijeva sol MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) (Sigma-Aldrich, Merck, MO,

SAD)

- fosfatni pufer (Phosphate Buffer Saline, PBS) (Mettler-toledo, Greifensee, Svicarska)
- KH2PO4 (kalijev dihidrogenfosat) (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

- K2HPO4 (kalijev hidrogenfosfat) (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

- TCA (trikloroctena kiselina) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

- DTNB 5,5'-ditiol-(2-nitrobenzojeva kiselina) (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD)

- EDTA, etilendiamintetraoctena kiselina (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD)

- TBA, 2-tiobarbituratna kiselina (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD).

3.1.4. Priprema otopina i pufera

10 % trikloroctena kiselina (TCA) pripremljena je otapanjem 1 g TCA u odmjernoj
tikvicu od 10 mL dopunjenoj s destiliranom vodom.

0,3 M K-fosfatnog pufera pH 7,4 pripremljen mijeSanjem 0,3 M otopina KH2PO4 i 0,3
M otopina KaHPO4 do trazene pH vrijednosti. U 100 mL pufera dodana je odgovarajuéa
koli¢ina EDTA, kako bi otopina sadrzavala 0,1 mM EDTA.

1 M K-fosfatnog pufera pH 7,4 je pripremljen tako da su 0,3 M otopina KH2PO4 i 0,3
M otopina K2HPO4 pomijesane do trazene pH vrijednosti. U 100 mL pufera dodana je
odgovarajuca koli¢ina EDTA, kako bi otopina sadrzavala 0,1 mM EDTA.

1 mM otopina DTNB-a pripremljena je razrjedenjem otopine 10 mM DTNB-a 10 puta.
0,6 otopina TBA pripremljena je otapanjem 0,6 g TBA u odmjernoj tikvici od 100 mL
nadopunjene s destiliranom vodom uz blago zagrijavanje na grijacu/mjesalici.

5M amonij acetat — 3,85 g amonij acetata otopljeno je u 10 mL ultraéiste vode.
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e Mobilna faza A: H:O/MeOH = 90/10 sa 5 mM NHsAc i 1% CH3COOH - pomijesano
900 mL vode (ultraciste) i 100 mL metanola (HPLC grade), pipetom uzeto 11 mL te
dodano 10 mL octene Kkiseline i 1 mL 5M amonij acetata.

e Mobilna faza B: MeOH/H20 = 97/3 sa 5 mM NHsAc i 1% CH3COOH - pomijesano
970 mL metanola i 30 mL vode, pipetom uzeto 11 mL te dodano 10 mL octene
kiseline i 1 mL 5M amonij acetata.

e 0,01 % Tween 20 u PBS — otopljeno 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g KH2PO4i 1,16 g
Na2HPO4u 900 mL deionizirane vode, prema potrebi podesen pH na 7,4 sa 1 M NaOH,
dodano 100 uL Tween 20 te nadopunjeno vodom do 1000 mL.

e PBS - otopljeno 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g KH2PO4 i 1,16 g NazHPO4 u 900 mL
deionizirane vode, prema potrebi podesen pH na 7,4 sa 1 M NaOH te nadopunjeno

vodom do 1000mL.

3.1.5. Standard OTA

e Standard OTA; C2HisCINOs; Mr: 403,8 g mol™*; 5 mg (Sigma-Aldrich, Merck, MO,
SAD).

Standard OTA nabavljen je u obliku kristala iz kojeg su pripremljene stock otopine u
koncentracijama 2 mg mL? i 4 mg mL?, a koje su do upotrebe bile pohranjene na -20 °C. Za
pokuse odredivanja utjecaja OTA na morfologiju, sposobnost rasta, fermentacijska svojstava,
parametre oksidativnog stresa kvasaca, kao i za dokazivanje citotoksi¢nosti razgradnih
produkata OTA, otopine OTA pripremljene su u 96 %-tnom etanolu, a u acetonitrilu za
odredivanje %-tka vezanja i dokazivanja razgradnih produkata OTA.

Radne koncentracije OTA upotrebljene u pokusima pripremljene su u mediju za rast

kvasaca.

3.1.6. Pribor

- Eppendorf tubice (2 mL)

- mikrobioloske epruvete (16x160 mm, 18x180 mm)

- jednokanalne pipete 10 — 5000 pL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
- Stapi¢i po Drigalskom

- Petrijeve zdjelice (0@ 10 cm)

- mikrobioloske usice (200 mm)
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- predmetnice (26x76 mm)

- pokrovnice (18x18 mm)

- okularni mikrometar

- objektni mikrometar

- Erlenmeyerove tikvice (100 mL, 50 mL)

- menzure, 50-1000 mL

- konusne epruvete, PTFE, s cepom za navoj (50 mL)

- vijali za HPLC, s i bez inserata (3 mL)

- Cepovi za vijale

- oprema za filtraciju otopina (najlonski filter (0,20 um, 47 mm; Sartorius, Stedim Biotech

GMBH, Goettingen, Njemacka) pomocu boce za filtriranje (Nalgene, Rochester, SAD)

3.1.7. Uredaji

- analiticka vaga Entris (Sartorius, Gottingen, Njemacka)
- termostat (Memmert GmbH+Co.KG, Biichenbach, Njemacka)
- vibracijska mjesalica, V-1 plus (Biosan, Riga, Latvija)
- broja¢ kolonija BZG30 (WTW, Weilheim, Njemacka)
- svjetlosni mikroskop Olympus CX21 (Olympus, Tokio, Japan)
- tresilica IKA KS 4000 (IKA Werke GmbH & Co., Staufen im Breisgau, Njemacka)
- mini centrifuga (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka)
- centrifuga s hladenjem Z446K (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka)
- UPLC (Agilent Technologies 1290 Infinity Il, Santa Clara, SAD)
- pumpa (G7104A 1290 Flexible Pump)
- uzorkivac (G7129B 1290 Vialsampler) i pe¢nica
- analiti¢ka kolona (Rezex ROA-Organic Acid H+, Phenomenex; 150x7,8 mm) s
odgovaraju¢im predkolonama
- detekor indeksa loma (G7162A 1260 RID)
- centrifuga (SL 8R ThermoScientic; Waltham, Massachusetts, SAD)
- HPLC Infinity 1260 (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD) opremljen s:
- binarnom pumpom
- otplinja¢em (degazer)
- autosamplerom

- termostatiranim odjeljkom za kolonu
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- maseni detektor QQQ 6410 (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)

- kolona za teku¢insku kromatografiju Gemini, 150 x 4,6 mm x 5 um (Phenomenex, Torrance,

SAD)

- predkolona SecurityGuard™ Cartridges, Gemini C18 4 x 3,0 mm ID (Phenomenex,
Torrance, SAD)

- imunoafinitetne kolonice OCHRAPREP® (R-Biopharm, Darmstadt, Njemacka)

- adapter/spremnik za imunoafinitetne kolonice — Reservoir tank (Agilent Technologies, Santa

Clara, SAD)

- uredaj za procis¢avanje — Vacuum manifold (Merck, Darmstadt, Njemacka)

- ¢ita¢ mikrotitarskih plocica VictorTM (Perkin Elmer, MA, SAD)

- UHPLC sustav serije 1290 (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

- QTRAP 5500 MS/MS sustav (Applied Biosystems, Foster City, CA, US) opremljen s
TurboV ionskim rasprsiva¢em kao ionskim izvorom (ESI)

- Gemini® C18 kolona (Phenomenex, Torrance, CA, US) opremljena s odgovarajuéom
zaStitnom pretkolonom

- Grija¢, G-Term 035 (Fratelli Galli, Milano, Italija)

- UV-Vis spektrometar, PG T70 (PG Instruments, Lutterworth, UK)

- Kiveta, Open-top UV-quartz cell (Agilent Technologies, CA, SAD)

- pH-metar, MP220 (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

3.1.8. Racunalni programi

- Microsoft Office 2016 — Excel (Microsoft, Redmond, WA, SAD)
- STATISTICA v. 13.0. software (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD)
- OpenLAB CDS (Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD)

- MultiQuant™ 2.0.2 software (Sciex, Foster City, CA, USA).

- Design-Expert v. 13.0. (StatEase, Minneapolis, MN, SAD)
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3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprema stanica kvasca

Odabrani sojevi kvasaca, koji se ¢uvaju na -20 °C u sladovini (Biolife, Milan, Italija) s 30 %
(v/v) glicerola, revitalizirani su nacjepljivanjem u svjezu sladovinu te inkubirani na 28 °C
tijekom 48 sati. Zatim se za aktivirane kulture svakog soja kvasca odredio pocetni broj Zivih
stanica, standardnom mikrobioloSkom metodom odredivanja broja stanica koje formiraju
kolonije, odnosno CFU (eng. Colony Forming Units) vrijednost. Broj zivih stanica kvasaca

iznosio je 107-108 st mL™L.

3.2.2. Priprema uzoraka

Suspenzije stanica kvasaca nacijepljene su u 3 x 100 mL YPG (eng. Yeast Peptone Glucose)
bujona (Biolife, Milan, Italija) u koje je dodan OTA do konaé¢ne koncentracije 2 ug mL™ti4 pg
mL. Za svaki odabrani soj kvasca uzorci su pripremljeni kako slijedi:

e Tikvica A—u 100 mL YPG bujona dodan je 1 mL suspenzije odabranog soja kvasca te
odgovaraju¢i volumen OTA otopljenog u etanolu/acetonitrilu do kona¢ne koncentracije
od 2 pgmL™,

e Tikvica B - u 100 mL YPG bujona dodan je 1 mL suspenzije odabranog soja kvasca te
odgovaraju¢i volumen OTA otopljenog u etanolu/acetonitrilu do kona¢ne koncentracije
od 4 pgmL™,

e Tikvica C —u 100 mL YPG bujona dodan je 1 mL suspenzije odabranog soja kvasca te

odgovarajuci volumen etanola/acetonitrila kao kontrolni uzorak.

Uzorci su inkubirani u aerobnim uvjetima pomocu tresilice IKA KS 4000 pri 120 okretaja min®
! na 28 °C tijekom 24 sata.
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3.2.3. Odredivanje utjecaja OTA na morfologiju, rast i fermentacijska svojstva odabranih

sojeva kvasaca u in vitro uvjetima
3.2.3.1. Odredivanje veli¢ine stanica kvasca u prisutnosti OTA

Za odredivanje veli¢ine stanica kvasca koristena je metoda mikrometrije kojom se mjerenje
dimenzija stanica provodi svjetlosnim mikroskopom, okularnim i objektnim mikrometrom.
Objektni mikrometar je stakalce koje u centru ima ugraviranu skalu dugacku 1 mm podijeljenu
na 100 jednakih podjeljaka. Stoga, razmak izmedu dva manja podjeljka objektnog mikrometra
iznosi 0,01 mm (slika 7). Okularni mikrometar je stakalce koje u sredini sadrzi ugraviranu skalu
oznac¢enu brojevima (0-100), ali vrijednost svakog podjeljka na skali je nepoznata.

Prije mjerenja veliCine stanica kvasaca, potrebno je izbazdariti okularni mikrometar. Okularni
mikrometar se stavi u okular, a objektni mikrometar na stoli¢ svjetlosnog mikroskopa.
Bazdarenje okulara provedeno je pri ukupnom poveéanju od 400x i to tako da se odredi broj
podjeljaka objektne skale koji odgovara 100-tom podjeljku okularne skale (slika 7, Prtenjaca,
2017). Faktor povecéanja okularnog mikrometra dobiven je dijeljenjem broja podjeljaka objekte
skale sa 100 podjeljaka okularne skale i pomnozen s 10 (formula 1). A za svaku kombinaciju

okularnog i objektnog mikrometra i mikroskopa potrebno je provesti novo bazdarenje.

0 10 2 20 40 S0 60 70 80 90 100
Skala okularnog
wcomers ||
Skala objektnog
mikrometra —_—
Slika 7. Skala okularnog i objektnog mikrometra (Prtenjaca, 2017)
Fa00 = a x 10 [1]

b

gdje je: a — broj podjeljaka objektne skale
b - broj podjeljaka okularne skale
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Nakon zavrSetka bazdarenja okularnog mikrometra, okularni mikrometar ostaje u okularu, a
objektni mikrometar se uklanja sa stolica mikroskopa te se stavlja mikroskopski preparat

pojedinog soja kvasca.

Morfoloske karakteristike kvasaca (veliCina stanica kvasaca) u prisutnosti razlicitih
koncentracija OTA odredivane su nakon 0-tog (15 minuta nakon nacjepljivanja), 6., 12. i 24.
sata inkubacije metodom mikrometrije pri ukupnom povecanju 400x.

Tijekom uzgoja na tresilici u odabranim vremenskim intervalima uzimani su uzorci iz kojih su
pripremljena po tri mikroskopska preparata u kojima se odredivala veli¢ina stanica kvasca tako
da se broj podjeljaka koje stanica kvasca zauzima na okularnoj skali (slika 8) pomnozi s
faktorom povecanja. Za svako je mjerenje nasumic¢no izabrano 50 stanica kvasca u

mikroskopskom preparatu te je izracunata srednja vrijednost veli¢ine stanica.

Slika 8. Prikaz okularne skale prilikom mjerenja veli¢ine stanica kvasaca (vlastita fotografija)
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3.2.3.2. Odredivanje broja zivih stanica kvasaca u prisutnosti OTA

Utjecaj OTA u koncentracijama 2 i 4 pg mL™ na rast odabranih sojeva kvasaca u hranjivoj
podlozi odreden je metodom neizravnog (posrednog) odredivanja broja zivih stanica, odnosno
jedinica koje formiraju kolonije tijekom 24 sata uzgoja. Uzorci su uzimani nakon 0. (15 minuta
nakon nacjepljivanja), 4., 6., 10., 12. 1 24. sata, a iz uzoraka su nacinjene serije decimalnih
razrjedenja u omjeru 1:10. Po 100 pL odgovaraju¢eg decimalnog razrjedenja nacijepljeno je na
sladni agar, a nakon inkubacije na 28 °C tijekom 48 h, prebrojane su porasle kolonije i

izraCunata je CFU vrijednost prema izrazu:

CFU = % X reciprotna vrijednost dec.razrjedenja (st. mL™?) [2]

gdje je: N — broj izbrojanih poraslih kolonija kvasaca
V — volumen nacijepljenog uzorka suspenzije kvasaca (100 pL)
reciprocna vrijednost dec. razrjedenja — reciprona vrijednost
decimalnog razrjedenja na kojem su se brojale porasle kolonije kvasaca

3.2.3.3. Odredivanje produkata fermentacije kvasaca u prisutnosti OTA

Prisutnost produkata fermentacije odabranih sojeva kvasaca odredivana je u YPG bujonu s i
bez dodanog OTA nakon 12 i 24 sata uzgoja na tresilici. Za odredivanje koncentracija Secera
(zaostala glukoza) i produkata fermentacije (etanol, glicerol, octena i mravlja kiselina) koriStena
je tekucinska kromatografija ultra-visokih performansi (UPLC) uz RID detektor.

Kao mobilna faza koristena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline. VVolumen analiziranog
uzorka iznosio je 10 uL, a protok mobilne faze (0,0025 M H2S04) 0,6 mL min™,

Nakon izuzimanja uzorka, 10 mL je preneseno u plasti¢nu kivetu i centrifugirano 5 minuta pri
6000 okretaja min™t. Nakon centrifugiranja, 750 pL uzorka supernatanta dodano je u 750 uL
otopine cinkovog sulfata heptahidrata koncentracije 100 g L, a tako dobivena otopina
intenzivno je mijesana 20 sekundi i ostavljena na sobnoj temperaturi kroz 10 minuta. Uzorci su
zatim centrifugirani 10 minuta na 10 000 okretaja min™ kako bi se istalozili proteini i negistoce.
Tako dobiveni uzorci su razrijedeni (750 pL uzorka dodano u 750 pL demineralizirane vode),
profiltrirani kroz filter s porama veli¢ine 0,20 um te su tako pripremljeni koriSteni za UPLC
analizu. Dobiveni kromatogrami obradeni su pomocu ra¢unalnog programa OpenLAB CDS, a
nepoznate koncentracije detektiranih spojeva u uzorcima odredene su prema jednadzbama

bazdarnih pravaca (tablica 4).
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Tablica 4. Jednadzbe bazdarnih pravaca za odredivanje koncentracije spojeva tekuc¢inskom

kromatografijom ultra-visoke djelotvornosti (UPLC)

Spoj Retencijs(l;(])i x)rijeme, tr Jednadipbrz\tl)s:damog R2(-)
Etanol 11,072 y =55421x + 1343 1,0000
Glicerol 7,006 y = 107908x + 955,97 1,0000
Glukoza 4,821 y = 135278x - 3377 0,9997
Octena kiselina 7,816 y =57358x + 697,25 1,0000
Mravlja Kiselina 7,110 y = 47328x + 53,595 1,0000
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3.2.4. Odredivanje utjecaja OTA na parametre oksidativnog stresa u kvasaca
3.2.4.1. Odredivanje koncentracije glutationa (GSH)

Spektrofotometrijska metoda odredivanja GSH temelji se na kolorimetrijskoj reakciji GSH s
DTNB-om (5,5-ditiol-(2-nitrobenzojeva kiselina)) ili Ellmanov reagens. U blago alkalnim
uvjetima (pH 7-8) DTNB reagira s tiolnom skupinom (-SH) pri ¢emu nastaje 2-nitro-5-
benzoatni anion (TNB?). Nastali produkt zute je boje, a intenzitet obojenja moguce je izmjeriti
pomoc¢u UV-Vis spektrofotometra na valnoj duljini od 412 nm (Pastore i sur., 2003).
Koncentraciju GSH u uzorku moze se izraCunati prema Lambert-Beerovom zakonu i poznatom

apsorpcijskom koeficijentu, €=14,15 mM™* cm (Eyer i sur., 2003).

3.2.4.2. Priprema uzoraka biomase kvasaca tretiranih s OTA za odredivanje koncetracije GSH

Nakon 12. i 24. sata, iz svake Erlenmeyerove tikvice izuzeto je po 10 mL uzorka. l1zuzeti uzorci
su najprije centrifugirani (7000 okretaja min™, 10 min) kako bi se odvojila biomasa kvasaca od
supernatanta. Biomasa svakog uzorka, isprana je u dva navrata s destiliranom vodom. Potom je
na biomasu dodano 10 % TCA te su uzorci homogenizirani i centrifugirani (7000 okretaja min
110 min) kako bi se uklonili proteini. Zatim je pazljivo odvojeno 50 pL supernatanta te je
njemu dodano 750 uL 1 M K-fosfatnog pufera, pH=7,4 i 100 uL DTNB-a. Uz uzorke,
pripremljen je i uzorak destilirane vode koji je sluzio kao slijepa proba. Pomo¢u UV-Vis
spektrofotometra pri valnoj duljini 412 nm (prema slijepoj probi) izmjeren je intenzitet nastalog
obojenog kompleksa GSH-DTNB.

Koncentracija GSH u uzorcima izracunata je pomoc¢u Lambert-Beerovog zakona iz izmjerene
apsorbancije i poznatog apsorpcijskog koeficijenta. Molarni apsorpcijske koeficijent € (M*cm-
1) je konstantan za odredeni spoj i valnu duljinu pri kojoj se mjeri (Nigovi¢ i sur., 2014). Prema
Lambert-Beerovom zakonu, koncentracija GSH je izra¢unata kao omjer izmjerene apsorbancije

i apsorpcijskog koeficijenta pomnozenog s duljinom puta svjetlosti kroz otopinu (formula 3).

c(GSH) = =~ 3]

gdje je: c(GSH) — koncentracija GSH u uzorku
A — izmjerena apsorbancija pri 412 nm
€ — molarni apsorpcijski koeficijent (14,15 mM™ cm™)
| — duljina puta koju svjetlost prolazi kroz otopinu (1 cm)

41



3.2.4.3. Odredivanje koncentracije malondialdehida (MDA)

Malondialdehid (MDA) u reakciji s TBA (2-tiobarbituratnom kiselinom) u kiselim uvjetima i
pri povisenoj temperaturi daje intenzivno crveno obojeni adukt MDA-TBA.. Intenzitet obojenja
kompleksa koji nastaje u reakciji nukleofilne adicije moZze se izmjeriti spektrofotometrijski pri
valnoj duljini od 532 nm. Pomoc¢u Lambert-Beerovog zakona iz izmjerene apsorbancije i
poznatog apsorpcijskog koeficijenta, E=156 mM1cm™ odreduje se koncentracija MDA (Janero,
1990).

3.2.4.4. Priprema uzoraka biomase kvasaca tretiranih s OTA za odredivanje koncentracije

MDA

Nakon 12. i 24. sata, iz svake Erlenmeyerove tikvice izuzeto je po 10 mL uzorka. Izuzeti uzorci
su najprije centrifugirani (7000 okretaja min™, 10 min) kako bi se odvojila biomasa kvasaca od
supernatanta. Biomasa svakog uzorka, isprana je u dva navrata s destiliranom vodom. Potom je
na biomasu dodano 10 % TCA te su uzorci homogenizirani i centrifugirani (7000 okretaja min®
1,10 min) kako bi se uklonili proteini. Zatim je pazljivo odvojeno 100 uL supernatanta u koji
je dodano 800 uL 0,6 % TBA. Uz uzorke je pripremljena i slijepa proba koja je umjesto uzorka
sadrzavala destiliranu vodu. Epice s reakcijskom smjesom su zagrijavane na temperaturi od 90
°C kroz 30 minuta u grijaéem bloku. Nakon zagrijavanja, epice su hladene kako bi se zaustavila
reakcija, a apsorbancija je izmjerena na UV-Vis spektrofotometru prema slijepoj probi pri
valnoj duljini od 532 nm. Koncentracija MDA u uzorcima izraCunata je prema Lambert-
Beerovom zakonu i poznatom apsorpcijskom koeficijentu, €=156 mM* cm™(Janero, 1990)

(formula 4).
c(MDA) = = 4
T oexi [4]
gdje je: c(GSH) — koncentracija GSH u uzorku
A — izmjerena apsorbancija pri 532 nm

€ — molarni apsorpcijski koeficijent (156 mM* cm™)
| — duljina puta koju svjetlost prolazi kroz otopinu (1 cm)
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3.2.5. Odredivanje koncentracije OTA HPLC-MS/MS metodom
3.2.5.1. Priprema uzorka

Kako bi se odredila koncentracija OTA u YPG bujonu nakon 12. i 24. sata inkubacije s
odabranim sojevima vinskih kvasaca, uzorci (10 mL) su centrifugirani pri 4000 okretaja min™
na sobnoj temperaturi tijekom 10 minuta. Potom se 7 mL supernatanta svakog uzorka razrijedi
s 49 mL 0,01 % Tween u PBS-puferu u tikvici volumena 100 mL te lagano promijesa. Tako
pripremljeni uzorak (56 mL) aplicira se na imunoafinitetnu kolonicu, a svaka kolonica se ispire
s 10 mL PBS-pufera (dva puta po 5 mL). Tijekom 4 minute, kolonice su osuSene primjenom
vakuuma. Nakon susenja, kolonice su eluirane s 1500 uL metanola HPLC cistoce, a dobiveni
eluat je joS 3 puta propusten kroz kolonicu. Na kolonicu se zatim doda 1500 pL ultraciste vode
uz primjenu vakuuma. Dobiveni uzroci su zatim vorteksirani i stavljeni u vijale i tako
pripremljeni za analizu. Uzorci koji su sadrzavali 4 pg mL? dodanog OTA dodatno su

razrijedeni Cetiri puta (u omjeru 1:1) s 50 %-tnim metanolom.

3.2.5.2. Kvantitativno odredivanje OTA

Potvrdna metoda za detekciju i kvantifikaciju OTA validirana je prema smjernicama europske
regulative (Wenzl i sur., 2016), a validacijom su odredeni parametri koeficijenata korelacije,

limita detekcije 1 limita kvantifikacije te iskoriStenje (tablica 5).

Tablica 5. Parametri validacije

Parametar Rezultat
Selektivnost zadovoljava
Iskoristenje 80 - 84,6 %
Linearnost 0,999
Granica detekcije (LOD) 0,19
Granica kvantifikacije (LOQ) 0,63

Odredivanje koncentracije OTA provedeno je primjenom spregnutih tehnika tekuéinske
kromatografije visoke djelotvornosti i masene spektrometrije (HPLC-MS/MS). Maseni

spektrometar, opremljen je s trostrukim kvadrupol masenim detektorom s izvorom elektrosprej
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ionizacije (eng. Electro Spray lonization, ESI). Kromatografsko razdvajanje spojeva provedeno
je na Gemini® Cig-koloni, dimenzija 150 x 4,6 mm, veli¢ine ¢estica 5 pm, koja je opremljenas
odgovarajuéom zastitnom SecurityGuard ™ Cartriges, Gemini® C1s pretkolonom. Kao mobilna
faza koriStene su dvije otopine: 0,1 %-tna mravlja kiselina (mobilna faza A) i metanol (mobilna
faza B) u modelu gradijenta pri brzini protoka od 1 mL min™ i temperaturi od 25 °C.

Analize su provedene pri sobnoj temperaturi, uz ukupno vrijeme trajanja analize od 22 min.
Injektiranje je provedeno uz ispiranje igle otapalom A i otapalom B kako bi se sprijecila moguca
unakrsna kontaminacija.

Masenom spektrometrijom pracen je ion OTA u uvjetima prikazanim u tablici 6. Pracen je

prekursor ion m/z = 404 te dva produkt iona (m/z = 357,9 i m/z = 239) (tablica 6).

Tablica 6. lonski prijelazi OTA

Analit OTA
Prekursor ion 404
Napon fragmentora (V) 130
Produkt ioni 357,9 239
Energija kolizije (eV) 10 25

Koncentracije OTA izracunate su na temelju kalibracijske krivulje izradene u pet tocaka,
uzimaju¢i u obzir faktor razrjedenja i prosjeCne vrijednosti iskoriStenja metode. Faktor
razrjedenja kod uzoraka s 2 pg mL™ OTA iznosio je 2,33, dok je kod uzoraka s 4 pg mL™* faktor
razrjedenja bio 9,32.
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3.2.6. Odredivanje biorazgradnih produkata OTA
3.2.6.1. Priprema uzorka

Kako bi se odredila prisutnost biorazgradnih produkata OTA u YPG bujonu nakon 12., odnosno
24. sata inkubacije s odabranim sojevima vinskih kvasaca, uzorci (10 mL) su centrifugirani pri
4000 okretaja min™! na sobnoj temperaturi tijekom 10 minuta. Potom se 100 uL supernatanta
svakog uzorka razrijedi u 900 uL otopine za razrjedenje, koja se sastoji od 49,5 % acetonitrila,
49,5 % ultra ciste vode 1 1 % octene kiseline. Tako pripremljeni uzorci su vorteksirani i

zamrznuti na -20 °C do provodenja analize.

3.2.6.2. Multimikotoksinska analiza pomo¢u UHPLC-MS/MS metode

Mijerenje koncentracija biorazgradnih produkata OTA provedeno je prema validiranoj metodi
(Sulyok i sur., 2020). Tijekom analize uzoraka, LOD i LOQ za OTA su iznosili 0,14 pg kg i
0,47 pg kg, odnosno za OTC 0,01 pg kg i 0,05 pg kg?. Za analizu je upotrijebljen QTRAP
5500 MS/MS sustav opremljen s TurboV ionskim rasprsivacem kao ionskim izvorom (ESI) i
UHPLC sustavom serije 1290. Kromatografsko razdvajanje provedeno je pri 25 °C na Gemini®
Cig-koloni opremljenom s odgovaraju¢om zastitnom pretkolonom. Gradijentno eluiranje
provedeno je pomoc¢u dvije mobilne faze s brzinom protoka u iznosu od 1000 pL min™. Obje
mobilne faze sadrzavale su 5 mM amonijevog acetata i sastojale su se od smjese
metanola/vode/octene kiseline u omjeru 10:89:1 (v/v /v; eluens A) i u omjeru 97:2:1 (v/vlv;
eluens B). Tijekom 2 minute eluens A je bio 100 %, nakon ¢ega je postotak eluensa B linearno
poveéan 50 % unutar 3 min. Daljnje linearno povecanje eluensa B do 100 % unutar 9 minuta
bilo je praceno zadrzavanjem od 4 min na 100 % eluensa B. Sljede¢e 2,5 minute kolona je
vra¢ena u ravnotezu dovodeci 100 % eluensa A.

Za svaki mikotoksin analiziran je jedan prekursor ion i dva produkt iona te je za potvrdivanje
analita koristen kriterij ionskog omjera i vremena zadrzavanja. Analiti su kvantificirani u
pozitivnom i negativnom SMRM (eng. scheduled Multiple Reaction Monitoring) modu.
Kvalitativna i1 kvantitativna obrada podataka izradena je pomocu softvera MultiQuant™ 2.0.2

softvera, a uvjeti analize prikazani su u tablici 7.
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Tablica 7. lonski prijelazi OTA 1 OTC

Analit OTA OoTC
Prekursor ion 404 432
Napon fragmentora (V) 130 130
Produkt ioni 102 239 358,1 239
Energija kolizije (eV) 105 37 23 39

3.2.7. Odredivanje citotoksi¢nosti biorazgradnih produkata OTA na Pk15 stanicama
MTT testom

3.2.7.1. Priprema uzorka

Kako bi se odredila citotoksi¢nost biorazgradnih produkata OTA na Pk15 stanicama, stanice su
tretirane supernatantom dobivenim centrifugiranjem nakon 12. i 24. sata inkubacije u YPG
podlozi. Po 1 mL svakog uzorka je centrifugiran kako bi se odvojila kvas¢eva biomasa, a

dobiveni supernatant je izdvojen i zamrznut na -20 °C do pocetka pokusa.

3.2.7.2. Uzgoj i odrzavanje Pk15 stanica u kulturi

Pk15 stanice ¢uvaju se pohranjene u ampulama (5x10° stanica mL™ medija za uzgoj, V =1 mL)
u zamrzivacu na -80 °C u mediju za smrzavanje koji se sastoji od 85 % Eagle's MEM, 10 %
FBS-a te 5 % DMSO-a. Rad s kulturama zivotinjskih stanica mora se odvijati u aseptickim
uvjetima koji se osiguraju radom u komori za sterilan rad, odnosno laminaru. Uzgoj i
odrzavanje Pk15 stanica zapocinje naglim odmrzavanjem stanica na 37 °C nakon Cega se
stanice resuspendiraju u 10 mL medija za uzgoj (90 % Eagle's MEM i 10 % FBS-a) u T-boci
povrsine 25 cm? te stavljaju u CO; inkubator s kontroliranom atmosferom (37 °C, 95 % zraka i
5 % CO2). Nakon 24 sata, uklanja se medij za uzgoj s ostacima medija za smrzavanje te se na
stanice prihvacene za dno boce dodaje jednak volumen svjezeg medija za uzgoj kako bi se
nastavio uzgoj. Medij za uzgoj je potrebno redovito mijenjati kako bi se stanicama osiguralo
dovoljno mjesta za rast. Prije precjepljivanja (subkultivacije), potrebno je stanice odvojiti od
povrsine na kojoj rastu. Stanice su dvaput isprane s 0,25 % (m/v) tripsin-0,53 mM EDTA
otopinom kako bi se uklonili svi tragovi seruma koji sadrze inhibitor tripsina. Zatim je u T-bocu
dodano 2 mL otopine tripsin-EDTA, a stanice su pod inverznim mikroskopom promatrane dok

se stani¢ni sloj nije odvojio. Nakon $to je stani¢ni sloj odvojen, dodano je 6 mL svjezeg medija
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(90 % Eagle's MEM te 10 % FBS-a) kako bi se stanice resuspendirale. Odgovarajuci alikvoti
stani¢ne suspenzije prebaceni su u nove T-boce i1 inkubirane pri temperaturi od 37 °C u svrhu

daljnjeg uzgoja.

3.2.7.3. Odredivanje citotoksi¢nosti razgradnih produkata OTA MTT testom

Tetrazolijeva sol MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid) je sol Zute
boje koja se djelovanjem mitohondrijskih dehidrogenaza u zivim stanicama prevodi u ljubicasto
obojene kristale formazana (sukcinat dehidrogenaza cijepa tetrazolijev prsten) pa je njezinom
primjenom moguce odrediti aktivnost enzima. Tetrazolijeva sol prima elektrone od oksidiranih
supstrata ili prikladnih enzima (NADH ili NADPH (Supino, 1995)), a formazan ne moZe proc¢i
kroz stanicnu membranu te se zbog toga nakuplja u zivim stanicama. Radi se 0 brzoj
kolorimetrijskoj metodi za pracenje stani¢ne proliferacije i citotoksicnosti.

Kako bi se istrazilo toksicno djelovanje razgradnih produkata OTA na Pk15 stanice, iste su
uzgajane u Eagle's MEM uz dodatak 10 % FBS-a te 1 % otopine antibiotika Penicillin-
Streptomycin. Pk15 stanice prvo su nacijepljene na mulitwell ploce (96 jaZica) u koncentraciji
8x10* st mL u volumenu od 100 pL po jazici, prilikom &ega su tri jaZice ostavljene prazne za
slijepu probu. Tako nacijepljene stanice ostavljene su preko noci na inkubaciji u CO2 inkubatoru
na 37 °C. Sljedeceg dana, medij u kojem su stanice rasle zamijenjen je sa 180 uL novog medija,
uz dodatak 20 uL pripremljenog supernatanta (u kojem se nalaze razgradni produkti OTA) i
inkubirano tijekom 24 sata. Nakon 24 sata, dodano je 40 puL po jazici MTT stock otopine,
razrijedene 10x u sterilnom zagrijanom mediju i inkubirano tijekom 4 sata na 37 °C. Nakon 4
sata inkubacije, iz jazica multiwell ploca, uklonjen je medij, pazeci da se ne uklone i nastali
kristali formazana. Kristali formazana otapaju se dodavanjem 170 pLL. DMSO-a, uz inkubaciju
od 30-35 minuta, na tresilici kako bi se boja ravnomjerno rasporedila i kako bi nestali eventualni
mjehuri¢i zraka koji mogu povecati apsorbanciju. Intenzitet nastalog obojenja odreduje se
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 570 nm u odnosu na slijepu probu pomocu c¢itaca
mikrotitarskih ploca. Od izmjerene apsorbancije, oduzeta je vrijednost slijepe probe te je

izraCunat relativan broj stanica u odnosu na kontrolu.

3.2.8. Statisti¢ka obrada podataka

Tijekom eksperimentalnog dijela doktorskog rada, svi pokusi su provedeni u triplikatu. Za
obradu podataka metodologijom odzivnih povrSina (RSM) koriSten je program Design Expert

v. 13.0., dok je za umjetne neuronske mreze (ANN) koristen program Statistica v. 13.0. Prije
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statisticke obrade podataka, rezultati dobiveni tijekom istrazivanja pripremljeni su i uredeni u
programu Microsoft Office Excel 2016. Tijekom obrade podataka, ANOVA testovi su radeni s
kvadratnim modelom, a statisti¢ki znacajnim (signifikantnim) rezultatom se smatra rezultat
gdje je p<0,05 (Stahle i Wold, 1989). Usporedene su srednje vrijednosti veli¢ine stanica, broja
zivih stanica kvasaca, fermentacijskih produkata, koncentracije GSH i MDA, preostale
koncentracije OTA te koncentracije OTC u uzorcima bez i s dodatkom OTA u dvije razliCite

koncentracije.

3.2.8.1. Umjetne neuronske mreze (ANN)

Umjetne neuronske mreze (eng. Artificial Neural Network, ANN) su multivarijantni nelinearni
modeli, gdje su analizirani podaci mapirani od ulaznih varijabli preko nekoliko slojeva obrade
podataka. Clanovi mreZe postupno se prilagodavaju, &esto u fazi u¢enja, gdje neuronske mreze
proucavaju podatke i pokusavaju odrediti uzorke po kojima se ulazni podaci ponasaju te nakon
nekoliko slojeva mreza moze predvidjeti specifi¢ne izlazne varijable. U ovom doktorskom radu
ANN su primijenjene kako bi se predvidio u€inak vremena uzgoja, vrste kvasca 1 koncentracije
OTA kao ulaznih parametara na izlazne parametre (velicina stanica kvasca, broj zivih stanica,
koncentracija proizvedenog etanola, koncentracija preostalog OTA, koncentracija OTC te
koncentracije GSH i MDA). Primjenom ANN objasnjen je utjecaj ulaznih parametara na
pojedini ili viSe izlaznih parametara. U tu svrhu, nasumic¢na podjela podataka za neuronske
mreze bila je testirana na vise razli¢itih omjera (60:20:20, 70:15:15, 50:30:20, 70:20:10) za
treniranje, testiranje i validaciju, pri ¢emu se najboljim omjerom pokazao 60:20:20. Najbolji
modeli su procijenjeni na temelju R? vrijednosti i srednjih vrijednosti kvadrata pogresaka za

trening, testiranje i validaciju.

3.2.8.2. Metodologija odzivne povrSine (RSM)

Metodologija odzivne povrSine (eng. Response Surface Methodology, RSM), sazetak je
matematickih i statistickih metoda kojima se modeliraju i analiziraju utjecaji nekoliko faktora
na promatrani odziv, a odzivna povrsina se prikazuje graficki u cijelom eksperimentalnom
podruéju, s ciljem optimiziranja odziva (Montgomery, 2013). Primjenjuje se u slucajevima
kada viSe varijabli utjeCe na ispitivani proces i prije primjene metode potrebno je izabrati
odgovarajuci dizajn eksperimenta iz ispitivanog podrucja kojim ¢e se definirati eksperimenti.
Provedbom pokusa u svim kombinacijama odredenim dizajnom eksperimenta, dobiva se

kontinuirana odzivna ploha koja spaja visine vrijednosti odredene modelom.
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4. REZULTATI



Sukladno ciljevima doktorskog rada rezultati istrazivanja podijeljeni su u vise dijelova koji se
medusobno tematski nadovezuju. Prvi dio obuhvaca utjecaj OTA na morfologiju, rast i
fermentacijske produkte odabranih sojeva vinskih kvasaca buduci da se malo zna o u¢incima
mikotoksina kao agenasa stresa na kvasce i malo je podataka o ponaSanju kvasaca u prisutnosti
OTA. U drugom dijelu su prikazani rezultati utjecaja OTA na parametre oksidativnog stresa
(koncentracije GSH 1 MDA) odabranih vinksih kvasaca, dok su u treCem dijelu prikazani
rezultati sposobnosti kvasaca prema uklanjanju (vezanjem ili razgradnjom) OTA iz medija te

toksi¢nost potencijalnih razgradnih produkata OTA.
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4.1. Utjecaj OTA na morfologiju, rast i fermentacijska svojstva odabranih sojeva

kvasaca u in vitro uvjetima
4.1.1. Rezultati utjecaja OTA na morfologiju odabranih sojeva kvasaca

Kako bi se istrazio utjecaj OTA na morfologiju stanica kvasaca odabrano je 7 sojeva vinskih
kvasca. U definiranim vremenskim intervalima 0. (15-ak minuta nakon nacjepljivanja) 6., 12. i
24. sat inkubacije pripremljeni su mikroskopski preparati i metodom mikrometrije odredivana

je veli¢ina stanica, mjerenjem promjera stanice. Rezultati su prikazani na slikama 9 - 15.

S. cerevisiae 5 + OTA

9.0
£ 5.0
5 7.0
2 6.0 - -
5 . £
=l I
£ 0 I e
= I T
2 4,0 =
3,0
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. 1
Okontrola O2 ugmL 'o4 ug mL

Slika 9. Veli¢ina stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae 5 u prisutnosti OTA u

koncentracijama 2 i 4 pg mL tijekom 24 sata uzgoja
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S. uvarum+ OTA
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Slika 10. Velic¢ina stanica kvasca Saccharomyces uvarum u prisutnosti OTA u koncentracijama
2i4 pg mL™ tijekom 24 sata uzgoja

S. bavanus + OTA
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Slika 11. Veli¢ina stanica kvasca Saccharomyces bayanus u prisutnosti OTA u
koncentracijama 2 i 4 pg mL™ tijekom 24 sata uzgoja
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K. marxianus + OTA
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Slika 12. Veli¢ina stanica kvasca Kluyveromyces marxianus u prisutnosti OTA u

koncentracijama 2 i 4 pg mL™* tijekom 24 sata uzgoja

S. cerevisiae DSMZ + OTA

9.0

8.0 - T |
T I I I 1 T 1LY

promjer stanica (pum)
1
L]
—
|_
—

vrijeme (h)

1 1
Okontrola O2 pgmL  O4 pg mL

Slika 13. Velic¢ina stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae DSMZ u prisutnosti OTA u

koncentracijama 2 i 4 pg mL™ tijekom 24 sata uzgoja
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H. uwvarum+ OTA
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Slika 14. Velic¢ina stanica kvasca Hanseniaspora uvarum u prisutnosti OT A u koncentracijama

2i4 pg mL™ tijekom 24 sata uzgoja

P. guilliermondii+ OTA
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Slika 15. Veli¢ina stanica kvasca Pichia guilliermondii u prisutnosti OTA u koncentracijama 2
i4 pg mL? tijekom 24 sata uzgoja
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4.1.2. Rezultati utjecaja OTA na broj zivih stanica odabranih sojeva kvasaca

U ovom poglavlju, prikazani su rezultati utjecaja dviju koncentracija OTA na broj zivih stanica
odabranih sojeva vinskih kvasaca. Na pocetku eksperimenta (15-ak minuta nakon
nacjepljivanja) te nakon 4., 6., 12. i 24. sata inkubacije izuzimani su uzorci te su klasi¢cnom
mikrobioloSkom metodom odredivanja ukupnog broja zivih stanica izbrojane stanice kvasaca i

formirane krivulje rasta, a rezultati su prikazani na slikama 16-22.

S. cerevisiae 5 + OTA

N (log CFU ml
A B,
Ln ] LA =
= L] ]
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Slika 16. Broj zivih stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae 5 u prisutnosti 2i4 ug mL™? OTA

tijekom 24 sata uzgoja
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S. uvarum + OTA
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Slika 17. Broj zivih stanica kvasca Saccharomyces uvarum u prisutnosti 2 i 4 pg mL™* OTA

tijekom 24 sata uzgoja

S. bayanus + OTA
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Slika 18. Broj zivih stanica kvasca Saccharomyces bayanus u prisutnosti 2 i 4 pg mL™* OTA

tijekom 24 sata uzgoja
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K. marxianus + OTA
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Slika 19. Broj zivih stanica kvasca Kluyveromyces marxianus u prisutnosti 2 i 4 pg mL™* OTA

tijekom 24 sata uzgoja

S. cerevisiae DSMZ + OTA
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Slika 20. Broj zivih stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae DSMZ u prisutnosti 2 i 4 pg mL"

1 OTA tijekom 24 sata uzgoja
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H. uvarum+ OTA
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Slika 21. Broj zivih stanica kvasca Hanseniaspora uvarum u prisutnosti 2 i 4 ug mL™* OTA

tijekom 24 sata uzgoja
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Slika 22. Broj zivih stanica kvasca Pichia guilliermondii u prisutnosti 2 i 4 ug mL* OTA

tijekom 24 sata uzgoja
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4.1.3. Rezultati utjecaja OTA na fermentacijske produkte odabranih sojeva kvasaca

Nakon 12, odnosno 24 sata inkubacije, iz uzoraka bez dodanog OTA kao i iz uzoraka s dodanim

OTA pomoc¢u UPLC metode odredivane su koncentracije etanola, glicerola, mravlje i octene

kiseline te preostale glukoze. Rezultati su prikazani u tablicama 8 i 9.

Tablica 8. Koncentracije etanola (mg mL™) nakon 12 i 24 sata uzgoja odabranih sojeva vinskih

kvasaca u prisutnosti OTA

Uzorak y OTA (ug mL?) 12 h 24 h
0 0,840+0,040 | 1,990+0,020
S. cerevisiae 5 2 0,700+0,030 | 1,961+0,007
4 0,760+0,050 | 1,970+0,010
0 0,288+0,370 | 1,923+0,004
S. uvarum 2 0,620+0,020 1,920+0,010
4 0,580+0,010 | 1,920+0,020
0 4,415+£0,092 | 7,050+0,028
S. bayanus 2 4,525+0,035 | 7,020+0,028
4 4,375+0,007 6,870+0,057
0 1,603+£0,007 | 1,952+0,007
K. marxianus 2 1,529+0,009 1,948+0,008
4 1,320+0,030 | 1,940+0,010
0 9,185+0,120 | 6,715+0,007
S. cerevisiae DSMZ 2 9,210+0,113 | 6,570+0,042
4 9,150+0,042 | 6,275+0,078
0 1,390+0,113 | 7,365+0,134
H. uvarum 2 1,305+0,035 7,490+0,071
4 1,205+£0,064 | 7,410+0,042
0 0,620+0,113 | 2,605+0,021
P. guilliermondii 2 0,430+£0,071 | 3,845+0,049
4 0,545+0,064 3,295+0,120
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Tablica 9. Koncentracije glicerola, mravlje Kiseline, octene kiseline i preostale glukoze u mediju (mg mL™) nakon 12 i 24 sata uzgoja odabranih

sojeva vinskih kvasaca u prisutnosti OTA

Uzorak vy OTA v glicerola (mg mL™?) v mravlje kis. (mg mL™?) v octene kis. (mg mL?) v glukoze (mg mLY)
(ngmL™) 12 h 24 h 12 h 24 h 12 h 24 h 12 h 24 h
0 n.d. 0,090-+0,001 n.d. n.d. 0,062+0,005 n.d. n.d. n.d.
S. cerevisiae 5 2 n.d. 0,070+0,015 n.d. 0,060+0,010 n.d. n.d. n.d. n.d.
4 n.d. 0,080+0,010 n.d. 0,080+0,020 n.d. n.d. n.d. n.d.
0 n.d. 0,120+0,020 n.d. 0,057+0,005 n.d. 0,150+0,020 n.d. n.d.
S. uvarum 2 n.d. 0,080+0,030 n.d. 0,100£0,030 n.d. 0,0620,003 n.d. n.d.
4 n.d. 0,100+0,020 n.d. 0,150+0,020 n.d. 0,058+0,008 n.d. n.d.
0 0,020+0,001 n.d. n.d. n.d. 0,030+0,014 n.d. 9,545+0,021 n.d.
S. bayanus 2 0,030+0,001 | 0,002+0,002 | 0,025+0,007 n.d. n.d. n.d. 9,035+0,078 n.d.
4 0,020+0,014 | 0,005+£0,007 | 0,020+0,001 n.d. n.d. n.d. 9,400+0,085 | 0,060+0,057
0 n.d. 0,062+0,005 n.d. 0,074+0,009 n.d. 0,090+0,01 n.d. n.d.
K. marxianus 2 n.d. 0,080+0,010 n.d. 0,097+0,007 n.d. 0,057+0,008 n.d. n.d.
4 n.d. 0,090+0,020 n.d. 0,100+0,020 n.d. 0,083+0,009 n.d. n.d.

n.d. — nije detektirano
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Tablica 9. Koncentracije glicerola, mravlje kiseline, octene kisleine i preostale glukoze u mediju (mg mL-1) nakon 12 i 24 sata uzgoja odabranih sojeva vinskih

kvasaca u prisutnosti OTA - nastavak

Uzorak vy OTA y glicerola (mg mL™) y mravlje kis. (mg mL™?) y octene kis. (mg mL™) y glukoze (mg mL™)

(ugmLh) [ 12h 24 h 12h 24 12h 24h 12 h 24h
0 0,065+0,007 n.d. 0,585+0,007 | 0,210+0,014 | 0,115+0,007 | 0,425+0,007 n.d. 0,1150,021

S. cerevisiae 2 0,065+0,007 n.d. 0,095+0,007 | 0,310+£0,042 | 0,590+0,001 | 0,200+0,042 n.d. n.d.
DSMZ 4 0,041+0,027 n.d. 0,125+0,007 | 0,245+0,049 | 0,575+0,007 | 0,230+0,042 n.d. 0,025+0,035
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,105+0,007 | 16,670,127 | 0,045+0,021
H. uvarum 2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 16,25+0,064 | 0,050+0,014
4 n.d. n.d. n.d. 0,085+0,035 n.d. n.d. 16,790,071 | 0,065+0,007
0 n.d. 0,005+0,007 n.d. n.d. 0,100:£0,001 n.d. 17,20+0,198 | 8,145+0,502
P. guilliermondii 2 n.d. 0,030+0,028 | 0,090+0,014 | 0,015+0,021 n.d. n.d 16,95+0,240 | 5,890+0,127
4 n.d. 0,025+0,007 | 0,055+0,007 | 0,860+0,416 n.d. n.d. 17,160,283 | 6,050+0,113

n.d. — nije detektirano
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4.2. Rezultati utjecaja OTA na parametre oksidativnog stresa vinskih kvasaca

Rezultati odredivanja koncentracija glutationa (GSH) i malondialdehida (MDA) u stanicama

odabranih vinskih kvasaca tijekom 24 sata uzgoja pri 28 °C u prisutnosti OTA u

koncentracijama 2 i 4 pg mL™ prikazani su u tablicama 10 i 11. Koncentracije GSH i MDA u

stanicama kvasca odredene su u 12. i 24. satu inkubacije spektrofotometrijski mjerenjem

apsorbancije uzoraka bez i s dodanim OTA.

4.2.1. Rezultati utjecaja OTA na koncentraciju GSH

Koncentracije GSH izracunate su nakon mjerenja apsorbancija u uzorcima na spektrofotometru

pri valnoj duljini 412 nm. Rezultati su prikazani u tablici 10.

Tablica 10. Koncentracije GSH nakon 12 i 24 sata uzgoja u prisutnosti dviju koncentracija

OTA

Uzorak vy OTA koncentracija GSH (uM)

(ug mLY) 12 h 24 h
0 12,23+0,35 | 12,76+0,18
S. cerevisiae 5 2 13,92+0,21 | 14,59+0,11
4 15,37+0,39 | 13,39+0,18
0 12,49+0,08 | 12,90+0,04
S. uvarum 2 14,03+0,74 | 13,99+0,57
4 14,91+0,64 | 15,23+0,88
0 11,98+0,04 | 12,26+0,11
S. bayanus 2 16,15+0,11 | 14,84+0,28
4 13,36£0,00 | 15,41+1,30
0 11,84+0,04 | 11,98+0,04
K. marxianus 2 15,19+0,14 | 13,60+0,46
4 14,10£0,11 | 13,57+0,14
0 11,77+0,04 | 12,47+0,18
S. cerevisiae DSMZ 2 14,66+0,18 | 14,01+0,04
4 14,52+0,11 | 16,01+0,04
0 12,05+0,04 | 12,69+0,04
H. uvarum 2 16,43+0,32 | 16,54+0,64
4 14,31+0,04 | 13,78+0,07
0 12,12+0,04 | 12,83+0,04
P. guilliermondii 2 13,57+0,71 | 15,65+0,18
4 13,99+0,07 | 15,41+0,05
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4.2.2. Rezultati utjecaja OTA na koncentraciju MDA

U tablici 11 prikazane su koncentracije MDA izracunate nakon mjerenja apsorbancija u

uzorcima na spektrofotometru pri valnoj duljini 532 nm.

Tablica 11. Koncentracije MDA nakon 12 i 24 sata uzgoja u prisutnosti dviju koncentracija

OTA

Uzorak vy OTA koncentracija MDA (uM)
(ug mL™) 12 h 24 h

0 0,92+0,01 0,86+0,06

S. cerevisiae 5 2 1,13+0,01 0,92+0,01

4 1,00+0,04 0,98+0,01

0 0,92+0,01 0,78+0,01

S. uvarum 2 1,14+0,05 0,91+0,04

4 0,9240,02 | 0,92+0,04

0 0,92+0,01 0,95+0,07

S. bayanus 2 0,83+0,03 0,92+0,03

4 0,88+0,01 1,1940,01

0 0,92+0,00 | 0,78+0,01

K. marxianus 2 0,97+0,02 0,79+0,01

4 1,05+0,01 0,89+0,07

0 0,92+0,01 | 0,85+0,07

S. cerevisiae DSMZ 2 0,97+0,01 0,82+0,07

4 1,13+0,04 0,79+0,04

0 0,93+0,01 0,79+0,01

H. uvarum 2 0,83+0,00 1,09+0,02

4 1,07+0,01 0,80+0,04

0 0,92+0,01 0,90+0,08

P. guilliermondii 2 0,73+0,01 0,84+0,06

4 1,010,01 1,08+0,03
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4.3. Utjecaj odabranih sojeva vinskih kvasca na koncentraciju i biorazgradnju OTA u in

vitro uvjetima
4.3.1. Rezultati uklanjanja OTA iz medija pomocu odabranih sojeva vinskih kvasaca

Kako bi se istrazila sposobnost odabranih sojeva vinskih kvasaca da vezu/uklanjaju OTA iz
medija nakon 12 odnosno 24 sata uzgoja, uzimani su uzorci bez i s dodanim OTA te je pomoc¢u
HPLC-MS/MS metode odredena koncentracija preostalog OT A u mediju. Rezultati su izrazeni
kao % vezanja OTA, a prikazani su na slikama 23 i 24.
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Slika 23. Postotak vezanja OTA (koncentracije 2 ug mL™) s odabranim sojevima vinskih
kvasaca nakon 12 i 24 sata inkubacije
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Slika 24. Postotak vezanja OTA (koncentracije 4 pg mL™) s odabranim sojevima vinskih

kvasaca nakon 12 i 24 sata
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4.3.2. Rezultati utjecaja odabranih sojeva vinskih kvasaca na biorazgradnju OTA

Dokazivanje biorazgradnih produkata OTA provedeno je multimikotoksinskom UHPLC-
MS/MS analizom (slika 25). Kao produkt biorazgradnje OTA odabranim sojevima vinskih
kvasaca detektiran je samo OTC, dok ostali potencijalni produkti razgradnje OTA nisu

detektirani, odnosno, njihova koncentracija je ispod limita detekcije.
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Slika 25. Primjer UHPLC-MS/MS kromatograma tijekom odredivanja koncentracije OTA i njegovih biorazgradnih produkata
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Rezultati utjecaja kvasaca na sposobnost biorazgradnje OTA prikazani su na slikama 26 — 32
kao usporedbe koncentracija nastalog biorazgradnog produkta (OTC), preostalog OTA i
koncentracije ne definiranih spojeva.

2 pgmL1OTA 4 ugmL1OTA
4.5
1
3.5
3 3
2
=25
E On.d.
g 2
..:; BOTC
§ 1.5 M preostali OTA
2
1
0.5
0
12 24 12 24
Vrijeme (h)

n.d. — nije definirano

Slika 26. Usporedni prikaz koncentracija biorazgradnog produkta OTC i preostalog OTA u
prisutnosti kvasca S. cerevisiae 5
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Slika 27. Usporedni prikaz koncentracija biorazgradnog produkta OTC i preostalog OTA u
prisutnosti kvasca S. uvarum
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Slika 28. Usporedni prikaz koncentracija biorazgradnog produkta OTC i preostalog OTA u
prisutnosti kvasca S. bayanus
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Slika 29. Usporedni prikaz koncentracija biorazgradnog produkta OTC i preostalog OTA u

prisutnosti kvasca K. marxianus

2 pgmL10OTA 4 pgmL 1 OTA

On.d.
2 BOTC
1.5 B preostali OTA
1
0.5
0
12 24 12 24

n.d. — nije definirano
Slika 30. Usporedni prikaz koncentracija biorazgradnog produkta OTC i preostalog OTA u

koncentracija (ug mL1)

Vrijeme (h)

prisutnosti kvasca S. cerevisiae DSMZ
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Slika 31. Usporedni prikaz koncentracija biorazgradnog produkta OTC i preostalog OTA u
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Slika 32. Usporedni prikaz koncentracija biorazgradnog produkta OTC i preostalog OTA u

prisutnosti kvasca P. guilliermondii

70



4.3.3. Rezultati citotoksi¢nosti biorazgradnih produkata OTA na Pk15 stanicama

Nakon provedenih pokusa ispitivanja citotoksi¢nosti razgradnih produkata OTA koji nastaju
djelovanjem kvasaca, utvrdeno je kako nema razlike u vijabilnosti stanica za ispitivane
koncentracije razgradnih produkata (podaci nisu prikazani). Takoder, ustanovljeno je da OTA

u koncentracijama 2 pg mL™ odnosno 4 pug mL™ ne utjede na vijabilnost Pk15 stanica.

4.4. Statisti¢ka obrada

Svi pokusi provedeni su u triplikatu. Prije statisticke obrade rezultati istrazivanja su uredeni U
programu Microsoft Office Excel 2016, a tijekom statistiCke obrade podataka koriSteni su
programi STATISTICA v. 13.0 za kreiranje neuronskih mreza te Design-Expert v. 13.0. za

kreiranje odzivnih povrsina s ciljem optimiranja procesa.

4.4.1. Rezultati predvidanja neuronskih mreza

Kao dobar alat za obradu i1 predvidanje podataka kod kojih postoji sloZena (nelinearna) veza
izmedu ulaza i izlaza koriste se umjetne neuronske mreze (eng. ANN — Artificial Neural
Network). Upotreba neuronskih mreza zahtjeva sljedece korake:

- treniranje (ucenje) mreze gdje je potrebno definirati ulazne i izlazne podatke, odrediti
aktivacijsku funkciju, tezinske koeficijente i slicno

- testiranje mreze na nekim novim podacima kako bismo dobili izlazni podatak i

- validacija (ocjenjivanje) mreze izraCunavanjem greske i usporedbom izlaza mreze stvarnim
izlazima tj. eksperimentalnim rezultatima.

Rezultati analiza su prikazani u tablicama 12 — 18 i na slici 33.

Kako bi se dobila predikcija pomoc¢u umjetnih neuronskih mreza eksperimentalni podaci su
podijeljeni u tri programski nasumic¢no izabrane skupine i to u omjeru 60:20:20 gdje je 60 %
nasumic¢no izabranih podataka koristeno za treniranje, 20 % za testiranje i 20 % za validaciju
ANN. Ulazni parametri ANN bili su vrijeme uzgoja, vrsta kvasca i koncentracija OTA dok su
veli¢ina stanica, log CFU mL™? i koncentracija etanola bili izlazni parametri. Prilikom razvoja
ANN koristen je jedan skriveni sloj u kojem je broj neurona bio postavljen od 3 do 11. Najbolje
neuronske mreze izabrane su na temelju najvise R? vrijednosti i najnize RMSE pogreske za
treniranje, testiranje i validaciju. U tablici 12 prikazana je ANN za predikciju eksperimentalnih

podataka s tri ulaza (vrijeme uzgoja, vrsta kvasca i koncentracija OTA) i tri izlazna (veli¢ina
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stanica, log CFU mL™ i koncentracija etanola) parametra. Kako je vidljivo iz arhitekture mreZe
prvi broj 3 oznacava broj ulaznih varijabli, zadnji broj 3 oznacCava broj izlaznih varijabli, a
sredi$nji broj 10 ozna¢ava koliko je neurona bilo u skrivenom sloju. Na temelju dobivenih R?
vrijednosti za treniranje, testiranje i validaciju dobiveni model spada u skupinu dobrih modela,
buduéi da su kriteriji za ocjenjivanje izvedbe modela sljede¢i: R? vrijednosti ispod 0,7 ukazuju
na to da model moZe razlikovati samo niske-srednje-visoke vrijednosti; R? vrijednosti izmedu
0,71 0,9 ukazuju na to da se modeli mogu smatrati to¢nim; dok R? vrijednosti iznad 0,9 ozna¢uju

dobar model (Liu i sur., 2011).
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Tablica 12. Neuronska mreza za predikciju eksperimentalnih podataka s tri ulazna (vrijeme

uzgoja, vrsta kvasca i koncentracija OTA) i tri izlazna (veli¢ina stanice, log CFU mL™ i

koncentracija etanola) parametra

Arhit. | R%tren. | R? test. R? Pogr. | Pogr. | Pogr. | Skrivena | lzlazna
mreze valid. tren. test. valid. | aktivacija | aktivacija
3-10-3 | 0,9348 | 0,9343 | 0,8766 | 0,0115 | 0,0111 | 0,0232 Tanh Logistic

Tablica 13. R? vrijednosti za treniranije, testiranje i validaciju pojedinog izlaznog parametra

Parametar R? tren. R? test. R? valid.
veli¢ina stanica 0,9252 0,9178 0,8016
log CFU mL* 0,8993 0,9097 0,8539
koncentracija etanola 0,9798 0,9754 0,9741

Kako bi se bolje vidjela predvidanja ANN pojedinih izlaznih parametara u tablici 13 su

prikazane R? vrijednosti za treniranje, testiranje i validaciju svakog pojedinog izlaznog

parametra. U tablici 14 su prikazane dobivene predikcije umjetnih neuronskih mreza s 3 ulaza

i po jednim izlazom (ANN 1 — veli¢ina stanica; ANN 2 — broj stanica; ANN 3 — koncentracija

etanola).

Tablica 14. Neuronska mreza za predikciju eksperimentalnih podataka s tri ulazna i po jednim

izlaznim parametrom (veli¢ina stanica— ANN 1, log CFU mL™ —ANN 2 i koncentracija etanola

— ANN 3)

Broj | Arhit. R2 R2 R? Pogr. | Pogr. | Pogr. | Skrivena | Izlazna
mreze | mreze | tren. test. valid. | tren. test. valid. | aktivacija | aktivacija
ANN1 | 3-8-1 | 0,9079 | 0,8844 | 0,8256 | 0,0045 | 0,0054 | 0,0114 | Logistic Tanh
ANN 2 | 3-6-1 | 0,8831 | 0,8791 | 0,8592 | 0,0047 | 0,0043 | 0,0059 Tanh Tanh
ANN 3 | 3-8-1 | 0,9987 | 0,9986 | 0,9971 | 0,0001 | 0,0002 | 0,0003 Tanh Identity
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Slika 33. Prikaz i predvidanja neuronske mreze na temelju izmjerenih podataka za

koncentraciju etanola

S obzirom na to da je jedan o ciljeva doktorskog rada bio ispitati utjecaj OTA na pojavu
parametara oksidativnog stresa kod kvasaca, izmjerene koncentracije GSH i MDA koriStene su
kao izlazni parametri, a vrsta kvasca, vrijeme uzgoja i koncentracija OTA kao ulazni parametri.
Kako bi se dobila predikcija pomocu ANN, podaci su takoder podijeljeni u tri nasumicne
skupine (60:20:20), a prilikom razvoja ANN koriSten je jedan skriveni sloj u kojem je broj
Nneurona bio postavljen od 3 do 11. Najbolje neuronske mreZe izabrane su na temelju najvise R?
vrijednosti i najnize RMSE pogreske za treniranje, testiranje 1 validaciju, a tablica 15 prikazuje

takvu ANN.

Tablica 15. Neuronska mreza za predikciju eksperimentalnih podataka s tri ulazna (vrijeme

uzgoja, vrsta kvasca i koncentracija OTA) i dva izlazna (konc. GSH i MDA) parametra

Arhit. | R%tren. | R? R? Pogr. Pogr. Pogr. | Skrivena | lzlazna
mreze test. valid. tren. test. valid. | aktivacija | aktivacija

3-10-2 | 0,9209 | 0,9049 | 0,8863 | 0,0097 | 0,0126 | 0,0177 Tanh Logisitc
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Tablica 16. R? vrijednosti za treniranje testiranje, i validaciju svakog pojedinog izlaznog

parametra (koncentracije GSH, odnosno koncentracije MDA)

Parametar RZ tren. R? test. R? valid.
koncentracija GSH 0,9092 0,8849 0,8871
koncentracija MDA 0,9328 0,9249 0,8856

Izmjerena koncentracija OTA, odnosno koncentracija OTC, su eksperimentalni podaci koji su

koriSteni za odredivanje vezanja i razgradnje OTA te su prilikom formiranja ANN koristeni kao

izlazni parametri, dok su ulazni parametri bili vrsta kvasca, vrijeme uzgoja i koncentracija OTA.

Tako je dobivena predikcija neuronskih mreza, a podaci su kao i u prethodnom slu¢aju

podijeljeni u tri nasumiéne skupine (60:20:20). Prilikom razvoja ANN kori$ten je jedan skriveni

sloj u kojem je broj neurona bio postavljen od 3 do 11.

Tablica 17. Neuronska mreza za predikciju eksperimentalnih podataka s tri ulazna (vrijeme

uzgoja, vrsta kvasca i koncentracija OTA) i dva izlazna (konc. OTA i OTC) parametra

Arhit. | R%tren. | R? test. R? Pogr. | Pogr. | Pogr. | Skrivena | lzlazna
mreze valid. tren. test. valid. | aktivacija | aktivacija
3-10-2 | 0,9516 | 0,9512 | 0,9420 | 0,0075 | 0,0058 | 0,0088 Tanh Identity

Tablica 18. R? vrijednosti za treniranje, testiranje i validaciju svakog pojedinog izlaznog

parametra (koncentracije OTA, odnosno koncentracije OTC)

Parametar RZ tren. R? test. R? valid.
koncentracija OTA 0,9641 0,9947 0,9705
koncentracija OTC 0,9393 0,9077 0,9135
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4.4.2. Rezultati metodologije odzivne povrsine (RSM)

Metoda odzivnih povrSina je skup matematickih 1 statistickih metoda koje se temelje na
aproksimaciji eksperimentalnih podataka te optimiranju ulaznih varijabli kako bi se dobile $to
bolje vrijednosti izlaznih varijabli tj. rezultata istrazivanja. U ovom istrazivanju je analiziran
utjecaj nezavisnih varijabli: vrsta kvasca (X1), vrijeme uzgoja (X2), i koncentracije OTA (X3) na
veli¢inu stanica kvasaca, broj zivih stanica, koncentraciju proizvedenog etanola, koncentracije
GSH i MDA, koncentraciju preostalog OTA i koncentraciju OTC. Utjecaj ispitivanih

nezavisnih varijabli na zavisne varijable opisan je polinomom drugog stupnja (formula 5):
Y= Bo+ XiaBix Xi+ i Bux X+ X X0 Bij * Xi x X; (5)
gdje Y predstavlja zavisnu varijablu, So, fi, Sii i fij, su regresijski koeficijenti za slobodan,

linearan, kvadratni i interakcijski ¢lan.

Rezultati su prikazani u tablici 19 te na slikama 34 — 309.
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Tablica 19. Modeli odzivnih povrsina za opis veli¢ine stanica (Y1), broj zivih stanica kvasaca
(Y2), koncentraciju proizvedenog etanola (Ys), koncentraciju preostalog OTA (Ya),
koncentraciju OTC (Ys), koncentracije GSH (Ys) i MDA (Y7). Clan X1 je vezan uz vrstu kvasca,

X2 Uz vrijeme uzgoja, a X3 uz koncentraciju dodanog OTA.

Modeli odzivnih povrSina za opis veli¢ine stanica (Y1), broj zivih stanica

kvasaca (Y2), koncentraciju proizvedenog etanola (Ys3), koncentraciju preostalog R?
OTA (Ya4), koncentraciju OTC (Ys), koncentracije GSH (Ys) i MDA (Y7)
Y1 =7,000 - 0,350 * X1+ 0,490 * X2- 0,020 * X3- 2,070 * X12- 0,240 * Xo? + 0,4272

0,230 * X3?+ 0,320 * X1 * X2- 0,027 * X1* X3- 0,210 * X2 * X3
Y2 =7,140 — 0,098 * X1 + 0,718 * X, + 0,015 * X3 + 0,784 * X12 + 0,045 * X, + | 0,5998
0,129 * X32 — 0,055 * X1 * X2 — 0,057 * X1 * X3 + 0,021 * X2 * X3
Y3=3,632 + 0,713 * X1 + 2,143 * X — 0,007 * X3 — 2,232 * X122 — 0,456 * X»2 — 0,5345
0,062 * X% + 0,768 * X1 * X2 + 0,018 * X3 * X3 + 0,004 * Xz * X3
Y4=1,780 + 0,076 * X1 — 0,170 * Xo + 1,570 * X3 — 0,066 * X1 — 0,003 * X; * 0,9224
X2+ 0,130 * X1 * X3+ 0,080 * X2 * X3
Ys = 0,165 — 0,075 * X1 — 0,172 * X, + 0,188 * X3 + 0,064 * X132 + 0,082 * X1 * 0,5776
X2—0,102 * X1 * X3— 0,096 * X2 * X3
Ye= 14,643 — 0,118 * X1 + 0,238 * X + 1,150 * X3 + 0,097 * X;2 — 1,388 * X32 0,6711
+0,5921 * X1 * X2 + 0,026 * X1 * X3 - 0,085 * X2 * X3
Y7 =0,938 — 0,038 * X1 — 0,064 * Xz + 0,044 * X3 + 0,032 * X412 + 0,008 * X35> + | 0,2613
0,033 * X1 * X2+ 0,002 * X1 * X3+ 0,017 * X2 * X3

Signifikantni koeficijenti modela odzivnih povrsina oznaceni su podebljano u tablici 19.
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Slika 34. Trodimenzionalni prikazi odzivnih povrSina za veli¢inu stanica kvasca u ovisnosti o: (a) koncentraciji OTA i vrsti kvasca; (b) vremenu

(c) koncentraciji OTA i vremenu uzgoja

uzgoja i vrsti kvasca;
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Slika 35. Trodimenzionalni prikazi odzivnih povrSina za broj stanica kvasca u ovisnosti o: (a) koncentraciji OTA i vrsti kvasca; (b) vremenu uzgoja

I vrsti kvasca; (c) koncentraciji OTA i vremenu uzgoja
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Slika 36. Trodimenzionalni prikazi odzivnih povrSina za koncentraciju etanola u ovisnosti o: (a) koncentraciji OTA i vrsti kvasca; (b) vremenu

uzgoja i vrsti kvasca; (c) koncentraciji OTA i vremenu uzgoja
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Slika 38. Trodimenzionalni prikazi odzivnih povrSina za koncentraciju MDA u ovisnosti o: (a) koncentraciji OTA i vrsti kvasca; (b) vremenu

uzgoja i vrsti kvasca; (c) koncentraciji OTA i vremenu uzgoja
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Slika 39. Trodimenzionalni prikazi odzivnih povr$ina za koncentracije OTA (a) i OTC (b) u ovisnosti o vremenu uzgoja i vrsti kvasca
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5. RASPRAVA



S obzirom na ¢injenicu da konzumacija vina moze znatno pridonijeti izloZzenosti OTA i da se
Vvino uz zitarice i proizvode na bazi zitarica smatra drugim najvaznijim izvorom OTA u prehrani
ljudi, cilj ovog rada je bio ispitati utjecaj OTA na parametre rasta i morfoloSke karakteristike
odabranih sojeva vinskih kvasaca, sposobnost kvasaca prema uklanjanju OTA iz medija,
dokazati razgradne produkte OTA te toksi¢nost potencijalnih razgradnih produkata prema Pk15

stanicama.

5.1. Utjecaj OTA na morfologiju, rast i fermentacijska svojstva odabranih sojeva kvasaca

u in vitro uvjetima

Budu¢i da se malo zna o ucincima mikotoksina kao agenasa stresa na kvasce i da je malo
istrazivanja vezano uz utjecaj mikotoksina na morfologiju, parametre rasta i metabolicku
aktivnost kvasaca, u ovom dijelu rada zelio se ispitati utjecaj OTA primijenjenog u dvije
razli¢ite koncentracije na morfoloske i fizioloSke karakteristike kvasaca te vidjeti u kojoj mjeri

ispitivani kvasci razvijaju specifi¢an odgovor na utjecaj OTA i prilagoditi se stresnim uvjetima.

5.1.1. Utjecaj OTA na morfologiju stanica odabranih sojeva kvasaca

S obzirom na brojna toksi¢na svojstva OTA i ¢injenicu da je broj istrazivanja o u¢incima OTA
na kvasce izuzetno malen, jedan od ciljeva ovog doktorskog rada bio je ispitati utjecaj dviju
koncentracija OTA na veli¢inu stanica razli¢itih sojeva vinskih kvasaca.

Velicina stanica kvasaca moze uvelike varirati jer ovisi o vrsti 1 uvjetima rasta, no u prosjeénim
mjerenjima veli¢ina je od 5 do 7 um u promjeru, iako neki kvasci mogu dose¢i 120 — 50 pm.
Kvasci iz roda Saccharomyces medu najbolje su istrazenim kvascima koji imaju Siroku
primjenu u biotehnologiji i od velikog su industrijskog i ekonomskog znacaja. Stanice su
ovalnog ili elipsoidnog oblika promjera 1 — 5 pm buduéi da veli¢ina stanica varira unutar faza
rasta i od soja do soja.

Kvasac S. cerevisiae dolazi u dva oblika: diploidnom i haploidnom. Diploidne stanice imaju
elipsoidni oblik 5 x 6 um, dok su haploidne stanice ovalnog oblika promjera priblizno 4 pm
(Sherman, 2002). Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju su u suglasju s literaturnim podacima
jer je u kontrolnim uzorcima dokazana veli¢ina stanica S. cerevisiae 5 oko 5 pum (slika 9), dok
je kod standardnog soja S. cerevisiae DSMZ veli¢ina stanica oko 7 pm (slika 13). U istim
uvjetima uzgoja, ali uz dodatak OTA, vidljivo je da uz 2 pg mL™* OTA dolazi do promjene u
veli¢ini stanica S. cerevisiae 5 ve¢ nakon 6 h inkubacije kada je prosjecni promjer iznosio manje

od 4,5 um (slika 9). Takva promjena upucéuje na nastanak stresnih uvjeta okolisa u kojima se
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kvasac nalazi. Nakon 12 sati inkubacije uoceno je povecanje promjera stanica kvasaca te
srednja vrijednost promjera stanice kvasca iznosi vise od 5,5 um. Povecanje promjera stanice
kvasca upucuje na promjene u konformaciji sadrzaja stani¢ne stijenke kvasca, prvenstveno
manoproteina i B-glukana. Pucanjem tih veza moze do¢i do povecanja povrsine same stanice
kvasca, a time se otvaraju pore $to omogucuje vezanje molekula OTA na povrSinu stanica
kvasca. Zanimljivo je kako nakon 24 sata inkubacije ponovno dolazi do znacajnog smanjenja
promjera stanica kvasca buduc¢i da se promjer stanica smanjio ispod 4 um. Takav slijed
dogadaja se moze povezati s ulaskom molekula OTA u samu stanicu i negativnim utjecajem na
samu stanicu, izmedu ostalog i na promjer. S obzirom na toksi¢na svojstva OTA moguca je
pojava stresnih uvjeta, a time i pojava odredenih negativnih u¢inaka na rast stanica kvasaca.
Utjecaj veée koncentracije OTA (4 pg mL™) na veli¢inu stanica kvasca S. cerevisiae 5 je
takoder prikazan na slici 9 te su posljedice sli¢ne, uz napomenu kako nema znacajnih razlika
izmedu vrijednosti promjera stanica kvasaca u prisutnosti 4 pg mL™ odnosno 2 pg mL™! OTA
(slika 34). Kao i kod soja S. cerevisiae 5 u pokusima sa standardnim sojem S. cerevisiae DSMZ
na pocetku pokusa vidljiv je znacajan utjecaj OTA na promjer stanica kvasca. Posebno je
znacajan utjecaj 4 pg mL™ OTA buduéi da u navedenom uzorku dolazi do poveéanja veli¢ine
stanica za 1,5 pm, dok su nakon 6 sati uzgoja stanice manje u usporedbi sa stanicama iz
kontrolnog uzorka. Duljim izlaganjem (12 i 24 sata) kvasca okratoksinu A promjene u promjeru
stanica upucuju na prilagodbu stanica na stresne uvjete buduci da nisu zabiljeZzene znacajne
promjene (slike 13, 34).

Na slici 10 prikazan je utjecaj OTA na promjer stanica kvasca S. uvarum. Vidljivo je kako
promjer stanica u kontrolnom uzorku raste do 12. sata inkubacije nakon cega je uoceno
smanjenje veli¢ine stanica. Do 12. sata utjecaj obiju koncentracija OTA nema znacajan utjecaj
na promjer stanica (slike 3a, 34b), ali u 12-om satu je vidljiva znacajna razlika u veli¢ini
promjera stanica izmedu kontrolnog uzorka i uzoraka tretiranim s obje koncentracije OTA.
Ipak, nakon 24 sata uzgoja, uoceno je povecanje stanica kvasca S. uvarum u prisutnosti OTA
(214 pgmL™), ali je utjecaj koncentracije OTA neznacajan na veli¢inu stanica.

Utjecaj dviju koncentracija OTA na promijer stanica kvasca S. bayanus prikazan je na slici 11.
Vidljivo je kako se promjer stanica mijenja u kontrolnom uzorku i u uzorcima s dodatkom OTA
te da znacajnih promjena nema sve do 12. sata uzgoja kada je uoCeno povecanje promjera
stanica kvasca u prisutnosti 4 pg mL™* OTA. Nasuprot tome, nakon 24 sata inkubacije vidljivo
je kako u prisutnosti manje koncentracije OTA (2 pg mL™) dolazi do znacajnog smanjenja

veli¢ine stanica kvasca u usporedbi sa stanicama u kontrolnom uzorku $to je zapravo pokazatelj
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inhibicijskog utjecaja manje koncentracije OTA na promjer stanica kvasca S. bayanus (slika
34c).

Ispitivanjem utjecaja OTA na promjer stanica kvasca K. marxianus (slika 12) pokazalo se kako
obje koncentracije OTA nemaju znacajan utjecaj na veli¢inu stanica kvasca buduci da su razlike
u veli¢ini stanica kontrolnog uzorka i uzoraka s dodanim OTA minimalne. Takvi rezultati
upucuju na izuzetnu otpornost i prilagodbu kvasca K. marxianus na prisutnost OTA (tablica 19,
slika 34).

Slika 14 pokazuje utjecaj OTA na veli¢inu stanica kvasca H. uvarum. Uocljivo je kako odmah
nakon dodatka OTA (0O-ti sat) i povecanja promjera stanica dolazi do stabilizacije i prilagodbe
stanica na prisutnost OTA u mediju (tablica 14 i slika 34). Jedini i znacajni izuzetak je vidljiv
u uzorku s 2 pg mL™* OTA nakon 12 sati gdje je veli¢ina stanica kvasca smanjena za vise od 2
um.

Kvasac Pichia guilliermondii je pokazao izuzetnu otpornost i prilagodbu na prisutnost dviju
koncentracija OTA, s obzirom na to da sve do 24. sata uzgoja nema znacajne promjene u
veli¢ini stanica. Iz slike 15 je vidljivo kako OTA u koncentraciji od 2 pg mL™? zna¢ajno utjeée
na veli¢inu stanica nakon 24 sata uzgoja buduci da je manja za ¢ak 2 um (slika 34c). lako OTA
u koncentraciji 4 pg mL? takoder negativno utjede na veli¢inu stanica, ono nije znacajno.
Upotrebom neuronskih mreza i metodom odzivnih povrSina odreden je utjecaj razlicitih
parametara kao Sto su vrijeme uzgoja, vrsta kvasca i koncentracija OTA na morfologiju stanica
kvasaca. 1z tablice 12 je vidljivo da je ANN gradena od 3 ulaza, 3 izlaza i 10 neurona u
skrivenom sloju. S obzirom na dobivene R? vrijednosti za trening, testiranje i validaciju (tablica
13), jasno je vidljivo kako pojedini izlazni parametar utje¢e na formiranje neuronske mreze te
su stoga napravljene zasebne analize, odnosno neuronske mreze sa svakim pojedinim izlaznim
parametrom.

Iz tablice 14 je vidljivo kako je ANN 1 gradena od 3 ulazna parametra (vrsta kvasca, vrijeme
uzgoja i koncentracija OTA), jednog izlaznog (veli¢ina stanica) te 8 neurona u skrivenom sloju,
a R? vrijednosti se kre¢u ispod 90 %. Takvi rezultati upuéuju da je teko moguée predvidjeti
utjecaj ulaznih parametara na veli¢inu stanica. Ali, svakako treba uzeti u obzir da se radi o
razliitim vrstama kvasaca koji nisu jednakih morfoloskih karakteristika.

Kako pokazuje jednadzba u tablici 19, vrijeme uzgoja (X2) zasebno kao i vrsta kvasca tijekom
vremena uzgoja (X1*X2) imaju znacajan pozitivan uc¢inak na veli¢inu stanica kvasca, $to je i
ocekivano, s obzirom na to da se radi o zivim mikroorganizmima.

Prema slici 34 moze se zakljuditi kako veli¢ina stanica kvasaca ponajvise ovisi o soju koriStenog

kvasca §to je u skladu s rezultatima u tablici 19. Ako se usporeduje utjecaj OTA, odnosno
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vrijeme sa sojem primijenjenog kvasca, vidljivo je kako ni koncentracija OTA a ni vrijeme
uzgoja ne utjecu znacajno na povecanje stanica, ve¢ navedeni parametar ovisi 0 soju
primijenjenog kvasca (slike 34a i 34b). No, ipak, slika 34c pokazuje kako pri manjim
koncentracijama OTA vrijeme uzgoja ima ulogu na morfologiju stanica kvasaca, dok uz
povecanje koncentracije OTA ne dolazi do znafajne promjene veliCine stanica s vremenom
uzgoja. Prilikom optimiranja parametara zadane ulazne varijable su vrsta kvasca, vrijeme i
koncentracija OTA, a izlazna varijabla je veli¢ina stanice. Dobiveni rezultat predikcije koji ima
pozeljnost (eng. desirability) od 63 % pokazuje kako bi najmanja veli¢ina stanica od 3,50 pm
bila dobivena s kvascem P. guilliermondii na pocetku uzgoja uz dodanu koncentraciju OTA
1,28 pg mL™,

5.1.2. Utjecaj OTA na broj Zivih stanica odabranih sojeva kvasaca

Za analizu utjecaja kemijskih i fizikalnih faktora na mikroorganizme najéesce se koristi metoda
neizravnog (posrednog) odredivanja broja zivih stanica u populaciji (vijabilnost stanica),
odnosno jedinica koje formiraju kolonije (CFU). Kako bi se proucila toksi¢nost OTA na
ispitivane sojeve vinskih kvasaca tijekom 24 sata odreden je broj zivih stanica kvasaca, a
rezultati mjerenja izrazeni su kao log CFU mL™? (slike 16 — 22).

Iz prikazanih rezultata vidljivo je da je nakon 24 sata uzgoja u kontrolnim uzorcima maksimalan
broj zivih stanica za sve odabrane kvasce iznosio oko 8 log CFU mL™.

Kinetika rasta kvasaca prati krivulju rasta s lag fazom tijekom koje se stanice prilagodavaju
novom okruzenju. U kontrolnim uzorcima lag faza za sve kvasce iznosi 4 sata, dok je u
prisutnosti OTA (2 i 4 ug mL™) za S. uvarum, K. marxianus, S. cerevisiae DSMZ i P.
guilliermondii produzena na 6 sati. Nakon lag faze slijedi log faza u kojoj se broj stanica
eksponencijalno povecava, a iz prikazanih rezultat je vidljivo da log faza traje do 24 sata.
Tijekom log faze pocinje iscrpljivanje hranjivih tvari, a akumulacija toksi¢nih produkata
rezultira fazom usporavanja, nakon Cega zapo€inje stacionarna faza u kojoj je stopa rasta
jednaka stopi smrti. Medutim ni u jednom uzorku nije zabiljezena stacionarna faza kao ni faza
odumiranja (slike 16 — 22). 1z odredenih broja Zivih stanica kvasaca prikazanih na slikama 16 i
20 vidljivo je da dodatak OTA nema znacajan utjecaj na broj zivih stanica kvasca (slika 35a) i
da se do kraja pokusa broj zivih stanica u kontrolnom uzorku i u uzorcima s dodanim OTA nije
znacajno razlikovao. Dobiveni rezultati su u suglasju s rezultatima Angioni i suradnici (2007)
koji su pokazali kako dodatak OTA (0,2 — 6 pg L) u sintetski medij u kojem su kvasci S.

cerevisiae i K. apiculata nema znacajan utjecaj na broj Zivih stanica kvasaca tijekom cijelog
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vremena uzgoja (20 dana). Prema Freire i suradnicima (2019), prisutnost OTA nije utjecala na

Kinetiku rasta S. cerevisiae, ve¢ je dovela do stvaranja modificiranih okratoksina poput OTa.

Slika 17 prikazuje broj Zivih stanica kvasca S. uvarum s i bez dodanim OTA. Iz slike je jasno
vidljivo kako se nakon 4 sata uzgoja broj stanica u kontrolnom uzorku i uzorku s dodanih 4 pg
mL?* OTA povecava i postize maksimum na kraju pokusa (8,80 log CFU mL%, odnosno 8,92
log CFU mL™). Suprotno tome, uo¢eno je produljenje lag faze u uzorku s dodanih 2 pg mL*
OTA buducdi da se broj stanica kvasca nije povecavao sve do 6-tog sata uzgoja. lako se do kraja
pokusa broj stanica u navedenom uzorku povecao, maksimum je ipak znatno manji (7,95 log
CFU mL™) u usporedbi s brojem stanica u kontrolnom uzorku i uzorku s 4 pg mL?* OTA.
Istrazivanja Jakopovi¢a i suradnika (2018) takoder su dokazala da dodatak OTA u
koncentracijama 2 odnosno 4 pg mL™ produzuje trajanje lag faze kvasaca S. uvarum odnosno
K. marxianus i da se broj zivih stanica do kraja uzgoja znacajno ne razlikuje u usporedbi s
kontrolnim uzorcima. U istim uvjetima uzgoja vidljivo je da kod kvasca S bayanus u pokusima
s i bez dodatka OTA, nakon pocetnog procesa prilagodbe stanica novim uvjetima (dodatku
OTA), dolazi do znacajne razlike u povecanju broja stanica nakon 6 sati uzgoja uz dodatak 2,
odnosno 4 pg mL™* OTA. Do kraja pokusa, broj stanica u svim uzorcima je dosegao priblizno
sli¢ne vrijednosti (7,97 — 8,18 log CFU mL™?) (slike 18 i 35).

Na slici 19 prikazane su krivulje rasta kvasca K. marxianus bez i s dodatkom OTA. 1z slike je
vidljivo kako dodatak OTA u koncentraciji 2 pg mL™ odmah na poéetku uzgoja utjece na broj
zivih stanica kvasca smanjivsi ga, dok je broj zivih stanica kvasca K. marxianus u kontrolnom
uzroku i u uzorku s dodanih 4 pg mL? OTA gotovo identi¢an. Nakon 4 sata uzgoja, uocena je
znacajna razlika izmedu broja Zivih stanica u kontrolnom uzorku (7,01 log CFU mLY) i uzorku
s dodanih 4 pg mL™* OTA (7,96 log CFU mL™), dok je nakon 6 sati uzgoja, uoéena zna¢ajna
razlika izmedu broja Zivih stanica u kontrolnom uzorku (7,70 log CFU mL™) i uzorku s dodanih
2 ng mL* OTA (6,44 CFU mL™). Do kraja pokusa, broj Zivih stanica kvasca u svim uzorcima
se nije znacajno razlikovao te su postignute maksimalne vrijednosti od 7,99 log CFU mL™ do
8,18 log CFU mL™,

U pocetnim fazama uzgoja kvasca H. uvarum bez i s dodatkom OTA nema znacajne razlike
izmedu broja zivih stanica (slika 35a), ali je nakon 6 sati uocena znacajna razlika izmedu broja
zivih stanica u kontrolnom uzorku (7,85 log CFU mL™) i uzorku s dodanih 4 pg mL?* OTA
(6,71 log CFU mL™). S druge strane, dodatak 2 pg mL™? OTA utjecao je na smanjenje broja
zivih stanica kvasca nakon 12 sati uzgoja (7,29 log CFU mL™) u odnosu na broj Zivih stanica u

kontrolnom uzorku (7,98 log CFU mL™). Do kraja pokusa, broj Zivih stanica u svim uzorcima
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je priblizno jednak $to pokazuje odredenu prilagodbu kvasca na prisutnost OTA u mediju (slika
21).

Od svih istrazivanih kvasaca P. guilliermondii je pokazao najveéu otpornost na prisutnost OT A
Sto je posebice izrazeno nakon 24 sata uzgoja. Na slici 22 je vidljivo kako se tijekom uzgoja
mijenja broj zivih stanica kvasca u kontrolnom uzorku i u uzorcima s dodanim OTA. Sve do
24 sata uzgoja nema znacajnih promjena u broju Zivih stanica kada je zabiljezena razlika od 1
log jedinice izmedu uzorka s dodanih 4 pg mL™ OTA i kontrolnog uzorka. Takoder, dodatak 2
ng mL™T OTA je utjecao na poveéanje broja zivih stanica nakon 24 sata (8,55 log CFU mL ™) u
odnosu na broj zivih stanica u kontrolnom uzorku, §to upucuje na otpornost i moguénost
prilagodbe kvasca P. guilliermondii na prisutnost OTA (slika 35). Jedno od rijetkih istraZivanja
koje se dotaklo ove tematike (Patharajan i sur., 2011) pokazalo je kako dodatak OTA u
koncentracijama 5 — 10 ug mL™? ima slab utjecaj na broj Zivih stanica kvasaca Rhodococcus
erythropolis (AR14), Metschnikowia pulcherrima (MACH1) i Pichia guilliermondii (M8)
tijekom 15 dana uzgoja. U navedenom istrazivanju, pocetni broj kvasaca iznosio je 8 log CFU
mL™. Kada je rije¢ o kvascu M. pulcherrima maksimalan broj Zivih stanica u prisutnosti OTA
odreden je nakon 24 sata te nakon 3 dana uzgoja i iznosio je 9,08 odnosno 9,23 log CFU mL™.
Broj zivih stanica ostalih ispitivanih kvasaca dosegao je maksimum nakon 3 dana uzgoja i
iznosio je 9,00 i 9,14 log CFU mL! za R. erythropolis odnosno P. guilliermondii. Rezultati
istrazivanja Patharajana i suradnika (2011) sli¢ni su rezultatima dobivenim u ovom radu te
upucuju na slab utjecaj OTA na rast i razmnoZavanje kvasaca u teku¢em mediju, odnosno
kvasci su sposobni prilagoditi se novonastalim uvjetima i prezivjeti. Iako tijekom trajanja
pokusa dolazi do razlika u broju zivih stanica kvasaca izmedu kontrolnih uzoraka i uzoraka u
kojima je dodan OTA, konacan broj zivih stanica nakon zavrSetka pokusa, Cesto je velik 1
neovisan je o utjecaju OTA (tablica 19, slika 35a).

Kao §to je u prethodnom poglavlju navedeno, jasno je vidljiv utjecaj izlaznih parametara na
predikciju neuronske mreze te su napravljene zasebne analize za svaki pojedini izlazni
parametar. Iz tablice 14 se moze vidjeti da je ANN 2 gradena od 3 ulaza (vrsta kvasca, vrijeme
uzgoja i koncentracija OTA), jednog izlaza (broj stanica izrazen kao log CFU mL™) te 6
neurona u skrivenom sloju. Podaci koji se svakako isti¢u su R? vrijednosti treninga, testiranja i
validacije neuronske mreze i vidljivo je da su niske te se krecu oko 87 %. Takoder, uocljiva je
1 relativno visoka vrijednost pogresaka treninga, testa i validacije. Takvi rezultati upucuju na
slabu povezanost podataka, odnosno da neuronska mreZa ne moze precizno predvidjeti $to ¢e

se dogadati s brojem stanica u zadanim uvjetima. S druge strane, radi se o Zivim organizmima
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koji su koristeni tijekom uzgoja pa je s obzirom na njihovu raznolikost donekle razumljiva
nepovezanost podataka.

Iz tablice 19 je uocljiv znacajan pozitivan utjecaj vremena uzgoja (X2) te vrste kvasca (X1?) i
koncentracije OTA (X3?) na broj Zivih stanica ispitivanih kvasaca. Broj zivih stanica kvasaca
prikazan je kao odziv na slici 35. 1z slike 35a je vidljivo kako povecéanje koncentracije OTA ne
utjeCe znacajno na broj zZivih stanica kvasca, ve¢ ono ovisi o soju koristenog kvasca. Medutim,
prema slici 35b moze se zakljuéiti kako broj Zivih stanica kvasaca ovisi i 0 vremenu uzgoja te
da je najvise izrazen kod kvasaca S. cerevisiae 5, S. uvarum, H. uvarum i P. guilliermondi jer
je s pove¢anjem vremena uzgoja broj stanica navedenih kvasaca najveéi. Cinjenica da je
vrijeme uzgoja kljucan faktor za odredivanje broja zivih stanica kvasaca potvrdena je i slikom
35c¢ iz koje je vidljivo kako se neovisno o koncentraciji dodanog OTA broj stanica kvasaca
povecava s povecanjem vremena uzgoja. U skladu s navedenim, tijekom optimiranja
parametara, zadane ulazne varijable su, kao i svaki puta do sada, bile vrsta kvasca, vrijeme
uzgoja i koncentracija OTA, dok je broj zivih stanica kvasaca zadana izlazna varijabla. Kako
bi broj zivih stanica kvasca bio najveéi (8,88 log CFU mL™), rezultat predikcije koji ima
pozeljnost 94 % pokazuje da je tijekom 24 sata uzgoja, bez dodanog OTA potrebno koristiti
kvasac S. cerevisiae 5.

Malen broj provedenih istrazivanja s navedenom tematikom upucuje na potrebu za dodatnim i
detaljnim istraZivanjima kako bi se uocio toksican utjecaj OTA na stanice kvasaca odnosno
njithovu sposobnost prilagodbe tj. rasta 1 razmnozavanja u prisutnosti OTA. No, do sada
prikupljeni podaci upucuju na otpornost pojedinih kvasaca prema Stetnim utjecajima OTA

(Angioni i sur., 2007; Jakopovi¢ i sur., 2018; Patharajan i sur., 2011).

5.1.3. Utjecaj OTA na proizvodnju produkata fermentacije odabranih sojeva kvasaca

Tijekom alkoholne fermentacije kvasci, osim etanola, sintetiziraju i druge spojeve kao
nusproizvode biokemijskih i kemijskih procesa, a dokazano je kako kontaminacija sirovina
raznim mikotoksinima, kao S$to su aflatoksini, OTA, zearalenon, deoksinivalenol ili
fumonizinom B: moze utjecati na koli¢inu hlapljivih nusproizvoda fermentacije (Ktosowski i
Mikulski, 2010).

Broj radova koji istrazuje u¢inke mikotoksina na fermentacijski proces je izuzetno ogranicen.
Pokazalo se medutim, kako kvasci i njihovi enzimi pokazuju odredenu osjetljivost na

mikotoksine, ali i mogu¢nost prilagodbe toksi¢nim uvjetima. Mikotoksini, s druge strane, mogu
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inhibirati enzime fermentacije, odgoditi rast i uzrokovati oksidativni stres (Ktosowski 1 sur.,
2010). Svi ti u€inci potencijalno usporavaju rast kvasca i posljedic¢no, fermentaciju.

Budu¢i da je malo podataka o ponasanju kvasaca tijekom fermentacije medija kontaminiranog
mikotoksinima, u ovom radu su tijekom uzgoja odabranih sojeva vinskih kvasaca s ili bez
dodatka OTA odredivane koncentracije etanola, glicerola, mravlje i octene kiseline te preostale
glukoze, a rezultati su prikazani u tablicama 8 i 9.

Vidljivo je kako su nakon 12 sati uzgoja znacajne koncentracije etanola detektirane samo u
uzorcima s kvascima S. bayanus (4,375 - 4,525 mg mL?) i S. cerevisiae DSMZ (9,150 — 9,210
mg mL™?), dok su u ostalim uzorcima detektirane niske koncentracije (tablica 8). lako je
primijeeno da OTA, u obje istraZivane koncentracije, utjeCe na fermentacijsku aktivnost
kvasaca, jer je u svim uzorcima osim u uzorku s kvascem S. uvarum izmjerena manja
koncentracija etanola u usporedbi s kontrolnim uzorcima, dodatak OTA nema znacajni utjecaj
na proizvodnju etanola (tablica 8 i 19, slika 36a i 36¢). U uzorcima u kojima je nacijepljen
kvasac S. uvarum uz dodatak 2, odnosno 4 pg mL™* OTA detektirana je koncentracija etanola
od 0,62 odnosno 0,58 mg mL™, a buduéi da je u kontrolnom uzorku izmjerena koncentracija
etanola od samo 0,288 mg mL™ dalo bi se zakljuéiti kako prisutnost OTA ima pozitivan utjecaj
na fermentacijska svojstva kvasca S. uvarum (tablica 8).

Usporedbom s rezultatima nakon 12 sati uzgoja, rezultati nakon 24 sata se ipak razlikuju, jer
kako je 1 o¢ekivano, detektirane su vece koncentracije etanola. Prema jednadzbi prikazanoj u
tablici 19, moze se vidjeti kako vrsta kvasca (X1) i vrijeme uzgoja (X2) zasebno imaju znacajan
utjecaj na koncentraciju etanola, ali i ako su ta dva parametra povezana (X1*X2). Najvise
koncentracije etanola izmjerene su u uzorcima s kvascima S. bayanus (6,87 — 7,05 mg mL™?),
S. cerevisiae DSMZ (6,275 — 6,715 mg mL™Y) i H. uvarum (7,365 — 7,49 mg mL™), a najnize u
uzorcima s kvascima S. cerevisiae 5, S. uvarum i K. marxianus. 1z tablice 8 i slike 36a je vidljivo
kako nema znacajne razlike u izmjerenoj koncentraciji etanola izmedu kontrolnog uzorka i
uzoraka s dodanim OTA. Jedino je u uzorcima s kvascem P. guilliermondii vidljiva znacajna
razlika u koncentraciji izmjerenog etanola, buduci da je u kontrolnom uzorku detektirano 2,605
mg mL* etanola, dok je u uzorcima s dodanih 2 i 4 ug mL™* OTA detektirano 3,845, odnosno
3,295 mg mL? etanola. Kao i u slu¢aju s kvascem S. uvarum nakon 12 sati uzgoja &ini se kako
dodatak OTA stimulira proizvodnju etanola kod kvasca P. guilliermondii.

Kako bi se dobila predikcija etanola kao izlaznog parametra, ulazni parametri za ANN 3 su bili
vrsta kvasca, vrijeme uzgoja i koncentracija OTA. Iz tablice 14 je vidljivo kako je neuronska
mreza (ANN 3), gradena od 3 ulaza i 8 neurona u skrivenom sloju, a R? vrijednosti su izuzetno

visoke, §to upucuje da je temeljem ovih podataka s vrlo precizno moguce predvidjeti kakav ¢e
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biti utjecaj navedenih ulaznih parametara na koncentraciju etanola. Kao dokaz tome, na slici 26
prikazano je predvidanje neuronske mreze na temelju izmjerenih podataka.

Kako je prikazano na slici 36, koncentracija dodanog OTA ne utjeCe znacajno na koncentraciju
proizvedenog etanola, ve¢ je jasno vidljivo kako su soj primijenjenog kvasca, odnosno vrijeme
uzgoja kljuéni faktori koji utje¢u na proizvodnju etanola (slike 36b i 36¢). Na pocetku uzgoja,
koncentracija etanola je 0 ili je minimalna, §to moze biti posljedica dodatka OTA koji je
otopljen u etanolu, a uredaj kojim je mjerena koncentracija etanola je dovoljno precizan,
odnosno limit detekcije je vrlo nizak. 1z slike 36b je takoder vidljivo kako kvasci K. marxianus,
S. cerevisiae DSMZ, H. uvarum i P. guilliermondii proizvode vece koncentracije etanola kako
se povecava vrijeme njihovog uzgoja. Dok slika 36¢ pokazuje kako koncentracija OTA nema
znacajan ucinak na koncentraciju etanola, ve¢ je povecanje koncentracije etanola ovisno o
vremenu uzgoja. Budu¢i da je izlazna varijabla koncentracija etanola, dok su ulazne vrsta
kvasca, vrijeme uzgoja i koncentracija OTA, prilikom optimiranja procesa, s pozeljnos¢u od 77
%, najvecu koncentraciju etanola moguce bi bilo dobiti primjenom kvasca S. cerevisiae DSMZ,
tijekom uzgoja od 24 sata i to bez dodatka OTA.

Dobiveni rezultati mogu se usporediti s istrazivanjima drugih autora. Tako su Angioni i
suradnici (2007) u svom istrazivanju koristili kvasce K. apiculata i S. cerevisiae te su odredili
postotak proizvedenog etanola na kraju fermentacije uz dodatak razlicitih koncentracija OTA
(0,2, 0,6,3 16 pg LY. Prema njihovim rezultatima, dodatak OTA nije utjecao na proizvodniju
etanola $to dodatno ukazuje na €injenicu da su kvasci sposobni prilagoditi se prisutnosti OTA
i relativno neometano provoditi metabolicke procese. Petruzzi i suradnici (2015) su u svojem
istrazivanju koristili pet genetski razli¢itih sojeva kvasca S. cerevisiae, a rezultati njihovog
istrazivanja nedvojbeno su pokazali visoke prinose etanola (8,32 — 10,91 mg mL™) u prisutnosti
OTA (2 pg mLY). Sojevi kvasca S. cerevisiae su tijekom 5-8 dana fermentacije smanjili razinu
Secera ispod razina detekcije (Sto je s obzirom na proizvodnju etanola 1 o¢ekivano), a broj zivih
stanica kvasca je odrzan na 6 log CFU mL. Takoder, nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika
izmedu kontrolnih uzoraka i uzoraka s dodanim OTA, §to upucuje na nisku toksi¢nost OTA
prema kvascima ili prilagodbu kvasaca tijekom vremena fermentacije. Svakako, treba uzeti u
obzir i ¢injenicu da su kvasci koriSteni u istrazivanju Petruzzi i sur. (2015) genetski
modificirani, $to moze pospjesiti njthovu otpornost prema OTA.

Iz dobivenih rezultata i rezultata drugih autora ocito je da fermentacijska aktivnost ovisi 0 soju
koristenog kvasca buduc¢i da S. cerevisiae, S. uvarum, K. marxianus, H. uvarum i P,
guilliermondii proizvode vrlo male koli¢ine etanola s naglaskom da H. uvarum nakon 24 sata

ipak proizvode znaéajne koli¢ine (do 7,49 mg mL™). S druge strane, tijekom uzgoja kvasaca S.
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cerevisiae DSMZ i S. bayanus detektirane su sli¢éne koncentracije etanola kao i kod sojeva
kvasca S. cerevisiae koriStenih u radu Petruzzi i suradnika (2015).

Uz odredivanje koncentracije proizvedenog etanola tijekom uzgoja kvasaca bez i s dodatkom
OTA odredivane su i koncentracije preostale glukoze, glicerola, mravlje i octene kiseline nakon
12 i 24 sata, a rezultati su prikazani u tablici 9.

Iz tablice 9 je vidljivo kako su kvasci S. cerevisiae 5, S. uvarum, K. marxianus i S. cerevisiae
DSMZ nakon 12 sati uzgoja potrosili gotovo svu glukozu budué¢i da je nije bilo moguce
detektirati te je s obzirom na to u navedenim uzorcima ocekivana visoka koncentracija etanola.
No jedino je u uzroku s kvascem S. cerevisiae DSMZ zabiljezen takav slucaj i to bez obzira na
koncentraciju dodanog OTA (tablica 8). Zanimljiva je i ¢injenica da je unato¢ visokoj
koncentraciji proizvedenog etanola, u kontrolnom uzorku zabiljeZena i najviSa koncentracija
mravlje kiseline (0,585 mg mL™) (tablica 9), §to ukazuje na ¢injenicu da kvasac S. cerevisiae
DSMZ ne tro$i glukozu samo za alkoholnu fermentaciju, ve¢ ima sposobnost provodenja
nekoliko metabolickih puteva i proizvodnje vise razli¢itih metabolita. Takoder, u uzorcima s
dodanih 2 i 4 pg mL™ OTA, zabiljeZene su i najvise koncentracije octene kiseline (0,590
odnosno 0,575 mg mL™). Kod preostalih navedenih kvasaca, nakon 12 sati uzgoja glicerol, kao
ni mravlja ni octena kiselina nisu detektirani (tablica 9), uz izuzetak S. cerevisiae 5, kod kojeg
je detektirana vrlo niska koncentracija octene kiseline (0,062 mg mL™). S druge strane, jasno
je vidljivo kako kvasci H. uvarum i P. guilliermondii nakon 12 sati uzgoja nisu iskoristili svu
glukozu. Stovise, potrosili su svega oko 3,5 g L™ dostupne glukoze za proizvodnju etanola,
buduci da su koncentracije glicerola, mravlje i octene kiseline izuzetno niske, ili su ispod razine
detekcije (tablica 9). S obzirom na to da je broj zivih stanica navedenih kvasaca relativno visok
(slika 21, 22), potrosnja glukoze mala i ne razlikuje se znacajno 0 dodanoj koncentraciji OTA,
moguce je da navedeni kvasci jednostavno imaju slabiji afinitet prema glukozi ili je alkoholna
fermentacija inhibirana nekim drugim faktorom. Sli¢no kao i u slu¢aju s kvascima H. uvarum i
P. guilliermondii, u uzorcima s kvascem S. bayanus se moze uociti slabija potrosnja glukoze,
iako je u odnosu na navedene kvasce, S. bayanus potrosio znacajno vise glukoze (tablica 9) te
je pritom detektirana i vec¢a koncentracija proizvedenog etanola (tablica 8). S obzirom na to da
su koncentracije glicerola, mravlje i octene kiseline niske ili ispod limita detekcije, moze se
zakljuciti kako je potrosnja glukoze usmjerena prema proizvodnji etanola. Kod svih kvasaca
koji nakon 12 sati nisu potrosili svu glukozu, odnosno nisu je potrosili do ispod razine detekcije,
vidljivo je kako u kontrolnim uzorcima i u uzorcima s dodanih 4 ug mL™* OTA zaostaje ipak

nesto vise glukoze nego u uzorcima s dodanih 2 pg mL™? OTA. Iako ta razlika nije zna¢ajna,
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ipak upucuje na to da stanice kvasaca pruzaju otpor Stetnom djelovanju OTA i manje ili vise
uspjesno metaboliziraju glukozu.

Ako pogledamo vrijednosti preostale glukoze nakon 24 sata uzgoja s ispitivanim kvascima,
vidljivo je kako su kvasci S. cerevisiae 5, S. uvarum i K. marxianus potrosili svu glukozu
(tablica 9), odnosno, u navedenim uzorcima koncentracija glukoze je ispod limita detekcije, a
s obzirom na to da nije proizvedeno vise od 2 mg mL™? etanola (tablica 8), sposobnost
iskoriStenja glukoze navedenih kvasaca je prilicno slaba. Uz to, koncentracije glicerola, mravlje
i octene kiseline u navedenim uzorcima su vrlo niske, $to samo ide u prilog slaboj
fermentacijskoj aktivnosti navedenih kvasaca, a dodatak OTA ne utjeCe znacajno na
koncentracije navedenih metabolita. Nadalje, u uzorcima s kvascem S. cerevisiae DSMZ, nakon
24 sata uzgoja detektirane su vrlo male koncentracije preostale glukoze, s izuzetkom uzorka u
kojem je dodano 2 pg mL? OTA, gdje glukoza nije detektirana, a takvo iskoristenje glukoze
upucuje na poveéane koncentracije proizvedenog etanola, Sto je i slucaj (tablica 8). Glicerol
nakon 24 sata uzgoja navedenog kvasca nije detektiran dok su izmjerene koncentracije mravlje
i octene kiseline relativno niske (tablica 9). Kao i u uzorcima s kvascem S. cerevisiae DSMZ,
u uzorcima s kvascem H. uvarum detektirane su vrlo niske koncentracije preostale glukoze. S
obzirom na to da su koncentracije glicerola, mravlje i octene kiseline ispod limita detekcije
(tablica 9), a koncentracije proizvedenog etanola prilicno visoke, jasno je da se kvasac H.
uvarum prilagodio prisutnosti OTA 1 u velikoj mjeri prilicno uspjes$no proizvodi etanol (tablica
8). Kvasac S. bayanus je nakon 24 sata uzgoja iskoristio svu glukozu $to je usko povezano s
proizvedenom koncentracijom etanola koja je visoka (tablica 8). No, najniza koncentracija
proizvedenog etanola pomoc¢u kvasca S. bayanus detektirana je upravo u uzroku s dodanim 4
ug mL™? OTA, u kojem je i detektirana preostala glukoza (tablica 9). Buduéi da su koncentracije
glicerola, mravlje kiseline i octene kiseline vrlo niske ili su ispod limita detekcije, jasno je kako
kvasac S. bayanus, unato¢ dodatku OTA, ipak uspjesno prevodi glukozu do etanola. Nasuprot
navedenome, kvasac P. guilliermondii pokazuje prili¢no slabu sposobnost potrosnje glukoze s
obzirom na preostale koli¢ine (tablica 9). Zanimljivo je da su u uzorcima u kojima je dodan
OTA (2 i 4 pg mL1) izmjerene manje koncentracije preostale glukoze (5,890, odnosno 6,050
mg mL?1) u odnosu na kontrolni uzorak (8,145 mg mL™). S obzirom na to, o¢ekivano, u
kontrolnom uzorku izmjerena je manja koncentracija etanola u usporedbi s uzorcima u kojima
je dodan OTA (tablica 8). Navedeni podaci upucuju na to da se kvasac P. guilliermondii, nakon
odredenog vremena, moze prilagoditi prisutnosti OTA te Cak uspjesnije proizvoditi etanol.

Octena kiselina nije detektirana dok su koncentracije glicerola vrlo niske. No, uocCena je
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relativno visoka koncentracija mravlje kiseline u uzorku s dodanim 4 ug mL™* OTA, sto bi
moglo upucivati da osim alkoholne fermentacije kvasac P. guilliermondii u stresnim uvjetima
provodi i druge oblike fermentacije.

Pokazalo se da slabe organske kiseline negativno utjecu na rast i metabolizam mikroorganizama
kao i1 na prinos etanola (van Maris i sur., 2006). Mravlja kiselina je slaba kiselina koja moze
izazvati oksidativni stres te iako je tipi¢no prisutna u niskim koncentracijama, toksic¢na je za S.
cerevisiae (Hasunuma i sur., 2011). Niska koncentracija mravlje kiseline izaziva apoptozu tj.
smrt stanica kvasca S. cerevisiae, a ovaj aktivni proces je popraéen ,,respiracijskim praskom®,
uz oslobadanje reaktivnih kisikovih vrsta (RVS) (Du i sur., 2008). U istrazivanju Du 1 sur.
(2008) stanice u stacionarnoj fazi rasta su bile otpornije na tretman mravljom kiselinom u
usporedbi sa stanicama u fazi eksponencijalnog rasta, Sto ukazuje da prezivljavanje stanica ovisi
o temperaturi 1 fazi rasta za vrijeme tretmana mravljom kiselinom. Postotak prezivljavanja
stanica smanjio se s pove¢anjem koncentracije mravlje kiseline. Babel i sur. (1983) su zaklju¢ili
kako mravlja kiselina ima inhibirajuci uc¢inak na rast kvasca Hansenula polymorpha, jer priljev
mravlje kiseline izazvan snizavanjem pH, prelazi oksidacijski kapacitet pa akumulacija mravlje
kiseline u citoplazmi ometa ocCuvanje energije uklanjanjem gradijenta protona izmedu
citoplazme i mitohondrijskog prostora. U konacnici, takva situacija rezultira prekidom
proizvodnje ATP-a i zaustavlja rast stanica.

Tijekom pocetnih faza fermentacije, aktivnost kvasaca koji nisu iz roda Saccharomyces,
doprinosi proizvodnji spojeva poput octene kiseline, glicerola i raznih estera (Ciani i
Maccarelli, 1997; Romano 1 sur., 2003). To moze imati znacajan utjecaj na aromu vina
(Eglinton i sur., 2000; Soden i sur., 2000). Na primjer, neki sojevi kvasca Kloeckera apiculata
mogu potencijalno proizvesti do 25 puta vecu koli¢inu octene kiseline koju obi¢no proizvodi S.
cerevisiae, a prisutnost kvasca K. apiculata moze inhibirati fermentacijska svojstva nekih
sojeva S. cerevisiae (Velazquez i sur., 1991), vjerojatno zbog proizvodnje octene kiseline,
oktanske i dekanske kiseline ili ,killer faktora. Tijekom istrazivanja Petruzzi i suradnika
(2015) koncentracije octene kiseline nisu prelazile 1,2 mg mL™ $to je postavljena gornja granica
od strane EU (Vilela i sur. 2013), dok je koncentracija glicerola prelazila 5 mg mL™, §to prelazi
grani¢nu razinu slatkoce.

Prisutnost mikotoksina (OTA i AF) u fermentacijskom mediju moze utjecati na puteve
alkoholne fermentacije, a zabiljezena je i znacajno visa kiselost kod uzoraka kontaminiranih s

OTA, S§to upucuje na formiranje vece koli¢ine octene kiseline (Ktosowski 1 Mikulski, 2010).
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5.2. Utjecaj OTA na parametre oksidativnog stresa u vinskim kvascima

Ucinak djelovanja razli¢itih koncentracija OTA na parametre oksidativnog stresa u stanicama
odabranih sojeva vinskih kvasaca odreden je na dva nacina: mjerenjem koncentracije GSH kao
izravnog pokazatelja obrane stanica protiv oksidativnhog stresa te mjerenjem koncentracije

MDA kao pokazatelja peroksidacije lipida.

5.2.1. Utjecaj OTA na koncentraciju glutationa (GSH)

GSH je najrasprostranjenija redoks molekula u eukariotskim stanicama, pa je njezina uloga u
odrzavanju stani¢nog redoks stanja iznimno vazna, a istrazivanja su pokazala kako je upravo
GSH izuzetno vazna antioksidativna molekula u kvascima (Jamieson, 1998). Prisutnost GSH,
povecanje njegove koncentracije i njegove reakcije sa Stetnim spojevima smatraju se
mehanizmom stani¢ne zaStite (Sorrenti i sur., 2013). U stanicama kvasca S. cerevisiae
identificirani su geni odgovorni za biosintezu GSH (Ohtake i sur. 1990; Ohtake i Yabuuchi,
1991), stoga kvasci mogu koristiti GSH kao obrambeni mehanizam od stresa i oksidativnih
ostecenja (Zimdars i sur., 2019). U novije vrijeme sve veca paznja se pridaje upotrebi GSH kao
antioksidansa u mostu i vinu (Kritzinger i sur., 2013) budu¢i da je utvrdeno njegovo inhibitorno
djelovanje protiv oksidacijskog posmedivanja, a dodatak GSH moze pozitivno utjecati na
stabilnost arome i boje vina (Ugliano i sur., 2011; Sonni i sur., 2011). Medutim, GSH takoder
moze imati ulogu u stvaranju sumpornih spojeva ili promjeni boje bijelih vina (Wegmann-Herr
1 sur., 2015). Stoga je potrebno provesti dodatna istrazivanja kako bi se dobili odgovori o
slozenim interakcijama izmedu kvasaca, GSH i potencijalnih stresnih faktora.

U pravilu, koncentracija GSH u stanicama je oko 5 mM (Pizzorno, 2014), a prema dobivenim
rezultatima prikazanim u tablici 10 vidljivo je kako su koncentracije GSH prilicno niske, ali
valja uzeti u obzir i vrijeme uzgoja kvasaca jer s povecanjem vremena uzgoja povecava se i
koncentracije GSH. Iz tablice 10 vidljivo je kako se koncentracija GSH razlikuje ovisno o soju
ispitivanog kvasca, a veca koncentracija GSH proporcionalna je s pove¢anjem broja stanica
(slike 16-22).

Pogledamo li rezultate koncentracije GSH nakon 12 i 24 sata uzgoja moze se uociti da je u
kontrolnim uzorcima koncentracija GSH oko 12 uM, dok se dodatkom 2 i 4 ug mL™* OTA,
povecava i zabiljezena je vrijednost i do oko 16 uM.

Kako bi se vidjelo kakav je utjecaj vremena uzgoja, vrste kvasca i koncentracije OTA na
koncentraciju GSH primijenjene su neuronske mreze. Tablica 15 prikazuje neuronsku mrezu

gradenu od 3 ulaza (vrsta kvasca, vrijeme uzgoja i koncentracija OTA), 2 izlaza (koncentracija
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GSH i MDA) te 10 neurona u skrivenom sloju. Kako bi se bolje vidjela predvidanja ANN
pojedinih izlaznih parametara (koncentracije GSH odnosno MDA) u tablici 16 su prikazane R?
vrijednosti za treniranje, testiranje i validaciju svakog pojedinog izlaznog parametra. S obzirom
na dobivene rezultate prikazane u tablici 16 uocljivo je kako koncentracija GSH negativno
utjede na predvidanje neuronske mreZe, odnosno buduéi da su sve R? vrijednosti ispod 90 %,
manja je mogucnost predikcije izlaznog parametra (koncentracije GSH) neuronske mreZe.

Iz tablice 19 je vidljivo kako koncentracija OTA (X3), ali i zajedni¢ki uéinak vrste kvasca i
vremena uzgoja (X1*X2) imaju znacajan pozitivan utjecaj na koncentraciju GSH, odnosno
navedene varijable utje¢u na povec¢anje GSH u stanicama kvasaca pa je oc¢ekivano da ovisi 0
dodatku vanjskog agensa stresa, odnosno o kombinaciji vremena uzgoja i vrste kvasca.

Prema slici 37a, vidljivo je kako je koncentracija GSH ovisna o koncentraciji OTA koji je dodan
u pojedini uzorak budu¢i da poveéanjem koncentracije OTA u svim uzorcima dolazi do
povecanja koncentracije GSH. 1z slike 37b je vidljivo kako se koncentracija GSH u odredenim
vremenima uzgoja mijenja ovisno o soju primijenjenog kvasca, a sve je to u skladu s podacima
iz tablice 19. Tako je na primjer, na poCetku pokusa najvisa koncentracija GSH izmjerena kod
kvasca S. cerevisiae 5, dok je najmanja kod P. guilliermondii. Suprotno tome, nakon 24 sata
uzgoja, koncentracija GSH je najmanja kod kvasca S. cerevisiae, a najveca kod P.
guilliermondii. Kako je koncentracija GSH jedan od pokazatelja oksidativnog stresa, prema
slici 37c takoder je moguce zakljuciti kako povecanje koncentracije OTA dovodi i do povecanja
koncentracije GSH neovisno o vremenu uzgoja jer bez dodatka stresora, stanica ne¢e morati
dodatno sintetizirati GSH pa time ni povecavati njegovu koncentraciju. Tijekom optimiranja
parametara, zadane ulazne varijable su vrsta kvasca, vrijeme uzgoja i koncentracija OTA, dok
je izlazna varijabla koncentracija GSH. Dobiveni rezultat predikcije, koji ima pozeljnost 0,75
% pokazuje kako bi najvecu koncentraciju GSH od 15,386 uM bilo moguce dobiti s kvascem
S. cerevisiae 5 na pocetku uzgoja s dodatkom 3,1 pg mL™? OTA.

Takoder, potrebno je naglasiti kako u dostupnoj literaturi nema podataka o djelovanju OTA na
koncentraciju GSH u stanicama kvasca, vec¢ se slicna istrazivanja provode na stani¢nim linijama
in vitro ili in vivo izlaganjem laboratorijskih Zivotinja razli¢itim koncentracijama OTA (Kamp
i sur., 2005; Liu i sur., 2015; Garcia-Perez, 2021). Zimdars i suradnici (2019) su proucavali
utjecaj bakra na dva razliita soja S. cerevisiae tijekom fermentacije mosta bijelog grozda,
buduci da visoke koncentracije bakra izazivaju oksidativni stres smanjujuci broj stanica kvasca,
a utjeCu i na aktivnost enzima. Tijekom fermentacije, koncentracije GSH su u pravilu rasle uz
pojedine izuzetke, budu¢i da u odredenim uzorcima uz dodatak visokih koncentracija bakra,

GSH nije detektiran ili su izmjerene vrlo male koncentracije. Takva je pojava objasnjena
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¢injenicom da je u prisutnosti bakra, oksidacija GSH ubrzana $to dovodi do formiranja
kompleksa s glutation disulfidlom (GSSH) pa nije moguce detektirati GSH. Takoder,
metabolizam kvasaca utje¢e na koncentraciju GSH s obzirom na to da njegova uloga kao
vaznog ¢imbenika odgovora na stres tijekom nedostatka sumpora i dusika, oksidativnog stresa
ili detoksikacije teskih metala odreduje omjer njegove asimilacije ili izlu¢ivanja (Zimdars i sur.,

2019).

5.2.2. Utjecaj OTA na koncentraciju malondialdehida (MDA)

Budu¢i da je oksidativni stres jedan od predlozenih mehanizama toksi¢nosti OTA, tijekom
izrade ovog rada mjerena je i koncentraciju MDA kao parametra peroksidacije lipida.

Iz tablice 11 je vidljivo kako se koncentracija malondialdehida mijenja ovisno o soju koristenog
kvasca, koncentraciji mikotoksina i vremenu uzgoja. Tako je najmanja koncentracija MDA
nakon 12 sati uzgoja izmjerena u uzorku s kvascem P. guilliermondii uz dodatak 2 pg mL*
OTA (0,73 uM), a najvisa u uzorku s kvascem S. uvarum uz dodatak 2 pg mL? OTA (1,14
uM). Usporede li se vrijednosti koncentracija MDA u ispitivanim uzorcima nakon 12 i 24 sata
uzgoja mogu se primijetiti odredene razlike. Vidljivo je da je u gotovo svim uzorcima nakon
24 sata uzgoja koncentracija MDA manja u odnosnu na 12 sati. U nekim slu¢ajevima, kao na
primjer kod S. cerevisiae 5, razlike nisu znac¢ajne, ali unato¢ tome, takvi rezultati upuéuju da
kvasci stvaraju odredenu otpornost prema OTA. No, postoje izuzetci, jer je u uzorcima s
kvascem S. bayanus vidljivo povecéanje koncentracije MDA §to govori da je navedeni kvasac |
dalje podlozan toksi¢nom utjecaju OTA. Sli¢na je situacija uocljiva i kod kvasaca H. uvarum i
P. guilliermondii, uz dodatak 2, odnosno 4 pg mL* OTA. Poveéana koncentracija MDA
ukazuje na peroksidaciju lipida odnosno ostecenje stanice. Najotpornijim kvascima pokazali su
se K. marxianus i S. cerevisiae DSMZ buduci da se nakon 24 sata izlozenosti 4 pg mL™* OTA,
koncentracija MDA smanjila ¢ak i ispod koncentracije u kontrolnim uzorcima (tablica 11).

S obzirom na dobivene rezultate predikcije neuronske mreze, odnosno R? vrijednosti treninga,
testa i validacije koncentracije MDA kao izlaznog parametra, vidljivo je kako ANN preciznije
predvida 1 bolje povezuje podatke kada je rije¢ o koncentraciji MDA (tablica 16).

U tablici 19 je prikazano kako samo vrijeme uzgoja (X2) ima znacajan utjecaj na koncentraciju
MDA, no potrebno je spomenuti kako je koeficijent determinacije izuzetno nizak (0,2612) Sto
znaci da slaganje izmedu modela i samog eksperimenta nije dobro.

1z slike 38a je vidljivo kako se koncentracija MDA mijenja ovisno o soju primijenjenog kvasca,

dok dodatak razlicitih koncentracija OTA nije znacajan. Prema slici 38b moze se zakljuéiti kako
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kod vecine kvasaca s obzirom na vrijeme uzgoja ne dolazi do znacajne promjene u koncentraciji
MDA. Medutim, vidljiva je razlika u koncentraciji izmjerenog MDA u uzorcima s kvascima S.
cerevisaie 51 S. uvarum koji na kraju uzgoja pokazuju manje koncentracije MDA, u odnosu na
pocetak uzgoja. Ako se uzmu u obzir koncentracije dodanog OTA, iz slike 38c se moze
zakljuciti kako koncentracija MDA ovisi o vremenu uzgoja, jer neovisno o dodanoj
koncentraciji OTA, koncentracija MDA opada, $to odgovara rezultatima u tablici 19. Tijekom
optimiranja parametara, u programu su vrsta kvasca, vrijeme uzgoja i koncentracija OTA
zadane ulazne varijable, a koncentracija MDA predstavlja izlaznu varijablu. Dobiveni rezultat
predikcije, koji ima pozeljnost 0,75 % pokazuje kako bi najmanju koncentraciju MDA od 1,121
uM bilo moguée dobiti s kvascem S. cerevisiae 5, na pocetku uzgoja s dodatkom 3,1 ug mL*
OTA.

Kao 1 u sluc¢aju s GSH, nema literaturnih podataka o utjecaju OTA na koncentraciju MDA u
stanicama kvasaca, ve¢ se istrazivanja baziraju na pojavi parametara oksidativnog stresa (GSH
i MDA) na stani¢nim linijama ili u in vivo pokusima na zivotinjama (Gautier i sur., 2001). Kako
je MDA konacni produkt lipidne peroksidacije i smatra se biomarkerom oksidativnog stresa i
stani¢nog oSte¢enja, nemogucnost detekcije MDA ili detekcija niskih koncentracija MDA moze
biti rezultat niskih doza stresora (u ovom slucaju OTA) ili loSe osjetljivosti metode koriStene
prilikom istrazivanja (Del Rio 1 sur., 2005). [ako se radi o drugacijem tipu istrazivanja, Gautier
i suradnici (2001) su pokazali kako povecanje koncentracije GSH moze negativno utjecati na
koncentraciju MDA u tkivima jetre Sto se zapravo podudara s ve¢inom rezultata prikazanim u

tablicama 10, odnosno 11.
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5.3. Utjecaj odabranih sojeva vinskih kvasca na koncentraciju i biorazgradnju OTA

Prisutnost OTA u vinima i sokovima od grozda zabiljeZena je jo§ 1996. godine (Zimmerli i
Dick, 1996). Kasnijih godina su provedena istrazivanja kako bi se procijenila koncentracija
OTA u sokovima i vinima diljem Europe i svijeta (Otteneder i Majerus, 2000). Rezultati tih
istraZivanja su pokazali kako se u bijelim vinima moZe pronaci do 7 pg L OTA, a u crvenim i
ros¢€ vinima, proizvedenim u Europi i Juznoj Africi ¢ak 1 vise (Belli 1 sur., 2004; Burdaspal i
Legarda, 1999; Pietri i sur., 2000; Sage i sur., 2002; Shepard i sur., 2003; Stefanaki i sur., 2003).
Medunarodna organizacija za lozu i vino (eng. International Organisation of Vine and Wine,
OIV) utvrdila je 2002. godine maksimalnu koncentraciju OTA od 2 pg L™ za vina pocevsi od
berbe 2005. godine zadrzavajuc¢i moguénost snizavanja postavljene granice. Kako bi se zastitilo
zdravlje potroSaca od rizika izlozenosti okratoksinu A, pozeljna je primjena metoda koje bi
smanjile koncentracije OTA. Nekoliko se istrazivanja usredoto¢ilo na smanjenje OTA u mostu
i vinima, a predlozeni su postupci dekontaminacije koji se temelje na fizikalnom, kemijskom
ili bioloskom uklanjanju (Castellari 1 sur., 2001; Gambuti i sur., 2005; Garcia Moruno i sur.,

2005).
5.3.1. Utjecaj odabranih sojeva vinskih kvasca na koncentraciju OTA u mediju

Sve je viSe znanstvenih istrazivanja usmjereno na uklanjanje mikotoksina mikrobnim
kulturama, a medu tim potencijalnim mikroorganizmima sposobnost stanica kvasaca da
apsorbiraju mikotoksine (Yiannikouris i sur., 2003; 2004) potaknula je znanstvenike i usmjerila
istrazivanja vezana uz uklanjanje OTA iz razli¢itih medija u smjeru primjene kvasaca kao
sredstava bioloSke dekontaminacije OTA.

Budu¢i da mikrobioloske metode razgradnje OTA nisu dovoljno istrazene, predlozen je model
prema koje se mehanizam vezanja mikotoksina odvija u dva procesa: vezanje (adsorpcija) i
otpustanje (desorpcija) za/od mjesta vezanja na povrSini stanice, a efikasnost vezanja ovisi o
soju mikroorganizama, koli¢ini mikotoksina, okoliSnim uvjetima (pH vrijednost) 1 stabilnosti
mikroorganizam-mikotoksin kompleksa.

Jedan od ciljeva ovog doktorskog rada bio je ispitati sposobnost uklanjanja OTA razli¢itim
sojevima vinskih kvasaca u in vitro uvjetima tijekom 24 sata uzgoja u YPG mediju. Rezultati
su prikazani na slikama 23 i 24. Pocetna koncentracija OTA u YPG mediju iznosila je 2,

odnosno 4 ng mL? .
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Prema rezultatima na slici 23 je vidljivo kako sposobnost vezanja OTA ovisi 0 vremenu uzgoja
i soju primijenjenog kvasca. Primjenom kvasca Saccharomyces cerevisiae 5, nakon 24 sata
pocetna koncentracija OTA (2 ng mL™Y) je smanjena za 37,6 %, dok je istim kvascem nakon 12
sati inkubacije, vezano 21,3 % OTA. Takoder, vidljivo je kako se povec¢anjem postotka vezanja
OTA (slika 23) smanjuje promjer stanica kvasca S. cerevisiae 5 nakon 12 odnosno 24 sata
uzgoja (slika 9) dok se broj Zivih stanica (slika 16) u prisutnosti 2 ng mL™* OTA povecava.

Ista je situacija kada se radi o promjeru i broju Zivih stanica, uo¢ena u uzorku s kvascem P.
guilliermondii (slika 15 i 22). Vidljivo je takoder kako u uzorcima s kvascima S. uvarum i H.
uvarum tijekom poveéanja vezanja OTA (2 pg mL™?) s vremenom uzgoja, dolazi i do povecanja
promjera i broja stanica (slike 10, 14, 17 i 21). Kod preostalih kvasaca, S. bayanus, K.
marxianus i S. cerevisiae DSMZ je vidljivo da porast broja zivih stanica (slike 18, 19 i 20) ne
dovodi do znacajne razlike u postotku vezanja OTA nakon 12 i 24 sata uzgoja, dok je promjer
stanica navedenih kvasaca gotovo jednak (slike 11, 12 i 13). S obzirom na to da su izmjerene
koncentracije proizvedenog etanola u svim uzorcima veée nakon 24 sata u odnosu na 12 sati
uzgoja uz dodatak 2 pg mL™* OTA (tablica 8), vidljivo je kako vezanje OTA na stanice kvasca
nema znacajan utjecaj na proizvodnju etanola (slika 23). Jedini izuzetci su uzorci s kvascem S.
cerevisiae DSMZ u kojima je nakon 24 sata izmjerena manja koncentracija etanola u usporedbi
s 12 sati (tablica 8) sto bi znacilo da je unato¢ maloj razlici u postotku vezanja OTA (slika 23),
Kada je rije¢ o ispitivanju utjecaja kvasaca na OTA koncentracije 4 pg mL™?, vidljivo je da i u
ovom slu¢aju kvasac S. cerevisiae 5 pokazuje najvecu sposobnost vezanja OTA, 25 % nakon
12 sati, odnosno 36,3 % nakon 24 sata (slika 24). Zanimljvo je kako nakon 24 sata uzgoja dolazi
do boljeg vezanja OTA dok se promijer i broj stanica kvasca S. cerevisiae DSMZ smanjuje (slike
91 16). Od preostalih ispitivanih uzoraka isti¢e se kvasac K. marxianus koji je vezao zna¢ajno
vise OTA nakon 12 sati (25 %) u odnosu na 24 sata (14 %) te nije doslo do promjene veliCine
stanica (slika 12) dok je broj zivih stanica bio neznacajno manji nakon 12 h uzgoja (slika 19),
Sto dovodi do zakljucka kako broj Zivih stanica nema znacajan utjecaj na sposobnost vezanja
OTA. Kvasci S. bayanus i S. cerevisiae DSMZ pokazuju neznatnu razliku u vezanju OTA
nakon 12 1 24 sata uzgoja iako se promjer stanica smanjuje (slika 11 1 13), a broj zivih stanica
raste (slika 18 i 20). Stovise, ovakvi podaci upuéuju na sposobnost navedenih kvasaca prema
biotransformaciji OTA. lako je postotak vezanja OTA u uzorcima s kvascem P. guilliermondii
manji u usporedbi s preostalim kvascima, vidljivo je kako nakon 12 odnosho 24 sata uzgoja P.
guilliermondii veze 7, odnosno 14 % OTA $to predstavlja znac¢ajnu razliku u vezanju (slika 24).

Kako se promjer stanica znacajno ne mijenja (slika 15), a broj Zivih stanica se povecava (slika
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22), moglo bi se zakljuciti kako je u ovom slu¢aju vezanje OTA uvjetovano brojem zivih stanica
kvasca. Kada se usporeduje sposobnost vezanja OTA sa sposobno$¢u kvasaca da proizvode
etanol uz dodatak OTA vidljivo je kako sposobnost vezanja OTA ispitivanih kvasaca nije
povezana s njihovom sposobnos¢u proizvodnje etanola buduéi da su u svim uzorcima nakon 24
sata uocene vise koncentracije etanola, uz izuzetak uzorka s kvascem S. cerevisiae DSMZ koji
je uz neznacajnu razliku u vezanju OTA nakon 24 sata uzgoja ipak proizveo znatno manje
koncentracije etanola (tablica 8).

Kako je vidljivo iz tablice 17, ANN je gradena od 3 ulaza, 2 izlaza i 10 neurona u skrivenom
sloju dok su u tablici 18 prikazane R? vrijednosti za treniranje, testiranje i validaciju svakog
pojedinog izlaznog parametra kako bi se bolje vidjela predvidanja ANN pojedinih izlaznih
parametara (koncentracije OTA). Prema dobivenim rezultatima vidljivo je kako ANN moze
povezati eksperimentalne podatke 1 preciznije predvidjeti Sto ¢e se dogadati s koncentracijom
OTA u postavljenim uvjetima.

Iz tablice 19 je uocljivo da pocetna koncentracija OTA (X3) ima pozitiva znac¢ajan utjecaj na
koncentraciju preostalog OTA u mediju te je koeficijent determinacije vrlo visok (0,9224) §to
znacCi da izmedu modela 1 eksperimenta postoji izuzetno visoko slaganje, odnosno, pomocu
koriStenog modela mogucée je predvidjeti koliko ¢e se OTA vezati/ukloniti iz medija.

S obzirom na rezultate metodologije odzivnih povrsina prikazanih na slici 39a, vidljivo je kako
sposobnost vezanja OTA ovisi o vrsti primijenjenog kvasca, buducéi da se tijekom 24 sata uzgoja
koncentracija OTA smanjuje ovisno o vrsti primijenjenog kvasca.

Kada se radi o bioloskom uklanjanju OTA iz razli¢itih laboratorijskih medija ili prehrambenih
medija, postoji nekoliko istrazivanja koja su pokazala obec¢avajuce rezultate s potencijalnom
industrijskom primjenom (Piotrowska i Zakowska, 2000; Skrinjar i sur., 2002). Daljnjim su
istrazivanjima ispitivane sposobnosti razli¢itih sojeva vinskih kvasaca za uklanjanje OTA iz
razli¢itih medija. Tako su Piotrowska i suradnici (2013) pokazali kako je primjenom
komercijalnih sojeva vinskih kvasca iz roda Saccharomyces moguée smanjiti koncentraciju
OTA za vise od 80 % ako se proces odvija u prirodnom mediju, konkretno soku od grozda.
Istovremeno, pokazali su kako je u YPG mediju moguée smanjiti koncentraciju OTA za 21 —
35 %, Sto se podudara s podacima ovog istrazivanja (slika 23 i 24). Uz to, istrazili su moguénost
smanjenja koncentracije OTA u soku crnog ribiza i1 uo€ili znaCajnu razliku izmedu dva
primijenjena soja te su zakljucili kako smanjenje koncentracije OTA ovisi o soju
upotrijebljenog kvasca i mediju u kojem se ispituje. Bejaoui i suradnici (2004) su paralelno
istrazivali utjecaj termickog tretmana stanica kvasaca iz roda Saccharomyces na njihovu

sposobnost smanjenja koncentracije OTA u YPG mediju. Pokazali su kako termicki tretirane
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stanice pokazuju veci utjecaj na sposobnost smanjenja koncentracije OTA (90 %) u usporedbi
s ne tretiranim stanicama (35 %) te su tako ukazali da se radi o fizickom vezanju OTA na stanice
kvasca, a da pri tom gustoca stanica igra znacajnu ulogu u smanjenju koncentracije OTA.
Taheur i suradnici (2017) su nakon svog istrazivanja u kojem su ispitivali sposobnosti vezanja,
biotransformacije 1 otpuStanja razliitih mikotoksina, zakljucili kako fizicko vezanje
mikotoksina ovisi o egzopolisaharidima proizvedenim od strane koristenih mikroorganizma ili
0 sastavu stani¢ne stijenke samih mikroorganizama, ali i o mediju u kojem se provodi
ispitivanje, karakteristikama soja te na posljetku i o tipu mikotoksina. Takoder, pokazali su
kako je proces vezanja mikotoksina reverzibilan, no unato¢ tome, soj kvasca koji je koristen
tijekom istrazivanja (Kazachstania sevazii KFGY7) zadrzao je oko 50 % dodanog OTA, a
autori predvidaju kako njihov ispitivani soj kvasca moze zadrzati OTA dovoljno dugo, kako bi
u konac¢nici bio izbacen putem fecesa.

Da komponente stani¢ne stijenke kvasca igraju znacajnu ulogu u vezanju mikotoksina
pokazano je proucavanjem in vitro biosorpcije OTA vinazom koja sadrzi stani¢ne stijenke
kvasca, procis¢enim B-glukanom kvasca i frakcijama stani¢ne stijenke suSenog kvasca (Ringot
i sur., 2005). Frakcije stani¢ne stijenke suSenog kvasca pokazale su se najucinkovitijim u
adsorpciji OTA, a takvu pojavu autori su povezali s prisutnosé¢u B-D-glukana (Yiannikouris i
sur., 2006), glukomanana (Raju i Devegowda, 2002) te manoproteina i manooligosaharida
(Oguz i Parlat, 2004). Termicki tretman stanica kvasaca moze prouzroéiti promjene u
povrSinskim svojstvima stanica poput denaturacije proteina ili stvaranja produkata
Maillardovih reakcija, a takve stanice bi posljedicno mogle posjedovati vise mjesta za
adsorpciju mikotoksina u usporedbi s netretiranim stanicama (Piotrowska i sur., 2013).
Nadalje, postoje radovi koji pokazuju kako kvasci mogu smanjiti koncentraciju OTA tijekom
alkoholne fermentacije poput vrenja ili vinifikacije. Cecchini i suradnici (2006) su proveli
istrazivanje u kojem su pratili utjecaj razli¢itih sojeva kvasaca na koncentraciju OTA tijekom
proizvodnje bijelog i crnog vina, odnosno tijekom fermentacije bijelog i crnog mosta. Uocili su
kako je koncentracija OTA smanjena do 52 % u bijelom, odnosno 70 % u crnom vinu. Buduci
da se na kraju fermentacije pocetni sadrzaj OTA znafajno smanjio, a tijekom procesa nisu
pronadeni razgradni produkti OTA, autori su zakljucili kako je koncentracija OTA smanjena
zahvaljujuéi fizickom vezanju na povrSinu stanica kvasaca. Dobiveni rezultati se mogu
usporediti s istrazivanjima drugih autora (Garcia Moruno i sur., 2005) koji su pokazali da
primjena aktivnog suhog kvasca u crvenim vinima smanjuje koncentraciju OTA za 23,2 %
nakon tretmana od 24 sata. Znacajno je kako su Garcia Moruno i sur. (2005) dokazali da

smanjenje koncentracije OTA u crnom vinu ovisi o koli¢ini primijenjenog aktivnog suhog
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kvasca. Tako su, primijenivsi 4 g L™ aktivnog suhog kvasca smanjili koncentraciju OTA za
80%, ali je tretman trajao 80 dana. Nasuprot tome, primjenom 1 g L™ aktivnog suhog kvasca

smanjili su koncentraciju OTA za 36,8 % tijekom tretmana od 55 dana.

5.3.2 Utjecaj odabranih sojeva vinskih kvasaca na biorazgradnju OTA

Biorazgradnja OTA od strane mikroorganizama vrlo je ucinkovit, specifi¢an i ekoloski
prihvatljiv nacin koji predstavlja obecavajucu strategiju za kontrolu OTA u hrani 1 hrani za
zivotinje. Najvazniji mehanizam biorazgradnje OTA je nastajanje netoksi¢nih spojeva L-f-
fenilalanin i OTa koji nastaju hidrolizom amidne veze, ali moze do¢i i do hidrolize laktonskog
prstena pri ¢emu nastaje OTA s otvorenim laktonskim prstenom (OP-OTA) koji je sli¢ne
toksi¢nosti kao OTA (Karlovsky, 1999; Li i sur., 1997; Xiao i sur., 1996).

Iako se OTA osim u OTa i OP-OTA moze biotransformirati i u druge produkte, u ovom
istrazivanju je multimikotoksinskom analizom dokazana prisutnost samo OTC kao
biorazgradnog produkta OTA. U nekim uzorcima nije bilo moguce kvantificirati razgradne
produkte $to ne zna¢i nuzno da nisu prisutni, ve¢ da su ispod limita detekcije (slike 26 — 32).
U ovom istrazivanju u pokusima s 2 ug mL™* OTA u podlozi, samo su kvasci S. cerevisiae 5 i
S. bayanus pokazali sposobnost razgradnje OTA do OTC i nakon 12 i nakon 24 sata uzgoja. Na
slikama 26 i 28 je prikazan usporedni prikaz koncentracije OTC kao biorazgradnog produkta
OTA, preostala koncentracija OTA te koncentracija nedefiniranih spojeva. S obzirom na to da
je nakon 12 h uzgoja kvasca S. cerevisiae 5 vezano manje OTA u odnosu na 24 sata (slika 23)
logi¢no je da je koncentracija OTC veca nakon 12 sati uzgoja (0,254 pg mL™), u odnosu na 24
sata (0,081 pg mL™?), jer je vise OTA dostupno za biorazgradnju (slika 26). Ista je situacija
uocena u uzorcima s kvascem S. bayanus iako su postotci vezanja OTA (slika 23), a samim
time i koncentracije OTC (0,115, odnosno 0,030 pg mL™Y), manje (slika 28). U uzorcima s
kvascima S. uvarum, S. cerevisiae DSMZ te H. uvarum detektirana je prisutnost OTC (0,333,
0,276 odnosno 0,374 ng mL™1) samo nakon 12 sati uzgoja (slika 27, 30 i 31). Vidljivo je kako
se postotak vezanog OTA povecava s vremenom uzgoja (slika 23), kako se koncentracija
preostalog OTA u mediju smanjuje (slika 27, 30 i 31). Takoder, s obzirom na to da je manje
OTA vezano nakon 12 sati uzgoja, detektiran je i OTC kao razgradni produkt. Ovakvi rezultati
upucuju na sposobnost kvasaca prema razgradnji OTA do OTC u kratkom periodu (12 sati),
dok se povecanjem vremena uzgoja (24 sata), a samim time i kontakta izmedu kvasaca i OTA,
moguénost njegove razgradnje do OTC smanjuje, §to su pokazali i rezultati dobiveni metodom

odzivnih povrSina (slika 39b). Produkti koji su nastali nakon 24 sata uzgoja, a nisu definirani,
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ispod su razina detekcije (slika 25). Zanimljivo je kako kvasac K. marxianus ne pokazuje
sposobnost razgradnje OTA do OTC (slika 29) iako su postotci vezanja OTA priblizno sli¢ni
kvascima S. bayanus i S. cerevisiae DSMZ pa ¢ak i H. uvarum (slika 23). S druge strane, u
uzorku s kvascem P. guilliermondii, OTC je detektiran tek nakon 24 sata uzgoja (0,043 pg mL"
1y, a s obzirom na rezultate vezanja OTA (slika 23), moze se zakljuciti kako navedeni kvasac,
nakon 12 sati uzgoja ima vrlo malu sposobnost vezanja OTA, uz minimalnu razgradnju do OTC
nakon 24 sata (slika 32).

Istovremeno se ispitivao utjecaj kvasaca na koncentraciju 4 pg mL™* OTA u mediju. Prema
prikazanim rezultatima, najveéa koncentracija OTC nakon 12 sati uzgoja (0,737 pg mL™?)
detektirana je u uzorku s kvascem S. uvarum (slika 27). S obzirom na to da su postotci vezanja
OTA nakon 12 sati uzgoja priblizno sli¢ni s uzorcima u kojima su koristeni kvasci S. cerevisiae
DSMZ i H. uvarum (slika 24), o¢ekivana je i sli¢na koncentracija OTC. Ipak, buduci da se radi
o razli¢itim vrstama kvasaca, razli¢ite su i koncentracije detektiranog OTC (0,520, odnosno
0,466 pg mL™Y) (slika 30 i 31). No u svim navedenim uzorcima zabiljeZen je znacajan pad u
koncentraciji OTC nakon 24 sata uzgoja (slika 27, 30 i 31) iako se postotak vezanog OTA nije
znacajno smanjio (slika 24). S obzirom na prikazanu sposobnost vezanja OTA pomocu kvasca
S. cerevisiae 5, detektirane su i odredene koncentracije OTC. Kako je nakon 24 sata uzgoja
zabiljezen veci postotak vezanog OTA, tako je uocena i manja koncentracija OTC, usporede li
se iste vrijednosti nakon 12 sati uzgoja (slika 24 i 26). Kvasac S. bayanus, prema prikazanim
rezultatima vezanja OTA (slika 24) pokazuje osrednju sposobnost vezanja OTA, a isto tako i
razgradnje OTA do OTC (0,253, odnosno 0,147 pg mL™? nakon 12 odnosno 24 sata uzgoja)
(slika 28). Kvasac K. marxianus pokazuje relativno uspjesno vezanje OTA nakon 12 sati (slika
24) te je detektirana vrlo niska koncentracija OTC (0,051 pg mL™), dok s produljenjem
vremena uzgoja, sposobnost vezanja OTA i razgradnje OTA opada (slika 24 i 29). Na posljetku,
iz slike 24 je jasno vidljiva slaba sposobnost vezanja OTA pomoc¢u kvasca P. guilliermondii, a
detektirane su i vrlo niske koncentracije OTC (0,061, odnosno 0,047 ug mL™?) (slika 32).

Iz tablice 19 je uocljivo da pocetna koncentracija OTA (X3) ima pozitivan znacajan utjecaj na
koncentraciju OTC, Sto znaci da veca koncentracija OTA direktno omogucuje 1 vecu
koncentraciju OTC kao razgradnog produkta.

Prema dobivenim rezultatima vidljivo je kako ANN moze povezati eksperimentalne podatke i
predvidjeti $to ¢e se dogoditi s koncentracijom OTC u postavljenim uvjetima, no u usporedbi s
predikcijom vezanja/uklanjanja OTA, promjene koncentracije OTC nije moguce tako precizno

predvidjeti. Takoder, buduéi da su R? vrijednosti treninga, testa i validacije za koncentraciju
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OTC manje nego za koncentraciju OTA, jasno je kako one direktno utje¢u na pogreske treninga,
testa i validacije ANN te negativno utjeu na predvidanje mreze (tablica 18).

Slika 39b pokazuje kako je koncentracija razgradnje OTA do OTC ovisna 0 vremenu uzgoja, S
obzirom na to da su koncentracije OTC najviSe na pocetku uzgoja kod svih koriStenih sojeva
kvasaca, a s pove¢anjem vremena uzgoja, znacajno se smanjuje. Budu¢i da se koncentracije
OTC na pocetku uzgoja znacajno razlikuju u ovisnosti o primijenjenom soju kvasca, prilikom
optimiranja procesa razgradnje OTA do OTC, valja uzeti u obzir i vrstu kvasca te $to manje
vrijeme uzgoja. Prilikom optimiranja parametara u programu je bilo zadano da su ulazne
varijable vrsta kvasca, vrijeme uzgoja i koncentracija OTA, dok su izlazne varijable bile
koncentracija preostalog OTA te koncentracija OTC nastalog razgradnjom OTA. Dobiveni
rezultat predikcije koji ima pozeljnost (eng. desirability) 100% pokazuje kako bi najmanju
koncentraciju preostalog OTA, odnosno najvecu sposobnost razgradnje OTA do OTC bilo
moguce dobiti primjenom kvasca S. cerevisiae 5, tijekom uzgoja od 36 minuta ako je pocetna
koncentracija OTA od 3,85 pg mL™.

Velik broj kvasaca, a medu njima i S. cerevisiae, su opisani kao agensi za biorazgradnju, ali u
vecini istrazivanja zapravo dolazi do mehanizma adsorpcije OTA za stani¢nu stijenku kvasca.
Tako su Piotrowska i Zakowska (2000) naveli kako kvasac S. cerevisiae moze biorazgraditi
41% od 0,3 mg L' OTA nakon 24 sata na 30 °C, ali nisu naveli detalje o ukljuéenom
mehanizmu. Sli¢no, B6hm 1 suradni (2000) su bez opisa rezultiraju¢ih razgradnih metabolita
naveli kako neki sojevi kvasaca S. cerevisiae mogu razgraditi do 38 % OTA. Rezultati ovog
istrazivanja razlikuju se od rezultata drugih autora jer je razgradeno najvise 18% od dodanog
OTA. S druge strane, neka su istrazivanja naglasila utjecaj mehanizma biorazgradnje OTA pa
tako na primjer, kvasci iz rodova Trichosporon, Rhodotorula i Cryptococcus pokazuju
sposobnost razgradnje OTA cijepanjem amidne veze i oslobadanjem OTa (Schatzmayr i sur.,
2003). U navedenom istrazivanju najefikasniji soj je razgradio 100 % od dodanog OTA (0,2
mg L) nakon samo 5 sati inkubacije na 35 °C. Zbog svoje izvanredne sposobnosti
detoksikacije OTA, ali i zearalenona, kvasac Trichosporon mycotoxinivorans je naknadno
klasificiran kao nova vrsta (Molnar i sur., 2004). Navedeni soj kvasca je uspje$no suzbio neke
od toksi¢nih u¢inaka OTA na domacu stoku, poput smanjenja tezine (Hofstetter i sur., 2006 ) i
narusavanja imunoloskog sustava (Politis i sur., 2005), medutim, novije istrazivanje definiralo
je T. mycotoxinovorans kao novi ljudski patogen povezan s cisticnom fibrozom i smréu
pacijenta s dokumentiranom trihosporonoskom upalom pluca. Iz tog su se razloga postavila
sigurnosna pitanja i prakti¢na upotreba navedenog kvasca (Hickey i sur., 2009). U svom

istrazivanju Peteri i sur. (2007) su pokazali kako Phaffia rhodozyma moze razgraditi 90%
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dodanog OTA (7,5 mg L) nakon 15 dana na 20 °C buduéi da su provjerili transformaciju OTA
u OTa kao 1 adsorpciju OTA zivim i termicki obradenim stanicama. Takoder, otkriveno je da
sveprisutni kvasac Aureobasidium pullulans razgraduje OTA hidrolizom amidne veze buducéi
da je pronaden OTa, a njegova upotreba kao kvasca za biolosku kontrolu je razmatrana buduci
da smanjuje koncentraciju OTA u grozdu i vinu (de Felice i sur., 2008). No, A. pullulans
predstavlja zdravstveni rizik prema ljudima pa opcenitija upotreba ovog kvasca nije
preporucena (Hawkes 1 sur., 2005).

U literaturi su zabiljezeni brojni mikroorganizmi koji mogu razgraditi, adsorbirati i detoksicirati
OTA, a c¢ak su razvijeni 1 neki prakti¢ni postupci, no oni uglavnom ukljuuju primjenu

izoliranih i procis¢enih raznih proteolitickih enzima.

5.3.3. Toksi¢nost biorazgradnih produkata OTA

S obzirom na brojna toksi¢na svojstva OTA tijekom izrade ovog doktorskog rada ispitana je
toksi¢nost biorazgradnih produkata OTA. Iako OTC, kao razgradni produkt OTA, nije
detektiran u svim istraZivanim uzorcima (tablice 12 1 13), ispitana je toksi¢nost svih uzoraka.
Visoka stopa prezivljavanja Pk15 stanica (>98 %) nakon tretmana svim ispitivanim uzorcima
(rezultati nisu prikazani), upucuje na: (i) izuzetnu otpornost PK15 stanica, $to je moguce ovisno
o njihovom uzgoju i mutaciji odnosno (ii) primijenjena doza OTA nije toksi¢na pa je potrebno
analizirati veéi raspon koncentracija OTA, po moguénosti izloziti Pk15 stanice viSim
koncentracijama OTA. No valja naglasiti, kako je i vidljivo na slikama 26-32, da je
koncentracija OTA u uzorcima nakon 12 i 24 sata uzgoja manja u odnosu na izvorno dodanu
koncentraciju OTA pa je i to jedan od faktora koji doprinose visokoj stopi prezivljavanja Pk15
stanica. Takoder, koncentracija OTC u uzorcima ili nije detektirana ili je detektirana u malim
koli¢inama, ovisno o poéetnoj koncentraciji dodanog OTA. Istrazivanja Segvié¢ Klari¢ i sur.
(2007) potvrduju da je Pk15 stanice potrebno izloziti viSim koncentracijama OTA pa su
istrazivanja proveli kombinacijom mikotoksina FBi, BEA (beauvericin) i OTA wu

koncentracijama 5 pg mL-1 1 postigli smanjenje prezivljavanja Pk15 stanica za 35%.
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6. ZAKLJUCCI



Na temelju prikazanih rezultata i provedene rasprave, izvedeni su sljedeci zakljucci:

1) U prisutnosti OTA kvasci su pokazali odredenu osjetljivost, ali su se i prilagodili stresnim
uvjetima, jer OTA nije imao znacajan utjecaj na veli¢inu stanica kvasca, broj Zivih stanica

kvasca te na koncentraciju fermentacijskih produkata.

2) Kvasci Kluyveromyces marxianus i Pichia guilliermondii su pokazali otpornost i prilagodbu
na prisutnost OTA buduci da se veli¢ina stanica tijekom cijelog vremena uzgoja u odnosu na
kontrolni uzorak nije znacajno mijenjala, dok je kod ostalih kvasaca utjecaj OTA na veli¢inu

stanica ovisio 0 soju kvasca, vremenu uzgoja i koncentraciji dodanog OTA.

3) Utjecaj OTA na broj zivih stanica kvasaca se ocituje kroz produljenje lag faze koja se u
ovisnosti 0 soju kvasca i koncentraciji OTA kretala od 6. do 12. sata, dok se do kraja pokusa

broj zivih stanica u uzorcima s dodanim OTA u odnosu na kontrolu nije zna¢ajno razlikovao.

4) Prisutnost OTA u mediju nema znac¢ajan u¢inak na sposobnost proizvodnje etanola i ostalih
fermentacijskih produkata iako je kod kvasaca Saccharomyces cerevisiae DSMZ i Pichia
guilliermondii u prisutnosti OTA, za razliku od kontrole, primije¢ena proizvodnja octene

odnosno mravlje Kiseline u koncentracijama 0,590 mg mL™, odnosno 0,860 mg mL™.

5) Buduc¢i da je prvi puta ispitivan utjecaj OTA na koncentraciju parametara oksidativnog stresa
(GSH i MDA) u stanicama kvasaca, dokazano je da pri ve¢im koncentracijama OTA dolazi do
pojave oksidativnog stresa $to se ocituje u povecanju koncentracija GSH i MDA, no duzim

vremenom uzgoja kvasci razviju adaptivni odgovor.

6) Svi odabrani vinski kvasci su pokazali sposobnost vezanja/uklanjanja OTA iz medija, a kao

najbolji kvasac pokazao se Saccharomyces cerevisiae 5, koji je vezao izmedu 21 — 38 % OTA.

7) Multimikotoksinskom analizom detektirana je prisutnost samo OTC kao biorazgradnog
produkta OTA. Od odabranih vinskih kvasaca samo su kvasci Saccharomyces cerevisiae 5,
Saccharomyces cerevisiae DSMZ, Hanseniaspora uvarum i Saccharomyces uvarum pokazali
sposobnost biorazgradnje OTA do OTC, pri ¢emu vrijeme uzgoja igra klju¢nu ulogu u

biorazgradnji OTA.

8) OTA u koncentracijama 2 i 4 pg mL? kao i nastali OTC nisu toksiéni za Pk15 stanice buduéi

da su stanice pokazale visoku stopu prezivljenja od 98 — 99 %.

9) Dijagrami metodologije odzivnih povr$ina (RSM) te predikcija optimalnih uvjeta dobro

opisuju eksperimentalne podatke i uvjete koji bi trebali biti optimalni u provedenim pokusima.
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10) Umjetne neuronske mreze (ANN) pokazale su se uspjesnima pri koreliranju ulaznih i
izlaznih parametara pokusa te je dobivena baza podataka na temelju koje se u sljede¢im

eksperimentima mogu predvidjeti odredene vrijednosti izlaznih varijabli.

11) Dobiveni rezultati su pokazali da odabrani sojevi vinskih kvasaca pokazuju potencijalnu
primjenu s ciljem uklanjanja i biorazgradnje OTA.
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Zivotopis

Zeljko Jakopovi¢, roden je 29. svibnja 1990. u Zagrebu. Osnovnu §kolu zavrsio je u Gornjoj
Stubici, a opéu gimnaziju A.G. Mato§ u Zaboku. Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Sveucilista u Zagrebu zavrsio je 2014. godine i stekao zvanje magistra inzenjera prehrambenog
inzenjerstva (mag. ing. techn. aliment.). Od sije¢nja do listopada 2015. godine radio je u
prehrambenoj industriji Vindija d.o.o. i Koka d.o.0., a od listopada 2015. godine zaposlen je
kao asistent u Laboratoriju za opéu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica na Prehrambeno-
biotehnoloskom fakultetu. Koautor je 15 znanstvenih radova od kojih je 7 iz al skupine, 7 iz a2
te 1 iz a3 skupine. Sudjelovao je na 15 znanstvenih skupova te je koautor jednog sveuciliSnog
udzbenika 1 poglavlja u knjizi, a uz to je i koautor stru¢nog obrazovnog materijala. UsavrSavao
se na brojnim doma¢im i medunarodnim tecajevima i radionicama (,,Radionica SEM-EDS*;
,»Osnove proteomike®; ,,Eksperimentalni pristupi u proteomici®; ,,Primijenjena genomika —
precizna medicina“; ,,Uvod u LC-MS®; ,,Genomske tehnologije*; ,,Food and Indoor
Mycology*; DNA based Identification of Fungi). Do sada je aktivno sudjelovao na jednom
projektu Hrvatske zaklade za znanost (,,Inovativni postupci uklanjanja AFM1 biofiksatorima iz
mlijeka®) 1 Cetiri Potpore Sveucilista, a trenutno je aktivan na jednoj Potpori Sveucilista, 2
projekta Hrvatske zaklade za znanost (,,Racionalan dizajn prirodnih eutektickih otapala za
pripremu i formulaciju kiralnih lijekova“ i ,,Mikotoksini u hrvatskim tradicionalnim mesnim
proizvodima: molekularna identifikacija plijesni producenata i procjena izlozenosti potrosaca‘)
te na projektima ,,Integrirani sustav uzgoja alternativnih vrsta SkoljkaSa u uvjetima klimatskih
promjena“ i ,Istrazivanje utjecaja klimatskih promjena na razvoj plijesni, mikotoskina i
kvalitetu zitarica s prijedlogom mjera“ koji su financirani iz fondova Europske unije. Osim
znanstvene aktivnosti, kao suradnik sudjeluje na predmetima Mikrobiologija, Mikrobiologija
namirnica, Bakteriologija i Mikologija na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu te na

predmetu MikrobioloSka kontrola ambalaze na SveuciliStu Sjever u Koprivnici.
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