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1. UvOD

1.1 Mikotoksini

Mikotoksini su produkti sekundarnog metabolizma gljivica, koje ih proizvode tijekom
kolonizacije raznolikih supstrata. Mogu izazvati toksi¢nost i alimentarnim i inhalacijskim unosom
(Tuomi i sur., 2000; Pang i sur., 1988; Creasia i sur., 1987).

Mikotoksini od velikog agroekonomskog i javnozdravstvenog znacaja ukljucuju aflatoksine,
okratoksin A, patulin, trihotecene, zearalenon, fumonizine, tremorgene toksine i ergot-alkaloide
(Hussein i Brassel, 2001). Glavni proizvoda¢i mikotoksina su plijesni iz rodova Aspergillus,

Penicillium i Fusarium (Banfalvi, 2021).

Mikotoksine mogu proizvoditi i primarni/sekundarni kolonizatori (Aspergillus spp., Penicillium
spp. — plijesni koje mogu rasti pri nizem aktivitetu vode), i tercijarni kolonizatori (Stachybotrys

spp., Chaetomium spp.).

Zdravstveno Stetni ucinci razli¢itih mikotoksina na ljude 1 zivotinje ukljucuju karcinogenost,
teratogenost, imunotoksi¢nost, neurotoksic¢nost, hepatotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost i reproduktivnu
toksi¢nost (Creppy, 2002). Radi se o stabilnim spojevima, ¢ija je pojava zabiljezena u raznolikim

uvjetima proizvodnje, obrade i skladiStenja hrane (Bullerman i Bianchini, 2007).

Mikotoksini su, medu ostalim, detektirani 1 u prehrambenim proizvodima. ZabiljeZeni su u
zitaricama, kikirikiju, mlijeku 1 mlije€nim proizvodima, kavi, vinu, pivu, svjezem i suSenom vocu,
povréu i orasastim plodovima (Pascari i sur., 2018). Biosinteza mikotoksina ovisi o nizu faktora:
vlaznosti proizvoda, aktivitetu vode, temperaturi, pH vrijednosti, sastavu matriksa hrane, fizickim
oSte¢enjima na hrani, i prisutnosti spora. (Pleadin i sur., 2015; Sforza i sur., 2006) Prehrambene
sirovine mogu biti kontaminirane mikotoksinima na polju, tijekom Zzetve/berbe, transporta i

skladistenja (Coffey i sur., 2009).

Postoji veliki broj razli¢itih podjela mikotoksina. Jedna od tih podjela tice se njihova podrijetla,
odnosno mjesta kontaminacije. Tako postoje mikotoksini povezani s poljima (engl field
mycotoxins), koje uglavnom proizvode plijesni iz roda Fusarium. Ti mikotoksini su

deoksinivalenol, zearalenon, fumonizini i toksini T-2 i HT-2. Druga su vrsta mikotoksini povezani



sa skladiStima (engl storage mycotoxins). Medu njima su najces¢i aflatoksini i okratoksini (Pleadin
i sur., 2019).

Aflatoksini (AF) se isti¢u kao najistrazivaniji i javnozdravstveno najrelevantniji mikotoksini.
Jedan od njih, aflatoksin B1 (AFB1), smatra se najpotentnijim prirodno stvorenim humanim
karcinogenom. (IARC, 1993).

Metaboli¢ki i strukturno povezani, no slabije istrazeni mikotoksini su sterigmatocistin (STC) i 5-
metoksisterigmatocistin (5-MET). Posebno za 5-MET postoji malo literature - nije izvedeno puno

istrazivanja o njegovoj toksi¢nosti i pojavnosti u razli¢itim supstratima.

STC je u nekim plijesnima (Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus) prekursor u biosintezi AF,
dok je u drugima (Aspergillus versicolor) konaé¢ni produkt biosinteze (Frisvad i sur., 2005; Brown
i sur., 1996). 5-MET je derivat STC strukturno vrlo nalik na njega (razlika je samo u jednoj —
OCH3 skupini, na C11 atomu, slika 1). Nije supsrat za O-metiltransferaze koje STC pretvaraju u
AF. Nije razjasnjeno koja je to¢no i postoji li metabolicka relacija 5S-MET s STC ili AF (Yabe i
sur., 1989).

AFLATOKSIN Bl STERIGMATOCISTIN 5-METOKSISTERIGMATOCISTIN
Slika 1. Usporedba strukture aflatoksina B1, sterigmatocistina i 5-metoksisterigmatocistina

(nacrtano u programu ChemSketch)

1.2 Struktura, svojstva i metabolizam 5-metoksisterigmatocistina

5-MET je izoliran u krutom stanju u obliku igli¢astih kristala blijedozute boje. Molekulska formula

mu je C19H1407, a molekulska masa mu je 354,07. Taliste mu je na 223 °C. Maksimum apsorpcije



u UV spektru pokazuje na valnim duljinama od 232, 248, 279 i 331 nm (Shao i sur., 2007; CoxX i
Cole, 1977).

5-MET je mikotoksin poliketidne strukture. U strukturi ima bisfuranski i ksantonski dio.
Generalno, bisfuranski prstenski sustav u strukturi smatra se odgovornim za toksi¢ne ucinke
mikotoksina iz skupine AF i STC (Wang i Groopman, 1999; Rodricks, 1969). Za citotoksi¢nost
mikotoksina odgovoran je niz hidroksilnih skupina u strukturi, a za karcinogena svojstva
odgovorna je polienska struktura i kumulativna prisutnost ketonskih funkcionalnih skupina
(Banfalvi, 2021).

Za aktivnost 5-MET-a uz intaktan bisfuranski prsten klju¢na je i1 prisutnost dvostruke veze u
terminalnom furanskom prstenu. U ksantonski dio molekule moguce je dodati neke supstituente

bez da se aktivnost znac¢ajno promijeni (Essery i sur., 1976.).

Opcenito, STC i njegovi derivati (poput 5-MET) koji imaju dvostruku vezu izmedu C2 i C3 atoma
su mutageni, dok derivati u kojima je ta veza zasi¢ena nemaju mutageni u¢inak (Mori i sur., 1986).
Cini se da je ta C2-C3 dvostruka veza kljuéna za stvaranje reaktivnih metabolita i vezanje na DNA
(Busby i Wogan, 1984).

Metabolizam i biosinteza 5-MET-a nije sasvim razjasnjena. Strukturno srodan STC se CYP
sustavom enzima metabolizira u toksi¢ni epoksid. Uz CYP u tom procesu u epitelnim stanicama
disnog sustava mogu sudjelovati i UDP-glukuronoziltransferaze i sulfotransferaze. Nije detektiran
nikakav takav analogan reaktivni metabolit kod 5-MET. Medutim, 5-MET se metabolizira
konjugacijom - sulfokonjugacijom i konjugacijom s glukuronidima. Prije 1l. faze metabolizma, u
I. fazi CYP1Al od 5-MET stvara hidroksinor-metabolit, nor-metabolit i dihidroksi-metabolit.
CYP1A2 katalizira nastanak monohidroksi-metabolita. Takoder, 5-MET povecava razine
CYP1AI1 mRNA. Objasnjenje za to mozda leZi u tome Sto kao planarni policikli¢ki spoj, S-MET
moze biti ligand AhR receptora (Cabaret i sur., 2013.) Isti rad istice da STC stvara adukt s GSH
oblikom glutationa (Sto upucuje na reaktivnost metabolita), dok kod 5-MET to nije slucaj. Dakle,

zarazliku od STC, za 5-MET nije zabiljezeno da stvara reaktivni epoksidni intermedijer.

1.3. Toksi¢nost 5-metoksisterigmatocistina

Mutagenost 5-MET utvrdena je Amesovim testom, na TA100 soju Salmonelle typhimurium (Mori,

1986). Njegova citotoksicnost 1 genotoksicnost utvrdena je na stanicama humanog
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adenokarcinoma plu¢a A549 (Jaksi¢ i sur., 2012). Genotoksi¢ni potencijal utvrden je testom
mikronukleusa i alkalnim komet testom. Test mikronukleusa detektira mutacije u DNA, a alkalni
komet test je osjetljiva metoda za detekciju jednostrukih i dvostrukih lomova DNA (Jaksi¢ i sur.,
2012).

5-MET je i sam i u kombinaciji s STC-om citotoksi¢an i genotoksi¢an i za A549 i za Hepg2 stanice
(stanice karcinoma jetre). Uz to, pokazano je da 5-MET i STC aktiviraju Chk2 protein izmjenjujuci
njegovu fosforilaciju. Chk2 protein je serin-treonin kinaza uklju¢ena u Sirenje signala oStecenja
DNA fosforilacijom efektorskih proteina ukljucenih u popravak DNA, regulaciju stani¢nog
ciklusa, signaliziranje preko proteina p53 i apoptozu. Kombinacije STC i 5-MET u istom su radu
pokazale ucinak koji je bio aditivni ili antagonizirajuci, ovisno o primijenjenoj koncentraciji STC.
Odsutnost i niska razina aktivacije checkpoint proteina tijekom produzene izlozenosti
necitotoksi¢nim koncentracijama STC-a i 5-MET-a mogu upudivati na povezanost 5-MET sa

stani¢nom proliferacijom i karcinogenezom (Dabeli¢ i sur., 2021).

Jaksi¢ i sur. (2020) su proveli istrazivanje u kojem su STC i 5-MET intratrahealno uneseni u Wistar
Stakore. Rezultati sugeriraju da je STC odgovorniji za jednostruke lomove DNA, a 5-MET za
dvostruke. Rezultati takoder upucuju na to da STC i 5-MET primijenjeni zajedno imaju
antagoniziraju¢i genotoksicni ucinak. Takoder, u istom je radu pokazano da je 5-MET, u
koncentracijama koje odgavaraju onima u kojima je prisutan u vlaznim prostorima, imao negativne
imunomodulatorne uéinke — smanjio je koncentraciju TNF-a i IL-6 u bronhoalveolarnoj tekuéini

Wistar Stakora.

Bradner i sur. 1975. su pokazali da 5-MET moze imati antitumorsku aktivnost, utoliko §to je
inhibirao stanice transplantirane misje leukemije P-388 i L-1210. Ovaj potencijalni antitumorski
ucinak moze samo jo§ dodatno potvrditi da 5-MET utjeCe na DNA 1 da moze biti genotoksican.

Prema tom radu, moguce je da 5-MET uzrokuje promjene u metabolizmu nukleinskih kiselina.

Cao i sur. 2022. su pronasli 5-MET, zajedno sa STC-om, u antarktickom soju Aspergillus sp. SF-
7402. Evaluirao se njihov antineuroupalni ucinak, na lipopolisaharidom stimuliranim BV2
stanicama (stanicama mikroglije). Ispostavilo se da 5-MET moze inhibirati proizvodnju NO-a, te

smanjiti translokaciju NF-kB u jezgru.



Mehanizam kojim 5-MET ostvaruje navedene u¢inke te mehanizam kojim se 5-MET aktivira nisu
poznati. Strukturno srodan STC, kao i AFBL, aktivira se u jetri CYP-om u epoksid Kkoji stvara
adukte s gvaninom na DNA (EFSA, 2013). Takoder, moguce je da stupa i u nekovalentnu
interakciju s DNA interkalacijom (Jaksi¢ i sur., 2019). STC je klasificiran kao 2B karcinogen, koji
je doveden u vezu s hemangiosarkomom jetre, hepatocelularnim karcinomom i pulmonarnim
adenomom (IARC, 1976). In vitro je pokazao toksi¢ne u¢inke na HepG2 stanicama, A549
stanicama, Het-1A stanicama (stanicama epitela jednjaka) i BEAS-2B stanicama (stanicama

pluénog epitela) (Dabeli¢ i sur., 2021).

Mehanizam genotoksi¢nosti STC-a u linijama stanica pluc¢a povezan je s prekidom stani¢nog
ciklusa u G2/S i G2/M fazi — STC mijenja ekspresiju ciklina i o ciklinu ovisnih kinaza (Huang i
sur., 2014). AFB1 moze utjecati na sintezu DNA, s DNA stvarati adukte, i pojacavati uvjete
oksidacijskog stresa (Benkerroum, 2020). Mehanizam toksi¢nosti 5-MET-a nije poznat, no s

obzirom na sli¢nosti u strukturi, moguée je da je sli¢an mehanizmu toksi¢nosti STC i AFBL.

Ipak, iako se STC i 5-MET strukturno razlikuju samo u prisutnosti jedne —OCH3 skupine, u
prethodno navedenim radovima znacajno su se razlikovali po svojoj toksi¢nosti. STC je bio 10
donorska grupa koja moze aktivirati hidroksilnu skupinu 5-MET 1 tako poboljSati njegovu

biodostupnost u odnosu na STC, a samim time i promijeniti njegova svojstva i u¢inak.

1.4. Plijesni proizvodaci 5-metoksisterigmatocistina

5-MET, kao i STC, proizvode plijesni iz roda Aspergillus. Vrste roda Aspergillus (aspergili) kao
primarni kolonizatori mogu se prilagoditi uvjetima u kojima je aktivitet vode manji od 0,8 i tako
rasti u vlaznim zatvorenim prostorima ¢e$¢e nego ostale vrste. (Segvi¢ Klari¢ i sur., 2007; Schulz

i sur., 2004; Nielsen, 2003).

Medu najcesce prisutne plijesni u zraku u zatvorenim prostorima ubrajaju se aspergili sekcije
Nidulantes serije Versicolores. Oni mogu rasti na supstratima siromasnima nutrijentima te pri
niskom aktivitetu vode. Takoder, imaju visoku brzinu rasta i vrlo otporne konidije. Mogu se
prilagoditi i Sirokom rasponu temperature i pH (Chen i sur., 2016; Rank i sur. 2011; Nielsen i sur.,
1999).



Upravo su aspergili sekcije Nidulantes serije Versicolores naj¢es¢i proizvodaci 5-MET-a (Jaksi¢ i
sur., 2020). Uz 5-MET (i STC), te plijesni Cesto proizvode druge toksi¢ne metabolite, koji
ukljucuju ciklopiazonsku Kiselinu, nidulotoksin, averufin, versikonol i versikolorine A, B i C
(Piontek i sur., 2016).

Osim u zatvorenim prostorima, zbog moguénosti toleriranja razlic¢itih okoliSnih uvjeta, A.
versicolores su opéenito ubikvitarne u prirodi. Cesto su prisutne u tlu, na biljkama i u otpacima,
na zitaricama te na hrani koja truli. Proizvode proteoliticke enzime. Optimalna temperatura za
njihov rast iznosi izmedu 20 1 30 °C, a konidije im germiniraju na temperaturama izmedu 12 1 37

°C (Piontek i sur., 2016).

Jaksi¢ i sur. 2020. su kao dominantne proizvodace 5-MET prepoznali A. jensenii i A. creber
(podvrste A. versicolor). Uz njih 5-MET su proizvodili i A. puulaauensis, A. tenneseensis i A.
venenatus. 5-MET u zatvorenim prostorima moze biti deponiran u prasini u sklopu zivih i mrtvih

spora, te micelijskih fragmenata (Dabeli¢ i sur., 2021).

1.5. Pojavnost 5-metoksisterigmatocistina

Kao sekundarni metabolit plijesni A. versicolor 5-MET je detektiran u gradevinskim materijalima
- tapetama i staklenoj vuni. A. versicolor se na tim materijalima pojavio ili kao mrlja zelene boje
(zbog jake sporulacije) ili kao crvenkasto obezbojenje s malim brojem konidija (Nielsen i sur.,
1999).

5-MET je detektiran i kao proizvod A. versicolor prisutnih u zraku i u ku¢noj prasini. Mikotoksini,
ukljucujuéi 5-MET, u vecoj su mjeri pronadeni tijekom zime i u kuéama oSteCenima nakon
poplave. Ce$éa pojavnost zimi, i opéenito, moZe se objasniti razlikama u grijanju i ventilaciji

(Jaksi¢ i sur., 2021).

Micheluz i sur. 2016. su pronasli 5-MET (uz STC) u prasini u knjiznici. Njegova prisutnost tamo
pripisana je vrstama A. jensenii i A. creber. Pronaden je i u pra$ini zatvorenih zivotnih prostora
(Segvi¢ Klarié i sur., 2018.).

Gravesen i sur. 1999. su u Danskoj istrazivali materijale na kojima su rasle plijesni, sakupljene iz
23 razlicite zgrade. Uzroci infestacije plijesnima u tim zgradama bili su curenje vode kroz krovove,
povisena vlaga, i neispravne vodoinstalacije. Opéenito, materijali najskloniji infestaciji plijesnima

bili su stari organski materijali koji sadrze celulozu, poput drvenih materijala, jute, tapeta i kartona.
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U tom radu 5-metoksisterigmatocistin je pronaden i u gipsanim ploCama koje su prethodno
inokulirane s plijesnima A. versicolor, kako bi se utvrdilo koji supstrati pogoduju razvoju

specifi¢nih mikotoksina.

Kad su u okoliSu prisutne plijesni koje proizvode i 5-MET i STC, prema nekim podacima aspergili
proizvode ¢ak osam puta vise 5-MET. Ti podaci upucuju da u uvjetima visokog aktiviteta vode,
vrste roda Aspergillus preferencijalno proizvode 5-MET (Segvié¢ Klari¢ i sur., 2018). To zapaZanje
podudara se s podacima dobivenim u istrazivanjima materijala umjetno inokuliranih

mikotoksinima.

S obzirom na to da je 5-MET u ranije navedenim radovima uvijek detektiran uz STC, i buduci da
ih proizvode iste plijesni, prostori i proizvodi u kojima je pronaden STC potencijalno uz STC
sadrze 1 5-MET. Takvi prostori su, primjerice, radni prostori koji obiluju organskom praSinom,

poput mlinova ili skladista zitarica (Jaksi¢ i sur., 2016).

Kako bi se nasli novi potencijalno medicinski korisni spojevi, istrazivaci sve ¢e$ée pretrazuju i
uzorkuju slabo istrazene prostore, poput dubina oceana ili polarnih dijelova zemlje. U
pretrazivanju dubokomorskih organizama, dobiven je ekstrakt iz gljivice identificirane kao A.
versicolor (na 800 m dubine). Kemijska analiza ekstrakta identificirala je Cetiri produkta iz A.
versicolor, jedan od kojih je bio 5-MET. U tom je radu uz to pokazano da je 5-MET umjereno
citotoksi¢an prema stani¢nim linijama A549 i HL-60 (stanice leukemije) (Cai i sur., 2011). ,5-
MET je u slicnom radu izoliran iz gljivice iz Sume mangrova u Juznokineskom moru (Shao 1 sur.,

2007).

1.6. Analiticke metode za detekciju

S obzirom na to da je 5-MET generalno slabo istrazen, prisutan je nedostatak informacija i o
analitickim metodama za njegovu detekciju, posebice u prehrambenim proizvodima. Medutim,
imaju¢i na umu veliku strukturnu slicnost sa STC-om, moZe se ocekivati da su saznanja o
prikladnosti analitickih postupaka za ekstrakciju i detekciju STC-a barem do neke mjere

primjenjiva i na 5-MET.

U ranije navedenim radovima u kojima je 5-MET detektiran, metode koriStene za njegovu

detekciju bile su tankoslojna kromatografija (TLC), tekudinska kromatografija visoke



djelotvornosti (HPLC), tekuc¢inska kromatografija spregnuta s masenom spektrometrijom (LC-
MS) i masena spektrometrija (MS).

Metode za dokazivanje mikotoksina opéenito mogu se podijeliti u kvantitativne i1 kvalitativne,
orijentacijske (engl. screening) i potvrdne (engl. confirmatory), te u imunokemijske i

kromatografske (Pleadin i sur., 2019.).

Imunokemijska metoda koju je moguce primijeniti u detekciji STC-a je enzimski povezani
imunosorbentni test (ELISA). To je brza, jednostavna i ekonomski isplativa metoda, no nedostatak
joj je krizna reaktivnost s aflatoksinima — umjesto STC-a moze detektirati strukturno srodne
spojeve. Zato je prikladna kao orijentacijska metoda, a za pouzdanije rezultate potrebno je koristiti

druge metode (Lesi¢ i sur., 2019).

Kromatografske metode prikladne za detekciju i odredivanje STC-a su tankoslojna kromatografija
(TLC), plinska kromatografija, tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC), te
tekucinska kromatografija spregnuta s masenom spektrometrijom (LC-MS). Najcesce se koristi
TLC uz fluorescentnu detekciju. TLC je jednostavna, brza i jeftina metoda koja, medutim, ima
nisku osjetljivost (visoki LOD) i nisku selektivnost, pa je prikladna kao orijentacijska metoda. U
izvedbi TLC-a nuzan je postupak derivatizacije kako bi se pojacala fluorescencija STC-a i olaksala
njegova vizualizacija. Za to se Koristi etanolna otopina aluminijeva klorida, kojim se TLC ploc¢a
prska nakon razvijanja i prije zagrijavanja na temperaturi od 180°C (Pleadin i sur., 2019; EFSA,
2013).

Za STC se kao potvrdne metode Kkoriste sofisticiranije kromatografske metode poput HPLC-a i
LC-MS-a. Zajednicki nedostaci ovih metoda su skupa oprema i kompleksnost analitickog procesa,

no one omogucuju kvantitativno odredivanje, znatno nizi limit detekcije 1 vecu selektivnost (LeSi¢

i sur., 2019).
1.7. Pivo i mikotoksini

LoSe prozraceni vlazni 1 prasnjavi zatvoreni prostori pogoduju rastu plijesni producenata 5S-MET-

a. Sto se ti¢e proizvodnje piva, skladita i proizvodni pogoni mogu biti takvi prostori.

Pivo je najstarije i najviSe konzumirano alkoholno pice na svijetu. Najvise ga se popije u Europi,
a Hrvatska se s sa 72 popijene litre po glavi stanovnika nalazi medu 20 drzava s najvecom

potro$njom ovog alkoholnog pica (slika 2).



Glavni sastojci u proizvodnji piva su voda, jeCam, hmelj i kvasac. Kvaliteta jecma smatra se
presudnom za kvalitetu krajnjeg proizvoda. Kontaminacija piva mikotoksinima moZze potjecati od
prehrambenih sirovina od kojih se proizvodi - je¢ma, je¢menog slada, hmelja ili drugih dodanih

sastojaka (Pascari i sur., 2018).

Ovisno o nacinu fermentacije postoje dva glavna tipa piva: pivo gornjeg vrenja (ale) i pivo donjeg
vrenja (lager). Medu ostalim, klju¢ne razlike su u vrsti kvasca koriStenoj za fermentaciju
(Saccharomyces cerevisiae za lager, Saccharomyces pastorianus za ale), temperaturi fermentacije
(18-25 °C za ale, 7-15 °C za lager), fermentiranim SeCerima i sekundarnim produktima

fermentacije (Kunze, 2006).

Proces proizvodnje piva obuhvaca tri glavne biokemijske reakcije: aktivaciju enzima u zrnima
je¢ma tijekom germinacije, degradaciju skroba u fermentabilne Secere provedenu tim enzimima, i
alkoholnu fermentaciju koju provode kvasci Saccharomyces, proizvode¢i CO2 i etanol (Kunze,
2006).

Kontaminacija mikotoksinima opcenito moze se dogoditi u razli¢itim fazama proizvodnje. NeKi
od njih mogu biti preneseni s Zitarice u sladovinu pa onda i u pivo jer imaju visoku termalnu

stabilnost. Takvi su aflatoksini, zearalenon i deoksinivalenol (Rodriguez-Carrasco i sur., 2015).

Mikotoksini su izrazito stabilni spojevi, otporni na visoke temperature i ekstremne vrijednosti pH
(Wolf 1 Bullerman, 1998). Iako se tijekom proizvodnje piva ne postizu temperature potrebne za
uniStavanje mikotoksina, i nize temperature mogu utjecati na krajnju koncentraciju mikotoksina,

zbog fizickih, kemijskih i biokemijskih promjena koje se dogadaju (Pascari i sur., 2018).

Biomasa gljivica raste tijekom germinacije je¢ma, kao rezultat kontaminacije iz vode ili latentne
infekcije u zrnima je¢ma, koja moze postati aktivna uslijed povecanja vlage (Vegi et al., 2011).
Niessen 1 sur. su 1993. utvrdili da pSeni¢no pivo sadrzi viSe razine deoksinivalenola od piva ¢iji je
sastojak jeCam. Ta je razlika pripisana razlikama u matriksu pSenice i je¢ma, koje uvjetuju

mikobiotu zitarica.

Kontaminacija STC-om u pivu se dogada u povrsinskim slojevima piva, a sirovine se kvare
tijekom zrenja 1 skladiStenja (Kobayashi 1 sur., 2018; Lu 1 sur., 2018). Glavni uzrok kontaminacije

vjerojatno su uvjeti skladistenja, s obzirom na to da A. versicolor u uvjetima visoke vlaznosti zraka



i na temperaturama iznad 26°C proizvodi velike koli¢ine STC-a, 5-MET-u strukturno vrlo sli¢nog
spoja (Lu i sur., 2018).

Smatra se da anorganski adsorbensi koristeni za bistrenje piva mogu igrati ulogu u odstranjivanju
mikotoksina iz piva. Adsorpcija na povrsinu ovisi 0 polarnosti mikotoksina, njegovoj topljivosti u
vodi, veli¢ini molekule itd. Primjerice, silikagel modificiran -Cl i -CN skupinama bio je vrlo
ucinkovit u vezanju okratoksina i fumonizina i nije mijenjao organolepti¢ka svojstva piva
(Belajova, Rauova, Dasko, 2007).

KOLICINA PIVA POPIJENA PO GLAVI STANOVNIKA (U LITRAMA)

Cedka I 1817
Austrija I 06,8
Poljska O 96

Rumunjska I 95
Njemacka IS 92 5
Estonija I 34 4
Litva s 33 4
Namibija I 83 4

Slovacka IR 82,2
Spanjolska EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 816

Irska I 31
Gabon IS 80
Kongo IS 78,8
Finska I 77,2

Bugarska NS 75,6
SAD I 72,8
Hrvatska IS 721
Australija I 71,6
Slovenija T 69,7
Madarska NI 68,3
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Slika 2. Podaci o potro$nji piva u svijetu 2020. godine (podaci preuzeti s

http://worldpopulationreview.com)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Pivo je najéesc¢e konzumirano alkoholno pice na svijetu. Najvise ga se popije u Europi, a Hrvatska
se sa 72 popijene litre po glavi stanovnika nalazi medu 20 drzava s najveCom potroSnjom ovog

alkoholnog pica.

Sirovine potrebne za proizvodnju piva, posebice Zitarice, pogodan su supstrat za rast plijesni
proizvodaca STC 1 5-MET, primjerice aspergila iz serije Versicolores. Takoder, za njihov su rast
pogodni i prostori u kojima se te sirovine skladiSte i proizvode. Naime, uz prikladni supstrat

proizvodni pogoni i skladi$ta mogu pruzati i adekvatne uvjete vlaznosti zraka, temperature i pH.

U takvim uvjetima pokazano je i da je vrsta A. jensenii jedna od naj¢esce detektiranih plijesni i da

moze proizvoditi citotoksi¢ne i genotoksi¢ne mikotoksine STC i 5-MET.

S obzirom narizik da A. jensenii u skladi$nim prostorima proizvodi 5-MET i STC koji dospijevaju
u gotove prehrambene proizvode te buduci da se radi o toksi¢nim tvarima, moguca prisutnost 5-
MET u pivu predstavljala bi potencijalnu opasnost za konzumente, kojih kako je ranije navedeno

ima mnogo.

Podataka o prisutnosti 5-MET u prehrambenim proizvodima nema. U pretrazivanju literature nije
naden nijedan rad koji ispituje prisutnost 5S-MET u nekoj prehrambenoj sirovini ili proizvodu, bilo
s pozitivnim bilo s negativnim rezultatima. Medutim, STC, strukturno sli¢an toksin, naden je u
nizu prehrambenih proizvoda. Njegovu prisutnost u pivu ispitivao je samo mali broj radova, no

nijedan od njih nije proveden u Republici Hrvatskoj.
Sa svime ovime na umu ciljevi ovog rada su:

e optimizirati metodu ekstrakcije piva i ispitati njezinu primjenjivost za dokazivanje
mikotoksina 5-MET u pivu

e analizirati uzorke piva razli¢itih vrsta i razli¢itih proizvodaca, prikupljenih u RH, s ciljem
utvrdivanja prisutnosti mikotoksina 5-MET

e procijeniti zdravstvene rizike koji mogu proiza¢i iz konzumacije 5-MET-om

kontaminiranih proizvoda
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

5-metoksisterigmatocistin, 5-MET (Sigma Aldrich, Darmstadt, Njemacka)

acetonitril p.a. (Kemig, Zagreb, Hrvatska)

ledena octena kiselina (Kemig, Zagreb, Hrvatska); radna otopina sastava 1% v/v u vodi
magnezijev sulfat (Kemig, Zagreb, Hrvatska)

natrijev klorid (Kemig, Zagreb, Hrvatska)

3.1.2. Radni instrumenti

analiticka vaga (Kern ABJ, KERN & SOHN GmbH, Balingen, Njemacka)
ultrazvucna vodena kupelj

termomikser (Eppendorf ThermoMixer® C, Eppendorf, Njemacka)

centrifuga (Tabletop Centrifuge Z 326 K, Hermle, LaborTechnik, Njemacka)

kolone Bond Elut Mycotoxin (Bond Elut Mycotoxin, Agilent, Santa Clara, USA)
termovakuum upariva¢ (Concentrator Plus, Eppendorf, Njemacka)

UV-komora (UVP EPI CHEMI darkroom, Cambridge Manufacturing Co Ltd., Brakey

Road Corby, UK)

3.2. Metode

3.2.1. Priprema ekstrakata

Za provedbu analize skupljeno je 100 uzoraka piva, raznolikih vrsta i razli¢itih sadrzaja alkohola,

iz raznolikih ambalazama, podrijetlom iz razli¢itih drzava. Od svakog piva uzet je uzorak od 50

mL. Do pocetka analize uzorci su ¢uvani na temperaturi od -20 °C.
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Ekstrakcija 5-MET-a provedena je modifikacijom nacina opisanog u Stroka i sur., 2004. te
slijede¢i upute proizvodaéa SPE! kolone (Bond Elut Mycotoxin, Agilent, Santa Clara, USA). Na

dan analize uzorci su odmrznuti na sobnoj temperaturi, te su od njih uzeti alikvoti od 5 mL.

Nakon degasiranja u alikvote je dodano 5 mL acetonitrila (p.a.) i 5 mL ledene octene kiseline (1%
v/v). Zatim je uslijedila inkubacija u termomikseru (40 °C, 1000 rpm, 10 min). Potom je bilo
potrebno odvojiti organsku i vodenu fazu. Za to je koriStena smjesa soli sastava MgSO4 (2,0 £ 0,1

2)1NaCl (0,50 + 0,1 g). Iduci korak bila je ponovna inkubacija u termomikseru pod istim uvjetima.

Za ucinkovito razdvajanje uzorci su centrifugirani na 3350 g tijekom 10 minuta, na sobnoj
temperaturi. Nakon toga, 2 mL supernatanta propusteno je kroz SPE kolonu sa silikatnim ionskim
izmjenjivaCem, brzinom 1-2 kapi po sekundi. Te su kapi skupljene u polipropilensku

mikroepruvetu.

Eluati su onda stavljeni u vakuum-uparivac¢, gdje su upareni do suha, na temperaturi od 60 °C.

Dobro zatvoreni suhi ekstrakti cuvani su u zamrzivacu do analize, ne viSe od tjedan dana.

3.2.2. Ispitivanje prisutnosti 5-MET u ekstraktima piva metodom tankoslojne
kromatografije

Na dan analize ekstrakti su se temperirali na sobnoj temperaturi pa su se otopili u 150 pL metanola
(p.a.). Zatim su se inkubirali u termomikseru 15 min, na 40 °C i na 1000 rpm. Potom su metanolni
ekstrakti centrifugirani (3350 g, 10 min) kako bi se istalozile necistoce. Bistri supernatant nanesen

je na TLC ploce silikagel 60, bez indikatora.

Smjesa otapala toluen:etil-acetat:mravlja kiselina (90% v/v) u omjeru 5:4:1 (v/v) koristena je kao
mobilna faza (Samson i sur., 2011). Kao standard je koristena otopina 5-MET u acetonitrilu, na
pocetku koncentracije 0,005 M, a potom koncentracije 0,004 M. Uzorci su naneseni na ploc¢e u

volumenu od 20 pL a standard u volumenima od 1 puL i 2 pL, ovisno o plo¢i (1,4 pg, odnosno 2,8
pg po mrlji)

Ploce su se razvijale u zatvorenoj komori U smjesi otapala 40 minuta, pa su osuSene fenom i

ujednacéeno poprskane 80%-tnom otopinom aluminijeva klorida u 60%-tnom etanolu (kako bi se

1 SPE = solid phase extraction. SPE kolone odvajaju analit iz otopine na naé¢in da se otopina propusta kroz &vrstu
stacionarnu fazu.
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pojacala fluorescencija). Potom su ploce grijane na temperaturi od 130 °C 8 minuta, i odmah nakon

toga promatrane u UV komori pod svjetlom valne duljine 365 nm.

3.3. Statisti¢ka analiza

Cilj statisticke analize bio je utvrditi utjece li neko obiljezje piva u statisticki znac¢ajnoj mjeri na
pojavnost 5-MET u pivu. Prouc¢avano je Sest razli¢itih obiljeZja piva. Sadrzaj alkohola predstavljao
je kontinuiranu varijablu, a ostalih pet analiziranih obiljezja (je li pivo svijetlo ili tamno, tip piva,
provedba pasterizacije, pSenica u sadrzaju, ambalaza) predstavljalo je kategorijske varijable. Zato
je za procjenu povezanosti sadrzaja alkohola i1 pojavnosti toksina koriSten nezavisni t-test, a za
ostala obiljezja Fisherov test ili hi-kvadrat test. Fisherov test koristen je kad je neka kategorijska
varijabla mogla poprimiti samo dva stanja (npr. je li pivo svijetlo ili tamno), a hi-kvadrat test kad
je mogla poprimiti tri ili viSe stanja (npr. je li pivo lager, ale, pilsner ili stout). Za izvedbu tih
metoda koristen je softver GraphPad Prism 9. Obradom podataka dobivena je p-vrijednost (jedna
p-vrijednost za svako obiljezje). Prag statisticke znacajnosti prijeden je ako je p-vrijednost bila

manja od 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Prvo je bilo potrebno utvrditi je li primijenjeni postupak ekstrakcije i analize adekvatan za
detekciju 5-MET. Takoder, trebalo je provjeriti utjecu li komponente matriksa (ostali sastojci piva)

na polozaj mrlje koja odgovara 5-MET-u.

Kako bi se to utvrdilo, uzorci su obogaéeni maticnom otopinom 5-MET u acetonitrilu (0,005 M).
Bilo je potrebno dodati 5-MET u neki uzorak i na pocetku ekstrakcije i na kraju ekstrakcije. Na
slici 3 prikazani su dobiveni kromatogrami. Mrlja karakteristi¢na za 5-MET vidljiva je i u uzorku
koji je obogacen nakon degasiranja (nakon prvog koraka ekstrakcije), 1 u uzorku koji je obogacen
netom prije nanoSenja na TLC (nakon zadnjeg koraka ekstrakcije). Takoder, ne postoji vidljiva
razlika u intenzitetima tih dviju mrlja. Dakle, 5-MET se, ako je u uzorku prisutan u dovoljnoj
koncentraciji, neée izgubiti tijekom ekstrakcije. Nadalje, komponente matriksa piva ne utje¢u na
poziciju mrlje na TLC plo¢i. Takoder, koli¢ina 5-MET kojom je uzorak obogacen dovoljna je da

bude vidljiva na ploci.

Ispitujuci s koliko najmanje 5-MET je moguce obogatiti otopinu uzorka a da mrlja karakteristi¢na
za 5-MET i dalje bude vidljiva na plo¢i, dobiven je limit detekcije 5-MET-a koji iznosi 3,2 pg/mL.
S obzirom na to da je 5-MET slabo istrazen, nema usporedivih podataka o limitu detekcije za 5-
MET u sliénim istrazivanjima. Za STC, usporedive TLC tehnike imaju zabiljeZzene LOD

vrijednosti koje variraju u rasponu od 2 do 140 pg/kg. (EFSA, 2013).
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Slika 3. TLC ploce silikagel 60 (bez indikatora) razvijane u mobilnoj fazi toluen/etil-
acetat/mravlja kiselina (90%) u omjeru 5:4:1 v/v/v, gledane u mra¢noj komori pod svjetlo$¢u valne
duljine 265 nm. Narancasta i crna linija odgovaraju 5-MET-u
Uzorcti 1 standardi naneseni na startnu liniju oznaceni su brojevima od 1 do 4:
1. standard 5-MET 0,005 M (8,85 ug 5-MET u 5 uL)
2. uzorak obogacen mati¢nom otopinom 5-MET neposredno prije nanosenja na TLC plocu
(17,70 pgu 40 pL)
3. uzorak obogacen maticnom otopinom 5-MET odmah nakon degasiranja (18,89 ug u 40
uL)
4. uzorak bez dodanog 5-MET

Opisanom metodom analizirano je ukupno 58 uzoraka piva. 27 uzorak od 58 (46,55%) bio je
pozitivan na 5-MET. Odnosno, za 27 uzoraka je na TLC plo¢i uoCena smedenarancasta
fluorescentna mrlja na duljini od starta jednakoj duljini od starta na kojoj se nalazi
smedenarancasta mrlja uzorka standardne otopine 5-MET (slike 5-12). Kako bi se potvrdilo da je

u pitanju uistinu 5-MET, napravljen je ekstrakt jedne strugotine sa silikagela, i analiziran UV/Vis
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spektrofotometrijom. U toj analizi uo¢eno je povecanje apsorbancije 5-MET nakon dodatka

ekstrakta standardu 5-MET (slika 4).

104
S-MET standard
S-MET + ekstrakt

Abs

20 T T T T T T T T 1
25D 00 350 400 45D

valna duljina {nm}

Slika 4. Usporedba apsorpcijskih spektara 5-MET iz ekstrakta strugotine s TLC ploce i 5-MET iz

standardne otopine
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Slika 5. TLC ploca silikagel 60 (bez indikatora) razvijena u mobilnoj fazi toluen:etil-
acetat:mravlja kiselina (90%) u omjeru 5:4:1 v/v/v, prskana 80%-tnom otopinom AICI3 u 60%-
tnom etanolu, gledana u mra¢noj komori pod svjetlos¢u valne duljine 365 nm. Po 20 pL svakog
od uzoraka i po 1uL svakog od standarda naneseno je na startnu liniju TLC ploce, pri c¢emu je:
1. standard STC u acetonitrilu (0,97 ug STC u 1 puL)
standard 5-MET u acetonitrilu (1,4 pg 5S-MET u 1 pL)
uzorak 1
uzorak 3
uzorak 8
uzorak 11
uzorak 12

uzorak 14

© o N o g bk~ w DN

uzorak 15
10. uzorak 16
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Slika 6. TLC ploca silikagel 60 (bez indikatora) razvijena u mobilnoj fazi toluen:etil-

acetat:mravlja kiselina (90%) u omjeru 5:4:1 v/v/v, prskana 80%-tnom otopinom AICI3 u 60%-

tnom etanolu, gledana u mra¢noj komori pod svjetlo§¢u valne duljine 365 nm. Po 20 pL svakog

od uzoraka 1 po 2uL svakog od standarda naneseno je na startnu liniju TLC ploce, pri ¢emu je:

1.

© 0o N o g Bk~ w DN

standard STC u acetonitrilu (1,94 ug STC u 2 uL)
standard 5-MET u acetonitrilu (2,8 ug 5S-MET u 2 pL)
uzorak 18

uzorak 20

uzorak 22

uzorak 34

uzorak 35

uzorak 36

uzorak 37

10. uzorak 38
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Slika 7. TLC ploca silikagel 60 (bez indikatora) razvijena u mobilnoj fazi toluen:etil-
acetat:mravlja kiselina (90%) u omjeru 5:4:1 v/v/v, prskana 80%-tnom otopinom AICI3 u 60%-
tnom etanolu, gledana u mra¢noj komori pod svjetlos¢u valne duljine 365 nm. Po 20 pL svakog
od uzoraka i po 1 pL svakog od standarda naneseno je na startnu liniju TLC ploce, pri ¢emu je:
1. standard STC u acetonitrilu (0,97 ug STCu 1 pL)
standard 5-MET u acetonitrilu (1,4 pug 5S-MET u 1 pL)
uzorak 39
uzorak 40
uzorak 41
uzorak 42
uzorak 43
uzorak 44

© oo N o g bk~ w DN

uzorak 45

10. uzorak 46
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Slika 8. TLC ploca silikagel 60 (bez indikatora) razvijena u mobilnoj fazi toluen:etil-
acetat:mravlja kiselina (90%) u omjeru 5:4:1 v/v/v, prskana 80%-tnom otopinom AICI3 u 60%-
tnom etanolu, gledana u mra¢noj komori pod svjetlo§¢u valne duljine 365 nm. Po 20 pL svakog
od uzoraka i po 1 pL svakog od standarda naneseno je na startnu liniju TLC ploce, pri ¢emu je:
1. standard STC u acetonitrilu (0,97 ug STC u 1 puL)
. standard 5-MET u acetonitrilu (1,4 ug 5-MET u 1 uL)
uzorak 47

uzorak 48

2
3
4
5. uzorak 49
6. uzorak 50
7. uzorak 51
8. uzorak 52
9. wuzorak 53
10. uzorak 54
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Slika 9. TLC ploca silikagel 60 (bez indikatora) razvijena u mobilnoj fazi toluen:etil-

acetat:mravlja kiselina (90%) u omjeru 5:4:1 v/v/v, prskana 80%-tnom otopinom AICI3 u 60%-
tnom etanolu, gledana u mra¢noj komori pod svjetlos¢u valne duljine 365 nm. Po 20 pL svakog

od uzoraka i po 2 puL svakog od standarda naneseno je na startnu liniju TLC ploce, pri ¢emu je:

1. standard STC u acetonitrilu (1,94 pg STC u 2 pL)

2. standard 5-MET u acetonitrilu (2,8 pg 5-MET u 2 pL)
3. uzorak 55

4. uzorak 57

5. uzorak 59

6. uzorak 61

7. uzorak 63

8. uzorak 64

9. uzorak 66

10. uzorak 68
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Slika 10. TLC ploca silikagel 60 (bez indikatora) razvijena u mobilnoj fazi toluen:etil-

acetat:mravlja kiselina (90%) u omjeru 5:4:1 v/v/v, prskana 80%-tnom otopinom AICI3 u 60%-
tnom etanolu, gledana u mra¢noj komori pod svjetlos¢u valne duljine 365 nm. Po 20 puL svakog
od uzoraka i po 2 pL svakog od standarda naneseno je na startnu liniju TLC ploce, pri ¢emu je:
1. standard STC u acetonitrilu (1,94 pg STC u 2 pL)
. standard 5-MET u acetonitrilu (2,8 pg 5S-MET u 2 pL)
uzorak 69

uzorak 70

2
3
4
5. uzorak 71
6. uzorak 73
7. uzorak 75
8. uzorak 76
9. uzorak 79

10. uzorak 35 (na prijasnjoj plo¢i pozitivan, koriSten za kontrolu)
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Slika 11. TLC ploca silikagel 60 (bez indikatora) razvijena u mobilnoj fazi toluen:etil-

acetat:mravlja kiselina (90%) u omjeru 5:4:1 v/v/v, prskana 80%-tnom otopinom AICI3 u 60%-
tnom etanolu, gledana u mra¢noj komori pod svjetlos¢u valne duljine 365 nm. Po 20 pL svakog
od uzoraka i po 2 pL svakog od standarda naneseno je na startnu liniju TLC ploce, pri ¢emu je:
1. standard STC u acetonitrilu (1,94 pg STC u 2 pL)
. standard 5-MET u acetonitrilu (2,8 pg 5S-MET u 2 pL)
uzorak 62

uzorak 77

2
3
4
5. uzorak 80
6. uzorak 83
7. uzorak 84
8. uzorak 85
9. uzorak 86
10. uzorak 68
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Slika 12. TLC ploca silikagel 60 (bez indikatora) razvijena u mobilnoj fazi toluen:etil-
acetat:mravlja kiselina (90%) u omjeru 5:4:1 v/vlv, prskana 80%-tnom otopinom AICI3 u 60%-
tnom etanolu, gledana u mracnoj komori pod svjetlos¢u valne duljine 365 nm. Po 20 pL svakog
od uzoraka 1 po 2 pL svakog od standarda naneseno je na startnu liniju TLC ploc¢e. Na ploci se
nalazi jo$ nekoliko uzoraka, obogacenih toksinima, medutim njihova prisutnost ovdje nije u
fokusu, koriSteni su za da se provjeri jesu li standardi i dalje adekvatni za provodenje metode nakon
Sto se u viSe navrata njima rukovalo. Na plo¢i su:

1. standard STC u acetonitrilu (1,94 pg STCu 2 pL)
standard 5-MET u acetonitrilu (2,8 pg S-MET u 2 pL)
uzorak 91
uzorak 92
uzorak 93
uzorak 14, oboga¢en STC-om nakon degasiranja
uzorak 53, obogaéen 5-MET-om nakon degasiranja

uzorak 48, obogacen STC-om netom prije nanosenja na TLC plocu

© 0 N o g bk~ w DN

uzorak 58, obogac¢en 5-MET-om netom prije nanoSenja na TLC plocu

10. uzorak 89
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Prikupljeni uzorci piva po vise su parametara podijeljeni u nekoliko podskupina, s ciljem
utvrdivanja utjece li neki od tih parametara na pojavnost mikotoksina. Obiljezja uzoraka u pitanju
su vrsta piva (je li pivo svijetlo ili tamno te je li pivo lager, ale, pilsner ili stout), sadrzaj alkohola,
je li provedena pasterizacija, je li jedan od sastojaka u pivu pSenica, i ambalaza/podrijetlo piva
(staklena boca, limenka ili to¢ionik u kaficu).

Medu 58 uzoraka 44 uzoraka bilo je svijetlo pivo, 13 ih je bilo tamno pivo, a 1 je bilo mjeSavina
svijetlog i tamnog. 45,45% svijetlih (20 od 44) uzoraka je bilo pozitivno na 5-MET, kao i 53,85%
tamnih (7/13). Ovisno o informacijama na ambalaZi, pivo je podijeljeno i u podvrste - lager,
pilsner, ale i stout. Bilo je i nekoliko uzoraka za koje na ambalazi nije deklarirana specifi¢na vrsta,
ili koji spadaju u neku drugu kategoriju. Analiza je provedena samo za one vrste piva kojima su
pripadala minimalno 2 uzorka (a to su lager, pilsner, ale i stout). 42,31% (11 od 26) lagera, 60,00%
(12 od 20) aleova, 20,00% (1 od 5) pilsnera, i 66,67% (2 od 3) stoutova bilo je pozitivno na 5-
MET.

Sto se tie sadrzaja alkohola, pozitivni uzorci u prosjeku su sadrzavali 4,87% alkohola, a negativni
uzorci 4,85%. Sto se ti¢e pasterizacije, za 22 piva je na ambalaZi eksplicitno pisalo da su
pasterizirana, a za 7 piva je eksplicitno pisalo da nisu. Ostala piva na ambalaZi nisu imala
informaciju o pasterizaciji. 45,45% (10 od 22) pasteriziranih uzoraka i 71,43% (5 od 7)
nepasteriziranih uzoraka bilo je pozitivno na 5-MET.

PSeni¢nih piva ili piva koja sadrZe pSenicu bilo je ukupno 7. 71,43% (5 od 7) bilo je pozitivno na
5-MET. Taj postotak za ostala piva (koja ne sadrze pSenicu) bio je 43,14% (22 od 51). 50,00%
uzoraka piva iz staklene boce (16 od 32) 1 iz tocionika (1 od 2) bilo je pozitivno na 5-MET, a za
piva iz limenki taj postotak bio je 41,67% (10 od 24). Podaci iz zadnja tri odlomka sumirani su u

tablicama 1-6.

Statisti¢ki, provedbom nezavisnog t-testa, hi-kvadrat testova i Fisherovog testa (ovisno o vrsti
varijable) nije zabiljeZena statisticki znacajna povezanost nijednog obiljezja piva s pojavnoséu 5-
MET u njemu. Najblize pragu statisticke znacajnosti bila je p-vrijednost u ispitivanju toga je li
pSenica kao sastojak prediktor pojave 5-MET. (U toj je analizi p-vrijednost iznosila 0,2332).
Ogranicavajué¢i faktor za utvrdivanje statisticki znaCajne povezanosti parametara i pojavnosti
toksina bio je broj uzoraka. Takoder, medu skupljenim uzorcima ima, primjerice, puno vise

svijetlih nego tamnih piva, ili puno manje pSenic¢nih piva nego piva koja nisu pSeni¢na. Ovakve bi
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(npr. da ima otprilike podjednako svijetlih i tamnih piva).

.....

Tablica 1. Ovisnost kontaminacije 5-MET-om o vrsti piva (svijetlo, tamno).

VRSTA PIVA broj broj pozitivnih postotak pozitivnih

(tamno/svijetlo) uzoraka uzoraka uzoraka
svijetlo 44 20 45,45%
tamno 13 7 53,85%

Tablica 2. Ovisnost kontaminacije 5-MET-om o vrsti piva (lager, ale, pilsner, stout).

VRSTA PIVA broj broj pozitivnih postotak pozitivnih
(lager/ale/pilsner/stout) uzoraka uzoraka uzoraka
lager 26 11 42,31%
ale 20 12 60,00%
pilsner 5 1 20,00%
stout 3 2 66,67%

Tablica 3. Ovisnost prosje¢nog sadrzaja alkohola 0 kontaminiranosti 5-MET-om.

prosjecni sadrzaj alkohola

uzorci pozitivni na 5-MET

4,87%

uzorci negativni na 5-MET

4,85%

Tablica 4. Ovisnost kontaminacije 5-MET-om o pasterizaciji.

PASTERIZACIJA

broj uzoraka

broj pozitivnih uzoraka

postotak pozitivnih uzoraka

pasterizirano pivo

22

10

45,45%

nepasterizirano pivo

7

5

71,43%
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Tablica 5. Ovisnost kontaminacije 5-MET-om o prisutnosti pSenice medu sastojcima piva.

PSENICA KAO broj broj pozitivnih postotak pozitivnih
SASTOJAK uzoraka uzoraka uzoraka
da 7 5 71,43%
ne 51 22 43,14%

Tablica 6. Ovisnost kontaminacije 5-MET-om o ambalazi iz koje pivo potjece.

AMBALAZA | broj uzoraka broj pozitivnih uzoraka postotak pozitivnih uzoraka

staklena boca 32 16 50,00%
limenka 24 10 41,67%
to¢ionik 2 1 50,00%

Rezultati ovog istrazivanja predstavljaju prvi nalaz 5-MET u pivu, i prvi nalaz 5-MET u nekom
prehrambenom proizvodu opcenito. Medutim, pronalazak 5-MET u pivu nadovezuje se na podatke
iz literature o prisutnosti STC u prehrambenim proizvodima ukljucujuéi pivo. STC je pronaden u
Zitaricama (pSenica, jeCam, raz, zob, heljda, kukuruz, riza), kruhu, siru, orasastim plodovima
(pekan, kikiriki), zrnima kave i za¢inima (komora¢, papar, kim, mazuran) (VerSilovskis i de
Saeger, 2010). Sto se ti¢e piva, Versilovskis i sur. 2008. su analizirali 26 uzoraka piva prikupljenih

u Latviji i detektirali STC u 2 uzorka u koncentracijama 4-8 pg/kg.

Samim time $to je ovo prvi nalaz 5-MET u nekom prehrambenom proizvodu, ovaj rad potvrduje
prikladnost izvedene analiticke metode za ekstrakciju i detekciju 5-MET. Takoder, limit detekcije
utvrden ovim radom (3,2 pg/mL) predstavlja podatak koji moze biti koristan kao referentna tocka

za moguce kasnije sli¢ne radove.

Takoder, ovaj rad ucvrscuje poveznicu izmedu prisutnosti A. versicolores u vlaznim prostorima,
njihove proizvodnje mikotoksina i dospije¢a mikotoksina u prehrambene proizvode. A. versicolor
se ubraja medu najéeScée plijesni u zatvorenim prostorima (Piontek i sur., 2016). Takoder, A.

versicolor je ubikvitarna plijesan. Osim u zraku u zatvorenim prostorima pronadena je, medu
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ostalim, na supstratima poput zemlje/tla, praSine, drveta, gumenih kablova, u zraku 1 na razli¢itim
vrstama hrane (Jaksi¢ i sur., 2016). Radi se o kserofilnoj plijesni. lako je optimalni aktivitet vode
za njezin rast 0.95, minimalni aktivitet vode na kojem moze rasti je 0.75. Moze rasti u
temperaturnom rasponu od 4 do 40 °C. Nije poznato i potrebno je razjasniti koji uvjeti pogoduju
proizvodnji 5-MET specifi¢no. Za proizvodnju STC-a optimalni su uvjeti temperatura izmedu 23
129 °C, aktivitet vode visi od 0,76 te sadrzaj vlage u zraku veci od 15% (VerSilovskis i de Saeger,

2010).

Postavlja se pitanje na koji je nac¢in 5-MET u pivo dospio. S obzirom na to da je inace u literaturi
5-MET dominantno detektiran kao produkt plijesni roda Aspergillus serije Versicolores, izgledna
je opcijada su ove plijesni upletene u njihovu proizvodnju. Korisno bi bilo uzorkovati zrak, praSinu
1 sirovine u proizvodnim pogonima i skladistima pivovara, da se utvrdi ucestalost prisutnosti A.
versicolores i ucestalost njihove proizvodnje 5-MET. Potrebno je razjasniti i kada se to¢no
kontaminacija dogada. Buduci da je 5-MET najéesc¢e pronaden u aerosolu ili deponiran u prasini,
vjerojatno preko prasine dospijeva na Zitarice. Medutim, korisno bi bilo ispitati sve sirovine 1 svu
opremu u skladistenju i proizvodnom procesu. Takoder, treba iskljuciti moguénost da su sirovine
kontaminirane i prije nego $to dospiju u skladiste, bilo na polju, bilo tijekom Zetve, bilo tijekom

transporta.

Sto se ti¢e analize pojavnosti 5-MET, najvisi postotak pozitivnih uzoraka zabiljeZen je medu
aleovima i stoutovima, nepasteriziranim pivima, te pivima koja sadrze pSenicu. Medutim, glavno
ogranicenje donoSenju zakljucaka ili stvaranju osnovane sumnje da je neS$to od navedenog
prediktor pojave 5-MET je nedovoljan broj uzoraka. Za razjasnjavanje povezanosti razliitih
obiljeZja piva i1 pojave mikotoksina potreban je opsezniji rad koji ukljucuje znatno veci broj

uzoraka.

OgraniCenja ovog istrazivanja takoder su uvjetovana ograni¢enjima upotrijebljene analiticke
metode, specificno tankoslojne kromatografije. Moguce je da su zbog nedovoljne specifi¢nosti
metode detektirani neki spojevi strukturno srodni 5-MET-u, a ne sam 5-MET. Takoder, moguce
je da je zbog nedovoljne osjetljivosti metode 5-MET u nekim negativnim uzorcima prisutan, no u

premalim koli¢inama da bi nesumnjivo bio vidljiv na TLC plo¢i.

29



Zato je prikladan idu¢i korak iste uzorke analizirati sofisticiranijom, selektivnijom i osjetljivijom
metodom. HPLC spregnut s MS-om analiticka je metoda koja bi mogla detektirati 5-MET ako je
prisutan u nizoj koncentraciji i koja bi mogla iskljuciti mogué¢nost da se umjesto 5-MET-a
detektiraju strukturno ili metabolicki srodni spojevi. Takoder, ta bi metoda omogucila i

kvantitativnu analizu.

Nadalje, veliko ograni¢enje u radu s 5-MET-om i u njegovoj detekciji je manjak informacija o
metodama koje su prikladne za njegovu analizu i detekciju. Nedostaju podaci o prikladnosti
razli¢itih analitickih tehnika za njegovu ekstrakciju i detekciju te podaci o limitima detekcije i
kvantifikacije. Takoder, nema jasnih podataka o nekim klju¢nim svojstvima 5-MET-a, poput

topljivosti i stabilnosti.

Nerazjasnjena je i sinteza 5-MET-a u plijesnima koje ga proizvode, te metabolic¢ki putovi u kojima
sudjeluje. Nije jasna njegova metabolicka relacija s STC-om ili s aflatoksinima. Takoder, nije

utvrden mehanizam njegove aktivacije 1 toksicnosti, koja je zapazena na nekim stani¢nim linijama.

Ovaj rad moze predstavljati signal za potencijalnu javnozdravstvenu opasnost. Ucestalost
konzumacije piva, dokazana toksi¢nost ovog mikotoksina te sveprisutnost plijesni proizvodaca u
zatvorenim prostorima govore u prilog tome da rezultati ovog rada nisu zanemarivi te da su
potrebna daljnja istraZivanja. Medutim, potrebno je analizirati ve¢i broj uzoraka sofisticiranijim
metodama, te bolje utvrditi mehanizam i mjeru toksi¢nosti prije nego §to se donose neki jasniji
zaklju€el o opasnosti mikotoksina ili piva. Takoder, vrijedi istrazivati 1 razmiSljati u smjeru

suzbijanja pojave mikotoksina piva, modifikacijom proizvodnih procesa.

Nacini na koji se pojava mikotoksina (uklju¢ujuc¢i 5-MET) moze izbje¢i ukljucuju preventivne
metode - kontrolu uvjeta u kojima se sirovine za proizvodnju piva skladiste - te metode koje
uklanjaju mikotoksine iz piva jednom kad mikotoksini u pivo ve¢ dospiju. O takvim metodama
dekontaminacije provedeno je nekoliko istrazivanja. Te metode uklju¢uju ozonaciju, tretiranje
je¢ma vru¢om vodom, te koriStenje fungicida, posebnih vrsta kvasaca, bakterija koje proizvode

mlije¢nu kiselinu i anorganskih adsorbensa.

Prednost ozonacije lezi u tome $to ne ostavlja rezidualne tvari u proizvodu. Do 96% spora prisutnih

na jeCmu moze biti inaktivirano nakon 5 minuta ako se koristi 0,16 mg ozona po gramu je¢ma, na

30



20 °C 1 pri aktivitetu vode od 0,98, bez da to ima uc¢inak na germinaciju jeCma. (Piacentini i sur.,

2015; Allen i sur., 2003).

Kottapalli i Wolf-Hall 2008. su proucavali ima li tretiranje je¢menog slada inficiranog plijesnima
roda Fusarium vru¢om vodom uéinak na broj gljivica i koli¢inu mikotoksina. Na 45 °C broj
gljivica smanjio se za 65-92%, a koli¢ina mikotoksina (u ovom slucaju deoksinivalenola) se

smanjila za 79-93%.

Bakterije koje proizvode mlije¢nu kiselinu, posebice Lactobacillus i Pediococcus, cesti su
nepozeljni mikroorganizmi u pocetnim fazama proizvodnje piva (Suzuki, 2015.). Medutim,
starter-kulture takvih bakterija mogu suzbijati kontaminaciju piva gljivicama i mikotoksinima
(Halasz i Lasztity, 2009; Lowe i sur, 2004). Oliveira i sur. 2015. su dokazali da Lactobacillus
reuteri R29 moze smanjiti rast plijesni roda Fusarium za 23% i proizvodnju deoksinivalenola za
83%.

Kvasci potrebni za fermentaciju (Saccharomyces cerevisiae) pokazali su sposobnost djelomi¢ne
dekontaminacije piva vezuc¢i mikotoksine poput aflatoksina B1. U vezanju su ucinkovitije bile
nevijabilne nego vijabilne stanice kvasca (Shetty i sur., 2007). Kao $to je navedeno u uvodu ovog
rada, anorganski adsorbensi dodani u pivo tijekom procesa bistrenja takoder mogu smanjiti

koncentraciju mikotoksina u pivu.
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5. ZAKLJUCCI

U ovom diplomskom radu potvrdena je prikladnost koriStene analiticke metode za ekstrakciju i

detekciju 5-metoksisterigmatocistina. Dobiveni limit detekcije u ovoj metodi iznosi 3,2 pg/mL.

5-metoksisterigmatocistin je detektiran u 27 od 58 analiziranih uzoraka. Ovo je prvi rad koji
izvjeStava o prisutnosti 5-MET-a u pivu, i u nekom prehrambenom proizvodu opcenito. Ovi
dobiveni rezultati nadovezuju se na radove u kojima je strukturno srodan STC pronaden u
prehrambenim proizvodima, kao i na radove u kojima je 5-MET pronaden u vlaznim prasnjavim
zatvorenim prostorima. Uvjeti skladiStenja sirovina i proizvodnje vjerojatan su uzrok

kontaminacije ovim mikotoksinom.

Iako nalazi ovog istrazivanja predstavljaju jasan signal za potencijalnu javnozdravstvenu opasnost
(prisutnost genotoksi¢nog 1 citotoksicnog mikotoksina u Siroko konzumiranoj vrsti proizvoda),
postoji nekoliko ogranicenja koja sprecavaju donoSenje jasne procjene rizika. Prvo, 5-
metoksisterigmatocistin je slabo istrazen — nije poznato u kojoj je mjeri Stetan ljudskom zdravlju,
i koje njegove koncentracije predstavljaju opasnost. Uz to, nekoliko ograni¢enja ti¢u se ovog
oblika istrazivanja. Potrebno je ispitati ove uzorke sofisticiranijom analitickom metodom, te
uzorkovati veci broj $to raznolikijih vrsta kako bi se utvrdilo je li kontaminacija 5-MET-om

povezana s nekom karakteristikom piva ili njegove proizvodnje.
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7. SAZETAK

5-metoksisterigmatocistin (5-MET) je slabo istrazeni mikotoksin za kojeg je zabiljezeno da ima
citotoksi¢na i genotoksi¢na svojstva. Strukturno je srodan sterigmatocistinu (STC), zajedno s
kojim ga mogu proizvoditi plijesni roda Aspergillus serije Versicolores. Te su plijesni Cesto
prisutne u zatvorenim vlaznim i prasnjavim prostorima. Takvi prostori mogu biti skladista i
proizvodni pogoni u pivovarama. S obzirom na to da je pivo u Hrvatskoj konzumirano u velikim
koli¢inama, prisutnost ovih aspergila i biosinteza mikotoksina predstavljaju javnozdravstveni rizik
ako je pivo kao krajnji proizvod kontaminirano 5-MET. Za analizu je skupljeno 58 razlicitih
uzoraka piva s hrvatskog trzista. Ekstrakcija je provedena koriStenjem acetonitrila kao otapala,
isoljavanjem 1 propuStanjem uzorka kroz SPE kolonu. Pripremljeni ekstrakti analizirani su
tankoslojnom kromatografijom. Stacionarna faza bio je silikagel 60, a mobilna faza smjesa
toluena, etil-acetata i mravlje kiseline (90% v/v) u omjeru 5:4:1. Za pojacanje fluorescencije ploce
su susene, grijane i prskane etanolnom otopinom aluminijeva klorida. Limit detekcije za 5-MET
iznosio je 3.2 ug/mL. 5-MET je detektiran u 27 od 58 (46,55%) uzoraka. Njegova prisutnost
potvrdena je UV-Vis spektroskopijom nakon ekstrakcije strugotine s TLC ploce. Rezultati ovog
istrazivanja predstavljaju prvi nalaz 5-MET u pivu. Takoder, potvrduju prikladnost primijenjene
metode te predstavljaju signal za potencijalnu javnozdravstvenu opasnost, imaju¢i na umu
ogromnu potro$nju piva. Istrazivanja koja ukljucuju veci broj uzoraka te primjenjuju sofisticiranije
kromatografske tehnike (poput LC/MS) omogucila bi precizniju interpretaciju ovih rezultata i
kvantitativnu analizu 5-MET. Uz to, omogucila bi osjetljiviju detekciju (detekciju 5-MET u
manjim koncentracijama) i selektivniju detekciju (s ve¢om razinom sigurnosti da je u pitanju 5-

MET a ne neki strukturno srodan spoj).
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8. SUMMARY

5-methoxysterigmatocystin (5-MET) is unsufficiently investigated cytotoxic and genotoxic
mycotoxin. It is structurally related to sterigmatocystin (STC) and produced namely by molds from
the genus Aspergillus, series Versicolores. These molds are frequently found in damp and dusty
indoor environments. In beer production, storage and production spaces fit this description. Given
the high consumption of beer in Croatia, presence of these Aspergillus molds amd their production
of mycotoxins constitutes a public health risk if beer in its end product state is contaminated with
5-MET. Fifty eight different samples of beer marketed in Croatia were collected for the purposes
of this analysis. The extraction was performed by acetonitrile as a solvent, salt-induced
precipitation and phase extraction with SPE columns. The prepared extracts were analysed by thin-
layer chromatography. Silica gel 60 was used as stationary phase and a 5:4:1 mixture of toluene,
ethyl-acetate and formic acid (90% v/v) as mobile phase. To enhance fluorescence, TLC plates
were dried, heated and sprayed with an ethanol solution of aluminium chloride. Limit of detection
(LOD) for 5-MET was 3.2 ug/mL. 5-MET was detected in 27 of 58 (46,55%) samples. Its presence
was confirmed by UV-Vis spectroscopy following the extraction of the spot of interest from the
TLC plate. This is the first time 5-MET has been detected in beer. Additionally, this study confirms
the suitability of the applied method and serves as a signal for a potential public health risk,
considering the high levels of beer consumption. Research that includes a larger number of samples
and uses more sophisticated analytic techniques (such as LC/MS) would allow for a more accurate
interpretation of these results and enable quantitative analysis. Additionally, it would increase
sensitivity (making detection of smaller quantities of 5-MET possible) and selectivity (the

likelihood that 5-MET is detected, as opposed to structurally related compounds).
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