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1.UVOD 
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 Bakterije mliječne kiseline (BMK) čine grupu nesporogenih, gram-pozitivnih bakterija 

koje  rastu u mikroaerofilnim do isključivo anaerobnim uvjetima. Nalaze se u hrani (mliječni 

proizvodi, fermentirano meso, fermentirano povrće, probiotički proizvodi itd.), na biljkama, u 

otpadnim vodama, ali i u genitalnom i intestinalnom traktu ljudi i životinja. Bakterije mliječne 

kiseline tradicionalno se koriste kao industrijski mikroorganizmi koji imaju GRAS (eng. 

Generaly Regarded As Safe) status. Njihova široka primjena u biotehnološkoj industriji za 

konzerviranje većine fermentiranih namirnica temelji se na razgradnji ugljikohidrata iz kojih 

se proizvode krajnji proizvodi primarnog metabolizma (mliječna kiselina, octena kiselina, 

etanol itd.) i bakterijska biomasa. Osim ovih metabolita BMK još proizvode manju količinu 

ostalih međuprodukata: diacetila, acetoina, acetona, acetaldehida, te maslačnu, propionsku, 

mravlju kiselinu i druge spojeve koji utječu na svojstvenu aromu fermentiranih namirnica. Tu 

vrstu mliječno kisele fermentacije provode bakterije iz rodova Streptococcus, Pediococcus i 

različite vrste iz roda Lactobacillus i Leuconostoc. Tijekom mliječno kisele fermentacije 

pojedinih sirovina BMK mogu biti izložene djelovanju mikotoksina. Žitarice, orašasti plodovi i 

mlijeko su sirovine koje često sadrže plijesni. Neke vrste plijesni (Aspergillus, Penicillium, 

Fusarium itd.) proizvode mikotoksine kao svoje sekundarne metabolite. Mikotoksini su 

termostabilni spojevi, koji se razaraju na temperaturama od 250-300 ºC, a koji se ne koriste 

u prehrambenoj industriji. Stoga, sirovine u kojima su dokazane plijesni, potencijalni 

producenti mikotoksina, nose određeni zdravstveni rizik za zdravlje potrošača. Primjer  

sirovina s mikotoksinima su recimo mlijeko i kiselo tijesto. Bakterije mliječne kiseline su 

dominantne u kiselom tijestu pa reologija, okus, miris i nutritivne karakteristike kruha 

proizvedenog uz pomoć kiselog tijesta ovise o njihovoj aktivnosti. BMK koje se koriste u 

pripremi kiselog tijesta potječu iz samih žitarica, kontaminacije pekarskog kvasca ili same 

mlinarske i pekarske industrije. Za proizvodnju fermentiranih mlijeka upotrebljavaju se 

mljekarske kulture, najčešće sastavljene od bakterija mliječne kiseline. Ovdje se uloga BMK 

odnosi na njihovu sposobnost acidifikacije mlijeka, tvorbu okusa i oblikovanja teksture 

proizvoda. Drugim riječima, stvoreni produkti u fermentiranom mlijeku rezultat su 

biokemijskih oksido-redukcijskih reakcija razgradnje organskih spojeva uz oslobađanje 

energije, koje kataliziraju mikrobni enzimi iz sastava kulture. Životinje (krave, ovce, koze) 

koje konzumiraju hranu zaraženu mikotoksinima (krmiva, kukuruz itd.) daju mlijeko 

kontaminirano mikotoksinima.  

 S obzirom na prisutnost mikotoksina u navedenim sirovinama cilj ovog rada bio je 

ispitati u kojoj mjeri prisustvo ispitivanih mikotoksina u hranjivoj podlozi utječe na rast i 

fermentacijsku aktivnost korištenih BMK. 
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2.1. BAKTERIJE MLIJEČNE KISELINE 

 

 Bakterije mliječne kiseline (BMK) vjerojatno su najrasprostranjenija skupina bakterija 

povezana s čovjekom. Prirodno su povezane s mukoznim površinama (usna šupljina, 

gastrointestinalni i genitalni sustav čovjeka i životinja), prirodna su populacija hrane (mlijeko, 

meso, vino) i biljaka (voća, povrća i žitarica). BMK čine specifičnu skupinu srodnih bakterija 

koje rastu samo na kompleksnim hranjivim podlogama u mikroaerofilnim ili samo u 

anaerobnim uvjetima te proizvode mliječnu kiselinu kao krajnji proizvod metabolizma. To su 

industrijski vrlo važni mikroorganizmi koji imaju presudnu ulogu u fermentaciji mliječnih 

proizvoda, mesa, povrća, vina, kave, kakaa i silaže. Osim nekoliko patogenih vrsta roda 

Streptococcus, većina vrsta BMK pripada neškodljivim korisnim bakterijama. Karakterizira ih 

GRAS status (engl. Generaly Regarded As Safe) (Samaržija, 2015). 

 Pojam „bakterije mliječne kiseline“ skupni je naziv za oko 50 različitih vrsta bakterija 

koje su klasificirane u ove rodove: Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, 

Pediococcus, Enterococcus, Sporolactobacillus, Bifidobacterium, Aerococcus, Carnobacterium, 

Tetragenococcus, Vagococcus, Weisella, Oenococcus, Alloiococcus, Dolosigranulum, 

Globicatella, Actinomyces i Atopobium. 

 BMK energiju dobivaju fermentacijom ugljikohidrata, a većina saharida i oligosaharida 

transportira se u stanicu uz pomoć specifičnih permeaza te se fosforiliraju unutar stanice 

pomoću ATP-ovisnih kinaza. Za razgradnju heksoza, BMK koriste glikolizu ili Embden-

Meyerhof-Parnasov put i 6-fosfoglukonat/fosfoketolazni put. S obzirom na način kojim 

fermentiraju heksoze, BMK se dijele u dvije grupe (slika 1): homofermentativne bakterije ( 

jedini proizvod razgradnje izvora ugljika je mliječna kiselina) i heterofermentativne bakterije 

(osim mliječne kiseline nastaju i drugi proizvodi metabolizma npr. etanol, octena kiseline i 

CO2)(Šušković, 1996). 
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Slika 1. Metabolizam šećera i proteina u stanicama BMK (Gobbetti i Gänzle, 2013) 

2.2. MIKOTOKSINI 

 

 Mikotoksini (gr. mykes – gljiva, gr. toxicon – otrov) su sekundarni metaboliti plijesni 

vrlo različite strukture s različitim biološkim učincima. Sintetiziraju se u nizu reakcija 

kataliziranih enzimima od velikog broja biokemijski jednostavnih međuprodukata primarnog 

metabolizma. Mikotoksini mogu ući u prehrambeni lanac izravnom ili neizravnom 

kontaminacijom. U izravnoj kontaminaciji, prehrambeni materijal (sirovina) je osnova rasta 

toksikogene plijesni (gotovo sve namirnice mogu biti podloge za rast plijesni u tijeku njihove 

proizvodnje, prerade, transporta i skladištenja). Nasuprot tome, neizravna će se 

kontaminacija pojaviti kada su dodaci namirnicama kontaminirani mikotoksinima (Duraković i 

Duraković, 2000). Niske su molekularne mase, ne sudjeluju u primarnom metabolizmu 

plijesni i nemaju određenu metaboličku funkciju pri njihovu rastu i razvoju. Primarni 

metabolizam uobičajen je za većinu vrsta plijesni, dok je tvorba sekundarnih metabolita 

ovisna o vrsti i soju plijesni te njenim genetskim osobinama. Biosinteza sekundarnih 

metabolita plijesni nastaje i kao odgovor na okolišne uvjete, odnosno fizikalno-kemijske 
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parametre (količina slobodne vode- aW, temperatura, količina kisika, sastav i pH supstrata) 

(Yiannikouris i Jouany, 2002). 

 Mikotoksini, kao česti onečišćivači hrane, uz brojne značajne štete u gospodarstvu, 

uzročnici su različitih bolesti, najčešće putem hrane, rjeđe respiratornim putem. Bolesti koje 

uzrokuju su mikotoksikoze. Prisutnost mikotoksina u hrani (žitaricama) poznata je više od 

tisuću godina, ali tek u posljednjih četrdesetak godina, razvojem tehnologije izoliraju se i 

identificiraju pojedini toksini. Istraživanja mikotoksina i bolesti koje uzrokuju potaknula je 

izolacija toksičnogspoja iz plijesni Aspergillusflavus 1960. godine u Velikoj Britaniji. Tom 

prilikom uginulo je 100 000 purana od nepoznate bolesti nazvane „X disease“. Kao uzročnik 

toksikoze identificirana je molekula nazvana aflatoksin. 

 Od dvjestotinjak do sada poznatih mikotoksina, najznačajniji su: aflatoksini (AFB1, 

AFM1), okratoksini (OTA), zearalenon (ZEA, F-2), fumonizini (FB1, FB2), trihoteceni (T-2 

toksin) i patulin (PAT) (HAH, 2013.). 

2.2.1. AFLATOKSIN 

 

 Aflatoksine sintetizira ograničeni broj sojeva plijesni iz rodova Aspergillus, Penicilliumi 

Fusarium (slika 2). Predstavljaju smjesu kemijski srodnih spojeva među kojima su najvažniji 

predstavnici aflatoksini B1, B2, G1, G2, M1 i M2 (slika 3). Oznake B i G obilježavaju boju kojom, 

pri određenoj valnoj duljini UV- svjetla, aflatoksini fluoresciraju (eng. B-Blue, plavo; G-Green, 

zeleno), a M prema supstratu (eng. milk, mlijeko) iz kojeg su izolirani (Prasanna i sur., 

1975). 

 

Slika 2. Mikroskopski snimak plijesni Aspergillus, Penicillium i Fusarium (Perši i sur.,2011) 
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 Toksično djelovanje aflatoksina se očituje na nivou interakcije sa genetskim 

materijalom. Molekula aflatoksina prodire u stanicu, a zatim ulazi između baznih parova DNK. 

Ubačena molekula aflatoksina u velikoj mjeri usporava proces prenošenja informacije DNK. 

Često se stvaraju greške u transkripciji DNK, a posljedica toga je inhibicija sinteze proteina, 

tj. sintetiziraju se "pogrešni" proteini. 

 

Slika 3. Strukturne formuleaflatoksina B1 i M1 (HAH, 2013.) 

 

2.2.2. ZEARALENON 

 

 Zearalenon (ZEA) ili F-2 toksin je prirodni metabolit nekoliko vrsta plijesni iz roda 

Fusarium i to najčešće F. graminearum, F. roseum, F. tricinctum, F. oxysporum i F. 

moniliforme (Mirocha i sur., 1974). Nema sumnje da se ekološki uvjeti za biosintezu 

mikotoksina bitno razlikuju od sveopćih uvjeta, pa bujan rast toksikogene plijesni nije nužno 

povezan i sa biosintezom tog toksina. Rezultati istraživanja mnogih autora upućuju da je 

period niskih temperatura, odnosno naizmjenično smjenjivanje niskih i viših temperatura 

nužno za sintezu strukture zearalenona, jer se enzimi koji omogućavaju biosintezu F-2 

toksina aktiviraju pri nižim temperaturama. Pripada grupi fitoestrogena i do sada je 

identificirano 15 različitih derivata koji posjeduju različitu biološku aktivnost. Imaju 

konfiguraciju sličnu estrogenim supstancama (estradiol, estriol i stilbestrol). 

 Zearalenon (C18H22O5, slika 4) je bijeli kristal s molnom masom 318,36 g mol-1 i 

talištem 164-165 ºC. Dobro je topiv u eteru, benzenu, kloroformu, metilkloridu, etilacetatu, 

acetonitrilu i alkoholu, slabo je topljiv u petroleteru, dok je u vodi, ugljikdioksidu i 

ugljiktetrakloridu netopljiv. Zearalenon je stabilan spoj, pa se tijekom skladištenja/mljevenja i 
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prilikom prerade/kuhanja hrane pri visokim temperaturama ne raspada. Glavni je 

kontaminant kukuruza (slika 5), ali se može naći na pšenici, zobi, riži, ječmu, u kruhu, grahu 

i u sijenu (Christensen, 1965; Okoye, 1986; Jimenez i sur.,1997). 

 

 

Slika 4. Strukturna formula zearalenona (C18H22O5) (Kašaj, 2011.) 

 

 

Slika 5. Kukuruz kontaminiran plijesni Fusarium (Poljoprivreda i selo) 

 

2.3. Mikotoksini u hrani 

 

 Tijekom mliječno kisele fermentacije pojedinih sirovina BMK mogu biti izložene 

djelovanju mikotoksina. Žitarice, kao i začini, sjemenke uljarica, orašasti plodovi i mlijeko su 

sirovine koje često sadrže plijesni koje proizvode mikotoksine. 
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 Žitarice i proizvodi od žitarica (brašno) vrlo su pogodne sirovine za rast plijesni. Oko 

25 % svjetske proizvodnje žitarica kontaminirano je sa mikotoksinima.  Same plijesni mogu 

rasti na plodovima prije žetve, nakon žetve, tijekom procesiranja i skladištenja. Time se i 

tvorba mikotoksina, koja već započne u polju, nastavlja u skladištima gdje toksikogene 

plijesni ili počinju ili nastavljaju proizvoditi svoje metabolite. To se događa pogotovo ako se 

skladište žitarice s oštećenim zrnjem ili brašnastim naslagama loma ili kada se skladište u 

prostorima sa starim urodom. Najčešći mikotoksini pronađeni u žitaricama su aflatoksini, 

okratoksin A, fumonizini i zearalenon od kojih je najtoksičniji aflatoksin. Ministarstvo zdravlja 

2012. godine iznijelo je Pravilnik (NN 146/2012 ) o najvećim dopuštenim količinama 

određenih kontaminanata u hrani čime je iznešena i najveća dopuštena količina sadržaja 

aflatoksina u hrani (zbroj aflatoksina B1, B2, G1 i G2) kao i najveći dopušteni sadržaj 

aflatoksina B1 koji je daleko najtoksičniji sastojak. Prema navedenom Pravilniku aflatoksin je 

reguliran za sve žitarice i proizvode od žitarica, uključujući prerađene proizvode na bazi 

žitarica te najveća dopuštena količina B1 aflatoksina iznosi 2,0 µg kg-1, a zbroja B1, B2, G1 i 

G2 aflatoksina 4,0 µg kg-1. Za prerađenu hranu na bazi žitarica i hranu da dojenčad i malu 

djecu najveća dopuštena količina B1 aflatoksina je 0,10 µg kg-1 (Bilandžić i sur.,2013). 

 U mlijeku, kao jednom od najčešće korištenih prehrambenih proizvoda na dnevnoj 

bazi također možemo naći mikotoksine. Najučestaliji mikotoksin u mlijeku je aflatoksin M1. 

Životinje (krave, ovce, koze) koje konzumiraju hranu zaraženu mikotoksinima (krmiva, 

kukuruz itd.) daju mlijeko kontaminirano mikotoksinima. Ako se koristi kontaminirana hrana, 

aflatoksin M1 će se pojaviti u mlijeku dva do tri dana nakon ingestije. Isto tako, dva do tri 

dana nakon primjene hranidbe bez aflatoksina dolazi do smanjenja koncentracija aflatoksina 

M1 u mlijeku (Pitet, 1998; Prandini i sur., 2009). Izloženost aflatoksinu M1 u ljudi (najviše su 

izloženi dojenčad i djeca) nastaje endogenom proizvodnjom ili unosom mliječnim 

proizvodima. Aflatoksin M1 je relativno stabilan spoj u sirovom i obrađenom mlijeku te na 

njegovo prisustvo ne utječe postupak pasterizacije ili prerade u sir. Prijenos aflatoksina od 

hrane do mlijeka u mliječnih krava je pod utjecajem prehrambenih i fizioloških čimbenika, 

uključujući i režim hranidbe, stupanj digestije, zdravlje životinja, biotransformacijski kapacitet 

jetre te proizvodnju mlijeka (Duarte i sur., 2013). Hladne i tople sezone utječu na zagađenje 

aflatoksinima time što su u proljeće i ljeto dostupne svježe namirnice za prehranu stoke kao 

što su ispaša, trava, korov i sirova hranjiva. U vrijeme hladnih mjeseci puno se češće koriste 

suha pripremljena hranjiva ili koncentrati. U hrvatskim ruralnim područjima česta je ishrana 

suhim sijenom koje nepravilnim skladištenjem uz neadekvatne uvjete može rezultirati 

pojavom aflatoksikotvornih plijesni, a time i zagađenje hranjiva toksinima (Kamkar, 2005.). U 
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Hrvatskoj je Ministarstvo zdravlja  izdalo Pravilnik o najvećim dopuštenim količinama 

određenih kontaminanata u hrani (NN 146/2012.) prema europskoj direktivi 466/2001/EC 

(EC, 2001). Najveća dopuštena količina (NDK) za aflatoksin M1 za sirovo mlijeko, toplinski 

obrađeno mlijeko i mlijeko za proizvodnju mliječnih proizvoda je 0,05 μg kg-1. Za hranu za 

dojenčad te mlijeko za posebne medicinske potrebe namijenjeno posebno dojenčadi NDK je 

0,025 μg kg-1 aflatoksina M1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.EKSPERIMENTALNI DIO 
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3.1. Materijali 

 3.1.1. Proizvodni mikroorganizmi 

 Ispitivan je utjecaj mikotoksina na fermentacijsku aktivnost bakterija mliječne kiseline  

pri čemu su korištene BMK: Leuconostoc mesenteroides i Pediococcus pentosaceus uzete iz 

zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju vrenja i kvasca Prehrambeno-

biotehnološkog fakulteta u Zagrebu, te Lactobacillus plantarum B i Lactobacillus plantarum 

K1 uzete iz zbrike mikroorganizama Laboratorija za opću mikrobiologiju i mikrobiologiju 

namirnica Prehrambeno-biotehnološkog fakulteta u Zagrebu. 

 3.1.2. Mikotoksini 

 Za provedbu eksperimenta korištena su dva mikotoksina, svaki u dvije koncentracije 

(Tablica 1). 

Tablica 1. Mikotoksini i njihove koncentracije (µg mL-1) 

koncentracija AFLATOKSIN ZEARALENON 

1 20 75 

2 10 50 

 

 3.1.3. Hranjiva podloga 

 Za uzgoj inokuluma BMK te ispitivanje utjecaja mikotoksina na fermentacijsku 

aktivnost BMK korištena je Man-Rogosa-Sharpe (MRS) podloga (De Man i sur., 1960) čiji je 

sastav prikazan u tablici 2. 

Tablica 2. Sastav MRS podloge 

sastojak g L-1 sastojak g L-1 

Glukoza 20 NH4-citrat 2 

Mesni ekstrakt 10 Na-acetat 2 

Kazein hidrolizat 10 MnSO4 * 4H2O 0,05 

Kvašćev ekstrakt 10 MgSO4 * 7 H2O 0,10 

K2HPO4 5 Tween 80 1 
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3.2. Metode 

 3.2.1. Određivanje metabolita mliječno-kisele fermentacije HPLC metodom 

 

 Visokoučinkovita tekućinska kromatografija (HPLC-High Performance Liquid 

Chromatography) (slika 6) predstavlja vrstu kromatografije koja ima velike mogućnosti 

razdvajanja najsloženijih smjesa. Mobilna faza je tekućina, a stacionarna faza je čvrsta tvar 

(porozna ili granulirana) ili tekućina (tanki film vezan na čvrsti inertni nosač). 

Visokoučinkovita tekućinska kromatografija korištena je za određivanje koncentracija 

produkata mliječno-kisele fermentacije tijekom uzgoja BMK u MRS podlozi, prema 

modificiranoj metodi Lefebvre i suradnika (2002). 

 

Priprema otopine standarda:  

 Standardi određenih koncentracija mliječne, octene i mravlje kiseline potrebni za 

izradu baždarnih pravaca, priređeni su razrjeđivanjem standardne otopine svakog pojedinog 

metabolita. Na dobivenim kromatogramima očitano je retencijsko vrijeme svakog metabolita 

te su iz ovisnosti površine ispod pikova o masenoj koncentraciji standarda nacrtani baždarni 

pravci i izračunate pripadajuće jednadžbe pravaca. 

Priprema uzorka: 

 Prethodna obrada uzoraka prije analize je neophodna da bi se postigla ekstrakcija 

organskih kiselina te da bi se iz uzoraka uklonili proteini. 1 mL uzorka supernatanta 

dobivenog centrifugiranjem suspenzije bakterija je pomiješano i homogenizirano s vodom u 

odmjernoj tikvici od 50 mL. U odmjernu tikvicu je zatim dodano 5 mL Carrez I otopine (kalij 

(II) – heksaferocijanit; 0,085 mol L-1) i 5 mL Carrez II otopine (cink sulfat; 0,25 mol L-1) da bi 

se istaložili proteini. Homogenizacijom je ujednačen sadržaj u tikvici. Slijedi neutralizacija 

uzorka sa 0,1 M NaOH do pH 7,5-8,5. Volumen je nadopunjen do 50 mL destiliranom vodom 

i filtriran je cijeli sadržaj kroz standardni filter papir. Filtrat je nakon toga ponovo profiltriran 

kroz špricu sa filterom 0,45 µm. Takav uzorak je spreman za injektiranje u HPLC kolonu.  

Kromatografski uvjeti za određivanje organskih kiselina: 

Kromatograf:   ProStarVarian 230  

Kolona:   MetaCarb 87H, 300 × 7,8 mm (Agilent Technologies) 

Pokretna faza:   5 mM H2SO4  (protok 0,6 ml min-1) 

Eluiranje:    izokratno 
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Detektor:    PhotodiodeArray ( = 210 nm)  

Temperatura kolone:  60°C 

Vrijeme trajanja:  30 min 

Injektirani volumen:  10 µL 

Identifikacija i kvantifikacija spojeva: 

          Identifikacija metabolita provedena je usporedbom vremena zadržavanja razdvojenih 

spojeva (Rt) s vremenima zadržavanja standarda (tablica 3). 

Kvantitativne vrijednosti pojedinačnih spojeva izračunate su iz jednadžbe baždarnih pravaca 

(slika 7 i slika 8). 

 

Slika 6. Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti (vlastita fotografija) 

 

Slika 7. Baždarni dijagram mliječne kiseline 

y = 8E+06x - 63003 
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Slika 8. Baždarni dijagram octene kiseline 

 

Tablica 3. Retencijska vremena praćenih metabolita na navedenoj koloni i pri navedenim 

uvjetima kromatografije 

Metaboliti Retencijsko vrijeme (min) 

Mliječna kiselina 12,0 

Octena kiselina 14,3 

 

 3.2.2. Određivanje koncentracije glukoze enzimskom (PAP) metodom 

 

 Potrošnja glukoze kao osnovnog izvora ugljika u MRS podlozi je određivana na kraju 

uzgoja, prema glukoza-PAP metodi (Trinder, 1969). Načelo na kojem se zasniva PAP metoda 

je da glukoza-oksidaza (GOD) oksidira glukozu u glukonsku kiselinu, pri čemu nastaje 

vodikov peroksid (H2O2). Nastali H2O2 uz peroksidazu (POD) oksidira bezbojni kromogen u 

obojeni spoj, a intenzitet boje razmjeran je koncentraciji glukoze u uzorku. 

 Za provođenje ekperimenta pripremljene su 3 otopine-slijepa proba, standard i 

uzorak. Za slijepu probu  je otpipetirano 1 mL reagensa R1 (otopina 4-aminoantipirina (PAP) 

c = 0,25 mmol L-1, glukoza-oksidaza (GOD) >15 kU L-1, peroksidaza (POD) >1,5 kU L-1, fenol 

c=0,75 mmol L-1, fosfatni pufer (pH 7,5) c=0,1 mmol L-1) i 10 µL deionizirane vode. Za 

y = 6E+06x - 15655 

R² = 1 
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standard je otpipetirano  1 mL reagensa R1 i 10 µL standarda (otopina glukoze, c = 5,55 

mmol L-1) i za uzorak je otpipetirano 1 mL reagensa R1 i 10 µL našeg uzorka (nakon 24 sata 

djelovanja mikotoksina). Otopine su zatim ostavljene u termostatu 10 minuta na 37ºC. 

Nakon termostatiranja otopinama je izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 500 nm i iz 

dobivenih apsorbancija izračunata je koncentracija glukoze u g L-1 prema formuli 1. 

 

𝛾 =
A500 (𝑢𝑧𝑜𝑟𝑎𝑘)

𝐴500 (𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑)
                                                                          [1] 

 

 3.2.3. Praćenje rasta BMK mjerenjem optičke gustoće 

 

 Za praćenje rasta BMK mjerenjem optičke gustoće u hranjivoj podlozi sa i bez 

mikotoksina korišten je UV/Vis spektrofotometar Unicam Helλos β (slika 9). Uzorci su iz 

Erlenmeyerovih tikvica preneseni u kivete promjera 10 mm, a optička gustoća određena je 

pri valnoj duljini (λ) od 600 nm (OD600)svakih 2 sata tijekom uzgoja. Apsorbancija 

suspenzije BMK bez mikotoksina postavljena je kao referentna vrijednost. 

 

 

Slika 9. UV/Vis spektrofotometar Unicam Helλos β (vlastita fotografija) 
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 3.2.4. Određivanje pH vrijednosti  

 

 Uzorcima izuzetim svakih 2 sata tijekom uzgoja BMK direktno je mjerena pH 

vrijednost s digitalnim pH-metrom (Schott Typ:CG 842) (slika 10). 

 

Slika 10. pH-metar Schott Typ:CG 842 (vlastita fotografija) 
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Bakterije mliječne kiseline čine specifičnu skupinu srodnih bakterija koje rastu 

u mikroaerofilnim ili anaerobnim uvjetima te proizvode mliječnu kiselinu kao krajnji 

proizvod metabolizma. To su industrijski vrlo važni mikroorganizmi koji se upotrebljavaju kao 

starter kulture za dobivanje različitih fermentiranih proizvoda. Tijekom mliječno kisele 

fermentacije pojedinih sirovina BMK mogu biti izložene djelovanju mikotoksina. Mikotoksini  

su toksični sekundarni metaboliti određenih vrsta plijesni i uglavnom se smatraju neizbježnim 

onečišćivačima hrane za ljude i životinje i predstavljaju veliki problem u cijelom svijetu.  

Cilj rada bio je ispitati utjecaj mikotoksina (aflatoksina i zearalenona-svakog u dvije 

različite koncentracije) na rast i fermentacijsku aktivnost odabranih bakterija mliječne 

kiseline: Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus pentosaceus, Lactobacillu splantarum B i 

Lactobacillus plantarum K1. 

Prilikom provedenog istraživanja tijekom 24 sata praćena je pH vrijednost te optička 

gustoća hranjive podloge fermentirane sa BMK uz prisustvo i bez prisustva mikotokisna 

aflatoksina i zearalenona, te su na kraju provođenja ekperimenta, nakon 24 sata uzgoja, 

određene koncentracije metabolita bakterija mliječne kiseline te koncentracija glukoze kao 

osnovnog izvora ugljika. 

Kako je već spomenuto, s obzirom na način kojim fermentiraju heksoze, BMK se dijele u 

dvije grupe: homofermentativne bakterije (jedini proizvod razgradnje izvora ugljika je 

mliječna kiselina) i heterofermentativne bakterije (osim mliječne kiseline nastaju i drugi 

proizvodi metabolizma npr. etanol, octena kiseline i CO2). U tablici 4 prikazane su 

koncentracije metabolita (mliječne i octene kiseline) bakterija mliječne kiseline bez prisustva i 

uz prisustvo različitih koncentracija mikotoksina aflatoksina i zearalenona te koncentracija 

glukoze nakon 24 sata uzgoja. Rezultati su pokazali da navedeni mikotoksini u primjenjenim 

koncentracijama nemaju utjecaj na fermentacijsku aktivnost ispitanih BMK. 
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Tablica 4. Koncentracije metabolita bakterija mliječne kiseline bez prisustva i uz prisustvo 

različitih koncentracija mikotoksina aflatoksina i zearalenona nakon 24 sata 

 

BMK 

 

 

Mikotoksin 

Mikotoksin  

koncentracija 

(µg mL-1) 

Metaboliti 

Mliječna kiselina 

(mg mL-1) 

Octena kiselina 

(mg mL-1) 

Glukoza 

(mg mL-1) 

 

L.
 p

la
n
ta

ru
m

 K
1
 

Slijepa proba 18,75 2,46 0,02 

aflatoksin 

 

20 18,17 2,62 0 

10 17,78 2,57 0,02 

zearalenon 75 17,96 2,50 0,02 

50 17,28 2,55 0 

 

L.
 p

la
n
ta

ru
m

 B
 

Slijepa proba 17,15 2,20 0,018 

aflatoksin 20 17,47 2,29 0,002 

10 17,62 2,27 0,028 

zearalenon 75 17,22 2,31 0,002 

50 17,41 2,18 0,002 

 

L.
 m

e
se

n
te

ro
id

e
s 

Slijepa proba 19,10 2,03 0,02 

aflatoksin 20 19,52 2,09 0,03 

10 18,32 2,23 0,06 

zearalenon 75 19,01 1,97 0,04 

50 18,28 2,12 0,03 

 

P
. 
p
e
n
to

a
ce

u
s 

Slijepa proba 15,61 1,97 2,12 

aflatoksin 20 14,90 1,98 2,06 

10 15,32 2,00 2,62 

zearalenon 75 15,19 2,00 2,35 

50 15,10 1,93 2,33 
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Mjerenjem pH vrijednosti hranjive podloge fermentirane s bakterijama mliječne 

kiseline bez dodatka i uz dodatak različitih koncentracija mikotoksina aflatoksina i 

zearalenona tijekom 24 sata vidi se da se one svakim daljnjim satom smanjuju (nema 

porasta ili stagnacije vrijednosti) što je zapravo normalno jer bakterije mliječne kiseline troše 

glukozu koju prevode u svoj glavni metabolit-mliječnu kiselinu koja snižava pH (tablica 5 i 

tablica 6). Prema ovim rezultatima pH vrijednosti vidi se da nije došlo do utjecaja 

mikotoksina na fermentacijsku aktivnost BMK. 
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Tablica 5. pH vrijednosti hranjive podloge fermentirane s bakterijama mliječne kiseline bez 

dodatka i uz dodatak različitih koncentracija mikotoksina aflatoksina tijekom 24 sata 

      

Bakterije mliječne kiseline 
Vrijeme  

Mikotoksin 

 

Koncentracija 

(h)   mikotoksina 

    (µg mL-1) L. plantarum 
K1 

L. plantarum 
B 

P. pentosaceus L. mesenteroides 

      

0 Slijepa proba 6,37 6,64 6,66 6,43 

aflatoksin 20 6,41 6,77 6,73 6,47 

10 6,4 6,72 6,65 6,47 

2 Slijepa proba 6,31 6,57 6,62 6,23 

aflatoksin 20 6,39 6,58 6,62 6,26 

10 6,36 6,59 6,61 6,24 

4 Slijepa proba 6 6,5 6,41 5,75 

aflatoksin 20 6,05 6,51 6,42 5,81 

10 5,94 6,51 6,42 5,81 

6 Slijepa proba 5,19 6,14 5,77 4,96 

aflatoksin 20 5,28 6,16 5,91 5,08 

10 5,22 6,11 5,9 5,07 

8 Slijepa proba 4,61 5,1 5 4,58 

aflatoksin 20 4,67 5,15 5,11 4,7 

10 4,62 5,12 5,04 4,69 

10 Slijepa proba 4,27 4,54 4,66 4,36 

aflatoksin 20 4,28 4,55 4,7 4,41 

10 4,27 4,54 4,72 4,45 

24 Slijepa proba 4,03 3,99 4,17 3,96 

aflatoksin 20 4,04 3,98 4,17 3,97 

10 4,02 4,02 4,16 3,97 
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Tablica 6.pH vrijednosti hranjive podloge fermentirane s bakterijama mliječne kiseline bez 

dodatka i uz dodatak različitih koncentracija mikotoksina zearalenona tijekom 24 sata 

      

Bakterije mliječne kiseline 
Vrijeme  

 
Mikotoksin 

 

 
Koncentracija 

(h)   mikotoksina 

   (µg mL-1) L. plantarum 
K1 

L. plantarum 
B 

P. pentosaceus L. mesenteroides 

     

0 Slijepa proba 6,37 6,64 6,66 6,43 

zearalenon 75 6,39 6,69 6,67 6,44 

50 6,39 6,68 6,66 6,43 

2 Slijepa proba 6,31 6,57 6,62 6,23 

zearalenon 75 6,35 6,6 6,62 6,25 

50 6,34 6,59 6,61 6,23 

4 Slijepa proba 6 6,5 6,41 5,75 

zearalenon 75 5,98 6,51 6,47 5,81 

50 6 6,51 6,47 5,79 

6 Slijepa proba 5,19 6,14 5,77 4,96 

zearalenon 75 5,25 6,17 5,99 5,05 

50 5,21 6,18 5,98 5,06 

8 Slijepa proba 4,61 5,1 5 4,58 

zearalenon 75 4,66 5,15 5,38 4,62 

50 4,63 5,14 5,19 4,61 

10 Slijepa proba 4,27 4,54 4,66 4,36 

zearalenon 75 4,3 4,55 4,89 4,37 

50 4,39 4,51 4,74 4,38 

24 Slijepa proba 4,03 3,99 4,17 3,96 

zearalenon 75 3,98 4,01 4,18 3,96 

50 4,03 4,02 4,18 3,99 
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Kako bi se ispitao utjecaj mikotoksina aflatoksina i zearalenona na rast ispitanih BMK tijekom 

rasta praćena je optička gustoća stanica (OD 600nm). Mjerenjem optičke gustoće (OD) 

hranjive podloge s bakterijama mliječne kiseline poraslim bez prisustva i uz prisustvo 

različitih koncentracija mikotoksina aflatoksina i zearalenona kroz 24 sata uzgoja vidi se da 

su oba mikotoksina utjecala samo na rast bakterije Pediococcus pentosaceus (tablica 7 i 8). 

Tablica 7. Optička gustoća hranjive podloge s bakterijama mliječne kiseline poraslim bez 

prisustva i uz prisustvo različitih koncentracija mikotoksina aflatoksina kroz 24 sata uzgoja 

     
Koncentracija Bakterije mliječne kiseline 

Vrijeme Mikotoksin mikotoksina 

(h)   (µg mL-1) L. plantarum 
K1 

L. plantarum 
B 

P. pentosaceus L. mesenteroides 

      

0 Slijepa proba 0,354 0,053 0,215 0,475 

aflatoksin 20 0,365 0,052 0,192 0,488 

10 0,354 0,053 0,209 0,498 

2 Slijepa proba 0,334 0,073 0,255 0,503 

aflatoksin 20 0,335 0,065 0,258 0,492 

10 0,347 0,078 0,249 0,528 

4 Slijepa proba 0,538 0,173 0,448 0,994 

aflatoksin 20 0,562 0,165 0,359 0,97 

10 0,66 0,178 0,425 0,966 

6 Slijepa proba 1,274 0,587 0,929 1,539 

aflatoksin 20 1,306 0,574 0,844 1,475 

10 1,311 0,573 0,875 1,513 

8 Slijepa proba 1,767 1,492 1,468 1,788 

aflatoksin 20 1,772 1,462 1,401 1,736 

10 1,795 1,469 1,417 1,762 

10 Slijepa proba 2,007 1,511 1,726 2,009 

aflatoksin 20 1,998 1,908 1,66 1,934 

10 1,977 1,89 1,747 1,945 

24 Slijepa proba 2,356 2,371 1,835 2,298 

aflatoksin 20 2,356 2,372 1,803 2,251 

10 2,367 2,379 1,875 2,273 
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Tablica 8. Optička gustoća hranjive podloge s bakterijama mliječne kiseline poraslim bez 

prisustva i uz prisustvo različitih koncentracija mikotoksina zearalenona kroz 24 sata uzgoja 

     
Koncentracija Bakterije mliječne kiseline 

Vrijeme Mikotoksin mikotoksina 

(h)   (µg mL-1) L. plantarum 
K1 

L. plantarum B P. pentosaceus L. mesenteroides 

      

0 Slijepa proba 0,354 0,053 0,215 0,475 

zearalenon 75 0,347 0,055 0,198 0,497 

50 0,389 0,055 0,195 0,474 

2 Slijepa proba 0,334 0,073 0,255 0,503 

zearalenon 75 0,322 0,073 0,215 0,517 

50 0,365 0,065 0,228 0,513 

4 Slijepa proba 0,538 0,173 0,448 0,994 

zearalenon 75 0,559 0,162 0,366 0,954 

50 0,605 0,181 0,377 0,932 

6 Slijepa proba 1,274 0,587 0,929 1,539 

zearalenon 75 1,268 0,57 0,752 1,471 

50 1,273 0,515 0,764 1,441 

8 Slijepa proba 1,767 1,492 1,468 1,788 

zearalenon 75 1,728 1,444 1,208 1,769 

50 1,738 1,427 1,251 1,717 

10 Slijepa proba 2,007 1,511 1,726 2,009 

zearalenon 75 1,938 1,893 1,642 2 

50 1,993 1,904 1,664 1,961 

24 Slijepa proba 2,356 2,371 1,835 2,298 

zearalenon 75 2,362 2,394 1,9 2,337 

50 2,336 2,377 1,871 2,294 
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Dobiveni rezultati za BMK Pediococcus pentosaceus oblikuju krivulje rasta bakterija 

(slika 11 i 12) te se mogu jasno uočiti pojedine faze rasta. Lag-faza odnosno faza suzdržanog 

rasta kod sva tri uzorka trajala je do 3.sata, nakon koje bakterija ulazi u eksponencijalnu 

(logaritamsku) fazu koja je trajala do 10.sata uzgoja i naposljetku ulaze u stacionarnu fazu. 

Kod uzoraka s dodanim mikotoksinom aflatoksinom vidi se da je bakterijski rast inhibiran od 

4. do 8. sata eksperimenta za obe koncentracije mikotoksina,nakon čega se inhibicijski rast 

nastavlja samo u uzorku sa aflatoksinom u koncentraciji od  20 µg mL-1 do 24-og sata tj. do 

kraja provođenja ekperimenta (slika 11). Kod uzoraka s dodanim mikotoksinom 

zearalenonom vidi se da je rast bakterijskih stanica inhibiran od  3. do 16. sata provođenja 

eksperimenta što kao rezultat ima nastajanje manje količine biomase (slika 12). Iz 

analiziranih rezultata vidi se da su bakterijske stanice P. pentosaceus i kod prisustva 

aflatoksina i kod prisustva zearalenona do kraja provedbe eksperimenta postigle istu 

koncentraciju biomase što objašnjava da su razvile određeni mehanizam adaptacije. 

 

 

 

Slika 11. Krivulja rastabakterije mliječne kiseline Pentococcus pentosaceus  kroz 24 sata bez 

prisustva i uz prisustvo mikotoksina aflatoksina u dvije različite koncentracije 
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Slika 12. Krivulja rasta bakterije mliječne kiseline Pentococcus pentosaceus kroz 24 sata bez 

prisustva i uz prisustvo mikotoksina zearalenona u dvije različite koncentracije 
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došlo do inhibicije fermentacijske aktivnosti je ta da toksin nije ušao u stanicu pa tako nije 

mogao ni djelovati na metabolizam same bakterije. Druga mogućnost je da se toksin vezao 

na staničnu stjenku bakterijske stanice. Poznato  je da kvasci i BMK imaju mogućnost 

vezanja različitih molekula, kao npr. metalnih iona i toksina, na vezujuće strukture na 

površini svoje stanične stjenke (Brady i sur., 1994; Bolognani i sur., 1997;  Santos i sur., 
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(Bueno i sur., 2006). Dva soja bakterija mliječnih kiselina (Lactobacillus rhamnosus, GG i LC-
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što upućuje na to da su se toksini iz podloge uklonili mehanizmom vezanja, a ne 

metaboličkom aktivnošću bakterija (El-Nezami i sur., 2002). Isto tako, provedena 

istraživanja, upućuju na to da su peptidoglikani stanične stjenke odgovorni za vezanje 

toksina (Lahtinen i sur., 2004; Niderkorn, 2007).  Baš ta sposobnost BMK da vežu toksine 

mogla bi u bliskoj budućnosti imati potencijalnu primjenu u uklanjanju mikotoksina iz hrane i 

organizma ljudi i životinja. Zadnja mogućnost nedjelovanja mikotoksina na fermentacijsku 
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aktivnost BMK je njihova razgradnja ili detoksikacija unutar bakterijske stanice. Pokazano je 

da neki mikroorganizmi proizvode enzime koji mogu promijeniti strukturu mikotoksina i/ili 

proteina koji mogu konjugirati ove spojeve, čineći ih manje toksičnima. Svaki mikotoksin u 

svojoj strukturi ima jednu ili više kemijskih grupa koje mu daju taj toksični učinak (aflatoksin-

laktonski prsten i dvostruka veza u difuranskom prstenu, zearalenon-laktonski prsten i C-4 

hidroksilna grupa) (slika 13), pa da bi došlo do razgradnje ili detoksikacije određenog 

mikotoksina potrebno je da dođe do promjene strukture molekule. Detoksikacija molekule 

aflatoksina nastaje kada je uklonjena dvostruka veza u difuranskom prstenu ili kada je 

laktonski prsten otvoren (Mishra i Das, 2003). To uzrokuje gubitak toksičnosti. 

 

 

Slika 13. Strukturne formule mikotoksina sa njihovim toksičnim komponentama unutar 

molekule (Vanhoutte i sur., 2016) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ZAKLJUČAK 
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 Na temelju provedenog eksperimentalnog dijela te dobivenih i obrađenih rezultata 

mogu se izvesti slijedeći zaključci: 

1. Mikotoksini (aflatoksin- 10 i 20 µg mL-1 i zearalenon-50 i 75 µg mL-1) dodani u podlogu s 

bakterijama mliječne kiseline (Lactobacillus plantarum K1, Lactobacillus plantarum B, 

Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides) kroz 24 sata nisu djelovali na 

fermentacijsku aktivnost BMK što se može objasniti degradacijom mikotoksina u stanici ili 

vezanjem mikotoksina na staničnu stjenku stanice čime se sprečava ulazak mikotoksina u 

stanicu i njegovo inhibitorno djelovanje. 

2.  Mikotoksini (aflatoksin- 10 i 20 µg mL-1 i zearalenon-50 i 75 µg mL-1) dodani u podlogu s 

bakterijom mliječne kiseline Pediococcus pentosaceus  kroz 24 sata djelovali su inhibicijski na 

njen rast što se može vidjeti na temelju dobivenih krivulja rasta. 
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Izjava o izvornosti 
 
 
 

 
 

 Izjavljujem da je ovaj završni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj 

izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni. 

 

 

 

 

 

 

 


