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1.uUvoD

Mikotoksini su jedan od glavnih kontaminanata hrane, u najvecoj mijeri Zitarica,
proizvoda od Zitarica te hrane za zivotinje. Poznata je vecina prisutnih mikotoksina, ali se
svakako u najvecoj mijeri pojavljuju okratoksin A, fumozini, alfatoksin B: te zearalenon.
Predstavljaju znacajnu prijetnju sigurnosti hrane uzrokujuéi bolesti ljudi i zivotinja, ali i
ekonomske gubitke. Glavni izvor mikotoksina su namirnice biljnog podrijetla, ali prijenos je
moguc i hranom Zivotinjskog podrijetla. Prisustvo mikotoksina u hrani za zivotinje uzrokuje
njihovo nakupljanje u Zzivotinjskim tkivima. ,Carry over" efektom odnosno, konzumacijom
kontaminiranog mesa, jaja, mlijeka ili mlijeCnih proizvoda mikotoksini dospijevaju u ljudski
organizam (Markov i sur., 2013; Pleadin i sur., 2015). Zahvaljujuci izuzetnoj stabilnosti pri
nepovoljnim uvjetima kao Sto su visoka temperatura i niske pH vrijednosti te visok stupanj
toksicnosti u malim koncentracijama uvjetuju strogu kontrolu njihove prisutnosti u
prehrambenom lancu (Pfliegler i sur., 2015). Srednju Europu karakterizira prisutnost
kancerogenog okratoksina A koji je u najve¢oj mjeri detektiran u Zitaricama, ali i u crnom vinu,
pivu, kavi, zacinima, oraSastim plodovima te suhom vocu (Petzinger i sur., 2002; Varga i
Kozakiewicz, 2006). Njegovo glavno djelovanje se ocituje u nefrotoksicnosti, ali je dokazano i
imunosupresivno, teratogeno i kancerogeno djelovanje (Varga i Kozakiewicz, 2006). U cilju
zastite zdravlja ljudi i Zivotinja, kao i umanijivanja ekonomskih gubitaka prehrambene industrije
doslo je do razvoja novih modernih i pouzdanih metoda za detekciju i uklanjanje mikotoksina
kako bi se sprijecio ulazak u prehrambeni lanac (Pleadin i sur., 2015). Provedena su brojna
istrazivanja na temu interakcije razli¢itih skupina mikroorganizama i mikotoksinima te je
dokazano da pojedini kvasci imaju sposobnost redukcije toksi¢nog djelovanja mikotoksina.
Ispitivao se potencijalni inhibitorni ucinak kvasaca na proizvodnju mikotoksina kod
toksikotvornih plijesni, inhibitorni ucinak na rast plijesni te sposobnost apsorpcije toksina iz
okoline stani¢nom stjenkom ¢ime dolazi do dekontaminacije proizvoda (Pflieger i sur., 2015).
Osim toga kod kvasaca je uocena pozitivna osobina transformacije visokotoksi¢nih mikotoksina
u manje toksicne ili ne toksicne spojeve. (Pflieger i sur., 2015). Prema podatcima SCOOPA i
organizacije JCEFA vino je drugi najveci izvor okratoksina A (Remiro i sur., 2012). Interes za
koristenje kvasaca kao sigurnog nacina dekontaminacije okratoksina A proizlazi iz njihove
Siroke primjene u prehrambenoj industriji pa tako i u industriji vina (Zeidan i sur., 2018). S
obzirom na interakcije izmedu mikotoksina i kvasaca, cilj ovog rada je bio odrediti utjecaj

okratoksina A na krivulju rasta i morfologiju kvasaca roda Saccharomycesi Hanseniaspora.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKOTOKSINI

Mikotoksini su sekundarni metaboliti, male molekulske mase, koje sintetiziraju
toksikotvorne plijesni (Pflieger i sur., 2015). Danas je poznato preko 200 razlicitih mikotoksina
koje sintetiziraju razliCiti rodovi plijesni poput onih iz roda Aspergillus (aflatoksin, okratoksin),
Fusarium (zearalenon) i Penicillium (citrinin). Rast plijesni ne znaci nuzno i sintezu mikotoksina;
neke plijesni ih uopce ne sintetiziraju, a brojne plijesni sintetiziraju metabolite koji nisu prijetnja
zdravlju ljudi i Zivotinja (Anli i sur., 2010). Do sinteze mikotoksina dolazi rastom plijesni na
supstratima biljnog ili Zivotinjskog podrijetla pa osim Zitarica, koje su jedan od najznacajnijih
izvora mikotoksina, nalazimo ih u kavi, vocu, vinu, pivu, orasastim plodovima, mlijeku i
mlijeCnim proizvodima i mesu (HAH, 2013). Bitno je naglasiti i da se mikotoksini stvaraju u
odredenim uvjetima vlage, temperature, aktivnosti vode, aeracije, prisutnosti kukaca, u
ovisnosti 0 mehanickim ostecenjima te o toksikogenom potencijalu same plijesni (Zeidan i sur.
2018.; Pleadin i sur., 2015). Medusobno se razlikuju kemijskim sastavom i molekulskom

masom (Anli i sur., 2009).

Mikotoksini predstavljaju jedne od najc¢escih kontaminanata hrane i hrane za Zivotinje,
godisnje uzrokujuéi gubitke od milijardu tona hrane u svijetu (Pleadin i sur., 2015.; Pflieger i
sur, 2015). Do kontaminacije mikotoksinima moze doci u svim fazama proizvodnje i
skladistenja, a konzumacijom kontaminiranih proizvoda dolazi do razvoja bolesti koje nazivamo
mikotoksikoze (Pleadin i sur., 2015). Posljedi¢no dolazi do ekonomskih troskova zbog
uklanjanje takvih proizvoda, medicinske skrbi za ljude i Zivotinje, smanjenje prinosa stocarske
industrije te brojna znanstvena istrazivanja kojima se razvijaju tehnike otkrivanja, kontrole i

dekontaminacije (Pleadin i sur., 2015; Pflieger i sur., 2015).

Izazov njihovog uklanjanja predstavljaju termostabilnost i stabilnost pri niskom pH
(Pflieger i sur., 2015). Ova svojstva ih cine otpornim na brojne metode koje se koriste pri
obradi proizvoda u prehrambenoj industriji pa se za uklanjanje koriste kemijski agensi, dodatne
fizikalne metode, a kao najbolji izbor i metode kojima se danas najvise teZi su bioloSke metode

uklanjanja mikotoksina mikroorganizmima (Zeidan i sur., 2018).



2.1.1. Okratoksin A

Okratoksini su skupina izrazito toksicnih spojeva koji se pojavljuju kao prirodni
kontaminanti brojnih namirnica (Remiro i sur., 2010; 2012). Glavna podjela ovih mikotoksina
je na okratoksin A, njegove metil i etil estere od kojih je najznacajniji okratoksin C, 4-
hidroksiokratoksin A te okratoksin B i njegovi metil i etil esteri od kojih se izdvaja okratoksin
a. Unutar skupine postoje razlike u strukturi i toksicnom potencijalu svih navedenih vrsta pa
je tako OTB dokazano najmanje toksic¢an, dok je OTA (slika 1) dokazan kao najtoksicniji (Anli
i sur., 2010).

Prvi put je izoliran 1965. godine iz plijesni Aspergillus ochraceus za vrijeme velikog
istrazivanja gljivicnih metabolita kojim su se otkrivali novi mikotoksini (Bennett i sur., 2003).
Okratoksin A najceScée sintetiziraju plijesni iz rodova Penicillium i Aspergillus, a koji od ovih
rodova Ce sintetizirati OTA ovisi o faktorima vlage, temperature, pH i supstrata na kojem
plijesni rastu pa su tako u razli¢itim klimatskim zonama razliciti primarni izvori OTA (Remiro i
sur., 2010; Anli i sur., 2010). Okratoksin A se najc¢eS¢e nalazi u Zitaricama, grozdu i njegovim
razli¢itim derivatima, zrnima kave, suhom vocu, orasastim plodovima, kakau, zacinima, pivu,
soku od grejpa , ali i u namirnicama Zivotinjskog podrijetla ako Sto su meso i mlijeko (Varga i
Kozakiewicz, 2006; Anli i sur., 2009).

Konzumacijom kontaminirane hrane, okratoksin A se iz gastrointestinalnog trakta
prenosi krvnim serumom tako Sto se veze za serumske proteine te tako putuje do glavnih
mjesta biotransformacija i nakupljanja u organizmu, a to su primarno bubrezi i jetra (Anli i
sur., 2010; Bennett i sur., 2003). Uz nefrotoksi¢nost i hepatotoksi¢nost, djelovanje mu je
teratogeno, imunosupresivno, genotoksi¢no, neurotoksi¢no i kancerogeno. Djeluje na niz
stanicnih procesa tako da inhibira proizvodnju mitohondrijskog ATP-a, sprjeava sintezu
kompleksa fenilalanina i t-RNA kompleksa, negativho djeluje na metabolizam glukoze te
simulira lipidnu peroksidaciju (Bennett i sur., 2003; Varga i Kozakiewicz, 2006; Pepeljnjak i
sur., 2008). Okratoksin A se danas smatra uzrokom Balkanske endemske nefropatije, tesSke
kroni¢ne tubulointersticijske nefropatije udruzene sa karcinomom, koja zahvaca brojna ruralna
podrucja oko velikih rijeka (Vukovi¢ i sur., 2014; Bennett i sur., 2003; Durakovic i Durakovi¢,
2003). Dnevne doze unosa okratoksina A su niske, ali zbog dugog vremena poluzivota od 35

dana, produljuje se njegovo toksi¢no djelovanje (Pepeljnjak i sur., 2008).
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Slika 1. Struktura okratoksina A (Anonymus 1, 2007)

Kao najbolja metoda uklanjanja OTA iz hrane je prevencija pojave provodenjem
odgovarajuéih mjera u svim koracima uzgoja, proizvodnje i skladiStenja hrane. U slucajevima
gdje je potrebna detoksifikacija, poseze se za fizikalnim, kemijskim ili mikrobioloSkim

metodama (Amézqueta i sur., 2009).

2.2, KVASCI

Fermentirana hrana je poznata CovjeCanstvu joS od antickog doba. Tradicionalna
upotreba ovih organizama je povezana s proizvodnjom velike koli¢ine prehrambenih proizvoda
koji danas postoje na trziStu pa se pomocu kvasaca tako proizvode pekarski proizvodi,
alkoholna pic¢a kao Sto su vino, pivo ili rakije, mlijecni proizvodi te mesne preradevine. Osim u
prehrambenoj industriji primjenu pronalaze u agronomiji, znanosti i nekim granama medicine
(Kurtzman i sur., 2011).

Kvasci su nefotosintetski jednostanic¢ni mikroorganizmi ovalnog ili cilindricnog oblika
(Durakovi¢ i Redzepovi¢, 2003; Erten i sur., 2014). RazmnoZavaju se nespolno pupanjem ili
stvaranjem spolnih spora (askospore ili mejospore) i nespolno (konidije ili mitospore). Mogu
rasti u Sirokom rasponu pH vrijednosti, temperature i koncentracije Se¢era. Kvasci koriste Seéer
iz okoliSa respiracijskim putem u aerobnim uvjetima i fermentacijom u anaerobnim uvjetima.
Upravo sposobnost fermentacije pri kojoj nastaju CO; i etanol koristi u proizvodniji vina, piva i

kiselog tijesta (Durakovi¢ i Redzepovi¢, 2003).

Pojam kvasac je sinonim za vrstu Saccharomyces cerevisiae, koja je jedna od
komercijalno najzastupljenijih vrsta u fermentaciji veine proizvoda pa tako i vina (Fleet, 1990;
Kurtzman i sur, 2011). Genetska i fenotipska razlika komercijalnih sojeva ovog kvasca nastala

je prilagodbom kvasca na industrijske uvijete Sto omogucuje dobivanje Zeljenih svojstava
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svakog proizvoda (Kurtzman i sur., 2011). Fermentacija kod vina je jedan od kljucnih koraka
njegove proizvodnje i rezultat udruzenog djelovanja razliCitih vrsta kvasaca cija aktivnost
pridonosi svojstvu proizvoda (Fleet, 1990). Ovaj rad se bavi selekcioniranim kvascima

Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus i Hanseniaspora uvarum.

2.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae (slika 2) je kvasac koji zbog svoje jedinstvene fiziologije
pronalazi primjenu u brojnim biotehnoloskim procesima. Zasluzan je za fermentaciju niza
prehrambenih i drugih industrijskih proizvoda. Jedan je od najdetaljnije istraZzenih eukariotskih
mikroorganizama, Cija struktura stanice nam je omogucila bolje razumijevanje strukture i

funkcioniranja eukariotskih stanica (Kurtzman i sur., 2011; Ostergaard i sur., 2000).

Oblik stanica je najces¢e ovalan, a nalazimo ih i u okruglom obliku. Kao izvor ugljika
moze koristiti monosahraide (D-glukoza, D-fruktoza, D-manoza, D-galaktoza, disaharide
(saharoza, maltoza) i trisaharide (maltotrioza)). Sa obzirom da ne posjeduje amiloliticke
enzime ne moze fermentirati Seéere vele od tri monomerne jedinice, a to ukljuCuje
oligosaharide kao i Skrob. U prirodi ga zato Cesto nalazimo kao stanovnika na voéu i u voénim

preradevinama.

Industrijski sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae se medusobno razlikuju kao
posljedica genetske manipulacije stani¢nim materijalom kojim su se dobili kvasci prilagodeni
za razlicite uvijete proizvodnje. Vrlo popularnim ga Cini visoki stupanj fermentacije prilikom
cega nastaje puno etanola, otpornost na visoke koncentracije alkohola i Secera, dobivanje
specificnih aroma, otpornost na niske pH vrijednosti pojacana flokulacija i drugo. Zbog
smanjene sposobnosti proizvodnje toksina te dokaza o njegovoj sigurnosti u proizvodniji i
konzumaciji FDA (eng. Food and Drug Administration) ga svrstava u kategoriju dodatka hrani

koji su sigurni za ljudsko zdravlje (Kurtzman i sur., 2011; Cheng i sur., 2017).



Slika 2. Saccharomyces cerevisiae (Anonymus 2, 2020)

2.2.2 Saccharomyces bayanus

Drugi kvasac koji se aktivno koristi u fermentaciji vina i piva je Saccharomyces bayanus
(slika 3). Spada u kategoriju kvasaca koji lako fermentiraju most bogat fruktozom, Sto ga Cini
estim izborom u proizvodnji pjenusavih i voénih vina (Gospodarski list, 2015). Cesto se
prilikom fermentacijskih procesa nalazi sa kvascem Saccharomyces cerevisiae sto rezultira i

nastankom velikog broja ovih hibrida (Gonzalez i sur., 2006).

Prvi put je izoliran iz piva i uglavnom je vezan za fermentaciju pri niskim temperaturama
pa se izolira iz fermentacijskih procesa u podrucjima umjerene i hladne klime. Smatra se
heterogenetskim hibridom vrsta Saccharomyces eubayanusi Saccharomyces uvarum uz male
frakcije porijeklom iz vrste Saccharomyces cerevisiae (Rodriguez i sur., 2014). Hibridna
struktura vrste Saccharomyces bayanus otezava predvidanje metaboli¢kog djelovanja prilikom

fermentacije (Rainieri i sur., 2006).

S. bayanus otporan je na visoku koncentraciju etanola ukoliko nisu prisutne kaprilna i
dekanska kiselina, dobro podnosi nizak pH, visoke koncentracije Secera, prisutnost
sumporovog dioksida i djeluje u Sirokom rasponu temperatura sto ga Cini otpornim u slucaju

nastanka nepovoljnih uvjeta u mostu (Gospodarski list, 2002; 2015).
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Slika 3. Saccharomyces bayanus (Anonymus 3, 2018)

2.2.3. Hanseniaspora uvarum

Vino je proizvod fermentacijskog djelovanja velikog broja razlicitih vrsta kvasaca.
Interakcija vrsta iz roda Saccharomyces i drugih rodova bitna je za karakteristike koje ima
finalni proizvod. Smatra se da su mjeSovite kulture uzrok izrazenije, kompleksnije i bolje arome.
Jedan od najceséih rodova koji se pojavljuju uz rod Saccharomyces su kvasci iz roda
Hanseniaspora, poznati su i pod nazivom divlji kvasci (Duplessis i sur., 2019; Moreira i sur.,
2008; Hong i Park, 2013). Pronalazimo ih na grozdu, u mostu, u tlu i vodi, kakau, banani,
Skoljkasima i Skampima, a u odradenim slucajevima izoliran je Cak i iz ljudskog organizma
(Garcia-Martos i sur., 1999).

Hanseniaspora uvarum (slika 4) je kvasac dominantan na pocetcima fermentacijskih
procesa, kada se detektira i najveci broj stanica. Kako fermentacija napreduje tako dolazi do
dominacije kvasaca iz roda Saccharomyces (Duplessis i sur., 2019). Djelovanje H. uvarum je
uvjetovano interakcijama i toksi¢nim produktima drugih kvasaca, koncentracijom etanola,
koncentracijom Secera i ostalih nutrijenata u supstratu, koncentraciji srednjolancanih kiselina,
ugljikom i dusikom koji su potrebni za rast i uvjetima fermentacije koji ukljuuju temperaturu

i koncentraciju sumporovog dioksida (Wang i sur., 2015; Moreira i sur., 2008).

Stanice ovog kvasca su ovalnog oblika sa askosporama koje se stvaraju na krajevima
(Emmanouil-Nikoloussi i sur., 1994). Pozeljni produkti koje stvara H. uvarum ukljuCuju estere,
viSe alkohole, karbonilne spojeve, etil acetat i octenu kiselinu Sto ovisno o vrsti grozda na

kojem raste daju odredenu kvalitetu vinu (Duplessis i sur., 2019).



Dokazano je antagonisticko djelovanje H. uvarum na rast i sporulaciju sivih plijesni i na
taj nacin se sprjecava kvarenje nakon berbe i prilikom skladiStenja, a paralelno ne utjece na

kvalitetu proizvoda (Cai i sur., 2014).

Sum CBS 314  YNBG

Slika 4. Hanseniaspora uvarum (Anonymus 4, 2010)

2.3. MIKROBNI RAST

Mikrobni rast podrazumijeva povecanje veliine stanica nakon kojeg slijedi povecanije
broja stanica u populaciji. Kvasci se najéeSce razmnozavaju pupanjem (nespolnim nacinom)
gdje na roditeljskoj stanici raste pup koji se nakon diobe jezgre odvaja i funkcionira kao
samostalni organizam (Durakovi¢, 1991). Na rast mikroorganizama utjeCu vanjski
(temperatura, koncentracija kisika i relativna vlaznost) i unutarnji (pH, oksido-redukcijski
potencijal, hranjive tvari i aw-vrijednost) faktori. Mikrobni rast ovisi i o ograniavajucim
faktorima kao Sto su prisutni minerali i kemijski spojevi, metaboliti drugih mikroorganizama u
koje spadaju i mikotoksini. Mnogi se kvasci mogu prilagoditi na nepovoljne uvjete u okolisu i
na taj nacin sprijeciti odumiranje stanica iako je ucinak u puno slucajeva Stetan (Jakopovic i
sur., 2017).

Vrijeme koje je potrebno stanicama da se udvostruce zove se generacijsko vrijeme (g)
i ono je specifi¢no za svaki mikroorganizam i moze se predvidjeti dok god ne dode do promjene
uvjeta u okoliSu. Kvasci imaju karakteristi¢no kratko generacijsko vrijeme pa je brzina stvaranja
novih stanica velika. Stanice Ce se stvarati sve dok se iz okoline ne potrosSe faktori nuzni za

njihov rast (Durakovi¢, 1991).



2.3.1.Krivulja rasta kvasaca

Kvasci, kao i svi Zivi organizmi zahtijevaju optimalne uvjete za svoj rast, a to ukljucuje
povoljnu temperaturu, pH, koncentraciju kisika i udio hranjivih tvari. U prirodi, uvjeti za rast
mikroorganizama nisu idealni, ali u laboratorijskim uvjetima moZemo pratiti brojne
karakteristike, a jedna od njih je i mikrobni rast. Nacjepljivanjem kulture kvasca na
odgovarajucu podlogu kojom se ispunjavaju svi fizikalni i kemijski uvjeti, rast i razmnozavanje
odvija se prema krivulji rasta (slika 5) koja je karakteristicna za svaki mikroorganizam. 1z
krivulje rasta dobiva se informacija o gustoéi populacije u ovisnosti o vremenu (Durakovi¢,
1991). Krivulja rasta se dijeli na 4 faze: lag fazu (fazu suzdrzanog rasta) , log fazu

(logaritamska ili eksponencijalna faza), stacionarnu fazu i fazu odumiranja.

1. Lag- faza ( faza suzdrzanog rasta)

Nacjepljivanjem kvasaca u novu okolinu prvo dolazi do njihove prilagode na
novonastale uvijete. Sintetiziraju se enzimi potrebni za rast, raste obujam stanice, ali ne dolazi
odmah do razmnozavanja i povecanja broja stanica. Trajanje ove faze je uvjetovano vrstom,
rodom, starosti kulture, fizioloSkim stanjem stanica, te fizikalno- kemijskim svojstvima sredine
odnosno sastavu podloge, pH i temperature. U ovoj fazi stanice su izrazito osjetljive na toksicne

tvari i visoke temperature (Durakovi¢, 1991).

2. Log faza ili eksponencijalna faza

Prilagodbom kvasaca na okolinu dolazi do razmnoZzavanja geometrijskom progresijom
i ubrzanja rasta. RazmnoZzavanje se nastavlja sve dok mikroorganizmi imaju dovoljno dostupnih
hranjivih tvari, a toksi¢ni produkti metabolizma nisu u koncentracijama kojima ogranicavaju
njihov razvitak. Ova faza je i faza od posebnog znacaja u industriji jer se stvara najvise
produkata metabolizma i nastaje viSe mikroorganizama nego Sto ih nestaje. Isto tako sa
obzirom na osjetljivost stanica na visoke temperature i kemijske agense u ovoj fazi je najlakse

kontrolirati njihov rast ( Durakovi¢ ,1991.; Durakovic¢ ,1996).

3. Stacionarna faza

Nakupljanjem toksi¢nih produkata nastalih tokom eksponencijalne faze dolazi do
odumiranja nekih stanica. Izjednacava se broj novonastalih stanica, koje za rast koriste
hranjive tvari oslobodene iz odumrlih stanica, sa odumrlim stanicama. Zbog toga na krivulji ne
vidimo nagli pad. Mikroorganizmi su u ovoj fazi otporniji na djelovanje vanjskih c¢imbenika.
Znacajno je i da dolazi do sinteze bitnih sekundarnih metabolita kao Sto su enzimi i antibiotici
( Durakovi¢, 1991).



4. Logaritamska faza odumiranja

U ovoj posliednjoj fazi odumire viSe stanica nego Sto se razmnoZzava. Broj Zivih stanica
opada prema geometrijskoj progresiji koja je obrnuta log fazi rasta. Znac¢ajno se pogorsavaju
se uvjeti Zivotne sredine, mrtve stanice se liziraju i s viemenom odumire cijela populacija. Cest

uzrok izumiranja je isuSivanje hranjive podloge (Durakovi¢, 1991.; Durakovi¢, 1996).

Stationary
phase
Log, or Death, or
i logarithmic
decline, phase

Log of numbers of bacteria

0 5 10

Time (hr.)

Slika 5. Krivulja rasta ( Anonymus 5, 2004)
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3.MATERIJALI I METODE
3.1 MATERIJALI

3.1.1 Mikroorganizmi

Kvasci Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus | Hanseniaspora uvarum
koriSteni prilikom ispitivanja djelovanja okratoksina A, dobiveni su iz Zbirke mikroorganizama
Laboratorija za opcu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica, Zavoda za biokemijsko
inZinjerstvo Prehrambeno- biotehnoloskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu.

3.1.2 Hranjiva podloga za uzgoj kvasaca

Za uzgoj i odredivanje broja Zivih stanica kvasaca koriSteni su sladni agar i sladni
bujon (Biolife, Italija). Uzgoj kvasaca Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus i

Hanseniaspora uvarum proveden je pri 28 °C tijekom 48 sati.

a) Sladni agar- sastav: (g/L)

o sladni ekstrakt 30
o Agar 17

b) Sladni bujon- sastav: (g/L)

o pepton 15
o mesni ekstrakt 3

o natrijev klorid 100
o kalijev hidrogenfosfat 0,3

3.1.3 Mikotoksin

Standard mikotoksina: OTA ,Sigma"- St. Louis, MO, USA

3.1.4 Aparatura

o svjetlosni mikroskop Olympus

o brojac kolonija (BZG30) WTW-Weilheim
o termostat Sutjeska, Beograd

o vibromikser EV-102 (Tehtnica, Telezniki)
o analiticka vaga
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3.1.5 Pribor

o Erlenmeyerova tikvica pd 250 ml
o Mikrobioloske epruvete 18 X 180 nm
o Mikropipete 100-1000 pL JUSTOR 1100G

o Petrijeve zdjelice g 10 cm
o Okularni mikrometar

o Objektni mikrometar
3.2. METODE

3.2.1 Standard OTA

OTA u kristalinicnom obliku otopljen je u etanolu do osnovne koncentracije 1 mg/mL
te je takva otopina spremljena na 4 °C do izvodenja pokusa. Kako bi se dobile konacne
koncentracije OTA u hranjivoj podlozi od 2, odnosno 4 ug/mL, u hranjive podloge je dodan

odgovarajudi volumen osnovne otopine OTA.

3.2.2 Priprema uzorka kvasaca

Odabrani sojevi kvasaca se Cuvaju na krutoj podlozi u epruveti pri 4 °C., Kulture
kvasaca su precijepljene u sladni bujon (10° CFU/ml). Nakon 24 sata inkubacije pri 28 °C, po
1 mL sladnog bujona s poraslom kvas¢evom biomasom je dodano u ukupno 9 tikvica s
hranjivom podlogom. Po jedna tikvica je bila kontrolna za svaki kvasac pojedinacno i sadrzavala
je samo kvasac, etanol i sladni bujon. U preostale tikvice, osim kultura kvasaca dodana je i

otopina OTA do konacnih koncentracija 2 pg/mL, odnosno 4 pg/mL.

3.2.3. Odredivanje krivulje rasta

Prilikom ispitivanja utjecaja OTA na krivulju rasta kvasaca S. cerevisiae, S. bayanus i
H. uvarum, nacinjena je serija decimalnih razrjedenja. Razrjedenja su radena u nultom satu
te nakon 4., 6., 12. i 24. sata od pocetka pokusa u omjeru 1:10 te se nacijepilo 100 pL
suspenzije na sladni agar u Petrijevim zdjelicama. Zdjelice su stavljene na inkubaciju tijekom
48 h pri 28 °C. Za odredivanje rasta kvasaca koristena je metoda neizravnog (posrednog)
odredivanja broja zivih stanica izrazena kao CFU/mL, a svako odredivanje broja zivih stanica

provedeno je u paraleli.
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Slika 6. Priprema decimalnih razrjedenja (Anonymus 6, 2019)

3.2.4. Mikrometrija

Utjecaj OTA na velicinu kvasaca pracen je tijekom 24 sata (0., 4., 6., 12. i 24. sata).

Mjerenja su se provodila u paralelama po 100 stanica kvasaca.

Prije mjerenja potrebno je izbaZzdariti okularni mikrometar stavljanjem okularnog
mikrometra u okular, a objektnog na stoli¢ mikroskopa. BaZdarenje za kvasce provodimo pri
povecanju od 400x i to tako da se odredi broj podjeljaka objektne skale koji odgovara 100-
tom podjeljku okularne skale. Razmak izmedu podjeljaka objektne skale mora biti 10 pum.
Faktor povecanja okularnog mikrometra dobije se tako da se podijeli broj podjeljaka objektne
skale sa 100 podjeljaka okularne skale i pomnoZi s 10. Za svaku kombinaciju okularnog i
objektnog mikrometra i mikroskopa potrebno je provesti bazdarenje (Durakovic i RedZepovic,
2002).

Po zavrSetku bazdarenja na stoli¢ mikroskopa se stavlja preparat kvasca, a okularni
mikrometar ostaje u okularu. Broji se broj podjeljaka koje stanica kvasca zauzima na okularnoj

skali i mnozi se s faktorom povecanja. Iz ovih podataka dobivamo velicinu stanice.

13



¢) Okularni se mikrometar vidi d) Objektni se mikrometar vidi
samo u mikroskopu samo u mikroskopu

€) Ovako se vide okulami i objektni | f) Slika stanica promatranih |
mikrometar jeden preko drugoga okularnim mikrometrom |
u vidnome polju mikroskop 1imerzijskim objektivom }

Slika 7. Prikaz okularnog i objektnog mikrometra (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2001)



4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1 Utjecaj OTA na krivulju rasta kvasaca S. bayanus, S. cerevisiaei H. uvarum

Rast kvasaca s dodatkom OTA i bez prisutnosti OTA u mediju, odreden je tijekom 24
sata neizravnhom metodom odredivanja broja zivih stanica, brojanjem poraslih kolonija na
¢vrstoj hranjivoj podlozi (sladnom agaru) u Petrijevim zdjelicama. Rezultati su prikazani na
slikama 8 do 10.

Dobiveni rezultati pokazuju da kvasci u kontrolnom uzorku oblikuju krivulju rasta te se
mogu uoditi pojedine faze rasta. Vidljivo je da su svi kvasci dosegli maksimalan broj stanica
nakon 24 sata i to S. bayanus 8,02 log CFU/mL, S. cerevisiae 7,68 CFU/mL, a H. uvarum 8,32
log CFU/mL.

8,50

8,00 —
— 7,50
£
3 7,00
2 6,50
o "
[=1s]
2 6,00 L

5,00

0 4 6 12 24

vrijeme (h)

B S. bayanus + OTA (4 pg/mL) S bayanus+ OTA (2 pg/mL) $==S. bayanus (kontrola)

Slika 8. Krivulja rasta kvasca S. bayanus bez dodanog OTA i s dodanim OTA u
koncentracijama od 2 i 4 pg/mL pri 28 °C tokom 24 sata.

S. bayanus kojem je dodan OTA u koncentraciji od 2 pg/mL lag faza traje do 4.-og sata
kada prestaje prilagodba stanica kvasaca i zapocinje eksponencijalna faza koja traje do 24.
sata u kojem broj stanica doseze svoj maksimum. Krivulja rasta kvasca uz dodatak 2 pg/mL
OTA prati krivulju rasta kontrolnog uzroka. Maksimalan dosegnut broj stanica iznosi 8,05 log
CFU/mL (slika 8).
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Takoder na slici 8 je vidljivo da pri koncentraciji od 4 ug/mL lag- faza prestaje u 4.-om
satu, nakon kojega stanice ulaze u eksponencijalnu fazu rasta do 24.-tog sata kada je postignut
maksimum broja stanica koji iznosi 8,02 log CFU/mL i jednak je kontrolnom uzorku koji nije
sadrzavao OTA. Iz ovoga je vidljivo da porast broja stanica u uzorcima u koje je dodan OTA

prati kontrolu koja ne sadrzi dodani OTA.

8,50
8,00
7,50
7,00

6,50

log CFU (st./mL)

6,00

5,50

5,00
0 4 6 12 24

vrijeme (h)

EE 5. cerevisiae + OTA (4 pug/mlL) M S, cerevisiae + OTA (2 ug/ml) ==g==S_ cerevisiae (kontrola)

Slika 9. Krivulja rasta kvasca S. cerevisiae bez dodanog OTA i s dodanim OTA u

koncentracijama od 2 i 4 pg/mL pri 28 °C tokom 24 sata.

Kod krivulje rasta S. cerevisiae prikazane na slici 9, vidljiva je produljena lag faza sve
do 12.-tog sata, koju u kontrolnom uzorku prati pad broja stanica u 6. satu. Znacajniji pad
broja stanica je vidljiv i pri koncentraciji OTA od 2 pug/mL. Nakon 12.-og sata krivulja rasta
kontrolnog uzorka i uzorka s 2 pg/mL OTA ulazi u eksponencijalnu fazu rasta koja se nastavlja
do 24. sata kad je dosegnut maksimalan broj stanica od 7,68 log CFU/mL za kontrolu i 7,87
log CFU/mL za uzorak s koncentracijom OTA od 2 pg/mL. Takoder, na slici 9 je vidljivo da rast
kvasca s dodanim OTA u koncentraciji 4 pg/mL ima kracu lag-fazu u odnosu na kontrolni
uzorak, odnosno da nakon 6.-tog sata S. cerevisiae ulazi u eksponencijalnu fazu. Najveci broj
Zivih stanica postignut je u 24. satu i iznosio je odnosno 7,15 log CFU /mL za uzorak s
koncentracijom OTA od 4 ug/mL. U 12.-om satu je vidljiva znacajna razlika u broju poraslih
stanica usporedbom kontrole i uzorka s dodatkom 4 pg/mL OTA Sto ukazuje na Cinjenicu da

okratoksin A u odredenoj koncentraciji utjee na porast broja stanica kvasca S. cerevisiae.
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Slika 10. Krivulja rasta kvasca H. uvarum bez dodanog OTA i s dodanim OTA u

koncentracijama od 2 i 4 pg/ml pri 28 °C tokom 24 sata.

Na slici 10 vidljivo je da prilagodba stanica kvasca H. uvarum na uvjete rasta prestaje
u 4. satu kada pocinje eksponencijalna faza za sva tri uzorka (bez i s dodatkom OTA), a
maksimum broja stanica je postignutu 24. satu. Uzorci koji sadrze OTA prate krivulju rasta
kontrole. Maksimum broja stanica uzorka bez OTAiznosi 8,32 log CFU/mL, s dodatkom 2 pug/mL
7,80 log CFU/ml a uz 4 pg/mL, 8,58 log CFU/ml.

Prema dosadasnjim istrazivanjima dokazano je da kvasci S. cerevisiae i H. uvarum
imaju sposobnost biodegradacije okratoksina razaranjem amidne veze molekule OTA prilikom
cega nastaje manje toksicni OTa. S. cerevisiaei S. bayanus imaju sposobnost uklanjanja OTA
apsorpcijom i to do 70% ukupno prisutnog mikotoksina. Osim toga uklanja se i prilikom
fermentacijskih procesa (Pflieger i sur., 2015). Iz dobivenih rezultata kod sva tri kvasca vidljivo
je da uzorci sa dodanim OTA prate porast broja stanica u kontrolnom uzorku koji ga ne
sadrzava. Stanice su rasle i pri vecoj i pri manjoj koncentraciji mikotoksina i to svojstvo leZi
upravo u sposobnosti kvasca da degradira mikotoksin na manje toksi¢ne ili u potpunosti

netoksi¢ne produkte koji nemaju negativnih utjecaja na rast i razmnozavanje kvasaca.
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4.2 Utjecaj OTA na morfoloske karakteristike kvasaca S. cerevisiae, S. bayanus i

H. uvarum

Ispitivanje utjecaja OTA na veliCinu stanica kvasaca provedeno je tijekom 24 sata odabirom
nasumicnih stanica u mikroskopskim preparatima kontrolnih uzoraka i uzoraka s dodanim OTA.
Nasumicno je izabrano 100 stanica u paraleli Cija veli¢ina je odredena pod ukupnim
povecanjem od 400x uz upotrebu objektnog i okularnog mikrometra. Utvrdeno je da stanice

mijenjaju veliinu u ovisnosti o duljini kontakta s okratoksinom A.

Utjecaj OTA na velicinu stanica kvasaca tijekom 24 sata je prikazan na slikama 11 do 13.

7,00
6,00

T 5,00

=

3 4,00

=

%

» 3,00

c

g

= 2,00
1,00
0,00

0 6 12 24

vrijeme (h)

B S. bayanus + OTA (4 pg/mL) B S. bayanus + OTA (2 pg/mL) m 5. bayanus (kontrola)

Slika 11. Utjecaj OTA u koncentracijama 2 pg/ml i 4 pg/ml na veli¢inu stanice kvasca S.

bayanus tijekom 24 sata
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Slika 12. Utjecaj OTA u koncentracijama 2 pg/ml i 4 ug/ml na veli¢inu stanica kvasca S.

cerevisiae tijekom 24 sata
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Slika 13. utjecaj OTA u koncentracijama 2 pug/ml i 4 pg/ml na velicinu stanica kvasca H.

uvarum tokom 24 sata

Na slici 11 je prikazan utjecaj OTA na stanice kvasca S. bayanus. Vidljivo je da su ved
nakon 6. sati stanice koje su izlozene djelovanju obiju koncentracija OTA (2 pg/mL i 4 pg/mL)
vece od stanica kvasaca bez dodataka OTA. Kvasci S. cerevisiaei H. uvarum prate slican trend
uz neznatno manju razliku naspram kontrolnog uzroka Sto je prikazano slikama 12, odnosno
13.
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Stanice kvasca S. bayanus u prisutnosti 2 odnosno 4 ug/mL pokazuju najveéu razliku u
velicini stanica u 12.-tom i 24.-tom satu kad je vidljiv i pad u veli¢ini stanica u prisutnosti OTA
koncentracije 2 ug/mL.. Kod H. uvarum povecanje veliCine stanica se nastavlja nakon 12. sata,
a S. cerevisiae zadrzava istu veliCinu stanica kao i kod 12. sata sa zanemarivim razlikama u
veliCini, Sto se moZe objasniti otpustanjem mikotoksina sa staniCne stjenke. Adsorpcijski
kapacitet ovisi i o vrsti mikotoksina kao i o vrsti kvasca Sto uzrokuje razlike u veliCini izmedu
pojedinih vrsta. Te promjene u veliCini stanica kvasca u prisutnosti OTA mogu se mozda
objasniti mehanizmima vezanja mikotoksina za koje je predloZeno da se odvija u dva procesa;
vezanje (adsorpcija) te otpustanje (desorpcija) za/od mjesta vezanja na povrSini stanice

mikroorganizma.

Razlika u velicini kvasaca S. bayanus u 24. satu u usporedbi s kontrolom iznosi 16%,
odnosno 6% pri koncentraciji OTA od 4 pug/mL odnosno 2 ug/ml. S. cerevisiae pokazuje razliku
od 4% prema kontroli pri obje koncentracije OTA, a H. uvarum razliku od 8% za koncentraciju

od 4 ug/ml i 13% za koncentraciju 2 pg/ml.

Iz rezultata je vidljivo da okratoksin A ima razliCit utjecaj na stanice S. bayanus, H.
uvarumi S. cerevisiae. Promjenu u veli¢ini mozemo objasniti sposobnoS¢u membrane stanica
kvasaca te membranskih komponenti (glukomanana, B-D-glukana i manan-oligosaharida) da
apsorbiraju brojne komponente iz okoliSa pa tako i mikotoksine. Vezanjem i apsorpcijom
mikotoksina kroz membranu dolazi do promjene stani¢nih uvjeta Sto dovodi do promjene u

veli¢ini stanice (Pflieger i sur., 2015; Jakopovic¢ i sur., 2017).

KoriStenje kvasaca kao agenasa biokontrole protiv sekundarnih gljivicnih metabolita
pokazalo se efektivno u uklanjanju i detekciji okratoksina A u svim fazama proizvodnje vina.
Kontaminacija je dokazano manja za vrijeme fermentacijskih procesa u kojima su koristeni
sojevi S. bayanusi S. cerevisiae kao najc¢esce zastupljeni u proizvodnji vina. NeZive stanice su
se pokazale efikasnije u dekontaminaciji i sposobnost uklanjanja mikotoksina je bila poveéana
nakon tretmana stanica visokom temperaturom ili kiselinom sa obzirom da je uklanjanje
povezano s adsorpcijom na stani¢nu stjenku. Danas postoje i brojni komercijalni pripravci koji
sadrzavaju stanicne stjenke kvasaca i prociséeni B- glukan koji su se pokazali kao najefikasniji
u uklanjanju OTA (Pflieger i sur., 2015).

Ipak, djelotvornost Zivih stanica ne bi se trebala zanemariti. Zive stanice imaju
sposobnost fermentacije i degradacije mikotoksina, sadrze probioticke efekte, manje utjecu na
organolepticka svojstva. Sli¢na istrazivanja su provedena na patulinu, koji je najceséi

kontaminant jabuka i proizvoda od jabuka, a dokazano je da nezivi kvasci u potpunosti
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uklanjaju ovaj mikotoksin, a paralelno ne utjeCu na parametre kvalitete i organolepticka

svojstva proizvoda (Pflieger i sur., 2015).

Iz svih dobivenih rezultata o ponasanju mikotoksina u prisutnosti OTA, otprije
poznatom znanju o genetici i biotehnoloskim metodama aplikacije kvasaca te novim sortama
nastalim genetskom manipulacijom nastaju organizmi jo$ boljih funkcija za uklanjanje
mikotoksina. Uz pojedine vrste bakterija, kvasci su organizmi koji najviSe obecavaju u podrucju

prevencije i dekontaminacije mikotoksina u svim fazama uzgoja i proizvodnje.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobivenih rezultata istrazivanja moze se zakljuciti:

1. Okratoksin A u koncentracijama 2 pg/mLi 4 pug/mL ima slab utjecaj na rast i morfologiju
kvasaca S. cerevisiae, S. bayanusi H. uvarum.

2. Utjecaj OTA na broj i veli¢inu kvasaca ovisi o vremenu izloZenosti i koncentraciji OTA.

3. Povecanje veliine stanica moZe se objasniti adsorpcijom mikotoksina na povrsinu
stanicne stjenke kvasca prilikom Cega dolazi do promjene u njenoj strukturi.

4. Kvasci S. cerevisiae, S. bayanus i H. uvarum su se prilagodili uvjetima u kojima je
prisutan OTA.
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