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1. UVOD 

 Mikotoksini su sekundarni produkti metabolizma toksikotvornih plijesni, do čije sinteze 

dolazi prilikom rasta plijesni na nizu različitih supstrata. Okratoksin A (OTA) se smatra jednim 

od najopasnijih mikotoksina te je prema IARC-u svrstan u skupinu 2B i klasificiran kao mogući 

ljudski karcinogen (IARC, 1993). Prisutnost OTA detektirana je u mnogim poljoprivrednim 

kulturama, kao što su žitarice, kakao, kava, soja i grožđe, a zbog izuzetne stabilnosti može biti 

prisutan i u njihovim proizvodima. Istraživanja su pokazala kako OTA posjeduje različita 

toksična svojstva (nefrotoksičnost, karcinogenost, mutagenost, neurotoksičnost) i povezan je s 

određenim bolestima urinarnog sustava u ljudi. 

Kvasci imaju važnu primjenu u proizvodnji fermentirane hrane i pića te u biotehnološkoj 

proizvodnji npr. etanola. Međutim, brojni stresni faktori (uključujući mikotoksine) mogu imati 

utjecaj na fermentacijsku aktivnost kvasaca (Foszcyńska i Dziuba, 2007a). Prisutnost 

mikotoksina, osim usporavanja fermentacije, može utjecati i na količinu hlapljivih nusproizvoda 

fermentacije (Kłosowski i Mikulski, 2010). Unatoč tome, mnogi kvasci mogu se prilagoditi na 

nepovoljne uvjete (Foszczyńska i sur., 2008; Petruzzi i sur. 2015; Freire i sur., 2019). 

 Provedena su istraživanja o upotrebi kvasaca u biokontroli, biorazgradnji, uklanjanju ili 

vezanju mikotoksina, ali podaci o učincima mikotoksina na kvasce, njihovu morfologiju, 

parametre rasta te metaboličku aktivnost su rijetki. Posljednjih godina provodio se niz 

istraživanja kako bi se procijenila interakcija između toksina i stanica kvasaca. U većini njih 

pažnja je posvećena određivanju utjecaja toksina na rast kvasca. Dokazano je, između ostalog, da 

mikotoksini nepovoljno utječu na proliferaciju i održivost stanica kvasca (Boeira i sur., 2000). 

Međutim, malo je podataka o ponašanju kvasaca tijekom fermentacije medija kontaminiranog 

mikotoksinima, kao i o utjecaju mikotoksina na proizvode fermentacije. Neki autori izvijestili su 

da mikotoksini inhibiraju aktivnost alkohol-dehidrogenaze i posljedično fermentaciju te da utječu 

na proizvodnju hlapljivih nusprodukata fermentacije (Dziuba i sur., 2007; Kłosowski i sur., 

2010; Kłosowski i Mikulski, 2010).  

 Cilj ovog rada je proširiti istraživanje i dosadašnje pokušaje u shvaćanju utjecaja OTA na 

fermentacijske produkte odabranih sojeva kvasaca, kao i na njihov rast.  
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2. TEORIJSKI DIO 

2.1. MIKOTOKSINI 

Mikotoksini su sekundarni metaboliti koje proizvode mnoge važne fitopatogene gljive i 

plijesni, uključujući i plijesni iz rodova Aspergillus, Penicillium, Fusarium i Alternaria (IARC, 

2002). Njihova biosinteza ovisi o vrsti toksikotvorne plijesni, o klimatskim i okolišnim uvjetima 

te fizikalno-kemijskim čimbenicima. Od dvjestotinjak do sada poznatih mikotoksina, kao 

kontaminanti hrane, najznačajniji su: aflatoksini (AFB1, AFM1), okratoksini (OT), zearalenon 

(ZEA, F-2), fumonizini (FB1, FB2), trihoteceni (T-2 toksin) i patulin (PAT) (HAPIH, 2013). 

Bolesti koje uzrokuju nazivaju se mikotoksikoze, a mogu biti akutne i/ili kronične te pokazuju 

razne toksične učinke poput hepatotoksičnosti, nefrotoksičnosti, kancerogenosti, 

imunotoksičnosti i dermatotoksičnosti (Kłosowski i Mikulski, 2010). Zbog raznolikih toksičnih 

svojstava, mikotoksini mogu utjecati na fiziološke procese viših organizama (Diaz, 2005), a osim 

toga mogu utjecati i na mikroorganizme poput kvasca (Kłosowski i Mikulski 2010). 

Najčešći izvori mikotoksina u hrani su: žitarice, brašno, kruh, mahunarke, riža, mlijeko i 

mliječni proizvodi, meso i suhomesnati proizvodi, masline i maslinovo ulje, kava, suho voće, 

vino, pivo, sokovi, začini i čajevi (HAPIH, 2013). Usjevi žitarica podložni su kontaminaciji prije 

i za vrijeme žetve, ali i tijekom skladištenja. Obzirom da su otporni na širok spektar okolišnih 

čimbenika, podvrgavaju se sporoj degradaciji (Pfliegler i sur., 2015). Kontaminacija 

mikotoksinima i sinteza mikotoksina u hrani mogu se pojaviti u svim fazama proizvodnje i 

prerade, a ovise o čimbenicima kao što su temperatura, relativna vlaga, prisutnost insekata, 

primjena fungicida i pesticida, pH, prisutnost antimikrobnih tvari, dostupnost hranjivih tvari itd. 

(Freire i sur., 2019). 

Najviše dopuštene količine mikotoksina (µg kg-1 jestivog dijela namirnice) u hrani i hrani 

za životinje u RH propisane su Pravilnikom o najvećim dopuštenim količinama određenih 

kontaminanata u hrani (NN 146/12) te Pravilnikom o nepoželjnim tvarima u hrani za životinje 

(NN 80/10, NN 111/10, NN 124/12). FAO (eng. The Food and Agriculture Organization) ističe 

da je oko 25 % svjetske proizvodnje žitarica kontaminirano mikotoksinima koji mogu ozbiljno 

utjecati na zdravlje životinja, odnosno zdravlje ljudi (Peraica i Domijan, 2001). 
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2.1.1. Okratoksin A (OTA) 

Okratoksini su sekundarni metaboliti plijesni rodova Aspergillus i Penicillium, a kemijski 

su opisani kao 3,4-dihidrometilizokumarinski derivati povezani amidnom vezom na 

aminoskupinu L-fenilalanina (Cole i Cox, 1981). Okratoksin A (OTA) je najzastupljeniji i 

najtoksičniji iz ove skupine mikotoksina, koja također uključuje okratoksin B (OTB), okratoksin 

C (OTC), 4-hidroksi-okratoksin A (OH-OTA), metil estere OTA, OTB i OTC te derivate poput 

dihidrometil-izokumarinske karboksilne kiseline (Ringot i sur., 2006). 

Okratoksin A je izvorno opisan kao metabolit plijesni Aspergillus ochraceus, a 

povremeno ga može tvoriti Aspergillus niger te, nešto češće, Aspergillus carbonarius (Pitt, 

2000). Okratoksin A bezbojan je kristaličan spoj, koji pod UV svjetlom pokazuje plavu 

fluorescenciju. Sastoji se od dihidroizokumarinske jezgre povezane s L-β-fenilalaninom preko 7-

karboksilne skupine (Slika 1). Do njegove biosinteze može doći tijekom rasta navedenih 

toksikotvornih plijesni na žitaricama (primarno na onima koje prije uskladištenja nisu prikladno 

osušene), ali i u nekim drugim namirnicama biljnoga i animalnoga podrijetla (žitarice, pivo, 

svinjsko meso, sirova i pržena kava, kakao, crno vino, čaj i dr.) (Šarkanj i sur., 2010). 

 

Slika 1. Strukturna formula okratoksina A (HAPIH, 2013.) 

Međunarodna agencija za istraživanje raka (eng. International Agency for Research on 

Cancer) klasificirala je okratoksin A kao potencijalno kancerogen spoj za ljude (skupina 2B) 

(IARC, 1987; 1993). OTA uglavnom uzrokuje toksične učinke koji zahvaćaju bubrege i jetru, s 

imunosupresivnom, teratogenom te genotoksičnom aktivnošću, a utječe i na koagulaciju krvi i na 

metabolizam ugljikohidrata. OTA se često pronalazi u visokim koncentracijama u uzorcima krvi 
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ljudi koji žive u balkanskim zemljama te se smatra da je razlog tome balkanska endemska 

nefropatija, obostrana kronična bolest bubrega (Radovanović, 1991; Pfohl-Leszkowicz i sur., 

2002; Gagliano i sur, 2006). Kao posljedica duže izloženosti, OTA može izazvati akutno 

zatajenje bubrega zbog oštećenja funkcije proksimalnih tubula, što uzrokuje smanjenje ili 

gubitak funkcije bubrega. Osim bolesti bubrega, višestruko su učestale maligne bolesti 

mokraćovoda i nakapnice. 

Budući da je OTA topiv u mastima i ne izlučuje se lako, akumulira se u masnoćama 

životinja, a odatle se prenosi na ljude koji konzumiraju meso. Drugi potencijalni izvor zaraze je 

kruh izrađen od ječma ili pšenice koja sadrži OTA (Pitt, 2000). Što se tiče prehrambenog 

aspekta, OTA je uobičajen onečišćivač žitarica poput ječma, kukuruza, raži, pšenice i zobi (Meca 

i sur., 2010), a zabilježen je i u drugim biljnim proizvodima, uključujući zrna kave, grah, začine, 

orahe, masline, grožđe, grah i smokvu (O’Callaghan i sur., 2006). 

OTA je stabilna molekula, koja može preživjeti većinu procesa obrade hrane poput 

pečenja, kuhanja ili prženja (Krogh i sur., 1974). Razvijeno je nekoliko kemijskih i fizikalnih 

metoda (hipokloritna obrada, amonizacija i toplinska obrada) za detoksikaciju OTA u stočnoj 

hrani ili alkoholnim pićima. Ostale metode detoksikacije sugeriraju upotrebu ozona, gama 

zračenja i alkalnog tretmana hidrogen peroksidom u žitaricama (Refai i sur., 1996; Janos i sur., 

2000). Najčešće korištena tehnika smanjenja izloženosti mikotoksinima je smanjenje količine 

njihove bioraspoloživosti, što uključuje uporabu različitih sredstava za vezanje ili adsorbensa. 

Adsorbensi za uklanjanje okratoksina A mogu biti mineralni i organski kao aktivni ugljen, 

silikatni poput bentonita, sintetički polimeri kao polivinilpirolidon te biološki koji se pokazuju 

od najvećeg značaja (Jard i sur., 2011).  

U posljednjih nekoliko desetljeća, provedena su različita ispitivanja vezana uz biološko 

uklanjanje OTA (Bejaoui i sur., 2004; El-Nezami i sur., 1998; Škrinjar i sur., 2002; Piotrowska i 

Zakowska, 2000). Istraživanja su pokazala da određeni sojevi kvasaca i njihove stanične stijenke 

mogu adsorbirati OTA (i neke druge mikotoksine) (Cecchini i sur., 2006). Pokazalo se da 

esterificirani glukomananski polimer ekstrahiran iz stanične stijenke kvasca veže OTA (Bejaoui i 

sur., 2004; Cecchini i sur., 2006; Angioni i sur., 2007) i kao takav predstavlja potencijalnu 

primjenu za smanjenje koncentracije OTA. Istraživanje Bejaoui i sur. (2004) pokazuje da su 

enološki sojevi kvasaca uspjeli ukloniti OTA iz različitih sintetičkih medija, točnije, izvijestili su 
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o 90 %-tnom smanjenju OTA sojevima kvasaca Saccharomyces na 30 °C tijekom 72 h. U 

istraživanju Cecchini i sur. (2006) pokazalo se kako su sojevi kvasaca Saccharomyces cerevisiae, 

S. bayanus var. uvarum, S. bayanus i Schizosaccharomyces pombe uspješno smanjili sadržaj 

OTA u crnom vinu. Pokazali su da je osim fenomena adsorpcije između OTA i stanica kvasca, 

moguća i neovisna interakcija OTA i ostalih metaboličkih spojeva, proizvedenih kvascem. 

Petruzzi i sur. (2015) pokazali su da uklanjanje OTA ovisi o primijenjenom soju, ali i da se OTA 

uklonjen iz medija može nakon adsorpcije otpustiti nazad u medij. 

Trichosporon mycotoxinivorans je soj kvasca koji se razvija za komercijalnu upotrebu 

detoksikacije OTA u stočnoj hrani (Molnar i sur., 2004). 

Razgradnja OTA mikroorganizmima je također zabilježena u literaturi, korištenjem 

Acinetobacter calcoaceticus i Aspergillus vrsta u alkoholnim medijima (Varga i sur., 2000), a u 

jogurtu i mlijeku korištenjem bakterija mliječne kiseline sojeva Lactobacilllus, Streptococcus i 

Bifidobacterium (Škrinjar i sur., 2002; Hassan i sur., 2016). Određene bakterije, plijesni, kvasci i 

biljke mogu transformirati OTA u OTα, manje toksičan spoj, koristeći enzime karboksipeptidaze 

(Abrunhosa i sur., 2002; Péteri i sur., 2007). Određene vrste plijesni iz rodova Aspergillus, 

Rhizopus i Penicillium posebno su učinkovite u uklanjanju OTA (Varga i sur., 2000; Abrunhosa i 

sur., 2002; Bejaoui i sur., 2005). 

2.2. KVASCI 

 Kvasci su nefotosintetski jednostanični mikroorganizmi, ovalnog oblika te imaju više 

staničnih organela koji su karakteristični za eukariotske stanice, a uključuju jezgru okruženu 

nuklearnom ovojnicom, glatki i grubi endoplazmatski retikulum, Golgijev aparat, mitohondrije i 

vakuole (Aranda i sur., 2011). 

Kvasci su izuzetno osjetljivi na promjene u uvjetima okoline. Nepovoljni uvjeti uzrokuju 

stres, a njegov učinak je smanjenje fermentacijske aktivnosti. Stres za kvasac predstavlja niska 

koncentracija kisika u početnoj fazi fermentacije, visoka temperatura, naglo hlađenje ili visoki 

osmotski tlak. Stresori su spojevi koji inhibiraju fiziološku aktivnost stanica, npr. etanol ili CO2 

izlučeni tijekom fermentacije. Takve tvari (stresori) mogu biti i mikotoksini (Foszcyńska i 

Dziuba, 2007a). 
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 OTA utječe na fiziološke procese kvasaca samo u prvoj fazi fermentacije te umanjuje 

metabolizam slobodnog amino dušika (eng. Free Amino Nitrogen), ovisno o odabranom soju 

kvasca (Foszcyńska i Dziuba, 2007a,b; Dziuba i sur., 2007). Sojevi kvasca S. cerevisiae se 

smatraju učinkovitima u smanjenju koncentracije OTA. Smanjenje koncentracije OTA tijekom 

fermentacijskih procesa može biti povezano i sa snažnom adsorpcijom mikotoksina u stanične 

stijenke kvasca ili matrice (Freire, 2019). 

2.2.1. Saccharomyces cerevisiae 

Stanice kvasca roda Saccharomyces imaju rigidnu staničnu stijenku što im omogućuje da 

se odupru promjenama osmotskog tlaka koji se može pojaviti u izvanstaničnom okruženju. 

Vakuole su važne za homeostazu, budući da su enzimi koji sudjeluju u razgradnji i oporavku 

staničnog sadržaja većinom ili isključivo lokalizirani u tim strukturama (Aranda i sur., 2011). 

Kvasci roda Saccharomyces mogu formirati pseudomicelij ili biofilm na tekućim 

medijima, askospore su im najčešće sferičnog ili ovalnog oblika te fermentaciju provode 

intenzivno bez asimilacije nitrata. Saccharomyces cerevisiae fermentira galaktozu, saharozu, 

maltozu i rafinozu, ali ne fermentira škrob i melibiozu (Kreger-van Rij, 1984) te ne može 

koristiti laktozu kao izvor ugljika (Caballero i sur., 1995). Zbog visoke proizvodnje etanola, 

visoke tolerancije na etanol i sposobnosti fermentacije širokog raspona šećera, Saccharomyces 

cerevisiae uobičajeni je mikroorganizam u proizvodnji etanola (Sengupta i sur., 2020). 

Flora povezana s vinarskom opremom u velikoj se mjeri sastoji od kvasca 

Saccharomyces cerevisiae. Ovaj soj kvasca pokazuje veću otpornost na visoke temperature pa 

nakon tri do četiri dana fermentacije postaju dominantna vrsta i u konačnici su odgovorni za 

alkoholno vrenje (Fleet i Heard, 1993, Moreira i sur., 2008). Ta promjena populacije kvasca 

povezana je sa sve većom prisutnošću etanola, anaerobnim uvjetima, prisutnošću sulfita te 

koncentracijom šećera, što doprinosi rastu S. cerevisiae (Aranda i sur., 2011). 

Sadržaj dušika je bitan faktor jer ima tendenciju ograničavanja rasta S. cerevisiae i 

predstavlja glavni uzrok inhibirane fermentacije (Aranda i sur., 2011). Kada su prisutne iznad 

određenih koncentracija, masne kiseline kratkog do srednjeg lanca mogu djelovati kao inhibitori 

rasta i preživljavanja S. cerevisiae, također uzrokujući inhibiciju fermentacije (Fleet i Heard, 

1993). 
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Tijekom procesa fermentacije, stanice kvasca su izložene raznim stresorima, poput 

nakupljanja etanola, visoke temperature, visokog osmotskog stresa, velike količine šećera i 

oksidacije. Pritom, nakupljanje etanola može biti glavni inhibitor procesa fermentacije. Stanice 

S. cerevisiae mogu preuređivati komponente ili strukture membrane kako bi se prilagodile 

etanolnom stresu (Wang i sur., 2015). S. cerevisiae može tolerirati koncentracije etanola do 

između 115 i 200 g L-1 (Luong, 1985). Zearalenon i OTA su usporili sintezu etanola sa S. 

uvarum i Kluyveromyces marxianus u istraživanju Jakopović i sur. (2018), dok je S. cerevisiae 

pokazao najveću otpornost prema mikotoksinima tijekom fermentacije. 

S. cerevisiae proizvodi etanol, ugljični dioksid i brojne nusprodukte, uključujući više 

alkohole i estere (Rapp and Mandery, 1986). Uz biomasu i CO2, glicerol je glavni metabolički 

nusprodukt tijekom alkoholne fermentacije sa S. cerevisiae. Metabolizam glicerola i etanola u S. 

cerevisiae usko je povezan, a proizvodnja etanola može se povećati nakon smanjenja 

metabolizma glicerola (He i sur., 2014). Velika količina glicerola proizvede se u ranim fazama 

fermentacije (Favale i sur., 2007). 

 

Slika 2. Saccharomyces cerevisiae (Anonymus 1, 2010) 

2.2.2. Saccharomyces bayanus 

Kvasac Saccharomyces bayanus može fermentirati i melibiozu, ne asimilira nitrate i 

obično je kriofilan (Naumov, 2000) pa se tako razvija u moštu fermentiranim pri niskim 
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temperaturama (Benítez i sur., 2011). Hladna fermentacija postaje sve popularnija jer daje vrlo 

zanimljiva aromatična svojstva proizvedenim vinima pa kvasci vrste S. bayanus stoga postaju 

sve interesantniji. To se događa zbog većeg zadržavanja hlapljivih tvari nastalih tijekom 

fermentacije te utjecaja temperature na metabolizam kvasca (González i sur., 2011). Stoga 

temperatura za uzgoj, hibridizaciju i sporulaciju ne smije biti veća od 26 °C, a pretpostavlja se da 

sadrži nukleotidne sekvence tipične za gene S. cerevisiae (Naumov, 2000). Osim toga, u 

proizvodnji vina su zanimljivi zbog visoke pektinolitičke aktivnosti (Naumova i sur., 2019). 

Kvasci ove vrste dominiraju u vinima iz regija s kontinentalnom klimom (Fernández-

Espinar, 2011), a izvorno su izolirani iz piva (González i sur., 2006). U Europi se obično 

povezuju s proizvodnjom bijelih, slatkih i pjenušavih vina, kao i jabučnog vina (cider) (Naumova 

i sur., 2019). S. bayanus posebno je otporan na nepovoljne uvjete kao što su prisutnost 

sumporovog dioksida, niske pH vrijednosti i niske temperature. Tolerantan je na visoki osmotski 

pritisak (visoke koncentracije šećera) i na visoke koncentracije alkohola (Anonymus 2, 2018). 

Doduše, hibridna priroda i raznolikost sojeva S. bayanus otežava predviđanje njihovih 

metaboličkih sposobnosti (Rainieri, 2006). 

Proizvodnja vina ledene berbe (njemački: Eiswein), čiju fermentaciju provodi S. bayanus, 

povezana je s proizvodnjom visokih razina glicerola i octene kiseline u konačnom proizvodu 

(Pigeau i Inglis, 2005). Ova kriotolerantna vrsta stvara veće količine glicerola i manje octene 

kiseline od S. cerevisiae (Bellon i sur., 2015; Masneuf-Pomarède i sur., 2010). 96 % ispitivanih 

autohtonih sojeva S. bayanus, od 74 ukupnih, u istraživanju Bedriñana i sur. (2017) klasificirani 

su kao niski ili srednji proizvođači octene kiseline i skoro nijedan nije prepoznat kao visoki 

proizvođač octene kiseline. 
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Slika 3. Saccharomyces bayanus (Anonymus 2, 2018) 

2.2.3. Hanseniaspora uvarum 

Kvasci roda Hanseniaspora imaju stanice obično u obliku limuna, askospore u obliku 

šešira ili sferične te provode fermentaciju bez asimiliranja nitrata. Hanseniaspora uvarum, 

najprisutniji kvasac na grožđu (Fleet i Heard, 1993), umire tijekom fermentacije ili ubrzo nakon 

nje (Bisson i van de Water, 2010). Može fermentirati isključivo glukozu, ima nisku 

fermentativnu aktivnost (Jolly i sur., 2014), a asimilira celobiozu kao izvor ugljika (Kreger-van 

Rij, 1984). H. uvarum je jedan od najčešće izoliranih kvasaca koji koloniziraju zrelo voće i 

uzrokuju njihovo fermentacijsko kvarenje pa tako ovaj soj kvasca prevladava kao glavna vrsta 

kvasca u početku prirodnih fermentacija voćnih sokova (Cadez i Smith, 2011). Nekoliko autora 

predložilo je da njegova prisutnost u početnim fazama fermentacije vina pridonosi složenijoj 

aromi zbog velike proizvodnje aromatskih spojeva (Ciani i Maccarelli, 1997; Romano i sur., 

1997). H. uvarum jedan je od sojeva koji proizvodi najviše izvanstaničnih enzima, a važan je i u 

proizvodnji vina gdje se također koristi zajedno sa S. cerevisiae zbog proizvodnje poželjne 

količine hlapljivih spojeva (Jolly i sur., 2014). 

Metaboličke interakcije između vinskih kvasaca koji nisu Saccharomyces roda i S. 

cerevisiae tijekom fermentacije mogu pozitivno utjecati na rast i fermentacijsko ponašanje 

kvasaca, osobito S. cerevisiae. Fruktozofilni apikulatni (limoniformni) vinski kvasci, poput H. 

uvarum, zapravo bi trebali poboljšati potrošnju šećera od strane S. cerevisiae (koji je 
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glukozofilan), izbjegavajući moguće zaostatke šećera u vinu, posebno fruktoze (Ciani i 

Fatichenti, 1999). 

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

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

uočena je sekvencijalna proizvodnja metabolita; glicerol u prvoj fazi, glicerol i acetat u drugoj 

fazi i glicerol, acetat i etanol tijekom zadnje faze fermentacije. Također je primijećeno da 

proizvodnja acetata i glicerola utječe na pretvorbu ugljika u biomasu i smanjuje iskorištenje 

procesa.  

Ciani i Picciotti (1995) isključili su mogućnost upotrebe apikulatnih kvasaca u 

proizvodnji vina zbog proizvodnje velikih količina etil acetata i octene kiseline, kao i Plata i sur. 

(2003), Rojas i sur. (2003) te Romano i sur. (2003). Proizvodnja octene kiseline apikulatnim 

vinskim kvascima široko je proučavana; općenito, ovi kvasci proizvode visoku razinu octene 

kiseline u odnosu na količinu sintetiziranog etanola (Ciani i Picciotti, 1995; Ciani i Maccarelli, 

1997). Temperatura fermentacije je još jedan važan čimbenik koji utječe na konačni prinos 

octene kiseline (Wang i sur., 2013). 

 Hanseniaspora guilliermondii i Hanseniaspora uvarum mogu narasti 106-108 stanica mL-

1 tijekom prvih 4-6 dana fermentacije, nakon čega odumiru uglavnom kao rezultat povećane 

koncentracije etanola proizvedenog od strane S. cerevisiae, koji ima veću fermentacijsku 

aktivnost i toleranciju na etanol. Općenito, vrste Hanseniaspora koje se nalaze u soku od grožđa 

nisu tolerantne na koncentracije etanola veće od 4-7 % (Fleet, 2003). Nakon rane faze 

fermentacije, S. cerevisiae, s većom tolerancijom na etanol, postaje dominantan soj kvasca i 

zadržava svoju aktivnost do kraja fermentacije (Moreira i sur., 2008).  

U istraživanju Moreira i sur. (2011), H. uvarum je potrošio šećer u potpunosti nakon 6-8 

dana fermentacije, dostigavši konačnu koncentraciju etanola od 12,5 % (v/v). Rod 

Hanseniaspora smatra se manje učinkovitim u proizvodnji etanola od Saccharomyces roda 

(Diaz- Montaño i sur., 2008). 

U istraživanju Moreira i sur. (2008) čista kultura H. uvarum dovela je do vina s najvišim 

sadržajem estera octene kiseline, dok taj spoj nije otkriven u vinima dobivenim čistom kulturom 

S. cerevisiae ili mješovitim kulturama apkulatnih kvasaca sa S. cerevisiae. U vinima 
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proizvedenim s apikulatnim kvascima poput H. uvarum, pronalazi se visoka razina etil acetata u 

zbog velike proizvodnje octene kiseline, kao i razine prozračivanja tijekom fermentacije. Etil 

acetat je glavni ester koji se pojavljuje u vinu i ima neugodan, octikav miris (Moreira i sur., 

2011), a nastaje iz octene kiseline. 

 

Slika 4. Hanseniaspora uvarum (Ribéreau-Gayon i sur., 2006) 

2.2.4. Pichia guilliermondii 

Kvasci iz roda Pichia često tvore pseudomicelij s oskudnim brojem pravih hifa te mogu, 

ali i ne moraju provoditi fermentaciju. Pichia guilliermondii ne fermentira maltozu i laktozu 

(Kreger-van Rij, 1984), ne asimilira nitrate, ne proizvodi estere, ne sintetizira škrob te zahtijeva 

vanjski izvor vitamina (Wickerham, 1966). Također je biološko sredstvo za suzbijanje bolesti 

plodova poslije žetve pa tretman plodova s ovim kvascem učinkovito kontrolira pojavu truleži 

uzrokovanu plijesni iz roda Rhizopus i plave plijesni na plodovima breskve (Zhao i sur., 2020). 

U radu Fonseca i sur. (2007), P. guilliermondii postupno je formirala etanol iz glukoze, 

ali i glicerol i acetat u tragovima. U kvascima iz roda Pichia, veće koncentracije glukoze 

pogodovale su proizvodnji etanola, a ne proizvodnji glicerola. (Petrovska i sur., 1999). 
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Slika 5. Pichia guilliermondii (Anonymus 3, 2018) 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1. MATERIJALI 

3.1.1. Mikroorganizmi 

Prilikom ispitivanja utjecaja OTA na fermentacijska svojstva i preživljavanje kvasaca, 

korišteni su sojevi kvasaca Saccharomyces cerevisiae (5), Saccharomyces cerevisiae DMSZ 

(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH), Saccharomyces bayanus (8), 

Hanseniaspora uvarum i Pichia guilliermondii, dobiveni iz Zbirke mikroorganizama 

Laboratorija za opću mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica, Zavoda za biokemijsko 

inženjerstvo Prehrambeno-biotehnološkog fakulteta, Sveučilišta u Zagrebu. Kulture kvasaca 

pohranjene su u glicerolu na -20 °C, a prije postavljanja pokusa, kulture kvasaca su revitalizirane 

tijekom 48 h pri 28 °C, kako bi se odredio početni broj živih stanica kvasaca. 

3.1.2. Hranjive podloge 

Za uzgoj i praćenje preživljavanja kvasaca Saccharomyces cerevisiae (5), Saccharomyces 

cerevisiae DMSZ, Saccharomyces bayanus (8), Hanseniaspora uvarum i Pichia guilliermondii, 

korišteni su YPG (eng. Yeast Peptone Glucose) bujon (Biolife, Italija) odnosno sladni agar 

(Biolife, Italija) pripremljeni iz dehidratiranih podloga u prahu, suspendiranjem u 1000 mL 

destilirane vode. Podloge su nakon otapanja sterilizirane u autoklavu na 121 °C tijekom 15 min. 

YPG bujon sastava: 

Kvaščev ekstrakt (10 g/L) 

Pepton (10 g/L) 

Glukoza (20 g/L) 

Suspendirano u destiliranoj vodi, pH podloge iznosi 6,5. 

Sladni agar sastava: 

Sladni ekstrakt (30 g/L) 

Agar (17 g/L) 
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3.1.3. Mikotoksin i kemikalije 

Standard mikotoksina: OTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) 

Etanol 96 % (Grammol, Hrvatska) 

Carrezov reagens (Merck, Darmstadt, Njemačka) 

3.1.4. Pribor i aparatura 

Prilikom eksperimentalnog rada korišten je sljedeći pribor i aparatura: 

- Pribor: 

o Erlenmeyerove tikvice (250 mL) 

o Epruvete mikrobiološke (18x180 mm) 

o Mikrobiološke ušice 

o Petrijeve zdjelice (ø 10 cm) 

o Štapići po Drigalskom 

o Bunsenov plamenik 

- Aparatura: 

o Termostat (Sutjeska, Beograd) 

o Autoklav (Sutjeska, Beograd) 

o Analitička vaga (Sartorius, Njemačka) 

o Vibromikser Vortex V-1 plus (Biosan, Latvija) 

o Tresilica (KS 4000 (IKA, Njemačka) 

o Mikropipete (10-1000 µL; Eppendorf, Njemačka) 

o HPLC ProStar Varian 230 (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemačka) 

o Prijenosna centrifuga Hettich Rotofix 32 (Merck, Darmstadt, Njemačka 

o Brojač kolonija BZG30 (Weilheim, Njemačka) 
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3.2. METODE 

3.2.1. Standard OTA 

 Okratoksin A u obliku kristala, otopljen je u etanolu kako bi se pripremile radne otopine 

u koncentracijama 2 mg mL-1, odnosno 4 mg mL-1 koje su do upotrebe pohranjene na 4 °C. Kako 

bi se dobile konačne koncentracije OTA od 2, odnosno 4 µg mL-1 u tekuće hranjive podloge 

dodan je odgovarajući volumen radnih otopina OTA. 

3.2.2. Priprema kultura kvasaca 

 Odabrani sojevi kvasaca revitalizirani su u tekućem hranjivom bujonu (YPG bujonu) 

tijekom 48 h pri 28 °C. Nakon revitalizacije, po 1 mL suspendirane kvaščeve kulture ponovno je 

precijepljen u YPG bujon te inkubiran tijekom 24 h pri 28 °C. Nakon inkubacije, u 25 mL tekuće 

YPG podloge dodane su odgovarajuće kulture kvasaca kao i OTA. U jednu tikvicu dodan je 

OTA do konačne koncentracije 2 µg mL-1, u drugu tikvicu dodan je OTA do konačne 

koncentracije 4 µg mL-1, dok je u treću tikvicu dodan etanol i taj uzorak je služio kao kontrola. 

3.2.3. Određivanje fermentacijskih produkata kvasaca u prisutnosti OTA 

 Prisutnost fermentacijskih produkata odabranih sojeva kvasaca uz dodatak otopine OTA 

u YPG mediju, određena je tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC, Agilent 

Technologies, Waldbronn, Njemačka) u dvije točke (12 i 24 sata) tijekom uzgoja na tresilici. 

Uzorci su centrifugirani na prijenosnoj centrifugi (Hettich Rotofix 32, Merck, Darmstadt, 

Njemačka ) na 3500g tijekom 10 minuta. Carrezov reagens (Merck, Darmstadt, Njemačka) 

dodan je u supernatant, a proteini su uklonjeni filtracijom. Koncentracije metabolita izmjere su 

pomoću ProStar Varian 230 analitičkog HPLC uređaja, koji je opremljen s Varian ProStar 330 

PDA (eng. Photodiode array) detektorom te Varian Pro Star 350 RI (eng. Refractive index) 

detektorom. Za odvajanje sojeva korištena kolona Barian MetaCarb 87H (300x6,5mm), zagrijana 

na 60 °C uz konstantan protok od 0,6 mL min-1. Octena i mravlja kiselina su praćene i 

kvantificirane pomoću PDA detektora, a etanol i glukoza pomoću RI detektora. Svi su uzorci 

analizirani u triplikatu. 
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3.2.4. Određivanje preživljavanja kvasaca u prisutnosti OTA 

 Tijekom uzgoja neizravnom metodom određivanja broja živih stanica (eng. CFU, Colony 

Forming Units) praćeno je preživljavanje kvasaca u prisutnosti dviju različitih koncentracija 

OTA. Na čvrstu hranjivu podlogu (sladni agar) nacijepljen je poznati volumen (0,1 mL) 

odgovarajućeg decimalnog razrjeđenja kulture kvasca, nakon čega slijedi inkubacija na 

odgovarajućoj temperaturi (28 °C) tijekom 24 sata. Nakon inkubacije na podlozi je vidljiv porast 

pojedinačnih kolonija koje je moguće prebrojati, a dobivene vrijednosti izražene su kao jedinice 

koje tvore kolonije log CFU mL-1. 

 Broj živih stanica kvasaca praćen je tijekom 24 h uzgoja (0., 12. i 24. h). Broj živih 

stanica svake kvaščeve kulture pratio se bez dodatka OTA te s dodatkom otopine OTA u 

koncentracijama 2 µg mL-1, odnosno 4 µg mL-1. Iz pripremljenih uzoraka, nakon 0., 12. i 24. sata 

uzgoja, načinjene su serije decimalnih razrjeđenja u omjeru 1:10. Za svaki uzorak načinjeno je 6 

decimalnih razrjeđenja, a u Petrijeve zdjelice sa sladnim agarom nacijepljeno je po 0,1 mL 4., 5. 

i 6. decimalnog razrjeđenja. Korištenjem štapića po Drigalskom nacijepljeni volumen uzorka 

raširen je po cijeloj površini sladnog agara kako bi se porasle kulture lakše prebrojale. 

Nacijepljeni uzorci inkubirani su na 28 °C tijekom 48  h, a porasle kolonije prebrojane su na 

brojaču kolonija. CFU je određen pomoću formule 1: 

 

𝐶𝐹𝑈 =
𝑏𝑟𝑜𝑗 𝑝𝑜𝑟𝑎𝑠𝑙𝑖ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑗𝑎

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑛𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒𝑝𝑙𝑗𝑒𝑛𝑜𝑔 𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎
∗ 𝑟𝑒𝑐𝑖𝑝𝑟. 𝑣𝑟𝑖𝑗𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑑𝑒𝑐. 𝑟𝑎𝑧𝑟𝑗𝑒đ𝑒𝑛𝑗𝑎 (𝑗𝑒𝑑 𝑚𝐿−1) [1] 

 

Određivanje broja stanica kvasaca u prisutnosti dviju koncentracija OTA mjereno je u triplikatu.  
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

OTA je proizvod sekundarnog metabolizma plijesni iz rodova Aspergillus i Penicillium. 

Budući da navedene plijesni rastu na širokom geografskom području, OTA je sveprisutan. Kao 

glavni izvori OTA u ljudskoj prehrani navode se žitarice i vino, a nedavna istraživanja pokazala 

su visoke koncentracije OTA u vinima, moštu i sokovima od grožđa (El Khoury i Atoui, 2010; 

Pleadin i sur., 2018). Istraživanja provedena na OTA pokazala su njegova nefrotoksična, 

karcinogena, imunotoksična i neurotoksična djelovanja. Kako je u dostupnoj literaturi izuzetno 

malen broj istraživanja koja proučavaju utjecaj OTA na fermentacijska svojstva kvasaca, kao i 

ograničen broj literaturnih radova koji proučavaju utjecaj OTA na broj živih stanica kvasaca, cilj 

ovog rada je ispitati utjecaj dviju različitih koncentracija OTA na fermentacijska svojstva 

odabranih sojeva kvasaca (Saccharomyces cerevisiae (5), Saccharomyces cerevisiae DMSZ, 

Saccharomyces bayanus (8), Hanseniaspora uvarum, Pichia guilliermondii), kao i utjecaj OTA 

na preživljavanje kvasaca tijekom uzgoja od 24 h. 

Za određivanje produkata fermentacije odabranih sojeva kvasaca pod utjecam OTA 

korišten je HPLC ProStar Varian 230 uređaj, a broj živih stanica kvasca određen je neizravnom 

metodom nacjepljivanjem na hranjivu podlogu nakon 12 i 24 sata uzgoja.  

Ispitivana je fermentacijska sposobnost kvasaca Saccharomyces cerevisiae (5), 

Saccharomyces cerevisiae DMSZ, Saccharomyces bayanus (8), Hanseniaspora uvarum i Pichia 

guilliermondii kao i sposobnost njihovog rasta u prisutnosti OTA u koncentracijama 2, odnosno 

4 µg mL-1. Navedene koncentracije OTA odabrane su prema dostupnoj literaturi, a također, 

predstavljaju vrijednost OTA koja se potencijalno može pojaviti u prehrambenim proizvodima. 

Podaci o utjecaju OTA na fermentacijska svojstva kvasaca su oskudni, a većinom se ispituju 

mikotoksini poput AFB1, AFM1 ili fumonizini. Također, istraživanja vezana uz utjecaj OTA na 

preživljavanje kvasaca su vrlo rijetka. Odabrani sojevi kvasaca predstavljaju širok spektar 

mikroorganizama koji se mogu prirodno pojaviti u namirnicama ili preko određenih 

biotehnoloških procesa, a imaju potenacijalnu primjenu u biodetoksikaciji OTA. 
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4.1. FERMENTACIJSKI METABOLITI KVASACA U PRISUTNOSTI OTA 

U alkoholnoj fermentaciji koju provode kvasci, osim etanola, nastaju i mnogi spojevi kao 

nusprodukti biokemijskih i kemijskih procesa. Mikotoksini, poput okratoksina A, utječu na 

količinu hlapljivih nusproizvoda fermentacije. Također, kontaminacija sirovine s aflatoksinima, 

okratoksinom A, zearalenonom, deoksinivalenolom, fumonizinom B1 može utjecati na količinu 

hlapljivih nusproizvoda fermentacije (Kłosowski i Mikulski, 2010). 

Rezultati fermentacijskih učinaka istraživanja Petruzzi i sur. (2015) pokazuju visoke 

prinose etanola povezane s učinkovitom pretvorbom šećera (na kraju fermentacije količina 

alkohola bila je od 83,2 do 109,1 g L-1), proizvodnju glicerola veću od 5,2 g L-1 i koncentracije 

hlapljivih kiselina <1,2 g L-1 u 5 pet genetski različitih sojeva Saccharomyces cerevisiae 

korištenih prilikom istraživanja. 

Prilikom provedenog istraživanja nakon 12 i 24 sata uzgoja određena je koncentracija 

glukoze kao osnovnog izvora ugljika (slika 6 i 7).  
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 Koncentracije glukoze izmjerene pri fermentaciji sa sojevima kvasaca S. cerevisiae (5), S. 

cerevisiae DSMZ, S. bayanus (8), H. uvarum i P. guilliermondii nakon 12 sati pokusa prikazane 

su na slici 6, uzimajući u obzir dodane koncentracije okratoksina A i kontrolu (bez OTA). Iz njih 

možemo vidjeti kako je S. cerevisiae DSMZ potrošio gotovo svu glukozu već nakon 12 sati, dok 

je P. guilliermondii pokazao najmanji afinitet za previranje glukoze; nakon 12 sati preostalo je 

više od 20 mg mL-1 glukoze u svim uzorcima. Ono što je zanimljivo za istaknuti jest to da 

okratoksin A nije pretjerano utjecao na fermentaciju glukoze kod P. guilliermondii ni kod H. 

uvarum, dok je njegova prisutnost u manjoj koncentraciji (2 µg mL-1) čak uzrokovala veću 

potrošnju glukoze kod S. cerevisiae (5), vidljivo iz preostalih 11,05 mg mL-1 glukoze nakon 12 

sati uzgoja. Što se tiče S. bayanus (8), najbolje je fermentirao glukozu bez prisutnosti OTA, dok 

je pri većoj koncentraciji OTA (4 µg mL-1) potrošio neznatno više glukoze nego pri manjoj 

koncentraciji, što nije očekivano. Slika 7. prikazuje koncentraciju glukoze nakon 24 sata pokusa, 

iz čega je vidljivo kako jedino kvasac P. guilliermondii nije potrošio svu glukozu. Najmanje 

glukoze je potrošio u prisutnosti veće koncentracije OTA (4 µg mL-1), a najviše u prisustvu 

manje koncentracije OTA (2 µg mL-1), iako je bilo očekivano da će najviše glukoze potrošiti u 

uzorku bez prisutnog OTA. 
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U ispitivanim uzorcima nije bilo moguće kvantificirati etanol, no tablica 1 prikazuje 

vrijednosti površina pikova koje odgovaraju retencijskom vremenu etanola, dobivene iz 

kromatograma analiziranih uzoraka. 

Tablica 1. Površine pikova iz kromatograma koje odgovaraju retencijskom vremenu etanola 

Uzorak 
Površina pika u 

kromatogramu 

nakon 12 h 

Površina pika u 

kromatogramu 

nakon 24 h 

Saccharomyces cerevisiae (5)  410,98 860,64 

Saccharomyces cerevisiae (5) + 2 µg mL-1 OTA 240,81 403,11 

Saccharomyces cerevisiae (5) + 4 µg mL-1 OTA 353,44 1433,38 

Saccharomyces bayanus (8)   301,7 812,4 

Saccharomyces bayanus (8) + 2 µg mL-1 OTA 609,01 720,36 

Saccharomyces bayanus (8) + 4 µg mL-1 OTA 945,53 332,38 

Saccharomyces cerevisiae DSMZ  n.d. 569,36 

Saccharomyces cerevisiae DSMZ + 2 µg mL-1 OTA n.d. 1223,77 

Saccharomyces cerevisiae DSMZ + 4 µg mL-1 OTA n.d. 313,49 

Hanseniaspora uvarum  172,31 1038,69 

Hanseniaspora uvarum + 2 µg mL-1 OTA 1052,7 1632,92 

Hanseniaspora uvarum + 4 µg mL-1 OTA 161,4 1558,25 

Pichia guilliermondii  237,54 421,97 

Pichia guilliermondii + 2 µg mL-1 OTA 193,31 1631,59 

Pichia guilliermondii + 4 µg mL-1 OTA 76,81 299,58 
*površina pika u uzorku samo s etanolom iznosila je 182,87 

n.d. – nije detektirano 

Prema podatcima prikazanim u tablici 1 vidljivo je kako kvasac Saccharomyces 

cerevisiae (5) uz dodatak veće koncentracije OTA (4 µg mL-1) nakon 24 sata pokazuje najveću 

sposobnost proizvodnje etanola, dok nakon 12 sati pokusa, obje ispitivane koncentracije OTA 

djeluju inhibitorno na proizvodnju etanola. S druge strane, dodatak OTA (u manjoj i većoj 

koncentraciji) mediju s kvascem Saccharomyces bayanus (8) djeluje pozitivno na sposobnost 

proizvodnje etanola nakon prvih 12 sati, ali nakon 24. sata je vidljivo da veća koncentracija OTA 

inhibira proizvodnju etanola. Kod kvasca Saccharomyces cerevisiae DSMZ je vidljivo kako do 

proizvodnje etanola dolazi nakon 24. sata, što se može objasniti činjenicom da je tek nakon 24 

sata, kvasac ušao u stacionarnu fazu rasta. Kvasac Hanseniaspora uvarum je uz dodatak manje 

koncentracije OTA (2 µg mL-1) nakon 12. sata pokazao značajno veću sposobnost sinteze 
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etanola, usporedno s kontrolnim uzorkom, kao i uzorkom s većom koncentracijom dodanog 

OTA. Nakon 24 sata, vrijednosti koje ukazuju na proizvodnju etanola s dodatkom OTA su 

podjednake, dok je najmanja vrijednost upravo ona bez OTA. Pichia guilliermondii nakon 12 

sati fermentacije pokazuje kako kultura bez dodatka OTA ima mogućnost najveće proizvodnje 

etanola, u usporedbi s kulturama kojima je dodan OTA. Nakon 24 sata, ipak je došlo do značajne 

promjene i pokazalo se da dodatak OTA u koncentraciji od 2 µg mL-1 povoljno utječe na sintezu 

etanola. S druge strane, Petruzzi i sur. (2015) su pokazali da između kontrolnih uzoraka i uzoraka 

s dodatkom OTA nema značajne razlike u proizvodnji etanola. Budući da je eksperiment trajao 8 

dana, njihovi rezultati upućuju na nisku toksičnost OTA ili na prilagodbu kvasaca tijekom 

vremena. 

Pokazalo se da slabe organske kiseline negativno utječu na rast i metabolizam mikroba te 

prinos etanola (van Maris i sur., 2006). Iako je mravlja kiselina tipično prisutna u nižim 

koncentracijama od acetata, toksičnija je za S. cerevisiae (Hasunuma i sur., 2011). 

Mravlja kiselina je slaba kiselina koja može izazvati oksidativni stres. Niska 

koncentracija mravlje kiseline izaziva apoptozu tj. smrt stanica kvasca S. cerevisiae, a ovaj 

aktivni proces je popraćen „respiracijskim praskom“, uz oslobađanje reaktivnih kisikovih vrsta 

(Du i sur., 2008). Stanice u stacionarnoj fazi u istraživanju Du i sur. (2008) bile su otpornije na 

tretman mravljom kiselinom nego one u fazi srednjeg eksponencijalnog stanja, što ukazuje da 

brzina staničnog preživljavanja ovisi o temperaturi i fazi rasta za vrijeme tretmana mravljom 

kiselinom. Postotak preživljavanja, izražen kao CFU vrijednost, smanjio se s povećanom 

koncentracijom mravlje kiseline. Smrt stanica uzrokovan mravljom kiselinom popraćena je 

promjenama integriteta citoplazmene membrane. 

 Babel i sur. (1983) su zaključili kako mravlja kiselina ima inhibirajući učinak na rast 

kvasca Hansenula polymorpha, jer priljev mravlje kiseline izazvan snižavanjem pH, prelazi 

oksidacijski kapacitet, pa bi akumulacija mravlje kiseline/formijata u citoplazmi trebala snažno 

ometati očuvanje energije uklanjanjem gradijenta protona između citoplazme i mitohondrijskog 

prostora. Konačno, to rezultira prekidom proizvodnje ATP-a i zaustavlja rast (Babel i sur., 1983). 

Potonje je uočeno i kod Candida utilis u prisutnosti acetata i nazvano je "traumatičnim učinkom" 

(Hueting i Tempest, 1977).  
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Podaci i istraživanja vezanih uz mravlju kiselinu su izuzetno rijetki i ograničeni, što daje 

podacima u ovom radu na značaju. 

 

Slika 8. Koncentracija mravlje kiseline nakon 12 sati fermentacije pomoću odabranih 

sojeva kvasaca bez prisustva i u prisustvu 2 i 4 µg mL-1 OTA 

 

Slika 9. Koncentracija mravlje kiseline nakon 24 sata fermentacije pomoću odabranih 

sojeva kvasaca bez prisustva i u prisustvu 2 i 4 µg mL-1 OTA 
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 Koncentracija mravlje kiseline izmjerene u uzorcima sa odabranim kvascima, nakon 12 

sati pokusa prikazana je na slici 8. Najviša izmjerena koncentracija mravlje kiseline iznosi 7,01 

mg mL-1, a najmanja 0,76 mg mL-1. S. cerevisiae DSMZ proizveo je najviše mravlje kiseline i to 

u prisutnosti manje koncentracije OTA, a nakon njega H. uvarum. Kvasci P. guilliermondii i S. 

bayanus (8) nisu pokazali velike razlike u proizvodnji mravlje kiseline obzirom na prisutnost 

OTA. S. cerevisiae (5) proizveo je najviše mravlje kiseline bez prisutnosti OTA, ali skoro 

jednako mnogo i s većom koncentracijom OTA. Zanimljivo je napomenuti kako je S. bayanus 

(8) najviše mravlje kiseline, 2,5 mg mL-1, proizveo pri većoj koncentraciji OTA. 

Koncentracije mravlje kiseline izmjerene nakon 24 sata pokusa, prikazane na slici 9, 

pokazuju drukčije rezultate, pri čemu nije bilo zabilježene proizvodnje mravlje kiseline od strane 

sojeva H. uvarum i S. cerevisiae (5). S. cerevisiae  DSMZ i dalje je proizveo najveće količine 

mravlje kiseline, ali mnogo manje nego nakon 12 sati (4,34 mg mL-1) i to u prisutnosti manje 

koncentracije OTA. Od 3 soja koja su jedina pokazivala proizvodnju mravlje kiseline nakon 24 

sata, S. bayanus (8), S. cerevisiae DSMZ i P. guilliermondii, svi su proizveli više nusprodukta u 

prisutnosti manje koncentracije OTA, čak i u usporedbi bez prisutnog OTA.  

Tijekom početnih faza fermentacije, aktivnost kvasaca koji nisu roda Saccharomyces, 

doprinosi proizvodnji spojeva poput octene kiseline, glicerola i raznih estera (Ciani and 

Maccarelli, 1997; Romano i sur., 2003). To može imati značajan utjecaj na aromu vina (Eglinton 

i sur.., 2000; Soden i sur., 2000). Na primjer, neki sojevi kvasca Kloeckera apiculata mogu 

potencijalno proizvesti do 25 puta veću količinu octene kiseline koju obično proizvodi S. 

cerevisiae. K. apiculata može inhibirati neke sojeve S. cerevisiae da završe fermentaciju 

(Velázquez i sur., 1991), vjerojatno zbog proizvodnje octene kiseline, oktanske i dekanske 

kiseline ili „killer“ faktora. 

Dodavanje OTA i AF uzrokovalo je najveće povećanje koncentracije acetaldehida u radu 

Kłosowski i Mikulski (2010). Povećana koncentracija mikotoksina u fermentacijskom mediju, 

zajedno s povećanjem koncentracije acetaldehida, može ukazivati na to da mikotoksini utječu na 

puteve alkoholne fermentacije gdje je acetaldehid jedan od glavnih međuprodukata. Također, 

zabilježena je značajno viša kiselost kod skupina kontaminiranih OTA, što upućuje na formiranje 

veće količine octene kiseline. Unatoč tome, Petruzzi i sur. (2015) nisu pronašli statistički 
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značajne razlike između kontrolnih uzoraka i onih s dodanim OTA, što bi moglo ukazivati na 

nisku toksičnost OTA prema kvascima ili prilagodbu kvasca tijekom vremena.  

Na slikama 10 i 11  prikazane su koncentracije octene kiseline bez prisustva i uz 

prisustvo različitih koncentracija OTA.  

 

Slika 10. Koncentracija octene kiseline nakon 12 sati fermentacije pomoću odabranih 

sojeva kvasaca bez prisustva i u prisustvu 2 i 4 µg mL-1 OTA 

 

Slika 11. Koncentracija octene kiseline nakon 24 sata fermentacije pomoću odabranih 

sojeva kvasaca bez prisustva i u prisustvu 2 i 4 µg mL-1 OTA 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

2

Saccharomyces
cerevisiae 5

Saccharomyces
bayanus 8

Saccharomyces
cerevisiae DSMZ

Hanseniaspora
uvarum

Pichia
Guillermondi

m
g 

m
L-1

0 µg mL¯¹ OTA 2 µg mL¯¹ OTA 4 µg mL¯¹ OTA

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Saccharomyces
cerevisiae 5

Saccharomyces
bayanus 8

Saccharomyces
cerevisiae DSMZ

Hanseniaspora
uvarum

Pichia
Guillermondi

m
g 

m
L-1

0 µg mL¯¹ OTA 2 µg mL¯¹ OTA 4 µg mL¯¹ OTA



26 
 

Svih 5 sojeva kvasaca proizvelo je octenu kiselinu nakon 12 sati pokusa u koncentraciji < 

2,0 mg mL-1 (slika 10). Paraggio i Fiore (2004) ispitivali su sposobnost proizvodnje octene 

kiseline pomoću 80 različitih sojeva kvasca S. cerevisiae, izoliranih iz različitih vrsta grožđa. 

Prema njihovim rezultatima, proizvodnja octene kiseline kretala se od 0,13-0,98 mg mL-1. Od 80 

ispitivanih sojeva, samo tri soja su se pokazala povoljna i primjerena upotrebi za proizvodnju 

vina, budući da su proizveli niske koncentracije octene kiseline (<0,2 mg mL-1), a octena kiselina 

negativno utječe na profil vina ukoliko je njena koncentracija veća od 0,5 mg mL-1. Tijekom 

ovog pokusa, nakon 12 sati, S. cerevisiae DSMZ je proizveo najveću količinu octene kiseline, 

1,85 mg mL-1, u prisustvu veće koncentracije OTA. Na S. bayanus (8) i P. guilliermondii 

prisutnost OTA nije pretjerano utjecala pa su koncentracije proizvedene octene kiseline blizu 

vrijednostima uzoraka bez dodanog okratoksina A, iako najviše koncentracije proizvedenog 

nusprodukta pokazuju u prisustvu veće koncentracije OTA. Kod S. cerevisiae i H. uvarum je 

vidljivo da je najviše proizvedene octene kiseline u kontrolnim uzorcima bez OTA. Zanimljivo je 

što S. bayanus (8) i S. cerevisiae DSMZ, koji su nakon 12 sati proizveli najviše octene kiseline, 

nakon 24 sata proizvode najmanje octene kiseline. Na slici 11 vidljivo je kako su porasle 

vrijednosti za ostale sojeve doduše, najviše za H. uvarum koja je nakon 12 sati proizvela najviše 

1,18 mg mL-1 bez prisustva OTA, a nakon 24 sata čak 8,48 mg mL-1 i to u prisustvu veće 

koncentracije OTA. Kvasac P. guilliermondii je proizveo najviše octene kiseline u prisustvu veće 

koncentracije OTA, a S. cerevisiae (5) u prisustvu manje koncentracije OTA. Vidljivo je kako 

gotovo niti jedan soj u kontroli nakon 24 sata fermentacije ne proizvodi više octene kiseline u 

odnosu na uzorke s dodanim OTA (S. bayanus (8) iznimno), što može voditi zaključku da OTA 

pospješuje proizvodnju octene kiseline u određenim sojevima. Slični rezultati su dobiveni i 

nakon 12 sati pokusa; jedino H. uvarum je proizvela znatno više metabolita bez prisustva OTA.  

Malo je radova koji istražuju učinke OTA na fermentacijski proces. Istraživanje 

Whitehead i Flannigan (1989) pokazalo je da S. cerevisiae pokazuje sposobnost detoksikacije 

fuzarijskih mikotoksina poput deoksinivalenola, T-2 toksina, diacetoksiscirpenola i zearalenona. 

Čak i u visokim koncentracijama, deoksinivalenol ima zanemariv učinak na održivost i rast 

kvasca, a S. cerevisiae se može oporaviti od početnih učinaka T-2 toksina i diacetoksiscirpenola, 

što također ukazuje na to da kvasac ima sposobnost detoksikacije tih toksina. Istraživanje 

Jakopović i sur. (2018) podupire pretpostavku da se određeni sojevi kvasca (Saccharomyces 

cerevisiae, Saccharomyces uvarum, Candida utilis i Kluyveromyces marxianus) mogu prilagoditi 
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u prisutnosti mikotoksina. Njihovi rezultati također sugeriraju da su svi proučeni sojevi kvasca 

razvili specifičan adaptivni odgovor na mikotoksine, što bi moglo sugerirati da se određeni 

kvasci mogu koristiti za kontrolu koncentracija mikotoksina u proizvodnji fermentirane hrane i 

pića. Stanice kvasca i njihovi važni enzimi pokazuju određenu osjetljivost na mikotoksine, ali 

također se mogu prilagoditi. Mikotoksini, s druge strane, mogu inhibirati enzime fermentacije, 

odgoditi rast i uzrokovati oksidativni stres (Kłosowski i sur., 2010). Svi ti učinci usporavaju rast 

kvasca i, posljedično, fermentaciju.  

4.2. PREŽIVLJAVANJE ODABRANIH SOJEVA KVASACA U PRISUTNOSTI OTA 

Neizravnom metodom određivanja broja živih stanica praćeno je preživljavanje 

odabranih sojeva kvasaca (S. cerevisiae (5), S. cerevisiae DSMZ, S. bayanus (8), H. uvarum i P. 

guilliermondii) u prisutnosti dviju koncentracija OTA (2 µg mL-1 i 4 µg mL-1) tijekom 24 sata 

uzgoja (mjerenja su provedena u 0-tom satu pokusa, nakon 12 sati te nakon 24. sata pokusa), a 

rezultati su prikazani na slikama 12 – 16. 

 

Slika 12. Log broja živih stanica kvasca S. cerevisiae (5) u podlozi nakon različitog vremena 

fermentacije bez prisustva i u prisustvu 2 i 4 µg mL-1 OTA 
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Prema slici 12, vidljivo je kako je najveći broj izbrojanih stanica kvasca prisutan nakon 

24 sata pokusa u kontrolnom uzroku, bez prisutnog okratoksina A, dok pri koncentraciji OTA od 

2 µg mL-1 nije statistički značajno manji broj stanica kvasca. Nakon 12 sati pokusa, kvasci 

izbrojani u prisutnosti veće koncentracije OTA od 4 µg mL-1, su dokazani u nešto većem broju. 

Kao što je već spomenuto u prethodnim poglavljima, mikotoksini obično imaju negativan utjecaj 

na kvasce, stoga je taj rezultat neočekivan. Međutim, razlike u rezultatima preživljavanja stanica 

kvasca sa i bez OTA nisu velike pa možemo zaključiti da okratoksin A nije imao značajan 

utjecaj na rast kvasca S. cerevisiae (5). 

 

Slika 13. Log broja živih stanica kvasca S. cerevisiae DSMZ u podlozi nakon različitog vremena 

fermentacije bez prisustva i u prisustvu 2 i 4 µg mL-1 OTA 

 Slika 13 prikazuje preživljavanje stanica kvasca S. cerevisiae DSMZ. Nakon 12 sati 

pokusa najviše je kvasca poraslo u prisutnosti 4 µg mL-1 OTA, dok je nakon 24 sata najviše 

stanica izbrojano u kontrolnom uzorku, bez dodatka OTA. Obzirom da razlika između broja 

stanica, nakon 12 sati pokusa, bez prisutnosti OTA od 7,04 log CFU mL-1 i s većom 

koncentracijom OTA od 7,56 log CFU mL-1 nije zanemariva, možemo zaključiti kako 4 µg mL-1 

OTA ima pozitivan utjecaj na rast ovog soja kvasca. Nakon 24 sata pokusa, OTA više nema 

pozitivan utjecaj na broj stanica. 
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Slika 14. Log broja živih stanica kvasca S. bayanus (8) u podlozi nakon različitog vremena 

fermentacije bez prisustva i u prisustvu 2 i 4 µg mL-1 OTA 

 Kod S. bayanus (8), prikazanog na slici 14, vidljivo je da nakon 12 sati OTA pokazuje 

slabi inhibitorni učinak na rast kvasca, dok nakon 24 sata pokusa, u prisutnosti veće 

koncentracije OTA dolazi do stimulacije rasta i zabilježen je rast stanica kvasca u iznosu od 8,32 

log CFU mL-1.  
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Slika 15. Log broja živih stanica kvasca H. uvarum u podlozi nakon različitog vremena 

fermentacije bez prisustva i u prisustvu 2 i 4 µg mL-1 OTA 

Rast stanica kvasca H. uvarum, prikazan je na slici 15. Nakon 12 sati  uzgoja vidljivo je 

da OTA inhibira rast kvasca za oko 1 log jedinicu , dok rezultati nakon 24 sata pokazuju bolji 

rast kvasca u prisutnosti obje koncentracije OTA u odnosu na kontrolni uzorak. 

 

Slika 16. Log broja živih stanica kvasca P. guilliermondii u podlozi nakon različitog vremena 

fermentacije bez prisustva i u prisustvu 2 i 4 µg mL-1 OTA 

Na slici 16 prikazani su rezultati preživljavanja kvasca P. guilliermondii u prisutnosti 

OTA. Iz rezultata je vidljivo da se kvasac P. guilliermondii  prilagodio uvjetima rasta u 

prisutnosti obje odabrane koncentracije OTA, jer je primijećen bolji rast kvasca u odnosu na 

kontrolu. Nakon 12 sati uočen je neznatni porast stanica kvasca, dok je nakon 24 sata uočen 

porast stanica za 1,5 log jedinicu u prisustvu 2 i 4 µg mL-1 OTA. 

 Od svih odabranih kvasaca, kvasac P. guilliermondii se pokazao kao najmanje osjetljivi 

kvasac na utjecaj OTA jer je zabilježen rast od 9,32 log CFU mL-1 u prisutnosti 2 µg mL-1 OTA, 

odnosno 9,03 log CFU mL-1 u prisutnosti 4 µg mL-1 nakon 24 sata. Iz prikazanih rezultata (slike 

12-15), može se zaključiti kako je OTA pozitivno utjecao na rast i S. bayanus (8) (u većoj 

koncentraciji nakon 24 sata), H. uvarum (u obje koncentracije, nakon 24 sata), S. cerevisiae 

7

7,5

8

8,5

9

9,5

0h 12h 24h

lo
g 

C
FU

vrijeme (h)

0µg mL¯¹ OTA 2µg mL¯¹ OTA 4µg mL¯¹ OTA



31 
 

DSMZ (u obje koncentracije, nakon 12 sati). Osim u tim slučajevima, rezultati ukazuju kako 

prisustvo OTA ne čini veliku razliku u rastu broja kvasaca. Blagi inhibirajući učinak imao je na 

S. cerevisiae (5) nakon 24 sata pokusa, S. bayanus (8) nakon 12 sati pokusa te kod S. cerevisiae 

DSMZ nakon 24 sata. Prisutnost OTA imala je najizraženiji inhibrajući faktor na kvascu H. 

uvarum, nakon 12 sati pokusa. Uzevši sve u obzir, čini se kako ovisnost rasta kvasca u odnosu na 

prisutnost određene koncentracije okratoksina A u ovisnosti o proteklom vremenu uvelike ovisi o 

soju kvasca. Daljnje istraživanje bi otkrilo potencijal utjecaja OTA na rast P. guilliermondii 

kvasca, koji pokazuje obećavajuće rezultate. Drugi autori navode kako je OTA imao blagi učinak 

na rast sojeva kvasca (Patharajan i sur., 2011). Nisu primijetili veće razlike u koncentraciji 

stanica kvasca nakon dodavanja različitih koncentracija OTA (5 i 10 µg mL-1) u tekućem mediju. 

Prema Freire i sur. (2019), prisutnost okratoksina A nije utjecala na kinetiku rasta S. cerevisiae, 

već je dovela do stvaranja modificiranih okratoksina poput OTα. 

Osjetljivost kvasca na mikotoksine varira sa strukturnim sastavom stanične stijenke i 

sposobnošću mikotoksina da se vežu na staničnu stijenku i prodiru u stanicu (Piotrowska i 

Masek, 2015; Boeira i sur., 2000). Kinetika rasta kvasaca prati krivulju rasta s lag fazom kao 

početnom fazom, tijekom koje se stanice prilagođavaju novom okruženju. Nakon lag faze, slijedi 

log faza u kojoj se stanična masa i broj stanica povećava eksponencijalno i tada počinje 

iscrpljivanje hranjivih tvari što dovodi do faze usporavanja rasta. Akumulacija toksičnih 

produkata rezultira fazom usporavanja, nakon čega započinje stacionarna faza u kojoj je stopa 

rasta jednaka stopi smrti (Sakthiselvan i sur., 2019).  

 U istraživanju Scott i sur. (1995), tijekom fermentacije sladovine nije primijećen 

inhibitorni utjecaj na broj kvasaca u prisutnosti OTA. Također, pri fermentaciji sladovine s 

dodanim OTA, S. cerevisiae nije prouzrokovao smanjenje količine toksina. Međutim, za drugi 

soj S. cerevisiae i za soj S. bayanus zabilježeno je smanjenje koncentracije OTA od 13 odnosno 

9 %, tijekom razdoblja od 8 dana. Također je zaključeno kako, kroz neko vrijeme, kvasac 

preuzima dio toksina, dok je istraživanje Angioni i sur. (2007) ukazalo na odsutnost pojave 

adsorpcije mikotoksina kvascem te kako ostaci OTA nisu utjecali na fermentacijski proces i 

aktivnost S. cerevisiae i K. apiculata.  
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5. ZAKLJUČCI 

Na osnovu dobivenih rezultata može se zaključiti: 

1. Okratoksin A u koncentracijama od 2 µg mL-1 i 4 µg mL-1 kroz 24 sata nije značajno djelovao 

na fermentacijsku aktivnost odabranih sojeva kvasaca, iako u ovisnosti o vremenu uzgoja i soju 

kvasca postoje određena odstupanja. 

2. Kao najmanje osjetljiv kvasac na utjecaj OTA na proizvodnju metabolita (mravlje i octene 

kiseline) pokazao se kvasac Saccharomyces cerevisiae DSMZ nakon 12 sati uzgoja. 

3. Svi odabrani sojevi kvasaca, osim P. guilliermondii, potrošili su glukozu iz medija u kojem su 

uzgajani tijekom 24 sata. 

4. Najbolju sposobnost prilagodbe na prisutnost okratoksina A, obzirom na broj živih stanica 

kvasca nakon 24 sata (9,32 log CFU mL-1), pokazao je kvasac Pichia guilliermondii. 

5. Iako su kvasci osjetljivi na promjene u uvjetima okoline, iz dobivenih rezultata može se 

zaključiti da su se svi odabrani kvasci  prilagodili uvjetima u kojima je prisutan OTA. 
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Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi 

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