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1. UVOD

Vecina Zziveznih namirnica moze biti kontaminirana plijesnima i moze sadrzavati
odredene potencijalno opasne tvari kao Sto su mikotoksini. Mikotoksine je ponekad nemoguce
izbjeci jer mogu biti prirodni sastojci hrane ili se radi o tvarima koje su dodane u hranu ili su
posljedica kontaminacije hrane. Prisutnost mikotoksikogenih plijesni i/ili mikotoksina u hrani,
potencijalno je opasno za zdravlje ljudi pa je od iznimne vaznosti kontrolirati njihovu prisutnost
i koli¢inu u hrani. Buduci da velik broj plijesni moze sintetizirati mikotoksine, a da je jos uvijek
premalo podataka pod kojim uvjetima dolazi do njihove biosinteze, potrebno je iznaci sva
moguca rjeSenja koja Ce sprijeCiti rast i sporulaciju plijesni i tako onemoguciti biosintezu
mikotoksina.

Posljednjih godina istraZivanja prevencije biosinteze mikotoksina usmjerena su na
pronalazenje moguce alternative postojeéim fizikalnim i kemijskim metodama, a jedna od
metoda je primjena mikrobnih kultura kao Sto su bakterije i kvasci koje se cCesto isti¢u kao
prirodni bioloski antagonisti prema plijesnima uzrocnicima kvarenja i propadanja voca i povréa.

Primjena kvasca ima velik potencijal u smanjenju ekonomske Stete uzrokovane
toksikotvornim plijesnima, jer neki kvasci mogu inhibirati rast plijesni i tako utjecati na
smanjenje oneciS¢enja poljoprivrednih proizvoda mikotoksinima. U raznim tehnoloskim
procesima kvasci mogu imati izravan ucinak na biosintezu mikotoksina neovisno o njihovom
inhibitornom ucinku na suzbijanje rasta plijesni (Pfliegler i sur., 2015).

Takvi antagonisticki kvasci su obecavaju¢e zamjene kemijskim fungicidima za
biokontrolu plijesni koje uzrokuju gubitke prije i nakon berbe/zetve kao i zamjena za razne
anorganske mikofiksatore, jer nekoliko vrsta kvasca moze akumulirati mikotoksine iz
poljoprivrednih/prehrambenih proizvoda, ¢ime ih ucinkovito dekontaminira (Pfliegler i sur.,
2015; Zhang i sur. 2020).

Stoga je cilj ovog rada bio dokazati da li toksikotvorne plijesni Aspergillus carbonarius
i Penicillium nordicum sintetiziraju okratoksin A tijekom rasta u prisutnosti odabranih

antagonistickih kvasaca.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Kvasci

Kvasci su jednostanicni, fakultativno anaerobni mikroorganizmi koji se svrstavaju u
carstvo gljiva (carstvo Fungi). Veéina kvasaca razmnozava se vegetativno pupanjem, a bududi
da ne sadrze klorofil i ne provode fotosintezu, za njihov je rast potreban organski ugljik.
Pronalazimo ih na koZi i sluznicama Zivotinja i ljudi kod kojih mogu izazvati oportunisticke
mikoze i gljivicne infekcije. Kvasci imaju korisnu primjenu u brojnim industrijama pa se tako u
prehrambenoj industriji koriste tijekom proizvodnje vina, piva i pekarskih proizvoda (posebice
vrste iz roda Saccharomyces), a takoder se upotrebljavaju i u kemijskoj i farmaceutskoj

industriji.

2.1.1. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae je vrsta kvasca koja se zbog svoje mogucnosti
prilagodavanija razli¢itim uvjetima, brzog rasta te sekvenciranog genoma, dugacak niz godina
koristi kao modelni organizam za proucavanje odvijanja brojnih bioloskih procesa kod visih
eukariota. Vrlo je dominantna vrsta upravo zbog svoje sposobnosti da u aerobnim uvjetima ne
koristi respiratorni sustav za rast stanicne biomase, ve¢ proizvodi etanol koji je toksi¢an za
vecinu preostalih mikroorganizama (Pronk i sur., 1996). S. cerevisiae uglavhom pronalazimo
na deblima i li§¢u drveca te u vinogradima. Siroku primjenu pronalazi u proizvodniji brojnih
pekarskih proizvoda i alkoholnih pi¢a kao Sto su: pivo, vino, rum, vodka i viski. Kod proizvodnje
kruha, sojevi kvasca S. cerevisiae pridonose poboljSanju okusa i arome s obzirom da se najvise

aromatskih spojeva stvara tijekom samog procesa pecenja kruha.

2.1.2. Saccharomyces bayanus

Saccharomyces bayanus zajedno s S. cerevisiae, S. paradoxusi S. pastorianus spada
u Saccharomyces senso stricto grupu. Ova vrsta raste na temperaturama do 35 °C te pokazuje
moguénost rasta u odsutnosti vitamina (Stewart, 2014). Njezinu primjenu najcesce
pronalazimo u proizvodnji vina i piva, a takoder je pogodna za koristenje u pekarskoj industriji
jer uzrokuje dizanje kiselog tijesta. U istrazivanju koje su 1988. godine proveli Nabais i sur.,

ispitivano je kako koncentracija kalcija utjece na toleranciju kvasca S. bayanus prema etanolu
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te kako se to odrazava na njegovo provodenje alkoholne fermentacije. Utvrdeno je da
optimalna koli¢ina kalcija poveéava toleranciju S. bayanusa na etanol Sto se u konacnici ima

pozitivan ucinak na provodenje alkoholne fermentacije.

2.1.3. Saccharomyces uvarum

Vrsta Saccharomyces uvarum se prethodno klasificirala kao S. bayanus za koju se smatralo
da se moze podijeliti u dvije podskupine, od kojih je jedna wvarum. Sojevi S. uvarum Siroko su
rasprostranjeni u prirodi te ne rastu na temperaturama iznad 37 °C (Pulvirenti i sur., 2000).
Kao i ostale vrste koje pripadaju rodu Saccharomyces, S. uvarum provodi alkoholnu
fermentaciju, samo pri neSto nizim temperaturama te visSim koncentracijama glicerola i

jantarne kiseline (Gonzalez Flores i sur., 2017).

2.1.4. Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus je aerobna vrsta kvasca koja spada u hemiaskomicete te
sadrzi gen koji je odgovoran za razgradnju laktoze na glukozu i galaktozu. Za razliku od S.
cerevisiae ova vrsta nema sposobnost fermentacije Se¢era u etanol, ali moZe ga proizvesti na
supstratima koji su obogaceni Se¢erom. Energiju stvara kombinacijom fermentacije i disanja,
Sto je zajednicka karakteristika svih hemiaskomiceta. Primjenu u industriji, ponajvisSe u
podrucju biotehnologije, pronalazi zbog mogucnosti rasta na poviSenim temperaturama, brzog
rasta te sekrecije enzima. Enzimi koji se najviSe izluCuju su pektinaze koje se koriste kod

proizvodnje vocnih sokova.

2.1.5. Hanseniaspora uvarum

Hanseniaspora uvarum takoder pripada skupini hemiaskomiceta. Uglavhom ga je
moguce pronadi na zrelom vocu poput banana i grozda (Morais i sur., 1995; Spencer i sur.,
1992). U velikoj mjeri moze biti izoliran iz razlicitih fermentiranih pica, a takoder je zastupljen
kod fermentacije kakaa i kave (Batista i sur., 2015; Masoud i sur., 2004). U industriji je
posebice bitan zbog svoje sposobnosti suzbijanja rasta plijesni koje uzrokuju truljenje voca.

Istrazivanja provedena na jagodama nakon berbe dokazala su da H. uvarum sprjecava pojavu



bolesti izazvane prisutnoScéu sive plijesni Botrytis cinerea te da hlapljivi spojevi koje proizvodi,
inhibiraju rast plijesni te produljuju rok upotrebe jagoda (Cai i sur., 2015; Quin i sur., 2017).

2.1.6. Pichia guilliermondii

Pichia guillermondii pripada grupi flavinogenskih kvasaca. Uslijed nedostatka Zeljeza
ova vrsta ima sposobnost sinteze riboflavina, a neki od njezinih sojeva mogu konvertirati
ksilozu u ksilitol (Sibirny i Boretsky, 2009). Zbog sposobnosti sinteze riboflavina ¢esto se koristi
u istrazivanjima vezanim uz njegov aktivni transport u stanicu i izvan nje te za proucavanje
enzima koji se sintetiziraju za vrijeme nedostatka Zeljeza. Jedno od istrazivanja kojim je
dokazano da P. guillermondii smanjuje mogucénost pojave bolesti koje uzrokuju patogeni na
vocu i povréu nakon berbe je ono Zhanga i sur. (2011). Rezultati su pokazali da soj kvasca P.
guillermondi koji je koristen na jabukama smanjuje pojavu bolesti koju uzrokuje plijesan B.

cinerea.

2.2. Plijesni

Plijesni su sveprisutni mikroskopski organizmi koji takoder pripadaju carstvu gljiva.
Gradene su od hifa, stanica koje su uglavnom bezbojne, mogu biti razlicitih oblika te njihovim
umrezavanjem nastaje micelij, koji moze biti zracni ili vegatativni. Neke vrste plijesni
upotrebljavaju se u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji gdje imaju najvecu upotrebu zbog
proizvodnje antibiotika i enzima. Toksikotvorne vrste plijesni iz rodova Aspergillus, Penicillium
i Fusarium sintetiziraju mikotoksine, sekundarne metabolite, koji ve¢ u malim koncentracijama
predstavljaju opasnost za Zivotinje i ljude (Golinski i sur., 2009; Marin i sur., 2013; Antonissen
i sur., 2014).

2.2.1. Rod Aspergillus

Rod Aspergillus jedan je od najpoznatijih i najistrazivanijih rodova plijesni, a prvog ga
je 1729. godine proucio Pier Antonio Micheli te mu dodijelio naziv. Naziv je dobiven
promatranjem mikroskopskim preparata Cija je struktura Michelija podsjecala na aspergillium

— predmet kojeg su rimokatolici koristili za Skropljenje svete vode (Baker i Bennet, 2010).
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Plijesni roda Aspergillus iskljuCivo se razmnozavaju vegetativno, na krutim i tekucim
povrsinama, a mogu rasti u Sirokom temperaturnom podrucju (6-55 °C) te pri uvjetima niske
vlaznosti (Krijgsheld i sur., 2012). Njihove spore su medu najdominantnijima u zraku te se
mogu Siroko rasprostranjivati (Baker i Bennet, 2010).

Brojne vrste roda Aspergillus luce kiseline i enzime koji razgraduju polimere na
jednostavnije molekule koje stanica potom nazad ,upije" te ih koristi kao nutrijente. Neki od
enzima koje luce su: amilaza koja razgraduje Skrob, pektinaza koja razgraduje pektin te ksilaza
koja razgraduje ksilan (Krijgsheld i sur., 2012). Kod proizvodnje fermentirane hrane enzimi
imaju povoljan utjecaj na kvalitetu finalnog proizvoda te poboljSavaju teksturu, okus i aromu.
A. niger se koristi u proizvodnji limunske kiseline koja se Siroko upotrebljava u prehrambenoj
i kozmetickoj industriji, a takoder ga se upotrebljava i u industrijskoj proizvodniji glukonske
kiseline. U proizvodniji itakonske kiseline upotrebljava se vrsta A. terreus, dok se A. oryzae
koristi za proizvodnju kojicne kiseline (Ruijter i sur., 2002). Opasnost predstavljaju mikotoksini
koje sintetiziraju odredene vrste roda Aspergillus, a u najopasnije se ubrajaju: okratoksini,

aflatoksini, patulin i fumigilin.

Aspergillus carbonarius vrsta je koja sintetizira znacajne koli¢ine okratoksina A (OTA).
Moze rasti u temperaturnom podrucju od 10 do 42 °C, dok se sinteza OTA odvija na nesto
nizim temperaturama koje variraju od 15 do 20 °C (Belli i sur., 2004; Esteban i sur., 2004;
Leong, 2005; Mitchell i sur., 2004). Grada ove vrste plijesni ¢esto se usporeduje sa vrstom A.
niger zbog njihove medusobne sli¢nosti. Glavnu razliku izmedu ovih dviju vrsta, osim veli¢ine
konidija koje su kod A. carbonariusa vece i crnije, upravo predstavlja sposobnost sinteze OTA
koja je kod A. carbonariusa veca. Takoder vrsta A. niger svrstava se u skupinu kserofila te je
sukladno tome optimalna vrijednost aktiviteta vode za njezino razmnozavanje 0,77 (Pitt i sur.,
1997), dok se A. carbonarius razmnozava na vlaznijim podru¢jima uz raspon optimalne aw
vrijednosti od 0,93 do 0,98 (Mitchell i sur., 2004; Belli i sur., 2005). Vrste roda Aspergillus iz
odjeljka Nigriopéenito su prisutne u vinogradima gdje uzrokuju truljenje bobica grozda i brojne
od njih imaju sposobnost proizvodnje OTA. Istrazivanja su pokazala da je upravo A.
carbonarius uzrok pojave najvecih kolic¢ina OTA u vinu te u sokovima od grozda (Heenan i sur.,
1998). Belli i suradnici su 2004. godine proveli istrazivanje na sintetickom grozdu u kojem je
koriSteno osam izolata A. carbonariusa. Rezultati su pokazali da na rast A. carbonariusi sintezu
OTA velik utjecaj imaju temperatura i aktivitet vode. Najveci rast A. carbonarius je zabiljezen
pri temperaturi od 30 °C te aw vrijednosti od 0,95 dok je sinteza OTA takoder bila maksimalna
kod iste aw vrijednosti. Osim u grozdu, A. carbonarius ima sposobnost sinteze OTA i u zrnima

kave (Joosten i sur., 2000). Sojevi A. carbonarius izolirani iz tajlandske kave su za razliku od



A. ochraceus, inaCe poznatog po sintezi OTA, na kokosovom agaru rasli vrlo obilno te
sintetizirali veliku koli¢inu OTA (Joosten i sur., 2000).

2.2.2. Rod Penicillium

Rod Penicillium prvi je puta spomenut 1809. godine kada je Johann Heinrich Friedrich
Link upotrijebio naziv Penicillium jer ga je struktura konidiospora izgledom podsjecala na oblik
metle. Link je tada takoder opisao 3 vrste roda Pencillium, a to su: P. glaucum, P. candidum i
P. expansum. Javnosti postaje Sire poznat nakon Sto je Alexandar Fleming 1928. godine otkrio

penicilin, antibiotik koji se koristi za suzbijanje gram pozitivnih bakterija.

Vrste ovog roda Siroko su rasprostranjene, a pogodno staniSte za njihov rast
predstavljaju brojne biljne vrste te razni prehrambeni proizvodi. Takoder, mogu rasti u
ekstremnim okoliSnim uvjetima kao Sto su visoke/niske temperature, u kiselom/alkalnom
podrucju, u podrucjima visoke koncentracije soli te u uvjetima niske vlaznosti. Neke vrste roda
Penicillium koriste se u proizvodnji sireva kao Sto su Camembert, Brie i Roquefort (Giraud i
sur., 2010). Vrsta P. caseicolum se upotrebljava u proizvodnji sireva Brie i Camembert
formirajudi teksturu i aromu sira (Karahadian i sur., 1985). Istrazivanje Lopez-Diaz i sur. (2001)
je dokazalo da se neke vrste roda Penicillium takoder mogu upotrebljavati i u proizvodnji

fermentiranih kobasica.

Penicillium nordicum najCeséi je kontaminant hrane bogate proteinima kao Sto su
suSeni mesni proizvodi (ponajvise Sunka i kobasice), riba te sir. S obzirom na njegovu
prilagodbu rasta u slanim podrucjima, u susenom i fermentiranom mesu ova se vrsta smatra
najéeséim uzroCnikom pojavnosti okratoksina A u navedenim prehrambenim namirnicama
(Delgado i sur., 2018). OTA je vrlo stabilan te ga je tesko ukloniti iz hrane, stoga je jedini nacin
prevencije suzbiti rast plijesni P. nordicum. Kako ne bi doSlo do promjene nutritivne vrijednosti
i senzorske kvalitete prehrambenih proizvoda u konzerviranju hrane prednost se daje bioloskim
metodama. Jedan od postojecih nacina je reguliranje koncentracije NaCl-a i glukoze ¢ime je
moguce kontrolirati rast plijesni A. nordicum i posljedicno sinteze OTA, Sto su nedavnim
istrazivanjem na susenom mesu, grozdu i Zitaricama potvrdili Wang i sur. (2020). Rezultatima
je utvrdeno da koncentracija NaCl-a veca od 100 g/L znacajno inhibira rast micelija, dok je
sinteza OTA prekinuta kod koncentracija vec¢ih od 40 g/L. Povecana koncentracija glukoze
nema utjecaja na sam rast plijesni P. nordicum, ali koncentracije ve¢e od 200 g/L inhibiraju

sintezu OTA. Takoder, na rast plijesni, velik utjecaj imaju bakterije mlijecne kiseline (BMK)



koje sintetiziraju brojne organske kiseline, od kojih su najznacajnije octena i mlijecna kiselina.
Sintezom organskih kiselina dolazi do snizenja pH vrijednosti ¢ime se stvaraju nepovoljni uvjeti
za rast plijesni (Ammor i sur., 2006). Kvasci u kombinaciji s odgovaraju¢im okoliSnim
parametrima takoder mogu imati utjecaj na rast odredenih vrsta plijesni te sintezu njihovih
toksina, Sto se pokazalo kao povoljna metoda kada je u pitanju o¢uvanje senzorskih svojstava
namirnica. Jedno od brojnih istrazivanja provedenih na susenim mesnim proizvodima koje
potvrduje navedenu tezu je ono Virgilija i sur. (2012). Kvasci izolirani iz suSene Sunke, koji su
koriSteni kao starter kultura, uspjesno su suzbili rast P. nordicuma i sintezu OTA.

2.3. Okratoksin A (OTA)

Okratoksin A (OTA) je mikotoksin koji je prvi puta otkriven 1965. godine kao produkt
sekundarnog metabolizma plijesni Aspergillus ochraceus, a kasnijim istrazivanjima je dokazano
da ga sintetiziraju brojni pripadnici rodova Aspergillusi Penicillium (Abarca i sur., 2001; Geisen
i sur., 2004 ). Najtoksicniji je pripadnik skupine okratoksina koja obuhvaca i okratoksin B
(OTB), okratoksin C (OTC), okratoksin a (OTa) te okratoksin B (OTB). Po kemijskoj strukturi
OTA je 7-karboksi-5-kloro-8-hidroksi-3,4-dihidro-(3R)-metil izokumarin.
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Slika 1. Kemijska struktura okratoksina A (Heussner i sur., 2010)

Brojnim provedenim istrazivanjima dokazano je da OTA ima neurotoksicno,
nefrotoksi¢no, hepatotoksi¢no, genotoksi¢no, imunosupresivno, teratogeno i karcinogeno
djelovanje (El Khoury i Atoui, 2010), a IARC (eng. International Agency for Research on
Cancer) ga je 1993. godine svrstala u skupinu 2B kao mikotoksin s mogucim karcinogenim

ucinkom.



Namirnice koje su najcéeS¢e kontaminirane OTA, a izrazito su zastupljene u ljudskoj
prehrani su zitarice (kukuruz, pSenica, jeCam) te vino. Prisutnost OTA takoder je dokazana i u
zrnima kave, mahunarkama, kruhu te mesnim proizvodima (El Khoury i Atoui, 2010; Pleadin i
sur, 2018).

OTA sintetiziraju brojne vrste rodova Aspergillusi Penicillium, medutim do danas je vrlo
malo podataka otkriveno o samom nacinu odvijanja sinteze OTA. Pretpostavlja se da glavnu
ulogu u njegovoj sintezi ima enzim poliketid — sintaza. Glavnu reakciju biosinteze OTA
predstavlja povezivanje fenilalanina i OTa ¢ime dolazi do njegovog nastanka, a poliketid —
sintaza je enzim odgovoran za katalizu te reakcije (Ringot i sur., 2006). Temperatura, pH,
stupanj aeracije te sastav medija predstavljaju okolisSne faktore koji bitno utjecu na sintezu
OTA. Topliji krajevi predstavljaju podrucje pogodno za rast i razmnozavanje Aspergillus vrsta,
posebice A. ochraceus, dok u hladnijim predjelima pretezito dolazi do rasta A. nordicumi P.
verrucosum (Pleadin i sur., 2019). Klimatski uvjeti te nacin proizvodnje vina predstavljaju
izrazito bitan faktor kod sinteze OTA u vinima te sokovima od grozda. Rastu i razmnozavanju
plijesni A. carbonarius, koji se u najvecoj mjeri smatra odgovornim za sintezu OTA u vinima,
pogoduje mediteranska klima (podrucje juzne Europe) upravo zbog njegove izrazite otpornosti
na djelovanje suncevih zraka te sposobnosti prilagodavanja susnim uvjetima. Crna vina se
obraduju u aerobnim uvjetima te pri poviSenim temperaturama prilikom cega dolazi do
otapanja prirodno prisutnih bojila koja imaju sposobnost interakcije s toksikotvornim plijesnima
te su zbog toga pogodniji medij za sintezu OTA (Majerus i sur., 2000).

Inhibiciju sinteze OTA moguce je provesti putem kemijskih, fizikalnih i mikrobioloskih
metoda. Prije provedbe neke od navedenih metoda, potrebno je tijekom cjelokupnog procesa
rukovanja i obrade odredene sirovine osigurati iznimnu Cisto¢u opreme sa kojom se radi te Sto
CiS¢e uvjete kako bi se mogucnost kontaminacije svela na minimum. Uporabu kemijskih
metoda dekontaminacije mikotoksina karakteriziraju brojni nedostaci kao Sto su: gubitak
nutritivne vrijednosti, visoki troSkovi te promjena organoleptickih svojstava proizvoda (Galvano
i sur., 2001). Od fizikalnih metoda, najucinkovitijom se pokazala uporaba y — zralenja, dok
nesto rjedu uporabu takoder pronalaze UV zracenje te postupak zamrzavanja i odmrzavanja
(Pleadin i sur., 2018). Uporaba antagonistickih mikroorganizama kao Sto su netoksikotvorne
plijesni te autohtoni kvasci spada u skupinu bioloskih metoda. Kvasci djeluju na nacin da
sprjecavaju rast i razmnozavanije toksikotvornih plijesni, a samim time utjecu i na sintezu OTA.

Ova metoda pokazala se vrlo uéinkovitom kod dekontaminacije mesnih proizvoda, primjerice



préuta kod kojeg je rast toksikotvornih plijesni inhibiran pomocu kvasca Debaryomyces
hansenii (Schmidt — Heydt i sur., 2011).

2.4. Tankoslojna kromatografija (TLC)

Za odredivanje mikotoksina u hrani i hrani za Zivotinje koriste se razliCite analiticke
metode koje se dijele na orijentacijske (screening) i potvrdne, a mogu biti kvalitativhe i
kvantitativne. Kvantitativnim metodama kao konacni rezultat dobiva se vrijednost
koncentracije analiziranog mikotoksina dok se kvalitativnim metodama utvrduje iskljucivo

njihova prisutnost ili neprisutnost (Pleadin i sur., 2018).

Tankoslojna kromatografija predstavlja jednostavnu kromatografsku metodu, a Siroku
primjenu u laboratorijima diljem svijeta pronasla je upravo zbog svoje jeftine i lako dostupne
opreme (tablica 1). Prvi je puta opisana 1903. godine od strane ruskog botanicara Tswetta, a
1938. godine Izmailov i Schraiber ju primjenjuju na staklenim ploCama za separaciju biljnih
ekstrakata pomocu aluminijevog oksida. Njezina komercijalna upotreba zapocinje 60-ih godina

prosloga stoljeca.

Tablica 1. Prednosti i nedostaci tankoslojne kromatografije za odredivanju mikotoksina

Metoda Prednosti Nedostaci
jednostavna, brza i jeftina slaba osjetljivost metode (za neke
screening metoda; mogucnost mikotoksine); slaba preciznost
TLC simultanog odredivanja vise metode; kvantitativha metoda
mikotoksina; dobra osjetljivost samo kad se primjenjuje
metode za aflatoksine i okratoksin | densitometar
A

Ploce za tankoslojnu kromatografiju mogu biti nacinjene od tri vrste materijala, a to su:
staklo, plastika i aluminij. U pravilu se najc¢es¢e upotrebljavaju ploce nacinjene od stakla, iako
su aluminijske i plasti¢ne ploce fleksibilnije od staklenih pa se zbog toga lakSe mogu rezati do
zeljene veliCine. Neki od najcesce koristenih adsorbensa su: silikagel, celuloza i aluminijev oksid
(Wall, 2005). Uzorak se u obliku tocaka nanosi na startnu liniju, s jedne strane sloja adsorbensa



(stacionarna faza - SF), udaljenu otprilike 1 cm od ruba ploce. Ploc¢a se potom stavlja u staklenu
kadicu u kojoj se nalazi eluens (mobilna faza — MF) koji moze biti samo jedno otapalo ili
mjesSavina viSe vrsta otapala te se kadica zatvara staklenim poklopcem. Djelovanjem kapilarnih
sila, MF se krece kroz adsorbens, ¢ime dolazi i do kretanja sastojaka uzoraka, ali razli¢Gitom
brzinom. Ova faza naziva se razvijanje kromatograma. Po zavrSetku, ploca se izvadi iz kadice
te se stavi na susenje, a nakon Sto je osusena razvijene zone se detektiraju pod UV svjetlom.
Prisutni spojevi se identificiraju pomocu retencijskog faktora (Rf) koji predstavlja omijer

udaljenosti koju je analit presao (x) i udaljenosti koju prijede otapalo (y).

Zbog mogucnosti istovremene analize veceg broja uzoraka, brzo dostupnih rezultata te
jednostavne i jeftine opreme ova kromatografska tehnika svoju primjenu pronalazi u brojnim
podrucjima. Jednu od najstarijih primjena tankoslojna kromatografija pronasla je u identifikaciji
biljnih lijekova, zbog ¢ega je u konacnici i doslo do popularizacije njezine upotrebe (Sherma i
Fried, 2005). Danas se tankoslojna kromatografija uspjeSno koristi za razdvajanje
aminokiselina i njihovih derivata, odredivanje prisutnosti pesticida u tlu, hrani, razlicitim
bioloskim materijalima te vodi, za kvantitativnu i kvalitativhu analizu polifenola u vinima te
brojnim drugim podrudjima (Sherma i Fried, 2005; Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009). Takoder,
tankoslojna kromatografija, kao potvrdna metoda, predstavlja metodu pogodnu za kvalitativnu

analizu mikotoksina kao Sto su okratoksini i aflatoksini.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizmi

Kako bi se ispitao utjecaj kvasaca na sposobnost sinteze OTA koriSteni su odabrani
sojevi kvasaca: Saccharomyces cerevisiae 5, Saccharomyces uvarum 20, Saccharomyces
bayanus 8 dobiveni iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opéu mikrobiologiju i
mikrobiologiju namirnica; Kluyveromyces marxianus DS12 iz Laboratorija za tehnologiju
vrenja i kvasca te Saccharomyces cerevisiae DSMZ, Hanseniaspora uvarum S138 i Pichia
guilliermondii ZIM iz Laboratorija za tehnologiju i analitiku vina, Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu. Kulture kvasaca ¢uvaju se na -20 °C u 30% (v/v) glicerolu.

Plijesni A. carbonarius 408 i P. nordicum 701 producenti OTA dio su Zbirke
mikroorganizama Laboratorija za opcu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica a njihove se

spore Cuvaju u vodi pri temperaturi od 4 °C.
3.1.2. Hranjive podloge
U tablici 2 prikazan je sastav hranjivih mikrobioloskih podloga koristenih tijekom provedbe

ovog pokusa.

Tablica 2. Sastojci za pripremu hranjive podloge

HRANJIVE PODLOGE SASTOICI KOLICINA (g/L)

saharoza 30

natrijev nitrat 2

dikalij hidrogen fosfat 1

Czapek dox agar magnezijev sulfat 0,5
kalijev klorid 0,5
Zeljezov sulfat 0,01

agar 15

sladni ekstrakt (praskasti) 20

pepton 6

Sladni agar glukoza 20
agar 15

voda (destilirana) 1L

sladni ekstrakt (praskasti) 20

Sladovina pepton 6
glukoza 20

voda (destilirana) 1L
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3.1.3. Kemikalije

e Benzen (Kemika — Zagreb, Hrvatska)
e Ledena octena kiselina (Alkaloid — Skopje, Sj. Makedonija)

3.1.4. Mikotoksin

Standard mikotoksina OTA:
e OTA (Sigma — St. Louis, MO, SAD)

3.1.5. Pribor i aparatura

e Petrijeve zdjelice

e epruvete

e stalci za epruvete

e Vibromikser, V-1 plus (Biosan, Riga, Latvija)
e mikrobioloska uSica

¢ Thomaova komorica

e mikrobioloska igla

e pipeta (automatska pipeta)

e mikropipeta (automatska pipeta) od 10 uL
e menzura od 100 mL

e Bunsenov plamenik

o staklene kadice za TLC

e ploce sa silikagelom za TLC (20x20 cm, deblijne 0,25 mm) (,Merck", Darmstadt, Njemacka)
e UV-lampa (,Camag", Muttenz, Svicarska)

e Stapic po Drigalskom

12



3.2. Metode rada
3.2.1. Priprema kultura kvasaca

Prije poCetka pokusa, kulture kvasaca cuvane u sladovini s 30 % (v/v) glicerola
potrebno je revitalizirati. Kulture su nacijepljene u 5 mL svjeze pripremljene sladovine te su
inkubirane na 28 °C tijekom 48 sati. Nakon revitalizacije odreden je ukupan broj (Zive i mrtve)

stanica kvasaca pomo¢u Thomaove komorice.

Iz sladovine u kojoj je odreden ukupan broj stanica kvasaca nacinjena je serija
decimalnih razrjedenja u omjeru 1:10 kako bi se neizravhom metodom nacjepljivanja poznatog
volumena suspenzije (100 pL) na ¢vrstu podlogu (Czapekov agar) odredio broj zivih stanica
kvasca. Kolonije koje su porasle na ¢vrstoj podlozi predstavljaju stvaran broj Zivih stanica, a
dobivene vrijednosti se oznacCavaju kao CFU vrijednost (eng. Colony Forming Units).

Konacan broj zivih stanica kvasca izracunat je prema jednadzbi (1) i iznosio je 10° CFU/mL.

broj poraslih kolonija (N
CFU = jp ja (N)

= — X reciproéna (obratna) vrijednost razrjedenja (1)
upotrijebljeni volumen uzorka (mL)

3.2.2. Priprema kultura plijesni

Plijesni Aspergillus carbonarius 408 i Penicillium nordicum 701 su mikrobioloskom
lancetom nacijepljene na kosi Czapekov agar te su inkubirane 7 dana pri temperaturi od 25
°C. Nakon inkubacije, suspenzija spora plijesni pripremljena je dodatkom fizioloske otopine u
epruvetu s poraslom kulturom. MikrobioloSkom lancetom kultura je sterilno sastrugana s kose
hranjive podloge i homogenizirana pomocu vibromiksera te je odreden broj spora brojanjem
u Thomaovoj komorici. Iz suspenzije je nacinjen odredeni broj decimalnih razrjedenja (1:10)

kako bi se dobilo razrjedenje s konac¢nim brojem spora 10° spora/mL.
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3.2.3. Kvalitativno odredivanje sintetiziranog okratoksina A metodom
tankoslojne kromatogtafije (TLC)

Kako bi se ispitao utjecaj odabranih sojeva kvasaca na sposobnost plijesni A.
carbonarius 408 i P. nordicum 701 da sintetiziraju OTA, 100 pL suspenzije svakog soja kvasca
(108 CFU/mL) je nacijeplieno na povrsSinu Czapekovog agara u Petrijevoj zdjelici i razmazano
po cijeloj povrsini pomocu Stapic¢a po Drigalskom. Nakon Sto je suspenzija kvasca difundirala
u podlogu, na sredinu Czapekovog agara je nacijepljeno 10 pL suspenzije spora plijesni (10°
spora/mL). Tako pripremljeni uzorci inkubirani su na 25 °C tijekom 28 dana, a ukupno je
postavljeno 64 uzorka. Kontrolni uzorak sadrzavao je samo nacijepljene spore plijesni. Uzorci
su uzimani nakon 7., 14., 21. i 28. dana inkubacije.

Metoda tankoslojne kromatografije koriStena je za kvalitativno dokazivanje prisutnosti
okratoksina A u uzorcima plijesni koje su rasle u prisutnosti odabranih sojeva kvasaca. Na
plo¢ama za tankoslojnu kromatografiju sa silikagelom provodi se razdvajanje komponenti uz
mogucénost koristenja razlicitih otapala. Prisutnost okratoksina A u odredenom uzorku dokazuje

se izlaganjem ploca UV svjetlu odredene valne duljine i usporeduje sa njegovim standardom.

Ploce za tankoslojnu kromatografiju pripremljene su tako da su na njima oznacena
mjesta na koja se nanose standard okratoksina A te uzorci micelija plijesni koji su rasli u

prisutnosti kvasaca, odnosno kontrolni uzorak bez prisutnosti kvasca.

U periodu od 28 dana, svakih 7 dana uzimani su uzorci micelija plijesni. Iz sredine
porasle kolonije pomocu busaca (®=5mm) izrezani su uzorci micelija plijesni zajedno s agarom
te su pomocu mikrobioloske igle preneseni na oznacena mjesta na ploci za TLC. Uzorci se na
silikagel stavljaju stranom na kojoj se nalazi agar. Standard okratoksina A (10 pL) je pomocu
mikropipete nanesen na oznaceno mjesto na ploci. Nakon Sto su standard i uzorci stavljeni na
plocu za TLC te nakon njihovog susenja, ploca je stavljena u staklenu kadicu u kojoj se nalazilo
100 mL smjese benzena i ledene octene kiseline (u omjeru 9:1) te je kadica poklopljena

staklenim poklopcem premazanim s laboratorijskom mascu (slika 2).
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Slika 2. Staklena kadica za provodenje tankoslojne kromatografije (vlastita fotografija)

Fronta otapala iznosila je 14 cm. U trenutku kada je postignuta fronta mobilne faze
plo¢e za TLC izvadene su iz staklene kadice i ostavljene da se osusSe u struji zraka. Nakon
susenja, ploce su stavljene pod UV lampu te su osvjetljenje pri valnoj duljini od 365 nm.
Prisutnost okratoksina A provedena je vizualno, usporedbom fluorescencije mrlja standarda
OTA i fluorescencije mrlja u uzorku. Mrlja uzorka mora biti u ravnini sa standardom i

fluorescirati istom bojom kako bi mogli zakljuciti da je prisutan OTA.

Prisutnost OTA u uzorku se odreduje pomocu racunanja Rr vrijednosti koja predstavlja
omjer udaljenosti koju je mrlja presla od startne linije (x) i udaljenosti koju je presla fronta
otapala (y) (2). Mjerenje udaljenosti mrlje i otapala te racunanje R vrijednosti se provodi

nakon Sto se uzorci osuse u struji zraka i osvijetle pod UV lampom valne duljine 365 nm.

R = X/Y (2)
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Rezultati

U ovom radu kao potencijalni producenti okratoksina A koriStene su plijesni Aspergillus
carbonarius 408 i Penicillium nordicum 701. Obje plijesni su u periodu od 28 dana rasle na
temperaturi od 25 °C. Porasle kolonije Aspergillus carbonarius 408 bile su crne boje, a kolonije

Penicillium nordicum 701 svijetlozelene boje.

Prisutnost OTA, tijekom rasta plijesni na ¢vrstoj hranjivoj podlozi, odredena je svakih 7
dana tijekom 28 dana inkubacije s pomocu TLC, jednostavne ,screening" metode.

Prilikom provodenja ove metode koriStene su ploce sa silikagelom dimenzija 20x20
cm, debljine 0,25 mm.
Rezultati istraZivanja prikazani su na slikama 3 — 6 i u tablicama 3 — 5. Na slikama su prikazani
razvijeni kromatogrami na ploci za TLC osvijetljeni UV svjetlom pri valnoj duljini 365 nm.

16



Slika 3. Razvijeni kromatogram OTA iz uzoraka plijesni A. carbonarius 408 nakon 28
dana uzgoja u prisutnosti kvasaca Pichia guilliermondii ZIM, Hanseniaspora uvarum S138 i

Saccharomyces cerevisiae DSMZ (vlastita fotografija)
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Slika 4. Razvijeni kromatogram OTA iz uzoraka plijesni A. carbonarius 408 nakon 28 dana
uzgoja u prisutnosti kvasaca Saccharomyces cerevisiae 5, Saccharomyces uvarum 20,

Kluyveromyces marxianus DS12, Saccharomyces bayanus 8 (vlastita fotografija)
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Slika 5. Razvijeni kromatogram OTA iz uzoraka plijesni A. nordicum 701 nakon 28 dana
uzgoja u prisutnosti kvasaca Saccahromyces cerevisiae 5, Kluyveromyces marxianus DS12,
Saccharomyces cerevisiae DSMZ (vlastita fotografija)
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Slika 6. Razvijeni kromatogram OTA iz uzoraka plijesni A. nordicum 701 nakon 28 dana
uzgoja u prisutnosti kvasaca Hansesniaspora uvarum S138, Pichia guilliermondii ZIM,
Saccahromyces bayanus 8, Saccharomyces uvarum 20 (vlastita fotografija)
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Na razvijenim kromatogramima potom su izraCunate R: vrijednosti, mjerenjem
udaljenosti uzoraka i otapala od startne linije. Izmjerene vrijednosti sluzile su za identifikaciju
OTA, a prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Rr vrijednosti za OTA, odredene TLC metodom

Uzorak X (cm) y (cm) Ry

Standard OTA 65 14 0,5

A.carbonarius 408

(kontrola) ’
A.carbonarius 408 3,9 14 0,3
+S. bayanus 8
A. carbonarius 408
14
+S. cerevisiae DSMZ o4 >
A. carbonarius 408 6,3 14 0,5

+ H. uvarum S138
y - udaljenost od startne linije koju je preslo otapalo
X — udaljenost od startne linije koju je preSao OTA
Rf = x/y

Prisutnost OTA u uzorcima tijekom 28 dana uzgoja plijesni A. carbonarius 408 i P. nordicum
701 u prisutnosti odabranih kvasaca dokazuje se usporedbom sa standardom OTA, a rezultati

su prikazani u tablicama 4 i 5.

Tablica 4. Kvalitativno odredivanje prisutnosti OTA, dokazano TLC metodom, tijekom 28 dana

rasta plijesni A. carbonarius 408 na Cvrstoj hranjivoj podlozi

Mikotoksin Vrijeme Asp.c. Asp.c. Asp.c. Asp.c. + Asp.c. + S.c. Asp.c. + Asp.c. +

(dani) + S.c. +Su + S.b. K.m. DSMz H.u. P.g.
5
7 nd nd nd nd nd nd nd
14 nd nd nd nd nd nd nd
OTA 21 nd nd nd nd nd nd nd
28 nd nd + nd + + nd

nd — nije dokazana prisutnost OTA
+ - dokazana je prisutnost OTA
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Tablica 5. Kvalitativno odredivanje prisutnosti OTA, dokazano TLC metodom, tijekom 28 dana

rasta plijesni P. nordicum 701 na ¢vrstoj hranjivoj podlozi

Mikotoksin Vrijeme Pen.n. Pen.n. + Pen.n. Pen.n. + Pen.n. + Pen.n. + Pen.n. +
(dani) + S.c.5 S.u. + S.b. K.m. S.c. DSMzZ H.u. P.g.
7 nd nd nd nd nd nd nd
OTA 14 nd nd nd nd nd nd nd
21 nd nd nd nd nd nd nd
28 nd nd nd nd nd nd nd

nd — nije dokazana prisutnost OTA
+ - dokazana je prisutnost OTA

4.2. Rasprava

Plijesni su mikroorganizmi koji djelovanjem svojeg metabolizma sintetiziraju brojne
sekundarne metabolite. Njihovo korisno djelovanje poznato je u brojim granama industrije, a
najbolji primjer je proizvodnja antibiotika u farmaceutskoj industriji. Stetan utjecaj plijesni
oCituje se u sintezi mikotoksina koji imaju toksi¢an ucinak na zdravlje ljudi i Zivotinja.

Diljem svijeta, mikotoksini kontaminiraju brojne vrste namirnica kao Sto su Zitarice,
mlijeko, meso i sir. Njihova prisutnost, osim Sto predstavlja rizik za zdravlje ljudi i Zivotinja,
utjece i na ekonomiju. Usjevi koji su kontaminirani mikotoksinima nisu pogodni za prodaju, a
u podrucjima gdje se prisutnost mikotoksina slabo kontrolira mogu dovesti do smanjenja
populacije odredenih vrsta Zivotinja, a posljedi¢no i do smanjenja kvalitete njihovih proizvoda
(npr. mlijeka) (Bhatnagar i sur., 2002).

Kako bi se prisutnost mikotoksina svela na minimum, potrebno je provoditi stalnu
kontrolu prehrambenih namirnica. Analiticke metode za detekciju mikotoksina dijele se na
orijentacijske i potvrdne, koje se zatim dijele na kvalitativne i kvantitativhe metode. Neke od
analitickin metoda koje se u danasnje vrijeme najcesce koriste su: tankoslojna kromatografija
(TLC), tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) i plinska kromatografija (GC).
Tankoslojna kromatografija je vrlo jednostavna, jeftina i brza metoda, koja se pokazala
djelotvornom za odredivanje prisutnosti okratoksina A.

Cilj ovog zavrSnog rada bio je, pomocu tankoslojne kromatografije ispitati utjecaj
odabranih sojeva kvasaca na sintezu okratoksina A kod plijesni A. carbonarius 408 i P.

nordicum 701 u kontroliranim laboratorijskim uvjetima.

Pod UV svjetlom OTA pokazuje plavu fluorescenciju, pa ga je moguce detektirati

promatranjem pod UV Ilampom. Stoga je kvalitativno odredivanje OTA provedeno
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osvijetljivanjem ploca pri valnoj duljini od 365 nm te je vizualnom usporedbom fluorescencije
mrlja u kromatogramu uzoraka sa standardom OTA provedena identifikacija OTA (slike 3-6).

Tankoslojnom kromatografijom se odvajaju komponente iz smjese, a na temelju
njihovog afiniteta prema otapalu (eluensu) razli¢ite komponente prijeci ¢e razli¢itu udaljenost.
Razdvojene komponente definiraju se R¢ vrijednoS¢éu koja predstavlja karakteristiku svakog
spoja. Kako bi se potvrdila prisutnost OTA, izraCunate su R vrijednosti (tablica 3).

Na temelju rezultata prikazanim u tablici 4 vidljivo je da plijesan A. carbonarius 408 tijekom 21
dan uzgoja ne producira OTA ni u kontrolnim uzorcima ni u prisutnosti odabranih kvasaca.
Medutim, u pokusima nakon 28 dana pri 25°C dokazana je prisutnost OTA, jer su na
kromatogramima micelija porasle kulture u kontroli i u prisutnosti kvasaca S. bayanus 8, S.
cerevisiae DSMZ i H. uvarum S138 nakon izlaganja UV svjetlu vidljive mrlje koje su na istoj
udaljenosti od startne linije kao standard i koje fluoresciraju plavo. Iz razvijenih kromatograma
izraCunate su Rr —vrijednosti koje su pokazale da je R —vrijednost za uzorak bila ista kao za
standard (slike 3 i 4, tablica 3). Dobiveni rezultati su sukladni istrazivanjima kojima je dokazano
da A. carbonarius raste u temperaturnom podrucju od 10 do 42 °C te da se glavnina sinteze
OTA odvija pri temperaturi oko 20 °C (Belli i sur., 2004; Esteban i sur., 2004; Leong, 2005;
Mitchell i sur., 2004).

1z tablice 3 je vidljivo da je Rr —vrijednost za standard OTA 0,5, a da se Rr —vrijednosti
za uzorke krecu od 0,3 — 0,5. R¢ —vrijednosti standarda i uzoraka trebale bi biti iste kako bi se
potvrdilo da se radi o OTA. Unatoc razlikama u R¢ —vrijednostima, iz dobivenih kromatograma
moZe se zakljuciti da se radi o OTA, a te razlike mogu se objasniti neravhomjernim putovanjem

otapala po ploci zbog razliite debljine uzoraka (agar + micelij).

Teren i sur. (1996) su analizirali 157 sojeva roda Aspergillus koji pripradaju odjeljku
Nigri (12 sojeva A. carbonariusa, 45 sojeva A. japonicusai 100 sojeva A. nigera). Kao metode
za detekciju OTA koristene su: imunoenzimska metoda ELISA, TLC i HPLC metoda. Nakon
provodenja sve 3 navedene metode, OTA je detektiran kod 5 sojeva plijesni A. carbonarius, 3
soja A. niger, dok kod A. japonicusa nije utvrdena prisutnost OTA.

Utjecaj kvasaca na sposobnost A. carbonarius 408 da sintetizira OTA prikazan je na
slikama 3i 4 i u tablici 4. Vidljivo je da kvasci iz roda Saccharomyces (S. cerevisiaei S. uvarum),
Kluyveromyces i Pichia inhibiraju sintezu OTA. Rezultati su u suglasju s istrazivanjima
Tryfinopoulou i sur. (2020) koji su analizirali utjecaj kvasaca na rast plijesni A. carbonarius
izoliranog iz grozda i njegovu sposobnost sinteze OTA. Od ukupno 67 izolata kvasaca u
navedenom istrazivanju koristeno je 17 sojeva koji su pripadali rodovima Saccharomyces,

Pichia, Rhodotorula, Dekkerai Metschnikowia. Kvasci i plijesni zajedno su uzgojeni na sladnom
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agaru, Czapekovom agaru, bobicama grozda te u steriliziranom soku od grozda. Nakon 8 i 15
dana inkubacije pri 25 °C provedena je analiza prisutnosti OTA pomocu HPLC metode.
Provedenom analizom utvrdeno je da je koristeni soj kvasca S. cerevisiae Y33 doveo do
inhibicije rasta plijesni A. carbonarius te je reducirao sintezu OTA. Ovim istrazivanjem
potvrdeno je da kvasci mogu biti od velike koristi u prevenciji rasta toksikotvornih plijesni te
sinteze mikotoksina.

1z razvijenih kromatograma na silikagel plo¢ama za TLC, vidljivo je da plijesan Penicillium
nordicum 701 tijekom 28 dana uzgoja pri 25°C ni u kontroli ni u prisutnosti odabranih sojeva
kvasaca ne sintetizira OTA (slike 5 i 6, tablica 5). Iako je A. nordicum snazan producent OTA,
u ovom istrazivanju OTA nije dokazan, Sto se moze objasniti time da je P. nordicum psihro i
halo toleratna plijesan koja sporo raste na Czapekovom agaru na temperaturi od 25 °C. Dobro

raste na niskim temperaturama, a slabo ili nikako ne raste na 30 °C.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sliedece:

1. Dokazan je utjecaj odabranih sojeva kvasaca na sintezu okratoksina A u kontroliranim
laboratorijskim uvjetima.

2. Kvasci Saccharomyces cerevisiae 5, Saccharomyces uvarum 20, Kluyveromyces marxianus
DS12 te Pichia guilliermondii ZIM inhibirali su sintezu okratoksina A iz plijesni Aspergillus
carbonarius 408 tijekom 28 dana uzgoja pri 25 °C.

3. Pri odabranim parametrima rasta u laboratorijskim uvjetima plijesan Penicillium nordicum
701 nije sintetizirala okratoksin A.

4. Tankoslojna kromatografija je brza i jednostavna metoda za odredivanje prisutnosti

okratoksina A.
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