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1. UVOD

Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni koji negativno utjeCu ne samo na ljude,
zivotinje i biljke ve¢ i na mikroorganizme. Mikotoksine mozemo smatrati 'prirodnim'’
kontaminantima, a nacela koja se primjenjuju za procjenu opasnosti rizika od mikotoksina sli¢na
su onima za ostale kemijske opasnosti. Nema dokaza da su se zivi organizmi prilagodili na
prisutnost tih prirodnih kemijskih tvari u hrani vise nego na prisutnost umjetnih tvari, kao $to su
pesticidi ili drugi kontaminanti hrane (Kuiper-Goodman, 1995).

lako se prema procjeni FAO-a smatra da je 25% hrane, uglavnom biljnog podrijetla, koja
se proizvodi u svijetu kontaminirano mikotoksinima (HAH, 2012), postoji zabrinutost zbog
faktora prijenosa ili tzv. ,,carry over” efekta jer mikotoksini u prehrambeni lanac ¢ovjeka, mogu
uci i kroz meso, jaja, mlijeko i mlije¢ne proizvode (Markov i sur. 2013; Giovati i sur,. 2015;
Pleadin i sur., 2015). S obzirom na toksi¢nost mikotoksina od iznimne je vaznosti kontrolirati
njihovu prisutnost i koli¢inu u hrani. U istrazivanjima mnogih autora (Haskard i sur. 2001;
Peltonen i sur. 2001; Markov i sur. 2010; Khoury i sur., 2011; Elsanhoty i sur., 2014) dokazano je
vezanje/uklanjanje mikotoksina s pomocu bakterija mlijecne kiseline (BMK), za koje postoje
mnogobrojni dokazi o korisnom djelovanju i znacajnom potencijalu za primjenu u funkcionalnoj
hrani (Suskovié i sur., 1997; Magnusson, 2005; Giovati i sur., 2015; Frece i Markov 2016).
Bakterije mlije¢ne kiseline su od velike vaZnosti za cCovjeka jer se vec tisuéama godina
tradicionalno Kkoriste u proizvodnji fermentiranih namirnica. Za proizvodnju fermentirane hrane
broj i aktivnost stanica BMK od velike je vaznosti, a rast stanica ovisi o okoli$nim ¢imbenicima
te izloZzenosti kemijskim tvarima kao Sto su mikotoksini. Budu¢i da se o utjecaju mikotoksina na
rast stanica bakterija, njihove morfoloske i metabolicke karakteristike zna vrlo malo, cilj ovog rada
bio je istraziti utjecaj mikotoksina AFB1 i ZEA na broj zivih stanica i morfoloSke osobine bakterija
Lactobacillus plantarum K1, Lactobacillus plantarum B, Leuconostoc mesenteroides i

Pediococcus pentosaceus, potencijalnih starter kultura za proizvodnju fermentirane hrane.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKOTOKSINI

Mikotoksini predstavljaju skupinu stabilnih kemijskih spojeva razli¢ite strukture i
razli¢itog bioloskog djelovanja (Markov i sur., 2010; HAH, 2013). To su molekule niske
molekularne mase koje variraju od jednostavnih pa do strukturno slozenih spojeva (Steyn, 1995).
Ne sudjeluju u primarnom metabolizmu plijesni ve¢ su sekundarni produkti i nemaju odredenu
metaboliCku funkciju pri njihovom rastu i razvoju (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2000). Tvorba
sekundarnih metabolita ovisna je o vrsti i soju plijesni i nastaje kao odgovor na uvjete okoline,
odnosno fizikalno kemijske parametre (koli¢ina slobodne vode - aw, temperatura, koli¢ina kisika,
sastav i pH supstrata). Znacenje mikotoksina u zivotu mikroorganizama koji ih stvaraju nije jo$

potpuno razjasnjeno (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2000).

Mikotoksine prirodno sintetiziraju razli¢iti rodovi pljesni (Fusarium, Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Alternaria, Rhizopus) koje mogu rasti na razli¢itim usjevima i
namirnicama ukljucujuéi zitarice, orasaste plodove, zaine, suho voce, jabucni sok, kavu, a
posebno im odgovaraju topli i vlazni uvjeti (Oancea i Stoia, 2008). Neke plijesni imaju sposobnost
sinteze viSe od jednog mikotoksina, dok su neki mikotoksini proizvodi vise razli€itih vrsta plijesni
(Durakovi¢, 1991). Zbog Sarolikosti u kemijskoj strukturi, Sirok je raspon toksi¢nih uc¢inaka koje
mikotoksini izazivaju. Posebno su opasni zbog visoke toksi¢nosti u malim koli¢inama i u veéini
slucajeva zbog odsutnosti bilo kakvog senzorskog upozorenja pri konzumaciji hrane koja sadrzi

mikotoksine (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2000; Markov i sur. 2010; Markov i sur. 2013).

Do danas je otkriveno oko Cetiristo vrsta mikotoksina, od ¢ega su najucestaliji kontaminanti
hrane aflatoksini (aflatoksin Bi, aflatoksin M), okratoksini (okratoksin A, okratoksin B),
zearalenon (ZEA), fumonizini (fumonizin Bz, fumonizin By), trihoteceni (T-2 toksin) i patulin
(PAT) (HAH, 2013; Hassan i sur., 2015; Varsha i Napoothiri, 2016).



2.1.1. Aflatoksin B1

Aflatoksini su toksi¢ni, karcinogeni, imunosupresivni metaboliti, smjese kemijski srodnih
spojeva, derivata difurokumarina, koje sintetizira ograni¢en broj sojeva plijesni iz rodova
producenti aflatoksina su plijesni Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus i Aspergillus nominus
koje kontaminiraju biljni supstrat (usjeve) tijekom skladistenja, uz povoljne temperature (iznad
32°Civlaznost ve¢u od 15%) (Kosalec i Pepeljnjak, 2004). U zivotinja i ljudi aflatoksini se opisuju
kao odgovorni uzro¢nici mnogih bolesti, ¢esto sa smrtonosnim ishodom, koje su prouzro€ene
uzivanjem pljesnivih namirnica. Biosintetski put tih sekundarnih metabolita naziva se poliketidni
put. Kemijski, aflatoksini su policikli¢ni spojevi koji sadrze kumarinsku jezgru spojenu na bifuran
I na pentanon. Ovi spojevi snazno fluoresciraju pod UV svjetlom. Izvorno su kromatografski
odvojeni u skupine By, B2, G1, G2, M1 1 M2 (Oancea i Stoia, 2008). Oznake B i G oznacavaju boju
(B —eng. blue, plavo; G —eng. green, zeleno) kojom aflatoksini fluoresciraju pri odredenoj valnoj
duljini UV-svjetlosti, a M oznacava supstrat iz kojeg su izolirani (M — eng. milk, mlijeko)
(Durakovi¢ 1 Durakovi¢, 2000).

.....

2013; Giovati i sur., 2015). Smatra se da je AFB: jedan od najpoznatijih karcinogenih agenasa koji
izazivaju karcinom jetre u zivotinja pa i ljudi. Toksi¢nost AFB1 za humane stanice “in vitro “iznosi
LDso 1 pgkg™. Srednja letalna doza (LDso) AFB1 za 50% tretiranih Zivotinja varira od 0,5 do 10,0
mg kg™ tjelesne mase Zivotinje. Kod svih Zivotinja osjetljivost se smanjuje starenjem, tako da su

mlade Zivotinje mnogo osjetljivije na akutno otrovanje toksinom od starijih zivotinja (Markov,
1991).



Slika 1. Kemijska struktura aflatoksina B1 (Oancea i Stoia, 2013)

Nacin djelovanja AFB: je kroz inhibicijski uc¢inak na replikaciju DNA i RNA te na sintezu
proteina. Nasuprot mnogim mikotoksinima, aflatoksini moraju biti bioloski transformirani prije
nego $to izazovu reakciju u zivom organizmu. Kao rezultat biotransformacije, Specifi¢ni enzimi
P450 u jetri metaboliziraju aflatoksine u reaktivne kisikove spojeve (aflatoksin-8,9-epoksid), koji
se mogu onda vezati za proteine i uzrokovati akutnu toksi¢nost (aflatoksikozu) ili vezati za DNK
I izazvati rak jetre (Yitbarek i Tamir, 2013).

2.1.2. Zearalenon

Mikotoksin zearalenon (ZEA) spada u skupinu makrocikli¢nih laktona. Izoliran je 1962.
godine iz kulture plijesni Giberella zeae, koja je spolni stadij plijesni Fusarium graminearum.
Zearalenon se pojavljuje kao metabolit plijesni Fusarium roseum, Fusarium culmorum, Fusarium
tricinctum i Fusarium moniliforme. Danas je poznato preko 150 derivata zearalenona, medu

.....

¢ija je aktivnost priblizno jednaka zearalenonu (Pleadin i sur., 2015).

Zeralenon 1 njegovi metaboliti poznati su po estrogenim i anabolickim osobinama, a i
osobinama poticanja rasta. On je, stoga, uklju¢en kao anaboli¢ki agens za poboljSanje rasta i
djelotvornije iskoristenje krme kod ovaca i goveda. Na osnovu istrazivanja Wolf'i Mirocha (1977)

¢ini se da zearalenon djeluje kao fungalni spolni hormon (Durakovi¢, 2003).



Zearalenon je nesteroidni estrogenski mikotoksin biosintetiziran kroz poliketidni slijed
raznih fuzarijskih plijesni. ZEA je resorcikli¢ni lakton, kemijski opisan kao 6-[10-hidroksi-6-okso-
trans-1-undecenil]-p-lakton rezorcilne kiseline i pripada skupini prirodnih spojeva rezorcilata.
(slika 4). Trivijalno ime zearalenon je dobio kao kombinacija G. zeae, resorcikli¢énog kiselinskog

laktona i nastavka -en (zbog prisutnosti dvostruke veze izmedu C-1 i C-2) (Zinedine, 2007).
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Slika 2. Kemijske strukture ZEA i njegovih derivata: (a) zearalenon (ZEA), (b) a-zearalenol (a-
ZEA), (c) B- zearalenol (B-ZEA), (d) zearalanon (ZAN), (e) a- zearalanol (a-ZAL), (f) B-
zearalanol (B-ZAL) (Zinedine, 2007).

Reducirani oblik zearalenona, zearalenol, ima povisenu estrogensku aktivnost. Sintetski
komercijalno dostupna formulacija pod nazivom Ralgro se uspjesno marketinski plasirala kao
anabolicki agens za ovce i stoku. Zearalenol je 1989. zabranjen od strane Europske Unije, ali se 1
dalje koristi u ostalim dijelovima svijeta. Rije¢ otrov je skoro pa neto¢an naziv za ZEA jer ZEA,
iako bioloski snazan, pokazuje nisku toksi¢nost. Zbog sli¢nosti sa 17 B-estradiolom (glavnim
hormonom kojeg proizvode ljudski jajnici, a koji mu omogucuje vezanje na receptore estrogena u
ciljanim stanicama kod sisavaca) ZEA je bolje Kklasificirati kao nesteroidni estrogen ili

mikoestrogen. Ponekad se naziva i fitoestrogen (Bennet i Klich , 2003).

Poznato je da je ZEA relativno niske akutne toksi¢nosti (LDsp=2000-20 000 mg kg
tjelesne teZine) nakon oralne primjene u miseva, Stakora i zamorca, a toksi¢nost mu se povecava

kada se daje intraperitonalno. ZEA se pokazao genotoksi¢nim jer izazva formiranje DNA adukta



u in vitro kulturama limfocita goveda, u Vero bubreznim stanicama majmuna i u stanicama kostane

srzi u miSeva (Zinedine, 2006).

O toksi¢nom djelovanju zearalenona u ljudi ima relativno malo rezultata, ali se
pretpostavlja da zearalenon u nekim zemljama (Madarska) gdje je Cest kontaminant hrane (Cak 1
tzv. "zdrave hrane") uzrokuje pocetak puberteta u djevojCica prije osme godine zivota kao i
ucestale spontane pobacaje. Medunarodna agencija za istraZivanje karcinoma (IARC) nije mogla
dati ocjenu o karcinogenosti zeralenona u ¢ovjeka, zato sto nema dovoljno podataka o njegovom
djelovanju na pokusne zivotinje, kao i nedovoljno epidemioloskih podataka te je zearalenon

svrstan u skupinu 3 (nije klasificiran kao karcinogen za ¢ovjeka) (IARC, 1993).

2.2.  BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE

Bakterije mlijecne kiseline (BMK) su najcesce koriStene starter kulture u industrijskoj
proizvodnji fermentiranih mlije¢nih proizvoda, mesa i povréa. Duga tradicija upotrebe bakterija
mlijecne kiseline bez Stetnog utjecaja na zdravlje Covjeka, pribavila im je GRAS (Generally
Regarded As Safe) status prema US FDA, odnosno QPS (Qualified Presumption of Safety) status
prema legislativi Europske Unije (§u§kovié, 1996; Suskovié i sur., 2001; Kos, 2001; Frece, 2007;
Frece i sur., 2010a). Vec vise od tri desetljeca provode se istrazivanja kojima bi se, uz sva veé
dokazana pozeljna svojstva, bakterijama mlijeCne kiseline pripisala i Sposobnost vezanja
mikotoksina iz sredine u kojoj se nalaze. BMK imaju sposobnost biosinteze Sirokog spektra
antimikrobnih metabolita, koji izmedu ostaloga inhibiraju i rast mikotoksikogenih plijesni
(Schnurer i Magnusson, 2005; Mufioz i sur., 2010; Varsha i Napoothiri, 2016). Biokonzervirajuci
ucinak nastaje zbog smanjenja pH i uglavnom je vezan uz proizvodnju organskih kiselina, odnosno
mlije¢ne kiseline ili octene kiseline, natjecanja za hranjive tvari i proizvodnju bakteriocina, ali 1
drugih spojeva kao $to su vodikov peroksid, mravlja kiselina, propionska Kiselina, acetoin i
diacetil. Medutim, primjena ovih antimikrobnih spojeva moze biti ograni¢ena zbog uskog
inhibicijskog spektra i njihove nestabilnosti pod odredenim uvjetima. Tocan mehanizam
antimikrobnog djelovanja Cesto se ne moZe objasniti zbog sloZene interaktivne prirode izmedu
razli¢itih spojeva, medutim sinergijski efekti ¢esto su vidljivi izmedu spojeva koji su ukljuceni u

antimikrobno djelovanje (Lowe i Arendt, 2004).



2.2.1. Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum je heterofermentativna mikroaerofilna gram-pozitivna bakterija,
Stapicastog oblika. Moze se pojavljivati pojedinacno ili grupirano u kratkim lancima. Ova vrsta je
dobro prihvacena i ima GRAS status. Brojni sojevi L. plantarum izolirani su iz razli¢itih ekoloskih
nisa koje ukljucuju meso, ribu, voce, povrcée, mlijeko i Zitarice. Zbog proizvodnje mlijecne kiseline
i drugih antimikrobnih spojeva, L. plantarum takoder pridonosi sigurnosti finalnog proizvoda
(Todorov Dimitrija, 2012). U mnogim proizvodima, ova vrsta laktobacila se koristi kao starter
kultura prilikom industrijske proizvodnje hrane jer pridonose ocuvanju okusa i teksture
fermentiranih namirnica. Osim §to se kao starter kulture koriste u proizvodnji fermentirane hrane,

dodaju se i kao biokonzervans, s ciljem produljenja trajnosti proizvoda (Frece i Markov, 2016).

Dokazana je i njihova u¢inkovitost u lije¢enju sindroma iritabilnog crijeva (IBS — Irritable
Bowel Syndrome) (Ducrotté i sur., 2012). Pozitivno djeluju na zdravlje domacina zahvaljujuci
antimikrobnom efektu koji ispoljavaju prema patogenim mikroorganizmima, pomazu u
metabolizmu mlije¢nog Secera (laktoze), poticu imunoloski sustav, utjeCu na snizavanje

koncentracije kolesterola u krvi, a imaju i antikancerogeno djelovanje (Suskovi¢ i Kos, 2001).

2.2.2. Leuconostoc mesenteroides

Rod Leuconostoc obuhvaca gram-pozitivne, katalaza negativne bakterije nepravilnog
kuglastog oblika. Razlika izmedu heterofermentativnih laktobacila koji proizvode plinove i
bakterija iz roda Leuconostoc je dugo bila kontroverzna. U stvari, ova dva roda se smatraju

filogenetski pomijesanima (Villani, 1997).

Bakterije iz roda Leuconostoc su Siroko rasprostranjene u prirodi, no zbog slabe kiselinske
aktivnosti, nisu Siroko istrazene. Osim uloge u kvarenju hrane, smatraju se kao pojac¢ivac¢i okusa u
procesu fermentacije mlije¢nih proizvoda, vina i povréa. Njihova prepoznatljiva antagonisticka ili
sinergisticka svojstva u mijeSanoj mikroflori izazvala je interes za istrazivanje njihove vaznosti u

nekim starter kulturama (Villani, 1997).



Fermentacija povréa u mnogim zemljama jo§ uvijek se radi na tradicionalan nacin,
spontanom fermantacijom te zbog toga nema uniformnosti proizvoda. Nekoliko vrsta fakultativno
anaerobnih bakterija mlije¢ne Kiseline sudjeluju u fermentaciji povré¢a. Medu njima Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides je najvaznija jer se prirodno nalazi na povréu. Bakterija L.
mesenteroides nepozeljna je u tvornicama Secera jer se najéesée povezuje s tvorbom sluzi zbog

njezine sposobnosti sinteze polisaharida dekstrana (Durakovi¢, 1996).

Djelovanjem bakterija iz roda Leuconostoc senzorska kvaliteta proizvoda moze biti

neprihvatljiva za potrosnju te to moze predstavljati veliki ekonomski gubitak u prehrambenoj

industriji (Wang i sur., 2013).

2.2.3. Pediococcus pentosaceus

Pediococcus pentosaceus je gram-pozitivna, fakultativno anaerobna, nesporogena
bakterija i pripada skupini industrijski vaznih BMK. Poput drugih bakterija mlijecne kiseline, P.
pentosaceus je tolerantna na Kisele uvjete, ne moze sintetizirati porfirine i posjeduje strogo
fermentacijski metabolizam s mlijenom kiselinom kao glavnim metabolickim krajnjim

proizvodom (Axelsson, 1998).

Pediococcus sojevi su Siroko distribuirani u pi¢u, fermentiranoj hrani i mlije¢nim
proizvodima (Tanasupawat i sur., 1993). U mlijeku i mlije¢nim proizvodima poput sira, mogu rasti
tijekom sazrijevanja i fermentirati rezidualnu laktozu tijekom dugog razdoblja. Pronadene su u
velikom broju (107-108 CFU g") u Cheddar siru nakon 3 mjeseca sazrijevanja, a taj broj stanica
odrzao se do 12 mjeseci. U ovom okruzenju moze do¢i do raznih interakcija izmedu pediococca i

ostalih mikroorganizama prisutnih u siru (Litopoulou-Tzanetaki, 1987).

Bakterije iz roda Pediococcus su vrlo otporne na visoke razine glikopeptida (vankomicin i
teikoplanin). Dijele ovo svojstvo s drugim gram-pozitivnim bakterijama, kao $to su bakterije iz
roda Leuconostoc i pojedinim vrstama laktobacila. Ove glikopeptidne otporne bakterije pojavljuju
se kao oportunisticki patogeni kod ljudi, vjerojatno zbog poveéanog koristenja vankomicina i

teikoplanina u ljekovitim proizvodima (Tankovic i sur., 1993).



2.3.MIKROBNI RAST

Proces udvostrucavanja, odnosno binarne diobe i na taj nacin dijeljenja stanica u dvije
identi¢ne stani¢ne jedinke naziva Se rast mikroorganizma. Generacijsko vrijeme je vrijeme koje je
potrebno da mikroorganizam prode kroz binarnu diobu pocevsi odmah nakon zadnjeg dijeljenja.
To vrijeme ovisi 0 vrsti organizma i uvjetima rasta, a traje u prosjeku od 20 minuta (u idealnim
uvjetima) do nekoliko sati ili dana (u losijim uvjetima) (Abedon, 1998). Faktori koji utjeCu na rast
mikroorganizama dijele se na vanjske (dostupnost O», tempratura, relativna vlaznost) i unutrasnje
(aw-vrijednost, pH, oksidoredukcijski potencijal, potrebe za hranjivim tvarima). Mikrobni rast je
ujedno i eksponencijalni (logaritamski) rast koji matematicki opisuje porast broja bakterijske
populacije sa svakom novom generacijom. Svaki mikrobni rast ovisi o uvjetima okolisa ili uzgoja
koji su osnovni faktor ogranicavanja samoga rasta. Mnogi kemijski spojevi, minerali, ali i produkti
metabolizma mikroorganizama imaju izraZeno inhibitorno djelovanje na rast mikroorganizama, a
izmedu ostalih radi se i o mikotoksinima koji imaju toksi¢ne ucinke na same stanice
mikroorganizama. Bakterije se mogu razmnozavati na razli¢ite nacine koriste¢i pritom razlicite

mehanizme iako je svako takvo razmnozavanje nespolno.

Stanice se prije rasta moraju prilagoditi (adaptirati) na novu okolinu zato prijenosom
mikroorganizma iz jednog medija u drugi ne¢e do¢i do brzog odnosno trenutnog rasta i
razmnoZzavanja stanica. Kada su okoliSni uvjeti prikladni, zapo€inje dijeljenje stanica, a potom i
ubrzanje rasta. Stanice svojim rastom i razmnozavanjem mijenjaju hranjivu podlogu. Hranjivi
sastojci i ostali materijali potrebni za respiraciju stanica se iscrpljuju, a zatim dolazi i do pada pH
zbog nakupljanja ugljikova dioksida, kiselina i drugih metabolita (Durakovi¢, 1991). Isto tako,
zbog iskoriStenosti zaliha energije 1 pada stupnja reprodukcije, dolazi do promjena samih stanica.
Nakon rasta 1 potpunog sazrijevanja stanica, dolazi do sinteze razli¢itih sekundarnih metabolita
poput antibiotika i mikotoksina. Odumiranje mikroorganizama oznacava dugotrajno i stupnjevito
opadanje broja stanica pa neke stanice ipak uspijevaju prezivjeti odredeno vrijeme (Nester i sur.,
2004). Za mnoge vrste, zivot populacije prestaje s odumiranjem posljednje stanice, dok s druge

strane, neke vrste mogu sprijeciti ugibanje formiranjem endospora (Pommerville i Alcamo, 2006).



3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Mikroorganizmi

Odredivanje utjecaja dviju razli¢itih koncentracija AFB1 i ZEA na mikrobni rast i
morfologiju provedeno je na bakterijama L. plantarum K1 i L. plantarum B, koje su dobivene iz
Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opéu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica, Zavoda
za biokemijsko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu, a
Leuconostoc mesenteroides te Pediococcus pentosaceus iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija

za tehnologiju vrenja i kvasca Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.1.2. Hranjive podloge bakterija mlije¢ne kiseline

Za odrzavanje, Cuvanje i uzgoj BMK te odredivanje utjecaja mikotoksina na morfoloske
karakteristike i rast stanica BMK koristen je MRS (Man-Rogosa-Sharpe) bujon i agar (Biolife,

Italija). Uzgoj bakterija proveden je u laboratorijskim uvjetima pri 37°C tijekom 24 sata.

a) MRS (Man-Rogosa-Sharpe) — agar sastava: (g x L)
e pepton 10
e mesni ekstrakt 10
® kvascev ekstrakt 5
e glukoza 20
e Tween 80 1
e MgSO4- 7 H20 0,1
e MnS0O4-7H20 0,05
e natrijev-acetat 5
® agar 20
- u destiliranoj vodi pH vrijednost podloge je 6,5

- sterilizacija pri 121°C/15 min.
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b) MRS (Man-Rogosa-Sharpe) — bujon
® istog je sastava kao podloga MRS-agar, samo bez dodanog agara 1 koristena je kao

podloga za odredivanje utjecaja AFB1 i ZEA

3.1.3. Mikotoksini

Standardi mikotoksina:
e AFB; ,,Sigma‘“ — St. Louis, MO, SAD
e ZEA ,,Sigma“ — St. Louis, MO, SAD

3.1.4. Aparatura

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

e vibromikser EV-102, (Tehtnica, Zelezniki)
e vaga analiti¢ka

e svjetlosni mikroskop (Olympus)

3.15. Pribor

e Erlenmeyer tikvice 250 mL

e Petrijeve zdjelice o 10 cm

e pipete 1110 mL

e cpruvete mikrobioloske 18 x 180 mm

e mikropipete 101 100 pL JUSTOR 1100G
e okularni mikrometar

® objektni mikrometar

e Eppendorf epruvete (Eppendorf)

11



3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprema otopina standarda mikotoksina AFB1 i ZEA

Osnovne koncentracije od 2,5 mg/mL za AFB: i 10 mg/mL za ZEA pripremljene su
otapanjem kristalini¢nog mikotoksina u etanolu i pohranjene na 4 °C do daljnjih analiza. Radne
koncentracije odabranih mikotoksina upotrijebljenih u pokusima pripremljene su u mediju za rast
BMK, i to 10 i 20 pg/mL za AFBy, te 50 i 75 pg/mL za ZEA.

3.2.2. Priprema uzoraka

Lactobacillus plantarum K1, Lactobacillus plantarum B, Leuconostoc mesenteroides i
Pediococcus pentosaceus ¢uvaju se u MRS-bujonu pri 4 °C, u hladnjaku. Kulture se precjepljuju
svakih 14 dana i inkubiraju pri 37°C te su koristene za odredivanje utjecaja mikotoksina (AFB1 i
ZEA) razlic¢itih koncentracija na preZivljavanje i morfoloske karakteristike bakterija u tekucoj

podlozi.

Suspenzija prekonoéne odabrane bakterijske kulture dodana je u Erlenmayer- tikvice s 20
mL MRS bujona kako slijedi:

Tikvica A — kontrola (bujon, bakterija i etanol)

Tikvica B — bujon, bakterija i 20 pg/mL AFB:

Tikvica C — bujon, bakterija i 10 pg/mL AFB1

Tikvica D — bujon, bakterija i 75 pg/mL ZEA

Tikvica E — bujon, bakterija i 50 pg/mL ZEA

2.3.0dredivanje broja Zivih stanica BMK

Utjecaj AFB1 (10 i 20 pg/mL) i ZEA (50 i 75 pg/mL) na rast odabranih BMK u hranjivoj
podlozi odreden je metodom neizravnog (posrednog) odredivanja broja zivih mikrobnih stanica
tijekom 24 sata uzgoja. Uzorci su uzimani svaka 2 sata tijekom 10 sati te nakon 24. sata i na¢injene

su serije decimalnih razrjedenja (slika 3) u omjeru 1:10. 100 pL suspenzije nacijepljeno je na MRS
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podlogu u Petrijevim zdjelicama te stavljeno na inkubaciju 48 h na 37°C. Svi pokusi su provedeni

u paraleli.

1ml

kulture +

9 ml

hranjive ;

podloge—+— / 1:10 ) 4 /1100 ¢/ 1:1.,000
) razrjedenje A/ razrjedenje / / razrjedenje

/' /1:10,000 /' / 1:100,000
/' razrjedenje f ' razrjedenje

(@)

nacjepljivanje | o . 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml

0.1 ml otopine

S N

inkubacije

Too numerous to count TNTC 65 icolo;’u'ja
(<) (TNTC)

6 l;:olor;ij a 0 kolonija

Slika 3. Priprema serije decimalnih razrjedenja (Anonymus 1, 2017)
Kolonije mikroorganizama koje su porasle na ¢vrstoj hranjivoj podlozi predstavljaju broj

zivih stanica te su prebrojane na brojacu kolonija. Izbrojane vrijednosti izrazavaju se kao CFU

vrijednost (Colony Forming Units) (formula 1) (Durakovi¢ i Durakovi¢, 1998).

brojporaslih kolonija
CFU = — Jp. - J x recipro¢na vrijednost razrjedenja [1]
upotrijebljeni volumen uzorka
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3.2.4. Mikrometrija

Mikrometrija je znanost koja se bavi mjerenjem dimenzija stanica i ako je moguce, njihovih
komponenti. Sa svjetlosnim mikroskopom mjerenje se provodi pomoc¢u okularnog i objektnog
mikrometra. Objektni mikrometar je stakalce koje u centru ima ugraviranu skalu duga¢ku 1 mm
podijeljenu na 100 jednakih podjeljaka. Stoga, razmak izmedu dva manja podjeljka objektnog
mikrometra iznosi 0,01mm (slika 4). Okularni mikrometar je stakalce koje u sredini sadrzi
ugraviranu skalu oznacenu brojevima, ali vrijednost svake podjele je nepoznata (Mehrota i
Sumbali, 2009) (slika 4).

Prije mjerenja dimenzije stanica, potrebno je izbazdariti okularni mikrometar. Okularni
mikrometar se stavi u okular mikroskopa, a objektni mikrometar na stoli¢ mikroskopa. Bazdarenje
se provodi pod povecanjem pod kojim se promatra odredeni predmet. Za bakterije bazdarenje je
potrebno provesti pri pove¢anju od 1000x uz upotrebu imerzijskog ulja, tako da se odredi broj
podjeljaka objektne skale koji odgovara 100-tom ili n-tom podjeljku okularne skale. Faktor
povecéanja okularnog mikrometra dobije Se tako da se broj podjeljaka objektne skale podjeli sa 100
podjeljaka okularne skale i pomnozi sa 10 (formula 2). Za svaku kombinaciju mikroskopa,

objektnog i okularnog mikrometra potrebno je provesti bazdarenje (Durakovié¢, Durakovié, 2001).

F1000 =% x10 [2]

gdje je: a broj podjeljaka objektne skale
b broj podjeljaka okularne skale

Nakon §to je provedeno bazdarenje, na stoli¢ mikroskopa se stavi pripremljeni preparat
bakterija, a okularni mikrometar ostaje u okularu i izmjeri se koliko podjeljaka na okularnoj skali
zauzima mikroorganizam i pomnozi s faktorom povecanja te se na taj nacin dobije veli¢ina

odredenog mikroorganizma.
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Slika 4. Skala okularnog i objektnog mikrometra

(Anonymus 2, 2015)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Mikrobni rast ovisi o uvjetima okoline u kojoj se mikroorganizmi nalaze kao i izlozenosti
kemijskim agensima, a toksi¢no djelovanje mikotoksina najéesce se ocituje kroz inhibiciju rasta.
Mikotoksini su sveprisutni, a nalaze se i u sirovinama (mlijeko, meso) za proizvodnju
fermentiranih namirnica. Tijekom proizvodnje fermentirane hrane BMK imaju klju¢nu ulogu u
tvorbi okusa, mirisa, nutritivnih karakteristika, medutim, njihova aktivnost moze biti smanjena
zbog utjecaja mikotoksina prisutnih u sirovinama. Stoga je u ovom radu istrazen utjecaj AFBy i
ZEA na broj zivih stanica i morfoloske osobine bakterija Lactobacillus plantarum K1,
Lactobacillus plantarum B, Leuconostoc mesenteroides i Pediococcus pentosaceus potencijalnih

starter kultura za proizvodnju fermentirane hrane.

4.1.Utjecaj mikotoksina na rast BMK

Rast bakterija uz prisustvo i bez prisustva mikotokisna AFB;1 i ZEA odreden je neizravhom
metodom odredivanja broja zivih stanica, brojenjem poraslih kolonija na ¢vrstoj hranjivoj podlozi

(MRS) u Petrijevoj zdjelici tijekom 24 sata. Rezultati istrazivanja prikazani su na slikama 5-8.

Iz dobivenih rezultata u kontrolnim uzorcima za sve odabrane BMK vidljivo je da rast stanica
oblikuje krivulju rasta bakterija. Maksimalan broj stanica za L. plantarum K1( 9,3 log CFU/mL) i
Leuc. mesenteroides (9,15 log CFU/mL) dobiven je u 8. satu, za L. plantarum B u 10. satu (9,22
log CFU/mL), dok je za P. pentosaceus taj broj iznosio 9,15 log CFU/mL i zabiljezen je nakon 24

sata uzgoja.
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Slika 5. Utjecaj AFB1 u koncentracijama 20 i 10 pg/mL (gore) i ZEA u koncentracijama 75 i 50
pg/mL (dolje) na rast bakterije L. plantarum K1 pri 37°C tijekom 24 sata uzgoja

Kod uzoraka s dodanim AFB; u koncentraciji od 10 pg/mL vidi se da je rast L. plantarum

K1 inhibiran samo tijekom prva 4 sata trajanja pokusa za oko 17% nakon ¢ega od 6. do 10. sata
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dolazi do stimulacije rasta, da bi nakon 24. sata ponovo bio zabiljezen pad broja Zivih stanica. Rast
L. plantarum K1 uz 20 pg/mL AFB; prati rast kontrolnog uzorka sve do 8. sata kada je vidljiva
inhibicija rasta za oko 8 %, a u 10. satu je zabiljezen maksimalan broj stanica od 9,51 log CFU/mL
koji nakon 24 sata pada na 7,92 CFU/mL (slika 5).

Inhibitorni u¢inak ZEA na rast bakterije L. plantarum K1 ocituje se tijekom prva 4 sata pri
obje upotrijebljene koncentracije. Broj zivih stanica bakterija se smanjio za 14% i 13% pri
koncentraciji ZEA od 75 pg/mL odnosno 50 pg/mL. Nakon 6. sata dodatak ZEA neovisno o
dodanoj koncentraciji nema znacajniji utjecaj na rast bakterije u usporedbi s kontrolnim uzorkom.
Maksimalan broj bakterija od 9,88 i 9,55 log CFU/mL zabiljezen je u 10. satu za 75 odnosno 50
pg/mL ZEA (slika 5).

Na slici 6 je vidljivo da AFB: tijekom 6 sati trajanja pokusa pokazuje slabo inhibitorno
djelovanje na rast bakterije L. plantarum B od 4% pri 20 pg/mL odnosno 4% pri 10 pg/mL AFB:.
Nakon 8. sata uzgoja u pokusima s 20 pg/mL zabiljezen je najveci broj stanica bakterija od 9,04
log CFU/mL dok je broj od 9,41 log CFU/mL dobiven u uzorku s 10 pg/mL nakon 10. sata kada

je 1 u kontrolnom uzorku dobiven maksimalan broj stanica.

Kod uzoraka s dodanim ZEA, obje istrazivane koncentracije (75 i 50 pg/mL) pokazuju
slicni u¢inak na rast L. plantarum B sve do 8. sata kada niza koncentracija ZEA pospjesuje
stimulaciju rasta bakterije. Maksimalan broj stanica u uzorcima s dodanim ZEA je zabiljeZen u 10.
satu kao i za kontrolni uzorak i iznosio je 9,34 log CFU/mL za 75 pg/mL ZEA i 9,4 log CFU/mL
za 50 pg/mL ZEA (slika 6).
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Slika 6. Utjecaj AFB1 u koncentracijama 20 i 10 pg/mL (gore) i ZEA u koncentracijama 75 i 50
pg/mL (dolje) na rast bakterije L. plantarum B pri 37°C tijekom 24 sata uzgoja
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Slika 7. Utjecaj AFB1 u koncentracijama 20 i 10 pg/mL (gore) i ZEA u koncentracijama 75 i 50
pg/mL (dolje) na rast bakterije L. mesenteroides pri 37°C tijekom 24 sata uzgoja
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Iz rezultata prikazanih na slici 7 vidljivo je da rast bakterije Leuc. mesenteroides uz
prisustvo obje koncentracije AFB1 prati rast bakterije u kontrolnom uzorku odnosno nije uo¢ena
inhibicija rasta tijekom c¢itavog vremena trajanja pokusa ve¢ naprotiv od 10. sata biljezi se
stimulacija rasta. U uzorcima s dodanim ZEA uocava se slicno ponasanje kao kod AFB1, odnosno

ZEA nema znacajniji utjecaj na rast bakterije u usporedbi s kontrolnim uzorkom.

Najveci broj stanica zabiljezen je u 24. satu i iznosio je 10,341 10,36 log CFU/mL za uzorke
s 20 pg/mL i 10 pg/mL dodanog AFB: iz ¢ega mozemo zakljuéiti da AFB: u zadanim
koncentracijama uopce nije djelovao inhibitorno na rast bakterije ve¢ stimulativno usporedujuci s
kontrolom. Za razliku od AFB1, u uzorcima sa 75 i 50 pg/mL dodanog ZEA najveci broj stanica
dokazan je u 10. satu i iznosio je 9,28 i 9,83 log CFU/mL (slika 7).

Utjecaj AFB1 i ZEA na rast bakterije Pediococcus pentosaceus prikazan je slici 8. Kod
uzoraka s dodanim AFB: vidi se da bakterijski rast pri obje koncentracije mikotoksina prati
krivulju rasta bakterije u kontroli tijekom 6 sati uzgoja. Od 8. sata pokusa zabiljeZena je inhibicija
rasta od 4% za 20 pg/mL odnosno 3% za 10 pg/mL, nakon ¢ega se inhibicija rasta nastavlja samo
u uzorku sa AFB1 u koncentraciji od 20 pg mL™ do 24-og sata tj. do kraja provodenja ekperimenta
(slika 8).

ZEA u koncentraciji od 75 pg/mL utjece stimulativno tijekom prva 2 sata, a zatim se broj
stanica bakterija Pediococus pentosaceus smanjuje za oko 4% sve do 8. sata nakon ¢ega je ponovo
zabiljeZzena stimulacija rasta u 10. satu uzgoja. Koncentracija ZEA od 50 pg/ mL pokazuje
inhibitoran u¢inak na rast Pediococus pentosaceus od 4. sata inkubacije pa do kraja eksperimenta
(24 h) (slika8).
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Slika 8 . Utjecaj AFB1 u koncentracijama 20 i 10 pg/mL (gore) i ZEA u koncentracijama 75 i 50
pg/mL (dolje) na rast bakterije Pediococcus pentosaceus pri 37°C tijekom 24 sata uzgoja
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Maksimalan broj stanica u uzorcima s dodanim 20 pg/mL i 10 ug/mL AFB; iznosio je 8,91
log CFU/mL u 24. satu odnosno 9,18 log CFU/mL u 10. satu. U uzorcima s dodanim ZEA, najveci
broj stanica za oba uzorka je uocen u 24. satu i iznosio je 8,98 i 9 log CFU/mLpri 75 pg/mL
odnosno 50 pg/mL ZEA (slika 8).

Iz prikazanih rezultata (slike 5- 8) vidljivo je da dodatak mikotoksina AFB: i ZEA nema

znacajniji utjecaj na rast odabranih BMK.

Dobiveni rezultati su u suglasju s istrazivanjima nekolicine autora koji su ispitivali
toksi¢nost AFB1 na razliCite bakterije (Mathur i sur. 1976; Westlake i sur. 1987) Westlake i sur.
(1987) ispitivali su toksi¢nost AFB1 na rast Cetiri razlicita soja bakterije Butyrivibrio fibrisolvens.
Dobiveni rezultati pokazali su da dodatak 10 pg/mL AFB1 ne djeluje toksi¢no prema ispitivanim
bakterijama. Isti autori ispitivali su toksi¢nost razli¢itih mikotoksina (DAS, DON, ZEA, OTA, T-
2) na bakteriju B. fibrisolvens CE 51 te zakljucili da testirani mikotoksini ne utjeCu na rast
bakterije, ali da dolazi do njihove razgradnje. U istrazivanjima Suti¢ i sur. (1983) dokazano je da
AFB; zaustavlja rast nekih bakterija mlije¢ne kiseline i da su te promjene u broju stanica uglavnom
nepovoljne za industrijsku preradu mlijeka u razlicite proizvode od mlijeka. Do sada je proveden

malen broj istrazivanja o u¢inku mikotoksina na stanice bakterija.
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4.2.Utjecaj mikotoksina na morfoloske osobine BMK

Promjena u veli¢ini stanica bakterija u ovisnosti o vremenu kontakta izmedu bakterija i
mikotoksina vidljiva je u uzorcima s dodanim AFB: i ZEA u odnosu na kontrolni uzorak.
Eksperimenti su provedeni tijekom 24 sata u paralelama. Metodom mikrometrije pracene su
promjene morfoloskih osobina stanica primarno mjerenjem veli¢ine stanica. Veli¢ina stanica
odredena je mikroskopiranjem bakterija pod povecanjem od 1000x, uz imerzijsko ulje i uz
upotrebu okularnog i objektnog mikrometra. Za svako je mjerenje nasumi¢no odabrano 50 stanica

u uzorku, a rezultati su prikazani na slikama 9-12.
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Slika 9. Utjecaj AFB1 u koncentracijama 20 i 10 pg/mL (gore) i ZEA u koncentracijama 75 i 50
pg/mL (dolje) na veli¢inu L. plantarum K1 tijekom 24 h

Na slici 9 prikazan je utjecaj AFB1na promjenu veli¢ine stanica bakterije L. plantarum K1.
AFB1 u obje koncentracije razli¢ito djeluje na stanice bakterija. Najvece promjene uocene SU za

stanice u prisutnosti 20 pg/mL AFB1 u 2. i 8. satu gdje je uoceno povecanje dimenzija stanice za

25



13% i 11% u odnosu na kontrolni uzorak u istom satu. No u 10. i 24. satu vidljivo je smanjenje
dimenzija stanica za 18% i 11%. Uzorak s dodanim 10 pg/mL AFB;: u 2. satu pokazuje najvece
povecanje dimenzije stanica u odnosu na kontrolu i to za 19%, a jedino zabiljezeno smanjene
stanice je u 4. satu za 5% nakon Cega je ponovno vidljiv rast stanice sve do 10. sata kada je
zabiljezeno smanjenje od 13% u odnosu na kontrolni uzorak. Uzorak s dodanim 75 pg/mL ZEA
pokazuje povecanje i smanjenje dimenzija svaka 2 sata u prosjeku za 10% dok manja koncentracija

od 50 pg/mL ZEA ne pokazuje znacajan utjecaj na dimenzije.
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Slika 10. Utjecaj AFB1 u koncentracijama 20 i 10 pg/mL (gore) i ZEA u koncentracijama 75 i 50
pug/mL (dolje) na veli¢inu L. plantarum B tijekom 24 h
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Tijekom prva dva sata inkubacije a zatim od 8. do 24. sata stanice bakterije L. plantarum
B u prisutnosti 20 pg/mL AFB1 u prosjeku su nesto veée od stanica u mediju bez dodanog toksina
(kontrola). Znacajno smanjenje za 12% vidljivo je samo u 6. satu u usporedbi s kontrolom. Kod
uzorka s 10 pg/mL AFB; veli¢ina stanica Citavo vrijeme uzgoja manja je od kontrole, a
najznacajnije smanjenje velic¢ine dobiveno je u 4. satu kada je veli¢ina stanica u odnosu na kontrolu

smanjena za 28% (slika 10).

Za razliku od AFB1, koncentracija od 75 pg/mL ZEA ve¢ u 0. satu pokazuje smanjenje
veli¢ine stanice za 21% koje se uocava sve do 8. sata kada je zabiljezeno povecanje stanica koje
se zadrzava do 24. sata. U usporedbi s kontrolom, koncentracija od 50 pg/mL ZEA negativno
utjece na veli¢inu stanica sve do 10. sata kada je uoceno neznatno povecanje bakterijske stanice

(slika 10).
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Slika 11 . Utjecaj AFB1 u koncentracijama 20 i 10 pg/mL (gore) i ZEA u koncentracijama 75 i
50 pg/mL (dolje) na veli¢inu L. mesenteroides tijekom 24 h
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Na slici 11 vidljivo je da i AFB1 1 ZEA u obje istrazivane koncentracije utje¢u na veli¢inu
stanica bakterije L. mesenteroides no nije jasno kojim mehanizmom djeluju na morfologiju stanica
budu¢i da naizmjeni¢no dolazi do povecanja odnosno smanjenja veliCine stanica. Najveca
promjena u veli¢ini uocava se U 8. satu kada je izmjereno da su stanice u prosjeku manje za 13 i
25% za uzorke sa 75 pg/mL ZEA odnosno 50 pg/mL ZEA (slika 11).

30



18

16
14
g 12
o
% !
= 08
o
ﬁ 0.6
i)
=
04
0.2
0
Oh 2h 4h &h Bh 10h 24h
B P.pentosaceus B P.pentosaceus+ AFBL (20 pg/mL) WP pentosaceus+ AFBL (10w /mL)
18
16
14
E 12
o
g 1
5
= 048
o
G
B o
Pl
=
04
02
0
Oh 2h 4h Bh Bh 10h 24h
vrijeme (h)

m P_pentosaceus m P_pentosaceus+ ZEA (75 pe/ml) m P pentosaceus+ ZEA (50 pe/mlL)

Slika 12. Utjecaj AFB: u koncentracijama 20 i 10 pg/mL (gore) i ZEA u koncentracijama 75 i
50 pg/mL (dolje) na veli¢inu P.pentosaceus tijekom 24 h
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Rezultati utjecaja AFB1 na veli¢inu stanica bakterije P. pentosaceus prikazani na slici 12
pokazuju da su u svim mjerenjima osim u 8 satu stanice ve¢e u odnosu na kontrolu. Mikotoksin
ZEA u obje dodane koncentracije (75 i 50 pg/mL) ne pokazuje zna¢ajan utjecaj na veli¢inu Stanica
jer su dimenzije stanica u uzorcima s dodanim mikotoksinom u 0., 6., 10. i 24. satu podjednake
dimenzijama stanica u kontroli. Najveca razlika u veli¢ini stanica izmedu kontrolnog uzorka i
uzoraka tretiranih s toksinom uocava se u 2. satu kada dolazi do povecanja stanica za oko 30% u

prisutnosti 75 i 50 pg/mL ZEA.

1z rezultata prikazanih na slikama 9-12 vidljivo je da AFB1 i ZEA utjecu na veli¢inu stanica
odabranih BMK iako nije jasno vidljiv trend kojim mikotoksini utje¢u na morfologiju stanica. U
istrazivanjima Suti¢ i Banina (1979) dokazan je utjecaj aflatoksina na morfoloske i fiziologke
karakteristike bakterija mlije¢ne kiseline no do danas je proveden malen broj istrazivanja o utjecaju
mikotoksina na mikroorganizme opcéenito. Autori navode da ovisno o primijenjenoj koncentraciji
mikotoksina te duljini izlaganja dolazi do promjena stanica BMK, a takve su promjene uglavnom
nepozeljne. Rezultati istrazivanja su pokazali su u prisutnosti AFB; zapaZene promjene u
dimenzijama stanica i da su kod Stapicastih bakterija Stapi¢i duzi i §iri, a kod okruglih BMK
mijenja se broj stanica u lancu, ovisno o primijenjenoj koncentraciji, duljini vremena djelovanja,

ali i vrsti, odnosno soju BMK (Suti¢ i Banina, 1979; Suti¢ i sur., 1983).

Naizmjeni¢no povecanje i smanjenje bakterijskih stanica ovisno o koncentraciji i viemenu
izlozenosti stanica mikotoksinima ukazuje na moguc¢nost da BMK imaju sposobnost vezanja
mikotoksina $to se podudara s rezultatima istrazivanja Haskard i sur. (2001), Markov i sur. (2010),
Mufioz i sur. (2010), Zinedine i sur., (2007), EI-Nezami i sur. (2002) koji su dokazali da bakterije
roda Lactobacillus imaju sposobnost vezanja AFB1 i ZEA u mediju u kojem se nalaze. Uoceno je
da je mehanizam vezanja toksina reverzibilni proces jer je duljim kontaktom bakterija-mikotoksin
doslo do otpustanja dijela vezanog mikotoksina natrag u podlogu, pa i to moze biti jedan od razloga

oscilacijama u veli€ini stanica bakterija u prisutnosti AFB1 i ZEA.

Vezanje i1 otpusStanje mikotoksina na bakterije mlije¢ne kiseline jo§ nije u potpunosti
objasnjeno, no predloZeno je da su peptidoglikan i sli¢ne strukture ukljuene u proces vezanja
mikotoksina (Lahtinen i sur., 2004). Iz rezultata je vidljivo da se kontakt izmedu bakterija 1

mikotoksina tijekom vremena mijenja §to se oc€ituje kroz naizmjeni¢nu promjenu veli¢ine stanica
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bakterija, ali i da AFB:1 i ZEA ne djeluju jednako na razliite vrste BMK, pa ¢ak ni na razlicite

sojeve iste vrste.

33



5. ZAKLJUCCI

Podrucje istrazivanja utjecaja mikotoksina na rast i morfologiju bakterija mlije¢ne Kiseline
jos§ uvijek je novo i potrebna su dodatna ispitivanja kako bi se u potpunosti objasnila. 1z rezultata
dobivenih prilikom izrade ovog rada o utjecaju aflatoksina B1i zearalenona na BMK moze se

zakljuciti da:

1. Aflatoksin By i zearalenon pokazuju slab u¢inak na rast i morfoloske karakteristike bakterija L.

plantarum K1, L. plantarum B, Leuconostoc mesenteroides i Pediococcus pentosaceus.

2. Prilikom ispitivanja, uoceno je da se BMK, nakon nekog vremena, prilagodavaju sredini u kKojoj

su prisutni mikotoksini.

3. Utjecaj na broj 1 veli¢inu stanica BMK ovisi o primijenjenoj koncentraciji i vremenu djelovanja

mikotoksina, ali i o samom soju koristene BMK.

4. Povecanje velicine stanica u po¢etnim satima moze se pripisati vezanju mikotoksina na povrs§inu
stanice, dok duzim vremenom izlaganja okolini s mikotoksinom dolazi do smanjenja veli¢ine

stanica zbog otpustanja mikotoksina s mjesta vezanja.

5. Oba mikotoksina, iako imaju vrlo slab utjecaj na rast i razvoj stanica BMK, mogu uzrokovati
promjene u metabolickoj aktivnosti BMK, ¢ime mogu utjecati na kvalitetu fermentiranih
proizvoda, ali i na ekonomicnost proizvodnje pa bi utjecaj mikotoksina na proizvodnju kljuc¢nih
metabolita BMK odgovornih za senzorske i fizikalno-kemijske karakteristike fermentirane hrane

trebalo dodatno ispitati.
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