Utjecaj odabranih sojeva kvasaca na rast
toksikotvornih plijesni

Knapi¢, Simona

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:159:352503

Rights / Prava: Attribution-NoDerivatives 4.0 International/lmenovanje-Bez prerada 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-28

Prehram benO RepOSitory/Repozitorij,-

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnolo

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:352503
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:3927
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:3927
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:3927

SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno- biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Prehrambena tehnologija

Simona Knapi¢

7421/ PT

UTJECAJ ODABRANIH SOJEVA KVASACA NA RAST TOKSIKOTVORNIH PLIJESNI

ZAVRSNI RAD

Predmet: Mikrobiologija

Mentor: prof. dr. sc. Ksenija Markov

Zagreb, 2021.



TEMELINA DOKUMENTACIJISKA KARTICA
Zavrsni rad

SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno- biotehnoloski fakultet
Preddiplomski studij Prehrambena tehnologija

Zavod za biokemijsko inZzenjerstvo
Laboratorij za opcu mikorbiologiju i mikrobiologiju namirnica

Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

Utjecaj odabranih sojeva kvasaca na rast toksikotvornih plijesni
Simona Knapic, 0058210892
SAZETAK:

Kvasci predstavljaju neiskoriSteni izvor antagonistickog djelovanja prema drugim
mikroorganizmima. Antagonisticke interakcije iznjedrile su koncept biokontrole, prilikom ¢ega bi
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ZIM koji je inhibirao rast plijesni iz rodova Aspergillus i Penicillium za 63,4 %, odnosno 68,3 %
veC nakon 3 dana uzgoja. S. cerevisiae DSMZ je inhibirao rast plijesni iz rodova Aspergillius i
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Yeasts represet an unused source of antagonistic agents against other microorganisms.
Antagonistic interactions have spawned the concept of biocontrol, in which one species of
microorganism could be used to inhibit the growth and survival of another, less desirable species.
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1. UvoD

Odnos kvasaca i ljudi blizak je ve¢ tisuclje¢ima, buduéi da se od davnina koriste u razli¢ite svrhe
(proizvodnja hrane, vina, piva i raznih biokemijskih proizvoda). Biokonzervacija temeljena na
tvarima prirodnog podrijetla pojavila se kao alternativa uobicajenim kemijskim konzervansima, a
kvasci predstavljaju neiskoriSteni izvor antagonistickog djelovanja protiv drugih mikroorganizama
(Gil-Rodriguez i sur., 2020). Potreba za razvojem prirodnih alternativa kemijskim strategijama
suzbijanja rasta neZeljenih mikroorganizama, dovela je do primjene razli¢itih sojeva kvasca kao
biokontrolnih sredstava protiv razliCitih patogenih plijesni. Antagonisticki kvasci (poznati i kao
kvasci koji vrse biokontrolu) obeéavajuca su zamjena kemijskim fungicidima u kontroli propadanja
hrane zahvaljujuci Sirokoj rasprostranjenosti, antagonistickim sposobnostima, ekoloskoj prirodi i
sigurnosti za ljude (Zhang i sur., 2020). Provedena su mnoga istrazivanja i u literaturi postoji
izvjestan broj izvjeStaja u kojima se navodi da antagonisticki kvasci posjeduju ucinkovite
mehanizme za kontrolu kvarenja mikroorganizmima. Ta su antagonisticka svojstva dobro
proucena i uspjesno su iskoristena u bioloskoj kontroli bolesti plodova nakon berbe (Cubaiu i sur.,
2012). Kako bi se sprijecio rast plijesni, vazno je da mikrobiota bude pravilno izolirana i tocno
identificirana (Twaruzek i sur., 2020). Plijesni su velika skupina gljiva, kojima je tijelo gradeno od
gustog sustava cjevastih, obicno bezbojnih stanica bez klorofila. Nitaste su grade, a niti (hife)
rastu kao isprepletena masa, na povrsini i unutar gotovo svih tvari biljnog ili Zivotinjskog podrijetla
(Durakovi¢, 1991). Kontaminacija prehrambenih proizvoda plijesnima uzrokuje znacajne godisnje
gubitke u globalnim prihodima u prehrambenoj industriji, a takoder predstavlja problem u
sigurnosti hrane zbog sinteze mikotoksina, prirodnih produkata nitastih gljiva, uglavnom iz rodova
Penicillium, Fusarium, Aspergillus, Claviceps i Alternaria. Zbog visoke toksicnosti u malim
koli¢inama i nemogucénosti uocavanja prilikom konzumacije kontaminirane hrane, mikotoksini se
smatraju izrazito opasnim kontaminantima (Markov i sur., 2010; Markov i sur., 2013). S obzirom
na interakcije izmedu kvasaca i plijesni, cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj razlicitih sojeva
kvasaca na sposobnost inhibicije rasta toksikotvornih plijesni iz rodova Aspergillus i Penicillium.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0065216420300630#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128096338210480?via%3Dihub#!

2. TEORIJSKI DIO

2.1. KVASCI

Kvasci su skupina eukariotskih gljiva od kojih je veéina jednostani¢na i razmnozavaju se pupanjem
(Zhang i sur. 2020). Vrlo su korisni Covjecanstvu jer se nasiroko koriste za proizvodnju hrane,
vina, piva i raznih biokemijskih proizvoda. Buduci da se kvasci Siroko koriste u tradicionalnoj i
modernoj biotehnologiji, istrazivanja na novim vrstama mogla bi dovesti do razvoja novih
tehnologija. Kvasci su askomicetne ili bazidiomicetne gljive koje se vegetativno razmnozavaju
pupanjem odnosno cijepanjem, ili tvore spolne forme koje nisu zatvorene u plodistu (Wolf, 1996).
Nefotosintetski su jednostani¢ni mikroorganizmi ovalnog ili cilindricnog oblika (Durakovic i
Redzepovi¢, 2002; Erten i sur., 2014). Utjecaj kvasaca na kvalitetu i sigurnost hrane i pi¢a usko
je povezan s njihovim bioloskim aktivnostima. Te su aktivnosti odredene fizikalnim i kemijskim
svojstvima ekosustava i naCinom na koji kvasac reagira u skladu s fiziologijom, biokemijom i
genetikom sustava. Kvarenje uzrokovano kvascima vrlo je predvidljivo, uglavhom se dogada u
onim proizvodima kod kojih je rast bakterija ili usporen ili sprijeCen unutarnjom preradom. Tipicno,
hrana s kiselinama i niskim pH, proizvodi s visokim udjelom Secera ili visokim udjelom soli i
proizvodi konzervirani sa slabim organskim kiselinama (npr. sorbinska, benzojeva, octena) su
skloni kvarenju kvascima. Voée, vocni sokovi i voéni napitci, voéna pulpa, koncentrati vocnih
sokova, sirupi od Secera, konditorski proizvodi, alkoholna pi¢a, gazirana pica neki su od proizvoda
podlozni kvarenju. Utjecaj kvasaca u prehrambenoj industriji je mnogo veci od same proizvodnje
pekarskih proizvoda, alkoholnih pi¢a kao Sto su vino, pivo ili rakija, fermentiranih mlije¢nih
proizvoda te mesnih preradevina (Querol i sur., 2006).

Antagonisticki kvasci (poznati i kao biokontrolni kvasci) obelavajuée su zamjene kemijskim
fungicidima u kontroli propadanja zetve/berbe zahvaljujuéi Sirokoj rasprostranjenosti,
antagonistickim sposobnostima, ekoloskoj prirodi i sigurnosti za ljude (Zhang i sur., 2020).
Antagonisticke interakcije iznjedrile su koncept biokontrole, pri ¢emu bi se jedna vrsta mogla
namjerno iskoristiti kako bi se inhibirao rast i prezivljavanje druge, manje pozeljne vrste. Tijekom
posljednjih 20 godina otkriveno je nekoliko vrsta kvasaca koje pokazuju snazno antagonisticko
djelovanje protiv nitastih gljiva (plijesni). Ti su kvasci istrazeni kao potencijalni agensi za
biokontrolu plijesni koje uzrokuju kvarenje voéa i povréa prije i nakon berbe (npr. Botrytis,
Penicillium, Aspergillus, Rhizopus spp.), omogucujuéi tako manju upotrebu kemijskih fungicida.



PredloZeni su razliCiti mehanizmi za objasnjenje antagonistickog djelovanja kvasca prema
plijesnima, a oni ukljucuju proizvodnju toksina ubojica i drugih inhibitornih proteina i peptida;
natjecanje za hranjive sastojke i prostor; proizvodnju litickih glukanaza i kitinaza stanicnih stijenki
gljivica, proizvodnju metabolita kao Sto su etanol, acetaldehid, etil acetat i masne kiseline te
indukcija gljivicne rezistencije ili obrambene reakcije unutar biljke (Querol i sur., 2006).

2.1.1. Kvasci roda Saccharomyces

Rod Saccharomyces je predstavnik askosporogenih kvasaca i kroz povijest je ljudima najpoznatiji
rod kvasca. Najznacajnija fizioloSka karakteristika Saccharomyces roda je njegova sposobnost
snazne anaerobne ili semianaerobne fermentacije jednog ili viSe Secera za proizvodnju etanola i
CO; (Stewart, 2014a).

Saccharomyces cerevisiae komercijalno je znacajan u industriji hrane i pi¢a zbog svoje uloge u
proizvodniji fermentiranih pica i kruha, kvarenju hrane i pica, preradi prehrambenog otpada te
proizvodniji industrijskog etanola. S. cerevisiae moze fermentirati velik broj heksoza (D-glukozu,
D-fruktozu, D-manozu, saharozu, maltozu, maltotriozu i D-galaktozu). Kao i svi kvasci, preferira
blago kiseli medij s optimalnom pH vrijednosti izmedu 4,5 i 6,5. Znaaj S. cerevisiae u
prehrambenoj industriji poveava se njegovom sposobnoS¢u stvaranja i sintetiziranja
izvanstani¢nog enzima poligalakturonaze, sto moze imati posljedice na fermentaciju supstrata
bilinog podrijetla. S. cerevisiae takoder proizvodi ekstracelularne proteaze (pod stresnim
uvjetima) za razgradnju proteina i polipeptida (Stewart , 2014b), a pokazuje i znacajnu inhibiciju
prema rastu plijesni (Souza i sur., 2017; Cubaiu i sur., 2012).

S. bayanus sudjeluje u alkoholnim vrenjima vina i cidera. Odgovoran je i za kvarenje voca i povrca
te proizvoda od voca, kao Sto su sokovi, sirupi i dzemovi (Kurtzman, 2011). Vrlo dobro utjece na
ponovno pokretanje vrenja, stvaranje pjene, a otporan je i na prisutnost alkohola i sumporovog-
dioksida. Uz sve navedeno, jedna od glavnih znacajki kvasaca Saccharomyces bayanus ije
kriotolerancija, odnosno sposoban je provoditi fermentaciju pri niskim temperaturama te se tako
jasno razlikuje od profila kvasca S. cerevisiae. Takoder, proizvodi manje koli¢ine octene kiseline i
etanola, ali i vece koli¢ine glicerola i jantarne kiseline. Sintetizira, ali ne razgraduje jabucnu
kiselinu te proizvodi hlapljive fermentacijske spojeve, poput feniletanola i njegovog acetata. Ovi
¢imbenici rezultiraju znacajnim organoleptickim varijacijama, ovisno o prisutnoj vrsti (Le Jeune i
sur., 2007).



S. uvarum takoder sudjeluje u alkoholnim vrenjima, najcesce se koristi za prozvodnju cidera, pive
i vina (Jarvis, 2014; Stewart, 2014c). Siroko je rasprostranjen u prirodi i obi¢no je izoliran iz
fermentiranih pica, osobito ako se ¢uvaju na niskoj temperaturi (0-2 °C) (Pulvirenti i sur., 2000).
Klasificiran je kao prirodna podskupina, unutar heterogene vrste Saccharomyces bayanus (Rainier
i sur., 1999).

2.1.2, Hanseniaspora uvarum

Hanseniaspora uvarum je dominantan kvasac u pocetnim fazama alkoholne fermentacije dok
kasnije tijekom fermentacije dolazi do dominacije kvasaca iz roda Saccharomyces (Du Plessis i
sur., 2019). Djelovanje H. uvarum ovisi o interakcijama i produktima drugih kvasaca, koncentraciji
etanola i Secera te ostalim nutrijentima koji su potrebni za rast kao i o uvjetima fermentacije
poput temperature i koncentracije sumporovog dioksida (Moreira i sur., 2008; Wang i sur., 2015).
Istrazivanja su pokazala antagonisticko djelovanje H. wvarum koji je inhibirao propadanje
uzrokovano sivom plijesni, znacajno je inhibirao razvoj spora, smanjio prirodni razvoj propadanja

nakon berbe, a pritom nije umanjio parametre kvalitete (Cai i sur.,2015; Liu i sur., 2010).
2.1.3. Kluyveromyces marxianus

Sojevi koji pripadaju vrsti kvasca Kluyveromyces marxianus izolirani su iz velikog broja razliCitih
stanista, Sto rezultira velikom metabolickom raznolikoS¢u i znacajnim stupnjem intraspecifi¢nog
polimorfizma (Fonseca i sur., 2008). Industrijska primjena kvasca Kluyveromyces marxianus
iskoriStava osobine poput brzog rasta, termotolerancije, izlucivanja enzima inulinaze te
proizvodnje etanola. Sposobnost metaboliziranja laktoze, rasta na inulinu i drugim jednostavnim
Secerima poput glukoze, fruktoze i saharoze omogucéava uzgoj ovog kvasca u melasi (Garcia-
Garibay i sur., 2014). K. marxianus je aerobni kvasac te se njegov metabolizam opisuje kao
respiratorno-fermentativni. Duga povijest sigurnog povezivanja s prehrambenim proizvodima
pomogla je ovom kvascu u postizanju GRAS (eng. Generally Regarded As Safe) odnosno QPS
(eng. Qualified Presumption of Safety) u SAD-u i Europi (Lane i Morrissey, 2010).



2.1.4. Pichia guilliermondii

Kvasac Pichia guilliermondii je znacajan zbog sposobnosti koristenja ugljikovodika kao izvora
energije i izvanredne sposobnost razli¢itih sojeva da sintetiziraju riboflavin (vitamin B2) tijekom
rasta u medijima s nedostatkom Zzeljeza. Stanice P. guilliermondii su heterogene, uglavnom
izduzenog oblika te ponekad tvore pseudomicelij. Prirodno staniste ovog kvasca je raznoliko, a
izoliran je iz lis¢a biljaka, grozda, jezerske vode i kravlje utrobe. Tipicni je predstavnik aerobnih
kvasca i ne moze rasti u strogo anaerobnim uvjetima. Standardna temperatura rasta za A.
guilliermondii je 30 °C, a gornja granica je blizu 42 °C (Wolf, 1996). Antagonisti¢ka ucinkovitost
P. guilliermondii u laboratorijskim pokusima uspjesno je reproducirana u pilot ispitivanjima na
biljkama u kojima je uspjeSno konkurirala kemijskim tretmanima u sprjeCavanju propadanja

plodova zbog bolesti nakon berbe (Petersson i sur., 1995).

2.2. PLIJESNI

Plijesni su velika skupina eukariotskih, nefotosintetskih mikroorganizama koji pripadaju carstvu
Gljiva (carstvo Fungi). Siroko su rasprostranjene u prirodi u obliku Zivuéih vegetativnih tijela ili u
obliku latentnih spora (Frisvald i Filtenborg, 1989; Pleadin i sur., 2018). Obavijene su stanicnom
stijenkom koja je u pravilu sastavljena od polisaharida hitina. Tijelo plijesni je nitaste grade, a niti
(hife) rastu kao isprepletena masa izduzenih, bezbojnih stanica bez klorofila koje se kao
paucinasta navlaka rasprostiru po podlozi i naziva se micelij (Markov, 2005). Hife su duge, tanke
strukture, a tip hife je karakteristican za odrednu skupinu plijesni — neke hife su septirane
(pregradene), a neke nisu. Micelij moZze biti zracni, tada se nalazi iznad podloge, ili supstratni,
tada se nalazi u podlozi. Na kraju zracnih hifa izrastaju posebne stanice, spore, koje sluze za
razmnozavanje, Sirenje te kao zastita od Stetnih okoliSnih uvjeta (Durakovi¢, 1991). Plijesni se
mogu razmnozavati spolno (spolnim sporama) ili nespolno (fragmentacijom hifa i tvorbom
nespolnih spora).

Neke plijesni zive u simbiozi s biljkama i pomazu im da uzimaju hranjive tvari iz tla, dok su
odredene plijesni paraziti. Pozitivan utjecaj plijesni najvise je vidljiv u farmaceutskoj industriji gdje
sluze za proizvodnju lijekova - antibiotika (penicilin), organskih kiselina, vitamina, ali i u

prehrambenoj industriji (fermentirani mlijecni proizvodi, suhomesnati proizvodi) (Giraud i sur.,



2010) gdje razlicite kulture plijesni igraju ulogu u stvaranju specificne arome i poboljSavanju
teksture prehrambenih proizvoda. Plijesni su aerobni mikroorganizmi, buduéi da rastu samo u
prisutnosti kisika, a opcenito pripadaju skupini mikroorganizama koji uzrokuju kvarenje hrane
(Pleadin i sur., 2018).

Pojava plijesni na prehrambenim proizvodnima, krmi, ali i u okoliSu, kao posljedicu moze imati
negativan ucinak na zdravlje ljudi i Zivotinja (Sweeney i Dobson, 1998) uzrokujuci odredene
bolesti, od alergijskih reakcija na spore plijesni pa do bolesti uzrokovanih mikotokosnima
(sekundarnim metabolitima plijesni) koje se nazivaju mikotoksikoze. Mnoge plijesni koje
sintetiziraju mikotoksine su Cesti kontaminanti hrane i krmiva, a primarno su to plijesni iz rodova
Aspergillus i Penicillium.

Plijesni iz rodova Aspergillusi Penicillium su sveprisutne, uzrokuju propadanje i kvarenje hrane te
mogu sintetizirati razliCite mikotoksine (aflatoksine, okratoksine, citrinin). Stoga, svojom pojavom
i rastom na razliCitim supstratima, predstavljaju veliku, kako ekonomsku tako i zdravstvenu

opasnost (Pleadin i sur., 2018).

vezikula

zraéni micelij

bazalni micelij

Aspergillus

Penicillium

Slika 1. Shematski prikaz grade plijesni roda Aspergillus i Penicillium (Pleadin i sur., 2018)



2.2.1. Plijesni roda Aspergillus

Rod Aspergillus predstavlja raznoliku skupinu plijesni koja je medu najrasprostranjenijim na
svijetu. Klijanje spora moze dovodi do rasta vegetativhog micelija koji kolonizira supstrat. Hife
unutar micelija su vrlo heterogene s obzirom na ekspresiju, rast i sekreciju gena. Aspergilli se
mogu razmnozavati i nespolno i spolno (Krijgsheld i sur., 2013). Za rod Aspergillus karakteristi¢ni
su nerazgranati konidiofori koji zavrSavaju proSirenjem ovalnog oblika, vezikulom. Na vezikule se
nadovezuju fialide ili sterigme koje nose lance konidija. Ova karakteristika definitivno razlikuje rod
Aspergillus od roda Penicillium (Pitt i Hocking, 2009).

Plijesni iz roda Aspergillus imaju sposobnost rasta na viSim temperaturama i/ili nizim aw
vrijednostima te obicno rastu brZe iako im treba dulje da sporuliraju, a njihove su spore otpornije
na svjetlost i kemikalije (Aytac i sur., 2014). Plijesni iz roda Aspergillus su Siroko rasprostranjene
u okolisu, uklju€ujudi tlo, biljne ostatke, drvo i zrak, a dominantne su u tropskim i suptropskim
klimama. Voda i neadekvatno ubrane i uskladiStene Zitarice te druge namirnice poput kikirikija,
badema, zelenih zrna kave, grozda i vina ili procesuirani proizvodi navedenih namirnica takoder
Ssu izvori pojave i rasta Aspergillus vrsta (Public Health Agency of Canada, 2013).

Medutim, osim Sto se mogu koristiti za proizvodnju razli¢itih metabolita (antibiotici, organske
kiseline, enzimi, lijekovi i sliéno), plijesni iz roda Aspergillus sintetiziraju po Zivot opasne
mikotoksine (aflatoksin B: (AFB;) i okratoksin A (OTA) (Zadravec i sur., 2019). Stoga je rod
Aspergillus poznat i kao ljudski i Zivotinjski patogen, a medu najznacajnijim vrstama su A.
ochraceus, A. flavus, A. carbonarius, A. parasiticus te A. niger. Crni Aspergilli smatraju se glavnim
proizvodac¢ima OTA u grozdu na mediteranskom podrucju, posebno Aspergillus carbonarius i
Aspergillus niger (Gil-Serna i sur., 2014).

Optimalna temperature za rast A. ochraceus je 25 °C, a prilagodava se razli¢itim okoliSnim
uvjetima. Kada raste na hranjivom agaru, vegetativni micelij uglavnom je uronjen u agar, dok su
konidijalne glave (vezikula i konidije) rasporedene u zonama. A. carbonarius sastavni je dio
mikroflore grozda i suSenog voca. Za rast treba povisenu temeperaturu i povecanu vlagu te se s

toga najcesce pronalazi u podrudjima s tropskom klimom (Pleadin i sur., 2018).



2.2.2, Plijesni roda Penicillium

Tesko je procijeniti vaznost roda Penicillium (penicillium —lat. kist) u prirodi i u Zivotu ljudi. Vrste
plijesni iz roda Penicillium su sveprisutne i okarakterizirane kao oportunisticki saprofiti. Penicillium
vrste su vrlo vazni agensi u prirodnim procesima recikliranja koriStene bioloske tvari. Kao
posljedica toga, oni takoder igraju vaznu ulogu u kvarenju mnogih vrsta hrane. Gotovo sve vrste
dobro rastu u laboratorijskim uvjetima, proizvodeci male, kruzne kolonije, koje u pravilu obilno
sporuliraju u sivoj-zelenoj ili sivo-plavoj boji. Kao posljedica toga, veéina Penicillium vrsta se moze
prepoznati na razini roda. Najcesce uzrokuju kvarenje citrusa, jabuka, krusaka, bobicastog voca,
sireva, preradene hrane kao Sto su tjestenina, brasno i pekarski proizvodi (Pitt, 2014).

Vrste Penicillium posjeduju iznimno raznolike metabolicke sposobnosti, odnosno imaju mogucnost
proizvoditi na stotine razlicitih spojeva, razliCite enzime i mikotoksine (okratoksin A, citrinin,
patulin). Zbog prisutnosti i rasta plijesni iz roda Penicillium na pSenici i jeCmu, na tim se
namirnicama i u njihovim proizvodima Cesto pronalazi nefrotoksiCan mikotoksin okratoksin A
(Bianchini i sur., 2014).

Nekoliko izolata P. nordicum pokazalo se vaznim proizvodaCima OTA, mikotoksina koji je
Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC, eng. International Agency for Research on
Cancer) klasificirala kao mogudi ljudski kancerogen koji je ukljuéen u nefropatiju i tumore
(urotelijalni karcinom) urinarnog trakta kod ljudi (Virgili i sur., 2012).

Penicillium verrucosum je uglavnom prisutan u hladnijim klimatskim podrucjima. Raste na zrnju
sjemenki i Zitarica, a Siroko je rasprostranjen u hrani na bazi Zitarica i krmnim smjesama. Ima
sposobnost rasta pri temperaturama izmedu 0 °Ci 3 °C, uz optimalnu temperaturu izmedu 21 °C
i 23 °C (Pleadin i sur., 2018).



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizmi

Kao radni mikroorganizmi koristene su sljedeée kulture:
Kvasci: Saccharomyces cerevisiae 5
Saccharomyces uvarum 20
Saccharomyces bayanus 8
Plijesni: Aspergillus ochraceus 402
Aspergillus carbonarius 408
Penicillium nordicum 701
Penicillium verrucosum 702
dobivene iz Laboratorija za op¢u mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica, Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu.

Kvasac: Kluyveromyces marxianus DS12
dobiven iz Laboratorija za tehnologiju vrenja i kvasca, Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta,

Sveucdilista u Zagrebu.

Kvasci: Saccharomyces cerevisiae DSMZ,
Hanseniaspora uvarum S138
Pichia guilliermondii ZIM
dobiveni iz Laboratorija za tehnologiju i analitiku vina, Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta,

Sveucdilista u Zagrebu.

3.1.2. Hranjive podloge za uzgoj kvasaca i plijesni

Za uzgoj kvasaca koristeni su sladovina i sladni agar

a) Sladovina - sastav:
sladni ekstrakt (praskasti) 20 g/L



pepton 6 g/L

glukoza 20 g/L
voda (destilirana) 1L
pH 5,5

b) Sladni agar — sastav:

sladni ekstrakt (praskasti) 20 g/L
pepton 6g/L
glukoza 20 g/L
voda (destilirana) 1L
agar 15¢g
pH 5,5

Podloge su sterilizirane u autoklavu pri 121 °C/15 min.

Za uzgoj plijesni koristen je Czapekov agar

Czapekov agar - sastav:

Czapekov koncentrat 10 mL
KoHPO4 1g
ekstrakt kvasca 5¢
saharoza 30g
agar 15¢
destilirana voda 1L
pH 6,7

Czapekov koncentrat:

NaNOs 30,09
KCl 5049
MgSO4 x 7H.0 509
FeSO4 x 7H.0 0,19

ZnS04 x 7H,0 01g



CuS0O4 x 5H,0 0,05¢g
Destilirana voda 1L
Podloga je sterilizirana u autoklavu pri 121 °C/15 min.

3.1.3. Pribor i aparatura

e Petrijeve zdjelice ® 10 cm

e Mikrobioloska usica/lanceta

e Mikrobioloske igle

e Bunsenov plamenik

e Autoklav (Sutjeska, Beograd)

e Termostat (Sutjeska, Beograd)

e Pokrovna i predmetna staklaca

e Svjetlosni mikroskop (Olympus, Japan, CX21)
e Vibromikser EV-102 (Tehtnica, Telezniki)
e Mikropipete

e MikrobioloSke epruvete

e Thomaova komorica



3.2. Metode
3.2.1. Revitalizacija i priprema uzorka kvasaca
Odabrani sojevi kvasaca Cuvaju se u sladovini s 30 % (v/v) glicerola, a prije postavljanja pokusa,

revitalizirani su u 5 mL svjeze pripremljene sladovine tijekom 48h na 28 °C. Nakon revitalizacije
odreden je ukupan broj (Zive i mrtve) stanica kvasaca pomo¢u Thomaove komorice (slika 2).

N
—]

a b

Slika 2. Shematski prikaz Thomaove komorice (a) i jednog kvadrata (b) unutar kojeg se broje

prisutne stanice kvasaca/spora plijesni (vlastita fotografija)

U Thomaovoj komorici se broje veliki mikroorganizmi kao Sto su stanice kvasca i spore plijesni.
Komorica ima mrezicu povrSine 1 mm?, koja se satoji od 16 velikih kvadrata (4x4), a svaki veliki
kvadrat je podijeljen na 25 malih (5x5). Volumen tekucine (suspenzije) koji je zatvoren u komorici
kada se na mrezicu nanese kap uzorka i poklopi pokrovnicom iznosi 0,1 mm3. Preparat je
kvalitetan i dobro pripremljen kada pokrovnica ¢vrsto prilijeze na susjedna polja komorice, nema
prisutnih mjehuri¢a zraka i na pokrovnici se pojave Newtonovi kolobari. Kako bi se izracunao
ukupan broj stanica kvasaca u jednom mL uzorka pomoc¢u Thomaove komorice, u jednom velikom
kvadratu Thomaove komorice izbroje se stanice kvasca, a broj izbrojanih stanica se pomnozi sa

16 kako bi se dobio broj stanica u citavoj mrezici odnosno u to¢no poznatom volumenu uzorka
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(0,1 mm?3). Dobiveni broj se pomnoziti s faktorom 10* kako bi se dobio broj stanica u mL uzorka

(1).

N=nx16 x 10* (1)

Nakon brojanja stanica (zive i mrtve) u Thomaovoj komorici, iz sladovine s poraslom kulturom
kvasca nacinjena je serija decimalnih razrjedenja (u omjeru 1:10). Zatim je za svaki soj kvasca
neizravnom metodom nacjepljivanjem poznatog volumena suspenzije na ¢vrstu podlogu odreden
broja zivih stanica kvasca koje se oznacavaju kao CFU vrijednost (eng. Colony Forming Units).
Konacan broj zivih stanica kvasca izracunat je prema jednadzbi (2) i iznosio je 10® CFU/mL.

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

- upotrijebljeni volumen uzorka (mL)

X recipro¢na (obratna) vrijednost razrjedenja (2)

3.2.2. Priprema uzorka plijesni

Odabrane plijesni Cuvaju se u vodi, na 4 °C. Mikrobioloskom lancetom, plijesni su nacijepljene na
kosi Czapekov agar i inkubirane tijekom 7 dana. Nakon inkubacije, porasle plijesni su
suspendirane u 9 mL destilirane vode kako bi se odredio broj spora. Broj spora izbrojan je
Thomaovom komoricom, a nakon toga je pripremljena serija decimalnih razrjedenja za svaku
vrstu plijesni kako bi broj spora svakog soja koji ¢e se nacijepiti na Czapekov agar iznosio 10°

spora/mL.

3.2.3. Utjecaj kvasca na rast kolonija plijesni

Kako bi se ispitao inhibicijski utjecaj odabranih sojeva kvasca na rast plijesni, 100 pL suspenzije
svakog soja kvasca (10% CFU/mL), nacjepljeno je na povrSinu Czapekovog agara u Petrijevoj
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zdjelici te razmazano Stapicem po Drigalskom. Nakon Sto je suspenzija kvasca difundirala u
podlogu na sredinu Czapekovog agara nacjepljeno je 10 pL suspenzije spora plijesni (10°
spora/mL). Uzorci su stavljeni na inkubaciju na 25 °C tijekom 10 dana. Za svaku plijesan
napravljen je i kontrolni uzorak gdje je nacjepljeno 10 pL suspenzije spora plijesni (10° spora/mL)
na Czapekov agar bez dodanog kvasca (slika 3). Svi uzorci su postavljeni u Cetverostrukom
pokusu.

Slika 3. Primjer inhibicije rasta plijesni A. carbonarius 408 u prisutnosti odabranih sojeva

kvasaca (vlastita fotografija)

Rast plijesni mjeren je kao srednja vrijednost dvaju okomita promjera kolonije u cm nakon 3., 5.,
7., i 10. dana inkubacije. Inhibicijska aktivnost izraCunata je prema jednadzbi (3) (Lima i sur.,
1999).

promjer kolonije plijesni na kontr.ploci
— promjer kolonije plijesni s nacjepljenim kvascem
p J Jje pitj jeptj * 100 (3)

0% i T ilnimiis —
inhibicije =
% ] promjer kolonije plijesni na kontr.ploci
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Plijesni ili mikroskopske filamentozne gljive sveprisutni su mikroorganizmi s velikim kapacitetom
kolonizacije pa je kontaminacija hrane plijesnima neizbjezna i Cesto dovodi do kvarenja i/ili
nakupljanja mikotoksina u hrani. Rast plijesni ukljucuje dvije medusobno povezane pojave:
klijanje spora i Sirenje micelija. Tijekom klijanja i Sirenja, plijesni mogu stvarati egzoenzime (npr.
lipaze, proteaze) i na taj naCin promijeniti senzorska svojstva prehrambenih proizvoda (promjena
okusa i boje) te potaknuti sintezu toksina. Medu najznacajnijim predstavnicima plijesni koji
uzrokuju kvarenje prehrambenih proizvoda su plijesni iz roda Aspergillus i Penicillium. Prisutnost
toksikotvornih plijesni u hrani i zrnju predstavlja mogucu opasnost za zdravlje ljudi i zZivotinja.
Stoga se za kontrolu prisutnosti plijesni uz dobru agrotehnolosku praksu traze sva moguca
rjeSenja za spreCavanje klijanja spora i Sirenja micelija plijesni, a da pri tom budu zdravstveno
prihvacena. Jedna od mogucnosti je i uporaba kvasaca, njihovih metabolita i/ili stanicnih
komponenta kao potencijalnih agenasa za biokontrolu plijesni.

U ovom radu koristene su plijesni koje uzrokuju velike Stete na prehrambenim proizvodima, a
ujedno proizvode i sekundarne metabolite (mikotoksine). Rast plijesni pracen je u kontrolnim
uzorcima (samo nacjepljena kultura plijesni) te u prisutnosti odabranih sojeva kvasaca. Utjecaj
kvasaca na promjenu veli¢ine porasle kolonije plijesni ispitivan je tijekom 10 dana inkubacije,
metodom mijerenja promjera rasta kolonije plijesni na ¢vrstoj hranjivoj podlozi (Czapekov agar)
u Petrijevim zdjelicama. Iz rezultata je vidljivo da je tijekom rasta odabranih sojeva plijesni u
kontrolnim uzorcima najvedi promjer kolonija zabiljezen nakon 10-tog dana uzgoja za A.
ochraceus 402 (5,43 cm), A. carbonarius 408 (8,05 cm) i P. verrucosum 702 (3,73 cm), dok je za
plijesan A. nordicum 701 najveci promjer kolonije zabiljezen nakon 5-tog dana uzgoja i iznosio je
3,5 cm.

Rezultati istrazivanja utjecaja kvasaca na rast kolonija plijesni prikazani su na slikama 4-10.
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4.1. Inhibicija rasta plijesni djelovanjem kvasaca roda Saccharomyces
Na slikama 4 - 7 prikazan je utjecaj kvasaca iz roda Saccharomyces (Saccharomyces cerevisiae
5, Saccharomyces cerevisiae DSMZ, Saccharomyces uvarum 20 i Saccharomyces bayanus 8) na

rast kolonija plijesni iz roda Aspergillus (A. ochraceus 402, A. carbonarius 408) i Penicillium (P.

nordicum 701 i P. verrucosum 702).

4.1.1. Saccharomyces cerevisiae 5

Utjecaj kvasca Saccharomyces cerivisae 5 na rast toksikotvornih

plijesni
W Aspergillus ochraceus m Aspergillus carbonarius M Penicillium nordicum M Penicillium verrucosum
OKontrola A.ochraceus OKontrola A. carbonarius OKontrola P. nordicum OKontrola P. verrucosum

©

Promjer kolonije plijesni (cm)

3 5 7 10

Vrijeme (dani)

Slika 4. Utjecaj kvasca Saccharomyces cerevisiae 5 na rast toksikotvornih plijesni (A. ochraceus
402, A. carbonarius 408, P. nordicum 701, P. verrucosum 702) tijekom 3., 5., 7., i 10. dana
rasta
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4.1.2. Saccharomyces cerevisiae DSMZ

Utjecaj kvasca Saccharomyces cerivisae DSMZ na rast
toksikotvornih plijesni

M Aspergillus ochraceus W Aspergillus carbonarius B Penicillium nordicum B Penicillium verrucosum

OKontrola A.ochraceus  OKontrola A. carbonarius OKontrola P. nordicum  OKontrola P. verrucosum

9 9
8 8
§7 7
.qjs 6
=
o5 5
‘s
S 4 4
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T3 3
€
°2 2
a
, Wl .
3 5 7 10

Vrijeme (dani)

Slika 5. Utjecaj kvasca Saccharomyces cerevisiae DSMZ na rast toksikotvornih plijesni (A.
ochraceus 402, A. carbonarius 408, P. nordicum 701, P. verrucosum 702) tijekom 3., 5., 7., i
10. dana rasta
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4.1.3. Saccharomyces uvarum 20
Utjecaj kvasca Saccharomyces uvarum 20 na rast toksikotvornih
plijesni

W Aspergillus ochraceus  m Aspergillus carbonarius B Penicillium nordicum B Penicillium verrucosum

O Kontrola A.ochraceus  OKontrola A. carbonarius OKontrola P. nordicum  OKontrola P. verrucosum

9 9
8 8
— 7 7
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c 4 4
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1 1
0 0

Vrijeme (dani)

Slika 6. Utjecaj kvasca Saccharomyces uvarum 20 na rast toksikotvornih plijesni (A. ochraceus
402, A. carbonarius 408, P. nordicum 701, P. verrucosum 702 ) tijekom 3., 5., 7., i 10. dana
rasta
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4.1.4. Saccharomyces bayanus 8

Utjecaj kvasca Saccharomyces bayanus 8 na rast toksikotvornih
plijesni

B Aspergillus ochraceus B Aspergillus carbonarius B Penicillium nordicum B Penicillium verrucosum

O Kontrola A. ochraceus O Kontrola A. carbonarius OKontrola P. nordicum  OKontrola P. verrucosum

8
7
6
5
: JI
7 10

Vrijeme (dani)

w R

N

Promjer kolonija plijesni (cm)

=

Slika 7. Utjecaj kvasca Saccharomyces bayanus 8 na rast toksikotvornih plijesni (A. ochraceus
402, A. carbonarius 408, P. nordicum 701, P. verrucosum 702) tijekom 3., 5., 7., i 10. dana
rasta

Iz rezultata prikazanih na slikama 4 - 7 vidljivo je da je u ovisnosti o soju kvasca iz roda
Saccharomyces i vremenu uzgoja doslo do inhibicije rasta odabranih toksikotvornih plijesni.

Kvasci S. cerevisiae 5 i S. cerevisiae DSMZ pokazali su inhibitorno djelovanje na rast plijesni iz
roda Aspergillus tijekom cijelog vremena uzgoja. Najveca inhibicija rasta od 77,5 % odnosno 74,7
% dokazana je nakon deset dana uzgoja za plijesan A. ochraceus 402, dok je za A. carbonarius
408 uocena slaba inhibicija od samo 13, 6% odnosno 19,3 % u odnosu na kontrolne vrijednosti
(slika 4 i 5).
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U pokusima s plijesnima iz roda Penicillium pri istim uvjetima uzgoja kvasac S. cerevisiae 5 inhibira
rast P. nordicum 701 za oko 50 % nakon 3, 5 i 10 dana, dok je nakon 7 dana uocena slaba
inhibicija od oko 20%. Zanimljivo je kako kvasac S. cerevisiae 5 nakon 3 dana uzgoja stimulira
rast plijesni P. verrucosum 702 za oko 50% u odnosu na kontrolne vrijednosti, ali duzim
vremenom postignuta je inhibicija rasta od oko 25% (5. i 7. dan) do 46,7 % nakon 10 dana

uzgoja (slika 4).

Antifungalni ucinak kvasca S. cerevisiae DSMZ na rast P. nordicum 701 i P. verrucosum 702
prikazan je na slici 5. Promjer kolonije plijesni P. nordicum 701 je 44,3 % i 54% manji u odnosu
na kontrolni uzorak nakon 5. odnosno 10. dana, dok je nakon sedam dana zabiljezena najmanja
promjena veliCine kolonije plijesni (32,3 %). U pokusima s plijesni A. verrucosum 702 nakon tri
dana uzgoja nije uoCeno znacajno inhibitorno djelovanje (3,6%) ali je nakon 10 dana uzgoja
zabiljeZena inhibicija rasta od 57,1 %.

Istrazivanja su pokazala da odredeni sojevi kvasca S. cerevisiae inhibiraju rast biljnih patogena
poput A. carbonarius i A. ochraceus, a takoder inhibiraju i sintezu mikotoksina, okratoksina A
(Freimoser i sur., 2019). Na temelju rezultata kinetickih parametara plijesni, pokazalo se da S.
cerevisiae uzgojen kao Cista kultura ili u mijeSovitoj kulturi s drugim kvascima rezultira potpunom

inhibicijom plijesni A. carbonarius (Tryfinopoulou i sur., 2020).

Na slici 6 prikazan je rast odabranih vrsta plijesni u kontrolnim uzorcima i u prisutnosti kvasca S.
uvarum 20. 1z prikazanih rezultata vidljivo je da je S. wvarum 20 usporio rast plijesni i iz roda
Aspergillus i iz roda Penicillium. Tijekom rasta A. ochraceus 402, inhibitorni utjecaj kvasca S.
uvarum 20 je najizrazeniji nakon sedam dana te iznosi 51,2 %, dok je utjecaj kvasca na rast A.
carbonarius 408 nesto slabiji i iznosi 31,6 i 31,3% nakon 7 odnosno 10 dana uzgoja. U istim
uvjetima uzgoja kada su pokusi ukljucivali rast plijesni iz roda Penicillium najbolja inhibicija rasta
P. nordicum 701 uocena je tre¢eg (68,3 %) i petog (59,5 %) dana, dok je najmanja inhibicija
uocena nakon sedam dana i iznosi svega 2,9 %. VeliCina kolonije plijesni P. verrucosum 702 je
linearna tijekom trajanja pokusa, a inhibicijski utjecaj kvasca S. uvarum 20 je najslabiji u pocetku,
nakon tre¢eg dana (6 %) i linearno se povecava s vremenom uzgoja plijesni te nakon 10 dana
iznosi 26,3 %.

U odnosu na ostale Saccharomyces vrste, iz rezultata prikazanih na slici 7, vidljivo je slabije
inhibicijsko djelovanje kvasca S. bayanus 8 na rast plijesni iz roda Aspergillusi Penicillium tijekom
Citavog vremena inkubacije. Najjace inhibitorno djelovanje kvasca izrazeno je kod plijesni A.
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ochraceus 402 nakon tri dana i iznosi 33%, a kod P. nordicum 701 oko 50% nakon 10 dana.
Antifungalni u¢inak kvasca S. bayanus 8 na A. carbonarius408 i P. verrucosum 702 nije zabiljeZen,
vec naprotiv, u prisutnosti kvasca plijesni bolje rastu. Kao Sto prikazuje slika 7, kvasac stimulira
rast plijesni A. carbonarius 408 od 2 % do 10 %, a P. verrucosum 702 od 16,5 % — 80,7 %.

4.2. Inhibicija rasta plijesni djelovanjem kvasca K/uyveromyces marxianus
DS12

Utjecaj kvasaca Kluyveromyces marxianus DS12 na rast kolonija toksikotvornih plijesni A.
ochraceus 402, A. carbonarius 408, P. nordicum 701 i P. verrucosum 702 tijekom 10 dana uzgoja
prikazan je na slici 8.

Utjecaj kvasca Kluyveromyces marxianus DS12 na rast
toksikotvornih plijesni

M Aspergillus ochraceus ~ ® Aspergillus carbonarius @ Penicillium Nordicum B Penicillium verrrucosum

OKontrola A.ochraceus  OKontrola A. carbonarius OKontrola P. nordicum  OKontrola P. verrucosum

9 9
8 8
7 7

w

N

Promjer kolonija plijesni (cm)
D

RN

il

Vrijeme (dani)

10

Slika 8. Utjecaj kvasca Kluyveromyces marxianus DS12 na rast toksikotvornih plijesni (A.
ochraceus 402, A. carbonarius 408, P. nordicum 701, P. verrucosum 702) tijekom 3., 5., 7., i
10. dana uzgoja
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Slika 8 prikazuje utjecaj kvasca Kluyveromyces marxianus DS12 na veli¢inu promjera kolonija
toksikotvornih plijesni. Iz prikazanih rezultata vidljivo je da kvasac ima izraziti inhibicijski ucinak
na rast plijesni A. ochraceus 402 od 63 % nakon tri dana uzgoja i > 60% na A. nordicum 701
nakon 10 dana. Medutim, kod plijesni A. carbonarius 408 i P. verrucosum 702 nije uoceno
znacajno inhibitorno djelovanje i iznosi svega 5,2 % nakon pet dana za A. carbonarius 408,
odnosno 3,6 % nakon tri dana za P. verrucosum 702. Stovise, ¢ak je vidljiv i stimulacijski utjecaj
na rast plijesni A. carbonarius 408 nakon treceg dana za 4,9 % te za 11,8 % kod A. verrucosum
702 nakon petog dana uzgoja.

Ovi rezultati su u suglasju s rezultatima Alasmar i sur. (2020) koji su proveli istraZivanje u kojem
su primjenili kvasac K. marxianus i njegove metabolite za spreCavanje gljivicnih infekcija na
poljoprivrednim proizvodima. Grozde je umijetno inokulirano sporama plijesni, nakon cega je
izloZzeno hlapljivim spojevima koje sintetizira kvasac K. marxianus. Bobice grozda ostale su svjeze

do kraja eksprimenta te nije doslo do porasta plijesni.
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4.3. Inhibicija rasta plijesni djelovanjem kvasca Hanseniaspora uvarum S138

U pokusima koji slijede odreden je promjer poraslih kolonija toksikotvornih plijesni tijekom 10
dana uzgoja u prisutnosti kvasca Hanseniaspora uvarum S138, a rezultati istrazivanja prikazani

su na slici 9.

Utjecaj kvasca Hanseniaspora uvarum S138 na rast
toksikotvornih plijesni

W Aspergillus ochraceus ~ m Aspergillus carbonarius B Penicillium nordicum B Penicillium verrucosum

OKontrola A.ochraceus  OKontrola A. carbonarius O Penicillium Verrucosum OKontrola P. verrucosum

9 9
8 8
— 7 7
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Slika 9. Utjecaj kvasca Hanseniaspora uvarum S138 na rast toksikotvornih plijesni (A.
ochraceus 402, A. carbonarius 408, P. nordicum 701, P. verrucosum 702) tijekom 3., 5., 7., i
10. dana rasta

1z slike 9 vidljivo je da kvasac H. uvarum S138 inhibira rast plijesni iz roda Aspergillus tijekom
Citavog vremena trajanja pokusa i to za oko 35 do 50% za A. ochraceus 402 i oko 25% za A.
carbonarius 408.
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Najizrazeniji inhibicijski utjecaj kvasca H. uvarum S138 na rast plijesni P. nordicum 701 uocen je
nakon treceg dana i iznosi 69 %, dok nakon 7. i 10. dana dolazi do stimulacije rasta za 47,1 %,
odnosno 8,8 % Sto upucuje na to da se plijesan prilagodila na prisutnost kvasca i neometano
rasla. Takoder nije uoCena inhibicija rasta plijesni P. verrucosum 702 nakon 3. i 5. dana uzgoja,
ali duzim vremenom trajanja pokusa dolazi do slabe inhibicije rasta za 9 odnosno 15%.
Potencijal kvasca H. wvarum kao jednog od sredstva bioloske kontrole predstavljen je u
istrazivanjima koja pokazuju i predlazu nadmetanje za Zivotni prostor kao mehanizam djelovanja
(Qin i sur., 2015). Inhibicijsko djelovanje H. uvarum dokazano je na rast i sporulaciju sive plijesni
te se na taj nacin sprjecava kvarenje prilikom skladiStenja i nakon berbe, bez utjecaja na kvalitetu
proizvoda (Cai i sur., 2014). H. uvarum moze sprijeCiti klijanje spora A. ochraceus u sladovini
(Masoud, 2006). Kvasac H. uvarum takoder proizvodi hlapljive organske spojeve koji imaju ulogu
u sprijeCavanju rasta plijesni A. ochraceus i sinteze OTA tijekom proizvodnje kave (Pfliegler i sur.,
2015). Stovise, zabiljezeno je da hlapljivi organski spojevi suzbijaju rast micelija, sporulaciju
plijesni Aspergillus carbonarius i Aspergillus ochraceus i biosintezu mikotoksina (Zhang i sur.,
2020).
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4.4. Inhibicija rasta plijesni djelovanjem kvasca Pichia guilliermondii ZIM

Na slici 10 prikazana je inhibicija rasta kolonije plijesni iz roda Aspergillus (A. ochraceus 402 i A.
carbonarius 408) i iz roda Penicillium (P. nordicum 701 i P. verrucosum 702) tijekom 3., 5., 7., i

10. dana uzgoja u prisutnosti kvasca Pichia guilliermondii ZIM.

Utjecaj kvasca Pichia guilliermondii ZIM na rast toksikotvornih
plijesni

B Aspergillus ochraceus Aspergillus carbonarius B Penicillium nordicum M Penicillium verrucosum
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Slika 10. Utjecaj kvasca Pichia guilliermondii ZIM na rast toksikotvornih plijesni (A. ochraceus
402, A. carbonarius 408, P. nordicum 701, P. verrucosum 702 ) tijekom 3., 5., 7., i 10. dana
rasta

1z rezultata izmjerenih promjera kolonija plijesni koji su prikazani na slici 10, vidljivo je da kvasac
P. guilliermodnii ZIM pokazuje antifungalni ucinak na rast svih ispitivanih plijesni.

Kod plijesni iz roda Aspergillus kvasac pokazuje snazniji inhibitorni ucinak ve¢ nakon tri dana
uzgoja, dok s vremenom taj utjecaj opada. Za A. ochraceus 402 promjer kolonije je smanjen za
63,4 % - 36,5 %, a za A. carbonarius 408 42,2 % - 25,6 %.
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Najbolji inhibicijski ucinak kvasca P. guilliermondii ZIM izmjeren je nakon tri dana uzgoja kod
plijesni P. nordicum 701 (68 %), dok je nakon desetog dana promjer kolonije plijesni gotovo
identi¢an kontrolnim vrijednostima. Rezultati ukazuju na prilagodbu plijesni na prisutnost kvasca,
buduci da je nakon sedam dana, u usporedbi s kontrolnim uzorkom, kolonija plijesni A. nordicum
701 u prisutnosti kvasca bila veéa za 44,1 %.

Zhang i sur. (2011) su pokazali visoku aktivnost biokontrole protiv sive plijesni na jabukama
pomocu kvasca P. guilliermondii. Kao jedan od mehanizma djelovanja kvasaca iz rodova Pichia i
Saccharomyces je izluCivanje citolitickih enzima Sto se smatra pozeljnom karakteristikom
sredstava za biokontrolu, jer omogucuje razgradnju stani¢ne stijenke plijesni (Freimoser i sur.,
2019).

U ovom radu testirani su sojevi kvaca S. cerevisiae (2 soja; 5 i DSMZ) S. uvarum 20, S. bayanus
8, Kluyveromyces marxianus DS12, Hanseniaspora uvarum S138 i Pichia guilliermondii ZIM kako
bi se odredio njihov potencijalni antagonisticki ucinak prema plijesnima A. carbonarius 408, A.
ochraceus 402, P. nordicum 701 i P. verrucosum 702 tijekom rasta na Czapekovom agaru.
Vazno je usredotoCiti se na mikroorganizme kao Sto su toksikotvorne plijesni (proizvodaci
mikotoksina), jer je najbolji nacin za smanjenje onecis¢enja, spreCavanje razvoja plijesni prije i
nakon berbe. Nedavna istrazivanja pokazala su da bioloski agensi poput kvasaca (posebno
autohtoni sojevi) ucinkovitije sprjecavaju rast plijesni, u usporedbi s kemijskim metodama.

Bitno je pronadi ucinkovita sredstva za biokontrolu sojeva A. carbonarius, jer 75% - 100% sojeva
proizvodi OTA. Upotrebom kvasaca tijekom rasta plijesni, moguée je znacajno smanjiti
koncentraciju mikotoksina, ali i rast samih plijesni (Souza i sur., 2017).

Antagonisticke znacajke kvasaca mogu se pripisati nadmetanju za hranjive sastojke i prostor,
luenju antimikotic¢nih spojeva, parazitizmu na gljivicnim patogenima, stvaranju biofilma, kao i
indukciji i stimulaciji rezistencije biljaka domacina poput izazivanja obrambenog odgovora koji
ukljucuje proizvodnju reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, eng. Reactive Oxygen Species) (Pfliegler i
sur., 2015).

Svi kvasci koristenih u ovom radu pokazali su odredenu sposobnost inhibicije rasta prema
ispitivanim plijesnima kada su uzgajani na zajednickoj podlozi.

Uvjeti rasta kvasaca i toksikotvornih plijesni vrlo su sli¢ni, kao i njihova ucestalost u prehrambenim
proizvodima pa se kvasci namecu kao prikladno sredstvo za biokontrolu u uvjetima na polju
(Souza i sur., 2017). Medutim, postoje slozene interakcije izmedu domacina, patogena,
antagonista i mikroorganizama koje treba preciznije istraziti (Liu i sur., 2010).
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobivenih rezultata istrazivanja moze se zakljuciti:

iz dobivenih rezultata vidljivo je da se odredeni sojevi kvasaca (Pichia guilliermondii ZIM,
Saccharomyces uvarum 20 i Saccharomyces cerevisiae DSMZ) mogu Koristiti za
biokontrolu rasta toksikotvornih plijesni iz rodova Aspergillus i Penicillium.

najbolji inhibitorni ucinak prema rastu plijesni iz roda Aspergillus pokazali su kvasci Pichia
guilliermondii ZIM (63,4 %), Saccharomyces uvarum 20 (51,2 %), Saccharomyces
cerevisiae DSMZ (74,7 %) i Hanseniaspora uvarum S138 (58,1 %).

najbolji inhibitorni ucinak prema rastu plijesni iz roda Penicillium pokazali su kvasci Pichia
guilliermondii ZIM (68,3 %), Saccharomyces cerevisiae 5 (65,9 %), Saccharomyces
cerevisiae DSMZ (57,1 %).

svi odabrani sojevi kvasaca pokazuju vedi ili manji potencijal za upotrebu s ciljem inhibicije

rasta toksikotvornih plijesni.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi
nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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