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1. UvoD

Mikotoksini su sekundarni proizvodi metabolizma plijesni, koji cesto dospijevaju u
organizam putem kontaminirane hrane, a zatim uzrokuju razli¢ite bolesti (HAH, 2013). Izvori
mikotoksina u probavnom sustavu sisavaca, a tako i ljudi, su Zitarice, proizvodi na bazi
Zitarica, ali i fermentirani mlijecni proizvodi (Schniirer i Magnusson, 2005). Uzrok tome je
kontaminacija usjeva mikotoksikogenim plijesnima ili njihovim metabolitima (mikotoksinima),
ali i posljedica takozvanog ,carry-over" efekta koji predstavlja prijenos tvari iz kontaminirane
stocne hrane u hranu animalnog porijekla za ishranu ljudi, primjerice mlijeko, jaja i sli¢no
(Giovati i sur., 2015). S obzirom na to da su mnogi mikotoksini termostabilni, prilikom
tehnoloske obrade hrane ne dolazi do njihove razgradnje, veé ostaju prisutni u procesiranim
proizvodima, a u organizmu tijekom duljeg vremena i pri niskim koncentracijama
predstavljaju opasnost za ljudsko zdravlje (Markov i sur., 2010; Mufioz i sur., 2010). Kako bi
se smanjio rizik od neizbjeZne izlozenosti mikotoksinima, poduzimaju se razne mjere s ciljem
smanjenja kontaminacije na najmanju mogucu mjeru. Iako su razvijene razli¢ite fizikalne i
kemijske metode dekontaminacije, javlja se sve veli interes za razvojem efikasnijih,
ekonomicnijih, sigurnijih te za okoli§ prihvatljivijih metoda (Giovati i sur., 2015). U tu svrhu
teZi se razvoju bioloskih metoda koje se provode pod blagim uvjetima (bez ekstremnih pH-
vrijednosti i temperatura), bez uporabe Stetnih kemikalija i bez gubitaka nutritivne vrijednosti
proizvoda (Hassan i sur., 2015; Yang i sur., 2017). Poznato je da mikroorganizmi poput
bakterija, kvasaca, plijesni, aktinomiceta i algi mogu ukloniti ili smanjiti koli¢inu mikotoksina
u hrani i krmivu (El-Nezami i sur., 1998; Markov i sur., 2010). Od toga su bakterije mlijecne
kiseline (BMK), posebice iz roda Lactococcus i Lactobacillus od znaCajne vaznosti (Giovati i
sur., 2015). Radi se o skupini probiotika koji imaju ulogu u zastiti usjeva nakon Zetve, a
smatraju se GRAS (eng. Generally Recognized As Safe) mikroorganizmima pa je dozvoljena
njihova Siroka primjena u industriji hrane i krmiva s ciljem bioloske kontrole proizvodnije
mikotoksina. Osim Sto pruZaju zastitu kod skladistenja, dokazani su i dodatni pozitivni ucinci
bakterija mlijecne kiseline na probavni trakt potroSaca (Giovati i sur., 2015), a od davnina se
koriste u proizvodnji i ocuvanju fermentiranih proizvoda pa su dosad prihvaéene kao
bezopasne za ljudsko zdravlje. Prirodno su prisutne u razlic¢itoj hrani s ciljem produzavanja
trajnosti proizvoda (Markov i sur., 2010). S obzirom na to da na mikrobni rast i
razmnoZavanje te smrt stanica utjeCe velik broj razli¢itih ¢imbenika (fizikalnih i kemijskih)
(Durakovi¢, 1991), u ovom je radu istraZen utjecaj aflatoksina B; i zearalenona na rast i
morfoloske karakteristike bakterije Lactobacillus plantarum B tijekom 72 sata uzgoja u

laboratorijskim uvjetima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKOTOKSINI

Do danas je otkriveno oko Cetiristo vrsta mikotoksina, od cCega su najznacajniji
kontaminanti hrane aflatoksini (aflatoksin B;, aflatoksin M;), okratoksini (okratoksin A,
okratoksin B), zearalenon (ZEA), fumonizini (fumonizin B;, fumonizin B,), trihoteceni (T-2
toksin) i patulin (PAT) (HAH, 2013; Hassan i sur., 2015; Varsha i Napoothiri, 2016).
Sintetiziraju se tijekom rasta plijesni na supstratima biljnog i Zivotinjskog porijekla, pa su
tako glavni izvor mikotoksina kod ljudi, Zitarice i njihovi proizvodi, mlijeko i mlijecni proizvodi,
meso, voce, orasasti plodovi, vino, pivo, kava i drugi (HAH, 2013). Kontaminacija usjeva
mikotoksinima moguca je prilikom uzgoja, Zetve, transporta, ali i procesiranja te skladistenja

istih (Pepeljnjak i sur., 2008; Jebali i sur., 2015; Yang i sur., 2017).

Mikotoksini predstavljaju skupinu stabilnih kemijskih spojeva razlicite strukture i
razli¢itog bioloskog djelovanja (Markov i sur., 2010; HAH, 2013), a neke plijesni imaju
sposobnost sinteze vise od jednog mikotoksina, i obratno, neki mikotoksini su proizvodi vise
razlicitih vrsta plijesni (Durakovi¢, 1991). Vecina ih je termostabilna pa se termicka obrada
hrane rijetko koristi kao metoda dekontaminacije (Pepeljnjak i sur., 2008). Osim toga, vazni
su onecis¢ivaci okolisa Cija se sinteza odvija na zrnju, orasima i slicnom materijalu biljnog
porijekla, a gutanjem, udisanjem ili dodirom malih kolicina mikotoksina mogu izazvati po
domacdina opasne bolesti koje nazivamo mikotoksikozama (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003).
Posebno su opasni zbog visoke toksic¢nosti u malim kolicinama i odsutnosti bilo kakvog
senzorskog upozorenja pri konzumaciji hrane koja sadrzi mikotoksine (Markov i sur., 2010;
Markov i sur., 2013). Vece doze mikotoksina uzrokuju akutna trovanja, dok dugotrajni unos
manjih koli¢ina rezultira estrogenim, imunosupresivnim ili karcinogenim ucincima (Pepeljnjak

i sur., 2008).

Prisutnost mikotoksikogenih plijesni i/ili mikotoksina u hrani predstavlja znacajnu
opasnost za zdravlje ljudi, ali i veliki ekonomski problem (Cvek i sur., 2012) zbog utjecaja na
kvalitetu proizvoda, ali i ekonomi¢nost procesa proizvodnje (Suti¢ i Banina, 1979). Posljedica
su i povecani troskovi u podrucjima zdravstva i veterine, troskovi zbrinjavanja kontaminiranih
namirnica i sto¢ne hrane te troskovi istraZivanja s ciljem smanjenja prisutnosti mikotoksina
(Durakovi¢, 1991).



2:1:.1. Aflatoksin B,

Aflatoksini su toksicni, karcinogeni, imunosupresivni sekundarni metaboliti koje
sintetiziraju plijesni roda Aspergillus, prvenstveno Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus,
ali i ogranicen broj sojeva plijesni rodova Penicillium i Fusarium (Dalié i sur., 2010; Varsha i
Napoothiri, 2016). Opcenito su najtoksicnija skupina mikotoksina primarno zbog svog
hepatotoksi¢nog djelovanja, a pokazuju i teratogeno djelovanje pa su, ovisno o primijenjenoj
koncentraciji, opasni za zdravlje ljudi i Zivotinja (Dalié i sur., 2010; Mufioz i sur., 2010).
Danas je poznato da je minimalno 13 razlicitih vrsta aflatoksina prisutno u prirodi (HMDB,
2017). Radi se o skupini kemijski srodnih spojeva, od kojih su najvazniji predstavnici
aflatoksini By, By, Gy, Gy, My i M,. 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 prema supstratu iz kojeg su izolirani (M — eng. milk, mlijeko).

Aflatoksin B izoliran je iz plijesni Aspergillus flavus 1962. godine kada se pojavila X-
bolest pernatih Zivotinja u Engleskoj (HAH, 2013; Pleadin i sur., 2014). Od svih nama
poznatih aflatoksina, najcesce prisutan je AFB;, a pritom je i najtoksicniji (Sezer i sur., 2013;
Giovati i sur., 2015). Nedavno je dokazano i njegovo genotoksicno djelovanje (Varsha i
Napoothiri, 2016). LDs; za Stakore (oralna primjena) iznosi 2.71 mg/kg, a za miSeve (takoder
oralna primjena) 9 mg/kg (Anonymous 1, 2013). Dokazano je da AFB, zaustavlja rast nekih
bakterija mlijecne kiseline, pri ¢emu zona inhibicije rasta ovisi o koncentraciji aflatoksina i
vrsti bakterija. Osim toga djeluje i na morfologiju bakterijskih stanica, pri ¢emu kod
Stapicastih BMK dolazi do promjene u Sirini, a kod okruglih BMK do promjene broja stanica u
lancu, ovisno o primijenjenoj koncentraciji, duljini vremena djelovanja, ali i vrsti, odnosno
soju BMK (Suti¢ i sur., 1983).

H O OCHj

Slika 1. Kemijska struktura aflatoksina B; (NCBI, 2007)



Uvjeti pogodni za rast i razvoj mikotoksikogenih plijesni su visoka vlaznost (najmanje
7%), visoka temperatura (28-32 °C) (HMDB, 2017), a vazni faktori su i geografsko podrucje
kao i opceniti klimatski uvijeti na odredenom podruc¢ju (Durakovi¢, 2003; Markov i sur.,
2010). Usjevi koji su cesta meta ovih plijesni ukljucuju Zitarice (kukuruz, riza, pSenica),
uljarice (kukuruz, pamuk, soja, suncokret), zacine (dumbir, kurkuma, cili papricica) te
orasaste plodove (badem, orah, kokos) (HMDB, 2017). Aflatoksini mogu biti prisutni i u
namirnicama Zivotinjskog porijekla (mlijeko i meso), ako je hrana za Zivotinje prethodno bila

oneti¥éena plijesnima ili mikotoksinima (Markov i sur., 2010; Pleadin i sur., 2014).

2.1.2. Zearalenon

Zearalenon je svrstan u skupinu nesteroidnih estrogenih mikotoksina, kojeg
sintetiziraju plijesni iz roda Fusarium (Pepeljnjak i sur., 2008; Yang i sur., 2017). Cesto se
naziva fitoestrogenom, a uz F. graminearum, najcesS¢i producenti ZEA su i F. roseum, F.
culmorum, F. crookwellense, F. equiseti, F. semitectum, F. oxysporum i F. tricinctum
(Minervini i Dell' Aquila, 2008; Cvek i sur., 2012; Hueza i sur., 2014). Djelovanje zearalenona
na domace Zivotinje je uterotropno, estrogeno i anabolicko, a vezanjem za estrogene
receptore dovodi do neravnoteze spolnih hormona u ljudi. Sli¢an je estradiolu (estrogenom
hormonu kojeg luce jajnici sisavaca) pa se kompetitivno veZze za estrogene receptore.
Genotoksican je i imunotoksi¢an za humane T-limfocite u velikim koncentracijama, a u djece
uzrokuje preuranjeni pubertet (Pepeljnjak i sur., 2008). Osim sto u manjoj mjeri uzrokuje
hiperestrogeni sindrom u ljudi, utjee i na poremecaje u reprodukciji Zivotinja na farmama
(Yang i sur., 2017). Slabije je toksi¢an za miSeve, Stakore i zamorce (nakon oralne aplikacije)
(Pepeljnjak i sur., 2008).

OH O CHg

O
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Slika 2. Kemijska struktura zearalenona (NCBI, 2007)



Otkrice zearalenona dogodilo se s pojavom reproduktivhog poremecaja u svinja, tzv.
vulvovaginitisa (Yazar i Omurtag, 2008). U probavnom sustavu se reducira u zearalenol koji
ima do 4 puta jaci estrogeni efekt (Pepeljnjak i sur., 2008). Utvrdena je maksimalna
dozvoljena koncentracija (MDK) za ljude i iznosi 50 pg/kg za odredene procesirane, odnosno
200 pg/kg za odredene neprocesirane proizvode na bazi kukuruza (Hueza i sur., 2014). LDsg

za stakore iznosi 16 mg/kg (Anonymous 2, 2013).
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Zearalenon je glavni oneciS¢ivac kukuruza, ali se moze naci i u zobi, jeCmu i pSenici
(Minervini i Dell' Aquila, 2008; Yazar i Omurtag, 2008; Cvek i sur., 2012). Kontaminacija ZEA
moguca je prije i poslije Zetve. Kako se radi o stabilnom kemijskom spoju, nije podloZan
razgradniji prilikom skladidtenja, a ni za vrijeme tehnolodke obrade namirnica (Cvek i sur.,
2012; Hueza i sur., 2014). Brojni faktori utjecu na rast plijesni producenta ZEA, poput
temperature, vlaZnosti, vrste supstrata i vrste plijesni (Cvek i sur., 2012). Od navedenog,
biosintezi pogoduje visoka vlaznost, ali niska temperatura (za razliku od aflatoksina). Zbog
utjecaja koji ima na hormonsku ravnotezu, ZEA se u odredenim zemljama koristi kao hormon
rasta. Tako je njegova primjena dozvoljena u SAD-u, a zabranjena u drZzavama Europske
Unije (Yazar i Omurtag, 2008).

2.2, BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE

Bakterije mlijecne kiseline predstavijaju skupinu gram-pozitivnih, nesporogenih
bakterija, koje povezuju slicha metabolicka i fizioloska svojstva. Skupina su bakterija koje
kao glavni proizvod fermentacije ugljikohidrata daju mlijecnu kiselinu. S obzirom na konacni
produkt fermentacije, BMK dijelimo na homofermentativne i heterofermentativne. U
homofermentativnih kao jedini konacni produkt mlijecno-kisele fermentacije nastaje mlijecna
kiselina i tu ubrajamo bakterije iz rodova Streptococcus, Pediococcus i razliCite vrste roda
Lactobacillus. U heterofermentativnih osim mlijecne kiseline nastaju i neki drugi proizvodi,
poput etanola i CO,, a u njih ubrajamo bakterije iz roda Leuconostoc i neke vrste roda
Lactobacillus (Durakovi¢, 1991; Frece i Markov, 2016).

BMK se opcenito koriste kao starter kulture u proizvodnji fermentiranih mlijecnih
proizvoda, a osim toga imaju i ulogu u smanjenju koli¢ine odredenih mikotoksina prisutnih u
hrani i krmivu. Provedena su mnoga istraZivanja koja potvrduju vezanje aflatoksina pomocu
BMK (Haskard i sur., 2001; Markov i sur., 2010). Kako bi se produljila trajnost proizvoda,
BMK se u obliku distih kultura dodaju i u razne prehrambene proizvode i krmivo kao



biokonzervansi. Imaju sposobnost biosinteze Sirokog spektra antimikrobnih metabolita, koji u
konacnici inhibiraju rast mikotoksikogenih plijesni (Schnirer i Magnusson, 2005; Mufioz i
sur., 2010; Varsha i Napoothiri, 2016). Na koli¢inu sintetiziranih antifungalnih metabolita
znacajno utjece rast biomase, koji je uvjetovan temperaturom i vremenom inkubacije (Mufoz
i sur., 2010). Osim toga, BMK proizvode velike koli¢ine organskih kiselina i sudjeluju u
kompeticiji za hranjivim tvarima (Dalié i sur., 2010; Mufioz i sur., 2010; Varsha i Napoothiri,
2016), a novija istrazivanja ukazuju i na sposobnost adhezije mikotoksina za povrsinu
stanicne stijenke bakterija mlijecne kiseline, (Mufioz i sur., 2010; Hassan i sur., 2015) ili cak
sposobnost degradacije mikotoksina (Sezer i sur., 2013; Hassan i sur., 2015). Uz to imaju i
blagotvoran (probioticki) ucinak na crijevnu mikrofloru potroSaca (ljudi i Zivotinja), a u
prehrani ljudi su prirodno prisutne od davnina te se stoga smatraju bezopasnima za zdravlje.
Dodijeljen im je GRAS (Generally Recognized As Safe) status (Schnlrer i Magnusson, 2005;

Mufoz i sur., 2010; Hassan i sur., 2015).

Mnoge bakterije mlijecne kiseline inhibiraju rast plijesni, a neke od njih imaju i
potencijal interakcije s mikotoksinima. Stoga se primjenjuju kao alternativa fizikalnim i
kemijskim metodama kontrole rasta plijesni. BMK koje posjeduju antifungalna svojstva
prema mikotoksikogenim plijesnima obuhvadaju rodove Lactococcus i Lactobacillus, a u
manjoj mijeri i rodove Pediococcus te Leuconostoc (Dalié i sur., 2010). Posljednjih par
desetljeca dolazi do intenzivnog razvoja metoda bioloske dekontaminacije mikotoksikogenih
plijesni s naglaskom na primjenu bakterija mlijecne kiseline, koje su sposobne vezati i

uklanjati mikotoksine iz hrane i iz krmiva (Cvek i sur., 2012).

2.2.1. Lactobacillus plantarum

Bakterije roda Lactobacillus i Lactococcus se najcesce koriste s ciljem inhibicije rasta
plijesni i sinteze odredenih mikotoksina (Giovati i sur., 2015). Laktobacili su gram-pozitivhe
bakterije mlijecne kiseline koje su Stapicastog oblika i tvore lance (Durakovi¢, 1991; Frece i
Markov, 2016). Osim Sto se kao starter kulture koriste u proizvodnji fermentirane hrane,
dodaju se i kao biokonzervans, s ciljem produljenja trajnosti proizvoda (Markov i sur., 2010;
Frece i Markov, 2016). Dokazana je i njihova ucinkovitost u lije¢enju sindroma iritabilnog
crijeva (IBS — Irritable Bowel Syndrome) (Ducrotté i sur., 2012). Pozitivno djeluju na zdravlje

domadina zahvaljuju¢i antimikrobnom efektu koji ispoljavaju prema patogenim



mikroorganizmima, pomazu u metabolizmu mlije¢nog Secera (laktoze), poti¢u imunoloski
sustav, utjeCu na sniZzavanje koncentracije kolesterola u krvi, a imaju i antikancerogeno
djelovanije (Sugkovi¢ i Kos, 2001). Opcenito je dobro poznata morfoloska promjenjivost ovih,
a i drugih bakterija mlijecne kiseline, u zavisnosti o ekoloskim c¢imbenicima ili razlicitim

drugim agensima koji mogu biti prisutni u mlijeku (Suti¢ i Banina, 1979).

2.3. MIKROBNI RAST

Rast bakterijskih stanica podrazumijeva njihovo povecanje, prije nego §to se u
populaciji poveca broj pojedinacnih stanica. RazmnoZavanje u bakterija odvija se razlicitim
mehanizmima, primjerice filamentima (aktinomicete), konidiosporama (streptomicete) i
pupanjem (npr. Caulobacter). Najvedi broj bakterija se ipak razmnoZava binarnom diobom
(cijepanjem), gdje se od jednog roditelja stvaraju dvije stanice kéeri.

Vrijeme nuzno za udvostruCenje broja stanica u populaciji naziva se vrijeme
udvostrucenja, ili generacijsko vrijeme (g). U pravilu je ono konstantno za pojedini
mikroorganizam, ako se u meduvremenu ne promijene fizikalni i kemijski uvijeti okoline.
Bakterija Escherichia colitako ima generacijsko vrijeme nesto ispod 30 minuta, ako se uzgaja
u optimalnim uvjetima rasta u laboratoriju. U probavnom traktu, gdje su uvjeti daleko od
optimalnih, generacijsko vrijeme E. coli moZe iznositi i do 12 sati (Durakovié, 1991).
Generacijsko vrijeme bakterije Lactobacillus plantarum (u laboratorijskim uvjetima) iznosi
2.85 sati ako raste na glukozi te 4.75 sati ako raste na laktozi (Sedewitz i sur., 1984). Duljina
generacijskog vremena daje mnoge korisne informacije, primjerice kratko generacijsko
vrijeme upucuje na brz nastanak kolonija mikroorganizma, u periodu kraéem od jednog dana
od trenutka nacjepljivanja na hranjivu podlogu. Ipak, vedina mikrobnog rasta je prirodno
limitirana, odnosno unato¢ sposobnosti razmnoZavanja mikroorganizama, mikroorganizmi ne

proizvode beskonacnu masu stanica (Durakovi¢, 1991).

2:.3:1. Krivulja rasta bakterija

Nakon nacjepljivanja bakterija na hranjivu podlogu, njihov rast i razmnoZavanje
slijede tipicnu krivulju koju nazivamo krivuljom rasta bakterija, kakva je prikazana na slici 3.
Krivulja rasta je razli¢ita za odredenu vrstu bakterija i mijenja se ovisno o tipu hranjive

podloge koja je upotrijebljena prilikom uzgoja mikroorganizma. Ona prikazuje odnos broja



Zivih stanica i vremena te se dijeli na 4 faze rasta (lag-fazu rasta, log-fazu, stacionarnu fazu

rasta te konacno, logaritamsku fazu odumiranja).

Lag-faza (eng. lag=zaostajanje), koja se naziva jos i fazom suzdrzanog rasta,
okarakterizirana je kao prijelazno razdoblje u kojem se bakterije prilagodavaju na nove
uvjete okoline. Dolazi do sinteze vaZnih enzima, obujam stanica raste, no broj stanica se ne
povecava. U ovoj su fazi stanice pojacano osjetljive na visoku temperaturu te na razlicite
kemijske agense koji su toksicni. Duljina ove faze ovisi o tome jesu li stanice bile normalne ili
ostecene prilikom nacjepljivanja, kakva je bila prethodna okolina u kojoj su rasle te koja je

bila koncentracija stanica u inokulumu (Durakovi¢, 1991).

U logaritamskoj fazi rasta, koju jos nazivamo i eksponencijalnom, dioba stanica je
ubrzana, odnosno broj stanica se povecava geometrijskom progresijom. Na osnovu promjene
u broju stanica i vremena uzgoja lako se moZe izracunati generacijsko vrijeme (g), odnosno

prosjecno vrijeme potrebno za dijeljenje stanica.

Kako se tijekom rasta hranjive tvari troSe, a otpadni produkti metabolizma
nagomilavaju, u odredenom trenutku brzina rasta bakterijske kulture se pocinje smanjivati.
U tom trenutku zapocinje stacionarna faza rasta, u kojoj su rast i ugibanje stanica u
ravnoteZi (ne dolazi do promjene ukupnog broja stanica). Odlika ove faze je biosinteza

komercijalno vaznih metabolita, poput enzima i antibiotika.

Posljednja nastupa logaritamska faza odumiranja, u kojoj se broj Zivih stanica
smanjuje geometrijskom progresijom koja je obrnuta onoj u log-fazi rasta. Odredene stanice
mogu joS neko vrijeme opstati u ovoj fazi, ali u nekom trenutku (nakon odredenog
vremenskog perioda poput dana, tjedna ili nekoliko mjeseci) dolazi do nestajanja

mikroorganizama. Cesti uzrok tome je suenje hranjive podloge (Durakovi¢, 1991).



O g
;
10 /
B9 '
5 s
g0 a: lag faza
~7 b: log faza

¢: stactonarna faza
d: log faza odumiranja

& 2 4 o 8 10 24 48 72
Vrijeme (h)

Slika 3. Krivulja rasta bakterija (Anonymous 3, 2017)



3. MATERIJALI I METODE

3.1.

3.1.1.

MATERIJALI

Mikroorganizam

Kao test mikroorganizam za odredivanje utjecaja AFB; i ZEA na prezivljavanje i

morfoloske karakteristike, upotrijebljena je bakterijska kultura Lactobacillus plantarum B,

dobivena iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opéu mikrobiologiju i mikrobiologiju

namirnica, Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta,

Sveucdilista u Zagrebu.

3.1.2.

Podloga za uzgoj mikroorganizma

Za uzgoj i odredivanje broja Zivih bakterija u uzorcima je koristen MRS (Man-Rogosa-

Sharpe) - bujon i agar (Biolife, Italija). Uzgoj bakterije Lactobacillus plantarum B proveden je

u laboratorijskim uvjetima pri 37 °C tijekom 72 sata.

a) MRS (Man-Rogosa-Sharpe) — agar sastava: (g/L)

e pepton 10
e mesni ekstrakt 10
e kvascev ekstrakt 5
» glukoza 20
o Tween 80 1
e MgSO4 x 7 H,0 0,1
e MnSO, x 7 H,0 0,05
¢ natrijev-acetat 5
e agar 20

- U destiliranoj vodi pH vrijednost podloge je 6,5

- sterilizacija pri 121 °C kroz 15 min

b) MRS (Man-Rogosa-Sharpe) — bujon
- istog je sastava kao podloga MRS-agar, samo bez dodanog agara i koristena je kao

podloga za odredivanje utjecaja AFB; i ZEA
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3.1.3. Mikotoksini
Standardi miketoksina:

« AFB, ,Sigma" — St Louis, MO, SAD
o ZEA ,Sigma® — St. Louis, MO, SAD

3.1.4. Aparatura

o mikroskop

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

o vibromikser EV-102 (Tehtnicz, ielezniki)

e vaga analiticka
3.1.5. Pribor

+ Erlenmeyer tikvice 250 mL

e Petrijeve zdjelice g 10 cm

« epruvete mikrobioloske 18 x 180 mm

» mikropipete 100 i 1000 L JUSTOR 1100G

s okularni mikrometar

e objektni mikrometar

3.2, METODE RADA

3.2.1. Standard AFB, i ZEA

Stock otopine mikotoksina pripremljene su otapanjem kristalini¢nog mikotoksina u
etanolu do osnovne koncentracije od 2,5 mg/mL za AFB; i 10 mg/mL za ZEA i pohranjene na
4 °C do daljnjih analiza. Radne koncentracije odabranih mikotoksina upotrijeblienih u

pokusima pripremijene su u mediju za rast BMK,
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3.2.2; Priprema uzorka

Lactobacillus plantarum B Cuvan je u MRS-bujonu pri 4 °C, u hladnjaku. Kulture su
precijepljivane svakih 14 dana i inkubirane pri 37 °C te koriStene za odredivanje utjecaja
AFB; i ZEA na prezivljavanje i morfoloske karakteristike bakterija u tekucoj podlozi. Nakon 24
sata inkubacije pri 37 °C, po 5 mL MRS bujona s nacijepljenom bakterijskom kulturom je
dodano u pet Erlenmeyerovih tikvica s 30 mL MRS bujona. Jedna tikvica bila je kontrolna
(samo bujon i bakterija), u drugu je dodana etanolna otopina AFB; do konacne koncentracije
20 pg/mL, u trecu otopina AFB; do konacne koncentracije 10 pg/mL, u Cetvrtu otopina ZEA

do konacne koncentracije 75 pg/mL, a u petu otopina ZEA do konacne koncentracije 50

Hg/mL.

3:2.3 Odredivanje krivulje rasta

U ovom radu je ispitan utjecaj mikotoksina (AFB; i ZEA) na krivulju rasta bakterije
Lactobacillus plantarum B tijekom 72 sata. Prvih 10 sati, svaka 2 sata, a zatim nakon 24, 48 i
72 sata je nacinjena serija decimalnih razrjedenja i po 100 pL suspenzije je nacijepljeno na
MRS agar u Petrijevim zdjelicama te stavljeno na inkubaciju 48 sata na 37 °C. Svi pokusi su
provedeni u paraleli. Nakon 48 sati inkubacije, u kontrolnom uzorku i u uzorcima s dodanim
AFB;, i ZEA prebrojane su porasle kolonije uz pomo¢ brojaca kolonija te je odreden broj Zivih
bakterija izrazen kao log CFU/mL. Kod pracenja rasta mikroorganizama koristena je metoda

neizravnog (posrednog) odredivanija broj zivih mikrobnih stanica (slika 4).
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Slika 4. Priprema decimalnih razrjedenja (Anonymous 4, 2017)

3.2.4. Mikrometrija

Utjecaj AFB; i ZEA na veliinu bakterije Lactobacillus plantarum B obojenu
metilenskim modrilom je pracen tijekom 72 sata inkubacije uz pomo¢ okularnog i objektnog
mikrometra. Tijekom prvih deset sati veliina bakterijskih stanica se mjerila svaka 2 sata, a

zatim nakon 24., 48. i 72. sata. Mjerenja su provedena u paralelama po 50 stanica.

Prije mjerenja bilo je potrebno izbaZdariti okularni mikrometar. Okularni mikrometar
se stavlja u okular mikroskopa, a objektni mikrometar na stoli¢ mikroskopa. Bazdarenje se
provodi pod povecanjem od 1000x uz upotrebu imerzijskog ulja, tako da se odredi broj
podjeljaka objektne skale koji odgovara 100-tom podjeljku okularne skale. Razmak izmedu
dvaju podjeljaka na objektnoj skali je tono 10 um. Faktor povedanja okularnog mikrometra
dobije se tako da se broj podjeljaka objektne skale podjeli sa 100 podijeljaka okularne skale i
pomnozi s 10. Za svaku kombinaciju mikroskopa i objektnog i okularnog mikrometra

potrebno je provesti bazdarenje.

Nakon S$to je provedeno baZdarenje, na stoli¢ mikroskopa se stavi pripremljeni

preparat bakterija, a okularni mikrometar ostaje u okularu i izmjeri se koliko podjeljaka na
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okularnoj skali zauzima mikroorganizam i pomnoZzi s faktorom povecanja te se tako dobije

veli¢ina odredenog mikroorganizma.

Uzorci su mikroskopirani imerzijskim objektivom uz upotrebu imerzijskog ulja.

Slika 5. Prikaz a) okularnog mikrometra; b)objektnog mikrometra; c) mjerenje veliine
stanice BMK (Vlastita slika)
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu ispitivan je utjecaj mikotoksina AFB; i ZEA na preZivljavanje i morfoloske

karakteristike bakterije Lactobacillus plantarum B tijekom 72 sata u tekucoj podlozi.

PreZivljavanje bakterija prikazano je u obliku krivulje rasta, a morfoloske karakteristike

pracene su mjerenjem veliCine bakterija. Rezultati istraZivanja prikazani su na slikama 6-9.

4.1. Utjecaj mikotoksina na krivulju rasta L. plantarum B

Neizravnim odredivanjem broja Zivih stanica bakterija, brojenjem poraslih kolonija na

cvrstoj hranjivoj podlozi (MRS) u Petrijevoj zdjelici, praéen je rast bakterije Lactobacillus

plantarum tijekom 72 sata sa i bez dodanog AFB; i ZEA.

Slika 6.

10,00
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5,00

log CFU (st/mL)
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vrijeme (h)

s | plantarum B + AFB1 (20 pg/mL) s Lplantarum B + AFB1 (10 pg/ml) ==#==.plantarum B

Krivulja rasta Lactobacillus plantarum B u prisutnosti i bez AFB; u koncentracijama
od 20 pg/mL i 10 pg/mL pri 37 °C tijekom 72 sata uzgoja
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Slika 7. Krivulja rasta Lactobacillus plantarum B u prisutnosti i bez ZEA u koncentracijama
od 75 pg/mL i 50 pg/mL pri 37 °C tijekom 72 sata uzgoja

Dobiveni rezultati oblikuju krivulje rasta bakterija te se mogu jasno uociti pojedine
faze rasta (slika 6 i 7). U uzorcima bez dodanih toksina lag-faza, odnosno faza suzdrzanog
rasta trajala je 2 sata od trenutka nacjepljivanja bakterijske kulture na podlogu, nakon cega
je uslijedila je eksponencijalna (logaritamska) faza rasta, koja je trajala do 48. sata uzgoja.
Iz rezultata je vidljivo da je izostala stacionarna faza jer je nakon 48. sata nastupila faza
odumiranja. Na slici 6 vidljivo je da krivulje rasta u prisutnosti koncentracija AFB; prate
krivulju rasta bakterija u kontrolnom uzorku, osim u prisutnosti 10 pg/mL AFB,, gdje je

uoceno da je lag faza produZena do 4. sata.

Krivulja rasta uz 50 pg/mL ZEA prati krivulju rasta kontrolnog uzorka dok je pri
75 ug/mL ZEA lag faza trajala 4 sata, a uoCena je i stacionarna faza koja je uslijedila nakon

24, sata i trajala do 48. sata, nakon Cega nastupa faza odumiranja stanica.

Najveéi broj Zivih stanica postignut je u 48. satu u kontroli i iznosio je 9,30 log
CFU/mL, odnosno 9,09 i 8,74 log CFU/mL, za uzorke s 20, odnosno 10 pg/mL dodanog AFB;
(slika 6), Sto upucuje na zakljuCak da manja koncentracija toksina ima jace inhibitorno
djelovanje. U pokusu sa dodanim ZEA, maksimalan broj stanica takoder je postignut u 48.
satu i iznosio je 9,30 log CFU/mL, dok je pri koncentracijama ZEA od 75 odnosno 50 pg/mL
taj broj nakon 48 sati iznosio 8,76 i 9,35 log CFU/mL. U ovom slucaju veca koncentracija

toksina ima jace inhibitorno djelovanje na mikrobni rast (slika 7).
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U fazi odumiranja broj zivih stanica se smanjuje za 1,6 log jedinica u kontrolnom
uzorku, za 1,19 i 0,66 log jedinica u uzorcima s 20 odnosno 10 pg/mL AFB; (slika 6), a u
pokusima sa dodanim ZEA broj je za 0,76 i 1,5 log jedinica manji pri 75 odnosno 50 pg/mL
(slika 7).

Prema dosadasnjim saznanjima proveden je malen broj istraZivanja o utjecaju
mikotoksina na bakterije mlijecne kiseline. U ovom radu zamijecen je neznatan negativan
uinak oba mikotoksina na preZivljavanje bakterija Lactobacillus plantarum B, jer krivulja
rasta bakterija uz dodatak bilo AFB; ili ZEA prati krivulju rasta u kontroli. Prisustvo
mikotoksina u okolini u kojoj su bakterije rasle nije vidljivo utjecalo na pojedine faze rasta
osim kod uzoraka uz 75 pg/mL ZEA, gdje je zabiljeZzena i stacionarna faza rasta. Slicne
rezultate o utjecaju AFB; i ZEA, ali na stanice kvasca, dobili su neki autori (Engler i sur.,
2000; Dziuba i sur., 2007; Foszczynska i Dziuba, 2007) koji su dokazali da AFB; ne inhibira
rast kvasca Kluyveromyces marxianus, dok ZEA ima slabi utjecaj na preZivljavanje kvasaca iz

roda Saccharomyces.

4.2. Utjecaj mikotoksina na morfoloske karakteristike stanica L. plantarum B

U mikroskopskim preparatima kontrolnog uzorka i uzoraka s AFB; i ZEA vidljiva je
promjena u veli¢ini stanica u ovisnosti o vremenu kontakta izmedu bakterije i mikotoksina.
Pokusi su provedeni u paralelama tijekom 72 sata. Rezultati istraZivanja su prikazani na

slikama 81 9.
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Slika 8. Utjecaj AFB; u koncentracijama 20 pg/mL i 10 pg/mL na veli¢inu L.
plantarum B tijekom 72 sata
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Slika 9. Utjecaj ZEA u koncentracijama 75 pg/mL i 50 pg/mL na veli¢inu L.
plantarum B tijekom 72 sata
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Odredivanje veliCine stanica bakterija provedeno je mikroskopiranjem, pod
povecanjem od 1000x, uz imerzijsko ulje i uz upotrebu okularnog i objektnog mikrometra. Za
svako je mjerenje nasumicno odabrano po 50 stanica u uzorku, a rezultati su prikazani na

slikama 8 i 9.

Iz rezultata prikazanih na slici 8 vidljivo je da AFB; utjece na veli¢inu stanica L.
plantarum B iako nije jasno vidljiv trend kojim AFB; utjece na morfologiju stanica. S obzirom
na to da postoji malo istraZivanja o djelovanju mikotoksina na BMK, u nekim je prijadnjim
istrazivanjima dokazan utjecaj aflatoksina na morfologke, ali i fiziolodke karakteristike ovih
bakterija (Suti¢ i Banina, 1979). Isti autori navode da promjene stanica BMK ovise o
primijenjenoj koncentraciji mikotoksina te duljini izlaganja, a takve su promjene uglavnom
nepozeljne prilikom npr. industrijske prerade mlijeka u mlije¢ne proizvode. Nadalje, autori
navode da su u prisutnosti AFB; zapazene promjene u duZini i $irini stanica i da su kod
Stapicastih bakterija Stapici duZi i Siri. Rezultati na slici 8 pokazuju da AFB; u obje odabrane
koncentracije razlicito djeluje na stanice bakterija, i da su najveée promjene zabiljeZene u 8.,
24. i 48. satu. Bakterije Lactobacillus vrste imaju sposobnost vezanja AFB; u in vitroi in vivo
uvjetima (Haskard i sur., 2001; Markov i sur., 2010; Mufioz i sur., 2010; Hassan i sur.,
2015), a predlozen je i mehanizam vezanja AFB; koji se odvija u dva procesa; vezanje
(adsorpcija) te otpustanje (desorpcija) za, odnosno od mjesta vezanja na povrdini stanice
(Peltonen i sur., 2001). Na osnovu dobivenih rezultata moZe se pretpostaviti da je doSlo
naizmjence do vezanja i otpustanja AFB; u ovisnosti o koncentraciji AFB; i vremenu

izloZenosti stanica aflatoksinu.

Stanice bakterije L. plantarum u prisutnosti 50 i 75 pg/mL ZEA bile su u prosjeku
manje veli¢ine u odnosu na veli¢inu stanica u mediju bez dodanog toksina tijekom 24 sata
inkubacije. Medutim, tijekom duZeg kontakta stanica sa koncentracijom ZEA od 75 pg/mL
(48. 1 72. sat) uoceno je da se veli¢ina stanica povecava (slika 9). Za razliku od utjecaja AFB,
gdje je uoceno otprilike svaka dva sata naizmjeni¢no poveéanje i smanjenje stanica, u
pokusima sa zearalenonom je vidljivo da tek pri duZem utjecaju mikotoksina dolazi do

povecanja veli¢ine stanica.

Najveca razlika u velicini stanica u uzorcima s dodanim AFB; uo¢ena je nakon 24 sata,
a iznosi 69,89 % i 76,34 % od kontrole uz 20 pg/mL odnosno 10 pg/mL AFB, (slika 8). U
uzorcima sa ZEA najveca promjena uoCena je ve¢ nakon 10 sati uz koncentraciju ZEA od
75 pg/mL i iznosila je 63,86 % u odnosu na kontrolu, dok je najveda razlika s koncentracijom

ZEA od 50 pg/mL uocena nakon 24 sata i iznosila je 60,22 % od kontrole (slika 9).
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Dobiveni rezuitati ukazuju da mikotoksini, AFB, i ZEA, imaju razlicit utjecaj na velicinu
stanica BMK i da te promjene ovise 0 koncentraciji i vremenu djeiovanja mikotoksina na

stanice bakterija.
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5. ZAKLIUCCT
Iz dobivenih rezultata istraZzivanja mozZe se zakljuditi:

1. Aflatoksin By i zearalenon pokazuju slab ucinak na rast i morfoloske karakteristike
bakterije Lactobacillus plantarum B.

2. Utjecaj AFB; i ZEA na broj i veli¢inu stanica bakterije Lactobacillus plantarum B ovisi o
primijenjenoj koncentraciji i duZini djelovanja mikotoksina.

3. Dobiveni rezultati ukazuju da se bakterija Lactobacillus plantarum B prilagodila sredini

u kojoj su prisutni mikotoksini,
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Izjava o izvornosti

Lzjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezuftat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onfh koji su u njemu haveden.,

ime i prezime studenta




