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1. UVOD

Plijesni su eukariotski, mikroskopski, filamentozni mikroorganizmi koji pripadaju carstvu
Funga, koje broji vise od 100 000 vrsta. Plijesni razgraduju mrtve organizme i recikliraju vazne
biogene elemente kako bi ih biljke mogle ponovno koristiti. Pozitivni ucinci plijesni najvise su
izrazeni u farmaceutskoj industriji gdje se koriste za proizvodnju lijekova (penicilin), vitamina i
organskih kiselina. Takoder, koriste se u prehrambenoj industriji gdje sluZze za oplemenjivanje
sireva (sirevi poput kamembera, danskog plavog sira, gorgonzole i mnogih drugih, formirajuci
specifican miris i okus) (Giraud i sur., 2010). Osim svojih pozitivnih ucinaka, plijesni su Cesti
patogeni na bilijkama i insektima pa tako svoje staniste pronalaze i na Zitaricama, te utjecu na
njihovu kvalitetu i sastav, te posljedicno i na kvalitetu proizvoda na bazi Zitarica, a mogu
uzrokovati i bolesti kod kraljeznjaka. Osim narusavanja nutritivne kvalitete sirovina, te znacajnih
ekonomskih problema, proizvodnjom toksi¢nih sekundarnih metabolita — mikotoksina, kod ljudi
izazivaju bolesti nazvane mikotoksikoze, te tako narusavaju zdravlje ljudi (Drceli¢, 2011). Sve se
to odrazava i na medunarodnu trgovinu i na odnose medu pojedinim zemljama, od kojih najvise
Stete imaju one koje su stjecajem okolnosti fokusirane na monokulturnu proizvodnju
(nerazvijene zemlje i zemlje u razvoju) uz primitivna tehnoloska rjeSenja (Mili¢evi¢ i sur., 2014).
Kako bi sprijecili negativne ucinke plijesni, potrebno je sprijeciti njihov rast u svim fazama
proizvodnje. Od velike je vaznosti pravilno uzorkovanije sirovina i prehrambenih proizvoda, te na
posljetku izolacija i identifikacija plijesni. To¢nom identifikacijom plijesni dobiva se informacija o
potencijalnoj Stetnosti plijesni, Sto u konacnici ima ulogu na ljudsko zdravlje. Cilj ovog rada bio
je izolirati i identificirati plijesni iz Zitarica — pSenice, kukuruza i je¢ma, prikupljenih iz tri hrvatske

regije — istone, sjeverne i srediSnje te odrediti njihovu pojavnost.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PLIJESNI

Plijesni su skupina mikroorganizama koje pripadaju carstvu Gljiva, Siroko su
rasprostranjene u prirodi bilo u obliku aktivno Zivucih vegetativnih tijela ili u obliku spora
(Durakovic¢ i Durakovi¢, 2000). Tijelo plijesni je gradeno od gustih razgranatih ili nerazgranatih
vlaknastih niti, obi¢no bezbojnih i bez klorofila. Hife (guste vlaknaste niti) tvore isprepletenu
masu koja se naziva micelij, a micelij se rasprostire po podlozi te moze biti zracni (iznad podloge)
ili supstratni (u podlozi) (Markov, 2005).

Plijesni su Siroko rasprostranjene, te rastu na raznolikim staniStima (Sekar i sur., 2008),
ukljucujuéi pustinje, mora, podrucja s ekstremno niskim/visokim temperaturama, a pokazale su
i sposobnost prezivljavanja jakih UV zracenja (Atanda i sur, 2011). Zbog svoje izdrZljivosti, vrlo
lako kontaminiraju i uniStavaju svjeze i obradene proizvode prehrambene industrije, te time
uzrokuju velike ekonomske gubitke (Atanda i sur., 2011).

Odredeni sojevi plijesni svoju primjenu pronalaze u biotehnologiji i prehrambenoj industriji
tijekom proizvodnje lijekova, enzima, antibiotika, prehrambenih proizvoda i pi¢a. Uz svoje dobre
strane, plijesni su i uzroCnici raznih bolesti u ljudi i Zivotinja — uzrokuju razne alergijske reakciije,
uz brojne znacajne Stete u gospodarstvu, uzrokuju bolesti najcesce putem hrane (Domacinovi¢
i sur., 2012; HAH, 2013).

U ekonomski vazne rodove plijesni ubrajaju se rodovi Penicillium i Aspergillus. Ova dva
roda plijesni uzrokuju kvarenje i propadanje namirnica, a kao neke od produkata sekundarnog
metabolizma sintetiziraju i mikotoksine. Svojim metabolizmom, plijesni joS proizvode i razlicite
kemijske spojeve — jednostavne organske kiseline, te velike i slozene molekule (Cvek i sur.,
2010).

Plijesni se mogu prenositi i zrakom, Sto omogucava njihovo brzo Sirenje. Na namirnicama
izazivaju razlicite stupnjeve raspadanja i vidljivih pogorsanja. Njihov rast se moze uociti pojavom
tockastih mjesta, paucinastog pokrova (micelij), ili obojanom kolonijom plijesni s puno spora. Uz
vidljive promjene, plijesni mogu uzrokovati i promjenu mirisa i okusa zbog fermentativnih,
lipolitickin i proteolitickih promjena izazvanih enzimskim reakcijama s ugljikohidratima,

proteinima i mastima u hrani (Marriott i Gravani, 2006).



Prema opcenitoj klasifikaciji plijesni, dijele se na plijesni s polja, plijesni u skladistu, te
plijesni uznapredovalog kvarenja (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003). Glavna razlika izmedu plijesni s
polja i plijesni u skladistu je vremenski period u kojem kontaminiraju zrnje, no razlika izmedu
plijesni s polja i skladisnih plijesni nije apsolutna. Utvrdeno je da iako neke plijesni napadaju zrna
na polju, one i dalje mogu rasti u uvjetima skladistenja. Sli¢no, neke plijesni koje se klasificiraju
kao plijesni u skladiStu, mogu napasti zrna u ranijim fazama razvoja Zitarica (Pitt i Hocking,
2009).

2.1.1. Plijesni i Zitarice

Zitarice su jedan od najvaznijih poljoprivrednih proizvoda u svijetu, koristene za prehranu
ljudi i Zivotinja. Svjetski znacaj i opsezna uporaba Zitarica i njihovih proizvoda Cini ocuvanje i
dekontaminaciju Zitarica jednim od najvaznijih pitanja sigurnosti hrane. Mikrobna kontaminacija
zrnja Zzitarica dogada se tijekom uzgoja, berbe, nakon berbe i skladistenja (Magan i Aldred,
2006), a potjece iz nekoliko izvora, ukljucujuci zrak, prasinu, vodu, tlo, insekte, izmet ptica i
glodavaca, kao i kontaminirane povrsine, opremu i nehigijensko rukovanije.

Kvarenje Zitarica filamentoznim gljivicama tijekom skladiStenja najceSce je uzrokovano
neucinkovitim suSenjem, Sto pogoduje rastu mikroba i moze rezultirati povecanjem razine
mikotoksina (Magan i Aldred, 2006). Ako je susenje odgodeno i udio vlage u sjemenu prikladan,
moZze doci do rasta plijesni s polja, kao na primjer Fusarium sp.

Plijesni koje kao svoje staniste imaju sjemenke Zitarica, odgovorne su za prigusivanje
rasta zrna prije i nakon nicanja, Sto uzrokuje smanjenu klijavost (Amadi i Adeniyl, 2009).
Takoder, mogu uzrokovati ve¢ spomenute mikotoksikoze kod stoke, peradi i ljudi. Patogeni koji
se prenose sjemenom mogu uzrokovati pobacaj, truljenje i nekrozu sjemena, te proizvodnju
metabolita (poput toksina) koji mogu promijeniti sastav ili metabolizam zrna ili ga uciniti
neprikladnim za prehranu ljudi i Zivotinja (Abdullah i sur., 2014).

Svjetska proizvodnja Zitarica uvelike se oslanja na unos kemijskih agensa, ukljucujudi
fungicide, herbicide i insekticide kako bi se pristupilo boljoj zastiti sirovina. Primarne prednosti
primjene pesticida su zastita usjeva od negativnih utjecaja Stetocina, vedi prinosi i bolja kvaliteta
Zitarica. Medutim, upotreba pesticida izaziva nekoliko zabrinutosti, posebno povezanih s njihovim
utjecajima na okolis, poput smanjenja bioloske raznolikosti, zagadenja povrsinskih i podzemnih
voda, zagadenja tla i smanjenja plodnosti, kao i izravnog Stetnog utjecaja na ljude i druge

neciljane organizme (Los i sur., 2018; Tatsadjieu i sur., 2016).



2.1.2. Plijesni iz roda Asperygillus

Rod Aspergillus obuhvaca vrste Cija su obiljezja od visokog patoloskog, poljoprivrednog,
industrijskog, farmaceutskog, znanstvenog i kulturnog znacaja (Goldman i Osmani, 2008). Vrste
plijesni koje pripadaju rodu Aspergillus, rasprostranjene su Sirom svijeta, uglavnom u tropskim i
suptropskim klimama, u tlu i raznim uskladistenim proizvodima poput Zitarica, orasastih plodova,
zacCina te na suhomesnatim proizvodima. Tako se i ove plijesni ubrajaju u plijesni iz skladista,
iako vremenski uvijeti i povoljan okoliS mogu pripomoci njihovom rastu na polju (Jedidi i sur.,
2018).

Aspergilli uzrokuju Sirok spektar infekcija ukljucujuéi kozne manifestacije, otomikozu i
invazivne infekcije poput plu¢ne aspergiloze i endokarditisa (Balajee i sur., 2007), pozitivni ucinci
ovog roda plijesni je uloga u sintezi brojnih kemijskih spojeva, proizvodniji enzima, no takoder,
sudjeluju u razgradniji velikog broja prehrambenih proizvoda te sintezi mikotoksina (Zadravec i
sur., 2019).

Najvaznije vrste su Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus i
Aspergillus niger, te one kod ljudi i Zivotinja izazivaju bolesti — aflatoksikoze (Kuvezdic i sur.,
2021). U biotehnologiji se koriste za proizvodnju razli¢itih vrsta metabolita kao Sto su antibiotici,
organske kiseline, lijekovi, enzimi ili pomoc¢na sredstva u procesima proizvodnje fermentirane

hrane (Samson i sur., 2014).

2.1.3. Plijesni iz roda Penicillium

Penicillium je jedan od najvecih i najvaznijih rodova mikroskopskih gljiva, s preko 400
opisanih vrsta rasprostranjenih Sirom svijeta (Visagie i sur., 2014) na razli¢itim stanistima kao
Sto su zemlja, biljke, zrak i brojni prehrambeni proizvodi. Plijesni roda Penicillium takoder su
klasificirane u skupinu plijesni u skladiStu, te predstavljaju opasnost prilikom pojave na
prehrambenim proizvodima zbog moguce proizvodnje mikotoksina. Vrste roda Penicillium imaju
vaznu ulogu u razgradnji organskih spojeva (Visagie i sur., 2014).

Penicillium vrste prepoznatljive su po proizvodnji konidija u strukturi nazvanoj prema
latinskoj rijeci ,penicillus" Sto znaci ,mali kist". Plijesni roda Penicillium sastoje se od grana koje
na sebi imaju metule, a metule sadrze fialide, noseéi jednostanicne, male konidije u lancima.
Razlikovanje vrsta plijesni roda Penicillium je tesko, a mnoge vrste pokazuju odredenu

varijabilnost unutar pojedine vrste. Kada se kolonije uzgoje najcesce su zeleno-plave, sivo-plave
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ili bijele boje, sa ili bez eksudata (Pitt i Hocking, 2009) pa je tako naziv ,plava plijesan" uobicajen

naziv kojim se opisuje vecina vrsta roda Penicillium.

2.1.4. Plijesni iz roda Fusarium

Plijesni roda Fusarium rastu na odredenim usjevima prije zetve biljke i nakon spremanja
u silose (Kataleni¢, 2004), te su jedni od najvaznijih patogena na Zitaricama (Erler i sur., 2020).
Takoder, direktno izazivaju bolesti u biljaka, ljudi i domacih Zivotinja, te proizvode znatnu kolicinu
sekundarnih metabolita koji su povezani sa bolestima poput raka i poremecaja u rastu ljudi. Neki
od tih sekundarnih metabolita se koriste direktno ili kao starter materijal za kemijsku sintezu
biljnih i Zivotinjskih promotora rasta (Leslie i Summerell, 2008). Koli¢ina toksina ovisi 0
zemljopisnoj lokaciji, agronomskoj praksi, nacinu spremanja Zitarica u silose te podloznosti i
osjetljivosti biljke na plijesan (Kataleni¢, 2004).

Morfoloska identifikacija zahtijeva znatnu strucnost, osobito u razlikovanju blisko
povezanih vrsta Fusariuma, jer se njihove morfoloske znacajke mogu preklapati. Plijesni roda
Fusarium se najcescée identificiraju kombinacijom morfoloskih, bioloskih i molekularnih podataka
(Sever i sur., 2012).

Fusarium vrste formiraju tri vrste spora: makrokonidije, mikrokonidije i hlamidospore, a
neke gljive formiraju i sve tri vrste spora odjednom. Mikrokonidije su jednostanic¢ne, ovalne,
nastaju na monofijalidama u laznim glavicama. Makrokonidije su viSestanicne, blago srpastog
oblika s bazalnom stanicom u obliku stopice, nastaju na monofijalidama u sporodohijama krem
boje (Nelson i sur., 1994.).

2.2. IZOLACIJA I IDENTIFIKACIJA PLIJESNI

Kako bi se mogla provesti identifikacija plijesni potrebno je pravilno provesti izolaciju Ciste
kulture s odabrane namirnice, te nakon toga odrediti vrstu plijesni prema odgovarajuéim
identifikacijskim kljuCevima. Za samu izolaciju se mogu koristiti klasicne mikrobioloSke metode
koje podrazumijevaju izolaciju plijesni s uzorka, te nacjepljivanje na hranjivu podlogu.
Uzorkovanje se provodi ovisno o tome kako je plijesan porasla na povrsini namirnice, te u kojoj
je mijeri prisutna. Vazno je da se uzorkovanje provodi u asepti¢nim uvjetima, popraceno

dezinfekcijom opreme alkoholom. Nacini uzorkovanja plijesni ovisno o njihovom porastu:



o Ako plijesni rastu difuzno, na povrsinu namirnice se nalijepi ljepljiva traka koja se zatim
prenese na hranjivu podlogu (ljepljiva strana s plijesnima na povrsSinu hranjive podloge), traka
se uklanja nakon 2 dana kako bi plijesni mogle rasti.

o U slucaju ako plijesni nisu vidljive na povrsini namirnice, namirnica se prebriSe vatom
uronjenom u fizioloSku otopinu te se nacijepi na hranjivu podlogu.

. Ukoliko je porast plijesni jasno vidljiv, kolonije se mogu odvojiti od povrSine namirnice
koristeCi oStar skalpel, te paZljivo poloZiti na hranjivu podlogu.

Nakon provedenog uzorkovanja i inkubacije plijesni tijekom 5 - 7 dana pri 25 °C slijedi
izolacija plijesni. Porasle kolonije plijesni se nacijepljuju, pomocu sterilizirane mikrobioloske igle,
na izabranu hranjivu podlogu. Cilj ponovnog nacijepljivanja je izolirati pojedine kulture plijesni
kako bi identifikacija bila Sto preciznija. Inkubacija ponovno traje 5 - 7 dana pri 25 °C. Ukoliko
se nakon inkubacije ne dobije potpuno Cista kultura plijesni, potrebno je ponoviti postupak
izolacije Ciste kulture. Ciste kulture plijesni podrazumijevaju prisutnost jedne vrste plijesni bez
vanjskih kontaminacija, a same porasle kolonije moraju biti ujednacenog oblika, teksture i boje
Sto je pokazatelj uspjesne izolacije.

Prilikom identifikacije plijesni, potrebno je uzeti u obzir mnogo parametara — boju micelija,
dimenzije, izgled kolonije s donje strane (revers), stupanj rasta, teksturu, izgled vezikula i

konidija. Na slici 1 shematski je prikazan uzgoj i identifikacija najznacajnijih rodova plijesni.
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Slika 1. Shematski prikaz uzgoja i identifikacije najznacajnijih rodova plijesni (Hajsig i
Delas, 2016)



3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uzorci

Za izolaciju i identifikaciju plijesni, koristeni su mljeveni uzorci zrnja pSenice (P), kukuruza
(K) i je€ma (J), dobavljeni s podrudja tri hrvatske regije — istocne, sjeverne i srednje. Za potrebe
analize, uzorci su transportirani u Laboratorij za opcu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica

te Cuvani na 4 °C do provodenja analize.

3.1.2. Hranjiva podloga

Za uzgoj i izolaciju Ciste kulture plijesni u laboratorijskim uvjetima koristen je sladni agar

Ciji je sastav prikazan u tablici 1.

Tablica 1. Sastav podloge (sladni agar)

SASTAV KONCENTRACIJA
Sladni ekstrakt (praskasti) 20 g/L

Pepton 6 g/L

Glukoza 20 g/L

Agar 15g/L

3.1.3. Pribor i aparatura

Tijekom eksperimentalnog rada, koriSten je sljedeci laboratorijski pribor i aparatura:
e Petrijeve zdjelice (¢ 10 cm)
e Epruvete (16 x 160 mm)
e Stapici po Drigalskom
e MikrobioloSka uSica
e Mikrobioloske igle
e Bunsenov plamenik
e Pipetman 1000 pL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
e Vibromikser V-1 plus (Biosan, Riga, Latvija)



e Brojac kolonija BZG30 (WTW, Weilheim, Njemacka)
e Autoklav (Sutjeska, Beograd)

e Termostat (Sutjeska, Beograd)

e Pokrovna stakalca

e Predmetna stakalca

e Svjetlosni mikroskop (Olympus, Japan, CX21)

3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprema hranjivih podloga

Dehidrirana hranjiva podloga se suspendira u 1000 mL hladne destilirane vode, zagrijava
do vrenja uz Cesto mijesanje, te potom sterilizira autoklaviranjem pri 121 °C kroz 15 minuta.

Hranjive podloge su nakon pripreme, sterilizacije i hladenja razlivene (10 mL) u Petrijeve
zdjelice te ostavljene na sobnoj temperaturi kako bi se stvrdnule. Nakon toga, ¢uvane su pri 4

°C do upotrebe.

3.2.2. Odredivanje broja kolonija plijesni

Kako bi se odredio broj plijesni prisutnih u ispitivanom uzorku, koriStena je metoda
neizravnog nacjepljivanja serije decimalnih razrjedenja (u omjeru 1:10).

Devedeset uzoraka Zzitarica (deset uzoraka za svaku zitaricu po regiji, npr. deset uzoraka
pSenice s podrudja sjeverne Hrvatske) dobavljeno je grubo usitnjeno u plasti¢nim bocicama. Od
svakog uzorka, odvagana je masa od 1 g, te homogenizirana u epruveti s deioniziranom vodom
(10 mL), te su zatim napravljena po dva decimalna razrjedenja za svaki uzorak. Zatim je po 0,1
mililitar drugog razrjedenja svakog uzorka nacijepljen na povrsinu sladnog agara u Petrijevim
zdjelicama i inkubiran pri temperaturi od 25 °C. Rast plijesni pracen je tijekom sedam dana
uzgoja, a kolonije plijesni porasle na sladnom agaru prebrojane su pomoc¢u brojaca kolonija, te
izrazene kao CFU vrijednost (eng. Colony Forming Units). Konacan broj kolonija plijesni u
pojedinom uzorku izracunat je prema jednadzbi (1) i preracunat na gram uzorka:

broj poraslih kolonija (N)

CFU =

X reciprotna vrijednost razrjedenja /mL 1
upotrijebljeni volumen uzorka (mL) cipro J s J ] / ( )



3.2.3. Izolacija plijesni

U mikologiji se primjenjuje mnogo razli¢itih metoda i postupaka kojima se provodi
izolacija plijesni, a ovisno o vrsti uzorka odabire se pogodna metoda, izravho nacjepljivanje
uzoraka na hranjivu podlogu ili neizravno nacjepljivanje serije decimalnih razrjedenja.

Nakon Sto je neizravhom metodom nacjepljivanja serije decimalnih razrjedenja odreden
broj poraslih kolonija plijesni u svakom uzorku, svaka pojedina kolonija je zatim nacijepljena na
novu plocu sa sladnim agarom upotrebom mikrobioloSke igle kako bi bilo moguce identificirati
Cistu kulturu plijesni. MikrobioloSke igle su neposredno prije koriStenja sterilizirane u plamenu,
ohladene uz povrsinu ili u dubini agara, te su lagano prislonjene na koloniju porasle plijesni kako
bi se uzele spore i/ili micelij s ciljem izolacije Ciste kulture, a plijesan se na novu hranjivu podlogu
nacjepljuje u tri tocke (slika 2). Petrijeve zdjelice s nacijepljenim kulturama plijesni su inkubirane

pri 25 °C tijekom sedam dana, nakon cega se pristupilo identifikaciji Cistih kultura plijesni.
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Slika 2. Shema izolacije Ciste kulture plijesni (vlastita fotografija)
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3.2.4. Identifikacija plijesni

Klasi¢na ili tradicionalna identifikacija plijesni bazira se na makroskopskim i mikroskopskim
karakteristikama plijesni poraslih na hranjivim podlogama pod razli¢itim uvjetima inkubacije (slika
3). Identifikacija filamentoznih funga temelji se na karakteristikama kolonija i mikroskopskoj
morfologiji. Vizualno ispitivanje kolonija brzo otkriva vazne podatke poput pigmentacije, teksture,

eksudata, makroskopske strukture, zone rasta, zracne i supstratne hife, kao i brzinu rasta.

Iako molekularne metode identifikacije svakodnevno napreduju i postaju sve dostupnije,
mikroskopija i uzgoj kultura na hranjivim podlogama su najcesce koristene i vrlo vazne metode
za identifikaciju plijesni. Treba napomenuti da je za tocnu identifikaciju plijesni na osnovu
morfoloskih karakteristika potrebno puno iskustva, vremena i strpljenja (Markov i sur., 2021).

Slika 3. Identifikacija plijesni mikroskopskim i makroskopskim pretraZivanjem

(vlastita fotografija)
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4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. REZULTATI

Klasi¢nim mikrobioloskim metodama, na sladnom agaru je odreden broj prisutnih kolonija
plijesni koje su zatim identificirane u svrhu odredivanja pojavnosti pojedinih rodova na
Zitaricama.

4.1.1. Rezultati odredivanja broja kolonija plijesni

Rezultati odredivanja broja kolonija plijesni u uzorcima zitarica (pSenica, kukuruz i jeCam)
s podrucja tri hrvatske regije — istoCne, sjeverne i srednje prikazan je na slikama 4 — 12.

Na slikama 4 - 6 prikazan je broj kolonija plijesni u uzorcima Zitarica s podrucja Sjeverne
Hrvatske.

log CFU/g
[a=] w =Y L (=] ~J

[y

0 I I ‘ I I I I | | I
PL. P2 P3 P4 PS5 P66 P7 P8 P9 P10

UZORAK

Slika 4. Broj kolonija plijesni izraZzen kao log CFU/g u uzorcima pSenice s podrucja Sjeverne

Hrvatske
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Slika 5. Broj kolonija plijesni izraZzen kao log CFU/g u uzorcima kukuruza s podrucja

Sjeverne Hrvatske
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Slika 6. Broj kolonija plijesni izrazen kao log CFU/g u uzorcima jeCma s podrucja

Sjeverne Hrvatske
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Na slikama 7 - 9 prikazan je broj kolonija plijesni u uzorcima Zitarica s podrucja Istocne
Hrvatske.
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Slika 7. Broj kolonija plijesni izraZzen kao log CFU/g u uzorcima pSenice s podrucja

Istocne Hrvatske

8
7

6

5
4
3
2
1
0
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10

UZORAK

log CFU/g

Slika 8. Broj kolonija plijesni izrazen kao log CFU/g u uzorcima kukuruza s podrucja

Istocne Hrvatske
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Slika 9. Broj kolonija plijesni izrazen kao log CFU/g u uzorcima jeCma s podrucja

Istocne Hrvatske

Na slikama 10 - 12 prikazan je broj kolonija plijesni u uzorcima Zitarica s podrucja Sredisnje
Hrvatske.

log CFU/g
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Slika 10. Broj kolonija plijesni izrazen kao log CFU/g u uzrocima pSenice s podrucja
Sredisnje Hrvatske
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Slika 11. Broj kolonija plijesni izraZzen kao log CFU/g u uzorcima kukuruza s podrucja

Sredisnje Hrvatske
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Slika 12. Broj kolonija plijesni izrazen kao log CFU/g u uzorcima jeCma s podrucja

SrediSnje Hrvatske
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4.1.2. Rezultati pojavnosti plijesni

Na slikama 13 - 15 prikazan je udio pojedinih rodova plijesni poraslih na Zitaricama —

pSenici, kukuruzu i je¢mu, s podrucja tri hrvatske regije — sjeverne, istocne i sredisnje.
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Slika 13. Udio pojedinih rodova plijesni u uzorcima pSenice
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Slika 14. Udio pojedinih rodova plijesni u uzorcima kukuruza
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Slika 15. Udio pojedinih rodova plijesni u uzorcima je¢ma
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4.2. RASPRAVA

Dobiveni rezultati govore o pojavnosti pojedinih rodova plijesni i njihovoj brojnosti. Plijesni
su izolirane iz tri tipa Zitarica — kukuruza, pSenice i je¢ma, a navedene Zitarice dobavljene su s
podrudja tri hrvatske regije — istocne, sjeverne i srednje. Za svaku Zitaricu dobavljeno je po deset
uzoraka iz jedne regije.

Neizravhom metodom nacjepljivanja decimalnih razrjedenja uzoraka, utvrden je ukupan
broj poraslih kolonija plijesni svakog uzorka Zitarice iz svake regije te je izrazen kao CFU/g.

Iz priloZenih rezultata na slikama 4 - 6, vidljivo je da se medu uzorcima sjeverne Hrvatske,
najvedi broj kolonija plijesni pojavljuje na uzorcima kukuruza i u prosjeku iznosi 5,5 log CFU/g,
dok je u uzorcima jeCma zabiljezen najmaniji broj kolonija plijesni (slika 6). Plijesni se najcescée
pojavljuju na ostecenim dijelovima klipa, a manifestiraju se u obliku presvlaka — crne ili
zelenozute koje izazivaju plijesni roda Aspergillusili ako ih izazove plijesan roda Penicillium onda
Ce to biti presvlake plavozelene boje. Spomenute plijesni najéescée se javljaju u uvjetima vlaznih
i hladnih vremenskih prilika. Vidljivo je kako na uzorcima Zitarica iz sjeverne Hrvatske (slike 13 -
15) dominira plijesan iz roda Fusarium. Iako njoj visSe pogoduije vlaznija i toplija klima (Los i sur.,
2018), pojava Fusariuma u sjevernoj Hrvatskoj vjerojatno je rezultat klimatskih promjena, te sve
viSih temperatura zraka i vece vlaznosti koje pogadaju podrucje sjeverne Hrvatske.

Na podrucju Istocne Hrvatske, najveéi broj kolonija plijesni takoder je izbrojan na uzorcima
kukuruza, a najmanji na uzorcima jeCma, Sto se moze vidjeti na slikama 7 - 9. Na uzorcima
Zitarica iz istocne Hrvatske, koju karakterizira umjerena klima koja pogoduje rastu vecine rodova
plijesni, najvise se pojavljuju plijesni iz rodova Penicillium i Fusarium (slike 13 - 15). Prema
istrazivanju Defieryija i suradnika (2015), plijesni roda Penicillium i Fusarium bolje rastu pri visSim
temperaturama, ali isto tako, prilagodljive su na vece razlike u temperaturi. Uz to, rod Penicillium
se smatra jednim od najvecih i najvaznijih rodova mikroskopskih gljiva (Visagie i sur., 2014).
Takoder, zabiljezena je i veca pojavnost plijesni iz roda Alternaria sp. u odnosu na druge regije
(slike 13 — 15). Ovaj rod plijesni najbolje raste u okolisu velike vlaZznosti, posebice ako je prije
same Zetve pala obilna koli¢ina kiSe. Tada se na zrnu i ispod omotaca pojavljuje diskolorcija u
obliku crnih mrlja (Los i sur., 2018).

Kao i u prethodnim slucajevima, na podru¢ju srediSnje Hrvatske, najveéi broj kolonija
plijesni izbrojan je na uzorcima kukuruza (slika 11), dok je broj kolonija plijesni na uzorcima
pSenice i je¢ma podjednak, Sto je vidljivo na slikama 10, odnosno 12. Sve tri Zitarice s podrucja

srediSnje Hrvatske su u podjednakoj mjeri dobar domadin za rast plijesni iz rodova Fusarium i

20



Penicillium, iako su jasno uocljive razlike u rodovima plijesni koje u vecoj mjeri rastu u drugim
regijama (slike 13 — 15). Takoder, rezultati eksperimenta su pokazali da na Zitaricama srediSnje
Hrvatske svi identificirani rodovi plijesni rastu podjednako dobro, uz iznimke plijesni iz roda
Mucor i Cladosporium sp., Sto govori da klimatski uvjeti srediSnje Hrvatske najbolje pogoduju
rastu velikog broja razli¢itih plijesni.

Tijekom ovog rada, odredena je pojavnost plijesni na zitaricama iz tri regije Republike
Hrvatske. UocCeno je kako se s najvecim udjelom, u sve tri regije pojavljuju plijesni iz rodova
Aspergillus, Fusariumi Penicillium (slike 13 — 15). Ove plijesni mogu proizvoditi mikotoksine i na
taj nacin ugrozavaju zdravlje potrosaca i kvalitetu namirnica. Na slikama 13 - 15, vidljivo je da
se uz navedena tri roda plijesni, pojavljuju jos i plijesni iz roda Mucorsp., Rhizopus sp., Alternaria
sp te Cladosporium sp., a medu uzorcima sjeverne Hrvatske, uz navedene plijesni, identificirana
je i plijesan Trichoderma sp., Sto govori o velikoj raznolikosti plijesni i promjenama u klimatskim

uvjetima.
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5. ZAKLJUCAK

Iz dobivenih rezultata istrazivanja moze se zakljuditi:

e Na uzorcima Zitarica iz tri regije Hrvatske (sjeverna, istocna i srediSnja) prevladavaju
plijesni iz rodova Fusarium, Penicillium i Aspergillus.

¢ Najveci broj kolonija plijesni detektiran je na uzorcima kukuruza u sve tri regije u odnosu
na pSenicu i jecam.

e Pojavnost odredenog roda plijesni na Zitaricama varira ovisno o regiji uzgoja, a na
pojavnost takoder uvelike utjeCu i klimatski ¢imbenici poput vlage zraka, temperature,

sunceve svjetlosti i sli¢no.
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Izjava o izvornosti

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