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S1

sl/en

Namen naloge je bil dolociti vpliv treh razli¢nih rastlinskih ekstraktov (rastlinski
izvlecek A, rastlinski izvlecek B in rastlinski izvlecek C) na produkcijo
mikotoksinov pri Aspergillus flavus (ZIM F070) in Aspergillus westerdijkiae (ZIM
F068). Oba organizma producirata mikotoksine ter se pogosto nahajata v hrani in
krmi. Aspergillus flavus producira mikotoksina aflatoksin B1 in aflatoksin B2, ki sta
dokazano karcinogeni spojini. Aspergillus westerdijkiae producira ohratoksin A in
ohratoksin B, ki prav tako veljata za toksi¢ni spojini. V prvem delu poskusa smo
ugotavljali vpliv rastlinskih ekstraktov na rast plesni. Organizma smo kultivirali v
centrifugirkah (13 dni pri 28 °C), kamor smo dodali tekoce gojis¢e z rastlinskimi
ekstrakti. Po koncani kultivaciji smo odlili izrabljeno gojis¢e in micelij susili.
Stehtali smo tako pridobljeno suho biomaso. Na podlagi rezultatov smo ugotovili, da
rastlinski ekstrakti pri testiranih koncentracijah ne zavirajo rasti A. flavus in A.
westerdijkiae. V drugem delu poskusa smo dolocali koncentracijo aflatoksina B1 pri
A. flavus in koncentracijo ohratoksina A pri A. westerdijkiae. Plesni smo gojili na
trdnem gojis€u, kateremu smo dodali rastlinske ekstrakte. Koncentracijo
mikotoksinov v gojis€u smo po 13 dneh kultivacije dolocali s pomo¢jo encimsko
imunskega testa (ELISA). Ugotovili smo, da sta rastlinska izvlecka A in C
inhibitorno vplivala na produkcijo mikotoksinov pri testiranih organizmih.
Rastlinski izvle¢ek B je inhibiral sintezo ohratoksina A pri glivi A. westerdijkiae, pri
glivi A. flavus pa je presenetljivo povecal koncentracijo aflatoksina B1.
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S1

sl/en

The purpose of the research project is to determine and establish the influence of
plant extracts (plant extract A, plant extract B and plant extract C) on production of
mycotoxins in fungi Aspergillus flavus (ZIM F070) and Aspergillus westerdijkiae
(ZIM FO068). They are both mycotoxin producing moulds, often present in
contaminated food and animal feed. Aspergillus flavus produces mycotoxins
aflatoxin Bl and aflatoxin B2, which are proved to be cancerous substances.
Aspergillus westerdijkiae produces ochratoxin A and B, which are toxic compounds
as well. In the first part of experiment we determined the influence of plant extracts
on fungal growth. Both types of filamentous fungi were cultivated in tubes (for 13
days at 28 °C) to which we added selected culture medium with proper
concentration of plant extract. After 13 days the culture medium was poured away
and dried. Dry biomass of the mycelium was then weighed. Based on results we
found out that plant extracts at tested concentrations do not inhibit fungal growth. In
the second part of experiment we determined the concentration of aflatoxin B1 in A.
flavus and the concentration of ochratoxin A in A. westerdijkiae. The moulds were
cultivated on solid medium (for 13 days at 28 °C) to which we added selected
culture medium with proper concentration of plant extract. Concentrations of
mycotoxins were measured after 13 days by the Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA). Based on results we found out that plant extracts A and C have
inhibitory effect on mycotoxin production on tested fungi. Plant extract B has also
inhibitory effect on production of ochratoxin A by A. westerdijkiae, but surprisingly
increased the synthesis of aflatoxin B1 by A. flavus.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
A. flavus Aspergillus flavus
ATCC American Type Culture Collection
A. westerdijkiae  Aspergillus westerdijkiae
CYy gojisce (angl. Czapek yeast autolysate)
CYA gojisce (angl. Czapek yeast autolysate agar)
dH,O destilirana voda
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid)
ELISA encimsko imunski test (angl. Enzyme-linked immunosorbent assay)
EU Evropska unija
FAO Organizacija zdruZenih narodov za prehrano in kmetijstvo (angl.
Food and Agriculture Organization of the United Nations)
FLD fluorescen¢ni detektor
GC plinska kromatografija
HACCP (angl. hazard analysis critical control point)
HPLC tekocCinska kromatografija visoke loCljivosti
KV koeficient variiranja
LC-MS tekocCinska kromatografija z masno selektivnim detektorjem
M mol/l
min Minuta
NCBI National Center for Biotechnology Information
obr./min obrati na minuto
RIA radioimunska analiza
RP reverzna faza
SPR povrsinska plazmonska resonanca
t Cas
T Temperatura
TLC tankoslojna kromatografija
S standardna deviacija
v Volumen
Vb delovni volumen
W utezni odstotek
w/v utezno volumski odstotek
YES gojisce (angl. yeast extract-sucrose broth)
ZIM Zbirka industrijskih mikroorganizmov, Biotehniska fakulteta,

Ljubljana
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SLOVARCEK

Mikotoksini: so sekundarni metaboliti, ki jih tvorijo specificne vrste filamentoznih gliv. So
toksi¢ne, karcinogene in alergene spojine za cloveka in zivali.

Aflatoksini: so mikotoksini plesni iz rodu Aspergillus, ki se pogosto nahajajo na rastlinskih
substratih, kot so zitarice, fige, bu¢na in son¢ni¢na semena, razni orescki, tobak in druga
zivila. Pri ¢loveku in zivalih lahko povzrocijo raka na jetrih.

Ohratoksini: so skupina sekundarnih metabolitov toksikogenih plesni rodov Aspergillus in
Penicillium. Na ¢loveka in zivali delujejo nefrotoksi¢no in hepatotoksi¢no.
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1 UVOD

V zadnjem casu smo med potrosniki zivilske industrije pri¢a pove¢anem povprasevanju po
hrani brez umetnih konzervansov in po svezi hrani, ki bi bila minimalno tehnolosko
obdelana (Cowan, 1999). Negativna lastnost taksSnih izdelkov je hitrejSa in vecja
pokvarljivost, kar predstavlja veliko nevarnost za zdravje potrosnikov (Davidson in

Harrison, 2002).

Plesni so ena izmed skupin kvarljivcev, ki so odgovorni za spreminjanje kakovosti, okusa
in uzitnosti hrane, zraven tega imajo nekatere vrste plesni sposobnost tvorjenja
mikotoksinov. Mikotoksini so sekundarni metaboliti, ki jih tvorijo specificne vrste
filamentoznih gliv. To so spojine, ki veljajo za zelo toksic¢ne, karcinogene in alergene, tako
za Cloveka kot za zivali (Soliman in Badeaa, 2002). Prisotnost mikotoksina v surovinah
zivalske industrije in konénih produktih ima za posledico zdravstvene tezave in veliko
ekonomsko skodo (Sanchez in sod., 2005). Zaradi toksi¢nih lastnosti mikotoksinov je v
Stevilnih drzavah Ze predpisana zelo stroga zakonodaja glede maksimalne koli¢ine

mikotoksinov v hrani in krmi.

Uporaba rastlinskih ekstraktov je v Zivilski industriji Se posebej zanimiva, saj jih ima
veCina status GRAS (angl. Generally Recognized As Safe) in nam zato omogocajo bolj
naraven pristop h konzerviranju zivil. Rastline in rastlinski ekstrakti Ze imajo bogato
zgodovino uporabe v zdravilstvu, prehrani, religiji in drugih namenih (Burt, 2004). S
Stevilnimi raziskavami ugotavljamo vedno ve¢ uporabnih lastnosti zeliS¢ in drugih rastlin
na podrocju zivilske industrije, kozmeti¢ne industrije in tudi farmacije. Zato je namen
novejsih raziskav med drugim poiskati tudi taksne rastlinske ekstrakte, ki bi zavirali rast

plesni in produkcijo mikotoksinov.
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1.1 CILJI RAZISKOVANJA

Cilj naloge je bil oceniti vpliv razli¢nih rastlinskih ekstraktov (v besedilu rastlinski
izvlecek A, rastlinski izvle¢ek B in rastlinski izvle¢ek C) na rast in produkcijo
mikotoksinov pri Aspergillus flavus — ZIM F070 in Aspergillus westerdijkiae — ZIM F068.

Spremljali smo tudi Casovni potek rasti biomase izbranih gliv.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Postavili smo naslednje hipoteze:

Hipoteza 1

Rastlinski ekstrakti pri nizjih koncentracijah ne vplivajo na rast nitastih gliv.

Hipoteza 2
Rastlinski ekstrakti pri nizjih koncentracijah vplivajo na produkcijo mikotoksinov pri

nitastih glivah.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 MIKOTOKSINI

Beseda mikotoksin izvira iz kombinacije grSke in latinske besede: myces (gr.) — gliva in
toxikum (lat.) — strup. Mikotoksini so naravne nizkomolekularne organske spojine, ki so si
strukturno zelo razli¢ne.

So sekundarni toksi¢ni metaboliti, ki jih sintetizirajo nitaste saprofitne glive. Mikotoksini
so kemi¢no heterogena skupina, kateri je skupno toksi¢no delovanje na ¢loveka in druge
vretencarje. V to skupino spada ze ve¢ kot 300 spojin (Cole in Cox, 1981).

V skupino mikotoksinov pa ne spadajo nizkomolekularni sekundarni metaboliti, katerih
toksicnost je v glavnem omejena na mikroorganizme (npr. penicilin, ki ga uvr§¢amo med
antibiotike) ter spojine, ki so za ¢loveka toksi¢ne zgolj v vecjih koncentracijah (npr. etanol)

(Bennett, 1987).

Bolezni, ki jih povzrocajo mikotoksini, imenujemo mikotoksikoze. Do njih prihaja zaradi
zauzitja hrane rastlinskega ali zivalskega izvora, ki je bila kontaminirana s toksikogenimi

plesnimi, oziroma natancneje, njithovimi izloc¢ki mikotoksini (Bennett in Klich, 2003).

Mikotoksikoze so poznane po celem svetu, npr. ergotizem v Evropi, alimentarna toksi¢na
aleukija v Rusiji, akutna aflatoksikoza v Jugovzhodni Aziji, humani primarni jetrni
karcinom v JV Aziji in v Afriki. Okratoksin A naj bi bil vzrok tudi za balkansko
endemicno nefropatijo in kroni¢ni nefritis v severni Afriki (Northolt in sod., 1995; Van

Egmond, 1995).

Mikotoksini vstopijo v organizem prvenstveno z uzivanjem hrane, z vdihovanjem
mikotoksikogenih spor plesni, mogoca pa je tudi dermalna pot njihovega vnosa, pri kateri
mikotoksini v organizem preidejo skozi koZo, in sicer kot posledica fizicnega kontakta s
plesnimi (Bennet in Klich, 2003).

Izpostavljenost organizma toksi¢nim mikotoksinom se kaze v akutnih in kroni¢nih
obolenjih, odvisno od Casa in pogostosti izpostavljenosti dolo¢enemu toksinu. Do akutne
zastrupitve pride po casovno kratkotrajni (24 ur ali manj) izpostavljenosti smrtni dozi
doloCenega toksina (JerSek in sod., 2004). TakSne zastrupitve se lahko koncajo tudi s

smrtjo (Pitt, 2000). PogostejSi pa so kroni¢ni znaki zastrupitve, ki so posledica
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izpostavljenosti organizma manjSim koli¢inam mikotoksinov skozi daljSe casovno obdobje

(James, 1985).

Najpogostejsi vir okuzbe z mikotoksini so Zitna zrna, bu¢na in son¢ni¢na semena, razni
orescki, sadezi citrusov in suho sadje. V vecjih koli¢inah se pojavlja v hrani okrog 20
mikotoksinov, ki so proizvod gliv iz rodov Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria,
Claviceps in Helminthosporium. Ti toksini letno kontaminirajo priblizno 25 % vse
svetovne hrane (Gilbert in Anklam, 2002; Coulombe 1993).

Organizmi iz rodu Aspergillus proizvajajo toksine, kot so aflatoksini, ohratoksini,
sterigmatocistin in ciklopiazonsko kislino. Rod Penicillium proizvaja toksine patulin,
ohratoksine, citrinin, penitrem A in ciklopiazonsko kislino. Toksini rodu Fusarium so
deoksinivalenol, nivalenol, zearalenon, T-2 toksin, diacetoksiskirpenol, moniliformin in
fumonizini. Rod Alternaria proizvaja tenuazonsko kislino, alternariol in njegov
metileterski derivat. Glive iz rodu Claviceps so vir ergot alkaloidov. Citohalasini pa so

proizvod plesni rodu Helminthosporium (Bennet in Klich, 2003; Richard, 2007).

2.1.1 Aflatoksini

Aflatoksine so prvi¢ izolirali in identificirali leta 1961, ko je poginilo ve¢ kot 100.000
puranov in druge perutnine, katero so hranili s kikirikijevo moko iz Brazilije. Izbruh
bolezni so takrat poimenovali »turkey X disease«. Ugotovili so, da je bila moka
kontaminirana s plesnijo Aspergillus flavus. 1z te plesni so kasneje izolirali skupino
toksinov, ki so jih poimenovali aflatoksini. Beseda aflatoksin tako izhaja iz besed

»Aspergillus flavus toksin« (Blount, 1961).

Aflatoksini so difurokumarinski derivati, ki so sintetizirani v poliketidni metabolni poti
nekaterih sevov nitastih gliv iz rodu Aspergillus (Klich in sod., 2000). Glavni Stirje
predstavniki skupine aflatoksinov so aflatoksin B1, B2, Gl in G2. Razdelitev je bila
narejena na osnovi fluorescence molekul v prisotnosti UV-svetlobe. Aflatoksini skupine B
fluorescirajo pri modri (blue) valovni dolzini, medtem ko aflatoksini skupine G pri zeleni
(green) valovni dolzini. Med vsemi oblikami aflatoksinov je oblika B1 najpogostejSa in

tudi najbolj karcinogena. Poznamo pa Se najmanj 16 drugih oblik mikotoksinov, ki
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veCinoma nastajajo kot posledica biotransformacij oziroma razgradnje aflatoksinov

(Heathcote in sod., 1978; Goldblatt, 1969).

o] o Q o]
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Slika 1: Strukturna formula aflatoksina B1 in B2 (Tarin in sod., 2004)

Glavni producenti mikotoksinov skupine aflatoksini so organizmi iz rodu Aspergillus. V
povezavi s kontaminacijo hrane oziroma krme se najpogosteje pojavljata A. flavus in A.
parasiticus, medtem ko se A. bombycis, A. ochraceoroseus, A. nomius in A. pseudotamari
pojavljajo redkeje (Klich in sod., 2000; Peterson in sod., 2001). Znotraj toksikogenih vrst
plesni pa obstajajo velike razlike med sevi. Tako samo polovica sevov A. flavus proizvaja

aflatoksine, katerih koncentracije lahko zelo variirajo (Klich in Pitt, 1988).

Aflatoksini se pogosto nahajajo na rastlinskih substratih, kot so zitarice, fige, bu¢na in

son¢ni¢na semena, razni orescki, tobak in druga zivila (Diener in sod., 1987).

Aflatoksini so toksi¢ni za sesalce, perutnino in ribe. Imajo ve¢ znanih bioloskih ucinkov,
kot so karcinogenost, imunotoksi¢nost in hepatotoksi¢nost (Eaton in Groopman, 1994;
Newberne in Butler, 1969). Jetra so primarni taréni organ aflatoksinov. Tumorji so tukaj

najpogostejsi, a se lahko pojavljajo tudi drugod (Peerse in Linsell, 1973).

Aflatoksin B1 deluje tako, da se pretvori v obliko, ki se lahko veze na DNA.
Transformacija poteka v jetrih s citokromom P450, ki aflatoksin B1 pretvori v razli¢ne

produkte (slika 2), ki so vec¢inoma manj toksi¢ni kot sam aflatoksin B1. Znan produkt je
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aflatoksin M1, gre za hidroksilirano obliko aflatoksina B1. Najveckrat ga najdemo v mleku
zivali, ki so jih hranili z aflatoksini onesnazeno hrano. Drugi znani produkt razgradnje
aflatoksina B1 v telesu je aflatoksin B1-8,9-epoksid, ki lahko reagira z gvaninskim
dusikom na mestu 7. V primeru, Ce ta reakcija potece z gvaninskim ostankom na DNA,
lahko to vodi v mutacijo oziroma natan¢neje v tranzverzijo GC baznega para v TA bazni
par (Foster in sod., 1983). Pomembna povezava pri nastanku hepatokarcinoma je verjetno
inaktivacija p53 tumor supresorskega gena v nekaterih celicah jeter. Ta gen se dokazano
inaktivira, ¢e pride do mutacije v predelu kodona 249. Ta mutacija je povezana s
tranzverzijo baze G v bazo T oziroma AGG v AGT. Prav takSna zamenjava v baznih parih
pa je znan mehanizem delovanja omenjenega aflatoksina B1-8,9-epoksida (Bressac in sod.,
1991; Eaton in Gallagher, 1994).

Obcutljivost organizma na aflatoksine je odvisna od razmerja med hitrostjo detoksifikacije
s pomocjo glutationa (Raj in sod., 1986) in aktivacije oziroma nastajanja mutagene oblike
aflatoksina, to je aflatoksina B1-8,9-epoksid (Eaton in Groopman, 1994). Tako je
dokazano, da se aflatoksin Stirideset krat pogosteje veze na DNA v jetrih podgan, kot na
DNA v jetrih misi (Lutz in sod., 1980). Znane pa so tudi razlike v obcutljivosti med
pripadniki iste vrste. Razlike so posledica razlicnih dejavnikov, kot so starost, spol, teza,
prehrana in predhodno zdravstveno stanje (Cullen in Newberne, 1994; Eaton in Groopman,

1994; Newberne in Butler, 1969).
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Slika 2: Shema metabolizma aflatoksina B1 (Coulombe, 1993)

Zaradi karcinogenih lastnosti aflatoksinov je v Stevilnih drzavah predpisana zelo stroga
zakonodaja glede dovoljene maksimalne koli¢ine aflatoksinov v hrani. Tako v Ameriki
FDA (U.S. Food and Drug Administration) doloca, da je maksimalna vsebnost vsote
aflatoksinov B1, B2, Gl in G2 v hrani 20 pug/kg, v mleku pa je dovoljena vsebnost
aflatoksina M1 0,5 pg/kg (FAO Food and Nutrition Paper No. 81).

Evropska unija ima predpisano Se strozjo zakonodajo. Z Uredbo EC 1881/2006 je dolocena
skupna vsebnost aflatoksinov v hrani (vsota aflatoksinov B1, B2, G1 in G2) in vsebnost
aflatoksina B1 samega, ki je najbolj toksi¢na oblika. Tako je skupna vsebnost aflatoksinov
v hrani, npr. v suhem sadju najve¢ 10 pg/kg, medtem ko je v mleku dovoljena koli¢ina

aflatoksina M1 le 0,05 pg/kg.

2.1.2 Ohratoksini

Predstavnika ohratoksinov, ohratoksin A, je prvi¢ izoliral Van der Merwe s sodelavci leta

1965, kot metabolit glive Aspergillus ochraceus. Po tej plesni, ki izlo¢a oker barvilo, je ta
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skupina toksinov tudi dobila ime. Odkritje toksina je bil del obSirne raziskave, ki je bila
namenjena izkljuéno iskanju novih, do tedaj Se nepoznanih mikotoksinov pri glivah. Povod
za tako obSirno raziskavo in iskanje novih mikotoksinov je bilo ravno odkritje aflatoksinov

nekaj let pred tem (Van der Merwe in sod., 1965).

Ohratoksini so poliketidni derivati dihidroizokumarina, ki je preko karboksilne skupine na
mestu 12 z amidno vezjo vezan na L-B-fenilalanin. Med seboj se razlikujejo po radikalu,
vezanem na osnovno molekulo. V skupino ohratoksinov spada vsaj sedem strukturno
sorodnih spojin. Med njimi sta najbolj toksi¢na ohratoksin A in njegov metilni derivat

ohratoksin C.

NH
COOH O

OHRATOKSIN A

Slika 3: Strukturna formula ohratoksina A (Tarin in sod., 2004)

Glavni producenti ohratoksinov so glive iz rodu Aspergillus (A. alliaceus, A. auricomus,
A. carbonarius, A. glaucus, A. melleus, A. niger in druge). Posebna pozornost je bila
posvecena vrsti A. niger, saj gre za organizem, ki se uporablja v proizvodnji nekaterih
encimov in citronske kisline, ki se tudi uporablja v zivilstvu. Zato je potrebno zagotoviti,
da industrijski sevi, ki se uporabljajo v proizvodnji, ne producirajo ohratoksinov. Znan pa
je Se vsaj eden organizem iz rodu Penicillium, to je P. verrucosum, ki tudi sintetizira

ohratoksin in pogosto kontaminira je¢men (Chu, 1974; Pitt, 1987).

Ohratoksine lahko najdemo v razlicnih Zzivilih rastlinskega in Zivalskega izvora.
Najpogosteje ga odkrivamo v kavnih zrnih, kakavu, zitih, suhem sadju, papriki, zaCimbah
in grozdju. To so tudi rastlinski substrati, na katerith uspe$no rastejo ohratoksin

producirajoce plesni. V hrani zivalskega izvora pa je ohratoksin prisoten zaradi poCasnega
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izloanja iz organizma zivali, ki so jih hranili z ohratoksini kontaminirano krmo

(Marquardt in Frohlich, 1992; Pitt, 2000; Van Egmond in Speijers, 1994).

Ohratoksin A prizadene predvsem ledvice, kjer povzro¢i akutne ali kroni¢ne razjede, v
vi§jih koncentracijah pa deluje toksicno tudi na jetra. Ohratoksin A tako deluje
nefrotoksi¢no, hepatotoksi¢no, imunotoksi¢no, karcinogeno in teratogeno (Beardall in
Miller, 1994; Kuiper —Goodman in Scott, 1989). Ohratoksin povezujejo z nastankom vsaj
dveh kroni¢nih bolezni pri sesalcih, to je endemsko nefropatijo praSicev in balkansko
endemsko nefropatijo pri Cloveku. Balkanska endemska nefropatija je bolezen, ki pri
ljudeh povzroca kroni¢no obolenje ledvic. To ledviéno obolenje je najpogostejSe v
skandinavskih drzavah in na podro¢ju jugovzhodne Evrope v Srbiji, Bosni, Hrvaski,
Bolgariji in Romuniji. Bolezen povezujejo tudi z nastankom tumorjev na urinarnem traktu

(Pfohl-Leszkowicz in sod., 2002).

Poznani so vsaj trije mehanizmi delovanja ohratoksina A na celi¢no fiziologijo:

- Ohratoksin A je derivat L-fenilalanina, zato lahko inhibira delovanje fenilalanin-
tRNA sintetaze. Prihaja do kompetativne inhibicije sintetaze zaradi tekmovanja
med fenilalaninom in ohratoksinom A za vezavo na ta encim. Posledica tega
mehanizma je inhibicija sinteze proteinov (Bunge in sod., 1979, Marquardt in
Frohlich, 1992).

- Zavira nastajanje ATP v mitohondrijih ledvic, tako da inhibira znotraj
mitohondrijski transport fosfata (Meisner in Meisner, 1981).

- Povzroca lipidno peroksidacijo ter oksidativni stres (Rahimtula in sod., 1988).

Ohratoksin je dokazano nevaren za zdravje ljudi in zivali, zato je Evropska unija z uredbo
EC 466/2001 nato pa Se z dopolnitvijo te uredbe EC 123/2005, dolocila maksimalne
koncentracije ohratoksina A za nekatera Zivila rastlinskega izvora. Tako je maksimalna
vsebnost ohratoksina, ki je Se dovoljena v nepredelanih surovih zitih 5 pg/kg, v

prehrambenih izdelkih iz zita 3 pg/kg, v suhem sadju, npr. v rozinah pa 10 pg/kg.
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2.2 ANALITIKA - METODE DETEKCIJE MIKOTOKSINOV

Zaradi pomembnosti mikotoksinov za zdravje ljudi in Zivali so bile do danes razvite
Stevilne metode za kvalitativno in kvantitativno doloanje mikotoksinov. Najbolj razSirjene
metode za detekcijo mikotoksinov so tankoslojna kromatografija (TLC), plinska
kromatografija (GC), visokotlaéna tekoCinska kromatografija (HPLC), tekocCinska
kromatografija z masno selektivnim detektorjem (LC-MS) in razli¢ne imunoloske metode,
kot je encimsko imunski test (ELISA) in radioimunska analiza (RIA) (Bullerman, 2003). V
zadnjem c¢asu pa se razvijajo tudi nove metode, ki temeljijo na osnovi biosenzorjev (npr.

SPR), infrardece svetlobe in zvoc¢nih lastnosti (Krska in sod., 2007).

Prve metode, ki so jih razvili za detekcijo aflatoksinov in ohratoksinov, so bile osnovane
na osnovi njihovih fluorescencnih lastnosti. To so bile kvantitativne oziroma
semikvantitativne metode. Ena izmed njih je bila tankoslojna kromatografija (TLC). Z
razvojem tekoCinske kromatografije in imunoafinitetnih kolon, ki omogocajo ucinkovito

odstranjevanje interference, so TLC pocasi opustili (JuriSevi¢ Kahne, 2005).

2.2.1 HPLC

Osnovne in najhitrejSe metode bazirajo na analizi z visokotla¢no tekocinsko kromatografijo
(HPLC) na reverzni fazi (RP) kolone ter fluorescenc¢no detekcijo (FLD). Po ustreznem
vzor¢enju je potrebno najti ustrezen postopek ekstrakcije za ¢im bolj uéinkovito izolacijo
mikotoksina iz Zivila. Za boljSo ekstrakcijo toksina se uporablja kar nekaj razli¢nih vodnih
raztopin, topil (metanol, acetonitril, kloroform, diklorometan, etilacetat in druga) in

WV W

kolonah, ki odstranjujejo prisotne necisto¢e — interferirajo¢e komponente zivila v
ekstraktu. Izbira nacina ¢iscenja ekstrakta odlo¢ilno vpliva na mejo detekcije postopka.
Trenutno so imunoafinitetne kolone najbolj ucinkovite in selektivne. Njihova uporaba je
enostavna, zahteva kratek Cas, zagotavlja popolnoma avtomatiziran sistem analize in
dovoljuje uporabo vecjega Stevila vzorcev. Imunoafinitetna kolona ima vezana specifi¢na

protitelesa, na katera se vezejo le molekule dolo¢enega mikotoksina iz ekstrakta, ostale
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komponente pa speremo iz kolone. Vezan toksin z ustreznim topilom eluiramo iz kolone.
Tako pripravljen eluat je primeren za identifikacijo in kvantitativno analizo na prisotnost
toksina z HPLC-FLD, ki simultano identificira in kvantitativno dolo¢i vsebnost toksina v
analiziranem vzorcu. Identifikacija se izvede s primerjavo retenzijskega ¢asa standarda, na
osnovi povrSine kromatografskega vrha pa se dolo¢i koncentracija toksina (Bullerman,

2003).

2.2.2 Encimsko-imunska metoda (ELISA)

V zadnjem casu se za detekcijo mikotoksinov uveljavljajo tudi razlicne imunoloSke
metode, kot je npr. encimsko imunski test (ELISA). Gre za metodo, ki ni zahtevna za
izvedbo, ne potrebuje drage opreme za analitiko, prav tako pa ni potrebno predhodno
¢isenje vzorcev oziroma je le-to enostavno. ELISA je visoko obcutljiva kvantitativna
metoda, ki se izvaja v veC razlicnih izvedbah, med katerimi sta indirektna in direktna

kompetativna metoda, najbolj pogosti (Krska in sod., 2007).

ELISA lahko temelji na vezavi antigena s primarnim protitelesom, ki ga predhodno
vezemo na trak oz. strip (ang. lateral flow strip technology, ki je zelo uporaben na terenu)
ali pa na mikrotitersko ploscico (v laboratoriju). Na primarno protitelo se veze ustrezen
antigen oziroma iskani mikotoksin, tako nastali kompleks se nato veze Se z encimom
konjugiranim sekundarnim protitelesom. Encim po dodatku specificnega substrata le-tega
spremeni, kar povzro€i spremembo barve. Gre za t.i. »sendvi¢ tehniko« encimsko-

detekcijskega sistema, kvantifikacija pa se izvaja s pomocjo merjenja absorbance (Ahmed,

2002).
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3 MATERIAL IN METODE

Koncni rezultati eksperimentalnega dela diplomske naloge predstavljajo meritve teze suhe
biomase in meritve koncentracije mikotoksinov v vzorcih pridobljenih po koncani
kultivaciji plesni na trdnem gojiscu. Laboratorijsko delo je potekalo v vec delih, ki so si

sledili v zaporedju, prikazanem na sliki 4.

organizma: namnoZevanje plesni v suspendiranje spor v
- Aspergillus flavus demetrijevi steklenici na fizioloski raztopini z 0,5%
- Aspergi_l_lu_s ~a|  trdnem gojiscu MEA; - Tween 80;
westerdijkiae 7-10 dni (do e Stetje spor in priprava
sporulacije), T = 26 °C ustrezne redcitve za
’ inokulacijo
/ Y
TRDNO GOJISCE: dodajanje TEKOCE GOJISCE:
na trdno gojisce (9 ml v rastlinskih v 15 ml tekocega gojisca
petrijevi plos¢i) inokuliramo izvleckov v inokuliramo 1,5 - 10° spor;
10° spor; kultivacija na trdnem [ gojisée (koncna i aerobna submerzna
CYA oz. YES gojiscu, do 15 konc. rast. kultivacija v tekocem CY
dni v temi, T =28 °C ekstraktov 0,5; 1; 0z. YES gojiscu, do 15 dni
2;51in 10 g/l) v temi, T =28 °C
v
priprava vzorcev: v
centrifugirar}je trdnega gojisca in susenje biomase
zbiranje supernatanta (18 ur, T = 60 °C)

A 4

shranjevanje vzorcev v 1,5 ml

mikrocentrifugirkah, T = - 20 °C A 4
tehtanje suhe biomase

merjenje koncentracije
mikotoksinov v vzorcih z
ELISA testi

Slika 4: Shema poteka dela
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3.1 METODE
3.1.1 NamnoZevanje plesni

Namnozevanje plesni smo izvedli tako kot v svojem ¢lanku navajata Fan in Chen (1999).
Iz petrijeve plos¢e smo izrezali del¢ek s plesnijo preraslega trdnega gojisca. S tem
kosc¢kom smo nato inokulirali trdno gojis¢e MEA v demetrijevi steklenici. Tako inokuliran

posevnik smo nato inkubirali pri 26 °C v temi, 7-10 dni oziroma do sporulacije plesni.

3.1.2 Priprava inokuluma

Inokulum spor smo pripravili tako kot v c¢lanku navaja Nguefack in sod. (2004).
Namnozeno kulturo plesni smo prelili s 30 ml fizioloske raztopine, ki smo ji dodali 2
kapljici Tween 80 za lazje dispergiranje hidrofobnih spor. S cepilno zanko smo sprostili
spore v sterilno fiziolosko raztopino. Z direktnim S$tetjem pod mikroskopom smo s
pomocjo Biirker-Tiirkove Stevne ploscice (slika 3) dolocili Stevilo spor v inokulumu.

Presteli smo celice v petih kvadratkih (oznaceno z B), znotraj vecjega kvadratka (na sliki 3

oznacenega z A). Po enacbi (1) smo izracunali povprecno Stevilo celic na kvadratek (N)

in to §tevilo pomnozili s faktorjem redgitve ter konstanto 2,5 - 10°.

Stevilo celic/ml = N - 2,5 - 10° (D)

| 128 e E:%Ezﬂ %

i |

!ﬁ ﬁf;;#;;;ﬁﬁ;;;ﬁ |

i ﬁeaﬁggiﬁ;;;;ﬁ i

it R rEE s s R s e o 31
i mm

Slika 5: Shematski prikaz Biirker-Tiirkove Stevne ploscice (Biirker-Tiirk, 2008)
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Ko smo dolo¢ili Stevilo celic v mililitru, smo uporabili ustrezen volumen za inokulacijo.
Za inokulacijo tekogega gojis¢a je bila konéna koncentracija 110" spor na mililiter gojisca.
Za inokulacijo trdnega gojis¢a je bila konéna koncentracija 1-10° spor na petrijevo plos¢o

(9 ml gojisca v petrijevi plosci @ 70 mm).
3.1.3 Submerzna kultivacija

Submerzna kultivacija je potekala tako, kot jo v ¢lanku opisuje Ren (1999), le da je
kultivacija namesto v elermajericah potekala v sterilnih centrifugirkah (50 ml) velikosti
30x115 mm. V centrifugirko smo odmerili 10,5 ml sveze pripravljenega gojis¢a YES
oziroma 14,1 ml sveZe pripravljenega gojis¢a CY, zamasili z zamaskom iz umetne pene in
sterilizirali v avtoklavu (20 min, 121 °C, 1,2 bara). Po sterilizaciji smo v gojis¢e dodali s
filtracijo sterilizirano 50% (w/v) vodno raztopino saharoze, in sicer 4,5 ml v centrifugirke z
dodali (razen v kontrole) rastlinske ekstrakte (rastlinski izvlecCek A, rastlinski izvle¢ek B in
rastlinski izvlecek C) tako da je bila kon¢na koncentracija ekstrakta v gojiscu 0,5; 1,0; 2,0
in 5,0 g/l. V centrifugirke, ki smo jih uporabili za kontrolo rasti, smo v 15 ml gojisca
dodali 375 pul 96 % etanola (Merck). To je enak volumen etanola, kot ga dodamo v gojisce

pri dodajanju rastlinskega ekstrakta z najvisjo koncentracijo (to je 5,0 g/l).

Pripravljeno gojis¢e smo nato inokulirali s sporami plesni tako, da je bila kon¢na
koncentracija 1-10* spor na mililiter goji§¢a. Plesni smo kultivirali v temi pri 28 °C v
inkubatorju. Casovni potek rasti smo spremljali z vzoréenjem 3., 6., 9., 11, 13 in 15. dan
kultivacije, za ugotavljanje vpliva rastlinskih ekstraktov na rast plesni smo vzor¢ili 13. dan

kultivacije.

3.1.4 Merjenje suhe biomase

TeZzo suhe biomase smo dolocali po postopku, kot ga je v ¢lanku opisal Badei (1992).
Postopek smo nekoliko spremenili, in sicer smo suho biomaso susili v centrifugirki pri
60 °C 18 ur. Na dan vzorcenja smo iz centrifugirke, v kateri je rasla plesen, previdno odlili
izrabljeno gojis¢e tako, da je micelij ostal v centrifugirki. Nato smo centrifugirko z

biomaso suSili 18 ur do konstantne mase pri temperaturi 60 °C. Po 18 urah smo
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centrifugirko skupaj z biomaso stehtali. Od teze centrifugirke s suho biomaso smo odsteli
tezo prazne centrifugirke, ki smo jo stehtali pred inokulacijo. Tako smo dobili tezo suhe

biomase, ki je zrasla v 50 ml centrifugirki s 15 ml gojisca.
3.1.5 Kultivacija na povrSini agarja v petrijevih ploS¢ah

Kultivacijo na povrsini agarja v petrijevih plos¢ah smo izvedli po metodi, kot sta jo opisala
Soliman in Badeaa (2002). Kultivacija na trdnem gojiScu je potekala v petrijevih plos¢ah
premera 70 mm, v katere smo odmerili 9 ml gojis¢a. V 1000 ml infuzijskih steklenicah
smo avtoklavirali 350 ml sveZe pripravljenega gojis¢a YES oziroma 470 ml sveze
pripravljenega gojis¢a CYA. Po sterilizaciji smo v gojisce dodali s filtracijo sterilizirano 50
% (w/v) vodno raztopino saharoze, in sicer 150 ml izhodne raztopine v steklenico z
gojis¢em YES in 30 ml izhodne raztopine v steklenico z gojis¢em CYA. Preden smo
gojis¢e nalili v petrijeve ploS¢e, smo dodali rastlinske ekstrakte (rastlinski izvlecek A,
rastlinski izvle¢ek B in rastlinski izvleCek C), tako da je bila kon¢na koncentracija

ekstrakta v gojiscu 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 in 10,0 g/1.

Naslednji dan smo trdno gojisce v petrijevih ploScah inokulirali s sporami plesni tako, da je
bila konéna koncentracija 1-10° spor na petrijevo ploso. Plesni smo kultivirali v temi pri
28 °C v inkobatorju. Casovni potek rasti smo spremljali z vzoréenjem 3., 6., 9., 11., 13. in
15. dan kultivacije, za ugotavljanje vpliva rastlinskih ekstraktov na rast plesni smo vzor¢ili

13. dan kultivacije.

Za potrebe vzorcenja smo uporabili naslednji protokol:

e prenos celotnega trdnega gojisce skupaj z micelijem plesni iz petrijeve ploSce na
sterilno gazo

e prenos sterilne gaze skupaj z gojis€em v 50 ml centrifugirko

e zaprtje centrifugirke s plasticnim pokrovom, rob gaze je ujet na zunanji strani
centrifugirke

e centrifugiranje centrifugirke z gojis¢em 6 min pri 3000 obr./ min

e odstranitev gaze z gojis¢em po centrifugiranju in odpipetiranje supernatanta z dna
centrifugirke
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e prenos vzorcev v 2 ml mikrocentrifugirke in centrifugiranje 10 min pri 14000
obr./min

e prenos supernatanta brez usedlin v nove mikrocentrifugirke

e zamrznitev vzorcev pri -20 °C

3.1.6 Merjenje koncentracije mikotoksinov

3.1.6.1 Merjenje koncentracije aflatoksinov

Koncentracijo aflatoksina (Bl in B2) smo izmerili z komercialnim ELISA kompletom
Celer AFLA ELISA kit proizvajalca Tecna. Meritve smo izvedli po protokolu, ki je

naveden v navodilih proizvajalca Tecna (Mycotoxins, 2005).

Celer AFLA ELISA komplet je zasnovan na polistirenski mikrotiterski ploscici, v kateri so
na povrsino jamic vezana anti-aflatoksin protitelesa. V pripravljalni mikrotiterski plosc¢ici
smo zmesali z encimom oznacen aflatoksin in aflatoksin iz vzorca. Tak§no meSanico smo
nato prenesli v mikrotitersko ploscico, ki je prevlecena z anti-aflatoksin protitelesi. Med
inkubacijo prosti aflatoksin (iz vzorca) in aflatoksin, oznacen z encimom tekmujeta za
vezavna mesta na anti-aflatoksin protitelesih. Nevezani aflatoksin smo odstranili s
spiranjem. Koncentracijo vezanega encima na mikrotitersko plos¢ico smo dolo¢ili
posredno z encimsko aktivnostjo. Encim pretvori brezbarvni substrat v modro obarvan
produkt. Z dodatkom reagenta, ki zaustavi reakcijo, se barva produkta iz modre spremeni
v rumeno. Nato smo izmerili absorbanco pri 450 nm. Obarvanost produkta je

obratnosorazmerna koli¢ini aflatoksina v vzorcu.

Po navodilih proizvajalca Tecna smo izvedli slede¢i postopek za merjenje koncentracije

mikotoksinov (Mycotoxins, 2005):

e pipetiranje po 100 pl encimskega konjugata v jamice pripravljalne mikrotiterske
ploscice

e dodatek 50 pl prilozenega standarda oziroma vzorca v dolo¢eno jamico

e premeSanje volumna meSanice z mikropipeto
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e prenos 100 pl vsebine v mikrotitersko plos¢ico, jamice so prevleCene z anti-
aflatoksin protitelesi

¢ inkubiranje mikrotiterske plos¢ice natan¢no 10 minut pri sobni temperaturi
e odlitje meSanice iz jamic po koncani inkubaciji

e trikratno spiranje jamic mikrotiterske plos¢ice s pufrom za spiranje

e odlitje pufra za spiranje, pivnanje mikrotiterske plos¢ice s papirnato brisaco

e dodatek 100 pl raztopine za razvijanje reakcije v vsako jamico mikrotiterske
ploscice in rahlo pomesSanje

¢ inkubiranje meSanice natan¢no 5 minut pri sobni temperaturi

e dodatek 50 pl raztopine za zaustavitev reakcije in ponovno rahlo pomeSanje
mikrotiterske ploscice

e merjenje absorbance (pri 450 nm) v roku 60 minut po ustavitvi reakcije

3.1.6.2 Merjenje koncentracije ohratoksina A

Koncentracijo ohratoksina A smo izmerili z komercialnim ELISA kompletom I’'screen
OCHRA proizvajalca Tecna. Meritve smo izvedli po protokolu, ki je naveden v navodilih

proizvajalca Tecna (Mycotoxins, 2005).

I'screen OCHRA komplet je zasnovan na polistirenski mikrotiterski plos¢ici, v kateri so na
povrsino jamic vezana proti kunc¢ja IgG protitelesa. V mikrotiterski plos€ici smo zmesali z
encimom (hrenovo peroksidazo-HRP) oznacen ohratoksin, ohratoksin iz vzorca in
specificna anti-ohratoksin protitelesa. V Casu inkubacije molekule ohratoksina A (iz
vzorca) in ohratoksin A (konjugiran z encimom HRP) tekmujeta za prosto vezavna mesta
na anti-ohratoksin kuncjih protitelesih. TakSno meSanico smo nato prenesli v mikrotitersko
plos¢ico, ki je prevlecena s proti kuncjimi IgG protitelesi. Anti-ohratoksin kuncja
protitelesa (z vezanim ohratoksinom) se vezejo s proti kun¢jimi IgG protitelesi, ki so
pritrjena v jamicah mikrotiterske plos¢ice. Nevezani ohratoksin smo odstranili s spiranjem.

Koncentracijo vezanega encima (HRP) na mikrotitersko plos¢ico smo dolo¢ili posredno z
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encimsko aktivnostjo. Encim pretvori brezbarvni substrat v modro obarvan produkt. Z
dodatkom reagenta, ki zaustavi reakcijo, se barva produkta iz modre spremeni v rumeno.
Nato se izmeri absorbanca pri 450 nm. Obarvanost produkta je obratno sorazmerna koli¢ini

ohratoksina v vzorcu.

Po navodilih proizvajalca Tecna smo izvedli sledeci postopek za merjenje koncentracije

mikotoksinov:

e dodatek 50 pl prilozenega standarda oziroma vzorca v dolo¢eno jamico
mikrotiterske ploscice

e dodajanje 100 pl encimskega konjugata z mikropipeto v jamice mikrotiterske
ploscice

e rahlo pomesanje mikrotiterske ploscice

e inkubiranje meSanice 20 minut pri sobni temperaturi

e odlitje meSanice iz jamic po konc¢ani inkubaciji

e trikratno spiranje jamic mikrotiterske plos¢ice s pufrom za spiranje

e odlitje pufra za spiranje, pivnanje mikrotiterske plos¢ice s papirnato brisaco

e dodatek 200 pl raztopine za razvijanje reakcije v vsako jamico mikrotiterske
ploscice in rahlo pomesanje

¢ inkubiranje meSanice natan¢no 20 minut pri sobni temperaturi

e dodatek 50 pl raztopine za zaustavitev reakcije in ponovno rahlo pomeSanje
mikrotiterske ploscice

e merjenje absorbance (pri 450 nm) v roku 60 minut po ustavitvi reakcije

3.1.7 Statisticna obdelava podatkov

Poskusi so bili izvedeni v ve¢ ponovitvah, zato smo dobljene rezultate statisti¢no obdelali
in ovrednotili. Dobljeni izraCuni so nam bili v pomo¢ pri razlagi vpliva rastlinskih

ekstraktov na rast in produkcijo mikotoksinov pri nitastih glivah. Rezultate meritev smo
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podali kot povpre¢no vrednost in oceno variabilnosti oziroma standardnega odklona od
povpre¢ne vrednosti razlicnih gojitev. Podatke za rast biomase in produkcijo mikotoksina
smo dobili na podlagi treh neodvisnih bioloskih ponovitev in dvakratnega merjenja
vsakega vzorca. Vse statisticne operacije smo izvedli s pomocjo programa Microsoft Excel

(average, stdev, t-test).

3.1.7.1 Povprecna vrednost

Pri Stetju spor, tehtanju teze suhe biomase in merjenju absorbance za dolocanje

koncentracije mikotoksinov smo vse meritve izvedli v ve¢ ponovitvah.

Rezultate meritev smo podali kot povpreéno vrednost ( X ) — enacba (2) (Kosmelj, 2001).

X =12 ..(2)
X -povprecna vrednost; n-Stevilo vzorcev; X - vrednost i-te meritve; n-Stevilo meritev

3.1.7.2 Standardni odklon, koeficient variiranja

Za oceno variabilnosti rezultatov pri vzorcih smo uporabili standardni odklon (SD) —

enacba (3) in koeficient variiranja (KV) — enacba (4) (Kosmelj, 2001).

. 3)

KV (%) = S7D-100 e

3.1.7.3 t-test
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PreizkuSanje domneve o razliki med povpre¢jema dveh majhnih neodvisnih vzorcev
(kontrolnega in tretiranega vzorca) imenujemo t-test (Adamic, 1989). Preizkus temelji na
vzoréni porazdelitvi razlik dveh povprecij. Osnovna domneva je, da se povprecji obeh
vzorcev znacilno razlikujeta. Nacelna domneva pa je, da oba vzorca izvirata iz iste
populacije in da ni resni¢ne razlike med obema povprecjema oziroma da je morebitna
razlika samo posledica naklju¢ja. To domnevo preverjamo z izraunom verjetnosti, da bi
dobili razliko med povprecjema obeh vzorcev, kakrsno bi v resnici dobili, ¢e bi bila vzorca
vzeta iz iste populacije. Ce je ta verjetnost dovolj majhna, torej manj$a kot stopnja
tveganja, za katero smo se odlocili, zavrnemo ni¢elno domnevo v korist osnovne domneve.
Na podlagi primerjave med tabelariéno — kriti€no vrednostjo t pri dvosmernem testu ob
tveganju p in pri m stopinjah prostosti ter izraCunane vrednosti t lahko zavrnemo oziroma
sprejmemo ni¢elno domnevo. Zgornje meje tveganja (p), pri katerih zavraamo nicelno
domnevo, so najpogosteje 0,05; 0,01 ali 0,001. Glede na te meje govorimo tudi o 5-, 1- in
0,1-odstotni stopnji znacilnosti rezultatov (Fujs, 2004). Za naSe rezultate smo uporabljali
zgornjo mejo tveganja p < 0,05, tako da lahko z ve¢ kot 95-odstotno verjetnostjo trdimo, da

se povprecji obeh vzorcev statisticno znacilno razlikujeta.

X, — X,
t =

SX1-T, ..(5
o _ st s
X-Xa T ny Mg (6)

3.2 MATERIALI

Pri raziskovalnem delu smo uporabili bioloski in potro$ni material ter laboratorijsko

opremo laboratorija Katedre za biotehnologijo.

3.2.1 Mikroorganizmi

3.2.1.1 Aspergillus westerdijkiae
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Uporabili smo sev nitaste glive Aspergillus westerdijkiae — ZIM F68 (CBS 112803; NRRL
3174; ATCC 22947) iz Zbirke industrijskih mikroorganizmov Biotehniske fakultete. Ta
sev proizvaja ohratoksin A in B.

Organizem smo gojili na petrijevih plos¢ah s trdnim gojis¢em MEA v inkubatorju pri

temperaturi 26 °C.

3.2.1.2 Aspergillus flavus

Uporabili smo sev nitaste glive Aspergillus flavus — ZIM F70 (CBS 573.65; ATTC 16875;
NRRL 500) iz Zbirke industrijskih mikroorganizmov Biotehniske fakultete. Ta sev

proizvaja aflatoksin B1 in B2.

Organizem smo gojili na petrijevih plo§¢ah s trdnim gojis¢em MEA v inkubatorju pri
temperaturi 26 °C.

3.2.2 Gojisca

e Trdno gojis¢e MEA (Malt ekstrakt agar) (Atlas, 1993)

Preglednica 1: Sestava trdnega gojis¢a MEA

Sestavina masa [g]
sladni ekstrakt (Biolife) 20
bakterioloski pepton (Oxsoid) 1
brezvodna glukoza (Kemika) 20
bakterioloski agar (Biolife) 20
dH,0 do 1000 ml

e Tekoce gojisce YES (Yeast exstract — sucrose broth) (Ren, 1999)

Preglednica 2: Sestava tekocega gojis¢a YES

Sestavina masa [g]
saharoza 150
kvasni ekstrakt 20
dH,0 do 1000 ml

Gojiscu smo Sele po sterilizaciji v avtoklavu sterilno dodali 50 % (w/v) vodne raztopine
saharoze, in sicer smo dodali 300 ml sterilne raztopine saharoze v 700 ml sterilnega

gojisca, skupni volumen je tako bil 1000 ml.
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Pri pripravi trdnega gojis¢a YES smo pred sterilizacijo dodali Se 15 g/l agarja.

e Tekoce gojis¢e CY (Czapek yeast autolysate) (Atlas, 1993)

Preglednica 3: Sestava tekocega gojis¢a CY

Sestavina masa [g]
saharoza 30
kvasni ekstrakt 5
NaN03 3
KoHPO, 1
KCI 0,5
MgSO,4 7H,0 0,5
FCSO4' 7H20 0,01
dH,O do 1000 ml

Gojis¢u smo Sele po sterilizaciji v avtoklavu sterilno dodali 50 % (w/v) vodne raztopine
saharoze, in sicer smo dodali 60 ml sterilne raztopine saharoze v 940 ml sterilnega gojisca,

skupni volumen je tako bil 1000 ml.

Pri pripravi trdnega gojis¢a CYA (Czapek yeast autolysate agar) smo gojis¢u CY pred

sterilizacijo dodali Se 15 g/l agarja.

3.2.3 Reagenti, raztopine

e Fizioloska raztopina — fosfatna voda

Preglednica 4: Sestava fizioloske raztopine

Sestavina masa [g]

KH,PO4 3,40
NaOH M
dH,0 do 100 ml

Zatehtali smo 3,40 g KH,POy4, dodali 50 ml destilirane vode, uravnali pH = 7,2 s 3M
vodno raztopino NaOH in dopolnili do 100 ml z destilirano vodo. Delovno raztopino
KH,PO4 smo pripravili tako, da smo vzeli 1,25 ml izhodne raztopine KH,PO4 in dopolnili

do 1000 ml z destilirano vodo. Pufer smo sterilizirali (20 min, 121 °C, 1,2 bara).
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e 50 % (w/v) vodna raztopina saharoze

Preglednica 5: Sestava raztopine saharoze

Sestavina masa [g]
saharoza 500
dH,0 do 1000 ml

Raztopino smo meS$ali na magnetnem meSalu, da se je saharoza popolnoma raztopila.
Raztopino saharoze smo sterilizirali z vakuumsko filtracijo skozi filtrni papir s premerom

por 0,2 um (Sartorius).

e 20 % (w/v) etanolna raztopina rastlinskih ekstraktov

Pripravili smo tri razlicne raztopine rastlinskih ekstraktov (rastlinski izvlecek A, rastlinski
izvlecek B in rastlinski izvleéek C). V 20 ml centrifugirko smo zatehtali 2 g izbranega
rastlinskega izvlecka (v prahu) in dolili do 10 ml 96 % etanola (Merck). To smo nato
mesali na stresalniku, dokler ni nastala homogena suspenzija (kar je trajalo priblizno 5

minut).
¢ Dolocanje koncentracije aflatoksina
Encimsko imunski test (ELISA) komplet Celer AFLA ELISA kit proizvajalca Tecna

e Dolocanje koncentracije ohratoksina

Encimsko imunski test (ELISA) komplet I'screen OCHRA proizvajalca Tecna

3.2.4 Pribor in oprema

Materiali:

avtoklav Sutjeska

tehtnici: Sartorius-exelence, Sartorius-analytic
magnetno mesalo Tehtnica Zelezniki 550 M
pH meter Mettler Toledo SevenMulti
mikrovalovna pecica Sanyo

brezprasna komora Iskra PIO SMBC 122
petrijevke Golias

50-ml, 500-ml in 1000-ml merilni valj
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naprava za filtriranje Sartorius

vakuumska ¢rpalka VEB REGLERVERK
sterilni membranski filtri (premer por 0,2 pm) Sartorius
pinceta

vrtinénik Tehtnica Zelezniki EV 100

cepilna zanka

centrifuga Tehtnica LC-321

inkubator Sutjeska

plinski gorilnik

mikroskop Leica ATC 2000

avtomatske pipete Gilson

2-ml mikrocentrifugirke Eppendorf

Stevna ploscica Biirker-Tiirk

racunalnik, programski paket Magellan
¢italec mikrotitrskih ploS¢ Tecan Safire 2
mikrotitrske ploS¢e NUNC F96 MicroWell™
hladilnik LHT Skofja Loka

zamrzovalnik (- 20 °C) LTH Skofja Loka
zamrzovalnik (- 80 °C) Heto

24
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4 REZULTATI

Eksperimentalni del naloge je bil opravljen v ¢asu od maja 2007 do junija 2008. Skladno s
postavljeno hipotezo smo skusali dokazati, da izpostavitev kultur plesni Aspergillus flavus
— ZIM F070 in Aspergillus westerdijkiae — ZIM F068 izbranim preparatom (rastlinski
izvle€ek A, rastlinski izvle¢ek B in rastlinski izvle€ek C) v dolo€enih koncentracijah zavre

produkcijo mikotoksinov.

4.1 SUHA BIOMASA GLIVE

Suho biomaso smo doloc¢ili tako, da smo izrabljeno gojisce odlili, micelij plesni pa susili
18 ur do konstantne mase pri temperaturi 60 °C. Spremljali smo ¢asovni potek rasti

biomase in vpliv rastlinskih ekstraktov na rast biomase po 13. dnevih glede na kontrolo.

4.1.1 Suha biomasa glive Aspergillus westerdijkiae na gojis¢u YES

0,20 ~
0,18 ~
0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,10 ~

0,08 ~

Suha biomasa [g]

0,06 ~
0,04 ~

0,02 ~

0,00 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Cas kultivacije [dni]

Slika 6: Prirast suhe biomase Aspergillus westerdijkiae na gojis¢éu YES v odvisnosti od
Casa kultivacije brez dodanega rastlinskega ekstrakta (Vp = 15 ml, T = 28 °C, v temi).
Rezultati so predstavljeni kot povprecne vrednosti petih ponovitev.
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4.1.2 Suha biomasa glive Aspergillus westerdijkiae na gojis¢u YES v odvisnosti od
koncentracije rastlinskega izvlecka A

0,25 ~
0,20 4
0,15 4

0,10 ~

Suha biomasa [g]

0,05 A

0,00 -
0 0,5 1 2 5

koncentracija rastlinskega ekstrakta [g/l]

Slika 7: Suha biomasa Aspergillus westerdijkiae na gojis¢u YES v odvisnosti od
koncentracije rastlinskega izvlecka A po 13 dneh kultivacije (Vp=15ml, T=28°C, v
temi). Rezultati so predstavljeni kot povprecne vrednosti petih ponovitev.

4.1.3 Suha biomasa glive Aspergillus westerdijkiae na gojis¢u YES v odvisnosti od
koncentracije rastlinskega izvlecka B

0,35 4
0,30
0,25 4
0,20 A

0,15 ~

Suha biomasa [g]

0,10 A

0,05 ~

0,00 -

0 0,5 1 2 5

koncentracija rastlinskega ekstrakta [g/l]

Slika 8: Suha biomasa Aspergillus westerdijkiae na gojiséu YES v odvisnosti od
koncentracije rastlinskega izvlecka B po 13 dneh kultivacije (Vp= 15 ml, T = 28 °C, v
temi). Rezultati so predstavljeni kot povprecne vrednosti petih ponovitev.
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4.1.4 Suha biomasa glive Aspergillus westerdijkiae na gojis¢u YES v odvisnosti od
koncentracije rastlinskega izvlecka C

0,30
0,25 ~
0,20 ~

0,15 ~

Suha biomasa [g]

0,10 ~

0,05

0,00 -

0 0,5 1 2 5
koncentracija rastlinskega ekstrakta [g/l]

Slika 9: Suha biomasa Aspergillus westerdijkiae na gojis¢éu YES v odvisnosti od
koncentracije rastlinskega izvlecka C po 13 dneh kultivacije (Vp =15 ml, T = 28 °C, v
temi). Rezultati so predstavljeni kot povprecne vrednosti petih ponovitev.
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4.1.5 Suha biomasa glive Aspergillus flavus na gojis¢u CY

0,14
0,12
0,10
0,08 -

0,06

Suha biomasa [g]

0,04

0,02

0,00 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Cas kultivacije [dni]

Slika 10: Prirast suhe biomase Aspergillus flavus na gojis¢éu CY v odvisnosti od Casa
kultivacije brez dodanega rastlinskega ekstrakta (Vp= 15 ml, T = 28 °C, v temi). Rezultati
so predstavljeni kot povpre¢ne vrednosti petih ponovitev.
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4.1.6 Suha biomasa glive Aspergillus flavus na gojis¢éu CY v odvisnosti od
koncentracije rastlinskega izvlecka A

0,16
0,14
0,12
0,10 ~
0,08 -

0,06 -

Suha biomasa [g]

0,04 -

0,02 ~

0,00 -
0 0,5 1 2 5

koncentracija rastlinskega ekstrakta [g/l]

Slika 11: Suha biomasa Aspergillus flavus na gojis¢u CY v odvisnosti od koncentracije
rastlinskega izvlecka A po 13 dneh kultivacije (Vp= 15 ml, T = 28 °C, v temi). Rezultati so
predstavljeni kot povpre¢ne vrednosti petih ponovitev.

4.1.7 Suha biomasa glive Aspergillus flavus na gojis¢u CY v odvisnosti od
koncentracije rastlinskega izvlecka B

0,20 ~
0,18 -
0,16 -
0,14
0,12
0,10 ~

0,08

Suha biomasa [g]

0,06 -
0,04

0,02

0,00 -

0 0,5 1 2 5

koncentracija rastlinskega ekstrakta [g/1]

Slika 12: Suha biomasa Aspergillus flavus na gojis¢u CY v odvisnosti od koncentracije
rastlinskega izvlecka B po 13 dneh kultivacije (Vp= 15 ml, T = 28 °C, v temi). Rezultati so
predstavljeni kot povprecne vrednosti petih ponovitev.
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4.1.8 Suha biomasa glive Aspergillus flavus na gojis¢éu CY v odvisnosti od
koncentracije rastlinskega izvlecka C

0,14 -
0,12 ~
0,10 ~
0,08 ~

0,06 -

Suha biomasa [g]

0,04 -

0,02 -

0,00 -

0 0,5 1 2 5

koncentracija rastlinskega ekstrakta [g/l]

Slika 13: Suha biomasa Aspergillus flavus na gojis¢u CY v odvisnosti od koncentracije
rastlinskega izvlecka C po 13 dneh kultivacije (Vp= 15 ml, T = 28 °C, v temi). Rezultati so
predstavljeni kot povpre¢ne vrednosti petih ponovitev.
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4.2  DOLOCITEV KONCENTRACIJE MIKOTOKSINOV

Po 13 dneh kultivacije plesni na trdnem gojis¢u smo odvzeli vzorce, ki smo jih kasneje
porabili za dolocitev koncentracije mikotoksinov. Za merjenje koncentracije ohratoksina A
smo uporabili komercialni komplet I'screen OCHRA proizvajalca Tecna. Za merjenje
koncentracije aflatoksina (B1 in B2) pa smo uporabili komercialni komplet Celer AFLA

ELISA kit proizvajalca Tecna.

4.2.1 Koncentracija ohratoksina A v gojis¢u YES z dodatkom rastlinskega izvle¢ka
A

12,00
10,00 ~
8,00 -
6,00 -

4,00 -

koncentracija ohratoksina A [ng/ml]

2,00 +

0,00 -

0 1 2 5 10

koncentracija rastlinskega ekstrakta [g/1]

Slika 14: Koncentracija ohratoksina A po 13 dneh kultivacije plesni Aspergillus
westerdijkiae v gojis¢u YES in YES z razli¢énimi koncentracijami rastlinskega izvleCka A
(T =28 °C, v temi). Rezultati so predstavljeni kot povprecje vrednosti Stirih ponovitev.
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4.2.2 Koncentracija ohratoksina A v gojis¢u YES z dodatkom rastlinskega izvlecka
B

12,00

10,00 -

koncentracija ohratoksina A [ng/ml]

0 0,5 1 2 5 10

koncentracija rastlinskega ekstrakta [g/l]

Slika 15: Koncentracija ohratoksina A po 13 dneh kultivacije plesni Aspergillus
westerdijkiae v gojis¢u YES in YES z razli¢nimi koncentracijami rastlinskega izvlecka B
(T =28 °C, v temi). Rezultati so predstavljeni kot povprecje vrednosti stirih ponovitev.

4.2.3 Koncentracija ohratoksina A v gojis¢u YES z dodatkom rastlinskega izvle¢ka
C

12,00 -

10,00 ~

koncentracija ohratoksina A [ng/ml]

0 0,5 1 2 5 10

koncentracija rastlinskega ekstrakta [g/l]

Slika 16: Koncentracija ohratoksina A po 13 dneh kultivacije plesni Aspergillus
westerdijkiae v gojis¢u YES in YES z razli¢nimi koncentracijami rastlinskega izvlecka C
(T =28 °C, v temi). Rezultati so predstavljeni kot povprecje vrednosti Stirth ponovitev.
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4.2.4 Koncentracija aflatoksina v gojiS¢u CYA z dodatkom rastlinskega izvlecka A

1200,00 -

1000,00 ~

800,00

600,00 -

400,00 -

koncentracija aflatoksina [ng/mi;

200,00

0,00 -
0 0,5 1 2 5

koncentracija rastlinskega ekstrakta [g/]]
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Slika 17: Koncentracija aflatoksina po 13 dneh kultivacije plesni Aspergillus flavus v
20jis¢u CYA in CYA z razli¢énimi koncentracijami rastlinskega izvlecka A (T = 28 °C, v

temi). Rezultati so predstavljeni kot povprecje vrednosti Stirih ponovitev.

4.2.5 Koncentracija aflatoksina v gojis¢u CYA z dodatkom rastlinskega izvlecka B
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Slika 18: Koncentracija aflatoksina po 13 dneh kultivacije plesni Aspergillus flavus v
20jis¢u CYA in CYA z razlicnimi koncentracijami rastlinskega izvlecka B (T = 28 °C, v

temi). Rezultati so predstavljeni kot povprecje vrednosti dveh ponovitev.
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4.2.6 Koncentracija aflatoksina v gojiS¢u CYA z dodatkom rastlinskega izvlecka C

1200,00 -

1000,00 -

=

800,00 -

600,00 -

400,00 -

koncentracija aflatoksina [ng/ml

200,00 ~
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Slika 19: Koncentracija aflatoksina po 13 dneh kultivacije plesni Aspergillus flavus v
20jis¢u CYA in CYA z razlicnimi koncentracijami rastlinskega izvlecka C (T = 28 °C, v
temi). Rezultati so predstavljeni kot povprecje vrednosti Stirih ponovitev.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Skladno z delovno hipotezo smo skusSali dokazati, da dodatek rastlinskih ekstraktov vpliva
na produkcijo mikotoksinov pri Aspergillus flavus — ZIM F070 in Aspergillus
westerdijkiae — ZIM F068.

Med mikotoksini so zaradi svoje toksi¢nosti najbolj prouceni aflatoksini. Dobro so znani
pogoji, ki so potrebni, da pride do produkcije aflatoksina pri plesnih Aspergillus flavus in
Aspergillus parasiticus. Kacholz in Demain (1983) sta ugotovila, da na produkcijo
aflatoksina pozitivno vplivajo amonijeve soli kot vir dusika. Nitrat kot vir duSika omogoca
le rast plesni, ne omogoc¢a pa produkcije aflatoksina. Tudi White in Johnson (1982) sta
ugotovila povezavo med nitrifikacijo in produkcijo aflatoksinov pri A. flavus, in sicer
nitrifikacija zaustavi nastajanje aflatoksinov. Prav tako so Orvehed in sod. (1988)
ugotovili, da nitrat zavira produkcijo tudi drugih poliketidnih mikotoksinov. Ugotovljeno
je tudi, da povecanje koncentracije nekaterih sladkorjev (glukoze, riboze, fruktoze,
sorboze, manoze, maltoze in saharoze) pozitivno vpliva na metabolizem aflatoksinov
(Abdollahi in Buchanan, 1981). Jayashree in Subramanyam (2000) pa sta ugotovila Se en
pomemben dejavnik, ki vpliva na produkcijo aflatoksinov. Ugotovila sta, da je oksidativni
stres pogoj za nastanek aflatoksinov pri A. parasiticus. Ta ugotovitev potrjuje in razlaga
starejSe raziskave (Fanelli in sod., 1985; Velikonja in sod., 1987; Paster in sod., 1988), da
spojine (sinteti¢ni antioksidanti butil hidroksi anisol — BHA, butil hidroksi toluen — BHT in
drugi) za katere je bilo ugotovljeno antioksidativno delovanje, zavirajo tudi nastanek
aflatoksinov. Zaradi antioksidativnega delovanja rastlinskih izvleckov (Vadgi in sod.,
2005; Ivanova in sod., 2005; Aruoma in sod. 1996; Ponce in sod., 2004; in drugi) in
raziskav, na podlagi katerih je bilo ugotovljeno, da sinteti¢ni antioksidanti zavirajo
produkcijo mikotoksinov, je smiselno raziskovati ali tudi rastlinski ekstrakti (kot naravni

antioksidanti) zavirajo produkcijo mikotoksinov.
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5.1 RAZPRAVA

Kljub temu, da se pri pridelavi hrane v uporabi mnogo sinteti¢nih fungicidov, je njihova
varnost za zdravje Cloveka vprasljiva. Uporaba Stevilnih rastlinskih ekstraktov bi lahko
predstavljala alternativno pot za prepreCevanje rasti plesni in produkcije mikotoksinov

(Fan in Chen, 1999; Mahmoud 1999).

5.1.1 Dolocanje suhe biomase

Rast biomase smo spremljali s submerzno kultivacijo plesni v obdobju 15 dni (Slika 6 in
Slika 10) in s tem pridobili podatke o rastni krivulji. Vzorce za dolocanje vpliva razli¢nih
koncentracij rastlinskih ekstraktov smo vzorcili 13. dan, saj takrat plesen ze preide v fazo

sporulacije in produkcije mikotoksinov (Soliman in Badeaa, 2002).

5.1.1.1 Aspergillus westerdijkiae — ZIM F068

Iz rezultatov o suhi biomasi, ki smo jih zbrali v 13. dnevu kultivacije, lahko sklepamo, da
noben izmed izbranih rastlinskih ekstraktov pri izbranih koncentracijah ne wvpliva
inhibitorno na rast A. westerdijkiae. S tem smo izklju¢ili moznost, da je zmanjSana

produkcija mikotoksinov posledica po€asnejSe rasti oziroma zmanj$anja biomase plesni.

Pri rastlinskem izvlecku A (slika 7) in rastlinskem izvlecku C (slika 9), nismo pri nobeni
od testiranih koncetracij opazili zmanjSanja suhe biomase. Le pri dodajanju rastlinskega

izvlecka B (slika 8) v gojiS¢e smo opazili povecanje biomase glede na kontrolo.

5.1.1.2 Aspergillus flavus — ZIM F070

Iz rezultatov o suhi biomasi, ki smo jih zbrali v 13. dnevu kultivacije, lahko sklepamo, da
noben izmed izbranih rastlinskih ekstraktov pri izbranih koncentracijah ne wvpliva
inhibitorno na rast A. flavus. S tem smo izkljucili moznost, da je zmanjSana produkcija

mikotoksinov posledica pocasnejse rasti oziroma zmanjSanja biomase plesni.
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Pri rastlinskem izvlecku A (slika 11) nismo pri nobeni od testiranih koncentracij opazili
koncentraciji, to je pri 5 g/l zaznali zmanjSanje teZze suhe biomase. Pri dodajanju
rastlinskega izvlecka B (slika 12) v gojis¢e pa smo pri koncentracijah visjih, od 1 g/l,

opazili povecanje teze suhe biomase, glede na kontrolo.

5.1.2 Dolocanje koncentracije mikotoksinov

5.1.2.1 Ohratoksin A

Koncentracijo ohratoksina smo dolocali z encimsko imunskim testom (ELISA) komplet
I'screen OCHRA proizvajalca Tecna.

Pri merjenju koncentracije ohratoksina A smo opazili, da je pri dodajanju rastlinskih
ekstraktov prislo do zmanjSanja produkcije mikotoksina pri nitasti glivi A. westerdijkiae.
ZmanjSano produkcijo mikotoksina je mogoce opaziti pri vseh treh rastlinskih ekstraktih
(slika 14, 15 in 16), glede na kontrolo, v katero ni bilo dodanega nobenega rastlinskega

ekstrakta.

5.1.2.2 Aflatoksin B1 in B2

Koncentracijo aflatoksina B1 in B2 smo dolocali z encimsko imunskim testom (ELISA)

komplet Celer AFLA ELISA kit proizvajalca Tecna.

Pri merjenju koncentracije aflatoksina smo opazili, da je pri dodajanju rastlinskega
izvleCka A in rastlinskega izvlecka C prislo do zmanjSanja produkcije mikotoksina pri
nitasti glivi A. flavus. Pri rastlinskem izvlecku A se je s poveéevanjem koncentracije le-
tega postopoma zmanjSevala koncentracija aflatoksina. Pri dodajanju rastlinskega izvlecka
C pa je Ze pri najmanjSi koncentraciji, to je 0,5 g/l, priSlo do obcutnega zmanjSanja
koncentracije aflatoksina glede na kontrolo. V rastlinskem izvlecku C je verjetno spojina
ali skupina spojin, ki aktivno delujejo na metabolizem aflatoksinov. Z izolacijo in
identifikacijo te spojine oziroma skupine posameznih spojin v rastlinskem izvlecku C bi

tako lahko proucevali regulatorne mehanizme biosinteze aflatoksinov.
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Pri doloCanju koncentracije aflatoksinov je potrebno upostevati, da so protitelesa anti-
aflatoksin B1 navzkrizno reaktivna (po specifikacijah proizvajalca gre za 29,2 %

navzkrizno reaktivnost) tudi z aflatoksinom B2 (Mycotoxins, 2005).
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5.2 SKLEPI

Dodatek rastlinskega izvleCka A pri testiranih koncentracijah ne vpliva na rast
plesni Aspergillus flavus in A. westerdijkiae. Dodatek rastlinskega izvlecka pa

inhibitorno vpliva na produkcijo izmerjenih mikotoksinov pri omenjenih plesnih.

Dodatek rastlinskega izvlecka B pri testiranih koncentracijah pozitivno vpliva na
rast plesni A. flavus in A. westerdijkiae. Dodatek rastlinskega izvlecka pri plesni A.
westerdijkiae inhibitorno vpliva na produkcijo izmerjenega ohratoksina A, medtem
ko pri A. flavus pride do izrazitega povecanja koncentracije izmerjenega aflatoksina

BI.

Dodatek rastlinskega izvlecka C pri testiranih koncentracijah ne vpliva na rast A.
flavus, medtem ko pri A. westerdijkiae pride do manjSega povecanja biomase. S
poveCevanjem koncentracije rastlinskega izvleCka se pri A. westerdijkiae
postopoma zmanjsuje koncentracija izmerjenega ohratoksina A. Pri A. flavus pa ze
pri najnizji koncentraciji rastlinskega izvlecka pride do obcutnega padca produkcije

izmerjenega aflatoksina B1.
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6 POVZETEK

V zadnjem casu smo med potro$niki zivilske industrije pri¢a pove¢anem povprasevanju po
hrani brez umetnih konzervansov in po svezi hrani, ki bi bila minimalno tehnolosko
obdelana. Negativna lastnost takSnih izdelkov je hitrejSa in vecja pokvarljivost, kar
predstavlja veliko nevarnost za zdravje potro$nikov. Plesni so ena izmed skupin
kvarljivcev, ki so odgovorni za spreminjanje kvalitete, okusa in uZzitnosti hrane, zraven
tega imajo nekatere vrste plesni sposobnost tvorjenja mikotoksinov. Mikotoksini so
sekundarni metaboliti, ki jih tvorijo specificne vrste filamentoznih gliv. To so spojine, ki
veljajo za zelo toksicne, karcinogene in alergene, tako za ¢loveka kot za zivali. Prisotnost
mikotoksina v surovinah zivalske industrije in kon¢nih produktih ima za posledico
zdravstvene tezave in veliko ekonomsko Skodo. V nalogi smo zeleli ugotoviti vpliv
razli¢nih rastlinskih ekstraktov (v besedilu rastlinski izvlecek A, rastlinski izvlecek B in
rastlinski izvle¢ek C) na rast in produkcijo mikotoksinov pri Aspergillus flavus — ZIM
F070 in Aspergillus westerdijkiae — ZIM F068. V prvem delu poskusa smo ugotavljali
vpliv rastlinskih ekstraktov na rast plesni. Organizma smo kultivirali v centrifugirkah (13
dni pri 28 °C), kamor smo dodali tekoce gojis¢e z rastlinskimi ekstrakti. Po koncani
kultivaciji smo odlili izrabljeno gojiS¢e in micelij susili. Stehtali smo tako pridobljeno suho
biomaso. Na podlagi rezultatov smo ugotovili, da rastlinski ekstrakti pri testiranih
koncentracijah ne zavirajo rasti A. flavus in A. westerdijkiae. V drugem delu poskusa smo
dolocali koncentracijo aflatoksina B1 pri A. flavus in koncentracijo ohratoksina A pri A.
westerdijkiae. Plesni smo gojili na trdnem gojis¢u, kateremu smo dodali rastlinske
ekstrakte. Koncentracijo mikotoksinov smo dolocali po 13 dneh kultivacije s pomocjo
encimsko imunskega testa (ELISA). Ugotovili smo, da rastlinski izvlecek A in rastlinski
izvleCek C inhibitorno vplivata na produkcijo mikotoksinov pri testiranih plesnih.
Rastlinski izvlecek B pa inhibitorno vpliva na produkcijo ohratoksina A pri A.

westerdijkiae, medtem ko pri A. flavus presenetljivo poveca koncentracijo aflatoksina B1.
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PRILOGE

Priloga Al: Povprecna vrednost suhe biomase v odvisnosti od Casa kultivacije nitaste glive

Aspergillus westerdijkiae (gojisée YES, T = 28 °C)

kultivacija

teza suhe biomase

[dni] le] KV (%)
3 0,02 = 0,01 35,17
6 0,05 =+ 0,01 21,37
9 0,10 =+ 0,03 30,72
11 0,11 + 0,02 13,82
13 0,13 =+ 0,03 23,57
15 0,16 =+ 0,02 10,65

Priloga A2: Povpre¢na vrednost suhe biomase nitaste glive Aspergillus westerdijkiae v
odvisnosti od koncentracije rastlinskega ekstrakta v gojiscu (gojisée YES, T=28°C, t=13
dni)

koncentracija rastlinskega teza suhe o
ekstrakta v gojiscu [g/1] biomase [g] KV (%)
kontrola 0 0,10 = 0,02 15,39
0,5 0,12 + 0,08 5,15
rastlinski izvleek A 1 0.14 + 0,05 8.90
2 0,11 = 0,01 3,32
5 0,14 £ 0,02 18,33
0,5 0,20 = 0,02 14,67
rastlinski izvle¢ek B ! 0.15 + 0,07 11,41
2 0,18 + 0,08 18,85
S 0,26 + 0,07 35,82
0,5 0,17 £ 0,03 6,70
rastlinski izvlecek C ! 0.16 £ 0,05 10,82
2 0,16 = 0,04 9,49
5 0,18 £ 0,06 26,47




Priloga A3: Povpre¢na vrednost koncentracije ohratoksina A v odvisnosti od koncentracije
rastlinskega ekstrakta v gojiscu (gojis¢e YES, T =28 °C, t = 13 dni)

koncentracija rastlinskega koncentr.acij a o
ekstrakta v gojiscu [/] ohratoksina A KV (%) | t-test
[ng/ml]
kontrola 0 8,90 =+ 2,22 24,99

1 6,40 + 0,31 4,85 0,05

rastlinski izvlecek A | 2 7,13 + 2,39 33,51 0,23
5 525 + 1,49 2841 0,02°
0,5 4,52 + 0,95 20,98 0,00°
1 4,18 + 0,37 8,80 0,00°

rastlinski izvlecek B | 2 6,38 + 0,30 4,69 0,17
5 0,51 + 0,05 10,76 0,00°
10 0,59 + 0,19 32,67 0,00°
0,5 7,15 + 2,34 32,68 0,24
1 5,71 = 0,91 16,01 0,02°

rastlinski izvlecek C | 2 6,33 + 2,391 37,81 0,09
5 2,28 + 0,92 40,33 0,00°
10 2,02 + 0,31 15,25 0,00°

“statisti¢no znacilna razlika: p < 0,05



Priloga B1: Povprecna vrednost suhe biomase v odvisnosti od Casa kultivacije nitaste glive
Aspergillus flavus (gojisée CY, T =28 °C)

kultivacija | teza suhe biomase
jdni] [g] KV
3 0,03 + 0,01 23,67
4 0,04 <+ 0,01 26,85
6 0,07 =+ 0,02 33,63
9 0,09 + 0,01 8,01
11 0,10 + 0,01 14,62
13 0,10 =+ 0,02 15,39
15 0,10 + 0,02 16,03

Priloga B2: Povpre¢na vrednost suhe biomase nitaste glive Aspergillus flavus v odvisnosti
od koncentracije rastlinskega ekstrakta v gojis¢u (gojis¢e CY, T =28 °C, t = 13 dni)

koncentracija rastlinskega teZa suhe o
ekstrakta v gojiscu [g/1] biomase [g] KV (%)
kontrola 0 0,10 £ 0,02 15.39
0,5 0,10 + 0,00 5,15
rastlinski izvle¢ek A L 0,10 = 0,01 8,90
2 0,11 + 0,00 3,32
S 0,02 + 0,02 18,33
0,5 0,10 = 0,01 14,67
rastlinski izvle¢ek B 1 0,12 = 0,01 11,41
2 0,14 + 0,03 18,85
> 0.14 + 005 | 3582
0,5 0,10 £ 0,01 6,70
rastlinski izvletek C —— 011 + 001 | 1082
2 0,11 £ 0,01 9,49
5 0,09 + 0,02 26,47




Priloga B3: Povprecna vrednost koncentracije aflatoksina v odvisnosti
rastlinskega ekstrakta v gojiscu (gojis¢e CYA, T =28 °C, t = 13 dni)

koncentracija rastlinskega

koncentracija

ekstrakta v gojiscu [g/1] aflatoksina [ng/ml] KV (%) | ttest
kontrola 969,36 + 42,47 4,38
0,5 655,90 + 138,57 21,13 0,00°
rastlinski izvlecek A ! 558,17 & 4,33 0,78 0,00°
2 535,79 + 177,14 33,06 0,00°
5 85,15 £ 53,46 62,79 0,00°
0,5 285997 £ 135,66 4,74 0,00"
1 237438 £ 115,06 4,85 0,00°
rastlinski izvleCek A | 2 2348,10 + 20,29 0,86 0,00°
5 60,48 + 4522 74,78 0,00°
10 43,04 £ 35,03 81,38 0,00°
0,5 41,14 + 16,66 40,50 0,00°
1 43,06 + 8,84 20,54 0,00°
rastlinski izvleCek A | 2 12,21 + 0,46 3,79 0,00°
5 16,69 + 0,96 5,75 0,00°
10 9,33 + 2,57 27,51 0,00°

“statisti¢no znacilna razlika: p < 0,05

od koncentracije
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