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koromac, timijan in jelka) ter njihovih sestavin (timol, karvakrol, mentol, in anisaldehid) na
rast in sintezo mikotoksinov pri plesnih vrst Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium nordicum in Penicillium verrucosum. Z metodo razredCevanja na mikrotitrski
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pL/mL). Z merjenjem premerov kolonij na trdnem gojiscu in merjenjem teZe suhe biomase
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delno inhibirala, nekatera med njimi, npr. %4 MIK timola pri plesni vrste 4. flavus in
MIK karvakrola pri plesni vrste P. verrucosum, pa so le-to pospesila tudi za ve¢ kot 90 %.
Primerjava rezultatov inhibicije rasti in inhibicije tvorbe mikotoksinov je pokazala, da
neposredna povezava med tema dvema parametroma ne obstaja.
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AB  The aim of the present study was to determine the influence of several essential oils
(peppermint, oregano, fennel, thyme and silver fir) and their components (thymol,
carvacrol, menthol and anisaldehyde) on growth of Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium nordicum and Penicillium verrucosum and their mycotoxin production.
Minimal inhibitory concentration (MIC) was estimated with broth dilution method in
multiwell microdilution plates. According to our results thymol, menthol and carvacrol
showed the best inhibitory potential (MIC<0,4 ulL/mL), followed by essential oils of
oregano and thyme (MIC<2,4 uL/mL). Using colony size measurement on the solid
substrate and defining dry weight of the biomass in broth it was shown that the great
majority of 10 oils, that were used in our study, had a partial inhibitory effect on growth of
molds that were included in the study. Thin layer chromatography (TLC) was used for
qualitative analysis of mycotoxigenic potential of molds. While 4. niger and P. nordicum
failed to produce mycotoxins, 4. flavus and P. verrucosum sintetized aflatoxin B; and
ochratoxin A, respectively. High-performance liquid chromatography (HPLC) was used for
quantitative analysis of mycotoxins. Even though the majority of oils partly inhibited the
production of mycotoxins, %4 MIC of thymol and 2 MIC of carvacrol had the opposite
effect on A. flavus and P. verrucosum, respectively, and stimulated their biosynthesis for
more than 90 %. No direct connection was established between the growth inhibition and
mycotoxin biosynthesis inhibition.
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KAZALO PRILOG

Priloga A:

Povprecni premer kolonij seva Penicillium verrucosum v odvisnosti od Kkoli¢ine
dodanega izbranega eteri¢nega olja (/2 MIK ali % MIK) in inkubacijskega
casa. Kot kontrolno gojisce je bil za rast plesni uporabljen Czapek agar s kvasnim
ekstraktom (CYA) brez dodatka eteri¢nih olj. Pri kontroli DMSO je plesen rastla na
koncentraciji in brez dodatka etericnih olj.

Priloga B:

Povprecni premer kolonij seva Aspergillus flavus v odvisnosti od koli¢ine dodanega
izbranega eteri¢nega olja (/2 MIK ali %4 MIK) in inkubacijskega ¢asa. Kot
kontrolno gojisce je bil za rast plesni uporabljen Czapek agar s kvasnim ekstraktom
(CYA) brez dodatka eteri¢nih olj. Pri kontroli DMSO je plesen rastla na gojiscu
CYA z dodatkom dimetil sulfoksida (DMSO) v najvisji uporabljeni koncentraciji in
brez dodatka eteri¢nih olj.

Priloga C:

Povprecni premer kolonij seva Aspergillus niger v odvisnosti od koli¢ine dodanega
izbranega eteri¢nega olja (/2 MIK ali % MIK) in inkubacijskega ¢asa. Kot
kontrolno gojisce je bil za rast plesni uporabljen Czapek agar s kvasnim ekstraktom
(CYA) brez dodatka eteri¢nih olj. Pri kontroli DMSO je plesen rastla na gojis¢u
brez dodatka eteri¢nih olj. Kontrola* je gojis¢a brez DMSO, ki je bila izvedena
vzporedno z izvedbo kontrole z DMSO.

Priloga D:

Povprecni premer kolonij seva Penicillium nordicum v odvisnosti od koli¢ine
dodanega izbranega eteri¢nega olja (2 MIK ali % MIK) in inkubacijskega
¢asa. Kot kontrolno gojisce je bil za rast plesni uporabljen Czapek agar s kvasnim
ekstraktom (CY A) brez dodatka eteri¢nih olj. Pri kontroli DMSO je plesen rastla na

ey ee

koncentraciji in brez dodatka eteri¢nih olj.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
AFB, Aflatoksin B;
CYA Czapek agar s kvasnim ekstraktom (angl. Czapek yeast extract agar)
dH,O Destilirana voda
DMSO Dimetil sulfoksid
DNK Deoksiribonukleinska kislina
FDA Vladni urad Zdruzenih drzav Amerike za zdravila in prehrano (angl. United

States Food and Drug Administration)

FAO Organizacija ZdruZenih narodov za prehrano in kmetijstvo (angl. Food and
Agriculture organization of the United Nations)

GRAS Splosno priznano kot varno (angl. Generally recognise as safe)

HACCP Analiza tveganja in ugotavljanja kriti¢nih kontrolnih toc¢k (angl. Hazard
Analysis Critical Control Point)

HPLC Tekocinska kromatografija visoke loc¢ljivosti (angl. high-performance liquid
chromatography)
IARC Mednarodna agencija za raziskave raka (angl. International Agency for

Research on Cancer)

INT Jodo-nitro-tetrazolium klorid

MEA Agar s sladnim ekstraktom (angl. Malt extract agar)

MIK Minimalna inhibitorna koncentracija

MOPS 3-[N-morfolin] propansulfonska kislina

n. a. ni analize

n. p. ni podatka

OTA Ohratoksin A

RPMI Angl. Roswell Park Memorial Institute

TLC Tankoplastna kromatografija (angl. thin layer chromatography)

YES Gojisce s kvasnim ekstraktom in saharozo (angl. yeast extract sucrose)
ZMJ Oznaka sevov iz zbirke laboratorija za zivilsko mikrobiologijo (Katedra za

mikrobiologijo, biotehnologijo in varnost zivil, Biotehniska fakulteta)
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1 UvVOD

Okuzba hrane in kmetijskih proizvodov z razli¢nimi tipi mikotoksigenih plesni predstavlja
resen in nezanemarljiv problem, saj je po ocenah Organizacije Zdruzenih narodov za
prehrano in kmetijstvo (FAO) z mikotoksini okuZenih kar 25 % svetovnih kmetijskih
kapacitet, ekonomske izgube, povezane z njimi, pa se merijo v milijardah dolarjev (Bhat in
sod., 2010). Glivne vrste, ki povzrocajo tovrsten kvar zivil in zivalske krme, se
najpogosteje uvrscajo v rodove Aspergillus, Penicillium in Fusarium (Nguefack in sod.,
2009). Posledica izpostavljenosti njihovim mikotoksinom so razlicna obolenja ljudi in
zivali, zaradi Cesar se med potroSniki pojavljajo vedno vecje zahteve po zdravju

neoporecnih in visoko kvalitetnih zivilih (Bhat in sod., 2010).

Z namenom zas¢ite proizvodov pred temi nevarnimi kontaminacijami so danes ve¢inoma v
uporabi kemic¢na zas¢itna sredstva, vendar v zadnjem Casu ugotavljajo, da so nekatera, ki
se redno uporabljajo kot konzervansi, zelo strupena za uzivalce. Glavna prioriteta
znanstvenikov na tem podro¢ju je tako najti zadovoljivo alternativo, ki bi uspesno
nadomestila uporabo teh zdravju nevarnih kemikalij (Bhat in sod., 2010). Ena izmed
moznosti je uporaba rastlinskih ekstraktov, med katere sodijo tudi etericna olja. Gre za
naravne snovi, ki se v razlicne namene uporabljajo Ze vse od anti¢nih ¢asov, raziskave pa
so pokazale, da nekatere med njimi izkazujejo zadovoljivo protimikrobno aktivnost in s
tem uporabno vrednost na podro¢ju zagotavljanja varnosti zivil (Burt, 2004). Standardna
metoda za ugotavljanje njihove protimikrobne aktivnosti ne obstaja, temvec¢ je v uporabi
ve¢ razli¢nih metod (Klan¢nik in sod., 2010). Njihova izvedba je zaradi hlapljivosti in
hidrofobnosti eteriénih olj zelo zahtevna, zato jih raziskovalci pogosto prilagodijo
testiranemu vzorcu (Lang in Buchbauer, 2012). Posledi¢no je primerjava rezultatov
razlicnih metod otezena, vendar analize, izvedene in vitro, kljub temu predstavljajo
pomembno izhodis¢e mnogo drazjim in zahtevnejSim metodam in vivo, ki podajo realno
sliko o dejanski uporabni vrednosti dolo¢enega etericnega olja kot protimikrobne snovi

(Burt, 2004; Cos in sod., 2006; Combrick in sod., 2011).
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1.1

~

CILJI DIPLOMSKE NALOGE

Ugotoviti minimalne inhibitorne koncentracije izbranih eteri¢nih olj (olje jelkinih iglic
in storzev, koromaca, mete, origana in timijana) in njihovih sestavin (anisaldehid,
karvakrol, mentol in timol) za delovne seve plesni vrst Aspergillus flavus, Aspergillus

niger, Penicillium nordicum in Penicillium verrucosum;

Ugotoviti vpliv eteri¢nega olja ali njegove sestavine na rast delovnih sevov v trdnih in

.....

.....

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Minimalne inhibitorne koncentracije razli¢nih eteri¢nih olj so odvisne od vrste

etericnega olja in testnih organizmov (sevov gliv);

Izbrane bioaktivne sestavine izkazujejo boljSo protimikrobno aktivnost kot celokupna

eteri¢na olja;

Inhibicija mikrobne rasti in inhibicija tvorbe mikotoksinov sta medsebojno povezani.
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2 PREGLED OBJAV

Preucevanje patogeneze mikotoksigenih plesni in iskanje u¢inkovitih protimikrobnih snovi
za inhibicijo njihovega delovanja sta predvsem v zadnjem ¢asu vse pogostejsa. Poglavje 2
zajema pregled objav s tega podroc¢ja v obsegu, potrebnem za ucinkovito razumevanje

naSega raziskovalnega dela.

2.1 MIKOTOKSIGENE PLESNI IN MIKOTOKSINI

Mikotoksigene plesni sodijo med filamentozne glive in so ubikvitarni organizmi, saj
uspevajo tako na trdnih kot v tekoCih substratih v vseh podnebnih razmerah Sirom sveta.
Sintetizirajo zdravju skodljive mikotoksine in lahko med drugim kolonizirajo tudi rastlinje,
namenjeno prehrani in zivalski krmi (Bhat in sod., 2010; Pitt, 2000). Vecina pripada
rodovom Alternaria, Fusarium, Aspergillus in Penicillium. Rodovoma Fusarium in
Alternaria ustreza vlazno okolje, zato je nevarnost okuzb verjetnejsa med samo kultivacijo
poljs¢in in skladis¢enjem svezih, Se ne posusSenih rastlin. Rodova Aspergillus in
Penicillium pa bolje uspevata pri nizji vlaznosti, zato predstavljata vecje tveganje za
okuzbo produktov med skladiS¢enjem in kasneje med uporabo za prehrano ljudi ali krmo
zivali (Logrieco in sod., 2003). Temperaturno obmocje za rast mikotoksigenih plesni se
obicajno giblje med 10 °C in 40 °C, optimalna temperatura za sintezo ve¢ine mikotoksinov

paje med 20 °C in 30 °C (Bennet in Klich, 2003; Sweeney in Dobson, 1998).

2.1.1 Rod Aspergillus

Rod Aspergillus sodi v red Eurotiales, deblo Ascomycota, in obsega ve¢ kot 185 poznanih
vrst (NCBI, 2011; Yu in sod., 2005). Gre za enega najbolj vsesplosno prisotnih rodov,
poznanega kot kvarljivca rastlinskih pridelkov. Vkljucuje vecinoma saprofitske vrste, ki
kolonizirajo odpadni rastlinski material, in nekaj sevov, ki lahko kolonizirajo Zive rastline.
Nekatere vrste so mikotoksigene (Logrieco in sod., 2003). Aflatoksini so produkti
nekaterih sevov vrst Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus in Aspergillus nominus, ki
kolonizirajo vrsto rastlin, vkljucujo¢ koruzo in druge Zzitarice, araSide, strocnice, bombaz,

oljna semena, korenike, gomoljnice, orescke, sveze in suho sadje, za¢imbe, zelis¢a in
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vecino zelenjave (Logrieco in sod., 2003; Sweeney in Dobson, 1998). Ohratoksine med
drugim sintetizirajo nekateri sevi vrst Aspergillus ochraceus, Aspergillus alliaceus,
Aspergillus carbonarius in Aspergillus niger, ki kot substrat za rast veCinoma izrabljajo

zitarice. Tri vrste tega rodu sintetizirajo tudi mikotoksine citridine (Logrieco in sod., 2003).

2.1.2 Rod Penicillium

Rod Penicillium sodi v red Eurotiales, deblo Ascomycota (NCBI, 2011). Glede na §tevilo
vrst in njihovo razSirjenost je najkompleksnejs$i glivni rod, ki med drugim vkljucuje
kvarljivce hrane in Zivalske krme rastlinskega izvora, predvsem zelenjave, sadja, Zitaric in
stro¢nic, dolo¢ne vrste povzrocajo tudi gnitje sena. Redkeje lahko kolonizirajo meso, sire
in za¢imbe (Logrieco in sod., 2003). Vec kot sto vrst tega rodu je mikotoksigenih in
sintetizira vsaj sedemindvajset razlicnih mikotoksinov, ki jih lahko delimo v dve skupini:
nevrotoksine in tiste, ki vplivajo na delovanje ledvic in jeter. Med pomembnejSe sodijo
ohratoksini, patulin in citridin. Ohratoksini so sekundarni metaboliti plesni vrste
Penicillium verrucosum in sorodnih vrst, patulin je obi¢ajno produkt plesni vrste
Penicillium expansum, obe omenjeni vrsti pa lahko sintetizirata tudi citridin, katerega
glavni proizvajalec je plesen vrste Penicillium citrinum (Sweeney in Dobson, 1998).
Glavni proizvajalec ohratoksina A (OTA), najdenega v mesnih izdelkih, kot so salame in

Sunka, je plesen vrste Penicillium nordicum (el Khoury in Atoui, 2010).

2.1.3 Odkritje mikotoksinov

Ergot alkaloidi so se, ne vedo¢ da gre za mikotoksine, ze pred ve¢ kot petsto leti
uporabljali v kitajski medicini, v srednjem veku so ljudje zaradi zauzitja kontaminiranega
zita bolehali in umirali za razlicnimi boleznimi, zaradi svojih halucinogenih lastnosti so
bili vpleteni tudi v ¢arovnistvo. Ko so na prelomu 19. v 20. stoletje glive zaceli uporabljati
v fermentacijskih procesih, so ugotovili, da le-te med procesom sintetizirajo tudi razlicne
sekundarne metabolite, ki jih ¢lovek nato zauzije skupaj s fermentacijskimi produkti. To je
pripeljalo do povecanega zanimanja o njihovi toksi¢nosti in kmalu so ugotovili, da lahko

prehranjevanje z okuzenimi zivili vodi v razli¢na bolezenska stanja (Richard, 2007).
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Skozi zgodovino so bili mikotoksini odgovorni za kar nekaj epidemij, vkljucujoc
ergotizem, ki je v prejSnjem tisocletju pobil na tiso€e Evropejcev, alimentarno toksicno
alevkijo, ki je med letoma 1942 in 1948 pomorila vsaj sto tiso¢ Rusov, v 30. letih 19.
stoletja pa je za posledicami stahibotriotoksikoze v Sovjetski zvezi poginilo na deset tisoce
konj (Pitt, 2000). Zacetki moderne mikotoksikologije segajo v leto 1961, ko je bolezen X v
Angliji pomorila okoli sto tiso¢ puranov. Bolezen je takrat kot posledica zauzitja arasidov,
kontaminiranih s plesnimi vrste Aspergillus flavus, pripeljala do odkritja aflatoksinov. Z
ugotovitvijo, da do kontaminacije s temi rakotvornimi in imunosupresivnimi toksini ne
pride samo med skladis¢enjem, ampak tudi ze med samo kultivacijo Zit, so mikotoksini
postali multidisciplinarni problem, vkljucujo¢ kemijo, mikrobiologijo, agronomijo,
genetiko, medicino, veterino, kmetijstvo in Stevilne druge panoge. Njihovo sodelovanje je
omogocilo odkritje Stevilnih drugih skupin mikotoksinov in njihove vloge pri razli¢nih

bolezenskih stanjih ljudi in zivali (Bennett in sod., 2007; Richard, 2007).

2.1.4 Skupine mikotoksinov

Glive proizvajajo Stevilne sekundarne metabolite, ki se, glede na njihovo delovanje in
koncentracijo, uvrs€ajo v razli¢ne skupine. Tako poznamo antibiotike, ki so v glavnem
toksi¢ni za bakterije, fitotoksini so patogeni rastlin, v skupino mikotoksinov pa sodijo
nizkomolekularne molekule, ki so ze v nizkih koncentracijah toksi¢ne za vretencarje in
druge zivalske skupine. Med slednje ne sodijo metaboliti gob, Ceprav ravno tako
povzro€ajo obolenja in smrt Cloveka in zivali. Velja namre¢, da filamentozne glive
proizvajajo mikotoksine, gobe in druge makroskopske glive pa strupe. Med mikotoksine se
ne uvrscajo Se nekateri drugi nizkomolekularni sekundarni metaboliti gliv, kot je na primer

etanol, ki so toksi¢ni le pri visokih koncentracijah (Bennett in Klich, 2003).

Znanih je ve¢ kot petsto vrst mikotoksinov, ki so kemijsko in temperaturno stabilne
spojine. Glede na strukturne podobnosti in toksi¢nost jih razvr§¢amo v ve¢ skupin (Koppen
in sod., 2010). Poznamo aflatoksine, citridine, ergot alkaloide, fumonizine, ohratoksine,
patuline, trihotecene, zearalenole, T-2 toksine in druge (Bennett in Klich, 2003; Richard,
2007). Posamezna glivna vrsta lahko proizvaja enega ali ve¢ razli¢nih mikotoksinov, prav

tako je lahko enak mikotoksin proizvod razli¢nih glivnih vrst (Hussein in Brasel, 2001).
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2.1.4.1 Aflatoksini

Aflatoksini so difuranokumarinski derivati, ki jih po poliketidni poti sintetizirajo Stevilni
sevi vrst rodu Aspergillus, najpogosteje 4. flavus in A. parasiticus, redkeje A. bombycis, A.
ochraceoroseus, A. nominus in A. pseudotamari. Ne sintetizirajo jih vsi sevi znotraj
posamezne aflatoksigene vrste, temvec le nekateri. Tako je na primer aflatoksigenih le
polovica sevov A. flavus (Bennet in Klich, 2003; Turner in sod., 2009). Do sedaj je bilo
identificiranih osemnajst razli¢nih vrst aflatoksinov (Bhat in sod., 2010). Glede na UV
fluorescenco in kromatografsko mobilnost lo¢imo §tiri glavne aflatoksine: By, B,, Gy in G,.
Ostali aflatoksini so vecinoma sesalski biotransformacijski produkti glavnih metabolitov
koncentracijah pojavlja aflatoksin B; (AFB;). Njegov derivat, aflatoksin M;, je

biotransformacijski produkt, ki se izloca v mleko sesalcev (Sweeney in Dobson, 1998).

Aflatoksini so po klasifikaciji Mednarodne agencije za raziskave raka IARC (angl.
Internacional Agency for Research on Cancer) edini mikotoksini, ki so dokazano
rakotvorni za ¢loveka (Paterson in Lima, 2010). Poleg rakotvornega ucinka lahko na ljudi
in zivali delujejo tudi imunosupresivno, teratogeno in mutageno, primarni taréni organ so
obicajno jetra. Obcutljivost nanje se med vrstami razlikuje in je odvisna od pasme, starosti,
doze in dolzine izpostavljenosti. Bolezni, ki so posledica njihovega zauzitja, imenujemo

aflatoksikoze in so lahko akutne ali kroni¢ne. (Bennet in Klich, 2003; Richard, 2007).

Slika 1: Strukturna formula aflatoksina B, (Richard, 2007)

2.1.4.2 Ohratoksini

Ohratoksini so sekundarni metaboliti Stevilnih vrst rodov Aspergillus in Penicillium.

Sestojijo iz izokumarinske podenote in fenilalanina, ki sta medsebojno povezana z amidno
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vezjo (Bayman in Baker, 2006). Njihova biosineza poteka s kombinacijo razli¢nih
metabolnih poti (Sweeney in Dobson, 1998). NajpogostejSi mikotoksin iz te skupine je
ohratoksin A (OTA). Na fiziologijo tar¢ne celice lahko vpliva na razli¢ne nacine, vendar
dosedanje raziskave kazejo, da najpogosteje inhibira encim, vpleten v metabolizem
fenilalanina, inhibira mitohondrijsko sintezo ATP in stimulira lipidno peroksidazo. Tar¢ni
organ so najpogosteje ledvice, pri vi§jih koncentracijah tudi jetra. Je imunosupresiven in
potencialno teratogen, po klasifikaciji IARC pa tudi potencialno rakotvoren za ¢loveka
(Bennet in Klich, 2003; Magnoli in sod., 2007; Richard, 2007). Bolezni, ki jih povzrocajo

ohratoksini, imenujemo ohratoksikoze (Paterson in Lima, 2010).
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Slika 2: Strukturna formula ohratoksina A (Richard, 2007)

2.1.5 Metode ugotavljanja prisotnosti mikotoksinov in vitro

Standardna metoda, ki bi omogocala detekcijo vseh vrst mikotoksinov, ne obstaja, saj so te
molekule medsebojno zelo raznolike in zahtevajo razli¢ne obravnave. V sploSnem velja, da
mora biti metoda robustna, obcutljiva, zelo prilagodljiva in kadar je to potrebno, tudi
specifi¢na (Turner in sod., 2009). Pred izvedbo same metode za dokazovanje mikotoksinov
se obicajno izvedejo naslednji koraki: vzorenje, homogenizacija, ekstrakcija in ¢iScenje z
morebitnim koncentriranjem (Rahmani in sod., 2009). Za reprezentativen rezultat je zelo
pomembno pravilno vzorcenje, saj so mikotoksini v substratu razporejeni heterogeno, ter
¢im vecja Cistost vzorca, saj lahko morebitne necisto¢e pomembno vplivajo na rezultate in

obcutljivost metode (Stroka in sod., 2004; Turner in sod., 2009).

Detekciji mikotoksinov sluzijo razlicne metode, vkljucujo¢ tankoplastno tekocinsko
kromatografijo (TLC), tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC), plinsko
kromatografijo, kapilarno elektroforezo, masno spektroskopijo, imunske teste (npr.

ELISA) in biosenzorje (Bennet in sod., 2007; Bhat in sod., 2010, Turner in sod., 2009).
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Ena izmed popularnejsih je TLC, ki je hitra in enostavna metoda za kvalitativno in
kvantitativno vrednotenje mikotoksinov v vzorcu (Lin in sod., 1998). Na voljo so razli¢ne
izvedbe, osnovni princip metode pa je, da se vzorec v obliki to¢ke nanese na stacionarno
fazo, ki je lahko silikagel, aluminijev oksid ali celuloza, imobilizirana na stekleno ali
plasti¢no plosco, le-ta pa se nato z enim robom plosce potopi v mobilno fazo. Vzorec nato
skupaj s topilom potuje po stacionarni fazi in ko topilo doseze drugi rob plosce, se le-ta
odstrani iz topila in pregleda s pomocjo UV svetlobe, fluorescence ali kaksne druge
metode. Identifikacija posameznih sestavin naneSenega vzorca je mozna s pomocjo
standardov, ki soCasno z vzorcem potujejo po stacionarni fazi (Rahmani in sod., 2009).
Filtenborg in Frisvad (1980) sta razvila zelo enostavno metodo za ugotavljanje prisotnosti
mikotoksinov pri toksigenih plesnih. Kos¢ek agarja, preras¢enega s plesnijo, se, dokler je
micelij Se moker, nanese neposredno na TLC plos¢ico, da se morebitni mikotoksini iz
agarja prenesejo na stacionarno fazo. Po njegovi odstranitvi s plos¢ice se izvede standardni
postopek TLC. Metoda je primerna za detekcijo razliénih vrst mikotoksinov, vkljucujoc¢

aflatoksine in ohratoksine (Filtenborg in sod., 1983).

Se ena izmed nepogresljivih metod v moderni analitiki je metoda HPLC, ki omogoca
kvantitativno vrednotenje prisotnosti iskanih snovi v vzorcu (Turner in sod., 2009). Gre za
eno izmed izvedenk tekocCinske kromatografije, pri kateri se preiskovani vzorec injicira v
teko¢o mobilno fazo in nato skupaj z njo potuje po koloni, napolnjeni s stacionarno fazo.
Posamezne sestavine preiskovanega vzorca s stacionarno fazo reagirajo z razli¢no
afiniteto, zaradi Cesar po koloni potujejo z razlicno hitrostjo in se posledi¢no lo¢ijo med
seboj. Sestavine zaznava detektor, ki na osnovi prejetih signalov izriSe kromatogram
(Bakalyar, 1981). V uporabi so razliénimi detektorji, med katerimi sta za detekcijo

mikotoksinov najpogostejsi UV in fluorescencna tehnika (Rahmani in sod., 2009).

2.1.6 Mikotoksini v zivilih

Ker lahko uspevajo na ogromno razli¢nih substratih in v skoraj vseh vremenskih razmerah,
so mikotoksigene plesni in posledi¢no mikotoksini v proizvodnji hrane zelo pogosti
(Bennet in Klich, 2003). Do kontaminacije lahko pride na katerikoli stopnji proizvodne

verige zivil. Njihovo prisotnost so dokazali v razli¢nih vrstah hrane Sirom po svetu, zaradi
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Cesar so danes obravnavani kot ena izmed najnevarnejSih okuzb hrane in krme. Produkcija
mikotoksinov ni sorazmerna z rastjo plesni, ampak nanjo vplivajo razli¢ni dejavniki tekom
celotne proizvodne verige (Bhat in sod., 2010). Le-te lahko razdelimo v Stiri skupine: (a)
intrinzi¢ni prehranski parametri, kamor sodijo vodna aktivnost, hranilna sestava substrata,
mineralna hranila, vsebnost vlage in drugo; (b) ekstrinzi¢ni parametri, ki med drugim
zajemajo temperaturo, podnebne razmere, dostopnost kisika; (c) procesni parametri, ki
obsegajo kmetijsko prakso, stopnjo susSenja, ponovno navlazitev, meSanje, mehanske
poskodbe substrata, higienske razmere in podobno; ter (d) implicitni mikrobni parametri,
kamor sodijo interakcije z insekti in prSicami, obilje sevov in spor, mikrobni ekosistem in

ostalo (Magan in Aldred, 2007).

Aflatoksini so najpogosteje prisotni v Zitaricah, za¢imbah, oljnih semenih, oresckih, maslu
in mleku. V slednjem je prisoten biotransormacijski produkt aflatoksina B, aflatoksin M,
kar predstavlja resen problem, saj je mleko osnovni vir hranil ¢loveka in nekaterih drugih
zivali v prvih mesecih Zivljenja. Aflatoksine so dokazali tudi ze v tradicionalnih naravnih
zdravilih, ki temeljijo na rastlinski osnovi, in jajcih kokoSi, ki so bile hranjene s
kontaminiranim zitom. Do okuZzbe z ohratoksini obicajno pride med skladiS¢enjem svezih
produktov, kot so Zitarice, kava, kakav, suho sadje, zacimbe in tudi svinjina. Obcasno se
lahko pojavijo tudi ze med samo kultivacijo na polju, posledica Cesar je njihova prisotnost
v raznih sadnih sokovih, vinu ter v nekaterih notranjih organih in mleku zivali, hranjenih z
kontaminirano krmo (Bhat in sod., 2010). Evropska zakonodaja, ki velja tudi na obmocju
Slovenije, predpisuje mejne vrednosti aflatoksinov in ohratoksinov v Zivilih, povzete v

preglednici 1 (Uredba komisije..., 2006).

Za preprecevanje Skodljivih posledic kontaminacije z mikotoksini so na voljo tri osnovne
moznosti: prepreCevanje kontaminacije, dekontaminacija z mikotoksini okuzenih zivil in
krme ter inhibicija absorpcije mikotoksinov iz zauZite hrane v prebavnem traktu (Bata in
Lasztity, 1999). Preventivni ukrepi za nadzor izpostavljenosti mikotoksinom temeljijo na
sistemu HACCP (Analiza tveganja in ugotavljanja kriti¢nih kontrolnih tock, angl. Hazard
Analysis Chritical Control Point), torej na identifikaciji kriticnih kontrolnih tock tekom
celotne proizvodne verige (Magan in Aldred, 2007). Metode vklju€ujejo dobro kmetijsko

prakso, ustrezno susenje pridelka po zetvi in izogibanje vlagi med skladis¢enjem (Bennet
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in sod., 2007). Kadar se ugotovi prisotnost mikotoksinov, so na voljo razli¢ni postopki za
njihovo inaktivacijo ali odstranitev: razgradnja mikotoksinov z razlicnimi kemic¢nimi
agensi (amoniak, ozon, vodikov peroksid, bisulfiti, formaldehid,...), obsevanje z gama
zarki, ki povzrocijo razpad mikotoksinov in zavirajo rast gliv, dodatek naravnih produktov
(zelis¢, zaCimb, etericnih olj), ki zavirajo rast plesni in sintezo mikotoksinov, odstranitev
mikotoksinov z organskimi vezavnimi delci oz. glukomanani, temperaturna obdelava
(prazenje, pasterizacija) in drugi (Bhat in sod., 2010). Ne glede na to, kateri izmed
postopkov za dekontaminacijo je izbran, mora slediti osnovnim nacelom: mikotoksin mora
biti odstranjen ali uni€en s pretvorbo v nestrupene sestavine, unicene morajo biti tudi spore
in micelij, da ne pride do tvorbe novih mikotoksinov, Zivilo oz. krma mora ohraniti svojo
hranilno vrednost in okusnost, fizicne znacilnosti substrata se ne smejo bistveno

spremeniti, sam postopek pa mora biti tudi ekonomicen (Bata in Lasztity, 1999).

Preglednica 1: Mejne vrednosti aflatoksinov in ohratoksinov v Zivilih (Uredba komisije..., 2006).

Mikotoksin Zivilo Mejna vrednost (ng/kg)
Aflatoksini B, B1+By+Gi+G, M,
Zemeljski orescki (ki se pred zauZitjem sortirajo ali 8 15 0

drugace mehansko obdelajo)

Lupinarji, suho sadje, koruza (ki se pred zauzitjem 5 10 O
sortirajo ali druga¢e mehansko obdelajo), zaCimbe

Zemeljski orescki, lupinarji, suho sadje in iz njih 2 4 O
predelana zivila, namenjena neposredni prehrani
ljudi ali kot sestavina zivil, zita in Zzitni proizvodi

Mileko O O 0,050
Otroska hrana, formule za dojencke, zivila za 0,10 O 0,025
posebne zdravstvene namene
Ohratoksin A
Nepredelana zita, prazena kava (zrna in mleta) 5
Proizvodi iz nepredelanih zit 3
Suho grozdje, instant kava 10
Vino, sadno vino, aromatizirane pijate na osnovi 2
vina, grozdni sok,
Otroska hrana, Zivila za posebne zdravstvene namene 0,50
surova kava, suho sadje, pivo, kakav, likerska vina, O

mesni izdelki, za¢imbe in sladki koren
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22  ETERICNA OLJA

Etericna olja so sekundarni metaboliti aromati¢nih rastlin, ki zaradi svojih asepti¢nih
lastnosti rastlini sluzijo kot zas¢ita pred bakterijskimi, virusnimi in glivnimi okuzbami,
hkrati pa tudi zmanjSujejo apetit rastlinojedcem. Sintetizirajo jih lahko vsi rastlinski organi,
npr. cvetovi, listi, stebla, semena, korenine, sadezi, lubje, les in ostali. Poznamo priblizno
tri tiso¢ razli¢nih eteri¢nih olj, od tega jih je tristo komercialno pomembnih, predvsem v
farmaciji, agronomiji, prehrambeni in kozmeti¢ni industriji ter proizvodnji parfumov.
Obicajno so ekstrahirana iz rastlin, katerih rastiS¢a se nahajajo v zmerno toplih in vrocih
podnebjih, vse od Mediterana do tropov, kjer igrajo pomembno vlogo v tradicionalni

farmakopeji (Bakkali in sod., 2008).

Uporablja se vec nacinov ekstrakcije, odvisno od tega, cemu so eteri¢na olja namenjena,
saj so od tipa ekstrakcije odvisne stereokemicne lastnosti ekstrakta. Za uporabo v farmaciji
in prehrambeni industriji se obi¢ajno uporablja destilacija s paro in oZemanje, za pripravo
disav oz. parfumov je bolj priljubljena ekstrakcija z lipofilnimi topili ali superkriticnim
ogljikovim dioksidom. Poleg ekstrakcije na koli¢ino, kvaliteto in sestavo ekstrakta vplivajo
Se podnebne razmere, sestava prsti, starost rastline in vrsta rastlinskega organa, iz katerega
je olje ekstrahirano, zato je za konstantno kvaliteto olja potrebno le-tega vedno ekstrahirati
iz enakih rastlinskih organov, v istem letnem casu in iz rastlin, ki rastejo v ¢im bolj
podobnih pogojih. Kvaliteto komercialnih etericnih olj vzdrzujejo s kemotipizacijo s
plinsko kromatografijo in masno spektroskopijo (Angioni in sod., 2006; Bakkali in sod.,
2008; Masotti in sod., 2003).

2.2.1 Sestava in bioloska aktivnost

Eteri¢na olja so hlapljive, bistre, obasno obarvane spojine izrazitega vonja z nizjo gostoto
od vode, ki so topne v mascobah in organskih topilih. Obicajno gre za kompleksno naravno
mesanico dvajsetih do Sestdesetih sestavin, katerih koncentracije so razlicne. Obicajno
prevladujejo dve ali tri sestavine, ki so v olju zastopane v 20-70 % in se glede na

biosintetski izvor uvrS€ajo v dve razli¢ni skupini. Prvo skupino sestavljajo sestavine iz
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terpenov in terpenoidov, drugo pa sestavine iz aromatskih in alifatskih sestavin (Bakkali in

sod., 2008).

Protimikrobno delovanje na tar¢ne celice se izraza na razlicne nacine (Bakkali in sod.,
2008). Lahko delujejo citotoksicno, saj kot tipicni lipofili prehajajo skozi celi¢no steno in
membrano ter pri tem spremenijo strukturo in permeabilnost membrane, kar povzroci
izgubo ionov in redukcijskega membranskega potenciala, v notranjosti celice pa
povzroc¢ajo koagulacijo citoplazme in poskodbe lipidov in proteinov (Gustafson in sod.,
1998; Ultee in sod., 2002). Nekatera etericna olja so tudi fototoksi¢na in vsebujejo
fotoaktivne molekule, ki ob prehodu v celico sicer ne poskodujejo membran, proteinov in
DNK, ko pa je celica izpostavljena svetlobi, se sprozijo radikalske reakcije, ki lahko
poskodujejo celiéne makromolekule in v nekaterih primerih sprozijo kovalentne povezave
med DNK, proteini in membranskimi lipidi (Dijoux in sod., 2006, Bakkali in sod., 2008).
Izzovejo lahko tudi jedrno in citoplazemsko mutagenezo, predvsem sestavine eteri¢nih olj
pa lahko po metabolni aktivaciji postanejo tudi rakotvorne in izzovejo sintezo rakotvornih
metabolitov ter posledi¢no nastanek razli¢nih oblik rakavih obolenj (Bakkali in sod., 2008;
Guba, 2001). Rezultat vseh teh ucinkov je obicajno viden kot inhibicija rasti plesni,

nesposobnost tvorbe micelija, mikotoksinov ali spor (Lang in Buchbauer, 2012).

2.2.1.1 Anisaldehid

Anisaldehid ali 4-metoksibenzaldehid je sestavina etericnega olja, ekstrahiranega iz semen
janeza (Pimpinella anisum L., Apiaceae), katerega rastiSCe obsega SirSe obmocje
Mediterana in juzne Azije. Strukturno je soroden vanilinu, ki je izkazal izrazito
protimikrobno aktivnost proti Stevilnim kvasovkam in plesnim, zaradi ¢esar predvidevajo,
da bi lahko imel anisaldehid veliko uporabno vrednost kot naravni fungicid in konzervans

v zivilski industriji (Fitzgerald in sod., 2004; Shreaz in sod., 2011).

Shreaz in sod. (2011) so ugotovili, da ima anisaldehid izrazit inhibitorni u¢inek na rast in
biosintezo ergosterolov vrst rodu Candida. Testirali so proti flukonazolu odporne seve in
seve, ki so za ta fungicid obcutljivi. Obseg inhibicije je bil pri obeh skupinah podoben, kar

je spodbudno za nadaljnje raziskave o njegovi uporabnosti v medicinske namene.
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2.2.1.2 Jelka

Jelka (lat. Abies alba Mill., Pinaceae) je ena izmed najpogostejSih drevesnih vrst goratih
predelov Evrope. Raste predvsem na obmocju srednje Evrope, najdemo pa jo tudi v drugih

predelih, npr. v Pirenejih in na Balkanu (Ficko in sod., 2011).

Njeno etericno olje ima dokazano blagodejne ucinke na respiratorni sistem in miSice, o
sami bioaktivnosti tega olja pa je znanega zelo malo. Sestoji iz vsaj svajsetih razli¢nih
sestavin, med katerimi so najbolj zastopane boril acetat (30,3 %), kampen (19,8 %),
3-karen (13,9 %), triciklen (12,9 %), dilimonen (7,5 %) in a-pinen (2,9 %). Nekatere izmed
teh sestavin delujejo protimikrobno, vendar so protimikrobni vpliv eteri¢nega olja odkrili
le proti bakteriji vrste Staphylococcus aureus. Na rast drugih testiranih bakterijskih sevov

ni imelo posebnega vpliva (Yang in sod., 2009).

2.2.1.3 Koromac

Koromac¢ (lat. Foeniculum vulgare Mill., Apiaceae) je aromati¢na trajnica, ki izvira iz
juzne Evrope in Mediterana, danes pa je razSirjena v zmernotoplih in tropskih regijah
Sirom sveta. Rastlina se kot za¢imba pogosto uporablja v kulinari€éne namene, zahvaljujo¢
svojim zdravilnim ucinkovinam je tudi stalnica v tradicionalni medicini. Eteri¢no olje in
njegove sestavine se zaradi protimikrobnega, protibakterijskega in protiglivnega delovanja
ze vrsto let uporabljajo kot konzervans surovih in procesiranih zivil, v farmaciji,
alternativni medicini in v terapevtske namene, zaradi izrazitega inhibitornega delovanja
proti rastlinskim patogenom pa ima koromac tudi velik uporabni potencial kot nov naravni
fungicid in baktericid v agronomiji (Gulfraz in sod., 2008; He in sod., 2011). Med drugim
so olje in njegove sestavine izkazali protimikrobno delovanje proti plesnim vrst

Aspergillus flavus in Aspergillus niger (Singh in sod., 2006)

Napoli in sod. (2010a) so na podlagi analize Sestinpetdesetih vzorcev semen sicilijanskega
koromaca ugotovili sestavo njegovega eteri¢nega olja. Identificirali so oseminsedemdeset
sestavin, ki predstavljajo ve¢ kot 98 % olja. Najbolj zastopane sestavine so fenilpropanoidi

(42-90 %), kamor med drugim sodita estragol (3489 %) in (E)-anetol (0,1-36 %). Sledijo
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oksigenirani monoterpeni (3—56 %) s fenconom (2-27 %). 1z skupine monoterpen
ogljikovodikov (3—52 %) pa so najbolj zastopani a-pinen (1-21 %), limonen (1-17 %) in

y-terpinen (do 4 %). Vsebnost ostalih sestavin je bistveno niZja od omenjenih.

2.2.1.4 Meta in mentol

Meta je ena izmed najpogostejsih zeliS¢, saj uspeva v razlicnih podnebnih pogojih po vsem
svetu. Komercialno najpomembnejSa vrsta je poprova meta (Mentha x piperita L.
Lamiaceae), ki je sterilen hibrid med vodno (Mentha aquatica L.) in klasasto meto
(Mentha spicata L.). Njene medicinske in aromaterapevtske lastnosti so poznali ze v
anticnih cCasih, danes pa se metino etericno olje in njegove sestavine uporabljajo na
razlicnih podrocjih, od prehrambene industrije, medicine, farmacije in kozmeti¢ne
industrije do insekticidov in fungicidov v agronomiji (Abbaszadeh in sod., 2009; Iscan in

sod., 2002; Kumar in sod., 2011).

Glavni sestavini eteri¢nega olja poprove mete sta mentol (49 %) in menton (23 %), poleg
njiju so v vecjem obsegu zastopani Se izomenton in neomentol (17 %), izometil acetat
(3 %), a-pinen (2 %) in B-pinen (2 %) (Golebiowski in sod., 2008). Samo olje je izkazalo
izrazito protimikrobno aktivnost proti Stevilnim mikrobnim vrstam, med drugim tudi proti
nekaterim vrstam iz rodu Penicillium (Combrinck in sod., 2011; Iscan in sod., 2002).
Sandasi in sod. (2011) so ugotovili, da lahko meta v in vitro pogojih inhibira tudi nastanek

mikrobnih biofilmov.

2.2.1.5 Origano in karvakrol

Naravno rasti$ce origana (lat. Origanum vulgare L. Lamiaceae) je obmocje juzne Evrope,
vendar ga lahko danes najdemo povsod po svetu. Gre za eno izmed najpopularnejSih
zaCimb mediteranske kuhinje, zaradi njegovih aktivnih sestavin, predvsem karvakrola, pa
se uporablja tudi kot konzervans. Poleg svoje vloge v kulinariki ima uporabno vrednost
tudi v medicini, saj so Stevilne raziskave pokazale njegovo protimikrobno, protiglivno in

insekticidno delovanje (Mechergui in sod., 2010; Saeed in Tariq, 2009).
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V najvecji meri origanovo eteri¢no olje sestavljata karvakrol (61,3 %) in timol (13,9 %), ki
sodita med oksigenirane fenolne monoterpene (Bozin in sod., 2006). Prav ti dve sestavini
naj bi bili tudi odgovorni za izrazit protimikrobni u¢inek tega etericnega olja. Raziskave so
namre¢ pokazale, da origanovo olje oziroma njegove sestavine izrazito zavirajo rast
Stevilnih po Gramu pozitivnih in negativnih bakterijskih vrst, poleg protibakterijske pa
imajo tudi protiglivno aktivnost, med drugim uspesno zavirajo rast plesni vrste Aspergillus
niger (Bozin in sod., 2006; Guarda in sod., 2011). Kot porocajo Santoro in sod. (2007),
etericno olje origana onemogoca tudi rast in razvoj prazivali vrste Trypanosoma cruzi,

povzrociteljice endemicnih tropskih bolezni.

2.2.1.6 Timijan in timol

Timijan (lat. Thymus vulgaris L. Lamiaceae) je aromati¢na mediteranska trajnica, ki se kot
zaCimba pogosto uporablja v tradicionalni kuhinji. Poznali so ga Ze stari Egip¢ani, ki so ga
uporabljali kot sestavino mazil za balzamiranje, in vse od takrat se timijan uporablja tudi v
medicinske namene, zahvaljujo¢ svoji protimikrobni aktivnosti. Pravzaprav bioaktivne
ucinkovine vsebuje njegovo eteri¢no olje, zaradi Cesar se pogosto uporablja kot konzervans
in antioksidant v prehrambeni industriji, prav tako je nepogresljiv v proizvodnji parfumov

in kozmetike (Napoli in sod., 2010b).

Prevladujoca sestavina eteri¢nega olja je timol (57-70 %), v precej niZjih odstotkih mu
sledijo a-terpinen, boril acetat, p-cimen, karvakrol in ostali. Olje je izkazalo protimikrobni
ucinek proti Stevilnim bakterijskim in glivnim vrstam, med drugim tudi proti vrstam iz
rodov Aspergillus in Penicillium (Nguefack in sod., 2009; Razzaghi-Abyaneh in sod.,
2009; Rota in sod., 2008).

2.2.2 Ugotavljanje protimikrobne aktivnosti eteri¢nih olj in vitro

Za ugotavljanje protimikrobne aktivnosti eteri¢nih olj in vitro so na voljo razlicne metode,
vendar standardna metoda za tovrstne analize Se ne obstaja. V splosnem velja, da mora biti
metoda enostavna, hitra, ponovljiva, poceni ter da omogoca ¢im vecje Stevilo analiz

razli¢nih vzorcev (Klanc¢nik in sod., 2010). Zaradi hlapljivosti in hidrofobnosti eteri¢nih olj
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je izvedba metod zelo zahtevna, zato jih raziskovalne skupine obicajno prilagodijo
posameznemu vzorcu. Ze majhne spremembe pa obéutno vplivajo na konéni rezultat,
zaradi Cesar neposredna medsebojna primerjava rezultatov razli€énih metod ni mogoca (Cos
in sod., 2006). Primerjavo rezultatov onemogoca tudi dejstvo, da se definicija minimalne
inhibitorne koncentracije (MIK), ki se obicajno navaja kot merilo protimikrobne aktivnosti,
med publikacijami razlikuje. Najpogosteje uporabljane definicije so: (a) najnizja
koncentracija, ki zniza prezivelost inokuluma; (b) najnizZja koncentracija, ki je potrebna za
popolno inhibicijo testiranega organizma med 48-urno inkubacijo; (c) najnizja
koncentracija, ki inhibira vidno rast testiranega organizma; (d) najnizja koncentracija, ki
zniza prezivelost inokuluma za ve¢ kot 90 %. Rezultati, ki jih dobimo z analizami in vitro,
Se ne podajo ustrezne uporabne vrednosti in vivo, saj so Stevilne raziskave pokazale, da je
za dosego enakega inhibitornega ucinka v Zzivilih potrebna vi§ja koncentracija eteri¢nega

olja (Burt, 2004).

Najpogosteje uporabljane metode in vitro so:

~ Difuzijska metoda v agarju: Testirano etericno olje se na povrsino agarja nanese v za to
pripravljene luknjice, ali pa nanos poteka s pomocjo prepojenih papirnatih diskov.
Eteri¢no olje nato iz rezervoarja prehaja v gojisce, ki je nacepljeno z izbrano mikrobno
kulturo, in od njegove protimikrobne aktivnosti je odvisna velikost cone inhibicije okoli
rezervoarja. Cona se obicajno privzame kot merilo protimikrobne aktivnosti eteri¢nega
olja, vendar velja poudariti, da njena velikost vC€asih ne odraza dejanskega
protimikrobnega potenciala, saj v vodi slabo topne snovi tezje prehajajo v gojisce,
zaradi Cesar je posledicno manjSa tudi cona inhibicije. Poleg tega na difuzivnost
vplivajo tudi hlapljivost testiranega olja, vrsta gojisca, koli¢ina nanesenega olja, pH in

drugo (Pauli in Schilcher, 2010).

~ Redcitvena metoda: Eteri¢no olje se v razlicnih koncentracijah v obliki red¢itvene vrste

.....

.....

redoks indikatorji ali s pomoc¢jo motnosti (s prostim ofesom ali z merjenjem opticne

gostote). Rezultat je podan kot MIK in je enak najnizji koncentraciji etericnega olja v
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gojis¢u, kjer je Se priSlo do popolne inhibicije vidne mikrobne rasti. Tezavo pri tej
metodi predstavljajo razli¢ni dejavniki, kot so slaba topnost olj v vodi, dodatek topil
(npr. dimetilsulfoksid, etanol) in detergentov (npr. Tween 20), hlapljivost eteri¢nih olj,
izbira gojis¢a, pH in Cas inkubacije, ki vplivajo na rast mikrobne kulture in posledi¢no

na ugotavljanje MIK (Cos in sod., 2006; Pauli in Schilcher, 2010).

Ena izmed izvedenk red¢itvene metode je referencna metoda razred¢evanja v tekocem
gojis¢u s pomocjo mikrotitrske plos€ice, namenjena ugotavljanju obcutljivosti
filamentoznih gliv za protiglivne snovi, ki jo je razlil inStitut CLSI. Privzeta definicija
vrednosti MIK po tej metodi je najnizja koncentracija protimikrobne snovi, ki

popolnoma inhibira vidno rast mikroorganizma (Rex in sod., 2008).

~ Metoda s hlapno fazo: Standardiziran postopek za ugotavljanje protimikrobne aktivnosti
etericnih olj pri tej metodi ne obstaja. Obicajno je petrijeva plos¢a z nacepljenim
agarjem obrnjena na glavo in postavljena tako, da prekriva rezervoar (papirnati disk,
skodelica ali steklo), ki vsebuje vzorec etericnega olja. Rezultat je lahko podan kot cona
inhibicije, minimalna inhibitorna koncentracija v zraku (MIK,) ali opisno — normalna

rast, zmanjSana rast, vidna rast, ni rasti (Pauli in Schilcher, 2010).

~ Bioavtografske metode: Gre za kvalitativno metodo, ki temelji na tankoplastni
kromatografiji. Postopek je podoben difuzijski metodi v agarju, vendar s to razliko, da
protimikrobne snovi v nacepljen agar prehajajo s kromatografske ploscice. V uporabi je
ve¢ izvedb te metode. Najpogosteje uporabljana je direktna bioavtografija, pri kateri je
TLC ploscica z naneseno protimikrobno snovjo potopljena v mikrobno suspenzijo in
inkubirana v vlazni atmosferi. PovrSina ploS¢ice omogoca rast mikroorganizmov in na
mestih, kamor je bila nanesena protimikrobna snov, se pojavijo cone inhibicije. Pri
kontaktni bioavtografiji se TLC plos€ica s protimikrobno snovjo nanese na povrSino
inokuliranega agarja, nato pa po dolo¢enem ¢asu odstrani in inkubacija nadalje poteka
brez nje. Po preteku inkubacijskega Casa se na mestih, kjer je agar prisel v stik s
protimikrobno snovjo, pojavijo cone inhibicije. Kombinacija obeh omenjenih metod je
inverzna bioavtografija, kjer je TLC ploscica najprej prekrita z agarjem, ko se le-ta

strdi, pa se njegova povrsina inokulira z mikrobno kulturo (Choma in Grzelak, 2011).
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2.2.3 Uporabnost eteri¢nih olj kot protimikrobnih snovi v prehrambeni industriji

Rastlinski ekstrakti se kot Zivilski konzervansi uporabljajo Ze stoletja, Se posebej pa na
veljavi pridobivajo v zadnjem Casu, ko ¢lovestvo vse bolj stremi k nadomestitvi umetnih
konzervansov s protimikrobnimi snovmi naravnega izvora. Glavni cilj uporabe je
podaljsati obstojnost zivil in zagotoviti varnost njihovega uzivanja s prepreCevanjem

razvoja kvarljivcev in patogenih mikroorganizmov (Tajkarimi in sod., 2010).

Eden pomembnejSih omejujocih dejavnikov, ki vplivajo na izbiro etericnega olja kot
protimikrobne snovi, so organolepti¢ne lastnosti, saj lahko Ze majhen dodatek olja vpliva
na okus in vonj zivila. V tem primeru so v prednosti Zivila, kot so meso in ribe, ki se dobro
ujemajo z razlicnimi za¢imbami. Pomembna je tudi varnost uporabe etericnih olj kot
dodatkov k zivilom. Eteri¢na olja in njihove sestavine, med njimi tudi karvakrol, mentol in
timol, ki so s strani Evropske komisije registrirani kot za¢imbe k zivilom, se smatrajo kot
zdravju neopore¢ni. Hkrati so tudi uvrs¢eni na seznam odobrenih dodatkov k zivilom, ki ga
pripravlja Vladni urad Zdruzenih drzav Amerike za zdravila in prehrano FDA (United
States Food and Drug Administration) in nosijo oznako GRAS, kar pomeni splosno
priznano kot varno (angl. generally recognise as safe). Kljub temu v zadnjem casu nekatere
raziskave nasprotujejo njihovi neoporecnosti in nakazujejo na njihovo vlogo pri nastanku
razli¢nih alergij in razdrazenosti, zato bodo potrebne Se Stevilne raziskave, preden se bodo

eteri¢na olja v zivilstvu zacela pojavljati v ve¢jem obsegu kot do sedaj (Burt, 2004).

Pomembna lastnost, ki ravno tako vpliva na izbor olja kot konzervansa, je tudi
sinergisticno ali antagonisticno delovanje njegovih sestavin. Kadar ima meSanica vecih
sestavin boljsi protimikrobni udinek od posamic¢nih sestavin, pravimo, da gre za
sinergisti¢no delovanje. Tako so Stevilne raziskave ze dokazale, da lahko etericno olje v
celoti izkaze boljSe protimikrobno delovanje kot njegove posamezne sestavine. V
nasprotnem primeru, torej kadar je posamezna sestavina aktivnejSa od celokupnega olja, pa
govorimo o antagonisticnem delovanju. Enaki ucinki se pojavljajo tudi glede na lastnosti
zivila — nizek pH, nizka vodna aktivnost, kelatorji, nizka vsebnost kisika, povisan tlak in
podobno na eteri¢na olja delujejo sinergisti¢éno, medtem ko lahko na primer dodatek soli na

olje deluje sinergisti¢no ali antagonisti¢no, odvisno od okolis¢in (Burt, 2004).
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3 MATERIALI IN METODE

Raziskovalno delo je vkljucevalo vec razlicnih metod in je bilo v grobem razdeljeno na dva

sklopa — preucevanje protimikrobnega vpliva eteri¢nih olj in njihovih sestavin na

..........

Potek dela prikazuje slika 3.

Precepljanje in vzdrzevanje sevov

A4

10-14 dnevna kultura plesni

A\ 4 \ 4
OcenaMIK | ) PR Ocena MIK
A\ 4 A\ 4 A\ 4 A\ 4
Spremljanje Spremljanje tvorbe Spremljanje tvorbe Spremljanje
rasti na trdnem mikotoksinov na mikotoksinov v rasti v tekocem
gojiscu trdnem gojiscu tekoCem gojiscu gojiscu
A A

Merjenje Merjenje suhe
premerov kolonij biomase
A 4 A\ 4 A A\ 4
TLC HPLC TLC HPLC

Slika 3: Shematski prikaz poteka dela.

Legenda: MIK- minimalna inhibitorna koncentracija; TLC- tankoplastna teko¢inska kromatografija; HPLC-

tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti.
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3.1  MATERIALI

Za potrebe izvajanja analiz smo uporabljali Stevilne materiale, vkljucujo¢ mikrobne seve,
etericna olja in njihove sestavine, razli¢na gojisca, kemikalije in raztopine, navedene v

poglavju 3.1.

3.1.1 Mikroorganizmi

Vse delovne seve plesni smo pridobili iz zbirke Laboratorija za zivilsko mikrobiologijo
Katedre za mikrobiologijo, biotehnologijo in varnost Zivil Oddelka za Zivilstvo

Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani. Uporabljeni so bili naslednji sevi:

~ Aspergillus flavus ZMJ 25 (izolat)
~ Aspergillus niger ZMJ 27 (izolat)
~ Penicillium nordicum ZMJ 29 (izolat)

~ Penicillium verrucosum ZMJ 23 (tipski sev)

3.1.2 Eteri¢na olja in njihove sestavine

Raziskovali smo protimikrobno delovanje desetih razli¢nih eteri¢nih olj in njihovih
sestavin. Uporabljeni anisaldehid je komercialni proizvod podjetja ChromaDex, ZDA.
Eteriéni olji iglic in storzev srebrne jelke smo pridobili iz Laboratorija za splo$no
mikrobiologijo in mikrobiologijo Zivil Zavoda za biokemijsko inZenirstvo Prehrambeno-
biotehnoloske fakultete Univerze v Zagrebu, ostala eteri¢na olja in sestavine pa so

proizvod Katedre za farmacijo Medicinske fakultete Univerze v Novem Sadu.

Eteri¢na olja: Sestavine eteri¢nih olj:
~ Srebrna jelka (iglice in storzi) ~ Anisaldehid
~ Koromac ~ Karvakrol
~ Poprova meta ~ Mentol
~ Origano ~ Timol

~ Timijan
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3.1.3 Gojisca

Izvedba metod je vkljucevala uporabo trdnih in tekocih gojis¢, zajetih v poglavju 3.1.3.

3.1.3.1 Tekoce gojis¢e Roswell Park Memorial Institute-1640 (RPMI-1640)

Preglednica 2: Sestava gojis¢a Roswell Park Memorial Institute-1640 (Rex in sod., 2008).

Sestavina Kolic¢ina
Medij RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Nem¢ija) 10,4 g
dH,0 1000 mL

Gojiscu smo med meSanjem na magnetnem meSalu z MOPS pufrom (kon¢na koncentracija

0,165 mol/L) uravnali pH do kon¢ne vrednosti pH=7 in ga nato sterilizirali s filtracijo.

3.1.3.2 Agar s sladnim ekstraktom (MEA)

Preglednica 3: Sestava agarja s sladnim ekstraktom (Samson in sod., 2000).

Sestavina Kolic¢ina
Agar s sladnim ekstraktom (Merck, Nemcija) 48 g
dH,0 1000 mL

Gojisce smo sterilizirali 20 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bar. Po sterilizaciji smo

ga ohladili na 45 °C in razlili v petrijeve plosce.

3.1.3.3 Tekoce gojisce s kvasnim ekstraktom in saharozo (YES)

Preglednica 4: Sestava tekocega gojiSc¢a s kvasnim ekstraktom in saharozo (Samson in sod., 2000).

Sestavina Koli¢ina
Kvasni ekstrakt 20g
Saharoza 200 g
dH,0 1000 mL

Koli¢ino saharoze smo glede na osnovno sestavo povecali za 50 g. Gojisce smo sterilizirali

20 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bar.
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3.1.3.4 Czapek agar s kvasnim ekstraktom (CYA)

Preglednica 5: Sestava Czapek agarja s kvasnim ekstraktom (Pitt in Hocking, 1997).

Sestavina Koli¢ina
K,HPO, (Kemika, Hrvaska) 0,5¢g
Kvasni ekstrakt (Biolife, Italija) 25¢g
Saharoza (Kemika, Zagreb) 15¢g
Agar (Biolife, Italija) 75¢
Czapek koncentrat SmL
dH,O 500 mL

Preglednica 6: Sestava Czapek koncentrata z mikroelementi (Pitt in Hocking, 1997).

Sestavina Kolic¢ina
NaNO; (Alkaloid, Makedonija) 30g
KCl (Zorka Sabac, Srbija) 5g
MgSO,4 x TH,0 (Merck, Nemcija) 5g
FeSO, x 7H,0 (Kemika, Hrvaska) 0,1g
ZnSO, x 7H,0 (Merck, Nemcija) 0,1g
CuS0, x 5H,0 (Zorka Sabac, Srbija) 0,05¢g
dH,0 100 mL

Gojisce smo sterilizirali 20 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bar. Po sterilizaciji smo

ohlajenega na 45 °C razlili v petrijeve plosce.

3.1.4 Kemikalije in raztopine

Poglavje 3.1.4 navaja raztopine in kemikalije, uporabljene tekom raziskovalnega dela.

3.1.4.1 Fizioloska raztopina

Preglednica 7: Sestava zaloZne raztopine za pripravo fizioloSke raztopine.

Sestavina Koli¢ina

K,HPO, (Kemika, Zagreb) 34¢
dH,O 100 mL
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1,25 mL zalozne raztopine (pH= 7,2) smo razred¢ili s 1000 mL dH,O in sterilizirali 20 min

pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bar.

3.1.4.2 Topilo za ekstrakcijo aflatoksina B,

Preglednica 8: Sestava topila za ekstrakcijo aflatoksina B, (Aflaprep®, 2011).

Sestavina Kolic¢ina
NaCl (Kemika, Zagreb) 1,6 g
100 % Acetonitril (Merck, Nemcija) 60 mL
dH,0 40 mL

3.1.4.3 Ostale kemikalije in raztopine

Preglednica 9: Ostale uporabljene kemikalije in raztopine.

Standard aflatoksina B; (Sigma-Aldrich, Nemcija)  Standard ohratoksina A (Sigma-Aldrich, Nemcija)

Aceton (Merck, Nemcija) Dimetil sulfoksid (Merck, Nemcija)

Etanol (Merck, Nemcija) Etilacetat (Merck, Nemcija)
Jodo-nitro-tetrazolium klorid (Sigma, Svica) Kloroform (Merck, Nemcija in Carlo Erba, Italija)
MOPS pufer Mravlji¢na kislina (Merck, Nemcija)

Natrijev hipoklorid (Kemika, Hrvaska) TLC silica gel plos¢e (Merck, Nemcija)

Toluen (Merck, Nemcija) Petroleter (Carlo Erba, Italija)

Na,SO4 (GRAM-MOL, Hrvaska) Silikagel 60 (Merck, Nemcija)

3.1.5 Laboratorijski pribor in oprema

Preglednica 10: Uporabljen laboratorijski pribor in oprema.

Cepilne igle Plinski gorilnik

Cepilne zanke Mikrobioloska komora (Iskra PIO, SMBC 122AV)
Petrijeve plosce (Labortehnika, Golias) Digestorij (Elektromedicina, TIP382)

Steklene epruvete Avtoklav (Sutjeska, SU30)

Avtomatske pipete (Eppendorf, Gilson) Mikroskop (Olympus)

Nastavki za pipete (Eppendorf, Gilson) Tehtnica (Mettler Toledo, PB1502-S)

Mikrotitrske ploséice (NUNC, Danska) Vrtinéni mesalnik (Yellowline, TTS2)

Krovna stekelca Vodna kopel (Kambi¢, WB-30)

Se nadaljuje...
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...Nadaljevanje

Preglednica 10: Uporabljen laboratorijski pribor in oprema.

Merilni valji (Plastibrand)
Mikrocentrifugirke 1,5 mL (Gilson)
Izrezovalnik ¢epkov

Steklene banjice

Inzulinske brizgalke (Plastipack)
Filtri 0,45um (Phenex)

Filter papir (S&S)

Lij lo¢nik

Erlenmajerice

Falkonke

Pinceta

Biirker-Tiirk Stevna komora
Laboratorijske steklenice

Parafilm (Pechiney plastic packaging)

Inkubatorji (Kambic)

Analitska tehtnica (GMBH)

Stresalnik za mikrotitrske ploséice (Eppendorf)
Hladilnik (Gorenje, Bosch, Zanussi)
Zamrzovalnik -20 °C (Gorenje, LTH)
Zamrzovalnik -80 °C (Heto Ultra Freeze)
Mikrovalovna pecica (Sanyo)

pH meter (Hanna Instruments, HI 221)
Susilnik (Elektromedicina)

Vakuumska crpalka

UV lu¢

Stresalnik

Vrecke za avtoklaviranje (Plastibrand)

Rokavice (Shield Scientific)




25

Hostnik N. Protimikrobno delovanje izbranih eteri¢nih olj in njihovih sestavin na mikotoksigene plesni.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2012

32 METODE

Protimikrobni vpliv izbranih snovi na delovne seve smo preucevali z izvedbo metod,

predstavljenih v poglavju 3.2.

3.2.1 Gojenje in vzdrZevanje sevov

Za precepljanje in vzdrzevanje sevov smo uporabljali trdno gojis¢e MEA. S sterilno
bakteriolosko zanko smo postrgali povrSino micelija in spore, ki so se ujele na zanko,
prenesli v 1 mL fizioloske raztopine. V suspenzijo spor smo nato pomocili bakterioloSko
iglo in z njo naredili tri vbode v trdno gojis¢e MEA, razlito v petrijeve plos¢e. Nacepljeno

kulturo smo inkubirali pri temperaturi 25 °C.

3.2.2 Primerjava hitrosti rasti pri razli¢nih temperaturah

Ker smo zeleli ugotoviti, ali delovni sevi bolje rastejo pri 25 °C ali pri 35 °C, smo jih
vzporedno nacepili na trdno gojis¢e MEA, nato pa eno paralelko sedem dni inkubirali pri
temperaturi 25 °C, drugo paralelko pa pri temperaturi 35 °C. Hitrost rasti smo spremljali z

merjenjem premerov kolonij.

3.2.3 Ugotavljanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) z metodo

razredCevanja na mikrotitrski plos€ici (Rex in sod., 2008)

Z metodo razred¢evanja na mikrotitrski plos¢ici (Rex in sod., 2008) smo Zzeleli oceniti
minimalno koncentracijo etericnega olja oz. njegove sestavine, ki je potrebna, da
popolnoma inhibira rast izbranega seva. Uporabili smo tekoce gojis¢e RPMI, v katerem

smo ob prisotnosti razli¢nih koncentracij protimikrobne snovi spremljali rast kulture.

3.2.3.1 Priprava eteri¢nih olj in njihovih sestavin

Pri pripravi zaloZznih raztopin eteri¢nih olj oz. njihovih sestavin smo kot topilo uporabljali

dimetil sulfoksid (DMSO). Timol in mentol, ki sta se kot Cisti sestavini nahajala v
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kristalizirani obliki, smo raztopili do koncentracije 32 mg/mL. Ostala olja oz. sestavine, ki
so bila v osnovi v tekoci obliki, smo raztopili do koncentracije 100 pL/mL. Zalozne
raztopine smo nato dalje red¢ili s tekocim gojis¢em RPMI v razmerju 1 : 4. Kon¢na
koncentracija raztopin timola in mentola je tako znasala 8 mg/mL, kon¢na koncentracija
olj jelke (iglic in storzev), koromaca, mete, origana, timijana ter sestavin anisaldehida in
karvakrola pa 25 pL/mL. Za potrebe negativne kontrole, s katero smo preverjali vpliv
DMSO na rast sevov, smo z gojis¢em RPMI v razmerju 1 : 4 red¢ili tudi sam DMSO brez

dodatka olja.

3.2.3.2 Priprava suspenzije spor

S sterilno bakteriolosko zanko smo postrgali povr§ino micelija kulture, stare deset do
Stirinajst dni, in spore prenesli v 1 mL fizioloSke raztopine. Kapljico suspenzije smo
nanesli na Biirker-Tiirkovo §tevno komoro, s pomoc¢jo mikroskopa presteli spore in z

enacbo 1 izracunali koncentracijo spor v suspenziji.

¢ [$t. celic/mL] = (N/4) *16 * 10° ..(D)

(c... koncentracija spor; N... §t. prestetih spor v §tirih kvadratkih po diagonali)

Na ta nagin smo pripravili suspenzijo spor s koncentracijo 10° do 10° spor/mL. Suspenzijo
smo dalje red¢ili z gojis¢éem PRMI in sicer v takSnem razmerju, da je bila koncentracija

spor v konéni suspenziji 10* spor/mL.

3.2.3.3 Priprava mikrotitrske ploscice

Uporabljali smo sterilne mikrotitrske plos¢ice z 96 luknjicami. V prvo luknjico v
posamezni vrstici smo odpipetirali 100 uL raztopine eteri¢nega olja v zacetni koncentraciji
8 mg/mL oz. 25 pL/mL, v preostalih enajst luknjic v tej vrstici pa v vsako posamezno
luknjico po 50 pL tekocega gojis¢a RPMI. Nato smo iz prve luknjice odpipetirali 50 pL
raztopine etericnega olja, jih prenesli v naslednjo luknjico vzdolz vrstice in premesali z
gojis¢em, zopet odpipetirali 50 uL vsebine, jo prenesli v tretjo luknjico in ponovno

premesali. Ta postopek smo ponavljali vzdolZz celotne vrstice. 50 plL vsebine zadnje
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luknjice smo zavrgli, da je bil volumen v vseh luknjicah enak. Na ta nacin smo dobili
red¢itveno vrsto, v kateri je koncentracija olja ali sestavine padala vzdolz vrstice za faktor
dva. Na primer, ¢e je bila koncentracija timola v prvi luknjici 8 mg/mL, je bila v drugi
luknjici 4 mg/mL, v tretji 2 mg/mL in tako naprej do zadnje luknjice. V vsako luknjico
vzdolz vrstice smo nato odpipetirali Se 50 pL suspenzije spor, tako da je bil kon¢ni
volumen vsebine v vsaki luknjici 100 pL. Zaradi tega se je koncentracija olja oz. sestavine
v vsaki luknjici Se prepolovila. Tako je bila kon¢na koncentracija timola ali mentola v prvi
luknjici na mikrotitrski plos¢ici enaka 4 mg/mL, v zadnji luknjici pa 0,002 mg/mL. Za
ostala olja je bila kon¢na koncentracija v prvi luknjici 12,5 uL/mL, v zadnji luknjici pa

0,0061 pL /mL.

Za pozitivno kontrolo smo v luknjico s 50 u. RPMI dodali 50 pL suspenzije spor. Za
negativno kontrolo gojis¢a smo v luknjico odpipetirali 100 uL. RPMI, za preverjanje
sterilnosti olj pa smo v luknjico s 50 uL. RPMI dodali 50 pL raztopine posameznega olja.
Preverili smo tudi vpliv DMSO na rast sevov. Postopek je bil enak kot pri pripravi
red¢itvene vrste z raztopinami olj, le da smo v prvo luknjico v vrstici namesto raztopine

olja odpipetirali 100 pL raztopine DMSO.

Ocena minimalne inhibitorne koncentracije
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Slika 4: Prikaz oddlitavanja rezultatov z mikrotitrske plos¢ice po dodatku jodo-nitro-tetrazolium
klorida. Pus¢ica oznacuje zadnjo luknjico, kjer Se ni prislo do barvne reakcije- koncentracija etericnega olja

v tej luknjici je privzeta kot ocena minimalne inhibitorne koncentracije.
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Pripravljene plos¢ice smo premeSali na stresalniku. Plosc¢ice, kjer sta bili kot kultura
uporabljeni plesni vrst A. flavus ali A. niger, smo 24 ur inkubirali pri temperaturi 35 °C.

Ploscice s plesnima vrst P. verrucosum ali P. nordicum pa 48 ur pri temperaturi 25 °C.

Po preteku inkubacijskega Casa smo v vsako luknjico dodali 10 puL jodo-nitro-tetrazolium
klorida (INT) v koncentraciji 2 mg/mL in plosCice v temi inkubirali nadaljnjih 24 ur na
ustrezni temperaturi. Kromogeno barvilo INT je v metabolno aktivnih celicah povzrocilo
rdece obarvanje (slika 4). Ocena MIK za posamezno olje ali oljno sestavino je bila tako

enaka koncentraciji olja v zadnji luknjici, kjer Se ni prislo do spremembe barve.

3.2.4 Spremljanje rasti in tvorbe mikotoksinov na trdnem gojis¢u

Za ugotavljanje vpliva eteri¢nih olj na rast mikotoksigenih sevov in tvorbo mikotoksinov
timola, karvakrola, mentola, origana oz. timijana. Vpliv izbranih olj smo testirali v dveh

razli¢nih koncentracijah, ki sta ustrezali 2 MIK in 72 MIK.

Kot topilo za pripravo zaloZznih raztopin eteri¢nih olj smo uporabljali DMSO. Timol in
mentol smo raztopili do koncentracije 32 mg/mL, karvakrol, origano in timijan pa do
koncentracije 100 uL/mL. 220 mL gojis¢a smo po avtoklaviranju ohladili na 45 °C in vanj
vmesali tolik$no koli¢ino zaloZne raztopine etericnega olja, da je kon¢na koncentracija olja
v gojiScu ustrezala 2 ali 4 MIK. Agar smo nato razlili v deset petrijevih plos¢, v vsako
priblizno 20 mL gojiS¢a. Postopek smo ponovili za vsako izmed petih olj v obeh
omenjenih koncentracijah. Za kontrolo rastnosti smo v deset petrijevih plos¢ razlili 220 mL

gojisca brez dodatkov, za kontrolo vpliva topila na rast sevov in tvorbo mikotoksinov pa

ey ee

Za pripravo suspenzije spor smo s sterilno bakteriolosko zanko postrgali povrs$ino micelija
kulture, stare deset do Stirinajst dni, in spore prenesli v 1 mL fizioloske raztopine. V
suspenzijo s koncentracijo 10° spor/mL smo pomogili sterilno bakteriologko iglo in kulturo
nacepili na pripravljene petrijeve plosce z vbodom igle na sredino gojis¢a. Plos¢e smo nato

inkubirali sedem, Stirinajst, sedemnajst ali enaindvajset dni pri temperaturi 25 °C.
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3.2.4.1 Spremljanje rasti

Dve izmed desetih nacepljenih plos¢ vsake kombinacije seva in olja ter kontrole sta bili
namenjeni spremljanju rasti. Rast smo spremljali z merjenjem premera kolonij vsakih
nekaj dni tekom tritedenske inkubacije in kot rezultat podali povpre¢no vrednost dnevnih
meritev. Na podlagi dobljenih rezultatov smo s pomocjo enacbe 2 izracunali odstotek

inhibicije rasti:

1[%] = ((0-K)/K) *100 ..(2)

(I... odstotek inhibicije; K... vrednost kontrolnega vzorca; O... vrednost vzorca z dodatkom olja)

3.2.4.2 Spremljanje tvorbe mikotoksinov s TLC (Filtenborg in Frisvad, 1980; Filtenborg in
sod., 1983; Samson in sod., 2000; Thrane 1986)

Osem plosS¢ je bilo namenjenih spremljanju tvorbe mikotoksinov. Kvalitativno smo
prisotnost mikotoksinov spremljali s TLC (Filtenborg in Frisvad, 1980; Filtenborg in sod.,
1983; Samson in sod., 2000; Thrane 1986). Analize so potekale sedmi, Stirinajsti,
sedemnajsti in enaindvajseti dan inkubacije, za vsako analizo sta bili namenjeni po dve
paralelki vsake kombinacije. Pri plesni vrste A. flavus smo spremljali tvorbo aflatoksina

B\, pri ostalih treh sevih pa tvorbo ohratoksina A.

Za izvedbo TLC smo uporabljali aluminijaste plos¢ice, prevlecene s silikatnim gelom.
Najprej smo na plosco nanesli standardno raztopino mikotoksina v koncentraciji 10 pg/mL.
Nato smo iz prve paralelke izrezali tri koS¢ke gojisca, preraS€enega s kolonijo plesni, ter se
z njihovo spodnjo ploskvijo dotaknili iste tocke na TLC ploscici, ki je bila od standarda
oddaljena 1,5 cm. S koscki, izrezanimi iz druge paralelke smo se dotaknili nove tocke, ki je
bila od prve oddaljena 1,5 cm. Postopek smo ponovili Se z vsemi ostalimi paralelkami
drugih kombinacij sevov in olj ter kontrol. Spodnji del pripravljene plos¢ice smo potopili v
mesanico topil v stekleni kadi. Za ohratoksin A smo uporabili meSanico toluen : etilacetat :
mravlji¢na kislina v razmerju 5 : 4 : 1, za aflatoksin B; pa meSanico kloroform : aceton v

razmerju 9 : 1. Ko je topilo pripotovalo 1 cm pod zgornji rob, smo plos¢ico odstranili iz
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kadi in jo pustili v digestoriju, da je topilo izhlapelo. Suho plos¢ico smo nato pogledali pod

UV lugjo. Pozitiven rezultat je predstavljala linija vzorca v visini standarda.

Standard vzorci
10.cm \\
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Slika 5: Shema nanosa vzorcev na plosfico s silikatnim gelom za tankoplastno tekocinsko

kromatografijo.

3.2.4.3 Spremljanje tvorbe mikotoksinov s HPLC ( Bragulat in sod., 2001; Frisvad, 1987;
Frisvad in Thrane, 1987; Frisvad and Thrane, 1993)

Frisvad (1987), Frisvad in Thrane (1987) in Frisvad and Thrane (1993) so razvili metodo
tekoc¢inske kromatografije visoke locljivosti (HPLC) za kvantitativno vrednotenje vecine
sekundarnih glivnih metabolitov. Vzorce za to analizo smo odvzeli v dveh ponovitvah iz
vsake paralelke. 1z petrijeve ploSce izrezali Sest kosCkov agarja, preras¢enega s kolonijo
plesni. Tri koscke smo nato s pinceto prenesli v prvo sterilno epico, ki smo jo predhodno
stehtali, ostale tri koscke pa v drugo sterilno epico. Po koncanem vzorcenju smo epice

ponovno stehtali in 1z podatkov o masi prazne in polne epice izracunali maso vzorca.

Vzorci, odvzeti

Vzorci, odvzeti 7za HPLC

za TLC

Slika 6: Prikaz vzorcenja za tankoplastno tekolinsko kromatografijo (TLC) in tekocinsko
kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC). Na sliki je plesen vrste 4. niger, iz katere so bili odvzeti vzorci

za obe analizi.
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Iz odvzetih vzorcev smo nato ekstrahirali mikotoksine. Za ekstrakcijo ohratoksina A smo v
vsako epico dodali 0,5 mL absolutnega etalona, ki je bil sicer kasneje, tik pred izvedbo
HPLC, zamenjan z metanolom. Kot topilo za ekstrakcijo aflatoksina B; pa smo uporabili
I mL 60 % acetonitrila, saj je bil le-ta tudi sestavni del mobilne faze pri HPLC
(Separation..., 1998). Vzorce smo v ustreznem topilu eno uro inkubirali na stresalniku pri
270 tresljajih/min in nato iz vsake epice z inzulinsko brizgalko odvzeli supernatant ter ga
preko filtra z velikostjo por 0,45um prefiltrirali v vialo. Ekstrakte smo do HPLC hranili pri
temperaturi —80 °C. Po konc¢ani analizi smo dobljene rezultate primerjali s kontrolnimi

vrednostmi in s pomocjo enacbe 2 izracunali odstotek inhibicije tvorbe mikotoksinov.

3.2.5 Spremljanje rasti in tvorbe mikotoksinov v teko¢em gojiscu

Za ugotavljanje vpliva eteri¢nih olj na rast mikotoksigenih sevov in tvorbo mikotoksinov v
izbranih olj. Postopek je bil enak kot pri predhodni analizi (glej poglavje 3.2.3), le da smo
tokrat nekatere parametre prilagodili nadaljnji analizi sledenja mikotoksinov v teko¢em
g0jis¢u. Tako smo namesto gojis¢a RPMI uporabili gojis¢e YES, topilo DMSO smo
zamenjali z absolutnim etanolom, koncentracija spor v inokulumu je znagala 10° spor/mL,
inkubacijska temperatura je bila 28 °C, inkubacijski ¢as pa 24 ur. Preostali parametri so

ostali nespremenjeni.

Sledila je analiza s spremljanjem koli¢ine biomase in tvorbe mikotoksinov v tekocem
gojis¢u. Z bakteriolosko zanko smo v fiziolosko raztopino prenesli spore s kolonije na
trdnem gojisScu MEA in s pomocjo Thoma Stevne komore in mikroskopa pripravili
suspenzijo spor v koncentraciji vsaj 5 x 10’ spor/mL. Zalozne raztopine eteriénih olj smo
pripravili z absolutnim etanolom do koncentracije 32 mg/mL za trdne sestavine in 100
uL/mL za tekoce sestavine. V erlenmajerico s 50 mL ohlajenega sterilnega gojis¢a YES
smo najprej odpipetirali tolikSno koli¢ino zaloZzne raztopine olja, da je koncna
koncentracija olja v gojiscu ustrezala polovi¢ni koncentraciji na novo ocenjene vrednosti
MIK. V gojis¢e smo nato dodali e 0,5 mL suspenzije spor, tako da je bila kon¢na
koncentracija spor v gojis¢u 10° spor/mL. Za pozitivno kontrolo smo v 50 mL gojis¢a brez

dodatka olja odpipetirali 0,5 mL suspenzije spor. Vse skupaj smo dobro premesali in



32

Hostnik N. Protimikrobno delovanje izbranih eteri¢nih olj in njihovih sestavin na mikotoksigene plesni.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2012

pripravljene erlenmajerice inkubirali sedem, Stirinajst ali enaindvajset dni pri temperaturi

28 °C.

3.2.5.1 Spremljanje tvorbe mikotoksinov s TLC (Filtenborg in Frisvad, 1980; Filtenborg in
sod., 1983; Samson in sod., 2000; Thrane 1986) in HPLC (Bragulat in sod., 2001;
Frisvad, 1987, Frisvad in Thrane, 1987; Frisvad and Thrane, 1993)

Po preteku inkubacijskega ¢asa smo v erlenmajerico dodali 50 mL kloroforma, premesali
in en dan inkubirali na sobni temperaturi. Naslednji dan smo vsebino erlenmajerice
prefiltrirali z vakuumsko ¢rpalko in s tem odstranili micelij, ki smo ga potrebovali za
spremljanje koli¢ine biomase, filtrat pa prelili v lij lo¢nik. Spodnjo fazo, kjer so bili v
kloroformu raztopljeni mikotoksini, smo ulovili v Cisto erlenmajerico, zgornjo fazo z
gojis¢em smo zavrgli. S pomoc¢jo rotavaporja smo zacetnih 50 mL kloroforma odparili do
suhega, nato pa dodali 5 mL kloroforma in dobili koncentrirano raztopino mikotoksina.
Sledilo je odstranjevanje neéisto¢ z afinitetno kromatografijo (Cvek, 2012). Kolono smo
napolnili s topilom petroleter, vato, 5 g brezvodnega Na,SO,, 15 g silikagela in zopet 10 g
brezvodnega Na,SO,4 (slika 7). V pripravljeno kolono smo dodali vzorec kloroforma z
mikotoksini in pustili, da topilo odtece v skozi kolono s pretokom 20-30 kapljic/min.
Necistoce so tako odtekle iz kolone skupaj s topilom, mikotoksini pa so se vezali na
silikagel. Ko je bila gladina topila od zgornjega sloja Na,SO4 oddaljena le Se priblizno 2
cm, smo pretok ustavili. Petroleter z necistoCami, ki smo ga zbrali v erlenmajerico, smo
zavrgli in pod kolono podstavili €isto erlenmajerico. V kolono smo dolili 100 mL
kloroforma in zoper sprostili pretok z enako hitrostjo kot prej ter pustili, da kloroform
iztece do konca. V erlenmajerici so se sedaj zbrali v kloroformu raztopljeni mikotoksini.
Ta ekstrakt smo nato ponovno koncentrirali do kon¢nega volumna 5 mL in ga shranili v

temnih stekleni¢kah.

TLC (Filtenborg in Frisvad, 1980; Filtenborg in sod., 1983; Samson in sod., 2000; Thrane

.....

ploscico s silikatnim gelom namesto koS¢kov agarja nanesli nekaj kapljic pripravljenega
ekstrakta. Za potrebe HPLC (Bragulat in sod., 2001; Frisvad, 1987; Frisvad in Thrane,

1987; Frisvad and Thrane, 1993) smo topilo kloroform zamenjali z 0,5 mL absolutnega
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etalona za ohratoksin A oz. 1 mL topila s 60 % acetonitrilom za aflatoksin B, ter vzorce do
analize hranili v vialah pri —80 °C. Po koncani analizi smo dobljene rezultate primerjali s

kontrolnimi vrednostmi in s pomoc¢jo enaCbe 2 izracunali odstotek inhibicije tvorbe

mikotoksinov.
A B
_ Petroleter
(topilo)
10 g brezvodni -
Na2804
15g silikagel
5 gbrezvodni <« Z 7 y
Na,SO4 Kosmic vate

Slika 7: Prikaz polnjenja kolone za afinitetno kromatografijo (A), fotografija napolnjenih kolon (B).

3.2.5.2 Spremljanje rasti

Micelij, ki je ostal na filter papirju po filtraciji z vakuumsko ¢rpalko, smo skupaj s filter
papirjem stehtali in od skupne mase odSteli maso filter papirja, ki smo jo izmerili pred
filtracijo. Na ta nac¢in smo dobili tezo mokre biomase. Micelij smo nato skupaj s filter
papirjem v stekleni petrijevki polozili v susilnik pri 105 °C in ga posusili, nato pa ponovno
stehtali. Razlika med dobljeno maso in tezo filter papirja pred filtracijo je predstavljala
tezo suhe biomase. S pomocjo enacbe 2 smo nato izracunali Se odstotek inhibicije tvorbe

biomase.
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4 REZULTATI

Z namenom ugotavljanja protimikrobne aktivnosti etericnih olj in njihovih sestavin smo
med marcem 2011 in marcem 2012 v laboratorijih Katedre za biotehnologijo,
mikrobiologijo in varnost zivil Oddelka za zivilstvo Biotehniske fakultete Univerze v
Ljubljani, z vmesnim gostovanjem v Laboratoriju za splosno mikrobiologijo in
mikrobiologijo zivil Prehrambeno-biotehnoloske fakultete Univerze v Zagrebu v maju in
juniju 2011, izvedli Stevilne analize, katerih rezultati so zbrani v poglavju 4 in

predstavljajo osnovo za potrditev ali ovrzbo postavljenih delovnih hipotez.

4.1 PRIMERJAVA HITROSTI RASTI PRI RAZLICNIH TEMPERATURAH

Preglednica 11: Primerjava hitrosti rasti delovnih sevov glede na inkubacijski ¢as in temperaturo.

Inkubacijski ¢as 4 dni 11 dni

Sev/Temperatura 25°C 35°C 25°C 35°C
P. verrucosum 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
A. flavus 25 mm 35 mm 50 mm 90 mm
A. niger 30 mm 54 mm 60 mm 90 mm
P. nordicum 4 mm 0 mm 20 mm 0 mm

Rast vrst iz rodu Penicillium je bila bistveno poc€asnejSa od rasti vrst iz rodu Aspergillus.
Plesen vrste P. nordicum je rastla le pri temperaturi 25 °C, pri plesni vrste P. verrucosum

pa ni bilo rasti pri nobeni temperaturi. Vrsti iz rodu Aspergillus rasteta hitreje pri 35 °C.

4.2  OCENA MINIMALNE INHIBITORNE KONCETRACIJE

Delovne seve plesni vrst A. flavus, A. niger, P. nordicum in P. verrucosum smo inkubirali
v prisotnosti desetih eteri¢nih olj oz. njihovih bioaktivnih sestavin, skupno torej Stirideset
razlicnih kombinacij sev-olje. Za vecjo zanesljivost rezultatov smo vsako kombinacijo
izvedli v $tirih ponovitvah. Zadnjo koncentracijo etericnega olja vzdolz redCitvene vrste,
kjer se je $e pojavila inhibicija rasti testiranega seva, smo privzeli kot oceno MIK. Ce se je
ocena le-te ujemala pri treh ponovitvah, Cetrta pa je kazala odstopanje za eno red¢itveno

stopnjo, smo slednjo zanemarili kot napako metode. Ce sta se ujemali vrednosti MIK dveh
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ponovitev, vrednosti drugih dveh ponovitev pa sta bil za eno red¢itveno stopnjo nizje oz.

vi§je, smo kot oceno MIK upostevali srednjo vrednost. Rezultati so prikazani v preglednici

12 in na sliki 8.

Preglednica 12: Ocena minimalne inhibitorne koncentracije posameznih eteri¢nih olj oz. njihovih
sestavin pri plesnih vrst Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium verrucosum in Penicillium

nordicum v tekofem gojis¢u RPMI-1640.

Olje/ sev A. flavus A. niger P. verrucosum P. nordicum
Timol 0,094 mg/mL 0,063 mg/mL 0,188 mg/mL 0,031 mg/mL
Karvakrol 0,391 puL/mL 0,195 puL/mL 0,147 uL/mL 0,098 puL/mL
Mentol 0,375 mg/mL 0,250 mg/mL 0,063 mg/mL 0,125 mg/mL
Origano 1,563 pL/mL 0,391 pL/mL 0,293 puL/mL 0,781 pL/mL
Timijan 1,563 pL/mL 2,344 pul/mL 0,781 puL/mL 1,563 puL/mL
Meta 6,250 pL/mL 6,250 pL/mL 0,391 pL/mL 0,781 pL/mL
Anisaldehid 1,563 pL/mL 1,563 puL/mL 1,563 puL/mL 4,688 ulL/mL
Koromac 4,688 uL/mL 3,125 pL/mL 0,781 pL/mL 1,563 pL/mL
Jelkine iglice 12,500 uL/mL 12,500 pL/mL 12,500 uL/mL 12,500 pL/mL
Jelkini storzi 12,500 pL/mL 12,500 pL/mL 12,500 pL/mL 12,500 pL/mL

14 -

MIK (mg/mL oz. uL/mL)

Timol Karvakrol Mentol Origano Timijan Meta Anisaldehid Koromaé¢ J. iglice J. storzi
Olje

OA. flavus  BA. niger RP. verrucossum B P. nordicum

Slika 8: Ocena minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) za posamezna eteri¢na olja in njihove

sestavine. Crtkana ¢rta oznacuje koncentracijo dimetil sulfoksida, pri kateri le-ta inhibira rast izbranih sevov.
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Kot najboljsi inhibitorji rasti so se pri vseh testiranih sevih izkazali timol, karvakrol,
mentol, origano in timijan. Koncentracija mete, koromaca in anisaldehida, ki doseze
popoln inhibitorni u¢inek, mora biti v vec€ini primerov precej visja. NajslabSo inhibitorno

aktivnost sta izkazali olji jelkinih iglic in storzev.

4.3 INHIBICIJA RASTI IN TVORBE MIKOTOKSINOV NA TRDNEM GOJISCU

Rezultati prvega sklopa raziskovalnega dela se nanaSajo na analize, pri katerih so osnovo

za rast delovnih sevov predstavljala trdna gojisca.

4.3.1 Inhibicija rasti na trdnem gojiscu

Delovne seve plesni vrst A. flavus, A. niger, P. nordicum in P. verrucosum smo inkubirali
v prisotnosti timola, karvakrola, mentola, origana in timijana v dveh razlicnih
koncentracijah, ki so ustrezale 'z ali % njihove vrednosti MIK. Za vecjo zanesljivost
rezultatov smo vsako kombinacijo izvedli v dveh paralelkah. Rast smo spremljali z
merjenjem premerov kolonij vsakih nekaj dni tekom inkubacije in kot rezultat podali

povprecje izmerjenih premerov kolonij. Rezultati so prikazali v prilogah A, B, C in D in na

slikah 9—14.

1004 A 100, B

80 - 80 4

= B
£ £
— 604 = 604
B s
S L
= P
5 40 g 40 T
E 3
g H L
20 | 20 | 2 -
x~ L
0 D ; : : : 0+ i i '
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
&as (dni) cas (dni)
—o—Kontrola 1/2 MIK timol 1/4 MK timol —o—Kontrola 1/2 MIK karvakrol 1/4 MIK karvakrol
1/2 MK timijan 1/4 MK timijan 1/2 MIK origano 1/4 MK origano

Slika 9: Vpliv timola in timijana (A) ter karvakrola in origana (B) na rast plesni vrste Aspergillus
flavus na Czapek agarju s kvasnim ekstraktom (CYA) pri temperaturi 25 °C. Crtkana érta oznaGuje

premer petrijeve plosce. Kontrola prikazuje rast plesni na gojis¢u CY A brez dodatkov olj.
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Slika 10: Vpliv mentola na rast plesni vrste Aspergillus flavus na Czapek agarju s kvasnim ekstraktom

(CYA) pri temperaturi 25 °C. Crtkana ¢rta oznaduje premer petrijeve plosée. Kontrola prikazuje rast plesni

na gojiscu CY A brez dodatkov olj.
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Slika 11: Vpliv timola in timijana (A), karvakrola in origana (B) ter mentola (C) na rast plesni vrste

Aspergillus niger na Czapek agarju s kvasnim ekstraktom (CYA) pri temperaturi 25 °C. Crtkana &rta

oznacuje premer petrijeve plosc¢e. Kontrola prikazuje rast plesni na gojis¢u CY A brez dodatkov olj.
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Slika 12: Vpliv timola in timijana (A), karvakrola in origana (B) ter mentola (C) na rast plesni vrste
Penicillium verrucosum na Czapek agarju s kvasnim ekstraktom (CYA) pri temperaturi 25 °C.

Kontrola prikazuje rast plesni na gojis¢u CYA brez dodatkov olj.
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Slika 13: Vpliv timola in timijana (A) ter karvakrola in origana (B) na rast plesni vrste Penicillium
nordicum na Czapek agarju s kvasnim ekstraktom (CYA) pri temperaturi 25 °C. Kontrola prikazuje rast

plesni na gojis¢u CY A brez dodatkov olj.
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Slika 14: Vpliv mentola na rast plesni vrste Penicillium nordicum na Czapek agarju s kvasnim
ekstraktom (CYA) pri temperaturi 25 °C. Kontrola prikazuje rast plesni na gojis¢u CYA brez dodatkov
olj.

Testirana olja so izkazala razli¢ne uc¢inke na rast. Tako je npr. timijan v koncentraciji /2
MIK je popolnoma inhibiral rast plesni vrste A. niger (slika 11A), med tem ko mentol pri
isti vrsti plesni ni izkazal nikakr$nega inhibitornega vpliva na rast (slika 11C). Spremljanje
rasti je bilo zaradi velikosti petrijevih plos¢ mogoc¢e samo do premera kolonij, manjsega od
90 mm, kar na grafih oznacuje Crtkana ¢rta. V nekaterih primerih je na plos¢i zraslo vec
kolonij in ko so se le-te zacele stikati, meritev ni bila mogoca, kar je oznaceno z n. p. (npr.

plesen vrste A. flavus na gojis¢u CY A s karvakrolom v koncentraciji /2 MIK na sliki 9B).

4.3.2 Inhibicija tvorbe mikotoksinov na trdnem gojis¢u

Kvalitativno smo prisotnost mikotoksinov dolocili na podlagi rezultatov TLC, HPLC pa je

omogocil e kvantitativno vrednotenje prisotnosti mikotoksinov v trdnem gojiscu.

4.3.2.1 Kvalitativno spremljanje mikotoksinov s TLC

Rezultati TLC za rod Aspergillus so prikazani v preglednici 13, preglednica 14 prikazuje
rezultate testiranj za rod Penicillium. Vzorcenje je bilo mogoce, ¢e so bile kolonije dovolj
velike, v nasprotnem primeru analize nismo izvedli in je to oznaceno z n. a. Kot je

razvidno iz rezultatov, sta mikotoksine tvorila samo plesni vrst 4. flavus in P. verrucosum.
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Preglednica 13: Vpliv eteri¢nih olj in njihovih sestavin na tvorbo mikotoksinov pri plesnih vrst
Aspergillus flavus in Aspergillus niger na Czapek agarju s kvasnim ekstraktom (CYA) pri temperaturi
25°C.

Sev (mikotoksin) A. flavus (aflatoksin By) A. niger (ohratoksin A)
Olje/cas 7 dni 14 dni 17 dni 21dni 7 dni 14 dni 17 dni
Kontrola + + + + - - -
Kontrola DMSO n. a. n. a. + + na na na
% MIK timol + + + + - - -
¥4 MIK timol + + + + - - -
% MIK karvakrol n. a. + + + n a. - -
Ya MIK karvakrol + + + + - - -
% MIK mentol + + + + - - -
Ya MIK mentol + + + + - - -
% MIK origano n. a. n. a. n. a. n. a. - - -
¥a MIK origano + + + + - - -
% MIK timijan n. a. n. a. n. a. n. a. n. a. n a. n. a.
¥ MIK timijan n. a. n. a. + + n. a. n. a. -

Legenda: n.a.- ni analize; MIK- minimalna inhibitorna koncentracija; DMSO- dimetil sulfoksid.

Preglednica 14: Vpliv eteri¢nih olj in njihovih sestavin na tvorbo mikotoksinov pri plesnih vrst
Penicillium verrucosum in Penicillium nordicum na Czapek agarju s kvasnim ekstraktom (CYA) pri

temperaturi 25 °C.

Sev (mikotoksin) P. verrucosum (ohratoksin A) P. nordicum (ohratoksin A)
Olje/Cas 14 dni 17 dni 21dni 14 dni 16 dni
Kontrola - + + - -
Kontrola DMSO n. a. + + n. a. n. a.
Y2 MIK timol n. a. n. a. n. a. - -

Y4 MIK timol n. a. n. a. + - -

Y2 MIK karvakrol n. a. n. a. + - -

¥a MIK karvakrol - + + - -

%2 MIK mentol - + + - -

¥4 MIK mentol - + + - -

%» MIK origano n. a. + + n.a n.a
¥ MIK origano - + + n.a -

% MIK timijan n. a. n. a. n. a. n. a. n. a.
¥a MIK timijan n. a. n. a. n. a. n. a. n. a.

Legenda: n.a.- ni analize; MIK- minimalna inhibitorna koncentracija; DMSO- dimetil sulfoksid.
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4.3.2.2 Kvantitativno spremljanje mikotoksinov s HPLC

HPLC je omogocil kvantitativno vrednotenje prisotnosti mikotoksinov v gojiscu. Rezultati
so prikazani v preglednicah 15-16 in na slikah 15-18. Nekatera olja niso imela
nikakr$nega inhibitornega ucinka ali so celo pospeSevala rast in tvorbo toksinov (npr.
mentol v koncentraciji %2 MIK S§tirinajsti dan inkubacije ni inhibiral rasti plesni vrste P.
verrucosum, hkrati pa je pospesil tvorbo OTA- slika 18A), druga so inhibirala tako rast kot
tvorbo toksinov (npr. karvakrol v koncentraciji 4 MIK je Stirinajsti dan inkubacije
inhibiral tako rast plesni vrste A. flavus kakor tudi tvorbo AFB;- slika 16A), spet tretja pa
so rast zavirala in hkrati pospeSevala tvorbo toksinov ali obratno (npr. karvakrol v
koncentraciji 2 MIK je enaindvajseti dan inkubacije inhibiral rast plesni vrste P.
verrucosum in hkrati pospeseval tvorbo OTA- slika 18B). Ce je na petrijevi ploi¢i prislo

do stika ve¢ kolonij, meritev premera ni bila mogoca, kar je oznac¢eno z n.p.
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Slika 15: Vpliv eteri¢nih olj in njihovih sestavin na tvorbo aflatoksina B; (AFB;) pri plesni vrste
Aspergillus flavus na Czapek agarju s kvasnim ekstraktom (CYA) pri temperaturi 25 °C po 14 dneh
(A) in 21 dneh inkubacije (B). Kontrola prikazuje koncentracijo AFB; v gojis¢u CYA brez dodatkov.
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Preglednica 15: Primerjava inhibicije rasti plesni vrste Aspergillus flavus in inhibicije tvorbe

aflatoksina B; (AFB,) v Czapek agarju s kvasnim ekstraktom (CYA) glede na dodatek eteri¢nih olj in

njihovih sestavin po 14 in 21 dneh inkubacije. Kot kontrola je sluzilo gojis¢e CY A brez dodatka olj.

Premer kolonij

inhibicija rasti

konc. AFB; (ug/g  inhibicija tvorbe

(mm) (%) cepka) AFB,; (%)

Olje / ¢as 14dni 21 dni 14 dni 21 dni 14 dni 21 dni 14dni 21 dni
Kontrola 90,0 90,0 36,02 43,97

% MIK timol 84,0 90,0 -6,7 0,0 49,17 48,33 36,53 9,91
¥4 MIK timol 85,0 90,0 -6,1 0,0 69,64 30,70 93,35 -30,17
%» MIK karvakrol  n.p. n.p. 25,30 17,49 -29,77 -60,22
Ya MIK karvakrol 73,0 90,0 -18,9 0,0 23,05 21,03 -36,01 -52,18
14 MIK mentol n. p. n. p. 19,30 11,07 -46,41 -74,82
s MIK mentol 90,0 90,0 0,0 0,0 38,08 22,74 5,74 -48,29
15 MIK origano 6,0 36,0 -93,3 -60,0 n. a. n. a.

Ya MIK origano n. p. n. p. 25,07 10,36 -30,40 -76,44
15 MIK timijan 19,0 73,0 -78,9 -18,9 n. a. n. a.

Ya MIK timijan 30,0 90,0 -66,7 0,0 n. a. 30,42 -30,83

Legenda: n.a.- ni analize; n.p.- ni podatka; MIK- minimalna inhibitorna koncentracija.
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Slika 16: Primerjava inhibicije rasti plesni vrste Aspergillus flavus in inhibicije tvorbe aflatoksina B,

(AFB,)) v Czapek agarju s kvasnim ekstraktom (CYA) glede na dodatek eteri¢nih olj in njihovih
sestavin po 14 dneh (A) in 21 dneh inkubacije (B).
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Slika 17: Vpliv eteri¢nih olj in njihovih sestavin na tvorbo ohratoksina A (OTA) pri plesni vrste

Penicillium verrucosum na Czapek agarju s kvasnim ekstraktom (CYA) pri temperaturi 25 °C po 14

dneh (A) in 21 dneh inkubacije (B). Kontrola prikazuje koncentracijo OTA v gojis¢u CYA brez dodatkov.

Preglednica 16: Primerjava inhibicije rasti plesni vrste Penicillium verrucosum in inhibicije tvorbe

ohratoksina A (OTA) v Czapek agarju s kvasnim ekstraktom (CYA) glede na dodatek eteri¢nih olj in

njihovih sestavin po 14 in 21 dneh inkubacije. Kot kontrola je sluzilo gojis¢e CY A brez dodatka olj.

Premer kolonij

inhibicija rasti

konc. OTA (ug/g

inhibicija tvorbe

(mm) (%) cepka) OTA (%)

Olje / cas 14 dni 21 dni 14 dni 21 dni 14 dni 21 dni 14dni 21 dni
Kontrola 30,0 47,5 0,32 0,30

15 MIK timol 0,0 0,0 -100,0 -100,0 n.a n. a.

Y2 MIK timol 9,0 28,0 -70,0 -41,1 n.a 0,24 -18,58
> MIK karvakrol 5,0 28,0 -83,3 -41,1 n.a 0,58 96,96
Ya MIK karvakrol 25,5 43,5 -15,0 -8,4 0,42 0,24 29,81 -17,57
% MIK mentol 30,0 48,0 0,0 1,1 0,39 0,27 20,81 -8,78
s MIK mentol 31,0 48,0 33 1,1 0,28 0,24 -11,80  -20,27
% MIK origano 20,5 37,5 -31,7 -21,1 n.a 0,38 29,39
Y4 MIK origano 20,5 39,0 -31,7 -17,9 0,33 0,40 3,42 33,45
15 MIK timijan 0,0 0,0 -100,0 -100,0 n.a n.a

Y4 MIK timijan 3,5 16,0 -88,3 -66,3 n.a n.a

Legenda: n.a.- ni analize; MIK- minimalna inhibitorna koncentracija.
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Slika 18: Primerjava inhibicije rasti plesni vrste Penicillium verrucosum in inhibicije tvorbe
ohratoksina A (OTA) v Czapek agarju s kvasnim ekstraktom (CYA) glede na dodatek eteri¢nih olj in
njihovih sestavin po 14 dneh (A) in 21 dneh inkubacije (B).

4.4  INHIBICIJA RASTI IN TVORBE MIKOTOKSINOV V TEKOCEM GOJISCU

Na podlagi rezultatov, pridobljenih s spremljanjem rasti in tvorbe mikotoksinov na trdnih

..........

.....

inhibitorni uéinek timola, karvakrola, origana in timijana, za katere smo najprej ponovno

ocenili MIK v gojis¢u YES. Rezultate prikazujeta preglednica 17 in slika 19.

Preglednica 17: Ocena minimalne inhibitorne koncentracije eteri¢nih olj in njihovih sestavin pri
plesnih vrst Aspergillus flavus in Penicillium verrucosum v teko¢em gojis¢u s kvasnim ekstraktom in
saharozo (YES).

Olje/sev A. flavus P. verrucosum
Timol 0,250 mg/mL 0,125 mg/mL
Karvakrol 0,781 pL/mL 0,391 pL/mL
Origano 1,563 uL/mL 0,781 pL/mL

Timijan 1,563 pL/mL 0,781 pL/mL
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MIK (mg/mL oz. uL/mL)

Timol Karvakrol Origano Timijan Timol Karvakrol Origano Timijan
Olje
EA. flavus- gojisée RPMI BA. flavus- gojisée YES 3P. verrucossum- gojis¢e RPMI B P. verrucossum- gojisée YES

Slika 19: Primerjava ocenjenih minimalnih inhibitornih koncentracij (MIK) posameznih eteri¢nih olj
in njihovih sestavin pri plesnih vrst Aspergillus flavus in Aspergillus niger v teko¢em gojis¢éu RPMI-

1640 in tekocem gojiscu s kvasnim ekstraktom in saharozo (YES).

4.4.1 Inhibicija rasti v teko¢em gojis¢u

Preglednica 18: Vpliv eteri¢nih olj in njihovih sestavin na rast plesni vrst Penicillium nordicum in
Aspergillus flavus v tekofem gojis¢u s kvasnim ekstraktom in saharozo (YES) pri temperaturi 28 °C.

Kontrola prestavlja rast plesni v gojis¢u YES brez dodatka olj.

Teza suhe biomase (g)

Sev Olje/Cas 7 dni 14 dni 21 dni
Kontrola 2,65 2,76 2,31
% MIK timol 0 0 0

P. verrucosum % MIK karvakrol 0 0 0
Y2 MIK origano 0 0 3,44
% MIK timijan 0 0 0,99
Kontrola 2,74 2,85 2,42
% MIK timol 0 3,18 2,72

A. flavus % MIK karvakrol 0 0 0
%2 MIK origano 0 0,14 2,85
%> MIK timijan 0 0 0

Legenda: MIK- minimalna inhibitorna koncentracija.

Plesni vrst A. flavus in P. verrucosum smo inkubirali v prisotnosti timola, karvakrola,

origana in timijana v koncentraciji, ki je ustrezala 2 MIK. Rast smo spremljali z
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merjenjem suhe biomase vsakih 7 dni inkubacije. Rezultati so prikazali v preglednici 18.
Po sedmih dneh inkubacije je plesen vrste P. verrucosum rastla samo v kontrolni
erlenmajerici. Po Stirinajstih dneh inkubacije je bila rast zaznana tudi v gojis¢u z dodatkom
origana, vendar je bilo biomase premalo, da bi lahko dolo¢ili suho tezo. Po treh tednih je
isti sev rastel Se v gojis¢u z dodatkom timijana, drugod ni bilo rasti. Plesen vrste 4. flavus
je po sedmih dneh inkubacije rastla v kontrolnem gojis€u ter v gojis€u z dodatkom timola,
le da je bila v slednjem koli¢ina biomase premajhna za dolocitev suhe teze. Po Stirinajstih

in enaindvajsetih dneh je bila rast prisotna Se v gojis¢u z dodatkom origana.

4.4.2 Inhibicija tvorbe mikotoksinov v teko¢em gojisc¢u

Enako kot v trdnih gojis¢ih smo tudi v tekocih gojis¢ih prisotnost mikotoksinov
kvalitativno doloc¢ili na podlagi rezultatov TLC, rezultati HPLC pa so omogocili Se njihovo

kvantitativno vrednotenje.

4.4.2.1 Kvalitativno spremljanje tvorbe mikotoksinov s TLC

Preglednica 19: Vpliv eteri¢nih olj in njihovih sestavin na tvorbo mikotoksinov pri plesnih vrst
Penicillium verrucosum in Aspergillus flavus v tekoéem gojis¢u s kvasnim ekstraktom in saharozo

(YES) pri temperaturi 28 °C. Kot kontrolno gojisce je bilo uporabljeno gojis¢e YES brez dodatka olj.

Sev (mikotoksin) Olje/ Cas 7 dni 14 dni 21 dni
Kontrola + + +
%, MIK timol n. a. n. a. n. a.
P. verrucosum
. ¥, MIK karvakrol n. a. n. a. n. a.
(ohratoksin A)
%> MIK origano n. a. n. a. +
%> MIK timijan n. a. n. a. +
Kontrola + + +
Y5 MIK timol n. a. + +
A. flavus
) ¥, MIK karvakrol n. a. n. a. n. a.
(aflatoksin B)
Y, MIK origano n. a. + +
¥, MIK timijan n. a. n. a. n. a.

Legenda: n.a.- ni analize; MIK- minimalna inhibitorna koncentracija.
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Rezultati testiranj, prikazani v preglednici 19, so potrdili prisotnost mikotoksinov v vseh

testiranih vzorcih. Analizirali smo samo tiste vzorce, kjer ni prislo do inhibicije rasti.

4.4.2.2 Kvantitativno spremljanje tvorbe mikotoksinov s HPLC

Na podlagi rezultatov HPLC smo z enacbo 2 (poglavje 4.3.2.2) izracunali odstotek

inhibicije tvorbe mikotoksinov in ga primerjali z odstotkom inhibicije rasti.

Preglednica 20: Primerjava inhibicije rasti plesni vrste Penicillium verrucosum in inhibicije tvorbe
ohratoksina A (OTA) v teko¢em gojiscu s kvasnim ekstraktom in saharozo (YES) glede na dodatek
eteri¢nih olj in njihovih sestavin po 21 dneh inkubacije. Kot kontrola je bilo uporabljeno gojis¢e YES brez

dodatka olj.

) ] Inhibicija rasti Tvorba OTA Inhibicija tvorbe
Olje Biomasa (g)
(%) (ug/g micelija) OTA (%)

Kontrola 2,31 0,41

%> MIK timol 0 -100,00 n. a.

15 MIK karvakrol 0 -100,00 n. a.

15 MIK origano 3,44 48,92 0,32 -22,93

%2 MIK timijan 0,99 -57,14 0,17 -57,56

Legenda: n.a.- ni analize; MIK- minimalna inhibitorna koncentracija.

80 -
60 -
40

% inhibicije

Origano 2 Timijan %2
Olje
@ Inhibicija rasti (%) @ Inhibicija tvorbe OTA (%)

Slika 20: Primerjava inhibicije rasti plesni vrste Penicillium verrucosum in inhibicije tvorbe
ohratoksina A (OTA) v teko¢em gojiscu s kvasnim ekstraktom in saharozo (YES) glede na dodatek

eteri¢nih olj in njihovih sestavin po 21 dneh inkubacije.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

V skladu z rezultati raziskovalnega dela, predstavljenimi v poglavju 4, lahko sprejmemo
Stevilne zakljuCke o protimikrobni ucinkovitosti testiranih snovi ter na podlagi teh

ugotovitev potrdimo ali ovrzemo predhodno postavljene delovne hipoteze.

5.1 RAZPRAVA

Raziskovanje novih protimikrobnih ucinkovin obi¢ajno temelji na predhodnem testiranju
vecjega Stevila razlicnih vzorcev z enostavnimi, hitrimi in poceni metodami. Na osnovi
rezultatov se naredi izbor in za nadaljnja testiranja se uporabijo le tiste substance, ki so
izkazale zadovoljivo protimikrobno delovanje (Cos in sod., 2006). Tudi mi smo tekom dela

sledili temu vzorcu ter glede na rezultate ozili izbor testiranih snovi za nadaljnje analize.

5.1.1 Primerjava hitrosti rasti pri razlicnih temperaturah

Iz preglednice 11 je razvidno, da je med testiranima rodovoma prislo do velikih razlik v
hitrosti rasti, saj sta seva iz rodu Aspergillus pri isti temperaturi rasla bistveno hitreje od
sevov rodu Penicillium. Seva rodu Aspergillus sta bolje rastla pri temperaturi 35 °C,
medtem ko rasti sevov rodu Penicillium pri tej temperaturi ni bilo. Plesen vrste P.
verrucosum po enajstih dneh inkubacije ni zrastla pri nobeni od testiranih temperatur, kar

je mogoce pripisati zelo poCasni rasti, saj se je v nadaljevanju izkazalo, da je bila tudi na

.....

5.1.2 Ocena minimalne inhibitorne koncentracije v gojiS¢u RPMI

Glede na rezultate v preglednici 12 in na sliki 8 so najboljSo protimikrobno aktivnost proti
vsem §tirim sevom so izkazali timol, mentol in karvakrol, kar ni presenetljivo, saj so Ze
nekatere druge raziskave dokazale njihovo dobro protimikrobno delovanje proti nekaterim
vrstam rodov Aspergillus in Penicillium (Guarda in sod., 2011; Lopez-Malo in sod., 2005;
Pillai in Ramaswamy, 2012; Segvié Klari¢ in sod., 2007; Sokovi¢ in sod., 2009). MIK

timola je le pri plesni vrste P. verrucosum presegel 100 mg/mL, mentol je pri
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koncentracijah, nizjih od 400 mg/mL, inhibiral rast vseh Stirih testiranih sevov, ravno tako
MIK karvakrola pri nobenem sevu ni presegel 400 puL/mL. Dobro protimikrobno
ucinkovitost je imelo tudi eteri¢no olje origana, katerega prevladujoci sestavini sta ravno
karvakrol in timol. Edina plesen, pri kateri je MIK tega olja presegel 1 pL/mL, je bila vrsta
A. flavus. Celokupno gledano je bilo dober inhibitor Se olje timijana s prevladujoco
sestavino timolom, saj njegove vrednosti MIK niso presegle 2,5 pL/mL. Dobljeni rezultati
se tako skladajo s Stevilnimi objavami, ki navajajo izrazito protimikrobno delovanje teh
dveh olj proti mnogim mikotoksigenim vrstam rodov Aspergillus in Penicillium (Angelini

in sod., 2006; Omidbeygi in sod., 2007, Tullio in sod., 2007; Viuda-Martos in sod., 2007).

Ce v preglednici 12 primerjamo MIK timola in karvakrola z MIK origana in timijana,
ugotovimo, da je bil le-ta pri sestavinah nekoliko nizji kot pri pripadajocih oljih. Tako sta
imeli olji, katerih prevladujoce sestavine so pokazale dobro protimikrobno ucinkovitost,
tudi kot celota zelo ucinkovito inhibitorno delovanje. Da slednjemu ni vedno tako, je
dokazalo eteri¢no olje mete, katerega prevladujoca sestavina je mentol. To olje je sicer
imelo zelo nizek MIK pri vrstah rodu Penicillium (<1 pL/mL), vendar je bil njegov
inhibitorni ucinek na rast vrst rodu Aspergillus obcutno slabsi (6,25 uL/mL). Ker se je
mentol izkazal kot ucinkovit inhibitor, lahko sklepamo, da protimikrobno ucinkovite
sestavine Se ne zagotavljajo dobre inhibitorne u¢inkovitosti celokupnega olja. Poleg tega
pa se je v tem primeru izkazalo tudi, da lahko prihaja do velikih razlik v aktivnosti
posameznega olja proti razlicnim rodovom, morda celo vrstam in sevom. V prid slednjemu
govori tudi dejstvo, da sta Tyagi in Malik (2011), ki sta ravno tako raziskovala
protimikrobno ucinkovitost metinega eteri¢nega olja proti plesnim vrst 4. flavus in A.

niger, dobila obcutno nizji MIK od nasih (1,13 mg/mL).

Rast delovnih sevov sta ucinkovito inhibirala Se anisaldehid in eteri¢no olje koromaca,
vendar je bil njun MIK v vecini primerov nekoliko vi§ji (0,781-4,688 uL/mL). Le olje
jelkinih iglic in storzev v testiranih koncentracijah ni izkazalo nikakrSne protimikrobne
aktivnosti. Njegov MIK je bil sicer ocenjen na 12,5 pL/mL, vendar je pri tej koncentraciji
rast vseh Stirth sevov inhibiralo ze samo topilo DMSO (slika 8). Rezultat tako ni

relevanten, saj ne vemo, ali je do inhibicije rasti prislo zaradi prisotnosti olja ali topila.
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5.1.3 Inhibicija rasti in tvorbe mikotoksinov na trdnem gojiSc¢u

Za nadaljnje analize smo uporabili timol, karvakrol, mentol ter olji origana in timijana, ki
so v predhodnih analizah izkazali najboljSo inhibitorno aktivnost. Da bi lahko poleg
inhibicije rasti spremljali tudi inhibicijo tvorbe mikotoksinov, smo uporabili dve razli¢ni
koncentraciji olj (2 in ¥4 MIK), saj smo predvidevali, da bi prisotnost olj v koncentraciji
celotnega MIK popolnoma zavrla rast sevov in spremljanje tvorbe mikotoksinov ne bi bilo
mogoce. Zaradi uporabe petrijevih plos¢ s premerom 90 mm je bilo spremljanje rasti
mogoce samo do premera kolonij, manjSega od omenjene vrednosti. Velikost plosce se je
kot omejujo¢ dejavnik izkazala predvsem pri sevih rodu Aspergillus, katerih rast je bila
bistveno hitrejsa od vrst rodu Penicillium. Tako so bile plosce s plesnijo vrste A. niger v
nekaterih primerih popolnoma prerascene ze sedmi dan (slika 11), s plesnijo vrste A. flavus
pa Stirinajsti dan inkubacije (sliki 9 in 10). Spremljanje rasti je omejevala tudi mocno
sporogena narava samih sevov, saj je v nekaterih primerih na plosc¢i zrasla ve¢ kot ena
kolonija, npr. pri plesni vrste A. flavus na gojis¢u z dodatkom 2 MIK karvakrola in %2 MIK
origana (slika 9B) ter /2 MIK mentola (slika 10). Stik vecih kolonij je omejeval razrast

posamezne kolonije, zaradi Cesar meritve premerov niso bile vec zanesljive.

Iz rezultatov v poglavju 4.3.1 je razvidno, da je bila inhibicija rasti delovnih sevov
pricakovano boljsa ob prisotnosti olja v vi§ji koncentraciji (2 MIK), saj se ni nikoli
zgodilo, da bi nizja koncentracija olja rast zavirala bolje od vi§je. Edini, ki v nobeni
koncentraciji ni pokazal skorajda nikakrS$ne inhibicije rasti pri katerem koli izmed Stirih
sevov, je bil mentol. Razpon med koncentracijo, ki popolnoma inhibira rast izbranega seva
in koncentracijo, ki nima nikakr$nega inhibitornega vpliva, je pri tej sestavini o€itno zelo
ozek. Po drugi strani pa je v nekaterih primerih kljub dodatku olj v koncentracijah, nizjih
od MIK, vseeno prislo do popolne inhibicije rasti tekom celotne inkubacije. Rast plesni
vrste A. niger je bila tako popolnoma zavrta ob dodatku 2 MIK timijana (slika 11A),
plesen vrste P. nordicum sta popolnoma zavrli obe koncentraciji timijana (slika 13A),
plesen vrste P. verrucosum pa timol in timijan v koncentraciji %2 MIK (slika 12A). Eden
izmed moznih razlogov je ta, da sta bili za oceno MIK in za spremljanje inhibicije rasti
uporabljeni razlicni metodi, znano pa je, da rezultati razliénih metod niso popolnoma

primerljivi (Cos in sod., 2006).
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Analiza TLC je pokazala, da je plesen vrste 4. flavus aflatoksin B, tvorila ze sedmi dan
inkubacije (preglednica 13), pri plesnih vrst 4. niger in P. nordicum prisotnosti ohratoksina
A nismo ugotovili (preglednici 13 in 14), pri plesni vrste P. verrucosum pa smo ohratoksin
A zaznali Sele sedemnajsti dan inkubacije (preglednica 14). Pri plesnih vrst A. flavus in P.
verrucosum smo nato izvedli Se kvantitativno analizo prisotnosti mikotoksinov (slika 15 in
slika 17) z metodo HPLC in ugotovili, da je bil ¢asovno gledano odstotek inhibicije sinteze
mikotoksinov z redkimi izjemami vi$ji po enaindvajsetih dneh inkubacije. Takrat so se kot
najboljsi inhibitorji pri plesni vrste A. flavus izkazali karvakrol, 2 MIK mentola in ¥4 MIK
origana, ki so sintezo aflatoksina B, inhibirali v ve¢ kot 50 % (preglednica 15). Pri plesni
vrste P. verrucosum tega odstotka ni doseglo nobeno olje (preglednica 16). Ce primerjamo
odstotek inhibicije sinteze mikotoksinov za posamezno olje v obeh testiranih
koncentracijah pri istem sevu, za razliko od inhibicije mikrobne rasti tukaj ne moremo
potegniti zakljucka o boljSem protimikrobnem delovanju olja v visji koncentraciji, saj je v
nekaterih primerih %4 MIK bolje inhibiral sintezo mikotoksina kot 2 MIK. Tako je mentol
sintezo ohratoksina A pri plesni vrste P. verrucosum bolje inhibiral v ¥4 MIK (preglednica
16), sintezo aflatoksina B pri plesni vrste 4. flavus pa v Y2 MIK (preglednica 15). Ali pa
karvakrol, ki je po 14 dneh inkubacije sintezo aflatoksina B, pri plesni vrste 4. flavus bolje

inhibiral v nizji, po 21 dneh inkubacije pa v vi§ji koncentraciji (preglednica 15).

Ze Magan in sod. (2002), ki so preudevali vpliv razliénih fungicidov na tvorbo
mikotoksinov pri vrstah rodu Fusarium, so ugotovili, da lahko kombinacija razli¢nih
dejavnikov, kot so stresni pogoji okolja, tip fungicida in njegova koncentracija, vodi do
stimulacije sinteze mikotoksinov. Tudi v nasem primeru so izbira eteri¢nega olja, njegova
koncentracija, ¢as inkubacije in morda celo prostorska omejitev pri sevih, ki so popolnoma
prerasli petrijevo plo§¢o, mo¢no vplivali na sam potek biosinteze mikotoksinov. Ceprav je
vecina olj sintezo delno inhibirala, so nekatera med njimi pokazala tudi nasprotni u¢inek in
sintezo pospesila. Zanimivo je, da so ta olja, ki so sintezo pospesila, hkrati inhibirala rast
sevov. Tako je prisotnost ¥4 MIK timola pri plesni vrste 4. flavus Stirinajsti dan inkubacije
(slika 16A) in 2 MIK karvakrola pri plesni vrste P. verrucosum enaindvajseti dan
inkubacije (slika 18B) rast sevov delno inhibirala in hkrati pospesila sintezo mikotoksinov
za ve€ kot 90 %. Delna inhibicija rasti sevov torej Se ne zagotavlja tudi zmanjSane sinteze

mikotoksinov, temve¢ je lahko ucinek celo obraten. UpoStevajo¢ vse zgoraj navedene
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ugotovitve tako ne moremo trditi, da obstaja neposredna povezava med inhibicijo rasti in

inhibicijo tvorbe mikotoksinov z eteri¢nimi olji.

5.1.4 Inhibicija rasti in tvorbe mikotoksinov v tekocem gojis¢u

.....

mikotoksine tvorili Ze na trdnem gojiScu, ter timol, karvakrol, origano in timijan, ki so v
predhodnih raziskavah izkazali najboljSo protimikrobno aktivnost. Vse analize, razen TLC
in HPLC, so potekale v laboratoriju Prehrambeno-biotehnoloSke fakultete v Zagrebu in
zaradi menjave okolja je prislo do prilagoditev nekaterih parametrov posameznih metod.
Nadomestitev topila DMSO z etanolom, dvig inkubacijske temperature s 25 °C na 28 °C in
uporaba tekocega gojis¢a YES so dejavniki, ki bi lahko po nasi oceni pomembno vplivali
na inhibitorno delovanje eteri¢nih olj, zato smo pod spremenjenimi pogoji najprej ponovno
ocenili MIK. Rezultate prikazujeta preglednica 17 in slika 19. V primerjavi z rezultati z
gojis¢a RPMI, je ocenjen MIK timijana in origana pri plesni vrste A. flavus ter timijana pri
plesni vrste P. verrucosum v gojis¢u YES ostal nespremenjen. MIK ostalih olj je bil
nekoliko vi§ji od predhodne ocene, z izjemo timola pri plesni vrste P. verrucosum, ki je

izkazal nekoliko boljSo protimikrobno aktivnost.

Rast izbranih sevov smo spremljali z merjenjem suhe biomase vsakih sedem dni
inkubacije. Rezultate prikazuje preglednica 18. Ceprav smo izbrana olja v gojis¢e dodali v
koncentraciji, ki je ustrezala )2 MIK, je v vecini primerov vseeno priSlo do popolne
inhibicije vidne rasti sevov. Tako sta timol in karvakrol rast plesni vrste P. verrucosum
inhibirala tekom celotne inkubacije, suho biomaso seva, ki je rastel v prisotnosti origana
oz. timijana, pa smo lahko izmerili Sele ob koncu tritedenske inkubacije. V gojiscu z
dodatkom origana je bila rast sicer zaznana ze Stirinajsti dan inkubacije, vendar je bilo
biomase premalo za merjenje njene suhe teze. Plesen vrste 4. flavus je po sedmih dneh
inkubacije poleg kontrolnega gojiSca Ze rastla tudi v gojiscu z dodatkom timola, vendar je
bila koli¢ina biomase premajhna za merjenje suhe teze. Po Stirinajstih in enaindvajsetih
dneh je bila rast prisotna Se v gojiscu z dodatkom origana, dodatek karvakrola in timijana

pa je popolnoma inhibiral rast seva tekom celotne tritedenske inkubacije.
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Rast mikrobne kulture v zaprtem bioprocesu omejujejo Stevilni dejavniki, zaradi Cesar se
koli¢ina biomase tekom inkubacije ne povecuje linearno, temve¢ je odvisna od
zivljenjskega cikla mikroorganizmov, ki v grobem zajema $tiri faze rasti: fazo prilagajanja,
logaritemsko fazo rasti, stacionarno fazo rasti in fazo odmiranja (Madigan in sod., 2009).
Glede na podatke o tezi suhe biomase kontrolnih vzorcev obeh sevov (preglednica 18), sta
oba micelija najvedjo tezo dosegla Stirinajsti dan inkubacije. Ce bi podatke predstavili v
obliki rastne krivulje, bi bili obe kulturi ob koncu inkubacije v fazi odmiranja. Ker pa smo
tezo micelija spremljali le vsakih sedem dni, natancen izris krivulje ni mogoc, prav tako ne
vemo, koliksna je bila dejanska najvecja teza suhe biomase in kateri dan jo je posamezni
sev dosegel. Ce upostevamo samo podatke o tezi suhe biomase plesni vrste P. verrucosum
ob koncu inkubacije, lahko sklepamo, da je eteri¢no olje origana rast pospesevalo, saj je
bila teza micelija 3,44 g in je tako za skoraj 50 % presegala tezo kontrolnega seva, ki je
znaSala 2,31 g. Vendar, ker prvih Stirinajst dni v gojiscu z dodatkom origana rasti ni bilo, je
povsem verjetno, da je dodatek tega olja podaljsal fazo prilagajanja in se je sev ob koncu
inkubacije nahajal Sele v logaritemski ali stacionarni fazi rasti. Mozno je, da je tudi micelij
v kontrolnem gojis¢u na doloceni tocki tekom inkubacije dosegel ali celo presegel tezo
3,44 g, saj podatka o njegovi dejanski najvecji tezi suhe biomase nimamo. Tako torej ne
moremo trditi, ali je eteri€no olje origana rast seva dejansko pospeSevalo ali pa je prislo le
do zamika v rasti in sta se seva ob koncu inkubacije nahajala v razli¢nih fazah rasti, zaradi
Cesar primerjava teze suhe biomase ne bi bila relevantna. Do podobnih zaklju¢kov lahko
pridemo tudi pri preostalih oljih, v prisotnosti katerih je prislo do rasti enega oz. drugega
seva. Za natancnejSo analizo vpliva dodanih eteri¢nih olj na rast plesni vrst P. verrucosum
in A. flavus bi oc€itno morali tezo suhe biomase meriti pogosteje, saj bi z izrisom rastne

krivulje dobili realnejSo sliko o dejanskem poteku rasti tekom inkubacije.

Kot je potrdila analiza TLC, sta plesni vrst 4. flavus in P. verrucosum kljub prehodu s
trdnega v tekoce gojiSce ohranili svoj mikotoksigeni potencial (preglednica 19). Glede na
podatke iz preglednice 20 je olje timijana pri plesni vrste P. verrucosum zelo uspesno
inhibiralo sintezo ohratoksina A, saj je bila njegova koncentracija skoraj 60 % nizja od
kontrolnega vzorca, poleg tega je bila v skoraj enakem odstotku inhibirana tudi njegova
rast. V gojiScu z dodatkom origana je bila koncentracija ohratoksina A prav tako niZja od

kontrolne vrednosti, Ceprav je bilo ob koncu tritedenske inkubacije v tem vzorcu skoraj
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50 % ve¢ biomase kot v kontrolni erlenmajerici. Ta podatek bi lahko le Se dodatno
potrjeval naSa predvidevanja, da so se kulture ob izteku inkubacijskega ¢asa nahajale v
razli¢nih fazah rasti. Kontrolni micelij je bil po treh tednih verjetno Ze v fazi odmiranja in
je posledi¢no izgubljal na tezi, medtem ko so mikotoksini v gojis¢u ostali. V gojiscu z
dodatkom origana pa se je sev predvidoma nahajal v logaritemski ali stacionarni fazi rasti,
zaradi Cesar je njegov micelij Se vedno pridobival na teZi oz. je le-ta stagnirala. Prav tako je
mozno, da je Se vedno tekla tudi sinteza ohratoksina A in njegova koncentracija Se ni
dosegla maksimalne vrednosti. Vse to bi lahko razjasnilo vzroke za nizjo koncentracijo
mikotoksina in vecjo koli¢ino biomase v testnem vzorcu glede na kontrolo, seveda pa je
povsem mozno tudi, da je olje origana dejansko inhibiralo sintezo mikotoksina in hkrati

pospesevalo rast seva, kar se je Ze izkazalo tudi v nekaterih primerih na trdnem gojiscu.

Glede na to, da nobeno izmed testiranih olj ni popolnoma inhibiralo sinteze mikotoksinov
in hkrati dopuScalo rast plesni, ter da so nekatera olja sintezo mikotoksinov celo
pospesevala, lahko zaklju¢imo, da imajo testirana olja uporabno vrednost le v tistih
koncentracijah, ki popolnoma inhibirajo rast plesni, saj bi le tako lahko zagotovo preprecili
pojavnost mikotoksinov v izbranem substratu. Ker pa so ze naSe analize pokazale, da na
aktivnost olja vplivajo razli¢ni dejavniki, bi bilo za dolocitev koncentracije olja, ki bi rast

plesni inhibirala tudi v praksi, poleg raziskav in vitro potrebno izvesti Se analize in vivo.

5.2 SKLEPI

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko zaklju¢imo sledece:

~ MIK razli¢nih eteri¢nih olj in njihovih sestavin za isti delovni sev se je razlikoval. Pri
plesni vrste A. flavus je MIK karvakrola znasal 0,391 pL/mL, MIK timijana je bil enak
1,563 pL/mL, MIK mete 6,250 uL/mL itd. Ravno tako se je razlikoval MIK istega
eteriCnega olja ali njegove sestavine za razli¢ne seve. MIK timola pri plesni vrste A.
flavus je tako znasal 0,094 mg/mL, pri plesni vrste 4. niger je bil MIK 0,063 mg/ml, pri
plesni vrste P. verrucosum 0,188 mg/mL itd. V skladu z rezultati lahko tako potrdimo

hipotezo, da je MIK razli¢nih eteri¢nih olj odvisen od vrste olja in testnih organizmov;
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~ Timol, karvakrol in mentol so bolje inhibirali rast sevov kot olja timijana, origana in
mete, kar potrjuje hipotezo, da sestavine eteri¢nih olj izkazujejo boljSo protimikrobno
aktivnost za doloCen sev kot celokupna eteri¢na olja, katerih sestavni del so (npr. MIK

mentola pri plesni vrste 4. flavus je znaSal 0,375 uL/mL, MIK mete pa 6,250 uL/mL);

.....

se bolj ali manj razlikovali. 2 MIK timijana je npr. po enaindvajsetih dneh inkubacije
popolnoma inhibiral rast plesni vrste P. verrucosum na trdnem gojis¢u, v tekocem
gojiscu pa je bila rast inhibirana le delno in sicer v nekaj ve¢ kot 57 %. Tako lahko
sklepamo, da izbira metode in gojisca, pogoji inkubacije, itd. pomembno vplivajo na

koncéne rezultate analiz;

~ Karvakrol v koncentraciji 4 MIK je pri plesni vrste 4. flavus Stirinajsti dan inkubacije
na trdnem gojiS€u inhibiral tako rast seva (-19 %) kot tudi tvorbo mikotoksinov
(=36 %), timijan v koncentraciji ¥4 MIK pri plesni vrste 4. flavus enaindvajseti dan
inkubacije na trdnem gojiS¢u ni imel vpliva na rast seva, je pa inhibiral tvorbo
mikotoksinov (=31 %), karvakrol v koncentraciji 2 MIK je pri plesni vrste P.
verrucosum enaindvajseti dan inkubacije na trdnem gojiScu rast seva delno inhibiral
(—41 %) in hkrati pospesil sintezo mikotoksinov (97 %), itd. Kot se je izkazalo, v
nasprotju z naso hipotezo neposredna medsebojna povezava med inhibicijo rasti in

inhibicijo tvorbe mikotoksinov ne obstaja.
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6 POVZETEK

Zaradi sposobnosti prilagoditve na razli¢ne okoljske razmere in rasti na ogromno razli¢nih
substratih so mikotoksigene plesni razSirjene po vsem svetu in danes predstavljajo eno
najnevarnejSih okuzb zivil in zivalske krme. Do okuzbe z njihovimi sekundarni metaboliti,
mikotoksini, lahko pride na katerikoli stopnji proizvodne verige zivil, posledice njihovega
zauzitja pa se lahko izrazijo v razlicnih obolenjih ljudi in zivali. NajzanesljivejSa pot
zagotavljanja neoporecnosti zivil je izvajanje preventivnih ukrepov. Eden takSnih je
uporaba razli¢nih fungicidov kemijskega izvora, vendar se v zadnjem Casu vse bolj
pojavlja potreba po nadomestitvi teh zdravju skodljivih kemikalij z alternativnimi snovmi
naravnega izvora, kamor sodijo tudi eteri¢na olja. Tekom naSega dela smo analizirali
protimikrobno aktivnost desetih razli¢nih eteri¢nih olj in njihovih sestavin proti Stirim
potencialno mikotoksigenim sevom. Z metodo razred¢evanja na mikrotitrski ploscici smo
ugotovili, da so rast vseh §tirih sevov najbolje zavirali timol, mentol in karvakrol ter olji
origana in timijana, saj MIK nobenega izmed njih ni presegal 2,5 pL/mL. Olji jelkinih iglic
in storzev sta bili edini, ki rasti sevov nista inhibirali. Tankoplastna kromatografija je
pokazala, da sta mikotoksine v trdnih gojis¢ih tvorila le dva izmed Stirih sevov. Plesen
vrste A. flavus je sintetizirala aflatoksin Bj, plesen vrste P. verrucosum pa ohratoksin A.
kromatografijo visoke locljivosti ter s primerjavo inhibicije rasti in inhibicije tvorbe
mikotoksinov ugotovili, da medsebojna povezava med njima ne ostaja, saj se je
protimikrobni vpliv razli¢nih olj moc¢no razlikoval. Tako je npr. karvakrol v koncentraciji
¥a MIK je pri plesni vrste A. flavus Stirinajsti dan inkubacije inhibiral rast seva in tvorbo
mikotoksinov, timijan v koncentraciji ¥4 MIK pri plesni vrste 4. flavus je enaindvajseti dan
inkubacije inhibiral tvorbo mikotoksinov ne pa tudi rasti, karvakrol v koncentraciji %2 MIK
pa je pri plesni vrste P. verrucosum enaindvajseti dan inkubacije rast seva delno inhibiral
in hkrati pospesil sintezo mikotoksinov za ve¢ kot 90 %, itd. Do podobnih ugotovitev smo
prisli tudi pri analizah v tekoCem gojiS€u, vendar zaradi domneve, da je metabolizem
mikotoksigenih plesni mo¢no odvisen tudi od zunanjih dejavnikov in spremenjenih
pogojev inkubacije, neposredna medsebojna primerjava rezultatov s tekocih in trdnih

£0jiS¢ ni mogoca.
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PRILOGE

Priloga A:

Povprecni premer kolonij seva Penicillium verrucosum v odvisnosti od Kkoli¢ine dodanega izbranega
etericnega olja (/2 MIK ali 4 MIK) in inkubacijskega ¢asa. Kot kontrolno gojisce je bil za rast plesni
uporabljen Czapek agar s kvasnim ekstraktom (CY A) brez dodatka eteriénih olj. Pri kontroli DMSO je plesen
rastla na gojis¢u CYA z dodatkom dimetil sulfoksida (DMSO) v najvisji uporabljeni koncentraciji in brez

dodatka eteri¢nih olj.

Sev Olje / ¢as 3 dni 7 dni 10 dni 14 dni 17 dni 21 dni
Kontrola 0 mm 11 mm 195 mm 30 mm 37 mm 47,5 mm
Kontrola DMSO n. a. 1,5mm n. a. 30,5 mm 38 mm 48 mm
% MIK timol 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Y4 MIK imol 0 mm 2 mm 4,5 mm 9 mm 16 mm 28 mm
15 MIK karvakrol 0 mm 0 mm 1,5 mm 5 mm 13 mm 28 mm
Penicillium % MIK karvakrol 0 mm 7 mm 155mm 255mm 355mm 43,5 mm
verrucosum Y MIK mentol 0 mm 12,5mm 20,5mm 30 mm 37 mm 48 mm
Y4 MIK mentol 0 mm 13,5mm 21,5mm 31 mm 38 mm 48 mm
> MIK origano 0 mm 2,5 mm 10 mm 20,5mm 28 mm 37,5 mm
%a MIK origano 0 mm 4 mm 11 mm 20,5mm  28,5mm 39 mm
¥, MIK timijan 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Y4 MIK timijan 0 mm 0 mm 1 mm 3,5 mm 6,5 mm 16 mm

Legenda: n.a.- ni analize; MIK- minimalna inhibitorna koncentracija.
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Priloga B:

Povpreéni premer kolonij seva Aspergillus flavus v odvisnosti od koli¢ine dodanega izbranega
etericnega olja (2 MIK ali 4 MIK) in inkubacijskega ¢asa. Kot kontrolno gojisce je bil za rast plesni
uporabljen Czapek agar s kvasnim ekstraktom (CY A) brez dodatka eteri¢nih olj. Pri kontroli DMSO je plesen
rastla na gojis¢u CYA z dodatkom dimetil sulfoksida (DMSO) v najvisji uporabljeni koncentraciji in brez

dodatka eteri¢nih olj.

Sev Olje / Cas 5 dni 7 dni 10 dni 14 dni 17 dni 21 dni
Kontrola 545 mm 67 mm 75,5 mm 90 mm 90 mm 90 mm
Kontrola DMSO n. a. 65 mm n. a. 90 mm 90 mm 90 mm
Y, MIK timol 29.5mm 434mm 64 mm 84 mm 90 mm 90 mm
Y, MIK imol 41 mm 54,5 mm 72 mm 844 mm 90 mm 90 mm
Y5 MIK karvakrol 5 mm 10,5 mm n.p. n. p. n. p. n. p.

Aspergillus Y4 MIK karvakrol 24 mm 36 mm 52 mm 73 mm 90 mm 90 mm

flavus %5 MIK mentol 45 mm 57 mm 70 mm n. p. n. p. n. p.
Y4 MIK mentol 49 mm 60 mm 75 mm 90 mm 90 mm 90 mm
15 MIK origano 0 mm 0 mm 0 mm 6 mm 16 mm 36 mm
Ya MIK origano 11,5mm 20,5mm 25mm n. p. n. p. n. p.
Y2 MIK timijan 0 mm 0 mm 3 mm 19 mm 39 mm 73 mm
Y4 MIK timijan 1 mm 5 mm 7 mm 30 mm 52 mm 90 mm

Legenda: n.a.- ni analize; n.p.- ni podatka; MIK- minimalna inhibitorna koncentracija.
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Priloga C:

Povpreéni premer Kkolonij seva Aspergillus niger v odvisnosti od koli¢ine dodanega izbranega
etericnega olja (2 MIK ali 4 MIK) in inkubacijskega ¢asa. Kot kontrolno gojisce je bil za rast plesni
uporabljen Czapek agar s kvasnim ekstraktom (CY A) brez dodatka eteri¢nih olj. Pri kontroli DMSO je plesen
rastla na gojis¢u CYA z dodatkom dimetil sulfoksida (DMSO) v najvisji uporabljeni koncentraciji in brez
dodatka eteri¢nih olj. Kontrola* je gojisc¢a brez DMSO, ki je bila izvedena vzporedno z izvedbo kontrole z

DMSO.

Sev Olje / ¢as 4 dni 7 dni 10 dni 14 dni 17 dni
Kontrola n. p. 90 mm 90 mm 90 mm 90 mm
Kontrola DMSO n.a. 47,5 mm n. a. 72 mm n. a.
Kontrola* n. a. 47 mm n. a. 71,5 mm n. a.
% MIK timol 24 mm 55 mm 90 mm 90 mm 90 mm
% MIK imol 33 mm 69 mm 90 mm 90 mm 90 mm
%> MIK karvakrol 7 mm 29 mm 57 mm 90 mm 90 mm

Aspe.rgillus Y4 MIK karvakrol 17,5 mm 42 mm 78,5 mm 90 mm 90 mm

meer % MIK mentol 47 mm 90 mm 90 mm 90 mm 90 mm

Y MIK mentol 46 mm 90 mm 90 mm 90 mm 90 mm
% MIK origano 21 mm 53 mm 90 mm 90 mm 90 mm
% MIK origano 43,5 mm 90 mm 90 mm 90 mm 90 mm
% MIK timijan 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Y4 MIK timijan 0 mm 0 mm 0 mm 12,5 mm 31,5 mm

Legenda: n.a.- ni analize; n.p.- ni podatka; MIK- minimalna inhibitorna koncentracija.
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Priloga D:

Povpreéni premer kolonij seva Penicillium nordicum v odvisnosti od koli¢ine dodanega izbranega
etericnega olja (2 MIK ali 4 MIK) in inkubacijskega ¢asa. Kot kontrolno gojisce je bil za rast plesni
uporabljen Czapek agar s kvasnim ekstraktom (CY A) brez dodatka eteri¢nih olj. Pri kontroli DMSO je plesen
rastla na gojis¢u CYA z dodatkom dimetil sulfoksida (DMSO) v najvisji uporabljeni koncentraciji in brez

dodatka eteri¢nih olj.

Sev Olje / ¢as 4 dni 7 dni 9 dni 14 dni 16 dni
Kontrola 9 mm 15 mm 22 mm 35,5 mm 39,5 mm
Kontrola DMSO n.a. 16 mm n. a. 38,5 mm n. a.
Y MIK timol 6 mm 11,5 mm 17 mm 30,5 mm 36,5 mm
Y4 MIK imol 8,5 mm 15 mm 21 mm 34 mm 39,5 mm
Y2 MIK karvakrol 3 mm 5 mm 8 mm 24 mm n. p.
Penicillium v, MIK karvakrol 6 mm 11,5 mm 16 mm 30,5 mm 36 mm
nordicum Y5 MIK mentol 8 mm 14 mm 18 mm 35,5 mm 40 mm
Y4 MIK mentol 8 mm 14 mm 21 mm 35,5 mm 40,5 mm
Y, MIK origano 0 mm 0,5 mm 0,5 mm 2 mm 11 mm
Y4 MIK origano 4 mm 5 mm 9 mm 26 m 27 mm
Y, MIK timijan 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Ya MIK timijan 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

Legenda: n.a.- ni analize; n.p.- ni podatka; MIK- minimalna inhibitorna koncentracija.



