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S1

sl/en

Namen naloge je bil prouciti vpliv razli¢énih okoljskih parametrov na rast plesni
rodu Penicillium in tvorbo ohratoksina A (OTA). Izbrali smo pet zivilskih izolatov
in sledeCe okoljske parametre: trdno gojisS¢e YES in analog kruha, vrednost a,
(0,90, 0,99), vrednost pH (4,5, 6,5) in temperatura (10 °C, 25 °C). Za spremljanje
rasti plesni smo uporabili klasicno mikrobiolosko gojitveno metodo na trdnem
gojis¢u in izracunali radialno hitrost rasti. Analiza eksperimentalnih rezultatov je
pokazala, da ima najvecji vpliv na rast plesni rodu Penicillium vrsta izolata.
Ugotovili smo, da rast plesni pod vplivom razli¢nih okoljskih parametrov mocno
variira med izbranimi izolati rodu Penicillium. Njihov vpliv se prav tako odraza v
razlicnih makromorfoloskih lastnostih istega izolata plesni. S primerjavo vpliva
okoljskih parametrov na rast plesni rodu Penicillium smo ugotovili, da ima
najvidnejsi vpliv na njihovo rast vrednost a,, gojisc¢a, ki ji sledijo temperatura, pH
in vrsta gojiS€a. Rezultati so potrdili naSo hipotezo, da bo znizanje a, in T
upocasnilo oz. zavrlo rast plesni, medtem ko zniZanje vrednosti pH ni upocasnilo
rasti plesni. Za doloCanje ohratoksina A smo uporabili spektrofluorimetricno
metodo, kot izbrano plesen pa mikotoksikogeno plesen vrste P. verrucosum. Plesen
smo inokulirali na gojis¢e YES in jo gojili, pri istih okoljskih parametrih kot pri
spremljanju njene rasti, 56 dni. OTA smo kvantitativno dolocili Sele po 35 dnevu
inkubacije pri temperaturi 25 °C na gojis¢u YES z ay 0,90 in pH 4,5. Na gojisc¢u
YES z a,, 0,90 pri pH 6,5 in 25 °C smo dolocili OTA le po 56 dnevu, medtem ko
pri 10 °C in ay, 0,99 OTA nismo dolocili. Najvisje koncentracije OTA je plesen
tvorila na gojisc¢u s pH 4,5 in ay 0,90 pri 25 °C, torej v manj ugodnih razmerah za
njeno rast glede na a,, in pH.
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AB  The aim of our research was to investigate the effect of environmental factors on
growth of Penicillium spp. and production of ochratoxin A (OTA). In this study we
used five food-borne isolates and different environmental factors: YES agar and
bread analogue, water activity (0.90, 0.99), pH (4.5, 6.5) and temperature (10 °C,
25 °C). The growth of isolates was observed with classical microbiological method
and radial growth rates were calculated. The results showed that the most
influencing factor on the growth of fungi were the Penicillium strains. We
determined that the growth of Penicillium spp. varied significantly under different
environmental factors and between the strains. The influence of environmental
factors was also shown in different macromorfologycal nature of the same isolate.
We determined that the most influencing parameter on growth was water activity
with subsequental effect of temperature, pH and type of medium. The results
confirmed our presumption that lower water activity and temperature will decrease
or completely inhibit the growth. However pH did not decrease the growth of
fungi. We conducted spectrofluorimetical method to examine OTA production by
ochratoxigenic strain of P. verrucosum. We cultivated the strain on YES agar,
under the same environmental treatments applied for the growth, over 56 days. We
determined quantifiable production of OTA after 35 days of incubation at 25 °C on
YES agar at a,, 0.90 and pH 4.5. We also determined production of OTA on YES
agar at a,, 0.90 at pH 6.5, but only after 56 days. However no OTA was detected at
10 °C and water activity 0.99. The result showed that strain P. verrucosum
produced the maximum values of OTA on YES agar at a,, 0.90 and pH 4.5, that
means under less favorable conditions for its growth.



Vojkovi¢ M. Vpliv okoljskih parametrov na rast plesni rodu Penicillium in tvorbo ohratoksina A.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2008 Vv
KAZALO VSEBINE
KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA .....ovuerreererrerreenessessssessssessessenss I
KEY WORDS DOKUMENTATION ...uiiiniiniinsninseisssicsssssssnsssessssssssssssssssssesssssssessssses 10Y
KAZALO VSEBINE A\
KAZALOQO PREGLEDNIC ....uuuiiiniiiiinnensnensnicssnecsensssesssessssessssssssssssassssessssssssssssasess VIII
KAZALQ SLIK .uuiioiiiiieisnennnecsenssnecssnnsssesssessssesssassssesssessssssssassssssssssssssssssssssssssassssssssasss IX
KAZALOQ PRILOG ...cuiitiiiicninseecniinnisssissssesssessssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssasss XI
OKRAJSAVE IN SIMBOLI ........cvvvrrerresressessessessessessssssssessessessessessessessessesssssssassessens XIT
1 UVOD auiitiitintccninnnecsnesnsnisssessssesssisssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 1
1.1 CILTNALOGE ...ttt 2
1.2 DELOVNE HIPOTEZE .....ccoiiiiee ettt 2
2 PREGLED OBJAY ....uiiiiiiinnninnnicsniinsisssisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessss 3
2.1 ZNACILNOSTI PLESNI RODU PeniCillium ..........cccocovvivevioeeeeeeeeeeeeeeeseeeeene 3
2.1.1 Razsirjenost plesni rodu PeniCIlIUM ....ccoieverneesinsenssrnserssensnsssnssnssasessssessssosans 4
2.1.2 Toksi¢nost plesni rodu PeNIiCHIIUM co.ccoievuiereiiriesnnsnnssnnsanssensnssnssssssasesassnssasosans 4
2.2 ZNACILNOSTI IN RAZSIRJENOST PLESNI VRSTE Penicillium verrucosum....... 5
2.3 VPLIV OKOLJSKIH PARAMETROV NA RAST PLESNI RODU Penicillium ....... 6
2.3.1 Termodinamska aKtivnost VOAE ........ceeeeeeeveeiisneiiinennsnnecssnnecssnnecsssencssseecssnecnes 6
2.3.2  Vrednost PH ...uioieniinniennninniennennnensnnnsnesssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 7
2.3.3 Hranilne snovi (Z0JiSCe)..cucnreerrirensrrnsuccsensuecsuesensuensansncssncsassseessessassssssssssassessane 8
2.3.4  TeMPEratura ....ccececcceeecssnressssecsssnesssnesssssessssssssssessssssssssssssens 8
2.4 OHRATOKSIN A .ottt ettt et ettt s e et e bt et e saee e 9
2.4.1 ZnACINoSti OTA ....cuioeiiennrenreniensicssissesssisssissesssnsssissssssesssssssssssssssssssssssssssssssans 9
2.4.2  StabilnoSt OTA ....iiiiiiineinininniinnnisnissesssecsseisssisssessssesssssssssssssssssssssasssssss 10
2.4.3 Dejavniki, Ki vplivajo na tvorbo OTA .......cccueiiiiicvnniicsssnenccsssnnseccsssnssessssnnses 11
2.44 Mejne vrednosti OTA V ZiVilih ....ccoveienreicineicnssnncssnicsssencsssnnssssenssssesssssssssasses 13
3 MATERIAL IN METODE .....cuuiiiiiinninneinsiissnicssissssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 14

3.1 POTEK DELA......ooiiiiie ettt 14



Vojkovi¢ M. Vpliv okoljskih parametrov na rast plesni rodu Penicillium in tvorbo ohratoksina A.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2008 VI

3.2 MATERIAL ..ottt ettt sttt e s e e eeseenseesaeeneeseense e 15
R 7005 T o T 1 15
3.2.2 MiKkrobioloSKa GOojiSCa ...ccuuiierrrisssencsssnnessnicsssnnsssanssssasesssasesssassssssssssssssssnsssssnssss 15
3.2.3 Druge kemikalije in dodatKi.......cccceevurrevvuriisrenisssercssnncssnrcssnnecsssnncsssnecssssecssnnes 17
3.2.4 Laboratorijska OPrema .....cceeeecceecssnecssneecsssnecsssnesssssesssssesssssssssssessssssassscs 18
3.3 METODE DELA ......ooieeeeeee ettt sttt aeenee e e e ennans 19
3.3.1 Revitalizacija plesni.....ciceiiccsicsssrcsssnncssnicssnncssnnncssssscssssesssssessssssssssssssssssnsses 19
3.3.2 Spremljanje rasti plesni pri razli¢nih okoljskih parametrih..............c.......... 19
3.3.2.1  Uporabljen material ..........cccceviiririiniiniiiiiiineeeeeeeceeeeeee e 19

3.3.2.2  1zvedba Metode......cc.eiiiiiiiiieiieiie e e 19

3.3.3  Dolo€anje OTA ....icvveeiesvenesssancsssencsssssssssssssssssssasssssassssssssssssssssssssssssssssasssssassss 23
3.3.3.1  Uporabljen material ..........ccccceerireiiieiiieiieeie e 23

3.3.3.2  1zvedba mMetode. ......cooueiiiiieiiiieiieeee e 23

3.3.3.3 Izkoristek spektrofluorimetriéne metode............coceeevuveeiierienieenneeenneenne. 26

3.3.4  StatistiCna analiZa .......cceeeerveeiveicvennsinsninsenniensicsennsennsicssisessississssssessssssseesse 27

4 REZULTATL..cuuiiiiiiiiensnicsnnsnsssecssnssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssss 28

4.1 SPREMLIJANIJE RASTI PLESNI RODU Penicillium NA RAZLICNIH GOJISCIH 28

4.1.1 Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri 25 °C.....ccccevveerecrecsarcennee 28
4.1.2 Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri 25 °C.......ccccceeceerureeneee 31
4.1.3 Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri 10 °C......cccceveeveerceccurcennee 33
4.1.4 Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri 10 °C.........cccecereeueueen. 36
42 VPLIV OKOLJSKIH PARAMETROV NA POVPRECNO RADIALNO HITROSRT
RASTI PLESNI RODU PeniCillium .......ccoooiiiiiiieieceeeeeeeeee e 38
4.2.1 Vpliv vrste izolata plesni rodu PeniCillium......ccceeeenesisecccsensensensensensncsncenes 38
4.2.2 VPV Qyeeccceiiiinininnicnsnissssncsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 41
4.2.3 VPV tEMPETraAtUIE ....ueeeeveriessancsssancsssancsssresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 42
B.2.4 VDIV PH eeveeeneeemnseeemesesesssssesssssssnsssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssans 44
4.2.5 VPV VISte S0JiSCa.ccinnuiiiirreinsrsricssanicssanisssaresssaresssssesssasssssasssssssssssssssssssssssssssssssss 45

4.3 PRIMERJAVA VPLIVA OKOLJSKIH PARAMETROV NA RAST PLESNI
VRSTE P. VEITUCOSUM ...ttt ettt e e e e e et eeeeeeeeeeeeeetaaneaaeeeeeeeereennnaaseeeeseeanennnans 46



Vojkovi¢ M. Vpliv okoljskih parametrov na rast plesni rodu Penicillium in tvorbo ohratoksina A.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2008 Vil
4.4 VPLIV OKOLJSKIH PARAMETROV NA TVORBO OHRATOKSINA A............ 51
5 RAZPRAVA IN SKLEPL.....uiirirninrinninininsissensssssessessisssssesssssssssssssssssssssessces 53
5.1 RAZPRAVA ..ottt sttt 53

5.1.1 Spremljaje rasti plesni na razliénih gojiSCih .......coueevvrreisueisursnnsuecsecsenseecnncee 53
5.1.2 Dolocanje OTA ....eeeinvensecsensenssecsssssecssesssessesssecsassssssssssasssassssssassssssssssasss 57
5.2 SKLEPL...oit ettt 59
6 POVZETEK.....eiiiininnenninnninncncssnssesssssessssssssssssessessesssssssssssssssssssssesssssesssssses 60
T VIR .iiiiiiiiincnncnninninsinissnssssssissessessessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesses 61
ZAHVALA

PRILOGE



Vojkovi¢ M. Vpliv okoljskih parametrov na rast plesni rodu Penicillium in tvorbo ohratoksina A.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2008 Vil

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica 2-1:
Preglednica 2-2:

Preglednica 3-1:
Preglednica 3-2:
Preglednica 3-3:

Preglednica 3-4:
P. verrucosum....

Preglednica 3-5:
Preglednica 4-1:
Preglednica 4-2:
Preglednica 4-3:
Preglednica 4-4:
Preglednica 4-5:

Dejavniki, ki vplivajo na biosintezo OTA (Smith in sod., 1994) ........... 12
Dovoljene zgornje mejne vrednosti OTA v zivilih (Commission
Regulation (EC) No1881/2006, 2000) ........ccvruirueieuiriinieiieienieieiesienieiesie et 13
Izolati plesni rodu Penicilllium..............c.ooooeoiiiiiiieeee e, 15
Laboratorijska Oprema ..........c.oeeueeriiiiiieriieieee e 18
Izbor okoljskih parametrov ..........cccceecuieiiiriiiiieiiiee e 20
Izbor okoljskih parametrov za proucevanje tvorbe OTA pri plesnih vrste
.................................................................................................................. 23
Izkoristek spektrofluorimetriéne metode...........occvvevieeiienieeiiienieeienne, 26
Vpliv vrste izolata plesni rodu Penicillium na povpre¢no RHR............. 38
Vpliv ay, gojis¢a na povpre¢no RHR plesni rodu Penicillium................ 41
Vpliv temperature na povpre¢no RHR plesni rodu Penicillium............. 43
Vpliv pH na povpre¢no RHR plesni rodu Penicillium ........................ 44
Vpliv gojis¢a na povprecno RHR plesni rodu Penicillium..................... 45

Preglednica 4-6:



Vojkovi¢ M. Vpliv okoljskih parametrov na rast plesni rodu Penicillium in tvorbo ohratoksina A.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2008 IX

KAZALO SLIK

Slika 2-1: Penicillium spp. (Mercuri, 2008) .........ccocoieiiieieiieieeeecie et 3
Slika 2-2: Plesni vrste P. verrucosum (A) na ovsu, (B) na je¢menu, (C) mikrokultura

(EIMROIt, 2005) ... iii ittt ettt e et e et e et e e et e e ebaeessaaeesssaeessseeesasaeesasaeensseeans 6
Slika 2-3: Struktura OTA (Walker, 1999) ......oooiiiiiiieee e 10
Slika 2-4: Obmocji pH in a, za rast plesni rodu Penicillium in tvorbo OTA...................... 11
Slika 3-1: Shema eksperimentalnega dela...........cocceeviieiiiiiiieiienie e 14
Slika 3-2: Shema izbora okoljski parametroV ...........ccceeeieeciierieeniienieeieesie e 19
Slika 3-3: Shema spremljanja rasti plesni na razli¢nih gojiSCih.........cccovvviiiniiiiniincnnnne. 22
Slika 3-4: Shema doloc¢anja OTA s spektrofluorimetricno metodo...........ccoeevevveenieennnnnne. 25

Slika 4-1: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 6,5, a,, 0,99 in 25 °C.... 28
Slika 4-2: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 6,5, a,, 0,90 in 25 °C..... 29
Slika 4-3: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 4,5, a, 0,99 in 25 °C .... 30
Slika 4-4: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 4,5, a,, 0,90 in 25 °C.... 30
Slika 4-5: Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri pH 4,5, ay, 0,99 in 25 °C..31
Slika 4-6: Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri pH 5,9, ay, 0,99 in 25 °C . 32
Slika 4-7: Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri pH 6,5, ay, 0,99 in 25 °C . 32
Slika 4-8: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 6,5, a,, 0,99 in 10 °C..... 33
Slika 4-9: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 6,5, a,, 0,90 in 10 °C..... 34
Slika 4-10: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 4,5, ay, 0,99 in 10 °C.. 34
Slika 4-11: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 4,5, a,, 0,90 in 10 °C.. 35
Slika 4-12: Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri pH 4,5, a, 0,99 in 10 °C

.....

Slika 4-16: Vpliv vrste izolata plesni rodu Penicillium na povpre¢no RHR na analogu
KIURA Z 8 0,99 ettt et a e e s s 40



Vojkovi¢ M. Vpliv okoljskih parametrov na rast plesni rodu Penicillium in tvorbo ohratoksina A.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2008 X

Slika 4-17: Vpliv a,, gojis¢a YES na povpre¢no RHR plesni rodu Penicillium pri 10 °C .42
Slika 4-18: Vpliv ay, in T na rast plesni vrste P. verrucosum na gojis¢u YES pri pH 6,5 .. 46
Slika 4-19: Vpliv ay, in T na rast plesni vrste P. verrucosum na gojis¢u YES pri pH 4,5 ..47

Slika 4-20: Vpliv pH in T na rast plesni vrste P. verrucosum na gojis¢u YES pri ay 0,99



Vojkovi¢ M. Vpliv okoljskih parametrov na rast plesni rodu Penicillium in tvorbo ohratoksina A.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2008 Xl

KAZALO PRILOG

Priloga A: Vpliv pH na rast plesni vrste P. verrucosum na analogu kruha z a,, 0,99 in razli¢no
vrednostjo pH pri 25 °C (A) in 10 °C (B)

Priloga B: Vpliv a,, in pH na rast plesni vrste P. verrucosum na gojis¢u YES pri 25 °C (A) in 10 °C (B)
Priloga C: Vpliv a,, na rast izolata 25 A na gojis¢u YES pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5, 10 °C (B), pH
4,5,25°C (C), pH 4,5, 10 °C (D)

Priloga D: Vpliv pH na rast izolata 19 B na gojiscu YES pri ay, 0,99, 25 °C (A), a,, 0,90, 25 °C (B), ay
0,99, 10 °C (C)

Priloga E: Vpliv temperature na rast izolata 25 A na gojis¢u YES z a,, 0,99 pri pH 6,5 (A) in pH 4,5 (B)
Priloga F: Vpliv pH na rast izolata 25 A na analogu kruha z ay, 0,99 pri 25 °C (A) in 10 °C (B)
Priloga G: Vpliv vrste gojisca z ay, 0,99 na rast izolata 25 A pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5, 10 °C (B),
pH 4,5,25 °C (C), pH 4,5, 10 °C (D)

Priloga H: Vpliv a, na rast izolata 19 B na gojis¢u YES priNpH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5, 10 °C (B), pH
4,5,25 °C (C), pH 4,5, 10 °C (D)

Priloga I: Vpliv pH na rast izolata 19 B na gojis¢u YES pri ay, 0,99, 25 °C (A), ay, 0,90, 25 °C (B), ay,
0,99, 10 °C (C), a,, 0,90, 10 °C (D)

Priloga J: Vpliv temperature na rast izolata 19 B na gojis¢u YES pri pH 6,5, a, 0,99 (A), pH 6,5, ay,
0,90 (B), pH 4,5, a, 0,99 (C), pH 4,5, a, 0,90 (D)

Priloga K: Vpliv pH na rast izolata 19 B na analogu kruha z a,, 0,99 pri 25 °C (A) in 10 °C (B)
Priloga L: Vpliv vrste gojisca z a,, 0,99 na rast izolata 19 B pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5, 10 °C (B),
pH 4,5, 25 °C (C), pH 4,5, 10 °C (D)

Priloga M: Vpliv a,, na rast izolata 10 B na gojisc¢u YES pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5, 10 °C (B), pH
4,5,25°C (C), pH 4,5, 10 °C (D)

Priloga N: Vpliv pH na rast izolata 10 B na gojiscu YES pri a,, 0,99, 25 °C (A), ay, 0,90, 25 °C (B), ay
0,99, 10 °C (C), ay, 0,90, 10 °C (D)

Priloga O: Vpliv temperature na rast izolata 10 B na gojis¢u YES pri pH 6,5, aw 0,99 (A), pH 6,5, aw
0,90 (B), pH 4,5, aw 0,99 (C), pH 4,5, aw 0,90 (D)

Priloga P: Vpliv pH na rast izolata 10 B na analogu kruha z a,, 0,99 pri 25 °C (A) in 10 °C (B)
Priloga Q: Vpliv vrste gojisc¢a z ay, 0,99 na rast izolata 10 B pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5, 10 °C (B),
pH 4,5, 25 °C (C), pH 4,5, 10 °C (D)

Priloga R: Vpliv a,, na rast izolata 9 C na gojis¢u YES pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5, 10 °C (B), pH
4,5,25°C (C), pH 4,5, 10 °C (D)

Priloga S: Vpliv pH na rast izolata 9 C na gojis¢u YES pri ay, 0,99, 25 °C (A), ay, 0,90, 25 °C (B), ay,
0,99, 10 °C (C), ay, 0,90, 10 °C (D)

Priloga T: Vpliv temperature na rast izolata 9 C na gojis¢u YES pri pH 6,5, a,, 0,99 (A), pH 6,5, a,,
0,90 (B), pH 4,5, ay, 0,99 (C), pH 4,5, a, 0,90 (D)

Priloga U: Vpliv pH na rast izolata 9 C na analogu kruha z ay, 0,99 pri 25 °C (A) in 10 °C (B)

Priloga V: Vpliv vrste gojis€a z ay, 0,99 na rast izolata 9 C pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5, 10 °C (B), pH
4,5,25°C (C), pH 4,5, 10 °C (D)
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Okrajsava, simbol

ADI
Ay
CBS
CYA
ES
IARC
LDsg
MEA
NOEL

OGY

OTA

P. verrucosum
P

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Pomen

sprejemljiv dnevni vnos (angl. acceptable daily intake).
termodinamska aktivnost vode

zbirka gliv (Centraalbureau voor schimmelcultures)

gojis¢e Czapek (angl. Czapek yeast agar)

evropska skupnost

angl. International Agency for Research on Cancer

doza pri kateri pogine 50 % testnih zivali (angl. lethal dose)
gojisce sladni ekstrakt (angl. malt extract agar)

odmerek brez opaznega zdravju Skodljivega ucinka (angl. no
observable adverse effect level).

gojisce oksitetraciklin kvasni ekstrakt

ohratoksin A

Penicillium verrucosum

parni tlak raztopine

P, parni tlak topila

pH negativni logaritem vodikovih ionov

PV Penicillium verrucosum

R premer kolonije plesni

RHR radialna hitrost rasti

t cas

T temperatura

YES gojisc¢e s kvasnim ekstrakom in saharozo (angl. yeast extract agar)
/M, ZMJ mikrobioloski zbirki laboratorija za Zzivilsko mikrobiologijo na

Oddelku za zivilstvo, Biotehniske fakultete
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1 UVOD

Zivila nudijo ustrezne razmere za rast in razvoj plesni. Med plesnimi so najpogostejsi
povzroc€itelji kvara zivil plesni rodu Penicillium. Poleg slabSanja prehranskih in
senzori¢nih lastnosti so le te odgovorne tudi za tvorbo mikotoksinov in alergenskih
komponent, ki se tvorijo Ze pred vidno rastjo plesni.

Na rast plesni na dolocenih Zivilih vpliva veliko fizikalnih, kemijskih in okoljskih
parametrov. Definiranje le-teh nam je lahko v veliko pomoc¢ pri ohranjanju stabilnosti Zivil,
vendar je pri tem potrebno upostevati dejstvo, da ti parametri ne delujejo neodvisno (Pitt in
Hocking, 1997).

Mikotoksini so sekundarni metaboliti plesni, ki imajo razli¢ne $kodljive vplive na Zzivali,
¢loveka (Jersek in sod., 2004) in pridelek ter se kazejo v boleznih in ekonomskih izgubah.
Uvrs¢amo jih v skupino kemijskih dejavnikov tveganja, med naravne onesnazevalce zivil.

Onesnazevalo v zivilu je katerakoli nenamerno v Zivilu prisotna snov in je lahko rezultat
pridelave, prireje, predelave, priprave, obdelave, pakiranja, transporta ali skladiS¢enja
zivila ali rezultat kontaminacije Zivila iz okolja (JerSek in sod., 2004)

Glavni nacin vnosa mikotoksinov v telo je uzivanje kontaminiranih Zzivil, zato je eden
temeljnih kakovostnih parametrov hrane zagotavljanje njene varnosti oziroma zdravstvene
neoporecnosti.

Ohratoksin A je mikotoksin, ki ga proizvajajo predvsem plesni rodov Penicillium in
Aspergillus. Je potencialno nefrotoksicen, hepatotoksicen, teratogen in imunotoksi¢en za
zivali ter potencialno karcinogen za ¢loveka (Mateo in sod., 2007; Schmidt-Heydt, 2007;
Torelli in sod., 2005).

Potrjena prisotnost ohratoksina A v razli¢nih zivilih (zita, stro¢nice, pivo, vino, kava,
kakav, oreski, grozdni sok, suho sadje, zaCimbe, meso), mozna okuzba ljudi preko
prehranjevalne verige in prepreCevanje tvorbe mikotoksinov predstavljajo resen globalni
problem.

Najboljsi na¢in preprecevanja prisotnosti mikotoksinov v zivilih in krmi je zmanjSanje rasti
plesni v agrikulturnih proizvodih (Frisvad in Thrane, 2000).

Prisotnost potencialno toksikogene plesni na zivilu Se ne pomeni, da ta produkt vsebuje
mikotoksin oz. prisotnosti spor ali rasti doloCene plesni ne sledi vedno proizvodnja
mikotoksina. Pomembno vlogo imajo Stevilni okoljski parametri, med katerimi so poleg
hranil najpomembne;jsi temperatura, ay, in kisik (Filtenborg in sod., 2000).
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V prakticnem delu diplomske naloge smo proucevali vpliv razli¢nih okoljskih parametrov
na rast plesni rodu Penicillium s klasi¢no gojitveno metodo na trdnem gojiscu. Pri plesni
vrste P. verrucosum smo s spektrofluorimetricno metodo kvantitativno dolocali tvorbo
ohratoksina A v dolo¢enem ¢asovnem zaporedju.

1.1 CILINALOGE

Glavni namen naloge je bil prouciti vpliv razlicnih okoljskih parametrov (gojisce, ay, pH,
temperatura) na rast plesni rodu Penicillium in tvorbo ohratoksina A. V prakti¢no delo smo
vkljucili klasiéno mikrobiolosko gojitveno metodo za spremljanje rasti plesni in
spektrofluorimetri¢éno metodo za doloc¢anje ohratoksina A. Ugotoviti smo Zeleli morebitne
razlike v rasti razlicnih zivilskih izolatov plesni ter kvantitativno dolociti tvorbo
ohratoksina A pri izbrani plesni vrste P. verrucosum.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Okoljski parametri ay, pH, T in vrsta gojis€a vplivajo na rast plesni rodu
Penicillium in tvorbo ohratoksina A.

e Rast na razli¢nih gojiscih je odvisna od vrste plesni.

e Znizanje vrednosti ay, pH, T bo upocasnilo ali zavrlo rast plesni.

e Analog kruha bo predstavljal optimalnejSe razmere za rast plesni kot gojisce YES.

e Predvidevamo, da bo tvorba ohratoksina A vecja pri okoljskih parametrih, ki niso
optimalni za rast plesni.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 ZNACILNOSTI PLESNI RODU Penicillium

Taksonomska razvrstitev:

Kraljestvo ~ Fungi

Deblo Ascomycota
Razred Euascomycetes
Druzina Trichomaceae
Rod Penicillium

Za rod Penicillium so znacilne hitro rastoce kolonije, ki so najveckrat obarvane zeleno,
lahko tudi sivo-zeleno, modro-zeleno, rumeno-zeleno ali belo. Zrac¢ni micelij je nizek s
strukturo, podobno vati ali filcu. Substratni micelij je septiran ter debelejsi in temnejsi od
zracnega micelija. Septirani konidiofori posamicno ali v parih izhajajo iz bazalnih celic
substratnega micelija. Konidiofor se na koncu cepi v simetri¢ne ali asimetricne razvejitve,
ki se imenujejo metule. Na metulah se v snopih tvorijo keglaste konidiogene celice, ki se
imenujejo fialide (slika 2-1). V njih se tvorijo veriZice okroglih, elipsoidnih ali cilindri¢nih
konidijev. Plesni rodu Penicillium so glede na veliko Stevilo vrst, ki lahko rastejo v
razliénih razmerah, najpomembne;jsi kvarljivei zivil. Lahko rastejo pri nizkih temperaturah,
nizkih vrednostih a, (vse do 0,78) in v Sirokem obmocju vrednosti pH (Pitt in Hocking,
1985; Adamic in sod., 2003).

Slika 2-1: Penicillium spp. (Mercuri, 2008)
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2.1.1 Razsirjenost plesni rodu Penicillium

Poleg zemlje so naravno okolje plesni rodu Penicillium razli¢ne vrste zit, citrusi, zelenjava,
siri in suhomesnati izdelki. Kot kvarljivei se pojavijo pogosto na siru, mesu, salamah,
suhomesnatih in drugih mesnih izdelkih, na svezem in suhem sadju, v sadnih sokovih,
marmeladah, rizu, kavi, lesnikih in orehih. Nekatere vrste so industrijsko pomembne in se
uporabljajo kot starter kulture v proizvodnji sirov, mesnih izdelkov, farmaciji in v
proizvodnji antibiotikov (Adami€ in sod., 2003; Filtenborg in sod., 1996).

2.1.2 Toksi¢nost plesni rodu Penicillium

Veliko vrst plesni rodu Penicillium tvori mikotoksine in druge sekundarne toksi¢ne
metabolite. Mikotoksine, ki jih tvorijo plesni rodu Penicillium lahko na osnovi njihovega
vpliva razdelimo na dve obsezni skupini, in sicer na tiste, ki prizadenejo delovanje ledvic
in jeter ter na nevrotoksine (Sweeney in Dobson, 1998).

Glavne toksikogene plesni rodu Penicillium, ki tvorijo ohratoksin A (OTA) so: P.
verrucosum, P. viridicatum, P. citrinum, P.expansum, P. palitans, P. commune, P.
variabile, P. purpurescens in P. cyclopium (D Mello, 2003; Kahne-Jurisevi¢, 2005).

Poznanih je torej ve¢ vrst rodu Penicillium, ki proizvajajo OTA, vendar je le nekaj od njih
znanih kot kontaminantov zivil in krme z mikotoksini. Do nedavnega je bilo znano, da je
takSna le plesen vrste P.verrucosum, vendar so ugotovili da proizvaja OTA v Zzivilih tudi
plesen vrste P. nordicum, ki trenutno skupaj s plesnijo vrste P. verrucosum predstavljata
edini vrsti iz rodu Penicillium, ki proizvajata OTA (Bragulat in sod., 2008).

Plesni rodu Penicillium lahko tvorijo poleg OTA S$e druge mikotoksine kot so patulin,
penicilinska kislina, citrinin in citreoviridin (Smith in sod, 1994).

Bolezen, ki jo povzrofa hrana kontaminirana s toksikogenimi plesnimi imenujemo
mikotoksikoza. Za ljudi, zivali in rastline so mikotoksini izredno strupene snovi, ki
povzrocajo mikotoksikoze z neposrednimi znaki v obliki zastrupitev in kroni¢nimi znaki v
obliki obolenj jeter ali aktiviranjem tumorjev (Kovac, 2004).

Mikotoksikoze se razlikujejo glede na koli¢ino in trajanje uzivanja mikotoksinov na akutne
in kroni¢ne ter glede na obmocja, kjer se pojavljajo v vecjem obsegu na endemske
(Bidovec, 1989).

Do akutne zastrupitve pride po ¢asovno kratkotrajni (24 ur ali manj) izpostavljenosti smrtni
dozi doloc¢ene kemijske snovi, medtem ko je kronicna zastrupitev rezultat izpostavljenosti
manjSim koncentracijam toksina v daljSem casovnem obdobju. Simptomi akutne in
kroni¢ne zastrupitve so seveda razlicni. Akutna toksi¢nost toksina je opisana s smrtnim
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odmerkom toksina, pri katerem pogine 50 % laboratorijski testnih Zivali (LDsy (mg/kg
telesne teze)). Akutna toksicnost je zelo odvisna od starosti, spola in vrste zivali ter znaSa
za ohratoksin A<6 mg/kg telesne teze (prasici). Dolocanje kroni¢ne toksi¢nosti sluzi
najveckrat ocenjevanju vrednosti NOEL - odmerek brez opaznega zdravju Skodljivega
ucinka (angl. No observable adverse effect level). Vsebnost NOEL je osnova dolocitvi
sprejemljivega dnevnega vnosa — ADI (angl. Acceptable daily intake). Vrednost ADI
pomeni koli¢ino doloCene kemijske snovi, ki jo lahko clovek zauZzije vsak dan brez
posebnega tveganja za zdravje in se izraza v mg/kg telesne teze/dan (JerSek in sod., 2004;
D’Mello, 2003).

V vecini primerov ostanejo mikotoksikoze neregistrirane, razen, ko pride do zastrupitve
vecje populacije ljudi (Kahne-Jurisevic, 2005).

2.2 ZNACILNOSTI IN RAZSIRJENOST PLESNI VRSTE Penicillium verrucosum

.....

kvasni ekstraktom) in MEA (gojis¢e sladni ekstrakt) pri 25 °C, svetlo zeleni konidiji ter
bister do moten eksudat. Plesen so izolirali iz skandinavskega je¢mena, kjer so dokazali

tudi prisotnost OTA, iz mesnih izdelkov v Nem¢iji in ostalih Evropskih drzavah (Pitt in
Hocking, 1997).

Plesni vrste P. verrucosum lahko rastejo v temperaturnem obmocju od 0 do 31 °C, z
optimalno temperaturo za rast pri 20 °C. So kserofilne plesni sposobne rasti pri a,, 0,80 ter
v pH obmoc¢ju med 2 in 10, z optimalnim pH za rast med 6 in 7. Poznane optimalne
razmere na kruhovem testu so ay 0,92 in pH 5,6. Vrednost a,, in temperatura ter njuna
interakcija imata znacilen vpliv na germinacijo spor in rast micelija plesni vrste P.
verrucosum. Skupen vpliv teh faktorjev omogoca rast plesnim vrste P. verrucosum pri
razli¢nih okoljskih parametrih. OTA lahko tvorijo v celotnem temperaturnem obmocju
rasti in do ay 0,86 (Sweeney in Dobson, 1998; Creppy, 2002; Magan in Aldred, 2007;
Pardo in sod., 2006).

Med vrstami rodu Penicillium so plesni vrste P. verrucosum pomembne proizvajalke
ohratoksina A (OTA) in so predominantno odgovorne za pojav OTA v Zitu in Zitnih
izdelkih (Schmidt-Heydt in sod., 2007).

Nedavne ocene zit v Evropi, predvsem psenice, navajajo, da je ta vrsta plesni glavna
proizvajalka OTA. Kontaminacija nastopi ze med procesom zetve ter med susenjem in
skladis¢enjem. Za vrste kot je P. verrucosum je znacilno, da so zelo kompetitivne in
sposobne dominance v ugodnih okoljskih razmerah (Magan in Aldred, 2007).

Plesni vrste P. verrucosum se pojavljajo na zitu in zitnih izdelkih, stro¢nicah, sirih, kavi,
kakavu, suhem sadju, vinu, pivu, za¢imbah, grozdnem soku.
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Ocenili so, da v Evropi priblizno 50 % prehranskega vnosa OTA izvira iz zit in njihovih
produktov (Pardo in sod., 2006)

(A)

Slika 2-2: Plesni vrste P. verrucosum (A) na ovsu, (B) na je¢menu, (C) mikrokultura (Elmholt, 2005)

2.3 VPLIV OKOLJSKIH PARAMETROV NA RAST PLESNI RODU Penicillium

Najbolj pomembni dejavniki, ki vplivajo na rast plesni in tvorbo mikotoksinov so koli¢ina
razpolozljivih hranil, temperatura okolja, vrednost a,, in kisik. Razmere, ki pospeSujejo
proizvodnjo toksinov, so obifajno bolj omejene od razmer, ki vplivajo na rast plesni
(Kokkonen, 2005).

2.3.1 Termodinamska aktivnost vode

Voda je nujno potrebna vsem zivim bitjem. Vrednost a, je poleg temperature
najpomembnejsi fizikalni dejavnik, ki vpliva na metabolizem in rast mikroorganizmov.
Vodna aktivnost je parameter, ki se SirSe uporablja namesto vsebnosti vlage in predstavlja
razpolozljivost vode za rast mikroorganizmov v zivilu. Matemati¢no vrednost a,, izrazimo
kot razmerje med parnim tlakom raztopine oz. snovi (zivila) (P) in parnim tlakom topila,
vode (P,) pri isti temperaturi. Ta pojem se nanasa na relativno vlaznost (Adamic in sod.,
2003; Jay, 1992).

Med a,,, temperaturo in zivili obstajajo dolo¢ena razmerja:
e pri katerikoli temperaturi se z znizanjem a,, sposobnost mikroorganizmov za rast
zmanjsa,
e obmocje ay rasti je vecje pri optimalni temperaturi za rast,
e prisotnost hranil poveca obmocje a,, rasti v katerem organizmi prezivijo.

SploSen vpliv zniZzane vrednosti a, pod optimalno se kaZe v daljSi fazi prilagajanja in
zmanjSanju hitrosti rasti ter manjsi velikosti konéne populacije mikroorganizmov. Znizana
ay neugodno vpliva na vse metabolne aktivnosti, saj vse kemijske reakcije v celici
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potrebujejo vodno okolje. Na a,, vplivajo Se drugi okoljski dejavniki kot so pH,
temperatura in Eh (Jay, 1992).

V mnogih prakticnih razmerah je a, prevladujo¢ okoljski parameter, ki vpliva na
obstojnost zivil. Vecina predstavnikov nitastih gliv iz askomicetnih rodov je sposobnih
rasti pri ay, pod 0,90. Stopnja tolerance na nizko vrednost ay je definirana kot minimalna
ay, pri kateri se pojavi germanizacija in rast plesni. Glivam, ki rastejo pri nizkih vrednostih
ay pravimo kserofili, med katere uvr§¢amo tudi plesni rodu Penicillium. V §irSem pomenu
so to glive, ki so sposobne rasti pri ay, pod 0,85 pri razlicnih okoljskih parametrih. Plesni
bolje prenasajo pomanjkanje vode kot bakterije. Zato kot kvarljivci zivil pri nizkih a
prevladujejo plesni, pri visokih pa se pojavljajo tudi bakterije. Pri tem pa igra odlocilno
vlogo pH (Pitt in Hocking, 1997).

2.3.2 Vrednost pH

Neugoden pH vpliva na funkcionalnost encimov in na transport hranilnih snovi v mikrobno
celico. Snovi, ki so odgovorne za neugoden pH dolocajo tako hitrost rasti kot tudi
minimalen/optimalen pH za rast mikroorganizma. Pri izpostavitvi mikroorganizmov okolju
pod ali nad nevtralnim pH je njihova rast odvisna od njihove sposobnosti spreminjanja
okoljskega pH k bolj optimalni vrednosti ali obmocju. pH lahko vpliva tudi na morfologijo
plesni (npr. na dolzino hif) (Jay, 1992).

V dolo¢enem obmocju pH je rast mikroorganizmov zelo pocasna, medtem ko optimalen
pH omogoca najhitrejSo rast. Vpliv vrednosti pH na rast mikroorganizmov je odvisen tudi
od drugih dejavnikov:

e ostalih dejavnikov okolja, predvsem temperature, vrednosti a,, prisotnosti kisika,
hranil in protimikrobnih snovi,

e pH substrata postane z viSanjem temperature bolj kisel. Koncentracija soli ima
znacilen vpliv na pH obmocje rasti (Jay, 1992),

e vrste medija, predvsem kisline, ki je vzrok nizke vrednosti pH,

e mozne prilagoditve mikroorganizmov in sposobnosti rasti pri nizjih vrednostih pH,
¢e so bili predhodno izpostavljeni istemu ali kateremu drugemu subletalnemu
stresu.

Plesni lahko rastejo v Sirokem obmocju vrednosti pH okolja in pri nizjem optimalnem
pH kot vecina bakterij (Adamic in sod., 2003).
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Na vecino plesni ima pH majhen vpliv, rastejo lahko v Sirokem obmocju, obi¢ajno med 3
in 8. Nekatere plesni so sposobne rasti celo pri pH 2. Pri odstopanju pH od optimalnega,
okoli 5, se lahko pojavi vpliv drugih limitirajocih faktorjev (Pitt in Hocking, 1997).

2.3.3 Hranilne snovi (gojisce)

Mikroorganizmi potrebujejo za normalno rast in delovanje vodo, vir energije, vir dusSika,
vitamine in rastne faktorje ter minerale. Plesni imajo najmanjSe zahteve po hranilnih
snoveh, sledijo jim kvasovke, gramnegativne in grampozitivne bakterije. V ali na Zivilih
lahko mikroorganizmi kot vir energije izrabljajo sladkorje, alkohole in amino kisline.
Nekateri pa so sposobni izkoris¢anja kompleksnih ogljikovih hidratov kot sta Skrob in
celuloza ter mascob kot energijski vir. Primarni vir dusika heterotrofnih mikroorganizmov
so amino kisline (Jay, 1992).

Plesni so heterotrofni mikroorganizmi z absorptivnim nafinom prehranjevanja ter
sintetizirajo hidroliticne encime. Na njihovo rast vplivajo vrsta in lastnosti substrata,
kemijska sestava, struktura, higroskopic¢nost, povrSina, pH vrednost, fizikalne lastnosti,
morebitne primesi in inhibitorne substance. Najpomembnejsi hranili za rast plesni na
do hitrega razmnozevanja plesni, katere s svojimi encimi povzrocajo kemijsko razgradnjo
beljakovin, ogljikovih hidratov, mascob in drugih esencialnih snovi (Bidovec, 1989).

Na splosno so plesni kvarljivci ogljikohidratnih zvil, medtem ko so bakterije kvarljivci
proteinskih Zivil. Doloceni topljenci v zivilu lahko kazejo dodaten vpliv na rast gliv.
Hocking in Pitt (1997) sta dokazala, da je imela kontrola vrednosti a,, gojis¢a z glukozo-
fruktozo, glicerolom ali natrijevim kloridom le majhen vpliv na rast mnogih plesni rodu
Aspergillus in Penicillium.

2.3.4 Temperatura

Temperatura je najpomembnejSi zunanji dejavnik, ki vpliva na rast in razmnoZevanje
mikroorganizmov v Zivilih. Uporaba nizkih temperatur pri hlajenju in zamrzovanju je Se
vedno najbolj uporaben nacin zaviranja mikrobnih in endogenih encimskih procesov v
zivilu. Prav tako je toplotna obdelava, bodisi pasterizacija pri T < 100 °C ali apertizacija
pri T > 100 °C, Se vedno najpogostejsi nacin uni¢evanja mikroorganizmov v zivilih in s
tem podaljSanja obstojnosti in zagotavljanje mikrobioloske varnosti zivil (Adamic in sod.,
2003).
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Mikroorganizmi rastejo v zelo Sirokem temperaturnem obmocju, ki ga dolocajo tri
temperature: minimalna, optimalna, maksimalna. Na temperaturno obmocje rasti izredno
mocno vplivajo drugi okoljski parametri (vrednost pH, vrednost a,, prisotnost kisika,
sestava gojisc¢a ipd.). Glavne skupine mikroorganizmov glede na njihova temperaturna
obmocja rasti so: termofili, mezofili, psihrotrofi in psihrofili. Plesni so sposobne rasti v
SirSem temperaturnem obmoc¢ju v primerjavi z bakterijami. Plesni rodu Penicillium
pristevamo med psihrotrofe (0-40 °C) (Adami¢ in sod., 2003; Jay, 1992).

Najnizja znana temperatura, pri kateri Se rastejo plesni rodu Penicilium je med -7 do 0 °C
(Pitt in Hocking, 1997). Optimalna temperatura za rast vecine plesni rodu Penicillium je
25-30 °C, maksimalna pa med 28 in 35 °C (Filtenborg in sod., 2000).

24 OHRATOKSIN A
2.4.1 Znacilnosti OTA

Ohratoksini A, B, C, D so velika skupina sekundarnih metabolitov toksikogenih plesni
rodov Penicillium in Aspergillus med katerimi je OTA najbolj toksicen. OTA je
mikotoksin, ki ga proizvajajo predvsem plesni vrste A. ochraceus in P.verrucosum. OTA
je potencialno nefrotoksic¢en, hepatoksicen, tetragen in karcinogen za zivali. Povezujejo ga
z obolevnostjo imenovano Balkanska endemska nefropatija in razvojem tumorjev v
urinarnem traktu ljudi. IARC (angl. International Agency for Research on Cancer) ocenjuje
morebiten karcinogen vpliv OTA na ljudi in ga uvrS¢a v Skupino 2B. Izpostavljanje
toksinu je v glavnem vezano na uzivanje kontaminirane hrane in krme, prenos je lahko tudi
aerogen (Mateo in sod., 2007; Rosa, 2006; Petzinger in Weidenbach, 2002; Creppy, 2002).

Bioloske u¢inke OTA so proucevali na razli¢nih vrstah poskusnih Zivali. OTA se absorbira
preko gastrointestinalnega trakta in se prenasa preko krvi, v glavnem do ledvic, v manjsih
koncentracijah pa tudi do jeter, miSic in mascobnega tkiva. OTA so nasli v vzorcih
¢loveske krvi, in sicer predvsem v hladnejSih drzavah severne poloble, vendar brez znakov
akutne intoksikacije (Creppy, 2002; D'Mello, 2003; Van Egmond, 2000; Ringot in sod.,
2006).

Karcinogen OTA proizvajajo plesni vrst P. verrucosum, P. nordicum, Aspergillus
ochraceus, A. sulphureue, A. niger, A. carbonarius, Neopetromyces muricatus in
Petromyces alliaceus (Frisvad in Thrane, 2000).

OTA sestoji iz pentaketidnega ogrodja in vsebuje klorirano funkcionalno skupino
izokumarina, ki je z amidno vezjo povezana z L-fenilalaninom preko karboksilne skupine
( slika 2-3).
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Slika 2-3: Struktura OTA (Walker, 1999)

OTA je dobro topen v organskih topilih: acetonitrilu, etilacetatu, benzenu, acetonu in
izopropanolu. Malo slabse je topen v kloroformu in metanolu. Je opti¢no aktiven in
naravno fluorescira. Maksimum emisijskega fluorescentnega spektra je pri 428-460 nm,
odvisno od topila (Kahne-Jurisevi¢, 2005). OTA je topen v mascobah, zato se akumulira v
mascobnem tkivu zivali (Pitt in Hocking, 1997).

OTA se pojavlja se v razli¢nih zivilih: pivo, vino, je¢men in ostala zita, stro¢nice, kava,
kakav, oreski, grozdni sokovi, za¢imbe. Prevladujo¢ vir OTA so Zita, ki so osnovno krmilo
ter posledicno povzrocajo okuzbo Zivali in potencialno okuzbo ljudi z OTA v
prehranjevalni verigi.

2.4.2 Stabilnost OTA

OTA je relativno stabilen pri visokih temperaturah. Mletje ne razgradi toksina, ostali
tehnoloski postopki predelave zivil in druge obdelave npr.: kuhanje, pecenje, fermentacija
pa le delno (Jay, 1992; Creppy, 2002; Kahne-JuriSevi¢, 2005).

Ohranja se med procesom pecenja, med proizvodnjo kosmicev ter med kuhanjem in
slajenjem piva. Prazenje zelenih zrn kave se je izkazalo kot postopek, ki popolno unici
OTA (Bullerman, 2003; D'Mello, 2003).

V primeru skladis¢enja OTA v raztopini in v temi pri konstantni temperature je stabilen
vec¢ kot 30 dni (Kralj Cigi¢ in Strli¢, 2006).

Nestabilen je na svetlobi, zraku in pod vplivom mocnih kislin. OTA v kratkem casu
razpade pod vplivom svetlobe in vlage. Ob prisotnosti moc¢nih kislin hidrolizira na
fenilalanin in opticno aktivno laktonsko kislino — ohratoksin alfa. V raztopini etanola je
stabilen ve¢ kot leto dni, ¢e je hranjen v temnem in hladnem prostoru (Kahne-JuriSevic,
2005).
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2.4.3 Dejavniki, ki vplivajo na tvorbo OTA

Okoljski dejavniki, ki vplivajo na tvorbo mikotoksina so: primerna vlaga oz. vodna
aktivnost, zadostna koli¢ina kisika, primerna temperatura, fizikalne poskodbe proizvodov
in prisotnost spor plesni (Sforza in sod., 2004). Poleg nastetih so pomembni Se substrat
(hranila), kompetitivna in asociativna rast drugih plesni in mikroorganizmov ter stres
(Bullerman, 2003).

Plesni tvorijo OTA v oZjem temperaturnem in a,, obmoc¢ju v primerjavi z obmoc¢jema pri
katerih plesen raste (slika 2-4). Rast plesni in tvorba OTA se ne pojavita vedno simultano
(Filtenborg in sod., 2000).

Obmocje rasti

pH
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Obmocje tvorbe OTA
Obmocje rasti
I
I |
| | | | | | | | | | I
ay I I I I I I

Obmocje tvorbe OTA

Slika 2-4: Obmo¢ji pH in a,, za rast plesni rodu Penicillium in tvorbo OTA

Obicajno so geni za biosintezo mikotoksina tesno regulirani z rastnimi parametri (ay,
temperatura, konzervansi) in so aktivirani le v dolocenih razmerah (Schmidt-Heydt in sod.,
2007).
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Preglednica 2-1: Dejavniki, ki vplivajo na biosintezo OTA (Smith in sod., 1994)

Bioloski dejavniki Kemijski dejavniki Okoljski dejavniki
Variabilnost rodu plesni Vrsta substrata Temperatura
Konkuren¢na mikroflora Antiglivni inhibitorji Vodna aktivnost (ay)
Velikost inokuluma Atmosferski plini

Intenzivnost svetlobe

° Vrednost a,,

Voda je pomemben dejavnik za klitje, rast, razvoj in sekundarni metabolizem plesni na
organskih substratih. Plesni zacnejo z izlo€anjem OTA pri 16 % vlaznosti zivila, to
vrednost vlage dosegajo zivila v skladi$¢ih. Ohratoksikogene plesni uvrs¢amo v skupino
skladi$¢nih plesni. Minimalna ay, za tvorbo toksina je 0,86. (Kahne-Jurisevic, 2005). Plesni
rodu Penicillium tvorijo OTA celo pri maksimalni ay, 0,95 (Jay, 1992).

. Temperatura

Temperatura je poleg vode najpomembnejsi dejavnik okolja, ki vpliva na rast plesni in
izlocanje mikotoksinov (Kahne-Jurisevi¢, 2005). Plesni rodu Penicillium tvorijo OTA
priblizno pri maksimalni temperaturi 30 °C (Jay, 1992).

) Kisik

Vse plesni, tudi ohratoksikogene, so aerobni organizmi. Sposobne so prilagoditi svoje
anabolne in katabolne kemijske procese na spremembe okolja in spremembe plinov kot so
kisik, dusik, ogljikov dioksid itd. v atmosferi. Kisik je pomemben za rast plesni in tvorbo
sekundarnih metabolitov. Kadar koncentracija kisika pade pod 1 % se mo¢no zmanjSa
tvorba mikotoksinov (Kahne-Jurisevic, 2005).

° Hranila v substratu

Najpomembnejsi hranili v substratu sta dusik in ogljik ter njuno razmerje in koli¢ina. Kot
vir dusika so za plesni idealne glutaminska kislina, prolin in amonijev nitrat, kot vir ogljika
pa glukoza in saharoza. Na tvorbo OTA vplivata koncentracija beljakovin in kombinacija
aminokislin. Nekatere aminokisline zavirajo tvorbo OTA, druge jo pospeSujejo (Bidovec,
1989). Gojis¢e ima znacilen vpliv na sekundarni metabolizem plesni in s tem na
proizvodnjo mikotoksinov (Kokkonen, 2005).

Substrat z 2 % kvasa in 4% saharoze pri 25 °C ter nevtralne do rahlo bazi¢ne vrednost pH
med 7,6-8,2 predstavlja idealne razmere za tvorbo toksina (Kahne-Jurisevic, 2005).
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2.4.4 Mejne vrednosti OTA v zZivilih

Temelj zdrave prehrane so varna in kakovostna zivila, skladna s predpisi za posamezne
dejavnike tveganj. V vecini drzav kot tudi pri nas so s predpisi za razlicne mozne dejavnike
tveganja vkljuéno z onesnazevali opredeljene zgornje mejne vrednosti oziroma normativi
(JerSek in sod., 2004).

V evropski skupnosti velja uredba EC No 1881/2006 o dolo¢itvi mejnih vrednosti
nekaterih onesnazeval v Zivilih (preglednica 2-2).

Preglednica 2-2: Dovoljene zgornje mejne vrednosti OTA v Zivilih (Commission Regulation (EC)
No1881/2006, 2006)

Ohratoksin A
Zivilo Mejne vrednosti
_______________________________________________________________________________________________________________________________ (ng/kg)

1. Nepredelana zita 5,0
Vsi proizvodi, pridobljeni iz nepredelanih Zzit, vkljuéno s predelanimi zitnimi

2. proizvodi in Ziti, namenjenimi neposredni prehrani ljudi, razen zivil iz tock 3,0
9.1in 10.

3. Suho grozdje (korinte, rozine, sultanine) 10,0

4. PraZena zrna kave in mleta prazena zrna, razen instant kave 5,0

5. Instant kava 10,0
Vino (vklju¢no s pene¢im vinom, razen likerskih vin in vin z volumskim

6. . RN . 2,0
delezem alkohola najmanj 15 %) in sadno vino

7 Aromatizirana vina, aromatizirane pijace na osnovi vina in aromatizirane 20

’ mesane pijace iz vinskih proizvodov ’
3 Grozdni sok, obnovljen zgos$¢eni grozni sok, grozdni nektar, grozdni most in 20
’ obnovljen zgosceni grozni most, namenjen neposredni prehrani ljudi ’

9. Zitne kasice ter otroska hrana za dojencke in majhne otroke 0,50

10.  Zivila za posebne zdravstvene namene, posebej za dojencke 0,50

1 Surova kava, suho sadje, razen suhega grozdja, pivo, kakav in kakavovi )

proizvodi, likerska vina, mesni izdelki, za¢imbe in sladki koren

V ve¢ kot 70 drzavah po svetu so predpisali maksimalne dovoljene koncentracije
ohratoksina A v razli¢nih Zivilih z namenom, da bi preprecili oziroma zmanjSali vnos
toksicne substance v telo. Maksimalne dovoljene koncentracije nihajo v odvisnosti od
drzave in zivila (Kahne-Jurisevic, 2005)
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 POTEK DELA
Namen nasega dela je bil prouciti vpliv razli¢nih okoljskih parametrov (ay, pH, T, vrsta

gojis¢a) na rast razli¢nih izolatov plesni rodu Penicillium in tvorbo ohratoksina A. Potek
raziskovalnega dela je shematsko prikazan na sliki 3-1.

Revitalizacija plesni

v

Vzdrzevanje Cistih kultur plesni

v

Inokulacija gojis¢ s plesnimi rodu Penicillium

A 4

Gojisce YES

4,5 pH 6,5 pH 4,5 pH 6,5 pH 4,5 pH 5,9 pH 6,5 pH

v v v

Inkubacija pri temperaturi 10 °C, 25 °C

| |

Vzoréenje do 56 dni Spremljanje rasti plesni rodu Penicillium do 130 dni

!

Doloc¢anje ohratoksina A
pri plesni vrste P. verrucosum

!

Primerjalna analiza razli¢nih okoljskih parametrov, ki vplivajo na rast plesni
in tvorbo ohratoksina A pri plesni vrste P. verrucosum

Slika 3-1: Shema eksperimentalnega dela

Legenda: YES: gojisce s kvasnim ekstrakom in saharozo; OGY: gojisce oksitetraciklin kvasni ekstrakt
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3.2 MATERIAL
3.2.1 Plesni

Za izvedbo eksperimentalnega dela smo uporabili 5 izolatov plesni rodu Penicillium, med
katerimi plesni vrste P. verrucosum tvorijo OTA (preglednica 3-1).

Preglednica 3-1: Izolati plesni rodu Penicillium

Oznaka plesni Vir plesni
"~ Penicillium verrucosum ZMJ23  CBS 302.48 (3vicarski sir)
Penicillium ZM25 A kruh
Penicillium ZM19 B kisla smetana
Penicillium ZM10 B oreh
Penicillium ZM9 C mandarina

Legenda: CBS: zbirka gliv Fungal biodiversity centre (Nizozemska); ZM, ZMJ: mikrobioloki zbirki
laboratorija za Zivilsko mikrobiologijo na Oddelku za Zivilstvo, Biotehniske fakultete

3.2.2 Mikrobioloska gojis¢a
Gojisc¢e YES (gojisce s kvasnim ekstraktom in saharozo)

Sestavine:
e Kvasni ekstrakt (Biolife, 412220, Italija)
e Saharoza (Kemika, 1800408, Hrvaska)
e Agar (Biolife, 411030, Italija)
e Destilirana voda

Priprava:

V 1000 ml steklenico smo natehtali 10 g kvasnega ekstrakta, 75 g saharoze in 10 g agarja.
Mesanico smo raztopili v 500 ml destilirane vode in jo sterilizirali 20 minut pri temperaturi
121 °C. Na 45 °C ohlajeno gojis¢e smo nato asepti¢no razlili v sterilne petrijeve plosce in
jih hranili v hladilniku.
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Gojis¢e OGY (gojisce oksitetraciklin glukoza kvasni ekstrakt)

Sestavine:
e Osnovni medij OGY (Biolife, 4018382, Italija)
e Raztopina oksitetraciklina-OTC (Krka, 743054,Slovenija)
e Destilirana voda

Priprava:

V 1000 ml steklenico smo natehtali 20 g osnovnega medija OGY in ga raztopili v 500 ml
destilirane vode ter sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121 °C. Ohlajenemu gojiS¢u na
priblizno 50 °C smo nato asepti¢no dodali 0,05 g oksitetraciklina, ki smo ga predhodno
raztopili v 2 ml sterilne destilirane vode. Gojis¢e smo nato asepticno razlili v sterilne
petrijeve plos¢e in jih hranili v hladilniku.

Analog kruha (Kokkonen in sod., 2005)

Sestavine:
e 1000 g moka (TIP 500-Zito, Slovenija)
e 100 g margarina (Delikat creme-Spar, Avstrija)
e 5 gsol (Morska sol, Droga Kolinska, Slovenija)
e 5 gsladkor (Beli sladkor-Mercator, Hrvaska)
e 5 g kvas (Saf-instant, S.I.Lesaffre, Francija)
e 700 ml vode

Priprava:

Gojisce smo pripravili tako, da smo najprej vse sestavine natehtali in zgnetili v testo, ki je
nato eno uro fermentiralo. Testo smo razvaljali in oblikovali v priblizno 3 mm debelih
diske premera 90 mm in jih zavili v folijo. Po 20 minutni sterilizaciji pri 121 °C smo v
folijo zavite diske ohladili in jih hranili v hladilniku.

Fiziolo$ka raztopina

Sestavine:
e KH,PO4 (Kemika, Hrvaska)
e Destilirana voda

Priprava:

Natehtali smo 3,4 g KH,PO, in ga raztopili v 100 ml destilirane vode. 1,25 ml te raztopine
smo razredc¢ili v 1000 ml destilirane vode, dobro premesali in sterilizirali 20 minut pri
temperaturi 121°C.
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3.2.3 Druge kemikalije in dodatki

e 1 M HCI (Merc, 1.00317.1000, Nemcija)

e 3 M NaOH (Sigma, S-8045, Nemcija)

e Glicerol (Kemika, 0711901, Hrvaska)

e C(Citronska kislina (Merck, 1.00244.0500, Nemcija)
e Etanol 96 % (Merck, 1.00983.1000, Nemcija)

e Metanol (Merck, 1.06009.1000, Nemcija)

e Kloroform (Merck, 1.02445.1000, Nemcija)

3 M NaOH

Sestavine:
e NaOH
e Destilirana voda

Priprava:
Natehtli smo 12 g NaOH in ga raztopili v 100 ml destilirane vode.
Citronska Kkislina

Sestavine:
e (C¢HgO7xH,0O

Priprava:
e 1 M citronsko kislino smo pripravili tako, da smo z analitsko tehtnico natehtali
5,2535 g C¢HgO7xH,O0 in jo raztopili v 25 ml destilirane vode.
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3.2.4 Laboratorijska oprema

Aparature, ki smo jih uporabljali pri raziskovalnem delu, so navedene v preglednici 3-2.

Preglednica 3-2: Laboratorijska oprema

Aparatura Oznaka Proizvajalec
Avtoklav Tip 250 Sutjeska, Beograd
Avtomatske pipete in nastavki P10, P100,P1000 Gilson, Francija
Analitska tehtnica PB1502-S Mettler, Svica
Centrifuga za epice Mini spin plus Eppendorf, Nemcija
Citalec mikrotitrskih plo§¢ Safire 2 Tecan, Svica
Digitalna tehtnica PBI 1502-S Mettler Toledo, Svica
Digestorij SMBC 122AV Iskra PIO, Slovenija
Fermentacijska komora / Gostol, Slovenija

pH meter HI 8519N Hanna instruments, Portugalska
Hladilnik (4 °C) LTH Gorenje, Slovenija
Inkubator Sutjeska Sutjeska, Beograd
Laboratorijska centrifuga z rotorji SIGMA 3K30 Sigma, Nemcija

Magnetno mesalo

Rotamix SHP-10

Tehtnica, Slovenija

Mikrovalovna pecica

Cook 'n grill 1300

Sanyo, Japonska

Mikroskop, kamera

DMBA 300, 102M

Motic, Nemcija

Mikrotiterske plos€ice za merjenje | Nunc A/S Nunc, Danska
fluorescence (flatbottom)

Naprava za merjenje a,, CX-1 Campbell Scientific, Anglija
Plinski gorilnik / /

Spiralni mesalec za testo Diosna Diosna, Nemcija
Ubodni pH meter Testo 206-pH2 Testo, Nemcija
Vodna kopel WB-30 Kambic, Slovenija
Vakuumska ¢rpalka Univapo 100H Uniequip
Vrtinéno mesalo Yellowline TTS2 IKA, ZDA
Zascitna mikrobioloska komora PIO SMBC 122AV | Iskra, Slovenija
Zamrzovalnik (-20 °C) LTHHGS5.1Z Gorenje, Slovenija

Poleg aparatur, ki so navedene v preglednici 3-2, smo uporabljali Se splosno laboratorijsko
opremo: petrijeve ploS¢e (Labortehnika, Golias, Slovenija), mikrotitrske ploSc¢e (Nunc
MicroWell™, Danska), centrifugirke (Brand, Nem¢ija), epice (Eppendorf, Neméija),
laboratorijske steklenice — 100 ml, 250 ml, 1000 ml (Duran, Nemcija), merilne valje
(Plastibrand, Nemcija), pipetor (Eppendorf, Nemcija), parafilm (Menasha, ZDA), pincete,
skalpel, sterilne zobotrebce, alu-folijo in steklovino.
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3.3 METODE DELA
3.3.1 Revitalizacija plesni

Izolati plesni so bili pred zacetkom eksperimentalnega dela shranjeni pri temperaturi - 40
°C na trdnem gojis¢u OGY ali MEA. Vsak izolat smo precepili na gojis¢e OGY in
inkubirali en teden pri temperaturi 25 °C.

3.3.2 Spremljanje rasti plesni pri razli¢nih okoljskih parametrih

3.3.2.1 Uporabljen material

e Izolati plesni rodu Penicillium (preglednica 3-1)
e Gojisca: YES, analog kruha (preglednica 3-3)

e Sterilni zobotrebci

e Etanol (96 %)

e Pinceta

e Skalpel

e Parafilm

3.3.2.2 Izvedba metode

S spremljanjem rasti plesni rodu Penicillium smo Zeleli prouciti vpliv razli¢nih okoljskih
parametrov na njihovo rast.

> 6,5 =

> YES 1 5

= | b 090 | P S

» 45| T < =

. ’ < - g
Gojisce [ s =Y Y
s 2 2

2 | 099 | & S

- 7y 3

—» Analog kruha &

—> 5,9 ~

Slika 3-2: Shema izbora okoljski parametrov
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. Izbor in spreminjanje okoljskih parametrov

Izbrali smo dve vrsti gojiS¢ za rast plesni, gojis¢e YES in analog kruha, z razli¢no
vrednostjo ay in pH (preglednica 3-3):

Preglednica 3-3: Izbor okoljskih parametrov

Okoljski parameter

Gojisce S S

aw i pH
YES 0,99 4,5
YES 0,90 4,5
YES 0,99 6,5
YES 0,90 6,5
Analog kruha 0,99 4,5
Analog kruha 0,99 5,9
Analog kruha 0,99 6,5

Gojis¢u YES smo spreminjali vrednost a,, in vrednost pH. Vrednost a,, gojisca 0,99 smo
znizevali na 0,90 z dodatkom glicerola (Lopez Diaz in sod., 2002, Arroyo in sod., 2005,
Pitt in Hocking, 1997; Pardo in sod., 2006). Vrednost pH pa smo zviSevali s 3 M NaOH in
znizevali z 1 M HCI. Pripravili smo §tiri razli¢ice gojis¢a YES (preglednica 3-3).

Analogu kruha smo spreminjali le vrednost pH. ZviSevali smo jo s 3 M NaOH in znizevali
z 1 M C¢HgO7xH,0 (Arroyo in sod., 2005; Guynot in sod., 2005). Pripravili smo analog
kruha z vrednostjo ay 0,99 in s tremi razlicnimi vrednostmi pH: 5,9, 4,5 in 6,5 (preglednica
3-3). Analog kruha smo morali pred uporabo asepti¢no prenesti iz folije v sterilne petrijeve
plosce. S skalpelom smo oblikovane diske primerno obrezali in jih s pinceto prenesli v
petijeve plosce.

o Inokulacija

Izolate smo vzdrzevali na gojis¢u OGY, tako da smo jih precepljali vsakih sedem dni.
Vseh pet izolatov plesni rodu Penicillium smo asepti¢no inokulirali na izbrana gojis¢a. S
sterilnim zobotrebcem smo naredili luknjico v gojisce, v katero smo z istim zobotrebcem
prenesli plesen tako, da smo narahlo postrgali po robu 7 dni stare kolonije plesni na
gojis¢u OGY. Petrijeve plos€e smo nato ovili s parafilmom in plesni inkubirali pri
temperaturi 10 °C in 25°C.
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o Spremljanje rasti

Med inkubacijo smo spremljali rast plesni povprecno vsak drugi dan oz. odvisno od hitrosti
rasti posameznega izolata, z merjenjem premera kolonij na spodnji strani petrijeve plosce s
premerom 90 mm. Premer smo izmerili z ravnilom v navpi¢ni in vodoravni smeri in
upostevali povprecje (slika 3-3).

° Radialna hitrost rasti

Iz podatkov o rasti plesni smo izra¢unali radialno hitrost rasti (mm dan™) z uporabo enacbe
3.1 (Arroyo in sod., 2005; Abellana in sod., 2001).

Radialno hitrost rasti smo podali kot povprecje radialnih hitrosti rasti v dolocenem
¢asovnem obdobju spremljanja rasti plesni.

. . . Re-Ry
Radialna hitrost rasti = —— ...(3.1)
-t

Legenda: R;: premer kolonije v ¢asu n (mm); R,: premer kolonije v ¢asu n+m (mm); t;: ¢as
n (dan); t,: ¢as n+m (dan); n,m=0,1,2...130

Vse poskuse smo izvajali v paralelkah, rezultate pa smo podali kot povprecje le teh.
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Vzdrzevanje Ciste kulture plesni rodu Penicillium
na gojis¢u OGY pri 25 °C

!

[ INOKULACIJA gojis¢ ]

!
I }

Gojisce YES Analog kruha

do 130 dni
(10 °C, 25 °C)

l

Spremljanje rasti plesni z merjenjem premera kolonij vsak drugi
dan oz. odvisno od hitrosti rasti posameznega izolata

( INKUBACIJA

Primer

Slika 3-3: Shema spremljanja rasti plesni na razli¢nih gojiscih

Legenda: OGY: gojis¢e oksitetraciklin kvasni ekstrakt; YES: gojisce s kvasnim ekstraktom in saharozo; R,
R,: premera kolonije



Vojkovi¢ M. Vpliv okoljskih parametrov na rast plesni rodu Penicillium in tvorbo ohratoksina A.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2008 23

3.3.3 Dolocanje OTA

3.3.3.1 Uporabljen material

e Plesni vrste P. verrucosum e Zascitna mikrobioloska komora
e Gojisce YES e Avtomatske pipete

e Centrifugirke ( 50 ml) e Kloroform

e Laboratorijska centrifuga z rotorji e Metanol (50 %)

e Epice (2 ml) e Mikrotiterska plosca

e Centrifuga za epice (Mini spin plus) e Skalpel

e Vakuumska ¢rpalka (Univapo 100H) e Pinceta

e Tecan e Etanol (96 %)

e Digestorij e Gaza

3.3.3.2 Izvedba metode

Uporabili smo spektrofluorimetri¢no metodo za dolocanje ohratoksina A, ki jo razvijajo na
Katedri za biotehnologijo na Oddelku za zivilstvo.

Za eksperimente smo izbrali plesen vrste P. verrucosum, ki smo jo inokulirali na gojisce
YES, kot priporoc¢ljivo gojis¢e za analizo sekundarnih metabolitov (Kokkonen in sod.,
2005), pri izbranih okoljskih parametrih (preglednica 3-4).

Preglednica 3-4: Izbor okoljskih parametrov za proucevanje tvorbe OTA pri plesnih vrste P.
verrucosum

Gojiste | Okoljski parameter _____ |
_aw o pH i TCC) |
YES 0,99 4,5 10
YES 0,99 4,5 25
YES 0,90 4,5 10
YES 0,90 4,5 25
YES 0,99 6,5 10
YES 0,99 6,5 25
YES 0,90 6,5 10
YES 0,90 6,5 25
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Vzor¢ili smo po 7, 14, 21, 28, 35 in 42 dnevu inkubacije oz. Se 49 in 56 dan pri gojiscu z
aw 0,90 (slika 3-4). Delo je potekalo po sledecem zaporedju:

e Razrez gojiS¢a z rastoCo plesnijo na 8 priblizno enakih delov v zaS§¢itni
mikrobioloski komori.

e Prenos delov gojisca na gazo, ki smo jo predhodno ugnezdili v centrifugirko.

e Centrifugiranje pri 3000 min™', 6 minut.

e Logitev supernatanta v epice in centrifugiranje le teh pri 14000 min™, 10 minut.

e | ml supernatanta + 1,1 ml kloroforma, meSanje z vrtinénim mesalom in 30-90
minutno mirovanje v hladilniku do vzpostavitve dveh faz.

e Prenos faze s kloroformom (1 ml) v novo epico.

e Evaporiranje z vakuumsko ¢rpalko 90 min.

e Dodatek 210 pl 50 % metanola in pomeSanje z vrtinénim mesalom.

e Prenos 200 pl v mikrotitrsko plosco.

e Merjenje fluorescence pri 443 nm z napravo Tecan.

e Izradun koncentracije OTA (ng ml™") iz umeritvene krivulje (enacba 3.2).

Enacba umeritvene krivulje (Katedra za biotehnologijo):
y = 2,6817x + 146,72 ...(3.2)
Legenda: y: signal fluorescence; x: koncentracija OTA

Pri izradunu koncentracije OTA (ng ml™) iz umeritvene krivulje smo upostevali korekcijo
dobljenega signala pri merjenju fluorescence. Pri postopku priprave vzorca prihaja do
izgub OTA, in sicer pri ekstrakciji s kloroformom (korekcijski faktor ki) in pri prenosu
vzorca v mikrotitrsko plosco (korekcijski faktor k;). Koncentracijo OTA smo izracunali iz
enacbe 3.3.

y X kyxks;
X=— ..(3.3)
2,6817
1100 210
k= ———= 1,1 k, = = 1,05
1000 200

Legenda: x: koncentracija OTA; y: signal fluorescence; k;, ky: korekcijska faktorja

Vse poskuse smo izvajali v paralelkah, rezultate pa smo podali kot povprecje le teh.
Shema eksperimentalnega dela je prikazana na sliki 3-4.
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[ Inokulacija gojis¢a YES s plesnijo P. verrucosum ]

'

Inkubacija
(10 °C, 25 °C)

|

[ Vzorcéenje po 7,14,21,28,35,42,(49,56) dnch ]

Centrifugiranje (1: 3000 min™'/6 min,
2: 14000 min™'/10 min)

v

Ekstrakcija s kloroformom (30-90 min)

v

Evaporacija z vakuumsko ¢rpalko (90 min)

v

Raztapljanje v 50 % metanolu

Prenos v mikrotitersko plosco

v

[ Merjenje fluorescence pri 443 nm ]

v

[ Izracun vrednosti ohratoksina A iz umeritvene krivulje ]

Slika 3-4: Shema dolo¢anja OTA s spektrofluorimetri¢no metodo
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3.3.3.3 Izkoristek spektrofluorimetriéne metode

Dolocili smo izkoristek spektrofluorimetricne metode, in sicer kot izkoristek celotne
metode od priprave vzorca do merjenja fluorescence.

Za eksperiment smo uporabili gojis¢e YES z ay 0,99 in pH 6,5 ter OTA s koncentracijo 1
ng/ml.

Pripravili smo gojis€a YES z razli¢nimi koncentracijami ohratoksina A:
1. 200 ng/ml

2. 1000 ng/ml

3. 1600 ng/ml

Eksperiment smo izvedli tako, da smo pripravili 50 ml gojis¢a YES, ki smo ga po
sterilizaciji v avtoklavu priblizno 15 minut ohlajali pri sobni temperaturi in ga nato 1 uro
vzdrzevali v vodni kopeli pri temperaturi 60 °C. Po 10 ml gojis¢a smo s pipeto prenesli v
tri centrifugirke in v prvo dodali 2 ug OTA /ml, dobro premesali na vrtinénem mesalu in
gojisce razlili v petrijeve plosce premera 40 mm. V drugo centrifugirko z gojis¢em smo
dodali 10 pg OTA /ml in v tretjo 16 ng OTA /ml ter nadaljevali kot pri prvi. Gojisca z
OTA smo hranili v hladilniku pri 10 °C 24 ur. Pripravo vzorca smo nadaljevali po enakem
postopku kot je prikazan na sliki 3-4 in po merjenju fluorescence dolocili koncentracije
OTA iz umeritvene krivulje (enacba 3.2).

Preglednica 3-5: Izkoristek spektrofluorimetri¢ne metode

Koncentracija OTA v Koncentracija OTA Izkoristek metode

vzorcu (ng/ml) izraCunana iz umeritvene %
_______________________________________ krivalje (ng/ml)

200,00 152,04 76

1000,00 721,12 72

1600,00 1227,47 77

POVPRECJE / 75




Vojkovi¢ M. Vpliv okoljskih parametrov na rast plesni rodu Penicillium in tvorbo ohratoksina A.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2008 27

3.3.4 Statisti¢na analiza

Izmerjene vrednosti smo vnesli v racunalnik s programom Microsoft Excel 2000 in
izracunali relativno hitrost rasti. S programskim paketom SAS/STAT (SAS Software,
1999) smo izracunali osnovne statisticne parametre, kot so povprecje, standardni odklon,
najmanjSa in najvecja vrednost ter podatke za radialno hitrost rasti (RHR) statisticno
obdelali. Vplivi vrste seva (10 B, 19 B, 25 A, 9 C, PV), vrednosti pH (4,5 in 6,5), vodne
aktivnosti (0,99 in 0,90), vrste gojis¢a (analog kruha, YES) in temperature inkubacije
(10°C in 25 °C) na RHR so bili analizirani s postopkom PROC GLM (General linear
models). Povpreéne vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izraCunane z
Duncanovim testom in so bile primerjane pri 5 % tveganju.
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4 REZULTATI

Predpostavili smo, da okoljski parametri razlicno vplivajo na rast plesni rodu Penicillium
in tvorbo ohratoksina A. Za spremljanje rasti plesni smo uporabili klasicno mikrobiolosko
gojitveno metodo, pri kateri smo spremljali premer kolonije plesni na trdnem gojis¢u
(YES, analog kruha).

V prvem delu poskusa smo spremljali rast in izracunali radialno hitrost rasti 5 izolatov
plesni rodu Penicillium pri razliénih okoljskih parametrih (pH, ay, temperatura, gojisce).
Plesni vrste P. verrucosum smo izbrali kot primerjalno plesen za katero je znacilna tvorba
ohratoksina A.

Vpliv okoljskih parametrov na tvorbo ohratoksina A smo nato dolo¢ili pri plesni vrste P.
verrucosum. Za kvantitativno dolocanje ohratoksina A smo uporabili spektrofluorimetri¢no
metodo.

4.1 SPREMLJANJE RASTI PLESNI RODU Penicillium NA RAZLICNIH GOJISCIH
4.1.1 Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri 25 °C

Rast petih izolatov plesni rodu Penicillium smo spremljali na trdnem gojis¢u YES z

razli¢no vrednostjo pH (4,5 in 6,5) in termodinamsko aktivnostjo vode (0,90 in 0,99) pri
temperaturi inkubacije 25 °C.

premer kolonije (imm)

0 10 20 30 40 50 60
c¢asinkubacije (dan)

—e— P verrucusum ——i1zolat 25 A ——izolat 19 B —=—izolat 10 B ——izolat9 C

Slika 4-1: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 6,5, a,, 0,99 in 25 °C
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Iz slike 4-1 je razvidno, da so na gojis¢u YES s pH 6,5 in ay, 0,99 rastli vsi izolati. Gojisce
je predstavljalo najbolj optimalne razmere za rast izolata 25 A, ki so mu sledili izolati 10
B, 19 B, 9 C in plesni vrste P. verrucosum. Primerjava rasti izolatov je pokazala, da so se
razlike v rasti pojavile po priblizno 3 dneh inkubacije.

premer kolonije (inm)

D T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

c¢asinkubacije (dan)

—e— P yerrucosum — —e—izolat19 B —s—ijzolatl10B ——izolat9 C

Slika 4-2: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢éu YES pri pH 6,5, a,, 0,90 in 25 °C

Iz slike 4-2 je razvidno, da na gojis¢u YES s pH 6,5 in a,, 0,90 ni rastel izolat 25 A,
medtem ko najbolje rastel izolat 19 B, ki so mu sledile plesni vrste P. verrucosum, izolat 9
C in izolat 10 B. Rast izolatov je bila v primerjavi z ay, 0,99 (slika 4-1) pocCasnejsa in Cas
spremljanja rasti daljSi. Primerjava rasti izolatov je pokazala, da so se bolj oCitne razlike v
rasti pojavile Sele po priblizno 20 dnevu inkubacije.
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premer kolonije (inm)

0 10 20 30 40 50 60

¢asinkubacije (dan)

—e— P verrucosum ——i1zolat 25 A ——izolat 19 B —=—izolat 10 B ——izolat9 C

Slika 4-3: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 4,5, a,, 0,99 in 25 °C

1z slike 4-3 je razvidno, da so na gojis¢u YES s pH 4,5 in ay, 0,99 rastli vsi izolati. Gojisce
je predstavljalo najbolj optimalne razmere za rast izolata 25 A, ki so mu sledili izolati 10
B, 19 B, 9 C in plesni vrste P. verrucosum. Ugotovili smo, da so izolati 25 A, 19 B, 10 B in
9 C priceli rasti prej pri pH 4,5 kot pri 6,5 (slika 4-1).

premer kolonije (mm)

D T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

¢asinkubacije (dan)

—e— P verrucosum ——izolat 25 A ——izolat 19 B —s—izolat 10 B ——1zolat9 C

Slika 4-4: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 4,5, a,, 0,90 in 25 °C

Iz slike 4-4 je razvidno, da so na gojis¢u YES s pH 4,5 in ay, 0,90 rastli vsi izolati. Na
g0jis¢u je najbolje rastel izolat 9 C, ki so mu sledili izolati 10 B, 19 B, plesni vrste P.
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verrucosum ter izolat 25 A. V primerjavi z rastjo na gojis¢u z a,, 0,99 (slika 4-3) je imelo
znizanje a,, najvidnejsi vpliv na rast izolata 25 A, ki je bila bistveno upocasnjena. Prav tako
je bila na gojis€u z znizano a,, upocasnjena rast izolata 19 B, 10 B, 9 C in plesni vrste P.
verrucosum.

4.1.2 Rastizolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri 25 °C

Rast plesni rodu Penicillium smo spremljali na analogu kruha z vrednostjo a,, 0,99 in z
razli¢no vrednostjo pH: 4,5, 5,9 in 6,5, pri temperaturi inkubacije 25 °C.

Analog kruha je trdno gojisce, ki simulira okoljske razmere pravega kruha. Spremljanje
rasti je bilo v primerjavi s spremljanjem rasti na gojis¢u YES ¢asovno krajSe in veckrat
onemogoceno, zaradi razrasti plesni v vecjem Stevilu kolonij. Sklepamo, da plesen na
analogu kruha dozori hitreje, vendar je potrebno upoStevati dejstvo, da proizvodnja spor ni
vedno natancno merilo rasti plesni, ampak oznaCuje sposobnost sporulacije (Magan in
Aldred, 2007).

) 4,5 pH

90 ~
80 +
70 A
60 -
50 +
40 +
30
20 +
10 +
0 - T 1

0 10 20

¢asinkubacije (dan)

premer kolonije (mm)

—e— P verrucosum ——izolat 25 A ——izolat 19 B —s—izolat 10 B ——1zolat9 C

Slika 4-5: Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri pH 4,5, a,, 0,99 in 25 °C

Iz slike 4-5 je razvidno, da so na analogu kruha z ay, 0,99 in pH 4,5 rastli vsi izolati.
Izolatom 19 B, 10 B in 9 C so razmere gojisca ustrezale bolj kot izolatu 25 A in plesnim
vrste P. verrucosum. Slednje so rastle v primerjavi z ostalimi izolati najpo¢asneje, zato je
bilo spremljanje njihove rasti nekoliko daljse.
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° 5.9

premer kolonije (mm)

0 10 20 30 40

c¢asinkubacije (dan)

—e— P verrucosum ——izolat 25 A ——izolat 19 B —=—izolat 10 B 1zolat9 C

Slika 4-6: Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri pH 5,9, a,, 0,99 in 25 °C

Iz slike 4-6 je razvidno, da so na analogu kruha z a, 0,99 in pH 5,9 rastli vsi izolati. S
primerjavo rezultatov (slika 4-5) smo ugotovili, da je bilo spremljanje rasti plesni na
gojiscu s pH 5.9, z izjemo izolata 9 C, daljSe ter premer njihovih kolonij ve¢ji. Razmere
gojis€a so bile v primerjavi z ostalimi izolati najmanj ugodne za rast plesni vrste P.
verrucosum.

. pH 6,5

80 ~
70 A
60 A
50 4
40 +
30 A
20 ~
] M
0 =

premer kolonije (mi)

0 10 20 30

¢as inkubacije (dan)

—e— P verrucosum ——izolat 25 A ——izolat 19 B —s—izolat 10 B ——1zolat9 C

Slika 4-7: Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri pH 6,5, a,, 0,99 in 25 °C
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Iz slike 4-7 je razvidno, da so na analogu kruha z a,, 0,99 in pH 6,5 rastli vsi izbrani izolati.
Razlike v njihovi rasti so bile vidnejSe po 3 dneh inkubacije. Na gojiscu so bolje rastli
izolati 19 B, 10 B in 9 C v primerjavi z izolatom 25 A in plesnimi vrste P. verrucosum. Za
slednjo so bile razmere gojisca v primerjavi z ostalimi izolati najmanj ugodne.

4.1.3 Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri 10 °C
Rast plesni rodu Penicillium smo spremljali na trdnem gojis¢u YES z razli¢no vrednostjo

pH (4,5 in 6,5) in termodinamsko aktivnostjo vode (0,90 in 0,99) pri temperaturi
inkubacije 10 °C.

90 ~
80
70
60
50
40
30
20
10

premer kolonije (imm)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
¢as inkubacije (dan)

—e— P verrucosum ——i1zolat 25 A ——izolat 19 B —=—izolat 10 B ——izolat9 C

Slika 4-8: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 6,5, a,, 0,99 in 10 °C

Iz slike 4-8 je razvidno, da so na gojis¢u YES s pH 6,5 in ay 0,99 rastli vsi izolati. Na
gojis¢u sta najbolje rastla izolata 19 B in 10 B, sledile pa so jima plesni vrste P.
verrucosum ter izolata 25 A in 9 C. Ugotovili smo, da se rast med izolati ni bistveno
razlikovala, z izjemo izolata 9 C, ki je v primerjavi z ostalimi rastel nekoliko pocasneje.
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Slika 4-9: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 6,5, a,, 0,90 in 10 °C

Iz slike 4-9 je razvidno, da so na gojis¢u YES s pH 6,5 in ay 0,90 rastli trije izolati. Na
gojiscu nista rastla izolata 25 A in 19 B. S primerjavo rezultatov (sliki 4-8 in 4-9) smo
ugotovili, da je bil glavni parameter, ki je zavrl njuno rast znizanje a, medtem ko je bila
rast ostalih izolatov bistveno upocasnjena.

80
70
60

40
30
20
10

premer kolonije (inm)

c¢asinkubacije (dan)

—e— P verrucosum ——i1zolat 25 A ——izolat 19 B —=—izolat 10 B ——izolat9 C

Slika 4-10: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 4,5, a,, 0,99 in 10 °C

1z slike 4-10 je razvidno, da so na gojis¢u YES s pH 4,5 in a,, 0,99 rastli vsi izolati. Gojisce
je bilo najbolj ugodno za rast izolata 25 A in najmanj za izolat 9 C. Izolat 25 A je pricel
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rasti sicer kasneje kot izolata 19 B in 10 B, ki sta mu sledila ter prav tako plesni vrste P.
verrucosum v primerjavi z izolatom 9 C.

90 ~

premer kolonije (mm)

0 10 20 30 40 50 60 70 80O 90 100 110 120 130 140

c¢asinkubacje (dan)

—e— P yerrucosum — —e—izolat19 B —s—ijzolatl10B ——izolat9 C

Slika 4-11: Rast izolatov rodu Penicillium na gojis¢u YES pri pH 4,5, a,, 0,90 in 10 °C

Iz slike 4-11 je razvidno, da na gojis¢u YES s pH 4,5 in a,, 0,90 ni rastel izolat 25 A,
medtem ko so rastli ostali izolati precej podobno. V primerjavi z rastjo na gojiscu z ay, 0,99
(slika 4-10) je imela nizja a,, najmanj$i vpliv na rast izolata 9 C, rast ostalih izolatov pa je
bila upoc¢asnjena in spremljanje rasti daljSe.
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4.1.4 Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri 10 °C

Rast plesni rodu Penicillium smo spremljali na analogu kruha z vrednostjo a,, 0,99 in z
razli¢no vrednostjo pH 4,5, 5,9 in 6,5 pri temperaturi inkubacije 10 °C.

. pH 4,5

90 -
80 A
70 A
60 -
50 A -—
40 -
30 A
20 A
10 4
0+ + T T

0 10 20 30 40 50

premer kolonije (inm)

¢asinkubacije (dan)

—e— P verrucosum ——i1zolat 25 A ——izolat 19 B —=—izolat 10 B ——izolat9 C

Slika 4-12: Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri pH 4,5, a,, 0,99 in 10 °C

Iz slike 4-12 je razvidno, da so na analogu kruha z ay, 0,99 in pH 4,5 rastli vsi izbrani
izolati. Gojisce je bilo najbolj ugodno za rast izolata 10 B, ki so mu sledili izolati 19 B, 25
A, 9 C in plesni vrste P.verrucosum. V primerjavi z ostalimi izolati je pricel rasti
najkasneje izolat 25 A, vendar njegova rast ni bila najpocasnejsa.
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. pH 5.9

80 ~

premer kolonije (inm)

¢as inkubacije (dan)

——P_ verrucosum ——izolat 25 A —e—izolat 19 B —=—izolat 10 B ——izolat9 C

Slika 4-13: Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri pH 5,9, a,, 0,99 in 10 °C

Iz slike 4-13 je razvidno, da so analogu kruha z ay, 0,99 in pH 5,9 rastli vsi izolati. Razmere
gojisca so najbolj ustrezale izolatoma 10 B in 19 B, ki jima je sledil izolat 9 C, plesni vrste
P. verrucosum in izolat 25 A. Izolat 25 A in plesni vrste P. verrucosum so pricele rasti
kasneje v primerjavi z ostalimi izolati, spremljanje njune rasti je bilo Casovno daljSe.

. pH 6,5
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80
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60
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40
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10 - e
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—e—P. verrucosum 1zolat 25 A ——izolat19 B —=—izolat 10 B 1zolat9 C

Slika 4-14: Rast izolatov rodu Penicillium na analogu kruha pri pH 6,5, a,, 0,99 in 10 °C
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Iz slike 4-14 je razvidno, da so na analogu kruha z ay, 0,99 in pH 6,5 rastli vsi izolati.
Gojisce je bilo najbolj ugodno za rast izolata 19 B, ki so mu sledili izolati 10 B, 9 C in
plesni vrste P. verrucosum ter izolat 25 A. Izolat 25 A in plesni vrste P. verrucosum so
pricele rasti kasneje v primerjavi z ostalimi izolati, spremljanje njune rasti je bilo ¢asovno
daljse.

42 VPLIV OKOLJSKIH PARAMETROV NA POVPRECNO RADIALNO
HITROSRT RASTI PLESNI RODU Penicillium

Radialne hitrosti rasti (RHR) posameznega izolata pri preizkuSenih okoljskih parametrih
smo izracunali po enacbi 3.1 in jih predstavili v preglednicah 4-1 do 4-5 kot povprecne
radialne hitrosti rasti pri dolo¢enih okoljskih parametrih.

4.2.1 Vpliv vrste izolata plesni rodu Penicillium

Na povprecno relativno hitrost rasti (RHR) vpliva vrsta izolata oz. RHR je razli¢na za
razli¢ne izolate plesni rodu Penicillium (preglednica 4-1). Pri 10 °C je najhitreje rastel
izolat 19 B pri vseh okoljskih parametrih, razen na gojis¢u YES z ay, 0,90 in pH 6,5, ko je
najhitreje rastel izolat P. verrucosum. Pri 25 °C je najhitreje rastel na analogu kruha izolat
19 B, na gojisc¢u YES pa pri ay 0,99 izolat 25 A. Na gojiscu YES z a,, 0,90 je najhitreje
rastel izolat 9C pri pH 4,5 in izolat P. verrucosum pri pH 6,5.

Preglednica 4-1: Vpliv vrste izolata plesni rodu Penicillium na povpreéno RHR

Okoljski parametri RHR izolata rodu Penicillium (mm dan™)

o ex p vrednost
TCC) Gojisce a, | pH | 10B 19B 25A 9C PV

45 1,90 | 1,8 [ 13% | 12 | 0,8 |7
Analog kruha | 0,99 - - - ) -

EXES

6,5 ,6° | 1,8 | 07 | 1,0° | 1,0°

ab ab c b a FEF
10 0.90 4,5 0,4 0,4 0,0 0,3 0,4

EEES

6,5 03° | 0,0° | 00° | 03° | 05°

YES ¥

a a a b ab
0.99 4.5 1,7 1,7 1,9 0,9 1,4

6,5 1,7 1,6 1,5 1,0 1,8 |nz

45 3,9° | 35° | 28" | 33® | 13° |77

Analog kruha | 0,99

EXES

6,5 ,8° | 2,1* | 1,0° | 2,00 | 0,7°

EEES

4.5 08 | 0,9° | 04° | 14° | 0,6

25 0,90
YES

EEE]

6,5 05° | 09* | 0,0° | 0,7° | 1,0°

b b a b b [
0.99 4,5 1,3 1,4 4,4 2,0 1,0

EXES

6,5 L6 | 1,1° | 2,6° | 1,3° | 1,0°

Legenda: Izolati z enako ¢rko v skupini se med seboj statisti¢no ne razlikujejo; ***: P<0,001 statisti¢no zelo
visoko znacilen vpliv; **: P<0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv; *: P<0,05 statisticno znacilen vpliv; nz:
neznaéilen vpliv; RHR: radialna hitrost rasti (mm dan™); PV: Penicillium verrucosum
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RHR (mm dan 1)

Izolatirodu Penicillinm

Legenda: RHR: radialna hitrost rasti (mm dan™); PV: Penicillium verrucosum

Slika 4-15: Vpliv vrste izolata plesni rodu Penicillium na povpreéno RHR na gojis¢ih YES pri 25 °C

Analiza eksperimentalnih rezultatov je pokazala, da je imela vrsta izolata plesni rodu
Penicillium nekoliko vecji vpliv na povprecno RHR na gojis¢u YES pri 25 °C kot pri 10
°C. Iz slike 4-15 je razvidno, da je na gojisc¢u YES z a,, 0,99 pri 25 °C najhitreje rastel
izolat 25 A pri pH 4,5 in 6,5. Na gojis¢u YES z a,, 0,90 pa je najhitreje rastel izolat 9 C pri
pH 4,5 ter izolat PV pri pH 6,5.
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19B
10B

RHR (mm dan'l)

Izolatirodu Penicillinm

Legenda: RHR: radialna hitrost rasti (mm dan™); PV: Penicillium verrucosum

Slika 4-16: Vpliv vrste izolata plesni rodu Penicillium na povpreéno RHR na analogu kruha z a,, 0,99

Vrsta izolata plesni rodu Penicillium je prav tako vplivala na RHR izolatov na analogu
kruha z ay, 0,99 pri obeh temperaturah. 1z slike 4-16 je razvidno, da je izolat 10 B najhitreje
rastel na analogu kruha s pH 4,5 pri 25 ° in 10 °C. Izolat 19 B pa je rastel najhitreje na
analogu kruha s pH 6,5 pri obeh temperaturah.
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4.2.2 Vpliv a,
Povprecna radialna hitrost rasti (RHR) je bila odvisna od a,, gojis¢a in v splosnem je RHR
za vse izolate rodu Penicillium veéja pri 0,99 kot pri 0,90 ne glede na temperaturo

inkubacije, vrsto gojis¢a in vrednost pH (preglednica 4-2).

Preglednica 4-2: Vpliv a,, goji§¢a na povpre¢no RHR plesni rodu Penicillium

Okoljski parametri RHR (mm dan’) p vrednost
Izolat ay
T (°C) Gojisce pH 0,90 0,99
10B 0,4 1,7 |7
19B 0,4 1,7 |7
4,5 25 A 0,0 1,9 |7
9C 0,3 09 |
10 YES PV 04 14
10 B 0,3 1,7
19B 0,0 L6 |
6,5 25 A 0,0 1,5 |7
9C 0,3 1,0 |7
PV 0,5 1,8 |7
10B 0,8 13 |nz
19B 0,9 1.4 |
45 25 A 0,4 44 |7
9C 1,4 20 |
25 YES PV 06 1O
10 B 0,5 1,6
19B 0,9 1Ll |nz
6,5 25 A 0,0 26 |7
9C 0,7 1,3 |7
PV 1,0 1,0 |[nz

Legenda: ***: P<0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv; **: P<0,01 statisticno visoko znacilen vpliv; *:
P<0,05 statistiéno znacilen vpliv; nz: neznacilen vpliv; RHR: radialna hitrost rasti (mm dan); PV:
Penicillium verrucosum

S primerjavo rezultatov smo ugotovili, da je imela a, v kombinaciji z vsemi ostalimi
okoljskimi parametri nekoliko veéji vpliv na RHR izolatov rodu Penicillium pri 10 °C kot
pri 25 °C. Vpliv a,, gojis¢a YES na RHR izolatov pri 10 °C je prikazan na sliki 4-17.
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—
h

RHR (mm dan'l)
=

=
n

aw 0,99 pH4.,5
aw 0,99 pH 6,5
aw 0,90 pH4.,5

aw 0,90 pH 6,5

0,0

PV a5 19B
l . 10B 9
Zolatirody Pem'cr'l!r’um

Legenda: RHR: radialna hitrost rasti (mm dan™); PV: Penicillium verrucosum

Slika 4-17: Vpliv a,, gojis¢a YES na povpreéno RHR plesni rodu Penicillium pri 10 °C

Iz slike 4-17 je razvidno, da pri 10 °C na gojis¢u YES z a,, 0,90 ni rastel izolat 25 A pri pH
4,5 in 6,5 ter izolat 19 B pri pH 6,5. RHR ostalih izolatov je bila pri nizji a, bistveno

manjsa.

4.2.3 Vpliv temperature

Povpre¢na radialna hitrost rasti (RHR) je bila odvisna od temperature inkubacije in v
splo$nem je RHR za vse izolate rodu Penicillium ve&ja pri 25 °C kot pri 10 °C , ne glede na
vrsto gojiséa ter njegovo a,, in pH (preglednica 4-3). V dveh primerih je pri 10 °C hitreje
rasel izolat P. verrucosum, in sicer na gojisc¢u YES pri ay, 0,99 pri pH 4,5 in pH 6,5.
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Preglednica 4-3: Vpliv temperature na povpreéno RHR plesni rodu Penicillium

Okoljski parametri RHAR (m(fn dan’)
Izolat T (°C) p vrednost
Gojisce Ay pH 10 25
10B 1,9 39 |7
19B 1,8 35 |7
4,5 25 A 1,3 28 |7
9C 1,2 33 |7
PV 0,8 1,3 |7
Analog kruha 0,99 0B 6 I8 —
19B 1,8 2,1 |nz
6,5 25 A 0,7 1,0 |nz
9C 1,0 20 |7
PV 1,0 0,7 nz
10B 0,4 0,8 |
19B 0,4 09 |7
4,5 25 A 0,0 04 |7
9C 0,3 14 |7
0.9 PV 0,4 0,6 )
10 B 0,3 0,5
19B 0,0 09 |
6,5 25 A 0,0 0,0 |-
9C 0,3 07 |7
VES PV 0,5 1,0
10B 1,7 1,3 |nz
19B 1,7 14 |nz
4,5 25 A 1,9 44 |7
9C 0,9 20 |77
0,99 PV 1,4 1,0
10 B 1,7 1,6 |nz
19B 1,6 1,1 |nz
6,5 25 A 1,5 2,6 |
9C 1,0 1,3 |nz
PV 1,8 1,0 |7

Legenda: ***: P<0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv; **: P<0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv; *:
P<0,05 statisticno znacilen vpliv; nz: neznacCilen vpliv; RHR: radialna hitrost rasti (mm dan'l); PV:
Penicillium verrucosum
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4.2.4 VplivpH

Povprecna radialna hitrost rasti (RHR) je bila le deloma odvisna od pH gojisca
(preglednica 4-4), saj so izolati rodu Penicillium hitreje rasli pri pH 4,5 kot pri pH 6,5 le v
nekaterih kombinacijah okoljskih parametrov (na primer na analogu kruha z a,, 0,99 pri 25
°C so vsi izolati rasli hitreje pri pH 4,5).

Preglednica 4-4: Vpliv pH na povpre¢no RHR plesni rodu Penicillium

Okoljski parametri Izolat RHR (mm dan)
pH p vrednost
T (°C) Gojisce ay 4,5 6,5

10 B 1,9 1,6 nz
19B 1,8 1,8 nz

Analog kruha | 0,99 25 A 1,3 0,7 :
9C 1,2 1,0 nz
PV 0,8 1,0 nz

10B 0,4 0,3 **
19B 0,4 0,0

10 0,90 25 A 0,0 0,0 -
9C 0,3 0,3 nz
VES PV 0,4 0,5 nz
10B 1,7 1,7 nz
19B 1,7 1,6 nz
0,99 25A 1,9 1,5 nz
9C 0,9 1,0 nz
PV 1,4 1,8 nz
10 B 3,9 1,8

19B 3,5 2,1 =
Analog kruha | 0,99 25A 2,8 1,0

9C 3,3 2,0 :

PV 1,3 0,7 =
10B 0,8 0,5 nz
19B 0,9 0,9 nz
25 0,90 25 A 0,4 0,0

9C 1,4 0,7 =

VES PV 0,6 1,0

10B 1,3 1,6 nz
19B 1,4 1,1 nz

0,99 25 A 4.4 2,6 i

9C 2,0 1,3 :
PV 1,0 1,0 nz

Legenda: ***: P<0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv; **: P<0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv; *:
P<0,05 statisticno znacilen vpliv; nz: neznacCilen vpliv; RHR: radialna hitrost rasti (mm dan'l); PV:
Penicillium verrucosum
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4.2.5 Vpliv vrste gojisca

Vpliv vrste gojis¢a na povprecno radialno hitrost rasti (RHR) plesni rodu Penicillium smo
dolocili pri ay 0,99 (preglednica 4-5). V splosnem je bila RHR odvisna od kombinacije
okoljskih parametrov in vrste izolata.

Pri 10 °C je izolat P. verrucosum rasel hitreje na gojis¢u YES kot na analogu kruha, izolat
25 A pale pri pH 4,5. Drugi izolati so imeli pri 10 °C ne glede na pH podobno RHR.

Pri 25 °C so hitreje rasli izolati 10 B, 19 B in 9 C na analogu kruha pri pH 4,5 in pri pH

6,5 izolat 19 B. Na gojis¢u YES pri 25 °C in pH 6,5 sta hitreje rasla izolata 25 A in P.
verrucosum.

Preglednica 4-5: Vpliv gojis¢a na povpre¢no RHR plesni rodu Penicillium

Okoljski parametri RHR (n‘l.rflvdan )
I1zolat Gojisce p vrednost
T (°C) ay pH Analog kruha | YES
10B 1,9 1,7 |nz
19B 1,8 1,7 nz
4,5 25 A 1,3 1,9 |[nz
9C 1,2 09 |nz
o 0,99 PV 0,8 1,4

10B 1,6 1,7 |nz
19B 1,8 1,6 |nz

6,5 25 A 0,7 1,5 |7
9C 1,0 1,0 |nz
PV 1,0 1,8 |77
10B 3,9 1,3 |7

19B 3,5 14 |7
4,5 25 A 2,8 44 |nz

9C 3,3 20 |
55 0,99 PV 1,3 1,0 |nz
10B 1,8 1,6 |nz

19B 2,1 L1 |7

6,5 25 A 1,0 2,6 |
9C 2,0 1,3 |nz

PV 0,7 1,0 |

Legenda: ***: P<0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv; **: P<0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv; *:
P<0,05 statisticno znacilen vpliv; nz: neznacilen vpliv; RHR: radialna hitrost rasti (mm dan"); PV:
Penicillium verrucosum
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43 PRIMERJAVA VPLIVA OKOLJSKIH PARAMETROV NA RAST PLESNI
VRSTE P. verrucosum

Za primerjavo smo izbrali plesni vrste P. verrucosum, ker smo zeleli podrobneje prouciti
njihovo rast pod vplivom razli¢nih okoljskih parametrov. Nas namen je bil ugotoviti kateri
okoljski parametri so bolj oziroma manj ugodni za njihovo rast in potencialno tvorbo
ohratoksina A.

. Vpliv ay in T pri pH 6,5

90 ~
80
70
60
50
40
30
20
10
0 . . . . . . . . . 1

0 10 20 30 40 50 60 70 SO 90 100 110 120 130

premer kolonije (mm)

¢asinkubacije (dan)

—— () 90aw,25°C ——09%aw,25°C —=—(090aw,10°C ——0.9%aw, 10°C

Slika 4-18: Vpliv a, in T na rast plesni vrste P. verrucosum na gojis¢u YES pri pH 6,5

Iz slike 4-18 je razvidno, da je bila ay, 0,99 optimalnejSa za rast plesni vrste P. verrucosum
na gojis¢u YES s pH 6,5 pri 10 °C, medtem ko pri 25 °C vpliva a,, na rast plesni vrste P.
verrucosum nismo dolocili. Dolocili pa smo vpliv temperature na gojis¢u YES s pH 6,5
tako pri ay 0,99 kot 0,90. Znizanje a,, gojisca na 0,90 je bistveno vplivalo na upocasnitev
rasti plesni pri temperaturi inkubacije 10 °C. S primerjavo rezultatov smo ugotovili, da so
plesni te vrste rastle najhitreje na gojis¢u YES z ay, 0,99 in pH 6,5 in 10 °C.
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. Vpliv ay in T pri pH 4,5

80 ~

premer kolonije (mm)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

c¢asinkubacije (dan)

—— () 90aw, 25°C ——09%aw,25°C ——090aw,10°C ——0.9%aw, 10°C

Slika 4-19: Vpliv a, in T na rast plesni vrste P. verrucosum na gojis¢u YES pri pH 4,5

Iz slike 4-19 je razvidno, da je bila vrednost ay 0,99 optimalnejSa za rast plesni vrste P.
verrucosum na gojiscu YES s pH 4,5 pri 10 °C in 25 °C. ZniZanje vrednosti a,, gojis€a na
0,90 je upocasnilo rast plesni pri obeh temperaturah. Ugotovili smo, da so plesni vrste P.
verrucosum na gojiscu YES s pH 4,5 in a,, 0,90 rastle hitreje pri 25 °C, medtem ko so na
gojiscu z ay 0,99 rastle hitreje pri 10 °C. S primerjavo rezultatov smo na gojis¢u YES s pH
4,5 dolocili vpliv ay, in T na rast plesni vrste P. verrucosum (preglednica 4-3) ter najbolj
optimalne razmere za njihovo rast na gojis¢u YES z a,, 0,99 in pH 4,5 pri 10 °C, tako kot
pri pH 6,5 (slika 4-18).
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o VplivpH in T pri ay, 0,99

90 -
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premer kolonije (mm)

¢as inkubacije (dan)

—e—6,5pH. 10°C —=—6,5pH. 25°C —+—4.5pH, 10°C ——4.5pH, 25°C

Slika 4-20: Vpliv pH in T na rast plesni vrste P. verrucosum na gojis¢u YES pri a,, 0,99

Iz slike 4-20 je razvidno, da so plesni vrste P. verrucosum rastle na gojis¢u YES z ay, 0,99
in 10 °C hitreje pri pH 6,5 kot pri pH 4,5, medtem ko so pri 25 °C rastle zelo podobno.
Vendar je analiza eksperimentalnih rezultatov pokazala, da pH nima vpliva na rast plesni
vrste P. verrucosum na gojis¢u YES z ay, 0,99 pri 10 in 25 °C. Dolo¢ili smo, da je bil vpliv
temperature vecji na gojiscu YES z ay, 0,99 pri pH 6,5 kot pri pH 4,5.

o VplivpH in T pri ay, 0,90

premer kolonije (inm)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
¢as inkubacije (dan)

——G6.5pH. 10°C —=—G65pH.25°C —+—45pH, 10°C ——4.5pH, 25°C

Slika 4-21: Vpliv pH in T na rast plesni vrste P. verrucosum na gojis¢u YES pri a,, 0,90
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Iz slike 4-21 je razvidno, da je bila rast plesni vrste P. verrucosum na gojisc¢u YES z ay,
0,90 hitrejSa pri pH 6,5 pri obeh temperaturah inkubacije v primerjavi s pH 4,5, vendar
smo vpliv pH na rast plesni dolocili le pri 25 °C. S primerjavo rezultatov smo ugotovili, da
je bilo gojisc¢e YES z a,, 0,90 najbolj optimalno za rast plesni pri pH 6,5 in 25 °C. Prav
tako smo dolo¢ili, da je bil vpliv T na rast plesni vrste P. verrucosum vecji na gojis¢u YES
z ay, 0,90 pri pH 6,5 kot pri pH 4,5.

o Vpliv gojis¢a in T pri pH 6,5
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0 . : : : : .
0 10 20 30 40 50 60
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¢as inkubacije (dan)
—e—gpjisce YES, 25 °C —s—analog kruha, 25 °C

—+— gojisce YES, 10 °C ——analogkruha, 10 °C

Slika 4-22: Vpliv vrste gojis¢a z a,, 0,99 in T na rast plesni vrste P. verrucosum pri pH 6,5

Iz slike 4-22 je razvidno, da so rastle plesni vrste P. verrucosum na gojis¢u s pH 6,5 in a,,
0,99 hitreje na gojis¢u YES kot na analogu kruha pri obeh temperaturah inkubacije.
Spremljanje rast plesni je bilo na analogu kruha pri 25 °C precej krajSe kot na gojis¢u YES,
saj je bilo zaradi razrasti plesni v vecje Stevilo kolonij nadaljnje spremljanje rasti
onemogoceno. Sklepamo na hitrejSe dozorevanje in na potencialno optimalnejSe pogoje
rasti na analogu kruha. Plesni vrste P. verrucosum so rastle najhitreje na gojis¢u YES z a,,
0,99 pri 10 °C in dosegle tudi najvecji kon¢ni premer v primerjavi z rastjo pri ostalih
parametrih. Prav tako smo dolo¢ili, da je imelo gojisce vecji vpliv na rast plesni vrste P.
verrucosum pri 10 °C kot pri 25 °C (preglednica 4-5).
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o Vpliv gojis¢a in T pri pH 4,5

premer kolonije (i)

0 10 20 30 40 50 60
¢as inkubacije (dan)
—e—g0jiste YES, 25°C —s—analog kruha, 25 °C
—+—g0jiste YES, 10°C ——analogkruha, 10 °C

Slika 4-23: Vpliv vrste gojis¢a z a,, 0,99 in T na rast plesni vrste P. verrucosum pri pH 4,5

Iz slike 4-23 je razvidno, da so rastle plesni vrste P. verrucosum na gojis¢u s pH 4,5 in a,,
0,99 hitreje na analogu kruha pri 25 °C, medtem ko je bilo pri 10 °C optimalnejSe za
njihovo rast gojis¢e YES. Ugotovili smo, da je imelo gojisce s pH 4,5 vpliv na rast plesni
vrste P. verrucosum le pri 10 °C (preglednica 4-5). Spremljanje rasti plesni na analogu
kruha pri 25 °C je bilo v primerjavi z rastjo pri ostalih parametrih tudi bistveno krajSe, tako
da lahko sklepamo, da je analog kruha nudil boljSe pogoje za rast plesni.

S primerjavo rezultatov (sliki 4-22 in 4-23) smo ugotovili, da je imel pH nekoliko vecji
vpliv na rast plesni pri 25 °C na analogu kruha ter pri 10 °C na gojis¢u YES. Plesni vrste P.
verrucosum so rastle najhitreje na analogu kruha pri pH 4,5 in 25 °C ter na gojisc¢u YES pri
pH 6,5 in 10 °C.
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4.4 VPLIV OKOLJSKIH PARAMETROV NA TVORBO OHRATOKSINA A

OTA smo dolocali pri rasti plesni vrste P. verrucosum na gojis¢u YES s pH 4,5 in 6,5 ter
aw 0,90 in 0,99. Plesen smo po inokulaciji inkubirali pri temperaturi 10 °C in 25 °C.

Vzorcili smo vsakih sedem dni v ¢asovnem obdobju od 7 do 42 oz. 56 dni. Po pripravi
vzorca (slika 3-4) smo OTA dolocali s spektrofluorimetricno metodo, katere obcutljivost je
34,2 ng ml™”, na Katedri za biotehnologijo.

Doloc¢ili smo, da so plesni vrste P. verrucosum tvorile OTA na gojiscu YES z a,, 0,90 in
pH 4,5 po 35 dneh inkubacije pri 25 °C (slika 4-21), medtem ko smo tvorbo OTA na
gojiscu YES z ay, 0,90 in pH 6,5 pri 25 °C dolo¢ili Sele po 56 dneh (preglednica 4-10).

Pri temperaturi 10 °C in ostalih okoljskih parametrih (preglednica 3-4) tvorbe OTA nismo
dolocili oz. so bile koncentracije pod mejo obcutljivosti metode.

o Vpliv a,, in pH na tvorbo ohratoksina A

105,00 -
90,00
75,00 -
60,00 -
45,00 -
34,20

meja
30,00 M
obéutljivosti

c(ng OTA/ ml)

15,00 -

0.00 T i T T T T T 1
0 7 14 21 28 35 42 49 56

¢asinkubacije (dan)

——0,90aw, 4,5 pH

Slika 4-24: Vpliv a,, in pH gojis¢a YES na tvorbo OTA pri plesnih vrste P. verrucosum pri 25 °C

Iz slike 4-24 je razvidno, da smo tvorbo OTA pri plesnih vrste P. verrucosum dolocili na
gojiscu YES z ay, 0,90 in pH 4,5 po 35 dneh inkubacije.
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o Izra¢unana koncentracija ohratoksina A

Koncentracijo OTA smo izraunali iz umeritvene krivulje (enacba 3.2) z upoStevanjem

korekcije.

Preglednica 4-6: Tvorba OTA pri plesni vrste P. verrucosum na gojis¢ih YES

Koncentracija OTA (ng ml™")

T 25°C. I <<c
Vodna aktivnost (a,) | 099 [ ___ 090 _ _ | _._._f 099 _ _ |09 _ __ |
pH i 45 6,5 4,5 6,5 4,5 6,5 4,5 6,5 |
Cas inkubacije (dan) : 1. I R I R :
28 7,42% 110,43* | 17,65% | 10,13* | 5,87* * *

35 10,33* | 17,72* | 38,06 | 15,06% 5 *

42 12,48% | 33,15*% | 51,67 [ 22,81*% | 6,23* 6,73%

49 / / 41,34 ] 10,33* / / *

56 / / 92,37 | 102,17 5

Legenda: /: nismo doloc¢ali OTA; *koncentracija pod mejo obcutljivosti metode

Rezultati nasega eksperimentalnega dela so pokazali, da ima temperatura najvecji vpliv na
tvorbo OTA, medtem ko bi bilo za dolocCitev vpliva a, in pH potrebnih vec raziskav.
Omejitev pri nasem delu je bila tudi uporabljena spektrofluorimetricna metoda, ki jo
razvijajo na Katedri za biotehnologijo. Meja obcutljivosti te metode je relativno visoka.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V skladu z delovnimi hipotezami smo preverili ali okoljski parametri ay, (0,90, 0,99), pH
(4,5, 6,5), temperatura (10 °C, 25 °C) in vrsta gojisca (YES, analog kruha) vplivajo na rast
petih  Zzivilskih izolatov rodu Penicillium ter na tvorbo ohratoksina A pri izbrani
mikotoksikogeni plesni vrste P. verrucosum. Hkrati nas je zanimalo, kako okoljski
parametri vplivajo na rast, saj je znano, da ne delujejo neodvisno (Pitt in Hocking, 1997)
ter ali bodo razli¢no vplivali na zivilske izolate.

Na rast plesni na dolocenih zivilih vpliva veliko okoljskih, fizikalnih in kemijskih
parametrov. Definiranje le teh nam je lahko v veliko pomo¢ pri ohranjanju stabilnosti zivil
(Pitt in Hocking, 1997), zato smo preverili ali zniZzanje vrednosti ay, pH, T upocasni ali
zavre rast plesni rodu Penicillium.

Zanimale so nas razmere, pri katerih raste ta vrsta plesni, kajti razmere, ki pospesSujejo
proizvodnjo toksinov so obi¢ajno bolj omejene od razmer, ki diktirajo rast plesni
(Kokkonen, 2004). Ohratoksin A (OTA) je sekundarni metabolit plesni vrste P.
verrucosum, ki se lahko nahaja v Zivilih in krmi ter ima razli¢ne Skodljive vplive na zivali
in ¢loveka.

Ker smo za eksperimentalno delo izbrali novejSe gojisce, analog kruha, nas je zanimal
njegov vpliv na rast zivilskih izolatov v primerjavi s klasi¢nim gojis¢em YES. Analog
kruha je trdno gojiSce, ki simulira razmere pravega kruha. Izdelali smo ga iz pSenicne
moke, zato nas je zanimalo, kako rastejo izolati na njem, glede na to, da nedavne ocene Zit
v Evropi, predvsem pSenice, navajajo, da je ohratoksikogena vrsta plesni P. verrucosum
njihov glavni onesnazevalec (Magan in Aldred, 2007).

5.1.1 Spremljaje rasti plesni na razli¢nih gojiscih

Klasi¢cna mikrobioloska gojitvena metoda z merjenjem premera kolonije plesni je
enostavna metoda za spremljanje rasti, vendar se je v naSem primeru pokazalo, da je ena
izmed njenih najvecjih omejitev nenatancna oz. nestandardizirana inokulacija.

o Vpliv izolata plesni rodu Penicillium

Plesni rodu Penicillium so se razli¢éno odzvale na okoljske parametre, kar potrjuje naso
hipotezo, da je rast odvisna od vrste plesni. Analiza eksperimentalnih rezultatov je
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pokazala, da ima najve¢ji vpliv na rast plesni rodu Penicillium vrsta izolata. Izbrani zivilski

.....

ki so bile dolo¢ene glede na njihov individualen odziv na okoljske parametre.

Na splosno so se razlike v rasti izolatov pojavile po dolocenem casu inkubacije. Na
primerjavi z ostalimi ali podobno in se je njihova razlika v rasti in hitrosti rasti stopnjevala
ves Cas spremljanja, se zmanjSevala ali ostajala podobna. Pri tem je bil pomemben tudi sam
¢as za germinacijo spor ali porast konidijev. Podobno kot navajajo drugi avtorji je bilo v
neugodnih razmerah potrebnih za pricetek rasti deset ali ve¢ dni, medtem ko pri ugodnih
en dan (Filtenborg in sod., 2000).

° Vpliv a,,

Primerjava vpliva okoljskih parametrov na rast plesni rodu Penicillium je pokazala, da je
imela najvecji vpliv na rast vseh izolatov zniZana vrednost a, tako pri 25 °C kot pri 10 °C.
Rast izolatov je bila upo€asnjena, medtem ko je bila rast izolatov 25 A in 19 B popolnoma
zavrta (slike 4-2, 4-9 in 4-11). Ugotovili smo, da je imela a,, nekoliko ve¢ji vpliv na rast
plesni pri 10 °C kot pri 25 °C (preglednica 4-2).

Prado in sod. (2006) so proucevali rast plesni vrste P. verrucosum na gojis¢u BMEA
(gojisce jeCmenov sladni ekstrakt) pri Stirih vrednostih ay, (0,85, 0,90, 0,95 in 0,99) in treh
T (10, 20 in 30 °C). Ugotovili so, da je bila optimalna vrednost a,, gojiS¢a za rast plesni
zna&ilno odvisna od temperature. Pri 10 in 20 °C je bila radialna hitrost rasti (mm dan ™)
vi§ja pri ay 0,99, medtem ko pri 30 °C pri ay 0,95. Rezultati naSega eksperimenta pa so
pokazali, da je bila radialna hitrost rasti plesni vrste P. verrucosum tudi visja pri 10 in 25
°C na gojis¢u YES z a,, 0,99 v primerjavi z rastjo na gojis¢u YES z ay, 0,90.

.....

navajajo minimalne a,, za rast te vrste plesni celo med 0,81 in 0,83.

Avtorja Pitt in Hocking (1997) navajata optimalno a,, za rast plesni vrste P. verrucosum na
kruhovem testu 0,92, medtem ko smo mi spremljali rast te vrste plesni in Se Stirih drugih
izolatov rodu Penicillium le na analogu kruha z a,, 0,99. Ugotovili smo, da so pri tej ay
rastli vsi izolati, njihova stopnja rasti pa je bila odvisna Se od ostalih okoljskih parametrov.
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. Vpliv pH

Vrednost pH je imela v primerjavi z vplivom a,, in T manjsi vpliv na rast vseh izolatov
plesni rodu Penicillium. Lopez Diaz in njegovi sodelavci (2002) so prav tako ugotovili
majhen vpliv pH na rast Stevilnih vrst plesni rodu Penicillium.

Ugotovili smo, da so bili vsi izolati rodu Penicillium sposobni rasti pri pH 4,5 in 6,5.
Predvidevali smo, da bo rast plesni pri nizjem pH upocasnjena ali zavrta, vendar je bila
stopnja rasti plesni pri pH 4,5 nekoliko visja kot pri pH 6,5 (preglednica 4-4), medtem ko
je optimalna vrednost pH za rast vecine plesni rodu Penicillium priblizno 5 (Pitt in
Hocking, 1997).

S primerjavo rezultatov smo ugotovili, da je imel pH vecji vpliv na rast plesni rodu
Penicillium na analogu kruha z a,, 0,99 pri 25 °C v primerjavi z 10 °C. Prav tako smo
dolo¢ili vecji vpliv pH na rast plesni na gojis¢u YES z a,, 0,99 in 0,90 pri 25 °C kot pri 10
°C.

Plesni vrste P. verrucosum so rastle na analogu kruha z ay, 0,99 pri 25 °C hitreje pri pH 4,5
kot pri pH 6,5, medtem ko vpliva pH pri 10 °C nismo dolo¢ili. 1z dobljenih rezultatov
tezko sklepamo o optimalnih razmerah za rast plesni vrste P. verrucosum na analogu kruha
kot je to uspelo Pittu in Hockingu (1997) na kruhovem testu, ki sta ugotovila optimalne
razmere za rast te vrste plesni pri 0,92 a,, in 5,6 pH ter Arroyu in sod. (2005), ki so
ugotovili, da je bila njihova rast na analogu kruha z a,, 0,97 pri 25 °C hitrejSa pri pH 6 kot
pri pH 4,5. Slednji so ugotovili ravno obratno kot mi pri isti temperaturi.

Na splosno pa lahko povzamemo, da se optimalna vrednost pH za rast plesni vrste P.
verrucosum na analogu kruha z ay, 0,99 pri 25 °C nagiba bolj k kislemu in pri 10 °C bolj k
nevtralnemu obmocju pH.

Iz preglednice 4-4 je razvidno, da bi bile potrebne za dolocitev vpliva pH na rast plesni
rodu Penicillium dodatne analize. Na splo$no pa je bila rast izolatov na analogu kruha in
gojis¢u YES hitrejSa pri pH 4,5 kot pri pH 6,5 pri obeh temperaturah. Sklepamo, da je
vpliv pH na rast plesni premajhen oz. odvisen od drugih okoljskih parametrov.
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. VplivT

Rezultati eksperimenta so potrdili naSo hipotezo, da bo nizZja temperatura upocasnila rast
izolatov. Optimalna temperatura za rast vecine plesni rodu Penicillium je 25-30 °C
(Filtenborg in sod., 2000). Tudi mi smo dolo¢ili, da je bila rast izolatov rodu Penicillium v
splosnem vecja pri 25 °C kot pri 10°C ne glede na vrsto gojisc¢a ter njegovo a,, in pH
(preglednica 4-3).

Prado in sod. (2006) navajajo, da je optimalna temperatura za rast plesni vrste P.
verrucosum na gojis¢u BMEA z ay, od 0,95 do 0,99 med 20 °C in 30 °C, brez znacilne
razlike v rasti med njima, medtem ko smo mi dolocili, da je optimalna temperatura za rast
te vrste plesni na gojis¢u YES z a,, 0,99 10 °C ter z a,, 0,90 25 °C.

o Vpliv gojisca

Analog kruha je trdno gojisce, ki simulira okoljske razmere pravega kruha ter vsebuje vsa
pomembna hranila. Pripravili smo ga iz pSenicne moke za katero je znano, da vsebuje tudi
prolin, ki je eden izmed pomembne;jsih virov dusika za rast plesni (Kahne-JuriSevi¢, 2005).
Zato smo predvidevali, da bo analog kruha predstavljal optimalnejSe razmere za rast plesni
v primerjavi z gojis¢em YES. Statistina analiza je pokazala, da gojiS¢e na sploSno nima
znacilnega vpliva na RHR pri ostalih okoljskih parametrih (preglednica 4-5), vendar smo
kljub temu dolocili, da ima vrsta gojisca vecji vpliv na rast izolatov pri 25 °C kot pri 10 °C.
Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da pri 25 °C nudi boljSe razmere za rast plesni
analog kruha, medtem ko pri 10 °C gojis¢e YES (preglednica 4-5). Vpliv gojisca je
odvisen tudi od izolata plesni rodu Penicillium. Spremljanje rasti na analogu kruha je bilo
v primerjavi s spremljanjem rasti na gojiS¢u YES casovno krajSe in veckrat onemogoceno,
zaradi razrasti plesni v ve¢jem Stevilu kolonij. Sklepamo, da plesen na analogu kruha
dozori hitreje, vendar je potrebno upostevati dejstvo, da proizvodnja spor ni vedno
natan¢no merilo rasti plesni, ampak oznacuje sposobnost sporulacije (Magan in Aldred,
2007).
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5.1.2 Doloc¢anje OTA

OTA smo dolocali s spektrofluorimetriéno metodo, ki jo Se razvijajo na Katedri za
biotehnologijo. Gojis¢e YES, na katerem smo dolocali tvorbo OTA je visoko hranljiv
medij in priporocljiv za analizo sekundarnih metabolitov (Kokkonen in sod., 2005).

o Vpliv ay, pH in T na tvorbo OTA

Ugotovili smo, da so plesni vrste P. verrucosum rastle na gojis¢u YES pri vseh okoljskih
parametrih (preglednica 3-3), medtem ko so bili parametri za tvorbo toksina bolj omejeni
0,90 ter pH 4,5 in 6,5 pri 25 °C. Pri 10 °C tvorbe OTA nismo dolocili, medtem ko Frisvad
in Thrane (2000) navajata, da plesni vrste P. verrucosum tvorijo OTA tudi pri niZjih
temperaturah. Predvidevamo, da nismo dolo¢ili OTA pri 10 °C, zaradi relativno visoke
meje obcutljivosti spektrofluorimetricne metode.

Pri analizi okoljskih parametrov (preglednica 3-4), ki vplivajo na tvorbo OTA smo
ugotovili, da so plesni vrste P. verrucosum tvorile OTA na gojis¢u YES z a,, 0,90.
Vrednost ay, je skupaj s temperaturo bistveno vplivala na tvorbo OTA na gojis¢u YES pri
pH 4,5 ter 6,5. Dolocili smo, da so plesni tvorile najvisje koncentracije OTA na gojis¢u
YES z a,, 0,90 pri pH 4,5, medtem ko drugi avtorji navajajo kot optimalno a,, za tvorbo
OTA 0,99 (Arroyo in sod., 2005). Ta vrsta plesni je na gojiscu z ay, 0,90 in pH 4,5 rastla
nekoliko hitreje (preglednici 4-1 in 4-3) pri 25 °C v primerjavi z 10 °C, vendar pocasneje v
primerjavi s pH 6,5, torej ima pH tudi vpliv na formacijo mikotoksina (Filtenborg in sod.,
2000).

..........

.....

0,90, medtem ko pri ay 0,99 OTA nismo dolocili. Plesni so rastle na gojis¢u YES z a,, 0,90
pri pH 4,5 in 6,5 hitreje pri 25 °C v primerjavi z rastjo pri 10 °C. Na gojis¢u z a,, 0,90 in 25
°C so plesni te vrste rastle hitreje pri pH 6,5 v primerjavi s pH 4,5. Torej lahko o
specificnih parametrih, ki vplivajo na tvorbo OTA le sklepamo, saj so plesni vrste P.
verrucosum tvorile vecje koncentracije OTA pri ne optimalnem pH za njeno rast, vendar
pri optimalni a,, glede na temperaturo. Iz rezultatov je razvidno, da okoljski parametri ay,
pH in T medsebojno vplivajo na tvorbo OTA pri plesni vrste P. verrucosum. Prav tako so
dobljeni rezultati ovrgli naso hipotezo, da bo ta vrsta plesni tvorila OTA pri parametrih, ki
bodo manj optimalni za njeno rast, saj lahko plesen tvori mikotoksin tako pri optimalnih
kot manj ugodnih razmerah (Kokkonen in sod., 2005).
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.....

.....

medtem ko je bila koncentracija OTA po 56 dnevu nekoliko vecja pri pH 6,5. To bi si
lahko razlagali kot razpad OTA pri pH 4,5 do ohratoksina a kot je bilo ugotovljeno za
nekatere druge ohratoksikogene vrste (Arroyo in sod., 2005), vendar smo s podrobnejso
inkubacije (preglednica 4-6). Dobljene rezultate si lahko razlagamo tudi s prevlado
primarnega metabolizma plesni med inkubacijsko dobo in kasnejSim pojavom
sekundarnega metabolizma (Kokkonen in sod., 2005).

Ugotovili smo tudi, da so plesni na gojis¢u YES z a, 0,90 pri pH 4,5 (preglednica 4-6)
tvorile po 49 dnevu inkubacije nekoliko nizje koncentracije kot po 42 dnevu iz Cesar sledi,
da povecanje rasti plesni ni povezano s povecanjem tvorbe OTA (Arroyo in sod., 2005).

Analiza eksperimentalnih rezultatov je pokazala, da bi bilo potrebno za natancnejSe
rezultate in popolno analizo tvorbe mikotoksina uporabiti ve¢ gojis¢ (Kokkonen in sod.,
2005) in vec¢ sevov plesni vrste P. verrucosum. Prav tako na osnovi dobljenih rezultatov ne
moremo natan¢no sklepati o vplivu okoljskih parametrov (ay, T, pH) na tvorbo OTA ter da
je na gojiscu YES plesen tvorila nizke koncentracije OTA (Kokkonen in sod., 2004).
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5.2 SKLEPI
e Potrdili smo vpliv okoljskih parametrov a, pH in T na rast plesni rodu Penicillium.
Najvecji vpliv na njihovo rast je imela vrednost ay, ki sta ji sledili temperatura in

pH.

e Rast plesni rodu Penicillium je bila odvisna od vrste izolata in njegovega
individualnega odziva na okoljske parametre.

e Na splosno je znizanje a,, in T upocasnilo rast vseh izolatov plesni rodu
Penicillium.

e ZviSanje vrednosti pH je upocasnilo rast izolatov plesni rodu Penicillium.

e Vrsta gojis¢a ni imela znacilnega vpliva na radialno hitrost rasti plesni rodu
Penicillium.

e Temperatura je vplivala na tvorbo ohratoksina A pri plesnih vrste P. verrucosum.

PREDLOGI ZA NADALJNE DELO:

Najprej bi bilo potrebno standardizirati na¢in inokulacije plesni in spremljati rast plesni
vzporedno Se s kakSno drugo metodo. Prav tako bi bilo potrebno za dolo€anje ohratoksina
A uporabiti Se kakSna druga gojisca, ve¢ sevov plesni vrste P. verrucosum in predvsem bi
morali uporabiti optimizirano metodo v kombinaciji s standardno metodo.
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6 POVZETEK

Plesni rodu Penicillium, v katerem je veliko $tevilo vrst, so ubikvitarne glive. Rastejo v
razliénih razmerah, pri nizkih temperaturah, nizkih vrednostih a, in v Sirokem obmocju
vrednosti pH, zato jih uvrSs¢amo med najpogostejSe kvarljivee zivil. Plesni s svojo
prisotnostjo na zivilih ali krmi slabSajo njihovo kakovost, senzori¢ne in prehranske
lastnosti ter povzrocajo velike ekonomske izgube.

Veliko vrst plesni rodu Penicillium tvori mikotoksine in druge sekundarne toksi¢ne
metabolite. Med njimi so glavni proizvajalci ohratoksina A (OTA) plesni vrste P.
verrucosum. OTA ima razli¢ne Skodljive vplive na Zivali in ¢loveka ter se kaze v razli¢nih
obolenjih.

Na rast plesni, ki ji ne sledi vedno tvorba mikotoksina, vpliva veliko fizikalnih, kemijskih
in okoljskih parametrov med kateri so najpomembnejSi: razpolozljivost hranil,
temperatura, vrednost ay in kisik. Ti okoljski parametri z medsebojnim vplivom oblikujejo
bolj ali manj specificne razmere. Definiranje le teh nam je lahko v veliko pomo¢ pri
ohranjanju stabilnosti Zivil, zato smo jih zeleli tekom naSega eksperimenta podrobneje
prouciti. V prvem delu poskusa smo spremljali rast izbranih Zzivilskih izolatov rodu
(awxpHXT). Za primerjavo vplivov okoljskih parametrov smo izracunali radialne hitrosti
rasti. Na podlagi dobljenih rezultatov smo ugotovili, da je imela najvecji vpliv na rast
plesni rodu Penicillium vrsta izolata. Med okoljskimi parametri pa je imela najvecji vpliv
na rast izolatov znizana vrednost ay, ki je skupaj z ostalimi okoljskimi parametri v doloceni
kombinaciji popolnoma zavrla rast dveh izolatov (25 A in 19 B). Rast ostalih izolatov pa je
bila upocasnjena. Tudi znizana temperatura je na splosno upocasnila rast izolatov, medtem
ko je imela vrednost pH nekoliko manjsi vpliv. Vpliv goji§¢a smo tezje ocenili in ne
moremo ne potrditi ne ovreci delovne hipoteze, da analog kruha predstavlja optimalnejse
razmere za rast plesni. Povzamemo lahko, da je bila rast odvisna od posameznega izolata
in njegovega specificnega odziva na okoljske parametre.

Drugi del eksperimenta pa je bil namenjen spremljanju tvorbe OTA v doloenem
c¢asovnem obdobju pri ohratoksikogeni plesni vrste P. verrucosum. Plesen smo gojili na
trdnem gojis¢u YES, pod vplivom istih okoljskih parametrov kot za spremljanje njene
rasti, 56 dni. Tvorbo OTA smo kvantitativno dolo€ili Sele po 35 dnevu inkubacije na
gojiscu YES z a,, 0,90 in pH 4,5 pri 25 °C, medtem ko smo na gojis¢u YES z a,, 0,90 in pH
6,5 pri 25 °C tvorbo OTA dolo¢ili le po 56 dnevu. Pri ostalih okoljskih parametrih plesni
vrste P. verrucosum niso tvorile OTA oz. so bile njegove koncentracije pod mejo
obcutljivosti metode. Na osnovi eksperimentalnih podatkov lahko sklepamo, da je imela
najvidnejsi vpliv na tvorbo OTA temperatura, medtem ko bi bilo potrebno za dolocitev
vpliva a,, in pH narediti Se dodatne raziskave.
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PRILOGE

Priloga A: Vpliv pH na rast plesni vrste P. verrucosum na analogu kruha z a,, 0,99 in
razli¢no vrednostjo pH pri 25 °C (A) in 10 °C (B)
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Priloga B: Vpliv ay, in pH na rast plesni vrste P. verrucosum na gojisc¢u YES pri 25 °C (A)
in 10 °C (B)
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Priloga C: Vpliv a, na rast izolata 25 A na gojis¢u YES pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5, 10
°C (B), pH 4,5, 25 °C (C), pH 4,5, 10 °C (D)
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Priloga D: Vpliv pH na rast izolata 19 B na gojis¢u YES pri a,, 0,99, 25 °C (A), ay 0,90,

25 °C (B), ay 0,99, 10 °C (C)
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Priloga E: Vpliv temperature na rast izolata 25 A na gojis¢u YES z a,, 0,99 pri pH 6,5 (A)

in pH 4,5 (B)
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Priloga F: Vpliv pH na rast izolata 25 A na analogu kruha z a,, 0,99 pri 25 °C (A) in 10 °C
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Priloga G: Vpliv vrste gojisca z a,, 0,99 na rast izolata 25 A pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5,
10 °C (B), pH 4,5, 25 °C (C), pH 4,5, 10 °C (D)
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Priloga H: Vpliv a,, na rast izolata 19 B na gojis¢u YES pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5,

°C (B), pH 4,5, 25 °C (C), pH 4,5, 10 °C (D)
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Priloga I: Vpliv pH na rast izolata 19 B na gojis¢u YES pri ay, 0,99, 25 °C (A), a,, 0,90, 25
°C (B), aw 0,99, 10 °C (C), ay, 0,90, 10 °C (D)
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Priloga J: Vpliv temperature na rast izolata 19 B na gojiScu YES pri pH 6,5, a,, 0,99 (A),
pH 6,5, a,, 0,90 (B), pH 4,5, ay, 0,99 (C), pH 4,5, a,, 0,90 (D)
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Priloga K: Vpliv pH na rast izolata 19 B na analogu kruha z a,, 0,99 pri 25 °C (A) in 10 °C
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Priloga L: Vpliv vrste gojis¢a z a,, 0,99 na rast izolata 19 B pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5,

10 °C (B), pH 4,5, 25 °C (C), pH 4,5, 10 °C (D)
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Priloga M: Vpliv a,, na rast izolata 10 B na gojis¢u YES pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5, 10

°C (B), pH 4,5, 25 °C (C), pH 4,5, 10 °C (D)
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Priloga N: Vpliv pH na rast izolata 10 B na gojis¢u YES pri a,, 0,99, 25 °C (A), ay 0,90,
25°C (B), ay 0,99, 10 °C (C), ay, 0,90, 10 °C (D)
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Priloga O: Vpliv temperature na rast izolata 10 B na gojis¢u YES pri pH 6,5, ay, 0,99 (A),
pH 6,5, a,, 0,90 (B), pH 4,5, ay, 0,99 (C), pH 4,5, a,, 0,90 (D)
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Priloga P: Vpliv pH na rast izolata 10 B na analogu kruha z a,, 0,99 pri 25 °C (A) in 10 °C
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Priloga Q: Vpliv vrste gojis€a z a,, 0,99 na rast izolata 10 B pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5,

10 °C (B), pH 4,5, 25 °C (C), pH 4,5, 10 °C (D)
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Priloga R: Vpliv a, na rast izolata 9 C na gojis¢u YES pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5,

°C (B), pH 4,5, 25 °C (C), pH 4,5, 10 °C (D)
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Priloga S: Vpliv pH na rast izolata 9 C na gojis¢u YES pri ay, 0,99, 25 °C (A), ay 0,90,

°C (B), ay 0,99, 10 °C (C), ay, 0,90, 10 °C (D)
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Priloga T: Vpliv temperature na rast izolata 9 C na gojis€u YES pri pH 6,5, a,, 0,99 (A),

pH 6,5, ay 0,90 (B), pH 4,5, a,, 0,99 (C), pH 4,5, ay, 0,90 (D)
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Priloga U: Vpliv pH na rast izolata 9 C na analogu
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Priloga V: Vpliv vrste gojisca z a,, 0,99 na rast izolata 9 C pri pH 6,5, 25 °C (A), pH 6,5,

10 °C (B), pH 4,5, 25 °C (C), pH 4,5, 10 °C (D)
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