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S1

sl/en

Namen naloge je bil raziskati prisotnost morebitnih ohratoksigenih in aflatoksigenih
plesni v vzorcih devetih razli¢nih grozdnih sort, namenjenih za predelavo v vino v §tirih
klimatsko razliénih vinorodnih okoliSih Slovenije (Slovenska Istra, Dolenjska, Bela
Krajina in Stajerska Slovenija). Iz vzorcev grozdja smo pripravili vzorce grozdnega
soka, ki smo jih nato pustili, da so spontano fermentirali. Plesni smo izolirali iz vzorcev
grozdja, med spontano alkoholno fermentacijo in vzorcev vina (skupno 204 vzorci).
Populacija plesni je bila najvecja na grozdju in nato je pricakovano v ¢asu fermentacije
upadala. Identificirali smo devet razliénih rodov plesni (Penicillium, Aspergillus,
Botrytis, Cladosporium, Alternaria, Mucor, Fusarium, Acremonium in Rhizopus), 4 %
izolatov pa so ostali neidentificirani. Na grozdju ter v vinu so bile najpogosteje izolirane
plesni rodov Penicillium (v 58,6 % oz. 100 % izolatov), medtem ko so v mostu
prevladovale plesni rodu Aspergillus (71 % izolatov). Plesni rodu Penicillium so bile
najbolj razgirjene v Stajerski Sloveniji na vzorcih grozdja, medtem ko so bile plesni rodu
Aspergillus v najve¢ji meri prisotne v vzorcih mo$ta v Beli Krajini. V raziskavi smo
identificirali 6 vrst rodu Aspergillus in 24 vrst rodu Penicillium. Najbolj raz$irjene vrste
so bile A. japonicus, A. parasiticus, A. niger in A. carbonarius ter P. chrysogenum, P.
janthinellum, P. griseofulvum in P. thomii. Noben izolat vrste A. niger ni tvoril
ohratoksina A (OTA) in le 31,3 % izolatov, dolo¢enih kot plesni vrste A. carbonarius, je
bilo OTA-pozitivnih. Izolati plesni vrste A. parasiticus so bili aflatoksin Bl (AFB1)-
pozitivni v 35,3 %. Plesni vrst A. ohraceus in P. verrucosum smo izolirali v majhnem §t.
vzorcev (A. ohraceus v 2 vzorcih, P. verrucosum v 1 vzorcu), vendar so bili prav vsi
izolati OTA-pozitivni. Najvecje Stevilo OTA- in AFB1-pozitivnih sevov je bilo izolirano
v Slovenski Istri, medtem ko na Dolenjskem in v Stajerski Sloveniji nismo dologili
OTA- oz. AFB1-pozitivnih izolatov. Ugotovili smo, da se oba toksina pojavljata le pri
sortah cabernet sauvignon in shiraz. Sorte merlot, refosk in modri pinot niso vsebovale
OTA ali AFBI toksigenih plesni. Najvec vzorcev je vseboval seve, ki so tvorili OTA oz.
AFBI1 v prvih treh dneh fermentacije.
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AB The aim of this thesis was to determine the presence of potential ochratoxin A (OTA)

and aflatoxin B1 (AFB1) producing moulds in samples of nine red grapevine varieties
used for wine production in four climatically different wine-growing districts in
Slovenia (Slovenska Istra, Dolenjska, Bela Krajina, and Stajerska Slovenia). Grape
samples were crushed into grape juice, which was then allowed to spontaneously
ferment. Moulds were isolated from grape samples, during spontaneous alcoholic
fermentation and from wine samples (204 samples in total). The largest population was
found on grapes and then took a downturn during the fermentation. We identified nine
different genera of moulds (Penicillium, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium,
Alternaria, Mucor, Fusarium, Acremonium and Rhizopus), with 4 % of the isolates
remaining unidentified. The most frequently isolated genera on grapes and in wine were
Penicillium with 58.6 % and 100 % of isolates, respectively, while Aspergillus was
dominant in the must with 71 % of isolates. Penicilium strains was predominantly found
in grape samples from Stajerska Slovenija, while the Aspergillus strains was most
frequently found in must samples from Bela Krajina. In total, we identified 6 species of
Aspergillus and 24 species of Penicillium. The most prevalent species were A.
japonicus, A. parasiticus, A. niger, A. carbonarius and P. chrysogenum, P. janthinellum,
P. griseofulvum and P. thomii. None of the A. niger isolates produced OTA and only
31.3 % of isolates of A. carbonarius was OTA-positive. Isolates of A. parasiticus were
AFBl-positive in 35.3 %. A. ohraceus and P. verrucosum strains were isolated in a
small No. of samples (A. ohraceus in 2 samples and P. verrucosum in 1 sample), but all
of them were OTA-positive. The highest number of OTA- and AFB1-positive samples
were isolated in Slovenian Istria, while in Dolenjska and in Stajerska Slovenia we did
not find any OTA- or AFBI1-positive isolates. We found that both toxins occur only in
Cabernet sauvignon and Shiraz grapevines. Merlot, Refosco and Pinot Noir did not
contain any OTA or AFB1 toxin-producing moulds. Most samples contained strains that
produced OTA or AFBI1 in the first three days of fermentation.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Okrajsava, simbol

AFBI
CFU/mL
CYA

DRBC

G25N
MEA
oGY

OTA
TLC
UV

YES

Pomen

Aflatoksin B1

St. kolonijskih enot v 1 mL; koncentracija mikroorganizmov

Gojisce Czapek agar s kvasnim ekstraktom (ang. Czapek Yeast
Extract Agar)

Gojisce dikloran-rozbengal kloramfenikol agar (ang. Dichloran
Rose-Bengal Chloramphenicol Agar)

Gojis€e 25 % glicerol nitratni agar (ang. 25 % Glycerol Nitrate Agar)
Gojisce s sladnim ekstraktom (ang. Malt Extract Agar)

Gojisce oksitetraciklin kvasni ekstrakt (ang. Oxytetracyclin Glucose
Yeast Agar)

Ohratoksin A

Tankoplastna kromatografija (ang. Thin-Layer Chromatography)
Ultravijoli¢no valovanje

Gojisce s kvasnim ekstraktom in saharozo (ang. Yeast Extract
Sucrose Agar)
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1 UVOD

Grozdje je bilo vcéasih sezonsko sadje, sedaj pa ga potrosniki lahko kupujemo skoraj vse
leto. Redko koga ne zamikajo vabljive velike grozdne jagode na stojnici ali sveze utrgan
grozd iz ljubiteljskih vinogradov ali brajd, ki jih v Sloveniji res ne manjka. Se bolj kot
grozdje pa ljudje cenijo in uZivajo vino. Ali potrosniki vemo, kak$no grozdje jemo ali
kaksno vino pijemo?

Vecina ljudi preveri ali ima grozdje velike jagode, lepo barvo, e ni gnilo in je brez
mehanskih poskodb. Pri vinu smo pozorni, iz katere sorte grozdja je pridelano, kak$ne
suhosti je in kaksna je kakovost. Ekolosko ozavesceni pogledajo tudi, ali je grozdje
bioloske pridelave, predvsem zaradi ostankov skropiv v jagodah. Koliko pa nas pomisli na
plesnivost grozdja?

Ljudje vecinoma vedo, da plesni, ¢e jih opazimo s prostim oesom v zivilu, pomenijo, da
zivilo ni ve¢ primerno za uzivanje. VeCinoma pa ne vedo, kaj plesni so in Se manj zakaj so
tako nevarne.

Ce vidimo grozdje, ki je plesnivo, tega ne bomo kupili ali pa bomo plesnive jagode
odstranili, ostale pa brez slabe vesti pojedli. Pri vinu smo v slab§em polozaju. Ce kupimo
ustekleniCeno vino, ne moremo vedeti, iz kak$ne kakovosti grozdja je bilo pridelano.
Nekateri vinogradniki se zavedajo slabosti prisotnosti plesni na grozdju, ¢eprav morda
samo zaradi tega, ker plesen vpliva na slabSo aromo vina. Nekateri plesnive jagode grozdja
zavrzejo, vendar je bolj, predvsem v vecjih vinogradih, pomembna koli¢ina vina dobljena
po stiskanju, zato preventivno veliko uporabljajo razna sredstva za zasCito vinske trte
(Skropiva) ali pa vinu odstranijo aromo po plesni z raznimi postopki. Toda kljub
Skropljenju in vseh postopkih ¢is¢enja ne moremo vedeti, koliko plesni oz. njihovih slabih
produktov toksinov se je na grozdju, v mostu ali vinu obdrzalo, ¢e ne opravimo
mikrobioloske analize.

Z opravljenimi mikrobioloSkimi analizami smo v nalogi pridobili podatke o mikroflori
glivnih vrst na grozdju in o velikosti in trendu gibanja populacije teh vrst od grozdja in
mosta do vina. Z enostavno kvalitativno metodo doloc¢anja toksinov smo ocenili
razSirjenost dveh z vidika zdravja najnevarnejSih mikotoksinov v posameznih vzorcih in na
ta nac¢in dobili delen vpogled v plesni in njihove toksine v slovenskih vinogradih.
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1.1 NAMEN DELA

Namen magistrskega dela je bil raziskati vpliv vinorodnega okolisa, sorte grozdja in
razlicnih Casov vzor€enja (grozdje, most med fermentacijo, vino) na prisotnost rodov
plesni, spreminjanje populacije plesni, razsirjenost plesni rodov Aspergillus in Penicillium
ter tvorbo ohratoksina A (OTA) in aflatoksina B1 (AFBI).

1.2 HIPOTEZE
Zaradi ugodnih vremenskih razmer za razvoj plesni smo predvidevali, da bo razsirjenost
plesni in njihova raznolikost visoka ter:

- da bodo najpogostejse identificirane plesni rodov Alternaria, Aspergillus, Botrytis,
Penicillium, Epicoccum, Cladosporium, Rhizopus,

- da bomo OTA oz. AFB1 najveckrat dolocili pri prvih vzorCenjih, odvzetih med
postopkom maceracije, pred zacetkom alkoholne fermentacije,

- da bomo OTA oz. AFBI dolo¢ili pri plesnih rodu Aspergillus

- in da bomo najvec¢jo koncentracijo plesni, ki tvorijo toksina OTA oz. AFBI1, dolo¢ili v
vinorodnem okoliSu Slovenska Istra.
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2  PREGLED OBJAV

Poglavje 2 zajema pregled objav s podrocja prouCevanja razSirjenosti in vplivov na
prisotnost mikotoksigenih plesni na grozdju in produktih iz njega, v obsegu potrebnem za
razumevanje raziskovalnega dela.

2.1 MIKOTOKSIGENE PLESNI

Mikotoksigene plesni sodijo med filamentozne glive. So ubikvitarni organizmi, kar
pomeni, da uspevajo v vseh podnebnih razmerah po svetu tako na trdnih kot tudi v tekoc¢ih
substratih (Pitt, 2000). Med drugim kolonizirajo tudi rastlinje, namenjeno prehrani in
zivalski krmi, kjer lahko, v ugodnih razmerah plesni rodov Aspergillus, Penicillium,
Alternaria in Fusarium, sintetizirajo $kodljive mikotoksine. Od teh Stirih sta prva dva
glavna proizvajalca mikotoksinov v sadju (Jakson in Al Taher, 2008). Zaradi zauzitja hrane
rastlinskega ali zivalskega izvora kontaminirane s toksigenimi plesnimi, ki so v hrano
izlo¢ile mikotoksine, prihaja do bolezni imenovanih mikotoksikoze. Izpostavljenost
toksi¢énim mikotoksinom se kaze v toksi¢nih odzivih, ki pa so odvisni od Stevilnih
dejavnikov, npr. toksi¢nosti mikotoksinov, pogostosti in Casa trajanja izpostavljenosti,
starosti in prehranskega statusa posameznika ter drugih moznih sinergisti¢nih ucinkih s
kemikalijami, ki jim je posameznik izpostavljen (Peraica in sod., 1999).

2.1.1 Rod Penicillium

Za rod Penicillium so znadilne hitro rastoce kolonije, ki so najveckrat obarvane zeleno,
tudi sivo-zeleno, modro-zeleno, rumeno-zeleno ali belo (Slika 1a). Pod mikroskopom rod
prepoznamo po znacilnih metulah (simetri¢nih ali asimetri¢nih razvejitvah na koncu
konidiofora), na katerih se v snopih tvorijo keglaste konidiogene celice, ki se imenujejo
fialide. V njih se tvorijo verizice konidijev, ki so lahko okrogle, elipsoidne ali cilindri¢ne
oblike (Slika 1b) (Pitt in Hocking, 1985).

O

Slika 1: Penicillium spp. a) kolonije na CYA, b) mikroskopski preparat, 1000x povecava
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Plesni rodu Penicillium so, glede na veliko $tevilo vrst, ki lahko rastejo v razli¢nih
razli¢nih razmerah, najpomembne;jsi kvarljivcei zivil. Rastejo lahko pri nizkih temperaturah,
nizki vodni aktivnosti (ay) in v Sirokem obmoc¢ju vrednosti pH (Pitt in Hocking, 1985).
Povzrocajo kvarjenje hrane in zivalske krme rastlinskega izvora, predvsem zelenjave,
sadja, zitaric in stro¢nic. Nekatere vrste povzrocajo tudi gnitje sena, redkeje pa se pojavi
kolonizacija na mesu, sirih in za¢imbah (Logrieco in sod., 2003). Med pomembnejse
mikotoksine, ki jih tvori ta rod, sodijo ohratoksini, patulin in citridin (Sweeney in Dobson,
1998).

2.1.2 Rod Aspergillus

Prav tako kot za rod Penicillium so tudi za rod Aspergillus znacilne hitrorasto¢e kolonije.
Te so lahko bele, rumene, rumeno-rjave, ¢rne ali zelenkaste barve (Slika 2a). Pod
mikroskopom rod prepoznamo po posebni strukturi, ki je sestavljena iz konidiofora, ki se
razsSiri v vezikel ali meSicek, iz njega pa izhajajo metule, fialide in konidiji, ki se lo¢ijo po
velikosti, obliki, teksturi in barvi. Konidiji tvorijo kompaktno stebricasto ali pahljacasto,
razvejano obliko nad oziroma okoli vezikla (Slika 2b) (Klich, 2002).

Slika 2: Aspergillus spp. a) kolonije na CYA, b) mikroskopski preparat, 1000x pove¢ava

Je vsesplosno prisoten rod, ki ga najdemo na razli¢nih substratih, poznan predvsem kot
kvarljivec rastlinskih pridelkov. Rod vkljucuje vec¢inoma saprofitske vrste, ki kolonizirajo
odpadni rastlinski material, nekaj sevov pa lahko kolonizira tudi Zive rastline.
Najpomembnejsi mikotoksini tega rodu so aflatoksini in ohratoksini (Logrieco in sod.,
2012).

2.2 MIKROFLORA GROZDJA

Povrsina zrelega zdravega grozda tipi¢no vsebuje mikrobno populacijo v koncentracijah
10°-10° CFU/g, ki je pretezno sestavljena iz kvasovk in $tevilnih vrst mlenokislinskih in
ocetnokislinskih bakterij. Na poskodovanih grozdih je populacija, ki jo v velikem delezu
predstavljajo filamentozne glive in ocetnokislinske bakterije, v obsegu 10°-10° CFU/g
(Fleet, 1999). Dosedanje sStudije so pokazale, da so na grozdju kot naravna mikroflora
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vedno prisotne plesni rodov Alternaria, Aspergillus, Cladosporium in Penicillium (Serra in
sod., 2005; Belli in sod., 2006; Aydogdu in Gucer, 2009). Med aspergili so najpogosteje
zastopani tako imenovani ¢rni aspergili (El Khoury in sod., 2008), ki jih predstavlja sekcija
Nigri. V §tudiji iz Spanije, ki je obsegala triletno vzoréenje grozdja, sta bili iz zgoraj
omenjene sekcije najpogosteje izolirani vrsti A. niger (0-77 %) in A. carbonarius (25-100
%). Prvi je zelo redko (2-7 %) proizvajal OTA, medtem ko so skoraj vsi izolati A.
carbonarius (78-100 %) tvorili OTA (Belli in sod., 2006). Cabanes in sod. (2013) v
najnovejsih raziskavah navajajo redkost v naravnem okolju prisotnih netoksigenih izolatov
vrste A. carbonarius, kar je izkazano v kar nekaj Studijah, kjer je Stevilo OTA-pozitivnih
izolatov vrste A. carbonarius zelo veliko in dosega tudi 100 % (Cabanes in sod., 2013). Po
drugi strani vrsti A. flavus in A. parasiticus proizvajata OTA med 30 in 60 % (Belli in sod.,
2006; Cabanes in sod, 2013). Vrsti P. verrucosum in A. ohraceus, ki prav tako lahko
proizvajata OTA, v raziskavah nista bili zaznani kot predstavnici normalne mikroflore
grozdja (Cabanes in sod., 2002; Belli in sod., 2006).

Skupino A. nigger aggregate, ki jo navaja starejSa literatura, predstavljata dve vrsti:
A. niger in A. tubigensis. V raziskavi, ki je bila narejena, so bile vse vrste iz skupine
A. niger aggregate dolocene kot A. niger (Cabanes in sod., 2002).

V raziskavi enajstih vinogradov v triletni periodi (2001-2003) Sstirih portugalskih
vinorodnih okoliSev so najpogosteje izolirali pet rodov: Cladosporium (24 %), Alternaria
(16 %), Botrytis (17 %), Penicillium (24 %) in Aspergillus (15 %) (Serra in sod., 2005).
Ugotovili so, da pojavnost tako imenovanih 'plesni na polju' (Alternaria, epicoccum,
Fusarium, Stemphylium in Ulocladium) med zorenjem grozdnih jagod upada, naras¢a pa
pojavnost sporolirajo¢ih plesni, kot so Aspergillus, Penicillium in Rhizopus (Serra in sod.,
2005; Chunmei in sod., 2013). Najpogosteje doloc¢ene vrste rodu Penicillium so bile P.
brevicompactum, P. glabrum/spinulosum in P. thomii, med aspergili pa vrste sekcije Nigri:
A. niger aggregate in A carbonarius. Kljub temu da je bila ve€ina vrst dolocena kot
netoksigena, je 8 % mikroflore grozdja tvorilo toksine (aflatoksini, OTA, patulin,
trihoteceni), med katerimi je bil najpogosteje tvorjen OTA (6 % mikroflore grozdja) (Serra
in sod., 2005).

V podobni raziskavi so leta 2010 v provinci Shaanxi na Kitajskem proucevali mikrofloro
poskodovanega grozdja ter nagnitega grozdja treh namiznih sort in petih sort namenjenih
predelavi v vino. Najpogosteje izoliran rod je bil Apergillus, sledita mu rodova Penicillium
in Mucor. Preostali rodovi Rhizopus, Alternaria, Cladosporium in Fusarium so bili
doloc¢eni v majhnih delezih in le pri nekaterih vinskih sortah. Prisotnost treh najpogoste;jSih
rodov je bila vecja pri nagnitem kot pri poSkodovanem grozdju. Pokazale so se tudi razlike
med razlicnimi sortami grozdja — na splos$no se je za najbolj s plesnimi kontaminirano
grozdje pokazala pogosto uzivana namizna sorta 'Thompson seedless'. Pri tej sorti so
izolirali tudi najvecje vsebnosti OTA (najpogosteje A. carbonarius) tako iz poskodovanega
(4,5 + 0,2 x10* CFU/g) kot iz nagnitega (1661,1 + 42,3 x10° CFU/g) grozdja. Grozdje,
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namenjeno predelavi v vino, je bilo kontaminirano v bistveno manjsih koncentracijah (tako
skupna koncentracija plesni kot vrednost OTA). AFB1 pogosto ni bil detektiran, oziroma
je bila vrednost manjsa od 0,3 x10° CFU/g (Chunmei in sod., 2013).

V raziskavi libanonskega grozdja leta 2005, je 95,5 % izoliranih vrst pripadalo rodu
Aspergillus (najpogostejsi vrsti A. niger aggregates 52,2 % in A. flavus 43,1 %),
preostanek 4,5 % pa rodu Penicillium. Najpogosteje izolirana vrsta rodu Aspergillus je bila
A. niger aggregates z 52,2 %. A. carbonarius je bila prisotna v zelo majhnem delezu (1,8
%), kar je v nasprotju z ostalimi mediteranskimi drZzavami, kjer je deleZ te vrste vecji. Je pa
A. carbonarius edini od ¢rnih aspergilov, ki je tvoril OTA (vsi izolati — najvecja vsebnost
8,4 ng/g). Druga najpogosteje izolirana vrsta rodu Aspergillus je bila s 43,1 % A. flavus, od
tega je 43,4 % tvorilo AFB1 v vrednostih med 0,1 in 22,6 pg/g (El Khoury in sod., 2008).

Studija, ki je bila narejena v sezoni 2005 v Braziliji, je vsebovala 101 vzorec grozdnega
soka in vin iz trgovin v Sao Paulu. 29 rdecih vin in 38 vzorcev grozdnega soka je bilo
proizvedenih v Braziliji, preostalih 34 vzorcev rdecega vina pa je bilo iz uvoza (Argentina,
Cile, Urugvaj, Francija, Italija, Portugalska, Spanija in Severna Afrika). Rezultati so
pokazali, da je pojavnost plesni v rdeCih vinih iz Juzne Amerike majhna, prav tako so
majhne vrednosti OTA (od 0,03 do 0,3 ng/L), za razliko od evropskih mediteranskih drzav,
kjer je pojavnost plesni zelo velika (vsi vzorci so vsebovali OTA). Vrednosti OTA v vinu
iz Juzne Amerike so bile prav tako nizke (od 0,1 do 1,3 ng/mL), OTA pa ni bil detektiran v
nobenem od vzorcev grozdnega soka (Shundo in sod., 2006).

2.3  MIKOTOKSINI

Mikotoksini, sekundarni metaboliti gliv, so kemijsko in temperaturno stabilne spojine, ki
jih glede na strukturne podrobnosti in toksi¢nost razvrs¢amo v ve¢ skupin. Posamezna
vrsta plesni lahko proizvaja enega ali veC razli¢nih mikotoksinov, prav tako je lahko enak
mikotoksin proizvod razli¢nih vrst plesni (Hussein in Brasel, 2001). Glede na njihovo
delovanje in vsebnost jih uvr§cajo v razli¢ne skupine. Antibiotiki so toksi¢ni za bakterije,
fitotoksini so patogeni rastlinam, mikotoksini pa spadajo v skupino nizkomolekularnih
spojin, ki so ze v nizkih vrednostih toksi¢ne za vretencarje in druge zivalske skupine. Med
slednje ne sodijo metaboliti gob, velja namre¢, da filamentozne glive proizvajajo
mikotoksine, gobe in druge makroskopske glive pa strupe. Med mikotoksine se prav tako
ne uvrscajo drugi nizkomolekularni sekundarni metaboliti gliv (npr. etanol), ki so toksi¢ni
le v visokih koncentracijah (Bennett in Klich, 2003).

Obstaja na stotine mikotksinov, vendar je le nekaj taksnih, ki jih pogosto zasledimo v hrani
in pomembno vplivajo na zdravje ljudi. Med slednje CAST (ang. Council of Agricultural
Science and Technology) Steje aflatoksine, trihotecene, fumonizine, zearalenone, OTA in
ergot alkaloide (Serra in sod., 2005).



Strojnik L. Raznolikost plesni na rde¢em grozdju in v mostu.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2014

2.3.1 Aflatoksini

Aflatoksini so druzina mikotoksinov, ki jih v kmetijskih pridelkih primarno sintetizirajo
Stevilni sevi vrst rodu Aspergillus, najpogosteje A. flavus in A. parasiticus (Bennett in
Klich, 2003; Jackson in Al Taher, 2008). Obstajajo velike kvalitativne in kvantitativne
razlike. Kot primer Bennett in Klich (2003) navajata, da samo priblizno polovica sevov A.
flavus tvori aflatoksine, vendar jih ti proizvajajo v zelo velikih vrednostih, ve¢ kot 106
ug/kg. Glede na UV flourescenco in kromatografsko mobilnost lo¢imo Stiri glavne
aflatoksine: aflatoksina B1 (C;7H206) in B2 (C;7H1406) pod UV svetilko florescirata
modro, Gl (C7H207) in G2 (Cy7H1407) pa turkizno (Bennett in Klich, 2003; Barkai-
Golan, 2008).

[

aflatoksin B1, ki pri zivalih povzroc¢a najvecjo akutno toksicnost, sledijo mu aflatoksin G1,
B2 in G2 (Barkai-Golan, 2008).

Po klasifikaciji Mednarodne agencije za raziskave raka IARC (angl. International Agency
for Research on Cancer) je aflatoksin B1 mikotoksin, ki je pri ljudeh dokazano rakotvoren.
Povzroca maligne tumorje, primarni tarcni organ pa so obicajno jetra. Poleg rakotvornega
ucinka lahko na ljudi in zivali deluje tudi imunosupresivno (zavira delovanje imunskega
sistema), teratogeno (povzroca nepravilnosti v razvoju zarodka) in mutageno (povzroca
spremembe genetskega materiala) (Richard, 2007; Barkai-Golan, 2008).

Vsebnost aflatoksinov je zaradi karcinogenih lastnosti le-teh v vecini drzav kontrolirana in
regulatorno urejena.V Ameriki FDA (ang. Food and Drug Administration) doloca najvecjo
vsebnost vsote vseh aflatoksinov (B1, B2, G1 in G2) v hrani 20 pg/kg (FAO, 2004). V
Evropski uniji je zakonodaja Se strozja. Uredba ES 1881/2006 doloca, uredba EU 165/2010
pa potrjuje skupno vsebnost aflatoksinov v hrani, ki ne sme prese¢i 10 ug/kg (gre za vsoto
koncentracij aflatoksinov B1, B2, Gl in G2). V suhem sadju in zemeljskih oresckih
(arasidi) namenjenim neposredni uporabi za prehrano ljudi ali kot sestavina zivil ter zitih in
zitnih proizvodih, pa je dovoljena vsebnost 2 ng/g za AFBI.

2.3.1.1 Pojavnost aflatoksinov

Aflatoksini pretezno proizvedeni s strani A. flavus in A. parasiticus so najpogosteje prisotni
v zitaricah, zaCimbah, oljnih semenih, oresckih, maslu in mleku (Logrieco in sod., 2003).
Veliko tveganje za naravno prisotnost ohratoksinov predstavlja sadje: arasidi, pistacije in
orescki, brazilski ores$cki in fige. Majhno tveganje za okuzbe pa predstavljajo mandlji,
orehi, le$niki in rozine (Battilani in sod., 2008). Do okuzbe svezih produktov, kot so
zitarice, kava, kakav, suho sadje in zaCimbe, obicajno pride med skladis¢enjem. Obcasno
pa se okuzbe pojavijo tudi med pridelavo na polju, posledi¢no so aflatoksini prisotni tudi v
raznih sadnih sokovih in vinu (Bhat in sod., 2010). Sadje se ve¢inoma kontaminira na
poljih, ugodni skladis¢ni pogoji pa pogosto vplivajo na povecanje koli¢ine mikotoksinov
(Bennett in Klich, 2003; Battilani in sod, 2008).
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2.3.2 Ohratoksini

Ohratoksini A, B, C, D so velika skupina sekundarnih metabolitov Stevilnih sevov rodov
Aspergillus in Penicillium. Iz te skupine je ohratoksin A (C,0H;306NCl) najbolj toksi¢na
spojina, ki je tudi najveckrat tvorjena. Proizvajajo ga primarno plesni vrste A. ohraceus in
P. verrucosum (Richard, 2007; Barkai-Golan, 2008). Je imunosupresiven in potencialno
teratogen, po klasifikaciji IARC pa tudi potencialno rakotvoren za Cloveka (skupina 2B)
(Bennett in Klich, 2003). OTA, ki je med mikotoksini najveckrat najden v krvi ljudi,
najden je bil tudi v materinem mleku in v serumu novorojenckov (Bennett in Klich, 2003;
Barkai-Golan, 2008), ima potencialno tudi genotoksic¢no (povzroca genetske spremembe)
in nefrotoksicno (povzroca posSkodbe ledvic) delovanje. Povezan je z obolevnostjo
Balkanska endemska nefropatija, kjer je kot agent odgovoren za povzrocitev te smrtne
bolezni ledvic (Jackson in Al Taher, 2008).

Zaradi morebitnih posledic za ¢lovekovo zdravje je Evropska unija tudi za OTA z uredbo
ES 1881/2006 nato pa Se z dopolnitvijo te uredbe EU 105/2010 dolo¢ila najvecje
koncentracije v posamezni hrani. Za vino iz grozdja je dolo¢ena najvecja vsednost 2,0
ung/kg, za grozdni sok 2,0 png/kg in rozine 10,0 pg/kg. Viri navajajo, da je vino na drugem
mestu za zitaricami kot glavni vir dnevnega vnosa OTA. Grozdni sok in rozine pa so
glavni vir OTA pri dietah, posebno pri mladih otrocih (Jackson in Al Taher, 2008).

2.3.2.1 Pojavnost ohratoksina A

Ohratoksin A, eden izmed najnevarnejSih mikotoksinov, se najpogosteje pojavlja v
zitaricah. Pomemben vir predstavlajo Se razlicna zivila, kot so kavna zrna, kakavova zrna,
orescki, pivo, vino, grozdni sokovi, zac¢imbe in suho grozdno sadje (rozine, sultanine,
kurinte) (EFSA, 2006; Jackson in Al Taher, 2008).

Od prvih raziskav o pojavnosti OTA v vinu (Zimmerli and Dick, 1996) so kasneje tako v
Evropi, kot v Avstraliji in Ameriki potekale Stevilne raziskave o pojavnosti toksinov v vinu
(Jackson in Al Taher, 2008).

Miraglia in Brera (2002) navajata nivo kontaminacije v velikosti 15,6 ug/L juzni Evropi.
Najvecje vrednosti OTA so bile dolo¢ene v rdeCem vinu in sladkih vinih, pridelanih iz na
soncu posusenih grozdnih jagod (Mateo in sod., 2007; Jackson in Al Taher, 2008).

OTA pa ne kontaminira le vina, temve¢ tudi druge proizvode iz grozdja. Raziskave na
grozdnem soku so pokazale, da skoraj nobeden vzorec grozdnega soka iz belega grozdja ni
vseboval OTA (pri tistih, ki so jih vsebovali, pa je bila vsebnost majhna), medtem ko so
skoraj vsi vzorci proizvodov iz rdecega grozdja vsebovali OTA v velikih vrednostih
(Jackson in Al Taher, 2008). Miraglia and Brera (2002) porocata o vsebnosti OTA 5,3
ng/L v nemskih vzorcih grozdnega soka.

Kis: raziskave prav tako navajajo vsebnosti toksinov v kisu, in sicer vecje vsebnosti OTA v
balzami¢nem kisu (102 -252 ng/L) kot v navadnem (Jackson in Al Taher, 2008).
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Suho sadje: Vsebnosti OTA za rozine, sultanine, korinte so v splosSnem vecje kot v vinu oz.
grozdnem soku, okoli 50-70 pg/kg (Miraglia and Brera, 2002). Po nekaterih raziskavah naj
bi kar 88 % vzorcev (rozine, sultanine, korinte) vsebovalo OTA v obmoc¢ju od 0,2-53,6
ng/kg. Vsebnost OTA je v drugem suhem sadju znacilno manjsa kot 3 pg/kg. Iz rezultatov
je razvidno, da je suho grozdje lahko v velikih koli¢inah onesnazeno z OTA. Ta in ostale
podobne raziskave vsebujejo zato pomembne podatke za ljudi, ki veliko uzivajo rozine,
posebej otroci (Jackson in Al Taher, 2008).

2.4 UZIVANIE GROZDJA/VINA

Proizvodnja vina v Evropi predstavlja kar 75 % svetovne proizvodnje (Battilani in sod.,
2006; Belajova in Rauova, 2007), najvecje pridelovalke grozdja leta 2012 so bile Kitajska,
ZDA, ltalija, Francija in Spanija (FAOSTAT, 2014). Z 62,3 L/prebivalca ima najvegjo
porabo vina Vatikan, Slovenija je na 6. mestu z 45,1 L/prebivalca leta 2011 (Wine Institute,
2011). Poraba grozdja (absolutno) je najvecja na Kitajskem, v 27 drzavah Evropske unije
in v Tur¢iji (USDA, 2012). Okuzba grozdja in grozdnega soka predstavlja Se posebej
veliko skrb, odkar so glavni potrosniki otroci in odkar je poraba grozdnega soka vecja kot
poraba vina (Terra in sod., 2012). Sprejemljiv dnevni vnos OTA je 5 ng/kg telesne
mase/dan (Terra in sod., 2012).

V okviru Direktive Sveta 93/5/EGS, 25. februarja 1993, o pomoci Komisiji in sodelovanju
drzav Clanic pri znanstvenem proucevanju vprasanj v zvezi z zivili (SCOOP) je bila
izvedena ocena vnosa OTA s hrano pri prebivalstvu Skupnosti. Evropska agencija za
varnost hrane (EFSA) je na zahtevo Komisije, ob upostevanju novih znanstvenih spoznanj,
sprejela in posodobila znanstveno mnenje v zvezi z OTA v hrani z dne 4. aprila 2006 in
dolocila sprejemljiv tedenski vnos 120 ng/kg telesne mase. Na podlagi teh mnenj je
doloc¢ila mejne vrednosti za Zita, Zitne proizvode, suho grozdje, praZzeno kavo, vino,
grozdni sok ter Zivila za dojencke in majhne otroke, ki bistveno prispevajo k splosni
izpostavljenosti ljudi OTA ali izpostavljenosti obcutljivih skupin potro$nik kot so otroci
(Uredba komisije ES 1881/2006; Uredba komisije EU 105/2010).

EFSA (2006) podaja oceno izpostavljenosti OTA, ki zdruzuje podatke o analizi zivil s
podatki o dejanski porabi hrane za tri drzave ¢lanice EU (Francija, Italija, Svedska).
Ocenjene vrednosti izpostavljenosti povprecnega potrosnika (2 do 3 ng/kg telesne mase na
dan) in velikega potrosnika (od 6 do 8 ng/kg telesne mase na dan) kazejo, da
izpostavljenost OTA giblje med 15 do 20 ng/kg telesne mase na teden oziroma med 40 in
60 ng/kg telesne mase na teden pri potrosniku z veliko potrosnjo. Pri dojenckih, otrocih in
drugih segmentih prebivalstva, ki predstavljajo veliko potrosnjo doloCenih vrst zivil, lahko
pride tudi do vecje stopnje izpostavljenosti.

Na podlagi podatkov o pojavnosti OTA v zivilih in zivilskih proizvodih ter njihovi porabi,
je bilo ugotovljeno, da k vnosu OTA (50 %, 0,06-1,28 ng/kg telesne mase na dan) najvec
prispevajo Zivila iz skupine Zitaric, sledijo vino (13 %, 0,02-0,86 ng/kg telesne mase na
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dan) in kava (10 %, 0,06-0,42 ng/kg telesne mase na dan), preostalih 27 % pa predstavljajo
zac¢imbe, pivo, kakav, suho sadje, sadni sokovi in meso. Glede na celotno populacijo je bil
vnos OTA v razponu od 0,13 ng/kg telesne mase na dan v Gr¢iji, do 3,14 ng/kg telesne
mase na dan v Nemc¢iji (WHO, 2001).

2.5 DEJAVNIKI ZA NASTANEK MIKOTOKSINOV

Kljub prizadevanjem za omejitev kontaminacije plesni v hrani so mikotoksigene plesni
vseprisotni kontaminanti v naravi in najdejo svoje poti v sadje na polju oz. sadovnjaku,
kadarkoli med zorenjem, predelavo, skladiS¢enjem ali prodajo (Serra in sod., 2005;
Jackson in Al Taher, 2008). Ceprav je sadje zaradi visoke vodne aktivnosti, vsebnosti
sladkorja in prisotnost organskih kislin, ki dajo mesu sadja nizji pH, dovzetnejSe za
glivicne okuzbe, vsebuje, tako kot mnogo drugih zivil, kemijske in/ali fizikalne lastnosti, ki
prepreCujejo glivicno ali mikrobno razrast. Tako je relativno malo rodov sposobnih
kolonizacije sadja. Nekatere vrste plesni so specializirani patogeni in napadajo samo
dolocene vrste sadja, medtem ko imajo nekatere bolj splosne sposobnosti za napad na tkivo
sadja. Prav tako prisotnost toksin-producirajoce plesni ne pomeni nujno, da je toksin tudi
prisoten. Tvorba toksina je namre¢ povezana z mnogimi dejavniki, kot so okoljske
razmere, vrsta, sorta, vsebnost hranil, mikrobioloska obremenitev in vrsta oz. sev plesni.
Prav tako je bilo raziskano tudi, da iste razmere, ki prispevajo k ugodni rasti plesni, ne
pomenijo nujno tudi ugodne proizvodnje toksinov (Jackson in Al Taher, 2008).

V naslednjem poglavju so podrobneje predstavljeni dejavniki, ki vplivajo na prisotnost
plesni in njihovih toksinov (predvsem ¢rnih aspergilov in OTA) pred trgatvijo, ob trgatvi in

po nje;.

2.5.1 Dejavniki, ki vplivajo na prisotnost plesni v vinogradu

ZEMLIJA: Plesni vrst A. carbonarius in A. niger Zivijo v zemlji, ki je njihov primarni
substrat (Hocking in sod., 2007). Spore teh vrst se po vinogradu razsirjajo s toplimi (25-30
°C) zracnimi tokovi (Battilani in sod., 2008). Posebno ugoden, s sladkorji bogat substrat,
predstavlja zemlja, na katero so popadale poskodovane ali odmrle grozdne jagode
(Amezqueta in sod., 2012), pa tudi zemlja, na kateri raste veliko plevela oz. drugih zelenih
prekrivnih rastlin (Hocking in sod., 2007). Spore zelo dobro prenasajo nizjo vodno
aktivnost, poleg tega so ¢rne barve, kar jim omogoci dobro odpornost na soncno svetlobo,
tako prezivijo tudi ve¢dnevno susenje sonca. Vse to, ob dobrih temperaturnih razmerah,
omogoca veliko okuzbo grozdja v vinogradih (Battilani in sod., 2008).

PODNEBIJE: Aflatoksigene plesni so zelo pogoste in lahko rastejo na Stevilnih razli¢nih
substratih, v mnogih razmerah, vendar izrazito uspevajo v vro¢em, vlaznem, subtropskem
ali tropskem podnebju (Jackson in Al Taher, 2008). Vrsta P. verrucosum — ohratoksigena
plesen se pojavlja v hladnejsih, vlaznih obmo¢jih S Evrope, medtem ko A. carbonarius,
najpogostejsi tvorec OTA, prevladuje v obmocjih s toplejSim podnebjem. Ohratoksigene
plesni tako poleg pridelkov, ki zorijo v tropskih in subtropskih regijah, kontaminirajo
predvsem pridelke mediteranskega podnebja (Jackson in Al Taher, 2008).
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Izkazalo se je, da je prisotnost OTA na grozdju odvisna od zemljepisne Sirine vinorodnega
obmocja. Stopnje tveganj kontaminacije z OTA so predpostavljene na osnovi kombinacije
povprecne temperature in vsote dezja (mm), avgusta na severni in februarja na juzni
polobli, in so prikazane na sliki 3 (Battilani in sod., 2008). Na splosno velja, da manjsa kot
je geografska Sirina, bolj pogosta je prisotnost in vecja je vsebnost (Battilani in sod., 2006;
Battilani in sod., 2008). Toplejsa obmocja imajo vecjo pojavnost OTA kot hladnejsa
obmocja (Jackson in Al Taher, 2008).

Slika 3: Stopnje tveganj za kontaminacijo z OTA na grozdju (Battilani in sod., 2008)

Na severni polobli so dolocena obmocja z velikim tveganjem (vroce podnebje s povecano
vlaznostjo oz. padavinami (Hocking in sod., 2007): v Evropi pretezno okoli
mediteranskega morja, z najvecjim tveganjem na Spanskem in pirenejskem polotoku, ter v
Grciji in Turciji ter v juzni Franciji — izjema je Portugalska, kjer je tveganje za prisotnost
OTA majhno (Battilani in sod., 2006; Battilani in sod., 2008). Obmocja severne Afrike ne
predstavljajo velikega tveganja za prisotnost OTA, predvsem zaradi visokih temperatur in
majhne koli¢ine dezja, ki so ustreznej$i pogoji za tvorbo AFBI. Podobno je v Severni
Ameriki (Kalifornija). Na juzni polobli obstaja veliko tveganje za prisotnost OTA v
Avstraliji in na jugu Afrike, medtem ko je tveganje v Juzni Ameriki manjSe (Battilani in
sod., 2008).
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2.5.2 Dejavniki, ki vplivajo na pojavnost plesni rodu Aspergillus in produkcijo OTA
v grozdju

ZDRAVSTVENO STANJE GROZDJA: Okuzba se najprej pojavi na poskodovanih ali
nagnitih (Hocking in sod., 2007) zrelih grozdnih jagodah, od koder se ob ugodnih
temperaturnih razmerah raz§iri na celoten grozd. Mehanske poskodbe (razpoke oz. rane)
povzro€i hranjenje insektov ali ptic z jagodami, kar povzroci predrtje grozdnega tkiva in
omogoCi plesnim naselitev v notranjost, ki postane idealen habitat za njihovo
razmnozevanje (Battilani in sod., 2008). Povezavo med poskodovanimi grozdnimi
jagodami in vsebnostjo OTA v vinu so potrdili v raziskavi, v katero je bilo vkjucenih 156
vinogradov na jugu Francije. Ugotavljali so vsebnost OTA v vinu glede na majhno, srednje
ali veliko Stevilo poskodovanih jagod. Najve¢jo vsebnost OTA (>2 ug/L) je povzrocila
kombinacija velikega Stevila poSkodovanih jagod in povprecne temperature nad 21 °C
(Clouvel in sod., 2008).

V raziskavi na Kitajskem so Chunmei in sod. (2013) odkrili povezavo med veliko
onesnazenostjo zraka s sporami plesni in visoko stopnjo kontaminacije grozdnih jagod.
Povezava velja za rodova Aspergillus in Pencillium, ni pa nujno, da visoka koncentracija
spor v zraku pomeni tudi visoko celokupno kontaminacijo grozdja. Ugotovili so, da je
prisotnost rodov Aspergillus, Penicillium in Mucor ve¢ja pri nagnitih grozdnih jagodah
kot v poskodovanih grozdnih jagodah.

VREME : Razli¢ne vremenske razmere vplivajo na razlike med vinskimi letniki, pa ¢eprav
gre za isto obmocje (Battilani in sod., 2006). Primerna temperatura in primerna vlaga oz.
vodna aktivnost sta pomembna okoljska dejavnika, ki vplivata na pojavnost plesni ter
njihovo produkcijo mikotoksinov (Battilani in sod., 2006; Amezqueta in sod., 2012).
Amezqueta in sod. (2012) so raziskali razlicne pogoje (temperatura, vodna aktivnost,
Stevilo dni starosti micelija) in ugotovili, da razli¢ni sevi tvorijo OTA pri razlicnih
temperaturah (Preglednica 1). Tako sta vrsti P.verrucosum in A. ohraceus sposobni tvoriti
OTA pri nizjih temperaturah kot vrsti A. carbonarius in A. niger, ki OTA tvorita pri vi§jih
temperaturah. Optimalna temperatura in a,, pri kateri dolo¢ena plesen uspeva, ter
optimalna temperatura in ay, pri kateri ista plesen tvori toksin, se praviloma razlikujejo.
Tako vecina plesni vrste A. carbonarius raste optimalno med 30 in 35 °C, optimalna a,, pa
je 0,93 do 0,99. Optimalna temperatura za rast plesni vrste Aspergillus niger je med 30 in
37 °C, optimalna ay, pa med 0,9 in 0,995 (Battilani in sod., 2008).
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Preglednica 1: Povzetek razmer, pri katerih razlicne vrste plesni tvorijo OTA (Amezqueta in sod.,
2012)

P. verrucosum A. ohraceus A. carbonarius A. niger
Min. T (° C) 4-10 5-10 5-15 10-15
Max. T (° C) 21-31 30-40 30-45 35-41
OptimalnaT(°C) |24-25 2035 15-30 15-35
Min. a,, 0,80 - 0,83 0,87 -0,90 0,85-0,94 0,90 - 0,95
Optimalna a,, 0,95-0,99 0,95-0,99 0,95-0.99 0,95-0,99
Min §t. dni 7 3 2-5 3-7
Optimalno §t. dni > 14 9-21 10-15 5-30

Optimalne razmere za rast plesni vrst A. flavus in A. parasiticus so 35 °C in a, 0,95
(Jackson in Al Taher, 2008). Optimalna T za produkcijo aflatoksinov (A. flavus in A.
parasiticus): 35 °C, 0,95 a,, 0z. 33 °C in a,, 0,99. Nobena vrsta ne proizvaja toksinov pri
temperaturah pod 7,5 °C 0z. nad 40 °C (Barkai-Golan, 2008).

VRSTA SADJA, SORTA GROZDJA (HRANILA V SUBSTRATU): V stevilnih §tudijah
je bilo ugotovljeno, da je grozdje najbolj dovzetno za kontaminacijo s ¢rnimi aspergili v
obdobju zrelosti do trgatve. Takrat se grozdna kozica zmehca in postane Se bolj dovzetna
za poskodbe. Delez sladkorja naraste, sadje z visokim delezem ogljikovih hidratov (OH) pa
predstavlja odlicen substrat za razrast plesni rodov Aspergillus in Penicillium ter
proizvodnjo OTA (Hocking in sod., 2007; Amezqueta in sod., 2012; Chunmei in sod.,
2013).

Pomemben podatek predstavlja tudi vrednost pH grozdja oz. grozdnega soka, ki se med
zorenjem grozdja zviSuje, naceloma pa ne preseze vrednosti pH 4,5. Rast plesni vrste A.
carbonarius je boljsa pri pH 4 oz. 7, kot pri pH 2,6. Najboljsa produkcija OTA v poskusu
je bila pri pH 7 (Battilani in sod., 2008).

VRSTA, SEV PLESNI: Sekcija Aspergillus Nigri vkljucuje nekaj vrst, ki jih je izredno
tezko identificirati s klasicnimi metodami, saj razlike med njimi vecinoma temeljijo na
uniseratni ali biseratni porazdelitvi konidijskih glav ter na velikosti in hrapavosti konidijev.
Velja, da uniseratne vrste ne tvorijo OTA, medtem ko biseratne vrste pogosto tvorijo OTA
in sicer v velikih vsebnostih (velja za vrsto A. carbonarius) ali pa je produkcija OTA redka
in v majhnih vsebnostih (velja za vrsto A. niger aggregate) (Battilani in sod., 2008).

Analiza suhega grozdja iz Argentine je pokazala, da je A. niger bila najpogosteje dolo¢ena
vrsta, vendar so le trije od 293 izolatov tvorili OTA, medtem ko je bila vrsta A.
carbonarius manj pogosta (48 izolatov), vendar je kar 96 % izolatov bilo OTA-pozitivnih
(Romero in sod., 2005; Battilani in sod., 2008).

Analize zemlje v Italiji so pokazale, da kar 60 % izolatov predstavlja A. niger aggregate in
le 19 % A. carbonarius. Slednji je bil OTA-pozitiven v 60 % (Battilani in sod., 2008).
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Aspergillus flavus je v raziskavi El Khoury in sod. (2008) predstavljal 43,1 % vseh
aspergilov, ki so bili doloc¢eni. AFBI1 je tvorili pri 43 % izolatov te vrste.

Raziskana je bila kontaminacija grozdja s plesnimi vrste A. carbonarius in posledi¢no
pojavnost OTA glede na razlicne sorte vinske trte. Prisotnost OTA je bila majhna pri
groznih sortah kot so 'Bianco d’Alessano', 'Pampanuto' in 'Uva di Troia', v nasprotju s
sortami 'Cabernet Sauvignon', "Trebbiano' in 'Verdeca', ki so kazali veliko vsebnost OTA
(Battilani in sod., 2008). V drugi raziskavi Chunmei in sod. (2013) navajajo veliko
vsebnost OTA predvsem pri namiznem grozdju sort 'Thompson Seedless' (1,67 x 10’
CFU/g) in 'Red Earth' (105,0 x 10> CFU/g). Vsebnosti OTA pri grozdju namenjenemu
predelavi so bile najveje pri 'Pinot Noir' (15,3 x 10° cfu/g).

INTERAKCIJE: Interakcije plesni vrste A. carbonarius z ostalimi plesnimi, ki so del
mikroflore grozdja, kot so plesni vrst Alternaria alternata, Cladosporium herbarum,
Penicillium decumbens, Penicillium janthinellumin in Trichoderma harzianum, zavirajo
produkcijo OTA, medtem ko interakcije s plesnimi vrst Eurotium amstelodami in Candida
spp. stimulirajo produkcijo OTA (Barkai-Golan, 2008).

UPRAVLJANJE VINOGRADA: ZmanjSevanje pojavnosti ¢rnih aspergilov v vinogradu je
mogocCe doseCi z dobro prakso, ki vkljucuje odstranjevanje poskodovanih oz. nagnitih
jagod in grozdov s trte oz. iz tal (Jackson in Al Taher, 2008) ter minimizacijo mehanskih in
okoljskih poskodb jagod oz. grozdov. Izkazalo se je tudi, da majhni ohlapni Sopki grozdja,
dobro razporejeni po vinski trti, preprecCujejo poskodbe zaradi skodljivcev (Jackson in Al
Taher, 2008). Ugoden ucinek na zmanjSevanje pojavnosti plesni ima zagotavljanje
konstantne vlaznosti tal, posebno v kombinaciji z muljeno zastirko, kjer se sprostijo
komponente, ki delujejo fungistaticno oz. fungicidno (Hocking in sod., 2007). Fungicidno
delujejo tudi pripravki, ki vsebujejo baker ali strobilurin (Jackson in Al Taher, 2008).

2.5.3 Trgatev in razmere po trgatvi

TRGATEV: Odstranjevanje gnilih grozdnih jagod, jagod, poskodovanih zaradi insektov,
plesni, pretiranega namakanja, poskodb dezja ob trgatvi pred nadaljnjo predelavo oz. pred
suSenjem, uspesno vpliva na manjSo vsebnost OTA v vinu, soku, kisu in suhem sadju
(Serra in sod., 2005; Jackson in Al Taher, 2008).

PROCES VINIFIKACIJE: Ugotovljeno je bilo, da je OTA pogosteje doloCen v rdecih
vinih (54 %) kot v rose (40 %) in belih (25 %) vinih. Najvecje vsebnosti OTA so prav tako
bile dolocene v rdecih vinih (Battilani in sod., 2008). Vzrok je v poteku maceracije (stik
mosta z jagodnimi koZicami in grozdnimi peckami) rdecih in rose vin, ki ne poteka pri
belih vinih. Ta trend so opazili pri evropskih vinih (v Avstraliji in Gr¢iji razlik med belim
in rde¢im vinom niso opazili) pa tudi pri grozdnem soku in balzami¢nem kisu (Jackson in
Al Taher, 2008).
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FERMENTACIJA: OTA se med primarno alkoholno fermentacijo ne tvori - predvsem
zaradi inhibitornega delovanja alkohola na plesni. Vsebnost OTA, ki je nastala pred
pojavom alkohola med fermentacijo (na grozdju, grozdnem soku, grozdnem mostu), pa v
vinu ostane. (Hocking in sod., 2007; Battilani in sod., 2008; Jackson in Al Taher, 2008).

OBDELAVA: Obdelava grozdja, grozdnega soka, vina in suhega grozdja z zveplovim
dioksidom ugodno vpliva na manjSo pojavnost ¢rnih aspergilov (Hocking in sod., 2007).
Prav tako uporaba nekaterih bakterij (Lactobacillus plantarum in Oenococcus oeni) ali
kvasovk (Saccharomyces cerevisiae), ki imajo sposobnost razgradnje OTA ali
absorbentov, kot so preparati iz aktivnega oglja, tekoce Zelatine, bentonina, ki vezejo OTA
nase, zmanjsajo vsebnost OTA v vinu v povprecju za 40 %, pogosto pa posledi¢no vplivajo
na slabso kakovost vina (Hocking in sod., 2007; Quintela in sod., 2013).

SUSENIJE: Zelo pomembno je, da se proces suenja izvede takoj po trgatvi, produkt pa se
zapakira in shrani le, ¢e sadje doseze primerno stopnjo vlage (Hocking in sod., 2007;
Jackson in Al Taher, 2008), temperatura skladisS¢enja pa ne sme presegati 15 °C
(Amezqueta in sod., 2012).

SHRANJEVANIJE: Za namizno grozdje je pomembno shranjevanje v hladnem prostoru
(0 °C), za suho sadje pa v suhem prostoru. Primeren prostor za shranjevanje ugodno vpliva
na manjSo pojavnost vrst ¢rnih aspergilov (Hocking in sod., 2007). Sestava atmosferskih
plinov okoli toksigenih plesni prav tako vpliva na produkcijo toksinov. Kontrolirana
atmosfera oz. modificirana atmosfera sta se izkazali kot mozna zaviralca produkcije
aflatokinov plesni vrste A. flavus (Barkai-Golan, 2008).
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3 MATERIAL IN METODE DELA
3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorci grozdja

V raziskavo smo vkljucili 12 vzorcev grozdja, ki pripadajo devetim razli¢nim vinskim
sortam iz Stirih razli¢nih vinorodnih okoliSev v Sloveniji. Podatki o sortah, vinorodnih
okolisih in datumih obiranja so zapisani v preglednici 2.

Preglednica 2: Vinorodni okoli§, datum obiranja in sorta vzorcev grozdja

;)rf)fclilj(: VAT | Sorta Vinorodni okoli§ Datum obiranja
Gl Refosk Slovenska Istra 17.9.2012
G2 Merlot Slovenska Istra 17.9.2012
G3 Shiraz Slovenska Istra 17.9.2012
G4 Cabernet sauvignon | Slovenska Istra 17.9.2012
G5 Cabernet franc Slovenska Istra 17.9.2012
G6 Sentlovrenka Bela Krajina 18.9.2012
G7 Modra frankinja Bela Krajina 18.9.2012
G8 Zametna ¢érnina Bela Krajina 18.9.2012
G9 Zametna érnina Ptuj 26.9.2012
G10 Modra frankinja Ptuj 26.9.2012
Gl1 Modri pinot Ptuj 26.9.2012
Gl12 Zametna ¢rnina Dolenjska 4.10.2012

3.1.2 Vzorci moSta in vina

Iz 12 vzorcev grozdja smo po postopku, ki je opisan v poglavju 3.2.2 oz. 3.2.3 pripravili
vzorce grozdnega soka, katere smo nato pustili, da so spontano fermentirali. Med
alkoholno fermentacijo smo vzorc¢ili most oz mlado vino, prav tako smo vzor¢ili vino po
zakljucku fermentacije, in sicer po protokolu, ki je zapisan v preglednici 3.

Zaradi lazje obravnave vzorcev pri vseh vzorcenjih od 1. do 35. dne pred filtracijo
govorimo o mostu oz. mlademu vinu (v nadaljevanju uporabljamo le izraz most). 35. dan
po filtraciji govorimo o vinu. V nalogi ni bila opravljena kemijska analiza vzorcev, ki bi
natancéneje opredelila, pri katerih vzorcih gre za grozdni sok, most, mlado vino in vino.



Strojnik L. Raznolikost plesni na rdec¢em grozdju in v moStu.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2014

Preglednica 3: Cas in oznaka vzorcev med alkoholno fermentacijo (most) in po njej (vino)

Oznaka S.orta, ) Cas in oznaka vzorcev med alkoholno fermentacijo Vino
vzorca |vinorodni
grozdja |okoli§ 1. dan 3.dan 7.dan 14. dan 21. dan 28. dan 35.dan 35. dan*

Refosk, M1 M3 [MI17 [M1I-14 - [M1-21 [M11-28  |M11-35 | V1/1-35
Gl Slovenska

Istra MU/I-1 |[MIIL3 (MUIL-7  (MUI-14 [MUII-21 |[MII1-28  |MIII-35 | VIIL-35

Merlot, M2/1-1 |M2/1-3 |M2/1-7  |M2/1-14  [M2/1-21  [M21-28  |M2/1-35 | V2/1-35
G2 Slovenska

Istra M2/11-1 |[M2/11-3 |M2/11-7  |M2/11-14  |M2/11-21 [M2/11-28 [M2/11-35 | V2/11-35

Shiraz, M3/-1 [M31-3 [M3A-7  [M3-14 [M3/1-21 [M3/1-28  |M3/1-35 | V3/1-35
G3 Slovenska

Istra M3/11-1 |M3/11-3 |[M3/11-7 |M3/11-14 |M3/11-21 [M3/11-28 [M3/11-35 | V3/11-35

Cabernet M4/1-1  |M4/1-3  [M4/1-7  [M4/1-14  |M4/1-21  |M4/1-28  |M4/1-35  [V4/1-35
G4 sauvignon,

Slovenska  |MAM-1 [M4/T1-3 (M4/11-7  (M4/TI-14  |M4/T1-21  |M4/1-28 | M4/11-35  [V4/II-35
s ?abemer M5/1-1  |M5/1-3  |M5/1-7 |M5/1-14  [M5/1-21  [M5/1-28 |M5/1-35 | V5/1-35

ranc,

Slovenska M3/ [MS/I1-3 - (MS/11-7 - (M5/11-14 |MS5/I1-21 |MS/I1-28  |MS/11-35  [V5/11-35
G6 Sent]ovrenka’ Mé6/1-1 M6/1-3 Mé6/1-7 Mé6/1-14 Mé6/1-21 M6/1-28 M6/1-35 V6/1-35

BelaKrajina nion 1 [Me/1-3 [M6/1-7 [Me/-14 [Me/1121 [M6/11-28 [M6/11-35 [Ve/11-35

Modra M7/1-1  |[M71-3  |M7/1-7  |M7/1-14 [M7/1-21 [M7/1-28 |M7/1-35 |V7/1-35
G7 frankinja,

Bela Krajina [M7/11-1 [M7/11-3 |M7/11-7 |M7/1-14  [M7/11-21 [M7/11-28 [M7/11-35  |V7/11-35
- Zametna M$/I-1  [M8/1-3 |M8/I-7 |M8/-14 |M8/I-21 [M8/1-28 |M8/-35 [V8/-35

¢rnina,

Bela Krajina [M8/II-1 [M8/I1-3  |M8/I1-7 |M8/I1-14 |M8/I1-21 [M8/I1-28 (MS/II-35 |V8/II-35
- Zametna M9/I-1 [MY/I-3 [MY/I-7  [M9/I-14  |M9/I-21  |M9/I-28  |MY/I-35 | V9/I-35

¢rnina,

Pt MY/II-1 |MY/IL-3 (MYIL-7 [MY/I-14 |M9/TI-21 |M9/II-28 |M9/II-35 |V9/II-35

Modra MI10/1-1 |[M10/I-3 |[M10/1-7 |M10/I-14 |M10/1-21 [M10/1-28 [M10/1-35 |V10/1-35
G10 frankinja,

Pruj MI10/1I-1 |M10/11-3 |M10/11-7 |M10/1I-14 |M10/11-21 [M10/11-28 [M10/11-35 |V10/1I-35
il Modri pinot, [MI1/I-1 [MI1/I-3 |MI1/I-7 |MI1/I-14 |M11/1-21 |M11/1-28 [M11/1-35 [V11/1-35

Ptuj MIU/II-1 [MI/II-3 [MI1/II-7 [M11/11-14 {M11/11-21 [M11/11-28 [M11/11-35 |V11/1I-35

Zametna M12/I-1 |M12/1-3 |MI12/1-7 [M12/1-14 [M12/1-21 |M12/1-28 |M12/1-35 |V12/1-35
G12 ¢rnina,

Dolenjska ~ |MI12/11-1 [M12/11-3 |M12/11-7 [M12/1I-14 [M12/11-21 |M12/11-28 |M12/11-35 [V12/1-35

* Zaradi lazje obravnave vzorcev, smo konec fermentacije za vse vzorce dolocili 35. dan od priprave

grozdnega soka za fermentacijo. Pri vseh ostalih ¢asih govorimo o mostu oz. mlademu vinu

Oznake vzorcev so oblike An/f-d, kjer na mestu A oznac¢imo ali gre za most oz. mlado vino
(M) ali za vino (V), n je Sstevilka vzorca grozdja, f je fermentacijska steklenica
mosta/mladega vina oz. vina (paralelka I ali II), d pa pri mostu/mlademu vinu in vinu

oznacuje dan vzorcenja med fermentacijo.

Primer:

MS5/I-7; most/mlado vino vzorca grozdja G5 (Refosk, Slovenska Istra), prva paralelka,

vzorceno 7. dan fermentacije
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3.1.3 Mikrobioloska gojisca
Za izolacijo in identifikacijo plesni ter ugotavljanje sposobnosti tvorbe OTA in AFB1 smo
uporabili naslednja gojisca:

- gojis¢e MEA (ang. Malt Extract Agar, Melt) pripravljeno po navodilih proizvajalca

- gojis¢e DRBC (ang. Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar, CMO727, Oxoid,
Anglija) pripravljeno po navodilih proizvajalca

+ 96 % etanol, denaturirani, tip B (Itrij, Slovenija)
+ kloramfenikol (ang. Chloramphenicol supplement, SRO078E, Oxoid, Anglija)

- gojis¢e OGY (ang. Oxytetracyclin Glucose Yeast Agar, 4018382, Biolife, Italija)
pripravljeno po navodilih proizvajalca

+ oksitetraciklin (ang. Oxytetracycline ant. supplement, 4240000, Biolife, Italija)

- gojis¢e CYA (ang. Czapek Yeast Extract Agar) po protokolu Pitt in Hocking (1985)
pripravljen iz:

- K;HPO4 (Kalij-hidrogenfosfat brezvodni, 1116108, Kemika, Hrvaska)
- kvasni ekstrakt (ang. Yeast extract, 4122202, Biolife, Italija)
- saharoza (ang. Sucrose, 1800408, Kemika, Hrvaska)
- bakterioloski agar (ang. Agar bacteriogical, 4110302, Biolife, Italija)
- Czapek koncentrat (pripravljen po protokolu)
- destilirana voda
- Czapek koncentrat po protokolu pripravljen iz:
- NaNOs; (Natrijev nitrat)
- KCI (Kalijev klorid, 4936, Merck, Nemcija)
- MgSO;, - 7TH,O (Magnezijev sulfat heptahidrat, 1058860500, Merck, Nemcija)
- FeSO, - 7TH,0 (Zelezov sulfat heptahidrat)
- ZnSO; - 7TH,0 (Cinkov sulfat heptahidrat)
- CuSOy - 5H,0 (Bakrov sulfat pentahidrat)

- destilirana voda
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- gojis¢e G25N (ang. 25 % Glycerol Nitrate Agar) po protokolu Pitt in Hocking (1985)
pripravljen iz:

- K;HPO4 (kalij-hidrogenfosfat brezvodni, 1116108, Kemika, HrvaSka)
- Czapek koncentrat (pripravljen po protokolu)
- kvasni ekstrakt (ang. Yeast extract, 4122202, Biolife, Italija)
- glicerol redestiliran (0711901, Kemika, Hrvaska)
- bakterioloski agar (ang. Agar bacteriogical, 4110302, Biolife, Italija)
- destilirana voda
- gojisce YES (ang. Yeast Extract Sucrose Agar) po protokolu pripravljen iz:
- kvasni ekstrakt (ang. Yeast extract, 4122202, Biolife, Italija)
- saharoza (ang. Sucrose, 1800408, Kemika, Hrvaska)
- bakterioloski agar (ang. Agar bacteriogical, 4110302, Biolife, Italija)
- destilirana voda

3.1.4 Kemikalije za pripravo suspenzije spor
- 0,5 % agar s Tweenom po protokolu pripravljen iz:

- bakterioloski agar (ang. Agar bacteriogical, 4110302, Biolife, Italija)
- emulgator Tween 80 (8221870500, Merck, Nemcija)

3.1.5 Kemikalije za pripravo nativhega mikroskopskega preparata in
mikroskopiranje
- laktofenolno modro (ang. Lactophenol blue solution, 10108400, Sigma Aldrich, Nemcija)

- imerzijsko olje (0900104, Kemika, Hrvaska)
- destilirana voda

3.1.6 Kemikalije za izvedbo tankoplastne kromatografije (TLC)
Standardi:

- ciklopiazonska kislina (ang. Cyclopiazonic acid, from Penicillium cyclopium, C1530-
SMQG, Sigma Aldrich, Nemcija)
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- ohratoksin A (ang. Ochratoxin A solution, 34037-2ML-R, Sigma Aldrich, Nemcija)

- aflatoksin B1 (ang. Aflatoxin B1 from Aspergillus flavus, A6636-1MG, Sigma Aldrich,
Nemcija)

Kemikalije za pripravo mobilnih faz:

- kloroform (1024451000, Merck, Nemcija)

- aceton (1000201000, Merck, Nemcija)

- toluen (1083251000, Merck, Nemcija)

- etil acetat (1096231000, Merck, Nemcija)

- mravlji¢na kislina 98-100% (1002641000, Merck, Nemcija)
Stacionarna faza:

- TLC plosc¢a (TLC Silica gel 60F254, Merck, Nemcija)

- absolutni etanol (1009831000, Merck, Nemcija) za sterilizacijo opreme

Kemikalije za potrditev prisotnosti toksinov

- Erlichov reagent (101195815, Sigma Aldrich, Nemcija)

3.1.7 Laboratorijska oprema
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali sledeco laboratorijsko opremo:

- gnetilnik (Stomacher 400, tip BA 7021, Seward, Anglija)

- vreCke za gnetilnik (Golias Labortehnika, Slovenija)

- fermentacijske steklenicke z vrelnimi vehami

- pipete in nastavki (Eppendorf, Francija)

- plasti¢ne petrijevke 90 mm in 75 mm (Golias Labortehnika, Slovenija)
- krovna in objektna stekelca

- namizno mesalo (TTS 2, tip T, Yelowline, Nemcija)

- hladilnik LTH, 101 Gorenje in LAE
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- hladilna omara LTH in WHIRPOLLE

- inkubator (tip I-105 CK, Kambi¢, Slovenija)

- inkubator z magnetnimi mesali (tip [-45-4M, Kambic, Slovenija)
- tehtnica (tip PB 1502-S/A, Mettler toledo, Svica)

- avtoklav (serija 1-61-137, Sutjeska, Srbija)

- avtoklav (tip 500X700, Sutjeska, Srbija)

- digestorij (tip 382)

- mikroskop (BA 210, Motic, Kitajska)

- stereo mikroskop — lupa (MS 5, Leica, Nemcija)

- UV svetilka (z valovno dolzino 366 nm, tip MANWOOD/36)
- racunalniski program Motic Images Plus 2.0 (Motic, Kitajska)

- ostali osnovni in laboratorijski pribor: racunalnik, komora za TLC, gorilnik, cepilna igla,
cepilna zanka, trikotna palCka za razmazovanje, sterilne epruvete, pinceta, skalpel,
steklenice za pripravo gojis¢, ¢ase, merilni valji, ravnilo, svincnik, Skarje, kartonaste Skatle,
plasticne vrecke, sterilni zobotrebci, parafilm, parni indikatorski trak za avtoklaviranje,
rokavice iz lateksa, papirnate brisace, etanol (70 % za razkuzevanje), raztopina natrijev
hipoklorid (18 % NaOCl) (za mikroskopske preparate, TLC plos¢e in nastavke za
pipetiranje toksinov), destilirana voda.
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3.2 METODE

3.2.1 Shema dela
Na sliki 4 je predstavljena je poenostavljena shema dela, po kateri smo izvedli nas poskus.

Slika 4: Shema eksperimentalnega dela
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3.2.2 Priprava grozdja

Iz dveh srednje velikih grozdov smo naklju¢no izbrali grozdne jagode v skupni koli¢ini
enega grozda in jih vlozili v plasti¢no vrecko. To smo nato postavili v gnetilnik in grozdne
jagode 120 sekund homogenizirali pri srednji hitrosti. S tem smo pridobili homogen
vzorec.

3.2.3 Priprava grozdnega soka in potek alkoholne fermentacije

Priblizno pet kilogramov grozdja smo ro¢no zmeckali, pri ¢emer smo predhodno odstranili
pecljevino. Iz zmeckane drozge smo tako pridobili grozdni sok, ki smo ga oznacili kot
vzorec s Casom ena med fermentacijo. Preostalo drozgo smo natocili v 2 fermentacijski
steklenici z vrelnimi vehami (paralelki), ki smo ju postavili v klet s konstantnimi
razmerami (T = 18£1 °C).

3.2.4 Vzorcenje grozdnega soka, mosta in vina

Vsak vzorec smo vzorc€ili v dveh paralelkah. Med fermentacijo smo vzor¢ili 3., 7., 14., 21.,
28. in 35. dan. 35. dan smo vzorcili pred filtracijo mladega vina ter po njej (vino).
Filtracijo smo opravili preko dvakrat prepognjene gaze.

3.2.5 Izolacija in kvantifikacija plesni

Nato smo pripravili razredgitve vsakega vzorca (od 107" do 107) (ISO 7218, 1996; ISO
4833, 1991). Vsako razredgitev smo pripravili v dveh paralelkah. Razredéitev 10" smo
dobili direktno s prenosom 100 uL. homogeniziranega vzorca na gojisce. Razredcitev 107
smo pridobili iz mati¢ne suspenzije (pripravljena iz 10 mL homogeniziranega vzorca in
90 mL fosfatnega pufra), tako da smo raztopino homogenizirali na namiznem mesalu in
100 pL prenesli na gojisée DRBC. Razredéitev 10~ smo pridobili kot razred¢itev 107 le
da smo namesto homogeniziranega vzorca vzeli razred¢itev 107, Ostale razredgitve smo
pridobili po istem postopku. Gojis¢a DRBC z vzorci smo sedem dni inkubirali pri 25 °C.
Pri nekaterih vzorcih (kjer ni bilo kolonij) smo inkubacijo podaljsali na 10 oziroma na 14
DRBC. Upostevali smo, da so Stevne plosce tiste z najmanj 15 kolonijami in najve¢ 150
kolonijami. Ker je bilo pri vzorcih oziroma pri posameznih paralelkah Stevilo kolonij
plesni mnogokrat manjSe od 15, smo koncentracije celic kljub temu izracunali in jih
oznacili z opombo, da gre za oceno. [zracun koncentracije celic (CFU/mL) v vzorcu smo
izracunali po formuli:

N = (1)

" (n140,1xn2)xd

.....

nl...Stevilo gojis¢ prve upostevane razredcitve
n2...Stevilo gojiS¢ druge upostevane razredcitve
d...faktor prve upostevane razredCitve
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3.2.6 Dolocitev makro- in mikromorfoloskih lastnosti plesni

Da smo lahko dolocili mikromorfoloske lastnosti posamezne kolonije plesni, smo najpre;j
pripravili nativni mikroskopski preparat, tako da smo s sterilnima zobotrebcema odvzeli
del zracnega micelija skupaj s substratnim micelijem in ga prenesli na objektno steklo v
kapljico laktofenola ter pokrili s krovnim stekelcem. Nato smo preparat mikroskopirali pri
400x povecavi. Na podlagi znacilnih makro- in mikromorfoloskih lastnosti smo dolo¢ili
morebitne rodove plesni: Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Acremonium, Penicillium,
Aspergillus, Botrytis, Rhisopus in Mucor. V kolikor smo dolo¢ili enega izmed nastetih
rodov, smo iz kolonije izolirali ¢iste kulture in jih identificirali.

3.2.7 Izolacija Ciste kulture

Zeleli smo proudevati znacilne lastnosti posamezne vrste plesni, zato smo jo morali najprej
izolirati (osamiti) v Cisti kulturi. To smo naredili tako, da smo se s sterilno cepilno iglo
dotaknili kolonije, ki smo jo Zeleli izolirati. S cepilno iglo (na katero so se prijele spore)
smo nato naredili dva vboda v novo gojis¢e OGY. Tako pripravljena gojis¢a OGY smo
nato sedem dni inkubirali pri 25 °C.

3.2.8 Identifikacija plesni

cepilno zanko smo spore posamezne Ciste kulture plesni prenesli v 0,5 % agar s Tweenom,
tako, da je bila suspenzija rahlo motna. Suspenzijo smo nato homogenizirali na namiznem
meSalu in za vsako plesen precepili spore plesni, asepticno s cepilno iglo, na naslednja
gojisca: CYA, MEA, G25N. Precepljanje spor in inkubacijo gojisc, ki je trajala sedem dni
pri 25 °C, 37 °C oziroma 5 °C, pa smo izvedli po shemi za identifikacijo plesni na sliki 5
(Pitt in Hocking, 1985).

°C °C

M
Iu-l

37° 25°C 5°C

25°C °C

.I\J .I\J
(8, w

Slika 5: Shema gojiS¢ za identifikacijo plesni. Shema predstavlja kombinacijo petrijevk z izbranimi

gojis¢i in temperaturami inkubacije. Stevilki 1 in 2 oznacujeta nacepljene kulture (Pitt in Hocking,
1985)
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3.2.8.1 Dolocitev makromorfoloskih lastnosti

Po 7-dnevni inkubaciji gojiS¢ za identifikacijo (3.2.8) smo naredili za vsak izolat na
gojis¢ih zapis makromorfoloskih lastnosti (velikost kolonije (premer 2r), barva
substratnega in zra¢nega micelija, struktura substratnega in zracnega micelija, tvorba
eksudata, tvorba kleistotecijev). Makromorfoloske lastnosti smo dolocali tudi s pregledom

kolonije z lupo pri 40x povecavi.

3.2.8.2 Dolocitev mikromorfoloskih lastnosti

Mikromorfoloske lastnosti smo dolo¢ali na nativnem preparatu (izjema pri Aspergillus
spp., kjer zaradi boljSe vidljivosti nismo uporabili laktofenola) pri 400x in 1000x povecavi.
Opazovali smo septiranost micelija, tvorbo in izgled askospor, tvorbo konidijev, vrsto in
izgled konidijev (apeks, metula, fialida, kleistoteciji z askosporami). Po zaklju¢enem
mikroskopiranju smo preparate preventivno dekontaminirali v raztopini NaOCl.

3.2.8.3 Identifikacija plesni

Glede na dolocene makromorfoloSke znacilnosti ter mikromorfoloska opazanja smo s
podrobnimi navodili in klju¢i za identifikacijo dolo€ili posamezne vrste iz rodov
Penicillium (Pitt, 1991) in Aspergillus (Klich, 2002). Vrst plesni drugih rodov nam ni
uspelo dolociti zaradi presplosnih in ne dovolj podrobnih kljucev za identifikacijo. Plesni,
kjer glede na dane znacilnosti nismo uspeli dolociti niti rodu, so ostale neidentificirane.

3.2.9 Precepljanje potencialno mikotoksigenih izolatov

Glede na vrsto identificiranih plesni smo iz literature in ¢lankov (Bennett in Klich, 2003;
Belajova in Rauova, 2007; Richard, 2007; Jackson in Al Taher, 2008; Barkai-Golan, 2008;
Aydogdu in Gucer, 2009;) predvideli, kateri od izolatov so potencialni tvorci
mikotoksinov: ohratoksina A, aflatoksina B1 in ciklopiazonske kisline (ta nas je zanimala
izklju€no zaradi tega, ker z drugimi metodami nismo mogli dolo¢iti ali imamo izolate vrst
Aspergillus flavus ali Aspergillus parasiticus - ciklopiazonska kislina se pojavlja samo pri
vrsti Aspergillus flavus). Izolate, ki bi lahko tvorili te mikotoksine smo, asepti¢no s sterilno
cepilno iglo z enim vbodom, precepili na gojis¢a YES. Tako nacepljene izolate smo
inkubirali 14, 21 ter 28 dni pri 25 °C.

3.2.10 Dolocitev prisotnosti mikotoksinov s TLC

Pri delu z mikotoksini smo obvezno uporabljali zas¢itne rokavice. Delo smo opravljali v
digestoriju in z vsemi topili ravnali kot z nevarnimi snovmi. Ves material, ki je priSel v stik
z mikotoksini (nastavki za pipete, TLC plosce, Cepi plesni...), pa smo dekontaminirali v
raztopini NaOCl.

3.2.10.1 Priprava vzorcev Cepov plesni

Cepe plesni smo pripravili s pomo¢jo orodja za izdelovanje &epov ali pa kar s pinceto za
¢epe, Ce je bilo gojisce prevlazno. Delo smo opravili aspeti¢no s sterilnim orodjem. Za
sterilizacijo orodja smo uporabljali 96 % etanol in gorilnik.
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3.2.10.2 Priprava TLC-plosce

Kot stacionarno fazo smo uporabili plos¢o TLC, ki je sestavljena iz nosilca (aluminijeva
plocevina) z naneseno tanko plastjo stacionarne faze (silikagel in aluminijev oksid). Glede
na to, ali smo uporabili malo ali veliko komoro, smo plos¢o predhodno ustrezno razrezali s
Skarjami (velika komora 10 cm x 20 cm, mala komora 10 cm x 10 cm). Na plos¢o smo s
svincnikom rahlo oznacili spodnjo ¢rto (2,5 cm od spodnjega roba) in na njej oznacili
vzorce v razmiku po 1,5 cm.

3.2.10.3 Priprava mobilne faze

Glede na vrsto mikotoksina smo pripravili meSanico topil — mobilno fazo (200 ml za veliko
komoro in 20 mL za malo komoro). Za dolocitev tvorbe ciklopiazonske kisline in
ohratoksina A smo pripravili mobilno fazo TEF v razmerju 5:4:1 (toluen, etil acetat,
mravljin¢na kislina). Za dolocitev aflatoksina B1 pa smo pripravili mobilno fazo KAC v
razmerju 9:1 (kloroform:aceton).

3.2.10.4 Izvedba TLC

Na prvo in zadnje oznaceno mesto na plos¢i TLC smo nanesli standardno raztopino
mikotoksina; raztopine je bilo potrebno nanesti zelo pazljivo, tako da je premer lise manjsi
od 3 mm. Nato smo nanesli na preostala mesta vzorce ¢epov plesni. Vsak vzorec smo
nanesli 3x na eno mesto. Paziti smo morali, da smo dobili lepo liso brez sledi vzorca
gojisca. Ko smo nanesli vse vzorce, smo v digestoriju odparili topilo. Plo§¢o z vzorci smo
nato previdno postavili v komoro z mobilno fazo. Komoro smo pokrili in pocakali, da je
mobilna faza zaradi kapilarnega tlaka pripotovala skoraj do vrha plos¢e. Takrat smo plosco
vzeli iz komore in ponovno pocakali, da je topilo odparelo v digestoriju.

3.2.10.5 Potrditev prisotnosti toksinov

Za potrditev prisotnosti ciklopiazonske kisline smo potem, ko smo odparili topilo v
digestoriju, plosco ovlazili z Erlichovim reagentom. Ta nam naravne rjave repe toksina, ki
so sicer slabSe vidni, obarva vijolicno in potrditev je tako enostavnejSa. Po literaturi
(Samson in sod., 2000) naj bi po postopku z Erlichovim reagentom plosc¢o ovlazili Se s
50 % zveplovo (VI) kislino v vodi (dobimo modro obarvanje repov), vendar se ta postopek
ni obnesel, saj je Zveplova kislina najveckrat unicila TLC-plosco.

Za potrditev prisotnosti ohratoksina A in aflatoksina B1 smo uporabili UV svetilko. Z UV-
svetlobo valovne dolzine 366 nm smo osvetlili plosco tako, da so postale lise vidne, nato
smo jih oznacili in plos¢e tudi fotografirali. Glede na izmerjeno razdaljo, ki jo prepotujejo
standardna raztopina mikotoksina in posamezne spojine vzorcev, smo dolo¢ili ali vzorec
tvori dolo¢en mikotoksin (+) ali ne (-).



27

Strojnik L. Raznolikost plesni na rde¢em grozdju in v mostu.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2014

4 REZULTATI

Iz stirih slovenskih vinorodnih okoliSev in devetih razlicnih vinskih sort smo na rde¢em
grozdju, v mostu po razli¢nih Casih fermentacije ter v vinu dolocali prisotnost rodov plesni.
Spremljali smo spreminjanje populacije plesni ter prisotnost plesni rodov Penicillium in
Aspergillus. Identificirali smo vrste znotraj teh dveh rodov. S TLC smo preverjali
toksigenost izolatov tistih vrst, ki potencialno tvorijo toksina OTA in AFBI1.

Razsirjenost plesni smo dolocali preko povpre¢ne koncentracije plesni, kot je podana v
poglavju 3.2.5 (enacba 1). IzraCunana je kot vsota koncentracij plesni (CFU/mL) v vseh
vzorcih, deljena s skupnim Stevilom vzorcev.

Primer 1: Stevilo izolatov rodu Aspergillus v vzorcih grozdnega mosta iz Bele Krajine.
Stevilo vzorcev najdemo v preglednici 2:

3 (vzorci grozdnih sort G6, G7 in G8 ) * 2 (steklenica I, I1)* 7 (Stevilo vzorcenj) = 42
Vsota koncentracij plesni rodu Aspergillus v navedenih vzorcih = 646356,4 CFU/mL

Povprecna koncentracija = vsota koncentracij plesni / $t. vzorcev = 646356,4 CFU/mL /
42 =1539 CFU/mL

4.1 RAZNOLIKOST PLESNI
Identificirali smo 4137 izolatov devetih razli¢nih rodov plesni. 4 % izolatov je zaradi
neizrazitih tipi¢nih mikro- in makromorfoloskih znakov ostalo neidentificiranih.

4.1.1 RazSirjenost plesni v vinorodnih okoliSih

Opazovali smo koncentracijo plesni v posameznih vinorodnih okoli§ih posamic¢no za
grozdje, most in vino. Prav tako smo posami¢no za grozdje, most in vino dolocali, v
katerih okolisih so posamezni rodovi plesni najbolj razsirjeni.

4.1.1.1 Plesni na grozdju iz razli¢nih vinorodnih okolisev

Razsirjenost rodov plesni na grozdju med vinorodnimi okolisi zelo varira. Tako ne
moremo trditi, da sta dve vinorodni obmocji med sabo podobni, saj v vsakem obmocju
prevladujejo drugi rodovi (slika 6). Glede na povprecno koncentracijo plesni v vinorodnem
okolisu Slovenska Istra prevladuje rod Cladosporium z 49 %, sledita rodova Alternaria z
21 % in Fusarium z 15 %. V Beli Krajini sta najpogostejSa rodova Botrytis z 47 % ter
Cladosporium z 18 %. V Stajerski Sloveniji pa je najbolj razsirjen rod Penicillium (61 %),
sledi rod Botrytis (16 %), 14 % pa je bilo neidentificiranih izolatov (izracun glede na
povprecno koncentracijo plesni). Slednjih je bilo najve¢ na Dolenjskem, kjer predstavljajo
kar 84 %.
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Slika 6: Delez izolatov plesni na grozdju iz razli¢nih vinorodnih okolisev
Legenda: * Skupna koncentracija plesni (CFU/mL) v posameznem vinorodnem okoliSu

Iz slike 7 je razvidno, v katerih vinorodnih okoli$ih so bili posamezni rodovi najbolj
raz$irjeni. Najvec izolatov rodov Aspergillus, Acremonium in Rhizopus je bilo pridobljenih
iz vzorcev v vinorodnem okoliSu Bela Krajina. Rodovi Penicillium, Botrytis, Fusarium,
Cladosporium in neidentificirani izolati so bili izolirani pretezno iz vzorcev, pridobljenih v
Stajerski Sloveniji. Rod Alternaria je podobno razsirjen tako v Beli Krajini kot v Stajerski
Sloveniji.
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Slika 7: RazSirjenost plesni na grozdju glede na vinorodni okoli$ in na skupno koncentracijo plesni v
posameznem vinorodnem okoliSu
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4.1.1.2 Plesni v moStu iz razli¢nih vinorodnih okoliSev

Tudi razsirjenost plesni v mostu v vinorodnih okoli$ih je zelo raznolika, kar je prikazano
na sliki 8. V Slovenski Istri prevladuje Alternaria (64 %), sledi Botrytis (11 %) in
neidentificirane plesni (11 %). V vinorodnem okoliSu Dolenjska prevladuje z 62 %
Botrytis in z 25 % sledi Cladosporium. Visoko, kar z 92 % v Beli Krajini prevladujejo
plesni rodu Aspergillus. Plesni rodu Alternaria z 49 % prevladujejo na Stajerskem. Sledita
rodova Acremonium (25 %) in Penicillium (16 %).
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Slika 8: Delez izolatov plesni v mostu iz razli¢nih vinorodnih okoliSev
Legenda: * Skupna koncentracija plesni (CFU/mL) v posameznem vinorodnem okoliSu

Rodovi Acremonium, Alternaria in neidentificirani rodovi se v mostu ve¢inoma pojavljajo
v Stajerski Sloveniji. Rodova Cladosporium in Botrytis najdemo predvsem na Dolenjskem.
Penicillium, Aspergillus, Mucor in Fusarium so v najveé¢ji meri prisotni v Beli Krajini
(slika 9).
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Slika 9: RazSirjenost plesni iz vzorcev mosta glede na vinorodni okoli§ in na skupno koncentracijo
plesni v posameznem vinorodnem okolisu

4.1.1.3 Plesni v vinu iz razli¢nih vinorodnih okolisev

V vzorcih vina smo identificirali samo plesni rodu Penicillium. Najve¢ja razsirjenost rodu
je bila v Beli Krajini (92 % izolatov), zaznali pa smo ga tudi v vzorcih iz Slovenske Istre
(5 %) ter Dolenjske (3 %) (slika 10).
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Slika 10: Razsirjenost plesni rodu Penicillium v vzorcih vina glede na vinorodni okoli§ in na skupno
koncentracijo plesni v posameznem vinorodnem okoliSu
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4.1.2 Razsirjenost plesni na grozdju, med fermentacijo in v vinu

Iz primerjave razsSirjenosti plesni na grozdju, v mostu in v vinu ne glede na vinorodni
okoli§ ali sorto vidimo, da pretezno prevladujeta dva rodova in sicer Penicillium in
Aspergillus, ki sta nadalje v nalogi obseZneje prikazana. Tako na grozdju prevladuje
Penicillium (58,6 %), v mostu pa Aspergillus (71 %), medtem ko smo v vinu nasli zgolj
predstavnike Penicillium (Slika 11).
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Slika 11: DeleZ izolatov plesni na grozdju, v mos$tu in v vinu
Legenda: * Skupna koncentracija plesni (CFU/mL) na vzorcih grozdja, moSta oz. vina

4.1.3 Razsirjenost plesni glede na sorto
Na devetih razli¢nih sortah smo proucevali prisotnost rodov plesni na grozdju, v mostu in
vinu.

4.1.3.1 Razsirjenost plesni na grozdju glede na sorto

Na grozdju je opaziti veliko raznolikost rodov. Na sortah 'Cabernet franc', 'Modra
frankinja' in 'Refosk' so bile prisotne pretezno plesni rodu Cladosporium. Plesni rodu
Cladosporium so enakovredno zastopane kot plesni rodu Fusarium na sorti 'Merlot'. Na
sorti 'Cabernet sauvignon' prevladujejo plesni rodu Alternaria, ki so bile v ve¢jem delezu
poleg neidentificiranih vrst dolo¢ene tudi na sorti 'Shiraz'. V vecjem delezu smo na sortah
'Modri pinot' in 'Sentlovrenka' doloéili plesni rodu Botrytis. Na grozdju sorte 'Zametna
¢rnina' pa skoraj celoto populacije plesni predstavlja rod Penicillium, kar je prikazano na
sliki 12.
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Slika 12: DelezZ izolatov plesni na grozdju glede na sorto
Legenda: * Skupna koncentracija plesni (CFU/mL) na grozdju po posameznih sortah

4.1.3.2 Razsirjenost plesni v mostu glede na sorto

V mostu je prav tako opaziti veliko raznolikost plesni, kar prikazuje slika 13. Tudi
struktura rodov se glede na grozdje bistveno ne spreminja. Ce so na grozdju prevladovale
plesni rodov Cladosporium, Alternaria, Botrytis in Penicillium, v mostu poleg teh
prevladujejo Se plesni rodu Aspergillus. Slednji je najpogosteje dolocen v mostih sort
cabernet sauvignon, Sentlovrenka in modra frankinja. Plesni rodu Penicillium prevladujejo
v mostu shiraz, v ve¢jem delezu pa tudi v mostu refosk. Rod Cladosporium prevladuje v
mostu merlot, v ve¢jem delezu pa je prisoten tudi v mostu refosk. Plesni rodu Alternaria
prevladujejo v mostih cabernet franc in modri pinot. Plesni rodu Botrytis pa prevladujejo v
moStu zametna ¢rnina.
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Slika 13: DeleZ izolatov plesni v moStu glede na sorto
Legenda: * Skupna koncentracija plesni (CFU/mL) v moStu po posameznih sortah

4.1.3.3 Razsirjenost plesni v vinu glede na grozdno sorto
Plesni, ki smo jih dolo¢ili v vinih treh sort: cabernet savignon, Sentlovrenka in Zametna
¢rnina, pripadajo rodu Penicillium (slika 14).
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Slika 14: DeleZ izolatov plesni v vinu glede na sorto
Legenda: * Skupna koncentracija plesni (CFU/mL) v vinu po posameznih sortah
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4.2 POPULACIJA PLESNI
Prikazali smo, kako se populacija plesni na grozdju razlikuje od mosta in vina ter ali
vinorodni okoli§ 0z. sorta vplivata na populacijo plesni na grozdju, mostu in vinu.

4.2.1 Spremljanje populacije plesni v vinorodnih okoliSih

S spremljanjem populacije plesni v vinorodnih okoliSih smo ugotovili, da je bila najvecja
populacija (koncentracija plesni) na grozdju doloena v Stajerski Sloveniji. Najve&jo
populacijo v mostu smo dolocili v Beli Krajini in na Dolenjskem, najve¢jo populacijo v
vinu pa smo dolo¢ili v Beli Krajini. NajmanjSe povprecne vrednosti, tako na grozdju, kot v
mostu in vinu, so bile dolo¢ene v Slovenski Istri (slika 15). Ob rezultatih je treba omeniti
Se, da so odkloni med posameznimi vzorci grozdja in vina zelo veliki — ve¢ji kot razlike
med povprecnimi vrednostmi, kar je razvidno iz slike 15.
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Slika 15: Povprecna koncentracija plesni na grozdju, v moStu in v vinu po razli¢nih vinorodnih
okolisih

4.2.2 Spremljanje populacije plesni na grozdju, med fermentacijo in v vinu
Populacija plesni je ¢asovno odvisna, kar je prikazano na sliki 16. Na grozdju in prvi dan
vzoréenja mosta (dan 1) je povpreCna koncentracija plesni najvi§ja, nato z vsakim
vzorcenjem pada, najmanjsa je bila pricakovano v vinu.
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Slika 16: Povprecna koncentracija plesni na grozdju v razli¢nih ¢asih fermentacije mosta in v vinu

4.2.3

Spremljanje populacije plesni na sortah

Spremljali smo spreminjanje populacije plesni po posameznih sortah. Opaziti je, da na

sortah

cabernet franc, cabernet sauvignon, merlot, modra frankinja, refosk, shiraz in

Sentlovrenka populacija plesni v mostu prevlada nad populacijo na grozdju, za razliko od
sort modri pinot in Zametna ¢rnina, kjer je populacija plesni na grozdju vecja kot v mostu.
Plesni v vinu smo dolocili le pri treh sortah (Sentlovrenka, zametna Crnina in cabernet
sauvignon) (slika 17).

10
1

Povpreéna koncentracija (CFU/mL)

Slika 17:

00000
00000
10000 [
1000 T ® Grozdje
100 - B Mot
10 4 H Vino
1 4
@ NI & N & & A > L
\K@Q A.\oé\o &é\ g@(\\ RO 4@& 4(}0‘0
N\
\(\e ‘—3’0 fz;\@ 0&\ ° N
& X g N oS &
& & & AN
& & "
>
<
Sorta
Povprecna koncentracija plesni na grozdju, v mostu in v vinu glede na grozdne sorte



36

Strojnik L. Raznolikost plesni na rde¢em grozdju in v moStu.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2014

4.3 PLESNI RODOV Penicillium IN Aspergillus

Identificirali smo Sest vrst plesni rodu Aspergillus in 24 vrst rodu Penicillium. Med
plesnimi rodu Aspergillus najvecji delez predstavljata vrsti A. carbonarius (56,7 % vseh
izolatov rodu Aspergillus) in A. niger (39,6 %). Ostale identificirane vrste so bile A.
japonicas (3,2 %), A. parasiticus (0,4 %), A. versicolor (0,03 %) in A. ochraceus (0,001 %)
(slika 18). Med plesnimi rodu Penicillium prevladujejo plesni vrste P. glabrum (77,4 %)
(Slika 20) Ta vrsta je bila sicer zastopana zgolj v enem vzorcu, kjer pa je bila dolocena
zelo visoka koncentracija plesni. Da bi lahko dobili bolj detajlno sliko o razSirjenosti
posameznih vrst plesni, smo pri nadaljni analizi namesto povprecne koncentracije plesni
(CFU/mL) po vseh vzorcih raje spremljali Stevilo pozitivnih vzorcev (prisotnost plesni) ter
povprecno koncentracijo plesni izracunali zgolj iz pozitivnih vzorcev (Slika 19, 21 in od
slike 22 dalje). Ce torej rezultate predstavimo z vidika §tevila vzorcev, na katerih smo
uspeli dolociti razli¢ne plesni (prisotnost), dobimo nekoliko drugac¢no sliko.

.. A. japonicus
A. parasiticus 32% A. versicolor

0,4 % 0,03 %

A. ohraceus
0,001 %

Slika 18: DeleZi vrst identificiranih plesni rodu Aspergillus na grozdju, v mostu in v vinu

S predstavitvijo rezultatov glede na prisotnost izolatov (da/ne), smo zeleli predstaviti
koliko sort predstavlja nevarnost za kontaminacijo z rodovoma Aspergillus in Penicillium.
Izmed plesni rodu Aspergillus smo na najve¢ sortah izolirali plesni vrste A. japonicus,
sledijo plesni vrst A. parasiticus, A. niger in A. carbonarius. Najmanjse Stevilo vzorcev
pripada plesnim vrst A. ohraceus in A. versicolor (slika 19). Pri plesnih rodu Penicillium
po prisotnosti prevladujejo vrste P. chrysogenum, P. janthinellum, P.griseofulvum in P.
thomii (slika 21).
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Stevilo sort
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Slika 19: Stevilo sort pri katerih so bile vsaj enkrat dolo¢ene plesni rodu Aspergillus na grozdju, v
moStu in v vinu

Ostali P. thomii _P. chrysogenum

51% 1,4 %
P. janthinellum
11,1%

P. solitum
1,0%

Slika 20: Delezi vrst identificiranih plesni rodu Penicillium na grozdju, v mo$tu in v vinu
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Slika 21: Stevilo sort v katerih so bile vsaj enkrat doloene plesni rodu Penicillium na grozdju, v mostu
in v vinu

4.3.1 Razsirjenost plesni rodov Penicillium in Aspergillus na grozdju, v mostu in
vinu glede na vinorodne okoliSe

Zanimalo nas je, ali obstajajo razlike v prisotnosti plesni rodov Penicillium in Aspergillus
med vinorodnimi okoliSi. Razlike v povpre¢nih koncentracijah obstajajo na grozdju tako
pri plesnih rodu Penicillium (najvisja povpreéna koncentracija plesni v Stajerski Sloveniji,
najmanjsa v Slovenski Istri in na Dolenjskem, kjer plesni rodu Penicillium nismo izolirali)
(slika 22), kot pri plesnih rodu Aspergillus, kjer smo najvi§jo povprecno koncentracijo
plesni dolo¢ili v Beli Krajini (slika 23). V mostu se povprecna koncentracija plesni rodu
Penicillium med vinorodnimi okolisi bistveno ne razlikuje, za razliko od povpretne
koncentracije plesni rodu Aspergillus, kjer prevladuje Bela Krajina z najvisjo povprecno
koncentracijo plesni rodu Aspergillus in Dolenjska brez doloCenih izolatov plesni rodu
Aspergillus. V vinu plesni rodu Aspergillus nismo doloc¢ili, povpre¢na koncentracija plesni
rodu Penicillium pa je najvisja v Beli Krajini.
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Slika 22: Raz§irjenost plesni rodu Penicillium v grozdju, mo$tu in vinu glede na vinorodni okoli§
Legenda: * Stevilo vzorceyv, iz katerih smo izolirali plesni rodu Penicillium
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Slika 23: RazSirjenost plesni rodu Aspergillus v grozdju, mos$tu in vinu glede na vinorodni okoli$
Legenda: * Stevilo vzorceyv, iz katerih smo izolirali plesni rodu Aspergillus
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4.3.2 Razsirjenost plesni rodov Penicillium in Aspergillus na grozdju, med
fermentacijo in v vinu

Razsirjenost plesni rodu Aspergillus je ¢asovno odvisna. Stevilo izolatov pada z vsakim
vzorCenjem mosta. ManjSa odstopanja so le 21. in 35. dan. Podobno obnaSanje lahko
ugotovimo tudi pri plesnih rodu Penicillium, kjer je vidna monotona ¢asovna odvisnost
povpre¢ne koncentracije plesni. Vec¢ja odstopanja v primerjavi povpre¢nih koncentracij
plesni rodov Penicilium in Aspergillus se prikazejo pri vzoréenju grozdja. Pri plesnih rodu
razviden tudi v smeri vedno manjSe prisotnosti plesni na vzorcih, sploh pri plesnih rodu
Aspergillus, medtem ko prisotnost plesni rodu Penicilium nekoliko bolj variira (slika 24).
Glede na rezultate lahko predvidevamo, da so plesni rodu Penicillium bolj odporne na
proces fermentacije kot plesni rodu Aspergillus, saj Stevilo vzorcev, v katerih smo jih
dolo¢ili, ne upade bistveno.
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Slika 24: RazSirjenost plesni rodov Penicillium in Aspergillus na grozdju, v razli¢nih ¢asih fermentacije
mosSta in v vinu

Legenda: * Stevilo vzorcev (prisotnost), iz katerih smo izolirali plesni rodu Aspergillus oz. Penicillium
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4.3.3 Razsirjenost plesni rodov Penicillium in Aspergillus glede na sorto

Na grozdju smo plesni rodu Penicillium v najvi§jih povpre¢nih koncentracijah dolo¢ili pri
sortah 'Zametna ¢rnina' in 'Modri pinot' (slika 25), plesni rodu Aspergillus pa pri sortah
'Modra frankinja' in 'Sentlovrenka' (slika 26). Na mostu plesni rodu Aspergillus
prevladujejo na istih dveh sortah, sta se pa prisotnost in populacija plesni generalno
povecala v primerjavi z vzorci grozdja. Plesni rodu Penicillium so v mos$tu priblizno
enakovredno zastopane na vseh sortah.

V vinu plesni rodu Aspergillus nismo dolo¢ili, plesni rodu Penicillium pa smo priblizno
enakovredno doloc¢ili na sortah merlot, Sentlovrenka in Zametna ¢rnina. [z slik 25 in 26 je
poleg zgoraj nastetih stvari opaziti, da je povprecna koncentracija plesni na grozdju in v
mostu bistveno vi§ja pri plesnih rodu Penicillium kot pri plesnih rodu Aspergillus.
Najveéjo populacijo plesni rodu ali Penicillium ali Aspergillus je opaziti na naslednjih
§tirih sortah grozdja: "Modra frankinja', '"Modri pinot', 'Sentlovrenka' in 'Zametna &rnina'.
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Slika 25: Razsirjenost plesni rodu Penicillium v grozdju, mo$tu in vinu glede na sorto
Legenda: * Stevilo vzorcev, iz katerih smo izolirali plesni rodu Penicillium
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Slika 26: Razsirjenost plesni rodu Aspergillus v grozdju, mo$tu in vinu glede na sorto
Legenda: * Stevilo vzorcev, iz katerih smo izolirali plesni rodu Aspergillus

4.4 OHRATOKSIGENOST IN AFLATOKSIGENOST IDENTIFICIRANIH VRST
PLESNI

Dolocili smo $tiri vrste, ki so po pregledu literature (Bennett in Klich, 2003; Belajova in
Rauova, 2007; Richard, 2007; Jackson in Al Taher, 2008; Barkai-Golan, 2008; Aydogdu in
Gucer, 2009) mozni proizvajalci OTA in 1 vrsto, ki bi lahko proizvajala ABFI1. Po
izvedeni TLC-analizi smo dolocili delez pozitivnih izolatov. Tako je bila najpogosteje
doloc¢ena vrsta A. carbonarius OTA-pozitivna v 31,3 %, medtem ko so bili vsi vzorci vrste
A. niger OTA- negativni. Sta pa bili vrsti, ki sta bili najredkeje dolo¢eni, A. ochraceus in
P. verrucosum 100 % OTA-pozitivni (slika 27). Vrsta A. parasiticus je bila AFBI-
pozitivna v 35,3 % (slika 28).
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Slika 27: Povprecna koncentracija identificiranih ohratoksigenih plesni
Legenda: * Stevilo vzorceyv, iz katerih smo izolirali plesni rodu Aspergillus oz. Penicillium
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Slika 28: Povprecna koncentracija identificiranih aflatoksigenih plesni
Legenda: * Stevilo vzorcev, iz katerih smo izolirali plesni rodu Aspergillus
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4.4.1 Ohratoksigenost in aflatoksigenost identificiranih vrst plesni glede na
vinorodni okoli§

Zanimiva je porazdelitev OTA- in AFBI1-pozitivnih izolatov glede na vinorodni okolis.
Tako na Dolenjskem kot v Stajerski Sloveniji namre¢ ni bilo OTA- 0oz. AFB1-pozitivnega
izolata ne na grozdju, kakor tudi ne v moStu in vinu. Najvecje Stevilo OTA- in AFBI1-
pozitivnih vzorcev je bilo izolirano v Slovenski Istri. Najvecjo vrednost OTA-pozitivnih
izolatov smo dolocili v mostu v Beli Krajini (slika 29), najve¢ AFB1-pozitivnih izolatov pa
v Slovenski Istri, prav tako v mostu (slika 30).

10000 -
=
£ 2+
2 1000 -
S
o, 1*
1%}
o
§ 100 -+ H Grozdje
c B Mot
o
-
© 10 2¥ 1% m Vino
0
g
o
>
e 1 : :
Bela Krajina Dolenjska  Slovenska Istra  Stajerska
Slovenija

Vinorodni okolis

Slika 29: Poypreéna koncentracija OTA-pozitivnih izolatov glede na vinorodni okoli§
Legenda: * Stevilo vzorcev, iz katerih smo izolirali plesni rodu Aspergillus oz. Penicillium
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Slika 30: Povprecna koncentracija AFB1-pozitivnih izolatov glede na vinorodni okoli§
Legenda: * Stevilo vzorcev, iz katerih smo izolirali plesni rodu Aspergillus
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4.4.2 Ohratoksigenost in aflatoksigenost identificiranih vrst plesni iz grozdja, mosta
in vina

Glede povprecno koncentracijo OTA-pozitivnih izolatov zelo izstopa drugo vzorCenje

mosta (dan 3). VeCino AFBI- pozitivnih izolatov smo dolocili v prvem in drugem

vzorc¢enju (dan 1 in 3) (slika 31). Opazili smo, da po drugem vzorcenju mosta povprecna

koncentracija toksigenih izolatov zelo oz. popolnoma upade, nesorazmerno z upadom

populacije.
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Slika 31: Povprefna koncentracija OTA- in AFB1-pozitivnih izolatov iz grozdja, mosta v razli¢nih
casih fermentacije in iz vina

Legenda: * Stevilo vzorcev, iz katerih smo izolirali plesni rodu Aspergillus oz. Penicillium

4.4.3 Ohratoksigenost in aflatoksigenost identificiranih vrst plesni glede na sorto
Najvisjo povprecno koncentracijo OTA-pozitivnih izolatov smo dolocili na sorti modra
frankinja v mos$tu, v manjSem Stevilu sledita sorti cabernet sauvignon (most in vino) in
zametna ¢rnina (most) (slika 32). Na sortah shiraz, cabernet sauvignon, cabernet franc in
Sentlovrenka smo dolocili AFBI1-pozitivne izolate, vse v mostu, z najvi§jo povprecno
koncentracijo pri grozdni sorti shiraz (Slika 33). V vinu smo dolocili le prisotnost OTA, in
sicer le pri sorti cabernet sauvignon. Ugotovili smo, da se oba toksina pojavljata le pri
sortah cabernet sauvignon in shiraz. Sorte merlot, refosk in modri pinot pa niso vsebovale
OTA ali AFBI toksigenih plesni.
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Slika 32: Povprecna koncentracija OTA-pozitivnih izolatov na grozdju, moS$tu in v vinu glede na sorto
Legenda: * Stevilo vzorcev, iz katerih smo izolirali plesni rodu Aspergillus oz. Penicillium
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Slika 33: Povprecna koncentracija AFB1-pozitivnih izolatov na grozdju, v moS$tu in v vinu glede na

sorto
Legenda: * Stevilo vzorcev, iz katerih smo izolirali plesni rodu Aspergillus
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4.5 POSEBNOSTI PRI IZOLACII IN IDENTIFIKACIJI PLESNI

Izolacija in kvantifikacija plesni: Pri kvantifikaciji plesni se je pogosto zgodilo, da je bila
ploica pri neki razredgitvi (npr. 107°) nestevna zaradi prevelikega s$t. kolonij (nad 300), pri
vedji razredgitvi (npr. 10™*) pa prav tako zaradi premajhnega §t. kolonij (pod 15). Pogosto
se kolonij ni dalo presteti tudi v obmocju Stevnosti (npr. 200), saj so kolonije preraScale
ena drugo in se jih ni dalo lociti med sabo (slika 34).

Slika 34: Nestevnost plo$ce zaradi velikega Stevila kolonij, ki preras¢ajo druga drugo

Izolacija Ciste kulture: Pri eksperimentalnem delu smo pri izolaciji plesni rodu Aspergillus
v zadnjih vzorcenjih posebno iz vzorcev Bele Krajine preko mikroskopskih preparatov
opazili deformiranost posameznih struktur. Pogosto smo tako le na polovici vezikla opazili
metule (slika 35). Poleg struktur, ki so imele znacilen izgled za plesni rodu Aspergillus,
smo v istem preparatu nasli tudi strukture, ki so imele tipicen izgled plesni rodu Mucor
(slika 36). Izgled kolonije je bil znacilen za plesni rodu Aspergillus. Pri pregledu pod lupo
smo nasli celice, ki so bile po obliki podobne apeksu, vendar brez metul, vendar nismo
mogli zanesljivo dolociti ali gre za razrast plesni rodu Mucor preko plesni rodu Aspergillus
ali gre mogoce za nezrele apekse plesni rodu Aspergillus. Predvidevali smo, da gre za
okuzbo s plesnimi rodu Mucor. Pri precepljanju kolonije Aspergillus iz takSne meSane
kolonije smo uporabili razli¢cne tehnike: od standardnega postopka za pridobitev Ciste
kulture, nadalje smo poskusili s kombinacijo standardnega postopka in uporabo lupe, s
katero smo dolocili nekontaminirani del. Ker se je izkazalo, da je konica cepilne igle bila
predebela, smo cepilno iglo zamenjali s pasteurjevimi cevkami, s katerimi smo pridobili
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kot las tanko iglo. S slednjim postopkom smo iz kar nekaj meSanih ploS¢ uspesno izolirali
¢isto kulturo. Uspesnost izolacije Ciste kulture je bila najvecja pri prvi precepitvi. Pri vsaki
nadaljini precepitvi narejeni iz prejSne precepitve je izgled kolonije postajal vrstno
netipicen (slika 37), kljub temu, da lastnosti kolonije pod lupo in mikroskopom niso
izgledale kot kontaminirana kolonija. Zaradi nenavadega poteka dogodkov smo tak$ne
kolonije dolo¢ili kot rod Mucor. Kolonije, ki so bile dolocene kot Ciste kulture in so imele
tipiCen izgled vrste A. carbonarius, z izjemo barve kolonije (bela na gojisu CYA), smo
identificirali kot A. carbonarius (slika 38). Ko smo te kolonije precepili na gojisce
primerno za dolocitev toksinov (YES), smo ponovno pridobili netipi¢ni izgled (slika 39 a
in b) (obicajno je bil izgled na gojis¢u YES primerljiv z izgledom na gojiscu CYA).
Predvidevamo, da gre za kakSen poseben sev plesni vrste A. carbonarius.

o

Slika 35: Nenavaden apeks plesni rodu Aspergillus, 400x povecava
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Slika 36: Izgled sporangija plesni rodu Mucor, 1000x povecava. Na sliki je opaziti tudi konidije, ki
pripadajo plesnim rodu Aspergillus

Slika 37: Netipi¢en izgled plesni vrste A. niger oz. A. carbonarius, posledica ve¢kratnega precepljanja z
namenom pridobitve ¢iste kulture
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Slika 38: Netipi¢en izgled plesni vrste A. carbonarius na gojiséu CYA, 25 °C

Slika 39: Poseben izgled plesni vrste A. carbonarius (precepitev s plos¢ — Slika 38) na gojis¢u YES, 25
°C
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Identifikacija plesni: Identifikacijo plesni do nivoja vrste smo izvedli za izolate rodov
Penicillium in Aspergillus. Pri ostalih rodovih klju¢i za identifikacijo vsebujejo premalo
vrst, da bi vrsto lahko zanesljivo dolo¢ili. Kljuéi za identifikacijo plesni rodov Penicillium
in Aspergillus pa vsebujejo raznolik nabor vrst. Identifikacija dolo¢ene vrste po kljucu se
pogosto razlikuje le v drobnih podrobnostih, ki so praviloma pod mikroskopom zelo tezko
dolocljive in odvisne od dobre priprave mikroskopskega preparata. Po standardni metodi
priprave nativnega mikroskopskega preparata naj bi za boljSo prepoznavnost struktur
uporabili modro barvilo. Izkazalo se je, da (posebno pri plesnih rodu Aspergillus) to
barvilo pogosto zakrije strukture, ki locijo eno vrsto od druge. Za pomemben pripomocek
pri razlikovanju vrst med sabo se je izkazala lupa. Zelo uporabne bi bile tudi barvne
fotografije kolonij (zracni in substratni micelij) ter slike pod lupo za opazanje posebnih
znacilnosti dolocenih vrst (izgled metul, eksudata, sklerocijev). Opis kolonije posamezne
vrste vsebuje tudi barvo substratnega in zraCnega micelija. Ker so barve v dolocenih
primerih tezko predstavljive, bi ob kljucu bila zelo zaZelena barvna lestvica.



52

Strojnik L. Raznolikost plesni na rde¢em grozdju in v mostu.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2014

5 RAZPRAVA

Raziskavo smo izvedli, ker pri pregledu dosedanje literature nismo zasledili $tudij o
raznovrstnosti populacije plesni, o velikosti njihove populacije, stopnji kontaminacije s
plesnimi rodov Aspergillus oz. Penicillium ter o prisotnosti mikotoksinov OTA in AFBI,
narejenih na slovenskem grozdju, mostu oziroma vinu. Poraba vina v Sloveniji znaSa
45 L/prebivalca in je med najvecjimi glede na evropska (povprecje drzav Italije, Francije in
Spanije je 35 L) oz. svetovna merila (povpredje drzav Avstralija, Argentina, ZDA, Kitajska
je 14,5 L/prebivalca) (Wine Institute, 2011). Skrb glede kontaminacije s plesnimi in
posledi¢no prisotnosti mikotoksinov ni pomembna zgolj pri vinu, temvec¢ tudi na grozdju
in grozdnem soku, Se posebej odkar so glavni potrosniki otroci in odkar je poraba
grozdnega soka vecja kot poraba vina (Terra in sod., 2012). Skrb je izrazila tudi Evropska
agencija za varnost hrane (EFSA), ki je podala oceno izpostavljenosti OTA, ki se giblje
med 15 do 60 ng/kg telesne mase na teden in dolocila sprejemljiv tedenski vnos 120 ng/kg
telesne mase (Uredba komisije ES 1881/2006; Uredba komisije EU 105/2010). Na podlagi
podatkov o pojavnosti OTA v zivilih in zivilskih proizvodih ter njihovi porabi je bilo
ugotovljeno, da je vino na drugem mestu, za zitaricami, glavni vir dnevnega vnosa OTA
(13 % wvnosa) (WHO, 2001; Jackson in AL Taher, 2008). Za razliko od vina pa grozdje,
suho grozdje in most zaradi manjSega odstotka uzivanja ne predstavljajo tako velikega
vnosa OTA kot vino, kljub temu da so vsebosti OTA v suhem grozdju (50-70 pg/kg) vecje
od tistih, dolo¢enih v vinu (15,6 pg/L) (Miraglia in Brera, 2002). Najvec¢je vsebnosti OTA
so bile doloc¢ene v rdecih vinih (Jackson in Al Taher, 2008; Mateo in sod., 2007; Battilani
in sod., 2008), kar je posledica postopka maceracije (stika mosta z jagodnimi kozicami)
rdecih vin, ki pri belih vinih ne poteka (Jaskoson in Al Taher, 2008). Jagodna kozica, ki je
za kontaminacijo s ¢rnimi aspergili najbolj dovzetna v obdobju od zrelosti do trgatve, se v
tem obdobju zmehca in postane bolj dovzetna za poSkodbe. Delez sladkorja naraste, sadje
z visokim delezem ogljikovih hidratov pa predstavlja odlicen substrat za razrast plesni
rodov Aspergillus in Penicillium ter proizvodnjo OTA (Hocking in sod., 2007; Jackson in
Al Taher 2008; Amezqueta in sod., 2012; Chunmei in sod., 2013).

Dosedanje Studije so pokazale, da so na grozdju, kot naravna mikroflora, vedno prisotne
plesni rodov Alternaria, Aspergillus, Cladosporium in Penicillium (Serra in sod, 2005;
Belli in sod., 2006; Aydogdu in Gucer, 2009). Pred raziskavo smo predvidevali, da bomo
identificirali plesni rodov Alternaria, Asprgillus, Botrytis, Penicillium, Epicoccum,
Cladosporium, Rhizopus. Hipotezo smo deloma potrdili, saj smo identificirali vse rodove,
razen rodu Epicoccum. Na grozdju je bil najpogosteje identificiran rod Penicillium (58,6
%), s ¢imer smo potrdili dosedanje raziskave, ki navajajo, da pojavnost tako imenovanih
plesni na polju, kamor spadajo rodovi Alternaria, Epicoccum, Fusarium, Stemphylium in
Ulocladium, z zorenjem grozdnih jagod upada, nara$c¢ajo pa sporolirajo¢e plesni, kot so
rodovi Aspergillus, Penicillium in Rhizopus (Serra in sod., 2005; Chunmei in sod., 2013). 4
% izolatov so zaradi neizrazitih tipicnih mikro- in makro-morfoloskih znakov ostali
neidentificirani. Slednjih je bilo najve¢ na Dolenjskem, kjer predstavljajo kar 84 %.
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Zanimivo je, da so bili skoraj vsi neidentificirani izolati doloceni na grozdju, kasneje pa se
v mostu oz. vinu ne pojavljajo vec. Med fermentacijo (v mostu) smo najpogosteje izolirali
plesni rodu Aspergillus z 71 %, po koncani fermentaciji (v vinu) pa zopet plesni rodu
Penicillium (100 %). Zanimiva je ugotovitev, da najpogosteje izolirana rodova, Penicillium
oz. Aspergillus, prevladujeta le v enem okoliSu, vendar pa je v tem okoliSu povpre¢na
koncentracija plesni visja kot v drugih okolisih (slike 6, 8 in 10). Najvisja povprecna
koncentracija plesni rodu Penicillium je bila doloéena na grozdju v Stajerski Sloveniji (v
drugih vinorodnih okolisih sta bila najpogosteje izolirana rodova Cladosporium in
Botrytis) in v vinu (Bela Krajina). Izolate rodu Aspergillus smo najpogosteje dolocili v
mostu v Beli Krajini (v drugih obmo¢jih smo najpogosteje izolirali rodova Botrytis in
Alternaria). Iz tega lahko zaklju¢imo, da obstajajo razlike v povprecni koncentraciji plesni
med vinorodnimi okolisi tako na grozdju, v mostu kot v vinu ter da se sestava mikroflore v
okolisih z doloceno najvisjo povprecno koncentracijo plesni bistveno razlikuje od sestave
mikroflore v ostalih okoli$ih (z izjemo pri vinu, kjer v vseh pokrajinah prevladuje le en rod
koncentraciji plesni, pri prvem vinorodnem okoliSu doloceni na grozdju, kjer v ve¢jem
delezu pripada rodu Penicillium, pri drugem pa v mostu, kjer skoraj vsi izolati pripadajo
rodu Aspergillus.

Povprecna koncentracija plesni na grozdju je primerljivo s povprec¢no koncentracijo plesni
v mostu. Povpre¢na koncentracija plesni v vinu predstavlja zanemarljiv delez, saj je
10000x nizja kot na grozdju oz. v mostu (slika 11). Populacija plesni je najve¢ja na grozdju
in nato po dnevih fermentacije pricakovano upada. Po 14 dneh fermentacije je populacija
plesni v mostu primerljiva s populacijo plesni v vinu (slika 16). S tem lahko potrdimo
dosedanje Studije, ki navajajo vinograd kot primarni vir okuzbe (Bennett in Klich, 2003;
Battilani in sod., 2008; Bhat in sod., 2010). Ob neprimernem skladis¢enju oz. predelavi se
populacija plesni lahko $e poveca in je tako vecja kot na primarni surovini - grozdju
(Bennett in Klich, 2003; Battilani in sod., 2008). Veca se lahko vse do zadostne tvorbe
alkohola, ki ima dokazano inhibitorno (zaviralno) delovanje na rast in razmnoZevanje
plesni (Hocking in sod., 2007; Battilani in sod., 2008; Jackson in Al Taher, 2008).

V vseh vinorodnih deZeleh, razen v Stajerski Sloveniji, je bilo ugotovljeno, da je
povprecna koncentracija plesni rodu Penicillium v mostu visja kot na grozdju. Najnizja je v
vinu (slika 22). Tudi za plesni rodu Aspergillus velja, da je povpre¢na koncentracija plesni
v mostu visja kot na grozdju v vseh vinorodnih okolisih (slika 23). Za visoke koncentracije
plesni v mostu je ve¢ razlogov; eden izmed njih je gotovo ugoden medij za rast in razvoj
plesni (jagodne kozice, prisotnost sladkorja) (Hocking in sod., 2007; Jackson in Al Taher,
2008, Chunmei in sod., 2013), verjetno pa vpliva tudi ¢istoca procesnega postopka. NiZje
koncentracije plesni proti koncu fermentacije in v vinu so verjetno posledica naras¢anja
vsebnosti alkohola in prekinitve postopka maceracije (Hocking in sod., 2007; Battilani in
sod., 2008; Jackson in Al Taher, 2008).
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Poleg posSkodovanih oz. nagnitih grozdnih jagod je za stopnjo kontaminacije in prisotnost
toksinov bistvenega pomena tudi podnebje vinogradniskega podro¢ja in vremenske
razmere vinorodnega letnika (Battilani in sod., 2006; Jackson in Al Taher, 2008). Najvisje
vsebnosti OTA (>2 pg/L) so bile dolocene ob kombinaciji velikega Stevila poskodovanih
jagod in vi§je povprecne temperature (nad 21 °C). Ugotovljeno je bilo tudi, da se optimalna
temperatura in a,, pri kateri uspevajo plesnih vrst P. verrucosum, A. ohraceus, A.
carbonarius in A. niger, praviloma razlikuje od optimalne temperature in a,, kjer te iste
plesni tvorijo toksin (Battilani in sod., 2008).

ey

v juzni Franciji, Gr¢iji in Tur¢iji (Battilani in sod., 2008). Dosedanje Studije navajajo
prisotnost plesni rodu Penicillium v hladnejsih obmo¢jih in rodu Aspergillus (vrsti A. niger
in A. carboarius) v obmo¢jih z mediteranskim oz. subtropskim (A. parasiticus) podnebjem
(Battilani in sod, 2006; Jakson in Al Taher, 2008; Battilani in sod, 2008). Slovenija ima
kljub svoji majhnosti klimatsko zelo razli¢na obmocja. Zato smo predvidevali, da se bodo
pokazale razlike med razlinimi vinorodnimi okoliS§i — predvsem med Slovensko Istro s
submediteranskim podnebjem in ostalimi obmo¢ji s celinskim podnebjem. Izkazalo se je,
da plesni rodu Penicillium na grozdju prevladujejo v Stajerski Sloveniji, medtem ko jih na
Dolenjskem nismo izolirali. Najvisje povprecne koncentracije plesni v vinu smo dolo¢ili v
Beli krajini (slika 22). V slednji smo dolocili najvisje povprecne koncentracije plesni rodu
Aspergillus na grozdju in v mostu. Plesni rodu Aspergillus v vinu nismo dolo¢ili, prav tako
jih nismo dolo¢ili v vinorodnem okoliSu Dolenjska (slika 23). Glede na jakost
kontaminacije tako prevladujeta dve obmodji: Stajerska Slovenija (rod Penicillium na
grozdju) in Bela Krajina (rod Aspergillus v mostu).

Prikazane so bile tudi doloCene razlike med razlicnimi sortami grozdja. Tako naj bi
namizne sorte grozdja vsebovale bistveno vecje vrednosti OTA kot vinske sorte,
namenjene predelavi (Chunmei in sod., 2013). V raziskavi smo dokazali, da med grozdjem
in moStom pri vecini sort ne obstajajo bistvene razlike v populaciji plesni. Tako na grozdju
kot v mostu z visokimi povpreCnimi koncentracijami plesni izstopajo sorte modra
frankinja, modri pinot, Sentlovrenka in Zametna ¢rnina. Zanimiva je ugotovitev, da so to
sorte celinskega dela. Pri vseh sortah iz Slovenske Istre je bila namre¢ doloc¢ena 100x
manjSa povprecna koncentracija plesni (glede na »celinske sorte«) (slika 25). Nizja
koncentracija plesni je najverjetneje posledica dobrega upravljanja vinogradov. Populacijo
plesni v vinu, ki je bistveno manjSa od populacije tako na grozdju kot v mostu,
predstavljajo tri sorte (Sentlovrenka, Zametna ¢rnina in cabernet sauvignon) (slika 25).

Opaziti je tudi razlike v prisotnosti plesni rodov Penicillium oz. Aspergillus med sortami.
Na grozdju plesni rodu Penicillium prevladujejo pri sortah 'Modri pinot' in 'Zametna
¢rnina’ (sorti Stajerske Slovenije), niso pa prisotne pri sortah iz Slovenske Istre oz. so
prisotne v zanemarljivih delezih. Tako na grozdju kot v moStu pri sortah modra frankinja
in Sentlovrenka, ki sta sorti iz Bele Krajine, prevladujejo plesni rodu Aspergillus (slika 25).
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Ce povzamemo rezultate, lahko zaklju¢imo, da ima na prisotnost in stopnjo kontaminacije
s plesnimi rodov Penicillium oz. Aspergillus vlogo geografska lokacija vinograda in
klimatski vplivi na tem obmocju, kar v raziskavah navajajo tudi Battilani in sod. (2008).
Predvidevamo, da na razlike med vzorci pomembno vpliva tudi upravljanje vinograda.
ZmanjSevanje prisotnosti aspergilov v vinogradu je mogoce doseCi z minimizacijo
mehanskih in okoljskih poskodb jagod, z odstranjevanjem posSkodovanih oz. nagnitih jagod
s trte oz. iz tal ter z uporabo fungicidnih pripravkov (Jackson in Al Taher, 2008). Po trgatvi
na vsebnost OTA, predvsem pri suhem grozdju, pomembno vplivajo okoljski dejavniki
(temperatura, relativna vlaga). Zelo pomembno je, da se proces susenja izvede ¢im prej,
produkt pa se lahko zapakira le ob primerni stopnji vlage in skladis¢i pod 15° C (Hocking
in sod., 2007; Jackson in Al Taher, 2008; Amezqueta in sod., 2012). Znizanje pojavnosti
¢rnih aspergilov na namiznem grozdju, grozdnem soku, vinu in suhem grozdnem sadju je
mogocCe doseCi z zveplovim dioksidom (Hocking in sod., 2007). Uporaba dolo¢enih
bakterij, kvasovk ali absorbentov, kot so aktivno oglje, tekoca zelatina ali bentonit, sicer
zmanjsa vsebnost OTA v vinu (v povprecju za 40 %), vendar pogosto negativno vpliva na
kakovost vina (Hocking in sod., 2007; Quintela in sod., 2013).

V raziskavi smo identificirali Sest vrst plesni rodu Aspergillus in 24 vrst plesni rodu
Penicillium. Med plesnimi rodu Aspergillus so prevladovali tako imenovani ¢rni aspergili.
Glede na izra¢unane povprecne koncentracije doloc¢ene plesni v vzorcu smo med aspergili
najpogosteje identificirali vrsti A. carbonarius in A. niger z 56,7 % oz. 39,6 % (slika 18).
Tudi drugi avtorji (Serra in sod., 2005; Belli in sod., 2006; El Khoury in sod., 2006;
Chunmei in sod., 2013) so najpogosteje identificirali ravno ti dve vrsti. Serra in sod., 2005
navajajo kot najpogosteje dolocene vrste rodu Penicillium vrste P. brevicompactum, P.
glabrum in P. thomii. V nasi raziskavi pa je z 77,4 % prevladovala vrsta P. glabrum (slika
20). Kar je posledica izredno visoke koncentracije plesni enega vzorca. Bolj smiseln prikaz
razSirjenosti plesni rodov Aspergillus in Penicillium dobimo, ¢e rezultate prikazemo v
obliki Stevila kontaminacij, pri izraCunu koncentracij pa upoStevamo zgolj kontaminirane
vzorce. Tako lahko ocenimo pogostnost pojavljanja (razSirjenost) plesni in jakost
kontaminacije. Na takSen nacin dobimo informacijo o pogostosti pojavljanja vrst rodu
Aspergillus, med katerimi se na najve¢jem Stevilu sort grozdja pojavljata vrsti A. japonicus
in A. parasiticus, Sele nato sledita vrsti A. niger in A. carbonarius (slika 19). Pri plesnih
rodu Penicillium sledi, da so najbolj razsirjene vrste P. chrysogenum, P. janthinellum, P.
griseofulvum in P. thomii (slika 21).

Ker so mikotoksini, sekundarni metaboliti gliv, kemijsko in temperaturno stabilne spojine,
jih tako le s tezavo odstranimo iz zivil. Uzivanje z mikotoksini onesnazene hrane pa
privede do toksi¢nih odzivov, ki so odvisni od S$tevilnih dejavnikov, kot so toksi¢nost
mikotoksinov, pogostost in Cas trajanja izpostavljenosti, starost in prehranski status
posameznika ter drugih (Peraica in sod., 1999). Med toksine, ki pomembno vplivajo na
zdravje ljudi, CAST pristeva tudi OTA in AFB1 (Serra in sod., 2005). Ohratoksin A velja
za imunosupresivnega (zavira delovanje imunskega sistema), potencialno teratogenega
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(povzroca nepravilnosti v razvoju zarodka), potencialno kancerogenega (povzroca rakasta
obolenja) (Bennett in Klich, 2003), ima pa tudi potencialno genotoksi¢no (povzroca
genetske poskodbe) in nefrotoksi¢no delovanje (povzroca poskodbe ledvic) (Jackson in Al
Taher, 2008). Aflatoksin Bl je dokazano kancerogen, poleg tega deluje tudi
imunosupresivno, teratogeno in mutageno (povzroca spremembe genetskega materiala)
(Richard, 2007; Barkai-Golan, 2008).

Izolirali smo $tiri vrste plesni, ki glede na literaturo (Bennett in Klich, 2003; Bennett in
Klich, 2003; Belajova in Rauova, 2007; Richard, 2007; Jackson in Al Taher, 2008; Barkai-
Golan, 2008; Aydogdu in Gucer, 2009) v ugodnih razmerah lahko tvorijo OTA (A.
carbonariusm, A. niger, A. ohraceus in P. verrucosum) in eno vrsto, ki prav tako v ugodnih
razmerah lahko tvori AFB1 (A. parasiticus). Plesni vrste A. flavus, ki je prav tako
aflatoksigena, nismo dolo¢ili. Med identificiranimi izolati plesni vrste A. niger nismo nasli
ohratoksigenih. V nasprotju z dosedanjimi Studijami, kjer so vsi oz. skoraj vsi vzorci A.
carbonarius OTA-pozitivni (Romero in sod., 2005; Battilani in sod., 2008; Chunmei in
sod., 2013), je bilo v naSi raziskavi taks$nih le 31,3 % (slika 27). Vzrok za tako majhen
delez OTA-pozitivnih vzorcev vrste A. carbonarius v nasi raziskavi bi morebiti lahko
izhajal iz pomanjkljive identifikacije, saj je bila ta izvedena s klasi¢nimi preiskavami, pri
katerih doloc¢amo prdvsem morfoloske znacilnosti izolatov. Razlika med plesnimi vrst A.
niger in A. carbonarius je bila dolo¢ena na podlagi velikosti eksudata, na podlagi drugih
lastnosti je bila identifikacija neizvedljiva. Vzrok je lahko tudi v premajhni obcutljivosti
metode TLC in posledi¢no slabSem vizualnem odcitavanju rezultatov. Plesni vrste A.
parasiticus so bila aflatoksin Bl-pozitivne v 35,3 % izolatov (slika 28), kar je primerljivo
rezultatom iz objavljene literature (EI Khoury in sod., 2008).

Nepri¢akovana je izolacija in identifikacija plesni vrst A. ohraceus in P. verrucosum,
Ceprav v zanemarljivih delezih. Vrsti sta prvotni tvorki ohratoksina A, a se kot del naravne
mikroflore grozdja ne pojavljata (Cabanes in sod., 2002; Belli in sod., 2006). Izolirali smo
tako plesni vrste A. ohraceus kot vrste P. verrucosum v treh vzorcih in vsi vzorci so bili
OTA-pozitivni (slika 27). Glede na mo¢no intenziteto florescirajoCe ¢rte predvidevamo, da
bi bila vsebnost OTA, ¢e bi jo preverjali s kvantitativnimi metodami, velika. S tem smo
ovrgli hipotezo, da bomo OTA oz AFBI dolo¢ili le pri rodu Aspergillus.

Najvec vzorcev je tvorilo OTA oz. AFB1 v prvih treh dneh fermentacije (slika 31). S tem
smo potrdili hipotezo, da bomo najve¢ OTA oz. AFBI1 (glede na koncentracijo plesni)
dolocili pri prvih vzorcenjih pred alkoholno fermentacijo. Prisotnost OTA in AFBI na
grozdju je primerljiva s pojavnostjo v vinu in je zanemarljivo majhna, vsi vzorci pa
prihajajo iz Slovenske Istre. Prisotnost AFB1 v mostu smo dolocili le pri vzorcih iz
Slovenske Istre in Bele Krajine (slika 30). OTA v mostu smo prav tako dolo¢ili le iz teh
dveh okoliev (slika 29). Ce podrobneje pogledamo, kateri toksin prevladuje pri posamezni
sorti, ugotovimo, da smo OTA najpogosteje dolocCili pri sorti modra frankinja iz Bele
Krajine, sledita sorti shiraz in cabernet sauvignon iz Slovenske Istre (slika 32). AFB1 smo
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najpogosteje dolo¢ili pri sorti shiraz iz Slovenske Istre (slika 33). Ce povzamemo rezultate,
lahko sklepamo, da so ugodne razmere za rast ohratoksigenih plesni hkrati tudi ugodni
razmere za tvorbo OTA, saj je bila pojavnost plesni rodu Aspergillus in OTA najvecja v
Beli Krajini. To pa ni nujno tudi res, saj velja, da razmere, ki prispevajo k ugodni rasti
plesni, pogosto niso enake razmeram za tvorbo toksinov (Jackson in Al Taher, 2008).
Glede na tvorbo AFBI, ki je bila zabelezena izklju¢no v Slovenski Istri, lahko potrdimo
navedbe, ki prikazujejo A. parasiticus kot vrsto, ki dobro uspeva in tvori toksine v
subtropskih obmocjih (Jackson in Al Taher, 2008). Deloma smo potrdili tudi hipotezo, da
bomo najvecje Stevilo izolatov, ki tvorijo OTA oz. AFB1 res dolocili v vinorodnem
okolisu Slovenska Istra (skupno osem vzorcev). Hipoteza ni potrjena v celoti, saj glede na
nijvi§jo povpre¢no koncentracijo plesni, ki so tvorile toksin OTA oz. AFBI1, prevladuje
vinorodni okoli§ Bela Krajina (sliki 29 in 30).
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6 SKLEPI

- Populacija plesni je bila najve¢ja na grozdju in je nato po dnevih fermentacije
pricakovano upadala. Po 14 dneh fermentacije je bila povpre¢na koncentracija plesni v
mostu primerljiva s povprecno koncentracijo plesni v vinu.

- V vzorcih grozdja, mosta in vina smo identificirali plesni rodov Penicillium, Aspergillus,
Botrytis, Cladosporium, Alternaria, Mucor, Fusarium, Acremonium in Rhizopus.

- Najpogosteje izolirane so bile plesni rodov Penicillium na grozdju (58,6 %) in v vinu
(100 %) ter Aspergillus v mostu (71 %).

- Najvi§ja povprecna koncentracija plesni rodu Penicillium je bila dolo¢ena na grozdju v
Stajerski Sloveniji, v mostu in v vinu pa v Beli Krajini.

- Na grozdju ter v vinu so bile najpogosteje izolirane plesni rodov Penicillium (v 58,6 %
0z. 100 % izolatov), medtem ko so v mostu prevladovale plesni rodu Aspergillus (71 %
izolatov).

- Bistvenih razlik v populaciji plesni med grozdjem in mostom pri vecini sort nismo
zasledili. Tako na grozdju kot v mostu z visokimi povprecnimi koncentracijami izstopajo
sorte modra frankinja, modri pinot, Sentlovrenka in Zametna ¢rnina. Pri vseh sortah iz
Slovenske Istre je bila dolocena veliko nizja povprecna koncentracija.

- V raziskavi smo identificirali Sest vrst plesni rodu Aspergillus in 24 vrst plesni rodu
Penicillium. Najbolj razsirjene vrste so bile A. japonicus, A. parasiticus, A. niger in A.
carbonarius ter P. chrysogenum, P. janthinellum, P. griseofulvum in P. thomii.

- Med sortami smo zasledili razlike v prisotnosti plesni rodu Penicillium oz. Aspergillus.
Na grozdju plesni rodu Penicillium prevladujejo pri sortah 'Modri pinot' in 'Zametna
¢rnina’ (Stajerska Slovenija), na grozdju in v mostu pa pri sortah modra frankinja in
Sentlovrenka (Bela Krajina) prevladujejo plesni rodu Aspergillus.

- Izolirali smo $tiri vrste plesni, ki v ugodnih razmerah lahko tvorijo OTA (A. carbonarius,
A. niger, A. ohraceus in P. verrucosum) in eno vrsto, ki lahko tvori AFB1 (A. parasiticus).

- Noben izolat vrste A. niger ni tvotil OTA in 31,3 % izolatov, doloc¢enih kot plesni vrste A.
carbonarius, je bilo OTA-pozitivnih. Izolati plesni vrste A. parasiticus so bili AFBI-
pozitivni v 35,3 %. Plesni vrst A. ohraceus in P. verrucosum smo izolirali v majhnem §t.
vzorcev (A. ohraceus v 2 vzorcih, P. verrucosum v 1 vzorecu), vendar so bili prav vsi
vzorci OTA-pozitivni.

- Najvisje povprecne koncentracije OTA- in AFBI1-pozitivnih izolatov smo izolirali in
identificirali iz vzorcev v prvih treh dneh fermentacije.
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- AFB1- in OTA-pozitivne izolate smo dolocili med izolati iz Slovenske Istre in Bele
Krajine. Prisotnost OTA-pozitivnih izolatov na grozdju je primerljiva s pojavnostjo
izolatov v vinu (vsi vzorci prihajajo iz Slovenske Istre) in je glede na izolate iz mosta
zanemarljivo majhna. AFB1-pozitivne izolate smo dolocili le v mostu.

- OTA-pozitivne izolate smo najpogosteje (glede na koncentracijo plesni) dolocili pri sorti
modra frankinja iz Bele Krajine, sledita sorti shiraz in cabernet sauvignon iz Slovenske
Istre, kjer smo najpogosteje dolocili tudi AFB1-pozitivne izolate in sicer pri sorti shiraz.
Najve¢ vzorcev, ki je vsebovalo OTA- oz. AFBl-pozitivne izolate, je prihajalo iz
Slovenske Istre. Glede na najvisjo povprecno koncentracijo plesni, ki je tvorila toksin OTA
oz. AFB1, pa prevladuje vinorodni okolis Bela Krajina.



60

Strojnik L. Raznolikost plesni na rde¢em grozdju in v mostu.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2014

7 POVZETEK

Prisotnost mikotoksinov, sekundarnih metabolitov plesni, ki v ve¢ pogledih skodljivo
vplivajo na zdravje ljudi, predstavlja ne samo velik ekonomski, temve¢ tudi zdravstveni
problem. To velja Se posebej v obmocjih oz. pri dolocenih skupinah ljudi, ki v ve¢jem
delezu uzivajo s toksini najbolj kontaminirana Zivila. Med slednje spada tudi vino. Poraba
vina je v Sloveniji med najvisjimi glede na evropska oz. svetovna merila. Poleg vina, skrb
glede kontaminacije s plesnimi in posledi¢no prisotnosti mikotoksinov predstavljata tudi
grozdje in grozdni sok, Se posebej, ker so glavni potrosniki otroci in druge rizi¢ne skupine
(dietna prehrana). Pri pregledu dosedanje literature nismo zasledili $tudij o prisotnosti
mikotoksinov OTA in AFB1, opravljenih na slovenskem grozdju, mostu oziroma vinu.

V raziskavo smo vkljucili 12 vzorcev grozdja, ki pripadajo devetim razlicnim vinskim
sortam iz Stirih razlicnih vinorodnih okoliSev v Sloveniji. 1z 12 vzorcev grozdja smo
pripravili vzorce grozdnega soka oz. mosta in jih nato pustili, da so spontano fermentirali.
Med alkoholno fermentacijo smo vzor¢ili most oz. mlado vino, prav tako smo vzorcili vino
po zakljucku fermentacije. Skupno smo tako obravnavali 204 vzorce.

Z opravljenimi mikrobioloskimi analizami smo v magistrski nalogi pridobili podatke o
mikroflori glivnih vrst na grozdju in o velikosti in trendu gibanja populacije od grozdja,do
mosta in vina. Pri potencialno toksinogenih vrstah smo z enostavno kvalitativno metodo
dolocanja toksinov (TLC) ocenili razsirjenost dveh (OTA in AFBI) z vidika zdravja
najnevarnejSih mikotoksinov v posameznih vzorcih. Tako smo dobili delni vpogled v
pojavnost plesni in njihovih toksinov v slovenskih vinogradih.

Prikazali smo gibanje populacije plesni v postopku nastanka vina. Ta je bila najvecja na
grozdju in v prvih dneh fermentacije, nato pa je s casom fermentacije upadala. Najmanjsa
je bila doloCena v vinu. Dobljeni rezultati so pokazali, da obstajajo tako razlike med
vinorodnimi okolisi kot razlike med sortami, saj so bili doloceni rodovi oz. vrste plesni
razSirjeni le v nekaterih vinorodnih okolisih in le pri nekaterih sortah. Podobno velja tudi
za toksina OTA in AFBI. Predvidevali smo, da bomo OTA in AFB1 najveckrat dolocili pri
prvih vzorcenjih. Hipotezo smo potrdili, saj je najve¢ vzorcev tvorilo OTA oz. AFB1 v
prvih treh dneh fermentacije. Glede na dosedanje objave smo predvideli vecji delez
OTA-pozitivnih izolatov. Vzrok za majhen delez pripisujemo predvsem metodi
identifikacije in dolocCitve toksinov.

Zakljuc¢imo lahko, da bi bila uporaba sodobnejsih metod in vecjega Stevila vzorcev, kjer bi
statistiCna obdelava prinesla smiselne rezultate, dobro izhodis¢e za nadaljnje raziskave o
razSirjenosti toksinov na slovenskem grozdju, mostu oz. vinu.
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