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Sazetak

Vec¢ina namirnica i krmiva osjetljiva je na kontaminaciju plijesnima u razlic¢itim fazama proizvodnje, prerade, transporta i uskladistenja.
Tako klimatski uvjeti i uvjeti prilikom procesa proizvodnje, transporta i uskladistenja mogu pospjesiti porast plijesni, kao i sintezu mikotoksina.
Suvremena proizvodnja zahtijeva §to manju upotrebu kemijskih spojeva za ocuvanje i zastitu prehrambenih proizvoda i krmiva pa se koriste bak-
terije mlijecne kiseline koje proizvode metabolite koji imaju antifungalni ucinak, te sprecavaju kvarenje hrane i krmiva uzrokovano nepozeljnim
vrstama plijesni. Stoga je u ovom radu istrazivano antifungalno djelovanje izolata bakterije mlijecne kiseline Lactobacillus plantarum K1 na
rast plijesni Aspergillus ochraceus ZMPBF 318 u tekucoj hranjivoj podlozi (kvascev ekstrakt) pri 28 °C tijekom 28 dana. IstraZivanja rasta ove
plijesni su provedena u podlozi uz dodatak supernatanta fermentirane hranjive podloge u kojoj je porasla bakterija Lactobacillus plantarum
K1 i u prisutnosti suspenzije stanica ove bakterije. Rezultati su pokazali da suspenzija stanica bakterije Lactobacillus plantarum K1 znacajno
inhibira rast plijesni tijekom prvih 14 dana inkubacije, dok supernatant pokazuje dobar inhibitorni utjecaj na rast plijesni kroz duzi period
inkubacije.

Kljucne rijeci: Aspergillus ochraceus, Lactobacillus plantarum, plijesni, antifugalni uc¢inak, biomasa

Summary

Most of the food and feed are contamination sensitive to molds in various stages of production, processing, transportation and storage. Thus,
climate conditions and conditions during the production process, transport and storage can enhance the growth of molds and mycotoxin synthe-
sis. Reduced utilization of chemical compounds added in order to preserve and protect food and animal feed is required in modern production.
So, lactic acid bacteria which produce metabolites with antifungal effect and prevent spoilage of food and feed by undesirable molds have been
used. Therefore, in this paper antifungal activity of isolate of lactic acid bacterium Lactobacillus plantarum K1 on the growth of mold Aspergil-
lus ochraceus ZMPBF 318 in broth (yeast extract) at 28 °C for 28 days was investigated. Investigation of the growth of the mold was carried
out in the broth with addition of supernatant of fermented broth in which bacterium Lactobacillus plantarum K1 grew and in the presence of the
bacterial cell suspension. The results show that during first 14 days of incubation the mold growth was significantly inhibited by cell suspension
of bacterium Lactobacillus plantarum K1, while good inhibitory effect of the supernatant on the growth of the mold was obtained with longer
incubation time.

Keywords: Aspergillus ochraceus, Lactobacillus plantarum, molds, antifungal effect, biomass

Uvod

Plijesni su velika skupina gljiva Siroko rasprostranjena u
prirodi, bilo u obliku aktivno zivucih vegetativnih tijela ili u
obliku latentnih spora. Tijelo im je gradeno od gustog sustava
cjevastih stanica bez klorofila, obi¢no bezbojnih. Nitaste su
grade, a niti (hife) rastu kao isprepletena masa koja se naziva
micelij. Micelij se, kao prasnjava ili paucinasta (pahuljasta)
prevlaka, rasprostire po podlozi (Markov, 2005).

Svojim metabolizmom plijesni proizvode razli¢ite kemi-
jske spojeve, od jednostavnih organskih kiselina do velikih i
slozenih molekula. Jedna od vaznijih skupina metabolita pl-
ijjesni su mikotoksini koji uzrokuju mnoga oboljenja nazvana
mikotoksikoze.

odredenu metabolicku funkciju pri njihovom rastu i razvoju
(Delas i sur., 1995). Biosinteza sekundarnih metabolita plijesni
(mikotoksina) nastaje kao odgovor na okolisne uvjete, odnos-
no fizikalno-kemijske parametre (koli¢ina slobodne vode —a _,
temperatura, koncentracija kisika i pH supstrata) (Yiannikouris
i Jouany, 2002).

Da bi se sprijecila kontaminacija namirnica i krmiva tok-
sikogenim plijesnima, kako u polju tako i tijekom uskladistenja,
te umanjio utjecaj toksi¢nih tvari na ljudsko zdravlje provodi
se kontrola okoline ili se istrazuje inhibicija rasta plijesni i sin-
teza toksina pomocu fungicida, insekticida i/ili konzervansa.

Aspergillus ochraceus vrlo je rasirena plijesan u osusSenim
namirnicama kao $to su kikiriki, orasi, grah, osuseno voce,
osusena riba i meso osuseno na suncu (Durakovi¢ i Durakovié,

Mikotoksini (mykes — gr¢. gljiva, toxikon — gr¢. otrov) su
toksi¢ni sekundarni metaboliti plijesni. Niske su molekularne
mase, ne sudjeluju u primarnom metabolizmu plijesni i nemaju

2003). Ova plijesan ¢esti je kontaminant hrane jer je prisutna
u tlu i na zitaricama koje se obraduju za konzumaciju ako je u
okolini prisutno vise od 16 % vlage.
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Plijesan Aspergillus ochraceus ima sposobnost sinteze
mikotoksina pod nazivom okratoksin A koji uzrokuje tok-
sikoinfekcije (mikotoksikoze) pri konzumiranju hrane u kojoj
je prisutan. Takoder u ljudi i zivotinja uzrokuje nefropatiju,
tesko oboljenje bubrega.

Kako se danas zahtijeva §to manja upotreba kemijskih spo-
jeva u Cuvanju i zastiti hrane, sve se vise provode istrazivanja
koja ukljucuju bakterije mlijecne kiseline (BMK) u svrhu
zastite hrane od nepozeljnih mikroorganizama.

Antifungalnim svojstvima bakterija mlije¢ne kiseline pri-
davalo se malo pozornosti. Batish je 1989. godine istrazivao
antifungalnu aktivnost razli¢itih mlije¢nih starter kultura s
ciljem komercijalizacije antifungalnog potencijala. Izolirao
je nekoliko sojeva roda Streptococcus koji inhibiraju razlicite
plijesni. Istrazivani sojevi koji su proizveli antifungalne tvari
nisu identificirani, no najve¢i prinos tih tvari zabiljeZen je pri
pH 6,8 i temperaturi od 30 °C. Primarni zastitni efekt postize se
zbog proizvodnje mlijecne kiseline $to snizava pH te direktno
inhibira mnoge mikroorganizme (Brul i Coote, 1999).

Za nekoliko metabolita bakterija mlijecne kiseline doka-
zano je da posjeduju antifungalnu aktivnost, a to su: diacetil,
ruterin, vodikov peroksid, ciklicki dipeptidi, organske kiseline
(mlije¢na, octena, propionska), fenil-laktatna kiselina te 3-
hidroksi masne kiseline (Lindgren i Dobrogosz, 1990; Frece i
sur., 2005; Frece, 2007; Frece i sur., 2009). Neke od njih (npr.
mlijecna kiselina i reuterin) inhibiraju bakterije, kvasce i ni-
taste gljive, dok drugi, kao S§to su bakteriocini, utjecu samo
na usko povezane bakterije. Istrazivanja o antifungalnim oso-
binama BMK otkrila su brojne komponente s inhibitornim
ucincima na razlicite plijesni i kvasce (Sjogren i sur., 2003).
Lavermicocca i suradnici pronasli su fenil-laktatnu kiselinu i
4-hidroksi fenil-laktatnu kiselinu kao bitne sastojke antifungal-
nog djelovanja kod bakterija mlije¢ne kiseline (Lavermicocca,
isur., 2000). Takoder su dokazali da ti spojevi mogu utjecati na
produljenje roka trajanja namirnica. Corsetti i suradnici doka-
zali su da mjesavina organskih kiselina je sinergisticki odgov-
orna za inhibitorni u¢inak (Corsetti i sur., 1998). Sve te tvari su
male molekularne mase. Takoder su otkrili nedefinirane pro-
teinske sastojke sa Sirokom antifungalnom aktivnoséu (Mag-
nusson i Schniirer, 2001). No, sam mehanizam antimikrobne
aktivnosti bakterija mlijecne kiseline je tesko objasniti zbog
kompleksnih i medusobno povezanih interakcija razlicitih spo-
jeva (§u§kovic', 1996; Niku-Paavola i sur., 1999).

BMK se zbog svojih antifungalnih aktivnosti uspjesno
mogu koristiti kao biokonzervansi u hrani ili krmivu za
poboljsanje kvalitete, ¢ime se smanjuje uporaba kemijskih
aditiva i sprjecava rast kvasaca koji uzrokuju kvarenje i rast
mikotoksikogenih plijesni.

Materijali i metode rada

Mikroorganizmi

Pri izradi ovog rada za istrazivanje antifugalnog ucinka
upotrijebljena je bakterija mlijecne kiseline Lactobacillus
plantarum K1 (izolirana iz domaceg slavonskog kulena), a
kao test-mikroorganizam upotrijebljena je plijesan Aspergil-
lus ochraceus ZMPBF 318 (izolirana iz domace kobasice) iz

Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opéu mikrobiologi-
ju i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu (ZMPBF).

Hranjive podloge

Hranjive podloge za odrzavanje, cuvanje i uzgoj bakterija
mlijecne kiseline: MRS (De Man-Rogosa-Sharpe) — agar (pep-
ton 10 %, mesni ekstrakt 10 %, kvascev ekstrakt 5 %, glukoza
20 %), MRS (De Man-Rogosa-Sharpe) — bujon (istog sastava
kao podloga MRS-agar, samo bez dodanog agara). KoriStene
su i podloga za sporulaciju plijesni (vodeni ekstrakt krumpira,
agar, glukoza), Czapekova podloga za uzgoj plijesni, podloga
za rast plijesni - kvascev ekstrakt (kvascev ekstrakt 2 %, saha-
roza 20 %).

Uzgoj inokuluma

Kultura istrazivane plijesni nacijepljena je na kosi krum-
pirov glukozni agar te je inkubirana sedam dana pri 28 °C.
Nakon inkubacije u epruvetu je dodano 5 mL sterilne vodene
otopine TRITON X-100 5 mg x L'. Konidiospore plijesni su
lagano skinute s mikrobioloskom usicom. Time je dobivena
suspenzija spora koja je homogenizirana u Poterovu homog-
enizatoru. Na osnovi izbrojanih spora u Thoma-ovoj komorici
dobivena suspenzija je razrijedena do koncentracije 10° spora
x mL! suspenzije.

Kao podloga za uzgoj upotrijebljen je kvascev ekstrakt
(YES-podloga). Tikvice s podlogom su sterilizirane 20 minuta
pri 121°C. Ohladena podloga nacijepljena je s 10° spora x mL"!
suspenzije plijesni, a potom s 108 st. x mL™' bakterija mlije¢ne
kiseline i s po 10 mL supernatanta bakterija mlijecne kiseline.
Tako pripremljene podloge inkubirane su pri 28 °C tijekom 28
dana.

Supernatant fermentirane podloge u kojoj je uzgojena
BMK Lactobacillus plantarum K1 dobiven je centrifugiranjem
podloge te je 5 mL tako dobivenog supernatanta dodan u pod-
logu u kojoj je inkubirana plijesan.

Odredivanje koli¢ine biomase plijesni
u kvas¢evom ekstraktu

Iz podloge u kojoj je uzgajana plijesan Aspergillus ochra-
ceus ZMPBF 318 biomasa je izdvojena filtracijom pomocu
Biichnerovog lijevka preko Whatman No.1 filtar papira, pre-
thodno osusenog na 105°C i izvaganog. Nakon susSenja filtar
papira s biomasom plijesni pri 105°C u susioniku do konstantne
mase vaganjem je odredena masa biomase kao pokazatelj rasta
istrazivane plijesni. Inhibicija rasta plijesni izraunata je u pos-
totku prema izrazu (Durakovi¢, 1991):

% inhibicije = (1 - (m /m,) ) x 100

m, = suha tvar biomase u uzorku koji sadrzi inhibitor (g)
m, = suha tvar biomase u kontrolnom uzorku (g)

Rezultati i rasprava

Utjecaj bakterija mlijecne kiseline, i stanica i supernatan-
ta, na rast plijesni pracen je tijekom 28 dana pri temperaturi od
28 °C u tekucoj YES podlozi.
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Tablica 1. Utjecaj suspenzije stanica bakterije mlijecne kiseline Lactobacillus plantarum KI na rast
plijesni Aspergillus ochraceus ZMPBF 318 tijekom 28 dana pri temperaturi inkubacije od 28 °C
Table 1. Effect of cell suspension of lactic acid bacterium Lactobacillus plantarum K1 on the growth
of mold Aspergillus ochraceus ZMPBF 318 during 28 days at a incubation temperature of 28 °C

Dani uzgoja/ % inhibicije/
BMK/LAB
Days of cultivation % of inhibition

7 97,88
Suspenzija stanica bakterije/

14 85,52
Cell suspension of bacterium

21 45,51
Lactobacillus plantarum K1

28 11,67

7 38,78

14 66,87

Supernatant/Supernatant
21 77,89
28 55,77

Rezultati rada prikazani su u tablici 1 i na slici 1. U tablici
1 prikazana je inhibicija rasta (%) plijesni, a na slici 1 odnos
mase suhe tvari biomase plijesni u kontrolnom uzorku, u uzor-
cima u koje je dodana suspenzija bakterijskih stanica i u uzor-

cima u koje je dodan supernatant.

Naosnovidokaza o osjetljivos-
ti mnogobrojnih zivotinjskih vrsta
na razli¢ite ucinke mikotoksina
postoji sumnja o uklju¢enju miko-
toksina u bolesti u ljudi koji zive u
regijama gdje je onecis¢enje hrane
mikotoksinima Cesta pojava. Sto-
ga je najvaznije da se onemoguéi
kontaminacija namirnica i krmiva
mikotoksikogenim vrstama plijes-
ni jer ve¢ vrlo male koli¢ine bio-
mase plijesni sintetiziraju mjerljive
koli¢ine toksina. Zato prevencija
sinteze toksina moze biti provedena
na najmanje dva nacina, kontrolom
okolisa ili upotrebom antifungalnih
agenasa.

Pradenje  promjene mase
suhe tvari biomase tijekom rasta
mikroorganizama je od izuzetne
vaznosti jer koli¢ina biomase u
hranjivoj podlozi utjece na sintezu
produkata metabolizma. U ovom je
radu koli¢ina biomase u tekucem
supstratu odredena gravimetrijski.

Dosadasnjaistrazivanjautjeca-
jarazli¢itih vrsta bakterija mlijecne
kiseline na rast razlicitih vrsta pl-
jjesni pokazala su znaCajno anti-
fungalno djelovanje. Ta ¢injenica

potakla je i ovo istrazivanje radi
pronalazenja uvjeta za primjenu
bakterija mlijecne kiseline u
sprjeCavanju rasta istrazivane pl-
ijesni.

Najveca koli¢ina biomase pl-
ijjesni dokazana je nakon 21. dana
uzgoja i iznosila je 2,32g. Kao §to
prikazuje slika 1, stanice BMK
pokazuju znacajnu inhibiciju rasta
plijesni u prvih 14 dana uzgoja, u
odnosu na pokuse sa supernatan-
tom BMK koji pokazuje svoje in-
hibitorno djelovanje s duzim vre-
menom inkubacije. U pokusima sa
stanicama bakterija mlijecne kise-
line uocava se inhibitorni utjecaj
na rast plijesni, od 98 % do 87 %,
tijekom prvih 14 dana uzgoja, dok
u ostalim vremenima inkubacije
dolazi do smanjenja inhibicije,

odnosno od 21 do 28 dana kada je maksimalan rast plijesni
bio oko 87 % u odnosu na vrijednosti dobivene u kontrolnim

uzorcima (tablica 1).

Dobiveni rezultati podudaraju se sa rezultatima Stroma i
sur. (2002) koji navode da njihov soj Lactobacillus plantarum

2,5 -

suha tvar biomase/dry weight biomas
(9

14

vrijemeftime (dani/days)

21 28

m A. ochraceus ZMPBF 318
O A. ochraceus + L. plantarum K1
OA. ochraceus + L. plantarum K1 supermnatant

Slika 1. Usporedba mase biomase odredene tijekom rasta plijesni Aspergillus ochraceus ZMPBF
318 u prisutnosti suspenzije stanica bakterije mlijecne kiseline Lactobacillus plantarum K1 i super-

natanta tijekom 28 dana inkubacije pri 28 °C u YES-podlozi

Figure 1. Comparison of the mass of the biomass during growth of mold Aspergillus ochraceus
ZMPBF 318 in the presence of cell suspension of lactic acid bacterium Lactobacillus plantarum K1
and supernatant during 28 days of incubation at 28 °C in YES-medium
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MiLAB393 iskazuje snaznu antifungalnu aktivnost prema
mikotoksikotvornim plijesnima iz roda Aspergillus i Penicil-
lium. U istim uvjetima uzgoja provedeni su pokusi kojima se
pratio rast biomase plijesni Aspergillus ochraceus ZMPBF 318
u tekuéoj podlozi u prisutnosti supernatanta bakterije mlije¢ne
kiseline. U pokusima sa supernatantom BMK smanjen je pr-
irast biomase plijesni za 38 % tijekom prvih 7 dana uzgoja. Od
14. dana ocituje se pad koli¢ine biomase za 67 %, dok je mak-
simalna inhibicija rasta dobivena nakon 21 dana uzgoja i iz-
nosila je 78 %. Rezultati istrazivanja rasta plijesni u pokusima
s duzim vremenom inkubacije (28 dana), pokazuju da utjecaj
supernatanta bakterija mlije¢ne kiseline postepeno slabi te je
zabiljezen porast biomase od 40 % u odnosu na vrijednosti do-
bivene u kontrolnom uzorku.

Do nedavno se vecina istrazivanja antifungalnog ucinka
bakterija mlijecne kiseline bazirala na njihovim inhibitornim
efektima, ali ne i na aktivnim sastojcima, proizvedenim nji-
hovim metabolizmom, kao i drugim razlozima odgovornim za
tu inhibitornu aktivnost. Samo je nekoliko istrazivanja doka-
zalo da BMK osim organskih kiselina proizvode i antifungalne
peptide, odnosno proteine.

Lavermicocca i sur. (2000) identificirali su antifungalne
spojeve fenil-mlije¢nu kiselinu i 4-hidroksi mlije¢nu kiselinu
iz Lactobacillus plantarum izolirane iz kiselog tijesta.

Corsetti 1 sur. (1998) su takoder iz kiselog tijesta izoli-
rali bakteriju mljiecne kiseline, Lactobacillus sanfranciscensis
CBl, koja ima inhibitorni u¢inak na rast plijesni. Dokazali su
da je za inhibiciju odgovorno djelovanje razlicitih organskih
kiselina pronadenih u supernatantu dobivenog od navedene
bakterije mlijecne kiseline.

Strom i sur. (2002) identificirali su tri antifungalna spoja
u supernatantu dobivenog od Lactobacillus plantarum MiLAB
393; 3-fenil mlije¢nu kiselinu te ciklicke dipeptide ciklo(L-Phe-
L-Pro) i ciklo(L-Phe-trans-4-OH-L-Pro). Njihova istrazivanja
su pokazala da su na te spojeve najosjetljivije plijesni bile
Fusarium sporotrichioides 1 Aspergillus fumigatus.

Zakljucci

Podru¢je istrazivanja antifungalnog djelovanja bak-
terija mlije¢ne kiseline jo$ je uvijek novo i zahtijeva dodatna
istrazivanja. Iz dobivenih rezultata istrazivanja utjecaja bak-
terija mlijecne kiseline na rast plijesni Aspergillus ochraceus
ZMPBF 318 moze se zakljuciti da i stanice i supernatant bak-
terije mlijecne kiseline Lactobacillus plantarum K1 pri 28 °C
u tekucoj podlozi kvascev ekstrakt mogu inhibirati rast plijesni
Aspergillus ochraceus, no tocan nacin njihova djelovanja jos
nije poznat.

Takoder spojevi proizvedeni metabolizmom bakterija
mlijecne kiseline, koji vjerojatno djeluju sinergijski, imaju ve-
liki udio u ukupnom inhibitornom uc¢inku.

U buducénosti ée istrazivanja na ovom polju vjerojatno ob-
jasniti tocan nacin djelovanja tih spojeva §to bi uvelike moglo
koristiti u odredivanju najboljeg moguceg nacina primijene
bakterija mlije¢ne kiseline u sprjecavanju rasta plijesni opas-
nih po zdravlje u ljudi.
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