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Ispitano je prisustvo plesni u zadinskim smesama (za proizvodnju
mortadele, mesnog nareska, srpske ljute kobasice, alpske i tirolske sa-
lame, vir$le i Sunkarice), crnom biberu u zrnu i mlevenoj zacinskoj
paprici. Intenzitet kontaminacije bio je najveci u zacinskim smeSama
(46,13%), zatim crnom biberu (28,95%) i zacinskoj paprici (24,92%).
Uocena je dominacija grupe kserofilnih plesni iz rodova Aspergillus,
Emericella, Eurotium, Paecilomyces, Penicillium i Xeromyces. Kon-
statovano je da su u za¢inskim smes$ama i crnom biberu najbrojniji bili
predstavnici rodova Aspergillus i Penicillium, ali su po zastupljenosti
u uzorcima (100%) dominirale plesni roda Eurotium (E. herbariorum).
U uzorcima zacinske paprike najéesce su detektovane plesni roda Rhi-
zopus (R. stolonifer) (87,5%).

Od ukupno 45 vrsta identifikovanih tokom mikoloskih ispitivanja za-
¢ina, 55,5% je bilo potencijalno toksigenih. Prisustvo aflatoksina Bl
nije konstatovano ni u jednom od zacina, ohratoksin A je pronaden kod
dva uzorka crnog bibera (u tragovima; 32,00 ng/kg), a zearalenon kod
tri uzorka crnog bibera (192,00 do 288,00 ug/kg).

Sposobnost sinteze ohratoksina A utvrdena je kod 4 od 5 testiranih soje-
va Aspergillus ochraceus (20,00 do 340,00 ug/l). Vecina sojeva 4. ver-
sicolor i 50% E. herbariorum sintetisali su sterigmatocistin u zna¢ajnim
koli¢inama (100,00 do 1600,00 pg/1, odnosno 160,00 do 400,00 ug/1).
A. versicolor se pokazao prili¢no tolerantnim na uzlaganje visokim
temperaturama, prezivevsi toplotni tretman na 80°C (5i 10 min), ali je
narusena fizioloSka aktivnost rezultovala smanjenjem proizvodnje ste-
rigmatocistina.



Koncentracijom kalijum sorbata od 0,5% u potpunosti je inhibiran rast
A. versicolor na ¢vrstoj hranljivoj podlozi, ali ne i u teénoj; proizvod-
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The presence of moulds in spice mixtures (for production of morta-
della, luncheon meat, "serbian" hot sausage, "alpine" and "tirol" sala-
mi, Frankfurter and ham sausage) was investigated. The highest inten-
sity of contamination was in spice mixtures (46,13%), then in black
pepper (28,95 %) and in ground red pepper (24,92%).

The group of xerophyllic moulds of genera Aspergillus, Emericella,
Eurotium, Paecilomyces, Penicillium and Xeromyces was dominant. It
was found out that the representatives of genera Aspergillus and Peni-
cillium were the most numerous, but considering the incidence in samp-
les (100%) the moulds of genus Eurotium (E. herbariourum) were do-
minant. In samples of ground red pepper the moulds of the genus Rhi-
zopus (R. stolonifer) (87,5%) were the most frequently detected.
Among 45 species identified during mycological investigation of spi-
ces, 55,5% were possibly toxicogenic. The presence of aflatoxin B1 was
not observed in any of spices tested, ochratoxin A was found in two
samples of black pepper (from traces to 32,00 pug/kg), and zaeralenone
in three samples of black pepper (192,00 to 288,00 ug/kg).

The ability for synthesis of ochratoxin A was observed in 4 of 5 tested
strains of Aspergillus ochraceus (20,00 to 340,00 pg/1). The majority of
A. versicolor strains and 50% of E. herbariorum synthesized sterigma-
tocystin in significant quantities (100,00 up to 1600,00 pg/l, and 160.00
up to 400,00 pg/l, respectively).



A. versicolor showed to be rather tolerant to exposure to high tempe-
ratures by surviving the heat treatment at 80°C (5 and 10 min), but the
disturbed physiological activity resulted in reduced production of ste-
rigmatocystin.

By concentration of potassium sorbate of 0,5% the growth of 4. versi-
color on solid medium was totally inhibited, but not on liquid medi-
um; the production of sterigmatocystin was registered only at lower
concentrations (0,05 and 0,1%).
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1. UVOD

Integralni problem zastite Zivotne sredine od zagadivanja obuhvata i zastitu
proizvoda biljnog i animalnog porekla od kontaminacije mikroorganizmima. Poz-
navanjem vrsta mikroorganizama, njihovih osobina, kao i odnosa prema faktorima
koji mogu stimulisati, ili inhibirati njihov razvoj, bitno je za sprecavanje negativnog
uticaja koji mogu imati kao kontaminenti Zivotnih namirnica.

Zacini predstavljaju grupu proizvoda biljnog porekla kod kojih su plesni per-
manentno zastupljene. Taj problem postaje jos veci ako se zna da se zacini in-
tenzivno koriste kao znacajni dodaci hrani u industrijskoj preradi i kulinarstvu,
imajudi presudnu ulogu u formiranju njenog specificnog mirisa i ukusa. Narocito
ih koristi industrija za preradu mesa, kontaminirajuci tako mesni nadev plesnima,
kod izrade kobasica, koje ponekad mogu biti veoma brojne. Uz to, zbog mogucih
higijenskih i tehnoloskih propusta u proizvodnji, skladiStenju i prometu, tako
proizvedena hrana podlozna je kvarenju, a moze biti i Stetna, imajudi u vidu efekte
koje mikotoksini kao toksi¢ni metaboliti nekih rodova plesni mogu da izazovu kod
ljudi.

Zacini poseduju nisku aktivnost vode. Pri takvim uslovima primarno rastu i
razmnozavaju se plesni i to kserofilne vrste iz rodova Aspergillus, Eurotium i Penici-
[lium. Mada se kao kontaminenti javljaju i bakterije (najcesce sporogene) i kvasci, ovi
mikroorganizmi zahtevaju uslove visoke vlaznosti kada postaju fizioloski i repro-
duktivno aktivni. Za skladistenje zacina najvazniji faktor kojim se moze ograniciti
rast plesni je koli¢ina slobodne vode (aktivitet vode), dok se proizvodnja mikotok-
sina odvija u mnogo Sirem temperaturnom rasponu. Visok stepen kontaminacije
plesnima cesto se javlja kod zacina koji vode poreklo iz tropskih i suptropskih pod-
rucja, gde su najveci proizvodjaci siromasne zemlje u kojima su primarna proiz-
vodnja i higijenski uslovi prili¢no zapostavljeni.




1. UvobD

Neki mikotoksini (aflatoksini, ohratoksini i sterigmatocistin) ispoljavaju viso-
ku toplotnu otpornost. Postupkom termicke obrade, koji se ¢esto koristi u preh-
rambenoj industriji, ne mogu se unistiti. Mnoge kserofilne plesni se razmnozavaju
na niskim temperaturama 3to predstavlja opasnost za one Zivotne namirnice koje
se skladiSte u rashladnim prostorijama. Nepozeljne promene se prvo zapazaju u
neposrednoj okolini mesta oStecenja, sa kojih se brze ili sporije Sire i obi¢no su pra-
¢ene pojavon neprijatnog mirisa.

Stetno dejstvo plesni na organizam oveka i Zivotinja, pored izludivanja mi-
kotoksina u hranu, ogleda se i u njihovom delovanju kao parazita izazivac¢a obo-
lienja poznatih kao mikoze. Spore nekih vrsta (Aspergillus fumigatus, A. niger, Peni-
cillium aurantiogriseum, P. chrysogenum, Alternaria alternata, Absidia corymbifera, itd.)
poznate su kao inhalacioni alergeni.

Sve viSe ima indicija da primarni karcinom jetre i druga teSka oboljenja kod
Jjudi mogu biti indukovana konzumiranjem hrane i koris¢enjem sirovina u preh-
rambenoj industriji koje su kontaminirane plesnima, odnosno mikotoksinima. Pos-
lednjih decenija u razvijenom svetu poklanja se velika paznja detektovanju miko-
toksina u hrani i proucavanju faktora koji uticu na rast plesni i sintezu mikotok-
sina.

s
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2.1. ISTORIJAT ZACINA

Znacajan broj vrsta biljaka zbog posedovanja karakteristicnih aromati¢nih
svojstava koriste se za proizvodnju zacina. Osnovna uloga ovih proizvoda je da jela
ucine ukusnijim i pikantnim.

Na najraniju upotrebu zacina upucuju iskopine iz mladeg kamenog doba u
kojima su nadeni ostaci maka, andelike i kima. Prvi pisani podaci ugradeni u kli-
nasto pismo poticu iz Mesopotamije. U njima se spominju susam, kardamom, kim,
mirodija (kopar), komorag¢, timijan i Safran, koji su gajeni duz plodnih dolina reka
Eufrata i Tigra.

Sve §to je dobro mirisalo i imalo dobar ukus nije sluzilo samo za zacinjavanje
jela. Ostaci zac¢ina nadeni su na balzamovanim egipatskim mumijama (ulje cimeta,
karanfilica, kasije), koristili su se u farmakologiji i kozmetici. Prilikom religioznih
obreda prinosili su ih bogovima kao Zrtveno bilje (Bullerman i sar., 1977; Silliker i
sar., 1980).

Po svojoj vrednosti zacini su bili skoro izjednacavani sa zlatom, biserima, dra-
gim kamenjem i poput njih, ¢uvani u dragocenim posudama. Ne tako davno zame-
njivali su novac, bili kraljevski poklon, a vreca bibera vredela je koliko i ljudski zi-
vot. Za posedovanje monopola na zacine vekovima su se vodili ratovi, a svaki nji-
hov deli¢ nekada je morao preci pustolovni put oko sveta, pre nego $to se prijatan
miris poceo Siriti Evropom.

Puna dva veka Venecijanci su drzali monopol nad cimetom. Ratovi koje je
Portugalija vodila sa Holandijom i Engleskom (od 1505. do 1796. god.) u osnovi su
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za uzrok imali cimet. Ove pomorske sile borile su se oko Cejlona i rezultat toga bile
su skoro potpuno uniStene Sikare cimeta.

Put zacina postojao je jos 2000.god. pre stare ere. Karavanima su prenoseni iz
Juzne Arabije do Egipta. Morskim putevima Indija ih je dovozila takode u Egipat.
Pre nego sto je postala intelektualna prestonica Aleksandrija je bila ogromna trz-
nica zacina na putu za zemlje Evrope (Corindarajan, 1977). Potraga za zacinima ve-
zana je za imena ¢uvenih moreplovaca, Kolumba, Vaska de Game, Magelana i osva-
janje Novog Sveta.

2.2.  VRSTE ZACINA I NJIHOVA AROMATICNA SVOJSTVA

Kao zacini koriste se razliciti delovi biljaka u kojima se nalaze aromati¢ne ma-
terije, bilo da je to plod, seme, cvet, list, kora stabla, rizom, koren, ili cela biljka, uglav-
nom osuseni (tabela 1). SuSe se najceSce prirodnim putem na suncu, a manji broj,
kao zacinska paprika, pod kontrolisanim uslovima. Sve viSe u upotrebi su i razne
aromaticne trave i suSeno povrce. U prometu se nalaze cele biljke, usitnjeni, a naj-
¢esce samleveni delovi biljaka razli¢ite granulacije, zacinske smeSe i ekstrakti zacina
(Oluski, 1988).

Aromati¢na svojstva poti¢u od eteri¢nih ulja, isparljivih ekskretornih produ-
kata, koji odreduju finocu i originalnost mirisa. Ona sadrze ugljovodonike, terpe-
ne, alkohole, aldehide, ketone, fenole, etre, estre, jedinjenja sumpora i druge aktivne
materije (Shelef i sar., 1980). Cvrsti sastojci su mentol, timol, anetol, kamfor. Mnogi
zacini sadrze jedinjenja koja daju ostar i opor ukus (kapsaicin, piperin, alin, ginge-
rolen i dr.). Ona mogu biti neisparljiva, ili delimi¢no isparljiva i ne nalaze se u ete-
ricnom ulju. U ekstrakt etericnog ulja mogu preci ako se estrahuju odgovarajuc¢im
rastvaracima.

Od svih grana prehrambene industrije zacini su svoju najsiru primenu nasli u
industriji mesa. Nacini zacinjavanja, koli¢ine i vrste upotrebljenih zacina variraju
veoma mnogo, zavisno od navika potrosaca, vrste mesa i mnogih drugih faktora.
Umece zacinjavanja sastoji se u pravilnoj proceni, osecaju za meru, ukus i odvaz-
nost u kombinovanju zacina. Svako jelo uglavnom zahteva glavnu komponentu,
dok ostale imaju dopunsku ulogu, strogo vodeci racuna koje se medusobno pod-
nose, a koje se ne mogu upotrebiti zajedno. Bez osecaja za meru ne mogu se postici
one fine razlike toliko vazne kod zacinjavanja.

Beli luk (Allium sativum L.) spada medu zacine koji su najvise u upotrebi. Ima
specifican jak i prodoran miris i ljutkast ukus. Miris na sumpor poti¢e od derivata
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Tabela 1. Vrste zac¢inskog bilja

Biljna vrsta

Korisni deo

Anis (Pimpinella anisum L.) plod
Bosiljak (Ocimem basilicum L.) list, stablo
Cimet (Cinnamomun zeylanicum L.) kora

Beli luk (Allium satioum L.) lukovica
Cili paprika (Capsicum frutescens L.) plod

Pumbir-ingver (Zingiber officinale L.)

koren (rizom)

Estragon (Artemisia dracunculus L.)

list, cvet

Zalfija (Salvia officinalis L.)

list

Kapar (Capparis spinosa L.)

neotvoren cvet i pupoljak

Kardamom (Elettaria cardamomum L.)

plod

Kim (Carum carvi L.)

plod

Karanfilié (Caryophyllus aromaticus L.)

neotvoreni cvetni pupoljak

Mirodija-kopar (Anethum graveolans L.) list, cela biljka
Korijander (Coriandrum satioum L.) plod

Lovor (Laurus nobilis L.) list

Crni luk (Allium cepa L.) lukovica

Timijan-majé¢ina dusica (Thymus vulgaris L.)

list, stablo

Majoran-origano (Majorana hortensis L.)

list, stablo

Muskat cvet i orah (Myristica fragrans L.)

omotac¢ semena, seme

Origano (Origanum vulgare L.) list
Biber (Piper nigrum L.) plod
Paprika (Capsicum annuum L.) plod

Persun (Petroselinum crispum L.)

list, koren

Piment-najkvirc (Pimenta officinalis L.) plod
Ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.) list

Susam (Sesamum indicum L.) seme
Vanila (Vanilla planifolia L.) plod

Celer (Apium graveolens L.)

list, koren
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aminokiseline cisteina, dok je za ukus odgovoran glukozid alicin. Sadrzi vitamin C.
Pitagora ga je smatrao kraljem zacina. Postojbina mu je Azija (Indija) i Egipat, gde se
gajio pre 5000 godina. Nalazimo ga na crtezima staroegipatskih grobnica.

Beli luk je vazan sastojak sirovih, barenih i suSenih kobasica, raznih salata i
majoneza. Otporan je na visoke temperature ne menjajudi bitno senzorna svojstva,
Sto je znacajno za proizvode koji se podvrgavaju termickom tretmanu. Jedinjenja
radona snizavaju krvni pritisak izazivajuci vazodilataciju krvnih sudova i pobolj-
Savajuci cirkulaciju krvi. Pripisuje mu se stimulativno dejstvo na metabolizam i re-
gulisanje funkcije endokrinih zlezda.

Biber (Piper nigrum L.) koristi se kao crni (sasuSen nezreo plod) i beli biber
(sasu$en, zreo i oljusten plod).Poreklo ove kulture je Indija. Osim u Indiji danas se
najvise gaji u tropskim oblastima africkog kontinenta.

Od aktivnih materija u etericnom ulju nalaze se felandren, citrol, limonen,
pinen i kariofilen. Limonen, koji je naj¢eS¢i terpen zacina, u najvecoj koli¢ini (oko
96%) nalazi se u plodovima citrusa, a osim bibera sadrze ga takode kim, korijander,
anis, morac i celer. OStar paleci ukus dolazi od piperina, koga viSe ima u crnom bi-
beru, dok je beli aromatic¢niji.

Najveci potroSac bibera je mesna industrija i industrija za preradu ribe. Zrna
bibera dodaju se u neke trajne i polutrajne kobasice. U novije vreme prave se "bi-
ber kobasice”. To su trajne kobasice ¢iji se omota¢ posle potapanja u 2% mlaki ras-
tvor Zelatina posipa grubo mlevenim crnim biberom.

Paprika (Capsicum annum L.) je poreklom iz Juzne Amerike gde su je jos pre
vise od 3000 god. gajile stare Inke, da bi se vremenom prosirila na ostale delove
americkog kontinenta. Posle otkrica Amerike (pocetkom XVI veka) preneta je u Ev-
ropu. Danas se najviSe gaji u Aziji, Evropi i Americi, uglavnom u zoni umerenog po-
jasa i neSto manje u tropskim i suptropskim oblastima.

Zbog osobina koje poseduje, visoke hranljive i bioloske vrednosti, kao i ka-
rakteristicnih senzorskih svojstava, malo je biljnih vrsta koje su nasle tako Siroku
primenu u ishrani, preradivackoj industriji (pasterizovana, smrznuta, susena) 1 in-
dustriji zacina.

U narodnoj medicini poznata ja kao sredstvo protiv smetnji u varenju i mig-
rene. Ima veliku ulogu u proizvodniji kobasica. U nekim zemljama popularna je “pa-
pricirana slanina”.

Kod zacinske paprike koriste se sorte duguljastih plodova koje su u fizi-
oloskoj zrelosti intenzivno crvene boje, sa visokim sadrzajem suve materije (naj-
manje 15%) i bojenih materija (karotenoida). Najpoznatija i najrasirenija kod nas je
sorta Horgoska slatka (Markovi¢ i Vracar,1998), bez ljutog sastojka alkaloida kap-
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saicina i drugih materija o$trog ukusa. Kapsaicin koji se nalazi u ljutoj zacinskoj
paprici koristi se u farmakologiji kao komponenta antireumatskih masti, jer u do-
diru sa kozom izaziva osecaj toplote i podstice cirkulaciju krvi. Najvazniji pigment
po koli¢ini i intenzitetu boje je kapsantin. Dejstvom kiseonika, svetla i toplote pig-
menti se oksidiSu. Mlevena zacinska paprika bogata je vitaminom C u kolicini od
25 do 100 mg/100 g (Savic i Danon,1982).

Korijander (Coriandrum sativum L.), spominje se u egipatskim papirusima i
bibliji. Jedna je od najstarijih zacinskih biljaka, poreklom iz jugoisto¢ne Evrope, gde
raste divlje, a u Indiji, Kini i Egiptu se gaji hiljadama godina (kultivisan je 1500 god.
pre nove ere).

Glavni sastojak etericnog ulja je linalool, zatim terpeni. Miris je blag, prijatno
aromatican, ukus sladunjav i neznatno pale¢i.

Korijander upotrebljava u velikim koli¢inama industrija mesa, u svim vrsta-
ma mesnih proizvoda. Tipi¢an miris na korijander ima na primer mortadela. U
mlevenom obliku poboljsava vezivanje vode u kobasicama, usled velike sposobnosti
da bubri. Dodaje se i u salamuru (celi plodovi). U domacinstvu se uglavnom upo-
trebljava za jela od gljiva. Sve vise ga koristi kozmeticka industrija za proizvodnju
parfema, sluzi za aromatizovanje nekih vrsta rakija, likera i peciva.

Piment (Pimenta officinalis L.) sli¢an je biberu. Miris podseca na biber, karan-
fili¢, muskat i cimet. Postojbina mu je Jamajka i Amerika (Srednja i Juzna) gde se i
danas najvise gaji. Fenolno jedinjenje eugenol je osnovna komponenta etericnog
ulja pimenta, karanfili¢a, cimeta, muskata i bibera (70 do 90%). Upotrebljava se u
kulinarstvu za neke kolace, jela od ribe i mesa, supe, sosove, marinade. U sastavu
je mnogih zacinskih smesa za kobasice.

Zacini stimuli$u peristaltiku digestivnog trakta i potpomazu varenje. Podsticu
apetit, lu¢enje pljuvacke i zeluda¢nog soka. Koris¢enjem u vecoj koli¢ini, neka ete-
ri¢na ulja izazivaju zapaljenje sluzokoze i pojavu rana. Iritacija gastrointestinalnog
trakta moze dovesti do povecanja propustljivosti kapilara, $to je praceno povra-
¢anjem, dijarejom i abdominalnim gréevima. Zato zacini mogu biti kontraindiko-
vani kod osoba koje boluju od katara Zeluca, ili creva (Savic i Danon, 1982). Muskat
privla¢i posebnu paznju zbog niza derivata fenilalanina koji imaju psihrotropni
efekat, odnosno deluju kao droga.

Tropske zacinske biljke su najbogatije etericnim uljima, pri ¢emu svetlost i
temperatura imaju vecu ulogu u njihovoj biosintezi nego zemljiSte. Koli¢ina ete-
ri¢nih ulja u odnosu na pojedine komponente, menja se tokom perioda vegetacije.
Moze se govoriti ¢ak i 0 dnevno-no¢nom kolebanju, vezano za metabolicku aktiv-
nost.
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2.3.  PRIMENA ZACINA U INDUSTRIJI MESA

Principi tehnologije za¢injavanja mesa danas se baziraju na upotrebi $to veceg
broja zacina od kojih su neki osnovni, a neki pomo¢ni. Biber, za¢inska paprika,beli i
crni luk i piment su prvenstveno osnovni zacini (Savi¢ i Bem, 1983; Stojsi¢, 1998).
Kao takvi upotrebljavaju se u nesto vec¢im koli¢inama, za razliku od pomo¢nih (ka-
ranfili¢, kardamom, ingver, muskat, ruzmarin) koji sluze da bi se dobio potpuniji
ukus i miris gotovog proizvoda. Kim i timijan pripadaju obema kategorijama.

Osim osnovne uloge, poboljsanja arome, zacini deluju nizom osobina i zajedno
sa ostalim brojnim faktorima (drugi dodaci, pH supstrata, a,, vrednost, uslovi teh-
noloSkog procesa prerade, skladiStenja) uticu na kvalitet, odrzivost i zdravstvenu
bezbednost mesnih proizvoda.

Poznato je antioksidativno dejstvo aktivnih komponenata, kiselina i fenola,
koji vezujudi za sebe kiseonik onemogucavaju njegovu adiciju na masne kiseline,
sprecavajudi na taj nacin uzeglost lipida (Raseta, 1981) (bosiljak, menta, ruzmarin,
timijan, majoran, zalfija, lavanda). Ruzmarin i zalfija su izraziti antioksidansi. Uz
to, njihove kiseline i fenolna jedinjenja su termostabilni, ispoljavaju¢i aktivnost i
posle toplotnog tretmana. Ispitujuci uticaj prirodnih zacina, njihovih ekstrakata i
uslova ¢uvanja na promene masnog tkiva u suSenim fermentisanim kobasicama
Rede i sar. (1990) imali su suprotno iskustvo. Prirodna zZalfija dodata u koli¢inama
koje ne uti¢u na promene ukusa proizvoda nije imala zZeljeni antioksidativni efekat,
dok su ekstrakti zacina i zalfije delovali ¢ak slabo oksidativno.

Zacini mogu da primaju i otpustaju vodu, pri ¢emu stepen usitnjenosti ima
znatnog uticaja na sposobnost bubrenja. Neki zacini, na primer biber, kim, korijan-
der, muskatni orah, ako su grubo usitnjeni, predstavljaju vlaZna mesta u nadevu
kobasica, §to negativno utice na kvalitet i odrzivost (Susic i sar.,1990). Sto je vedi
stepen usitnjenosti , bolje je primanje vode i veca sposobnost emulgovanja. Tem-
peratura kao faktor ima pozitivan uticaj na sposobnost bubrenja. Savic i Bem (1983)
iznose podatak da kim prima Cetiri puta vise vode pri 40, nego pri 20°C.

U nekim slucajevima zacini mogu imati negativno dejstvo. Nepravilno izba-
lansirana smesa zacina ve¢ posle kratkog perioda skladiStenja proizvoda moze iz-
gubiti aktivnost, izazvati promenu boje mesa, i nepozeljne oksidativne promene
lipidnih komponenata.

Kod odredenih proizvoda kao sto je kulen i neke vrste suvih kobasica bitno je
postici intenzivno crvenu boju. Ulogu u tome ima zacinska paprika i njeni pig-
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menti karotenoidi, narocito kapsantin kog ima najvise. Medutim, kada je re¢ o so-
sovima i gotovim jelima, bosiljak, majoran, karanfili¢, ruzmarin, piment i mirodija
menjaju boju svetlih sosova u smedu, ili zelenu, $to nije pozeljno. Kora limuna boji
sosove kod zamrzavanja, ali ne i kod zagrevanja.

Ekstrakti zacina koji su sve viSe u upotrebi proizvode se u dva osnovna ob-
lika:

- ekstrakti, koji sadrze samo eteri¢na ulja, i

— oleorizini, koji su po sastavu heterogeni. Oleorizini pored eteri¢nih ulja sadr-
ze i druge komponente kao §to su nosioci ukusa, smole, celulozu, skrob, protei-
ne, soli, itd. Oni su stabilniji, jer prisutne smole sprecavaju autooksidaciju ete-
ricnih ulja.

Iz zacinskih biljaka eteri¢na ulja se najcesce izdvajaju destilacijom vodenom
parom. Da bi se dobilo optimalno iskoris¢enje biljni materijal se prethodno usit-
njava. Oleorizini se dobijaju ekstrakcijom podesnim organskim rastvaracima (alko-
hol, etar, itd.). Jedinjenja ugljenika nisu pozeljna kao ekstrakciona sredstva zbog
toksi¢nosti.

Bitna prednost ekstrakata zacina je da ne sadrze mikroorganizme, kojima su
prirodni zacini redovno kontaminirani. Osnovna mana ogleda se u nedostatku svih
aktivnih materija zacina i §to ukus nije potpuno identican. Pri njihovoj upotrebi
pH vrednost u proizvodu sporije opada, a krajnja vrednost je visa. Osim toga, nji-
hova primena je ograni¢ena. Kod susenih kobasica nastaju gubici arome i ukusa.
Dobro je sto kod fermentisanih kobasica ne koce aktivnost mle¢nokiselih bakterija,
ali nije dobro $to nemaju efekat na nepozeljne mikroorganizme koji mogu biti pri-
sutni u nadevu (Reise i sar., 1973).

2.4. PLESNII MIKOTOKSINI

Kao i svi suseni proizvodi zacini nikad nisu sterilni. Pretezno sadrze sporoge-
ne bakterije i plesni. Svojom metabolickom aktivno$¢u ovi mikroorganizmi mogu
izazvati nastanak procesa kvarenja (Palumbo i sar., 1975, Surkiewicz i sar.,1976).
Problem predstavlja prisustvo vrsta plesni koje mogu da rastu na organskim sups-
tratima sa niskom koli¢inom slobodne vode (ispod 0,80 a,,) i koje pod odredenim
uslovima, bilo u za¢inima, ili prehrambenim proizvodima, mogu da sintetiSu tok-
sicne metabolite(Hitokoto i sar., 1980; Goto, 1990; Gqgaleni i sar., 1997). Najveci broj
takvih vrsta obuhvacen je rodovima Aspergillus i Penicillium (Frisvad, 1988), koji su
obi¢no i naj¢esci kontaminenti zacina (Horie, 1971; Stefanovic i sar., 1973).
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Mikotoksini dovode do akutnih intoksikacija i hroni¢nih toksikoza, tako da
svako prisustvo plesni u zacinima predstavlja potencijalnu opasnost po zdravlje
ljudi. Posto se zacini zbog jake arome koriste u malim koli¢inama ¢esto se zanema-
ruje ¢injenica da ¢ak i minimalno unosenje toksina u organizam moze kasnije da
ima nesagledive posledice, posebno §to je dokazan njihov kumulativni karakter.
Vrlo tesko se eliminiSu, zbog cega se pojacava nevidljivo i dugotrajno razorno dej-
stvo na Celije vitalnih organa, $to je kod eksperimentalnih zivotinja ve¢ dokazano
(Ueno, 1987; Babic i sar., 1989).

Za razliku od bakterijskih i virusnih oboljenja mikotoksikoze su vezane za
hranu, bolest nije infektivna, niti se prenosi kontaktom. Tretiranje antibioticima
nema efekta. Izazivaju patoloske promene ne samo na parenhimatoznim organi-
ma, vec i na kostima, ili centralnom nervnom sistemu. Simptomi bolesti se mogu
svrstati u pet grupa (tabela 2). U nekim slu¢ajevima mikotoksini mogu ispoljiti ne-
koliko tipova toksi¢nosti u zavisnosti od doze i vrste Zivotinja. Oni ne izazivaju stva-
ranje antitela, tako da organizam ostaje trajno nezasticen na njihovo delovanje.

Tabela 2. Bioloski efekti mikotoksina

Efekat Mikotoksini

aflatoksini, ohratoksini, sterigmatocistin,
rubratoksin B, citrinin, penicilinska kise-
lina, patulin, luteoskirin, rugulozin, citri-
nin

Hepatotoksicni (toksi¢nost-kancerogenost)

ohratoksini, citrinin, rubratoksin B, afla-

Nefrotoksicni (toksicnost-kancerogenost) toksini, sterigmatocistin

ohratoksini, sterigmatocistin, citrinin, zea-

Maut . , e _
MRS CLE ralenon, patulin, penicilinska kiselina

aflatoksini, ohratoksini, rubratoksin B, tri-

Teratogeni (embriotoksic¢ni) hoteceni, ergot alkaloidi

patulin, citreoviridin, koi¢na kiselina, tri-

Neurotoksicni .
hoteceni
Estrogeni zearalenon
Dermatotoksicni (fotosenzibilni faktori) sporodezmini, trihoteceni, aflatoksini

Ista vrsta plesni moze stvarati viSe sekundarnih metabolita razli¢itih nivoa
toksi¢nosti. Do danas ih je prema podacima koje iznose Cole i Cox (Goto, 1990) i
Samson (1997) pronadeno preko 300. Preko zacina sintetisani mikotoksini izazivaju
primarne mikotoksikoze kod ljudi. Put sekundarne mikotoksikoze u lanac ishrane

10
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ukljucuje i zivotinje (zemljiste — biljka —» Zivotinja —» Covek) (Kovacs i Vanyi,
1993).

Prisutna je navika da se namirnica sa cije je povrsine odstranjena plesan upo-
trebi za ishranu, madutim, u njima se mogu nalaziti mikotoksini. Ingestijom miko-
toksini mogu prouzrokovati karakteristi¢nu iritaciju faringsa i oralne sluzokoze. U
vecini slucajeva koncentracije mikotoksina u hrani nisu visoke, ali su rizi¢ne zbog
mogucnosti izazivanja sekundarnih mikotoksikoza koje se tesko detektuju. Prati ih
pad opste otpornosti organizma koji postaje podlozan ucestalim bakterijskim i vi-
rusnim infekcijama.

2.4.1. Aflatoksini

Aflatoksini su mikotoksini koji su bili prvi determinisani. Proizvode ih u toku
sekundarnog metabolizma vrste iz grupe Aspergillus flavus-oryzae (A. flavus i A.
parasiticus) (Luca i sar.,1995; Wilson i King, 1995). To su kompleksna heterocikli¢na
organska jedinjenja kumarinskog tipa slicne hemijske strukture. Najznacajniji su
aflatoksin B1 (AB1), AG1 i njihovi dihidroderivati AB2, i AG2 (slika 1). Kod svih se
nalaze dva furanova i dva laktonska prstena i metoksilne grupe. OH grupe nisu
prisutne. Empirijska formula AB1 je C,;H,,0,.

0 R,
R, R, R, R, R,
R, ‘ aflatoksin B1 —H -H -H - H,C -0
P | aflatoksinB2  -H -H =-H -H,C -0
Jz\ j\ aflatoksin G~ -H, -H, -H -H,C -0
1 4

aflatoksin G2 -H -H, -H -H,C -0

R 5 . oR, oksin 5 2 5

Slika1. Hemijska struktura aflatoksina

AB1i AB2 pod dugotalasnim (365 nm) UV svetlom imaju karakteristi¢nu jaku
plavu fluorescenciju, ¢ija je Rf vrednost 0,5 na silika gel plo¢ama za tankoslojnu
hromatografiju (TLC), u razvija¢u hloroform:metanol (97:3). Zelenkasta fluorescen-
cija sa nesto nizom Rf vrednoscu (0,3), odgovara aflatoksinima grupe G (AG1 i AG2).

11
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Osim ove Cetiri frakcije, u nizu do sada otkrivenih su i “mle¢ni aflatoksini” AMI i
AM2 koji nastaju konverzijom AB1 i AB2 u jetri, odakle prelaze u mleko, urin i feces.

Suti¢ i sar. (1986) detektovali su istovremeno prisustvo AB1 u sto¢noj hrani i
AM1 u 33% uzoraka mleka. Autori su utvrdili njihov negativni uticaj na morfolos-
ke i fizioloske osobine starter kultura mle¢nokiselih bakterija koje se koriste u pro-
izvodnji mle¢nokiselih proizvoda i sireva, pri ¢emu je dejstvo na pojedine vrste i
sojeve unutar vrsta bilo razli¢ito. Ukupan broj mikroorganizama u mleku znatno se
smanjuje, to bez mikotoksikoloske analize moze dovesti do pogreSnog zakljucka o
higijenskoj ispravnosti proizvoda.

AB1 je najcesce prisutan u ljudskoj i stoénoj hrani, ujedno je i najtoksicniji.
Smatra se jednim od najjacih hepatokancerogena medu mikotoksinima koji izazi-
vaju karcinom jetre. Slede AG1, AM1 AB2 (Durakovi¢ i sar., 1989). Hidroksilni de-
rivati toksina AB2 i AG2, AB2a i AG2a, izolovani su kasnije. Aflatoksini pokazuju
veliku stabilnost na uticaj visokih temperatura, na promene koncentracije vodo-
nikovih jona, na zra¢enje UV i gama zracima. S toga njihova detoksikacija pred-
stavlja tezak problem. Zagrevanjem na 100°C u jakoj kiselini oko 90% AB1 prelazi
u AB2a. Na 160°C gubi se samo 20% AB1 (Pantovi¢ i Adamovi¢, 1974), a stabilan je i
pri temperaturi od 250°C (Durakovi¢ , 1991). Razlaze se bez topljenja na 268 do 269°C
(Davis i Diener, 1978). Aflatoksini se potpuno razaraju pod uticajem hromsumpor-
ne kiseline, natrijumhipohlorita, koncentrovanog natrijumhidroksida, kao i duzim
izlaganjem uticaju svetlosti (Suti¢ i Stojanovi¢, 1973).

Stvaranje aflatoksina zavisi od klimatskih uslova, zbog ¢ega se ceSce srecu u
toplim oblastima(Stefanovic i sar., 1973). Istrazivanja u svetu ukazuju na ucestalu
pojavu aflatoksina u hrani i karcinoma jetre kod ljudi u tropskim i suptropskim re-
gionima Afrike, Azije, Japana, Tajlanda i Filipina (Durakovi¢ i sar., 1989). U takvim
uslovima za optimalan rast plesni i proizvodnju aflatoksina potrebno je vreme od dve
do tri nedelje na temperaturama izmedu 251 30°C i 88 do 95% relativne vlaznosti.

Godine 1970. objavljen je slucaj endemicnog toksi¢nog hepatita u jednoj bra-
zilskoj porodici sa dokazom o umesanosti A. flavus i aflatoksina, koji je prouzroko-
vao smrt petnaestogodisnjeg decaka, dve godine nakon ispoljavanja simptoma iz-
razenih abdominalnih smetnji i dekompenzacije srca. Na obdukciji su ustanovljene
promene slicne onima koje su se pojavile nakon ubrizgavanja aflatoksina u maj-
mune (plu¢ni edem, prosireno srce, difuzna nekroza u centralnom delu jetre).
Utvrdjeno je da je hrana bila kontaminirana sa A. flavus i aflatoksinom u izuzetno
visokoj koncentradiji (1,7 mg/kg). Sli¢ni simptomi, ali u blazoj formi imali su brat i
sestra ovog pacijenta (Stefanovic i sar., 1973).
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Stepen osetljivosti eksperimentalnih Zivotinja je razli¢it i varira u zavisnosti
od vrste, pola, starosti, ishrane, stanja organizma, koli¢ine i duzine perioda unose-
nja. Kao jedan od prvih simptoma aflatoksikoze javlja se potistenost, smanjenje
prirasta, ili gubitak teZine. Jetra mladih Zivotinja veoma brzo apsorbuje aflatoksine.
Do trovanja dolazi samim toksinom, kao i produktima razgradnje koji su toksicni.
Mladi organizmi uginu ve¢ za nekoliko sati, ili dana (Vitez i sar., 1975). Kod vecine
simptomi trovanja javljaju se sa sadrzajem u hrani 0,01 pg/kg aflatoksina, ¢ak i
manje (Munk, 1979). Koli¢ina od 0,01 mg/dan izaziva rak jetre pacova ako se duze
hrane kontaminiranom hranom (Savi¢ i Milosavljevi¢, 1983). U tabeli 3 dat je prikaz
kancerogene toksi¢nosti aflatoksina i pojave hepatoma kod Zivotinja (Goto, 1990).

Tabela 3. Kancerogenost aflatoksina

Vreme trajanja ¥ty
Vrsta Aflatoksin | Doza eme Tajam hepatoma
eksperimenta
(a/b)
Mis Bl 3 mg/kgi. p. 82 nedelje 28/39
Pacov (muzjak) Bl 1 mg/kg p. o. 42-58 nedelja 18/18
Pacov Bl 1 mg/kg u hrani 41-64 nedelje 18/21
Riba iz akvari- _ .
juma (Gupi) Bl 6 mg/kg u hrani 11 meseci 7/11
Pastrmka B1 4 ug/kg u hrani 16 meseci 14/40
Patka Bl 30 ug/kg u hrani 14 meseci 8/11
Majmun B1 e e 45-145 meseci 3/9
ukupna doza
Majmun Bl 99-1354 mg 39-147 meseci 8/13
ukupna doza
Pacov (muzjak) M1 1 mg/kg u hrani 100 nedelja 1/29
Pacov (muzjak) M1 50 ug/kg u hrani 16-19 meseci 2/31
Pastrmka M1 4 pg/kg u hrani 12 meseci 6/46
Legenda:

a - broj registrovanih hepatoma ; b - broj testiranih jedinki

Letalna doza za 50%tretiranih Zivotinja (LDs,) varira od 0,3 do 10,0 mg/kg
telesne tezine. Pacov je umereno osetljiv na aflatoksinske toksi¢ne efekte. Metabo-
lizam AB1 kod pacova zavisi od nivoa steroidnih hormona. Mnogo je brzi kod Zen-
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ki tako da one ispoljavaju vecu rezistentnost. Zbog velike osetljivosti uobicajeno je
ispitivanje bioloSkog dejstva mikotoksina na pile¢im embrionima. U tabeli 4 prika-
zana je akutna toksi¢nost AB1 za pojedine vrste zivotinja. Jetra je organ koji pokazu-
je inicijalno najvece ostecenje prilikom aplikacije aflatoksina.

Tabela 4. Akutna toksi¢nost aflatoksina B,

Vrsta (mg/kg tt;z;;e mase)
Pile¢i embrion 0,025*
Pacici (jednodnevni) 0,34 -0,36
Pacovi (jednodnevni) 1,00
Pacovi (21 dan) 5,50
Pacovi (odrasli muzjaci) 5,50-7,20
Pacovi (odrasle zenke) 17,90
Zecevi 0,30
Hréci (30 dana) 10,20
Zamorci 1,40
Ovce 1,00 - 2,00
Macke 0,55-0,60
Misevi 7,00 -9,00
Majmuni 2,20-7,80
Pastrmka 0,80

* ug/embrion

Pored izazivanja degenerativnih promena celija parenhimatoznih organa, kr-
varenja u mozgu i hiperplazija krvnih sudova mehanizam dejstva usmeren je na
inhibiciju sinteze proteina, enzima i nukleinskih kiselina (Raseta, 1981; Muntanjo-
la-Cvetkovié, 1987). Koristeci konidije A. fumigatus kao Cestice za ingestiju uz doda-
tak 0,03; 0,05; 0,071 0,09 mg AB1 dnevno tokom dve nedelje (kroz vodu i hranu) ze-
¢evima Richard i Thurston (1975) su potvrdili da aflatoksin izaziva oStecenja makro-
faga smanjujudi njihovu fagocitarnu aktivnost. U kombinaciji sa ciklopijazonicnom
kiselinom Smith i sar. (1992) su pored uobicajenih patoloskih promena na jetri i
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bubrezima pilica konstatovali tesko fibroti¢nu slezinu. Kod mikroorganizama kao
posledica interakcije izmedu AB1 i DNA pojavljuju se indukovane mutacije. Na-
kon izlaganja dozama od 50 i 70 ng/ml zabelezeno je povecanje frekvencije Strepto-
coccus lactis mutanata rezistentnih na streptomicin za 21, odnosno 95 puta u odno-
su na spontane mutacije (Banina, 1986).

Za sintezu aflatoksina najpogodnija temperatura je oko 30°C (Finoli i sar.,
1995; Gqaleni isar., 1997). Adebajo i sar. (1994) su proizvodnju AB1 i AB2 registro-
vali na 15, 20, 25, 30, 35 i 40°C, sa optimumom takode na 30°C. Na niskim tempe-
raturama (5°C) obi¢no se ne proizvodi (Bullerman i Olivigni, 1974). Poznato je da se
pored A. flavus sposobnost sinteze ovog toksina javlja, mada rede i kod drugih
Aspergillus vrsta (El-Kady i sar., 1994), i vrsta roda Penicillium (Skrinjar, 1990; Boca-
rov-Stancic, 1996 b).

A. flavus moze da raste i da produkuje aflatoksine u razli¢itim laboratorijskim
podlogama i prirodnim supstratima. Potencijal proizvodnje pod istim uslovima kul-
tivisanja zavisi od vrste supstrata. Soj A. flavus izolovan iz crnog bibera proizvodio
je AB2 na nekoliko prirodnih supstrata. Koncentracija toksina bila je veca na kiki-
rikiju, nego na podlozi od pirinca, kineske Secerne trske, ili semenu pamuka (Schroe-
der i Carlton, 1973).

2.4.2. Ohratoksini

Glavni proizvodaci ohratoksina su plesni roda Aspergillus iz grupe A. ochra-
ceus (A. ochraceus, A. melleus, A. ostianus, A. sclerotiorum, A. sulphureus). Varga i sar.
(1996) ovaj mikotoksin detektovali su u skorije vreme kod A. albertensis, A auricomus
i A. wentii. Veruje se da je to prvi izvestaj o produkciji ohratoksina kod pomenutih
plesni. Neke vrste roda Penicillium (Frazier i Westhoff, 1978; Skrinjar, 1992; Mills i
sar., 1995; Creppy i sar., 1996) mogu takode biti ukljucene (tabela 5). Medu njima P.
viridicatum (Ueno, 1987) i P. aurantiogriseum (Skrinjar, 1992; Skrinjar i sar., 1992) citi-
raju se kao najznacajnije plesni vezane za kontaminaciju ohratoksinom.

Od vise do sada poznatih ohratoksina, koji predstavljaju derivate izokuma-
rina (dihidroizokumarini) povezane preko COOH grupe sa L-B-fenil-alaninom do-
minantnu ulogu ima ohratoksin A (OA). To je bezbojno hlorisano kristalno jedinje-
nje (Cy,H,;CINO;) rastvorljivo u polarnim organskim rastvaracima (metanol, hloro-
form). U alkoholnom rastvoru etanola prili¢no je stabilan i ne podleze promenama
tokom duzeg vremena. Hemijski ¢ist vrlo je nestabilan u prisustvu vazduha i svetla.
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Prilikom hromatografisanja pod dugotalasnim UV zra¢enjem (365 nm) OA
pokazuje zelenoplavu fluorescenciju. Izlaganjem amonija¢nim parama fluorescen-
cija postaje tamno plava. Rf vrednost iznosi oko 0,7 u smesi za hromatografisanje
toluen:etilacetat:mravlja kiselina (6:3:1). Sa TLC limiti za detekciju u biljnim i Zivo-
tinjskim proizvodima su 1 ug/kg (van Egmond, 1991).

Tabela 5. Penicillium vrste proizvodaci ohratoksina

Sekcija - Podsekcija Vrsta
Monoverticillata P. purpurescens Sopp
Asymmetrica — Velutina P. chrysogenum Thom
Asymmetrica - Lanata P. commune Thom

P. aurantiogriseun Dierckx
Asymmetrica — Fasciculata | P. verrucosum Dierckx
P. viridicatum Westling

Biverticillata - Symetrica P. variabile Sopp

Strukturne formule ohratoksina prikazane su na slici 2. Ohratoksin B (OB) je
takode kristalno jedinjenje, ali nehlorisano (C,,H;,NO;), dok je ohratoksin C (OC)
(C,H,,CINOy) amorfno jedinjenje po hemijskom sastavu etilestar OA. U prirodnim
uslovima jedino je poznata sinteza OA i OB.

R, R,

ohratoksin A CSHS -CH, - CH(COOH)NH - -Cl

R, ohratoksin B CgHg — CH, — CHCOOH)NH - —H
ohratoksin C ~ CgHg — CH, — CH(COOH)NH - -Cl

ohratoksinaa  OH - -Cl

ohratoksin § OH - -H

Slika 2. Hemijska struktura ohratoksina

Sa rasprostranjenjem OA u hrani moze biti povezana pojava teSkog hro-
ni¢nog obostranog degenerativnog oboljenja bubrega nefritisa kod Zivotinja i ljudi,
karcinoma urinarnog trakta, kao i oStecenja imuno sistema. Prisutna je hipoteza o
OA kao etioloskom agensu endemske nefropatije i tumora besike kod ljudi na Bal-
kanu. Ce$¢a pojava nekih mikotoksina u odredenim oblastima medu mikolozima

16



2. PREGLED LITERATURE

se tumacdi uticajem specifi¢nih klimatskih uslova (Petkova-Bocharova i Castegnaro,
1985). Sojevi A. ochraceus koje su Cvetni¢ i Pepeljnjak (1990) izolovali iz suvih koba-
sica, slanine i Sunki sa podrudja Jugoslavije proizvodili su ovaj metabolit u koli¢ini
od 0,7 do 240 pg/kg. Dugogodisnja istrazivanja ljudske i sto¢ne hrane od strane
Skrinjar (1992) ukazuju na konstantnu i dominantnu pojavu Penicillium spp. koje
sintetiSu OA. Od 1983.god. Tunis se pojavljuje kao jo$ jedna problemati¢na tacka
sa uo¢enom jasnom korelacijom izmedu unosa hrane kontaminirane toksi¢nim ples-
nima i nefropatije kod ljudi tog podruc¢ja (Maaroufi i sar., 1996). Pretrazivanjem
krvi i mleka detektovane su niske koli¢cine OA u humanoj populaciji i prisustvo
aflatoksina u humanim tkivima (Scudamore, 1993).

Patoloski efekat akutne ohratoksikoze pracen je nekrozom bubreznih tubula.
Akutna toksi¢nost se pojavljuje i u vidu gastroenteritisa. Toksin napada i jetru. Za
razliku od aflatoksina mehanizam dejstva ohratoksina primarno je povezan sa me-
tabolizmom ugljenih hidrata, a zatim i proteina. Fenilalaninsintetaza koja katalise
vezivanje fenilalanina za tRNA ”prepoznaje” fenilalanin OA blokirajudi tako sinte-
zu proteina. Uvecana jetra predstavlja posledicu akumulacije glikogena, dok kod
aflatoksina dolazi do infiltracije masti (masna jetra). Simon (1996) upozorava na po-
tencijalnu nefrotoksi¢nost za ljude ako se izloze OA konzumiranjem hrane i pica
dobijenih od cerealija. Izbacuje se preko urina i fecesa kao slobodan metabolit, ili kao
hidrolizovani alfa OA.

Kod miseva OA je bio prisutan u cirkulaciji 4 dana po aplikaciji. Vrlo dugo
zadrzavanje toksina u krvi je posledica vezivanja za proteine plazme, najve¢im de-
lom za albumine. Hepatobilijarni put ekskrecije zapaZen je kao glavni put elimina-
cije iz organizma ovih Zivotinja iako je utvrdeno da se OA izlucuje preko bubrega
urinom. Kod riba markirani OA se vrlo brzo eliminiSe iz cirkulacije (nakon 45 min.),
ali se u bubrezima i Zuci zadrzava ¢ak 8 dana po aplikaciji (Fuch i sar., 1986). Hult i
sar. (1979) navode podatak da se nakon jednokratnog intravenoznog unosa OA
dozom od 50 nug/kg telesne tezine svinje toksin moze zadrzati u krvi jo§ nakon 30
dana.

Optimalna temperatura za OA produkciju A. ochraceus koju su odredili Nort-
holt i sar. (1979) iznosila je 31°C pri aktivnosti vode od 0,99 a,,, dok je pri a,, vred-
nosti od 0,95 to bila temperatura od 37°C. Ovi parametri su promenljivog karaktera
i razlikuju se kod pojedinih sojeva u okviru vrste. Adebajo i sar. (1994) su za sintezu
OA kod nekih sojeva A. ochraceus utvrdili optimalnu a,, od 0,90, kod drugih od 0,98
(temperatura 30°C).
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Pri sterilizaciji u autoklavu OA se ne uniStava (Frazier i Westhoff, 1978; Fris-
vad, 1988). Kod kristalizacije iz ksilena tacka topljenja iznosi 169°C (bez rastvaranja).
OB je jos stabilniji (221°C) i manje toksican.

Doze potrebne da izazovu akutnu toksi¢nost nisu iste za sve Zivotinje. LD;,
OA za pojedine testirane organizme krecu se od 0,2 (pile¢i embrion) do 30,0 mg/kg
(pacov) (tabela 6). Kod pili¢a starih jedan dan, prema Pantovi¢u i Adamovicu (1974)
LD, iznosi 166, a za OC 216 pg/kg telesne tezine. Subletalne doze uzrokuju depre-
siju, smanjenu mle¢nost kod krava i smanjenu proizvodnju jaja kod nosilja (Suti¢,
1995).

U pocetku se smatralo da OB nije toksi¢an sve dok nisu obavljeni eksperimenti
na hromozomima, nosiocima naslednih osobina, dokazujudi njegov mutageni efe-
kat. Purici¢ i Opaci¢ (1982) su ispitivali hromozomske aberacije u ¢elijama kostane
srzi u metafazi mitoticke deobe kod miseva. Ostecenja su indukovana u vidu fuzija
hromozoma, odnosno slepljivanja njihovih hromatida. Interesantno je bilo zapaza-
nje da je manja doza ohratoksina (5 mg/kg telesne tezine) prouzrokovala veci pro-
cenat fuzija hromatida u odnosu na vecu (10 mg/kg). Najveci efekti mutagenog de-
lovanja ispoljili su se tokom prvih 48 sati, da bi postepeno slabili, ali su se i nakon 17
dana zadrzali kod izvesnog broja celija.

Tabela 6. Akutna toksi¢nost ohratoksina A

i (mg/kg tlea;z:;\e mase)
Patka 1,88
Curka 5,90
Pilec¢i embrion 02-0,34
Pili¢i (jednodnevni) 2,10
Kokoska 3,40 - 3,60
Prepelica 16,00
Pastrmka 4,67
Pacov (muzjak) 22,00 - 30,00
Pacov (zenka) 20,00 -21,00
Zamorac 8,10-9,10
Svinja 1,00 -2,00
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2.4.3. Zearalenon (F-2 toksin)

Zearalenon (ZEA), ili F-2 toksin (slika 3) je lakton beta-rezorcilne kiseline
(CsHO;). Topi se na 164 do 165°C. Kao sekundarni metabolit vrsta roda Fusarium,
sintetiSe ga prvenstveno F. graminearum, zatim F. culmorum, F. roseum, F. tricinctum,
F. oxysporum, F. moniliforme, F. solani i druge (Bocarov-Stanci¢ 1996 a). Ove plesni
¢esto napadaju Zitarice na polju (pSenica, je¢am, kukuruz) izazivajuéi patoloske
promene na biljnom tkivu (Muntanjola-Cvetkovi¢ i sar., 1982; Ivanovi¢, 1992).
Povecana koncentracija ZEA ispoljava se u hladnijim i vlaznim periodima. Ve¢ina
sojeva raste na temperaturama nizim od 10°C i formiranje toksina moze biti aktivi-
rano upravo iznad 0°C.

Alimentarna toksi¢na alukija (ATA), ili septicka angina je teska intoksikacija
registrovana konzumiranjem hrane biljnog porekla (Zitarica) kontaminirane ZEA i
drugim fuzariotoksinima (Davis i Diener, 1978; Goto, 1990; Suti¢, 1995). Inicijalni
simptomi oboljenja su relativno blagi, praceni povracanjem i dijarejom. Kasnije
pacijentovo stanje postaje ozbiljno, sa pojavom lezija u ustima i grlu ukuljucujudi
anginu i leukemiju. Mortalitet moze biti i do 50%.

OH O Hac H

O)V\[

HO O

Slika 3. Hemijska struktura zearalenona

ZEA ispoljava efekte primarno na genitalnom traktu Zivotinja (otecena i ede-
matozna vulva, vaginalni i rektalni prolapsus, sterilitet, feminizirajudi efekti sa at-
rofijom testisa i povecanjem grandula kod muzjaka) (Ueno, 1987). To je uterotropni
mikotoksin koji uzrokuje hiperestrogenizam (deluje kao estrogeni hormon). Zenke
sisara ga mogu mlekom preneti na potomstvo. Dok vece koncentracije dovode do
odbijanja hrane, seksualne apatije, ¢ak i smrti, vrlo male doze imaju stimulativno
dejstvo na rast zivotinja (Muntanjola-Cvetkovi¢, 1987;). Dokazano je da su za ispo-
ljavanje izrazito toksicnih efekata neophodne visoke koncentracije, oko 1,2 i 20 g/kg
telesne tezine (Davis i Diener, 1978), a da su mnoge eksperimentalne Zivotinje oset-
liive na 1 do 5 mg/kg ZEA (Durakovi¢ i sar., 1989).
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2.4.4. Sterigmatocistin

Najznacajniji proizvodac¢ sterigmatocistina (ST) je vrsta Aspergillus versicolor
(Lund i sar., 1995). Vrste A. glaucus, A. ustus, Eurotium herbariorum, Emericella nidu-
lans, Drechlera, Bipolaris i Penicillium (Davis i Diener, 1978; Frisvad, 1988) takode su
ukljucene u istu grupu. ST (C,;H,,0;) je vrlo slican AB1 (van Egmond, 1989). Kao i
aflatoksini u hemijskoj strukturi ima difuranometoksi-benzenski sastav (slika 4).
Smatra se da bi zbog toga ta dva mikotoksina mogla imati zajednickog interme-
dijera u biosintezi. Taj zajednicki intermedijer je norsolorini¢na kiselina (NOR)
(Keller i sar., 1997). Kod vrste A. nidulans (=E. nidulans) i aflatoksigene plesni A. par-
asiticus opisani su geni verA i ver-1 koji su potrebni za konverziju prekursora afla-
toksina verzikolorina A u ST (Keller i sar., 1994).

R, R, Ry R,
sterigmatocistin -H -H ~CHy» =H
o-metilsterigmatocistin -H -CH; -CH; -H
5-metoksisterigmatocistin -0OCH; -H -CH; -H
demetilsterigmatocistin -H -H -H -H
aspertoksin -H -CH; -CH; -OH

Slika 4. Hemijska struktura sterigmatocistina

Ovaj mikotoksin je mnogo manje toksican od AB1, ali su toksi¢ni efekti skoro
isti, s obzirom da se u hranu izlu¢uje u vecoj koli¢ini. Pored pojave hepatoma i lezi-
je bubrega, kod eksperimentalnih Zivotinja zabeleZeni su slucajevi miokardijalne
nekroze srca, pulmonalnih tumora, a sve ceSce se govori o ST kao mutagenom agen-
su (Ueno, 1987; van Egmond i sar., 1991). Kada se potkozno daje pacovima (0,5 mg
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po pacovu, dva puta nedeljno za period od 24 nedelje) izaziva pojavu sarkoma (van
Egmond, 1982). Nivoi toksi¢nih efekata kod nekih Zivotinjskih vrsta dati su u tabeli 7.

Tabela 7. Akutna toksi¢nost sterigmatositina

s (mg/kg tl;:z:one mase)
Pileéi embrion 4,90
Majmun 32,00
Pacov (zenka) 120,00
Pacov (muzjak) 60-75
Mis 800,00

Pod UV svetlom ST se pojavljuje kao fluorescentna mrlja cigla boje, sa Rf oko
0,8 u hloroform:metanol smesi (98:2) na TLC plo¢ama. Spreisanjem rastvorom alu-
minijumhlorida fluorescencija se menja u Zutu. Rastvorljiv je u hloroformu, piridi-
nu i drugim organskim rastvara¢ima. Nerastvorljiv je u vodi, natrijumhidroksidu i
rastvoru natrijum karbonata. Sa ferihloridom koncentrovani rastvori ST daju zele-
nu boju. Raspada se na 265°C (Davis i Diener, 1978).

2.5. ANTIFUNGALNI AKTIVITET ZACINA

Odredeni zacini ispoljavaju antifungalni aktivitet, koji moze biti jace, ili sla-
bije izrazen. Vezan je za eteri¢na ulja, odnosno njihov sastav i koli¢inu. Poznato je
da oni variraju ¢ak i unutar jedne vrste zacina, tako da efekti primene nisu uvek
isti. Sastav i koli¢ina eteri¢nog ulja zavise od agrotehnickih mera, zemljista, klime,
uslova i duzine skladistenja.

Najvise etericnog ulja sadrze karanfili¢, piment, cimet, senf, beli i crni luk. (Si-
lliker i sar., 1980). Mnogi zacini nemaju antifungalni aktivitet, dok je druge potreb-
no koristiti u veéim koncentracijama od standardnih (Frazier i Westhoff, 1978), sto
bitno menja ukus i miris hrane. Inhibitorno delovanje karanfili¢a pripisuje se veli-
kom procentu eteri¢nog ulja (14% do 25%) i njegovoj aktivnoj komponenti euge-
nolu. Mabrouk i El-Shayeb (1980) su utvrdili da 0,5% karanfili¢a sprecava rast A.
flavus. Ostali zadini, kim (5,0%) i biber (10%) inhibirali su sintezu toksina, ali ne i
rast. Dodatak 10% cimeta samo je smanjio proizvodnju aflatoksina.

21



2. PREGLED LITERATURE

Zacgin Aframomum danielli ima veoma izrazeno dejstvo na vrste roda Aspergi-
llus (A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus i A. niger), formirajué¢i minimalnu zonu in-
hibicije na hranljivoj podlozi veli¢ine od 20 do 22 mm u pre¢niku (Adegoke i Skura,
1994). Eteri¢na ulja kima, karanfili¢a, crnog i belog luka kompletno inhibiraju sin-
tezu sterigmatocistina, delom i aflatoksina. Njihovim koriS¢enjem moze se preven-
tivno delovati na sintezu nekih mikotoksina (Hasan i Mahmoud, 1993). Ekstrakti ¢i-
lija, korijandera, kima, kurkuma i bibera (10 mg/ml)pokazali su obecavajuce rezul-
tate u inhibiciji rasta Rhizopus oligosporus, Mucor dimorphosporus, Penicillium commune i
Fusarium solani (Thyagaraja i Nosoho, 1996).

Mei-Chin i Wen-Shen (1998) ispitivali su uticaj toplote, pH i soli na antifun-
galni efekat tri vrste luka (zeleni, crni, beli) prema A. flavus i A. niger. Kiselinski tret-
mani (pH 2,0; 4,0; 6,0) i so (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 M) nisu uticali na aktivnost zacina, dok
su sa temperaturama dobijeni interesantni rezultati. Rast temperature od 60 pa do
100°C doveo je do znacajnog slabljenja inhibitornog uticaja belog i zelenog luka na
obe vrste plesni. Crni luk je ostao termicki stabilan ispoljavajuéi aktivitet prema A. fla-
vus, ali ne i prema A. niger.

S obzirom da su istovremeno nosioci mikrobioloSke kontaminacije, smatra se
da antifungalnu ulogu zacina i njihovih aktivnih komponenata ne bi trebalo pre-
cenjivati (Bem i Adamic, 1991). U prisustvu ekstrakta belog luka u koncentraciji od
2% neke Penicillium vrste pokazale su se prilicno otpornim (P. camemberti, P. cyclo-
pium, P. notatum, P. spinulosum) (Tansey i Appleton, 1975). Sporulacija P. claviforme i
Mucor plumbeus bila je veca uz ekstrakt belog luka, dok je na P. vermiculatum ispo-
ljen potpun inhibitorni efekat. Od testirane tri vrste roda Aspergillus, A. amstelodami
i A. nidulans pokazali su vecu osetljivost u odnosu na A. niger.

Od 15 aktivnih komponenata eteri¢nih ulja, nezasic¢eni aldehidi (citrol, cinam-
aldehid, citronelal), geraniol nezasic¢eni alkohol i mentol terpenski alkohol, najvise
su inhibirali testirane kulture Aspergillus niger, Penicillium digitatum, Fusarium oxy-
sporum, Rhizopus stolonifer i Mucor sp., pri ¢emu je fungistatski efekat bio jaci na
¢vrstoj agar podlozi, nego u tecnoj. Moleyar i Narasimham (1986) ovu pojavu ob-
jaSnjavaju isparavanjem komponenata eteri¢nih ulja, koje su se akumulirale iznad
podloge. Procenat inhibicije bio je razli¢it zavisno od vrste plesni i vrste kompo-
nenti.

Kod dva soja A. parasiticus u te¢noj podlozi sa ekstraktom kvasca i saharozom
(YES) Bullerman (1974) je registrovao razli¢ito reagovanje na cimet. Pri koncen-
traciji od 2% rast je redukovan od 13 (soj NRRL 3000) do 31% (soj NRRL 2999), a
sinteza aflatoksina za 99 i 97%. Povecanjem koncentracije na 20%, jos je bio mogu¢
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razvoj plesni. Bullerman i sar. (1977) u drugom slucaju uodili su snazniji efekat ci-
meta na rast, nego na produkciju mikotoksina.

Hitokoto i sar. (1980) ispitivali su uticaj veceg broja praskastih zacina na vrste
Aspergillus flavus, A. ochraceus i A. versicolor. Od testiranih 29 uzoraka karanfili¢, se-
me anisa i pimenta potpuno su sprecili rast, dok je vec¢ina drugih kod ovih plesni
inhibirala samo produkciju toksina. Koncentracijom 0,2 mg/ml timola ekstrahova-
nog iz timijana (majcina dusica) u potpunosti je sprecen rast A. versicolor, formira-
nje OA od strane A. ochraceus, a A. flavus je i dalje proizvodio AB1. Fungicidni efe-
kat postignut je dodatkom timola u koli¢ini od 0,4 mg/ml.

Prezivljavanje plesni zavisi i od koncentracije i ekspozicije vremena izlaganja
spora prema ekstraktu. Etanolski ekstrakt velSkog luka pri koncentraciji od 10 mg/ml,
tokom 30 dana inkubiranja na 25°C, potpuno je inhibirao micelarni rast kultura A.
flavus i A. parasiticus i dozvoljavao malu produkciju aflatoksina pri koncentraciji od
5 mg/ml nakon dve nedelje inkubiranja u te¢noj kvascev-ekstrakt saharoznoj pod-
lozi (Fan i Chen, 1999).

2.6. SKLADISTEN]JE

Da bi toksigena plesan proizvela toksin mora posedovati geneticku sposob-
nost, a onda od brojnih faktora, abiotic¢kih i biotickih, zavisi da li ¢e oni tu sposob-
nost i indukovati. Kontrola plesni u zac¢inima vezana je za strogo pridrzavanje us-
lova skladiStenja, kako bi se onemogucilo njihovo razmnozavanje, kao i sekundar-
na kontaminacija iz vazduha. S druge strane, pre skladistenja oni treba da budu
dobro osuseni da bi se sprecio kvar i sacuvala karakteristi¢cna svojstva. Granica kri-
ti¢ne vlaznosti zavisno od vrste zacina krece se od 7 do 15% (tabela 8). Cuvanjem u
uslovima povecane vlage (a,, relativna vlaznost vazduha) i toplote stepen konta-
minacije mikroorganizmima se povecava.

Treba imati u vidu da kserofilne plesni produkuju mikotoksine ve¢ pri rela-
tivnoj vlaznosti iznad 65%. Utvrdeno je da su za optimalno stvaranje toksina od
strane Aspergillus vrsta neophodne poviSene temperature, najce$ce izmedu 25 i
30°C i visa relativna vlaznost (iznad 90%), a da su za rast dovoljne nize vrednosti
ovih faktora. Neke vrste roda Penicillium toksi¢ne metabolite mogu da sintetiSu pri
veoma niskim temperaturama (5°C), vrste rodova Fusarium, Cladosporium, Alternaria
i pri nizim (0°C) (Vitez i sar., 1975; Durakovi¢ i sar., 1989). U toku rasta P. expansum
pri 4 do 10°C ustanovljeno je prisustvo vece koli¢ine patulina nego pri sobnoj tem-
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peraturi (Bem i Adami¢, 1991). Prema navodima Rasete (1981), za mikotoksine je
temperaturni raspon vrlo 3irok i iznosi od -3 do 58°C.

Da bi se sprecila produkcija aflatoksina i ohratoksina Bullerman (1985) pred-
laze temperaturu skladiStenja od 5°C, a za prevenciju stvaranja patulina i zearale-
nona nizu.

Tabela 8. Maksimalno dozvoljen sadrzaj vlage
nekih zacina

Zadin Vlaga (%)
Anis 10,0
Biber beli 15,0
Biber crni 12/6)
Pumbir 125
Muskat cvet 8,0
Kardamom 13,0
Kim 115
Korijander 9,0
Kumin 9,0
Kurkum 10,0
Origano 10,0
Paprika 12,0
Piment 12,0
Timijan 9,0
Lovor 7,0
Ruzmarin 8,0

Kikiriki mahune inokulisane sa A. flavus, A. parasiticus, A. niger i A. ochraceus
inkubirane su pri relativnoj vlaznosti od 100% na 25°C sedam nedelja. Vlaga ma-
huna sa 5,8 porasla je na 20,4%. Do pet nedelja sadrzaj saharoze, slobodnih amino-
kiselina treonina i tirozina se povecavao, dok je sadrzaj glutaminske kiseline line-
arno opadao sa vremenom inkubiranja usled razvoja plesni (Robin i Chiou, 1997).
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Prevencija rehidratacije suSenih proizvoda je najvazniji faktor u reSavanju
problematike skladistenja, s obzirom na ¢injenicu da plesni rastu i proizvode tok-
sicne metabolite u mnogo Sirem temperaturnom rasponu.

Adebajo i sar. (1994) ispitivali su uticaj a,, (0,65; 0,70; 0,80; 0,90; 0,98) i tempe-
rature (15, 20, 25, 30, 35, 40°C) na produkciju aflatoksina i OA od strane dve Asper-
gillus spp. (A. flavus i A. ochraceus). Toksini su bili detektovani na a,, samo iznad 0,80.
Aflatoksin je detektovan na svim temperaturama, a OA iznad 25°C. Suti¢ i Stojano-
vi¢ (1973) utvrdili su da je mnogo veci broj plesni iz roda Aspergillus prisutan na
Sunkama u uslovima ¢uvanja sa manje vlage, a sa viSe vlage rod Penicillium. U ta-
beli 9 dat je pregled minimalnih a, vrednosti za rast ovih i jo§ nekih kserofilnih
vrsta plesni.

Tabela 9. Minimalna aktivnost vode (a,,) kserofilnih plesni

Vrsta plesni a,
Apergillus candidus 0,75
A. flavus 0,81
A. fumigatus 0,82
A. niger 0,77
A. ochraceus 0,78
A. restrictus 0,75
A. sydowii 0,78
A. terreus 0,78
A. versicolor 0,78
A. wentii 0,84
Emericella nidulans 0,78
Eurotium herbariorum 72
Monascus (Xeromyces) bisporus 0,61
Paecilomyces variotii 0,84
Penicillium aurantiogriseum 0,84
P. brevi-compactum 0,81
P. chrysogenum 0,84
P. frequentas 0,81
P. griseofulvum 0,83
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Vazduh u prostorijama za skladistenje moze da postane znacajan izvor mik-
robioloske kontaminacije. U studiji Langseth-a i sar. (1993) koja se odnosila na po-
javu rasta plesni i mikotoksina na zrnima zita u zavisnosti od strujanja vazduha
(800, 600, 400, 200, 0 m*¢as tona) predstavljeni su rezultati kojima je pokazano da
suva semena mogu pruziti dobre uslove za rast poljskih (Fusarium spp.) i skladiSnih
plesni (Aspergillus i Penicillium spp.) ako je ventilacija slaba, jer se povecava frek-
vencija spora u vazduhu. Uz to, dobro je poznato da napadi bronhijalne astme
mogu biti izazvani posle duzeg udisanja spora nekih vrsta roda Aspergillus, Penicilli-
um, Alternaria i drugih (Stefanovic i sar., 1973).

Za duze skladistenje (godina i duze) aktivnost vode proizvoda se mora odr-
zavati na a,, 0,70 i nizoj. Za Sest meseci a,, od 0,75 je dovoljna, dok je vrednost iz-
nad 0,77 nesiguran faktor, izuzev za kratko skladitenje. Kvar dehidriranih proiz-
voda (cerealije, suseno jezgrasto voce, suvo meso, mleko u prahu, zacini) uzrokuju
kserofilne plesni koje su sposobne za brz rast iznad 0,77 a, i sporiji na 0,75 (Pitt i
Hocking, 1985). Imajuéi u vidu uslove vlaznosti vazduha, prema iskustvima iz
prakse, pri relativnoj vlazi oko 75% i temperaturi od 20°C osigurano je relativno
bezbedno skladistenje zacina za vreme od Sest do devet meseci. Nesterilisana pap-
rika i crni luk mogu postati plesnivi ve¢ sa procentom vlage u vazduhu od 55%
(Savi¢ i Danon, 1982). Pojam relativne bezbednosti proizvoda u mikrobioloskom
smislu istaknut je zbog toga Sto ona zavisi i od drugih faktora, konkretno od
stepena kontaminacije, a narocito tipa plesni koje preovladuju.

Pri temperaturama oko 15°C skladiStenje polutrajnih kobasica duze od dve
nedelje nije preporucdljivo. Trajne kobasice Sireg dijametra (zimska salama, kulen)
mogu se drZati tri meseca, uzeg dijametra (sremska) do Sest nedelja (Raseta, 1981).
Raseta (1981) navodi podatak Tauchmann-a i sar. (1971) o proizvodniji aflatoksina
A. flavus za 27 dana u jednoj vrsti brzo biofermentisane kobasice (Jagerwiirst) drza-
noj na temperaturi od 15°C.

Vremenski faktor ne igra znacajnu ulogu ako postoji kontaminacija mikotok-
sinima bilo pre, ili za vreme skladistenja, s obzirom na njihovu i u tom pogledu
poznatu stabilnost. Krogh i sar. (1974) su iz je¢ma nakon dve godine ponovo izolo-
vali OA. Za ovo vreme njegova koli¢ina smanjena je sa 4 na 1,5 mg/kg.

Dovodenjem plesni u stanje anabioze obezbedenjem i odrzavanjem dovoljno
niskog sigurnosnog procenta vlage kod zacina sprecava se rast, medutim, posto
njhove spore (konidije, askospore i druge) mogu da prezive dug period u suvoj
sredini i kontaminiraju ostalu hranu, mogu izazvati probleme posle rehidratacije.
U poslednje vreme zacini koji su previse kontaminirani ovim mikroorganizmima,
koriste se za dobijanje eteri¢nih ulja destilacijom vodenom parom, za dobijanje ole-
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rizina, ali ovi rastvaraci mogu takode ekstrahovati i mikotoksine (Silliker i sar., 1980),
tako da se postavlja pitanje moguénosti njihovog razaranja u samim proizvodima.
Bududi da nisu uklopljeni u ¢elije biljke, ekstrakti zac¢ina za vreme izlaganja hrane
termickom tretmanu gube vecu koli¢inu isparljivih komponenata, $to ima uticaja
na antifungalnu aktivnost.

2.7. DEKONTAMINACIJA I DETOKSIKACIJA

Kod upotrebe zacina proizvodaci i prehrambena industrija permanentno se
suocavaju sa mikrobioloskom kontaminacijom.

Verovatnoca da plesni kontaminenti zac¢ina prouzrokuju kvarenje i neke od
vrsta izluce toksi¢ne metabolite, smanjuje se, odnosno povecava u zavisnosti od
toga da li je hrana pasterizovana, kuvana i hladena, fermentisana, samo zagrevana,
ili na neki drugi nacin tretirana da bi se dobio koliko toliko stabilan proizvod. Uko-
liko do sinteze mikotoksina nije do$lo u zacinima, oni se u gotovom proizvodu
mogu pojaviti za vreme skladistenja, ili kasnije, u prometu. Ovi problemi danas
pokusavaju da se prevazidu sterilizacijom.

Opisani su razliciti postupci dekontaminacije i detoksikacije kao mere zadtite,
koji se mogu grupisati u fizicke, hemijske i bioloske.Neki autori zastupaju misljenje
da se pomocu njih efikasno mogu eliminisati plesni i mikotoksini, medutim, u
mnogim sluc¢ajevima nisu dobijeni zadovoljavajudi rezultati, narocito kada je u pi-
tanju detoksikacija.

Termicki tretman kojim bi se unistile spore bakterija i plesni nije pogodan, jer
se na visokim temperaturama (90°C i viSim) narusavaju aromati¢na svojstva mno-
gih zacina (Thiessen i Scheide, 1970; Pfeiffer, 1975; Sirnik i Jamsek, 1983; Chaco i
sar., 1996). Donekle zadovoljavajudi rezultati postignuti su u sterilizaciji crnog i be-
log bibera (Zakula, 1980).

Sterilizacija gasom (fumigacija) je ranije cesto koris¢en metod za dekontami-
naciju zac¢ina i kakaoa, narocito etilen oksid (De Boer, 1988). Prema nekim literatur-
nim navodima (Katu$in-Razem i sar., 1983) ovaj gas ne unistva spore plesni i bak-
terija. Upotrebljava se ¢ist ili sa ugljen dioksidom (9:1). Poslednjih godina u mno-
gim zemljama zabranjen je zbog zaostajanja rezidua koji su toksicni (Bem i Ada-
mi¢, 1991). Svojevremeno je Kanada zakonom limitirala koli¢inu etilen-hlorhid-
rina, reakcionog proizvoda etilen oksida, do 1500 ug/kg (Silliker i sar., 1980). Tako-
de, njegovom upotrebom pogorsavaju se ukus i boja zacina, dolazi do gubitaka
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eteri¢nih ulja i isuSivanja. Za neke vrste semenki (senf) preporucuje se smesa sa
metil formatom da bi se izbegle nepozeljne promene boje i ukusa.

Hlor postiZe detoksikaciju mikotoksina u hrani i do 90%, ali nema prakti¢nu
vrednost, jer je takva hrana zbog prisustva rezidualnog hlora neupotrebljiva (Pan-
tovi¢ i Adamovi¢, 1974).

Tretmani kiselim, baznim i neutralnim neorganskim hemijskim jedinjenjima,
od kojih su neki aditivi hrane, koriS¢eni su za detoksikaciju mikotoksina pretezno
u eksperimentalne svrhe. Od aflatoksina dodatih u kukuruz AB1 je bio degradiran
sa 0,25% natrijumbhlorita (NaClO,), pri pH 4,0 na 60°C za 48 ¢asova. Posle tretmana
pod istim uslovima sa rastvorom 0,5% natrijumbisulfita (NaHSO,) zaostalo je 20%
AB1 (Tabata i sar., 1994). Vodonik peroksid (H,O,) redukuje toksi¢nost OA zag-
revanjem u alkalnoj sredini i uklanja citrinin na sobnoj temperaturi (Fouler i sar.,
1994). Marsh i sar. (1996) pratili su uticaj nekih fosfatnih rastvora (5%) na redukciju
mikotoksina nakon potapanja Frankfurter kobasica inokulisanih sa A. flavus i A.
parasiticus. Natrijum pirofosfat i tetranatrijum pirofosfat su povecali aflatoksinsku
aktivnost A. flavus.

Kao antimikrobni agensi u prehrambenoj industriji koriste se organske kise-
line kao $to su sorbinska, benzoeva, propionska, sir¢etna, mravlja i njihove soli koje
su rastvorljive u vodi (kalijumove, natrijumove, kalcijumove).

Bioloska detoksikacija takode se ne koristi u praksi, mada ima slucajeva njene
primene tokom skladistenja stocne hrane (Bauer, 1994). Utvrdeno je da Acineto-
bacter calcoaceticus razgraduje OA (Hwang i Draughon, 1994). Prosecno uklonjene
koncentracije iznosile su 0,1005 i 0,0636 ug/ml/¢as na 25 i 30°C. Pretpostavka je da
ova bakterija transformise OA u manje toksican alfa ohratoksin. Kao bioloski des-
truktor aflatoksina veoma je efikasan Flavobacterium auranticum (Ramzin, 1973).

Jonizujuce zracenje gama zracima je najefikasniji metod za dekontaminaciju
mikroorganizama. Kao izvor zracenja koristi se radioaktivni izotop kobalta Co®, ili
cezijum Ce'” koji emituju gama zrake i ne indukuju radioaktivnost (Durakovic,
1991). Dozama od 4 do 7 kGy (0,4 i 0,7 Mrad) postiZze se znacajna redukcija njiho-
vog broja u zacinima. Za skoro potpunu sterilnost utvrdene doze krec¢u se od 10 do
20 kGy (1 do 2 Mrad) zavisno o inicijalnoj kontaminaciji (Silliker i sar., 1980; Katu-
Sin-Razem i sar.,1983).

Gama radijacija je bila predloZena za dekontaminaciju sto¢ne hrane od plesni
pre nego 5to dode do proizvodnje mikotoksina. Pri 4 kGy rast A. ochraceus u kon-
centratu za pilice bio je potpuno inhibiran. Mnogo jac¢a doza od 20 kGy bila je do-
voljna za potpunu destrukciju OA u kukuruzu i soji. U koncentratu za nosilje i broj-
lere unisteno je samo 47, odnosno 36% OA (Refai i sar., 1996).
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Smatra se da za prakti¢ne svrhe nisu potrebni potpuno sterilisani zacini, jer
kako KatuSin-Razem i sar. (1983) navode Farkas-a, da je dovoljno posti¢i samo
povecanu osetljivost prezivelih mikroorganizama, koji samim tim postaju manje
otporni na tehnoloske postupke prerade hrane. Utvrdeno je da je zracenje od 3
kGy sasvim zadovoljavajuce. Preziveli mikroorganizmi bili su znacajno osetljiviji
na toplotu i so, nego u neozra¢enim zacinima. Time se kombinovanjem radijacij-
skih i tradicionalnih postupaka omogucava postizanje istog efekta (slabije zracenje,
ili redukcija toplotnog procesa).

Na osnovu dugogodisnjih istrazivanja zracene hrane nisu pronadjeni $tetni
efekti delovanja jonizujuceg zracenja. Komitet eksperata (Agencija za hranu i poljo-
privredu-FAO, za atomsku energiju-IAEA, Svetska zdravstvena organizacija-WHO)
ozvanicio je doze do 10 kGy kao potpuno neskodljive za tretirani proizvod i zdrav-
lje ljudi. Nakon zracenja mlevenog bibera, paprike, belog luka i jo$ nekih zacina
(10 kGy) Todorovic i sar. (1985) nisu konstatovali odstupanja u njihovom dejstvu.
Eksperimenti sa ve¢im radijacionim dozama (30 kGy) nisu pokazivali promene u
mirisu, ukusu i oStrini zacina, osim neznatnog uticaja na boju kod dumbira, Kajen-
ske paprike (svetlija) i prahu luka i belog luka (tamnija). Kurkum (Zuti koren koji se
obi¢no koristi za bojenje) zadrzava uobic¢ajenu boju (Lescano i sar., 1991).

Zbog velike prodorne mo¢i gama zraka zacini se mogu zraciti originalno upa-
kovani, ¢ime se sprecava izlaganje naknadnoj kontaminaciji. Jonizuju¢im zracenjem
se ne razvija toplota, to je bitno i za zacine i za ambalazu u koju su upakovani (pa-
pir, plastika).

U slucajevima gde se ne koristi proces toplotne obrade, kao kod nekih proiz-
voda u industriji mesa, pozeljno je da ovi dodaci budu sterilisani pre koris¢enja.

2.8. TEHNOLOéKI PROCES PROIZVODN]JE MLEVENE
ZACINSKE PAPRIKE (mikrobioloski aspekti)

Prerada mlevene zacinske paprike, koja je znacajan proizvod naseg podneb-
lja, odvija se kroz sledece faze prikazane na slici 5 (Markovic i Vracar,1998).

Nakon prijema paprika se skladisti uz naknadno dozrevanje, zatim se prenosi
do bazena sa vodom gde se grubo pere. Preko elevatora prebacuje se u masinu za
fino pranje sa barboterom, ili rotacionim bubnjem sa ugradenim tuSevima sa pri-
tiskom vode do 2 bara. Oprana sirovina pada na inspekcionu traku gde se odstra-
njuje preostala mehanicka necistoca, truli i zeleni plodovi.
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Sledi secenje i suSenje na pokretnim trakastim suSarama u struji toplog vaz-
duha. Za svezu papriku pocetna temperatura ne sme biti visa od 80°C (75°C za de-
limi¢no prosuSenu), a zavrsna visa od 60°C. Vreme susenja je 3 do 5 ¢asova, a sadr-
zaj vlage u susenoj paprici treba da je oko 5%.

Pre mlevenja po potrebi se mesSa krupica razlic¢itog kvaliteta da bi se dobio
standardni kvalitet i dodaje izvesna koli¢ina semena (ako je prethodno bilo izdvo-
jeno). Seme se dodaje zbog potrebne koli¢ine ulja, koje rastvarajuéi karotenoide
stvara intenzivno crvenu boju. Smesa se melje izmedu dva kamena do cestica veli-
¢ine 10 do 500 p. Pri mlevenju razvija se toplota pri ¢emu treba voditi ra¢una da ne
dode do pregrevanja. Usled poviSene temperature dolazi do oksidacije karotenoida i
gubitka boje. Mlevena paprika se pakuje u originalnu ambalazi, ili vrece i skladisti
do distribucije. Cesto se desava da zacinska paprika sadrzi visok broj bakterija i
plesni, Sto uti¢e na kvalitet i odrzivost proizvoda. MikrobioloSkom kontrolom pro-
cesa proizvodnje mogu se ta¢no naznaciti ona mesta, odnosno faze, koje su bilo
zbog higijenskih, ili tehnoloskih propusta, ili i jednih i drugih, uticali na mikro-
biolosku neispravnost.

Ono 5to je veoma bitno za gotov proizvod podrazumeva sto bolji kvalitet si-
rovine i sa tehnoloskog i zdravstvenog aspekta. Naknadno dozrevanje paprike
najcesée se odvija na betonskom platou. Treba napomenuti da ovakvo resenje ne
daje dobre rezultate, jer izmedu plodova nema cirkulacije vazduha, prisutna je
povecana vlaznost usled stalnih temperaturnih promena i procesa disanja koji nas-
tavljaju i nakon berbe. U ovakvim uslovima dolazi do razvoja mikroorganizama,
nastanka fermentativnih i truleznih procesa, koji se sa ostecenih plodova prenose
na zdrave. Ispod povrsinskog sloja dolazi do promena konzistencije plodova i po-
jave neprijatnog mirisa. To znac¢ajno umanjuje kvalitet polazne sirovine. Usled raz-
voja plesni moze doci do proizvodnje mikotoksina i njihovog difundovanja u plod
paprike.

~ Proces pranja koji bi trebalo da dovede do znacajne redukcije broja mikroor-
ganizama (Zakula, 1980; Niketi¢-Aleksi¢, 1982) cesto nema zadovoljavajudi efekat.
Kontaminacija ne samo 3to se ne smanjuje, ve¢ moze viSestruko da se poveca (ako
se voda u bazenu za potapanje redovno ne menja, slabo i neravnomerno tusiranje,
mikrobioloski neispravna voda, necistoca masine za pranje). To ukazuje na neop-
hodnost poboljSanja sistema pranja i redovno sprovodenje odgovarajuc¢ih mera
¢iS¢enja i dezinfekcije linije za preradu, vode, kao i celokupnog pogona.

Visoka inicijalna brojnost mikroorganizama pre suSenja umanjuje efikasnost
tretmana, koji inace ne podleze suvise ostrom toplotnom rezimu, niti se susenjem
mogu eliminisati mikotoksini.
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Proizvodnju zacina i sve vece koris¢enje u prehrambenoj industriji, posebno
klani¢noj, prate problemi vezani za ucestalu pojavu plesni. Nezavisno od stepena
kontaminacije, prisustvo plesni u zacinima, a samim tim i u mesnim proizvodima,
pored stvaranja neprijatnog mirisa i ostalih nepozeljnih promena pod odredenim
uslovima, vodi ka mogucénosti izlu¢ivanja toksi¢nih metabolita.

Mikotoksikoze koje nastaju kao posledica unosa mikotoksina preko hrane
dobro su proucene kod Zivotinja, ali je povecana potreba za sveobuhvatnijim istra-
Zivanjima iz ove oblasti zbog negativnog uticaja na zdravlje humane populacije.

S obzirom da primarna kontaminacija zac¢ina nastaje za vreme vegetacije i tes-
ko se moze spreciti, rizik od mikotoksina moze biti znac¢ajno smanjen preventniv-
nim delovanjem, poznavajudi identitet plesni i uslove pod kojima moze dodi do sin-
teze ovih metabolita. Sprecavanje razvoja plesni namece se kao jedno od najvaz-
nijih pitanja od prakti¢nog znacaja. :

Imajudi sve ovo u vidu cilj rada bio je da se utvrdi:

- kontaminacija zacina i zac¢inskih smesa plesnima,

- rasprostranjenost rodova, kserofilnih predstavnika i njihov udeo u izolovanim
mikopopulacijama,

- pogodnost primenjenih podloga za kvalitativno i kvantitativno odredivanje
kserofilnih plesni u zacinima i drugim suvim supstratima,

- prisustvo toksigenih plesni, proizvodaca mikotoksina,
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kontaminacija zacina najznacajnijim mikotoksinima,

sposobnost sinteze mikotoksina u laboratorijskim uslovima od strane nekih po-
tencijalno toksigenih izolata,

uticaj temperature na inaktivaciju konidija A. versicolor i sintezu sterigmatocis-
tina, i

antifungalno dejstvo kalijum sorbata na rast A. versicolor i sintezu sterigmato-
cistina.
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Za mikoloska i mikotoksikoloska ispitivanja koris¢ene su zacinske smese na-
menjene industriji mesa za proizvodnju razlicitih preradevina, crni biber u zrnu i

mlevena zacinska paprika.

Uzorci zacinskih smesa dobijeni su od fabrike “Aleva”, Novi Knezevac, a crnog
bibera u zrnu i mlevene zacinske paprike od fabrike “Vitamin”, Horgos. Analizama
je obuhvacdeno po 8 uzoraka od svake vrste zacina. Pregled vrsta i sastav zacinskih

smesa dati su u tabeli 10.

Tabela 10. Vrste i sastav zacinskih smesa

Uzorz.lk Vrsta zac¢inske smese Sastav
broj

1 22 mortadelu crni i beli biber, crni i beli luk, zac¢inska paprika
(slatka), muskat orah, korijander, kim piment

2 za mesni narezak crni i beli biber, beli luk, piment, muskat orah

3 za srpsku ljutu kobasicu crru blbe'rf zadinska paprika (slatka i ljuta), beli luk,
kim, korijander

4 za tirolsku salamu crni i beli biber, beli luk, piment, kim

- beli biber, crni i beli luk,zacinska paprika (slatka),

5 za virslu I : ..
kim, korijander

6 i il I bgh blbe{, crni i beli luk,zacinska paprika (slatka),
kim, korijander

7 za alpsku salamu crni i beli biber, beli luk, piment, kim

8 za Sunkaricu crni biber, beli luk, piment, korijander
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4.1. MIKOLOSKA ISPITIVANJA

4.1.1. Izolovanje i odredivanje ukupnog broja plesni

Ukupan broj plesni u 1,0 g za¢ina odreden je metodom razredenja po Koch-u.
Pored standardne mikoloSke podloge Sabouraud maltoznog agara (SMA) sa do-
datkom antibiotika (po 1,0 ml 1% rastvora hloramfenikola i 1% rastvora oksitetra-
ciklina na 100,0 ml podloge), za izolovanje plesni koris¢ene su i dve podloge koje
Pitt i Hocking (1985) preporucuju za izolovanje kserofilnih plesni iz supstrata sa
redukovanom koli¢inom slobodne vode. To su Czapek kvasac autolizat agar sa 20%
saharoze (CY20S) i modifikovani Sladni ekstrakt kvascev ekstrakt 50% glukozni
agar (MY50G). Neposredno pre upotrebe u CY20S takode su dodati pomenuti anti-
biotici iako za ovu podlogu nisu bili predvideni.

Zasejane Petri ploce inkubirane su 7 dana na 25°C, a rezultati ocitavani petog
i sedmog dana, zbog kasnije pojave rasta nekih plesni.

Czapek kvasac autolizat agar sa 20%saharoze (CY20S)

BCHPL), it e s 10 g
Czapek koncentrat............... 10,0 ml
Ekstrakt kvasca ........cccceeeuennne 50 g
DANATOZA ... iinercrncssinmmssiremmnses 2000 g
BUIIE ovcssimsonssanssmmmsesnssemnerinn 150 g
Destilovana voda............. 1000,0 ml
Sterilizacija 15 min/110°C

Czapek koncentrat

NaNO; .....ooeeereereeereeresneenes 300 g
) L BOMPER IR I e 50 g
MESOL % TELO 5. .ocnmasdusomiseuns 50 g
FeSO, x 7TH,0....cccvvrvevveiennenen 01g
Destilovana voda................ 100,0 ml

Sladni ekstrakt kvascev ekstrakt agar sa 50% glukoze (MY50G)
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Sladni ekstrakt kvascev ekstrakt agar sa 50% glukoze (MY50G)

Ekstrakt slada.........ccoueuueeee. 100 g

Ekstrakt kKvasca ....cocoornmicees 25 g

AGAL ... icininssoensssissrisiosenamnsase 100 g

Destilovana voda.............. 1000,0 ml
4T Y 5000 g

Sterilizacija 15 min/110°C

4.1.2. Determinacija plesni

Za ispitivanje makromorfoloskih i mikromorfoloskih karakteristika kolonija,
na osnovu kojih se utvrduje taksonomska klasifikacija, izolovane plesni su mono-
kulturisane na SMA (Zygomycetes, Dematiaceae) i Czapek agaru sa 3% saharoze (CZ)
(Ascomycetes, Deuteromycetes) za identifikaciju.

Determinacija izolovanih vrsta plesni izvedena je prema klju¢evima Raper-a i
Fennell (1965), Ellis-a (1971), Pidoplicka i Miljka (1971), Samson-a i sar. (1976) i
Samson-a i van Reenen-Hoekstra (1988).

Do daljih ispitivanja monokulture su odrzavane na kosom SMA i ¢uvane u
frizideru na temperaturi od 4°C.

4.2. MIKOTOKSIKOLOSKA ISPITIVANJA

4.2.1. Odredivanje mikotoksina u za¢inima

Sve hemijske metode analize mikotoksina uklju¢uju postupke prikazane na
slici 6.

Kvalitativno i kvantitativno odredivanje toksi¢nih metabolita plesni, aflatok-
sina B1 (AB1), ohratoksina A (OA) i zearalenona (F-2 toksin) u za¢inima (24 uzorka)
izvedeno je primenom multimikotoksinske metode Balzer-a i sar. (1978).
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| zork '
B Uzorkovanje

Ekstrakcija

PreciS¢avanje

i Koncentrisanje
' ..
’ Separacija
A
| Analiza
{ Kvalitativna
Kvantitativha

Slika 6. Sematski prikaz analize mikotoksina

Prva faza metode sastoji se u ekstrahovanju test uzorka iz mati¢nog (25,0 g)
razblazenim acetonitrilom (90,0 ml acetonitrila+10,0 ml ¢esmenske vode) kao eks-
trakcionim sredstvom, uz muckanje na muckalici oko 1 sat, nakon ¢ega se ekstrakt
filtrira kroz naboran filter papir.

Ekstrakt (50,0 ml) zatim se podvrgava procesima precis¢avanja i odmasciva-
nja (2x25,0 ml n-heksana) i separacije toksinskih frakcija, koji se odvijaju u levko-
vima za razdvajanje. PreciS¢avanjem se odstranjuju komponente koje bi mogle da
ometaju determinaciju toksina.

Ohratoksinska frakcija kao kisela, ekstrahuje se zasi¢enim rastvorom NaHCO,
(8,0 ml). Slabo kisela F-2 toksinska frakcija ekstrahuje se bazom 1 N NaOH (2x 10,0
ml), iz rastvora iz kojeg je izvucen ohratoksin. U rastvoru koji ostaje nalazi se re-
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lativno neutralna aflatoksinska frakcija. Svaka se posebno filtrira kroz bezvodni
Na,SO, i uparava u rotacionom vakuum uparivacu (tip Devarot), na 60°C.

Determinacija toksina izvedena je metodom tankoslojne hromatografije (TLC).
Upareni ekstrakti filtrata rastvoreni su u hloroformu i nanoseni na ploce sa silika-
gelom H. Hromatogrami su razvijani u sistemu toluol:etilacetat:mravlja kiselina
(50:40:10 v/v) na sobnoj temperaturi, do visine fronta rastvaraca 14 cm i nakon su-
Senja posmatrani pod dugotalasnim (365 nm) UV svetlom (Kabinet, Camag).

Kvantifikacija determinisanih toksina izvedena je na osnovu uporedivanja in-
tenziteta fluorescencije mrlje uzorka sa referentnim standardom. Cist AB1 (A-6636) iz
A. flavus i zearalenon (Z-2125) nabavljeni su od proizvodaca Sigma Chemical Co.,
USA, dok je OA (74711) iz A. ochraceus nabavljen od proizvodaca Fluka Biochemica,
Svajcarska.

4.2.2. Ispitivanje sposobnosti sinteze mikotoksina

Ciste kulture toksigenih Aspergillus, Eurotium i Penicillium vrsta izolovanih iz
zacina, koje su odabrane za testiranje na mogucnost sinteze toksina, gajene su u
te¢noj podlozi sa ekstraktom kvasca i saharozom (YES) i inkubirane 14 dana na 25°C,
stacionarno. Za gajenje su koriS¢ene Erlenmajer boce (300,0 ml), a koli¢ina tecne po-
dloge iznosila je 50,0 ml.

Podloga za stimulaciju sinteze mikotoksina (YES)

Ekstrakt kvasca........ccccoeueueee 200 g
Saharoza .......cccceeevevvvveneecnns 150,0 g
Destilovana voda.............. 1000,0 ml
Sterilizacija 15 min/110°C

Inokulum je pripreman tako $to su sa povrsine test kultura izraslih na kosom
SMA,uz dodatak oko 5,0 ml YES podloge, ezom skidane konidije i suspenzija preba-
¢ena u Erlenmajer boce.

Nakon 14 dana od inokulisanja kulture su profiltrirane kroz filter papir. Izmerena
je pH vrednost podloge za svaki soj i masa micelijuma, kroz ukupan sadrzaj suve
materije. pH vrednost merena je potenciometrijski (pH metar MA 5730 Iskra), a uku-
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pan sadrzaj suve materije dobijen je iz razlike u masi nakupljene kulture pre i posle
suSenja 24 ¢asa na 102°C.

Od potencijalno ohratoksigenih vrsta plesni, za testiranje na OA odabrano je
17 sojevai to: A. ochraceus (5), P. aurantiogriseum (5), P. chrysogenum (6) i P. variotii (1).

Kvalitativno i kvantitativno odredivanje OA izvedeno je prema navedenoj
metodi (Balzer i sar.,1978).

Sposobnost sinteze sterigmatocistina (ST) ispitana je kod 10 sojeva A. versico-
lor 1 10 sojeva E. herbariorum. KoriS¢ena je metoda za odredivanje ST tankoslojnom
hromatografojom po van Egmond-u i sar. (1982).

Test uzorak za detekciju ST pripreman je tako 5to je u Erlenmajer bocu (300,0
ml)sa kulturom i YES podlogom (50,0 ml) dodato 180,0 ml acetonitrila i 20,0 ml 4%
rastvora KCl. Ekstrakcija se odvijala na muckalici, oko 1 sat.

Sadrzaj je profiltriran kroz naborani filter papir, pri ¢emu je acetonitrilski fil-
trat (100,0 ml) dalje precis¢avan u levkovima za razdvajanje. Nakon odmasc¢ivanja
filtrata n-heksanom (2x50,0 ml) i daljeg preciS¢avanja hloroformom (1x50,0 i 1x25,0
ml), u hloroformsku frakciju dodat je NaCl (5,0 g) i ostavljen da stoji 30 minuta.
Ova frakcija je potom propustana kroz naborani filter papir, koji je prethodno is-
pran hloroformom (10,0 ml).

Rastvara¢ (hloroform) je otparen u rotacionom vakuum uparivacu, na 35°C,
do suvog ostatka ekstrahovanog uzorka.

Ekstrahovani test uzorci kultura rastvoreni su u hloroformu i zajedno sa stan-
dardom ST nanoSeni na ploce sa silikagelom. Za razvijanje hromatograma koris¢en
je sistem benzen:glacijalna sir¢etna kiselina (9:1 v/v). Hromatogrami su razvijani dok
front rastvaraca nije dostigao visinu oko 16 cm, zatim suSeni 15 min na sobnoj tem-
peraturi. Vidljivost ST bila je pojacana prskanjem razvijenih plo¢a rastvorom AlCl,
sprej reagensom i zagrevanjem 30 min na 70°C.

Prskan sa AlCl, reagensom sterigmatocistin se pod UV svetlom (365 nm) po-
javljuje kao zuta fluorescentna mrlja. Vizuelnim uporedivanjem boje i intenziteta
fluorescencije mrlja uzoraka sa intenzitetom standardnih odredene su masene frak-
cije ST ispitivanih kultura. Kao standard koriscen je ST 85832 (Fluka Biochemica,
Svajcarska).

Zbog sumnje da su neke kulture E. herbariorum sintetisale i aflatoksin, prisus-
tvo ovog mikotoksina provereno je metodom te¢ne hromatografije pod pritiskom
(HPLC) u Institutu za veterinarstvo u Novom Sadu.
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4.2.3. Ispitivanje uticaja temperature na inaktivaciju konidija A. versicolor i
sintezu sterigmatocistina

Test mikroorganizam A. versicolor B-155 kod koga je prethodno u laborato-
rijskim uslovima konstatovana sposobnost sinteze ST, uzgajan je na kosom SMA,
na temperaturi od 25°C, dok nije dobro sporulisao. Suspenzija konidija za dve vre-
menske serije termickih tretmana, 5 i 10 min, pripremana je u 2 puta po 100,0 ml
sterilnog fizioloSkog rastvora, spiranjem sa povrsine kosog agara (2x2). Njihov ini-
cijalni broj odreden je metodom razredenja, na istoj podlozi na kojoj je test mik-
roorganizam uzgajan.

Po 10,0 ml suspenzije konidija u epruvetama (10%ml) zagrevane su na tempe-
raturama od 60, 70, 75 i 80°C. Nakon toga epruvete su hladene pod ¢esmenskom
vodom. Efekat termickih tretmana na stepen destrukcije konidija odreden je bro-
janjem izraslih kolonija A. versicolor na SMA, Cetvrtog i sedmog dana inkubiranja na
25°C. Pored toga, praceno je vreme pojave rasta i sporulacija.

Za mikotoksikoloska ispitivanja, nakon termickog tretmana, po 5,0 ml inoku-
luma (10%ml konidija) dodato je u Erlenmajer boce (300,0 ml) sa 100,0 ml te¢ne YES
podloge. Inkubiranje je trajalo 14 dana, na 25°C. Kao i kod mikoloskih ispitivanja
praceno je vreme pojave rasta i sporulacija.

Odredivanju mikotoksina ST (van Egmond i sar., 1982) prethodilo je merenje
mase micelijuma i pH vrednosti podloge.

4.2.4. Ispitivanje uticaja kalijum sorbata na rast A. versicolor i sintezu
sterigmatocistina

Inhibitorni efekat kalijum sorbata (0; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5%) na rast A. versicolor
B-155 ispitivan je na podlozi Czapek agaru. Zasejane podloge inkubirane su 7
dana, na 25°C. Tokom ovog vremena praceni su rast i sporulacija kulture. Nakon
inkubiranja merenjem dijametra izraslih kolonija uporedivani su efekti primenje-
nih koncentracija kalijum sorbata.

Istovremeno, pracen je uticaj kalijum sorbata na rast i sposobnost sinteze ST
A. versicolor u teénom medijumu, tokom 14 dana na 25°C. Te¢na YES podloga (100 ml)
inokulisana je sa po 5,0 ml inokuluma, koji je sadrzavao 107ml konidija. Pre ekstrak-
cije ST prema opisanoj metodi (van Egmond i sar., 1982) mereni su masa miceliju-
mai pH.

Svi ogledi (mikoloski i mikotoksikoloski) izvedeni su u dva ponavljanja.
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51. UKUPAN BROJ PLESNI U ZACINIMA

Ispitivanjem kontaminacije zacinskih smesa, crnog bibera u zrnu i mlevene za-
¢inske paprike utvrdeno je prisustvo plesni u svim uzorcima (tabele 11, 12 i 13). Ko-
riS¢ene su uporedo tri podloge razli¢itog aktiviteta vode i sastava ugljenih hidrata
(maltoza, saharoza, glukoza).

Tabela 11. Ukupan broj plesni u zac¢inskim smeSama

Uzorak - ) Ukupan broj plesni/ g
broj Vrsta zac¢inske smese ShER S B
1 za mortadelu 3,5x10° 52x10° 8,0 x 10°
2 za mesni narezak 2,4 x10° 2.8x10° 5,6 x 10°
3 za srpsku ljutu kobasicu 2,4x10° 2,7 x 10° 3,7 x10°
4 za tirolsku salamu 1,5 x10° 2,1x10° 58 x 10°
5 za virslu I 92x10* | 21x10° | 14x10°
6 za virslu II 7.2 1F 3,2x10° 270 UP
7 za alpsku salamu 50%x10* | 95x10* | 14x10°
8 za Sunkaricu 53 x10* 2,6 x10° 31x10°
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Ukupan broj plesni u 1,0 g zacinskih smesa na standardnoj SMA podlozi kre-
tao se od 5,0 x 10 u za&inskoj smesi za alpsku salamu (uzorak 7), do 3,5 x 10° u za-
¢inskoj smesi za mortadelu (uzorak 1). Na podlozi CY20S sa 20% saharoze isti uzorci
imali su najmanji, odnosno najveéi broj kontaminenata, i to od 9,5 x 10* do 5,2 x 10°.
Uporedivanjem dobijenih rezultata moze se konstatovati da je u oba slu¢aja na ovoj
podlozi izolovano vise plesni. Isto se ponovilo i kod ostalih uzoraka. Najvise plesni
izolovano je pomoc¢u MY50G sa 50% glukoze.

Kod crnog bibera (tabela 12) sa 65 (SMA), 85 (CY20S) i 5,4 x 10* (MY50G) koloni-
ja po gramu uzorak 7 bio je najmanje kontaminiran plesnima. Pomoé¢u SMA najveci
broj izolovan je iz uzorka 1 (2,1 x 10°). Medutim, na podlogama CY20S i MY50G
maksimalna kontaminacija ustanovljena je kod uzorka 2, 5,3 x 10%, odnosno 5,9 x 10°.

Tabela 12. Ukupan broj plesni u crnom
biberu u zrnu

Dl Ukupan broj plesni/ g
bsj SMA CY20S | MY50G
1 2,1x10° 2,7 x10° 29x10°
2 1,6 x 10° 53 x 10° 59 x 10°
3 1,6 x 10° 4,3 x10° 4,3 x10°
4 82,0 38 x10* | 7,2x10?
5 85,0 15x10* | 88x10?
6 3,0 x 10° 7,6 x 10 2,2 x10°
7 65,0 85,0 54 x 10
8 54 x10? 1,3x10° 2,5x10°

Ukupan broj plesni u zacinskoj paprici (tabela 13) izolovan pomocu SMA
kretao se izmedu 10 (uzorak 1) i 9,4 x 10° (uzorak 5), a pomo¢u podloge CY20S od
20 do 8,5 x 10° (isti uzorci). Kod dva uzorka na MY50G nije bilo rasta, dok je kod
Zetiri doslo do povecdanja brojnosti. NajviSe plesni izolovano je iz uzorka 5 (1,1 x 10%).

Kao Sto se iz tabela moze videti na pojedinim podlogama kod istih uzoraka
plesni su izolovane u razli¢itom broju. Prema rezultatima prikazanim na slici 7 mi-
kopopulacija je bila u proseku najbrojnija u za¢inskim sme$ama, Sto iznosi 46,13%.

42



5. REZULTATI I DISKUSIJA

Sa 28,95 i 24,927 intenzitet kontaminacije crnog bibera i zacinske paprike bio je
skoro upola manji.

Tabela 13. Ukupan broj plesni u mlevenoj
zacinskoj paprici

Uzorak Ukupan broj plesni / g
broj SMA CY20S | MYs50G
1 10,0 20,0 0
2 3,4 x 10? 7,0x 10? 9,5x 10*
3 8,7x 10* 5,1x 10? 1,8 x10°
4 30,0 25,0 0
5 9,4x 10° 8,5x 10° 1,1 x10*
6 80,0 1,8 x 10? 1,3 x 10?
7 2,1 x 10* 2,4x 10? 37,0
8 55,0 57.0 4,1 x 10
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Slika 7. Intenzitet kontaminacije zacina plesnima
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Brojnost plesni od 10° moze se smatrati uobicajenim, s obzirom da je i od stra-
ne drugih autora (Silliker i sar.,1980; Sirnik i Gorisek,1983; Bem i Adami¢,1991; Skri-
njar i Boldocky, 1994) zabelezen kao najces¢i nivo kontaminacije zacina. Hocking
(1981) istice da mikopopulacija tropskih zacina moze biti veoma brojna, narocito
kada se radi o crnom biberu. Broj plesni koje su Finoli i sar. (1995) izolovali iz za-
¢ina, u nekim slucajevima bio je veéi od 107/g.

Permanentna kontaminacija plesnima uslovljena je pre svega poreklom zaci-
na, tj. ekoloSkim ¢iniocima sredine u kojoj se oni gaje. Uslovi prerade, skladiStenja i
prometa, su takode faktori koji mogu dovesti do daljeg povecanja broja i vrsta ovih
mikroorganizama.

Novija istrazivanja pokazuju da se u zemljama sa toplom i vlaznom klimom,
odakle potic¢e najveci broj vrsta zacina, javlja visok procenat kontaminacije hrane
plesnima. Primitivni uslovi gajenja i Zetve, promena vremena i vlazna klima oteza-
vaju suSenje. Na Jamajci, bobice pimenta nakon branja i fermentacije suse se na
betonu. Nocu za vreme padavina koje su iznenadne i obilne, skupljaju se na go-
milu i pokrivaju. Na vlaznim bobicama plesni se brzo razvijaju. Tokom suvog vre-
menskog perioda vreme potrebno za suSenje do sigurnosnog sadrzaja vlage (12%)
je oko pet dana. Proces suSenja rezultuje gubitkom oko 10% bobica, zbog mehanic-
kih oStecenja i rasta plesni (Breag i sar.,1972; Rosengarten, 1973). Pranje vodom
primenjuje se retko, samo kod nekih zacina kao 5to je na primer beli biber (Silliker i
sar., 1980). Osim toga, suSenje se odvija prirodnim putem, na suncu, pa nema ni
znacajnije redukcije broja mikroorganizama. Pojedini vegetativni oblici bi¢e uniste-
ni, ali spore plesni i bakterija ostaju.

Kod zac¢ina koji se suse veStackim putem suSenje se odvija u struji toplog vaz-
duha. U suprotnom, visoke temperature bi svakako znacajno redukovale broj kon-
taminenata, ali bi mogle dovesti i do gubitka aromati¢nih svojstava (biber, muskatni
cvet, paprika, kim, beli luk, timijan), ili nepozeljnog ukusa (muskat orah, karanfili¢,
piment, crni luk, cimet, majoran). Pfeifer (1975) smatra da nepozeljna svojstva nas-
taju zbog promena na nezasicenim ugljovodonicima eteri¢nih ulja, pri ¢emu su is-
tovremeno prisutni oksidacioni i polimerizacioni procesi. Chaco i sar. (1996) su na-
kon zagrevanja crnog bibera (100°C/15 min) konstatovali da je doSlo do degrada-
cije glavnih komponenata eteri¢nog ulja (limonen, pinen, kariofilen), $to je rezulto-
valo promenom ukusa.

U principu spore plesni pokazuju vecu otpornost prema suvoj, nego prema
vlaznoj toploti. Mnoge Aspergillus i neke Penicillium spp., kao i Mucor spp. su termo-
rezistentne. Vrste koje formiraju sklerocije mogu da preZive krade zagrevanje na 90
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do 100°C, a poznati su i slu¢ajevi da su spore nekih vrsta izdrzale 30 min na 120°C
(Zakula, 1980).

Ukoliko su na odgovarajudi nacin osuseni i skladisteni, zacini su rezistentni
na mikrobiolosko dejstvo. Povecéan sadrzaj vlage u za¢inima povecava brojnost ples-
ni i pored visokog sadrzaja antimikrobnih eteri¢nih ulja. Analizirajuéi beli luk koji
se smatra zadinom sa izrazitim mikrobicidnim i mikrobiostatskim dejstvom, Skri-
njar i Boldocky (1994) su ustanovili prisustvo veceg broja plesni nego $to su ih sa-
drzavale zacinske smese.

Ucestalost pojave plesni u zac¢inima ukazuje na ¢injenicu da su oni najcesci
izvor kontaminacije proizvoda od mesa u prehrambenoj industriji. Uopsteno je
misljenje da su suvi proizvodi sa niskim brojem ovih mikroorganizama (do 107/g)
boljeg kvaliteta i sigurniji, 5to je pogresno ako se uzmu u obzir vrste poznate po
sposobnosti da u supstrat, na kojem se razvijaju, izlu¢uju toksi¢ne metabolite.

52. MIKOPOPULACIJE ZACINSKIH SMESA

[z za¢inskih smeSa determinisane su 23 vrste koje su pripadale rodovima Absi-
dia, Aspergillus, Emericella, Eurotium, Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus, Scopu-
lariopsis 1 Syncephalastrum.

Najve¢i deo kontaminacione mikopopulacije zauzimale su vrste koje Pitt i
Hocking (1985) i Beuchat i Hocking (1990) opisuju kao umereno kserofilne, a nalaze
se u rodovima Aspergillus, Emericella, Eurotium, Penicillium, uklju¢ujudi tu i Paecilo-
myces (Pitt, 1975). One pripadaju razli¢itim taksonomskim grupama, ali su ekoloski
slicne po sposobnosti da rastu u uslovima kada je koli¢ina slobodne vode znatno
ogranicena (tabela 14).

Sa 7 vrsta, ili 30,43% svih izolata, dominirao je rod Penicillium. Slede plesni
roda Aspergillus koje su bile zastupljene u manjem broju (5), predstavljajuci 21,74%
ukupno determinisanih vrsta.

Po broju vrsta znacajno je bio zastuplien i rod Mucor (4) (17,39%). Kao
kontaminenti zacinskih smeSa rodovi Absidia, Emericella, Eurotium, Paectlomyces
Rhizopus, Scopulariopsis i Syncephalastrum registrovani su sa najmanjim ucescem u
mikopopulaciji (1) (4,35%).
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Tabela 14. Vrste plesni izolovane iz zacinskih smesa

Zastupljenost
Rod Vrsta vrsta (%)
Absidia A. corymbifera (Cohn) Sacc. i Trotter 435
A. flavus Link
A. niger van Tieghem
Aspergillus A. sydowii (Bain. i Sart.) Thom i Church 21,74
A. terreus Thom
A. versicolor (Vuill.) Tiraboschi
Emericella E. nidulans (Eidam) Vuill. 4,35
Eurotium E. herbariorum (Wiggers) Link 4,35
M. circinelloides van Tieghem
M. hiemalis Wehmer
A M. plumbeus Bon. 7%
M. racemosus Fres.
Paecilomyces P. variotii Bain. 4,35
P. aurantiogriseum Dierckx
P. brevi-compactum Dierckx
P. chrysogenum Thom
Penicillium P. griseofulvum Dierckx 30,43
P. implicatum Biourge
P. jensenii Zaleski
P. nigricans Bain. i Thom
Rhizopus R. stolonifer (Ehrenb.) Lind 4,35
Scopulariopsis S. fusca Zach 4,35
Syncephalastrum S. racemosum Cohn 4,35

Rod Penicillium, koji je dominirao po broju vrsta, nije bio i najzastupljeniji u
ispitivanim zacinskim smeSama. Iz tabele 15 vidi se da su ove plesni izolovane iz
87,5% uzoraka, isto kao i Aspergillus. Sa najvedim rasprostranjenjem pojavile su se
plesni roda Eurotium, Ciji je jedini predstavnik E. herbariorum detektovan u svim
uzorcima. Prisustvo rodova Absidia i Scopulariopsis ustanovljeno je kod 75,0% uzo-
raka. Plesnima roda Mucor bilo je obuhvacenc 62,5% uzoraka, 37,5% plesnima roda
Paecilomyces, dok je zastupljenost ostalih predstavnika (Emericella, Rhizopus, Synce-

phalastrum ) iznosila svega 12,5%.
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Tabela 15. Zastupljenost rodova plesni u uzorcima zacinskih

smesa
Rod Broj kontamini- Zastupljenost
ranih uzoraka rodova (%)

Absidia 6 75,0
Aspergillus 7 87,5
Emericella 1 12,5
Eurotium 8 100
Mucor 8 62,5
Paecilomyces 3 37,5
Penicillium % 87,5
Rhizopus 1 12,5
Scopulariopsis 6 75,0
Syncephalastrum 1 12,5

Istrazivanja koja su izveli Hadlok (1969), Horie (1971), Sirnik i Gorisek (1983),
Skrinjar (1983) i drugi, potvrduju da su najceséi kontaminenti zacina Aspergillus i
Penicillium vrste. Vrste izolovane iz zacinskih smesa ukazuju da je znacajan broj
predstavnika sposoban da opstane pod uslovima smanjene vlaznosti. Istovremeno
Sire rasprostranjenje roda Eurotium moze se objasniti tolerantnijim odnosom pre-
ma nivoima vlage dehidriranih supstrata. Zahvaljujuci ovoj osobini kserofilne ples-
ni su primarni uzroc¢nici kvarenja susenog biljnog materijala u skladistima i preh-
rambenih proizvoda sa visokim osmotskim pritiskom. Aktivno se razvijaju pri re-
lativnoj vlaznosti vazduha od 70% (Zakula, 1980).

Ekonomske Stete koje mogu da nastanu u industriji za preradu mesa samo su
jedan od aspekata posmatranja prisustva plesni u zacinima. Daleko znacajniji je
negativni uticaj koji toksigene plesni mogu imati na zdravlje ljudi. Njihovo destvo
moze biti mehanicko, toksi¢no, alergeno i kancerogeno. Rasireno je misljenje da sko-
ro i ne postoji razlika izmedu toksigenih i netoksigenih plesni, kao i izmedu anti-
biotskog i toksicnog dejstva antibiotika koje proizvode neke vrste.

Prema Hadlok-u i sar. (1976), od mikotoksigenih plesni koje su izolovane iz
raznih mesnih proizvoda, najinteresantnije su one koje sintetiSu aflatoksine, ohra-
toksine, sterigmatocistin, tremortin, penicilinsku i ciklopiazoni¢nu kiselinu. Od 23
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izolovane vrste, prema literaturnim podacima (Smith i sar., 1983; Frisvad, 1988), vise
od polovine, ta¢nije 65,22%, su potencijalni producenti razli¢itih toksi¢nih metabo-
lita.

Kao 3to je prikazano na slici 8, dominirale su plesni skladista od kojih je veci-
na toksigena. S frekventnos¢u od 41,89% u ukupnoj mikopopulaciji intenzitet kon-
taminacije zac¢inskih smesa Eurotium sojevima bio je najvedi. Ucestalost Aspergillus
vrsta bila je manje izrazena (26,48%). Jo$ manje frekventan bio je rod Penicillium
(12,06%).
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Slika 8. Ucestalost pojedinih rodova u mikopopulacijama zacinskih smesa

Relativno $iroko rasprostranjeni, ali malobrojni predstavnici familije Mucora-
ceae, Mucor (6,61%) i Absidia (4,61%), nisu tipicne skladiSne plesni koje bi mogle biti
odgovorne za pojavu kvarenja zacina. Suvi supstrati ne predstavljaju pogodnu sre-
dinu za njihov razvoj. Njima viSe odgovara sredina sa relativnom vlaznosc¢u vaz-
duha od 80 do 90% (Zakula, 1980) i supstrati sa sadrzajem slobodne vode iznad 0,93
(Krispien, 1978).

Absidia corymbifera je kontaminent biljaka tropskih podrucja, obligatni termo-
fil, sa maksimalnom temperaturom rasta oko 50°C. Izaziva samozagrevanje biljnog
materijala koji se skladisti pod neadekvatnim uslovima (Bilaj i Zaharcenko, 1987).
Patogena je za ¢oveka i Zivotinje i sposobna da inficira razlicite organe (Pitt i Hoc-
king, 1985; Fassatiova, 1986).
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Rodovi Mucor i Rhizopus, koji pripadaju istoj familiji, poznatiji su kao izazivadi
vlazne trulezi voca i povrca (Thorne, 1975; Varma i Verma, 1987; Fassatiova, 1986)
na koje dospevaju iz zemljista (Skrinjar i sar., 1996 a). Vrsta R. stolonifer sintetise
toksi¢ne cikli¢ne peptide (Frisvad, 1988) i napada korenski sistem biljaka. Cesto se
sree na supstratima bogatim ugljenim hidratima, a registrovana je i kao kontami-
nent zaina (Skrinjar, 1983). Mucor spp. opisane su kao uzroénici anaerobnog kva-
renja vo¢nih sokova (Pitt i Hocking, 1985).

Plesni roda Scopulariopsis koje su cinile 4,29% mikopopulacija su prisutne u
hrani sa niskim a,,. Rastu na proteinskim supstratima (Beuchat, 1978), tako da je
njihovo prisustvo u zacinima, preko kojih dospevaju u meso, nepozeljno.

Prisustvo roda Paecilomyces u zafinskim smeSama i pored niskog procen-
tualnog udela (2,76%) ne bi trebalo zanemariti. Predstavlja potencijalnu opasnost
kao uzro¢nik kvarenja mesnih proizvoda iz vise razloga. U poredenju sa drugim
vrstama, Paecilomyces spp. su veoma termorezistentne (Obeta i Ogwuanyii, 1995) i
sposobne su da rastu pri izrazito niskoj koncentraciji kiseonika. Splittstoesser i sar.
(1971) utvrdili su rast P. variotii nakon toplotnog tretiranja konidija na 80°C. Naro-
¢ito otporan je njegov teleomorfni askogeni oblik Byssochlamys. Pored navedenih
osobina, P. variotii ispoljava otpornost prema nekim kiselinama (sorbinska, benzo-
jeva, propionska) koje se koriste u prehrambenoj industriji kao konzervansi (Samson i
van Reenen-Hoekstra, 1988). Registrovan je kao toksi¢na plesan. Zajedno sa jos ne-
kim vrstama roda Penicillium i Aspergillus (Canas i Aranda, 1996) spada u grupu
proizvodaca mikotoksina patulina (Anderson i sar., 1979; Hacking i Rosser, 1981).

Ostali rodovi izolovani iz zacinskih smesSa, Emericella, Rhizopus i Syncephalas-
trum, bili su zastupljeni sa veoma niskim nivoom kontaminacije (1,30%).

Emericella nidulans (= A. nidulans) za koju je utvrdeno da proizvodi sterigma-
tocistin (Keller i sar. 1994; Keller i sar. 1997) bila je vrsta koju je Horvat-Skendero-
vi¢ (1989) pronasla u zacinskoj smesi za ¢ajnu kobasicu. Od strane Cuppers i sar.
(1997) citirana je kao ¢est uzro¢nik kvarenja hrane.

E. herbariorum je predstavljao najve¢i deo mikopopulacija zacinskih smesa,
kako po zastupljenosti u uzorcima, tako i po ukupnom broju izolata. Sa slike 9 vidi
se da brojnost ovih plesni u vecini uzoraka premasuje 40,0%. Prema podacima Silli-
ker-a i sar. (1980), Eurotium spp. su €esto dominantna mikopopulacija u raznim za-
¢inima. Za razliku od vecine vrsta rodova Aspergillus i Penicillium mogu da se raz-
vijaju pri a,, znatno ispod 0,80. Klijanje njihovih spora zabeleZeno je pri sadrZzaju
slobodne vode ispod 0,75, Sto je karakteristika ekstremnih kserofila, kao Sto su
Chrysosporium fastidum, ili Xeromyces bisporus (Pitt i Hocking, 1985; Beuchat i Hoc-
king, 1990).
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Plesni roda Eurotium (Samson i van Reenen-Hoekstra, 1988) su ranije citirane
kao rod Aspergillus (Christensen i sar., 1967; Horie i sar., 1971), a E. herbariorum kao
A. repens, mada se moze sresti joS i pod imenom E. repens. U sustini, E. herbariorum
je teleomorfni (polni), a E. repens anamorfni (bespolni) oblik jedne te iste vrste u
okviru klase Ascomycetes, koja obuhvata sve one plesni kod kojih se pored bes-
polnog javlja i polni stadijum razmnozavanja.
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Slika 9. Ucestalost E. herbariorum u uzorcima zacinskih smesa

Mikromorfologija reproduktivnih struktura plesni bitna je za determinaciju
vrste (slika 10). Na glatkim konidioforama vazdu$ne micelije nalaze se globusne
vezikule sa fijalidama i konidijama. Polne spore, askospore, smeStene su u okrug-
lastim askusima, koji se oslobadaju iz plodonosnih tela kleistotecija. Askospore su
lentikularne, glatke, sa ekvatorijalnom brazdom.

Na supstratima na kojima raste E. herbariorum formira kolonije koje su u pocet-
ku bele. Sa razvojem reproduktivnih struktura one variraju od zutozelenih, oker-
zutih, do okerbraon nijansi (slika 11). Nali¢je je Zute, okerzute do skoro crne boje.
Vrsta je u praksi poznata pod nazivom “Zuta bud”, zbog mase Zutih kleistotecija.
Smatra se najopasnijim razaracem lisnog tkiva.

Kvarenje skladiStenih zac¢ina i namirnica sa niskim sadrzajem vode, kao $to su
orasi, bademi, lesnici, kesten, seme suncokreta (Beuchat i Hocking, 1990; Abdel-
gawad i Zohri, 1993; Weidenborner i Kunz, 1994) pretezno se dovodi u vezu sa pri-
sustvom E. herbariorum i ostalim Eurotium vrstama (E. rubrum, E. chevalieri, E. amstelo-
dami) koje su sposobne da rastu ispod 0,75 a,, (Beuchat i Hocking, 1990).
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E. herbariorum (=A. repens) je bio redovni kontaminent zac¢ina koje su ispitivali
Takatori i sar. (1977), Horvat-Skenderovié, (1989), Skrinjar i Boldocky (1994).

~___—konidia
~__fijalida

__—vezikula

___—konidiofora

___— askus
_ askospora

Slika 10. E. herbariorum: a)reproduktivne strukture; b) konidije (x 1600);
c) vezikula sa fijalidama i konidijama (X 650)
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Slika 11. E. herbariorum: kolonija na CZ agaru
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Izolovan je iz proizvoda od mesa (Leistner i Ayres, 1968; Hadlok i sar., 1976;
Skrinjar, 1983), kukuruza (Richard i sar., 1969; Muntanjola-Cvetkovo¢, 1987), raz-
nih pekarskih proizvoda (Davis i sar., 1975), suvog voca (Beuchat i Hocking, 1990;
Weidenborner i Kunz, 1994), sira (Northolt i sar., 1980; gkrinjar, 1984).

U uzorcima zacinskih smeS3a, izuzimajuci uzorak 7, Aspergillus mikopopulacije
su takode bile frekventne, sa dominantnim prisustvom u uzorku 3 (55,81%) (slika
12). Pojavljivanje Aspergillus vrsta je znac¢ajno imajudi u vidu da A. flavus, A. niger,
A. sydowii, A. terreus, A. versicolor i drugi predstavnici ove velike grupe mogu u
zacinima, ili proizvodima od mesa, sintetisati brojne toksicne metabolite (Frazier i
Westhoff, 1978; Kiermeier i Kraus, 1980; Miiller, 1983; Smith i sar. 1983; Singh i sar.,
1991; Suti¢, 1995; Lund i sar., 1995). To se odnosi posebno na one mikotoksine koji
spadaju u najjace prirodne kancerogene, pre svih AB1, OA i ST. Ohratoksigene
Aspergillus vrste u ovom slucaju nisu utvrdene kao kontaminenti zacinskih smesa.
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Slika 12. Ucestalost roda Aspergillus u uzorcima zacinskih smesa

Najcesce zastupljene bile su vrste iz grupe A. versicolor, A. versicolor i A. sydo-
wii (tabela 16), koje proizvode ST (Schroeder i Carlton, 1973; Frisvad, 1988; Bohm i
Sayed, 1994; Lund i sar., 1995). One su izolovane iz 87,5% uzoraka. Prisustvu ST
poklanja se sve veca paznja zbog sposobnosti konverzije u AB1 (Durakovic i sar.,
1989).

Na A. niger (grupa A. niger) neophodno je skrenuti paznju ne samo zbog iro-
kog rasprostranjenja (62,5%). Ustanovljeno je da neki sojevi proizvode aflatoksin,
mada vrsta nije poznata kao aflatoksigena (Skrinjar i sar., 1989; Skrinjar, 1990). Osim
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toga, A. niger se javlja kao etioloski agens u izazivanju alergijskih reakcija kod ljudi
(Skrinjar, 1980). Inhalacijom konidija dolazi do bronhijalne hipersenzibilizacije,
koja moze preci u bronhijalnu astmu.

Tabela 16. Zastupljenost Aspergillus spp. u uzorcima zacinskih smesa

Broj kontamini- | Zastupljenost

g Vst ranih uzoraka vrsta (%)
A. flavus-oryzae A. flavus + 50,0
A. niger A. niger 5 62,5
A. terreus A. terreus 1 12,5

A. versicolor
A. versicolor 7 87,5

A. sydowii

Iz grupe A. flavus-oryzae identifikovan je A. flavus. Ova vrsta koja je najznacaj-
niji proizvodac aflatoksina (Stefanovic i sar., 1973; Mislivec i sar., 1975; Goto, 1990;
Karunaratne i Bullerman, 1990; Abarca i sar., 1994), pronadena je kod znatnog broja
uzoraka zacinskih smesa (50,0%). Konidije su vrlo otporne na isusivanje zadrza-
vajudi vitalnost 15 i viSe godina (Blinc, 1971).

U 40% uzoraka zacina Selim i sar. (1996) pronasli su ABI, istovremeno uka-
zujudi na njegovo zabrinjavajuce prisustvo i u drugim vrstama suvog biljnog mate-
rijala (cerealije, lekovito bilje, povrce, jezgrasto voce).

Sve izolovane Aspergillus spp. pripadaju klasi Deuteromycetes, koja obuhvata
imperfektne forme kod kojih nije poznat teleomorfni stadijum. Konidiofore, osim
kod A. flavus su glatke, sa cilindri¢cnim metulama i flaSolikim fijalidama na veziku-
lama (slika 13). U zavisnosti od vrste, konidije su globusne do elipsoidne, kod A.
flavus i A. terreus sa glatkim zidovima, kod ostalih sa rapavim, narocito kod A. niger.

Na slikama od 14 do 16 prikazane su makromorfoloske karakteristike najfrek-
ventnijih Aspergillus mikopopulacija, gajenih i determinisanih na Czapek agaru. A.
versicolor (slika 14) formira kompaktne kolonije, ispupcene, radijalno izbrazdane, pli-
Sane teksture. Preovladavaju grasak zelene nijanse. Boja kolonija ponekad delimic-
no, ili potpuno prelazi u Zuc¢kastosmedu, sa belim rubom. Nali¢je je bezbojno do cr-
venobraon. Ponekad je prisutan ruzicast, ili crvenobraon pigment. Pojedini sojevi
stvaraju crvenkastobraon eksudat.
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~ konidija
fijalida

. metula
_ vezikula

konidiofora

Slika 13. Aspergillus spp: a) reproduktivne strukture; b) vezikule sa metulama i
fijalidama (x 900)

Kolonije A. flavus (slika 15) su razudene, najceSce granularne teksture, zele-
nozute, ili maslinastozute. Kod nekih sojeva javljaju se braon sklerocije i bezbojan
do braon eksudat. Nali¢je je bezbojno do braon.

Crne kolonije A. niger (slika 16) granulirane teksture ponekad nose krem, mr-
kozute, ili ruzicaste sklerocije. Nalicje je bezbojno ili Zuto. _

Pojavu Aspergillus vrsta u zacinima i proizvodima u koje se oni dodaju pro-
ucavali su Hadlok i Toure (1973), Fiedler (1973), Aganovi¢ i sar. (1982), Skrinjar i A¢
(1992) i drugi. Hadlok i Schipper (1974) su u mesnim proizvodima nasli iste miko-
populacije kojima su bili kontaminirani upotrebljeni zacini, pored onih koje su
dospele u sadrzaj iz okolne sredine u kojoj se meso preraduje.
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Slika 14. A. versicolor: kolonija na CZ agaru
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Slika 15. A. flavus: kolonija na CZ agaru
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Slika 16. A. niger: kolonija na CZ agaru

Od ukupnog broja izolata zacinskih sme$a dominirali su A. versicolor i A. sydo-
wii (9,7917,45%). Slededi je bio A. flavus (6,10%), a zatim A. niger (3,05%) (slika 17).
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Slika 17. Ucestalost Aspergillus spp. u mikopopulacijama zacinskih smesa
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Vrsta A. terreus se veoma retko pojavljivala, Sto se vidi po zastupljenosti od svega
0,09% u ukupnoj mikopopulaciji uo€enoj tokom ovih istrazivanja, mada je, Klich i
Pitt (1988) citiraju kao frekventnu u zemljistu tropskih i suptropskih podrucja.

A. versicolor je $iroko rasprostranjena skladisna plesan. Cesto se moze naci na
tvrdim i polutvrdim sirevima, narocito u kasnijim fazama zrenja (Northolt i sar.,
1980; Skrinjar, 1986; van Egmond, 1989; Lund i sar., 1995), zrnima i zrnastim proiz-
vodima,vocu i proizvodima od voca, susenim proizvodima od mesa (van Egmond,
1982).

Plesni roda Penicillium nisu bile tako brojni kontaminenti kao Aspergillus vrs-
te. Njihov udeo u mikopopulacijama uzoraka zacinskih smeSa najviSe je iznosio
24,07% (uzorak 7) (slika 18).
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Stepen kontaminacije (%)
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Slika 18. Ucestalost roda Penicillium u uzorcima zacinskih smesa

Na osnovu rezultata datih u tabeli 17 moze se zakljuciti da su po raspros-
tranjenju preovladavale vrste iz sekcije Asymmetrica-Divaricata. P. nigricans i P. jen-
senii uoceni su kod 50,0% uzoraka. Predstavnici sekcije Asymmetrica-Fasciculata, sa
vrstama P. aurantiogriseum i P. griseofiloum i Asymmetrica-Velutina, sa vrstama P. bre-
vi-compactum i P. chrysogenum bili su podjednako zastupljeni (37,5%). Zajednicka
osobina ovih vrsta plesni je asimetri¢no grananje konidiofora (slika 19). Zidovi ko-
se metule sa fijalidama i konidijama, sa glatkim, ili fino rapavim zidom (P. brevi-
compactum).
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Tabela 17. Zastupljenost Penicillium spp. u uzorcima zacinskih smesa

- - Broj kontamini- | Zastupljenost

Sekcija-Subsekcija Vrsta ranih uzoraka vrsta (%)
P. nigricans

Asymmetrica-Divaricata 4 50,0
P. jensenii
P. aurantiogriseum

Asymmetrica-Fasciculata 3 375
P. griseofulvum
P. brevi-compactum

Asymmetrica-Velutina 3 37,5
P. chrysogenum

Monoverticillata P. implicatum 1 12,5

- konidija

- fijalida

metula

- grana

konidiofora

Slika 19. Penicillium sp. (sekcija Asymmetrica): a) reproduktivne strukture;
b) konidiofore sa metulama, fijalidama i konidijama (< 1000)

P. nigricans, P. aurantiogriseum, P. brevi-compactum i P. chrysogenum su izraziti
kserofili, po ¢emu se izdvajaju od ostalih vrsta istog roda, sa minimumom a,, za
rast od 0,78. Za P. nigricans u dostupnoj literaturi nema konkretnih podataka o ras-
prostranjenju u zadinima. Spominje se da je izolovan uglavnom iz hrane koja je
bila izloZzena prasini, prisutan samo kao kontaminent, ali ne i kao uzro¢nik kvare-
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nja (Pitt i Hocking, 1985). Nije zabelezeno da li eventualno proizvodi neki od tok-
si¢nih metabolita.

Medu Penicillium izolatima dominirali su sojevi P. nigricans (3,28%) i P. auran-
tiogriseum (3,12%) (slika 20). Sledeci je bio P. griseofulvum (2,83%), zatim P. jensenii
(1,59%), dok su ostale vrste bile zastupljene sa 1,3% mikopopulacija.
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Slika 20. Ucestalost Penicillium spp. u mikopopulacijama zacinskih smesa

Osim P. aurantiogriseum i P. griseofulvum, jo$ dve plesni, P. brevi-compactum i P.
chrysogenum svrstavaju se medu potencijalno toksigene i patogene ( Fassatiova, 1986,
Frisvad, 1988; Singh i sar.,1991). Poznato je da vrsta P. aurantiogriseum proizvodi
penicilinsku, ciklopiazoni¢nu i mikofenolnu kiselinu, penitrem, ksantomenin, gri-
zeofulvin, patulin, citrinin, neki sojevi i OA (Skrinjar, 1985; 1992; Galic¢ i Pajnovic,
1989; Surekha i Reddy, 1991; Skrinjar i sar., 1992; Krivobok i sar., 1995). Potrebna
aktivnost vode za proizvodnju OA je 0,91 (Northolt i Soentoro, 1988), tako da mes-
ni proizvodi predstavljaju pogodnu sredinu u kojoj se ova plesan moze veoma
dobro razvijati. Pre nekoliko godina Vesely i sar. (1995) izvestili su o sposobnosti P.
aurantiogriseum da sintetiSe ketoglobozin A. To je prvi izvestaj o izolaciji ovog tok-
sitnog metabolita iz plesni roda Penicillium. Scheuer (1995) je registrovao sposob-
nost formiranja verukozidina u sirovim kobasicama tokom zrenja.

P. aurantiogriseum (=P. verrucosum var. cyclopium) prepoznaje se po sivozele-
noj, plavozelenoj, ili sivoplavoj boji kolonija (slika 21). Konidiofore su grupisane u
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snopice (fascikule), $to je narocito vidljivo duz ivicne zone. Nali¢je je od bezbojne,
preko Zute, do kesten boje. Eksudat je veéinom prisutan, neobojen. Neki izolati pro-
dukuju braon, ili crvenobraon pigment koji difunduje u podlogu.

B Lo A i el S

Slika 21. P. aurantiogriseum: kolonija na CZ agaru

Vrsta je ubikvitarna i veoma prilagodljiva. Srece se na ¢itavom nizu supstrata
biljnog i animalnog porekla najrazli¢itijeg nutritivnog sastava i a,, (Davis i sar.,
1975; Norholt i sar., 1980; Zakula i sar., 1982; Skrinjar, 1986). Jedna je od redovnih
kontaminenata zacina i proizvoda od mesa (Hadlok, 1969; Takatori i sar., 1975;
Hadlok i sar., 1976, Skrinjar, 1983). Razvija se na biljkama za vreme vegetacije izazi-
vajudi penicilijumsku trulez, mada se ¢esce srece u mikopopulacijama skladistenih
proizvoda. Tokom deset dana zrenja u model kobasice sojevi P. aurantiogriseum
izluéili su od 12,00 do 20,00 ug/kg OA (Horvat-Skenderovi¢, 1989). Ekstrakti mono-
kultura koje su ispitivali Davis i sar. (1975) bili su visoko toksi¢ni, uzrokujuci 100%
smrtnost pile¢cih embriona. Rezultati na pileéim embrionima objavljeni od strane
Skrinjar (1985) pokazali su da je svega 13,3% prezivelo ogled. Zbog Siroke raspros-
tranjenosti P. aurantiogriseum u prirodi, relativno su ¢este kontaminacije hrane OA.

Davis i sar. (1975) i Bullerman (1981) zapazili su da Penicillium spp. dobro rastu
na niskoj temperaturi skladiStenja i visokoj vlaznosti hrane.
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P. griseofulvum (=P. patulum) kao jedna od frekventnijih Penicillium vrsta u za-
¢inskim smeSama raste i sintetiSe mikotoksin patulin (Frisvad, 1988) na 5°C, pri pH
3,5 (Bullerman, 1985). Obrazuje sivo do zutozelene kolonije, obi¢no bez eksudata,
sa zuto, okerbraon do crvenobraon nali¢jem (slika 22).

Slika 22. P. griseofulvum: kolonija na CZ agaru

53. MIKOPOPULACIJE CRNOG BIBERA U ZRNU

U tabeli 18 prikazani su rezultati mikoloSkih ispitivanja crnog bibera u zrnu.
Kao i kod zacinskih smesa najbrojnije vrste su bile iz rodova Aspergillus (12) i Peni-
cillium (12), koje su predstavljale 35,29% svih izolata. Ostale plesni pripadale su ro-
dovima Absidia, Cladosporium, Eurotium, Mucor, Paecilomyces, Rhizopus, Scopulariopsis,
Syncephalastrum i Xeromyces. Ukupno su determinisane 34 vrste.

Poznato je da se najveci broj toksigenih vrsta nalazi u rodovima Aspergillus i
Penicillium. Pored roda Eurotium oni su bili najéeS¢i kontaminenti crnog bibera (ta-
bela 19). Aspergillus i Eurotium izolovani su iz svih uzoraka (100%), dok je 62,5%
bilo kontaminirano Penicillium vrstama, a 25,0% rodovima Absidia i Rhizopus. Ostali
su se pojavljivali sporadi¢no. Neke od plesni (Cladosporium, Mucor i Rhizopus) su

61



5. REZULTATI I DISKUSIJA

biljni patogeni i izazivadi sistemskih mikoza kod ljudi, koje mogu nastati inha-
lacijom, ili ingestijom spora preko kontaminirane hrane (KarakaSevic i sar.,1989).

Tabela 18. Mikopopulacije izolovane iz crnog bibera

Zastupljenost

Rod Vrsta vrsta (%)

Absidia A. corymbifera Cohn. 2,94

A. awamorii Nakazawa

A. caespitosus Raper i Thom

. candidus Link

. flavus Link

. niger van Tieghem

. ochraceus Wilhelm

. protuberus Muntanjola-Cvetkovié
. restrictus G. Smith

. sydowti (Bain i Sart.), Thom i Church
. terreus Thom

. versicolor (Vuill.) Tiraboschi

. wentii Wehmer

Aspergillus 35,29

o e e Se N e e s e e N

0

Cladosporium . cladosporioides (Fres.) de Vries 2,94

Eurotium E. herbariorum (Wiggers) Link 2,94

Mucor M. racemosus Fres. 2,94

Paecilomyces P. niveus Stolk i Samson 2,94

P. aurantiogriseum Dierckx
P. brevi-compactum Dierckx
P. chrysogenum Westling
P. claviforme Bain.

P. decumbens Thom

P. godlewskii Zaleski

P. griseofulvum Dierckx

P. funiculosum Thom

P. implicatum Biourge

P. nigricans Bain.i Thom
P. rugulosum Thom

P. variabile Sopp

) R. oryzae Went i Prinsen Geerli

SShigopus R ngomfer (Ehrenb.) Lind. = o

Scopulariopsis S. brevicaulis (Sall.) Bain. 2,94

35,29

Penicillium

Syncephalastrum S. racemosum Cohn. 2,94

Xeromyces X. bisporus Fraser 2,94
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Tabela 19. Zastupljenost rodova plesni u uzorcima crnog bibera

Rod Broj kontamini- Zastupljenost
ranih uzoraka rodova (%)

Absidia 2 25,0
Aspergillus 8 100
Cladosporium 1 12,5
Eurotium 8 100
Mucor 1 12,5
Paecilomyces 1 12,5
Penicillium < 62,5
Rhyzopus 2 25,0
Scopulariopsis 1 12,5
Syncephalastrum i 12,5
Xeromyces 1 12,5

Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da je vecina rodova iz zacinskih
smesSa pronadena i na crnom biberu, s tim Sto su se ovde pojavila dva nova roda,
Cladosporium i Xeromyces.

Cladosporium cladosporioides zajedno sa nekim vrstama roda Aspergillus, zatim
Alternaria, Mucor, Penicillium, Rhizopus, Sporotrichum, oStecuje proizvode koji se skla-
diste pri veoma niskim temperaturama. Sposoban je da raste do -10°C (Frisvad, 1988),
razlazudi celulozu, pektin i lipide. Hadlok i sar. (1976) i Gill i sar. (1981) uocili su
njegovo prisustvo u mesnim proizvodima.

Od podloga koris¢enih za ispitivanje mikoloske kontaminacije zacina (SMA,
CY20, MY50G), vrsta roda Xeromyces, X. bisporus izolovana je samo na podlozi sa
saharozom (CY20S), §to je u saglasnosti sa konstatacijom Frisvad-a (1988) da ove
plesni rastu u prisustvu vecih koli¢ina ugljenih hidrata i to uglavnom saharoze.
Zbog toga ih prakti¢no nije bilo moguce izolovati na uobicajenim podlogama za
izolovanje kvasaca i plesni, pa ¢ak i nekim specifi¢nim. Pitt i Hocking ( 1985) smat-
raju da je X. bisporus najverovatnije frekventniji u suvoj hrani, nego 5to se inace ci-
tira. U literaturi rod je opisan kao ekstremno kserofilan, sporog rasta, sa posebnim
zahtevima u pogledu sadrzaja slobodne vode, pa su i to razlozi njegovom retkom
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pojavljivanju. X. bisporus raste pri veoma niskim a,, vrednostima. Minimalan a,, za
njegovu germinaciju iznosi 0,61 (Beuchat i Hocking, 1990), a optimalan 0,85 (Pitt i
Hocking, 1985).

Najcesce izolovane plesni iz crnog bibera bile su iz rodova Eurotium, Asper-
gillus i Penicillium. E. herbariorum, koji se i u ovom slucaju pojavljuje kao jedini kon-
taminent u okviru istoimenog roda, predstavljao je 47,12% svih mikopopulacija,
Aspergillus spp. 27,65 i Penicillium spp. 23,06% (slika 23).
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Slika 23. Ucestalost pojedinih rodova u mikopopulacijama crnog bibera

Intenzitet kontaminacije uzoraka vrstom E. herbariorum bio je izuzetno visok,
od 35,06 do skoro 100% (slika 24). Leistner i Eckardt (1981) izvestavaju o E. herbari-
orum kao indikatoru niske a,, vrednosti, odnosno dugog perioda zrenja i potenci-
jalnom uzro¢niku kvarenja nekih trajnih mesnih proizvoda.

Ucestalost Aspergillus mikopopulacija bila je znatno niza i kretala se od 0,42
do 44,53% (slika 25). Kod najveceg broja ispitivanih uzoraka (75,0%) utvrdeno je
prisustvo vrsta iz grupe A. versicolor (A. versicolor, A. sydowii, A. protuberus) i grupe
A. flavus-oryzae (A. flavus) (tabela 20). Sojevi A. versicolor i A. flavus navode se kao
uobicajene mikopopulacije za¢ina i mesnih proizvoda. Od 13 ispitivanih sojeva A.
flavus koje su Garrido i sar. (1992) izolovali iz raznih zacina, 4 (30,8%) su bila afla-
toksin pozitivna.
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Slika 24. Ucestalost E. herbariorum u uzorcima crnog bibera
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Slika 25. Ucestalost roda Aspergillus u uzorcima crnog bibera

Uloga A. flavus, odnosno njegovih toksi¢nih metabolita, naro¢ito ABI, u for-
miranju kancerogenih celija dobro je poznata, po ¢emu se ovoj vrsti u toksikologiji
hrane pridaje izuzetan znacaj (Blinc, 1971; Stefanovi¢, 1971; Penev i sar., 1986; Abar-
ca i sar., 1994; Marsh i sar., 1996). Veliki broj istraZivaca u svetu smatra da je pri-
marni karcinom jetre posledica konzumiranja hrane kontaminirane aflatoksinom,
koji se akumulira u jetri.
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Tabela 20. Zastupljenost Aspergillus spp. u uzorcima crnog bibera

Grups | e
A. awamorii

A. niger 4 50,0
A. niger

A. nidulans A. caespitosus 1 125

A. candidus A. candidus 2 25,0

A. flavus-oryzae A. flavus 6 75,0

A. ochraceus A. ochraceus 2 25,0
A. versicolor

A. versicolor A. sydowii 6 75,0
A. protuberus

A. glaucus A. restrictus 1 12,5

A. terreus A. terreus 1 12,5

A. wentii A. wentii 1 12,5

Ito i sar. (1994) registrovali su neznatnu produkciju aflatoksina A. flavus u cr-
nom i belom biberu i za¢inskoj paprici. Baumgart (1981) isti¢e A. flavus kao cestog
kontaminenta zac¢ina u kojima je detektovan jos$ jedan toksi¢ni metabolit, koi¢na ki-
selina, po nacinu delovanja neurotoksin. Abdelgawad i Zohri (1993) skrenuli su paz-
nju na problem cestog prisustva ove plesni u nekim suvim biljnim proizvodima u
Saudijskoj Arabiji. Od 53 izolovane vrste ona je bila dominantna u uzorcima oraha,
badema, lesnika, kestena i pistacija, dakle supstratima sa takode niskim a,,.

A. flavus raste u mnogo Sirem rasponu relativne vlaznosti vazduha i tempera-
ture, dok su najpogodniji uslovi za sintezu aflatoksina relativna vlaznost izmedu
801 90% i temperatura oko 30°C. Za sprecavanje sinteze toksina neophodna je rela-
tivna vlaznost 65%, a,, nizi od 0,85 i temperatura ispod 5°C (Vitez i sar., 1975; Beu-
chat, 1978). Prema Adebajo i sar. (1994) granicna a,, vrednost pri kojoj nema sinteze
aflatoksina je 0,80. Zacinske biljke mogu biti napadnute ovom vrstom i kontami-
nirane aflatoksinom pre Zetve, ako su mehanicki oStecene (ptice, insekti, vremen-
ske nepogode).

66




5. REZULTATI 1 DISKUSIJA

Sa znatnom ucestalos¢u konstatovane su i dve vrste iz grupe A. niger, A. niger
i A. awamorii, izolovane su iz 50,0% uzoraka crnog bibera. U zadinima, celim i usit-
njenim (karanfili¢, kim, estragon, orascic i dr.) koje su ispitivali Garrido i sar. (1992)
Aspergillus spp. su bile dominantne, sa A. niger i A. flavus grupama kao najceséim.

Manje frekventan, ali ne i manje znacajan od A. flavus bio je A. ochraceus (gru-
pa A. ochraceus), koji je naden kod 25,0% uzoraka. S obzirom da je vrsta poznata po
vrlo tolerantnom odnosu prema natrijumhloridu (30% v/v) (Pitt i Hocking, 1985),
prisustvo ovog konzerviSuceg sredstva u hrani nece spreciti njen razvoj. Pored OA
(Refai i sar., 1996) proizvodi penicilinsku kiselinu i to intenzivnije na nizoj tempe-
raturi i nizoj a,, (22°C; a,, 0,90) (Bacon i sar., 1973). A. ochraceus je bila najbrojnija
vrsta koju je Misra (1981) izolovao iz skladiStenih zacina.

Na hranljivim podlogama A. ochraceus se prepoznaje po kolonijama koje su
okerzute (slika 26), kod vecine sojeva sa koncentricnim zonama. Sklerocije su obic-
no prisutne. Nalicje je zuto, ili braon. Ne raste na a,, ispod 0,78.

T

Slika 26. A. ochraceus: kolonija na CZ agaru

Plesni iz grupe A. candidus, koje su takode bile zastupljene kod 25,0% uzo-
raka, ne navode se kao karakteristi¢cne mikopopulacije zacina.
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Zastupljenost vrste A. restrictus (grupa A. glaucus), koju pored Eurotium spp.
Beuchat i Hocking (1990) svrstavaju medu najceS¢e napadace zrnevlja, oraha i za-
¢ina, bila je mala (12,5%), kao i plesni iz ostale tri grupe (A. nidulans, A. terreus i A.
wentii). Pri relativnoj vlaznosti od 65% ni najrezistentnija plesan prema niskoj vlazi
A. restrictus se ne razvija. Ako su ostali uslovi za germinaciju plesni nepovoljni (a,,
kao presudni ekoloski faktor), uskladiSteni biljni materijali sigurni su od 3tetnih
posledica infekcije skladiSnim plesnima.

Od 12 determinisanih vrsta roda Aspergillus po udelu u ukupnoj mikopopula-
ciji crnog bibera izdvojile su se A. versicolor (16,79%), A. flavus (4,54%), A. sydowii
(2,52%) i A. niger (1,22%) (slika 27).
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Slika 27. Ucestalost Aspergillus spp. u mikopopulacijama crnog bibera

Rod Penicillium predstavljao je od 13,36 do 45,10% mikopopulacija, s tim da
kod tri uzorka njegovo prisustvo nije registrovano (slika 28).

Iz tabele 21 se vidi da su najbrojnije bile vrste iz sekcije Biverticillata-Symmet-
rica, ali su po rasprostranjenju dominirale one koje pripadaju sekciji Asymmetrica-
Velutina (50,0%), P. brevi-compactum i P. chrysogenum. Od procentualno manje zastup-
lienih predstavnika razlicitih sekcija najznacajnija je pojava P. aurantiogriseum, P.
griseofulvum (Asymmetrica-Fasciculata), P. rugulosum i P. variabile (Biverticillata-Symmet-
rica), koji su sa P. brevi-compactum i P. chrysogenum predstavljali 50,0% potencijalno
toksicnih kontaminenata ovog roda.




5. REZULTATI I DISKUSIJA

Stepen kontaminacije(%)

20 ]

8
Uzorak

Slika 28. Ucestalost roda Penicillium u uzorcima crnog bibera

Tabela 21. Zastupljenost Penicillium spp. u uzorcima crnog bibera

.. & Broj kontamini- | Zastupljenost

Sekcija-Subsekcija Vrsta il tal vrsta (%)
P. godlewskii

Asymmetrica-Divaricata 2 25,0
P. nigricans
P. aurantiogriseum

Asymmetrica-Fasciculata 3 37,5
P. griseofulvum

Asymmetrica-Lanata P. claviforme 1 12,5
P. brevi-compactum

Asymmetrica-Velutina 4 50,0
P. chrysogenum
P. funiculosum

Biverticallata-Symmetrica P. rugulosum 3 375
P. variabile
P. decumbens

Monoverticillata 3 37,5
P. implicatum
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P. funiculosum koji spada u frekventnije plesni, narocito lesnika i cerealija (Pitt
i Hocking, 1985) interesantan je po tome $to mozZe da opstane na veoma kiselim
supstratima pH 1,8 (Pitt, 1991).

Medu izolovanim vrstama najfrekventnije u ukupnoj mikopopulaciji bile su
P. chrysogenum (12,05%) i P. aurantiogriseum (3,67%) (slika 29). P. nigricans koji je
kod zacinskih smeSa bio dominantan, u ovom slucaju se pojavio kao treca vrsta po
ucestalosti (3,03%), zatim P. implicatum (1,29%) i ostali predstavnici (3,02%).
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Slika 29. Ucestalost Penicillium spp. u mikopopulacijama crnog bibera

P. chrysogenum i P. aurantiogriseum su u svetu najceSce citirane plesni roda
Penicillium na skladiStenim proizvodima (Takatori i sar., 1975; Davis i sar., 1975; Skri-
njar, 1985, 1992; Abdelgawad i Zohri, 1993; Bocarov-Stanci¢, 1996 b). Mislivec i Tuite
(1970) su pronasli da P. aurantiogriseum (=P. cyclopium) moze da raste pri 81% rela-
tivne vlaznosti, Sto je nisko za vecinu Penicillium vrsta.

Sto se ti¢e morfoloskih osobina kolonija P. chrysogenum (slika 30), one su pla-
vozelene do tamnozelene, za razliku od P. aurantiogriseum plisSane, radijalno izbraz-
dane, sa svetlo Zutim do zZutobraon eksudatom. Uobicajeno je prisutan i Zuti so-
lubilni pigment. Nalicje je svetlo Zuto, ili braon. Dokazano je da ova plesan moze
da sintetiSe OA, a od drugih toksi¢nih jedinjenja PR-toksin, rokefortin C, patulin i
penicilinsku kiselinu (Smith i sar., 1983; Frisvad, 1988).
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Slika 30. P. chrysogenum: kolonija na CZ agaru

Na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem sastava mikopopulacija crnog bi-
bera ustanovljeno je da 52,94% vrsta ima potencijalnu sposobnost izlu¢ivanja tok-
sicnih metabolita.

54. MIKOPOPULACIJE MLEVENE ZACINSKE PAPRIKE

Plesni izolovane iz mlevene zacinske paprike svrstane su u 7 rodova i 15 vrsta.
U tabeli 22 u kojoj je dat prikaz sastava mikopopulacija vidi se da su dominirali
rodovi Aspergillus i Mucor, koji su bili zastupljeni sa 4 vrste (26,67%), zatim Peni-
cillium sa 3 (20,0%), Alternaria, Cladosporium, Eurotium i Rhizopus sa 1 vrstom (6,67 %).
U odnosu na zacinske smeSe i crni biber, u pogledu rasprostranjenja rodova dobi-
jena je drugacija mikoloska slika. Najcesce su se pojavljivale plesni roda Rhizopus sa
jednom determinisanom vrstom (R. stolonifer) otkrivenom kod 87,5% uzoraka (ta-
bela 23). Neznatno manju ucestalost u uzorcima ispoljili su rodovi Eurotium (75,0%)
1 Aspergillus (62,5%). Rod Mucor uocen je kod znatnog broja uzoraka (50,0%), dok su
Penicillium vrste rede izolovane (25,0%), kao i Alternaria i Cladosporium vrste (12,5%).
Rhizopus i Mucor su ¢esti kontaminenti skladistenih proizvoda, ali ne sa tako Sirokim
rasprostranjenjem kakvo imaju rodovi Aspergillus i Penicillium.
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Tabela 22. Mikopopulacije izolovane iz zadinske paprike

Zastupljenost

Rod Vrsta vrsta (%)

Alternaria A. alternata (Fr.) Keissler 6,67
A. flavus Link

. A. fumigatus Fress.

i A. niger van Tieghem o
A. versicolor (Vuill.) Tiraboschi

Cladosporium C. cladosporoides (Fres.) De Vries 6,67

Eurotium E. herbariorum (Wiggers) Link 6,67
M. circinelloides van Tieghem

Mucor M. hiemalis .Wehmer 26,67
M. luteus Linnemann
M. racemosus Fres.
P. aurantiogriseum Dierckx

Penicillium P. chrysogenum Westling 20,00
P. italicum Wehmer

Rhizopus R. stolonifer (Ehrenb.) Lind. 6,67

Tabela 23. Zastupljenost rodova plesni u uzorcima zacinske

paprike
Rod Broj ‘kontamim'- Zastupljenost
ranih uzoraka rodova (%)
Alternaria 1 125
Aspergillus 5 62,5
Cladosporium 1 125
Eurotium 6 75,0
Mucor 4 50,0
Penicillium 2 25,0
Rhizopus 7 87,5
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Alternaria vrste u zacinima nisu Siroko rasprostranjene, ni narocito frekvent-
ne, 5to se pokazalo tokom ovih ispitivanja. To su tipi¢ne mikopopulacije polja, koje
za razmnozavanje zahtevaju minimum 20%vlage supstrata i koje u uslovima skla-
diStenja obi¢no bivaju potisnute od strane kserofilnih plesni, medutim, neke se
mogu dugo odrzati. Jovicevi¢ i MiloSevi¢ (1990) iznose podatak da A. alternata (=A.
tenius) moze preziveti u latentnom stanju ¢ak do sedam godina. Ovu vrstu Misra
(1981) je izolovao iz raznih skladistenih zac¢ina, a Horvat-Skenderovic¢ (1989) iz smese
za¢ina namenjene proizvodnii trajnih kobasica. Ce$ce se pominje kao kontaminent
Zitarica (Skrinjar i sar., 1996 b) i semena suncokreta (Chulze i sar., 1995). Alternaria,
Mucor i Cladosporium, pored nekih vrsta Aspergillus i Penicillium, znacajni su inhala-
cioni alergeni (Skrinjar, 1980), a navode se i kao potencijalni proizvodaci aflatok-
sina (Blinc, 1971; Stinson i sar., 1982). Alternariol, alterotoksin i tenuazoi¢na kiselina
su sekundarni metaboliti A. alternata, toksi¢ni za ¢oveka i Zivotinje (Stinson i sar.,
1980; Watson, 1984; Robenson i Jalal, 1991). Vinas i sar. (1992) su registrovali sinte-
zu alternariola i alternariol monometil etera u trulim jabukama na 2°C.

Mada su najsire rasprostranjenje imale plesni iz klase Zygomycetes, (Rhizopus,
Mucor) u mikopopulacijama zacinske paprike dominirao je rod Eurotium (slika 31).
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Slika 31. Ucestalost pojedinih rodova u mikopopulacijama zacinske paprike
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Ukupno je identifikovano 54,66% sojeva, u odnosu na 16,26 Rhizopus i 4,06%
Mucor izolata. Udeo roda Aspergillus bio je manji od roda Penicillium (7,81:13,59%),
kao i kod rezultata do kojih je doSao Hadlok (1969) kod iste vrste zacina.

Pojavljivanje rodova i vrsta plesni, kao i njihova ucestalost variraju pod uti-
cajem razlicitih ekoloskih faktora, pa su tako plesni roda Aspergillus prema Silliker-u i
sar. (1980) izolovane u vecem broju od Penicillium vrsta (37:18%). Veca zastuplje-
nost roda Penicillium u zacinskoj paprici, prikazana na slici 31, mogla je nastati tek
nakon susenja, naknadno, ili je posledica odstupanja u tehnologiji proizvodnje
(neadekvatan rezim suenja ¥/ili debljina sloja paprike na pokretnoj traci, Sto sma-
njuje prodor toplote). S obzirom da se proces suSenja odvija pri relativno visokim
temperaturama, u pocetku do 80°C, kasnije 55 do 60°C, trebalo bi oekivati zna-
¢ajniju redukciju Penicillium vrsta koje su manje otporne na toplotu od Aspergillus.

Retko zastupljene plesni Alternaria i Cladosporium predstavljale su 3,62% kon-
taminenata zacinske paprike.

U tabeli 24 prikazani su rezultati zastupljenosti Aspergillus vrsta. Od 4 deter-
minisane vrste iz istoimenih grupa, A. flavus, A. niger, A. versicolor ve¢ su uocene
kod zacinskih smeS3a i crnog bibera, dok se A. fumigatus javio kao kontaminent samo
zacinske paprike. Zastupljenost pojedinih vrsta kretala se od 12,5 (A. versicolor) do
25,0% (ostale vrste), pri ¢emu su dominirali potencijalni proizvodaci aflatoksina (A.
flavus i A. niger). A. flavus svojom lipolitickom i proteolitickom aktivnos¢u (Long i
sar., 1996) moze dovesti i do nepozeljnih promena u mesu i drugoj hrani.

Tabela 24. Zastupljenost Aspergillus spp. u uzorcima zacinske paprike

Grps | voa | Uoibontamin [ Zutupleos
A. flavus A. flavus 2 25,0
A. fumigatus A. fumigatus 2 25,0
A. niger A. niger 2 25,0
A. versicolor A. versicolor 1 12,5

Pored A. versicolor koji po toksi¢nosti ne zaostaje za prethodnom vrstom i A.
fumigatus se javlja kao jo$ jedan toksi¢ni predstavnik poznat po proizvodnji tre-
morgenih mikotoksina fumitremorgena B, verikulogena, zatim gliotoksina i drugih
sekundarnih metabolita (Frisvad, 1988; Land i sar., 1993)). Raste u veoma Sirokom
rasponu temperature, $to ovoj vrsti omogucava veliko rasprostranjenje. Optimalna
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temperatura za rast iznosi 40°C (Muntanjola-Cvetkovi¢, 1987), a minimalan aktivi-
tet vode 0,82 (Silliker i sar., 1980). Nalazi se na biljkama, semenima, mesnim proiz-
vodima, ¢ak i drvenim otpacima. Klich i Pitt (1988) navode A. fumigatus kao uz-
ro¢nika sistemskih mikoza koje nastaju respiratornom infekcijom (Durakovié, 1991).
Pri tome je njegovo dejstvo na celije tkiva mehanicko, toksi¢no i alergeno.
Elektronskom mikroskopijom Tronchin i sar. (1997) su pokazali da su za koloniza-
ciju tkiva odgovorni laminin receptori koji se pojavljuju na povrsini konidija pred
germinaciju, vezujudi se za ekstracelularni matriks laminin proteina.

Od predstavnika roda Penicillium pojavile su se dve vrste (P. aurantiogriseum i
P. italicum) iz sekcije Asymmetrica-Fasciculata i jedna (P. chrysogenum) iz sekcije Asy-
mmetrica-Velutina. Kao $to se iz tabele 25 moze videti, one nisu bile $iroko raspros-
tranjene, ali je dovoljno i to 5to je njihovo prisustvo kao kontaminenata registro-
vano, narocito ako se zna da neki sojevi P. aurantiogriseum i P. chrysogenum imaju
sposobnost stvaranja OA i aflatoksina. Interesantna je pojava P. italicum imajudi u
vidu da se radi o vrsti koja se inace primarno javlja na citrusima izazivajuéi kvarenje
(Miiller, 1983; Frazier i Westhoff, 1978; Pitt, 1991). Od toksina koje proizvodi re-
gistrovan je deoksibrevianamid E (Frisvad, 1988). S obzirom da se Penicillium vrste
razmnozavaju pri veoma niskim temperaturama (Bullerman i Olivigni, 1974; Bu-
llerman, 1976; Orth, 1981; Pitt i Hocking, 1985), ove plesni mogu da imaju znac¢ajnu
ulogu kao uzroé¢nici kvarenja i proizvodaci mikotoksina u uslovima skladistenja pri
niskim temperaturama.

Tabela 25. Zastupljenost Penicillium spp. u uzorcima zacinske paprike

- . Broj kontamini- | Zastupljenost
Sekcija-Subsekcija Vrsta i vrsta (%)
P. aurantiogriseum
Asymmetrica-Fasciculata 1 12,5
P. italicum
Asymmetrica-Velutina P. chrysogenum 1 12,5

U mikopopulacijama uzoraka zacinske paprike dve vrste bile su konstantno
veoma frekventne,E. herbariorum sa 24,0 do 75,38% izolovanih sojeva (slika 32) i R.
stolonifer sa ucestalo$c¢u koja se kretala od 11,05 do 72,72% (slika 33). U ovom slu-
¢aju, dominacija predstavnika iz klase Zygomycetes pored E. herbariorum, najvero-
vatnije je posledica visoke inicijalne kontaminacije ovim mikroorganizmima sa polja.
Naime, R. stolonifer (=R. nigricans) je veoma frekventna plesan u zemljistu naseg
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geografskog podrudja, gde je zatinska paprika i proizvedena. Cesto se razmnozava
na plodovima povr¢a, jer im za optimalan rast odgovara visok aktivitet vode i do-
voljne koli¢ine ugljenih hidrata, koji su posle vode najzastupljeniji sastojci. Kod
paprike najveci deo Cine direktno redukujuci Seceri, glukoza i fruktoza, dok saha-
roze ima veoma malo (Niketi¢-Aleksi¢, 1982). Ne razlaze celulozu i lignin (Munta-
njola-Cvetkovi¢, 1987), za razliku od E. herbariorum, ali razlaze pektine. Plesni koje
koriste celulozu (E. herbariorum, P. aurantiogriseum) imaju veliki znacaj u fitopato-
logiji, biodegradaciji biljnog materijala, kao i kvarenju proizvoda biljnog porekla.
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Slika 32. Ucestalost E. herbariorum u uzorcima zacinske paprike
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Slika 33. Ucestalost R. stolonifer u uzorcima zacinske paprike
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Poredenjem ovih rezultata sa rezultatima dobijenim u toku ispitivanja zacin-
skih smesa i crnog bibera, moze se konstatovati da je E. herbariorum bila jedina kse-
rofilna vrsta konstantno Siroko rasprostranjena i dominantno prisutna u svim uzor-
cima. Pored ove vrste u izazivanju procesa kvarenja takode mogu biti umesane
Aspergillus, Penicillium i ostale plesni sa minimalnim a,, za rast nizim od 0,85.

5.5. UTICA]J PODLOGA NA KVANTITATIVNO I KVALITATIVNO
ODREDIVAN]JE KSEROFILNIH PLESNI

Poredenjem rezultata ispitivanja kvantitativnog sastava mikopopulacija kon-
statovan je porast intenziteta kontaminacije na podlogama za kserofile kod sve tri
grupe ispitivanih zacina. Sa slike 34 vidi se da standardna SMA podloga ¢ija je upo-
treba odredena Pravilnikom o metodama analiza i superanaliza Zivotnih namirnica
(SL list SFR] br. 25/80) ne obezbeduje optimalne uslove za rast svih kontaminenata
iz zacina, za razliku od CY20S, a narocito MY50G na kojoj su postignuti najbolji
rezultati. Kod zacinskih smesa i crnog bibera utvrden je znatan porast ucesca kse-
rofila na podlogama sa redukovanim a,, uslovima i to sa 18,95, odnosno 15,43%
(SMA), na vise od 48,0% (MY50G). Kod zacinske paprike razlike u intanzitetu kon-
taminacije nisu toliko izraZene, jer su znatan udeo u mikopopulacijama imale ples-
ni manje tolerantne na redukovanu a,,. Procenat izolovanih plesni iznosio je od
30,92 (SMA) do 40,30% (MY50G). Pojava odsustva rasta koja je bila registrovana
kod dva uzorka na MY50G (tabela 13) ukazuje da podloge sa znatno ogranicenom
koli¢inom slobodne vode inhibiraju vrste koje nisu kserofilne, to nije bio slucaj i sa
nekim predstavnicima klase Zygomycetes, rodovima Mucor i Rhizopus. O kolicini
slobodne vode neophodne za rast ovih plesni u literaturi se mogu nadi razliciti po-
daci. Vrste Mucor i Rhizopus ispod 0,93 a,, gube sposobnost germinacije. Panasenko
(1967) je utvrdio da za R. stolonifer grani¢na a,, moze biti znatno niza. Pokazalo se
da on raste na MY50G za izolovanje kserofila, sa 0,89 a,,, 5to je konstatovano tokom
ispitivanja zacinskih smesa, crnog bibera i zacinske paprike. Corry (1978) za germi-
naciju R. stolonifer definiSe potreban vodeni aktivitet od 0,94, a za M. racemosus 0,88.

Razloge razli¢itog ponaSanja ovih viSe mezofilnih mikopopulacija na podlo-
gama za kserofile CY20S i MY50G, trebalo bi traziti pre svega u karakteru sojeva
unutar same vrste. Iz toga proizilazi i razlicit uticaj faktora spoljasnje sredine na
povecanje, ili smanjenje opsega a,, za klijanje spora. Optimalna temperatura i hran-
ljivi sadrzaj mogu omoguditi rast i na nizim a,, vrednostima. Takode, treba imati u

——
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vidu da svi ugljeni hidrati kao osnovni izvori ugljenika i energije za biosintetske
procese Celije nisu podjednako pristupac¢ni. Neke vrste kao R. oligosporus, nemaju
enzimski sistem koji bi im omogucio hidrolizu saharoze na lako usvojive mono-
saharidne jedinice. U tom slucaju, takve plesni iako prisutne u hrani nije moguce
registrovati. Kod drugih, produkcija enzima saharaze je slaba, $to uslovljava kasni-
je pojavljivanje i znatno sporiji rast.
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Slika 34. Efikasnost podloga na izolovanje kserofilnih plesni

Uporedo sa ispitivanjem opste kontaminacije zacina praceno je i u kojoj meri
su primenjene podloge pogodne za kvantitativno i kvalitativno odredivanje poje-
dinih grupa kserofilnih plesni.

Vrsta E. herbariorum je predstavljala najveci deo kontaminacione mikopopu-
lacije ispitivanih zacina. Kao $to se sa slika 35a, 35b i 35¢ moze videti, vezano za nje-
govu zastupljenost na pojedinim podlogama, javile su se znatne razlike. Broj izolo-
vanih sojeva bio je najmanji na SMA. Na podlogama koje pospesuju rast ksero-
filnih plesni oni su se pojavili u ve¢em broju, narocito na MY50G, sa visokom uces-
talos¢u, u svim uzorcima. Istovremeno, kod nekih uzoraka na SMA i CY20S E. her-
bariorum je bio odsutan, izuzimajué¢i dva uzorka zacinske paprike, koji inace nisu
bili kontaminirani Eurotium mikopopulacijama. Abdelgawad i Zohri (1993) su uodili
potpuno odsustvo plesni roda Eurotium na Czapek-glukoza agaru, ali su bile izolo-
vane sa visokom ucestalo$¢u iz svih uzoraka suvog semena na podlozi sa glicerolom.
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Slika 35. Zastupljenost E. herbariorum na SMA, CY20S i MY50G (a-zacinske smese;
b-crni biber; c-zacinska paprika)
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Aspergillus vrste CeSCe su uofene na podlogama CY20S i SMA (slike 36a, 36b,
36¢), sa nesto vedim procentualnim udelom na CY20S. Dok se sa porastom kserofil-
nosti podloga broj izolovanih sojeva E. herbariorum linearno povecavao, kod plesni
roda Aspergillus takva korelacija nije zapazena. Prisutno je bilo ¢esto variranje u
zastupljenosti na istom tipu podloge. Uzimajuéi u obzir kvalitativni sastav Aspergi-
llus mikopopulacija uzoraka i individualne razlike koje postoje ne samo izmedu
vrsta, ve€ i sojeva unutar svake vrste, moze se objasniti zasto plesni roda Aspergillus
na istoj podlozi nisu izolovane u konstantno manjem, ili ve¢em broju u odnosu na
ostale dve podloge.

Zastupljenost roda Penicillium bila je najveca na CY20S (slike 37a, 37b, 37c).
Na nizem a,, (MY50G) kolonije ovih plesni rede su se pojavljivale, 5to se moze do-
vesti u vezu sa ¢injenicom da brojne Penicillium vrste imaju minimalne a,, vred-
nosti za rast iznad vrednosti ovog faktora za vrste roda Aspergillus, koje bolje pod-
nose kserofilnije uslove. Kod zacinske paprike samo su dva uzorka bila kontamini-
rana Penicillium mikopopulacijama (slika 37c). Kserofili mogu biti veoma osetljivi na
visoki a,,. Pitt i Hocking (1985) navode da neke vrste kao Wallemia sebi i Aspergillus
penicilloides koje su uobicajene u cerealijama i zac¢inima, usled sporog rasta pri vi-
sokim a,, vrednostima, ostaju ¢esto ispod praga detekcije. S obzirom de se brojne
plesni razlikuju ne samo po svojim potrebama za slobodnom vodom u supstratu,
neophodno je pri odredivanju njihovog kvantitativnog i kvalitativnog sastava
definisati faktore koji mogu uticati na objektivnost rezultata.

Neka razmatranja o potrebi za podlogom koja bi bila univerzalna za izolova-
nje kserofilnih plesni iz hrane i drugih materijala, mogu se nad u studijama viSe
autora. Pitt i Hocking (1977) na osnovu ispitivanja rasta Aspergillus flavus, A. ochra-
ceus, Eurotium chevalieri, Chrysosporium fastidum, Wallemia sebi i Xeromyces bisporus,
pokazali su da univerzalna podloga moze biti bazirana na smesi glukoza-fruktoza,
ili glicerolu, ali ne i NaCl kao rastvornoj materiji za limitiranje vodenog aktiviteta.
[zuzev W. sebi, rast ostalih vrsta bio je mnogo brzi na smesi ugljenih hidrata, dok je
na NaCl bio parcijalno, ili kompletno inhibiran. Aspergillus spp. bile su pod najmanjim
uticajem tipa rastvorne materije i opsega a,, za germinaciju i rast. Ranije je postoja-
lo uverenje da W. sebi zahteva vi3e soli, ali ona isto tako dobro raste i u prisustvu vi-
sokih koncentradija glukoze (Beuchat i Pitt, 1990). Wheeler i sar. (1988) utvrdili su da
neke vrste kao Polypeacilum pisce i Basipetospora halophila imaju izrazit afinitet prema
NaCl

Medu kserofilnim plesnima javljaju se brzorastuce i spororastuce forme (Pitt i
Hocking, 1985). Brzorastuci kserofili, pod optimalnim uslovima, mogu prerasti ples-
ni ¢iji je rast spor.
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Slika 36. Zastupljenost Aspergillus spp. na SMA, CY20S i MY 50G (a-zacinske smese; b—crni

biber; c-zacinska paprika)
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Slika 37. Zastupljenost Penicillium spp. na SMA, CY20S i MY50G (a-zacinske smese; b-
crni biber; c-zadinska paprika)

82



5. REZULTATI I DISKUSIJA

Prema rezultatima koji su dobijeni sumiranjem celokupnih Eurotium mikopo-
pulacija zacinskih smes3a, crnog bibera i za¢inske paprike (slika 38), podloga koja je u
svom sastavu imala 50% glukoze (50G) pokazala se veoma efikasnom za detekciju i
odredivanje broja Eurotium vrsta. Na to ukazuje ¢injenica da je na CY20S ucesée u
ukupnoj mikopopulaciji iznosilo svega 23,62%, a na MY50G 64,33%. Porast zas-
tupljenosti na podlogama za kserofile moze se tumaciti uticajem a,,, kao i vrste koris-
¢enog Secera. Sto se ti¢e roda Aspergillus (slika 39), ove plesni su kao to je ve¢ kon-
statovano, ¢esc¢e uocene na CY20S, ali su u neznatno ve¢em broju izolovane na
MY50G. Ucestalost plesni roda Penicillium bila je najveca na CY20S (slika 40).
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Slika 38. Zastupljenost E. herbariorum na SMA, CY20S i MY50G
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Slika 39. Zastupljenost Aspergillus spp. na SMA, CY20S i MY50G
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Slika 40. Zastupljenost Penicillium spp. na SMA, CY20S i MY50G

Na osnovu dobijenih rezultata tokom ovih mikoloskih ispitivanja, moze se
zakljuciti da je za izolovanje i odredivanje Sto realnijeg stepena kontaminacije
dehidriranih proizvoda plesnima, neophodno ukljuciti podloge prilagodene speci-
ficnim zahtevima kserofila. FizioloSke osobine vrsta i ekoloski faktori s druge stra-
ne, odreduju ucestalost pojedinih vrsta u ukupnoj mikopopulaciji.

Kserofilne populacije mogu biti ispod granice detekcije kada se kod analizi-
ranja suvih proizvoda, ili proizvoda sa visokim osmotskim pritiskom koriste opste
podloge, koje imaju visoki a,,. Vecina kserofilnih plesni iz zacina razvijala se na stan-
dardnoj SMA podlozi, ali im je optimalni aktivitet vode za rast nizi, $to je rezulto-
valo njihovim pojavljivanjem u vecem broju na podlogama za kserofile, narocito
na MY50G. To znaci da SMA ne moze biti primenjena za odredivanje broja i vrsta
plesni iz svih tipova hrane.

5.6. PRISUSTVO TOKSIGENIH PLESNI U ZACINIMA

Od ukupno 45 identifikovanih vrsta plesni kontaminenata ispitivanih zacina,
55,5% proizvodi razli¢ite toksi¢ne metabolite sa kancerogenim, mutagenim, terato-
genim, hepatotoksi¢nim #/ili nefrotoksi¢cnim efektom. Prisutni u visokim koncen-
tracijama dovode do akutnih alimentarnih intoksikacija. U tabeli 26 prikazane su
toksigene plesni izolovane iz zacinskih smesa, crnog bibera i zacinske paprike i
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njihovi najznacajniji toksini, a u tabeli 27 zastupljenost najfrekventnijih toksigenih

vrsta.

Tabela 26. Toksigene plesni izolovane iz za¢ina i njihovi toksini

(Fassatiova, 1984; Frisvad, 1988; Skrinjar, 1990; Singh, 1991)

Vrsta

Toksin

Alternaria alternata

alternarioli, alterotoksin, tenuazoi¢na kiselina

Aspergillus flavus aflatoksini, aflatrem, ciklopiazoni¢na kiselina
A, fansigatus ;gzgzsﬁl:ﬁz;iﬁt;tiini, fumitremorgen,
A. niger malformini, oksalna kiselina, aflatoksini

A. sydowii strigmatocistin

A. terreus citreoviridin, citrinin, patulin

A. versicolor sterigmatocistin

A. candidus ksantoascin

A. ochraceus ohratoksini, penicilinska kiselina

A. wentii ventilanton

Emericela nidulans

sterigmatocistin, nidulotoksin

Eurotium herbariorum sterigmatocistin
Paecilomyces variotii patulin
P. niveus patulin

Penicillium aurantiogriseum

penicilinska kiselina, ohratoksin A, patulin, cik-
lopiazonicna kiselina, penitrem A

P. brevi-compactum

mikofenolna kiselina

P. claviforme

patulin, citrinin

P. griseofulvum

patulin, ciklopiazoni¢na kiselina, grizeofulvin

P. implicatum

citrinin

P. italicum deoksibrevianamid E
P. rugulosum rugulozin, patulin
P. variabile rugulozin, ohratoksin A

Rhizopus oryzae

izofumigaklavin A

R. stolonifer

toksicni cikli¢ni peptid
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Aflatoksigene plesni, A. flavus kao primarni proizvodac¢ aflatoksina, uzroé¢nik
aflatoksikoza kod eksperimentalnih Zivotinja (Penev i sar., 1986) i A. niger, uocene
su kod 62,5 uzoraka zacina (tabela 27).

Tabela 27. Zastupljenost plesni producenata aflatoksina, ohratoksina i sterigmato-
cistina u za¢inima

Zastupljenost plesni (%)

Zadini B
uzoraka Aflatoksigene Ohratoksigene P_r OHVOd.aQ.
sterigmatocistina
Zacinske smese
Crni biber 24 62,5 41,67 91,67
Zacinska paprika

Potencijalni producenti ohratoksina A, koji ispoljava sli¢ne toksi¢ne efekte kao
i aflatoksini (Rutqvist i sar., 1978), takode su bili znacajno zastupljeni. Prisustvo vrsta
A. ochraceus, P. aurantiogriseum, P. notatum i P. variabile utvrdeno je kod ne$to manjeg
broja uzoraka (41,67%).

Sterigmatocistin vrste su bile dominantno prisutne (91,67%), pre svih E. her-
bariorum i predstavnici grupe A. versicolor (A. versicolor i A. sydowii) i E. nidulans.
Najvedi udeo u mikopopulacijama zacina koje su ispitivali Skrinjar i Boldocky (1994)
imali su upravo proizvodaci sterigmatocistina, a bili su po broju vrsta najcesce na-
djene plesni u proizvodima od mesa, kako su saop5tili Hadlok i sar. (1976). Moze se
zakljuciti da je njihova visoka ucestalost vezana za nisku vlaznost supstrata.

Treba imati u vidu da se plesni mogu razvijati pod mikroaerofilnim uslovima,
neke ¢ak i pod anaerobnim kao Mucor, Rhizopus, Paecilomyces, A. flavus (Epstein i
sar., 1970; Silliker i sar., 1980), pa se rast micelijuma moze uo¢iti neposredno ispod
omotacda kobasicarskih proizvoda, kao i na mestima gde je doslo do ostecenja. S
druge strane, idealne uslove za razvoj i sintezu toksina toksigene plesni imaju na
onim proizvodima koji se oblazu zacinima.
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o7,

PRISUSTVO TOKSICNIH METABOLITA PLESNI U

ZACINIMA

plesni (tabela 28).

Istrazivanja su pokazala da u ispitivanim zacinima postoje toksi¢ni metaboliti

Tabela 28. Mikotoksini u zacinskim sme$ama, crnom biberu i zacinskoj paprici

Zacéini

Aflatoksin B1
(ug/kg)

Ohratoksin A
(ng/kg)

Zearalenon

(ng/kg)

Mesavine zacdina za:

- mortadelu
- mesni narezak

- srpsku ljutu kobasicu

tirolsku salamu
virslu I

virslu II

alpsku salamu
Sunkaricu

32,00
tragovi

Crni biber u zrnu

- uzorak 1
- uzorak 2
- uzorak 3
- uzorak 4
- uzorak 5
- uzorak 6
- uzorak 7

- uzorak 8

288,00
192,00
192,00

Mlevena zac¢inska paprika

- uzorak 1
- uzorak 2
- uzorak 3
- uzorak 4
- uzorak 5
- uzorak 6
- uzorak 7

- uzorak 8
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ABI nije konstatovan ni u jednom uzorku zacinskih smesa, crnog bibera i
zaCinske paprike (tabela 28), iako je utvrdeno prisustvo aflatoksigenih plesni kod
62,5% uzoraka (tabela 27). Osim pretpostavke da se radilo o sojevima koji nisu ge-
neticki sposobni da sintetiSu aflatoksine, treba imati u vidu mogu¢i uticaj biotickog
faktora, da neke plesni inhibiraju formiranje toksina.

Paster (1986) je proucavao efekat interakcije izmedu dve Aspergillus vrste i
jedne iz roda Fusarium na rast i sintezu mikotoksina. U poredenju sa 20 ug/ml OA
A. ochraceus i 5 pg/ml T-2 toksina F. tricinctum u monokulturi, kada su ove plesni
rasle sa A. flavus, proizvedena je samo trec¢ina OA (5 pg/ml ) i polovina T-2 toksina
(2,5 pg/ml). Kada je A. ochraceus rastao sa F. tricinctum, nije bilo smanjenja T-2. De-
tektovane kolicine AB1 A. flavus u monokulturi i u bilo kojoj od kombinacija bile su
identi¢ne ( 15 pg/ml ). Rast meren kao suva masa micelije bio je slican u obe sredine
(kompetitivnoj i nekompetitivnoj). Sojevi nekih Fusarium spp. (F. solani, F. sporotric-
hioides i F. tricinctum) proizvodili su mnogo manje koli¢ine trihotecena kada su ga-
jeni u meSanoj kulturi (Ueno i sar., 1975). Bakterije kojima su zacini ¢esto kontami-
nirani u visokom broju, za vreme vegetacije, ili u uslovima neadekvatnog skladis-
tenja, svojim brzim razmnozavanjem takode usporavaju rast i fiziolosku aktivnost
plesni.

Na istu pojavu ceste kontaminacije aflatoksigenim plesnima, ali ne i aflatok-
sinom, zapazenu kod bibera i ranije i sumnju da ovaj zacin nije dovoljno dobar
substrat za produkciju aflatoksina, osvrnuli su se u svojoj studiji Seenappa i Kemp-
ton (1980). Da bi to proverili, oni su zrna crnog bibera inokulisali sa A. parasiticus i
ustanovili da je doslo do sinteze sva cetiri aflatoksina. AB1 do nivoa od 60 pg/kg, sa
tragovima AB2, AG1i AG2.

El-Kady i sar. (1995) ispitivali su pojavljivanje mikotoksina u zacinima u
Egiptu. Tom prilikom od 120 uzoraka zacinskih ekstrakata prisustvo aflatoksina (8
do 35 pg/kg) konstatovano je kod 16 uzoraka crnog bibera, anisa, kima, majorana,
divlje mirodjije i pimenta. Sterigmatocistin (10 do 23 pg/kg) je utvrdjen kod 10
uzoraka crvene paprike, kima i majorana i citrinin (8 do 12 pg/kg) kod dva uzorka
kima. OA i zearalenona nije bilo.

Soj A. flavus izolovan iz crnog bibera tokom 7 dana u te¢noj podlozi sa kiki-
rikijem (6% mlevenog kikirikija u vodi, w/v) proizveo je 900 pg/g AB2 (Schroeder i
Carlton, 1973). Doze od 100, 50 i 25 pg/dan (1,5 dan) bile su letalne za pekinske pa-
Cice.

Aflatoksini bi mogli da predstavljaju veliki problem za zacine, mesne i sli¢ne
proizvode, s obzirom da je ustanovljena sinteza AB1 pri a,, 0,85 (Trucsess i sar., 1988;
Adebajo i sar., 1994), ¢ak i 0,82 i temperaturi 10°C (Northolt i sar., 1979). A. flavus
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kojeg su Finoli i sar. (1995) izolovali iz za¢ina i gajili na ¢iliju, formirao je aflatoksin
samo na 28°C i relativnoj vlaznosti 85%, dok je na 20°C i sobnoj relativnoj vlaznosti
konstatovan samo micelarni rast.

Mac Donald i Castle (1996) su pokazali da se nivo aflatoksina u zac¢inskom
sosu ne smanjuje kuvanjem, niti izlaganjem mikrotalasima. Upotrebom hrane koja
sadrZi ove toksine, posledice po zravlje ljudi mogu biti nesagledive, pogotovu Sto
je kod eksperimentalnih Zivotinja dokazano njihovo kumulativno dejstvo.

Od 40 uzoraka raznih zacina koje su analizirali Finoli i Ferrari (1994), 30 je sa-
drzavalo aflatoksine. Najveca koncentracija bila je 234,3 ng/kg AB1 u Kajenskoj pap-
rici. Svi uzorci hrane napravljeni sa ovom paprikom sadrzavali su aflatoksine, sa
najvecom koncentracijom AB1 od 5,5 ug/kg u italijanskoj pasti.

Od 41,67% uzoraka kontaminiranih proizvodacima ohratoksina (tabela 27),
OA je pronaden kod dva uzorka zacinskih sme3a i to u zacinskoj smesi za alpsku
salamu u tragovima i u jednom uzorku zacinske smese za virslu (virsla II) u koncen-
traciji od 32,00 pg/kg (tabela 28). Prema nasim zakonskim propisima nivo toksina
od 32,00 pg/kg odstupa od maksimalno dozvoljenog limita za OA (10 pg/kg) ("SL
list SRJ" br. 5, 1992).

Dok je OA u zacinskoj smesi za alpsku salamu povezan sa prisustvom P. auran-
tiogriseum, iz uzorka zacinske smese za virSlu nisu izolovane Aspergillus, ili Peni-
cillium vrste koje bi bile odgovorne za njegovu proizvodnju.

Ominski i sar. (1994) smatraju da je OA u potpunosti toksin skladista, medu-
tim, skladiSne vrste, njegovi potencijalni proizvodaci, nisu konstatovane u pome-
nutom uzorku. Namece se zakljucak da je pojava mikotoksina vezana za ohratok-
sigene plesni, koje su se u nekoj od zacinskih komponenata razvijale pre zetve, ili
neposredno nakon nje, a o¢igledno nisu tipi¢no kserofilne.

Pored negativnog uticaja na rast pilica, funkciju bubrega, delovanje OA odi-
tuje se i na imunoloski sistem. Prisutan u hrani moze dovesti do ostecenja imuno-
kompetentnih organa, vrlo slicnih onima koje izazivaju patogene bakterije i virusi.
Mazija i sar. (1982) su dokazali da OA primenjen kratkotrajno i u maloj koli¢ini ne
izaziva imunosupresivni efekat kod pilic¢a, ali nepovoljno deluje na koli¢inu pasiv-
no stecenih serumneutralizacijskih antitela za virus zaraznog bronhitisa koji su se
nakon vakcinacije brzo izlucivali iz organizma. Pili¢i liSeni pasivne odbrane u prvim
nedeljama zZivota tako postaju manje otporni prema uzro¢niku ove bolesti.

Pored primarno nefrotoksi¢nog efekta Rupi¢ i sar. (1978) su utvrdili da 5,0 ppm
OA izaziva imunosupresivni efekat, dovode¢i do smanjenja sadrzaja imunopro-
teina jetre (alfa, beta i gama globulina) u krvnoj plazmi pili¢a. Istovremeno, koli-
¢ina od 0,5 ppm tokom 56 dana dovela je do povecanja sadrZaja ukupnih proteina.
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Histoloskim analizama Pepeljnjak i Culjak (1986) su u tkivima bubrega i jetre
svinja ustanovili histopatoloSke promene. U odredenom broju takvih uzoraka i krvi,
oni su nasli rezidue OA, upozoravajuéi da slicne patoloske manifestacije bubreznih
oboljenja i jetre kod ljudi mogu biti izazvane prisustvom ovog toksina.

Tokom perioda od aprila 1983. do jula 1984.godine u klanici u Poljskoj regis-
trovana su 122 slucaja sa makroskopskim promenama bubrega kod svinja, tipi¢nim
za mikotoksi¢nu nefropatiju, s tim $to su 52 uzorka bila pozitivna na OA (Golinski i
sar., 1985). Od 388 uzoraka seruma, 148 sadrzavalo je rezidue ovog toksina od 1 do
520 pg/ml.

Od septembra 1988. do aprila 1989. god. Majerus i sar. (1989) analizirali su 85
uzoraka svinjske krvi iz Trina u Nemackoj na pojavljivanje OA. Pozitivno je bilo
52% uzorka, sa detektovanim koli¢inama od 0,1 do 17,6 ng/kg. Na osnovu dobije-
nih mese¢nih vrednosti zakljuceno je da postoji sezonska zavisnost izmedju koncen-
tracija ohratoksina u serumu i stanja hranjiva.

Poslednjih godina sve ¢eSce se diskutuje o primeni adsorbenata za redukciju
mikotoksina. Rezultati istrazivanja Creppy i sar. (1996) ukazuju na neke od protiv-
otrova koji bi mogli biti efikasni u sprecavanju celularnih ostecenja indukovanih
OA. Od strukturalnih analoga i/ ili jedinjenja koja imaju visoku mo¢ vezivanja za
proteine plazme (Al9-aspartam, piroksikam, enzimi SOD-superoksiddizmutaza,
katalaza, vitamini, absorbujuce smole-holestiramin, itd.), A19 strukturni analog OA,
po ovim autorima bio bi najpogodniji, a i nema toksi¢ne kontraindikacije. Davan
pacovima (25 mg/kg telesne tezine) u kombinaciji sa OA (289 pug/kg telesne teZine)
dva dana, Al9 je za nekoliko nedelja znatno smanjio nefrotoksi¢nost i genotok-
sicnost pomenutog toksina, sprecavajuci njegovo vezivanje za proteine plazme.
Eksperimenti sa aktivnim ugljem (1; 51 10%) u hrani rezultovali su znac¢ajnom re-
dukcijom OA u krvi i tkivima svinja unosom samo 51 10% koncentracija (Bauer, 1994).

Citogeni efekti hroni¢ne ingestije OA (1 pg/kg telesne teZine dnevno) kod be-
lih miSeva (abnormalnost u mitotickim i mejotickim hromozomima, smanjeni broj
spermatozoida), znacajno su ublazeni dodavanjem vitamina C u koncentracijama
ekvivalentnim humanim terapeutskim dozama (10 mg/kg telesne teZine dnevno)
(Bose i Sinha, 1994).

Koli¢ine OA koje su Patel i sar. (1996) detektovali u ¢iliju bile su 1,6 do 50,4
ug/kg, kariju 1,8 do 23,9 pg/kg i dumbiru 2,1 do 7,5 pg/kg. Od ispitivanih mikotok-
sina (aflatoksin, ohratoksin i zearalenon), §l<rinjar i Horvat-Skenderovi¢ (1989) su u
hloroformskom ekstraktu 5 uzoraka ¢ajne kobasice, od ukupno 31, ustanovile pri-
sustvo OA u koncentraciji od 40,00 ug/kg.
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Plesni roda Fusarium, koje proizvode zearalenon, tokom mikoloskih ispiti-
vanja nisu uocene, ali su mikotoksikoloske analize kontaminacije za¢ina ovim mi-
kotoksinom radene iz dva razloga. Osnovni je taj $to Fusarium vrste proizvode zea-
ralenon obi¢no pre Zetve, a drugi je zakonska regulativa o obaveznoj kontroli na
prisustvo zearalenona u ljudskoj hrani, kojom su za sada obuhvacene samo zita-
rice.

Zearalenon je utvrden u 3 uzorka crnog bibera i to u visokim koncentracijama
od 192,00 do 288,00 ug/kg. Sanse za duze odrzavanje Fusarium vrsta na suSenim
proizvodima znatno su ogranicene, jer su rast i sinteza mikotoksina vezani za
visoku vlaznost supstrata (20% i vise) (Bocarov-Stanci¢,1996 b) i visoku relativnu
vlaznost vazduha, dok raspon temperature moze biti mnogo Siri. Zbog toga, za raz-
liku od kserofilnih plesni, one su dominantne mikopopulacije na biljkama u vreme
vegetacije, ili neposredno posle (Boc¢arov-Stancic, 1996 a). Na suSenim proizvodima
manje su frekventne, relativno brzo gube vitalnost, tako da njihovo nepojavljivanje
u zacinima nije bilo neocekivano. Patel i sar. (1996) registrovali su zearalenon u
¢iliju (4,5 do 15,4 pug/kg) i kariju (1,2 do 10,8 pug/kg).

Brojni ¢lanovi roda Fusarium pored zearalenona proizvode trihotecene
(deoksinivalenol-DON, diacetoksisciprenol-DAS, T-2 toksin, HT-2 toksin, veruka-
rin, itd.), koji se u poslednje vreme sve vise proucavaju, zatim zearalenol, monili-
formin, fumonizin, fuzaricnu kiselinu, isto tako znacajne fuzariotoksine (Ueno i
sar., 1975; Muntanjola-Cvetkovi€ i sar., 1982; Jacobsen i sar., 1993; Jimenez i sar.,
1997). Minimalna a, potrebna za sintezu toksicnog metabolita fumonizina od
strane vrsta F. moniliforme i F. proliferatum koju su utvrdili Marin i sar. (1995) izno-
sila je 0,925,pri temperaturama 25 i 30°C. Optimalna proizvodnja zabelezena je pri
a,, 0,968. Sojevi ovih vrsta koje su Jimenez i sar. (1997) gajili na kukuruznom sup-
stratu proizvodili su zearalenon u koncentraciji od 5 do 470 pg/g, pored ostalih fuza-
riotoksina.

Prema izvestajima kod nas i u svetu, zearalenon je jedan od najrasprostra-
njenijih mikotoksina, narocito u zitaricama, njihovim preradevinama i sto¢noj hra-
ni (Hlubna, 1982; Pepeljnjak i Balzer, 1982; Kordic i sar., 1986; Gleissenthal i sar., 1989;
Sugiura i sar., 1993; Bocarov-Stancic, 1996 b).

Poznato je da intoksikacija zearalenonom dovodi do pojave hiperestroge-
nizma i distrofi¢cnih promena na jetri. S obzirom na ulogu koju jetra ima u sintezi
proteina krvne plazme, Loncarevic i sar. (1982) su kod prasadi pregledom krvi
ustanovili poremecaje u njenoj funkciji. Prasad su poticala od krmaca koje su dve
nedelje pred partus hranjene kontaminiranom hranom. Funkcionalni poremecaj
jetre ogledao se kroz znatan pad koncentracije ukupnih proteina, porast alfaglo-
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bulina i aminokiselina. Pad koloidno-osmotskog pritiska proteina krvnog seruma
doveo je do prelaska vode iz krvi u tkiva i pojave edema na reproduktivnim or-
ganima i mamarnim kompleksima.

Kod tri od cetiri krda goveda u zapadnoj Kanadi Ribble i sar. (1993) zabelezili
su pojavu epidemije sindroma urodjene stenoze ki¢me kod teladi 1987. god. (od 29
do 100%) i tri godine kasnije smrtnost krava (25%), koje su bile gravidne. Telad su
imala paralizu zadnjeg dela tela, neka od njih i skra¢ene prednje udove sa defor-
macijama i kupolastu glavu. Krave su napadnute alopecijom (¢elavos¢u). Uzrok
ovim bolestima bila je mikotoksikoza, mada najodgovorniji mikotoksini nisu bili
izolovani. Na sve Cetiri farme pre plastenja slama je bila natopljena kiSom i pre
baliranja nedovoljno prosuSena. U balama su u znatnoj koli¢ini pronadjene plesni
rodova Penicillium i Fusarium.

5.8. BIOSINTEZA OHRATOKSINA A

Neke od potencijalno ohratoksigenih Aspergillus i Penicillium vrsta izolovanih
iz zacina testirano je na sposobnost sinteze OA (tabele 29 i 30).

Od 5 sojeva A. ochraceus (tabela 29), vrste koja je primarni proizvodac OA , 4
soja su nakon rasta u te¢noj YES podlozi sintetisala ovaj mikotoksin u kolicini od
20,00 (B-104) do 340,00 ug/1 (B-102). Kod svih kultura registrovano je opadanje pH
vrednosti podloge u odnosu na inicijalnu (6,7). Na kraju eksperimenta koji je trajao
14 dana izmerene pH vrednosti kretale su se od 5,0 (B-89 ) do 6,0 (B-105). Razlike u
masi micelijuma bile su neznatne. Ukupan sadrzaj suve materije kretao se od 2,4
(B-104) do 2,8 g (B-105). Nije utvrdena korelacija izmedu pH, mase suvog mice-
lijuma i koli¢ine proizvedenog toksina. Paecilomyces spp., izolati koje su testirali
Hacking i Rosser (1981), proizvodili su mikotoksin patulin (0,5 do 140 ug/ml) ne-
zavisno od pH.

Od Penicillium vrsta sposobnost sinteze OA ispitana je kod P. aurantiogriseum
(5 sojeva), P. chrysogenum (6 sojeva) i P. variabile (1 soj). Kao 5to se iz tabele 30 moze
videti ni jedan od sojeva nije bio ohratoksin pozitivan, mada su testirane vrste u
literaturi opisane kao potencijalno ohratoksigene.

Nakon 14 dana kultivacije pH vrednost kod P. aurantiogriseum varirala je od
2,5 (B-112) do 5,8 (B-145). Razlike u aciditetu podloge inokulisane sa P. chrysogenum
bile su manje izrazene. NajniZa izmerena vrednost pH iznosila je 4,3 (B-143), a naj-
visa 5,5 (B-144 ).
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Tabela 29. Sinteza OA Aspergillus ochraceus u te¢noj YES podlozi

B-89 5,0 2.7 -

B-102 54 2,6 340,00
B-103 5,8 2.7 32,00
B-104 5.7 24 20,00
B-105 6,0 2,8 260,00

Tabela 30. Sinteza ohratoksina A Penicillium spp. u te¢noj YES podlozi

Vrsta plesni Soj pH Sl:;/alg:)a::;)ij : Ohrzt;;l/cls)in A
P. aurantiogriseum B-111 3,0 2,8 -
P. aurantiogriseum B-112 20 835 -
P. aurantiogriseum B-119 42 3,6 -
P. aurantiogriseum 5-121 3,8 2,7 -
P. aurantiogriseum B-145 5,8 14 -
P. chrysogenum B-107 5,0 1,9 -
P. chrysogenum B-120 4,8 5 -
P. chrysogenum B-122 44 3.3 -
P. chrysogenum B-123 54 2,7 -
P. chrysogenum B-143 43 2,5 -
P. chrysogenum B-144 85 1,7 -
P. variabile B-106 5,0 34 -

Najvedi i najmanji sadrzaj suve materije registrovan kod P. aurantiogriseum
kretao se od 3,6 (B-119) do 1,4 g (B-145 ). Sli¢ni rezultati dobijeni su sa razlic¢itim
sojevima P. chrysogenum, 1,7 (B-144) i 3,3 g (B-120). P. aurantiogriseum bio je veoma
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zapazena vrsta u sirovinama za proizvodnju ¢ajne kobasice ispitivanim od strane
Skrinjar i sar. (1992) i proizvodja¢ OA (38% sojeva) (40,00 d0 65,00 ug/kg) na ste-
rilnim pSeni¢nim zrnima.

Broj ohratoksin pozitivnih izolata A. ochraceus, nivoi sintetisanog OA i njegov
nalaz u dva uzorka crnog bibera, podaci su koji dovoljno govore o njihovoj poten-
cijalnoj opasnosti po zdravlje ljudi. Osim u slucajevima akutnih trovanja, kod hro-
ni¢nih bubreznih oboljenja obi¢no se ne rade analize na OA, jer nema specifi¢nih
klinickih manifestacija koje bi ukazivale na njegovo prisustvo. Medutim, zbog ceste
kontaminacije hrane ovim toksi¢nim jedinjenjem i od strane brojnih mikologa u
svetu dokazane nefrotoksi¢nosti na eksperimentalnim Zivotinjama, preovladava
misljenje da je uloga OA u hroni¢nim bubreznim oboljenjima ljudi veca nego sto se
to misli.

Dipaolo i sar. (1994) opisali su slucaj akutnog pada bubrezne funkcije, indu-
kovane OA A. ochraceus, kod supruznika nakon 8 sati rada u ambaru koji je pret-
hodno nekoliko meseci bio zatvoren. Renalna biopsija Zene pokazala je lezije akut-
ne tubularne nekroze. Ovo $to se desilo navelo je autore da se osvrnu na miste-
rioznu smrt arheologa posle otvaranja egipatskih grobnica, koja je bila sumnjiva,
ali nikad dokazana, da bi mozda bila izazvana inhalacijom mikotoksina. Stoga, kod
radnika koji rade u skladi$tima zacina postoji povecan rizik od mikotoksikoza.

Izlaganjem grupe svinja niskim dozama OA (0,1 ppm) u hrani tokom 90 da-
na, Lusky i sar. (1993) utvrdili su u bubrezima 0,02% ovog toksina od ukupno absor-
bovane koncentracije, ali bez histopatoloskih promena.
jetri, $to moze biti jedan od razloga pojave prenatalnih i postnatalnih gubitaka pra-
sadi nepoznate etiologije (Raji¢ i sar., 1986).

Skrinjar (1984) je ispitivala ohratoksigenost sojeva A. ochraceus pri éemu je kod
29% ispoljena sposobnost sinteze OA i to u visokim koncentracijama (1280,00 do
5800,00 pg/kg).

Od 2 soja A. ochraceus i 6 sojeva P. viridicatum Escher i sar. (1973) su pojavu OA
registrovali samo kod A. ochraceus (oba soja). Nakon 21 dan rasta na Sunki, znatna
koli¢ina ovog mikotoksina (260,00 ug/kg) utvrdena je u povrsinskom sloju dubine
do 0,5 cm, da bi u sloju do 1,0 cm bili detektovani samo tragovi.

Yamazaki (1971) prema Wells-u i sar. (1975) identifikovao je jos jedan toksicni
metabolit A. ochraceus, emodin. Ovaj narandzastocrveni toksin sa tackom topljenja
izmedu 225 i 257°C pronaden je takode kod A. wentii, koji je izolovan tokom ovih
ispitivanja iz zacina, zatim nekih Penicillium i Cladosporium vrsta. Letalna doza (LD )
davana oralno jednodnevnim petli¢ima iznosila je 3,7 mg/kg (Wells i sar., 1975).
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5.9. BIOSINTEZA STERIGMATOCISTINA

Imajudi u vidu &injenicu da su potencijalni proizvodaci sterigmatocistina (ST)
imali najvece rasprostranjenje u zacinima i najveci udeo u izolovanim mikopopula-
cijama interesantno je bilo posmatrati koliki je broj od testiranih izolata zaista bio
toksigen, tim pre Sto se radi o mikotoksinu, po strukturi i toksi¢nim efektima veoma
slicnom ABI. Ispitivanja su pokazala da je 90% od ukupno 10 sojeva A. versicolor
produkovalo ST, prilikom kultivisanja u te¢noj podlozi sa kvascevim ekstraktom
(YES) (tabela 31). Izuzetno visoka koncentracija toksina detektovana je kod A.
versicolor B-155 (1600,00 pg/1) i B-74 (1400,00 pg/l).

U odnosu na inicijalni pH (6,7) ne moze se govoriti o nekim izrazitim prome-
nama u pravcu povecanja aciditeta, ili alkaliteta sredine tokom rasta sojeva A. versi-
color. Takode, kao i u slucaju proizvodaca OA (A. ochraceus) nije bilo znacajnijih razli-
ka u masi micelijuma izmedu sojeva u odnosu na koncentracije ST.

Dobijeni rezultati ukazuju na ucestalu pojavu ST pozitivnih sojeva A. versi-
color i slazu se sa podacima koje su objavili Mislivec i sar. (1975). Od 30 testiranih
izolata samo je 1 bio negativan, dok je od 60 izolata A. ochraceus samo 5 proizvodilo
detektabilni OA. Visok toksi¢ni potencijal kod sojeva ove vrste (10 od 16 testiranih)
potvrdili su i Halls i Ayres (1973). Skrinjar i A¢ (1992) su ustanovile ST (40,00 do
1420,00 pg/kg) kod 7 od 9 izolata izdvojenih iz nekih proizvoda od mesa (¢ajna ko-
basica,dimljena Sunka i slanina) i smeSe zacina.

Testiranjem E. herbariorum, kao $to se iz tabele 32 moze videti, od 10 sojeva
upola manji broj (50%) ispoljio je sposobnost sinteze ST. Za razliku od A. versicolor
nivoi toksina kretali su se do 400,00 pg/l (S-23 i B-58). Kod soja P-163 pored sjajno
zute fluorescentne mrlje ST na hromatogramu pod dugotalasnim UV svetlom uoce-
na je plava fluorescentna mrlja. Zbog sumnje da bi ona po boji i poloZaju mogla odgo-
varati aflatoksinu, nakon ponovljenog ogleda i provere HPLC metodom, u ekstraho-
vanim uzorcima potvrdeno je prisustvo AB1 u koncentraciji 1,26 pg/kg. U dostup-
noj literaturi podaci o detekciji aflatoksina kod vrsta roda Eurotium nadeni su samo
u jednoj publikaciji autora El-Kady i sar. (1994). Od 95 izolata AB1 i AG1 proizveo je
samo 1 soj E. repens (E. herbariorum), E. chevalieri i E. rubrum. Kod jednog soja E. repens
bio je detektovan i OA.
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Tabela 31. Sinteza sterigmatocistina Aspergillus versicolor
u te¢noj YES podlozi

Soj pH St:;alg:)art::lr)ij a Sterigorilga/tl(;cistin
S-6 6,7 33 200,00
S-11 6,6 32 400,00
B-47 6,3 43 200,00
B-69 59 38 -
B-74 6,6 2,6 1400,00
B-109 6,6 28 100,00
B-115 74 2,0 100,00
B-141 6,8 2,3 100,00
B-153 7,0 24 300,00
B-155 6,3 34 1600,00

Tabela 32. Sinteza sterigmatocistina Eurotium herbariorum
u te¢noj YES podlozi

Soj pH Stg/alg:)a:;r)ija Sterig(ln:;/tlc;cistin
S-22 49 4,6 200,00
S-23 4,6 5.9 400,00
S-36 6,4 34 -
S-53 6,6 38 100,00
B-58 4,9 4,0 400,00
B-147 58 4,1 -
B-148 4,9 o -
B-150 4,8 38 -
P-162 49 36 -
P-163 4,8 3.7 150,00
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Moze se zakljuciti da je E. herbariorum bio fizioloski aktivniji, jer je aciditet
podloge bio nizi, a najvise je opao kod soja S-23 (pH 4,6). Ukupan sadrzaj suve
materije iznosio je od 3,4 (5-36) do 4,6 g (S-22). pH, masa micelijuma i proizvodnja
ST odredeni nakon 14 dana inkubiranja, nisu pokazivali razliku izmedu mase mi-
celijuma i finalnog pH izmedu toksigenih i netoksigenih sojeva.

5.10. UTICAJ TEMPERATURE NA INAKTIVACIJU KONIDIJA
A. VERSICOLOR I SINTEZU STERIGMATOCISTINA

Mnoge Aspergillus vrste adaptirane su na rast pri znatno visim temperatu-
rama od vrsta roda Penicillium, zbog ¢ega su narocito zastupljene u tropskim i sub-
tropskim klimatskim zonama. S toga se moze ocekivati i vec¢a otpornost njihovih
konidija i askospora pri toplotnoj obradi mesnih proizvoda tokom tehnoloskog
procesa.

Efekat visokih temperatura na plesni jo$ uvek nije dovoljno ispitan. Za mno-
ge od njih nema podataka koliki je prag toplotne izdrzljivosti, odnosno u kojoj me-
ri su termotolerantne ili termorezistentne.

Za testiranje je odabran soj A. versicolor B-155 kod kog je bila utvrdena spo-
sobnost sinteze ST (1600,00 wg/kg). Na slikama 41 i 42 po izraslim kolonijama na
hranljivoj podlozi vidi se da su konidije A. versicolor prezivele termicki tretman na
60, 70, 751 80°C, tokom 5 i 10 minuta.

U odnosu na inicijalni broj konidija (3,8 x 10%ml), pri kraéem vremenu izla-
ganja temperaturi od 60°C broj Zivih iznosio je 1,4 x 10* (tabela 33). Na 70 i 75°C
kultura se ponasala sli¢no, dok je na 80°C doslo do znacajne, ali ne i potpune des-
trukcije, $to se pokazalo i nakon produzenog dejstva ovih temperatura. Broj koni-
dija koje su germinirale kretao se od 2,5 x 10° (60°C) do 25 (80°C).

Prema Northolt i Soentoro (1988), vecina plesni je osetljiva na temperature
pasterizacije (70 do 80°C), 5to se na osnovu dobijenih rezutata ne bi moglo reci za
A. versicolor. Zakula (1980) navodi da znacajan broj plesni vlazna toplota od 60°C
unistava za 5 do 10 minuta.

Pojava rasta nakon delovanja visokih temperatura (80°C) ukazuje na toplotnu
otpornost A. versicolor i na moguénost da pod istim, ili sli¢cnim uslovima, konidije ove
vrste u mesnom nadevu prezive zagrevanje u jos ve¢em broju, imajudi u vidu da u
toku barenja polutrajnih kobasica temperatura u unutrinjosti retko prelazi 70°C.
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Tabela 33. Broj konidija Aspergillus versicolor nakon
termickog tretmana

Temperatura Vrente
(0 5 min 10 min
Kontrola 3,8x10° 54 % 10°
60 1,4 x 10* 2,5 x10°
70 7,3 x 10 33 x10°
75 5,2 x 10 3,5 %10°
80 23 25

Plesni iz rodova Aspergillus i Penicillium isticu se kao prilicno otporne tako da
je za njihovo uniStavanje potrebna temperatura 90°C u trajanju od 10 minuta (Bem
i Adami¢, 1991). Nakon pasterizacije i skladiStenja 30 dana na oko 28°C, kod 40%
voc¢nih nigerijskih sokova Obeta i Ogwuanyii (1995) konstatovali su prisustvo P.
variotii, A. tamarii, A. flavus i A. ochraceus.

Splittstoesser i sar. (1971) su testirali viSe predstavnika roda Aspergillus, ciji je
broj prezivelih spora nakon termickog tretmana na 60 i 80°C medu vrstama znatno
varirao. Najvecu otpornost ispoljila je vrsta A. fisheri, ciji je broj prezivelih spora u
grozdanom soku zagrevanom 60 min na 80°C, bio reda veli¢ine 10°.

Tokom eksperimenta uocena je veza izmedu temperature, pojave rasta i spo-
rulacije kolonija A. versicolor. Dok se rast kod kontrolnog uzorka pojavio u toku prva
24 casa, oporavak konidija tretiranih uzoraka trajao je duze, narocito na najvisim
temperaturama. Nakon $oka kolonije su postale vidljive nakon 3 dana (75°C/5 od-
nosno 10 min i 80°C /5 min) i 4 dana od inokulacije (80°C).

Proteini i lipidi u substratu mogu znacajno uticati na toplotnu otpornost spo-
ra plesni (konidije, askospore), zbog ispoljavanja zastitnog efekta, o ¢emu govore
Doyle i Marth (1975), kao i Bem i Adami¢ (1991). Lacey (1989) je utvrdio rast A. can-
didus nakon testiranja na 50°C, 10 minuta. S obzirom da su mesni proizvodi sub-
strat bogat proteinima i lipidima, kod nekih kobasica, kao $to su barene i polutraj-
ne, sa visokim a,, (0,96 do 0,98), mora se obratiti paznja na primenu adekvatnog
toplotnog rezima. PrezZivljavanje konidija A. niger zapaZeno je sa porastom a,, vred-
nosti, dok je vrsta Talaromyces flavus (klasa Ascomycetes poznata po termorezistent-
nim rodovima) ispoljila svoju termorezistentnost na visim pH vrednostima (Bagger-
man i Samson, 1988).
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S obzirom da se pokazalo da je A. versicolor kao mezofilna vrsta (sa maksi-
mumom za rast 39°C, pri a,, 0,87) (Pitt i Hocking, 1985) istovremeno i tolerantna
prema temperaturama koje se primenjuju kao postupak konzervisanja u industriji
mesa, treba imati u vidu jos neke njene ekoloSke karakteristike. Donja granica rasta
je 4 do 5°C (Saez, 1975), 5to je temperatura skladiStenja proizvoda od mesa. Uko-
liko konidije prezive temperature pasterizacije, postoji 3ansa za germinaciju A. ver-
sicolor u uslovima skladiStenja. Kontaminacija unutrasnjosti kobasica termotole-
rantnim i termorezistenznim plesnima bi mogla biti ozbiljan problem,jer do kvare-
nja kobasica moze dodi i ako su faze pre termicke obrade imale propusta. Mogu
nastati Supljine, pogodne kao prostor za rast plesni &je spore nisu unistene termic-
kim tretmanom.

Mada se mnogo govori o antimikrobnim komponentama u mesnom nadevu,
ponekad one ne ispoljavaju dejstvo koje se od njih ocekuje. Tako Bem i Adamic
(1991) navode da zacini i prirodni inhibitori u mesu (imunoproteini, lakteni, lizo-
cini, kanalbumin, ovomukoid, ovodin) nisu dovoljno stabilni, da zbog toga imaju
ograni¢enu prakti¢nu vrednost i da koncentracije soli koje se koriste u preradi nisu
dovoljne da sprece stvaranje mikotoksina. Dimljenjem dolazi do gubitka vode, me-
djutim, za kserofilne plesni nizak a,, ne predstavlja ogranic¢avajudi faktor rasta, kao
ni produkti dima koji nastaju tokom sagorevanja drveta.

Pojavu kontaminacije omotaca dimljenih kobasica sporama plesni Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Mucor, Penicilium, Stachybotrys i Verticillium Hor-
vat-Skenderovi¢ (1989) objasnjava dimljenjem na pokretnim lozZistima gde je veo-
ma tesko obezbediti ravnomernu koncentraciju dima u svim delovima pusnice. To-
dorovi¢ i sar. (1979) su jo$ ranije ustanovili da postupak dimljenja nema fungi-
statsko delovanje.

Kiselost mesnih proizvoda (pH) nije dovoljan faktor da spreci razmnozZavanje
plesni kada se zna da one podnose kiselu sredinu. Opseg tolerancije veoma je Sirok
i iznosi od oko 2,0 do 9,0 (Pitt i Hocking, 1985). Na pocetku zrenja pH kobasica sa
6,9 snizava se na 5,5 i nize, zbog razgradnje glikogena i stvaranja mlecne kiseline
(Zakula, 1980).

U tabeli 34 prikazani su rezultati efekta temperature na rast A. versicolor u YES
medijumu i produkciju ST. Temperaturni tretmani kroz stepen redukdije broja ko-
nidija,odrazili su se i na koli¢inu suve materije. Rast kulture po celoj povrsini kod
kontrolnog uzorka bio je vidljiv petog dana. Kod tretmana na dve najnize tempe-
rature povrsinski rast se pojavio dva dana kasnije, a nakon zagrevanja suspenzije
na 75°C 5 min, osmog dana. Kod uzorka tretiranog na 80°C 5 min kultura nije us-
pela da za 14 dana sintetiSe ST koji bi se mogao detektovati. Ni jedna od primenje-
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nih temperatura nije sprecila sintezu ST kod desetominutnog zagrevanja, ali je to
uticalo na visinu koncentracije proizvedenog ST (100,00 ng/l na 60°C) (40,00 1g/l na
80°C).

Tabela 34. Sinteza ST Aspergillus versicolor nakon termickog tretmana

Vreme
Temperatura 5 min 10 min

€ pH SM* ST pH SM* ST
(g/100 ml) | (ug/1) (g/100ml) | (ugN)
Kontrola 54 5,05 360,00 6,5 4,72 280,00
60 55 3,52 200,00 6,2 2,97 100,00
70 5,6 2,67 140,00 6,2 3,00 80,00
75 o3 143 100,00 6,2 2,84 50,00
80 6,0 0,67 - 6,3 1,14 40,00

* SM - suva materija

Kasnije pojavljivanje rasta sa povecanjem temperatura proisteklo je iz razlici-
tog vremena potrebnog za oporavak konidija od 3oka, od kojih su neke sigurno bi-
le reverzibilno ostecene. Ukoliko su efekti temperatura nedovoljni da prouzrokuju
smrt, konidije ¢e odredjeno vreme mirovati, sve dok se ne steknu uslovi koji ¢e
pokrenuti njihovo razmnozavanje, 5to se desava u gotovim proizvodima. Moze se
pretpostaviti da je pitanje vremena kada ¢e kulture koje su prezivele visoke tem-
perature dostici kontrolni uzorak po rastu i fizioloskoj aktivnosti.

Temperaturni efekat na soj A. versicolor ispoljio se preko promene u fiziologiji,
koja je rezultovala slabijim porastom pH vrednosti substrata, sa 5,4 kod kontrole,
na 6,0 kod kulture poreklom iz konidija tretiranih 5 min na 80°C. U drugom slu-
¢aju pH vrednost koja je opala sa 6,5 na 6,2 (60°C), dalje se nije bitno menjala.

Uocena je korelacija izmedu temperature, mase micelijuma i pH vrednosti,
Sto se, mada tako ne izgleda, za ST ne mozZe sa sigurnoscu tvrditi, jer prethodni eks-
perimenti nisu pokazali znac¢ajnu vezu izmedu koli¢ine suve materije, pH i kon-
centracije toksina koja bi bila signifikantna. Najpre bi se moglo re¢i da su narusena
fizioloska aktivnost i kasniji oporavak, a ne broj konidija, imali za posledicu sma-
njenje proizvodnje ST. Karunaratne i Bullerman (1990) testirali su razlicite inici-
jalne nivoe inokuluma da bi utvrdili kakav je efekat broja konidija na sintezu af-
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latoksina. Vec¢a koli¢ina mikotoksina dobijena je sa kulturom A. flavus porekla od
10° konidija/ml, nego sa kulturama poreklom od visih inicijalnih nivoa inokuluma.
Nakon zagrevanja na 70°C 10 min (tabela 33) broj konidija A. versicolor bio je nesto
veci u odnosu na 60°C,a koli¢ina ST nakon 14 dana kultivisanja u te¢noj YES pod-
lozi manja (tabela 34).

Samson (1997) navodi kao ozbiljan problem u higijeni namirnica termorezis-
tentne Ascomycetes, koje se citiraju kao ¢esti uzro¢nici kvarenja jo$ od 1930-te godi-
ne, pri ¢emu naredni koraci u napretku mikologije hrane, svakako treba da budu
usmereni ka proucavanju ove specificne grupe plesni, zbog velikih ekonomskih i
zdravstvenih Steta koje mogu naneti ljudskoj populaciji.

Samson (1989) citira Liewen i Marth-a (1985) i Tsai i Bullerman-a (1988),koji su
utvrdili da i medu vrstama roda Penicillium ima sojeva koji su termotolerantni (P.
roqueforti, P. cyclopium, P. viridicatum, P. chrustosum).

5.11. UTICAJ KALIJUM SORBATA NA RAST A. VERSICOLOR
I SINTEZU STERIGMATOCISTINA

Kalijum sorbat je cest konzervans u prehrambenoj industriji, zbog veoma
dobre rastvorljivosti u vodi, rastvoru kuhinjske soli i Secera. Kao so sorbinske kise-
line koristi se i za povrsinsku zastitu proizvoda, prvenstveno od kvasaca i plesni.
Njegovo fungistaticko-fungicidno dejstvo (0,0; 0,05; 0,1; 0,25 i 0,5%) ispitano na kul-
turi A. versicolor pri temperaturi inkubiranja 25°C, prikazano je na slici 43.

Kao §to se vidi, plesan nije izrasla samo na podlozi koja je sadrzavala 0,5%
kalijum sorbata, dok su pri nizim koncentracijama uoc¢avaju razlike u veli¢ini kolo-
nija i sporulaciji. Kolonije A. versicolor koje nisu bile pod uticajem ovog jedinjenja za
7 dana dostigle su dijametar od 2,7 cm (tabela 35). Bela micelija uocena je nakon pr-
vog dana inkubiranja, a sporulacija bledo sivkastozelene boje petog dana, da bi sed-
mog dostigla normalan intenzitet.

Sa povecanjem koli¢ine kalijum sorbata zapaza se smanjenje dijametra kolo-
nija od 2,3 (0,05%), na 1,2 cm (0,25%).

Dodatkom kalijum sorbata u koncentracijama od 0,05 i 0,1% rast se pojavio
prvog, odnosno drugog dana, a sporulacija Sestog dana. Sa 0,25% rast se pojavio
treceg dana. Sedmog dana inkubiranja uocena je jedva vidljiva sporulacija.
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A. versicolor
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Slika 43. Uticaj razli¢itih koncentracija kalijum sorbata na rast A. versicolor

Tabela 35. Uticaj kalijum sorbata na rast Aspergillus versicolor

Kalijum sorbat Dijametar kolonija Intenzitet
(%) (cm) sporulacije
Kontrola ol ! b acfn
0,05 2,3 +++
0,10 2,0 1 ++
0,25 1,2 +
0,50 - | -
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U te¢noj YES podlozi koriS¢enoj za proizvodnju ST rast kulture u uslovima
bez kalijum sorbata uocen je prvog dana, sa 0,1 i 0,25% drugog, dok je petog dana
rast zapazen i kod koncentracije od 0,5%. Tokom narednih dana sporulacija slabog
intenziteta javila se samo na podlozi kontrolnog uzorka.

Inhibitorni efekat na sintezu ST pomocu A. wversicolor pojacavao se sa
povecanjem koncentracije kalijum sorbata. Kao Sto se iz tabele 36 vidi, sinteza
mikotoksina bila je u potpunosti onemogucena u podlozi sa 0,25 i 0,5% kalijum
sorbata.U odnosu na inicijalne pH vrednosti, koje su se kretale od 6,7 (kontrola) do
6,8 (0,5% kalijum sorbata), dvanaestog dana veca kiselost izmerena je u podlogama
sa dodatkom 0,05 i 1% inhibitora (5,4 i 5,7). Kod dve najvece koncentracije, 0,25 i
0,5% kalijum sorbata usled izrazito nepovoljnog uticaja na metabolizam uocava se
tendencija pomeranja pH u suprotnom smeru. Na osnovu rezultata dobijenih me-
renjem koli¢ine suve materije jedino se u podlozi koja je sadrzavala 0,5% kalijum
sorbata uocava znacajnija redukcija micelarnog rasta (1,41 g).

Tabela 36. Uticaj kalijum sorbata na aktivnost ST Aspergillus versicolor

Kalijum sorbat pit mirevx:ja ST
(%) pocetni 14 dana (g/100 ml) (kg
Kontrola 6,7 5,0 2,26 600,00
0,05 6,7 54 1,72 250,00
0,10 . 6,7 57 243 200,00
0,25 6,8 6,8 2,77 -
0,50 6,8 7,6 1,44 -

Pokazalo se da je primenom 0,5% kalijum sorbata inhibirana sinteza ST, dok
negativni uticaj na germinaciju konidija testiranog A. versicolor nije bio isti na
¢vrstoj i na te¢noj podlozi. To znaci da efikasnost kalijum sorbata ne zavisi samo od
koncentracije, nego i od nekih drugih faktora, kao $to su nutritivni sastav, a,,, tem-
peratura, pH, zatim broj i vrste plesni, vezano za sredinu u kojoj se ispituje nje-
govo dejstvo.

Ispitivanja koja je Petrovi¢ (1993) izvela sa P. aurantiogriseum koristeéi kalijum
sorbat od 0,1 do 1,5% pokazala su da pri koncentracijama iznad 0,25% i na tem-
peraturi inkubiranja od 25°C nije bilo rasta kulture na ¢vrstoj podlozi. Na 30°C rast
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je primecen i pri koncentraciji od 0,5%, ali su kolonije bile atipi¢ne, dok se u te¢noj
YES podlozi P. aurantiogriseum nije pojavio.

Koli¢ina kalijum sorbata od 0,2% pri pH 5,5 sprecava razvoj vrste A. parasi-
ticus, a pri pH 4,5 dovoljno ga je dodati i u manjoj koli¢ini. Za potpuno inhibiranje
A. niger potrebno je 1000, a za Penicillium vrste 400 do 600 ppm kalijum sorbata (Bem
i Adami¢, 1991).

Leistner i sar. (1975) smatraju da se potapanjem fermentisanih kobasica u 20%
rastvor kalijum sorbata pre skladiStenja i transporta moze spreciti pojava plesni , a
da istovremeno ostatak dnevnog unosa sorbinske kiseline do 3% nije Stetan. Prema
nalazima Todorovi¢ i gkrinjar (1978) u pogonskim uslovima identi¢ni rezultati dobi-
jeni su tretiranjem kobasica sa neSto nizom koncentracijom kalijum sorbata (15%).

Skrinjar i sar. (1995) ispitivali su inhibitorni uticaj propionske kiseline i utvr-
dili da 0,251 0,5% ovog konzervansa onemogucava rast P. urantiogriseum. Benzo-
jeva kiselina i natrijum benzoat, dodati u koli¢ini od 1 g/100 ml u ¢vrstu hranljivu
podlogu, redukovali su micelarni rast i formiranje ohratoksina od strane A. ochra-
ceus (El-Shayeb, 1994).

U odnosu na koli¢inu ST (1600 pg/l) kada je proizvodni soj A. versicolor prvi
put testiran, svaka naredna provera pre novog eksperimenta imala je za rezultat
opadanje biosintetske sposobnosti. Rezultati dobijeni kod kontrolnog uzorka za
kalijum sorbat (600,00 pg/l) i kontrolnih uzoraka za termicke tretmane (360,00 i
280,00 pg/l) potvrduju da relativno brzo nakon izolacije, van prirodnih substrata do-
lazi do promena u fizioloskim osobinama plesni. Kada su Schroeder i Carlton (1973)
iz zacina izolovali A. flavus, soj je prvobitno proizvodio 900 pg/g AB2. Pri ponov-
nom uzgajanju proizvodnja aflatoksina rapidno je smanjena na 200 pg/g. Kod Fu-
sarium spp. Bo€arov-Stancic (1996 b) uocila je identi¢nu pojavu.

105



6. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata mikoloskih i mikotoksikoloskih istrazivanja mogu se izvesti

slededi zakljuéci:

Svi uzorci zacinskih smesSa, crnog bibera i zacinske paprike bili su kontaminirani
plesnima. Ukupan broj plesni u za¢inskim smesama kretao se od 5x10* do 8,0x10°,
crnom biberu od 65 do 5,9x10°, zacinskoj paprici od 10 do 1,1x10* kolonija/g. Pro-
cenat kontaminacije bio je najveci kod zacinskih smesa (46,13%), zatim crnog bi-
bera (28,95%) i za¢inske paprike (24,92%).

Iz zacinskih smesa i crnog bibera najceSce su izolovane plesni iz roda Eurotium,
zatim vrste iz roda Aspergillus i Penicillium. Plesni iz roda Eurotium pripadale su
vrsti Eurotium herbariorum. Najzastupljenije vrste roda Aspergillus kod zacinskih
smesa i crnog bibera su Aspergillus versicolor, Aspergillus sydowii i Aspergillus fla-
vus. Najcesce izolovane vrste iz roda Penicillium kod zacinskih smesa su Penicilli-
um nigricans i Penicillium aurantiogriseum, a kod crnog bibera Penicillium chrysoge-
num i Penicillium aurantiogriseum. U zac¢inskoj paprici dominirali su rodovi Euroti-
um i Rhizopus. Najucestalija vrsta iz roda Eurotium je Eurotium herbariorum, a iz
roda Rhizopus vrsta Rhizopus stolonifer.

Mikrobioloske podloge koje se koriste za mikolo$ka ispitivanja trebalo bi da od-
govaraju osobinama supstrata koji se analizira, kao i osobinama plesni koje se
ocekuju kao kontaminenti. Podloga MY50G se pokazala veoma dobrom za kvan-
titativno i kvalitativno odredivanje Eurotium vrsta. Za vedinu vrsta iz roda As-
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pergillus podloga CY20S i MY50G podjednako su primenljive. Za vedinu vrsta iz
roda Penicillium prednost se moze dati podlogama SMA i CY20S.

U ispitivanim zacinima su preovladivali potencijalni proizvodaci razli¢itih tok-
sicnih metabolita. Od najznacajnijih mikotoksina prisustvo aflatoksina B1 nije
konstatovano ni u jednom od ispitivanih zacina, ohratoksin A utvrden je kod
dva uzorka zacinskih sme$a, dok su tri uzorka crnog bibera bila kontaminirana
zearalenonom.

Sinteza ohratoksina A utvrdena je kod cetiri od pet sojeva Aspergillus ochraceus, a
ni jedna vrsta iz roda Penicillium nije sintetisala ovaj toksin. Vecina sojeva Asper-
gillus versicolor 90% i 50% sojeva Eurotium herbariorum sinetisali su sterigmato-
cistin. U istraZivanjima nije utvrdena veza izmedu pH, mase micelijuma plesni i
koli¢ine mikotoksina.

Aspergillus versicolor se pokazao prili¢no tolerantnim na visoke temperature pre-
zZivevsi toplotni tretman do 80°C, pri ¢emu nije bilo znacajnih razlika u broju pre-
zivelih konidija izmedu vremenskih tretmana od 5 i 10 min. Tokom eksperimenta
uocena je veza izmedu temperature, pojave rasta i sporulacije. Kao posledica dejs-
tva temperature dolazi do smanjenja proizvodnje sterigmatocistina.

Efikasnost nekog sredstva u suzbijanju rasta plesni i proizvodnje mikotoksina ne
zavisi samo od primenjene koncentracije i prirodne otpornosti vrsta vec i od dru-
gih faktora koji su u interakciji (nutritivni sastav, pH, temperatura, itd). Kon-
centracija kalijum sorbata od 0,5% u potpunosti je inhibirala rast Aspergillus ver-
sicolor na CZ agaru, ali ne i u YES podlozi. Pod uticajem 0,251 0,5% kalijum sor-
bata u toku rasta kulture u te¢noj YES podlozi nije detektovan sterigmatocistin.

Imajudi u vidu da se najces¢e ne moze govoriti o 100% sterilnosti hrane uslovi
pod kojima ¢e se ona nalaziti nakon izlaska iz proizvodnje, sve do momenta
konzumiranja, mogu pogodovati razmnozZavanju plesni.

Poboljsanjem uslova proizvodnje zacina, skladistenja, transporta i stalnom kon-
trolom usmerenom u pravcu otkrivanja i eliminisanja kancerogenih agenasa bio-
loskog porekla, pre nego 5to zapocne tehnoloski proces prerade hrane, moze se
smanjiti rizik od higijenske neispravnosti i efikasnije zastititi zdravlje ljudi.
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