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1. Uvod

Soja Glycine max (L.) Merill, pripada u najstarije kulturne biljke, porijeklom iz Azije, vise
od Cetiri tisuée godina se uzgaja na tom podrucju. Jednogodis$nja je mahunarka i pripada redu
Fabaceae ili Leguminosae (mahunarke ili lepirnjace), porodici Fabaceae, rodu Glycine ,
koja se danas na globalnoj razini ubraja medu glavne bjelancevinaste i uljne kulture (Vratari¢

I Sudari¢, 2000.).

Prema podacima Food and Agriculture Organization (FAO, 2018.) po proizvodnji u svijetu
soja je na petom mjestu, nakon proizvodnje rize, pSenice, jeéma i kukuruza. Prosje¢na
proizvodnja soje u svijetu je 335 milijuna tona godi$nje, a uzgaja se na nesto manje od 125
milijuna hektara (FAO, 2018.). Prema statistickim podacima FAO (2018.) Sjedinjene
americ¢ke drzave su najveci proizvodaci soje u svijetu, po povrSinama nakon njih slijedi

Brazil, Argenitina i Kina.

Prema podacima Drzavnog zavoda za statistiku Republike Hrvatske 2018. godine
proizvodnja soje je iznosila 246 000 tona, a uzgaja se na 77 tisuca hektara. Prosjecan prinos
soje za 2018. godinu iznosio je 3,2 t/ha. Ekoloska soja u 2018. godini se uzgajala na 2286

hektara, dok je proizvodnja na oranicama za tu godinu iznosila 5 594 tona soje.

Soja je vazna kultura koja ima visoki sadrZaj bjelancevina 1 ulja. Njezino zrno se koristi kao
izvor jestivih ulja i bjelan¢evina za ishranu ljudi, stoke kao i za industrijske svrhe. Takoder
se moze koristiti kao cijela biljka za silazu, zelenu masu, sijeno, a dehidriranjem se dobivaju

brikete, granule 1 zeleno brasno (Vratari¢ 1 Sudari¢, 2008.).

Nadalje, isti autori navode kako je soja vazna kultura u plodoredu zbog sposobnosti simbioze
sa kvrziénim bakterijama Bradyrhizobium japonicum na korijenu koje obogacuju tlo

dusSikom 40 — 60 kg/ha kroz proces bioloske fiksacije duSika.

Kontaminacija usjeva gljivama uzrokuje Stetu na soji ukljucujuci nisku klijavost, nisku
kvalitetu peCenja, omekSavanje i truljenje, te stvaranje patogena i alergena (Piotrowska i
sur., 2013.). Prema Roy i sur. (2000.) najcesce vrste koje kontaminiraju sjeme soje, mahunu
i cvijet pripadaju rodovima Penicillium, Fusarium, Alternaria i Aspergillus. Cosié i sur.
(2008.) navode kako su najces¢i uzrocnici bolesti zrna soje iz rodova Fusarium sp., a
prisutnost parazita u unutra$njosti sjemena ili na povr$ini moze uzrokovati probleme
prilikom klijanja i nicanja ili u kasnijim razvojnim fazama te u znatnoj mjeri utjecati na

biolosku vrijednost, kondiciju, vitalnost biljaka 1 prinos.



U ekoloskoj poljoprivredi prema zakonima, odredena kemijska i sinteticka sredstva za
zaStitu bilja su zabranjena, stoga zaraza soje gljivama Fusarium i Penicillium predstavlja
problem za proizvodace. Stoga proizvodaci koriste bioloske metode zastite. Cilj ovoga
diplomskog rada bio je utvrditi antifungalni u¢inak izolata mlije¢no kiselih bakterija roda

Lactobacillus na rod Fusarium sp. i Penicillium sp. na zrnu soje.



2. Pregled literature

Gljive pripadaju u skupinu organizama koja obuhvaca priblizno 250 000 vrsta. U ovu
skupinu organizama pripadaju kvasci, plijesni te mesnate gljive (Durakovi¢ i Redzepovic,
2002.). Gljive ucestvuju u razgradnji organskih tvari u prirodi zajedno s bakterijama. U

prehrambenoj industriji se koriste brojne vrste gljiva i bakterija.

Na tvarima s vrlo malim sadrzajem vode moze rasti veéina gljiva, one iskoristavaju sloZzene
ugljikohidrate, odnosno lignin, koji im omogucuje rast u razli¢itim uvjetima sredine i na
razli¢itim supstratima, takoder veéina gljiva moze rasti i u okoliSu s visokom koncentracijom

Secera ili soli (Durakovi¢ i Durakovié, 2003.).

Gljive mogu smanjiti kvalitetu usjeva, uskladistene usjeve ili unistiti usjeve na polju
(Munoz, 2010.). Najcescée izolirane gljive koje uzrokuju ove Stete su iz rodova Fusarium,
Penicillium, Aspergillus, Alternaria i Claviceps (Munoz, 2010). Osim toga mnoge vrste
mogu proizvoditi i mikotoksine, oni nastaju kao sekundarni metaboliti plijesni, a uzrokuju
bolesti kod ljudi i zivotinja, unose se putem hrane, udisanjem i preko koze (Munoz, 2010.).
Mikotoksini su spojevi niske molekularne mase, ne sudjeluju u primarnom metabolizmu
plijesni i nemaju odredenu metabolicku funkciju pri njihovom rastu i razvoju (Delas i sur.,
1995.). Yiannikouris i Jouany (2002.) navode kako biosintezu mikotoksina (sekundarnih
metabolita gljiva) mogu stimulirati uvjeti u okolisu, kao $to su koli¢ina slobodne vode - aw,

temperatura, koncentracija kisika i pH supstrata, odnosno fizikalno-kemijski parametri.

Gljive kontaminanti zitarica 1 uljarica vazne su za procjenu potencijalnog rizika
kontaminacije mikotoksinima (Piotrowska i sur., 2013.). Znatan broj mikotoksina je
kancerogen i uzrokuje razna oboljenja. U konvencionalnoj poljoprivredi za nadzor
fungalnog rasta koriste se kemijska sredstva, a u ekoloskoj poljoprivredi provodi se

upotrebom eteri¢nih ulja, masnih kiselina i biopreparata.

Legan (2000.) navodi kako se gljivicna mikroflora mijenja tijekom suSenja i skladiStenja
nakon Zetve. Gljive koje su prisutne tijekom vegetacije, a prilagodene su visokim
vlaZznostima i ne prezivljavaju tijekom susenja i skladistenja, a zamjenjuju ih gljive koje su

prisutne kod skladiStenja.



2.1 Gljive roda Penicillium

Rod Penicillium pripada redu Eurotiales, razredu  Eurotiomycetes u pododjelu
Ascomycotina (Houbraken i Samson, 2011.). Ako je poznat nespolni stadij, on pripada
pododjelu Deuteromycotina (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003.). Frisvad i Samson (2004.)
navode kako se Penicillium ¢esto nalazi na razli¢itim stani$tima u tlu, na vegetaciji i zraku.
Moze se takoder naci u zatvrenom okruzenju i u raznim prehrambenim proizvodima. U
prirodi je njegova glavna funkcija razgradnja organskih materijala, a uzrokuje trulezi kao
pategen prije i poslije skladiStenja usjeva. Durakovi¢ i Durakovi¢ (2003.) navode kako su to
mezofilne gljive koje rastu izmedu 5 — 37 °C, optimalna temperatura rasta se kre¢e od 20 —
30 °C, apH 3 - 4,5. Na temperaturi od 23 °C i pH od 3 — 4,5 se postize maksimalni in vitro
rast. To je gljiva koja favorizira umjerene i hladne klime. Frisvad i sur. (2004.) navode kako

Penicillium vrste takoder proizvode sekundarne metabolite od kojih su neki mikotoksini.

2.2. Penicillium chrysogenum

Houbraken i sur., (2011.) navode kako je Penicillium chrysogenum plijesan koji se ¢esto
pojavljuje u zatvorenom okruzenju i hrani. Ove plijesni mogu se nalaziti u namirnicamai u
krmi, zbog toga mogu biti opasne za zdravlje ljudi i zivotinja (Durakovi¢ i Durakovi¢,

2003.).

Reiss (1977.) navodi kako P. chrysogenum proizvodi citrinin na kruhu od cjelovitog zrna
pSenice i pSeni¢nim klicama, integralnom kruh s lanenim sjemenkama, razenom kruh sa
zdrobljenom pSenicom i razenom Kruhu sa pSeni¢nim braSnom. Najveci porast citrinina,
pronaden je u kruhu od cjelovitog zrna pSenice bili su u rasponu od 0,2 — 0,4 ug/g kruha.

Optimalne temperature za rast i stvaranje citrinina bile su 30°C odnosno 25°C.

Rokefortin C, prvi je puta izoliran iz Penicillium roqueforti, a kasnije i iz drugih Penicillium
vrsta koje rastu na kontaminiranom krmivom zrnu, luku, pivu i vinu. Kontaminacija hrane i

hrane za zivotinje rokefortinom C je vazan zbog neurotoksi¢nosti ovog mikotoksina

(Wagener i sur., 1980.).

Estrada i sur., (2010.) navode kako je u pocetnom eksperimentu u laboratoriju P.
chrysogenum NRRLL 1951 i njegov derivat Wisconsin 54-1255 proizvode roquefortin C i
meleagrin. Prirodni soj P. chrysogenum proizvodi osim roquefortina C i male koli¢ine

roquefortina D (Vinokurova i sur., 2003.). P. chrysogenum proizvodi i PR-toksin
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(Penicillium roqueforti toksin) (Frisvad i sur., 2004.). Silaza i prehrambeni proizvodi
obogaceni PR-toksinom mogu dovesti do oStecenja vitalnih unutarnjih organa, probavnih
smetnji, karcinogenosti, imunotoksi¢nosti, nekroze 1 inhibicije enzima. Takoder ima
znaCajan mutageni potencijal da poremeti ili promjeni klju¢ne procese poput replikacije
DNK, transkripcije i translacije na molekularnoj razini. Brza konverzija PR toksina u ostale
derivate, kao §to su PR imin, PR amid i PR kiselina, na temelju raspolozivih uvjeta odrazava
njihovu nestabilnost i razgradne aspekte. Kontaminacija silaze, zitarica ili drugih proizvoda
hrane ili hrane za Zivotinje PR-toksinom velika je opasnost za zdravlje ljudi i zivotinja zbog
svojih svojstava da u relativno malim dozama izazivaju Stetne efekte toksi¢nosti (Sumrah i

sur., 2005.).

Neki sojevi P. chrysogenum proizvode sekalonsku kiselinu D i F. Sekalonska kiselina
pripada klasi mikotoksina koji su u pocetku izolirani kao glavni ergot pigmenta gljive
Claviceps purpurea koja parazitira raz. U srednjem vijeku u Europi dovelo je do masovnih
trovanja poznatih kao ergotizam, koji su uzrokovani toksi¢nim alkaloidima ergota odnosno

onecisc¢enja brasna C. purpurea (Frisvad i sur., 2004).

2.3. Gljive roda Fusarium

Zbog velike sposobnosti prilagodavanju razli¢itim agroklimatskim uvjetima i okoliSu rod
Fusarium je rasprostranjen u svim dijelovima svijeta (Cosi¢ i sur., 2004.). U ekonomski
najznacajnije gljive pripada rod Fusarium, on obuhvaca poprili¢an broj vrsta od kojih su
neke vrste saprofitske, a neke vrste su fakultativni paraziti te napadaju velik broj korovnih i
kultiviranih biljnih vrsta (Cosi¢ i sur., 2006.). Mnoge vrste ovoga roda mogu uzrokovati
bolesti kod ljudi i zivotinja. Veliki broj Fusarium vrsta jo$ uvijek je slabo ili vrlo slabo

istrazen kao i njihova rasprostranjenost i ekologija (Leslie i Summerell 2006.)

Rod Fusarium pripada u globalne fitopatogene, koji moze umanjiti kvalitetu i prinose te
takoder ugroziti poljoprivredne proizvodace, ali i izazvati poskupljenje prehrambenih
proizvoda brasna i kruha. Osim financijskog rizika za proizvodacée i potroSace, postoji i

zdravstveni rizik za sve potrosace Zitarica.

Ovi fitopatogeni imaju sposobnost akumulacije u zrnu Zzitarica mikotoksina otrovnih

produkata svoga metabolizma, posebice trihotecena, fumonizina i zearalenona koji mogu



izazvati bolesti kod ljudi i Zivotinja ako konzumiraju takvu hranu (Kanizai Sari¢ i sur.,
2011.).

2.4. Fusarium verticillioides

Vrsta Fusarium verticillioides je rasprostanjena Sirom svijeta te napada mnoge biljne vrste,
a znacajne Stete nanosi kukuruzu kojem uzrokuje truljenje stabljike i klica, a rezultat je
znaCajni gubitak prinosa i smanjenje kakvoée zrna. Vrijeme i nacin infekcije utje¢u na

intenzitet bolesti i na vrijeme otkrivanja simptoma (Leslie i Summerell 2006.).

Burgess 1 sur. (1994.) navode kako F. verticillioides (Slika 1) izaziva i trulez stabljike i
korijena Secerne trske i truljenje glave kod $paroga. F. verticillioides i srodne vrste kao $to

su F. proliferatum proizvode fumonizine u kukuruzu i Se¢ernoj trski.

Slika 1. Cista kultura Fusarium verticillioides

lzvor: Autor

Predstavnici roda Fusarium su uzrocnici i bolesti soje i to: Fusarium oxysporum, Fusarium
semitectum i Fusarium solani (Yang i sur. 2001.). Ivi¢ i sur. (2009). navode kako
kontaminacija sjemena Fusarium vrstama iznosi od 5% do 69% za pSenicu, od 25% do 100%

za kukuruz, od 4% do 17% za soju. Dominantne vrste bile su F. graminearum na pSenici



(27% izolata), F verticillioides na kukuruzu (83% izolata) i F. sporotrichioides na soji (34%
izolata). Istrazivanje je pokazalo da je rizik od kontaminacije Fusarium toksinima veéi za

kukuruz i pSenicu nego za soju.

Cosi¢ i sur. (2003.) u svojem istraZivanju kroz sedam godina i na deset lokacija u Savoniji
prikupljali su uzorke pSenice i kukuruza. Iz uzoraka psenice je izolirano 1169 izolata od
kojih je ¢ak 9 Fusarium vrsta, a 894 izolata s kukuruza, a Sest Fusarium vrsta. F.
graminearum je prevladavao na svim dijelovima biljke pSenice i stabljike kukuruza i
ostacima korijena. Dok je F. moniliforme prevladavao na zrnima i stabljikama kukuruza. U

Hrvatskoj je prvi puta izoliran i odreden F. sporotrichioides.

Mikotoksini se mogu razviti u gotovo svoj sto¢noj hrani tijekom vegetacijske sezone u zetvi
ili tijekom skladisStenja (Peraica i sur., 1999.). Hladno i vlazno vrijeme pogoduje njihovom
stvaranju (Peraica i sur., 1999.). Fumonizini su prvi puta opisani i okarakterizirani kao
mikotoksini tek 1988. godine (Peraica i sur., 1999.). Proizvode ih plijesni roda Fusarium.
Najces¢i proizvodac¢i fumonizina su F. verticillioides i Fusarium proliferatum. S
toksikoloske strane najznacajniji je fumonizin B1 (Peraica i sur., 1999.). Fuminozin B1 je
najpoznatiji i najproucavaniji od fuminozina, ali poznati su i drugi derivati (Leslie i
Summerell, 2006.) Najbolja sinteza fumonizina B1 utvrdena je na zrnima kukuruza koji je
sadrzavao od 27% do 32% vlage i pri temperaturi od 20°C (Bars i sur., 1994.). Kod konja
fumonizini uzrokuju leukoencefalomalaciju, a plu¢ni edem kod svinja (Leslie i Summerell.
2006.). IARC, (2002.) navodi kako postoji veza izmedu fuminozina i karcinoma jednjaka
kod ljudi. Defekte neuralne cijevi takoder mogu uzrokovati fuminozini kod pokusnih
Zivotinja, pa se to stvalja u kontekst klastera slucajeva anencefalije i spine bifide u juznom
Teksasu (slucajevi iz sredine 1990-ih godina), a uzrokom se smatra kontaminirani kukuruz
fumonizinima (IARC, 2002.). IARC je svrstala fumonizine u skupinu 2B; mogucih
karcinogena za ljude (IARC, 2002.).

2.5. Bakterije mlijecne kiseline

Bakterije mlije¢ne kiseline su vazni mikroorganizmi za industriju jer se primjenjuju kao
starter kulture za dobivanje razliitih fermentiranih proizvoda (Kos i sur., 2008.). To su
gram-pozitivne bakterije (s niskim sadrzajem gvanina i citozina u molekuli DNA) koje su
prirodno prisutne na supstratima bogatim hranjivim tvarima poput mlijeka, mesa,

razgradenog biljnog materijala te u ljudskom gastrointestinalnom sustavu (Duki¢, 2009.).

7



Obuhvacaju 20 rodova: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Bifidobacterium, Carnobacterium, Vagococcus, Streptococcus, Oenococcus,Pediococcus,
Sporolactobacillus,  Aerococcus,  Tetragenococcus, Weisella,  Dolosigranulum,
Alloiococcus, Globicatella, Atopobium Actinomyces (Pandzié, 2017.). Bakterije mlije¢ne
kiseline ¢ine normalnu mikrofloru mlijeka, one se uvijek nalaze u mlijeku i mlije¢nim
proizvodima. Po fizioloskim osobinama bakterije mlije¢ne kiseline mogu biti tipi¢ne
(proizvode prvenstveno mlijecnu kiselinu kod fermentacije mlijecCnog Secera, fakultativno
su anaerobne, ne reduciraju nitrate i sadrze katalazu) i netipic¢ne (proizvode malo mlije¢ne
kiseline, a viSe drugih proizvoda fermentacije, aerobne su, sadrze katalazu i reduciraju
nitrate) (Pandzi¢, 2017.). Bakterije mlijecne kiseline koriste se kod proizvodnje nekih sireva
i fermentiranih mlije¢nih proizvoda, zbog toga se ubrajaju u korisne bakterije. Mogu se

nalaziti 1 u moStu, na grozdu, pivu i vinu (Pandzi¢, 2017.).

Huang i sur., (2016.) isti¢u vaznost probiotika koji su ispitani zbog njihovog potencijala kao

dodatna terapija i kao mikrobna terapija raka.

2.6. Lactobacillus spp.

Dio grupe bakterija mlije¢ne kiseline su i Lactobacillus bakterije. One kroz mlije¢no kiselu
fermentaciju pretvaraju Secer u mlije¢nu kiselinu u organizmu (Makarova i sur,. 2006.). Rod
Lactobacillus je najbrojniji s oko 80 vrsta. Vrste koje pripadaju ovom rodu su Lactobacillus
lactis, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus debrueckii, Lactobacillus viridiscens i Lactobacillus xylosus
(Markovi¢, 1990.). Lactobacillus su asporogene, aerobne ili fakultativno anaerobne

bakterije, a proizvode mlije¢nu kiselinu (Presecan, 2010.).

2.7. Lactobacillus casei

Lactobacillus casei (Slika 2.) sadrzi brojne sojeve s dokazanom probioti¢kom aktivno$cu
(Buriti i Saad, 2007.). Probiotici su definirani kao Zzivi mikroorganizmi koji kada se
konzumiraju u odgovarajucoj koli¢ini, pruzaju zdravstvenu korist domacinu (Hill 1 sur.,
2014.). Moze djelovati i kao antibiotik u kombinaciji sa drugim probioticima (McFarland,
2009.).



Slika 2. Lactobacillus casei (Izvor:

https://hr.thpanorama.com/articles/biologa/lactobacillus-casei-caractersticas-taxonoma-

morfologa-beneficios.html

Bakterije mlijecne kiseline tijekom fermentacije i rasta proizvode znatne koli¢ine organske
kiseline, a one djeluju inhibicijski na rast i razmnozavanje mikroorganizama (Brki¢, 1995.).
Osobina L. casei je takoder da proizvodi bakteriocin zbog toga ima dodatno antimikrobno
djelovanje (Koninsky, 1982.). Bakteriocini se ne klasificiraju kao antibiotici oni su razli¢iti
po brojnim karakteristika, iako imaju antibiotska svojstva. Antibiotici su sekundarni
metaboliti, a bakteriocini se sintetiziraju na ribosomima tijekom lag faze rasta, to su mali
peptidi (Chen i Hoover, 2003.).

2.8. Lactobacillus brevis

L. brevis (Slika 3.) je bakterija mlijecne kiseline, izolirana iz silaze, kao i iz fermentiranog

kupusa i ostale fermentirane hrane (Makarova i sur., 2006.).


https://hr.thpanorama.com/articles/biologa/lactobacillus-casei-caractersticas-taxonoma-morfologa-beneficios.html
https://hr.thpanorama.com/articles/biologa/lactobacillus-casei-caractersticas-taxonoma-morfologa-beneficios.html

Slika 3. Lactobacillus brevis

(Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Lactobacillus-brevis-cells-at-3-days-in-
MRS-The-cellular-wall-is-intact-Magnification-x_figl 228486256)

Dokazana su antifungalna svojstva mlijecno kiselih bakterija. Hassan i Bullerman (2008.) u
svojem istrazivanju antifungalne aktivnosti Lactobacillus paracasei izoliranim iz
tradicionalne kulture kruha od kiselog tijesta je potpuno inhibirao rast F. poliferatum i F.

graminearum u teku¢em okruzenju.

Florianowicz (2001.) u svojem istrazivanju antifungalne aktivnosti jedanaest odabranih
bakterijskih kultura i pet gljivica u razli¢itim fazama njihova rasta istraZena je s obzirom na
njihovu aktivnost protiv Penicillium expansum. Rezultati pokazuju da su tri soja roda
Lactobacillus: L. casei, Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus i Lactobacillus lactis ssp.

cremoris su aktivni protiv P. expansum.

U svom preglednom radu Schniirer i Magnusson (2005.) istrazivanjima potvrduju
uc¢inkovitost u suzbijanju sirenja gljiva sa bakterijama mlije¢ne kiseline. Zaklju¢ili su kako
su bakterije mlijéne kiseline u suzbijanju Sirenja gljiva nedovoljno istraZzene. Takoder
navode kako je nuzno izvrSiti dodatna istrazivanja s ciljem pronalaska najefikasnijih rjeSenja
baziraju na antifungalnom ucinku bakterija mlijecne kiseline, ali ne 1 drugim uzrocima koji
su zasluzni za inhibitornu aktivnost i produkte njihova metabolizma. Nekoliko je istrazivanja
dokazalo da osim organskih kiselina bakterije mlijecne kiseline proizvode i antifungalne

peptide, odnosno proteine.
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Magnusson i sur. (2003.) proveli su opsezno istrazivanje bakterija mlije¢nih kiselina sa vise
od 1200 izolata i njihova uc¢inka kao antigljivicnog preparata. istrazivanje je pokazalo kako
10 % izolata ima aktivnosti koje mogu zaustaviti Sirenje gljiva, dok je 4 % njih pokazalo

snaznu aktivnost protiv gljiva.

2.9. Skladistenje zrna

U skladi$tu sjeme soje provede oko 7-8 mjeseci odnosno od Zetve do iduce sjetve. Tijekom
skladistenja sjemena dolazi do postepenog starenja, ali i do oSteenja sjemena $to utjeCe na
kvalitetu sjemena soje (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.). Milosevi¢ i Malesevi¢ (2004.) navode
kako oc¢uvanje bioloske vrijednosti odnosno klijavosti u skladiStu utje¢e niz ¢imbenika kao
Sto su, temperatura skladiSnog prostora, vlaga skladiSnog prostora i sjemena, nasljedna
svojstva sjemena i kvaliteta sjemena. Volenik i sur. (2007.) navode kako je najbitniji
¢imbenik za oCuvanje dugovjecnosti sjemena i oCuvanje zdravog sjemena je sadrzaj vlage u

Zrnu.

Vratari¢ i Sudari¢ (2008.) navode kako gljive mogu zaraziti sjeme prije Zetve u polju i na taj
na¢in umanjiti kvalitetu sjemena. Piotrowska i sur. (2013.) navode kako skladisne plijesni
kontaminiraju zitarice nakon Zetve i tijekom skladiStenja. Na rast plijesni utjece niz razlicitih
¢imbenika, zbog toga treba promisljati o vremenu Zetve s obzirom na vlagu zrna i osigurati
najpovoljnije uvjete tijekom skladiStenja. Neprikladna obrada i upravljanje sjemenom

takoder moZe doprinjeti rastu plijesni.

Vratari¢ i1 Sudari¢ (2008.) navode kako za razvoj skladiSnih plijesni pogoduje visa relativna
vlaga i viSa temperatura zraka u skladistu. Mislivec i Bruce (1977.) navode kako se
kontaminacija plijesni P. chrysogenum cesée nalazi na povrsini soje koja nije povrSinski
dezinficirana, a rijetko kod soje koja je povrsinski dezinficirana. Posljedice kontaminacije
plijesni na Zitaricama i uljaricama su niska klijavost, niska kvaliteta peCenja, diskoloracija,
neuobicajeni okusi, omekSavanje i truljenje (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.). Osim ovih posljedica
Vratari¢ 1 Sudari¢ (2008.) navode 1 zagrijavanje sjemena, biokemijske promjene, gubitak

mase i proizvodnju mikotoksina.

Milner i Gedes (1946.) u svojem istazivanju izvjeStavaju o naglom porastu temperature i

proizvodnja CO> uslijed $irenja plijesni pri ¢emu su izmjerene temperature od 50 do 55 °C,
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nakon toga doslo je do pada temperature. Uslijed ovog procesa sjeme oksidira te ponovno

raste temperatura i CO2, zbog ¢ega dolazi do zapaljenja.

12



3. Materijal i metode

3.1. Priprema podloga za uzgoj mlije¢nih bakterija

U ovom diplomskom radu raden je pokus u kojem su koriStene mlije¢no kisele bakterije
Lactobacillus casei i Lactobacillus brevis iz kolekcije Katedre za mikrobiologiju i zemljisne
resurse Fakukteta agrobiotehnic¢kih znanosti Osijek. Bakterije su nacijepljene u MRS (de
Man, Rogosa, Sharpe) (Merck, Njemacka) tekuc¢u podlogu pri 37 °C kroz 48 h.

3.2. Priprema podloga za uzgoj gljiva

Antifungalna aktivnost je testirana na ¢istim kulturama: Fusarium verticilloides M-7075
(Fusarium Research Center, Department of Plant Pathology, Penn State University, SAD) i
Penicillium chrysogenum iz Kkolekcije Katedre za mikrobiologiju i zemljisne resurse
Fakulteta Agrobiotehnickih znanosti Osijek. Umnozene su Ciste kulture gljiva na krumpir-

dekstroznom agaru (Biolife, Italija) na temperaturi od 25°C+1°C tijekom sedam dana.

Slika 4. Razlijevanje podloga u petrijeve zdijelice (Izvor: Autor)
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Slika 5. Nacjepljivanje gljiva (lzvor: Autor)

3.3 Postavljanje pokusa

Cjelokupni postupak odraden je u sterilnim uvjetima, a koristen pribor i podloge su
sterilizirani u autoklavu (INKO). Sjeme soje proizvedeno je na ekoloskom poljoprivrednom
gospodararstvu ,,Eko-Jazo d.0.0.” koje je Koristeno u pokusu i sluzilo je kao prirodan supstrat
za ispitivanje antifungalne djelotvornosti ispitivanih sojeva bakterija mlijecnih kiselina.
Zrno soje je izvagano u kolicini od 10 g (Slika 6.) u petrijeve zdjelice i sterilizirano. Potom
je zrno soje nakvaseno s ispitivanim sojevima mlije¢no-kiselih bakterija (Slika 7.) u trajanju
od 8 h na sobnoj temperaturi. Broj bakterija odreden je po McFarland standardu i sadrZavalo
je 3x10° ml! stanica. Kontrole su tretirane sa 10 ml sterilne vode. Nakon 8 h sati kvasenja
na sobnoj temperaturi izvrSena je inokulacija s micelijskim diskom ispitivanih ¢istih kultura

plijesni uzetog s rubova kolonije promjera 4 mm u sredinu ploce (Slika 8.).
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Slika 6. Vaganje sjemena soje (Izvor: Gabriella Kanizai Sari¢)

Slika 7. Tretiranje sjemena mlije¢no kiselim bakterijama (Izvor: Gabriella Kanizai

Sari¢)
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Slika 8. Inokulacija micelijskim diskom (Izvor: Gabriella Kanizai Sari¢)

Petrijeve ploc¢e su inkubirane u cetiri ponavljaja na 30°C + 0,2°C u laboratorijskom
termostatu (Termo Medicinski aparati, BTS-M). lIzolate mlije¢no kiselih bakterija nisu
sadrzavale kontrolne probe. Pracen je porast plijesni izmjeravanjem dva promjera kolonije

pod pravim kutom, svakodnevno u periodu od 14 dana.

Rezultati su se statisti¢ki analizirali tako da su se razlike izmedu stope rasta testiranih izolata
bakterija mlije¢ne kiseline i kontrole testirane sa Studentovim t-testom. U statistickoj analizi
podataka koriSteni su Microsoft Excel (2013,) 1 Statistica 13.3 (Dell Inc. 2017.).
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4. Rezultati

Promjer kolonije (mm)

0 2 4 6 8 10 12
Vrijeme (dani)
—e—kontrola L.casei —A—L.brevis

Grafikon 1. Rast Fusarium verticillioides uz Lactobacillus casei i Lactobacillus brevis

Tablica 1. Utjecaj mlije¢no kiselih bakterija na rast Fusarium verticillioides

stopa rasta p
Mlije¢no Kkisele bakterije

(mm/dan)
kontrola 3,77
Lactobacillus casei 0,91 0,000229**
Lactobacillus brevis 1,21 0,001016**

* *stopa rasta znacajno niza od kontrole, p<0,01

U Grafikonu 1. i Tablici 1. je prikazan micelijski rast odnosno dnevna stopa rasta F.

verticillioides koji je tretiran s L. casei i L. brevis u odnosu na kontrolu.
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Grafikon 2. Rast Penicillium chrysogenum uz Lactobacillus brevis i Lactobacillus casei

Tablica 2. Utjecaj mlije¢no kiselih bakterija na rast Penicillium chrysogenum

Stopa rasta p
Mlije¢no Kkisele bakterije
(mm/dan)
Kontrola 3,35
Lactobacillus casei 0,48 0,000326**
Lactobacillus brevis 0,43 0,000270**

** stopa rasta znacajno niza

od kontrole, p<0,01

U Grafikonu 2. i Tablici 2. je prikazan micelijski rast odnosno dnevna stopa rasta P.

chrysogenum koji je tretiran s L. casei i |. brevis u odnosu na kontrolu.
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5. Rasprava

U invivo istrazivanju utvrdena je statisticki vrlo znacajna antifungalna djelotvornost L. caseli
(p<0,01) i L. brevis (p<0,01) (Tablica 1.) pri ¢emu je utvrdeno smanjenje stope rasta
Fusarium verticillioides za 67-75 % u odnosu na kontrolu (Grafikon 1.). Jednako uspje$no
inhibira micelijski rast L. case i L. brevis na P. chrysogenum, za 86-87% (Grafikon 2.), $to

je statisticki znacajno (p<0,01) u usporedbi s kontrolom (Tablica 2.).

Gljivicna oboljenja na biljkama je teSko kontrolirati, pogoduje im visoka temperatura i
visoka vlaznost, stoga je u ljetnim mjesecima njihova pojavnost vec¢a. Shah i sur (1992.) u
svome radu navode kako su ekstrakti sjemenki Argemone mexicana L. uklonile vecinu

gljivica na mletackom grahu, koji spada u porodicu mahunarki kao i soja.

Kritzinger i sur. (2002.) navode kako se protiv gljive P. chrysogenum mogu Koristiti
esencijalna ulja timijana, peperminra i dr. Rathod i Pawar (2012.) navode kako su najcesce
izdvojene gljive na soji P. chrysogenum, Aspergillus, Fusarium za ¢ije se suzbijanje mogu
koristiti ekstrakti lis¢a medicinskog bilja Polyalthia longifolia Thw., Allium sativum L. i

Azadirachta indica A. Juss.

Krishnamurthy i sur. (2008.) istrazivali su inhibicijski utjecaj razli¢itih prirodnih proizvoda
na rast Aspergillus flavus. Neem torta, kaptan, listovi praha indijskog ginsenga i dr. pokazali
su inhibicijski u€inak 1 alternativu u koriStenju kemijskih fungicida. Tretmani su odrzali

veliki postotak klijanja sjemena soje u razdoblju od 6 mjeseci tijekom skladiStenja.

Razli¢iti autori israzivali su razliCite vrste bakterija mlije¢ne kiseline tako Saladino i sur.
(2016) navode kako bakterije mlije€ne kiseline koje su pokazale antifungalno djelovanje
protiv P. expansum i Aspergillus parasiticus koristene su u fermentaciji kruha s kvascem
zbog promatranja smanjenja rasta gljivica i aflatoksina koji je kontaminiran sa A.
paraziticus. Rezultati su pokazali smanjenje aflatoksina i produzenje roka trajanja kruha za
3-4 dana.

Cvek i sur. (2010.) u svom radu istrazivali antifungalno djelovanje izolata bakterije mlijeéne
kiseline Lactobacillus plantarum K1 na rast plijesni Aspergillus ochraceus. Rezultati su
pokazali da suspenzija stanica bakterije L. plantarum K1 znacajno inhibira rast plijesni
tijekom prvih 14 dana inkubacije, dok supernatant fermentirane hranjive podloge pokazuje

dobar inhibitorni utjecaj na rast plijesni kroz duzi period inkubacije.
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Russo i sur. (2016.) ispitali su antifungalno djelovanje osamdeset i 0sam sojeva L. plantarum
protiv P. chrysogenum, Penicillium expansum, Aspergillus niger i dr. Soj L. plantarum UFG
121 je pokazao jako antifungalno djelovanje. Uzorci koji su sadrzavali ovaj soj bakterijea
mlije¢ne kiseline imali su izvrsne u¢inke kao bio konzervansa za pic¢e na bazi zobi. Sorentino
i sur. (2013.) su utvrdili antifungalnu uc¢inkovitosti kulture L. plantarum u odnosu na 11
Penicillium rodova izoliranih s crnog tartufa na tempreturi skladistenja tartufa (4° C). Ova
antifungalna ucinkovitost je utvrdena i protiv Penicillium digitatum, DSM 2750 uzro¢nika

zelene plijesni tartufa.

Laitila 1 sur., (2002) u svojem istrazivanju antifungalne aktivnosti dva soja L. plantarum
protiv Fusarium plijesni in vitro u jeémenom sladu, ukazuju na to da ovi sojevi s poznatim
i odabranim karakteristika se mogu koristiti kao prirodno, visokokvalitetno sredstvo za
biokontrolu za upravljanje problemima uzrokovanim gljivama Fusarium tijekom Klijanja

Zitarica.

Antifungalnu djelotvornost bakterija mlije¢ne kiseline potvrdila su brojna istraZivanja.
Kanizai Sarié i sur. (2017.) ispitali su antifungalni uéinak djelotvornosti mlije¢no kiselih
bakterija u in vitro istrazivanju na rast plijesni roda Fusarium. Utvrdili su da L. brevis
reducira micelijski rast plijesni Fusarium verticillioides i Fusarium graminearum, te

redukciju rasta F. graminearum uz djelovanje L.casei.

Hongjuan i sur. (2014.) ispitali su antifungalnu aktivnost i uéinak L. casei ha morfologiju
micelija i ultrastrukturu P. chrysogenum, te su rezultati pokazali da L. casei inhibira rast P.
chrysogenum, takoder su uoc¢ene morfoloske karakteristike P. chrysogenum, vrh hife bio je
deformiran i imao je moniliformni oblik i micelij je izgledao prozirno. Rezultati su pokazali

visoku antifungalnu aktivnost ovog bakterijskog soja.

Antifungalnu djelotvornost bakterija mlije¢ne kiseline istrazili su Laref i Guessas (2013.) na
rodove Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp., Trichoderma spp. i Stemphylium
spp., u tekuc¢oj hranjivoj podlozi za vrijeme 1 poslije sedam dana uzgoja nije zabiljeZen rast
gljiva, bakterije mlijecne kiseline su pokazale antifungalan ucinak. Inhibitorna aktivnost se

nije promijenila niti grijanjem, hladenjem niti zamrzavanjem uzoraka.

Kivanc 1 Kovanci (2017.) istrazivali su antifungalno djelovanje 45 bakterija mlije¢nih
kiselina koje su izolirane iz fermentiranih proizvoda protiv Penicillium chrysogenum,

Fusarium oxysporum, Aspergillus parasiticus i dr. Samo 9 izolata je pokazalo antifungalnu
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ucinkovitost protiv jedne ili viSe vrsta plijesni. L. brevis KL7 je inhibirao P. chrysogenum i

A. parasiticus za 5 dana.

U ekoloskoj poljoprivredi vazna je primjena sredstava za tretiranje samog sjemena, osim
financijskog rizika koji mogu uzrokovati P. chrysogenum i F. verticillioides, takoder je

vaznije oCuvati zdravlje ljudi i zivotinja.
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6. Zakljucak

U proizvodnji, preradi, transportu i skladiStenju hrana osjetiljiva je na kontaminaciju
plijesnima. Pretpostavka je da se 5 do 10 % ukupne hrane baci zbog kontaminacije gljivama
(Munoz, 2010.). Problem zaraze gljivama nije prisutan samo u svijetu nego i u poljoprivredi
Republike Hrvatske. Pojedini rodovi gljiva pripadaju u globalne fitopatogene koji mogu
izazvati velike Stete za proizvodace, zdravlje ljudi i zivotinja. Penicillium kontaminira suhe
namirnice, zacine, suhe Zitarice, svjeze voce i povrée, dok Fusarium najvise kontaminira
kukuruz, Se¢ernu trsku 1 Sparoge. Prije ili poslije zetve, te pri neadekvatnom skladiStenju
moze do¢i do zaraze ovim gljivama. Stoga se one mogu naci u hrani koju konzumiramo, kao
I njihovi mikotoksini.

Suvremena proizvodnja hrane zahtjeva $to manju upotrebu kemijskih sredstava koja se moze
posti¢i 1 primjenom biopreparata. Oni se koriste u ekoloskoj poljoprivredi, prirodnog su
podrijetla, u potpunosti su biorazgradivi, ne narusavaju zdravlje potrosaca i ne zagaduju

ekosustave.

Rezultati provedenog istrazivanja potvrdili su antifungalni u¢inak izolata mlije¢no kiselih
bakterija. L. brevis i L. casei znacajno inhibiraju micelijski rast rodova Fusarium
verticillioides i Penicillium chrysogenum na supstratu soje. Utvrdeno je da za kontrolu rasta
plijesni bakterije mlije¢ne kiseline imaju veliki potencijal u zastiti usjeva protiv fitopatogena

kao 1 na njihovu primjenu u bioloskoj metodi zastite usjeva u ekoloSkoj poljoprivredi.
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8. Sazetak

Fitopatogene vrste koje imaju sposobnost nakupljanja u namirnicama i zrnu Zzitarica svojih
otrovnih produkata metabolizma odnosno mikotoksina su rodovi Fusarium i Penicillium.
Osim $to mogu ozbiljno narusiti zdravlje ljudi i Zivotinja, utjeCu i na Smanjenje prinosa i
prihoda za proizvodace. U in vivo istrazivanju koje smo proveli ispitali smo antifungalnu
djelotvornost bakterija mlije¢ne kiseline s ciljem suzbijanja zaraze zrna soje sa Fusarium
verticillioides i Penicillium chrysogenum. Provedenim istrazivanjem utvrdeno je znacajno
smanjenje micelijskog rasta ovih plijesni uz djelovanje rodova Lactobacillus brevis i
Lactobacillus casei. Rezultati ovoga istrazivanja potvrduju moguénost koriStenja bakterija
mlije¢ne kiseline kao jedne od bioloskih metoda zaStite usjeva u sprjeCavanju rasta

fitopatogena koji uzrokuju znatne gubitke prinosa i ugrozavaju zdravlje ljudi.

Klju¢ne rijeci: Fusarium verticillioides, Penicillium chrysogenum, Lactobacillus brevis,

Lactobacillus casei, sjeme soje
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9. Summary

The genera Fusarium verticilioides and Penicillium chrysogenum are phytopathogenic
species that have the ability to accumulate in food and cereal grains their toxic metabolic
products or mycotoxins. In addition to seriously impairing human and animal health, they
also reduce yields and incomes for producers. In an in vivo study, we examined the antifungal
efficacy of lactic acid bacteria with the aim of controlling soybean infection with F.
verticillioides and P. chrysogenum. The research revealed a significant reduction in the
mycelial growth of these molds with the action of the genera L. brevis and L. casei. The
results of this study confirm the possibility of using lactic acid bacteria as one of the
biological methods of crop protection in preventing the growth of phytopathogens that cause
significant yield losses and endanger human health.

Keywords: Fusarium verticillioides, Penicillium chrysogenum, Lactobacillus brevis,

Lactobacillus casei, soybean seed
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10.Popis tablica

Red Br. Naziv Stranica

Tablical. | Utjecaj antifungalnih kombinacija na rast plijesni 16
Fusarium verticillioides

Tablica 2. | Utjecaj antifungalnih kombinacija na rast plijesni 17
Penicillium chrysogenum
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11.Popis slika

Red br. Naziv Stranica
1. Cista kultura Fusarium verticillioides 6
2. Lactobacillus casei 9
3. Lactobacillus brevis 10
4. Razlijevanje podloga u petrijeve zdijelice 13
5. Nacjepljivanje gljiva 14
6. Vaganje sjemena soje 15
1. Tretiranje sjemena mlije¢no kiselim bakterijama 15
8. Inokulacija micelijskim diskom 16
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12.Popis grafikona

Red br. Naziv Stranica
1. Rast plijesni Fusarium verticillioides uz Lactobacillus casei i 16
Lactobacillus brevis
2. Rast plijesni Penicillium chrysogenum uz Lactobacillus brevis i 17

Lactobacillus casei

32




TEMELJIJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku Diplomski rad
Fakultet Agrobiotehni¢ih znanosti Osijek
Sveucili$ni diplomski studij, smjer Ekoloska poljoprivreda

Utjecaj mlijeéno kiselih bakterija na rast Fusarium sp. i Penicillium sp. na zrnu soje

Pamela Vorgié¢

Sazetak:

Fitopatogene vrste koje imaju sposobnost akumulacije u namirnicama i zrnu zitarica svojih otrovnih produkata
metabolizma odnosno mikotoksina su i rodovi Fusarium i Penicillium. Osim $to mogu ozbiljno narusiti
zdravlje ljudi i Zivotinja, utjeCu i na smanjenje prinosa i prihoda za proizvodace. U in vivo istrazivanju koje
smo proveli ispitali smo antifungalnu djelotvornost bakterija mlije¢ne kiseline s ciljem suzbijanja zaraze zrna
soje sa F. verticillioides i P. chrysogenum. Provedenim istraZivanjem utvrdeno je znaajno smanjenje
micelijskog rasta ovih plisni uz djelovanje rodova L. brevis i L. casei. Rezultati ovoga istrazivanja ukazuju na
moguénost koriStenja bakterija mlijecne kiseline kao jedne od bioloskih metoda zastite usjeva u suzbijanju
rasta fitopatogena koji dovode do znac¢ajnih gubitaka prinosa i rizik za zdravlje ljudi.

Kljuéne rijeci: Fusarium verticillioides, Penicillium chrysogenum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei,
antifungalna djelotvornost

Rad je izraden pri: Fakultet Agrobiotehnic¢kih znanosti Osijek
Mentor: izv. prof. dr. sc. Gabriella Kanizai Sari¢

Broj stranica: 32

Broj slika: 8

Broj grafikona: 2

Broj tablica:2

Broj literaturnih navoda: 70
Broj priloga:0

Jezik izvornika: Hrvatski

Datum obrane:

Struéno povjerenstvo za obranu:

1. prof. dr. sc. Jasenka Cosi¢, predsjednik
2. izv. prof. dr. sc. Gabriella Kanizai Sari¢, mentor
3. izv. prof. dr. sc. Anita Liska, ¢lan

Rad je pohranjen u: Knjiznica Fakulteta Agrobiotehnickih znanosti Osijek, Sveudiliste J. J. Strossmayer u
Osijeku, Vladimira Preloga 1



BASIC DOCUMENTATION CARD

Josip Juraj Strossmayera University of Osijek Graduate thesis
Faculty of Agrobiotehnical Sciences Osijek
University Graduate Studies, Ecologycal agriculture

Influence of lactic acid bacteria on growth of Fusarium sp. and Penicillium sp. on soybean seed

Pamela Vorgié¢

Abstract:

The genera Fusarium verticilioides and Penicillium chrysogenum are phytopathogenic species that have the
ability to accumulate in food and cereal grains their toxic metabolic products or mycotoxins. In addition to
seriously impairing human and animal health, they also reduce yields and incomes for producers. In an in vivo
study, we examined the antifungal efficacy of lactic acid bacteria with the aim of controlling soybean infection
with F. verticillioides and P. chrysogenum. The research revealed a significant reduction in the mycelial growth
of these molds with the action of the genera L. brevis and L. casei. The results of this study confirm the
possibility of using lactic acid bacteria as one of the biological methods of crop protection in preventing the
growth of phytopathogens that cause significant yield losses and endanger human health

Keywords: Fusarium verticillioides, Penicillium chrysogenum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei,
antifungal efficacy

Theisis performed at: Faculty of Agrobioteynical Sciences Osijek
Mentor: izv. prof. dr. sc. Gabriella Kanizai Sari¢

Numberof pages: 32
Number of pictures:8
Number of figures: 2
Number of tables: 2
Number of references: 70
Number of appendices:0
Orginal in:Croatian

Thesis defended on date:

Reviewers:

1. prof. dr. sc. Jasenka Cosi¢, predsjednik
2. izv. prof. dr. sc. Gabriella Kanizai Sari¢, mentor

3. izv. prof. dr. sc. Anita Liska, ¢lan

Thesis deposited at: Libary of Faculty of Agrobiotehnical Sciences Osijek, Josip Juraj Strossmayer
Universityof Osijek, VIadimira Preloga 1



