Priprema mikrobioloskih kultura plijesni za trajno
skladistenje i globalnu distribuciju

Balai¢, Patricia

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University
North / Sveuciliste Sjever

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:122:879589

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2025-03-04

HLYON
ALISY3IAINN
. _ Repository / Repozitorij:
—— :‘ § —
° University North Digital Repository
SVEUCILISTE
SJEVER

AN §epér

rd i r.ns k. h r DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLI


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:122:879589
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.unin.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/unin:7551
https://dabar.srce.hr/islandora/object/unin:7551

HL3YON
ALISY3IAINN

_|_

SVEUCILISTE
SJEVER

SveucdiliSte
Sjever

1 ZA
MMI

Zavrsni rad br. 69/PREH/2024

Priprema mikrobioloskih kultura plijesni za trajno
skladiStenje i globalnu distribuciju

Patricia Balaié¢, 0336056815

Koprivnica, rujan 2024. godine






HL3YON
ALISY3IAINN

_|_

SVEUCILISTE
SJEVER

SveucdiliSte
Sjever

1 ZA
MMI

Odjel za Prehrambenu tehnologiju

Zavrsni rad br. 69/PREH/2024

Priprema mikrobioloSkih kultura plijesni za trajno
skladiStenje 1 globalnu distribuciju

Student

Patricia Balai¢, 0336056815

Mentor

Bojan Sarkanj, izv.prof.dr.sc.

Koprivnica, rujan 2024. godine






Zahvale

Ovim putem zahvaljujem svome mentoru izv. prof. dr. sc. Bojanu Sarkanju na ukazanome
povjerenju i ulozenom trudu u izradi zavrSnog rada, ali i prenesenom znanju kroz sve godine
studija. Zahvaljujem se ostalim profesorima i kolegama sa Sveucilista Sjever koji su mi obogatili
i uljepsali period studiranja.

Posebno se zahvaljujem mojoj obitelji i prijateljima na podrsci, razumijevanju i potpori koji su

me uspjesno doveli do kraja Skolovanja.



Sazetak

Plijesni su viSestani¢ni mikroorganizmi iz carstva gljiva. Siroko su zastupljene okolisu u
vegetativnom obliku, gradene od hifa koje tvore micelij, ili u obliku latentnih spora. Kao i sva
Ziva bi¢a imaju moguénost razmnozavanja koje se provodi spolnim ili nespolnim sporama
ovisno o vrsti plijesni. Mikotoksikogene plijesni uzrokuju veliki problem za ljude u
zdravstvenom i gospodarskom aspektu stvarajuéi otrove Stetne po zdravlje ostalih Zivih
organizama. U svrhu razli¢itih istrazivanja nad plijesnima koriste se unaprijed pripremljene
standardne suspenzije spora. U ovome radu opisan je uzgoj plijesni Aspergillus flavus,
Aspergillus ochraceus, Penicillium expansum, Fusarium graminearum i Fusarium
verticillioides na hranjivim podlogama u laboratoriju. Nakon uzgoja proveden je postupak
ispiranja i brojanje spora plijesni pod mikroskopom te priprema standardiziranih otopina
koncentracije od 10° spora po mililitru suspenzije te dugotrajno skladistenje istih.

Kljuéne rijeci: plijesni, mikotoksini, spore, standardne suspenzije, dugotrajna pohrana

mikroorganizama



Summary

Molds are multicellular microorganisms from the kingdom of fungi. They are widely
present in the environment in their vegetative form, consisting of hyphae that form mycelium,
or in the form of dormant spores. Like all living beings, they have the ability to reproduce,
which occurs through sexual or asexual spores depending on the type of mold. Mycotoxigenic
molds pose a significant problem for humans in both health and economic aspects, producing
toxins harmful to the health of other living organisms. Pre-prepared standard spore suspensions
are used for various research purposes on molds. This paper describes the cultivation of molds
Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Penicillium expansum, Fusarium graminearum, and
Fusarium verticillioides on nutrient media in the laboratory. After cultivation, the process of
washing and counting mold spores under a microscope was conducted, followed by the
preparation of standardized solutions with a concentration of 10° spores per milliliter of

suspension and their long term storage.

Keywords: molds, mycotoxins, spores, standard suspensions, long term storage of microbes
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1. Uvod

Plijesni su visestani¢ni mikroorganizmi iz carstva gljiva [1]. Preko 200 godina znanstvenici
debatiraju koje sve organizme ubrajati u carstvo Funga.. U knjizi The Dictionary of Fungi autora
Paula M. Kirka i suradnika u zadnjem izdanju knjige navedeno je 97.330 razliitih vrsta koje
ubrajamo u carstvo gljiva. Brojni znanstvenici procjenjuju da bi stvarna brojka razlicitih vrsta
mogla dosegnuti oko 1,5 milijuna [2].

Plijesni su §iroko rasprostranjeni organizmi, a u prirodi se mogu na¢i kao aktivno zivuca
vegetativna tijela ili u obliku latentnih spora. Tijelo plijesni gradeno je od nitastih stanica koje
isprepleteno rastu tvore¢i gustu mrezu [1]. Mikotoksini su spojevi male molekulske mase s
toksi¢nim i kancerogenim djelovanjem za ljude i zivotinje pri niskim koncentracijama. Rodovi
Penicillium, Fusarium i Aspergillus smatraju se jednim od najznacajnijih predstavnika
mikotoksikogenih plijesni. Mikotoksini u hrani predstavljaju velik rizik u stvaranju bolesti te Stetu
u gospodarstvu. Bolesti nastale kao posljedica unosa prevelikih koli¢ina mikotoksina zovu se

mikotoksikoze [3] .

Slika 1.1.: Put mikotoksina u hrani [3]

Plijesni imaju sposobnost proizvodnje razli¢itih kemijskih spojeva. Osim ve¢ spomenutih
mikotoksina, neki od produkata plijesni su limunska kiselina, spojevi s antibiotskim djelovanjima
(penicilin) i sli¢ni koji za covjeka imaju i korisnu funkciju [3].

Mikrobioloska istrazivanja ¢esto su dugotrajan i kompleksan proces. Standardne suspenzije
spora plijesni koriste se kao kljuéni materijal kod razli¢itih vrsta istrazivanja antifungalnih

djelovanja, u svrhu odrzavanja ¢istih kultura i dr.

1



U ovom radu teorijski je opisano pet vrsta mikotoksikogenih plijesni: A. flavus, A. ochraceus,
P. expansum, F. graminearum i F. verticillioides, nadalje je opisana i priprema standardnih
suspenzija spora istih. Tema je obradena teorijski podacima iz znanstvenih knjiga i Casopisa te
prakti¢no u laboratoriju Odjela za prehrambenu tehnologiju Sveucilista Sjever. Postupak ukljucuje
sam pocetak od nacjepljivanja i uzgoja plijesni na hranjivim podlogama, preko brojanja spora,

nacina pripreme suspenzija za svaku pojedinu plijesan do skladiStenja suspenzija.



2. Obrada zadatka

2.1. Plijesni

Plijesni su viSestani¢ni organizmi iz carstva gljiva (fungi) u kojem se jo$ nalaze kvasci i vise
gljive [1], a poznato je vise od 100.000 razlicitih vrsta koje se ubrajaju u isto [2]. Plijesni su Siroko
rasprostranjene, te rastu na raznolikim staniStima poput pustinja, mora, podruc¢ja s ekstremno
niskim/visokim temperaturama [4].

......

dijelimo ovisno o:

1. Temperaturi rasta:

a. Psihrofili (od 0 °C do 20 °C)

b. Mezofili (od 20 °C do 45 °C)

c. Termofilni (od 45 °C do vise od 90 °C)
2. Potrebom za kisikom

a. aerobni mikroorganizmi

b. anaerobni mikroorganizmi

c. mikroaerofilni mikroorganizmi

d. fakultativni anaerobni mikroorganizmi
3. pH medija

a. neutrofili (preferiraju neutralno pH-podrucje)

b. acidofili (vole kiselo)

c. alkalofili (vole bazi¢no) [5]

Prema nacinu prehrane plijesni ubrajamo u heterotrofe koji se hrane supstratima drugih zivih
organizama (uglavnom biljaka i Zivotinja) [4].

Plijesni su Siroko rasprostranje mikroorganizmi, te u usporedbi s ostalim mikroorganizmima
vrlo otporni na vanjske ¢imbenike [5], a u prirodi se mogu naéi kao aktivno zivuca vegetativna

tijela ili u obliku spora [1].

2.1.1. Grada plijesni

Tijelo plijesni sastavljeno je od mnostva mikroskopski malenih razgranatih niti — hifa. Hife
rastu tvore¢i gustu mrezu zvanu micelij [1]. Prema funkciji razlikuju se vegetativni i reproduktivni

micelij (Slika 2.1.). Vegetativni micelij apsorbira hranjive tvari iz okoline te ima zadacu



prehranjivanja plijesni i oblikuje tijelo plijesni u koloniju. Reproduktivni micelij ili zra¢ni micelij
nosi strukture kojima se plijesan spolno i/ili nespolno razmnozava [6]. Zra¢ni micelij osim toga
tvori pucinasti oblik kolonije plijesni [1]. Plijesni se razlikuju po boji i Sirini hifa, te gradi i broju
popre¢nih pregrada. Tako razlikujemo hijalohifomicete, plijesni neobojenih spora, od

feohifomiceta, plijesni ¢ije su hife tamnosmede do crno obojane [6].

Slika 2.1.: Vegetativni i zracni micelij, prilagodeno iz [7]

Na vrhovima zra¢nog micelija nalaze se tvorevine za razmnoZavanje u/na kojima se stvaraju
posebne stanice — spore. Svaka spora plijesni u povoljnim uvjetima moze stvoriti novu koloniju
iste plijesni. Plijesni u pravilu proizvode velike koli¢ine spora koje su otporne na uvjete u kojima
se vegetativne stanice plijesni uniStavaju. Prema vrsti razmnoZzavanja, plijesni tvore spolne i
nespolne spore [1].

Nespolne spore nastaju procesom jednostavnog dijeljenja stanica. S obzirom na morfologiju

nespolnih spora (Slika2.2.) mogu se prepoznati i razlicite vrste plijesni [1].

Slika 2.2.: Nespolne spore s lijeva na desno: blastospore, klamidospore, artrospore,

sporangiospore, konidiospore, prilagodeno iz [8]



Blastospore su spore koje nastaju pupanjem. Klamidospore nastaju od vegetativnih hifa.
Artrospore nastaju unutar hifa, od zadebljalih stani¢nih stijenki koje zatim fragmentiraju te svaki
odjeljak predstavlja jednu sporu. Sporangiospore nastaju u takozvanim sporangijima koji nastaju
na vrhu zra¢ne hife, a koji pucaju nakon §to spore sazriju. Konidiospore se stvaraju u obliku
grozdanih nakupina te se vrlo lako Sire [1].

Spolne spore kod plijesni rezultat su spolnog razmnozavanja. Rjede se pojavljuju od nespolnih
spora te se proizvode uglavnom u specijalnim okolnostima (promjena temperature, koli¢ine vode

ili izvora nutrijenata). Spolne spore razlikujemo prema njihovom nastanku (slika 2.3.) [1].

® L0

Slika 2.3.: Spolne spore s lijeva na desno: bazidiospore, zigospore, askospore, prilagodeno iz

[9]

Bazidiospore stvaraju se s vanjske strane bazidija i to najcesce po Cetiri komada. Zigospore su
velike spore okruzene debelom stijenkom, a nastaju kao rezultat spajanja jezgri dviju stanica
morfoloski sli¢nih osobina. Askospore takoder nastaju spajanjem dviju stanica u strukturi nalik

vrecici, askusu. U askusu se stvaraju dvije do osam askospora [1].

2.1.2. Istrazivane vrste plijesni

Aspergillus flavus je plijesan iz roda Aspergillus koji sadrzi preko 250 vrsta. A. flavus Siroko
je rasprostranjena plijesan koja je prisutna u tlu, skladistima zitarica, sto¢noj hrani, truloj vegetaciji
[10]. Najbolji rast ima pri temperaturi od 33 °C. Vegetativne hife tvore micelij u pahuljastoj
formaciji s praskastom prevlakom, sklerocij zelene boje (Slika 2.4.) [11]. Zra¢ne hife sadrze

tvorevine za razmnozavanje, U ovome slu¢aju konidiospore [10].



Slika 2.4.: A. flavus uzgojena na hranjivoj podlozi [vlastiti izvor]

Plijesni iz roda Aspergillus imaju sposobnost proizvodnje mikotoksina — sekundarnih
produkata metabolizma plijesni. Mikotoksini su spojevi male molekulske mase s toksi¢nim i
kancerogenim djelovanjem na ljude i Zivotinje pri niskim koncentracijama. Vrsta A. flavus od svih
vrsta iz roda Aspergillus najznacajniji je producent mikotoksina [12]. Najpoznatiji predstavnik
mikotoksina ove vrste plijesni jest aflatoksin. U prirodi su najznacajnije 4 glavne skupine
aflatoksina: AFB1, AFB2, AFG1 i AFG2. Razlikuju se prema boji koju fluoresciraju ispod UV
i AFG2) [13]. Postoji posebna skupina aflatoksina koji nisu direktni metaboliti plijesni.
Aflatoksini AFM1 i AFM2 rezultat su metabolizma sisavaca koji su konzumirali hranu zarazenu
aflatoksinom AFB1 i AFB2, pa ih zbog toga pronalazimo najces¢e u mlijeku sisavaca i
proizvodima od istog [13].

Aspergillus ochraceus najces¢e se moze pronaci u orasastim plodovima i Zitaricama poput
rize, je¢ma, kukuruza, kikirikija i soje, susenoj i uskladi$tenoj hrani, povrcu, vocu i grozdu. Raste
u kolonijama svijetlo do zlatno zute boje. Optimalna temperatura za rast A. ochraceus iznosi 37

°C. U nepovoljnim uvjetima rasprostranjuje se zuto-smedim konidiosporama [13].



b

Slika 2.5.: A. ochraceus uzgojena na hranjivoj podlozi [vlastiti izvor]

Plijesan A. ochraceus proizvodi viSe vrsta mikotoksina, najobilniji i najtoksi¢niji je ohratoksin
A, uz kojeg su tu jo$ ohratoksini B i OTC. OTA je snazan mikotoksin s hepatoksi¢nim,
nefrotoksi¢nim, kancerogenim i genotoksicnim djelovanjem. Nalazi se u kontaminiranim
proizvodima, naro¢ito u Zitaricama (je¢am, pSenica, kukuruz, zob), kruhu, pivu, sirovoj i przenoj
kavi, suS§enome vocéu, crnome vinu, ¢ajevima i dr. [3].

Penicillium expansum jedna je od dvjestotinjak poznatih vrsta plijesni iz roda Penicillium. U
prirodi raste u tlu, na zitaricama, osteCenim plodovima voca i povréa, na vlaznim povrSinama.
Prijenos plijesni do ploda najcesce se vrsi vodom. Plijesan u plodove voca i povréa moZe uci tek
nakon S§to su mehanicki oSteCeni pa se truljenje najceS¢e javlja u fazi skladiStenja. Plijesan
svrstavamo u skupinu psihrofila, tj. plijesni koje imaju sposobnost rasta i na prili¢éno niskim
temperaturama. Najnize temperature koje nisu utjecale na P. expansum isle su i do -6 °C, dok
optimalna iznosi 25 °C. U nepovoljnim uvjetima ima sposobnost stvaranja konidiospora

plavozelene boje (Slika 2.6.) po kojima je plijesan vrlo lako prepoznati [11].



Slika 2.6.: P. expansum uzgojena na hranjivoj podlozi [vlastiti izvor]

P. expansum vazan je producent dvaju mikotoksina: patulina i citrinina [11]. Patulin je u
pocetku smatran antibiotikom zbog toksi¢nog djelovanja na bakterije, sve dok se nije dokazalo
kako ima citotoksi¢no djelovanje i na druge mikroorganizme, ali i viSe organizme, biljke, zivotinje,
pa tako i na ljude [3]. Citrinin, iako je jedan od prvo otkrivenih mikotoksina, nije jo$ uvijek u
potpunosti istraZzen. Postoje dokazi kako citrinin nepovoljno djeluje na sintezu ribonukleinske
kiseline, te ima nefrotoksi¢no, hepatotoksi¢no, teratogeno, genotoksi¢no i fetotoksi¢no djelovanje
kod ¢ovjeka [14].

Fusarium graminearum, telemorf Gibberella zeae, spada u najrasprostranjenije vrste
porodice Fusarium. F. graminearum najprije se moze pronaéi na usjevima pSenice, kukuruza i
jecma, a rjede i1 na soji, Se¢ernoj repi, bananama i krumpiru. Optimalna temperatura za rast krece
se oko 24-26 °C. Ovisno o mediju na kojem rastu mogu biti boje od bijele, Zute, do roze i ljubicaste,
a teksture vunaste poput pamuka. Kod nepovoljnih uvjeta stvara askospore nalik tankom
polumjesecu [11].



Slika 2.7.: F. graminearum uzgojena na hranjivoj podlozi [vlastiti izvor]

F. graminearum producent je gotovo 50 razlicitih spojeva koje smatramo mikotoksinima.
Najbitnije je istaknuti zearalenon i spojeve iz skupine trihotecena: T-2, HT-2, deoksinivalenol i
nivalenol [11]. Zearalenon je estrogeni nesteroidni mikotoksin koji kod djece uzrokuje uranjeli
pubertet, a zabrinutost se javlja zbog rezultata prisutnosti spoja u ve¢em broju testiranih uzoraka
djec¢je hrane. Postoje istrazivanja koja zearalenonu prepisuju toksi¢na djelovanja na zivotinje [ 3].
Trihoteceni su grupa od oko 150 razli¢itih spojeva sekundarnog metabolizma plijesni. Podijeljeni
su u Cetiri skupine: A, B, C, D. Najbitniji predstavnici B skupine trihotecena jesu DON i NIV, a
snazni inhibitori sinteze proteina u eukariota $to rezultira posljedicama u cijelom organizmu od
dermatoloskih, imunosnih, hematoloskih, nefroloSkih do gastrointestinalnih problema. Kod
Zivotinja najcesce zapocinje odbijanjem hrane [3].
kukuruzu i pSenici. Osim na Zitaricama pronalazi se i na uljaricama, oraSastim plodovima,
mahunarkama, citrusima i tropskom vocu. Trulez uzrokovana F. verticillioides prepoznaje se po
bijeloj boji micelija. Plijesan moze rasti na velikom intervalu temperatura, od najnize 2,5-5 °C do
najvise temperature od 32-37 °C. Optimalna temperatura za rast F. vericillioides iznosi oko 25 °C.

Kod nepovoljnih uvjeta stvara askospore nalik tankom polumjesecu [11].



Slika 2.8.: F. verticillioides uzgojena na hranjivoj podlozi [vlastiti izvor]

F. verticillioides moze inficirati namirnice i bez znatno vidljivih znakova, no infekcija se moze
prepoznati prisutno$¢u mikotoksina, posebice fumonizina B. Glavni mikotoksini iz skupine
fumonizina B koje F. verticillioides proizvodi jesu fumonizin B1 i B2 [8]. Iako nema znacajnih
podataka o trovanjima fumonizinom kod ljudi, u zivotinja su zabiljezena oSteenja i karcinom

bubrega, jetre, jednjaka, plu¢ni edem i leukoencefalomacija [3].

2.2. Podloge za sporulaciju plijesni

Hranjive podloge su medij koji sadrze hranjive i druge tvari ovisno o svojoj namjeni. Prema
podloga su destilirana voda, anorganske soli, pepton, ekstrakti kvasce, te sredstva za skrucivanje
(npr. agar, zelatina) za pripremu ¢vrstih podloga [15].

Prema upotrebi u laboratoriju hranjive podloge dijele se na:

a) Osnovne hranjive podloge dobar su izvor ugljika, Se¢era, aminokiselina, soli i vitamina.
Omogucuju rast razli¢itim vrstama mikroorganizama. Koriste se 1 kao temelj za izradu
drugih vrsta podloga [15].

b) Diferencijalne hranjive podloge upotrebljavaju se za izolaciju Ciste kulture. Na
diferencijalnim podlogama razli¢ite vrste mikroorganizama pokazuju karakteristi¢ne
oblike rasta kolonija na temelju kojih se razlikuju od drugih vrsta [15].

c) Selektivne hranjive podloge sluze za poticanje rasta jednih, a inhibiciju rasta drugih
vrsta mikroorganizama. U podlogu se mogu dodati tvari poput kiselina, antibiotika,
antimikotika, soli, i dr. [15].
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d) Hranjive podloge za transport

e) Hranjive podloge za poticanje rasta

Za pripremu suspenzija spora, hranjive podloge pripremaju se u obliku krutih kosih agara u

epruvetama.

2.2.1. PDA agar
Kada je rije¢ o uzgoju plijesni najéeséi odabir je krumpirov dekstrozni agar (PDA). Secer i

ekstrakt krumpira potic¢u rast plijesni i kvasaca, a plijesni na PDA podlozi tvore svoje tipicne

morfoloske oblike. Nakon kuhanja i hladenja podloga je prozirna i zute boje [1].

2.2.2. MBA agar

Plijesni roda Fusarium na PDA agaru stvaraju vrlo malu koli¢inu spora. Mung bean agar

(MBA) dokazano pospjesuje sporulaciju plijesni roda Fusarium (Slika 2.9.)[16].

MBA PDA

Week 1 6.52X 10*"  0.38 X 10**
Week 2 32.66 X10°? 040X 10*"
Week 3 12536 X 10°°  0.12X 10*"
Week 4 255.76 X 10*?  0.28 X 10**
Slika 2.9.: Usporedba kolicina proizvedenih spora plijesni F. graminearum na MBA i PDA

podlozi prilagodeno iz [16]

2.3. Komore za brojanje suspenzije spora

Stanice ili spore mikroorganizama mogu se brojati pod mikroskopom uz pomo¢ takozvanih
komora za brojanje stanica (hemocitometar). Brojanje spora hemocitometrom omogucuje
odredivanje ukupnog broja spora u odredenom volumenu otopine. Komore su gradene od debelog
stakla sa metalnom plo¢icom u sredini, u kojoj su izrezbarene linije kvadrata koje ¢ine mrezu

(Slika 2.10) povrsine 0,0025 mm?, te sa po dva Zlijeba sa svake strane metalne plo¢ice [17].
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Slika 2.10.: Mreza kvadrata na metalnoj plocici hemocitometra [18]

Komora se priprema za rad na nacin da se bridovi izmedu Zzlijebova navlaze nakon ¢ega se
pokrovno stakalce prstima prisloni 1 polako pomice o bridove kako bi se pricvrstilo. Metalna
plocica spustena je za 0,100 mm od bridova te se u prostor izmedu plocice i pokrovnog stakla
pomocu pipete ispusta suspenzija stanica. Nakon ubrizgavanja tekuéine preporuca se pricekati 3-
5 minuta do mikroskopiranja kako bi se stanice stalozile na plocici. Pod mikroskopom zapoc€inje
brojanje stanica u 4 kutna kvadrata [16]. Broj stanica u mililitru otopine prera¢unava se prema
formuli (1).

(ukupan broj sporau kutnim kvadratima)

n = ; x 10* (1)

2.4. Mediji za trajno cuvanje spora plijesni

Nakon uzgoja plijesni na kosom agaru, spore iz epruvete prikupljaju se fizioloSkom otopinom
(otopina NaCl 9 g/L).
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3. Prakti¢ni dio

3.1. Materijali

3.1.1. Laboratorijski uredaji

3.1.2.

3.1.3.

e Autoklav
e Inkubator
e Mikrobioloski laminar

e Mikroskop

Laboratorijski pribor

Staklene epruvete

e Laboratorijske pipete
e Hemocitometar

e Staklene boce

e Elektricni grijac

e Mijesalica Vortex

e Usice za nacjepljivanje

Materijali i kemikalije

Fizioloska otopina

PDA, Liofilchem

Mung grah
Agar, Biolab
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3.2. Metode

3.2.1. Sterilizacija pribora

Za rad u mikrobioloskom laboratoriju obavezna je sterilna oprema i pribor. Sterilizacija je

provedena u autoklavu (Slika3.1.) na 121 °C kroz 15 minuta.

Slika 3.1.: Autoklav [vlastiti izvor]

3.2.2. Priprema hranjivih podloga

Za uzgoj plijesni pripremale su se dvije vrste hranjivih podloga, PDA i MBA.

PDA podloga se pripremala prema recepturi: otopiti 42 g dehidrirane podloge u 1 L destilirane
vode, autoklavirati 15 minuta na 121 °C.

MBA podloga se pripremala na nacin da se u staklenu posudu od 2 L stavilo zagrijavati 1 L
destilirane vode i 40 g mung graha (Slika 3.2.). Nakon pocetka vrenja mjerilo se 23 minute, nakon
kojih se smjesa procijedila u drugu staklenu bocu i nadopunila destiliranom vodom do oznake od

1 L. U tekuéinu se dodalo 15 g agara i stavilo autoklavirati.
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Slika 3.2.: Kuhanje mung graha [vlastiti izvor]

Nakon sterilizacije u autoklavu, podloge su se u laminaru pri sterilnim uvjetima ulijevale u
epruvete. Za hladenje epruvete su se slagale u blago ukoseni vodoravni polozaj za dobivanje kosih
agara (Slika 3.3.)

Slika 3.3.: Ohladeni kosi agar u epruvetama [Vvlastiti izvor]

3.2.3. Inkubacija plijesni

Nakon 24 sata od pripremanja podloga, na kose agare nacjepljivale su se prethodno uzgajane

plijesni pomocu sterilne mikrobioloske uSice. Plijesni rodova Aspergillus i Penicillium
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nacijepljene su na PDA podlogu, a plijesni roda Fusarium nacijepljene su na MBA podlogu.
Plijesni su inkubirane 7 dana na 25 °C, nakon Cega se mogao vidjeti rast plijesni na povrSini

hranjive podloge (Slika 3.4.).

Slika 3.4.: Narasle plijesni na kosom agaru [vlastiti izvor]

3.2.4. Brojanje spora

Brojanje spora zapocinje u laminaru ispiranjem spora sterilnom fizioloSkom otopinom i
laganim struganjem mikrobioloskom usicom. Komora za brojanje spora (Slika 3.3.) prije pocetka
mora biti o¢is¢ena i osuSena. Komora za brojanje spora postavlja se tako da se na bridove stavi po
kapljica fizioloSke otopine na §to se postavi pokrovno stakalce i lagano prstima protrlja kako bi
staklo dobro prionulo uz komoru. Sadrzaj epruvete se prije ubrizgavanja vorteksirao 10 sekundi
kao bi se spore homogeno rasprsile u fizioloskoj otopini. Pipetom se 10uL ubrizgalo uz rub
metalne ploCice i pokrovnog stakla. Mikroskopom su se na povec¢anju 100x brojile spore u Cetiri
kutna kvadrata. Nakon dobivenih rezultata koncentracija spora u mililitru suspenzije podesila se

na 108 spora.
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Slika 3.5.: Komora za brojanje spora Neubauer [vlastiti izvor]

3.2.5. SkladiStenje suspenzija spora

Pripremljene suspenzije spora pakiraju se u mikroepruvete i skladiste u zamrzivacu na -18 °C

tijekom godine dana ili -80 °C do pet godina.

Slika 3.6.: Suspenzija spora F. graminearum u mikroepruveti
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4. Analiza rezultata

4.1. Priprema suspenzije spora plijesni Aspergillus flavus

A. flavus je plijesan sa sposobnos§cu stvaranja velikog broja spora. Ispiranjem jedne epruvete,
u kojoj je na kosi agar nacijepljena A. flavus, fizioloskom otopinom i stavljanjem komore ispod

mikroskopa dobivena je Slika 4.1., nakon Cega se radilo razrjedenje 1:100 s ciljem lakSeg

prebrojavanja spora. Nakon razrjedenja suspenzije dobivena je Slika 4.2.

Slika 4.1.: Koncentracija spora plijesni A. flavus ispod mikroskopa

Slika 4.2.: Koncentracija spora plijesni A. flavus ispod mikroskopa nakon razrjedenja

Nakon brojanja spora, putem formule (2) dobiven je slijede¢i rezultat ukupnog broja spora u
mililitru koncentrirane suspenzije:

n="2%102%10* = 2875+ 10° (2
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S obzirom da je koncentracija suspenzije veca od standardnih zahtjeva radilo se razrjedenje

prema formuli (3).

* *10°x
v, =n Vi _ 2875410°45mL _ yog 4 ()

c 106

Pri ¢emu je: V2 volumen suspenzije koncentracije 10° spora po mililitru; n ukupan broj spora
u koncentriranoj suspenziji; V1 volumen koncentrirane suspenzije; ¢ koncentracija standardne
suspenzije spora.

Razrjedenjem koncentrirane suspenzije spora plijesni A. flavus dobiveno je ukupno 129,4 mL
suspenzije spora koncentracije 10° spora po mL suspenzije (Slika 4.3.) mijesanjem 4,5 mL

koncentrirane suspenzije i 124,9 mL fizioloSke otopine.

Slika 4.3.: Zamrznuta suspenzija spora plijesni A. flavus
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4.2. Priprema suspenzije spora plijesni Aspergillus ochraceus

A. ochraceus takoder ima sposobnost stvaranja velikog broja spora. Ispiranjem jedne epruvete,
u kojoj je na kosi agar nacijepljena A. ochraceus, fizioloskom otopinom dobila se suspenzija spora
velike koncentracije nakon ¢ega se radilo razrjedenje 1:100 s ciljem lakSeg prebrojavanja spora.

Nakon razrjedenja suspenzije dobivena je Slika 4.4.

Slika 4.4.: Koncentracija spora plijesni A. ochraceus ispod mikroskopa nakon razrjedenja

Nakon brojanja spora, putem formule (4) dobiven je slijede¢i rezultat ukupnog broja spora u

mililitru koncentrirane suspenzije:
n=22x102%10* =215+10°  (4)

Kako je koncentracija suspenzije veca od standardnih zahtjeva radilo se razrjedenje prema

formuli (5).

* %100
V2 — nxVy — 21,5%¥10°*4mL = 86mlL (5)

c 106

Pri ¢emu je: V2 volumen suspenzije koncentracije 10° spora po mililitru; n ukupan broj spora
u koncentriranoj suspenziji; V1 volumen koncentrirane suspenzije; ¢ koncentracija standardne
suspenzije spora.

Razrjedenjem koncentrirane suspenzije spora plijesni A. ochraceus dobiveno je ukupno 86 mL
suspenzije spora koncentracije 10° spora po mL suspenzije mijesanjem 4 mL koncentrirane

suspenzije i 82 mL fizioloske otopine.
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4.3. Priprema suspenzije spora plijesni Penicillium expansum

Ispiranjem jedne epruvete, u kojoj je na kosi agar nacijepljena P. expansum, fizioloskom

otopinom i stavljanjem komore ispod mikroskopa dobivena je Slika 4.5.

I i S s
Slika 4.5.: Koncentracija spora plijesni P. expansum ispod mikroskopa

Nakon brojanja spora, putem formule (6) dobiven je slijede¢i rezultat ukupnog broja spora u
mililitru koncentrirane suspenzije:

1.980
n=-—:*

10* = 495 » 10* = 4,95 % 10°  (6)

S obzirom da je koncentracija suspenzije veca od standardnih zahtjeva radilo se razrjedenje

prema formuli (7).

* * 6*
V2 — n*Vy — 4,95%10°%4,5mL — 22,28mL (7)

c 106

Pri ¢emu je: V2 volumen suspenzije koncentracije 108 spora po mililitru; n ukupan broj spora
u koncentriranoj suspenziji; V1 volumen koncentrirane suspenzije; ¢ koncentracija standardne
suspenzije spora.

Razrjedenjem koncentrirane suspenzije spora plijesni P. expansum dobiveno je ukupno 22,28
mL suspenzije spora koncentracije 10° spora po mL suspenzije mijesanjem 4,5 mL koncentrirane

suspenzije i 17,78 mL fizioloSke otopine.
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4.4. Priprema suspenzije spora plijesni Fusarium graminearum

Ispiranjem jedne epruvete, u kojoj je na kosi agar nacijepljena F. graminearum, fizioloskom

otopinom i stavljanjem komore ispod mikroskopa dobivena je Slika 4.6.

Slika 4.6.: Koncentracija spora plijesni F. graminearum ispod mikroskopa

Nakon brojanja spora, putem formule (8) dobiven je slijede¢i rezultat ukupnog broja spora u

mililitru koncentrirane suspenzije:

n=22x10* =131+ 10* =131+10°  (8)

S obzirom da je koncentracija suspenzije veca od standardnih zahtjeva radilo se razrjedenje

prema formuli (9).

n*v; 1,31%10%%4,2mL
V,= "2 = =55mL  (9)

c 106

Pri ¢emu je: V2 volumen suspenzije koncentracije 108 spora po mililitru; n ukupan broj spora
u koncentriranoj suspenziji; V1 volumen koncentrirane suspenzije; ¢ koncentracija standardne
suspenzije spora.

Razrjedenjem koncentrirane suspenzije spora plijesni F. graminearum dobiveno je ukupno 5,5
mL suspenzije spora koncentracije 10° spora po mL suspenzije mijesanjem 4,2 mL koncentrirane

suspenzije i 1,3 mL fizioloske otopine.
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4.5. Priprema suspenzije spora plijesni Fusarium verticillioides

Ispiranjem jedne epruvete, u kojoj je na kosi agar nacijepljena F. verticillioides, fizioloskom

otopinom i stavljanjem komore ispod mikroskopa dobivena je Slika 4.7.

Slika 4.7.: Koncentracija spora plijesni F. verticillioides ispod mikroskopa

Nakon brojanja spora, putem formule (10) dobiven je slijedeci rezultat ukupnog broja spora u

mililitru koncentrirane suspenzije:
n==2%10"=50%10* =5+10°  (10)

S obzirom da je koncentracija suspenzije u ovome slucaju bila niza od standardnih zahtjeva
radilo se koncentriranje suspenzije. Koncentriranje se radilo na nacin da se nakon ispiranja prve
epruvete sa SmL fizioloske otopine cijeli volumen pomocu pipete prebacio u drugu epruvetu,
lagano se sastrugalo mikrobioloskom usicom, te se ponovo cijeli volumen suspenzije pipetom
prebacio u tre¢u epruvetu te se ponovio postupak ispiranja. Nakon koncentriranja suspenzije
dobivena je Slika 4.8.

Slika 4.8.: Koncentracija spora plijesni F. verticillioides ispod mikroskopa nakon

koncentriranja
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Nakon ponovnog brojanja spora, putem formule (11) dobiven je slijede¢i rezultat ukupnog

broja spora u mililitru koncentrirane suspenzije:

n=22510% = 2055+ 10 = 2,06+ 10°  (11)

S obzirom da je nova koncentracija suspenzije veca od standardnih zahtjeva radilo se

razrjedenje prema formuli (12).

nVy _ 2,06%10%2,6mL

V, =
2 c 106

=536mL (12

Pri ¢emu je: V2 volumen suspenzije koncentracije 10° spora po mililitru; n ukupan broj spora
u koncentriranoj suspenziji; V1 volumen koncentrirane suspenzije; ¢ koncentracija standardne
suspenzije spora.

Razrjedenjem koncentrirane suspenzije spora plijesni F. verticillioides dobiveno je ukupno
5,36 mL suspenzije spora koncentracije 10° spora po mL suspenzije mijeSanjem 2,6 mL

koncentrirane suspenzije i 2,76 mL fizioloske otopine.
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5. Zakljucak

Plijesni su Siroko rasprostranjene svuda oko nas. Hrane se supstratima drugih Zivih bica, a na
njihov rast mogu utjecati ¢cimbenici poput temperature, kisika, pH i vlage. U prirodi obitavaju kao
aktivno zivuca vegetativna tijela ili u obliku spora koje u povoljnim uvjetima stvaraju novu
koloniju iste plijesni. Plijesni u pravilu proizvode velike koli¢ine spora koje su otporne na uvjete
u kojima se vegetativne stanice plijesni uniStavaju. Prema vrsti razmnozavanja, plijesni tvore
spolne i nespolne spore. U radu je pokazano kako razli¢ite vrste plijesni pri jednakim uvjetima
sporuliraju razlicite koli¢ine spora. Plijesni su iz tog razloga uzgajane na razli¢itim podlogama.
Priprema standardnih suspenzija spora odvijala se u nekoliko koraka: nacjepljivanje i inkubacija
plijesni, ispiranje spora fizioloSkom otopinom, brojanje spora pod mikroskopom, te razrjedenje
suspenzija. Kod pripreme suspenzije spora plijesni F. verticillioides prije razrjedenja bilo je
potrebno napraviti koncentriranje kako bi se koli¢ina spora u suspenziji podigla iznad
koncentracije od 10° spora po mililitru. Priprema standardnih suspenzija spora vrsi se kao priprema

za daljnja istrazivanja vezana uz rast plijesni.
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