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1. Uvod

Aktivitet vode je fizikalno-kemijsko svojstvo hrane, opcenito je prihvacen kao iznos (koli¢ina)

dostupne slobodne vode koja je dostupna mikroorganizmima za rast (Christian, 2000.).

Granic¢na vrijednost aktiviteta vode za rast mikroorganizama je 0,6. Za normalnu aktivnost
plijesni potrebna je najmanja a, izmedu 0,75 i 0,80, za kserofilne plijesni oko 0,65 (Adam i
Moss, 2008.). Plijesni se u prirodi, uglavhom, nalaze u kiselijem i susem okolisu od bakterija,

te mogu tolerirati, pa ¢ak i rasti, na niZim aktivitetima vode nego bakterije (Christian, 2000.).

Temperatura koja predstavlja okolisni ¢imbenik utje¢e na parametre rasta u lag fazi, na
specificnu brzinu rasta i ukupnog prinosa (Carlile i sur., 2001.). Mikroorganizmi posjeduju
ograni¢eno temperaturno podrucje u kojem najbolje rastu, a ono je opisano kao glavne

(kardinalne) temperature (Herbert i Sutherland, 2000.).

Mnoge gljive posjeduju maksimalnu temperaturu rasta od 30 do 40 °C i minimalnu nekoliko
stupnjeva iznad tocke lediSta vode (Carlile i sur., 2001.). NajniZe temperature za rast gljiva u
rasponu su do -7 do 8 °C (Pitt i Hocking, 2009.). Kvasci i plijesni su prilicno osjetljivi
mikroorganizmi na povisenu toplinu. Nespolne spore plijesni imaju tendenciju vece

otpornosti na vise temperature od micelija plijesni (Jay, 2000.).

Timol je fenolni monoterpenoid, s hidroksilnom skupinom na drugom polozaju na fenolnom
prstenu. Antimikrobno djelovanje fenolnih spojeva, kao Sto je timol, uzrokuje strukturalne i
funkcionalne Stete na citoplazmatskoj membrani, te utjeCe na propusnost membrane, Sto je
dokazano gubitkom membranskog potencijala i propustanje iona kalija i ATP (Hyldgaard i

sur., 2012.).

Plijesni su filamentozne gljive koje su odgovorne za razgradnju i recikliranje organskih tvari i
nutrijenata. Ponekad je kvarenje jednostavno posljedica opseine razgradnje materijala

(Carlile, 2001.).

Cilj ovog rada je ispitati kako aktiviteta vode, temperature i timola utje€u na rast plijesni

Aspergillus carbonarius, A. flavus i A. parasiticus.
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2. Teorijski dio

2.1. AKTIVITET VODE

Zivi organizmi u potpunosti ovise o prisutnosti odredene koli¢ine vode u tekuéem stanju.
Voda je osnovno otapalo i neophodna je za sve reakcije u Zivom svijetu, pa zbog toga udio
vode utjece na rast i razmnoZavanje mikroorganizama.

Reakcije u citoplazmi se odvijaju u vodenom mediju. Citoplazma je okruzena membranom
koja je propusna za molekule vode koje mogu slobodno prolaziti iz citoplazme u okolis i
obrnuto. Koristan parametar koji nam pomaze u razumijevanju tog dinami¢nog dvosmjernog
protoka jest aktivitet vode (ay) koji je pokazatelj one koli¢ine vode kojom mikroorganizam
raspolaZze u reakcijama metabolizma (Adam i Moss, 2008.).

Zivi organizmi sadrze vodu koja im omogucuje rast i poveéanje volumena, a moraju je uzeti iz
okoline. Zbog dvosmjernog protoka, voda mozZe prije¢i u okoliS Sto moZe dovesti do
isusSivanja i smrti stanice. Ulaz ili izlaz vode iz stanice ovisi o razlici vodenog potencijala u
stanici i okolnog medija. Voda se krece iz podrucja viSeg u podrucje nizeg potencijala (Carlile
i sur., 2001.).

Slobodna voda u hrani najlakSe se mijeri kao aktivitet vode. Aktivitet vode je fizikalni
parametar, koji je Scott uveo u mikrobiologiju (1957.), koji je pokazao da aktivitet vode
ucinkovito kvantificira odnos izmedu vlage u hrani i koli¢ine vode s kojom mikroorganizam
raspolaZze u reakcijama metabolizma (Pitt i Hocking, 2009.).

Treba napomenuti da aktivitet vode u nekoj namirnici nije isto Sto i sadrzaj vlage. Neki
proizvodi mogu imati jednak sadrzaj vlage uz razli¢ite a,, vrijednosti. SadrZzaj vlage moze se
definirati kao teZinski postotak vlage u odnosu na suhu tvar proizvoda, u pogledu sadrzaja
vlage proizvoda, uvjeti u kojima ne dolazi do izmjene vlage izmedu proizvoda i njegove
okoline nazivaju se stati¢kim ekvilibrija (Karolyi, 2004.).

Pod takvim uvjetima parcijalni tlak vodene pare (p) na povrsini proizvoda jednak je
parcijalnom tlaku vodene pare u neposrednoj okolini proizvoda. lzmjena vlage izmedu
proizvoda i njegove okoline pod utjecajem je razlike izmedu ova dva parcijalna tlaka.
Aktivitet vode se definira u uvjetima staticnog ekvilibrija (ravnoteze), a mjeri tlak pare koju

proizvodi vlaga prisutna u proizvodu (Karolyi, 2004.).
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Izracunava se kao:

aw=p/ps (1)

gdje je:

p - parcijalni tlak vodene pare na povrsini proizvoda

ps - parcijalni tlak vodene pare iznad Ciste vode pri istoj temperaturi.

Aktivitet vode izrazava aktivni dio sadrzaja vlage ili dio koji pod normalnim okolnostima
moze biti izmijenjen izmedu proizvoda i njegovog okruzenja. Sadrzaj vlage moze obuhvacati i
imobilizirani dio kao i aktivnu (slobodnu) vodu u proizvodu. Vrijednosti a,, mogu se kretati od
0 do 1 (Cista voda) (Carlile i sur., 2001.).

Aktivitet vode je koligativho svojstvo. To je svojstvo otopina koje ovisi o broju otopljenih
Cestica, a ne o njihovoj vrsti, tako da je spoj kao NaCl bolji u smanjenju aktiviteta vode nego

spoj saharoze (Adam i Moss, 2008.).

2.1.1. Utjecaj aktiviteta vode na rast mikroorganizama

Pomodu vrijednosti aktiviteta vode mozZe se procijeniti koliki dio slobodne vode stoji na
raspolaganju za odvijanje metabolizma prisutnih mikroorganizama, to jeste aktivitet vode je
pogodan parametar pomocu kojeg se moze kontrolirati rast i razvoj mikroorganizama. Pored
ovog utjecaja, dokazan je i utjecaj vrijednosti aktiviteta vode na brzinu odvijanja raznih
nepozeljnih kemijskih promjena u hrani kao Sto su: autooksidacija (masti), neenzimsko
posmedivanje, enzimska aktivnost, djelovanje plijesni, djelovanje kvasaca, aktivnost bakterija

itd. (Adam i Moss, 2008.).

Rast i metabolicka aktivnost mikroorganizama ukljucujuci bakterije i gljive ovisi o dostupnoj
vodi. Redukcija u odnosu na optimalnu ay, vrijednost rasta mikroorganizama opc¢enito dovodi
do odgadanja diobe stanica, ograni¢avanja brzine rasta, te smanjenog broja mikrobnih
stanica. Razli¢ite skupine mikroorganizama posjeduju razli¢éite minimalne vrijednosti a,, za

svoj rast koje su prikazane u Tablici 1. (Adam i Moss, 2008.).
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Tablica 1. Minimalni aktivitet vode za mikroorganizme (Adam i Moss, 2008.)

Skupina mikroorganizama Minimalni ay,
Vecina gram negativnih bakterija 0,97
Vedina gram pozitivnih bakterija 0,90
Vecina kvasaca 0,88
Vedina plijesni 0,80
Halofilne bakterije 0,75
Kserofilne plijesni 0,61

Za normalnu aktivnost bakterija potrebna je najveca ay vrijednost od 0,92 i 0,96. Za vedinu
kvasaca je neophodna vrijednost oko 0,88, za plijesni najmanje 0,75 do 0,80, za kserofilne
plijesni oko 0,65. Na vrijednost a,, utjecu i faktori kao $to su temperatura, pH sredine, sadrzaj

dodane soli i drugo.

Granic¢na vrijednost aktiviteta vode za rast mikroorganizama je 0,6, a ispod te vrijednosti
kvarenje hrane nije mikrobioloski moguce, ali moZze se dogoditi zbog kukaca ili kemijskih
reakcija. Pri aktivitetu vode od 0,6 citoplazma bi trebala sadrzavati vrlo visoke koncentracije
otopljenih tvari i Sto bih vjerojatno uzrokovalo da makromolekule kao DNK ne funkcioniraju
pravilno, pri ¢emu je aktivnost i rast onemogucen ili otezan. Medutim, vazno je napomenuti
da je preZivljavanje moguce; mnogi mikroorganizmi mogu opstati pri vrlo niskim aktivitetima

(Adam i Moss, 2008.).

Niski aktivitet vode je povezan s tri razli¢ite skupine mikroorganizama koji se mogu pronadi u

namirnicama:

J pri velikoj koncentraciji soli — halotolerantni,
J pri velikoj koncentraciji Se¢era — osmotolerantni,
o na suhim/osusenim namirnicama-kserotolerantni.

Ovi pojmovi opéenito prikazuju vece grupe mikroorganizama, pa se koriste u kontekstu

istraZivanja pojedinih prehrambenih namirnica; dokazano je da neki mikroorganizmi rastu
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bolje pri smanjenoj a,, vrijednosti i mogu se opisati kao halotolerantni, osmotolerantni i

kserotolerantni (Adam i Moss, 2008.).

lako mnogi prehrambeni procesi imaju za cilj uniStenje mikroorganizama u hrani, drugi
procesi, kao Sto su fermentacije, ovise o njihovom opstanku. Aktivitet vode igra vaznu ulogu

u procesima uniStavanja i o¢uvanja mikroorganizama u hrani.

Kontrola aktiviteta vode, bilo pojedina¢no ili u kombinaciji s drugim inhibitornim
¢imbenicima, je oblik ocuvanja Sirokog spektra namirnica od mikrobioloskog kvarenja

prikazane su u Tablici 2. (Christian, 2000.).

Tablica 2. Vrijednosti aktiviteta vode za namirnice i mikroorganizme (Alzamora i sur., 2003.)

aw Vrsta mikroorganizama Namirnice

Gram negativne
1,00 -0,95 | bakterija, spore
bakterija, neki kvasci

Namirnice koje sadrze do 40% Secera ilido 7%
NaCl, mnoge vrste kobasica, kruh

Najcesce okruglasti oblici
0,95-0,91 | bakterija, laktobacili,
vegetativne stanice

Namirnice s oko 50% Secera ili s 12% NaCl; neke
vrste salama, trajni sirevi

o . Namirnice s oko 65% Secera ili 15% NaCl; suha
0,91-0,86 | Najvedi broj kvasaca . o o )
Sunka, polutrajni sirevi, vo¢ni sokovi

o o Namirnice sa sadrzajem 15-20% vlage; voéni
0,87 -0,80 | Najvedi broj plijesni . ) B}
kolaci, kondenzirano zasladeno mlijeko

Najvedi broj halofilnih o L L
0,80-0,75 . Namirnice s 26% soli i visokim sadrzajem Sedera
bakterija

Zdrobljeno i djelomi¢no obrano zrno zobi (s oko

0,75-0,65 | Kserofilne plijesni
10% vlage)

Suho voce s 15-20% vode; karamelna masa s oko

0,65-0,60 | Osmofilni kvasci
8% vode

Tjestenine i zaCini s 10-20% vode, jaja u prahu s

. L 5% vode, biskvit, preprzen kruh, kora kruha -
Nema mikrobioloskog L. 3
Ispod 0,60 rasta sadrZaj vode oko 3-5%, mlijeko u prahu (2-3%
vode), suseno povrce (oko 5% vode), kukuruzne

pahuljice (oko 5% vode)
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Dobro pravilo je da se za dugorocno skladistenje (1 godine ili viSe) hrana mora odrzavati na ili
ispod 0,68 a,, vrijednosti, dok kod roka trajanja od Sest mjeseci na 0,72, a razina iznad 0,77
aw vrijednosti za kratkoro¢no skladistenje. Te se brojke odnose na a,, vrijednosti normalne
temperature okoline, odnosno 20 do 30 °C. Ako su primijenjene niske temperature
skladistenja, rok trajanja ne ovisi o ay, vrijednosti, pod uvjetom da je zrak ucinkovito isusen

(Pitt i Hocking, 2009.).

Kvasci i plijesni se u prirodi, uglavnom, nalaze u kiselijem i susem okoliSu od bakterija, te

mogu tolerirati, pa ¢ak i rasti, na nizim aktivitetima vode nego bakterije (Christian, 2000.).

Najniza ay vrijednost na kojem rastu bakterije je zabiljezena pri 0,75 (zasi¢ena otopina NaCl).
Nasuprot tome, kserofilne plijesni mogu rasti pri 0,62 do 0,61, u prisutnosti visokih
koncentracija Secera. Ne samo da takvi organizmi rastu u otopinama visoke koncentracije
otopljenih tvari, nego se i replikacija genetskog materijala odvija u blizini aktiviteta koji iznosi

0,55, a pri tome aktivitetu DNK je nestabilan (Christian, 2000.).

Raspon ay vrijednost pri kojem je moguce klijanje spora je Siri na optimalnoj temperaturi, a
visa ay vrijednost je potrebna za stvaranje nego za klijanje spora. Nadalje, minimalne ay,
razine za rast su nize od onih koje su potrebne za proizvodnju mikotoksina (Abellana, 1999.).
Od velikog interesa su Aspergillus flavus i A. parasiticus koji proizvode aflatoksine kod
minimalnih a, vrijednost za rast od 0,78, a aflatoksin se ne sintetizira pri aktivitetu od 0,83 u

kikirikiju, dok u kukuruzu aflatoksin se sintetizira ve¢ od 0,87 pri 30 °C (Christian, 2000.).

2.1.2. Mjerenje aktiviteta vode

Aktivitet vode moZe se mjeriti mjerenjem izravnog ili neizravnog odnosa ravnoteze vlaznosti
atmosfere koja je u kontaktu s uzorkom (Christian, 2000.; Adam i Moss, 2008.). To se moze

postici:

e Manometri za mjerenje tlaka vodene pare - Pri ovom postupku namirnica se stavlja
pod vakuum uvjete da bi uspostavila ravnotezu (na kontroliranoj temperaturi) s
okolnim zrakom. Nakon uspostave ravnoteZe izmedu napona pare ispitivanog uzorka
i napona pare okolnog zraka, manometrom se mjeri napon pare okolnog zraka, a
posto je potrebno dosta vremena da bi se postigla ravnoteza ova metoda nije

pogodna za brze rutinske analize (Alzamora i sur., 2003.);
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Higrometar za odredivanje tocke rosista - Ova metoda se zasniva na kondenzaciji
vodene pare na povrsini zrcala koje je ohladeno do temperature rosiSta u atmosferi
izazvanoj ispitivanjem uzorka. Tocka rosista se utvrduje fotoelektri¢ki i povezana je s
aw vrijednosti koriStenjem psihrometarskih dijagrama. Ovaj uredaj se koristi radi
utvrdivanja a, vrijednost u Sirokom rasponu i takoder omogudéuje mjerenje na
razli¢itim temperaturama. Mjerenje je vrlo brzo (oko 2 min) ali moze se usporiti u
slu¢aju kondenzacije na nizim kriticnim temperaturama nego S$to je za vodu i
necistom povrsinom zrcala (Alzamora i sur., 2003.);

Metode sniZenja lediSta - Ova metoda je pogodna za mjerenje a, vrijednosti
uglavnom tekucih namirnica s a, > 0,97 iako se preporucuje i za vrijednosti nize od
0,80, takoder, za tekuce ekstrakte, ali i za homogene ¢vrste namirnice. Vrijednosti ay
izracunavaju se mjerenjem tocke lediSta i ne razlikuju se mnogo od vrijednosti

izmjerenih na 25 °C (razlike su manje od 0,01 a,, jedinice) (Alzamora i sur., 2003.);

Postoji niz instrumenata kojima se mjeri vlaznost zraka zbog njegovog utjecaja na elektric¢na

svojstva, kao Sto su provodljivost ili otpor materijala (Adam i Moss, 2008.).

Elektricni higrometri - Ovi instrumenti se baziraju na tri tipa senzora vlaznosti:

o Senzori oblikovani od elektricne Zice prevucene visoko - higroskopnom soli,
obicno litijevim kloridom (LiCl), ¢ija elektricna provodljivost ili otpornost ovise
o stupnju hidratacije, a samim tim i od relativne vlaznosti uzorka (u ravnotezi
sa senzorom),

o Senzori napravljeni od tekuée higroskopne tvari koja apsorbira i resorbira
vlagu (prima i otpusta vlagu) i Cija se el. impedanca mijenja sa sadrZajem
vlage,

o Senzori sastavljeni od tankog polimernog nositelja Ciji se kapacitet mijenja
proporcionalno relativnoj vlaznosti (Alzamora i sur., 2003.; Christian, 2000.),

Higrometar s vlaknima - Ovaj instrument kao senzor koristi sinteticku poliamidnu nit
koja se skuplja kada je izloZzena visokoj relativnoj vlaznosti. Vrijeme uspostavljanja
ravnoteze izmedu namirnice i vlakna je priblizno 3 sata s tocnos¢u od = 0,01 ay
jedinice. Odziv senzora je na poseban nacin pogoden temperaturnim promjenama i

prisustvom isparljivosti. Unato¢ njegovoj niskoj osjetljivosti kao i relativho niskoj
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cijeni, higrometar s vlaknima se dosta koristi za rutinska ispitivanja u prehrambenoj
industriji (Alzamora i sur., 2003.; Christian, 2000.).
Izravno mjerenje tlaka vodene pare je ekstremno teSko, a posredne metode se obi¢no

koriste za odredivanje a,, vrijednosti.

Tocnost dobivena koristenjem posrednih metoda ovisi o kalibracijskoj krivulji s referentnim
standardima u intervalu a, vrijednosti koja nas zanima (Adam i Moss, 2008.; Christian,

2000.).

2.2. TEMPERATURA

Temperatura je vazan okolisni ¢imbenik za rast mikroorganizama. Mikroorganizmi mogu rasti
u rasponu temperature od oko -8 °C do 100 °C, pri atmosferskom tlaku. Najvazniji uvjet je
prisutnost vode u tekuéem stanju, a time i dostupnost za rast mikroorganizama. Niti jedan
organizam nije sposoban za rast u cijelom temperaturnom rasponu. Bakterije su obi¢no

ograniene na temperature od oko 35 °C, a plijesni oko 30 °C (Adams i Moss, 2008.).

Mikroorganizmi su posebno osjetljivi na vanjsku temperaturu, jer oni ne mogu regulirati
vlastitu unutarnju temperaturu. Vazan faktor koji utjeCe na rast je osjetljivost enzimskih
reakcija na temperaturu, jer svaki enzim posjeduje odredenu temperaturu pri kojoj
funkcionira optimalno, dok kod drugih temperatura gubi svoju kataliticku funkciju. Kako
temperatura raste tako se i brzina katalitickih reakcija poveéava, pri ¢emu se brzina reakcije
udvostrucuje za svaki 10 °C porasta temperature. Kako se povedéava brzina reakcija tako i
metabolizam postaje aktivni, a mikroorganizam raste brze, no sve do odredene temperature.
Daljnje poveéanje temperature zapravo usporava rast i dovoljno visoke temperature su

smrtonosne. Visoke temperature denaturiraju enzime i druge proteine (Willey i sur., 2009.).

Temperatura, takoder, ima znacajan ucinak na membrane stanica. Pri vrlo niskim
temperaturama membrane se skrutnu (Willey i sur., 2009.). Ovaj u¢inak moze biti zbog
ukruéenja lipida membrane koji se dogada ispod temperature optimuma, Sto dovodi do
smanjenja ucinkovitosti transportnih proteina u membrani. Temperaturni minimum za rast
je temperatura na kojoj organizam vise nije u mogucnosti rasti (neaktivan) (Nedwell, 1999.).

Pri visokim temperaturama lipidni dvosloj jednostavno se topi i raspada (Willey i sur., 2009.).
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Mikroorganizmi koji su prilagodeni niskim temperaturama okoline (psihrotrofni i psihrofilni)
imaju tendenciju da posjeduju povecani udio nezasi¢enih membranskih lipida i smanjeni udio
lipida u razgranatim lancima u odnosu na vrste prilagodene umjerenim (mezofili) ili visokim
(termofili) temperaturama. Takoder, slicne promjene u lipidima membrane mogu se javljati
unutar jedne vrste ako se uzgaja u razli¢itim vrijednostima unutar optimalne temperature

(Nedwell, 1999.).

2.2.1. Klasifikacija mikroorganizama u ovisnosti o temperaturi

Mikroorganizmi se mogu svrstati u nekoliko fizioloSkih skupina na temelju kardinalnih
temperatura, te ih mozemo podijeliti prema optimalnoj temperaturi rasta. Prikladnije je
definirati kardinalne temperature kao raspon umjesto jedne vrijednosti (Tablica 3.) (Adams i

Moss, 2008.).

Tablica 3. Kardinalne temperature za mikrobni rast (Adams i Moss, 2008.)

Skupine Temperatura °C

Minimalna Optimalna Maksimalna
Termofili 40-45 55-75 60-90
Mezofili 5-15 30-40 40-47
Psihrofili -5do+5 12-15 15-20
Psihrotrofi -5do+5 25-30 30-35

Psihrofili i psihrotrofi posjeduju sposobnost rasta na niskim temperaturama. Oko 1960.

pojam psihotrofi predloZen je za organizme koji mogu rasti na 5 °C ili nize (Jay, 2000.).

Psihrofili dobro rastu pri 0 °C i posjeduju optimalnu temperaturu za rast 10 °C ili nize,
maksimum na oko 15 °C. Mogu rasti na Arktiku i Antarktiku. Oceani predstavljaju ogromna
staniSta za psihrofile, jer 90% oceanske vode je temperature 5 °C ili hladnije. Psihrotrofi

(fakultativni psihrofili) rastu na temperaturama od 0 do 7 °C, iako posjeduju optimalnu

11
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temperaturu izmedu 20 i 30 °C i maksimalnu oko 35 °C. Psihrotrofne bakterije i gljive su

glavni uzrocnici kvarenja hrane u hladnjacima (Willey i sur., 2009.).

Mezofili su mikroorganizmi koji rastu pri temperaturnom optimumu oko 20 do 45 °C. Oni
¢esto posjeduju temperaturni minimum od 15 do 20 °C, a njihov maksimum iznosi oko 45 °C
ili nize. Vec¢ina mikroorganizama pripadaju toj kategoriji. Gotovo svi ljudski patogeni su
mezofili, Sto se moze i ocekivati, jer ljudsko tijelo je konstantne temperature od 37 °C (Willey

i sur., 2009.).

Termofili mogu rastu na temperaturama izmedu 55 i 85 °C. Njihova minimalna temperatura
rasta je obicno oko 45 °C, ¢esto posjeduju optimum izmedu 55 i 65 °C. Velika vecina su
prokarioti, iako mogu biti i fotosintetski protisti i gljive. Ovi organizmi uspijevaju u mnogim
staniStima: kompostu, vulkanskim izvorima i vru¢im izvorima. Hipertermofili posjeduju
temperaturni optimum izmedu 85 °Ci oko 113 °C i obi¢no ne rastu ispod 55 °C (Willey i sur.,

2009.).

Psihrotrofni rast se, pri snizavanju temperature, smanjuje sporije nego kod mezofila.
Koeficijenti temperature (Q10) za razliCite materijale kao Sto su acetat i glukoza su niZi za
uzgoj psihrotrofa nego za mezofile. Kako se temperatura smanjuje brzina sinteze proteina
takoder opada, a to se dogada kod odsutnosti promjene u koli¢ini stanicne DNK. Jedan od
razloga mogu biti molekulske vodikove veze koje se javljaju pri niskim temperaturama sSto
dovodi do gubitaka kataliticke aktivnosti enzima. Niske temperature mogu utjecati na

vjernost prijevoda glasnicke RNK (mRNK) za vrijeme sinteze proteina (Jay, 2000.).

2.2.2. Utjecaj temperature na rast mikroorganizama

Mikroorganizmi imaju ograni¢eno temperaturno podrucje u kojem najbolje rastu, a to su
minimalne, maksimalne i optimalne temperature i one su opisane kao glavne (kardinalne)
temperature (Slika 1.). Minimalne i maksimalne temperature se koriste za odredivanje
granica rasta organizma, a optimalna temperatura je ona na kojoj se rast odvija na najveéoj
brzini. Kardinalna temperatura moze varirati ovisno o stupnju razvoja (Herbert i Sutherland,

2000.).

12
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Optimum

Brzina rasfa

Minimum Maksimum

l /

Temperatura

Slika 1 Rast mikroorganizma pri razli¢itim temperaturama (Willey i sur., 2009.)

Temperatura utjeCe na parametre rasta u lag fazi, na specificnu brzinu rasta i ukupnog
prinosa (Carlile i sur., 2001.). Tako kad se temperatura spusti ispod optimuma za rast
odredenog mikroorganizma, lag faza i generacijsko vrijeme se poveca, a brzina rasta
smanjuje, sve dok se temperatura ne priblizi minimumu za rast gdje dioba stanica prestaje

(Herbert i Sutherland, 2000.).

Optimalna temperatura je uvijek bliza maksimalnoj nego minimalnoj temperaturi. Oblik
krivulje ovisi o brzini rasta, a temperatura varira. Kardinalne temperaturne tocke su
karakteristi¢ne za svaku vrstu, Sto je vidljivo na Slici 2. Mikroorganizmi se znacajno razlikuju i
ovise o drugim cimbenicima okoliSa kao Sto su pH i raspoloZive hranjive tvari. Glavne
mikrobne skupine medusobno se razlikuju u pogledu njihovih maksimalnih temperatura
rasta. Gornja granica za protiste je oko 50 °C. Neke gljive rastu na temperaturama od 55 do
60 °C. Prokarioti mogu rasti po znatno visSim temperaturama od eukariota. Smatra se da
eukarioti ne mogu proizvesti stabilne i funkcionalne membrane pri temperaturama iznad 60

°C (Willey i sur., 2009.).
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Slika 2 Utjecaj temperature na brzinu rasta pojedinih skupina mikroorganizama (Willey i sur.,

2009.)

U prehrambenoj mikrobiologiji mezofilni i psihrotrofni organizmi su uglavnom od najvece
vaznosti, ukljuCujué¢i mnoge od ¢esc¢ih uzrocnika bolesti koje se prenose hranom kao Sto su
Salmonella, Staphylococcus aureus i Clostridium perfringens. U pravilu, mezofili rastu brze,
jer se procesi odvijaju na njihovoj optimalnoj temperaturi, za razliku od psihrotrofa. Termofili
su, uglavnom, daleko manje vaZznosti u prehrambenoj mikrobiologiji, iako termofilne spore
kod odredenih vrsta Bacillus i Clostridium predstavljaju probleme u ograni¢enom broju

situacija (Adams i Moss, 2008.).

Bakterije koje mogu rasti na ili ispod 7 °C su najcesée gram negativne i, rjede, gram pozitivne.
NajniZa zabiljezena temperatura za rast mikroorganizama u hrani je -34 °C (Rhodotorula).

Kvasci i plijesni mogu rasti ¢eSée na temperaturi ispod 0 °C nego bakterije (Jay, 2000.).

Mnoge gljive posjeduju maksimalnu temperaturu za rast od 30 do 40 °C (Carlile i sur., 2001.).
Najnize temperature za rast gljiva u rasponu od -7 do 8 °C na vrste Fusarium, Cladosporium i

Penicillium (Pitt i Hocking, 2009.).

Termofilne gljive, tj. one koje rastu samo na visokim temperaturama rijetko su od znacaja u

kvarenju namirnica.

Termotolerantne gljive tj. vrste koje mogu rasti i pri umjerenim i visokim temperaturama su
mnogo znacajnije. Aspergillus flavus i A. niger mogu rasti izmedu 8 i 45 °C i pripadaju u

destruktivne plijesni (Pitt i Hocking, 2009.).
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Askospore plijesni su otporniji pri visim temperaturama od konidiospora (Pitt i Hocking,

2009.).

Kvasci i plijesni su prilicno osjetljivi na toplinu. Kvaséeve spore su samo malo otpornije od
vegetativnih kvasaca. Nespolne spore plijesni su otpornije od micelija plijesni na visim

temperaturama (Jay, 2000.).

Gljive i bakterije proizvode vece stanice tijekom rasta u psihrotrofnim uvjetima, nego pri

mezofilnim (Jay, 2000.).

2.3. TIMOL

Timol je jedan od glavnih sastojaka eteri¢nog ulja origana Origanum vulgaris L. i majCine
dusice Thymus vulgaris L., koji ima antimikrobni ucinak (Tablica 4.). Etericna ulja su
aromaticne i hlapljive tekucine ekstrahirane iz biljaka, koje se odlikuju jakim mirisom (Burt,

2004.; Evans i Martin, 2000.).

Tablica 4. Glavni sastojci odabranih eteri¢nih ulja koji pokazuju antibakterijska svojstva (Burt,

2004.).
Naziv etericnih ulja Latinski naziv biljnih izvora Glavni sastojci Priblizan sastav u %
Origano Origanum vulgare L. Karvakrol tragovi-80%

Timol tragovi-64%

y-Terpinen 2-52%

p-Cimen tragovi-52%
Timijan Thymus vulgaris L. Timol 10-64%

Karvakrol 2-11%

y-Terpinen 2-31%

p-Cimen 10-56%
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Eteri¢na ulja su biljni derivati s hidrofobnim svojstvima. Oni se izdvajaju iz razli¢itih biljnih
organa, liséa, voca, cvijeéa, lukovica, sjemenki, korijenja, kore drveta i aromati¢nog bilja. Na
primjer, eteri¢no ulje dobiveno iz sjemena korijandera (Coriandrum sativum L.) ima drugaciji
sastav od eteri¢nog ulja koji se dobiva iz nezrelog lis¢a iste biljke; kemijske razlike postoje
medu etericnim uljima ekstrahirani iz pojedinih biljaka ili razli¢itih sorti biljaka, takoder
postoje i razlike na genetskoj osnovi, starosti biljke i okruzenju u kojem biljka raste (Benchaar

i sur., 2008.).

Eteri¢na ulja su hidrofobna, topiva u alkoholima, nepolarnim ili slabo polarnim otapalima,
voskovima i uljima, ali samo slabo topivi u vodi; najéesc¢e su bezbojni ili blijedo Zute boje s
izuzetkom plavog eteri¢nog ulja kamilice (Matricaria chamomilla L.) i ve¢inom tekuci i nize

gustoce od vode (eteri¢na ulja cimeta i klinc¢i¢a kao iznimke) (Djilani i Dicko, 2012.).

Oni se dobivaju fermentacijom, ekstrakcijom ili tijesStenjem te metodom destilacije vodenom
parom koja se najéesce koristi u komercijalnoj proizvodniji eteri¢nih ulja. Naziv , essential oil“
potjece iz 16. stolje¢a od Svicarskog reformatora medicine Paracelsusa von Hohenheima koji
je aktivne komponente u lijekovima nazivao Quinta essentia (Burt, 2004.). lako je svega 100
vrsta biljaka dobro poznato po svojim etericnim uljima postoji vise od 2000 biljaka
rasporedenih u oko 60 porodica poput Lamiaceae, Umbelliferae i Compositae koje mogu
sintetizirati etericna ulja. Procjenjuje se kako postoji 3000 vrsta eteri¢nih ulja od kojih je oko

300 u komercijalnoj uporabi (Djilani i Dicko, 2012.).

Etericna ulja su vrlo sloZzene prirodne smjese koje mogu sadrzavati oko 20 do 60
komponenata pri razli¢itim koncentracijama. Karakteriziraju ih dvije ili tri glavne
komponente u prili€no visokim koncentracijama (20-70%) u odnosu na ostale komponente
prisutne u tragovima. Na primjer karvakrol (30%) i timol (27%) su glavne komponente

eteri¢nog ulja origana (Bakkali i sur., 2008.).

Vedinske komponente etericnih ulja ¢ine dvije grupe razli¢itog biosintetskog porijekla. Prva
grupa se sastoji od terpena i terpenoida, a druga od aromatskih i alifatskih sastojaka, a sve su

male molekulske mase (Bakkali i sur., 2008.).

Timol (5-metil-2-(1-metiletil) fenol) pripada u terpenoide. Timol je strukturno vrlo sli¢an

karvakrolu (Slika 3), koji ima hidroksilnu skupinu na razli¢itom mjestu fenolnog prstena; oba
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povecavaju propusnost stanicne membrane bakterija, no s kemijske tocke gledista, karvakrol
reaktivniji od timola. Kod timola izopropil grupa se nalazi u orto polozaju, jace odbija
elektrone od metil grupe i ugljika za koji je vezana hidroksilna grupa ima manju potrebu da
privlai elektrone. Takoder su jace van de Waalsove privlacne sile na izopropil grupe u
odnosu na metil grupu i sve to Cini hidroksilnu grupu manje reaktivnom. Karvakrol i timol
mogu uzrokovati raspad vanjske membrane gram pozitivnih bakterija iz koje se otpustaju

lipopolisaharidi (LPS) i poveéava propusnost citoplazmatske membrane za ATP (Burt, 2004.).

Slika 3 Strukturna formula timola (Burt, 2004.).

Terpeni Cine strukturno i funkcionalno razliite klase, to su prirodni spojevi koji nastaju
“izoprenskim biosintetskim putem” od aktivnih C5-jedinica, tj. “aktivnhog izoprena”

izopentenilni difosfat (IPP) i njegovog izomera dimetilalildifosfata (Bakkali i sur., 2008.).

Terpenoidi su terpeni koji prolaze biokemijske promjene putem enzima koji im ugraduju
molekule kisika i premjestaju ili uklanjaju metil skupine. Terpenoidi se mogu podijeliti u
alkohole, estere, aldehide, ketone, etere i fenole. Primjeri terpenoidi su: timol, karvakrol,

linalool, linalil acetat, citronelol, piperiton, mentol i geraniol (Hyldgaard i sur., 2012.).

Monoterpeni se tvore spajanjem dviju izopren jedinice (C10), a biokemijskim promjenama
putem enzima prelaze u monoterpenoide i oni su najznacajnije molekule koje ¢ine 90%
etericnih ulja i omogucuju veliku raznolikost struktura. Jedna od struktura su fenoli u koje

pripada timol (Bakkali i sur., 2008.).

Fenoli su aromatski spojevi koje su medu najreaktivnijima, potencijalno toksi¢ni, nadrazuju
koZu i sluznicu. Njihova svojstva su slicna alkoholima, ali izraZenija. Osim S$to djeluju
antimikrobno, mogu stimulirati imunoloski i Zivéani sustav i mogu smanijiti kolesterol. Fenoli

se Cesto nalaze u kristalnom obliku, pri sobnoj temperaturi (Djilani i Dicko, 2012.).
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2.3.1. Mehanizam antimikrobnog ucinka

S obzirom na vrlo veliki broj razlicitih eteri¢nih ulja i njihovih sastojaka, njihova antimikrobna
svojstva ne mogu se pripisati samo jednom specificnom mehanizmu djelovanja. Stoga su
razli¢iti nacini djelovanja uklju¢eni u antimikrobno djelovanje eteri¢nih ulja (Djilani i Dicko,

2012.).

Mjesta i mehanizmi djelovanja komponenata eteri¢nih ulja u stanici oznacena su na Slici 4.
Mehanizmi nisu odvojeni jedan od drugog, jer se neki odvijaju kao posljedica drugih
mehanizama (Burt, 2004.). Jedan od moguc¢ih mehanizama je nepovratno osteéenje
membrane stanica, koje izaziva osteéenje citoplazme, propustanje iona, gubitak energije
(glukoze, ATP), Sto izravno vodi do razgradnje mikroorganizama, a time i smrt stanice. Drugo
moguce djelovanje je inhibicija proizvodnje amilaze i proteaze pri ¢emu se zaustavi tok

elektrona, Sto izaziva koagulaciju sadrzZaja stanica (Djilani i Dicko, 2012.).
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) pumpe
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Slika 4 Mehanizam djelovanja eteri¢nih ulja na stanicu mikroorganizma (Burt, 2004.)

Vaino svojstvo eteri¢nih ulja i njihovih komponenata je hidrofobnost, $to dovodi do
narusSavanja strukture bakterijske stanicne membrane i mitohondrija te stanicna membrana
postaje joS propusnija. MozZe dodi do curenja citoplazmatskog sadrzaja: metabolita i iona.
Odredena koli¢ina istjecanja citoplazmatskog sadrzaja iz bakterijske stanice se moze
tolerirati bez gubitka vitalnosti, ali veéi gubitak stani¢nog sadrzaja te izlazak kljucnih

molekula i iona dovodi do smrti stanice (Burt, 2004.).

Antifungalna aktivnosti je priliéno slicna bakterijskoj. Medutim, dva dodatna inhibirajuca
djelovanja koja su karakteristi¢na za antifungalnu aktivnost su: uspostavljanje pH gradijenta
u podrudju citoplazmatske membrane i blokiranje proizvodnje energije kod kvasaca pri ¢emu

dolazi do narusavanja membrane (Djilani i Dicko, 2012.).
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Timol je strukturno vrlo sli¢an karvakrolu, koji ima hidroksilnu skupinu na drugom polozaju
na fenolnom prstenu. Antimikrobno djelovanje fenolnih spojeva, kao $to je timol, uzrokuje

strukturalne i funkcionalne Stete na citoplazmatskoj membrani (Hyldgaard i sur., 2012.).

Hipotezu o nacinu djelovanja timola na Salmonella typhimurium i Staphylococcus aureus,
postavio je Juven i sur. (1994.) prema njoj timol se veZe na proteine membrane hidrofobnim
dijelom vodikovim vezama i na taj nac¢in mijenja propusnost membrane. Bolje djelovanje ima
pri pH 5,5 nego pri 6,5 jer nije disociran i zbog toga je joS viSe hidrofoban te je njegovo

vezanje na stanicnu membranu bolje (Burt, 2004.).

Istrazivanja su pokazala kako postoji interakcija izmedu timola i stani¢cne membrane pri ¢emu
ona postaje propusna, Sto je dokazano gubitkom membranskog potencijala i propustanjem

iona kalija i ATP (Hyldgaard i sur., 2012.).

Obrada stanica E. coli s timolom uzrokuje oslobadanje lipopolisaharida i poremecaj vanjske
membrane. Timol se veZe za polarni dio lipidnog dvosloja, Sto uzrokuje promjene u stani¢noj
membrani, a pri niskim koncentracijama timola moguca je adaptacija tj. prilagodba
membranskih lipida u svrhu kompenzacije fluidnog ucinka timola za odrzavanje membrane i

strukture (Hyldgaard i sur., 2012.).

Osim interakcije s membranskim fosfolipidima, postoje dokazi interakcija timola s
membranskim proteinima, koji usporavaju oporavak stanica nakon privremenog izlaganja.
Juven i sur. (1994) su pretpostavili kako timol tvori kompleks s membranskim proteinima

putem vodikovih veza i hidrofobnih interakcija (Hyldgaard i sur., 2012.).

Timol, takoder, usporava ciklus limunske kiseline i utjeCe na mnoge enzime koji izravno il
posredno sudjeluju u sintezi ATP-a i, na taj nacin, pokazuje utjecaj na vaine energente i

procese koji smanjuju sposobnost oporavka stanica nakon izlaganja (Hyldgaard i sur., 2012.).

Fungicidno djelovanje timola protiv plijesni i kvasca je slabo istrazeno. Neka istraZivanja
ukazuju na interakcije s membranom stanica i unutarstanicnim enzimima. Timol remeti
vakuole i staniénu membranu, a smanjuje biosintezu ergosterola sojeva Candida, a time
utjeCe na integritet stanicne membrane, jer ergosterol regulira fluidnost membrane (sli¢an

kolesterolu u Zivotinjskim stanicama) (Hyldgaard i sur., 2012.).
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2.3.2. Primjena u prehrambenoj industriji

lako prehrambena industrija prvenstveno koristi eteri¢na ulja kao arome, oni predstavljaju
zanimljiv izvor prirodnih antimikrobnih sredstava za ocuvanje hrane. Medutim, primjena
etericnih ulja kao konzervanasa zahtijeva detaljno znanje o njihovim svojstvima, t;j.
minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIC), raspon djelovanja na ciljane organizme, nacin

djelovanja, te u€inak na matriks hrane (Hyldgaard i sur., 2012.).

Unato¢ modernim poboljSanjima u higijeni i proizvodniji, sigurnost hrane je vazno pitanje za
javno zdravstvo (WHO, 2002a). Procijenjeno je kako ¢ak 30% ljudi svake godine u razvijenim
zemljama pati od bolesti koje se prenose hranom (Burt, 2004.). Procjenjuje se da se svake
godine u SAD-u, 31 vrsta patogena uzrokuju 9,4 milijuna slucajeva bolesti koje se prenose
hranom (Hyldgaard i sur., 2012.). Prema tome, postoji i dalje potreba za novim postupcima
za smanjenje ili uklanjanje patogene hrane, eventualno u kombinaciji s postoje¢im

metodama (Burt, 2004.).

Osim toga, javlja se trend potroSaca koji Zele proizvode s nizim sadrzajem soli i Secera, Sto
predstavlja povecanu potrebu za novim i ucinkovitim konzervansima, jer se snizavanjem
sadrzaja soli i $ecera ugrozava rok trajanja proizvoda. Sirok raspon konzervansa se koristi za
povecanje roka trajanja proizvoda tako Sto inhibiraju rast mikroorganizama (Hyldgaard i sur.,
2012.). U isto vrijeme, u zapadnom drustvu se javlja trend 'zelenog' konzumerizma, t;j.
konzumiranje hrane koja sadrzi manje sintetskih aditiva (Burt, 2004.). Zbog negativne
percepcije potroSaca prema sintetickim dodacima prehrani javlja se zanimanje za
pronalazenje prirodnih alternativnih tradicionalnih rjeSenja. lako su se etericna ulja
prvobitno koristila radi promjene ili poboljSanja okusa, njihovo antimikrobno djelovanje ih je
ucinilo atraktivnim izborom za zamjenu sintetskih konzervansa i aditiva (Hyldgaard i sur.,

2012.).

Mnoge komponente etericnog ulja su prihvaéene od strane Europske komisije za uporabu
kao arome u prehrambenim proizvodima. Registrirane arome su npr., linalool, timol,
eugenol, karvon, cinamaldehid, vanilija, karvakrol, citral i limonen, i smatra se da ne
predstavljaju opasnost za zdravlje potrosaca (Hyldgaard i sur., 2012.). Estragol i metil

eugenol su uklonjeni s popisa 2001., zbog toga Sto su genotoksicni (Odluka Komisije od 23.
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sije€nja 2002.). Nove arome mogu se registrirati nakon provedbe toksikoloSke i metabolicke

studije (Burt, 2004.).

Unato¢ pokazateljima potencijala eteri¢nih ulja i njihovih sastojaka, njihova upotreba kao
konzervansa u hrani je ograni¢ena, jer su visoke koncentracije potrebne za postizanje
dovoljne antimikrobne aktivnost. U mnogim prehrambenim proizvodima, hidrofobni sastojci
eteri¢nih ulja su ugroZeni radi interakcija s komponentama matriksa hrane, kao $to su masti,
proteini i Skrob. Nadalje, antimikrobna potencija sastojaka eteri¢nih ulja ovisi o pH,

temperaturi i kontaminaciji (Hyldgaard i sur., 2012.).

Intenzivan miris eteri¢nih ulja, pa ¢ak i pri niskim koncentracijama, moze izazvati negativan
ucinak na organolepticke karakteristike. Radi interakcije s komponentama matriksa hrane
potrebno je povedati koncentraciju eteri¢nih ulja, Sto ograni¢ava njihovu primjenu. Razli¢ite
strategije mogu se koristiti kako bi se izbjegao ovaj problem. Jedna moguénost je koristenje
eteri¢nih ulja u aktivnoj ambalazi, a ne kao sastojak u samom proizvodu. Eteri¢na ulja mogu
se ukomponirati u jestive polimere i biorazgradive premaze ili vrecice koje pruzaju sporo
otpustanje na povrsini hrane ili u slobodni prostor paketa, primjerice voc¢e, meso i riba

(Hyldgaard i sur., 2012.).

Sastav i struktura hrana imaju znacajan utjecaj na dinamicke i zavrSne rezultate interakcije
izmedu namirnice i eteri¢nog ulja. Prisutni sastojci mogu poboljsavati ili inhibirati interakciju,
tako da se mozZe manipulirati prehrambenim pripravcima kako bi se postigao Zeljeni ucinak.
U prehrambenoj proizvodnji eteri¢na ulja se koriste u pekarskim proizvodima, siru, mesu i

vocu (Rasooli, 2007.).

Bakterijska osjetljivost na antimikrobni ucinak eteri¢nih ulja takoder se povecava sa
smanjenjem pH hrane, temperature skladistenja i koli¢ine kisika u pakiranju. Pri niskom pH
hidrofobnost eteri¢nih ulja se povecava, sto omogucuje da se lakSe otapaju u lipidima

stani¢cne membrane ciljanih bakterija (Rasooli, 2007.).

Opcenito se pretpostavlja da visoke razine masti i / ili proteina u hrani Stite bakterije od
djelovanja eteri¢nih ulja. Na primjer, ako se eteri¢na ulja otope u lipidnoj fazi hrane biti ¢e

manje dostupni da djeluju na bakterije prisutne u vodenoj fazi. Ugljikohidrati u hrani ne
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predstavljaju zaStitu za bakterije od djelovanja eteri¢nih ulja, koliko masti i bjelancevina to

Cine. Visoka razina vode i / ili soli olaksava djelovanje eteri¢nih ulja (Burt, 2004.).

2.4. PLUESNI

Plijesni su velika skupina gljiva, to su eukarioti, nefotosintetski organizmi, stanice obavijene

stani¢nom stijenkom koja je naj¢esée, sastavljena od polisaharida hitina (Durakovié, 1996.).

Tijelo plijesni je gradeno od gustog sustava cjevastih stanica bez klorofila, obi¢no bezbojnih.
Nitaste su grade, a niti (hife) rastu kao isprepletena masa koja se naziva micelij. Micelij se,

kao pras$njava ili paucinasta (pahuljasta) prevlaka, rasprostire po podlozi (Cvek i sur., 2010.).

Postoje tri osnovna ekoloska tipa plijesni i to: plijesni polja (Alternaria, Helminthosporium,
Cladosporium i Fusarium), plijesni u skladistima (Penicillium i Aspergillus) i plijesni
uznapredovalog kvarenja (Papulaspora, Sordaria, Mucor, Chaetomium i Rhizopus) (Masek i
Serman, 2006.). Mogu se klasificirati i prema vrsti hifa tada se dijele na one koje imaju
septirane, tj pregradene hife i na one koje to nemaju. Septirane hife popre¢no pregradene
nitima, koje imaju pore i omogucavaju protok citoplazme i brojnih stani¢nih organela. U
neseptiranih hifa nema fizicke granice prema kojoj bi se razlikovale pojedinacne stanice

(Durakovi¢, 1996.).

Plijesni se razmnoZavaju putem spora koje mogu biti spolne i nespolne, spolne spore se rjede
stvaraju od nespolnih. Spore nastaju na krajevima zracnih hifa, proizvode se u velikom broju,
lagano se Sire i otpornije su u uvjetima koji uniStavaju vegetativne stanice. Zajednicka
svojstva spora plijesni jesu razmnoZavanje, Sirenje i zaStita vrste od Stetnih okolisnih uvjeta.
Nespolne spore stvaraju se u procesu jednostavnog dijeljenja stanica bez oplodnje i mejoze.
Spolne spore rezultat su spolnog razmnozavanja koji se sastoji od 3 faze: Haploidna faza
stanice donora prodire u stanicu akceptora, spajaju se jezgre tvoreéi diploidnu zigotu i

mejozom se reducira broj kromosoma, stvaraju se haploidne jezgre (haploidne spore).

Nove kolonije plijesni mogu biti oblikovane i od fragmenta hifa. Za takav nacin
razmnozavanja nisu potrebne spore. Fragmenti hifa jednostavno rastu stalno i tvore nove
kolonije koje nisu istovjetne roditeljskoj, taj nacin tvorbe kolonija naziva se vegetativno

razmnozavanje (Durakovi¢, 1996.).
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Svojim metabolizmom plijesni proizvode razli¢ite kemijske spojeve, od jednostavnih
organskih kiselina do velikih i slozenih molekula. Jedna od vazZnijih skupina metabolita
plijesni su mikotoksini koji uzrokuju oboljenja nazvana mikotoksikoze (Cvek i sur., 2010.).
Mikotoksini su produkti sekundarnog metabolizma. Za razliku od antibiotika koji su toksi¢ni
za mikroorganizme, mikotoksini su, osim za mikroorganizme, Stetni za ljude i Zivotinje.
Aflatoksin je, ekonomski gledano, najvazniji mikotoksin u prehrambenim proizvodima.
Proizvode ga plijesni Aspergillus flavus, A. parasiticus i druge vrste plijesni, a do sada je
poznato 16 frakcija. Cetiri frakcije aflatoksina B1, B2, G1 i G2 su najtoksi¢nije i uzrokuju
ostecenja i cirozu jetre kod ljudi i Zivotinja te iniciraju tumore i teratogene efekte (Pitt i

Hocking, 2009.).

2.4.1. Znacaj plijesni u prirodi i mikrobiologiji hrane

Plijesni su filamentozne gljive koje su odgovorne za razgradniju i recikliranje organskih tvari i
nutrijenata, taj se proces prirodno pojavljuje u okoliSu. No, mikrobni metabolizam hranjivih
tvari, koji ih ¢ine neprihvatljivim za ljudsku upotrebu, obi¢no se oznacava kao mikrobiolosko
kvarenje. Kvarenje se dogada svuda, ali je osobito vazno u vlaznim podrucjima gdje toplina i
vlaga poti¢u rast gljiva. Ponekad je kvarenje jednostavno posljedica opsezne razgradnje
materijala, medutim, moZe se dogoditi kod ograni¢enog rasta plijesni koje stvaraju toksi¢ne
sekundarne metabolite, mikotoksine. Kada mikroorganizmi djeluju u korist ljudi, te procese

nazivamo fermentacija ili biotransformacija (Carlile, 2001.).

Plijesni koloniziraju sastojke hrane, prodiru u njih, ispustaju razne enzima, povecavaju
metabolite i reakcijske produkte, povedéaju svoju biomasu. U mnogim sluc¢ajevima se taj slijed
dogadaja smatra kvarenjem, zbog loSeg mirisa, neZeljenih promjena boje, nepoZeljnog
okusa, i toksi¢nosti. Zanimljivo je, medutim, da u odredenim situacijama, kolonizacije plijesni
mogu donijeti poZeljne promjene u hrani, a nazivamo ih fermentacijom. Obzirom da je
metabolizam plijesni aeroban proces, koriStenje termina fermentacije, Sto ukazuje na
anaerobni mehanizam proizvodnje energije, je pogreSna po definiciji. Ipak termin
fermentacija plijesnima je Siroko prihvacen u smislu bioprocesa koji rezultira poboljSanjem

kvalitete (Nout, 2007.).

Primjeri gdje plijesni fermentacijom poboljSavaju teksturu, probavljivost, prehrambenu

vrijednost, okus ili izgled sirovina su tempeh, riZino vino i soja umak. lako se znatno razlikuju
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po karakteru, rizino vino i soja umak imaju dovoljno zajednickih obiljezja u proizvodnji, oba
su predstavnici proizvoda koji ukljuuju aktivnost plijesni u dvostupanjskoj fermentaciji
(Adams i Moss, 2008.). Aspergillus oryzae i Aspergillus sojae su tipicne industrijske plijesni
koje se stolje¢ima koriste u proizvodnji Koji za proizvodnju soja umaka i rizinog vina (Nout,

2007.).

Tempeh je tradicionalni indonezijski (to€nije japanski) prehrambeni proizvod od soje i starter
kulture plijesni. MjeSovita kultura gljiva i bakterija utje¢e na fermentaciju kod tempeha, ali
najvaznija komponenta je Rhizopus oligosporus, iako su i Rhizopus i Mucor vrste Cesto

izolirane (Adams i Moss, 2008.).

Za razliku od mnogih fermentiranih namirnica, tempeh nije sredstvo za poboljSanje roka
trajanja njegovog sirovog materijala koji je u svakom slucaju po sebi vrlo stabilan. Tempeh
sadrZi antioksidanse koji usporavaju razvoj uzeglosti, ali proizvod ima rok od jedan do dva
dana nakon ¢ega se razvija miris amonijaka. Proizvod tempeh poboljsava prihvatljivost inace
neprihvatljive hrane. Svjezi tempeh ima ugodan miris i okus po orahu i moZe se konzumirati
na razne nacine, a osim poboljSanja prihvatljivosti, fermentacija takoder poboljsava

prehrambenu kvalitetu zrna soje (Adams i Moss, 2008.).

Tijekom 1950-ih pokrenuta su istraZivanja za novim izvorima proteina, jer je procijenjeno da
Zivotinjski proteini nece biti dovoljni da zadovolje ljudske potrebe. Izvori mnogih istrazivanja
prvenstveno namijenjenih za sto¢nu hranu su fokusirani na mikroorganizme kao proteine,
koji su nazvani proteini jedne stanice (single-cell protein). Op¢i problem kod proteina plijesni
tj. mikroproteina je moguée onecis¢enje mikotoksinima. Fusarium vrsta je jedini
komercijalno dostupni mikroprotein proizvod za prehranu ljudi: Quorn®, i to od vrste

Fusarium venenatum (Thrane, 2007.).

Mikroprotein je prehrambeno preporucljiv proizvod, koji kada je svjeze dobiven ima sadrzaj
proteina od 12% i dobar sastav aminokiselina, sve esencijalne aminokiseline su prisutne u
koncentracijama slicnim onim u jajetu. Probavljivost proteina moze se usporediti s govedim i
sojinim proteinima, koja je ¢ak povecana u konacnim pripravcima (Quorn® proizvodi) zbog
dodatka proteina jaja i mlijeka. Mikroprotein ima nezasi¢ene / zasi¢ene masne kiseline omjer
4/1, a ne sadrzi kolesterol, i za razliku od Zivotinjskih izvora proteina, mikroprotein sadrzi 6%

dijetalnih vlakana iz micelija stani¢ne stijenke (Thrane, 2007.).
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Gljive uzrokuju goleme gospodarske gubitke. Kao saprofiti razgraduju uginule organizme sve
do najjednostavnijih kemijskih spojeva. Konacni produkti razgradnje su voda, ugljikov-dioksid
i dusSik. Moze se reci da proces razgradnje '"pokreée Zivot" jer se hranjive i mineralne tvari
oslobadaju natrag u tlo i organizmi ih ponovno mogu iskoristiti, no na isti nacin dovode do
ostecenja hrane i industrijskih dobara. Kao paraziti uzrokuju gubitke usjeva, bolesti ljudi i
domadih Zivotinja. Blagotvorna aktivnosti gljiva, medutim, je takoder od velikog ekonomskog

znacaja (Carlile, 2001.).

Plijesni su najces¢i uzrocnici kvarenja voca, jer im pogoduje nizi pH, koji je u vo¢u uzrokovan
velikim sadrZajem organskih kiselina. Kao i kod koncentriranih proizvoda od voca kao $to su
pekmezi, marmelade i dZemovi, gdje im za rast pogoduje visok sadrzaj Sec¢era. U mlije¢nim
proizvodima kao S$to su jogurti i sirevi, takoder su prisutni, zbog snizene pH vrijednosti.
Zitarice, sjemenke i orasasti plodovi najpogodniji su za rast plijesni, kao i za proizvodnju
mikotoksina. Za rast im pogoduje, uz nizak pH, i niska koncentracija dusika. Mogu
iskoriStavati slozene ugljikohidrate, podnose visoki osmotski tlak tako da mogu rasti i u

okolisu s visokim sadrzajem Secera ili soli (Pitt i Hocking, 2009.).

2.4.2. Plijesni roda Aspergillus

Aspergillus vrste su veoma rasirene u prirodi, prije svega u zemljisStu. Mogu se naci na raznim
uskladistenim proizvodima kao $to su Zitarice, oraSasti plodovi i zacini, a ¢eS¢e u tropskim i

suptropskim nego u umjerenim klimatskim podrucjima (Hocking, 2006.).

Aspergillus je prvi put opisana prije gotovo 300 godina, te je vaZan i sa stajaliSta kvarenja, jer
mnoge vrste proizvode mikotoksine, no nekoliko vrsta se koriste u proizvodnji fermentirane
hrane (npr. Aspergillus oryzae) (Hocking, 2006.), a koristi se i za sintezu kemikalija za

biosintetsku transformaciju i proizvodnju enzima (Pitt i Hocking, 2009.).

Proizvodnja enzima vaZna je uloga Aspergillus vrste u proizvodnji hrane, zbog sposobnosti da
proizvode velike koli¢ine izvanstani¢nih enzima kao S$to su proteaze, amilaze, lipaze i
pektinaze. Ti enzimi su vazni u industrijskoj proizvodnji mlijecnih, pekarskih proizvoda,

proizvodniji piva, sokova i koZe te u industriji Skroba (Webster i Weber 2007.).

Toksini Aspergillus vrste posjeduju Siroki spektar toksi¢nosti. Aflatoksin B1 je kancerogen za

jetru velikog broja Zivotinjskih vrsta, uklju¢ujuéi i ljude. Okratoksin i citrinin utjecu na funkciju
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bubrega, cikolpiazoni¢ka kiselina ima Sirok spektar djelovanja. Toksini koje proizvodi

Aspergillus vrsta su i sterigmatocistin, fumitremorgen (Hocking, 2006.).

2.4.2.1 Aspergillus carbonarius

Aspergillus carbonarius je rod plijesni iz sekcije Nigri.

Istaknut je u posljednjih 10-ak godina zbog svoje sposobnosti da proizvodi okratoksin A u
grozdu (Hocking, 2006.). Pojavljuje se na grozdu tijekom suSenja i moZe se razviti na voéu
ako je prije berbe bilo kiSe (Pitt i Hocking, 2009.).

Aspergillus carbonarius karakteriziraju velike, gotovo crne konidiospore promjera 7 do 11 pum
grubih stijenki, tankih glatkih stijenki i fino zaobljene, bezbojne do smeckaste prema vrhu.
Vezikule su promjera 60 do 90 um gotovo okrugle. Metule pokrivaju cijelu povrsinu vezikule

(Hocking 2006.). Kolonije su crne, a sve glave proizvode metule (Pitt i Hocking, 2009.).

Aspergillus carbonarius moze rasti na temperaturi od 10 °C, ali ne i pri 7 i 8 °C, posjeduje
optimalnu temperature oko 30 °C i maksimalnu oko 41 °C. Optimalna ay, za rast je oko 0,96
do 0,98, s najmanje a,, 0,85 pri temperaturi od 25 do 30 °C (Pitt i Hocking, 2009.). Medutim,
optimalna temperatura za proizvodnju okratoksina A je manja nego za rast i kre¢e se oko 15
do 20 °C (Hocking, 2006.).

2.4.2.2 Aspergillus flavus

Aspergillus flavus je rod plijesni iz sekcije Flavi.

Aspergillus flavus je kozmopolit (Hocking, 2006.). Osobito mu odgovara tropska klima, i ¢esto
je prisutan na kikirikiju i orasastim plodovima, sjemenu uljarica, Zitaricama i suSenom vocu
(Pitt i Hocking, 2009.).

Aspergillus flavus je karakteristiCan po svojoj svijetlo Zuto-zelenoj (ili rjede Zutoj) boji
konidija, konidije su priliéno promjenjive u obliku i veli¢ini, posjeduju relativno tanke stijenke
i osim toga, vezikule su vecée i do 50 um promjeru, a obi¢no metule pokrivaju tri ¢etvrtine
povrsine vezikule (Pitt i Hocking, 2009.). Aspergillus flavus moze proizvesti aflatoksine B1, B2
i ciklopiazoni¢nu kiselinu (CPA) (Hocking, 2006.).

Minimalne temperature za rast Aspergillus flavus je oko 10 do 12 °C, a najviSe oko 43 do 48
°C i optimalna pri 33 °C. Aflatoksini se proizvodi pri 12 do 40 °C. Njegov optimalni a,, za rast
je 0,996, a kod minimalnim a,, za rast postoje razliciti podaci tako pri 33 °C ay je 0,78 ay i
0,82 na 25°C, 0,81 na30°Ci 0,80 na 37 °C (Hocking, 2006.).
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2.4.2.3 Aspergillus parasiticus

Aspergillus parasiticus je rod plijesni iz sekcije Flavi.

Prirodno prebivaliSte mu je u tlu, Zitaricama i hrani, uglavnhom povezane s uzgojem kikirikija.
Za rast mu pogoduju vise temperature i povecana vlaga, tako da mu najviSe odgovara
tropska klima. Najvazniji izvor iz hrane je kikiriki. Aspergillus parasiticus proizvodi aflatoksine
B1, B2, G1i G2, koji¢nu i aspergili¢nu kiselina, ali ne i ciklopiazoni¢nu kiselinu (Pitt i Hocking,
2009.).

Konidije Aspergillus parasiticus su kuglaste i posjeduju relativno debele, grube stijene.

Vezikule rijetko prelazi 30 um u promjeru i metule su rijetke (Hocking, 2006.).

Aspergillus parasiticus raste u rasponu temperatura od 12 do 42 °C, s optimalnom
temperaturom od 32 °C. Minimalni aktivitet vode za rast na 25 °C je 0,82, 0,81 pri 30 °C, i
0,80 za 37 °C. Rast Aspergillus parasiticus odvija se u rasponu pH od 2,4 do 10,5 pri 25, 30 i
37 °C, a rast nije mogué na pH 2,2 pri temperaturi od 25 °C. Uvjeti pod kojima Aspergillus
parasiticus proizvodi aflatoksine su slicni onima kod Aspergillus flavus. Podaci ukazuju na
proizvodnju u temperaturnom podrucju od 12 do 40 °C, pri aktivitetu vode od 0,86, i rasponu
pH od 3 do 8 ili vise. Proizvodnja aflatoksina G1, u odnosu na B1, je visa pri niZim

temperaturama (Pitt i Hocking, 2009.).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak rada je ispitati utjecaj aktiviteta vode, temperature i timola na linearni rast kolonija

plijesni roda Aspergillus: A. carbonarius, A. flavus i A. parasiticus.

3.2. MATERUAL | METODE

Za istrazivanje navedenih utjecaja upotrijebljene su Ciste kulture plijesni vrsta:
Aspergillus carbonarius
Aspergillus flavus i
Aspergillus parasiticus

iz kolekcije kultura mikroorganizama Katedre za biologiju i mikrobiologiju Prehrambeno-

tehnoloskog fakulteta Osijek.

Kulture su odrzavane na krumpirovom agaru s glukozom (PDA; Biolife, Italija). Prije
eksperimentalnog rada, kulture su regenerirane precijepljivanjem na sterilni PDA. Nakon
inkubacije od 7 dana pri 25 °C pripremljena je suspenzija spora koncentracije 1 x 10°
spora/mL. U srediSte petrijeve zdjelice, prenesen je 10 uL pripremljene suspenzije kulture.
Istrazeni utjecaji (timola, temperature i aktiviteta vode) su provedeni u tri ponavljanja,

tijekom 30 dana inkubacije, uz mjerenje promjera kolonije svaka dva dana.

3.2.1. Timol

Timol (Sigma, Njemacka) je pripremljen otapanjem u sterilnoj demineraliziranoj vodi uz 10 %

Tween 80 (radi boljeg otapanja i homogenizacije s podlogom).

3.2.2. Aktivitet vode

Kao supstrat za odredivanje utjecaja timola, temperature i aktiviteta upotrijebljeno je krmivo
SKDN (krmna smjesa za dojne krmace) koje je sterilizirano y — zraCenjem (Institut Ruder
Boskovi¢, Zagreb). Krmivu je dodana voda kako bi se dobila podloga Zeljenog aktiviteta vode
(0,90; 0,93; 0,95 i 0,97). Aktivitet vode pripremljene podloge provjeren je a, metrom

(HygroPalm Aw1; Rotronic Instrument Corp., Hauppauge NY, SAD) s tocnosti + 0,01. U
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sterilno krmivo dodana je sterilna demineralizirana voda i timol otopljen u kombinaciji 96 %
etanola (Kemika, Zagreb) i 10 % Tweena 80 (Biolife, Italija), te homogenizirano muckanjem.
Nakon toga, tikvice s krmivom su ostavljene u hladnjaku na +4 °C tijekom 48 sati kako bi se u
krmivu uravnotezio Zeljeni a,. Poslije 48 sati, odvagano je po 20 g uzroka modificiranog
krmiva u sterilne prazne petrijeve zdjelice i nacijepljeno s 10 uL 1 x 10° spora/mL u srediste
krmiva. Podloge su pripremljene u triplikatu i inkubirane u zatvorenim PVC vrec¢icama s
plasticnom tikvicom u kojoj se nalazila vodena otopina NaCl istog aktiviteta vode kao i

podloga.

Podloge su inkubirane pri 25°C tijekom 28 dana pri ¢emu je promjer kolonije mjeren pomocu
ravnala (u dva, medusobno okomita, smjera), tijekom 30 dana. Inhibitorni udinak timola,
aktiviteta vode i temperature ispitan je u odnosu na kontrole — modificirano SKDN krmivo

bez dodatka timola.

3.2.3. Temperatura

Ispitan je utjecaj dvije razli¢ite temperature na rast plijesni: 18 i 25 °C.

3.3. OBRADA PODATAKA

Rezultati ispitivanja ucinka timola, temperature i aktiviteta vode na plijesni su obradeni uz
pomoc¢ racunalnih programa Microsoft® Office Excel 2003 za Windows (Microsoft
Corporation, Redmond, SAD) i GraphPad Prism verzija 5.00 za Windows (GraphPad Software,
San Diego, SAD).

31






4. REZULTATI



4. Rezultati

4.1. UTJECAJ TEMPERATURE 18 °C, TIMOLA | AKTIVITETA NA RAST
ODABRANIH VRSTA RODA Aspergillus
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Aspergillus flavus
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Aspergillus parasiticus
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4.2. UTJECAJ TEMPERATURE 25 °C, TIMOLA | AKTIVITETA NA RAST
ODABRANIH VRSTA RODA Aspergillus
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Aspergillus flavus
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Aspergillus parasiticus
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Aspergillus carbonarius

Rezultati utjecaja temperature od 18 °C na linearni rast kolonije plijesni A. carbonarius
prikazani su Slikama 5 — 8. Pri najnizem aktivitetu (0,90; Slika 5) /ag faza rasta ove vrste traje
16 dana, nakon ¢ega zapocinje rast, koji je znacajno sporiji, u usporedbi s ostalim rezultatima
pri istoj temperaturi. Za primijetiti je razlika u primijenjenoj koncentraciji timola, pri
razli¢itim aktivitetima vode. To je posljedica razlike u minimalnoj inhibitornoj koncentraciji
timola pri razli¢itim udjelima slobodne vode, tj. razlicitim aktivitetima vode. Pri viSim
aktivitetima vode (npr. 0,97) vedi je udio slobodne vode i tim je lakSe otapanje samog spoja u
hranjivoj podlozi (krmivu). Uslijed toga je olakSan ulaz u samu stanicu i uzrokovanje
toksi¢nog ucinka (odnosno minimalne inhibitorne koncentracije), stoga su primijenjene i nize
koncentracije spoja za ispitivanje inhibicije rasta kolonije plijesni na krmivu (pri MIC
koncentraciji uopée ne bi doslo do porasta kolonije). Usporedba Slike 5 i 7 (istrazivanje je
izvedeno pri istim koncentracijama) ukazuje na skracivanje lag faze rasta plijesni s 16 na 3
dana. Nadalje, kolonija (u kontrolnom uzorku pri 0,90) doseze promjer manji od 30 mm, dok
je pri aw 0,95 promjer kontrole 10 mm vedi. U pravilu, veée koncentracije timola djeluju vise
inhibitorno na linearni rast kolonije, iako se, ponekad, mogu uociti i iznimke (npr. Slika 5).
Ova razlika moze biti posljedica nedovoljne homogenizacije podloge i ispitanog spoja, uslijed
Cega se, u podlozi, mogu pronaci lokalno snizene koncentracije timola te je tim olaksan rast
plijesni.

Utjecaj temperature je izrazit, i u ovom istrazivanju predstavlja najznacajniji ¢imbenik koji
utjeCe na rast i najbolje se mozZe uociti usporedbom s rezultatima prikazanim Slikama 17 —
20 koji su izvedeni pri temperaturi od 25 °C. lako se radi o, relativno, maloj razlici
temperatura (7 °C), lag faza rasta plijesni pri najnizem a,, (0,90) traje samo 2 dana, dok pri 18
°C traje do 16 dana (Slika 5 i 17). Sli¢ni rezultati se mogu uociti i pri ostalim aktivitetima
vode. Potrebno je napomenuti kako je istraZivanje provedeno pri istim koncentracijama
timola i aktiviteta vode, samo je temperatura razli¢ita. Nize koncentracije timola pri
temperaturi 25 °C ne uspijevaju inhibirati rast kolonije, stoga ona ¢esto doseZe do ruba

petrijeve zdjelice (90 mm) (Slika 17 — 20).
Aspergillus flavus

Kada se radi o vrsti A. flavus, u usporedbi s vrstom A. carbonarius, rezultati se znacajno

razlikuju. lako su moze reéi kako obje vrste pripadaju tzv. brzorastuéim plijesnima (vrstama
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koje izrazito brzo rastu, u povoljnim uvjetima), A. flavus sporije raste. U slucaju nize
temperature (18 °C) i najniZzeg a,, (0,90) rast je u potpunosti izostao (Slika 9). Sli¢no je i pri ay
0,93 (Slika 10) gdje je uspjela porasti samo kontrola. Lag faza pri 0,95 traje 10 dana (Slika
11), dok pri ay, 0,97 (Slika 12) samo 2 dana za kontrolu i 4 dana za odabrane koncentracije.
Pri viSoj temperaturi rasta (25 °C) lag faza pri a, 0,90 (Slika 21) traje 4 dana (pri nizoj
temperaturi, rast plijesni je potpuno inhibiran). Sli¢ni rezultati su vidljivi i pri drugim
istrazenim aktivitetima vode (Slike 22 — 24). Pri najviSem ay (0,97) lag faza rasta je u
potpunostiizostala i kolonija plijesni pocinje ubrzano rasti (Slika 24). lako se i A. carbonarius i
A. flavus smatraju brzorastuéim plijesnima, potonja vrsta raste brZe, u za nju optimalnim

uvjetima.
Aspergillus parasiticus

Vrsta A. parasiticus je vrlo srodna vrsti A. flavus. Ipak, raste nesSto sporije. Pri nizoj
temperaturi (18 °C) i najnizem ay (0,90) lag faza rasta traje 14 dana (Slika 13). Za primijetiti
je kako je kolonija koja raste na podlozi s 250 ppm timola veéa u usporedbi s kontrolnim
uzorkom koji raste bez dodatka timola. U nekim uvjetima, posebno kada se radi o nizim
koncentracijama antimikrobnog spoja/spojeva, kolonije mogu rasti i ve¢com brzinom. To se
objasnjava tzv. stresnim uvjetima rasta, pri ¢emu plijesan mobilizira svoju energiju na izrazit
rast (Slika 14, 28). Sa stanovista prehrambene tehnologije i metoda konzerviranja hrane, ovo
je od posebnog znacaja, jer ¢e, umjesto prestanka rasta, rast biti ubrzan. Nadalje, jedan od
velikih problema je i povecana sinteza mikotoksina, koja je potencirana upravo zbog stresnih
uvjeta okoline na plijesan. Ipak se, slicno kao i u rezultatima ostalih vrsta, primjenom vecih
koncentracija postiZe i jaca inhibicija rasta. Poveé¢anjem udjela slobodne vode (Slike 13 — 16)
ubrzava se rast, bez obzira na koncentraciju timola. Ipak, lag faza pri a,, 0,95 traje 10 dana
(Slika 15), dok je pri ay, 0,93 (Slika 14) trajala 12 dana samo pri najvecoj koncentraciji timola.
Pri niZim koncentracijama je lag faza trajala krade pri veéem aktivitetu vode. Visa
temperatura (25 °C) (Slike 25 — 28) uzrokuju i ubrzan rast vrste A. parasiticus. Jedino se pri ay
0,90 i 0,95 (Slike 25 i 27) moZe uociti lag faza rasta, ali ona traje do 4 dana pri nizem ili do 2
dana pri viSem aktivitetu. U ostalim sluc¢ajevima (Slike 28 i 26) prava lag faza u kojoj nije

utvrden rast kolonije nije ustanovljena.
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U ovom istraZzivanju, temperatura se pokazala kao najznacajniji ¢imbenik u rastu kolonija
plijesni. Zajedno sa smanjenim aktivitetom vode i antifungalnim tvarima (u ovom slucaju

timolom) moguce je znacajno smanjenje rasta pojedinih vrsta plijesni.
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Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Pritemperaturi od 18 °C, lag faza rasta plijesni vrste Aspergillus carbonarius traje od 6 do
14 dana. DuZina lag faze rasta ovisi o ay; Sto je niZi to je ova faza duza. Vece
koncentracije timola, u ve¢oj mjeri inhibiraju rast kolonije plijesni, ali taj u¢inak prestaje

pri visoj temperaturi ¢uvanja (25 °C).

2. Uocen je sinergisticki ucinak nize temperature (18 °C) i ay, 0,90 prema vrsti A. flavus Ciji je
rast u potpunosti inhibiran. Pri 18 °C, lag faza rasta traje od 2 do 12 dana i ovisi 0 ay
podloge. Pri viSoj temperaturi inkubacije (25 °C) lag faza izostaje (aw 0,93) ili traje do
najvise 6 dana (aw 0,90). Vece koncentracije uzrokuju vecée zaostajanje u rastu, u

usporedbi s kontrolnim uzorkom.

3. Rast plijesni vrste A. parasiticus pri 18 °C je inhibiran do 14. dana inkubacije pri ay 0,90,
dok pri temperaturi od 25 °C inhibicija traje do 4 dana. Pri viSoj temperaturi (25 °C)
inkubacije, lag faza rasta se znacajno smanjuje. Vece koncentracije timola snaznije

inhibiraju rast kolonije plijesni.

4. Temperatura je najznacajniji ¢imbenik u inhibiciji rasta odabranih vrsta plijesni. Uz
dodatak timola, snizavanje a,, podloge i temperature, moguce je potpuno inhibirati rast

vrste A. flavus.
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