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ANNOTATSIOON

Hallitused on kdige levinumad mikrobioloogilist riknemist pdhjustavad organismid
klpsetistes, sealhulgas rukkileivas. Kuna kipsetamine hévitab seente eosed leivas, s6ltub
leiva saastumise mé&ar ja hallitusseente mitmekesisus suurelt osalt toostuse
keskkonnatingimustest, kus toimub leiva viilutamine ja pakendamine. Antud uuringus
kasutati kaheksat erinevat rukkileivasorti viielt erinevalt pagaritoostuselt. Need leivad valiti
pikaajaliseks sdilitamiseks (kuni 1 kuu). Leiva pinnal kasvanud erineva morfoloogiaga
seened isoleeriti ning kultiveeriti parmiekstraktiga agaril (Yeast extract agar, YES) koos [3-
tsuklodekstriini lisandiga. Aflatoksikogeense aktiivsuse uurimiseks eksponeeriti Petri tasse

UV valguse ké&es.

Isoleeritud seened identifitseeriti kasutades M13 praimereid ja juhuslikult amplifitseeritud
polimorfse DNA-PCR (randomly amplified polymorphic DNA-PCR, RAPD-PCR) ning 26S
rDNA sekveneerimist. Tuvastati jargmised hallitusseente liigid: Penicillium cinerascens,
Penicillium citrenum, Aspergillus niger, Aspergillus intermedius, Aspergillus brasiliensis,
Aspergillus oryzae.

Eksperimendi k&igus isoleeriti leiva pinnalt ka kaks parmiliiki Pichia anomala ja
Saccharomyces cerevisiae, mis parssisid nahtavalt hallituste kasvu. Seet6ttu valiti need parmi
isolaadid edasisteks uuringuteks antimikroobsete omaduste suhtes. Katsete kdigus selgus, et

antud parmi isolaadid aeglustasid seeneniidistiku teket ja sporuleerumis protsessi.

Marksdnad: Leib, hallitusseened, identifitseerimine, aflatoksiinid, PCR, fluorestsents,

aflatoksiin, ohratoksiin

T606 koosneb 39 lehekiiljest,2 tabelist ja 13 joonisest.



ABSTRACT

Fungi are the most frequent cause of microbial spoilage in baking products including rye
bread. As baking process destroys fungal spores in bread, post-processing contamination rate
and biodiversity of bread spoiling moulds will totally depend on bakery environment.
In current study 8 rye bread sorts from 5 different bakeries were selected for long-term
storage (up to 1 months). Fungal colonies with different morphology developed on the bread
surface during storage were isolated and cultivated on YES agar with the addition of f-
cyclodextrin. Aflatoxicogenic activity of isolated fungi was studied using treatment of agar
plates with UV.

DNA fingerprintints of isolated fungi were obtained using RAPD-PCR with M13 primers.
Single representatives of each RAPD group were chosen for identification with Sanger
sequencing. Selected isolates were identified as Penicillium cinerascens, Penicillium
citrenum, Aspergillus niger, Aspergillus intermedius, Aspergillus brasiliensis, Aspergillus
oryzae, Pichia anomala and Saccharomyces cerevisiae species.

P. anomala and S. cerevisiae yeast species were selected for further antimicrobial studies as
they were isolated from rye breads which demonstrated the longest mould-free shelf-life.
Ability of selected strains to suppress the growth of reference mould was evaluated, revealing

the suppressing effect on the growth of fungal mycelium and sporulation process.

Keywords: Bread molds, identification of aflatoxins, PCR, fluorestsents, aflatoxin,

ochratoxin

The work consists of 39 pages, 2 tables and 13 figures.



Sisukord

Kasutatud LUNENGIG ..........cooiiiiiiieei s 8
SISSEJUNALUS ...ttt ettt et et et e s e s ae et e e st e e be et e e ne e ae e teene e neenteaneenres 9
1 KirJandusSe UIEVAAUE...........coiiiiieieiieite et 10

L1 RUKKIIEID ..ot 10
1.2 Leiva mikrobioloogiling rKNeMINE..........ccccviiiiieie e 10
1.2.1 Bakteritega pohjustatud FKNEMINE .........ccoveieeie i 11
1.2.2  Parmidega pdhjustatud rMKNEMINE..........ccoveieiiiiiiiiiieeeee e 11
1.2.3  Hallitusseente pohjustatud riknemine ............cccooiiiiiiiineieies e 12
1.3 Leibades levinud MUKOtOKSTINIG .........cccooviiiiiiiiieccce s 12
131 AFIAEOKSTINIG ..o 13
1.3.2  ONrAtOKSTIN A ..o bbb 14
2. 3 FUSAAriumIi tOKSTINIG........coiiiiiiiiiiesee e 15
1.3.3  Deokstinivalenool ehk DON tOKSTIN ........cceiiiiriiiiiiieieisescesese e 16
1.3.4  Zearalenon €Nk ZEN ... e 16
1.4 Hallitusseente identifitSEErMINE ..........cccviiiiiieiere e 17
1.4.1  Morfoloogilised UUMNGUA ........cccoiiiiiiiiiiee e 17
1.4.2  Molekulaarsed UUFINQUA ........ccoooviiiiiiec e 17

1421  RAPD-PCR....oo s 17

1.4.2.2  DNA SEKVENEEIIMINE ..o 18
2 EKSPErimentaalng OSa........cccuiiiieiiieiiesie it 19

2.1 Leiva naidised ja hallituste iSOIEErMINE .........ccoveeiiiiiciicce e 19
2.2  DNA eraldamine hallituse KUITUUITEST...........ccooiiiiiiiiiieccc e 19
2.3 RAPD PCR M13 PraiMeriga......cccoeeeeeieieieenieniesiesiesiesieeeeiessesseseessesiessessessesseesens 19
2.4 Elektroforees agar00SgEEIIS. .......oiuiiiieieieiiesie ittt 20
2.5  DNA SEKVENEEIMINE .....oiiiiiitiitiiii et 20



2.6  Aflatoksikogeense aktiivsuse uurimine hallitusseente isolaatides............c..ccccvene..e. 21

2.7  Hallitusvastase aktiivsuse uurimine parmseente isolaatides............cccocvevvevverreennnnn, 21

3 Tulemused JaarUtelU..........ccoo oo 23
3.1  Hallituse isoleerimine ja identifitSeerimine...........ccovviiiiiiiicieie e, 23
3.1.1 Isolaatide morfoloogiline MItMEKESISUS .........cccvevveiieiierieiiese e 23

3.2 lIsoleeritud seente genotupiseerimine ja identifitseerimine ..........ccccoecevvevviveceenenn, 27
3.3 Hinnang uuritud isolaatide mukotoksiinide aktilVSUuSele ...........ccccccovvvieniiiieiiennnnn. 29
3.4  Potentsiaalsete hallitusvastaste omaduste tuvastamine parmseente isolaatides........ 31
JAFBIAUSEA. ... bbbttt bbb 33
KOKKUVBTE ...ttt bbbttt et e bbb bt e st e b e e ne e e e e 34
SUIMMIBIY ..t b e bt bt et R bt e et bt b e e bt enb e e et b ne e 35
KaSULATUD KITJANAUS .....oviiiiiiieiieiee ettt bt 36



KASUTATUD LUHENDID

AF — aflatoksiin

AFBL1 — aflatoksiin B1

AFB2- aflatoksiin B2

AFGL1 - aflatoksiin G1

AFG2 — aflatoksiin G2B. —Bacillus

DON - deoksiinivalenoon

OTA — ohratoksiin A

PCR — polimeraasahelreaktsioon, ing. k. polymerase chain reaction

RAPD - juhuslikult amplifitseeritud polimorfne DNA, ing. k. randomly amplified
polymorphic DNA

ZEN - zearalenoon
UV — ultraviolet valgus
YES — parmiekstrakti agar (yeast extract sucrose agar)

YPD-parmiektrakti peptooni, dekstroosi agar (Yeast Extract Peptone Dextrose Agar)



Sissejuhatus

Rukkileiva tarbimisel Eestis on pikk ajalugu. Rukkileib sisaldab palju vitamiine ja
mineraalaineid ning on kiudainerikas, mis teeb selle pagaritoote tasakaalustatuks ja
tervislikuks toiduaineks. (Kulp et al., 2003).

Eestis toodetakse umbes 150 erinevat rukkileiva sorti. Kdige rohkem tarbitakse rukki-
segaleiba (50.1-89.9% rukkijahu) ning rukkileiba, milles rukkijahu sisaldus on suurem kui
90% (Viiard, 2014, 12).

Nagu kdik korge vee aktiivsusega toiduained on ka leivad vastuvotlikud bakterite ja/voi
seente poolt pdhjustatud mikrobioloogilisele riknemisele. Erinevalt nisujahust tehtud
leibadest, mis on vastuvotlikud bakteriaalsetele haigustele, on rukkileiva mikrobioloogiline
riknemine pdhjustatud peamiselt seentest (hallitus- ja parmseentest) (Saranraj et al., 2012).

Hallitusseente poolt pohjustatud toostuslikud kaod varieeruvad 1-5 %, soltuvalt rukkileiva
sordist, aastaajast ja tootmise viisist. Leivad vdivad olla saastunud véga mitmesuguse
hallitusega, kuid Penicillium ja Aspergillus liikidele kuuluvad hallitused on k&ige levinumad.
Médlema sugukonna esindajad on Uldtuntud miikotoksiinide tootjad, mis tdhendab, et peale

majandusliku kahjumi, vOivad need pdhjustada ka terviseprobleeme. (Legan, 1993)

Antud magistritéo eesmark oli:

i: Isoleerida ja identifitseerida rukkileibade sailimise kadigus nende pinnalt parm- ja

hallitusseeni.

ii: Tuvastada saadud hallitusseente isolaatide mukotoksikogeenne aktiivsus, kasutades

mikrobioloogilisi analttsimismeetodeid

iii: Uurida isoleeritud parmide hallitusvastast aktiivsust.



1 Kirjanduse Ulevaade

Kirjanduse (levaade annab teavet leivast Uldiselt, leiva mikrobioloogilist riknemist
pdhjustavate mikroorganismide ja mukotoksiinide kohta. Samuti saab infot hallitusseente

identifitseerimise kohta.

1.1 Rukkileib

Rukkileivaks nimetatakse leiba, mille koostises on véhemalt 90% rukkijahu. Kui rukkijahu
osa leiva retseptuuris on vaiksem (50,1-89,9%), siis saadud pagaritoodet nimetatakse rukki-

segaleivaks (Kapten-Leppik, 2007).

Traditsioonilist rukkileiba tehakse piirkondades: P6hja-, Kesk-, ja Ida-Euroopa (kaasaarvatud
Baltiriigid), mida teatakse ka rukkikasvatus maadena. Baltimaades on rukkileiva tarbimine
vaga levinud. Eestis tarbitakse aastas umbes 19,9 kg rukkileiba inimese kohta, Latis ja
Leedus on need numbrid vastavalt 14,7 ja 52,3 kg. Klassikaline Eesti rukkileib valmistatakse
taistera rukkijahust, kasutades juuretist, mis annab leivale iseloomuliku hapu maitse ning
aroomi. Paljudes retseptuurides puuduvad ka pagariparmid, mis tdhendab, et leiva kerkimisel
osalevad ainult juuretisest ning toorainetest parinevad mikroorganismid. (Viiard, 2014, 12)

Tanapéeva tarbija eelistab just traditsiooniliselt valmistatud rukkileiba, mis on tehtud ilma E-
ainete lisamiseta. Konservantide puudumine leivas tahendab tihti, et mikrobioloogiline
riknemine muutub peamiseks leiva séilivusaega limiteerivaks faktoriks. (Saranraj et al.,
2012)

1.2 Leiva mikrobioloogiline riknemine

Leiva mikrobioloogiline saastumine vdib toimuda igas tootmisetapis ning sdltub nii
toormaterjalist kui ka imbritsevast keskkonnast (nt. 8hust, tootmispindadelt ning seadmetest).
(Saranraj et al., 2012)

Saastumist pohjustavate mikroorganismide jargi saab leiva mikrobioloogilised haigused

jagada kolmeks grupiks: bakterite, parmseente ja hallitusseente poolt pdhjustatud .
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1.2.1 Bakteritega pohjustatud riknemine

Leiva bakteriaalse riknemise kdige levinumateks mikroorganismideks on sugukonda Bacillus
kuuluvad mikroorganismid. Need on gram-positiivsed, aeroobsed vdi fakultatiivsed
anaeroobsed, spoore moodustavad kepikesed. Leibade saastumine antud bakteritega toimub
tavaliselt toorainete (naiteks suhkru, jahu, parmide) ja tootmisseadmete kaudu. Jahu madalale
vee aktiivsusele vaatamata néitavad uuringud, et paljud jahusordid on saastunud Bacillus
sugukonda kuuluvate bakteritega. (Yibar et al., 2012)

Bacillus sugukonna esindajad tekitavad leival haigust nimega ,,kartuli- v0i venimishaigus’’.
Kdige sagedamini pdhjustavad ,kartulihaigust’” Bacillus subtilise tived, kuid Bacillus
licheniformis, Bacillus magaterium ja Bacillus cereus on samuti seostatud selle haigusega.
Kartulihaiguse esimeseks stimptomiks on puuviljane kdrvalaroom, mis sarnaneb ananassi
I6hnaga. Hiljem muutub leivasisu haigusetekitaja poolt toodetud proteolldtiliste ja
amuloliutiliste ensuimide toimel varvituks, pehmeks ja kleepjaks, mis teeb saastunud leiva

soddamatuks. (Saranraj et al., 2012)

Batsillide  pohjustatud leiva riknemine esineb  tavaliselt  suveperioodil,  kui
keskkonnatingimused muutuvad soojemaks ja niiskemaks. Kuna enamus Bacilluse
saastatusest tuleb tootlemata toorainest, oleks vajalik alati kontrollida toorainete
mikrobioloogilist puhtuseastet ning véltida todtlemata toorainete (nditeks seemnete)

kasutamist. (Saranraj et al, 2012)

Bacilluse esinemine toidus vdib pdhjustada inimestel terviseriske. Néiteks toodavad B. cereus
liiki kuuluvad bakterid vahemalt kahte tlupi toksiine, millest (ks on termostabiilne.
Batsillusega saastumist esineb rohkem nisujahust tehtud leibades.
Rukkitaigna suhteliselt madal pH kaitseb rukkileibasid bakteritega pdhjustatud riknemise

eest, kuid ei pérsi kahjulike seente kasvu (Yibar et al., 2012).

1.2.2 Parmidega pohjustatud riknemine

Leiva pinnal vOivad areneda nii aeroobsed kui ka anaeroobsed parmid, moodustades
kriiditikkidega sarnanevaid valgeid plekke. Just sellise sarnasuse tottu nimetatakse parmide
pohjustatud infektsiooni leiva kriidihaiguseks. Kdige levinumad kriidihaiguse tekitajad on
Pichia butonii, Pichia anomala ja Endomyces fibuliger liikidesse kuuluvad parmid (Saranraj

et al., 2012). P. burtonii ja E. fibuliger kasvavad huifidena ja seetdttu sarnanevad nad
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pealtndha hallitustega, kuigi tegu on parmidega. Parmidega tekitatud leivainfektsioonid
ilmnevad kahel erineval viisil. Esiteks, ndhtav pindmine kasv, mille tulemusena moodustuvad
leiva pinnal valge- voi roosakavarvilised plekid. Teiseks, fermentatiivne riknemine, mida
iseloomustab alkohoolne kdrvalaroom. Fermentatiivset riknemist pohjustavad parmide hulka
kuuluvad P. Burtonii tiived. Kuna nakatumine toimub saastunud téovahendite ja masinate

kaudu, on higieeni kontrollimine leivatodstuses aarmiselt oluline (Saranraj et al., 2012).

1.2.3 Hallitusseente pohjustatud riknemine

Vaatamata sellele, et pdrmide tekitatud leivainfektsioonid pdhjustavad majanduslikku kahju,
ei ole parmiga saastunud leibade tarbimine tavaliselt inimese tervisele ohtlik. (Deschuyffeleer
et al.,, 2011). Leiva saastumine hallitusseentega on tervisele ohtlik, kuna seente poolt

toodetud toksilised metaboliidid akumuleeruvad leiva sisus. (Saranraj et al., 2012)

Plastikkotti pakendatud leiva séilivusajaks maérgitakse tihti isegi 9-10 pdeva, samas aga
tekivad hallitusseentega nakatunud leibade pinnal hallituse tdpid juba moni péev parast
pakendamist (Lund et al., 1996). Kuna optimaalne klpsetustemperatuur havitab seente eosed,
siis tuleb ennetada saastumist pindade ja 6hu kaudu. Hallitused satuvad leivale tavaliselt
toostusseadmetelt leiva jahutamisel, viilutamisel ja pakkimisel. Leiva riknemist pohjustavad
uldjuhul Rhizopus sp., Mucor sp., Penicillium sp., Eurotium sp., Aspergillus sp. ja Monilia

sitophilia. (Saranraj et al., 2012)

1.3 Leibades levinud mukotoksiinid

Mikotoksiinid (Kreeka keeles: ,,Mykes* tdhendab seen ja Ladinakeeles ,,toxicum*: miirk voi
toksiin) on sekundaarsed hallitusseente metaboliidid, mis avaldavad m&ju nii inimeste kui ka
loomade tervisele. Pdllumajandussaaduste riknemise tottu  pdhjustavad mikotoksiinid
méarkimisvéarset materiaalset kahju. Pollumajanduses on peamised mikotoksiinid
aflatoksiinid (aflatoksiin B1, B2, G1, G2), ohratoksiin A (OTA), zearalenone (ZEN),
trihhosteenid (eriti deoksinivalenoon, ehk DON, T-2 ja HT-2) ja fumonisiinid. Kirjanduse
andmetel kuuluvad mukotoksiine tootvad hallitused peamiselt kolme perekonda: Aspergillus,
Fusarium, ja Penicillium. (Schmidt, 2003)

Paljud hallitusseened on vdimelised tootma rohkem kui Uht toksiini. Mikotoksiinid vdivad
sattuda leiba, kas otse toormaterjalidega (jahu, seemned), vGi siis valmisleiva saastumisel

toksikogeensete hallituste tiivedega. Nisu ja rukkiterade saastumine voib toimuda juba pdllul
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(enne saagikoristust), voi siis saagikoristuse, todtlemise ning transportimise ajal. Kdige
levinumad hallituse liigid, mis kahjustavad teraviljade saake juba p6llul, kuuluvad sugukonda
Fusarium. Liigid F. graminearum, F. moniliforme, F. nivale, F. tricinctum ja F. roseum
satuvad teraviljadele otse mullast. Antud liigid toodavad palju erinevaid toksiine (ZEN,
DON, T-2 ja HT-2). (Schmidt, 2003)

Leiva kilpsetamine hévitab seente eosed, mis tdhendab, et valmisleibade saastumisel
miikotoksiinidega mangivad rolli just leivatoostuse keskkonnast périnevad hallitused ehk
hoiustamisel saastavad hallitused. Hoiustamisel saastavad hallitusseente hulka kuuluvad
perekondade Penicillium ja Aspergillus esindajad, sealhulgas ohratoksiini A tootvad
Penicillium verrucosum ja Penicillium nordicum ning palju Flavi ja Nigri Uksusesse
kuuluvad Aspergillus-ed (nt. Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus ja Aspergillus

ochraceus), mis on seotud afla- ja ohratoksiinide tootmisega (Chu,2003).

1.3.1 Aflatoksiinid

Aflatoksiinid (A.flavus-toksiinid, ehk AF toksiinid) (Joonis 1) on enim uuritud toksiinide
grupp ja seda toodavad vaga paljud Aspergillus hallitusseente liigid. Pitt et al., jargi koosneb
perekond Aspergillus enam kui 180 liigis (Pitt, et al., 2000). Selle perekonna esindajad
moodustavad spoore, mis tagavad seenete laialdase leviku ja tanu millele elavad need (ile ka
ebasoodsamad keskkonnatingimused. Soodsate tingimuste tekkel arenevad spooridest
hallitusseened. (Moss, 2002). Aspergillus leidub pinnases, taimede lehtedel, lilledel ja on
inimestele ja loomadele patogeeniks (Marin 2013, Calvo, 2004). Aflatoksiine tootvad
Aspergillused kuuluvad Flavi tiksusesse. Kdige levinumad aflatoksikogeensed hallitused on

A. flavus, A. parasitivcus, Aspergillus nominus ja Aspergillus bombycis. (Calvo, 2004)

Nagu mitmed teisedki heterotsiklilised Uhendid on aflatoksiinid fluorestseerivad ja on selle
jargi eristatavad. Nii aflatoksiin G1 (AFG1), kui ka aflatoksiin G2 (AFG2) toodavad
kollakasrohelist fluorestsentsi, kuid aflatoksiin B1 (AFB1) kui ka aflatoksiin B2 (AFB2)

toodavad UV valguse kaes sinist fluorestsentsi. (Hussein et al., 2001)
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Joonis 1. Aflatoksiinide ehitus. (a) aflatoksiin B1, (b) aflatoksiin B2, (c) aflatoksiin G1, (d)
aflatoksiin G2, (Calvo, 2004)

Aflatoksiinide sisaldust toodetes tootmisuksustes tldjuhul spetsiaalselt ei testita ja seetGttu

jouavad midki nakatunud tooted. (Calvo, 2004)

Aflatoksiinid on tuntud mutageenid ja kantserogeenid ning nende sattumine inimese
seedetrakti on otseselt seotud maksavéhiga. Aflatoksiin pdhjustab rakkudes mutatsioone ja

seetdttu seostatakse aflatoksiini erinevate vahkkasvajate tekkega. (Calvo, 2004)

1.3.2 Ohratoksiin A

Ohratoksiin A (OTA) on isokumariini ja fenudlalaniini derivaat (Joonis 2) mille organismi
sattumine on seotud neerude haigusega ja maksa nekroosiga. Peale selle on ohratoksiinil ka
immuunsisteemi ning DNAd kahjustav toime. Ohratoksiini toodavad perekondadesse

Aspergillus ja Penicillium kuuluvad hallitused (Calvo, 2004, Hussein et al., 2001).

HOOC (0] OH O
T
PR H

CH3

Cl
(b)

Joonis 2. Ohratoksiini struktuur. (Calvo, 2004)
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Erinevalt aflatoksikogeensetest Aspergillustest ei ole OTA tootmine seotud kindla
taksonoomilise grupiga, vaid on hajunud erinevate tiksuste vahel. Peale A. ochraceus liigid
toodavad OTALt ka A. glaucus, A. fumigatus, A. niger, A. terreus ning palju teised Aspergillus
esidajad. (Cabanés et al., 2010)

2. 3 Fusaariumi toksiinid
2.3.1 T-2, HT-2 toksiinid

MG CH, 5

H3C. (e} OH
HyC le) o
/\A o
HaC o
| O)\CH
o

O
CH;

T-2 Toksiin
HsC o OH
HiC o] Q
Hac)\/-l\o
TZC CH, OH
o]

O
CH,

HT-2 toksiin

Joonis 3. T-2 ja HT-2 toksiini molekulaarne ehitus ( Marin 2013)

T-2 toksiini (Joonis 3) peamine tootja on Fusarium sporotrichioides (Calvo, 2004). Antud
toksiini toodavad veel F. crookwellense, F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum, F.
langsethiae, F. poae, F. pseudograminearum, F. sambucinum, F. sporotrichioides, F.
venenatum (Chu, 2003, Frisvad et al., 2007).Toksiini leidub enim maisis, nisus, odras, riisis,
rukkis ja teistes teraviljades. Optimaalne temperatuur antud mikotoksiini tootmiseks on
15°C. Kdrgemal temperatuuril (mdnes kirjandusallikas ka 22,5 °C) toodetakse toksiini H-T2 (
(Calvo, 2004, Chu, 2003)

ToksiinT-2 mdojutab paljusid organeid, sealhulgas nérvisiusteemi, immuunsisteemi,
seedetrakti (Chu, 2003).
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1.3.3 Deoksunivalenool ehk DON toksiin

Toksiini DON (joonis 4) toodab pdhiliselt F. graminearum ja teised Idhedased hallitusseened
nagu F. culmorum ja F.crookwellense. Seda toksiini leidub sealhulgas odras, kaeras, sorgos ja
rukkis. Ulemaailmselt on suurenenud teraviljade saastumine DON toksiiniga. Kui terade
arenemise ajal on ilmastik kilm ja niiske, siis on viljaterad F. graminearum seene suhtes eriti
tundlikud. Nimetatud liik tekitab viljahaiguse nimega ,,kOrreliste juuremddanik’’, tootes
samal ajal toksiini. Optimaalne temperatuur toksiini tootmiseks on 24°C. Toksiini DON

leidub hulgaliselt Soome ja Ameerika tihendriikide taliviljades. (Chu, 2003)

CH,OH

Joonis 4. DON toksiini molekulaarne ehitus

Toksiin DON vG@ib pBhjustada kehakaalu kaotust (ka anoreksiat), immuunpuudulikkust,
iiveldust, oksendamist, peavalu ja palavikku. Looduslikult saastunud vilja tarbimine on nii
inimesele kui ka loomadele ohtlik (Chu, 2003, Calvo, 2004).

1.3.4 Zearalenon ehk ZEN

Toksiini ZEN (Joonis 5) toodavad Fusarium crookwellense, F. culmorum, F. equiseti, F.

graminearum (Frisvad et al., 2007).

Toksiini  ZEN seostatakse Ostrogeeni ja steroidiretseptoritega, mis stimuleerivad
valgusiinteesi ja imiteerivad hormonaalset aktiivsust, tekitades naiselikke tunnuseid meestel
ning viljatust naistel (Peraica et al., 1999). Looduslikult saastuvad ZEN-iga enamasti

teravilja (mais ja nisu) terad (Chu, 2003).

Joonis 5.ZENtoksiini ehitus. (Chu, 2003)
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1.4 Hallitusseente identifitseerimine

Hallitusseente identifitseerimiseks kasutatakse kas morfoloogilisi v8i siis molekulaarseid

meetodeid.

1.4.1 Morfoloogilised uuringud

Morfoloogiline identifitseerimine leiab aset pérast seda, kui kultuur on kasvanud
selektiivsodtmel. Morfoloogiline tlpiseerimine hdlmab endas kolooniate iseloomustamist
(varvust, mutseeli pikkus, spooride olemasolu jne.) ning kultuuri mikroskoopilisi uuringuid

(koniidide ja koniidikandjate ehitus ja vérv) (Varga et al., 2011).

Morfoloogia jargi identifitseerimine on suhteliselt odav ja ndua erilisi ressursse. Peamised
vahendid on mikroskoop ja sé6tmed. Selle meetodi jérgi identifitseerimine on keerukas, sest
on palju Ghe kuju ja valimusega hallitusseeni mis teeb nende identifitseerimise peaaegu

vOimatuks (Varga et al., 2011).

1.4.2 Molekulaarsed uuringud

Molekulaartasemel meetodid on aeganGudvamad ja kallimad, vdrreldes morfoloogilise
identifitseerimisega, kuid nad on véga tdpsed. Enamuse molekulaarsete meetodite pdhjal

tehtavates testides leiab aset polimeraas ahelreaktsioon ehk PCR

PCR on molekulaarne in vitro tehnika, mis on laialdaselt kasutusel amplifitseerimaks teatud
DNA sekventsi, mis asetseb kahe teadaoleva sekvendi vahel. Selle leiutas Kary Mullis 1983
aastal. Algupérane tehnika oli lihtsustatud, et he-vdi kaheahelalist DNA v6ib kasutada
alusmallina. Oligonukleotiidide praimerid on lihikesed heahelalised DNA molekulid. Kui
amplifikatsioon toimub, siis seonduvad komplementaarse jarjestuse sekvendid DNA proovile,
mis on eelnevalt denatureeritud. Neid amplifitseeritud fragmente vdib seejérel eraldada ja
visualiseerida agaroosgeelil. PCRi iseloomustab kiirus, tundlikkus, stabiilsus ja

reprodutseeritavus. (Hoff, 2012)

1.42.1 RAPD-PCR

RAPD (juhuslikult amplifitseeritud polimorforne DNA) erineb tavalisest PCR-st ainult tihe
juhuslikult wvalitud jarjestusega lihikese praimeri kasutamise poolest. Et vdimaldada
praimerile kinnitumist antud DNA-le, on reaktsioonide spetsiifilisust vahendatud, lubades

17



praimeril seonduda ka vahem sarnase regiooniga. Kui selle praimeri seostumiskohad on mdne
tuhande aluspaari piires ja asuvad erinevates ahelates, amplifitseeritakse nende piirkondade
vahele jadv DNA jarjestus (Williams et al., 1990). Seente puhul vG6ib selle jarjestuse pikkus
varieeruda 200-3500 bp. Saadud fragmente lahustatakse ja visualiseeritaks agaroosgeelis,
ning saadud mustrite baasil tehakse geneetiline tiipiseerimine. See tehnika on esmane ndide

uksik praimeri amplifitseerimise reaktsioonist. (Hoff, 2012)

1.4.2.2 DNA sekveneerimine

Koige tdpsema tulemuse PCR’i abil amplifitseeritud DNA’st on voimalik saada antud
piirkonna nukleotiidide jarjestuse madramisega sekveneerimisel ning saadud tulemuste
vordlemisel avalikus andmebaasides olevate jarjestustega, kasutades BLAST programme.
Sekveneerimise huvipiirkondades hdlmab endas domeeni D1 ja D2 26S geenis, 18S ja 5.8S
rRNA geeni. Paljud varasemad kirjandusallikad kinnitavad amplifitseerimise ja ITS regiooni
sekveneerimise kasulikkust kiireks hallituse identifitseerimiseks. Varasemalt amplifitseeritud
ja sekveneeritud regioonid on leitavad online portaalides ja seega on lihtsam teha kindlaks

seente tlve konkreetse perekonna liik ning see ka kirja panna. (Hoff, 2012)
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2 Eksperimentaalne osa

2.1 Leiva naidised ja hallituste isoleerimine

Kaheksa erinevat viilutatud rukkileiba osteti viielt erinevalt Eesti pagaritootjalt.
Leivatoostused tahistati tdéhtedega ,,A“, ,,B*, ,,C*, ,,D“ ja ,,E*. Leivatdostusest ,,A*, ,,B*, ,,.D*
saadi kaks erinevat leivasorti (tahistus vastavalt Al ja All, Bl ja Bll ning DI ja DII).
Leivatoostustest ,,C* ja ,,E“ koguti kummastki iiks leivasort (tdhistused Cl ja El). Leivad
hoiustati toatemperatuuril kuu aega, et hallitus saaks kasvada ja areneda. Hallitusseente kasvu
katseleibadel kontrolliti 1,2,3 ja 4-nda nadala méddumisel hoiustamise algusest. Neljanda
nédala 16pus eraldati leiva pinnalt erineva morfoloogiaga hallitusseente kolooniad ja kilvati
Sabroud Dextrose agarile koostisega (g/l): peptoon 10, D-glikoos 40, agar 12, pH = 5,3.
Seejarel inkubeeriti hallitusseeni 7 paeva, 25°C juures. Isolaatide puhaskultuure (kokku 23)
kasvatati Sabraud Dextrose agaril 7 paeva, 25°C juures ja hoiustati seejarel +4 °C juures

edasisteks uuringuteks.

2.2 DNA eraldamine hallituse kultuuridest

Hallituste puhaskultuure kultiveeriti 1 ml vedelas Saboraud Dextrose so6tmes 5 paeva, 25°C
juures. Puhaskultuuride biomassist eraldati DNA kasutades GenElute Bacterial Genomic
DNA Kit’i (Sigma-Aldrich., USA), jargides tootjapoolset kasutusprotokolli.

2.3 RAPD PCR M13 praimeriga
PCR reaktsioon viidi l1abi 25 pl mahus, kasutades M13 praimerit (5°-
GAGGGTGGCGGTTCT-3"). PCR segu tipne koostis on ndidatud Tabelis 1.

Tabel 1. Hallitusseente puhaskultuuridest eraldatud DNA RAPD PCR segu koostis
RAPD PCR segu sisaldas

Kogus aine

100 ng DNA

4 ul /10 pmol/ul; | praimer M13

2,5 ul DreamTaqg Polymerase 10x puhvrit(Fermentas

Sul 5x HOT FIREPoI® Blend Master Mix Ready to Load(Solis BioDyne).

Autoklaavitud vett kuni 16ppmahuni 25 pl.
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PCR viidi labi seadmel Eppendorf Thermal Cycler (Eppendorf) jargmise programmiga:
e 95°C juures 15 minutit
e 40 korda tstikkel: 94°C juures 1 minut, 50°C juures 1 minut, 72°C juures 2 minutit
e 72°C juures 5 minutit

e Jahutamine kuni 10°C

2.4 Elektroforees agaroosgeelis

RAPD - PCR produktide analutsimiseks kasutati etiidiumbromiidi (0,5 pg/ml, 100 ml
geelile) sisaldavat 1% agaroosgeeli (Agarose Electrophoresis Grade, Invitrogen) 1 x TAE
puhvris (40 mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA, pH 8,0). Elektroforees teostatati foreesivannis
(Bio-Rad Wide Mini-Sub Cell GT, vooluallikas PowerPac Basic) 95 V juures 45 minuti

jooksul. Geel pildistati labivalgustamisel UV-kiirgusega.

2.5 DNA sekveneerimine
Uuritud mikroorganismide identifitseerimiseks kasutati D1/D2 regiooni 26SrDNA

sekveneerimist. D1/D2 regiooni amplifitseeriti kasutades praimereid NLI (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) ja NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG).
Tabelis 2 on naidatud PCR segu koostis.

Tabel 2. PCR segu, DNA sekveneerimiseks
RAPD PCR segu sisaldas

Kogus aine
4,0 ul praimerit NL1

4,0 ul praimer NL4

10,0 ul 5x HOT FIREPoI® Blend Master Mix Ready to Load (Solis BioDyne)

Autoklaavitud vett kuni I6ppmahuni 50 pl.

PCR viidi labi seadmel Eppendorf Thermal Cycler (Eppendorf), programmiga:
e 95 °C 15 minutit
e 35 korda tstikkel: 95 °C 30s, 57 °C 1 minut, 72 °C 1 minut
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e 72 °C 10 minutit
e jahutamine kuni 10 °C

Saadud PCR produktid puhastati GeneJet PCR purification Kit (Fermentas) abil vastavalt
tootja instruktsioonile. Saadud DNA Kkontsentratsioon moddeti 260 nm juures seadmel

NanoDrop1000 Spektrofotomeeter (Thermo Fisher Scientific Inc).

D1/D2 26SrDNA sekveneeriti Eesti Biokeskuses. Saadud DNA nukleotiidset jarjestust
vorreldi  andmebaasiga  BLAST  (Basic  Local  Alignment  Search  Tool)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, National Center for Biotechnology Information), ning

identifitseeriti uuritav mikroorganism.

2.6 Aflatoksikogeense  aktiivsuse  uurimine  hallitusseente

isolaatides

Kdik isolaadid kultiveeriti Yeast extract sucrose agaril (YES) jargmise koostisega (g/l):
parmiekstrakt 20, sahharoos 150, MgSO4x7H,0 0,5, agar 20, lisatud veel 0,3% metiul- -
tsuklodektriini. (Sigma, USA). Kultuure inkubeeriti 7 pdeva, 25°C juures. Kultuure vaadeldi
perioodiliselt UV (365nm) lambi all selleks, et tuvastada rohelise/sinise fluorestsentsi
olemasolu. Vastavalt fluorestsentsi ringi olemasolule/puudulikkusele kolooniate imber agaril
rihmitati isolaadid positiivseteks vOi negatiivseteks. Positiivse kontrollina kasutati

hallitusseen Aspergillus bombycis tiive RAI-LI.

2.7 Hallitusvastase aktiivsuse uurimine parmseente isolaatides

Kahe parmi tive vdimalik hallitusvastane toime tuvastati kasutades “dual agar plate”
uuringut. Esimeses katses kultiveeriti Pichia anomala ja Sacharomyces cerevisia
puhaskultuure Uled6 30°C juures YPD vedelsdotmes ( yeast extract peptone, dextrose)
koostisega (g/l): bakteriaalne peptoon 20, parmiekstarkt 10, glikoos 20. Seejérel inokuleeriti
5 ul kasvatatud parmisuspensioon YPD agariga (agar 15 g/l) Petri tassi keskele. Petri tasse
inkubeeriti 48h 30°C juures. Seejarel kaeti inkubeeritud tassid 20ml Aspergillus niger
spooridega nakatatud Saboraud dextrose agariga. Pérast agari tardumist inkubeeriti tasse 7

péeva 25°C juures. Inhibeerimissoonte olemasolu kontrolliti iga 24h mé6dumisel.

Teises katses inkubeeriti 5 pl parmisuspensiooniga inokuleeritud YPD agariga tasse 48h

30°C juures ning parast seda kaeti tassid 20ml Saboraud dextrose agariga. Pérast agari
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tardumist paigutati tassi keskele 5mm diameetriga A. niger mutseeli tiikk. Tasse inkubeeriti 7

paeva25°C juures. Inhibeerimissoonte olemasolu kontrolliti iga 24h mdoodumisel.
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3 Tulemused ja arutelu

3.1 Hallituse isoleerimine ja identifitseerimine
3.1.1 Isolaatide morfoloogiline mitmekesisus

Vorreldes teiste toostuste leibadega olid pikema sdilivusajaga leivad Al, All ja El. Esimesed
silmaga néhtavad hallitusekolooniad ilmnesid jahusarnaste véikeste valgete tdpikeste néol,
nendel leibadel kolmanda katsenddala I6pus. Al ja All leibadelt isoleeritud hallitusseente seas
oli ainult kaks morfoloogiliselt erinevat liiki (Joonis 6). Enim isoleeritud hallitus tootis YES
agaril umbes 6 cm labimddduga valgeid kolooniaid, kindlaid marke spooride tekkest ei
taheldatud. Uksikud isolaadid moodustasid véiksemaid kolooniaid ja ei moodustanud

mitseeli. Mikroskoopeerimine nditas, et need on parmseened.

Joonis 6. Isolaadid leivalt Al- Pichia anomala(pdrm) ;A111,A112 A211, A212 -

Penicillium cinerascens

Toostusest ,,B“ saadud leibadel Bl ja BIl ilmnesid esimesed margid hallitusseene poolt

pbhjustatud riknemisest esimese katsenéddala keskel (Joonis 7). Leiva Bl pinnalt isoleeriti
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kahte tlupi kolooniad: B111 ja B131 - vdiksed, valged, velvetilised kolooniad ning B123 -
oliivrohelise koniidiga kolooniad (joonis 7). Leivas BIl leiti ainult B123 thdpi hallitusi.
Esimese grupi hallitusseened tootsid YES agars6otmele suuri, kahvatukollaseid, valge voi
kollase &arejoonega kolooniaid (B111, B132, joonis 7).Teine grupp tootis suuri,
elevandiluukarva, kahvatu- kuni tume-oliiviroheliste koniidide ja rikkaliku sporulatsiooniga
kolooniaid (B123, B213, B231, B211, joonis 7).

Joonis 7.Tdostuse ,,B“ hallitusseente isolaadid. B111, B131 — Aspergillus oryzae;B123,
B231- Aspergillus niger; B213, B211- Aspergillus brasiliensis

Esimesel katsenddalal tuvastati hallitusseene poolt pdhjustatud riknemist ka todstuse ,,C*
katseleibadelt. Eksperimendiperioodi 18pul tuvastati leiva CI pinnalt kahte tiipi hallitusseene
kolooniaid. Esimest tulpi kolooniad - C111 olid kahvatuhallid, tundus, nagu oleks leivale
jahu raputatud. Teist tudpi kolooniad —C112, C121 ja C131 olid suured, pikkade valgete
hidfidega ja musta varvi koniididega. YES agarséotmel tdheldati esimest tulpi hallitusseente
puhul sarnasust hallitusseentega, mis esinesid toostuse ,,A* leibadel (C111, joonis 8). Teine
grupp moodustas suure elevandiluukarva mustade-oliivirohelise spooridega kolooniad, mis

olid sarnased Todstusest ,,B* saadud isolaatidega (C112, C121 ning C131, joonis 8).
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Joonis 8. Toostuse ,,C* hallitusseente isolaadid. C111— Penicillium cinerascens; C112,
C121, C131- Aspergillus niger

To0stusest ,,D* saadud leibades DI ja DII tdheldati esimesi hallitusseente tppe juba esimese
katsendadala 16pus. Leivast DI isoleeriti vdiksed valged kolooniad, leivast DIl aga laialt
levinud kolooniad oliivrohelise voi sinakas-hallikate koniididega. Morfoloogiliste isedrasuste
alusel jagati YES agaril kasvanud DI ja DIl leibadest isoleeritud seened nelja gruppi.
Esimene grupi moodustas YES aga sd6tmel kasvanud kahvatukollase hallitusseene koloonia,
mis oli sarnane B11l ja B131 isolaatidega (D131, joonis 9). Teise grupi esindajad
moodustasid véikesed (umbes 5 cm labimddduga) halli ja kollase &&rega valged kolooniad
(D121, D113 ja D241, joonis 9). Kolmanda grupi moodustasid valged, hallikas-valged,
spoore mittemoodustavad hallitusekolooniad (D221, joonis 9). Viimane grupp koosnhes
elevandiluukarva, oliiviroheliste spooridega kolooniatest (D231, joonis 9). Seda tulpi

kolooniaid leiti ka ,,B* ja ,,C* toostustest saadud leibadest.
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Joonis 9. Toostuse ,,D* hallitusseente isolaadid. D131- Aspergillus oryzae; D113, D121,
D241 — Aspergillus intermedius; D231- Aspergillus niger; D221 —Penicillium citrenum

Toostusest ,,E“ saadud leib niitas koige pikemat sailimisaega. Esimese kolme nédala jooksul
ei néidanud see leib mingisuguseid hallitusseente poolt péhjustatud riknemise méarke. Alles
katsekuu I6pus oli leiva pinnal ndha véaikseid kolooniaid (meenutasid jahu osakesi kooriku
pinnal). Isoleeritud seened moodustasid YES agarsootmel vaikseid elevandiluuvarvi, pehme

ja mati pinnaga kolooniaid (joonis 10). Mikroskopeerides oli néha, et tegu on parmile omaste
rakkudega.

Joonis 10. Toostuse E isolaadid.. E1- Saccharomyces cerevisiae
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Leiva kipsemisel hallituse eosed hévinevad ja parm inaktiveerub. Valmistoote saastumine
saab toimuda parast kipsetamist hu, mustade toostuspindade, seadmete ja toidukaitleja
kaudu. Suvel on hallitustega saastumise oht suurem, kérgema Ghuniiskuse ja temperatuuri
tottu, kuna siis on tagatud mikroorganismide kasvuks soodsamad tingimused (Saranraj et al.,
2012).Lund et al. (1996)on leidnud, et leivad, mis on tehtud kasutades kdrgeid higieeni
standardeid, esineb hallitusseentega pdhjustatud riknemist palju vahem, vorreldes leibadega,
mis on toodetud madalama hugieenitasemega tootmistsehhis. Sama korrelatsiooni vdib
tdheldada ka leibades esinevate hallitusseente liigilise koostise osas — mida madalamad on
tootmishigieeni standardid leibade tootmise ajal, seda rikkam on leibadest isoleeritud
mikofloora mitmekesisus. Sellest vdib jareldada, et tootja, kelle katseleibadel esineb palju

hallitusi, ei ole tootja piisavalt hiigieenistandardeid jarginud.

3.2 Isoleeritud seente genotiipiseerimine ja identifitseerimine

Morfoloogiline identifitseerimine ei ole téielikult usaldusvaérne, eriti kui tegu on sarnaste

hallitusseente isolaatidega (Kumeda et al., 1996)

Antud t60s kasutati mikroorganismide genottpiseerimiseks RAPD-PCRI, mille abil tuvastati
isolaatide seast 14 genotulpi (joonis 11). Nendest genotitpidest valiti sekveneerimiseks Uks
esindaja. Esindajate identifitseerimiseks kasutati D1/D2 regiooni sekveneerimist, mille
tulemusena tuvastati 8 liiki: Pichia anomala, Aspergillus niger, Aspergillus brasiliensis,
Aspergillus oryzae, Aspergillus intermedius, Penicillium citrinum, Penicillium cinerascens ja

Saccahomyces cerevisiae.

27



—

A221 A212 Al Alll A112 C111 Ci112 C121 Ci131 B231 B211 B213 B111 B131 B123 D131 D113 D121 D241 D231 D221

Joonis 11. M13 praimeriga amplifitseeritud DNA PCR-produktide mustrid. A211, A212,
Alll, A112, C111 - Penicillum.cinerascens; Al — Pichia anomala; C112, C121, C131,

B231, B123, D231 — Aspergillus niger; B211, B323 — Aspergillus brasiliensis;B131, B111,
D131 — Aspergillus oryzae; D241, D113, D121 — Aspergillus intermedius; D221 -

Penicillum citrenum; E1 — Saccharopmyces cerevisiae

Parmseent Pichia anomala seostatakse toidu ja s60daga. Seda kasutatakse toidu ja sddda
tootmisel, samas pdhjustab see toiduriknemist (Passoth et al., 2005).Tootmises kasutatakse
P.anomala just seepdrast, et ta inhibeerib hallituste kasvu erinevates keskkondades (Passoth
et al., 2005). Lisaks hallitustele inhibeerib P. anomala ka teisi parmiliike (Walker,
2011).Katseleibades oli ta saasteorganism, tekitades kriidihaigust, kuid parssides hallituste
kasvu. Nakatumine antud péarmiga toimub saastunud téOvahendite ja pindade kaudu
(Deschuyffeleer et al., 2011).

Penicilliumi perekonda kuulub 354 liiki. Penicillium on (ks levinuimaid hallitusi meie
elukeskkonnas. Seda leidub nii pinnases, taimedes, 6hus kui ka toidus. Toiduainete toostuses
kasutatakse seda mdnede juustude ning fermenteeritud vorstide tootmisel (Visagie et al.,
2014).

Meie katseleibades identifitseeriti kaks selle perekonna liiki, milleks olid P. Cinerascens ja
P.citrinum. Neist viimane on levinud hallitus ning seda leidub pinnases, viljaterades,
vurtsides, siseruumides, toidus ja valisdhus (Houbraken et al., 2010). Selle liigi tived on
seotud tsitriniini tootmisega (Park et al., 2008). Leivast on P.citrinum ka varem isoleeritud
(Yanhong, 2011).

Hallitusseente perekond Aspergillus on toidus ja s66das vaga levinud. Leitud on umbes 132-
200 Aspergillus liiki. Paljusid selle perekonna hallitusi seostatakse mukotoksiinide
tootmisega. Uhed enimlevinud Aspergilluse liigid on A.flavus ja A.niger, mis p&hjustavad

toidu riknemist (Shehu et al., 2011). Aspergillus Flavi tksusesse kuuluvad liigid, mille
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kolooniad on kollakas-rohelised v6i pruunikas-mustade spooridega. Paljud Flavi tiksusesse
kuuluvad liigid toodavad aflatoksiini.

Viimased uurimused on naidanud, et Flavi tksusesse kuuluvaid liike ei ole vdimalik ainult
morfoloogilise identifitseerimisega kindlaks méérata. Ka meie katseleibades leitud A. oryzae
kuulub Flavi Uksusesse (Varga et al., 2011). Aspergillus oryzae kasutatakse palju jaapani
fermenteeritud toitude valmistamisel. VVaga harva isoleeritakse antud hallitust mujalt kui
fermenteeritud toitudest. Arvatakse, et fermenteerimisel kasutatav tiivi on , kodustatud* vorm
A flavusest, mida leidub taimede lehtedel (Pitt et al., 2010, 382). Nii A. oryzae kui ka A. niger

on maailmas Uhed enim kasutatud ja suure majandusliku tahtsusega hallitusi (Hu et al.,2011)

3.3 Hinnang uuritud isolaatide mukotoksiinide aktiivsusele

Tahtsamateks teraviljade ja valmisleibadega seotud toksiinideks loetakse DON, ZEN, T-2,
HT-2, aflatoksiinid B1,B2, G1, G2 ja OTA (Frisvad et al., 2006). Antud toksiinidest on ainult
aflatoksiinid ja OTA seotud Aspergillus ja Penicillium perekonda kuuluvate hallitusseentega
(Schmidt, 2003).
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Joonis 12. Uuritud isolaadid UV valguse kées. A211, A212, A111, A112, C111 - P.
cinerascens; A1 — P. anomala; C112, C121, C131, B231, B123, D231 — A. niger; B211,
B323 — A. brasiliensis;B131, B111, D131 — A. oryzae; D241, D113, D121 — A. intermedius;
D221 — P.citrenum; E1 — S. cerevisiae; AflaG — A. bombycis T00-M (Aflatoksiin G1,G2
positiivne kontroll); AflaB — A. bombycis RA1-L1 (Aflatoksiin Ba,B2 positiivne kontroll).

Kirjanduse andmetel toodavad aflatoksiine ainult Flavi tksusesse kuuluvad Aspergillus liigid
(Schmidt, 2003). Erinevalt aflatoksiinidest ei ole ohratoksiin A tootmine Aspergilluse poolt
sektsiooni-spetsifiiline. Perekonnast Penicillium on toodavad OTAd ainult kaks liiki—
Penicillium verrucosum ja Penicillium nordicum (Cabanes et al., 2010). Antud t60s
isoleeritud hallitusseentest vdib ainult A. oryzae olla seotud afla- ja ohratoksiinide tootmisega

ning A. niger vdib produtseerida ohratoksiini (Frisvad et al., 2006).
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Juba 1973 aastal oli aflatoksiinide ja OTA méaaramine aktuaalne teema. Antud toksiinide
sisaldust  toiduproovis saab madrata ainult instrumentaalsete = meetodite  (nt.
vedelkromatograafia) abil, mis uldjuhul on kallid ja aeganfudvad ning seetbttu ei sobi
laialdaseks  skriininguks. Seetfttu on vélja to6tatud mikrobioloogiline  Kiirtest
fluorestseeruvate mukotoksiide (afla- ja ohratoksiine) tuvastamiseks (Fente et al., 2001). Nii
aflatoksiin B1 kui ka B2 puhul on néhtav intensiivne sinine fluorestsents UV lainepikkusel
365 nm. Aflatoksiinid G1 ja G2 toodavad samal lainepikkustel rohelist fluorestsentsi
(Espinosa-Calderon et al., 2011, 115). Séltuvalt keskkonna pH véaartusest fluorestseerub OTA
UV valguses rohelisena (happeline kekkond) va@i sinisena (aluseline keskkond) (Khoury et
al., 2010). Mikrobioloogilise testi labiviimises kasutatakse SAB, YES agareid, kuhu lisatakse
tihti ka B-metdultsiklodekstriini. Nendel agaritel kultiveerimisel tekib isolaatide puhul, mis
toodavad OTA ja AF, 3-4 péeva jooksul UV valguse kdes (365nm) kolooniate imber sinine
vOi sinakas-roheline réngas. Fluorestsentsi intensiivsus suureneb aja jooksul (Fente et al.,
2001) Joonisel 12 on toodud kaesoleva t66 kéigus saadud hallitusseente kolooniad UV
valguse all. Positiivse kontrollina kasutati A. bombycis T00-M (toodab OTA ning ,,G* tiiiipi
aflatoksiine) ja A.bombycis RA1-L1 (toodab ,,B* tiiiipi aflatoksiine). Tehtud katse tuvastas, et
erinevatest leivatoostustest périt leibades puuduvad miikotoksikogeensed hallitusseened, kuna

tassides YES agariga puudus OTA vdi aflatoksiinidele iseloomulik fluorestsents (joonis 12).

3.4 Potentsiaalsete hallitusvastaste omaduste tuvastamine parmseente isolaatides

P.anomala ja S.cerevisiae on hasti tuntud parmide liigid mis on seotud nii nimetatud leiva
»kriidi haigusega® (Lund et al., 1996) Liiki P.anomala kuuluvad p&rme nimetatakse ka
morvarparmideks, kuna need eraldavad kasvukeskkonda rakukestasid ludsivaid enstiime
(Passoth et al., 2006). Kéaesoleva uurimistods eraldati Glalmainitud parmid leibadest, kus
hallitust ei tdheldatud vdi siis ilmnes see alles katseperioodi 16pus. Seetbttu otsustati uurida

antud parmi isolaatide potentsiaalset hallitusvastast toimet.
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Joonis 13. Kahekordse agari test. A — Petri tassile on kantud Aspergillus niger spoori
suspensioon. Parmi isolaadid tassil C — Pichia anomala; D - Saccharomyces cerevisiae B —
Petri tassi on nakatatud seeneniidistikuga. Parmi isolaadid tassil C — Pichia anomala; D -

Saccharomyces cerevisiae

Molemad wuuritud parmid demonstreerisid hallitusseente kasvu pidurdavat toimet.
Inhibeerimissoont saab ndha nii spooridega (joonis 13, A) kui ka mitseeli tikiga (joonis 13,
B) saastunud tassil. S. Cerevisiae puhul oli ndha inhibeerimistsooni parmi koloonia Gmber
mitu korda suuremana vOrreldes P. anomala-ga tekkinud inhibeerimistsooniga. Antud katse
tulemused langevad kokku leibades saadud tulemustega, kuna S. cerevisiae oli isoleeritud
katseleivast, mis ei ldinud hallitama isegi katseperioodi 16pus.
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Jareldused

Teostatud katsete pdhjal voib teha jargmiseid jareldused:

1: Katse kéigus isoleeritud ja identifitseeritud seened kuuluvad P. anomala, S. cerevisiae, A.

niger, A. oryzae, A. intermedius, A. brasiliensis, P. cinerascens ja P. citrenum liikidele

2: Suurem osa isoleeritud hallituse liike leiti erinevatest leivatoostustest saadud leibadest.
Parmid ja Uksikud hallitusseened nagu P. citrinum ja A. intermedius olid tddstuse-

spetsiifilised hallitused.

3: Mukoloogiline mitmekesisus langes hasti kokku hallitusseente vaba séilimisperioodi

pikkusega

4. Saadud hallitusseente isolaadid on ohutud tarbijate tervisele, kuna neil puudub
mukotoksikogeenne aktiivsus.

5 : Parmide isolaadid P. anomala ja S. Cerevisiae omavad kdrget hallitusvastast aktiivsust.
Antud tuvesid tuleks tulevikus katsetada hallitus vastase toimega starter kultuuridena

rukkileibade tootmisel.
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Kokkuvote

Rukkileibade hallitamine pohjustab suuri majanduslikke kadusid ning tdnu mukotoksiinide
tootmisele vOib see kujutada ohtu ka tarbija tervisele. Kéesoleva magistritéd pohieesmargiks
oli isoleerida ja identifitseerida parm- ja hallitusseeni, mis tekivad rukkileibade pinnale
toodete sdilitamise ajal ning tuvastada saadud isolaatide mukotoksigogeenset ohtu. Kuna
katse kaigus avastati ka tks hallitamata leib, kust isoleeriti ainult pdrme, otsustati uurida
antud isolaatide potentsiaalset hallitusevastast toimet.

Ké&esoleva t60 kaigus tdestati, et mikoloogiline mitmekesisus ja hallitusseente vaba perioodi
pikkus varieerub erinevate leivatdostuste vahel. Leivad, kust isoleeriti ainult Ghte tudpi
hallitust vdi ainult parme, demonstreerisid kdige pikemat séilimisaega (3-4 nédalat).
Vastupidi leivad, kust isoleeriti erinevatele liikidele kuuluvaid hallitusi, laksid hallitama
esimestena.

Eksperimentaalsetest leibadest isoleeriti kokku 6 erinevaid hallitusseente ning 2 parmi liiki.
Kuna isoleeritud oli ainult Aspergillus ja Penicillium perekondade esindajad, siis sai
ignoreerida DON, ZEN, T-2 ja HT-2 tootmist ja fokuseerida ainult saadud isolaatide
potentsiaali toota afla- ja ohratoksiine. Antud tulemustest selgus, et vaatamata sellele, et A.
oryzae ja A. niger liigi esindaja toodavad toksiine, siis isoleeritud tived ei oma

toksigogeenset aktiivsust.

Kdige huvitavam avastus oli tehtud aga parmseente isolaatidega, mis demonstreerisid kdrget
hallitusvastast toimet, pidurdades nii mitseeli kui ka spooride arenemist kontamineeritud
Petri tassidel. Saadud isolaate vOib tulevikus katsetada hallitusvastase toimega

starterkultuuridena rukkileibade tootmisel.
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Summary

Mould spoilage of bread causes significant economics losses and thanks for mycotoxins
produce may be hazardous to consumers health.The main aimof present study was to isolate
and identify contaminating fungi from rye breads purchased from different Estonian bakeries.
The ability of isolated strains to produce mycotoxines were also investigated. As some yeast
strains were isolated from breads demonstrated the longest moulds-free shelf life, their
potential anti-muold activity was evaluated using microbiological techniques.

Six different mould species and two yeast specie were isolated and identified as A. niger, A.
oryzae, A. intermedius, A. brasiliensis, P. cinerascens ja P. citrenumP. anomala, S.
cerevisiae.Obained results demonstrated the strait correlation between short shelf life of
studied breads and numbers of isolated mould species -breads with more diverse
contaminating mycoroflora showed the first sings of mould spoilage already at the end of the

first storage week.

As only representatives of Aspergillus and Penicillium genera were isolated from moulded
samples, futher mycotoxicological studies of obtained isolates were focused on their possible
afla- and ochratoxicogenic activity. Cultivation on specific media together with UV treatment
revealed the absence of mentioned toxins in cultivation media. These results demonstrated
that despite of previously reported mycotoxicogenic activity of someA. niger andA.

Oryzaestrains, studied isolates could be recognised as safe.

Correlation between the presence of yeasts on studied bread sufaces and prolonged shelf-life
of these breads gave us an idea to study the potential anti-mould activity of isolated yeasts.
The ability to inhibit both spore germination and mycellium growth was detected in case of
both studied yeast strains. These strains will be used in future studies in order to create
functional starter culture for bread industry.
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