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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Κάθε χρόνο αποσύρονται μεγάλες ποσότητες τροφίμων λόγω της

προσβολής τους από τοξινογόνους μύκητες και την μόλυνσή τους με

μυκοτοξίνες. Η Ωχρατοξίνη Α (ΩΤΑ) είναι μια μυκοτοξίνη, η οποία έχει

ανιχνευθεί σε ένα ευρύ φάσμα τροφίμων (π.χ. κρασί, δημητριακά, σταφύλια,

κακάο), είναι πολύ τοξική και παράγεται κυρίως από μύκητες των γενών

Aspergillus και Penicillium. Οι στόχοι της παρούσας μελέτης ήταν η

αξιολόγηση της ικανότητας 5 μικτών καλλιεργειών ζυμών και 6 μικτών

καλλιεργειών βακτηρίων απομονωμένων από ζυμούμενα προϊόντα να

μειώνουν την ανάπτυξη του ωχρατοξινογόνου μύκητα A. carbonarius και την

ικανότητά του να παράγει τοξίνη καθώς επίσης και να μειώνουν τη

συγκέντρωση της ΩΤΑ τόσο σε υγρά θρεπτικά υποστρώματα όσο και σε

τρόφιμα όπως χυμό σταφυλιού, κόκκινο κρασί και μπύρα.

Η παρεμποδιστική δράση των παραπάνω μικροοργανισμών στην

ανάπτυξη του ωχρατοξινογόνου μύκητα A. carbonarius και τη παραγωγή

τοξίνης μελετήθηκε σε θρεπτικό υπόστρωμα προσομοίωσης χυμού σταφυλιού

(synthetic grape medium) με pH 3.5 και aw 0.98, 0.95, 0.92, μετά από επώαση

στους 25οC για 5 ημέρες. Διαφορετικοί συνδυασμοί μεγέθους εμβολίου

ομάδων βακτηρίων ή ζυμών και μύκητα χρησιμοποιήθηκαν (102 cfu/mL-105

σπόρια/mL, 105 cfu/mL-102 σπόρια/mL, 105 cfu/mL-105 σπόρια/mL). Με

σκοπό να μελετηθεί η ικανότητα των παραπάνω μικτών καλλιεργειών ζυμών

και βακτηρίων να μειώνουν την ΩΤΑ, δύο μεγέθη αρχικού εμβολίου 103 και

107 cfu/mL χρησιμοποιήθηκαν σε υγρά θρεπτικά υποστρώματα (Yeast

Medium, MRS broth) με διαφορετικά pH (3.0, 4.0, 5.0, και 6.1 ή 6.5) και 2

αρχικές συγκεντρώσεις ΩΤΑ (50 & 100 µg/L) ενώ ακολούθησε επώαση στους

30οC για 2 και 5 ημέρες αντίστοιχα. Στη περίπτωση των τροφίμων

χρησιμοποιήθηκε μόνο η υψηλή συγκέντρωση εμβολίου 107 cfu/mL και ως

αρχική συγκέντρωση ΩΤΑ τα 100ppb. Η μείωση της ανάπτυξης του μύκητα

και η μείωση της ΩΤΑ υπολογίσθηκαν με βάση δείγματα μαρτύρων (control).

Καμία από τις μικτές καλλιέργειες βακτηρίων δεν μείωσε την ανάπτυξη

του A. carbonarius σε αντίθεση με τις μικτές καλλιέργειες ζυμών. Στις ζύμες η

εφαρμογή του υψηλού μεγέθους εμβολίου (105 cfu/mL) και συγκεκριμένα ο
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συνδυασμός εμβολίου 105 cfu/mL ζυμών και 102 σπόρια/mL A. carbonarius

έδειξε τη μεγαλύτερη μείωση του μύκητα ενώ οι συγκεντρώσεις ΩΤΑ ήταν

κάτω από το όριο ανίχνευσης. Όσον αφορά τη μείωση της ΩΤΑ, όλες οι μικτές

καλλιέργειες ζυμών έδειξαν μεγαλύτερη μείωση της ΩΤΑ (έως και 65%) σε

σύγκριση με τις μικτές καλλιέργειες βακτηρίων (2-25%) στα υγρά θρεπτικά

υποστρώματα. Η μέγιστη μείωση της ΩΤΑ παρατηρήθηκε στο pH 3.0 από

όλες τις μικτές καλλιέργειες ζυμών ανεξαρτήτως του αρχικού μεγέθους

εμβολίου ζυμών και της αρχικής συγκέντρωσης ΩΤΑ. Όπως και στη

περίπτωση των θρεπτικών υποστρωμάτων έτσι και στα 3 τρόφιμα οι ζύμες

(16ΥΜ) έδειξαν καλύτερα ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ σε σύγκριση με τα

βακτήρια (29ΒΜ). Η υψηλότερη μείωση της τοξίνης παρατηρήθηκε στο χυμό

σταφυλιού (32%), ακολούθως στο κόκκινο κρασί (22%) και τέλος στη μπύρα

(12%).

Συμπερασματικά τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης δείχνουν ότι

συγκεκριμένα στελέχη μικροοργανισμών είναι ικανά να αναστείλουν την

ανάπτυξη του A. carbonarius και να μειώσουν τη παραγωγή ΩΤΑ μετά από

εφαρμογή τους σε ζυμούμενα τρόφιμα, καθιστώντας τους εν λόγω

μικροοργανισμούς χρήσιμους για τη ασφάλεια των τροφίμων και του

καταναλωτή.
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ΑBSTRACT

Aim of the present study was to investigate the inhibition of A.

carbonarius growth and reduction of OTA from culture media and beverages

by five composites of yeasts and six of bacterial isolates from fermented

products. The antagonistic effect of the above composites against A.

carbonarius growth and its ability to produce OTA was studied in synthetic

grape medium of pH 3.5 and aw 0.98, 0.95, 0.92 after incubation at 25°C.

According to the experimental planning, different combinations of initial

inocula of bacteria or yeast composites and fungi were used (102 cfu/mL vs

105 spores/mL; 105 cfu/mL vs 102 spores/mL; and 105 cfu/mL vs 105

spores/mL). Regarding the OTA reduction experiment, 103 and 107 cfu/mL of

the bacteria and yeasts composites were inoculated in liquid media of

different pH (3.0, 4.0, 5.0, & 6.1 or 6.5) and initial OTA concentration (50 &

100 µg/L) and incubated at 30°C. Fungal inhibition and OTA reduction were

calculated in comparison to control samples. Moreover, grape juice, red wine,

and beer were supplemented with 100 µg/L of OTA and inoculated with

composites of 16 yeasts (16YM) and 29 bacterial (29BM) strains (107 cfu/mL)

to estimate the kinetics of OTA reduction at 25°C for 5 days. None of bacterial

composites inhibited A. carbonarius growth. Conversely, all yeasts

composites showed higher OTA reduction (up to 65%) compared to bacteria

(2-25%), at all studied assays. More specifically, the high inoculum of yeasts

composites (105 cfu/mL) showed more efficient fungal inhibition and OTA

reduction compared to cell density of 102 cfu/mL. The maximum OTA

reduction was obtained at pH 3.0 by almost all yeasts composites. Decrease

in OTA was higher by yeasts (16YM) compared to bacteria (29BM) also in all

studied beverages. The highest OTA reduction was observed in grape juice

(ca 32%) followed by wine (ca 22%), and beer (ca 12%). The present findings

may assist in the control of A. carbonarius growth and OTA production in

fermented foodstuffs by the use of proper strains of technological importance.

Keywords: inhibition, reduce, yeasts, ochratoxin A (OTA), A. carbonarius,

grape juice.
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ΜΥΚΟΤΟΞΙΝΕΣ

1.1 Γενικά

Ο όρος μυκοτοξίνη προέρχεται από την ελληνική λέξη «μύκης

(myces)» που σημαίνει μύκητας και την λατινική λέξη «toxicum» που σημαίνει

τοξικός. Οι μυκοτοξίνες αποτελούν δευτερογενή προϊόντα μεταβολισμού

διαφόρων ειδών μυκήτων που ανήκουν κυρίως στα γένη Aspergillus,

Fusarium και Penicillium (ICMSF, 1996). Οι μύκητες των συγκεκριμένων

γενών είναι ευρέως διαδεδομένοι στη φύση και έχουν απομονωθεί από

αποσυντιθέμενη βλάστηση, από το έδαφος και από διάφορα τρόφιμα (Wegst

and Lingens, 1983). Από τα 200.000 είδη μυκήτων που είναι γνωστά σήμερα,

περίπου 100 είδη παράγουν τοξίνες, επικίνδυνες για τον άνθρωπο και τα ζώα.

Έχει καταγραφεί ότι μία τοξίνη μπορεί να παράγεται από περισσότερα του

ενός είδους μυκήτων, όπως η αφλατοξίνη, η ωχρατοξίνη Α, ενώ ένας μύκητας

μπορεί να παράγει περισσότερες της μίας μυκοτοξίνης (Ιωάννου, 2005).

Η ανάπτυξη των μυκήτων και η παραγωγή τοξινών κατά το

μεταβολισμό τους είναι αποτέλεσμα αλληλεπιδράσεων μεταξύ μύκητα, ξενιστή

(π.χ. φυτικό υπόστρωμα) και περιβάλλοντος. Ο κατάλληλος συνδυασμός

αυτών των τριών παραγόντων καθορίζει το βαθμό προσβολής του

φυτού/φυτικού προϊόντος αλλά και το είδος και την ποσότητα της

παραχθείσας τοξίνης. Σημειώνεται ότι η παρουσία ενός μύκητα σε ένα

φυτό/φυτικό προϊόν δεν προϋποθέτει τη παρουσία τοξίνης, καθότι η ανάπτυξη

του μύκητα και παραγωγή τοξινών ευνοούνται κάτω από διαφορετικές

συνθήκες περιβάλλοντος και συγκεκριμένες απαιτήσεις σε θερμοκρασία και

ενεργότητα νερού (αw) ξεχωριστά για κάθε μύκητα (Marín et al., 2001, 2004).

Επιπρόσθετα, σε ένα προϊόν που μακροσκοπικά δεν είναι εμφανής η

προσβολή από μύκητες, ή όταν αυτό καταστραφεί (π.χ. χρήση υψηλών

θερμοκρασιών), δεν συνεπάγεται ότι είναι απαλλαγμένο και από μυκοτοξίνες.

Οι μύκητες παράγουν τοξίνες σε συγκεκριμένο στάδιο της ανάπτυξής

τους (μετά το τέλος εκθετικής φάσης) κάτω από συνθήκες στρες, (απότομες

αλλαγές στη θερμοκρασία, υγρασία, αερισμό) καθώς και για να αμυνθούν

έναντι άλλων μικροοργανισμών κατά τη διεκδίκηση τροφής.
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Οι κυριότερες μυκοτοξίνες είναι οι αφλατοξίνες (Β1, Β2, G1, G2, Μ1)

(Petchkongkaew et al., 2008), οι φουμονισίνες, η ζεαραλενόνη (ΖΟΝ), η

πατουλίνη, οι τριχοθεσίνες, και η ωχρατοξίνη Α (Kabak et al., 2006), οι οποίες

παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον λόγω των επιβλαβών και χρόνιων τους

επιδράσεων στην υγεία ανθρώπων των ζώων (καρκίνο, οξεία

ηπατοτοξικότητα, νεφροτοξικότητα).

Εικόνα 1.1: Ανίχνευση αφλατοξίνης σε καλαμπόκι (αριστερά) (Robertson, 2005) και

πατουλίνης σε μήλο (δεξιά).

1.2     Ωχρατοξίνη Α

1.2.1  Γενικά

Οι μυκοτοξίνες όπως αναφέρθηκε είναι τοξικοί μεταβολίτες οι οποίες

παράγονται από νηματοειδής μύκητες και έχουν ανιχνευθεί σε ποικίλα

αγροτικά προϊόντα. Η ωχρατοξίνη Α (ΩΤΑ) είναι μία μυκοτοξίνη η οποία έχει

ανιχνευθεί στα σιτηρά, στα σταφύλια, στον καφέ, στο κακάο, στη μπύρα, στα

καρύδια και στα μπαχαρικά (Frisvad, 1995) καθώς επίσης και σε κάποια

προϊόντα ζωικής προέλευσης λόγω της κατανάλωσης μολυσμένων

ζωoτροφών (Aish et al., 2004).
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Εικόνα 1.2.1: Χημική δομή ωχρατοξίνης Α, φαινυλαλανίνης και ωχρατοξίνης α (Magan &

Olsen, 2004).

Η ΩΤΑ (Εικόνα 1.2.1) είναι μία χλωριωμένη ισοκουμαρινική ένωση με

μοριακό τύπο C2H18ClNO6 και μοριακό βάρος ίσο με 403,82 g/mol (Esser &

Lemke, 1996). Συχνά περιγράφεται σαν μια ένωση φαινυλαλανίνης–

κουμαρίνης (ΕΜΑΝ, 2005) λόγω της χημικής ομοιότητας της με τη

φαινυλαλανίνη (Εικόνα 1.2.1). Ο κύριος μηχανισμός δράσης της είναι η

αναστολή της σύνθεσης των πρωτεϊνών (Aish et al., 2004), συνεπώς όλα τα

κυτταρικά συστήματα που επηρεάζονται από τη φαινυλαλανίνη ή την

χρησιμοποιούν ως υπόστρωμα αποτελούν πιθανό στόχο της ΩΤΑ (Griffin,

1992, Prescott, 1999). Ένα από τα πιο σημαντικά χαρακτηριστικά της είναι ο

μεγάλος χρόνος ημιζωής που παρουσιάζει στον άνθρωπο.

Η ΩΤΑ παράγεται από μύκητες των γενών Aspergillus και Penicillium,

οι οποίοι επιμολύνουν γεωργικά προϊόντα σε ολόκληρο τον κόσμο, είτε πριν

από τη συγκομιδή τους είτε κατά τη διάρκεια αποθήκευσή τους (Μoss, 1996,

Galtier, 1999). Συγκεκριμένα έχει μελετηθεί η παραγωγή ΩΤΑ από στελέχη

των μυκήτων A. ochraceus, A. alliaceus, A. sclerotiorum, A. sulphureus, A.

albertensis, A. auricomus και A. wentii. (Varga et al., 1996).

Η ΩΤΑ προκαλεί σοβαρές παρενέργειες στην υγεία των ανθρώπων και

των ζώων λόγω των υψηλών τοξικών ιδιοτήτων της (Marquardt and Frohlich,
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1992, Petzinger and Ziegler, 2000). Σε αρκετές χώρες έχει ανιχνευθεί στο

ανθρώπινο αίμα ως αποτέλεσμα της κατανάλωσης μολυσμένων τροφίμων

(Petkova-Bocharova et al., 1988). Συγκεκριμένα μετά την κατανάλωση

μολυσμένων τροφίμων η μυκοτοξίνη δεσμεύεται στη ορολευκωματίνη (Il’ichev

et al., 2002). Επιπλέον έχει ανιχνευθεί και στο μητρικό γάλα και στον ορό του

βρέφους (Creppy, 1999, Hassan et al., 2006). Στα ζώα είναι ιδιαίτερα τοξική

κυρίως λόγω της νεφροτοξικής της δράσης, ενώ θεωρείται μία από τις πιο

καρκινογόνες ενώσεις στα ποντίκια και τους αρουραίους (Aish et al., 2004)

όπου και μεταβολίζεται σε ωχρατοξίνη α (Εικόνα 1.2.1) (Suzuki et al., 1977,

Galtier, 1978).

Επίσης η ΩΤΑ έχει αναφερθεί ότι έχει νεφροτοξική, νευροτοξική

μεταλλαξογόνο, τερατογόνο και καρκινογόνο δράση (Creppy et al., 1985,

Obrecht-Pflumio et al., 1999, Marquardt & Frohlich, 1992, JECFA, 2001, Lock

and Hard, 2004, Galvano et al., 2005, Varga and Kozakiewicz, 2006) ενώ το

1993 to International Agency for Research on Cancer την ενέταξε ως πιθανό

καρκινογόνο (group 2B). Επιπλέον η ΩΤΑ έχει συνδεθεί με την ανθρώπινη

ασθένεια Βαλκανική Ενδημική Νεφροπάθεια, η οποία αποτελεί μια

θανατηφόρα χρόνια νεφρική ασθένεια (Marquarrdt & Frohlich, 1992, Creppy,

1999).

1.2.2 Παράγοντες που επηρεάζουν το σχηματισμό της ΩΤΑ

Η ΩΤΑ όπως έχει ήδη αναφερθεί, είναι ένας φυσικός δευτερογενής

μεταβολίτης ο οποίος παράγεται από πολλούς μύκητες του γένους Aspergillus

και Penicillium. Η ΩΤΑ στα σιτηρά κυρίως παράγεται από το P. verrucosum

ενώ στα φρούτα, στο καφέ και στο κακάο από το Α. carbonarius. Οι κρίσιμοι

παράγοντες που επηρεάζουν την ανάπτυξη των μυκήτων κατά την διάρκεια

της καλλιέργειας, της συγκομιδής και της αποθήκευσης των ευαίσθητων στην

ΩΤΑ αγροτικών προϊόντων είναι η θερμοκρασία, η περιεκτικότητα σε υγρασία

και ο χρόνος που το προϊόν παραμένει κάτω από δυσμενείς συνθήκες (Bellı et

al., 2004, Mitchell et al., 2004, Bellı et al., 2005). Άλλοι παράγοντες που

ευνοούν την παρουσία των σπορίων είναι οι μηχανικοί παράγοντες (το

εσωτερικό μέρος του λαχανικού είναι πιο ευάλωτο στην δράση των μυκήτων
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συγκριτικά με το εξωτερικό μέρος), τα έντομα

(με το μεταβολισμό τους αυξάνουν την

υγρασία του υποστρώματος και τη

θερμοκρασία και έτσι διασπούν το

προστατευτικό εξωτερικό μέρος του φυτού), οι

τραυματισμοί που προκαλεί η βροχή και η

καταιγίδα, η διαθεσιμότητα των μεταλλικών

συστατικών, το pH (γενικά η μούχλα είναι

ανθεκτική σε όξινα μέσα και συχνά είναι ικανή να καθιστά το pH του

υποστρώματος όξινο), τα επίπεδα του οξυγόνου και του διοξειδίου του

άνθρακα, χημικοί και φυσικοί χειρισμοί και σε ορισμένα αγροτικά προϊόντα η

επανύγρανση και η αποξήρανση του προϊόντος (Αbramso et al., 1987, Atalla

et al., 2003, Chelack et al., 1991, Eskola, 2002, Gimeno, 2000, Magan, et al,

2003). Πράγματι η γνώση όλων των παραγόντων που εμπλέκονται στη

παραγωγή της ΩΤΑ και η αλληλεπίδραση τους, επιτρέπει πιο ασφαλή

πρόβλεψη και καλύτερη μέθοδο πρόληψης, γι’αυτό και πολλές μελέτες

πραγματοποιούνται προς αυτήν την κατεύθυνση (Astoreca et al., 2007,

Suarez-Quiroz et al., 2004).

Παρ’όλα αυτά, είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι η παρουσία των

μυκήτων δεν υπονοεί την παραγωγή ΩΤΑ, εφόσον (παρά την ικανότητα

παραγωγής των μυκήτων) υπάρχουν συγκεκριμένες βέλτιστες συνθήκες

θερμοκρασίας, υγρασίας, οξυγόνου, χρόνου και διαθεσιμότητας θρεπτικών.

Επιπλέον, είναι πιθανή η ανίχνευση της ΩΤΑ χωρίς την παρουσία ανάπτυξης

μυκήτων, εφόσον συγκεκριμένες χημικές διεργασίες ή περιβαλλοντικές

αλλαγές μπορούν να αδρανοποιήσουν τα σπόρια των μυκήτων αλλά χωρίς να

μεταβάλλουν την τοξίνη η οποία παραμένει στο υπόστρωμα (Gimeno, 2000).

1.2.3  Ανίχνευση ΩΤΑ σε σταφύλια και κρασί

Η ΩΤΑ έχει ανιχνευθεί σε πολλά τρόφιμα και ροφήματα (Jorgensen,

1998, Medina et al., 2005, Medina et al., 2006, Trucksess et al., 1999,

Valente & Rodriguez-Amaya, 1985, JECFA, 2001, Birzelle et al., 2000,

Fazekas et al., 2002), συμπεριλαμβανομένου του σταφυλοχυμού
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(<3-311 ng l-1) και του κρασιού (<3-388 ng l-1) όπου για πρώτη φορά

καταγράφηκε από τους Zimmerli και Dick (1995). Η ανίχνευση της ΩΤΑ στο

κρασί έχει αναφερθεί από πολλούς ερευνητές την τελευταία δεκαετία (Bellı et

al., 2002, Blesa et al., 2006, Varga and Kozakiewicz, 2006). Η τοξίνη έχει

ανιχνευθεί σε πολλά είδη κρασιού τα οποία έχουν προέλθει από αμπέλια που

έχουν καλλιεργηθεί σε διάφορες γεωγραφικές περιοχές κάτω από

διαφορετικές κλιματικές συνθήκες και γεωργικές πρακτικές (Πίνακας 1.2.2).

Από μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί σε διάφορες χώρες

προκύπτει ότι η συγκέντρωση της ΩΤΑ στο κρασί ακολουθεί τη σχέση

λευκό<ροζέ<κόκκινο<επιδόρπιο κρασί. Η συγκέντρωση της ΩΤΑ στα

προϊόντα των σταφυλιών και του κρασιού συνήθως ποικίλει από 0,01-3,5μg/l

και είναι υψηλότερη σε τρόφιμα που προέρχονται από τις νότιες περιοχές σε

σχέση με τις βόρειες περιοχές της Ευρώπης (Battilani et al., 2003, Burdaspal

& Legarda, 1999, Mateo et al., 2007, Ospital et al., 1998, Ottender & Majerus,

2000, Ratola et al., 2004). Η ανίχνευση της ΩΤΑ στο κρασί συνδέεται με την

ύπαρξη μυκήτων στα σταφύλια. Κάποιοι ερευνητές αναφέρουν ότι ο

Aspergillus carbonarius είναι ο πιο ωχρατοξινογόνος μύκητας στα σταφύλια

(Abarca et al., 2001, Magnoli et al., 2004). Ο υψηλή συχνότητα εμφάνισης του

Α. carbonarius στις πιο θερμές και ξηρές περιοχές οφείλεται στην

ανθεκτικότητα των «μαύρων Aspergilli» στη ζέστη και την υπεριώδη

ακτινοβολία (Benford et al., 2001), ενώ στις πιο ψυχρές περιοχές οι μύκητες

του γένους Penicillium αποτελούν την κύρια πηγή ΩΤΑ.
Πίνακας 1.2.3: Ανίχνευση ΩΤΑ σε φρουτοχυμούς, μούστο, κρασί και σε ξίδια (Magan &

Olsen, 2004).

Juices, musts and fruit
pulp

Maximum
(mean) toxin
level (ng/l)

References

Red grape juice, Switzerland 311 Zimmerli and Dick, 1996
Tomato juice, Germany 32 Majerus et al., 2000

Blackcurrant juice, Germany 60 Majerus et al., 2000
Red grape juice, Germany 5300 Majerus et al., 2000

White grape juice, Germany 1300 Majerus et al., 2000
Grapefruit juice, Morocco 1160 Filali et al., 2001

Pulp of frozen grapes, Brazil 35,4 Rosa et al., 2004
Red grape juices, Brazil 100 Rosa et al., 2004

Red juice, Canada and USA 104 Ng et al., 2004
White juice, Canada and USA 71 Ng et al., 2004

Grape juices and drinks,
Poland 64,7 Czerwiecki et al., 2005
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Grape juices, Japan -6 Kawamura, 2005

French musts 461 Sage et al., 2002
Spanish musts 813 Bellı´ et al., 2004
Tunisian musts 4300 Fredj et al., 2007

Wines
Red wine, Switzerland 388 Zimmerli and Dick, 1996
Rose wine, Switzerland 123 Zimmerli and Dick, 1996
White wine, Switzerland 178 Zimmerli and Dick, 1996

Red wine, Germany 7000 Majerus and Otteneder, 1996
Rose wine, Germany 2400 Majerus and Otteneder, 1996

Red wine, France 270 Ospital et al., 1998
Rose wine, France 110 Ospital et al., 1998
White wine, France 20 Ospital et al., 1998

Commercial red wine, Italy 7630 Visconti et al., 1999
Commercial rose wine, Italy 1150 Visconti et al., 1999
Commercial white wine, Italy 970 Visconti et al., 1999

European red wine 603 Burdaspal and Legarda, 1999
European rose wine 161 Burdaspal and Legarda, 1999
European white wine 267 Burdaspal and Legarda, 1999

Southern Italy red wine 3177 Pietri et al., 2001
Southern Italy dessert wine 3856 Pietri et al., 2001

Morocco red wine 3240 Filali et al., 2001
Morocco rose wine 540 Filali et al., 2001
Morocco white wine 180 Filali et al., 2001

Mediterranean red wine 3400 Markaki et al., 2001
Spanish red wine 316 Lopez de Cerain et al., 2002

Spanish white wine 208 Lopez de Cerain et al., 2002
Northern Greece red wine 2690 Stefanaki et al., 2003
Northern Greece rose wine 1160 Stefanaki et al., 2003
Northern Greece white wine 1720 Stefanaki et al., 2003

Dessert wines, Greece 2820 Stefanaki et al., 2003
South African red wine 380a Shephard et al., 2003

South African white wine 300a Shephard et al., 2003
Portuguese wine 2100 Ratola et al. 2004
Brazilian red wine 42,4 Rosa et al., 2004

Brazilian white wine 28,2 Rosa et al., 2004
Brazilian rose wine 35,4 Rosa et al., 2004
Argentina red wine 42,4 Rosa et al., 2004

Argentina white wine NDb Rosa et al., 2004
Chile red wine 70,7 Rosa et al., 2004

Canadian red wine 393 Ng et al., 2004
Canadian white wine 156 Ng et al., 2004

Red wine, Japan -4 (4) Kawamura, 2005
Red wine from Italy -47 (47) Kawamura, 2005

Red wine from France -77 (77) Kawamura, 2005
Red wines, Poland 6710 6710 Czerwiecki et al., 2005

Vinegars
Wine vinegar 1900 1900 Majerus et al., 2000

Balsamic vinegar 252 252 Markaki et al., 2001
a: εμφιαλωμένα μπουκάλια b: μη ανιχνεύσιμη (<21ng/l).
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Σύμφωνα με το κώδικα τροφίμων (Codex Alimentarius), το 15% της

συνολικής ποσότητας ΩΤΑ βρίσκεται στο κρασί, το οποίο αποτελεί τη δεύτερη

κύρια πηγή ΩΤΑ μετά τα σιτηρά (Πίνακας 1.2) (Codex Alimentarius

Commission, 1998, JECFA, 2001). To σταφύλι περιέχει περισσότερη ΩΤΑ σε

σχέση με το κρασί, καθιστώντας τον κίνδυνο πρόσληψης της τοξίνης από τα

παιδιά μεγαλύτερο (Zimmerly & Dick, 1996).
Πίνακας 1.2.3.1: Η συνεισφορά των διαφόρων κατηγοριών τροφίμων στη πρόσληψη της

ΩΤΑ  από τον άνθρωπο (JECFA, 2001).

Λαμβάνοντας υπόψιν  τις παραπάνω πληροφορίες συμπεραίνεται ότι,

η μίανση των σταφυλιών και του κρασιού με ΩΤΑ αποτελεί παγκόσμιο

πρόβλημα. Οι διαφορετικές παρατηρήσεις που προκύπτουν, όσον αφορά την

ανίχνευση και τη συγκέντρωση της ΩΤΑ σε μια περιοχή κατά τη διάρκεια του

έτους (διαφορετικές εποχές), οφείλονται σε πολλούς παράγοντες (το μέγεθος

του πληθυσμού του μύκητα, τις κλιματικές συνθήκες, τη γεωργική διαχείριση)

οι οποίοι επηρεάζουν την ανάπτυξη του μύκητα και την παραγωγή τοξίνης.
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1.3 Ο ωχρατοξινογόνος μύκητας Apergillus carbonarius

Ένας μεγάλος αριθμός μελετών έχει εστιαστεί σήμερα στη

συσσώρευση της ΩΤΑ στα σταφύλια, στο κρασί και στους χυμούς καθώς και

στους μύκητες που την παράγουν. Γενικά έχει σημειωθεί ότι στις εύκρατες

περιοχές η ΩΤΑ παράγεται από το P.verrucosum ενώ στις τροπικές και

υποτροπικές περιοχές από στελέχη του γένους Aspergillus (Abarca et al.,

1994, Varga et al., 1996). Μέχρι το 1996 επικρατούσε ότι, η παραγωγή ΩΤΑ

στα σταφύλια οφείλονταν μόνο στην ανάπτυξη του A.ochraceus από όλα τα

είδη του γένους Aspergillus, παρόλο που είχε καταγραφεί η ικανότητα

παραγωγής της τοξίνης από το A.niger var. niger (Abarca et al., 1994). Στη

συνέχεια οι σποριογόνοι μύκητες A.carbonarius και A.niger αναγνωρίστηκαν

ως κύρια πηγή παραγωγής της εν λόγω τοξίνης εξαιτίας των σημαντικών

ποσοτήτων ΩΤΑ που ανιχνεύθηκαν σε σταφυλοχυμό και κρασί από τους

Zimmerly και Dick (1996). Γενικά ο A.carbonarius ομοιάζει σε πολλά

χαρακτηριστικά με τον A.niger με κύρια μορφολογική διαφορά την παραγωγή

μεγαλύτερων σπορίων (Klich and Pitt, 1988).

Εικόνα 1.3: Κονιδιοφόροι A.carbonarius (αριστερά) και κονιδιοφόρος A.niger (δεξιά).

Η παραγωγή ΩΤΑ από μύκητες και συγκεκριμένα από «μαύρους

Aspergillus» έχει επισημανθεί και καταγραφεί από τους Battilani and Pietri

(2004). Σε μελέτες που πραγματοποιήθηκαν σε σταφύλια της νότιας Γαλλίας,

οι Sage et al., (2002) έδειξαν ότι ο A.carbonarius ήταν το μόνο είδος που

παρήγαγε ΩΤΑ παρόλο που μόνο τα 6 από τα 11 δείγματα σταφυλιών

μολύνθηκαν με ωχρατοξινογόνα στελέχη. Τα επίπεδα ΩΤΑ που ανιχνεύτηκαν
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ήταν μεταξύ 0.5 και 87.5 μg/g. Από τους υψηλούς πληθυσμούς των Aspergilli

που καταγράφηκαν από τους Sage et al., (2004) σε 60 δείγματα σταφυλιών,

μόνο τα στελέχη A.carbonarius ήταν ωχρατοξινογόνα με παραγόμενες

συγκεντρώσεις πάνω από 1.9 μg/g.

Εικόνα 1.3.1: Προσβολή σταφυλιών από τον ωχρατοξινογόνο μύκητα A.carbonarius.

Ο A.carbonarius έχει την ικανότητα να αναπτύσσεται και να παράγει

τοξίνη σε ένα μεγάλο εύρος pH και θερμοκρασιών (Esteban et al., 2005). Από

όλα τα είδη του γένους Aspergillus που απομονώθηκαν από 10 αμπέλια της

Γαλλίας σε διαφορετικές κλιματικές συνθήκες, οι «μαύροι Aspergilli» ήταν οι

πιο πολλοί συχνοί παθογόνοι (99%) (Bejaoui et al., 2006) ενώ από τα 3 είδη

που απομονώθηκαν (A.carbonarius, A.Japonicus και A.niger) μόνο ο A.

carbonarius παρήγαγε ΩΤΑ (πάνω από 37.5 μg/g). Η επίδραση των

διαφορετικών pH στην παραγωγή ΩΤΑ είναι πολύ σημαντική καθώς η σάρκα

των σταφυλιών και ο σταφυλοχυμός είναι πολύ όξινα (pH<4.5). Η ανάπτυξη

του μύκητα είναι καλύτερη σε pH 4 και 7 απ’ότι σε pH 2.6, ανεξαρτήτως του

επιπέδου της aw. Αν και έχει βρεθεί ότι οι υψηλότερες τιμές ΩΤΑ παράγονται

σε pH 7 απ’ότι σε 4.5, ωστόσο το ουδέτερο pH δεν είναι μια κατάσταση που

συναντάται στο κρασί, στο σταφυλοχυμό και στα σταφύλια. Η υψηλή

παραγωγή ΩΤΑ σε pH 2.8 και pH 7 ίσως οφείλεται στις ακραίες

περιβαλλοντικές συνθήκες που ευνοούν την ανάπτυξη των μυκήτων και τη

παραγωγή της τοξίνης σε τέτοια pH απ’ότι σε pH 4.5 (Mitchell, 2006).

Οι άριστες συνθήκες παραγωγής ΩΤΑ από τον A.carbonarius

αναφέρονται γύρω στους 15–20οC και σε ενεργότητα ύδατος 0.95-0,98
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(Mitchell et al., 2004, Belli et al., 2004, Esteban et al., 2006, Leong et al.,

2006d). Η παραγωγή τοξίνης από τον A.carbonarius έχει ανιχνευθεί κυρίως σε

aw 0.97 (Leong et al., 2006d, Valero et al., 2006a). Σε μελέτες που έγιναν σε

Ισπανικά σταφύλια, από τους «μαύρους» Aspergilli που υπήρχαν σε αυτά,

όλα (Bau et al., 2005) ή τα περισσότερα (Belli et al., 2006b) στελέχη

A.carbonarius ήταν ικανά να παράγουν ΩΤΑ και συγκεκριμένα στα τελευταία

στάδια ανάπτυξης, ενώ από τα στελέχη A.niger και A.japonicus var. aculeatus

κανένα δεν παρήγαγε τοξίνη. Το ίδιο αποτέλεσμα διαπιστώθηκε και σε

σταφύλια της Αυστραλίας (Leong et al., 2006, 2007).

Επίσης οι Pollastro et al. (2006) σε μια μελέτη που πραγματοποίησαν

στη νότια Ιταλία, έδειξαν ότι η συχνότητα εμφάνισης των «μαύρων Aspergilli»

στα σταφύλια μειώνεται σύμφωνα με την ακόλουθη σειρά: A.niger>A

carbonarius>A.aculeatu>A.wentii. Από τους συγκεκριμένους μύκητες μόνο ο

A.carbonarius παρήγαγε ΩΤΑ.

11..44 ΜΜέέθθοοδδοοιι ααννίίχχννεευυσσηηςς μμυυκκοοττοοξξιιννώώνν

11..44..11 ΓΓεεννιικκάά
Όπως αναφέρθηκε οι μυκοτοξίνες είναι πολύ σημαντικοί μεταβολίτες

των μυκήτων και αποτελούν έναν πιθανό κίνδυνο για την υγεία του ανθρώπου

και των ζώων. Ο όρος μυκοτοξίνη (mycotoxin) καλύπτει ένα ευρύ φάσμα

συστατικών με διαφορετικές χημικές δομές και επιπλέον διάφορες τοξικές

επιδράσεις. Ο κίνδυνος στον οποίο εκτίθεται ο άνθρωπος από τις μυκοτοξίνες

επαναξιολογείται συνεχώς και για ορισμένες μυκοτοξίνες έχουν θεσπιστεί

μέγιστα εφαρμόσιμα όρια. Για αυτόν τον λόγο, είναι αναγκαία η ύπαρξη

αναλυτικών μεθόδων για την εξασφάλιση της ύπαρξης μυκοτοξινών στα

τρόφιμα πάνω από τα επιτρεπόμενα όρια.

Οι μέθοδοι ανίχνευσης μπορούν να κατηγοριοποιηθούν ως εξής (Ιωάννου,

2005):

Α. Χημικές μέθοδοι:

 Υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (High Performance Liquid

Chromatography, “HPLC”)

 Αέριος- υγρή χρωματογραφία (Gas Liquid Chromatography, “GLC”)
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 Χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (Thin Layer Chromatography,

“TLC”)

 Φασματομετρία μάζας (Mass Spectometry, “MS”)

B. Ανοσολογικές μέθοδοι:

 Χρωματογραφία στήλης ανοσοσυγγένειας- φθορισμομετρία

(ImmunoAffinity Column Chromatography, “IACC”- Fluorometry)

 ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

Γ. Συνδυασμός ανοσολογικών και χημικών μεθόδων:

 IACC- HPLC

 IACC- GLC

 IACC- TLC

11..44..22 ΣΣττήήλλεεςς ααννοοσσοοσσυυγγγγέέννεειιααςς

Η χρήση των στηλών ανοσοσυγγένειας (Immunoaffinity Columns) έγινε

ιδιαίτερα δημοφιλής τα τελευταία χρόνια, κυρίως λόγω της υψηλής τους

εκλεκτικότητας. Είναι εύκολο να χρησιμοποιηθούν για τον καθαρισμό των

δειγμάτων, τα οποία είναι μιασμένα με κάποια μυκοτοξίνη. Γενικά

χρησιμοποιούνται για τον καθαρισμό και τη συμπύκνωση των τοξινών από

πολύπλοκα δείγματα τροφίμων, πριν την ανίχνευση και τον προσδιορισμό

τους με κλασικές αναλυτικές τεχνικές όπως GC, HPLC και TLC.

Εικόνα 1.4.2: Βασική αρχή λειτουργίας των στηλών ανοσοσυγγένειας
(European Mycotoxin Awareness Network, 2007)
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Η μήτρα της στήλης ανοσοσυγγένειας περιλαμβάνει μια στερεή φάση,

στην οποία υπάρχουν δεσμευμένα αντισώματα. Αφού πρώτα προηγηθεί ένα

“conditioning” της στήλης, στη συνέχεια εφαρμόζεται το δείγμα στη στήλη και

η περιεχόμενη σε αυτό τοξίνη δεσμεύεται από το αντίστοιχο ακινητοποιημένο

αντίσωμα. Από τη στιγμή που τα συστατικά της μήτρας δεν αλληλεπιδρούν με

τα αντισώματα, αρκεί ένα στάδιο έκπλυσης για την απομάκρυνσή τους. Οι

συγκεκριμένες στήλες είναι εμπορικά διαθέσιμες, έχουν υψηλό κόστος και

μπορούν να χρησιμοποιηθούν μόνο μια φορά. Βρίσκουν εφαρμογή στην

ωχρατοξίνη Α, στη ζεαραλενόνη, στις φουμονισίνες και στη DON. (European

Mycotoxin Awareness Network, 2007)

11..44..33 ΥΥγγρρήή χχρρωωμμααττοογγρρααφφίίαα υυψψηηλλήήςς ααππόόδδοοσσηηςς ((HHiigghh
PPeerrffoorrmmaannccee LLiiqquuiidd CChhrroommaattooggrraapphhyy,, HHPPLLCC))

11..44..33..11 ΕΕιισσααγγωωγγήή-- ββαασσιικκέέςς ααρρχχέέςς

Στην υγρή χρωματογραφία στήλης, η στατική φάση είναι στερεό

πορώδες υλικό ή υγρό καθηλωμένο σε στερεό υπόστρωμα, που βρίσκεται

συσκευασμένο σε στήλη, ενώ η κινητή φάση είναι υγρό. Στην υγρή

χρωματογραφία υψηλής απόδοσης χρησιμοποιούνται αντλίες υψηλής πίεσης

και η στατική φάση αποτελείται από σωματίδια μικρής διαμέτρου με μεγάλη

αντίσταση και υψηλή διαχωριστική απόδοση. (Χατζηιωάννου, 1998)

Εικόνα 1.4.3.1: Υγρός χρωματογράφος υψηλής απόδοσης.
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11..44..33..22 ΟΟρργγααννοολλοογγίίαα

Μια συσκευή HPLC αποτελείται από τα εξής τμήματα: α) δοχείο κινητής

φάσης-διαλύτης, β) αντλία, γ) σύστημα εισαγωγής δείγματος, δ) στήλη, ε)

ανιχνευτής και στ) καταγραφέας ή ηλεκτρονικός υπολογιστής-εκτυπωτής.

Το δοχείο ή τα δοχεία κινητής φάσης ή φάσεων είναι συνήθως

γυάλινης κατασκευής και χωρητικότητας τουλάχιστον 500ml. Στο σωλήνα

τροφοδοσίας προσαρμόζεται ειδικό φίλτρο (2μm) που παρεμποδίζει τη

μεταφορά σωματιδίων που μπορούν να δημιουργήσουν πρόβλημα στην

αντλία. Ο διαλύτης ή το σύστημα διαλυτών που χρησιμοποιείται πρέπει να

είναι υψηλής καθαρότητας (HPLC grade) και να έχει απαερωθεί (degassed).

Η αντλία είναι η καρδιά ενός συστήματος HPLC. Βασική απαίτηση είναι

η σταθερότητα της ταχύτητας ροής (παροχής) της κινητής φάσης. Η αντλία

είναι υψηλής πίεσης (14-16.000psi) και συνδυάζεται με σύστημα για τη

βαθμιαία αλλαγή της σύστασης της κινητής φάσης. Σε αντίθεση με την

ισοκρατική έκλουση, στην οποία η κινητή φάση έχει σταθερή σύσταση, στη

βαθμιδωτή έκλουση (gradient elution) η σύσταση της κινητής φάσης

μεταβάλλεται βαθμιαία.

Η έγχυση του δείγματος γίνεται με σύριγγα. Ο θάλαμος έγχυσης του

δείγματος είναι εφοδιασμένος με βαλβίδα εισαγωγής η χωρητικότητα της

οποίας κυμαίνεται από 1-500μl. Η βαλβίδα στη θέση "πλήρωσης" συγκρατεί

ποσότητα δείγματος, ενώ στη θέση "εισαγωγής" εισάγει το δείγμα στη στήλη.

Η ποιότητα της βαλβίδας κρίνεται κατ’ αρχήν από την ακρίβεια εισαγωγής του

δείγματος. Σημαντικό ρόλο παίζει η κεφαλή, γιατί από το σχήμα της εξαρτάται

η κατανομή ταχυτήτων της κινητής φάσης, μέσα στη στήλη. Φυσικά σημασία

έχει και η ποιότητα των υλικών κατασκευής, τα οποία θα πρέπει να είναι από

αδρανή ως προς την χρησιμοποιούμενη κινητή φάση υλικά. Επίσης,

υπάρχουν βαλβίδες εισαγωγής που η λειτουργία τους ελέγχεται αυτόματα από

την κεντρική μονάδα ελέγχου του συστήματος HPLC, αν και πολλοί χρήστες

προτιμούν για διάφορους λόγους χειροκίνητο χειρισμό.

Το υλικό κατασκευής της στήλης είναι συνήθως ανοξείδωτος χάλυβας.

Χαρακτηριστικό είναι το πάχος των τοιχωμάτων της στήλης (2-3mm) για να

αντέχει τις υψηλές πιέσεις που αναπτύσσονται κατά τη λειτουργία του
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συστήματος. Το μήκος της στήλης κυμαίνεται από 10-100cm. Συνήθως

κατασκευάζονται στήλες μήκους 25-30cm. Η αποτελεσματικότητα μιας στήλης

κρίνεται από τον αριθμό των θεωρητικών πλακών. Από μια πρώτη άποψη

είναι φανερό ότι μια μακριά στήλη ή μια σειρά στηλών θα έχει οπωσδήποτε

μεγάλο αριθμό θεωρητικών πλακών. Όμως ταυτόχρονα η διάρκεια του

διαχωρισμού θα είναι μεγαλύτερη. Αύξηση του αριθμού των θεωρητικών

πλακών μπορεί να επιτευχθεί με μείωση της διαμέτρου των κόκκων του

πληρωτικού υλικού. Συνήθως οι κόκκοι είναι διαμέτρου 5-10μm, ενώ

υπάρχουν και κόκκοι 3μm, οι οποίοι βέβαια δίνουν ένα σημαντικά μειωμένο

Υ.Ι.Θ.Π. (ύψος ισοδύναμο με μια θεωρητική πλάκα), επιτρέπουν τη χρήση

στηλών μικρού μήκους και άρα ταχύτατους διαχωρισμούς. Το μέγεθος των

κόκκων δεν πρέπει να είναι μόνο μικρό αλλά και ομοιόμορφο, το δε σχήμα

σφαιρικό. Σε υψηλής ποιότητας στήλες η απόκλιση από τη διάμετρο των

κόκκων είναι μικρότερη του ±2%, το σχήμα σχεδόν απόλυτα σφαιρικό και η

κατανομή των πόρων ομοιόμορφη. Βασικά στοιχεία καθορισμού του αριθμού

των θεωρητικών πλακών είναι η σταθερότητα παροχής της αντλίας καθώς και

η ελάχιστη παροχή. Μικρή παροχή συνεπάγεται πτώση της πίεσης.

Επίσης σημαντικός παράγοντας είναι η εσωτερική διάμετρος της

στήλης. Σε μια λεπτή στήλη, η ταχύτητα της κινητής φάσης είναι περίπου ίση

στο κέντρο της στήλης και στα τοιχώματα της, πράγμα που δε συμβαίνει σε

μια "φαρδιά" στήλη. Συνεπώς μια λεπτή στήλη απαιτεί μικρότερη ποσότητα

δείγματος και φυσικά διαλύτη, επιτρέποντας την εξοικονόμηση διαλύτη έως

και 80%. Το υλικό πλήρωσης της στήλης, ως προς τη φύση του μπορεί να

είναι: α) πορώδες, με βάση την πυριτική γη (silica), β) μη πορώδες (pellicular)

και γ) σκληρή πηκτή, με βάση το πολυστυρόλιο. Τα υλικά αυτά αντέχουν σε

πιέσεις μέχρι 5.000 psi.

Η στατική φάση μπορεί να επικαλυφθεί στο αδρανές υλικό: α) φυσικά,

κατόπιν διάλυσης της στατικής φάσης στον κατάλληλο διαλύτη, προσθήκης

του αδρανούς υλικού, ανάμειξης και απομάκρυνσης του διαλύτη με εξάτμιση

υπό κενό ή β) χημικά, οπότε προκύπτει η λεγόμενη δεσμευμένη στατική

φάση, όπου συνήθως χρησιμοποιούνται υποστρώματα με βάση την πυριτική

γη επί της οποίας με χημική αντίδραση προστίθεται η επιθυμητή ομάδα.

Η HPLC ανάλογα με την πολικότητα της στατικής και της κινητής

φάσης διακρίνεται σε: α) κανονικής φάσης (normal phase), όπου η υγρή
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στατική φάση είναι πολική, η κινητή φάση σχετικά μη πολική και

χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό πολικών (υδατικών) ουσιών οι οποίες

εκλούονται τελευταίες από τη στήλη και β) ανεστραμμένης φάσης (reνersed

phase), όπου η υγρή στατική φάση είναι μη πολική, η κινητή φάση πολική και

χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό μη πολικών ουσιών.

Ανάλογα με τη φύση των ουσιών που πρόκειται να αναλυθούν, ως

ανιχνευτής μπορεί να χρησιμοποιηθεί φωτόμετρο, διαφορικό διαθλασίμετρο,

ηλεκτοχημικός (αμπερομετρικός) ανιχνευτής και φθορισμόμετρο.

Ο καταγραφέας αποτελεί το φθηνότερο και απλούστερο τρόπο

παρουσιάσεως του χρωματογραφήματος. Τα σύγχρονα συστήματα HPLC,

αντί καταγραφέα είναι εφοδιασμένα με ηλεκτρονικό υπολογιστή και εκτυπωτή.

(Λιοδάκης 1986, Πολυσίου, 1989, Χατζηιωάννου, 1998, Ταραντίλης και

Πολυσίου, 2001)

Εικόνα 1.4.3.2: Τα βασικά τμήματα χρωματογράφου HPLC: a) δοχείο κινητής φάσης-

διαλύτης, b) αντλία, c) σύστημα εισαγωγής δείγματος, d) στήλη, e) ανιχνευτής, f) δοχείο

αποβλήτων κινητής φάσης, g) ηλεκτρονικός υπολογιστής. (Ταραντίλης, 2001)
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1.4.3.3 ΕΕπίτευξη επιθυμητού διαχωρισμού

Τα περισσότερα μείγματα ουσιών μπορούν να διαχωριστούν και να

αναλυθούν με την HPLC, αρκεί να επιλεγεί το κατάλληλο σύστημα στατικής

και κινητής φάσης ή πρόγραμμα βαθμιδωτής έκλουσης.

Ένας επιτυχής διαχωρισμός στηρίζεται στην ισορροπία κατανομής του

δείγματος μεταξύ κινητής (διαλύτη) και στατικής φάσης. Για να είναι επιτυχής

ο διαχωρισμός θα πρέπει το δείγμα να μοιάζει χημικά (π.χ. πολικότητα) με τη

στατική φάση και όχι με τον διαλύτη.

Στην χρωματογραφία κανονικής φάσης, η πολικότητα των διαλυτών

που χρησιμοποιούνται κυμαίνεται από χαμηλή μέχρι μέτρια. Με την τεχνική

αυτή το χαμηλής πολικότητας συστατικό θα εκλουστεί πρώτο και με αύξηση

της πολικότητας του διαλύτη για δεδομένη στατική φάση προκύπτει ελάττωση

του χρόνου κατακράτησης των συστατικών.

Αντίστροφα, με την τεχνική της ανεστραμμένης φάσης, η πολικότητα

των διαλυτών κυμαίνεται από μέτρια μέχρι υψηλή. Το υψηλής πολικότητας

συστατικό θα εκλουστεί πρώτο και με αύξηση της πολικότητας του διαλύτη για

δεδομένη στατική φάση προκύπτει αύξηση του χρόνου κατακράτησης των

συστατικών.

Στην HPLC ανάλυση για την επίτευξη επιθυμητού διαχωρισμού

χρησιμοποιείται η τεχνική της βαθμιδωτής έκλουσης. Δηλαδή κατά τη διάρκεια

του διαχωρισμού, κατόπιν προγραμματισμού του οργάνου, μεταβάλλεται η

σύσταση και συνεπώς η πολικότητα του διαλύτη, με αποτέλεσμα να

επιτυγχάνεται καλύτερος διαχωρισμός των συστατικών του αναλυόμενου

δείγματος. (Πολυσίου, 1989, Χατζηιωάννου, 1998, Ταραντίλης, 2001)
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ΜΕΘΟΔΟΙ ΠΡΟΛΗΨΗΣ ΤΗΣ ΩΤΑ

2.1     Στρατηγικές πριν τη συγκομιδή

2.1.1  Γενικές στρατηγικές

Καθώς οι αποικίες των μυκήτων αναπτύσσονται σε διάφορα μέρη των

φυτών, οι καλλιέργειες θα πρέπει να προστατεύονται ενάντια στις βλαβερές

μηχανικές διεργασίες και στην δράση των εντόμων. Για να αποφεύγεται η

μόλυνση των φυτικών προϊόντων, πηγές μόλυνσης όπως ζιζάνια, γεωργικά

υπολείμματα ή βρώμικα γεωργικά υλικά θα πρέπει να απομακρύνονται και να

καταστρέφονται (Codex Alimentarius Commission, 2003, FAO/WHO/UNEP,

1999a).

Η χρήση χημικών ενώσεων είναι μία πολύ ελκυστική στρατηγική για

την πρόληψη παραγωγής των μυκοτοξινών (FAO/WHO/UNEP, 1999b).

Συγκεκριμένα στη περίπτωση των σταφυλιών, κάποια μυκητοκτόνα όπως το

Switch έχουν βρεθεί αποτελεσματικά στη παρεμπόδιση της ανάπτυξης των

μυκήτων και την παραγωγή ΩΤΑ (Varga & kozakiewicz, 2006). Θα πρέπει

όμως να ληφθεί υπόψιν ότι τα μυκητοκτόνα θα πρέπει να επιλέγονται με

προσοχή, επειδή κάποια όπως π.χ το carbendazim ενώ μείωναν την

ανάπτυξη του μύκητα, βρέθηκαν να συνεισφέρουν στη παραγωγή ΩΤΑ

(Medina et al., 2007a).

Οι Bleve et al., (2006) μελέτησαν in vitro τη δυνατότητα βιολογικής

αντιμετώπισης των μυκήτων Α.carbonarius και A.niger με την εφαρμογή

επιφυτικών ζυμών. Στη περίπτωση των προϊόντων που μιαίνονται ή

μολύνονται από τον Α.carbonarius, η χημική ένωση ναταμυκίνη εμφανίζεται

να αποτελεί μία αποτελεσματική ουσία για τον έλεγχο της ανάπτυξης των

μυκήτων και την παραγωγή της ΩΤΑ (Medina et al., 2007b).
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2.1.2   Δημητριακά, σταφύλια και άλλα τρόφιμα σε θερμές
περιοχές

Οι καλλιέργειες στις θερμές περιοχές επηρεάζονται από περιόδους

διαφορετικών περιβαλλοντικών συνθηκών. Για αποφυγή μόλυνσης από

μύκητες και παραγωγή ΩΤΑ, η υγρασία του φυτού και η καταπόνηση (stress)

της ξηρασίας θα πρέπει να μειώνονται. Κάποιες κατάλληλες στρατηγικές είναι

η κατάλληλη άρδευση, η ισορροπημένη ανόργανη θρέψη και λίπανση.

Άλλοι κανόνες ορθής γεωργικής πρακτικής είναι η αμειψισπορά καθώς

και η καλλιέργεια και η συγκομιδή σε κατάλληλες συνθήκες και εποχές

(ελεύθερος χώρος για κάθε φυτό για μέγιστη ανάπτυξη, αποφυγή ακραίων

περιόδων ξηρασίας) και το βαθύ όργωμα (Aldred and Magan, 2004, Codex

Alimentarius Comission, 2003).

Σήμερα καινούριες και ελπιδοφόρες στρατηγικές πριν τη συγκομιδή

εξερευνώνται με τη χρήση της βιοτεχνολογικής έρευνας (FAO/WHO/UNEP,

1999b)  στις οποίες περιλαμβάνονται η παραγωγή φυτών που συντελούν στη

μείωση της πιθανότητας εμφάνισης μυκητιακής προσβολής, ο περιορισμός

της ανάπτυξης τοξινογόνων μυκήτων και πρόληψη της παραγωγής τοξίνης.

Ο βιοέλεγχος, με τη χρήση μη τοξινογόνων βιοανταγωνιστικών

παραγόντων, όπως τα μη τοξινογόνα στελέχη A.niger (Valero et al., 2007a),

αποτελεί μια δυναμική ασφαλή στρατηγική. Όμως η πιθανότητα χρήσης

τοξινογόνων στελεχών προκαλεί ανησυχία σε οικολογικό και υγιεινομικό

επίπεδο (FAO/WHO/UNEP, 1999c).

2.2    Στρατηγικές κατά τη διάρκεια της συγκομιδής

Αρχικά η σωστή εμφάνιση και καθαριότητα του γεωργικού εξοπλισμού

συνίσταται προκειμένου να αποφευχθούν όλα τα εμπόδια τα οποία μπορούν

να καθυστερήσουν το χρόνο συγκομιδής (Codex Alimentarius Commission,

2003).

Η συγκομιδή θα πρέπει να γίνεται όταν το περιεχόμενο της υγρασίας

του φυτού είναι βέλτιστο, εξασφαλίζοντας τις ελάχιστες μηχανικές ζημιές στο

προϊόν (Codex Alimentarius Commission, 2003).
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Όσο το δυνατόν αργότερα, μόνο τα ώριμα προϊόντα θα πρέπει να

συλλέγονται χωρίς μόλυνση. Τα υπερώριμα, τα ζυμούμενα, τα αλλοιωμένα ή

αυτά που έχουν πέσει στο έδαφος θα πρέπει να απορρίπτονται και να

καταστρέφονται έξω από το χωράφι, τα οποία είναι πιθανόν να περιέχουν

υψηλές συγκεντρώσεις ΩΤΑ ή μύκητες που παράγουν ΩTA (Belli et al.,

2007a, Bucheli & Taniwaki, 2002, Paulino de Moraes & Luchese, 2003, Perez

de Obanos et al., 2005). Επίσης δεν ενδείκνυται η ανάμιξη με κακής

ποιότητας προϊόντα ή άλλα αγροτικά προϊόντα (Lopez-Garcia et al., 2008).

2.3 Στρατηγικές μετά τη συγκομιδή

Η πρόληψη είναι η καλύτερη μέθοδος για έλεγχο της μίανσης των

τροφίμων με μυκοτοξίνη πριν τη συγκομιδή. Όμως η μίανση που γίνεται ή

παραμένει κατά τη φάση αυτή και οι κίνδυνοι που συσχετίζονται με τις τοξίνες

θα πρέπει να αντιμετωπίζονται μετά τη συγκομιδή.

Μετά τη συγκομιδή, η αποθήκευση και η επεξεργασία είναι οι κύριες

διεργασίες όπου η μίανση μπορεί να προληφθεί και στη δεύτερη περίπτωση η

μείωση της ΩΤΑ μπορεί να επιτευχθεί με φυσικό διαχωρισμό ή χημική

αδρανοποίηση μέσα από συγκεκριμένες διαδικασίες (FAO/WHO/UNEP,

1999c).

2.3.1 Αποθήκευση και μεταφορά

Η αποθήκευση είναι μία από τη πιο κρίσιμες φάσεις μετά τη συγκομιδή

όσον αφορά το χειρισμό του προϊόντος. Ακατάλληλες περιβαλλοντικές

συνθήκες, μη σωστή συσκευασία ή αλλοιωμένα προϊόντα μπορεί να

προκαλέσουν μίανση του προϊόντος με μυκοτοξίνη κατά τη διάρκεια αυτής της

φάσης (FAO/WHO/UNEP, 1999c).

Η αποθήκευση θα πρέπει να γίνεται κάτω από ελεγχόμενες συνθήκες

υγρασίας και θερμοκρασίας (FAO/WHO/UNEP,1999a, Quillien, 2002). Κατά

τη διάρκεια αυτής της φάσης είναι σημαντική η αποφυγή αύξησης της

υγρασίας του προϊόντος (FAO/WHO/UNEP,1999c, Lopez-Garcia et al., 2008).

Είναι σημαντικό να αποθηκεύονται τα προϊόντα τα οποία είναι πλήρως
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αποξηραμένα και να διατηρούνται σε μια aw<0.70 και σε θερμοκρασίες κάτω

από 20oC (Bucheli & Taniwaki, 2002, Magan et al., 2003), ή στη περίπτωση

των μη συσκευασμένων τροφίμων σε θερμοκρασίες κάτω από 2-3oC (Codex

Alimentarius Commission, 2003). Επιπλέον συνίσταται η χρήση μεταλλικών

κιβωτίων απ’ότι ξύλινων (Bankole & Adebanjo, 2003).

Πριν την επόμενη συγκομιδή, οι αποθήκες θα πρέπει να καθαρίζονται

με σκοπό την αποφυγή μελλοντικής αλλοίωσης του προϊόντος (Bankole &

Adebanjo, 2003, Scudamore et al., 1999).

Όλες οι παραπάνω συνθήκες θα πρέπει να ελέγχονται κατά τη διάρκεια

της μεταφοράς σε εισαγόμενες χώρες καθώς και στα φυτά που μεταφέρονται

(FAO/WHO/UNEP, 1999b). Κανονικά η διακίνηση σε εισαγόμενες χώρες

γίνεται με πλοίο, όπου η περιεκτικότητα σε υγρασία είναι πολύ υψηλή και η

παρουσία εντόμων και τρωκτικών είναι πολύ συχνή. Γι’αυτό είναι σημαντική η

ελαχιστοποίηση του χρόνου μεταφοράς και η αποφυγή έκθεσης για πολύ ώρα

στον ήλιο των προϊόντων που βρίσκονται σε κιβώτια (FAO, 2006). Οι χώροι

αποθήκευσης του πλοίου θα πρέπει να διατηρούνται καθαροί και

απολυμασμένοι ενώ θα πρέπει να υπάρχουν κατάλληλες συνθήκες υγρασίας

(Codex Alimentarius Commission, 2003). Τέλος τα κιβώτια θα πρέπει να

βρίσκονται μακριά από τοίχους και τα σακιά να τοποθετούνται σε παλέτες

πάνω από το πάτωμα, για να αποφεύγεται η επανύγρανση του προϊόντος

(FAO, 2006).

Οι χειρισμοί μετά τη συγκομιδή του

κρασιού με μυκητοκτόνα όπως Azoxystrobin,

Switch ή Scala έχουν δείξει ικαναοποιητικά

αποτελέσματα ενάντια στην ΩΤΑ (Varga &

Kozakiewicz, 2006). Στη περίπτωση του

ψωμιού, τα συντηρητικά όπως το σορβικό

κάλιο και το προπιονικό ασβέστιο είναι ικανά

στην πρόληψη μόλυνσης με ΩΤΑ (Arroyo et

al., 2005, Marin et al., 2002). Μια καινούρια στρατηγική είναι η χρήση

βανιλικού οξέος ή 4-υδροξυβενζοϊκού οξέος (Palumbo et al., 2007) καθώς και

ελαίων εκχυλισμένων από φυτά όπως το θυμάρι (Aroyeun & Adegoke, 2007,

Nguefack et al., 2007) τα οποία μπορεί να επιδράσουν στην ανάπτυξη των

μυκήτων και τη παραγωγή ΩΤΑ.
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2.3.2 Επεξεργασία

Μετά τις φάσεις της συγκομιδής ένα προϊόν υφίσταται πολλές αλλαγές

κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας. Σε αυτό το στάδιο οι μυκοτοξίνες θα

πρέπει να εξαλείφονται ή να αναστέλλεται ο σχηματισμό τους

(FAO/WHO/UNEP, 1999c).

Στις βιομηχανίες συνίσταται η εγκαθίδρυση ενός συστήματος

αξιολόγησης των προμηθευτών, με σκοπό την προμήθεια των πρώτων υλών

στις βέλτιστες συνθήκες, όχι μόνο των προϊόντων που μεταφέρονται αλλά και

όλων των σχετικών παραπροϊόντων (Aldred & Magan, 2004,

FAO/WHO/UNEP, 1999c).

Στα αρχικά στάδια της

μεταφοράς είναι απαραίτητος ο

καθαρισμός και η συλλογή των

αλλοιωμένων προϊόντων και σε

μετέπειτα στάδια η θερμική και

χημική αδρανοποίηση. Επιπλέον το

περιεχόμενο της υγρασίας, ο

αερισμός και η καθαριότητα θα

πρέπει να ελέγχονται συνεχώς και σωστά σε όλα τα στάδια της επεξεργασίας

του προϊόντος (EMAN, 2003, EMAN, 2004, FAO/WHO/UNEP, 1999c).
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3Ο

ΜΕΘΟΔΟΙ ΜΕΙΩΣΗΣ ΤΗΣ ΩΤΑ
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ΜΕΘΟΔΟΙ ΜΕΙΩΣΗΣ ΤΗΣ ΩΤΑ

3.1 Γενικά

Οι στρατηγικές μείωσης της ΩΤΑ ταξινομούνται με βάση το είδος του

χειρισμού (φυσικός, χημικός ή μικροβιολογικός) και ο κύριος σκοπός είναι η

μείωση ή εξάλειψη των τοξικών αποτελεσμάτων της ΩΤΑ, μέσω της

καταστροφής, της μετατροπής ή της απορρόφησης της μυκοτοξίνης

(FAO/WHO/UNEP,1999α). Η ιδανική μέθοδος μείωσης της ΩΤΑ θα πρέπει να

είναι εύκολη στη χρήση της και οικονομική και δεν θα πρέπει να παράγει

τοξικές ενώσεις ή να μεταβάλλει τα χαρακτηριστικά του τροφίμου, όπως τα

θρεπτικά συστατικά (ΕΜΑΝ, 2004). Συνεπώς, αρχικά εξετάζεται η δυνατότητα

μείωσης της τοξίνης στα διάφορα σταδία επεξεργασίας (Park, et al., 1999) και

στη περίπτωση που αυτό δεν καταστεί δυνατό, εφαρμόζονται άλλοι

επιπρόσθετοι χειρισμοί (φυσικοί, χημικοί ή μικροβιολογικοί).

3.2 Επεξεργασία του προϊόντος

3.2.1 Σιτηρά και παράγωγα

Κατά τη διάρκεια παρασκευής άσπρου ψωμιού, ο καθαρισμός των

κόκκων και η απομάκρυνση των πίτουρων και των άλλων παραπροϊόντων

έχει σαν αποτέλεσμα την μείωση πάνω από 25% της συγκέντρωσης της ΩΤΑ

(Scudamore et al., 2003). Αντίθετα οι θερμικοί χειρισμοί που γίνονται κατά την

διάρκεια προσθήκης αλευριού και παραγωγής ψωμιού δεν φαίνεται να

επηρεάζουν τα επίπεδα ΩΤΑ (Osborne, 1979, Scott, 1996, Scudamore et al.,

2003). Παρ’όλα αυτά το ψήσιμο μειώνει τη συγκέντρωση της ΩΤΑ λόγω των

υψηλών θερμοκρασιών που χρησιμοποιούνται και της ελάχιστης

περιεκτικότητας σε υγρασία (Osborne, 1979).

Στη παραγωγή μπύρας, ουσιαστική μείωση της ΩΤΑ (40-89%)

παρατηρείται κατά τη διάρκεια πολτοποίησης των κόκκων, πιθανόν λόγω της

πρωτεολυτικής αποδόμησης (Baxter et al., 2001, Krogh et al., 1974).

Επιπλέον μείωση (16%) μπορεί να επιτευχθεί κατά τη διάρκεια αποφλοίωσης
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των κόκκων (Baxter et al., 2001). Στη ζύμωση η μείωση της ΩΤΑ κυμαίνεται

μεταξύ 2-69% (Krogh et al., 1974, Scott et al., 1995).

3.2.2 Προϊόντα  σταφυλιών

Κατά τη διάρκεια παραγωγής κρασιού, η συγκέντρωση της ΩΤΑ

αυξάνεται μέχρις ότου η μηλογαλακτική ζύμωση προηγείται της εμφιαλώσεως.

Σε αυτό το στάδιο, τα επίπεδα της μυκοτοξίνης μειώνονται, πιθανόν λόγω της

προσρόφησης της στην επιφάνεια των ζυμών του γένους Saccharomyces και

στην αλληλεπίδρασή της με τους μεταβολίτες που παράγονται από τις ζύμες,

ή στη ικανότητα αποδόμησης από τα οξυγαλακτικά βακτήρια που βρίσκονται

στο κρασί (Bejaoui et al., 2004, Cecchini et al., 2006, Fernandes et al., 2007,

ICV, 2002). Το Oenococcus oeni (Εικόνα 3.2.2) (παλιά Leuconostoc oenos)

(Kunkee, 1967, Wibowo et al., 1985) είναι ένα οξυγαλακτικό βακτήριο το

οποίο θεωρείται υπεύθυνο για τη μηλογαλακτική ζύμωση στο κρασί, συντελεί

στη βελτίωση της ποιότητας του και επιπλέον στη μείωση της ΩΤΑ (Maicas et

al., 2002, Mateo et al., 2009). Είναι ένα από τα πιο ανθεκτικά στελέχη στις

δυσμενείς συνθήκες του κρασιού (χαμηλό pH, αιθανόλη, κ.α). Επίσης

διεργασίες όπως το πλύσιμο των σταφυλιών, το μαγείρεμα και το πατίκωμα

μπορεί να συντελέσουν στη μείωση της συγκέντρωση της ωχρατοξίνης

(Delage et al., 2003, Ratola et al., 2005).

Εικόνα 3.2.2: Το οξυγαλακτικό βακτήριο Oenococcus oeni.

Κατά τη διάρκεια παραγωγής σταφυλοχυμού, απαιτείται πολύ καλή

ξήρανση και αναποδογύρισμα επειδή σε αυτά τα στάδια τα επίπεδα των

σακχάρων και της υγρασίας συνεισφέρουν στην ανάπτυξη του μύκητα

Aspergillus και στη παραγωγή ωχρατοξίνης (Magan & Aldred, 2005).
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3.3 Φυσικές μέθοδοι

Με σκοπό να μειωθεί η συγκέντρωση μιας τοξίνης σε ένα προϊόν δεν

επιτρέπεται η ανάμιξή της και η αραίωση της με προϊόντα που δεν περιέχουν

τοξίνη. Γι’αυτό και στην Ευρωπαϊκή ένωση απαγορεύεται η αραίωση με μη

μολυσμένα τρόφιμα (Directive, 2002/32/EC).

Με σκοπό την αποφυγή μίανσης με ΩΤΑ, μελετήθηκε η δυνατότητα

απομάκρυνσης των εξωτερικών μερών των τροφίμων τα οποία έρχονται σε

επαφή με τους μύκητες (Αlldrick, 1996). Όμως στη περίπτωση των σιτηρών

και των σταφυλιών αυτή η εφαρμογή αποδείχθηκε πολύπλοκη και

απορρίφθηκε.

Επίσης μελετήθηκε και η δυνατότητα εξάλειψης όλων εκείνων των

προϊόντων στα οποία έχουν αναπτυχθεί μύκητες κατά την βιομηχανική

διεργασία. Όμως η απουσία των μυκήτων δεν υπονοεί ότι η μυκοτοξίνη και η

μίανση δεν μπορούν να ελεχθούν πλήρως (FAO/WHO/UNEP, 1999c,

Heilman et al., 1999).

Ενώ οι θερμικοί χειρισμοί δεν εξαλείφουν πλήρως την ΩΤΑ (Boundra,

& Le Bars, 1995), χειρισμοί όπως κατάψυξη στους -20οC, απόψυξη στους

26οC, και χρησιμοποίηση UV και η γ ακτινοβολίας μπορούν να συντελέσουν

στη μείωση της παραγωγής κονιδίων. Παρ’όλα αυτά όμως μόνο η χρήση γ

ακτινοβολίας μπορεί να εξαλείψει τη μυκοτοξίνη (Aziz et al., 2004, Deberghes

et al., 1993, Deberghes et al., 1995).
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3.4    Χημικές μέθοδοι

3.4.1 Χημικές ενώσεις προσρόφησης

Για την μείωση της ωχρατοξίνης με χημικές ενώσεις, πολλά

προσροφητικά υλικά έχουν εξεταστεί όπως το ενεργό κάρβουνο, οι ζεολίτες, ο

μπετονίτης, και τρίμματα ξύλου (Bauer, 1994, Leong et al., 2006, Peteri et al.,

2007, Plank et al., 1990, Ringot et al., 2007, Savino et al., 2007, Varga &

Kazakiewicz, 2006). Ορισμένα από τα παραπάνω έχουν μελετηθεί και σε

πειραματόζωα, όμως η μείωση της τοξίνης δεν ήταν τόσο υψηλή όσο

αναμενόταν, εκτός από το ενεργό κάρβουνο (Huwing et al., 2001, Scott,

1996). Σε αυτή τη περίπτωση η χρήση τους απορρίφθηκε λόγω της

απορρόφησης των απαραίτητων θρεπτικών συστατικών και της δηλητηρίασης

των ζώων (Gambuti et al., 2005, Huwing et al., 2001).

Στο κρασί, το καζεινούχο κάλιο και το ενεργό κάρβουνο υποβαθμίζουν

την ποιότητα του κρασιού, παρόλο που έχουν δείξει θετικά αποτελέσματα

όσον αφορά τη μείωση της ΩΤΑ (>82%) (Abrunhosa et al., 2002, Castellari et

al., 2001).

Μια καινούρια αδιάλυτη φυτική ίνα έχει χρησιμοποιηθεί με σκοπό την

προσρόφηση της ΩΤΑ που βρίσκεται σε υγρά τρόφιμα και συγκεκριμένα στη

μπύρα κατά τη διάρκεια της ζύμωσης (Tangni et al., 2005).

Επί του παρόντος, τα πιο ελπιδοφόρα προσροφητικά υλικά είναι οι

τροποποιημένοι ζεολίτες, οι οποίοι επιτυγχάνουν καλή απολύμανση των

τροφίμων (Dakovic et al., 2003, Dakovic et al., 2005, Schall et al., 2002,

Tomasevic et al., 2003).

3.4.2 Αποδόμηση της ΩΤΑ ή εκχύλιση της με χημικούς
παράγοντες

Στα σιτηρά η συγκέντρωση της ωχρατοξίνης μπορεί να μειωθεί με τη

εμβάπτιση των κόκκων σε διάλυμα αιθανόλης και την περιοδική εφαρμογή

υπερήχων (Linder, 1992). Οι χειρισμοί με ενώσεις όπως το αλκαλικό

υπεροξείδιο υδρογόνου, το υδροξείδιο νατρίου και το αμμώνιο με υδροξείδιο
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ασβεστίου αποτελούν αξιόπιστες μεθόδους μείωσης της ΩΤΑ. Ωστόσο η

εφαρμογή τους σε πειραματόζωα (in vivo) δεν είναι δυνατή λόγω των υψηλών

επιπέδων ΩΤΑ που ανιχεύονται στους ιστούς των ζώων (Scott, 1996).

Στα σταφύλια και στο κρασί έχει αποδειχθεί ότι κάποια μυκητοκτόνα,

ζιζανιοκτόνα και εντομοκτόνα συντελούν στη μείωση της ΩΤΑ (>90%) (Belli et

al., 2007b, Reddy,& Muralidharan, 2007, Valero et al., 2007b, Varga &

Kozakiewicz, 2006).

3.5    Μικροβιολογικές μέθοδοι

3.5.1 Γενικά

Η καρβοξυπεπτιδάση Α είναι ένα ένζυμο το οποίο είναι ικανό να

μειώσει την ΩΤΑ (Deberghes et al., 1995) και γι’αυτό το λόγο έχει μελετηθεί η

χρήση μη τοξινογόνων στελεχών Α.niger σαν πηγές καρβοξυπεπτιδάσης

(Varga, et al., 2000). Άλλα ένζυμα τα οποία μπορούν να απομονωθούν από

στελέχη Α.niger και μπορούν αποτελεσματικά να αποδομήσουν την ΩΤΑ είναι

οι λιπάσες (Stander et al., 2000), ένα ακατέργαστο ένζυμο (Abrunhosa et al.,

2006) και ένα μεταλλοένζυμο (Abrunhosa & Venancio, 2007). Η ύπαρξη της

καρβοξυπεπτιδάσης στη ζύμη Phaffia rhodozyma μπορεί να συντελέσει στην

μείωση της ΩΤΑ πάνω από 95% (Peteri et al., 2007).

Επιπλέον συγκεκριμένα στελέχη βακτηρίων που ανήκουν στα γένη

Streptococcus, Bifidobacterium, Lactobacillus, Butyribrio, Phenylobacterium

(P. immobile), Pleurotus, Saccharomyces, Bacillus και Acinetobacter (A.

calcoaceticus) (Fucks et al., 2008, Varga et al., 2005, Varga et al., 2000,

Hwang & Draughon, 1994, Piotrowska & Zakowska, 2005) και συγκεκριμένοι

μύκητες που ανήκουν στα γένη Aspergillus (A. fumigatus, A. niger, A.

carbonarius, A. japonicus, A. versicolor, A. wentii, A. ochraceus), Alternaria,

Botrytis, Cladosporium, Phaffia, Penicillium και Rhizopus (R. Stolonifer και R.

oryzae) (Abrunhosa et al., 2002, Peteri et al.,  2007, Varga et al., 2005)

επιδεικνύουν μείωση της ΩΤΑ in vitro σε ποσοστό πάνω από 95%. Επίσης,

κάποιοι από τους παραπάνω μικροοργανισμούς μπορούν να  μειώσουν την

ΩΤΑ και σε in vivo πειράματα (Fuchs et al., 2008). Επιπλέον οι ζύμες
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Saccharomyces cerevisiae (Εικόνα 3.5.1) έχουν την ικανότητα να συντελούν

στη μείωση της ΩΤΑ (Bejaoui et al., 2004).

Εικόνα 3.5.1: Ζύμες του είδους Saccharomyces cerevisiae.

Στη βιομηχανία η μικροβιολογική διεργασία η οποία μειώνει τη

συγκέντρωση της ΩΤΑ χρησιμοποιείται στη τελική ζύμωσης της μπύρας (Chu

et al., 1975, Krogh et al., 1974) και στη μηλογαλακτική ζύμωση παραγωγής

κρασιού (ICV, 2002).

3.5.2  Μείωση της ΩΤΑ από βακτήρια

Οι μικροοργανισμοί και ιδιαίτερα τα βακτήρια έχουν μελετηθεί για την

ικανότητά τους είτε να αποδομούν τις τοξίνες είτε να μειώνουν τη

βιοδιαθεσιμότητά τους (El-Nezami et al., 1998, Fuchs et al., 2008, Haskard et

al., 2001, Peltonen et al., 2001). Ανάμεσα στα βακτήρια, τα οξυγαλακτικά

βακτήρια είναι οι πιο σημαντικοί προβιοτικοί μικροοργανισμοί για τις

γαστρεντερίτιδες των ανθρώπων. Τα οξυγαλακτικά βακτήρια

χρησιμοποιούνται ευρέως για την παραγωγή ζυμούμενων τροφίμων και

αποτελούν επίσης, μέρος της εσωτερικής μικροχλωρίδας. Πολλές έρευνες

έχουν δείξει ότι τα οξυγαλακτικά βακτήρια έχουν ωφέλιμες επιδράσεις στην

υγεία των ανθρώπων (Ouwehand et al., 2002, Saxelin et al., 2005). Μια από

τις επιδράσεις που έχει αναγνωριστεί, είναι η προστασία ενάντια στις τοξίνες

που περιέχονται σε πολλά τρόφιμα όπως είναι οι ετεροκυκλικές αρωματικές

αμίνες, οι πολυκυκλικοί αρωματικοί υδρογονάνθρακες, οι μυκοτοξίνες και τα

διάφορα είδη ενεργού οξυγόνου (Fuchs et al., 2008, Hosono & Hisamatsu,

1995, Κnasmuller et al., 2001, Stidl et al., 2007a).
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Διάφορες έρευνες υποδεικνύουν ότι στελέχη οξυγαλακτικών βακτηρίων

των γενών Lactobacillus και Lactococcus προκαλούν μείωση της ΩΤΑ σε

υγρά υποστρώματα (Piotrowska and Zakowska, 2000, Piotrowska and

Zakowska, 2005, Turbic et al ., 2002, Skrinjar et al., 1996). Επίσης σε μια

άλλη μελέτη διαπιστώθηκε, ότι τα οξυγαλακτικά βακτήρια του κρασιού έχουν

την ικανότητα να δεσμεύουν τη ΩΤΑ (σε ποσοστό 8-28%) κατά τη διάρκεια

της ανάπτυξή τους (Del Prete et al., 2007).

3.5.3 Μείωση της ΩΤΑ από ζύμες

Πολλές διαδικασίες έχουν αναπτυχθεί για την απομάκρυνση των

μυκοτοξινών, χρησιμοποιώντας ζύμες (Stanley et al., 1993, Bauer, 1994,

Scott et al., 1995, Devegowda et al., 1996, 1998, Baptista et al., 2004,

Bejaoui et al., 2004, Caridi et al., 2004b, 2005a,b, 2006a), κυτταρικά

τοιχώματα ζυμών (Huwig et al., 2001, Santin et al., 2003, Yiannikouris et al.,

2003, Ringot et al., 2005), ή εκχυλίσματα κυτταρικών τοιχωμάτων ζυμών

(Devegowda et al., 1996, Zaghini et al., 1998, Howes and Newman, 2000,

Raju and Devegowda, 2000, Baptista et al., 2004, Ringot et al., 2005). Οι

μαννοπρωτεΐνες (Bauer, 1994) παίζουν σημαντικό ρόλο στη διαδικασία

μείωσης της ΩΤΑ, που οφείλεται στη δέσμευση της μυκοτοξίνης από ένα

ολιγοσακχαρίτη (mannanoligosaccharide), που βρίσκεται στη κυτταρικό

τοίχωμα της ζύμης S.cerevisiae (Devegowda et al., 1996). Συγκεκριμένα η

μείωση της ΩΤΑ βασίζεται σε ένα αυτόματο (Ringot et al., 2005) μηχανισμό

απορρόφησης (Bejaoui et al., 2004) όπου οι μαννοπρωτεΐνες δρουν σαν ένα

«σφουγγάρι».

Το περιεχόμενο της τοξίνης στα κρασιά μειώνεται πάρα πολύ από

γηγενείς ζύμες. Σε έρευνες που έχει μελετηθεί η δυνατότητα μείωσης της ΩΤΑ

κατά τη διάρκεια παρασκευής κρασιού, έχουν καταγραφεί αξιοσημείωτες

διαφορές ανάμεσα σε ζύμες του κρασιού του γένους Saccharomyces (Caridi

et al., 2006b) και σε ζύμες άλλων γενών (Cecchini et al., 2006). Αυτό

οφείλεται αφενός στο διαφορετικό περιεχόμενο σε «mannosylphosphate» των

μαννοπρωτεϊνών των ζυμών του κρασιού αλλά και αφετέρου στη διαφορετική
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ζύμωση, κυτταρική καθίζηση, κυτταρική διάσταση και στην κροκύδωση

(Caridi, 2007).
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4Ο

ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ
ΩΧΡΑΤΟΞΙΝΟΓΟΝΩΝ ΜΥΚΗΤΩΝ
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ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ ΩΧΡΑΤΟΞΙΝΟΓΟΝΩΝ ΜΥΚΗΤΩΝ

4.1    Γενικά

Με τον όρο βιολογικός έλεγχος (biocontrol) εννοούμε τη χρήση

βιολογικών παραγόντων με σκοπό τον έλεγχο των ζιζανίων ή των παθογόνων

των φυτών. Αυτή η προσέγγιση έχει θεωρηθεί από την επιστημονική

κοινότητα σαν μία αξιόπιστη εναλλακτική μέθοδος αντί της χρησιμοποίησης

φυτοφαρμάκων πριν και μετά την συγκομιδή πολλών αγροτικών προϊόντων.

Η βιολογική αντιμετώπιση αφενός μεν είναι απαραίτητη για τον έλεγχο της

ανάπτυξης των μυκήτων στα σταφύλια, αφετέρου δε συντελεί στη μείωση των

αγροχημικών υπολειμμάτων στα σταφύλια, στο κρασί και στα συναφή

προϊόντα (Cabras et al., 1999, Cabras and Angioni, 2000).

Πολλές μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί σχετικά με την βιολογική

αντιμετώπιση μυκήτων των γενών Aspergillus και Penicillium στα αμπέλια

εφαρμόζοντας μικτές καλλιέργειες μικροοργανισμών πριν και μετά τη

συγκομιδή των σταφυλιών (Rivka & Nachman, 2008). Συγκεκριμένα ανάμεσα

στους μικροοργανισμούς που έχουν καταγραφεί ως αποτελεσματικοί

συμπεριλαμβάνονται οι εξής: Trichoderma harzianum (Εικόνα 4.1) (Elad,

1994), Aureobasidium pullulans (Lima et al., 1997), Pythium periplocum (Paul,

1999), Metschnikowia fructicola (Karabulut et al., 2003), πολλές ζύμες (Wilson

et al., 1991, Zahavi et al., 2000) και ο Bacillus subtilis (Εικόνα 4.1) (Pusey,

1989). Ωστόσο όμως κανένας από τους παραπάνω μικροοργανισμούς δεν

βρέθηκε μεμονωμένα να είναι αποτελεσματικός. Όμως σε πρόσφατα

πειράματα, έχει βρεθεί ότι κάποια στελέχη Aspergillus pullulans έχουν την

ικανότητα να αναστέλλουν την ανάπτυξη του μύκητα A.carbonarius (προκαλεί

σήψη σε σταφύλια) ακόμα και κάτω από ευνοϊκές για την ανάπτυξη του

μύκητα συνθήκες. Για τα συγκεκριμένα στελέχη βρέθηκε ότι σε θρεπτικά

υποστρώματα (in vitro) δύναται να αποδομούν την ΩΤΑ και να τη

μετατρέπουν σε μια λιγότερη τοξική ένωση την ωχρατοξίνη α. Επιπλέον σε

προσβεβλημένα από μύκητες σταφύλια στα οποία έγινε εφαρμογή βιολογικών

παραγόντων, ανιχνεύτηκε μικρότερη συγκέντρωση ΩΤΑ σε σχέση με τα

σταφύλια στα οποία δεν εφαρμόσθηκε βιολογική αντιμετώπιση (De Felice et



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4ο: ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ ΩΧΡΑΤΟΞΙΝΟΓΟΝΩΝ ΜΥΚΗΤΩΝ

44

al., 2007). Επίσης ανιχνεύτηκε και ωχρατοξίνη α, όμως δεν μπορούσε να

εξακριβωθεί η προέλευση της.

Εικόνα 4.1: Ο μύκητας Trichoderma harzianum (αριστερά) και το βακτήριο Bacillus subtilis

(δεξιά).

Η βιολογική αντιμετώπιση με μικροοργανισμούς μπορεί να αναστείλει

την ανάπτυξη των μυκήτων χωρίς να μειώσει την μεταβολική ικανότητα της

ενεργής υφής. Ο ανταγωνισμός μεταξύ των μικροοργανισμών για βασικούς

περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως τα θρεπτικά στοιχεία και ο ελεύθερος

χώρος, έχει καθοριστική επίδραση στο δευτερογενή μεταβολισμό των

μυκήτων. Συγκεκριμένα, πολλές μελέτες έχουν καταγράψει τον ανταγωνισμό

για θρεπτικά συστατικά μεταξύ ζυμών και μυκήτων (Chalutz et al., 1988,

Bjornberg and Schnurer, 1993, Chand-Goyal and Spotts, 1996). Στη

πραγματικότητα, η διαθεσιμότητα των θρεπτικών επηρεάζει σημαντικα το

δευτερογενή μεταβολισμό και κατ’επέκταση την παραγωγής της τοξίνης

(Luchese and Harrigan, 1993). Οι «μαύροι Aspergilli» είναι χαρακτηριστικοί

αντιπρόσωποι της μικροχλωρίδας στα σταφύλια και της υψηλής παραγωγής

ωχρατοξίνης, η οποία απομονώνεται από το μαύρο τμήμα που υπάρχει

(Cabanas et al., 2002, Battiliani et al., 2003). Συνήθως είναι αδύνατον να

εξαλειφθεί πλήρως η παραγωγή της μυκοτοξίνης στα σταφύλια, κυρίως

επειδή είναι υψηλή και οι μύκητες που την παράγουν αποτελούν

αναπόσπαστο μέρος της μικροχλωρίδας που υπάρχει στα σταφύλια, γι’αυτό

και πολλές έρευνες στοχεύουν στην ανάπτυξη βιολογικών στρατηγικών

αντιμετώπισης με σκοπό τη μείωση της παρουσίας ωχρατοξινογόνων

μυκήτων σε πολλά προϊόντα (Bhatnagar et al., 2002, Gianluca et al., 2005).



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4ο: ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ ΩΧΡΑΤΟΞΙΝΟΓΟΝΩΝ ΜΥΚΗΤΩΝ

45

4.2 Βιολογικός έλεγχος μυκοτοξινογόνων μυκήτων με τη
εφαρμογή ζυμών

Οι ζύμες έχουν πολλά χαρακτηριστικά τα οποία τις καθιστούν

επιθυμητούς βιολογικούς παράγοντες στα φρούτα και σε άλλα προϊόντα.

Ανάμεσα στα πλεονεκτήματα τους αναφέρονται ότι έχουν απλές θρεπτικές

απαιτήσεις, αναπτύσσονται σε ζυμωτήρες με φθηνά θρεπτικά μέσα και

παράγουν ενώσεις μη τοξικές για τον άνθρωπο καθώς επίσης μπορούν και

επιβιώνουν και σε ένα μεγάλο εύρος περιβαλλοντικών συνθηκών (Wilson and

Wisniewsky, 1989). Σε διάφορες μελέτες που έχουν γίνει, ανταγωνιστικές

ζύμες υπέδειξαν την ικανότητα μείωσης της ανάπτυξης νηματοειδών

αλλοιογόνων μυκήτων τόσο σε in vitro όσο και in vivo μελέτες (ΜcGuire, 1994,

Petersson and Schnurer, 1995). Η ανταγωνιστική ζύμη Pichia anomala, έχει

δείξει να μειώνει in vitro την ανάπτυξη του Penicillium roquefortii και του

Aspergillus candidus (Petersson and Schnurer, 1995).

4.3 Βιολογικός έλεγχος μυκοτοξινογόνων μυκήτων με τη
εφαρμογή βακτηρίων

Τα οξυγαλακτικά βακτήρια λόγω των υψηλών τους θρεπτικών

απαιτήσεων, απαντώνται σε πλούσια σε θρεπτικά συστατικά τρόφιμα όπως

γαλακτοκομικά προϊόντα, προϊόντα κρέατος και δημητριακά (Carr et al.,

2002). Τα συγκεκριμένα οξυγαλακτικά ανήκουν κυρίως στα γένη Lactococcus,

Lactobacillus, Leuconostoc και Pediococcus (Πίνακας 4.2.3) και συνήθως

χρησιμοποιούνται σαν βιολογικοί παράγοντες για την πρόληψη της

αλλοίωσης και την επιμήκυνση της χρονικής διάρκειας των τροφίμων και των

ζωοτροφών.

Σύμφωνα με τους Magnuson et al., (2003), η αντιμικροβιακή

αποτελεσματικότητα των οξυγαλακτικών βακτηρίων οφείλεται κυρίως σε τρεις

μηχανισμούς: στον ανταγωνισμό για θρεπτικά συστατικά, στην παραγωγή

αντιμικροβιακών ενώσεων και στην αποτελεσματικότητα του οργανικού οξέος.

Πολλά στελέχη οξυγαλακτικών βακτηρίων όπως το Lactococcus lactis subsp.

lactis, το Lc. lactis subsp. cremoris, το Lc. lactis subsp. diacetylactis, το
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Lactobacillus acidophilus, το Lactobacillus plantarum και το Lactobacillus

curvatu μπορούν να παράγουν πεπτίδια ή αντιμικροβιακές πρωτεΐνες,

γνωστές και ως βακτηριοσίνες, οι οποίες επιδεικνύουν αντικροβιακή δράση

κατά στελεχών, τα οποία σχετίζονται στενά σε σχέση με αυτά. Επιπλέον

πολλά οξυγαλακτικά βακτήρια έχουν αντιμικροβιακές ιδιότητες εναντίον

μυκοτοξινογόνων μυκήτων. Συγκεκριμένα τα οξυγαλακτικά βακτήρια που

ανήκουν στα γένη Lactococcus και Lactobacillus μπορούν να αναστείλουν

περισσότερο την ανάπτυξη μυκοτοξινογόνων μυκήτων σε σχέση με αυτά που

ανήκουν στα γένη Leuconostoc και Pediococcus.
Πίνακας 4.2.3: Οξυγαλακτικά βακτήρια ικανά να αναστέλλουν την ανάπτυξη

ωχρατοξινογόνων μυκήτων (Dalie et al., 2009).

LAB Activity spectrum References
Genus Lactococcus

Lc. lactis C10 A. parasiticus Wiseman and Marth (1981)

Lc. lactis A. flavus Coallier-Ascah and Idziak
(1985)

Lc. lactis A. parasiticus Luchese and Harrigan (1990)
Lc. lactis subsp.

diacetylactis DRCI A. fumigatus, A. parasiticus Batish et al. (1989)

Lc. lactis subsp. lactis
CHD 28.3

A. flavus, A. parasiticus,
Fusarium spp. Roy et al. (1996)

Lc. lactis subsp. cremoris P. expansum Florianowicz (2001)

Genus Lactobacillus
Lb. acidophilus R A. fumigatus Batish et al. (1990)
Lb. casei subsp.

rhamnosus
Penicillium spp., Aspergillus

spp. Suzuki et al. (1991)

Lb. casei subsp.
rhamnosus LC. 705

A. niger, Fusarium spp.,
Penicillium spp. Mäyrä-Mäkinen et al. (1994)

Lb. casei subsp.
pseudoplantarum A. flavus Gourama and Bullerman

(1995, 1997)
Lb. casei Penicillium Gourama (1997)
Lb. casei P. expansium Florianowicz (2001)

Lb. coryniformis subsp.
coryniformis Si3 Broad spectrum Magnusson and Schnürer

(2001)
Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus P. expansum Florianowicz (2001)

Lb. plantarum Penicillium spp., Aspergillus
spp. Suzuki et al. (1991)

Lb. plantarum VTT E-
78076 F. avenaceum Niku-Paavola et al. (1999)

Lb. plantarum
P. corylophilum, P. roqueforti,

P. expansum, A. niger, A.
flavus, F. graminearum

Lavermicocca et al. (2000)

Lb. plantarum MiLAB 393 F. sporotrichioides, A.
fumigatus, A. nidulans Ström et al. (2002, 2005)
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Lb. Plantarum MiLAB 14 P. roqueforti, P. commune, A.
nidulans, A. fumigatus Sjögren et al. (2003)

Lb. plantarum A. flavus, F. gramminearum Sathe et al. (2007)
Lb. reuteri 1100 F. gramminearum Gerez et al. (2009)

Lb. rhamnosus Penicillium spp., Aspergillus
spp., Fusarium spp. Stiles et al. (2002)

Lb. sanfrancisencis CB1 Fusarium spp., Penicillium,
spp., Aspergillus spp. Corsetti et al. (1998)

Genus Leuconostoc

Ln. mesenteroides Penicillium spp., Aspergillus
spp. Suzuki et al. (1991)

Genus Pediococcus

Pc. acidilactici LAB 5 A. fumigatus, A. parasiticus, F.
oxyporum, Penicillium spp. Mandal et al. (2007)

Pc. pentosaceus P. expansum Rouse et al. (2008)
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ΝΟΜΟΘΕΣΙΑ

5.1 Νομοθεσία μυκοτοξινών και ειδικότερα ωχρατοξίνης Α

Η παρουσία υψηλής τοξικότητας πολλών μυκοτοξινών σε συνδυασμό

με την σημερινή ανάγκη για υγιεινά, ποιοτικά και κυρίως ασφαλή τρόφιμα έχει

οδηγήσει τις εποπτικές αρχές που σχετίζονται με την ποιότητα των τροφίμων

τόσο στον εγχώριο Ελλαδικό όσο και στον διεθνή χώρο στον καθορισμό

ανώτατων επιτρεπτών ορίων.

Οι μυκοτοξίνες ήταν για τα τελευταία χρόνια, οι κύριοι επιμολυντές στο

Σύστημα Ταχείας Προειδοποίησης για Ανασφαλή Τρόφιμα και Ζωοτροφές

(RASFF) που είναι ακρωνύμιο του Rapid Alert System for Food and Feed

φθάνοντας τα 993 περιστατικά. Οι περισσότερες περιπτώσεις αφορούσαν τις

αφλατοξίνες και δευτερευόντως την ωχρατοξίνη Α. Σαν ένας από τους

σημαντικότερους αναδυόμενους διατροφικούς κινδύνους, η παρουσία

μυκοτοξινών είναι σημαντικό να ελέγχεται σε όλα τα στάδια (από το χωράφι

μέχρι την τελική κατανάλωση). (FΑΟ, 2004).

Η Ευρωπαϊκή Ένωση θέσπισε σειρά νομοθετημάτων για την λύση του

προβλήματος.

1. Κανονισμός 466/ 2001 για μυκοτοξίνες και βαρέα μέταλλα

2. Κανονισμός 472/2002-αναθεώρηση του (ΕΚ) αριθ. 466/2001

Με τον κανονισμό (ΕΚ) αριθ. 472/2002 της Επιτροπής της 12ης

Μαρτίου 2002 τροποποιείται ο κανονισμός (ΕΚ) αριθ. 466/2001 για τον

καθορισμό μέγιστων τιμών ανοχής για ορισμένες προσμείξεις στα τρόφιμα και

παράλληλα θεσπίζονται ανώτερα επιτρεπτά όρια ωχρατοξίνης Α σε

δημητριακά, προϊόντα δημητριακών και σταφίδες.

3. Κανονισμός 683/ 2004 για Αφλατοξίνες και Ωχρατοξίνη σε βρεφικές

και παιδικές τροφές

Ο συγκεκριμένος κανονισμός αποτελεί τροποποίηση του τελευταίου

(472/2002) και καθορίζει τα επίπεδα ωχρατοξίνης Α σε τρόφιμα που

προορίζονται για βρέφη και νήπια. Στον κανονισμό αυτόν σαν κυριότερες

πηγές πρόσληψης αναγνωρίζονται τα δημητριακά και τα προϊόντα

δημητριακών ενώ οι σταφίδες (κορινθιακή, ξανθή και σουλτανίνα) θεωρούνται

υψηλού βαθμού περιεκτικότητας. Ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δοθεί στο
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τελευταίο τρόφιμο αφού οι σταφίδες αποτελούν σημαντική διατροφική πηγή

για τα παιδιά.

4. Κανονισμός 123/ 2005 για ωχρατοξίνη Α σε οίνους

Με τον κανονισμό (ΕΚ) αριθ.123/2005 της Επιτροπής, της 26ης

Ιανουαρίου 2005, γίνεται τροποποίηση του κανονισμού (ΕΚ) αριθ.466/2001,

όσον αφορά την ωχρατοξίνη Α καθορίζοντας ως νέο ανώτατο επιτρεπτό όριο

τα 2 ppb για το κρασί, τον χυμό σταφυλιού και τα σταφύλια.

5. Κανονισμός 1881/ 2006

Με τον παραπάνω κανονισμό της επιτροπής της 19ης Δεκεμβρίου

2006 καθορίστηκαν νέα μέγιστα επιτρεπτά επίπεδα για ορισμένες ουσίες

(ανάμεσά τους και η ωχρατοξίνη Α), οι οποίες επιμολύνουν τα τρόφιμα όπως

τα δημητριακά, τα προϊόντα δημητριακών, τις σταφίδες, τον φρυγμένο καφέ,

το κρασί, τον χυμό σταφυλιών και τα τρόφιμα για βρέφη και μικρά παιδιά, όλα

εκ των οποίων συμβάλλουν σημαντικά στη γενική έκθεση του ανθρώπου στην

ΟΤΑ ή στην έκθεση των ευάλωτων ομάδων καταναλωτών, όπως τα παιδιά.

(Πίνακας 5.1)

Αρχικά είχε προταθεί ως προσωρινή ανεκτή εβδομαδιαία πρόσληψη

των 100 ng/kg σωματικού βάρους, περίπου δηλαδή 14 ng/kg κατά βάρος

σώματος ανά ημέρα (WHO/FAO Joint Expert Committee on Food Additives,

JECFA, 1996a).

Στις 4 Απριλίου 2006 όμως η ευρωπαϊκή αρχή για την ασφάλεια των

τροφίμων (ΕΑΑΤ) εξέδωσε επικαιροποιημένη επιστημονική γνώμη σχετικά με

την ωχρατοξίνη Α στα τρόφιμα, λαμβάνοντας υπόψην τις νέες επιστημονικές

πληροφορίες και έθεσε ένα ανεκτό όριο εβδομαδιαίας πρόσληψης (ΑΟΕΠ)

ύψους 120 ng/kg σ. β.
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Πίνακας 5.1: Μέγιστα επιτρεπτά όρια ΩΤΑ (Καν.1881/2006).

Ωχρατοξίνη A Μέγιστα επιτρεπτά όρια (ppb)

Μη μεταποιημένα δημητριακά 5,0

Όλα τα προϊόντα που παράγονται από
μη μεταποιημένα δημητριακά,
συμπεριλαμβανομένων των

μεταποιημένων προϊόντων με
βάση τα δημητριακά και των

δημητριακών που προορίζονται για
άμεση κατανάλωση από τον άνθρωπο,

εξαιρουμένων των τροφίμων όσων
προορίζονται για βρέφη

3,0

Σταφίδες (κορινθιακή, ξανθή σταφίδα και
σουλτανίνα)

10,0

Φρυγμένοι κόκκοι καφέ και φρυγμένος
και αλεσμένος καφές, εξαιρουμένου του

διαλυτού καφέ
5,0

Διαλυτός καφές (στιγμιαίος καφές) 10,0

Οίνοι (συμπεριλαμβανομένων των
αφρωδών οίνων, εξαιρουμένων

των οίνων λικέρ και των οίνων με
αλκοολικό τίτλο όχι μικρότερο

του 15 % vol) και ποτά που προέρχονται
από ζύμωση φρούτων

2,0

Αρωματισμένοι οίνοι, αρωματισμένα
ποτά με βάση τον οίνο και

αρωματισμένα κοκτέιλ αμπελοοινικών
προϊόντων

2,0

Χυμός σταφυλιών, συμπυκνωμένος
χυμός σταφυλιών, όπως αυτός

ανασυστάθηκε, νέκταρ σταφυλιών,
γλεύκος σταφυλιών και συμπυκνωμένος

γλεύκος σταφυλιών όπως αυτός
ανασυστάθηκε, οι οποίοι προορίζονται

για άμεση κατανάλωση από τον
άνθρωπο

2,0

Μεταποιημένα τρόφιμα με βάση τα
δημητριακά και παιδικές τροφές

για βρέφη και μικρά παιδιά
0,50

Διαιτητικά τρόφιμα για ειδικούς
ιατρικούς σκοπούς που

προορίζονται ειδικά για βρέφη
0,50

Ωμός καφές, ξηρά φρούτα εκτός από τις
σταφίδες, μπίρα, κακάο

και προϊόντα με βάση το κακάο, λικέρ,
προϊόντα με βάση το κρέας,
καρυκεύματα και γλυκόριζα

—
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6Ο
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ΜΕΛΕΤΗΣ

Όπως έχει ήδη αναφερθεί η ΩΤΑ είναι μια φυσικά παραγόμενη τοξίνη

από ποικίλα είδη των γενών Aspergillus και Penicillium. Ο Aspergillus

carbonarius θεωρείται ο κύριος ωχρατοξινογόνος μύκητας στα σταφύλια και

στο κρασί (Battilany and Pietri, 2002, Cabanes et al., Abarca et al., 2004). Οι

μικροοργανισμοί και ιδιαίτερα τα βακτήρια και οι ζύμες έχουν μελετηθεί για την

ικανότητά τους να αναστέλλουν την ανάπτυξη ωχρατοξινογόνων μυκήτων

αλλά και να μειώνουν την ΩΤΑ τόσο σε υγρά υποστρώματα όσο και σε

τρόφιμα.

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να μελετηθεί αφενός η ικανότητα 5

μικτών καλλιεργειών ζυμών και 6 μικτών καλλιεργειών βακτηρίων

(απομονωμένων από ζυμούμενα προϊόντα) να αναστέλλουν την ανάπτυξη

του ωχρατοξινογόνου μύκητα A.carbonarius και τη ικανότητα παραγωγής

ΩΤΑ και αφετέρου να μειώνουν τη συγκέντρωση της ΩΤΑ τόσο σε υγρά

θρεπτικά υποστρώματα (in vitro) όσο και σε τρόφιμα (in situ) όπως χυμό

σταφυλιού, κόκκινο κρασί και μπύρα.
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

7.1 Θρεπτικά υλικά

Τα θρεπτικά υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για την πραγματοποίηση

της μελέτης ήταν:

M.E.A 50 g Malt Extract Agar / L
M.R.D 9,5g Maximum Recovery Diluent / L

MRS Broth 55,2g MRS broth with Tween / L
MRS Agar 70,2g MRS Agar with Tween / L

Y.E.A 40,1 Yeast extract glucose chloramphenicol agar /
L

P.C.A 22,5 plate count agar / L

Yeast Medium ανά
L

3g Malt Extract
3g Yeast Extract

5g Peptone Universal
10g Glucose

Synthetic Grape
Medium (1) ανά L

70g D(+)-glucose
30g D(-)-fructose

7g L(-)-tartaric acid
10g L(-)-malic acid
0,67g (NH4)2SO4

1,5g KH2PO4

0,75g MgSO4H2O
0,15g NaCl
0,15g CaCl2

0,0015g CuCl2
0,021g FeSO47H2O

0,0075g ZnSO4

0,05g (+) catechin hydrate
Synthetic Grape

Medium (2)
Σε 1 L Synthetic Grape Medium (1) προστίθονται

25 gr Agar
Synthetic Grape

Medium (3)
Σε 1 L Synthetic Grape Medium (1) προστίθονται

12,5 gr Agar

PBS Tween ανά L

8g NaCl
1,44g Na2HPO4

0,24g KH2PO4

0,2g KCl
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Διαλύμα έκλουσης Σε 98ml μεθανόλης προστίθενται 2 ml οξικού οξέος

Διαλύμα εκχύλισης Σε 700ml μεθανόλης προστίθενται 300 ml
απιονισμένου νερού

7.2 Στελέχη ζυμών και γαλακτικών βακτηρίων και
προετοιμασία εμβολίων

Για τη διεξαγωγή του πειράματος χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 16

στελέχη ζυμών των γενών Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia,

Issatchenkia, Zygosaccharomyces, Kazachstania, Saccharomyces, και

Lachencea, τα οποία απομονώθηκαν από διαφορετικές ποικιλίες κρασιού

(Λίμνιο, Μαυρομάτης, Μοσχοφίλερο, Σέφκα) (Πίνακας 7.1.1). Επιπλέον,

χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 29 στελέχη γαλακτικών βακτηρίων (LAB), των

γενών Bacillus, Pediococcus, Streptococcus, Weissella, και

Lactobacillus, τα οποία απομονώθηκαν από φυτικά και ζωικά προϊόντα

όπως λουκάνικο, γλυκάνισο, βασιλικό, αλεύρι, προζύμι, από αλεύρι, από τον

αφρό ζύμωσης και από ζυμούμενα αλλαντικά (Πίνακας 7.1.2). Οι παραπάνω

μικροοργανισμοί προήλθαν από μικροβιακές «stock» καλλιέργειες των

εργαστηρίων Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων και Ποιοτικού

Ελέγχου και Υγιεινής Τροφίμων του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών. Όλα

τα στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν κωδικοποιήθηκαν και αποθηκεύτηκαν σε

γλυκερόλη στους -22oC.
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Πίνακας 7.2: Είδη ζυμών που χρησιμοποιήθηκαν, η αντίστοιχη κωδικοποίησή τους και η

προέλευσή τους.

Είδη ζυμών Κωδικός Προέλευση

Hanseniaspora guilliermondii
Kluyveromyces dobzhankii

Pichia fermentas
Issatchekia occidentalis

ΥΜ1

Κρασί

Metschnikowia pulcherrima
Hanseniaspora uvarum

Issatchekia terricola
Zygosaccharomyces bailii

ΥΜ2

Zygosaccharomyces bailii
Kazachstania hellenica
Kazachstania hellenica
Issatchenkia terricola

ΥΜ3

Saccharomyces serevisiae
Pichia guilliermondii

Lachencea thermotolerans
Issatchenkia orientalis

ΥΜ4

Σύνολο στελεχών ζυμών 16ΥΜ

Πίνακας 7.2.1: Είδη βακτηρίων που χρησιμοποιήθηκαν, η αντίστοιχη κωδικοποίησή τους και

η προέλευσή τους.

Είδη βακτηρίων Κωδικός Προέλευση
Bacillus thurigiensis (7) ΒΜ γλυκάνισο, βασιλικό, ζυμάρι

Pediococcus pentosaceus
(6) PdM αλεύρι, ζυμάρι, προζύμι

Streptococcus salivarius (6) SM Προζύμι, ζυμάρι

Weissella cibaria (8) WM αλεύρι, αφρός ζύμωσης,
προζύμι

Lactobacillus sakei (1) LbM Αλλαντικά
Lactobacillus casei (1) LbM Αλλαντικά

Σύνολο στελεχών βακτηρίων 29ΒΜ

Για τη προετοιμασία των εμβολίων, από ολονύχτιες καλλιέργειες

μεμονωμένων ζυμών σε θρεπτικό υλικό Yeast Medium στους 25oC, (24h) και

στελεχών βακτηρίων σε θρεπτικό υλικό ΜRS Broth στους 30oC (24h)

συλλέχθηκε η βιομάζα, αφού πρώτα φυγοκεντρήθηκαν (3,500 rpm, 4οC,

15min) και ξεπλύθηκαν για 2 φορές με διάλυμα αλάτων (M.R.D). Δεδομένου
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ότι στις περισσότερες περιπτώσεις, οι αρχικές καλλιέργειες, είτε αυτές που

ήδη υπάρχουν είτε αυτές που προστίθενται αποτελούνται από περισσότερα

του ενός είδη, σε αυτό το πείραμα μελετήθηκαν μικτές καλλιέργειες βακτηρίων

και ζυμών από 2-8 απομονώσεις καθώς και μικτές καλλιέργειες για κάθε

κατηγορία μικροοργανισμού (16YM και 29BM). Συγκεκριμένα τα βακτήρια και

οι ζύμες που απομονώθηκαν χωρίστηκαν σε 5 (BM, LbM, WM, StrM, PdM)

και 4 (YM1, YM2, YM3, YM4) ομάδες αντίστοιχα. Ενώ τα βακτήρια

χωρίστηκαν με βάση το γένος τους, οι ζύμες χωρίστηκαν με σκοπό σε κάθε

ομάδα να ανήκουν στελέχη ή είδη από διαφορετικές ποικιλίες κρασιού. Στο

παρακάτω πίνακα παρουσιάζεται το τελικό μέγεθος εμβολίου των 6 ομάδων

βακτηρίων και των 5 ομάδων ζυμών μετά το καθαρισμό της βιομάζας τους με

διάλυμα αλάτων.

Πίνακας 7.2.2: Τελικός μέγεθος εμβολίου μικτών καλλιεργειών βακτηρίων και ζυμών μετά το

καθαρισμό της βιομάζας τους με διάλυμα αλάτων.

Βακτήρια Kύτταρα/ml Ζύμες Kύτταρα/ml
29BM 108 16YM 107

Streptococcus 108 YM1 107

Lactobacillus 108 YM2 106

Bacillus 108 YM3 107

Pediococcus 109 YM4 107

Weisella 109

7.3 Επιλογή μύκητα και διαδικασία παραγωγής και συλλογής
κονιδίων

Όπως έχει ήδη αναφερθεί η παρουσία της ΩΤΑ στο κρασί συνδέεται με

την ύπαρξη των μυκήτων στα σταφύλια. Ο μύκητας που επιλέχθηκε για την

περάτωση του συγκεκριμένου μέρους του πειράματος ήταν ο Aspergillus

carbonarius λόγω της συχνής παρουσίας του στα τρόφιμα όσο και της

αναφοράς του ως ο πιο ωχρατοξινογόνος μύκητας στα σταφύλια (Abarca et

al., 2001, Magnoli et al., 2004). Το στέλεχος που χρησιμοποιήθηκε ήταν ο A.

carbonarius ATHUM 5659 ο οποίος απομονώθηκε από σταφύλια από το

τμήμα Βιολογίας του Πανεπιστημίου Αθηνών.

Ο μύκητας πριν το εμβολιασμό του καλλιεργήθηκε σε υπόστρωμα

Μ.Ε.Α με pH εύρους 4.7-5.2 (τιμή που δίνει το ίδιο το υλικό, χωρίς καμιά
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επέμβαση) για 7 ημέρες στους 25oC (Pardo et al., 2004). Εναιωρήματα

σπορίων του A. carbonarius (ATHUM 5659) συλλέχθηκαν από την 7η

καλλιέργεια σε νερό με 0,1% Tween 80, με σκοπό την καλύτερη διασπορά

των κονιδίων. Με τη βοήθεια αποστειρωμένης χειρουργικής γάζας

πραγματοποιήθηκε η τελική συλλογή του εναιωρήματος κονιδίων για την

κατακράτηση των συμπαρασυρόμενων μυκηλιακών υφών. Η τελική

συγκέντρωση είναι περίπου 107 σπόρια/ml. Οι αποικίες των μυκήτων

διατηρήθηκαν σε τρυβλία Petri στους 2-8oC για μια εβδομάδα.

7.4 Μείωση της ανάπτυξης του Aspergillus carbonarius και
της ικανότητας παραγωγής ΩΤΑ από ζύμες και βακτήρια σε
στερεό υπόστρωμα SGM

Για την παρατήρηση της μείωσης της ανάπτυξης του μύκητα από ζύμες

και βακτήρια, προετοιμάστηκε θρεπτικό υλικό Synthetic Grape Medium

(SGM).  Συγκεκριμένα φτιάχτηκαν 2 τύποι SGM διαφορετικής συγκέντρωσης

άγαρ (το Synthetic Grape Medium (2) και το Synthetic Grape Medium (3)) και

το pH ρυθμίστηκε στο 3,5 με τη προσθήκη 2Ν ΚΟΗ με τη βοήθεια pHμετρου

526 Metrohm Ltd και συγκεκριμένα μετά την αποστείρωση των θρεπτικών

υλικών. Επίσης μετά την αποστείρωση των θρεπτικών υλικών προστέθηκαν

και τα οξέα L(-)-tartaric acid και L(-)-malic acid για την αποφυγή

καραμελοποίησης των σακχάρων.  Για τη ρύθμιση της ενεργότητας (aw) των

θρεπτικών υλικών σε 0,98, 0,95 και 0,92 προστέθηκαν διαφορετικές

ποσότητες γλυκερόλης πριν την αποστείρωση τους και οι οποίες

επιβεβαιώθηκαν με τη χρήση ενεργόμετρου Hygrolab rotronic.

Το τελικό θρεπτικό υλικό SGM προετοιμάστηκε με τη προσθήκη μέσω

διάχυσης σε 15ml σταθεροποιημένου θρεπτικού υλικού Synthetic Grape

Medium (2)  (Bleve et al., 2006) 6ml θρεπτικού υλικού το Synthetic Grape

Medium (3) και 1 ml εναιωρήματος κυττάρων ζυμών ή βακτηρίων. Μετά τη

σταθεροποίηση του τελικού θρεπτικού υλικού πραγματοποιήθηκε

ενοφθαλμισμός εναιωρήματος σπορίων μύκητα με μηχανική πιπέτα ακριβείας

στο κέντρο κάθε τρυβλίου του πειράματος. Με σκοπό να μελετηθεί η

επίδραση της αρχικής πυκνότητας των σπορίων του μύκητα στη παραγωγή
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της ΩΤΑ, 2 μεγέθη αρχικού εμβολίου μύκητα εξετάσθηκαν. Συγκεκριμένα

χρησιμοποιήθηκε ένα χαμηλό εμβόλιο 102 σπόρια/ml και ένα υψηλό 105

σπόρια/ml. Επιπλέον τρεις διαφορετικοί συνδυασμοί αρχικής συγκέντρωσης

εμβολίου ζυμών ή βακτηρίων και μύκητα μελετήθηκαν (102 cfu/mL-105

σπόρια/mL, 105 cfu/mL-102 σπόρια/mL και 105 cfu/mL-105 σπόρια/mL). Η

παράμετρος αυτή μελετήθηκε με σκοπό να αξιολογηθεί η ικανότητα των

μικροοργανισμών να μειώνουν την ανάπτυξη του A. carbonarius και τη

παραγωγή ΩΤΑ κάτω από διαφορετικές συνθήκες ανταγωνισμού.

Η κάθε περίπτωση του πειράματος πραγματοποιήθηκε εις διπλούν έτσι

ώστε να υπάρχει η απαραίτητη επαναληψιμότητα αλλά και διότι η επανάληψη

κάθε περίπτωσης του πειράματος περισσότερο από μια φορά επιτρέπει την

ασφαλέστερη εκτίμηση των «ψευδών δεδομένων» (data outliers) (Νυχάς,

2005). Τα τρυβλία που δεν εμβολιάστηκαν με ζύμες ή βακτήρια

χρησιμοποιήθηκαν σαν μάρτυρες (control). Όλα τα δείγματα εμβολιάστηκαν

για 5 ημέρες στους 25oC, η οποία είναι η μέγιστη θερμοκρασία ανάπτυξης του

μύκητα (Kapetanakou et al., 2010, Tassou et al., 2009). Η κινητική μείωσης

της ανάπτυξης του μύκητα με το χρόνο επώασης προσδιορίστηκε μέσω της

σύγκρισης της διαμέτρου του μυκηλίου (control) του μύκητα με τη διάμετρο

του μυκηλίου του ίδιου μύκητα εμβολιασμένου με τις μικτές καλλιέργειες.

Επιπλέον προκειμένου να αξιολογηθεί εάν η μείωση παραγωγής ΩΤΑ

συνδεόταν με τη μείωση της ανάπτυξης του μύκητα, έγινε συσχέτιση τη

διαμέτρου του μυκηλίου του μύκητα με τη παραγόμενη συγκέντρωση ΩΤΑ.

7.4.1 Καθαρισμός των δειγμάτων και ανάλυση τους στη HPLC

Μετά το πέρας 5 ημερών επώασης των δειγμάτων ακολούθησε ο

καθαρισμός τους με σκοπό τη μέγιστη δυνατή παραλαβή της ΩΤΑ στη

καθαρότερη μορφή. Συγκεκριμένα ξεχωριστά για κάθε τρυβλίο έγινε

παραλαβή του υποστρώματος του και αφού ζυγίσθηκε, αναμείχθηκε με

5πλασια ποσότητα διαλύματος εκχύλισης, αναλογίας 700ml μεθανόλης:

300ml απιονισμένου νερού σε blender για 2min στη μέγιστη ταχύτητα. Κατά

την ανάμειξη αυτή εκχυλίστηκε η ΩΤΑ από το τεμάχιο και στη συνέχεια το

δείγμα φιλτραρίστηκε με απλό διηθητικό χαρτί με σκοπό να ληφθούν 10ml

από το διήθημα.  Ακολούθησε και πάλι φιλτράρισμα με φίλτρα Whatman No4
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μέχρι να ληφθούν 5 ml, τα οποία αποτέλεσαν και το τελικό δείγμα για την

μέτρηση της ΩΤΑ στην HPLC. Από το τελικό δείγμα, ποσότητα 100 μl

εγχεόταν στη συσκευή HPLC ενώ αυτά που δεν τέθηκαν απευθείας για

ανάλυση φυλάσσονταν σε μικρά φιαλίδια στους -18 oC.

7.5 In vitro και in situ μείωση της ΩΤΑ από ζύμες και βακτήρια
τεχνολογικής μικροχλωρίδας

Τα θρεπτικά υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη της ικανότητας

μείωσης της ΩΤΑ στη περίπτωση των ζυμών ήταν το Yeast Medium (pH:6.5

και aw 0.99) ενώ στη περίπτωση των βακτηρίων το MRS broth (pH:6.5 και aw

0.99). Το pH και το 2 θρεπτικών μέσων ρυθμίστηκε στο 3.0, 4.0 και 5.0 με τη

προσθήκη 6 N HCl το οποίο μετρήθηκε μετά την αποστείρωση (121oC για 15

min). Μετά την αποστείρωση ο όγκος των θρεπτικών μέσων συμπληρώθηκε

με πυκνό διάλυμα ΩΤΑ (10.150 µg/mL, Biopure Corporation, USA), με σκοπό

την επίτευξη 2 διαφορετικών τελικών συγκεντρώσεων 50ppb και 100ppb. Στη

συνέχεια μεταφέρθηκαν ασηπτικά 5 ml από κάθε θρεπτικό υλικό σε

αποστειρωμένα σωληνάκια των 15 ml.

Με σκοπό να μελετηθεί η επίδραση της αρχικής πυκνότητας των

κυττάρων στη μείωση της ΩΤΑ, 2 μεγέθη αρχικού εμβολίου ζυμών και

βακτηρίων εξετάσθηκαν. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκε ένα χαμηλό εμβόλιο

103 cfu/ml και ένα υψηλό 107 cfu/ml. Η επώαση των δειγμάτων έγινε στους

30oC στη περίπτωση των βακτηρίων και στους 25oC στη περίπτωση των

ζυμών. Η διάρκεια επώασης καθορίσθηκε από προκαταρκτικά πειράματα, τα

οποία έδειξαν ότι η μέγιστη μείωση της τοξίνης λάμβανε στις 2 ημέρες για τις

ζύμες και στις 5 ημέρες για τα βακτήρια. Για τον προσδιορισμό του ποσοστού

μείωσης της τοξίνης χρησιμοποιήθηκαν θετικοί μάρτυρες οι οποίοι περιείχαν

50 ή 100 μg/l ΩΤΑ χωρίς κάποιο μικροοργανισμό (ζύμες ή βακτήρια) ενώ για

το προσδιορισμό της αρχικής πυκνότητας των κυττάρων (cfu/ml)

χρησιμοποιήθηκαν αρνητικοί μάρτυρες οι οποίοι ήταν εμβολιασμένοι με

μικροοργανισμούς αλλά χωρίς ΩΤΑ.

Όσον αφορά το πείραμα στα τρόφιμα (in situ), σε 200 ml

σταφυλοχυμού με pH 3.3 και aw 0.96, κόκκινου κρασιού με pH 3.6 και aw 0.96
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και μπύρας pH 4.4 aw 0.97 προστέθηκαν 2 ml από πρότυπο διάλυμα ΩΤΑ

(10.20 µg/mL, Biopure Corporation, USA) με σκοπό την επίτευξη τελικής

συγκέντρωσης ΩΤΑ 100 μg/l. Μετά την προσθήκη της ΩΤΑ, μεταφέρθηκαν

ασηπτικά 14 ml από κάθε τρόφιμο σε αντίστοιχα αποστειρωμένα falcon των

15 ml. Στη συνέχεια κάθε ρόφημα εμβολιάστηκε με 107 cfu/mL ζύμες (16 ΥΜ)

και 107 cfu/mL βακτήρια (29ΒΜ). Με σκοπό για να διαπιστωθεί εάν η μείωση

της ΩΤΑ οφειλόταν στους μικροοργανισμούς που εμβολιάστηκαν και όχι στην

ενδογενή χλωρίδα που υπήρχε σε κάθε ρόφημα, χρησιμοποιήθηκε μάρτυρας

για κάθε ρόφημα ο οποίος περιείχε ΩΤΑ χωρίς κάποιο μικροοργανισμό. Όλοι

οι μάρτυρες και τα εμβολιαζόμενα δείγματα επωάστηκαν στους 25oC,

βασιζόμενοι στο γεγονός ότι και τα 3 ροφήματα αποθηκεύονται σε συνθήκες

περιβάλλοντος πριν ανοιχτούν. Δείγματα λαμβάνονταν κάθε 0, 2 και 5 ημέρες

επώασης. Η κάθε περίπτωση του πειράματος πραγματοποιήθηκε εις διπλούν

έτσι ώστε να υπάρχει η απαραίτητη επαναληψιμότητα. Το ποσοστό μείωσης

της ΩΤΑ υπολογίσθηκε με βάση την εξίσωση:

% μείωση={1-(CΩΤΑ δείγματος / CΩTA μάρτυρα)] x 100

7.5.1 Ανίχνευση της ΩΤΑ με HPLC

Μετά το τέλος της επώασης, ακολούθησε φυγοκέντρηση των

δειγμάτων (3500 rpm, 4°C, 15min) προκειμένου να συλλεχθεί το υπερκείμενο

για το προσδιορισμό της ΩΤΑ. Και στα δύο πειράματα ο καθαρισμός των

δειγμάτων πραγματοποιήθηκε με στήλες ανοσοσυγγένειας (immunoaffinity

columns, OchraStar™, R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany) σύμφωνα με

τις οδηγίες των κατασκευαστών. Τα δείγματα φυλάσσονταν στους -18°C

μέχρις ότου αναλυθούν στην HPLC.

7.5.2 Προσδιορισμός αρχικού και τελικού μικροβιακού
φορτίου σε τρυβλία Petri

Για κάθε δείγμα και των 3 τροφίμων γινόταν μέτρηση του pH και aw. Για

την απαρίθμηση του μεγέθους είτε του ενδογενή πληθυσμού είτε του

πληθυσμού που εμβολιαζόταν στα τρόφιμα, λαμβάνονταν συγκεκριμένη
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ποσότητα από κάθε δείγμα στις 0, 2 και 5 ημέρες και προστίθονταν ασηπτικά

σε τρυβλία με τα αντίστοιχα θρεπτικά υλικά. Συγκεκριμένα για τον

προσδιορισμό του αρχικού και του τελικού μικροβιακού φορτίου των ζυμών

έγινε επίστρωση τρυβλίων Petri υπό ασηπτικές συνθήκες με αποστειρωμένο

YGC – Agar (Yeast extract glucose chloramphenicol agar), τα οποία μετά τον

εμβολιασμό επωάζονταν στους 25°C για 48 ώρες.

Για τον προσδιορισμό του μικροβιακού φορτίου των γαλακτικών

βακτηρίων εφαρμόστηκε η τεχνική της ενσωμάτωσης (pour plate technique),

κατά την οποία 1ml εμβολίου από κάθε αραίωση προστέθηκε ταυτοχρόνως

μαζί με συγκεκριμένη ποσότητα αποστειρωμένου MRS Agar (MRS Agar with

Tween 80) υπό ασηπτικές συνθήκες σε τρυβλίο Petri και ακολούθως επώαση

στους 30°C για 48 ώρες.

Τέλος για το προσδιορισμό του ενδογενή μικροβιακού φορτίου των

τροφίμων έγινε επίστρωση τρυβλίων Petri υπό ασηπτικές συνθήκες με

αποστειρωμένο PCA τα οποία μετά τον εμβολιασμό επωάζονταν στους 30°C

για 48 ώρες.

Μετά το τέλος της επώασης γινόταν καταμέτρηση των σχηματιζόμενων

αποικιών. Η μέθοδος προσδιορισμού του μικροβιακού φορτίου έγινε με την

διαδικασία των διαδοχικών αραιώσεων.

Εικόνα 7.4.2: Βήματα διαδοχικών αραιώσεων.

9 mL 9 mL 9 mL 9 mL 9 mL 9 mL

Αρχική
καλλιέργεια

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5

101 102 103 104 105

Αραιώσεις τελική
αραίωση

παράγοντας
αραίωσης
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7.5.3 Καθαρισμός των δειγμάτων

Μετά το τέλος της επώασης, ακολούθησε φυγοκέντρηση των

δειγμάτων (3500 rpm, 4°C, 15 min) προκειμένου να συλλεχθεί το υπερκείμενο

για το προσδιορισμό της ΩΤΑ με τη χρήση της υγρής χρωματογραφίας

(HPLC). Η προετοιμασία των δειγμάτων, έγινε με ειδικές στήλες καθαρισμού

της ωχρατοξίνης Α (OchraStar – Immunoaffinity Columns, Code:COIAC2000,

Romer Labs Diagnostic GmbH – Austria).

Σύμφωνα με το πρωτόκολλο από κάθε δείγμα λαμβάνονται 2 ml στα

οποία προστίθενται 22 ml διαλύματος έκπλυσης PBS Tween (0,01%v/v, pH

7.4). Χρησιμοποιώντας μια σύριγγα των 50 ml, το δείγμα περνά από την

στήλη με συγκεκριμένη ροή 2-3 ml/min (για να

κατακρατηθεί όσο είναι δυνατόν μεγαλύτερο ποσό

ωχρατοξίνης Α) με τη βοήθεια αντλίας κενού. Αυτό

το στάδιο απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή ώστε να μη

περάσει αέρας από τη στήλη. Ενεργώντας

παρόμοια και εφαρμόζοντας άλλη ροή 5 ml/min,

ξεπλένεται η στήλη με 20 ml διαλύματος έκπλυσης PBS Tween (0,01%v/v, pH

7.4). Μετά το τέλος της διέλευσης του δείγματος αφήνεται να περάσει αέρας

από τη στήλη.

Στο τελευταίο στάδιο ακολουθεί έκλουση της ΩΤΑ με τη προσθήκη

αρχικά 1,5 ml διαλύματος μεθανόλης:οξικού οξέος (αναλογία 98:2) και στη

συνέχεια 1,5 ml διαλύματος H2O HPLC. Από το τελικό δείγμα λαμβάνονται

100μl και εγχέονται στη συσκευή της HPLC.

Στα τρόφιμα και συγκεκριμένα

στο κρασί και στο σταφυλοχυμό,

σύμφωνα με τα πρωτόκολλα, μετά τη

φυγοκέντρηση των δειγμάτων

λαμβάνονται 10 ml από κάθε δείγμα και

το pH ρυθμίζεται στο 7.8 ενώ στη

μπύρα το pH ρυθμίζεται στο 7.2, με τη

προσθήκη διαλύματος NaOH 2Ν.

Επιπλέον στη περίπτωση του κρασιού
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και του σταφυλοχυμού, τα δείγματα αραιώνονται με 10 ml διαλύματος

έκπλυσης PBS Tween (0,01%v/v, pH 7.4) και στη συνέχεια και για τα τρία

τρόφιμα ακολουθεί ο καθαρισμός των δειγμάτων στις ειδικές στήλες

καθαρισμού, όπου εφαρμόζεται η ίδια διαδικασία καθαρισμού όπως

περιγράφτηκε παραπάνω.

Σύμφωνα με το πρωτόκολλο, στη μπύρα πριν το εμβολιασμό

απαραίτητη είναι η απαέρωσή της είτε με τη εφαρμογή υπερήχων για 1 ώρα

είτε με άνοιγμα του κουτιού για ένα ολόκληρο βράδυ, με σκοπό να μην

υπάρχει CO2.

7.6 Ποσοτικός προσδιορισμός ΩΤΑ με HPLC

Όσον αφορά τη συσκευή της HPLC (εικόνα 6.2.2.2α) που

χρησιμοποιήθηκε για τη διεξαγωγή του συγκεκριμένου πειράματος καθώς και

τις συνθήκες λειτουργίας αυτής:

 Ακολουθήθηκε η μέθοδος των Moller et al. (2003).

 Σύστημα εισαγωγής δείγματος (injector) με θάλαμο έγχυσης

χωρητικότητας 100μl.

 Συνδυασμός διαλυτών (νερό/ακετονιτρίλιο/οξικό οξύ: 49:49:2), όπου

αποτελούν την κινητή φάση.

 Στήλη (column) (Resteck Pinnacle II, 250x4,6 mm, C18, 4μm)

 Ανιχνευτής φθορισμομετρικός (detector) (Lachrom Merck Hitachi, L-

7485) με διέγερση στα 333nm (Εx) και εκπομπή στα 460nm (Em).

 Αντλία (σύστημα παροχής κινητής φάσης-pump) (Lachrom Merck

Hitachi, L-7100). Ρυθμίζεται η αναλογία χρήσης των διαλυτών

(νερό/ακετονιτρίλιο/οξικό οξύ : 49/49/2) και ο ισοκρατικός ρυθμός ροής

1 ml/min.

 Λογισμικό Peak Simple 329.
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7.6.1 Ποσοτική ανάλυση

Το εμβαδό μιας χρωματογραφικής κορυφής είναι υπό ορισμένες

συνθήκες ανάλογο της ποσότητας του συστατικού. Προκειμένου να

προσδιοριστεί η συγκέντρωση της ΩΤΑ στο σύνολο των διαλυμάτων που

παρασκευάστηκαν (πρότυπα διαλύματα ΩΤΑ, μιασμένα και δείγματα

τροφίμων και υγρών υποστρωμάτων), ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία.

Οι αναλύσεις όλων των δειγμάτων καθώς και των προτύπων

διαλυμάτων πραγματοποιήθηκαν με τη συσκευή της HPLC. Με μικροσύριγγα

των 500μl λαμβάνονταν κάθε φορά 100μl του δείγματος των 2ml και

εισάγονταν στη συσκευή προς μέτρηση. Πριν από κάθε ένεση συνήθως

προηγούνταν 5-6 πλύσεις με μεθανόλη ειδική της συσκευής HPLC. Κατά τη

λήψη του δείγματος θα πρέπει να αποφεύγεται ο σχηματισμός φυσαλίδων στο

εσωτερικό αυτής διότι σε περίπτωση που συμβεί αυτό σημαίνει ότι έχει

εγκλωβιστεί αέρας με άμεσα συνεπακόλουθα: α) τη λήψη μικρότερης

ποσότητας δείγματος και β) τη λήψη ανεπιθύμητων κορυφών στα

χρωματογραφήματα.

Α) Κατασκευή καμπυλών βαθμονόμησης

Παρασκευάστηκαν πρότυπα διαλύματα ΩΤΑ σε υγρά υποστρώματα

(MRS Broth, Υeast Medium) και σε ροφήματα (σταφυλοχυμό, κρασί, μπύρα)

συγκεντρώσεων 5, 25, 50, 80 και 120ppb ΩTA για την κατασκευή της

καμπύλης βαθμονόμησης για την εν λόγω ουσία. Επίσης παρασκευάστηκαν

πρότυπα διαλύματα ΩΤΑ σε στερεό υπόστρωμα (SGM) συγκεντρώσεων 5,

25, 100 και 250ppb ΩTA. Για την καμπύλη βαθμονόμησης προετοιμάστηκαν

οι αντίστοιχες αραιώσεις από πρότυπο ΩΤΑ συγκέντρωσης 10.150ppb

(μg/ml).

Β) Ανίχνευση ΩΤΑ σε διάφορα υποστρώματα

Οι αναλύσεις των δειγμάτων γίνονται με προετοιμασία αυτών με στήλες

ανοσοσυγγένειας. Σε όλα τα δείγματα εφαρμόστηκε η προετοιμασία που

όριζαν τα αντίστοιχα πρωτόκολλα καθαρισμού της ΩΤΑ.
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Γ) Επίδραση υποστρώματος στο ποσοστό ανάκτησης ΩΤΑ

Προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση του υποστρώματος στο

ποσοστό ανάκτησης μιαίνονται μεν υποστρώματα MRS Broth και Υeast

Medium με πυκνό διάλυμα ΩΤΑ σε 2 διαφορετικές τελικές συγκεντρώσεις

(50ppb και 100ppb) αλλά και δείγματα σταφυλοχυμού, κρασιού και μπύρας σε

τελική συγκέντρωση 100ppb. Το ποσοστό της ανάκτησης (recovery)

υπολογίζεται από τη σχέση (C2/C1)x100, όπου C1 η αρχική συγκέντρωση και

C2 η μετρούμενη συγκέντρωση του δείγματος σε ΩΤΑ.
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

8.1 Μείωση της ανάπτυξης του Aspergillus carbonarius και
της ικανότητας παραγωγής ΩΤΑ από ζύμες και βακτήρια

Η μελέτη της μείωσης της ανάπτυξης του Aspergillus carbonarius

εστιάσθηκε μόνο στις ζύμες επειδή το χαμηλό pH του θρεπτικού

υποστρώματος Synthetic Grape Medium pH (3,5) λειτούργησε ως

ανασταλτικός παράγοντας της ανάπτυξης των βακτηρίων. Παράγοντες όπως

το είδος της ομάδας ζυμών, το αρχικό μέγεθος εμβολίου ζυμών και μύκητα, η

aw, και η μεταξύ τους αλληλεπίδραση επηρέασαν σημαντικά την ανάπτυξη του

μύκητα και την παραγωγή ΩΤΑ. Για σχεδόν όλες τις ομάδες ζυμών (με

εξαίρεση την ΥΜ2 και την 16ΥΜ) η μεγαλύτερη ανάπτυξη του μύκητα

παρατηρήθηκε σε aw 0,95 και στο συνδυασμό 102 cfu/mL ζυμών και 105

σπόρια/mL A. carbonarius (4,05-5,2cm), ενώ η μικρότερη ανάπτυξη

παρατηρήθηκε για όλες τις ομάδες ζυμών σε aw 0,92 και στο συνδυασμό 105

cfu/mL ζυμών και 102 σπόρια/mL A. carbonarius (0,30-2,30cm) (Γραφήματα

8.1.1). Επομένως ο συνδυασμός των παραγόντων, υψηλού εμβολίου ζυμών

(105 cfu/mL) και χαμηλής aw (0,92) λειτούργησε πιο αποτελεσματικά στη

μείωση της ανάπτυξης του μύκητα απ’ότι μόνο η χαμηλή aw. Επιπλέον η

μεγαλύτερη μείωση της ανάπτυξης του μύκητα για όλες τις ομάδες ζυμών

παρατηρήθηκε σε aw 0,95 (78-93%). Η εφαρμογή του υψηλού μεγέθους

εμβολίου ζυμών (105 cfu/mL) και συγκεκριμένα ο συνδυασμός εμβολίου 105

cfu/mL ζυμών και 102 σπόρια/mL A. carbonarius έδειξε τη μεγαλύτερη μείωση

της ανάπτυξης του μύκητα (έως 93%). Σε κάθε aw και ανεξαρτήτως ομάδας

ζυμών μετά το πέρας της 1ης ημέρας επώασης μύκητα και ζυμών,

αναστέλλονταν μερικώς ή τελείως η ανάπτυξη του μύκητα (Γραφήματα 8.1.1).

Η μείωση της ανάπτυξης του μύκητα με βάση το αρχικό μέγεθος εμβολίου

ζυμών και μύκητα και ανεξαρτήτως ενεργότητας νερού (aw) ήταν σύμφωνα με

την ακόλουθη διάταξη: 105 cfu/mL-102 σπόρια/mL > 105 cfu/mL-105 σπόρια/mL

> 102 cfu/mL-105 σπόρια/mL όπως απεικονίζεται ξεκάθαρα και στην Εικόνα

8.1.1.
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aw 0,98

aw 0,95

aw 0,92

aw 0,98

aw 0,95

aw 0,92



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8ο: ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

71

Γραφήματα 8.1.1: Κινητική μείωσης της ανάπτυξης του Aspergillus carbonarius, σε σχέση με

το χρόνο επώασης (5 ημέρες στους 25oC), μέσω της σύγκρισης της διαμέτρου του μυκηλίου

(control) μύκητα με τη διάμετρο του μυκηλίου του ίδιου μύκητα εμβολιασμένου με 5 μικτές

καλλιέργειες ζυμών (YM1, YM2, YM3, YM4, 16YM), σε τρυβλία με θρεπτικό υπόστρωμα SGM

(pH 3,5) σε 3 διαφορετικές ενεργότητες νερού (aw 0,98, 0,95 και 0,92). Επιπλέον τρείς

διαφορετικοί συνδυασμοί αρχικού εμβολίου ζυμών και μύκητα μελετήθηκαν: (α) 102cfu/ml-105

σπόρια/ml (β) 105 cfu/ml-105 σπόρια/ml και (γ) 105 cfu/ml-102 σπόρια/ml.

aw 0,98 aw 0,95

aw 0,92
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Εικόνα 8.1.1: Οπτική παρατήρηση της ζώνης αναστολής του A. carbonarius, ως αποτέλεσμα
της ανάπτυξης 5 μικτών καλλιεργειών ζυμών σε θρεπτικό υπόστρωμα SGM (pH 3,5, aw 0,98,
0,95, and 0,92) σε σύγκριση με τα δείγματα των μαρτύρων (εμβολιασμένα μόνο με A.
carbonarius) μετά από επώαση στους 25oC για 5 ημέρες. Οι τρείς συνδυασμοί αρχικού
εμβολίου ζυμών και μύκητα που μελετήθηκαν ήταν: (α) 105 cfu/ml-102 σπόρια/ml, (β)
102cfu/ml-105 σπόρια/ml και (γ) 105 cfu/ml-105 σπόρια/ml.

105cfu-102 σπόρια

102cfu-105 σπόρια

105cfu-105 σπόρια

Μάρτυρας

Μάρτυρας

Μάρτυρας
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Στο παρακάτω γράφημα (Γράφημα 8.1.2) παρατίθεται η πρότυπη

καμπύλη που χρησιμοποιήθηκε σε αυτό το σημείο της έρευνας για την

ποσοτικοποίηση της παραγόμενης σε κάθε δειγματοληψία ΩΤΑ από τον A.

carbonarius σε θρεπτικό υπόστρωμα SGM. Τα ποσοστά ανάκτησης της ΩΤΑ

στο υπόστρωμα SGM ήταν 99-105%.

Γράφημα 8.1.2: Καμπύλη βαθμονόμησης SGM που χρησιμοποιήθηκε για την

ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων της HPLC.

Η παραγωγή ωχρατοξίνης από τον A. carbonarius επηρεάστηκε από

την ενεργότητα νερού (aw) και το μέγεθος του πληθυσμού του μύκητα που

χρησιμοποιήθηκαν. Στο παρακάτω γράφημα (Γράφημα 8.1.3) παρουσιάζεται

αφενός η επίδραση της ενεργότητας νερού και αφετέρου το μέγεθος του

εμβολίου του μύκητα στην ικανότητα παραγωγή της τοξίνης από τον μύκητα.

Στη περίπτωση της επίδρασης της aw η μικρότερη παραγωγή ΩΤΑ

ανιχνεύτηκε σε aw 0,92 (8 ppb) ενώ η μεγαλύτερη σε aw 0,95 (873 ppb)

(Γράφημα 8.1.3), ανεξαρτήτως εμβολίου μύκητα, όπου αντίστοιχα όπως

φαίνεται και στην Εικόνα 8.1.2 παρατηρήθηκε η μικρότερη και η μεγαλύτερη

ανάπτυξη του μύκητα. Όσον αφορά την επίδραση του αρχικού εμβολίου του

μύκητα στην ικανότητα παραγωγή τοξίνης, το χαμηλό εμβόλιο μύκητα (102
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σπόρια/ml) παρουσίαζε μεγαλύτερη ικανότητα παραγωγής ΩΤΑ, λόγω και

των υψηλότερων συγκεντρώσεων ΩΤΑ (432, 873 και 26 ppb) που

ανιχνεύτηκαν και στις 3 ενεργότητες νερού (aw 0,98, 0,95 και 0,92) σε

σύγκριση με τις χαμηλότερες συγκεντρώσεις ΩΤΑ (104, 238 και 8 ppb) που

ανιχνεύτηκαν στο υψηλό εμβόλιο του μύκητα (105 σπόρια/ml) στις ίδιες τιμές

aw (Γράφημα 8.1.3).

Γράφημα 8.1.3: Επίδραση του μεγέθους εμβολίου του A. carbonarius (105 και 102 σπόρια/ml)
στην ικανότητα παραγωγής της τοξίνης από τον μύκητα, σε σχέση με τη ενεργότητα νερού (aw
0,98, 0,95, 0,92).

Εικόνα 8.1.2: Οπτική παρατήρηση της ανάπτυξης του A. carbonarius, με ταυτόχρονη μείωση
της ενεργότητας νερού (aw 0,98, 0,95, 0,92 ) μετά από επώαση στους 25oC για 5 ημέρες.

Όπως ήδη προαναφέρθηκε το είδος της ομάδας ζυμών, το αρχικό

μέγεθος εμβολίου ζυμών και μύκητα και η aw επηρέασαν σημαντικά την

ικανότητα παραγωγής ΩΤΑ από τον A. carbonarius. Η μεγαλύτερη ανάπτυξη

aw 0,98 aw 0,95 aw 0,92
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του μύκητα που παρατηρήθηκε σε aw 0,95 για σχεδόν όλες τις ομάδες ζυμών

(με εξαίρεση την ΥΜ2 και την 16ΥΜ) είχε ως αποτέλεσμα και τη μεγαλύτερη

παραγωγή τοξίνης (27 ppb) (Γραφήματα 8.1.5). Η ανίχνευση μικρών

συγκεντρώσεων ΩΤΑ (8-15ppb) σε aw 0,92 για όλες τις ομάδες ζυμών και τους

συνδυασμούς εμβολίου ζυμών και μύκητα συμφωνεί και με τη μικρότερη

ανάπτυξη (0,3-2,9cm) του μύκητα που παρατηρήθηκε σε αυτή την aw. Η

εφαρμογή του υψηλού μεγέθους εμβολίου ζυμών (105 cfu/mL) και

συγκεκριμένα ο συνδυασμός εμβολίου 105 cfu/mL ζυμών και 102 σπόρια/mL

A. carbonarius έδειξε τη μεγαλύτερη μείωση της ανάπτυξης του μύκητα (78-

93%) ενώ η συγκέντρωση της ΩΤΑ ήταν κάτω από το όριο ανίχνευσης για

όλες τις ομάδες ζυμών και ανεξαρτήτως τιμής aw. Αντίθετα στο χαμηλό

μέγεθος εμβολίου ζυμών (102 cfu/mL) και συγκεκριμένα στο συνδυασμό

εμβολίου 102 cfu/mL ζυμών και 105 σπόρια/mL A. carbonarius, ανιχνεύτηκε

και η μεγαλύτερη παραγωγή τοξίνης (27ppb στην ομάδα ζυμών ΥΜ3)

(Γραφήματα 8.1.4) όπου συμφωνεί και με τη μεγαλύτερη ανάπτυξη του

μύκητα (4,95cm) που παρατηρήθηκε στη aw 0,95 (Γραφήματα 8.1.5). Τέλος

στο συνδυασμό 105 cfu/mL ζυμών και 105 σπόρια/mL A. carbonarius,

ανιχνεύτηκαν μικρότερες συγκεντρώσεις ΩΤΑ (8-12ppb) σε σχέση με το

συνδυασμό 102 cfu/mL ζυμών και 105 σπόρια/mL A. carbonarius (Γραφήματα

8.1.4).

Όσον αφορά την επίδραση του είδους της ομάδας ζυμών, η ομάδα

ζυμών ΥΜ2 ανέστειλε πλήρως την ικανότητα του μύκητα να παράγει τοξίνη σε

κάθε aw και ανεξαρτήτως συνδυασμού εμβολίου ζυμών και μύκητα (με

εξαίρεση στο συνδυασμό 105 cfu/mL ζυμών και 105 σπόρια/mL A. carbonarius

και aw 0,95) (Γραφήματα 8.1.4) παρόλο που παρατηρήθηκε ανάπτυξη του

μύκητα (0,3-3,45cm) σε κάθε τιμή aw (Γραφήματα 8.1.5). Ομοίως και στη

ομάδα ζυμών 16ΥΜ, αν και παρατηρήθηκε ανάπτυξη του μύκητα (0,55-

3,75cm) σε κάθε aw (Γραφήματα 8.1.5), ωστόσο όμως δεν ανιχνεύτηκε τοξίνη

σε κάθε aw και συνδυασμό εμβολίου ζυμών και μύκητα (με εξαίρεση στο

συνδυασμό 102 cfu/mL ζυμών και 105 σπόρια/mL A. carbonarius και aw 0,98)

(Γραφήματα 8.1.4). Επιπλέον στο χαμηλό μέγεθος εμβολίου ζυμών (102

cfu/mL) και σε aw 0,92, ανιχνεύτηκαν σε ορισμένες ομάδες ζυμών (ΥΜ3 και

ΥΜ4) συγκεντρώσεις ΩΤΑ (15ppb και 14ppb) μεγαλύτερες από αυτήν του

μάρτυρα (8ppb) (Γραφήματα 8.1.5). Στη ίδια aw (0,92) αλλά στο υψηλό
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μέγεθος εμβολίου ζυμών και μύκητα (105 cfu/mL-105 σπόρια/mL)

ανιχνεύτηκαν σε ορισμένες ομάδες ζυμών (ΥΜ1 και ΥΜ4) συγκεντρώσεις ΩΤΑ

ίσες με αυτήν του μάρτυρα (8ppb), παρόλο που ο μάρτυρας αναπτύχθηκε

περισσότερο (2,90cm σε σχέση με 1,05 και 0,85cm) (Γραφήματα 8.1.5).

Γραφήματα 8.1.4: Επίδραση του είδους της ομάδας των ζυμών (105 και 102 σπόρια/ml) στην

ικανότητα παραγωγής της τοξίνης από τον A. carbonarius, σε σχέση με τη ενεργότητα νερού

(aw 0.98, 0,95, 0,92).

N.D: Δεν ανιχνεύτηκε τοξίνη.

N.D N.D N.D N.D N.D

N.D N.D N.DN.D
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Γραφήματα 8.1.5: Παραχθείσες συγκεντρώσεις ΩΤΑ από τον A. carbonarius σε σχέση με την

ανάπτυξη της διαμέτρου του μυκηλίου του μύκητα, εμβολιασμένου με 5 μικτές καλλιέργειες

ζυμών (YM1, YM2, YM3, YM4, 16YM) αλλά και χωρίς (control), σε τρυβλία με θρεπτικό

υπόστρωμα SGM (pH 3,5) σε 3 διαφορετικές ενεργότητες νερού (aw 0,98, 0,95 και 0,92).

aw 0,98

aw 0,95

aw 0,92

aw 0,98

aw 0,95

aw 0,92
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Επιπλέον δύο διαφορετικοί συνδυασμοί αρχικού εμβολίου ζυμών και μύκητα απεικονίζονται:

(α) 102cfu/ml-105 σπόρια/ml και (β) 105 cfu/ml-105 σπόρια/ml.

8.2 In vitro μείωση της ΩΤΑ από ζύμες και βακτήρια
τεχνολογικής μικροχλωρίδας

Με βάση τα αποτελέσματα προκαταρκτικών πειραμάτων τα ποσοστά

της ΩΤΑ που απορροφήθηκαν από τη βιομάζα των βακτηρίων και ζυμών ήταν

αμελητέα συγκρινόμενα με αυτά που ανακτήθηκαν από τα υγρά

υποστρώματα. Τα ποσοστά ανάκτησης της ΩΤΑ στα υποστρώματα MRS

Broth και Yeast Medium ήταν αντίστοιχα 92-107% και 88-113% (Γραφήματα

8.2.1).

Πρότυπη καμπύλη MRS Broth y = 97,831x
R2 = 0,9968
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Πρότυπη καμπύλη Yeast Medium y = 98.399x
R² = 0.999
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Γραφήματα 8.2.1: Καμπύλες βαθμονόμησης των υγρών υποστρωμάτων MRS Broth και

Yeast Medium που χρησιμοποιήθηκαν για την ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων της

HPLC.

Η ικανότητα των ζυμών να μειώνουν την ΩΤΑ επηρεάστηκε σημαντικά

από διάφορους παράγοντες όπως το pH, την συγκέντρωση της ΩΤΑ, το είδος

της ομάδας ζυμών και τη μεταξύ τους αλληλεπίδραση, αν και όλες οι μικτές

καλλιέργειες ζυμών έδειξαν αξιοσημείωτη μείωση της ΩΤΑ έως και 65%.

Συγκεκριμένα τα μεγαλύτερα ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ ανεξαρτήτως

συγκέντρωσης ΩΤΑ παρατηρήθηκαν από τις εξής ομάδες ζυμών: 16ΥΜ (61-

65%), ΥΜ1 (53%) και ΥΜ4 (44-50%). Η ικανότητα σχεδόν όλων των ζυμών

(εκτός από τις ΥΜ2 και ΥΜ3) να μειώνουν την ΩΤΑ, αυξανόταν καθώς το pH

του υποστρώματος μειωνόταν, ενώ στο pH 3.0 παρατηρήθηκε η μέγιστη

μείωση της τοξίνης από όλες τις μικτές καλλιέργειες ζυμών ανεξαρτήτως του

αρχικού μεγέθους εμβολίου ζυμών και της αρχικής συγκέντρωσης ΩΤΑ

(Γραφήματα 8.2.2). Επιπλέον τα ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ ήταν παρόμοια

και στις 2 συγκεντρώσεις ΩΤΑ (50ppb και 100ppb) που μελετήθηκαν εκτός

από το pH 6,5 όπου παρατηρήθηκαν μεγαλύτερες μειώσεις στη συγκέντρωση

100ppb (Γραφήματα 8.2.2).
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Γραφήματα 8.2.2: Ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ σε σχέση με το pH (3.0, 4.0, 5.0, 6.1 or 6.5) σε

υγρό θρεπτικό υπόστρωμα Yeast Medium, εμβολιασμένο με 5 μικτές καλλιέργειες ζυμών

(YM1, YM2, YM3, YM4, 16YM), μετά από επώαση στους 25oC για 2 ημέρες. Επιπλέον δύο

συγκεντρώσεις ΩΤΑ μελετήθηκαν: (a) 50 ppb και (b) 100 ppb.

Σε αντίθεση με τις ζύμες όλες οι μικτές καλλιέργειες βακτηρίων έδειξαν

μικρότερη ικανότητα μείωσης της ΩΤΑ από 2-25% (Γραφήματα 8.2.3) και η

ικανότητα τους αυτή επηρεάστηκε περισσότερο από το pH, το είδος της

ομάδας των βακτηρίων και τη μεταξύ τους αλληλεπίδραση και λιγότερο από

τη συγκέντρωση της ΩΤΑ. Με την αύξηση του pH του υποστρώματος τα

στελέχη Bacillus thurigiensis (BM), Pediococcus pentosaceus (PdM) και
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Lactobacillus sp. (LbM) έδειξαν σημαντική ικανότητα μείωσης της ΩΤΑ (πάνω

από 25%) (Γραφήματα 8.2.3). Επιπλέον σε αντίθεση με τις ζύμες στο pH 3

καμία από τις μικτές καλλιέργειες βακτηρίων δεν αναπτύχθηκε και συνεπώς

καμία μείωση της τοξίνης δεν καταγράφηκε (Γραφήματα 8.2.3).

Γραφήματα 8.2.3: Ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ σε σχέση με το pH (3.0, 4.0, 5.0, 6.1 or 6.5) σε

υγρό θρεπτικό υπόστρωμα MRS Broth, εμβολιασμένο με 6 μικτές καλλιέργειες βακτηρίων

(BM, SM, PdM, WM, LbM, 29BM), μετά από επώαση στους 30oC για 5 ημέρες. Επιπλέον δύο

συγκεντρώσεις ΩΤΑ μελετήθηκαν: (a) 50 ppb και (b) 100 ppb.

N.G.: καμία ανάπτυξη δεν παρατηρήθηκε.

Με σκοπό να αξιολογηθεί in vitro η επίδραση του αρχικού μεγέθους

εμβολίου ζυμών ή βακτηρίων στη μείωση της ΩΤΑ, χρησιμοποιήθηκαν 2

N.G

N.G
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συγκεντρώσεις αρχικού εμβολίου, 103 και 107cfu/mL. Επιπλέον εξετάστηκαν

μικτές καλλιέργειες όλων των ζυμών (16ΥΜ) και μικτές καλλιέργειες όλων των

βακτηρίων (29ΒΜ). Οι ζύμες (16ΥΜ) έδειξαν μεγαλύτερη ικανότητα μείωσης

της ΩΤΑ (14-68%) σε σύγκριση με τα βακτήρια (29ΒΜ) (8-27%) (Γραφήματα

8.2.4, 8.2.5 ). Τα ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ στις ζύμες αυξάνονταν με τη

μείωση του pH, ενώ στο pH 3 επιτεύχθηκε η μέγιστη μείωση ΩΤΑ,

ανεξαρτήτως μεγέθους αρχικού εμβολίου (Γραφήματα 8.2.4). Επίσης η

συγκέντρωση του αρχικού εμβολίου ζυμών δεν επηρέαζε τη μείωση της ΩΤΑ,

ενώ κάποιες διαφορές που παρατηρούνται ίσως οφείλονται στο εύρος της

τυπικής απόκλισης. Στη περίπτωση όμως των βακτηρίων (29ΒΜ), η υψηλή

συγκέντρωση εμβολίου (107cfu/mL) έδειξε σε κάποιες περιπτώσεις (στο pH 5)

μεγαλύτερη ικανότητα μείωσης της ΩΤΑ σε σύγκριση με τη χαμηλή

συγκέντρωση (103 cfu/mL) (Γραφήματα 8.2.5).



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8ο: ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

83

Γραφήματα 8.2.4: Επίδραση του αρχικού μεγέθους εμβολίου (103 cfu/mL, 107 cfu/mL) μικτών

καλλιεργειών ζυμών (16ΥΜ) στη μείωση της ΩΤΑ (%), σε σχέση με το pH (3.0, 4.0, 5.0, 6.1 ή

6.5), μετά από επώαση στους 25oC για 2 ημέρες. Επιπλέον δύο συγκεντρώσεις ΩΤΑ

μελετήθηκαν: (a) 50 ppb και (b) 100 ppb.
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Γραφήματα 8.2.5: Επίδραση του αρχικού μεγέθους εμβολίου (103 cfu/mL, 107 cfu/mL) μικτών

καλλιεργειών βακτηρίων (29ΒΜ) στη μείωση της ΩΤΑ (%), σε σχέση με το pH (3.0, 4.0, 5.0,

6.1 ή 6.5), μετά από επώαση στους 30oC για 5 ημέρες. Επιπλέον δύο συγκεντρώσεις ΩΤΑ

μελετήθηκαν: (a) 50 ppb και (b) 100 ppb.

N.G.: καμία ανάπτυξη δεν παρατηρήθηκε.

N.G

N.G
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8.3 In situ μείωση της ΩΤΑ από ζύμες και βακτήρια
τεχνολογικής μικροχλωρίδας

Όπως και στη περίπτωση των υγρών υποστρωμάτων τα ποσοστά της

ΩΤΑ που απορροφήθηκαν από τη βιομάζα των βακτηρίων και ζυμών ήταν

αμελητέα συγκρινόμενα με αυτά που ανακτήθηκαν από τα 3 τρόφιμα. Τα

ποσοστά ανάκτησης της ΩΤΑ στο χυμό σταφυλιού, στο κόκκινο κρασί και στη

μπύρα ήταν αντίστοιχα 107-114%, 95-119% και 98-112% (Γραφήματα).

Πρότυπη καμπύλη-Σταφυλοχυμού y = 211,71x
R² = 0,9943
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Πρότυπη καμπύλη-Κρασιού y = 212,73x
R2 = 0,9963
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Πρότυπη καμπύλη Μπύρας y = 221,48x
R2 = 0,9992
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Γραφήματα 8.3.1: Καμπύλες βαθμονόμησης των 3 υγρών τροφίμων (σταφυλοχυμού,

κόκκινου κρασιού, μπύρας)που χρησιμοποιήθηκαν για την ποσοτικοποίηση των

αποτελεσμάτων της HPLC.

Ανάμεσα στα 3 τρόφιμα τα οποία μελετήθηκαν η υψηλότερη μείωση

της τοξίνης παρατηρήθηκε στο χυμό σταφυλιού (32%), ακολούθως στο

κόκκινο κρασί (22%) και τέλος στη μπύρα (12%) (Γραφήματα 8.3.2). Όπως

και στη περίπτωση των υγρών θρεπτικών υποστρωμάτων ομοίως και στα

τρόφιμα, οι ζύμες (16ΥΜ) έδειξαν καλύτερα ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ σε

σύγκριση με τα βακτήρια (29ΒΜ) (2-8%). Στο κρασί και στη μπύρα, στα

δείγματα των μαρτύρων (control) τα ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ ήταν

αμελητέα (1-4%), σε αντίθεση με το σταφυλοχυμό όπου τα αντίστοιχα

ποσοστά μείωσης της τοξίνης ήταν αξιοσημείωτα (1-21%).

Επιπλέον οι τιμές της aw κατά τη διάρκεια της επώασης και για τα τρία

τρόφιμα, κυμαινόταν μεταξύ 0,95-0,97, ενώ οι τιμές του pH στο χυμό

σταφυλιού, στο κόκκινο κρασί και στη μπύρα κυμαίνονταν αντίστοιχα μεταξύ

3,3-3,5, 3,5-3,6 και 4,4-4,5. Ο αρχικός πληθυσμός της ενδογενής

μικροχλωρίδας του σταφυλοχυμού ήταν 104 cfu/mL, ενώ στο κόκκινο κρασί

και στη μπύρα ο αντίστοιχος πληθυσμός ήταν μικρότερος (< 102 cfu/mL).

Όμως κατά τη διάρκεια της επώασης ο αντίστοιχος πληθυσμός ανερχόταν σε

106-107 cfu/mL στο σταφυλοχυμό και τη μπύρα, ενώ σε 104 cfu/mL στο

κόκκινο κρασί.
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Γράφημα 8.3.2: Η % κινητική μείωση της ΩΤΑ σε: (α) σταφυλοχυμό, (β) κόκκινο κρασί και (γ)

μπύρα, με αρχική συγκέντρωση ΩΤΑ 100 µg/L, εμβολιασμένα με 107 cfu/mL 29BM (--) και

16YM (--), μετά από επώαση στους 25oC για 5 ημέρες. Επιπλέον μελετήθηκαν και δείγματα

μαρτύρων δηλαδή τρόφιμα χωρίς μικροοργανισμούς (--).

Στη περίπτωση του σταφυλοχυμού, μετά το πέρας 2 ημερών επώασης,

παρατηρήθηκε μια αυξητική τάση στη μείωση της ΩΤΑ και στα δείγματα των

μαρτύρων (χωρίς μικροοργανισμούς) και στα δείγματα εμβολιασμένα με

ζύμες, σε αντίθεση με το κόκκινο κρασί και τη μπύρα, όπου παρατηρήθηκε μια

αναστολή της μείωσης της ΩΤΑ μετά το πέρας 2 ημερών επώασης

(Γραφήματα 8.3.2). Επιπλέον στα δείγματα εμβολιασμένα με βακτήρια και στα

3 τρόφιμα παρατηρήθηκε μια αναστολή της μείωσης της ΩΤΑ μετά το πέρας 2

ημερών επώασης (Γραφήματα 8.3.2).
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

9.1 Μείωση της ανάπτυξης του Aspergillus carbonarius και
της ικανότητας παραγωγής ΩΤΑ από ζύμες και βακτήρια

Η βιολογική αντιμετώπιση τοξινογόνων μυκήτων με τη χρήση

ανταγωνιστικών παραγόντων όπως βακτηρίων και ζυμών αποτελεί μία

αποτελεσματική στρατηγική για τη μείωση της ΩΤΑ στα τρόφιμα. Πολλές

μελέτες έχουν δείξει ότι τα γαλακτικά βακτήρια αναστέλλουν την ανάπτυξη

τοξινογόνων μυκήτων, συμπεριλαμβανομένου και ορισμένων στελεχών που

χρησιμοποιήθηκαν στη παρούσα μελέτη. Συγκεκριμένα, σε μελέτες έχει

καταγραφεί η ικανότητα των στελεχών Lactobacillus rhamnosus, Lb.

plantarum, Pediococcus pentosaceus και Weissella cibaria να αναστέλλουν

την ανάπτυξη των μυκήτων Penicillium expansum και P. nordicum (Rouse et

al., 2008, Schillinger et al., 2010) και η ικανότητα του Bacillus licheniformis

κατά του μύκητα Aspergillus westerdijkiae (Petchkongkaew et al., 2008).

Επίσης σε παλαιότερες μελέτες έχει καταγραφεί η ικανότητα των στελεχών

Lactobacillus casei, Lactobacillus casei subsp. rhamnosus, Lb. casei subsp.

rhamnosus LC 705 και Lb. casei subsp. pseudoplantarum να αναστέλλουν

την ανάπτυξη ωχρατοξινογόνων μυκήτων των γενών Aspergillus και

Penicillium (Suzuki et al., 1991, Mayra-Makinen et al., 1994, Gourama &

Bullerman, 1995, 1997, Florianowicz, 2001). Όμως καμία από τις μικτές

καλλιέργειες βακτηρίων που χρησιμοποιήθηκαν στη παρούσα μελέτη δεν

έδειξαν να μειώνουν την ανάπτυξη του Aspergillus carbonarius και συνεπώς

την ικανότητα παραγωγής ΩΤΑ. Οι διαφορές στα αποτελέσματα των μελετών

ίσως οφείλονται στη παραλλακτικότητα των στελεχών, στο θρεπτικό

ανταγωνισμό και στο pH. Δεδομένου ότι το Synthetic Grape Medium είναι ένα

υπόστρωμα πλούσιο σε θρεπτικά συστατικά και με βάση τα αποτελέσματα

της παρούσας μελέτης, η μη μείωση της ανάπτυξης του μύκητα ίσως

οφείλεται στο χαμηλό pH (3,5) του θρεπτικού μέσου λόγω και των

περιορισμένων βακτηριακών αποικιών που σχηματίσθηκαν. Συνεπώς δεν

ενδείκνυται η εφαρμογή των βακτηριακών στελεχών της παρούσας μελέτης σε
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όξινα τρόφιμα, λόγω της ευαισθησίας τους σε χαμηλά pH, όμως κρίνεται

χρήσιμη και απαραίτητη περαιτέρω έρευνα σε υψηλότερα pH και περισσότερα

θρεπτικά μέσα για την εξαγωγή πιο ασφαλών και αξιόπιστων

συμπερασμάτων.

Σε αντίθεση με τα βακτήρια σχεδόν όλες οι μικτές καλλιέργειες ζυμών

είχαν την ικανότητα να μειώνουν την ανάπτυξη του A. carbonarius και την

ικανότητα παραγωγής ΩΤΑ. Σε πολλές μελέτες έχει αναφερθεί ότι η μείωση

της ανάπτυξης του μύκητα από τις ζύμες οφείλεται στον ανταγωνισμό για

βασικούς περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως τα θρεπτικά στοιχεία και ο

ελεύθερος χώρος ή στην προσκόλληση των κυττάρων των ζυμών στο μυκήλιο

του μύκητα, ενώ ο ανταγωνισμός αυτός έχει καθοριστική επίδραση στο

δευτερογενή μεταβολισμό των μυκήτων με αποτέλεσμα τη μείωση της

ικανότητας παραγωγής της τοξίνης (Luchese and Harrigan, 1993, Spadaro et

al., 2002, 2004).

Η ικανότητα του μύκητα να παράγει ΩΤΑ επηρεάστηκε από την

ενεργότητα νερού (aw) και το μέγεθος του πληθυσμού του μύκητα που

χρησιμοποιήθηκαν. Σε διάφορες μελέτες οι άριστες συνθήκες παραγωγής

ΩΤΑ από τον A. carbonarius αναφέρονται σε aw 0,95 (Mitchell et al., 2004,

Belli et al., 2004, Esteban et al., 2006, Leong et al., 2006d), το οποίο

συμφωνεί και με τη μεγαλύτερη ανάπτυξη (Εικόνα 8.1.2) που παρατηρήθηκε

σε αυτή την aw με αποτέλεσμα και τη μεγαλύτερη παραγωγή τοξίνης

ανεξαρτήτως εμβολίου μύκητα (Γραφήματα 8.1.4). Επομένως η μεγαλύτερη

μείωση της ανάπτυξης του μύκητα (εμβολιασμένου με μικτές καλλιέργειες

ζυμών) που παρατηρήθηκε σε aw 0,95 (78-93%), είχε ως αποτέλεσμα και τη

μεγαλύτερη μείωση στην ικανότητα παραγωγής ΩΤΑ από το μύκητα,

ανεξαρτήτως ομάδων ζυμών και αρχικού μεγέθους εμβολίου ομάδων ζυμών

και μύκητα. Επιπλέον η μεγαλύτερη παραγωγή τοξίνης που ανιχνεύτηκε στο

χαμηλό εμβόλιο μύκητα (102) σε σύγκριση με αυτή που ανιχνεύτηκε στο

υψηλότερο εμβόλιο μύκητα (105) (Γραφήματα 8.1.3) σε κάθε aw, πιθανότατα

οφείλεται στο λιγότερο stress ανταγωνισμού που δέχονταν τα λιγότερα

σπόρια του μύκητα (102), τα οποία είχαν περισσότερο ελεύθερο χώρο να

αναπτυχθούν και να πολλαπλασιαστούν αλλά και περισσότερα θρεπτικά

στοιχεία για να τραφούν, με αποτέλεσμα να παράγουν κατά το δευτερογενή

μεταβολισμό και περισσότερη ωχρατοξίνη.
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Το είδος της ομάδας ζυμών επηρέασε σημαντικά την ανάπτυξη του

μύκητα και την παραγωγή ΩΤΑ. Κάθε μικτή καλλιέργεια ζυμών έδειξε

διαφορετικό βαθμό μείωσης της ανάπτυξης του A. carbonarius (Γραφήματα

8.1.1). Στη παρούσα μελέτη η ομάδα ζυμών ΥΜ2 (Metschnikowia

pulcherrima, Hanseniaspora uvarum, Issatchekia terricola και

Zygosaccharomyces bailii) και η 16ΥΜ (μικτή καλλιέργεια όλων των ζυμών)

όχι μόνο δεν συντέλεσαν στη μείωση της ανάπτυξης του μύκητα αλλά

ανέστειλαν και την ικανότητα του να παράγει τοξίνη σχεδόν σε κάθε aw και

συνδυασμό εμβολίου ζυμών και μύκητα (Γραφήματα 8.1.5). Αυτό πιθανόν να

οφείλεται στη μεγαλύτερη ανταγωνιστική συμπεριφορά για θρεπτικά

συστατικά και ελεύθερο χώρο που παρουσιάζουν κάποια στελέχη ζυμών, με

αποτέλεσμα τη μείωση του δευτερογενή μεταβολισμού του μύκητα και

συνεπώς και τη παραγωγή τοξίνης. Επίσης σε μελέτες που έχουν γίνει, έχει

καταγραφεί η ικανότητα κάποιων ζυμών της παρούσας μελέτης να

αναστέλλουν την ανάπτυξη ωχρατοξινογόνων μυκήτων, είτε ως μεμονωμένων

όπως Metschnikowia pulcherrima, Issatchenkia orientalis, και I. terricola

ενάντια στην ανάπτυξη του A. carbonarius είτε ως μικτών καλλιεργειών όπως

Pichia anomala, P. kluyveri και Hanseniaspora uvarum ενάντια στην ανάπτυξη

του Aspergillus ochraceus (Bleve et al., 2006, Masoud et al., 2006). Η

ανταγωνιστική ζύμη Pichia anomala, έχει δείξει να μειώνει in vitro την

ανάπτυξη του Penicillium roquefortii και του Aspergillus candidus (Peterson

and Schnurer, 1995).

Οι διαφορές στις παραχθείσες συγκεντρώσεις ΩΤΑ (κατά 7-8ppb) σε

ορισμένες ομαδες ζυμών (ΥΜ3 και ΥΜ4) σε σύγκριση με αυτές  του μάρτυρα

(χωρίς παρουσία ζυμών), και συγκεκριμένα στο χαμηλό μέγεθος εμβολίου

ζυμών (102 cfu/mL) και σε aw 0,92, παρότι η ανάπτυξη του μυκηλίου του

μάρτυρα ήταν μεγαλύτερη (Γραφήματα 8.1.5), δεν ήταν σημαντικές και

βρίσκονται στα όρια του πειραματικού σφάλματος.

Επιπλέον το υψηλό μέγεθος εμβολίου ζυμών (105 cfu/mL) έδειξε

μεγαλύτερη μείωση της ανάπτυξης του A. carbonarius (78-93%), ενώ η

παραγωγή ΩΤΑ ήταν κάτω από το όριο ανίχνευσης σε σύγκριση με το χαμηλό

μέγεθος εμβολίου (102 cfu/mL) όπου η μείωση ήταν μικρότερη και τα επίπεδα

ΩΤΑ ήταν μεταξύ 8-27ppb (Γραφήματα 8.1.5). Επιπλέον οι παραχθείσες

συγκεντρώσεις ΩΤΑ που ανιχνεύτηκαν μετά το πέρας 5 ημερών επώασης
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μύκητα και ζυμών ήταν πολύ μικρότερες από αυτές που ανιχνεύτηκαν στο

μάρτυρα (χωρίς παρουσία ζυμών) (27ppb<873ppb), ανεξαρτήτως aw και

αρχικού μεγέθους εμβολίου ομάδων ζυμών και μύκητα. Επομένως η πιθανή

ύπαρξη μικρού εμβολίου ζυμών είναι ικανή να επιτύχει μείωση της ανάπτυξης

του μύκητα και της ικανότητας παραγωγής τοξίνης. Ωστόσο όμως κρίνεται

απαραίτητη, η περαιτέρω διερεύνηση του μηχανισμού μείωσης της ικανότητας

παραγωγής τοξίνης από το μύκητα, για την εξαγωγή πιο ασφαλών

συμπερασμάτων.

Η βιολογική αντιμετώπιση με τη χρήση μικτών καλλιεργειών ζυμών

μπορεί να αποτελέσει μια αξιόπιστη μέθοδο μείωσης της ανάπτυξης του A.

carbonarius και της ικανότητας παραγωγής ΩΤΑ κυρίως σε προϊόντα με

χαμηλό pH και aw 0,92-0,98 όπως χυμοί, μούστοι και κρασιά.

9.2 In vitro και in situ μείωση της ΩΤΑ από ζύμες και βακτήρια
τεχνολογικής μικροχλωρίδας

Όλες οι μικτές καλλιέργειες βακτηρίων έδειξαν εξαιρετικά χαμηλές

ικανότητες μείωσης της ΩΤΑ (2-25%) σε όλους τους διαφορετικούς

συνδυασμούς pH και αρχικής συγκέντρωσης ΩTA (Γραφήματα 8.2.3). Σε

παρόμοιες μελέτες οι Del Prete et al., (2007) κατέγραψαν σχεδόν τα ίδια

ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ (8-28%), μελετώντας την ικανότητα 15

οινολογικών γαλακτικών βακτηρίων να μειώνουν την ΩΤΑ, σε αντίθεση με

τους Mateo et al., (2010) οι οποίοι κατέγραψαν ποσοστά μείωσης 50-70%

από 10 οινολογικά στελέχη του Oenococcus oeni εμβολιασμένα σε MLO

υπόστρωμα και τους Fuchs et al., (2008) οι οποίοι κατέγραψαν ποσοστά

μείωσης >98% από το Lactobacillus acidophilus εμβολιασμένου σε MRS

Broth μετά από επώαση στους 37 oC για 4 ώρες. Οι διαφορές στα ποσοστά

μείωσης της ΩΤΑ πιθανόν να οφείλονται στη ποικιλομορφία των βακτηριακών

στελεχών καθώς και στην αρχική τους προέλευση.

Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης έδειξαν ότι η αρχική

συγκέντρωση ΩΤΑ δεν επηρεάζει την ικανότητα των βακτηρίων να μειώνουν

την ΩΤΑ, ανεξαρτήτως pH και ομάδας βακτηρίων, σε αντίθεση με άλλες

μελέτες οι οποίες έχουν καταγράψει τα υψηλότερα ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ
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όταν είχε χρησιμοποιηθεί μικρή συγκέντρωση ΩΤΑ (Fuchs et al., 2008, Mateo

et al, 2010). Επιπλέον στο pH 3.0 καμία από τις μικτές καλλιέργειες

βακτηρίων δεν αναπτύχθηκε και συνεπώς καμία μείωση της τοξίνης δεν

καταγράφηκε (Γραφήματα 8.2.3), πιθανόν λόγω της ευαισθησίας των

βακτηρίων σε πολύ χαμηλά pH. Η χρησιμοποίηση υψηλού μεγέθους εμβολίου

βακτηρίων (107cfu/mL) έδωσε μεγαλύτερη μείωση της τοξίνης σε σύγκριση με

τη χαμηλή συγκέντρωση εμβολίου (103cfu/mL) (Γραφήματα 8.2.5), σύμφωνα

και με τα αποτελέσματα της μελέτης των Fuchs et al., (2008). Με βάση τα

παραπάνω και με σκοπό την επίτευξη μεγαλύτερης μείωσης της ΩΤΑ,

συνίσταται οι μικτές καλλιέργειες βακτηρίων να εφαρμόζονται σε συνδυασμό

και με άλλες με άλλες μεθόδους μείωσης της τοξίνης (φυσικές, χημικές).

Σε αντίθεση με τα βακτήρια, όλες οι μικτές καλλιέργειες ζυμών έδειξαν

να μειώνουν την ΩΤΑ σε ποσοστό πάνω από 68% (Γραφήματα 8.2.2). Σε

παρόμοιες μελέτες οι Cecchini et al., (2006), κατέγραψαν κατά τη διάρκεια

ζύμωσης του κρασιού ποσοστά μείωσης ΩΤΑ πάνω από 70%. Η ικανότητα

των ζυμών να μειώνουν την ΩΤΑ επηρεάστηκε από διάφορους παράγοντες,

όπως το pH, την αρχική συγκέντρωση της ΩΤΑ, το είδος της ομάδας ζυμών

και τη μεταξύ τους αλληλεπίδραση. Συγκεκριμένα, με την μείωση του pH του

υποστρώματος αυξάνονταν η ικανότητα μείωσης της ΩΤΑ, ενώ στο pH 3

παρατηρήθηκαν τα μεγαλύτερα ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ σχεδόν από όλες

τις μικτές καλλιέργειες ζυμών (Γραφήματα 8.2.2). Στο pH 3 οι ομάδες ζυμών

YM1, YM4 και 16YM έδειξαν in vitro τη μεγαλύτερες μειώσεις ΩΤΑ (44-65%)

(Γραφήματα 8.2.2). Κάποια από τα είδη ζυμών της παρούσας μελέτης όπως

Zygosaccharomyces bailii, Kluyveromyces dobzhankii, Kazachstania

hellenica, εξετάσθηκαν για πρώτη φορά για την ικανότητά τους να μειώνουν

την ΩΤΑ και συγκεκριμένα ως μικτές καλλιέργειες, σε αντίθεση με άλλα είδη

ζυμών όπως S. cerevisiae τα οποία έχουν μελετηθεί εκτενώς για τη ικανότητά

τους να μειώνουν αφλατοξίνες, ΩΤΑ και ζεαραλενόνη (Santin et al., 2003,

Yiannikouris et al., 2003). Με βάση τα παραπάνω γίνεται κατανοητό ότι η

χρήση μικτών καλλιεργειών ζυμών μπορεί να αποτελέσει μια αξιόπιστη

μέθοδος μείωσης της ΩΤΑ σε προϊόντα με ένα ευρύ φάσμα pH (3-6,5).

Ωστόσο όμως απαιτείται ακόμη περισσότερη έρευνα, με σκοπό να μελετηθεί

και να διευκρινιστεί η επίδραση πιο πολλών παραγόντων όπως θερμοκρασίας

και aw στη μείωση της ΩΤΑ.
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Στη περίπτωση των τροφίμων τα ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ ήταν

μικρότερα σε σύγκριση με αυτά που παρατηρήθηκαν στα υγρά θρεπτικά

υποστρώματα (in vitro) στις ίδιες συνθήκες pH, αρχικής συγκέντρωσης ΩΤΑ

και αρχικού μεγέθους εμβολίου. Οι διαφορές αυτές πιθανόν να οφείλονται στη

επίδραση των διαφόρων ιδιοτήτων των τροφίμων όπως της aw, της

μικροδομής, των θρεπτικών συστατικών, οι οποίες δεν λαμβάνονται υπόψιν

σε in vitro χημικές αναλύσεις. Σε παρόμοιες μελέτες οι Bejaoui et al., (2004)

έδειξαν ότι μεμονωμένα στελέχη των ειδών S. bayanus και S. cerevisiae ήταν

ικανά να μειώσουν την ΩΤΑ και σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα (in vitro) και σε

σταφυλοχυμό (in situ). Επίσης, και τα ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ στο χυμό

ήταν πολύ μικρότερα σε σύγκριση με το υγρό τεχνητό υπόστρωμα. Στα

δείγματα των μαρτύρων του κρασιού και της μπύρας δεν παρατηρήθηκε καμία

μείωση της τοξίνης, σε αντίθεση με του σταφυλοχυμού, όπου παρατηρήθηκαν

σημαντικά ποσοστά μείωσης της τοξίνης (>21%), πιθανών οφειλόμενα στη

δράση της ενδογενούς μικροχλωρίδας, η οποία έχει την ικανότητα μείωσης

της ΩΤΑ. Και στα 3 τρόφιμα οι ζύμες (16ΥΜ) έδειξαν καλύτερα ποσοστά

μείωσης της ΩΤΑ σε σύγκριση με τα βακτήρια (29ΒΜ) (2-8%) (Γραφήματα

8.3.2), όπως ακριβώς και στη περίπτωση των υγρών θρεπτικών

υποστρωμάτων (in vitro). Η υψηλότερη μείωση της τοξίνης παρατηρήθηκε στο

χυμό σταφυλιού (32%), ακολούθως στο κόκκινο κρασί (22%) και τέλος στη

μπύρα (12%) (Γραφήματα 8.3.2). Τα διαφορετικά ποσοστά μείωσης της ΩΤΑ

στα τρόφιμα ίσως οφείλονται στη χαμηλή τιμή του pH του σταφυλοχυμού και

του κρασιού (3,3-3,6) σε σύγκριση με το pH της μπύρας (4,4),καθώς και στη

ύπαρξη ενδογενούς μικροχλωρίδας στο σταφυλοχυμό. Αν και η επίδραση της

ενδογενούς χλωρίδας μπορεί να εξαλειφθεί με τη αποστείρωση των

τροφίμων, ωστόσο αυτή η προσέγγιση δεν αντικατοπτρίζει τις πραγματικές

συνθήκες που υπάρχουν στα τρόφιμα. Τα παραπάνω αποτελέσματα είναι

χρήσιμα για την περαιτέρω διερεύνηση και ανάπτυξη μεθόδων μείωσης της

ΩΤΑ στα τελικά προϊόντα.

Διάφορες θεωρίες έχουν διατυπωθεί σχετικά με τη μείωση της ΩΤΑ,

όταν καλλιεργούνται μαζί τοξινογόνοι μύκητες και διάφοροι ωφέλιμοι

μικροοργανισμοί, όπως απορρόφηση της τοξίνης στη κυτταρική μεμβράνη ή

αποδόμηση της σε λιγότερες τοξικές ενώσεις (ωχρατοξίνη α), αν και δεν

υπάρχει σαφής εξήγηση για το μηχανισμό μείωσης της ΩΤΑ. Στη παρούσα
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μελέτη η χρήση στηλών ανοσοσσυγγένειας πριν τη τελική ανάλυση της ΩΤΑ

στην HPLC, δεν επέτρεψε την εξαγωγή ασφαλούς συμπεράσματος για το

μηχανισμό μείωσης της τοξίνης, επειδή οι συγκεκριμένες στήλες είναι

εξειδικευμένες μόνο για καθαρισμό ΩΤΑ, με αποτέλεσμα να μην υπάρχει η

δυνατότητα ανίχνευσης άλλων προϊόντων αποδόμησης. Παρ’όλα αυτά όμως

διάφορες μελέτες αναφέρουν, ότι το ένζυμο καρβοξυπεπτιδάση Α το οποίο

υπάρχει σε βακτήρια των γενών Streptococcus, Lactobacillus και Bacillus και

σε μη τοξινογόνα στελέχη A. niger είναι ικανό να συντελέσει στην αποδόμηση

της τοξίνης (Fuchs et al., 2008, Péteri et al., 2007, Varga et al., 2005). Άλλες

μελέτες έχουν καταγράψει ότι η ενζυμική αποδόμηση της ΩΤΑ μπορεί να

επιτευχθεί και από λιπάσες ή μεταλλοένζυμα (Abrunhosa et al., 2007, Stander

et al., 2000). Κάποιοι επίσης ερευνητές έχουν καταγράψει την ικανότητα των

μικροοργανισμών να δεσμεύουν ισχυρά την τοξίνη στο εξωτερικό ή και ακόμα

στο εσωτερικό μέρος του κυτταρικού τους τοιχώματος (Meca et al., 2009,

Ringot et al., 2005). Συγκεκριμένα διάφορες ενώσεις όπως πρωτεΐνες, λιπίδια

και πολυσακχαρίτες είναι ικανές να σχηματίζουν εύκολες και προσιτές θέσεις

προσρόφησης (Huwig et al., 2001, Santos et al., 2000). Στις ζύμες οι

μαννοπρωτεΐνες παίζουν σημαντικό ρόλο στη προσρόφηση της ΩΤΑ,

ελέγχοντας τη δημιουργία πόρων στο κυτταρικό τοίχωμα όταν βρίσκονται στο

εξωτερικό στρώμα (De Nobel et al., 1990, Nunez et al., 2008). Επιπλέον στη

περίπτωση των γαλακτικών βακτηρίων οι Piotrowska and Zakowska (2005)

αναφέρουν ότι η μείωση της ΩΤΑ οφείλεται σε ένα μηχανισμό δέσμευσης της

τοξίνης από τη βιομάζα των κυττάρων. Με βάση τις παραπάνω μελέτες και

λαμβάνοντας υπόψιν τις δυσκολίες που προκύπτουν από τη χρήση στηλών

ανοσσοσυγγένειας, κρίνεται αναγκαία περαιτέρω έρευνα για καλύτερη

διευκρίνιση όλων των μηχανισμών που συσχετίζονται με τη μείωση της

τοξίνης.  Η διευκρίνιση αυτή μπορεί να αποτελέσει την επιστημονική βάση για

ανάπτυξη μοριακής προσέγγισης όσον αφορά τη μείωση της ΩΤΑ.

Συμπερασματικά τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης έδειξαν ότι

οι ζύμες σε αντίθεση με τα βακτήρια παρουσιάζουν υψηλότερα ποσοστά

μείωσης της ανάπτυξης του Aspergillus carbonarius και μείωσης της ΩΤΑ σε

στερεό υπόστρωμα, σε υγρά θρεπτικά υποστρώματα και σε τρόφιμα όπως

χυμό σταφυλιού, κρασιού και μπύρας. Επιπλέον κατά την εφαρμογή

διαφόρων μεθόδων μείωσης της ΩΤΑ θα πρέπει να εξετάζονται και να
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λαμβάνονται υπόψιν οι παράγοντες όπως η aw, το pH, η αρχική συγκέντρωση

ΩTA και το μέγεθος του αρχικού εμβολίου, καθώς τα αποτελέσματα έδειξαν

ότι οι συγκεκριμένοι παράγοντες επηρεάζουν σημαντικά την καταστολή της

ανάπτυξης του μύκητα και τη μείωση παραγωγής της ΩΤΑ. Επίσης πολύ

σημαντική είναι η διερεύνηση και η διευκρίνιση όλων των μηχανισμών που

εμπλέκονται στην ανταγωνιστική δράση των ζυμών ενάντια στην ανάπτυξη

του Α. carbonarius και τη μείωση της ΩΤΑ. Η γνώση αυτών των μηχανισμών

αποτελεί ένα χρήσιμο και αξιόπιστο εργαλείο για τον έλεγχο όλων εκείνων των

κινδύνων που ευνοούν την παρουσία του A. carbonarius και τη παραγωγή

ΩΤΑ, με τελικό σκοπό τη διασφάλιση της ασφάλειας των τροφίμων και την

υγεία του καταναλωτή.
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