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Sazetak

Kvasci su cesti zagadivaci mlijecnih pro-
izvoda, medutim, koriste se i kao starter
kulture za poboljSavanje svojstava finalnog
proizvoda. Njihova prisutnost u pove¢anom
broju moze prouzrociti nepozeljne promjene
mlije¢nih proizvoda, kao $to su neugodan
miris, okus i izgled. Klasi¢na identifikacija
kvasaca na temelju morfoloskih i biokemij-
skih svojstava spora je i nepouzdana. Cilj
rada bio je identificirati kvasce iz 30 uzoraka
mlijeka i svjezeg sira te ustvrditi pripadaju
li izolirani kvasci u pozeljne ili nepozeljne
vrste, odnosno predstavljaju li potencijalni
rizik po zdravlje ljudi. Izolirani kvasci identi-
ficirani su sekvenciranjem D1/D2 regije gena
28 S rRNK. Dobivenim sekvencama ustvrde-
no je da izolirani kvasci pripadaju vrstama:
Kluyveromyces marxianus, Candida tropicalis,

Uvod

Kvasci i gljivice su sveprisutni u
prirodi te ih se vrlo ¢esto moZe pronadi
u razli¢itim namirnicama kao Sto su

Trichosporon coremiiforme, Rhodotorula mucila-
ginosa, Trichosporon ovoides, Pichia kudriavze-
vii, Issatchenkia orientalis, koje se smatraju
kvascima zagadenja te Debaryomyces hansenii
vrsti koja se moze koristiti i kao starter kultu-
ra. S obzirom da kvasci nisu termorezisten-
tni mikroorganizmi, trebali bi biti uklonjeni
tijekom pasterizacije, no u tradicionalnom
nacinu proizvodnje sira mlijeko se termicki
ne obraduje, stoga je povecan rizik od pojav-
nosti kvasaca u finalnom proizvodu. Izolira-
ne se vrste vrlo Cesto nalaze i u okolisu i/ili
na ljudima, odnosno Zzivotinjama. Stoga se
namece zakljucak kako se glavnina kontami-
nacije kvascima dogada kao posljedica nea-
dekvatne higijenske prakse.

Kljucéne rijeci: svjeze mlijeko, svjezi sir,
kvasci, molekularna identifikacija

Zitarice, povrée, voce, meso i mlijeko. S
obzirom na raznolikost njihovih izvorista,
kvarenje hrane gljivicama i kvascima
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dovodi do ozbiljnih ekonomskih
gubitaka za proizvodace hrane te se
progjenjuje kako danas izmedu 5 %110 %
svjetske proizvodnje hrane propadne
zbog kontaminacije gljivicama. Povijesno
se dugo vremena, osim $to su mijenjali
svojstva hrane, nisu smatrali osobito
opasnima po ljudsko zdravlje. Tek
su se posljednjih nekoliko desetljeca
mikotoksini koje produciraju odredene
vrste gljivica poceli sustavno pratiti i
smatrati prijetnjom po zdravlje Zivotinja
i ljudi (Filtenborg, i sur., 1996. Pitt i
Hocking, 2009., Garnier i sur., 2017.).

Mlijeko i mlijecni proizvodi predstav-
ljaju jednu od temeljnih namirnica za sve
dobne skupine ljudi. Biokemijski je mli-
jeko sastavljeno od bjelancevina, masti
i Secera Sto ga ¢ini iznimno hranjivim, a
dodatne tvari u vidu vitamina i minerala
koje takoder pronalazimo u njemu, ima-
ju znatan utjecaj na rast i razvoj ljudskih
kostiju i zuba (Prentice, 2014.). Osim na-
vedenog, redovita konzumacija mlijeka i
mlije¢nih proizvoda pozitivno djeluje na
razvoj miSi¢ne mase, prevenciju kardio-
vaskularnih bolesti i raka debelog crije-
va (Kubicova i sur., 2019.). Iako su zbog
svog sastava mlijeko i mlije¢ni proizvodi
preporuceni dio svakog idealnog obroka,
iz istog razloga spadaju u lako kvarljive
namirnice pa stoga c¢ak i danas u Europ-
skoj uniji predstavljaju jedan od glavnih
izvora bolesti prenoSenih hranom (EFSA
i ECDC, 2018.). Vazno je ipak istaknuti
kako su fermentirani mlije¢ni proizvodi
opcenito manje osjetljivi na gljivi¢cno kva-
renje, od primjerice voca ili povréa. Ra-
zlozi tome su svakako proizvodnja i skla-
distenje u hladnom lancu, ali i ¢injenica
kako se u pravilu proizvode od termicki
obradenog mlijeka. Nadalje, postupkom
fermentacije dolazi do razvoja konku-
rentskih mikroorganizama i posljedi¢nog
snizavanja pH Sto nepovoljno utjece na
rast i razvoj kvasaca i gljivica.

Unato¢ navedenom, znatan broj vrsta
gljiivica i kvasaca moZe prezivjeti i rasti u
mlije¢nim proizvodima. Primarni nacini

zagadenja nepoZeljnim sojevima kvasaca
su losa higijena muznje te neadekvatni
na¢ini u procesu proizvodnje i/ili
pohrane fermentiranih proizvoda bilo
kada u proizvodnom lancu - od farme
do zavrsnog proizvoda. Tada takvi,
nepozeljni kvasci u povecanom broju
mogu prouzrociti promjene u kemijskom
sastavu proizvoda koje se reflektiraju i
na njegova senzorna svojstva. NajceScée
promjene koje moZemo primijetiti
kod zagadenja nepozeljnim kvascima
su promjene u boji, okusu, mirisu i
konzistenciji mlije¢nih proizvoda, a i
u fizickim promjenama na ambalaZi u
vidu napuhavanja ambalaznog pakiranja
(Jakobsen i Narvhus, 1996., Lopadic i
sur., 2006.). Ovaj zapanjujuc¢i kapacitet
prilagodbe  kvasaca u izazovnim
uvjetima rasta moze se objasniti
njihovom sposobnoscu da koriste brojne
supstrate, ukljucujuéi ugljikohidrate,
organske kiseline, proteine i lipide koji
su prisutni u mlijeku i proizvodima
od mlijeka. StoviSe, gljivice i kvasci
koje pronalazimo kao kontaminante
u mlije¢nim proizvodima cesto su su
acidotolerantne, kserotolerantne  i/ili
psihrotolerantne pa c¢ak do odredene
razine mogu tolerirati i kemijske
konzervanse koji se ponekad dodaju kako
bi produljili rok trajanja proizvoda. (Huis
in’t Veld, 1996., Desmasures, 2014., Prado
isur., 2015.) Zbog istih se svojstava kvasci
cesto upotrebljavaju i kao starter kulture
u proizvodnji fermentiranih mlijecnih
proizvoda. Kao sastavnice starter kultura,
a u kombinaciji s bakterijama, utjecu
na bio-sintezu poZzeljnih aromati¢nih
komponenti i pridonose senzornim
kvalitetama raznih mlijecnih napitaka i
sireva (Lopadic i sur., 2006.).

Kako bismo bili u moguénosti kontro-
lirati izvore kontaminacije mlije¢nih pro-
izvoda kvascima, potrebno ih je identifi-
cirati brzo i pouzdano. Nazalost, klasi¢na
identifikacija kvasaca na temelju morfo-
loskih i biokemijskih svojstava pokazala
se sporom, teSkom i nepouzdanom pa je
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stoga potrebno raditi na razvoju novih,
modernih i pouzdanih metoda za izola-
ciju i identifikaciju kvasaca iz fermentira-
nih mlijecnih proizvoda. Cilj ovog rada
bio je sekvenciranjem regije 285 rRNK
gena identificirati kvasce u nasumicno
odabranih 30 uzoraka mlijeka i svjezeg
sira te detektirati potencijalne izvore one-
ciscenja.

Materijali i metode

Tijekom 2018. godine uzorkovano je
15 uzoraka svjezeg kravljeg mlijeka i 15
uzoraka svjezeg kravljeg sira prikuplje-
nih s podrudja Koprivnicko-krizevacke
Zupanije te analizirano na prisustvo kva-
saca koriste¢i ISO/FDIS 21527-1 metodu.
Uzorci svjezeg sira homogenizirani su
(10 g sira + 90 mL puferirane peptonske
vode (PPV) te slijedno deseterostruko ra-
zrijedeni s PPV-om. Uzorci mlijeka su ho-
mogenizirani i deseterostruko razrijedeni
PPV-om. Tako pripremljeni uzorci nacije-
plieni su u volumenu od 0,1 mL (u du-
plikatu) na ploce Dichloran Rose Bengal
Chloranphenicol Agara (DRBC) te inku-
birani na 25+1 °C kroz 5 dana. Porast kva-
saca ocitavao se treci i peti dan. Nakon
inicijalnog, primarnog porasta pojedinac-
nih kolonija kvasaca, morfoloski razlicite
kolonije precijepljene su na Malt Extract
Agar (MEA) kao bi se dobile njihove ¢iste
kulture. Nakon inkubacije na MEA od 3
danana 25+1 °C iz svake je kultura kvasa-
ca izolirana DNK (komercijalnim kitom
NucleoSpinMicrobial DNK, Macherey-
Nagel, Diiren, Njemacka) prema uputa-
ma proizvodaca. Lancanom reakcijom
polimerazom (PCR) umnoZzena je D1/D2
regija 28S rRNK gena pocetnicama N1 (5’
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG
3)iN2 (5 GGTCCGTGTTTCAAGACGG
3).

PCR mjeSavina volumena 25 pL sa-
drzavala je: 12.5 uL 2x PCR buffer (Hot-
StarTaq Plus MasterMix Kit, Qiagen, Ger-
many), 2,5 pL 10 x Coral Load, 0,4 uM
of svake pocetnice, vode za molekularne

reakcije i 1 pL izolirane DNK. PCR reak-
cija se odvijala prema temeperaturnom
protokolu - pocetna denaturacija na 95
°C kroz 5 min, nakon koje je slijedilo 40
ciklusa: 94 °C kroz 30 s, 56 °C kroz 30 s,
72 °C kroz 60 s te zavrsno produljenje
na 72 °C kroz 10 min. Dobiveni produk-
ti provjereni su elektroforezom na 1,5 %
agaroza gelu i vizualizirani UV transi-
luminatorom. PCR produkti adekvatne
veli¢ine prije slanja na sekvenciranje u
Macrogen Inc. (Amsterdam, Nizozem-
ska) procis¢eni su ExoSAP-IT PCR clean
up reagensom (Affymetrix, California,
SAD). Dobivene sekvence uredene su
LasergeneSeqManPro DNASTAR 13
(Madison, Wisconsin, SAD) rac¢unalnim
programom, a dobivene sekvence uspo-
redene su sa sekvencama u GeneBank ko-
riste¢i BLAST algoritme (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Rezultati

U prezentiranom istrazivanju iz
uzoraka mlijeka i svjeZeg kravljeg sira
izoliranojeiidentificirano sekvenciranjem

Tabela 1. Izolirane i identificirane vrste kvasaca
iz svjezeg mlijeka i sira

mlijeko sir

Candida alimentaria +
Candida curvata +
Candida lusitaniae +
Candida tropicalis +
Debaryomyces . .
hansenii

Kluyveromyces . .
marxianus

Pichia kudriavzevii + +
Rhodontorula . .
mucilaginosa

Trichosporon aquatile +
Trichosporon asahii +
Trichosporon .
coremiiforme

Trichosporon ovoides +
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D1/D2 regije gena 28 S rRNK 12 vrsta
kvasaca. Po cetiri vrste kvasaca izolirane
su samo iz svjezeg sira (vecina Candida
spp.), odnosno svjezeg mlijeka (veéina
Trichosporon spp), dok su preostale Cetiri
vrste kvasaca (Debaryomyces hansenii,
Kluyveromyces — marxianus, Rhodotorula
mucilaginosa i Pichia  kudriavzevii)
izolirane iz obje vrste uzoraka (Tabela
1). Sve izolirane i identificirane vrste
kvasaca karakteristicne su za proizvode
i vedina ih se smatra zagadivacima,
dok su Kluyveromyces marxianus, Pichia
kudriavzevii, Debaryomyces hansenii vrste
koje se mogu koristiti i kao sastavnice
nekih starter kultura.

Rasprava

Mlijeko i mlije¢ni proizvodi mogu se
kontaminirati kvascima tijekom cijelog
procesa proizvodnje, stoga ne cudi
raznolikost vrsta koje su izolirane u
ovom istrazivanju. Dobiveni rezultati u
skladu su s dosadasnjim istrazivanjima
koja pokazuju da su kvasci vrste Candida
jedni od najces¢ih vrsta kvasaca koji
kontaminiraju svjeze mlijeko i nezrele
sireve (Lavoie i sur., 2012., Buehler i sur.,
2017.). Nadalje, vazno je uzeti u obzir

Slika 1. Ciste kulture kvasaca izoliranih iz
prikupljenih uzoraka

¢injenicu da su kvasci vrste Candida
Siroko rasprostranjeni u okolisu, zraku
i Cest su uzro¢nik mastitisa (dos Santos
i Marin, 2005., Torkar i Vengust, 2008.).
Tako Garnier i sur. (2017.) navode cak 24
razlic¢ite vrste Kandide kao zagadivace
mlijeka i mlije¢nih proizvoda medu
kojima je i Candida tropicalis, izolirana
iz svjezeg mlijeka. Ostale vrste Candida
spp kvasaca izolirane su iz uzoraka
svijezeg, tradicionalno proizvedenog
sira. Iako se zbog svoje termolabilnosti,
vecina kvasaca iz vrste Candida eliminira
prilikom pasterizacije pa predstavlja
minimalan rizik po ljudsko zdravlje,
tradicionalan naéin proizvodnje svjezeg
sira podrazumijeva fermentaciju mlijeka
bez prethodne pasterizacije Sto pojasnjava
njihovu pojavnost.

Nadalje, izolati kvasaca vrste Trichos-
poron identificirani su u uzorcima svje-
zeg mlijeka, no za razliku od Candide,
Trichosporon vrste vezu se uz razvoj pa-
toloskih stanja, kako zivotinja tako i ljudi.
U goveda infekcije s Thichosporon vrstama
povezane su uz mastitise, a u ljudi najce-
$ce s gastrointestinalnim, respiratornim i
koznim bolestima (Gonzalez i sur. 2001.,
Colombo i sur., 2011.). Stoga izolacija i
identifikacija ovih vrsta kvasaca iz uzo-
raka svjeZeg mlijeka ne iznenaduje, ali
ukazuje na nisku razinu higijene muznje,
bilo da se radi o neadekvatnoj dezinfekci-
ji vimena ili loS§im higijenskim navikama
osoblja. Prisutnost kvasaca vrste Thichos-
poron moze se ukloniti jednostavnim po-
stupcima poput pasterizacije i fermen-
tacije mlijeka koja dovodi do nizeg pH
(Colombo i sur., 2011.) §to je potvrdeno
i u ovom istrazivanju, obzirom da je u
samo jednom uzorku sira pronadena vr-
sta Trichosporon aquatile. U prilog nasim
rezultatima govore i prethodno prove-
dena istrazivanja u kojima je potvrdeno
i prisustvo Trihosporon vrsta u svjeZem
mlijeku, a samo sporadicno u svjezem
siru (Carbo i sur., 2001., Lopadic i sur.,
2006., Lavoie i sur., 2012., Garnier i sur.,
2017.).
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Preostale Cetiri vrste kvasaca otkrivene
u ovom istrazivanju - Debaryomyces
hansenii, Kluyveromyces marxianus, Pichia
kudrivzevii i Rhodotorula mucilaginosa
izolirane su i iz svjeZeg mlijeka i sviezeg
sira. Alvarez-Martin i sur. (2007.) i
Garnier i sur. (2017.) navode da je rod
Rhodotorula najéeSce izolirana kvasnica s
nezrelih sireva i mlijeka. Prerastanje ovog
roda po povrsini sireva karakteristican
je po svojoj ruzicastoj boji (Daly i
sur., 2012.), a vrsta izolirana u ovom
istrazivanju — R. mucilaginosa poznati je
uzrocnik infekcija i imunodeficijentnih
zivotinja i ljudi (Wirth i Goldani, 2012.)
te moZe predstavljati javnozdravstveni
problem. Pichia vrste svojstvene su
sviezem mlijeku i svjezem siru (Lavoie i
sur., 2012., Buehler i sur., 2017.), s time
da P. kudriavzevii, koja je izolirana i u
ovom istrazivanju, prezivljava procese
fermentacije u tradicionalnoj proizvodnji
sira i moze utjecati na sam proces zrenja
(Lavoieisur.,2012.). D. hanseniije najcesce
izolirana vrsta kvasaca iz mlijeka i svjeZeg
sira (Vasdinyei i Deak, 2003., Lavoie i
sur., 2012., Buehler i sur., 2017.), Sto je u
skladu s njezinim sposobnostima rasta u
ekstremnim uvjetima kao $to su: visoke
koncentracije soli, niske temperature i
nizak pH te mogucnost metaboliziranja
mlijecne i limunske kiseline. Osim toga,
D. hansenii izolirana je i s pribora za
obradu mlijeka i sira te ruku radnika u
mljekarama (Buehler i sur., 2017.). Uz sve
navedeno, D. hanseni zbog moguénosti
proteoliticke i lipoliticke razgradnje te
moguceg povoljnog utjecaja na okus
sira ima potencijal kao starter kultura
(Lopadic i sur., 2006., Gori i sur., 2012.).
Kao i D. hansenii, K. marxianus vrsta je
kvasaca koja se ucestalo izolira iz svjezeg
mlijeka i sira (Panelli i sur., 2013.). Obje
navedene vrste otporne su na procese
pasterizacije, stoga je tesko ustvrditi tocno
u kojem trenutku tijekom proizvodnje
dolazi do kontaminacije (Garnier i sur.,
2017.).

Zakljucak

U pretrazenim uzorcima mlijeka i
svjezeg sira izolirano je i identificirano
12 vrsta kvasaca od kojih su vedina u
literaturi prepoznata kao zagadivadi.
Pretpostavljeni izvori kontaminacije
kvascima koji su identificirani ponajprije
su losa higijenska praksa s obzirom
da vec¢ina dokazanih vrsta uobicajeno
raste u okolisu i/ili na ljudima, odnosno
zivotinjama. Takoder, od identificiranih
12 vrsta kvasaca neke predstavljaju
umjeren rizik po zdravlje ljudi i Zivotinja
(Trichisporon spp. i R. mucilaginosa),
neke nizak (Candida spp.), dok ostatak
identificiranih ~ vrsta  kvasaca  ne
predstavljaju javnozdravstveni rizik.
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Yeasts are a common contaminant of
dairy products, but they can also be used as
a starter culture to improve the characteristics
of the final product. Their presence in an
increased number causes undesirable changes
in dairy products, such as an unpleasant
appearance, acrid smell and foul taste. The
classical identification of yeasts based on
morphological and biochemical properties
is slow and unreliable. The aim of this study
was to identify isolated yeasts from 30 dairy
products, and to determine if they belong to
desired or undesirable species. Isolated yeasts
were identified by sequencing the D1/D2
domain of the gene 285 rRNA. The obtained
sequences determined that the isolated yeasts
belong to the species: Kluyveromyces marxianus,
Candida tropicalis, Trichosporon coremiiforme,

Rhodotorula mucilaginosa, Trichosporon ovoides,
Pichia  kudriavzevii, Issatchenkia  orientalis,
which are considered contaminants, and
Debaryomyces hansenii, a species that can be
used as a starter culture. Since yeasts are not
thermoresistant microorganisms, they should
be removed during pasteurization. However,
milk is not heat-treated in traditional cheese-
making production, thus increasing the
risk of yeast in the final product. These
isolated species are very often found in the
environment and/or on humans and animals
therefore, it can be concluded that the majority
of yeast contamination occurs as a result of
inadequate hygiene.

Key words: milk; cottage cheese; dairy; yeasts;
molecular identification
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