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Opisana su kemijska i toksikolofka svojstva aflatoksina koji
se danas smatra jednim od karcinogenih spojeva, a proizvode ga

neke vrste plijesni. Prikazan je $tetan utjecaj aflatoksina na jetru
u akutnoj ekspoziciji, pri_emu nastaju hemoragije i nekroze uz

masnu infiltraciju jetre. Kao kroni¢ni u¢inak mogudéa je ciroza
jetre. Takoder se navode primjeri indukcije karcinogeneze afla-
toksinom, pa se stoga taj metabolit plijesni moze razmatrati kao
jedan od ¢inilaca koji utjeéu na razvitak tumora u organizmu, na-
pose malignih hepatoma.

Godinama je poznato da razliCitie plijesni proizvode sekundarne me-
tabolite (dakle u odredenim uvjetima) koji mogu djelovati na Zive orga-
nizme kao otrovi ili kao tvari koje kode rast i razmnoZavanje.

Toksi¢kom djelovanju plijesni na viSe organizme dugo se nije prida-
vala gotovo nikakva paZnja. Smatralo se da su metaboliti plijesni koris-
ni ili bar netkodljivi (na primjer komisni uéinak penicilina i drugih
antibiotika). Medutim, 1960. g. dogadaji na peradarskim dobrima u
Velikoj Britaniji privukli su paZnju javnosti na taj problem. Te je go-
dine za nekoliko mjeseci uginulo vise od 100000 pacica, purica i fazana
od nepoznate bolesti, koja je nazvana bolest »X« (1). Ispitivanjima je
utvrdeno da je sva uginula perad hranjena, kao dopunskim krmivom,
bragnom od brazilskog kikirikija. Na temelju toga zakljuleno je da je
kikirikijevo bra$no prijenosnik toksi¢ne tvari. Novootkrivena tvar dobila
je naziv aflatoksin, prema Aspergillus flavus, prvobitno izoliranoj plijes-
ni iz kikirikijeva bradna.

Prva su ispitivanja na pokusnim Zivotinjama pokazala da kikirikijevo
bragno, u kome ima plijesni Aspergillus flavus, moze izazvati razvitak
tumora u jetri u pokusnih Zivotinja, kao i pluéne metastaze (2). Veé je
prvim izolacijama utvrdeno da je aflatoksin skup veoma srodnih tvari,
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sastavljenih vjerojatno od 8 komponenata (1), koje se medusobno bitno
razlikuju u bioloskoj aktivnosti prema vi$im organizmima. To je upudi-
valo na mogucée postojanje i ostalih, do tada neodredenih gljivi¢nih
metabolita, koji bi se zbog svoje toksi¢nosti mogli svrstati u mitotoksine.

Dvije godine nakon prvih izvjestaja o izolaciji aflatoksina, Allcroft i
Carnagham (3) otkrili su novu toksiénu tvar u mlijeku krava hranjenih
hranom zagadenom aflatoksinima. Bioloko djelovanje te tvari na po-
kusne pacice bilo je veoma sli¢no djelovanju aflatoksina. Do danas je
otkriven, izoliran i odreden miz tvarni koje sintetiziraju raznovrsne pli-
jesni, a viSe su ili manje toksi¢ne za toplokrvne Zivotinje (1). Toksi¢ne
tvani najceS¢e nose imena prema vrstama gljiva koji ih proizvode, kao
na primjer: okratoksin koji proizvodi plijesan Aspergillus ochraceus,
sterigmatocistin proizvodi Aspergillus versicolor, rubratoksin proizvodi
Penicillum rubrum, a fusarium toksine vrste iz roda Fusarium itd. 4).
U toj velikoj skupini mikotoksina aflatoksini zZauzimaju po otrovnosti
prvo mjesto. Najvi$e ih proizvode plijesni Aspergillus flavus i Aspergil-
lus parasiticus, iz kojih su prvobitno izolirani.

PLIJESNI KOJE PROIZVODE AFLATOKSINE

Plijesni su velika skupina gljiva kojih je tijelo gradeno od gustog su-
stava cjevastih, besklorofilnih i obi¢no bezbojnih stanica. Pojedine se
stanice ispreplicu i grade micelij, koji se rasprostire po povrsini hranji-
vog supstrata kao prasnjava ili paudinska prevlaka.

Vrste iz roda Aspergillus pripadnici su brojne skupine saprofitnih
plijesni koje se najbolje razvijaju na $krobnim tvarima, kao $to je sje-
menje Zitarica ili uljarica, na kruhu, mlje¢nim i fermentiranim proiz-
vodima. Na tim tvanima razvijaju bujni micelij pokriven konidiospora-
ma za razmnozavanje, pomocu kojih se brzo $ire po okolnom supstratu.
Pogoduje im srednja temperatura od 25 do 35°C, ali se mogu razvijati i
pri temperaturama do 10°C. Stalna su opasnost za sjeme Zitarica i ulja-
rica u silosima i spremi$tima gdje je temperatura visa od 10°C, a koli-
¢ina vode u sjemenu veéa od 15%/,. Kontaminirano i pljesnivo sjeme nije
za upotrebu jer se ne moZe preraditi.

Aflatoksine ne proizvode samo vrste Aspergillus flavus i Aspergillus
parasiticus, ve¢ i druge vrste iz rodova Aspergillus, Penicillium i Rhizo-
pus, kao $to je prikazano u tablici 1. Ispitivanje mmnogobrojnih izolata
plijesni iz spomenutih vrsta pokazalo je da samo pojedini sojevi tih vr-
sta (oko 30%) imaju sposobnost sinteze aflatoksina 5, 6).

Za proizvodnju aflatoksina potrebni su nadalje i odredeni vanjski
uvjeti, na primjer optimalna temperatura, pH ili vlaZnost, kao i prisut-
nost odredenih specifi¢nih tvari koje tu proizvodnju pospjesuju. U tab-
lici 2. navedeni su neki od stimulatora i inhibitora sinteze aflatoksina.
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Tablica 1.
Vrste plijesni koje proizvode aflatoksine (1)

Aflatoksini
B, B, G G

Vrsta plijesni

+

. flavus + +

flavus var. columnaris
oryzae

. parasiticus

parasiticus var. globosus
niger

wentii

ruber

. ostianus

. ochraceus
Penicillium puberulum
P. variable

P. frequentans

P. citrinum

Rhizopus sp.

+
+
+
+
+

PrEpEEEEEEP
++
++

fH++++++t A+t
+

Tablica 2.

Neki spojevi odnosno ioni metala i nemetala koji utjeéu na stvaranje
aflatoksina (1)

PospjeSuju Koée
Amonijev sulfat K-nitrat
Glutamat Alanin
Glikokol Pepton
Saharoza Ekstrakt kvasca
Fruktoza Manoza
Glukoza Glicerin
Skrob Sorboza
Manitol Ksiloza
Sorbitol Maltoza
Galaktoza Laktoza
Zn+2 Mo+2
Fet3 Cut2

Mn+2 ‘ B+s
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STRUKTURA I KEMIJSKA SVOJSTVA AFLATOKSINA

Po kemijskoj struktuni aflatoksini su sli¢ni kumarinu, te imaju jake
fluorescencije u UV svjetlosnom podru¢ju. Dobro su topljivi u vodi,
etanolu, metanolu i dimetilsulfoksidu, veoma se dobro otapaju u klo-
roformu, dok su u petroleteru netopljivi (1). Slabo su postojani u vo-
denim otopinama, a osjetljivi su prema vidljivom dijelu svjetlosnog
spektra. Razara ih kromsumporna kiselina, natnijev hipoklornit ili kon-
centrirana natrijeva luzina. Postojanost aflatoksina u vodenim otopina-
ma moZe se povecati dodatkom glicerola u koncentraciji od 30°/,. Pre-
ma Kiermeieru i suradnicima (7) ovakve vodene otopine ostaju stabilne
do 9 sati.

Veé prilikom podetnih nastojanja izolacije toksina pokazalo se da je
aflatoksin &ak i1 nakon djelomi¢nog proc¢iséavanja kompleksna smjesa
koja ostavlja 20 fluorescentnih mrlja na tankoslojnom kromatogramu.
Dvije glavne komponente, od kojih jedna fluorescira plavo (B — prema
»blue«), a druga zeleno (G - prema »green«) kada se izloZe ultraljubi-
Castom svjetlu, sastoje se od po jo§ dviju komponenata, koje se me-
dusobno razlikuju u Rf vrijednosti na tankoslojnom kromatogramu, pa
su prema silaznoj Rf vrijednosti oznaceni kao aflatoksini Bi, Bs, Gy, Ge.

B1 (C17H1206) m. t. 312 Rf 04 - 0,55
B: (C17H1406) m. t. 314 Rf 0,37 - 0,53
Gi (C17H1207) m. t. 328 Rf 0,35 —~ 0,45
G2 (C17H1407) m. t. 330 Rf 0,28 - 0,43

Infracrveni i ultraljubicasti apsorpcijski spektri pokazali su da su sva
Cetini spoja veoma srodne grade. Veé 1963. g. uspjeli su Biichi i surad-
nici (8) utvrditi todnu kemijsku strukturu navedenih aflatoksina pomodu
spektralnih analiza. Ta je struktura i potvrdena putem sinteze niza ku-
marina i usporedivanjem spektralnih svojstava klju¢nog kumarina, tj.
5,7-dimetoksiciklopenten (C) kumarina. Merve i suradnici (9) dokazali su
iste godine da su aflatoksini B; i B. dihidroderivati aflatoksina B; i
Gi. De Iongh i suradnici (10) pokazali su 1964. g. s pomocu tankoslojne
kromatografije na kremickoj kiselini da toksiéna tvar iz mlijeka krava,
u dijem je krmivu bilo aflatoksina, fluorescira plavo-ljubifasto i da ima
Rf vrijednost mnogo nizu od aflatoksina B;. Otkriveno je nadalje da se
u ekstraktu kulture plijesni Aspergillus flavus, uzgojene na kikirikijevoj
sami, nalazi kompomenta didentiéna pronadenom toksinu u mlijeku.
Allcroft i Carnaghan (3) predlozili su za taj toksin trivijalni naziv »afla-
toksin M«, prema njegovu ponijeklu (»milk toxin«). Holzapfel i surad-
nici (1) uspjeli su 1966. g. pomoéu papirne kromatografije razdvojiti
aflatoksin M u dvije komponente, od kojih jedna, oznadena kao M;, flu-
orescira plavo-ljubiasto, a druga oznalena kao M: pokazuje ljubicastu
fluorescenciju i ima ne$to nizu Rf vnijednost. Osim toga, utvrdili su
pomocu spektralnih analiza i kemijskih reakcija da je aflatoksin M;
4-hidroksiaflatoksin Bi, a aflatoksin M: je 4-hidroksiaflatoksin Ba.
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Dutton i Heathcote (12) otkrili su 1966. g. jo§ dva aflatoksina, od kojih
jedan fluorescira plavo, a drugi zeleno (izolirani su iz kulture phjesm
A. flavus) i oznalili su ih kao aflatoksin Bz, i Gs,. Prema Purchaseu i
Steinu (13) aflatoksin Bs, je izomer aflatoksina M: s hidroksilnom sku-

pinom u polozaju 2-(odnosno 2-hidroksiaflatoksin Ms), a aflatoksin Ggz,
je 2-hidroksiaflatoksin Ge.

M; (Ci7H1209) M. t. 328 Rf 0,25 - 0,40
M: (Ci7H1407) M. t. 330 Rf 0,20 — 0,35
Bs, (C17H1109) M. t. 330 Rf - 0,13
Gz, (Ci7H140s) M. t. 346 Rf - 0,10

U najnovije vrijeme iz Aspergillus flavus izolirana su dva neaflatoksi-
na, a naziv im je flavotoksin (14).

oflatoksin B,

E ﬁ aftatoksin B,

aflatoksin G,
OCH,4
EP t aflatoksin G,
0~ ™o OCH,4

SL 1. Strukturne formule aflatoksina B,, B,, G,, G,
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0o 0
OIH E ﬁ aftatoksin M,
0 0 OCH;3
o O
OH aflatoksin M,
OCH,
0 o
affatoksin By,
HO-[O Ic,]:)/g\ocm
0o 0

0
aflatoksinG,
HO 0 0 OCH,

SL 2. Strukturne formule aflatoksina M,, M,, B,,, G,

IZOLACIJA I IDENTIFIKACIJA AFLATOKSINA

Jednostavne i brze metode za otkrivanje prisutnosti aflatoksina u
namirnicama i krmivima prijeko su potrebne da bi se sprije¢ilo mije-
Sanje »&istog« materijala s kontaminiranim (15, 16).

Obi¢no se radi tako da se uzorak namirnice potpuno odmasti petrol-
eterom, pri ¢emu aflatoksini ostaju netopljeni. Aflatoksini se nakon
toga ekstrahiraju najée$ée smjesom otapala kloroform-metanol pri &e-
mu se jo$ masti, preostale u petroleteru, otope u kloroformu. Ekstrakt
se nakon toga upari u rotacijskom vakuum-upariva¢u pri oko 500C,
otopi u petroleter-metanolu i odredi s pomocu tankoslojne kromatogra-
fije na silikagelu (17-19),

Intenzitet fluorescencije aflatoksina, kad se osvijetle UV svjetlom,
omogudio je odredivanje izvanredno malih koli¢ina toksina u namirni-
cama pomocu opisanih fizikalno-kemijskih metoda. Cak se i koli&ine od
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priblizno 10— ,g (0,1 ng) mogu otkriti na tankoslojnom kromatogramu
s pomodu fluorodenzitometra (20, 21).

Nepostojanje specifi¢nosti fluorescencije i Rf vrijednosti kromato-
orafiranih mrlja zahtijeva potvrdu identifikacije. Takva potvrda prisut-
nosti aflatoksina posti¥e se razvijanjem kromatograma s razliCitim su-
stavima otapala i kemijsko-analiti¢kim pokusima.

Najle$ée se upotrebljavaju ovi sustavi otapala (22):

a) kloroform-metanol 93: 7
b) aceton-kloroform 159
¢) benzen-etanol-voda 46:35:19
d) benzen-metanol-octena kiselina 24% 2= 1
e) toluen-etilacetat-mravlja kiselina (90%o) 5: 41 1
f) etilacetat-NH.OH (10°/0) — gornja faza I 1

g) benzen-etilacetat-mravlja kiselina (900/0) 5: 4: 1
h) etilacetat-voda (gormja faza) 1: 4

Za potvrdu kemijskih analiti¢kih postupaka upotrebljava se bioloski
pokus na pile¢im embrionima (23)-

AFLATOKSINI I TOKSICNI HEPATITIS

U neposrednom djelovanju na organizam, aflatoksini izazivaju akutne
aflatoksikoze, koje se odituju u izravnom toksi¢kom ofteéenju jetre (24).
Tulpule (25) naSao je hiperemije i hemoragije u jetri riba, kojima je u
hranu dodavan aflatoksin u koli¢ini vecoj od 1 mg/kg tjelesne tezine, u
toku 5 dana. Akutno djelovanje aflatoksina sastoji se u o$tedenju jetre
razli¢itih Zivotinjskih vrsta (goveda, pilica, purana i drugih), ali isto
tako aflatoksini mogu o$tetiti i bubrege, pluca, gudteracu i druge organe.
Histolodki nalazi u tim slu¢ajevima pokazuju nekrozu stanica i hemo-
ragije.

Otrovnost aflatoksina oznafena je ovim redom: najotrovniji je afla-
toksin Bi, zatim Bs, pa Ge (25). Npr. LDso za aflatoksin B1 za palicde stare
jedan dan iznosi 18 ug, a LDso za iste padiée za aflatoksin Ge iznosi 10
puta toliko (180 ug).

Odnosi pojedinih vrsta aflatoksina u kikirikijevu bradnu jesu: Bi:Be:
Gi:Ge = 40:1:50:1

Toksi&nost aflatoksina za humane stanice in vitro iznosi (25):

LDso za aflatoksin Bs = 1 ppm
LDso za aflatoksin Gi = 5 ppm

LDso za aflatoksin G = 16 ppm
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AFLATOKSINI I MALIGNI HEPATOMI

$to se indukcije karcinogeneze tice, veci broj publikacija (24, 31, 34,
38-44) upozorava na aflatoksin kao na jedan od karcinogenih agensa u
razvitku primarnih karcinoma jetre. Npr. Salmon i suradnici (42) su u
16 od 73 Stakora, koji su bili hranjeni kikirikijevim bra$nom, ustanovili
maligne hepatome. Newberne i suradnici (34) nasli su hepatome u §ta-
kora koji su bili hranjeni kikirikijem, a aflatoksin je u toj hrani bio u
dozi od 3,5 ppm. Na aflaktosin se upozorava kao na primarni ili sekun-
darni faktor u razvoju hepatoma (39). Opisuju se hepatomi u riba, koje
su s hranom pnimale male doze aflatoksina. Wogan i suradnici (43) do-
kazali su u pokusima na $takorima da aflatoksin B; u dozi od 0,4 mg na
kg tjelesne tezine izaziva hepatome nakon razdoblja latencije od 82
tjedna. To potvrduju pokusi Carnaghana i suradnika (44), koji su u 3ta-
kora izazvali primarne karcinome jetre nakon jednokratnog davanja
aflatoksina B: u dozi od 7 mg na kg tjelesne teZine, u gotovo 509/, Zi-
votinja u pokusu. Neki autori (32, 36) smatraju da se mozda karcinogeni
ucinak aflatoksina sastoji u antagonistickom djelovanju prema piri-
doksinu, kako je to veé navedeno (kod ciroze jetre). Slifkin i suradnici
(4) ustanovili su u pokusu na $takorima razvoj hepatocelularnog karci-
noma, hiperplastic¢kih nodula ili obiju promjena zajedno, kada je u hrani
Zivotinja bilo aflatoksina B, (ekspozicija u toku 15 tjedana).

S aspekta istraZivanja malignih hepatoma u ljudi znaéajno je navesti
da je nadena najvisa incidencija malignih hepatoma u stanovnika Afri-
ke, zatim juZne Azije, juzne Indije i Japana (45). Primjera radi treba
navesti da je u Ugandi zastupljenost primarnih karcinoma jetre 100/,
od ukupno svih karcinoma, dok taj postotak u juznoj Africi iznosi 200/,
(45). Incidencija malignih hepatoma u crnaCkog africkog stanovnistva
viSa je nego u crnackog stanovni$tva u SAD (46). Prema Butleru (47)
aflatoksin je najja¢i poznati agens koji izaziva hepatome. U Ugandi (48)
nadena je ispitivanjem u razdoblju od 1963. do 1967. g. korelacija izmedu
ingestije hrane kontaminirane aflatoksinom i incidencije malignih he-
patoma, Sto je prvi dokaz korelacije izmedu karcinogenog utjecaja oko-
line i razvoja hepatoma. Navodi se (27) da je incidencija primarnog kar-
cinoma jetre u Mozambiku, u Bantu crnaca, 500 puta wvisa(!) nego u
SAD, a da je u Hong-Kongu naden karcinom jetre u 30/, autopsija. U
jugozapadnom Tajlandu (49) incidencija primarnih karcinoma jetre bila
je 6/100.000, a u juznom Tajlandu 2,/100.000 stanovnika. U Tajlandu (50)
primarni je karcinom jetre 4 puta ¢e$di u muskaraca nego u Zena. U toj
je zemlji visoka ingestija aflatoksina hranom i visoka incidencija kar-
cinoma jetre.

Usprkos intenzivnom ispitivanju, mehanizam djelovanja aflatoksina
nije jo§ potpuno jasan. Smatra se da aflatoksini ometaju sintezu RNA,
ko¢e RNA polimerazu i mijenjaju strukturu DNA. Ne zna se medutim
da li toksiéki uéinak ovisi o aflatoksinu samome il o metabolitima koji
nastaju nakon razgradnje aflatoksina, ili ovisi o djelovanju tvari koje
nastaju nakon djelovanja aflatoksina.
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MAKSIMALNO DOPUSTENA KONCENTRACIJA AFLATOKSINA
U NAMIRNICAMA

S obzirom na veliko znalenje koje se svakim danom sve viSe pridaje
aflatoksinu u razvoju nekih bolesti (toksi¢ko osteéenje jetre, ciroza
jetre i primarni karcinom jetre) izradene su norme za maksimalno do-
pustenu koncentraciju aflatoksina u namirnicama koje sluZe za ljudsku
prehranu, a koja je dopuStena izmedu 5-30 ,g/kg. Postoje propisi prema
kojima maksimalno dopustena koncentracija aflatoksina u namirnicama
ne smije prije¢i vrijednost od 30 ppm. Ovaj je propis donijela savjeto-
davna grupa FAO, SZO i UNICEF 1968. g. (1).
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Summary

AFLATOXINS AND THE LIVER

The review deals with the chemical and toxicological aspects of aflatoxin

which is produced mainly by Aspergillus flavus and seems to be one of the
carcinogenic agents. In acute exposure aflatoxin can produce bleeding, necrosis
and fatty infiltration of the liver. In chronic exposure it can cause liver cirrho-
sis. Examples of induction of carcinogenesis by aflatoxin are reported with
reference to its role in the development of malignant hepatomas.
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