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IstraZzen je utjecaj temperature inkubacije na biosintezu afla-
toksina B, 1 G, s pomocdu plijesni Aspergillus parasiticus NRRL
2999 tijekom njezina rasta u Cistoj i u mjeSovitoj kulturi s plije-
snima koje ne sintetiziraju aflatoksine. Dokazano je da se maksi-
malna koli¢ina obaju istrazivanih toksina sintetizira pri 28 °C.
Maksimum biosinteze aflatoksina B, postignut je nakon 14, a afla-
toksina G, makon 21 dan. Temperatura uzgoja od 35 °C pogoduje
bujnijem rastu biomase, ali inhibira sintezu aflatoksina. Nakon
42 dana uzgoja biomasa mijefovite kulture plijesni reducira kon-
centraciju aflatoksina B, na 60%, a koncentraciju aflatoksina Gy
na 55% maksimalne vrijednosti $to je dobivena u procesu bio-
sinteze. U istim uvjetima uzgoja, biomasa ¢&iste kulture A. para-
siticus NRRL 2999 reducira koncentraciju aflatoksina B, na 75%,
a koncentraciju aflatoksina G, na 65% maksimalne vrijednosti.

Mikotoksini kao fungalni metaboliti predstavljaju veliku skupinu (vige
od 150 vrsta) razli¢itih kemijskih spojeva, §to se &esto susre¢u kao kon-
taminanti hrane i krmiva (1). Najotrovniji medu njima su aflatoksini,
skupina od dvadesetak kemijski sli¢nih spojeva.

Tijekom istraZivanja je uo&eno da plijesni sintetiziraju aflatoksine u
strogo definiranim uvjetima, i da pri tom bitnu ulogu imaju sastav sup-
strata, temperatura i koli¢ina vode u supstratu (2).

S obzirom na to da se na prirodnim supstratima nikada ne nalaze
Ciste, nego uvijek mjesovite kulture mikroorganizama, zadatak ovih istra-
Zivanja je bio da se ustvrdi kada i u kojem opsegu dolazi do sinteze
aflatoksina Bi i G: tijekom rasta toksikogene plijesni A. parasiticus
NRRL 2999 u mjeSovitoj kulturi s plijesnima, koje se pojavljuju kao
kontaminanti na kukuruzu, a ne sintetiziraju aflatoksine.
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MATERIJAL I METODE

S povrsine pljesnivih klipova kukuruza, $to su sadrzavali 320/, vode,
izoliran je veéi broj aflatoksin-negativnih plijesni. Od njih su odabrane
dvije, najée$cée prisutne, i odredene kao Trichothecium roseum IZMTF
1226* i Fusarium sp. ZMTF 1215* (3). Plijesan A. parasiticus NRRL 2999,
opisana kao jedan od izrazitih producenata aflatoksina, upotrijebljena je
u pokusima kao test mikroorganizam.

Parametri istraZivanja su bili:

— supstrat — kukuruzno zrno hibrida ZG SK 502A
— pocetna koli¢ina vode u supstratu — 380/

— podetni broj spora u supstratu — 1,5 X 108/g

— temperatura inkubacije — 150C, 20 °C, 28 °C i 35°C
— vrijeme uzgoja — 0—42 dana.

Za dobivanje inokuluma plijesni su uzgajane u Cistim kulturama na
podlozi za sporulaciju — kosom krumpirovu glukoznom agaru, a spore
su nakon inkubacije (7 dana pri 28 °C) suspendirane u po 5 ml sterilne
vodene otopine Triton X-100. Biosinteza aflatoksina je provedena u sta-
cionarnoj kulturi, u Erlenmeyerovim tikvicama od 500 ml, s po 50 g ku-
kuruznog zrna. Tijekom uzgoja uzimani su svakih 7 dana uzorci iz ter-
mostata, u kojima je odredivana koli¢ina biomase i aflatoksina B1 i Gi.
Koli¢ina biomase je odredivana »hitinskom metodomg, $to su je opisali
Donald i Mirocha (4).

U preliminarnim istrazivanjima odreden je sadrzaj hitina u zdravu
zrnu kukuruza i u miceliju svake od istraZivanih plijesni (5). Nadeno je
da sadrzaj hitina u hibridu kukuruza, sto je upotrijebljen kao supstrat,
iznosi 105—120 pg/g. Sadrzaj hitina u miceliju plijesni A. parasiticus
NRRL 2999 iznosi 220 mg/g suhe tvari micelija, u miceliju T. roseum
ZMTE 1226 sadriana su 252 mg hitina/g suhe tvari, a u miceliju Fusarium
sp. ZMTF 1215 taj je sadrzaj 196 mg/g suhe tvari.

Na osnovi dobivenih podataka odredene su bazdarne krivulje za svaku
od istrazivanih plijesni iz kojih se, prema sadrzaju hitina, izravno odre-
divala koli¢ina suhe tvari biomase. Za odredivanje suhe tvari biomase
odvagano je po $est razli¢itih koliCina vlaZznog micelija svake od istrazi-
vanih plijesni. Uzorci su prosuSeni pri 60 oC tijekom 2 sata, a zatim na
105 C do konstantne mase. Aflatoksini su kvalitativno odredivani s po-
mocu tankoslojne kromatografije, a kvantitativno s pomocu fluoroden-
zitometrije (6). Kao pokretna faza je upotrijebljen sustav otapala kloro-
form : aceton : petroleter (33:6: 1) stoga $to je tijekom istrazivanja do-
kazano da ovaj sustav najbolje odvaja aflatoksin By od aflatoksina Gi (5).

* ZMTF — Zbirka mikroorganizama Prehrambeno-biotehnologkog fakulteta
u Zagrebu.
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REZULTATI

Tablica 1. prikazuje koliCine sintetizirane biomase i aflatoksina B
i Gy tijekom rasta ¢iste kulture plijesni A. parasiticus NRRL 2999, u ovi-
snosti o vremenu uzgoja. Pocetna koli¢ina vode u supstratu je 389/, a
pokusi su provedeni pri temperaturi 159C, 20 °C, 28 oC i 35 oC,

Tablica 2. prikazuje koli¢ine sintetizirane biomase i aflatoksina Bj i
G: tijekom rasta mjeSovite kulture plijesni A. parasiticus NRRL 2999,
T. roseum ZMTF 1226 i Fusarium sp. ZMTF 1215. Poletna koli¢ina vode
u supstratu je 380/, a pokusi su provedeni pri temperaturi 15°C, 20 ¢C,
280C i 35°C.

Sa slika 1. i 2. se vidi odnos koncentracija aflatoksina Bi1 i G: i koli-
¢ine biomase (P/X) tijekom rasta Ciste i mjeSovite kulture istraZivanih
plijesni pri 28 °C, u vremenu uzgoja. Posebnom krivuljom je prikazana
promjena sadrZaja vode u supstratu tijekom pradenja procesa.

RASPRAVA

Odredivanje biomase osobito je vazno za pradenje metabolizma mikro-
organizama, jer je koli¢ina biomase mjerilo metabolizma. Hitin je osnov-
ni sastojak stani¢nih stijenki plijesni i moZe se upotrijebiti kao mjera
ukupna rasta plijesni na zrnu zitarica, buduéi da u zdravu zrnu nema
hitina ili ga ima vrlo malo. Po kemijskoj strukturi hitin je polimer
N-acetilglukozamina nedefinirane molne mase, pa se N-acetilglukozamin
upotrebljava kao standardna supstancija za odredivanje hitina.

Na osnovi rezultata, $to su dobiveni u pokusima pri temperaturi od
15°C, primjecuje se da ova temperatura nije pogodna za sintezu afla-
toksina B: i Gt u koli¢inama koje se s pomocéu upotrijebljenih metoda
mogu odrediti, iako plijesni uzgojene pri toj temperaturi pokazuju od-
redeni stupanj rasta (tablice 1.1 2).

Pri temperaturi od 20 °C, tijekom rasta Ciste kulture plijesni A. para-
siticus NRRL 2999, zapocinje sinteza aflatoksina Gi. Koli¢ina sintetizi-
rane biomase gotovo je dvostruko veca nego pri 15°C, a maksimalna
koli¢ina ovog toksina dokazana je nakon 21 dan uzgoja i iznosi 12,7 ug/g
suhe tvari micelija (tabl. 1). Tijekom rasta ove plijesni u mje$ovitoj kul-
turi s plijesnima T. roseum ZMTF 1226 i Fusarium sp. ZMTF 1215 inhi-
birana je sinteza i aflatoksina B i aflatoksina Gi (tablica 2).

Prema ocekivanju, temperatura od 28 °C pogodnija je za sintezu bio-
mase plijesni A. parasiticus NRRL 2999 (7), a i za sintezu aflatoksina (8).
Ova i njoj srodne plijesni su tipi¢nije vrste u toplijim nego u hladnijim
klimatskim podrucjima. Iako se biomasa povecava do 42. dana uzgoja,
maksimum biosinteze aflatoksina B: zabiljeZen je veé nakon 14 dana i
iznosi 91,0 pg/g suhe tvari micelija. Maksimum biosinteze aflatoksina Gi
postignut je 7 dana kasnije i iznosi 29,5 pg/g suhe tvari micelija (tabli-
ca l).
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Tablica 1.

Sinteza biomase i aflatoksina B, i G, tijekom rasta plijesni Aspergillus para-
siticus NRRL 2999 pri razlicitim temperaturama. Hranjiva podloga: 50 g ku-
kuruznog zrna s 38y H,O u Erlenmeyerovim tikvicama od 500 ml

Aflatoksin (6dredeno na suhu tvar ]

Suha tvar biomase biomase)

Vri-  (mg-g—) (odredeno P ... N—
%(ei{anrfi) prema sadrzaju hitina) B, (ug- g 7 G, (ug-g—) |
15°C 20°C 28°C 35°C 15°C 209C 289C 35¢C 15°C 20°C 28¢9C 35¢°C

1,3 35 121 158 — — 622 194 — 114 146 —

14 26 47 16,7 249 — — 910 288 — 119 235 —

21 26 48 179 264 — — 814 323 — 127 295 —

28 26 50 187 219 — — 732 - 285 — 118 204 —

35 26 50 193 281 — — 690 275 — 114 193 —

42 26 50 197 281 — — 680 275 — 114 190 —
Tablica 2.

Sinteza biomase i aflatoksina B, i G, tijekom rasta mjeSovite kulture plijesni

Aspergillus parasiticus NRRL 2999, Trichothecium roseum ZMTF 1226 i Fusa-

rium sp. ZMTF 1215 pri razlicitim temperaturama. Hranjiva podloga: 50 g ku-
kuruznog zrna s 38°/e H,O u Erlenmeyerovim tikvicama od 500 ml

Bria, bvar inase Aflatoksin (odredeno na suhu tvar

Vri-  (mg-g—) (odredeno ___ blomas)
%ceig;ei) prema sadrzaju hitina) B‘ (pg - g—) G, (ug-g—)

159C 20°C 289C 35°C 15°C 20°C 289C 35°C 15°C 20°C 289C 35¢C

8 49 B WY == ~— I B =~ = WF =
4 52 66 183 286 — — 395 204 — — 186 —
21 61 24 202 W8 ~—~ — 478 WY — — WH —
28 65 78 20 311 — — 412 219 — — 168 —
35 6,9 80 23,0 31,1 — — 36,3 20,4 — — 14,9 —
42 69 80 230 311 — — 360 200 — — 147 —
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Sl. 1. Odnos koncentracija aflatoksina B, i G, i kolic¢ine biomase (P/X) u ovi-

snosti o koli¢ini vode u supstratu i vremenu, tijekom rasta Ciste kulture pli-

jesni A. parasiticus NRRL 2999 pri 28°C. Hranjiva podloga: 50 g kukuruznog
zrna s pocetnom koli¢inom vode 38%
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Sl 2. Odnos koncentracija aflatoksina B, i Gy i koli¢ine biomase (P/X) u ovi-
snosti o koli¢ini' vode u supstratu i vremenu, tijekom rasta mjeSovite kulture
plijesni A. parasiticus NRRL 2999, T. roseum ZMTF 1226 i Fusarium sp. ZMTF
1215 pri 28 °C. Hranjiva podloga: 50 g kukuruznog zrna s podetnom koliéinom

vode 38/,
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Uzgajana u mjeSovitoj kulturi, plijesan A. parasiticus NRRL 2999 po-
kazuje manju sposobnost sinteze aflatoksina B: i Gi. Koli¢ina sintetizi-
ranog aflatoksina B: je manja za 35/, a koli¢ina aflatoksina Gy za 109/,
u odnosu na rast ove plijesni u Cistoj kulturi (tablica 2). Dobiveni rezul-
tati govore u prilog rezultatima istrazivanja Masimanga i sur. (9), koji
su dokazali da rast toksikogene plijesni u mjeSovitoj kulturi rezultira
inhibicijom sinteze aflatoksina.

Tijekom uzgoja plijesni A. parasiticus NRRL 2999 pri 35 °C sintetizira
se velika koli¢ina biomase ve¢ nakon 21 dan (26,40 mg/g supstrata) i ne-
znatno se povecava do 42 dana (28,10 mg/g supstrata) (tablica 1). Sva je
povrSina zrna u to vrijeme prekrivena hifama plijesni, koje polagano
ulaze u stacionarnu fazu rasta zbog pomanjkanja hrane ili nakupljanja
produkata metabolizma, od kojih su mnogi toksi¢ni za proces rasta. Ko-
li¢éina aflatoksina B; je oko 3 puta manja od koli¢ine ovog toksina sin-
tetiziranog pri 28 °C. Ovako visoka temperatura jo$ izrazitije djeluje na
sintezu aflatoksina Gi koji se, sude¢i prema dobivenim rezultatima, sin-
tetizira u relativno uskom temperaturnom podrudju (tablica 1).

Pri ovoj temperaturi uzgoja, a u odnosu na temperaturu od 28 ¢C,
manje je izraZen utjecaj mjeSovite kulture u smislu inhibicije sinteze
aflatoksina. Koli¢ina aflatoksina B: manja je za oko 60 a, kao i tije-
kom rasta Ciste kulture A. parasiticus NRRL 2999, nije dokazana sinteza
aflatoksina G (tablica 2).

Pri svim istraZivanim uvjetima biomasa mjeSovite Kulture pokazuje
vecu sposobnost uklanjanja aflatoksina iz supstrata. Tijekom rasta mje-
Sovite kulture, a u ovisnosti o temperaturi inkubacije dokazano je, na-
kon 42 dana, smanjenje koncentracije aflatoksina B za 23—40v/o, a afla-
toksina Gi za 459/, (tablica 2). Usporedujuéi ove rezultate s rezultatima
$to su dobiveni tijekom rasta ¢iste kulture A. parasiticus NRRL 2999 do-
lazi se do spoznaje da je tijekom rasta mjeSovite kulture plijesni kona¢-
na koncentracija aflatoksina B: niZa za 5—14%/y, a aflatoksina Gi za 109/,
(tablice 1.1 2).

Nema sumnje da i koli¢ina vode u supstratu bitno utjeCe na sintezu
aflatoksina. Ako se promotre podaci sa sl. 1. i 2, primjecuje se da je op-
timalna koli¢ina vode za sintezu aflatoksina B: oko 300, a za sintezu
aflatoksina Gi ta je koli¢ina ne$to niZa. Dobiveni rezultati se dobro slazu
s podacima $to su ih objavili Diener i Davis (7), prema kojima je koli¢i-
na od 329/, vode u supstratu optimalna za biosintezu aflatoksina.

Da bi se na osnovi rezultata ovih istrazivanja mogla izracunati ko-
li¢ina aflatoksind na gram (kg) supstrata, prikazan je na slikama 11 2 od-
nos koncentracije aflatoksina B; i Gi i koli¢ine biomase, pri optimalnoj
temperaturi uzgoja Ciste i mjesovite kulture plijesni. Kada se u izraz
P/X (omjer koncentracije aflatoksina i koli¢ine biomase) uvrste podaci
o koli¢ini biomase, dobiva se, nakon izraCunavanja, koli¢ina aflatoksina
na gram (kg) supstrata. Ovakvo je izratunavanje nuzno stoga §to je Pra-
vilnikom ozakonjena dopu$tena koli¢ina aflatoksina B i Gi/kg supstra-
ta (10).
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ZAKLJUCCI

1) Odredivanje biomase plijesni na cvrstim supstratima »hitinskom
metodome je relativno brz postupak i moze se uspje$no upotrijebiti za
mjerenje veli¢ine kontaminacije zrna 7itarica s plijesnima.

2) Ne moze se povuéi usporedba izmedu bujnog rasta toksikogene
plijesni i sinteze aflatoksina, jer je tijekom istrazivanja dokazano da se
ovi toksini sintetiziraju pri strogo definiranim uvjetima. Temperatura
je, pri tom, najbitniji parametar.

3) Tijekom rasta u mjedovitoj kulturi dosao je do izraZaja antagoni-
sti¢ki utjecaj plijesni T. roseum ZMTF 1226 i Fusarium sp. ZMTF 1215
na rast plijesni A. parasiticus NRRL 2999 i biosintezu aflatoksina Bi1 i Gi.

4) Smanjenje koncentracije obaju istraZivanih toksina je izrazitije ti-
jekom rasta mjeSovite kulture plijesni.
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Summary

THE BIOSYNTHESIS OF AFLATOXIN B; AND G; DURING THE
GROWTH OF THE MOULD ASPERGILLUS PARASITICUS NRRL 2999
IN PURE AND MIXED CULTURE AT VARIOUS TEMPERATURES
OF CULTIVATION

The influence of incubation temperature on the biosynthesis of aflatoxins
B, and G, has been investigated with the mould A. parasiticus NRRL 2999
during growth in pure culture and in mixed culture containing moulds which
do not synthesize aflatoxins. The highest rate of the biosynthesis of afla-
toxin B, was observed at 28 °C after 14 days of cultivation, whereas the bio-
synthesis of aflatoxin G, reached its maximum after 21 days. The cultivation
temperature of 35°C favoured a rank mycelium growth, though it inhibited
the synthesis of both investigated toxins. After:42 days of cultivation the bio-
mass of the mixed mould culture decreased the concentration of aflatoxin B,
to 60°%, and the concentration of aflatoxin G, to 55 of the highest values
obtained in the process of biosynthesis. Under equal conditions of cultivation,
the biomass of A. parasiticus NRRL 2999 grown in pure culture decreased the
concentration of aflatoxin B, to 75%, and the concentration of aflatoxin G,
to 65% of the highest values obtained.
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