Arh. hig. rada toksikol., 33 (1982) 315—323.

Izvorni znanstveini rad

UDK 615.918:582.282
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U ovom je radu istraZena proizvodnja okratoksina A u odnosu
na kolicinu biomase, na kukuruznu zrnu u odabranim uvjetima.
Utvrdeno je da se najveca koli¢ina okratoksina A sintetizira pri
20 °C i 38% vode u supstratu. Visa temperatura uzgoja (28 °C)
pogoduje rastu plijesni, ali utjeCe na smanjenje produkcije ok-
ratoksina A. Temperatura od 37 °C zaustavlja istodobno produ-
kciju okratoksina A i produkciju biomase. Veé koliina biomase
od 1,5 mg, g—! proizvodi mjerljive koli¢ine okratoksina A.

Medu brojnim mikotoksinima okratoksin A, kao nespecifi¢an metabo-
lit Aspergillus ochraceus, Penicillium viridicatum i drugih vrsta plijesni,
zaokuplja paznju mikotoksikologa zbog ucestale pojave i raznovrsnih
mogucih negativnih u¢inaka na ljudski i Zivotinjski organizam.

Uz dokazani nefrotoksi¢ni, hepatotoksi¢ni i teratogeni u¢inak u po-
kusnih Zivotinja (1), sezonsku nefropatiju svinja u Danskoj Krogh i
Hasselager (2) povezuju s prisutno$éu okratoksina A u krmivima. Danas
se smatra da bi taj mikotoksin mogao biti povezan i s etiologijom bal-
kanske endemske nefropatije, bolesti ljudi s nekih podru¢ja Jugoslavije,
Rumunjske i Bugarske. _

Sezonska pojava plijesni i okratoksina A povezana je s oscilacijom
temperature i vlage u razli¢itim godi$njim dobima. Osim tih faktora, na
produkciju mikotoksina utjec¢u i vrsta supstrata, kao i geneti¢ke osobine
plijesni (3, 4, 5).

Pojava plijesni A. ochraceus i okratoksina A esta je u Zivotinjskoj i
ljudskoj hrani. Prema Pavioviéu i sur. (6) taj je toksin prisutan u na-
mirnicama biljnog podrijetla s endemskog podrudja brodske Posavine
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u 9,389/, istrazenih uzoraka. To je mnogo vise od koli¢ine okratoksina A
u pojedinim zemljama u kojima balkanska endemska nefropatija nije
poznata.

Prisutnost plijesni i okratoksina A dokazana je i u raznovrsnoj sto€noj
hrani, §to je osumnji¢ena za oboljenje svinja na nekim gospodarstvima
SR Srbije (7).

Okratoksin A je ustanovljen ¢ak i u procesu proizvodnje suhih koba-
sica u prvim danima zrenja, pri temperaturi od 20°C i sadrzaju vode
preko 800/, (8).

U drugim literaturnim izvorima navodi se da je za proizvodnju okra-
toksina A potrebna temperatura od 28 °C (9).

Nepodudarni i nepotpuni objavljeni podacij naveli su autore da istraze
odnos koli¢ine biomase plijesni i sintetiziranog okratoksina A s pomocu

plijesni A. ochraceus 318 u odabranim parametrima uzgoja na kukuruz-
nom zrnu.

MATERIJAL I METODE

Istrazivanje biosinteze okratoksina A s pomocu plijesni A. ochraceus

318 (iz Zbirke mikroorganizama Biotehnolo$kog fakulteta u Zagrebu)
sastojalo se od:

— uzgoja odabrane plijesni na krumpirovu glukoznom agaru za pro-
izvodnju inokuluma

— uzgoja plijesni na kukuruznom zrnu za biosintezu okratoksina

— proc¢i$éavanja ekstrakata stupnom kromatografijom

— kvalitativne analize okratoksina tankoslojnom kromatografijom

— polukvantitativne analize okratoksina A.

Parametri biosinteze su bili:

— podcetna koli¢ina vode u supstratu — 289/ i 389/,

— temperatura inkubacije — 209C, 28 oC i 37 °C

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

— vrijeme uzgoja — 0—42 dana.

Za odredivanje koli¢ine micelija na ¢vrstom supstratu upotrijebljena
je »hitinska metoda« (10). Osnova ove metode je bazi¢na hidroliza hitina,
sadrzanog u uzorku, do hitozana. Ovako dobiven hitozan odreduje se
neizravno spektrofotometrijski prema standardnoj bazdarnoj krivulji
za N-acetilglukozamin, $to se upotrebljava kao standard.

Durakovi¢ (11) je ustanovio da sadrzaj hitina u zdravu zrnu kukuruza
(upotrijebljen je hibrid ZG SK 502 A) iznosi 105—120 uxg/g. Isti je autor
ustvrdio da sadrzaj hitina u miceliju plijesni A. ochraceus 318 iznosi
228 mg/g suhe tvari micelija.

Za identifikaciju okratoksina A dobivenog u procesu biosinteze upo-
trijebljen je sustav otapala za razvijanje benzen : ledena octena kiselina
(9 : 1) $to ga preporuéuju Labie i Tache (12).
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REZULTATI

Tablica 1. prikazuje rezultate istrazivanja odnosa koli¢ine biomase
i sintetiziranog okratoksina A u supstratu s poc¢etnom koli¢inom vode
od 289/y. Pokusi su provedeni pri temperaturama 20 °C, 28 °C j 37 °C.

Tablica 2. prikazuje rezultate istraZivanja odnosa koli¢ine biomase
1 sintetiziranog okratoksina A u supstratu s pocetnom koli¢inom vode
od 38°. Pokusi su provedeni pri temperaturama 20 °C, 28 °C i 37 °C.

Iz slika 1, 2, 3, 4. i 5. vidi se promjena koli¢ine vode u kukuruznom
zrnu tijekom inkubacije 42 dana i njezin utjecaj na sintezu okratoksina

Tablica 1.

Produkcija biomase i okratoksina A s pomocu plijesni Aspergillus ochraceus
318 pri razlicitim temperaturama na kukuruznom zrnu s 28 vode

Suha tvar biomase (mg. g—1) Okratoksin A (ug. g—)
Vrijeme (odredeno prema sadrzaju (odredenp na suhu
(dani) hitina) tvar biomase)

20 °C 28 °C 37 °C 20 °C 28 °C 37 °C
7 1,7 3,7 0,9 0 0 0
14 3,9 43 14 16,5 14,2 0
21 44 49 1,6 15,1 12,8 0,6
28 4,0 6,0 1,7 12,7 10,9 0,9
35 4,0 6,0 1,8 12,1 10,5 0,5
42 4,0 6,0 1,8 12,1 10,4 05

Tablica 2.

Produkcija biomase i okratoksina A s pomodu plijesni Aspergillus ochraceus
318 pri razlicitim temperaturama na kukuruznom zrnu s 38% vode

Suha tvar biomase (mg. g—!) Okratoksin A (ug. g—)

Vrijeme (odredeno na suhu tvar

(dami) biomase)rﬁri -
20 °)C 28 °C 37 °C 20 °C 28 °C 37 °C

7 2,20 3.9 2,0 12,9 10,7 0

14 50 5,0 23 20,3 16,2 09

21 5,6 59 3,0 18,1 153 0,9
28 6,6 6,1 32 17,0 15,0 1,0
35 6,1 6,2 32 17,0 14,5 1,0
42 6,2 6,2 32 17,0 144 0,9
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Sl. 1. Biosinteza okratoksina A s pomocu plijesni A. ochraceus 318 na kukui-
ruznom zrnu u ovisnosti o koli¢ini biomase i sadriaju vode u supstratu
Temperatura inkubacije 20 °C
Pocetna koli¢ina vode u supstratu 28%

A pri upotrijebljenoj temperaturi. Na slikama je prikazana i promjena
koli¢ine hitina u miceliju prema kojoj je odredena i ukupna koli¢ina
biomase.

RASPRAVA

Ovim se radom Zeljelo ustvrditi: kakav je odnos izmedu koli¢ine bio-
mase plijesni i sintetiziranog okratoksina A u odabranim uvjetima rasta
plijesni; znaéi 1i vidljiva kontaminacija zrna plijesnima ujedno i obli-
gatnu prisutnost ovog toksina; moze li malena koli¢ina micelija sinteti-
zirati mjerljive koli¢ine toksina.
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Sl. 2. Biosinteza okratoksina A s pomocu plijesni A. ocnraceus 318 na kuku-
ruznom zrnu u ovisnosti o kolic¢ini biomase i sadriaju vode u supstratu
Temperatura inkubacije 28 °C
Pocetna kolicina vode u supstratu 28%

1z prilozenih tablica i slika vidljivo je da je za biosintezu okratoksi-
na A s pomocu plijesni A. ochraceus 318 potrebna velika koli¢ina vode
u kukuruznom zrnu (vise od 209/). Takvu koli¢inu vode kukuruzno zrno
¢esto sadrzi u vrijeme ekstremno vlaznih zZetvenih mjeseci.

Prema dobivenim rezultatima najpogodnija temperatura za ovu bio-
sintezu je oko 209C, $to je prosjeCna temperatura u ljetnim mjesecima
nasih Zitorodnih krajeva.

Temperatura od 28 ¢C ubrzava rast plijesni i utjeCe na proizvodnju
najveée biomase (4—5 mg/g—1), ali usporava i smanjuje biosintezu tok-
sina.
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Sl. 3. Biosinteza okratoksina A s pomocu plijesni A. ochraceus 318 na kuku-
ruznom zrnu u ovisnosti o kolicini biomase i sadrZaju vode u supstratu
Temperatura inkubacije 37 °C
Poéetna koli¢ina vode u supstratu 28%s

Temperatura od 37 °C, §to je Cesta u gomilama zrna kao rezultat »sa-
mozagrijavanja«, ne pogoduje rastu plijesni A. ochraceus 318. Pri toj
temperaturi dokazana je koli¢ina bjomase od svega 1,7 mg:g—! suhe
tvari ($to je jedva uo€ljivo na zrnu kukuruza). Rezultati su pokazali da
i ovako mala koli¢ina biomase sintetizira mjerljive koli¢ine okratoksina
A (0,50—0,90 ug - g—1).

Iz priloZenih slika se vidi da sniZenje koli¢ine vode u zrnu kukuruza
na 15—200/y, tijekom rasta plijesni, zaustavlja porast biomase, a koli¢ina
okratoksina A se, u ovisnosti o temperaturi, postepeno smanjuje.
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Sl. 4. Biosinteza okratoksina A s pomocu plijesni A. ochraceus 318 na kuku-
ruznom zruu u ovisnosti o kolic¢ini biomase i sadriaju vode u supstratu
Temperatura inkubacije 20 °C
Poéetna koli¢ina vode u supstratu 38

Najveca proizvodnja toksina zapocela je, u svim pokusima, tek nakon
14 dana uzgoja, odnosno u vrijeme intenzivne sporulacije. Vizuelnim
pradenjem porasta plijesni ustanovljeno je da micelij prije sporulacije
(do 7 dana rasta s 389/, vode, a do 14 dana s 289/, vode), ne proizvodi ili
proizvodi vrlo malene koli¢ine okratoksina A.

ZAKLJUCCI

1. Maksimalnu koli¢inu okratoksina A proizvodi istrazivana plijesan
pri 20°C i po¢etnoj koli¢ini vode u supstratu od 38 (20,3 w«g-g™).
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Sl. 5. Biosinteza okratoksina A s pomocu plijesni A. ochraceus 318 na kuku-
ruznom zrnu u ovisnosti o kolicini biomase i sadrZaju vode u supstratu
Temperatura inkubacije 28 °C
Pocetna kolicina vode u supstratu 38/

2. PoviSenjem temperature inkubacije od 20°C na 28 °C povecava se
koli¢ina biomase za oko 50, a koli¢ina okratoksina A smanjuje se za
oko 15%.

3. Temperatura inkubacije od 37°C istodobno inhibira i sintezu bio-
mase i sintezu okratoksina A.

4. Veé koli¢ina biomase od 1,5 mg-g—1! sintetizira mjerljive koli¢ine

okratoksina A (0,6 ng - g—1).
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Summary

THE EFFECT OF TEMPERATURE AND WATER CONTENT IN
SUBSTRATE ON THE GROWTH OF THE MOULD ASPERGILLUS
OCHRACEUS 318 AND ON THE BIOSYNTHESIS OF OCHRATOXIN A

The production of ochratoxin A was examined in relation to the amount

of biomass on corn grains under selected conditions. The largest amount of
ochratoxin A was synthetized at 20 °C, with 38/, water in substrate. A higher
cultivation temperature (28 °C) proved favourable to mould growth, but de-
creased the production of ochratoxin A. A temperature of 37 °C stopped at
the same time the prceduction of ochratoxin A and of the biomass. The amo-
unt of 1.5 mg/g biomass produced a measurable amount of ochratoxin A.
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