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KONTAMINACIJA ZRNA KUKURUZA (ROD 1990) TOKSIKOGENIM
PLESNIMA I MIKOTOKSINIMA

(AFLATOKSINOM Bi, OHRATOKSINOM A I ZEARALENONOM)

ALEKSANDRA BOCaROV-STANCiC, MARUA SKRINJAR,
TIHOM1R STOJSAVLJEVlt, DULA NAD, TEREZA ODADZI6

TehnoloSki bistitut, "Servo Mihalj",Zrenjanin
TehnoloSki fakultet, Novi Sad

Apstrakt MikoloSka i mikotoksikoloSka istrazivanja su izvrSena kod 27 uzoraka
zrna kukuruza (rod 1990). S izuzetkom dva uvezena iz Afrike i Amerike, svi ostali
uzorci su bili poreklom iz BaCke i Banata (SAP Vojvodina). Determinacija mikotoksina
(aflatoksina Bi, ohratoksina A i zearalenona) je izvrSena multimikotoksinskom meto-
dom B a 1 z c r a i sar. (1978). MikoloSka istrazivanja su pokazala dominaciju predstavni-
ka roda Fusarium (50-100% kontaminiranih uzoraka), s F. monilifonne var. subgluti-
nans kao najdeSdom vrstom. Penicillium spp. (8 determinisanih predstavnika) bio je
uoden kod 10-100% kontaminiranih uzoraka; P. verrucosum var. cyclopium je bio naj-
zastupljenija vrsta. NeSto niza je bila zagadenost zrna kukuruza aspergillima (20-50%).
MikotoksikoloSka istrazivanja su pokazala odsustvo kontaminacije ohratoksinom A.
Kod 10% ispitanih uzoraka iz Vojvodine utvrdeno je prisustvo aflatoksina Bi (0,0125
mg/kg) i, neSto CeSde, zearalenona (20% uzoraka; 1,5-10 mg/kg).

UVOD

Tokom viSe godina bilo je uobiiajeno verovanje da je proizvodnja mikotok­
sina sporadidna pojava i da nije blisko povezana s gljiviCnim toksinima (F r i s v a d,
1988). Dato verovanje je bilo bazirano na slededim problemima: a) odredeni miko-
toksin ne produkuju svi izolati iste vrste; b) taksonomski veoma udaljene vrste
mogu da biosintetiSu isti mikotoksin; c) mnoge korelacije izmedu gljividnog tak-
sona i mikotoksina su bile bazirane na pogreSnoj identifikaciji plesni i mikotoksina.
Prvi sluCaj je pre izuzetak nego pravilo, jer, prema genetiCkim istrazivanjima nekih
autora (Bennett i Deutsch, 1986), sojeviAspergillus flavus neproducenti af­
latoksina Bi ipak sadrze odgovarajude gene za dati mikotoksin. S druge strane,
proizvodnja istog mikotoksina nije uvek indikacija taksonomske povezanosti, jer 
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biosintetski putevi istog sekundamog metabolita mogu biti fundamentalno razliditi
(Harborne, 1980).

Skoro sve plesni koje su prisutne na hrani i hranivima su potencijalni pro-
ducenti mikotoksina u distoj kulturi na laboratorijskim podlogama. Jer, sekundami
metaboliti plesni su od velikog znaCaja s obzirom da Stite njihov genom od drugih
mikroba, insekata i ostalih zivotinja (Janzen, 1977). Na sredu, prisustvo odre-
dene plesni ne znaCi samo po sebi i prisustvo specifiCnog mikotoksina i obrnuto:
moguCe je utvrditi kontaminaciju odredenim mikotoksinom, ali ne i plesni produ-
centom.

Shodno tome, cilj ovog istraZivanja je bila determinacija ne samo prisustva
mikotoksina (aflatoksina Bi, ohratoksina A i zearalenona) nego i najvaznijih ro­
dova plesni potencijalnih producenata mikotoksina.

MATERIAL I METODE

UzorcL Ispitivanjem je bilo obuhvadeno 27 uzoraka zrna kukuruza otkuplje-
nih za potrebe Industrije preradevina od kukuruza "IPOK", Zrenjanin. Od toga
analizirano je: a) 5 Cistih hibrida (NSSC-410, 607 i ZPSC-449, 539, 667) vlaZnosti
zrna od 35,5-41%; b) 10 prosednih uzoraka prirodno suSenog kukuruza primljenog
u IPOK, vlaZnosti zrna od 25-29,5%; c) 10 proseCnih uzoraka veStadki suSenog
kukuruza datog na preradu u IPOK, vlaZnosti zrna od 14-15,5%, i d) 2 uzorka
uvezena iz Afrike i Amerike. Sa izuzetkom poslednje kategorije, svi ostali uzorci su
bili poreklom iz regiona Banata i Badke (SAP Vojvodina).

Mikoloske analize. Odredivanje ukupnog broja plesni je zvrSeno po SL listu
SFRJ (1980) zasejavanjem odgovarajudih razredenja na Sabouraud agar i inkubi-
ranjem na 28°C. Prilikom identifikacije plesni iz rodova Aspergillus i Penicillium
koriSden je i Czapek agar, odnosno krompir-saharozni agar u sluCaju fusaria. Deter­
minacija gljiviCnih izolata je izvrSena na osnovu njihovih makroskopskih i mikros-
kopskih karakteristika (preparati pravljeni laktofenolom ili vodom), i to prema
slededim autorima: Raper iFennell (1965), Samson 1979) za Aspergillus;
Booth (1971) za Fusarium; Raper i Thom (1949), Samson i sar. (1976)
za Penicillium; iSamson ivan Reenen - Ho eks t ra (1988) za sve ostale
rodove plesni.

MikotoksikoloSke analize. BGYF-test (Bright greenish-yellow fluorescens =
jasno zelenkasto-Zuta fluorescencija) pomodu U.V. zraka (366 nm) prema Shot-
well i sar. (1974) je upotrebljen kao preliminamo ispitivanje. Hemijska deter­
minacija mikotoksina je izvrSena po multitoksinskoj metodi (Balzer i sar., 1978).

REZULTATII DISKUSLJA

Mikoloske analize

Zrno kukuruza (rod 1990) bilo je inficirano sa deset rodova plesni (tabela 1).

14 IV S1MPOZU O MIKOTOKS1N1MA



A = proccnat kontaminiranih uzoraka
B = intenzitet kontaminacije (1-10)

Tabela 1. KONTAMINACUA ZRNA KUKURUZA (rod 1990)

Br. Rod plesni
ClSTI

HIBRIDI
PRIRODNO

SUSEN
VESTACKI

SUSEN IZ UVOZA

A B A B A B A B

1 Acremonium 60 3 70 3 60 4 - -

2 Altemaria 20 1 20 1 30 1 - -

3 Aspergillus 40 1 50 1 20 4 50 1

4 Cladosporium 60 2 60 3 40 4 - -

5 Epicoccum 20 1 20 1 10 1 - 9

6 Fusarium 100 4 80 5 50 5 100 9

7 Mucor 40 10 50 5 20 2 - -

8 Penicillium 100 3 10 5 60 4 100 1

9 Rhizopus 20 10 - - - - - -

10 Ulocladium - - - - 10 1 - -
Ukupan broj _
plesni po 1 g (X) 280.000 220.000 110.000 150.000

Ako se uporede identifikovane vrste izolovane sa zrna kukuruza tokom na-
Seg istraiivanja sa rezultatima dmgih autora (Kordi6 i sar., 1979; Muntano-
la-Cvetkovid iBorisavljevid 1979; Ko rd id isar., 1986; Pepeljnjak
i Cvetnid, 1986), uodava se u ovom sludaju dominantnost predstavnika Fusari­
um. U zavisnosti od kategorije uzoraka procenat kontaminacije ovim rodom plesni
se kretao od 50-100% (tabela 1). Od Sest identifikovanih vrsta (tabela 2), najdeSde
je utvrdena F. moniliforme var. subglutinans Wollenw. i Reinking kod sva tri tipa
uzoraka iz regiona Vojvodine. Dobijeni rezultat je u delimidnoj saglasnosti sa istra-
Zivanjima Mari da i Panin (1963) o udestalosti fusaria u Vojvodini. Druga, po
njima, najzastupljenija vrsta F. moniliforme Sheldon nije detektovana, osim kod dva
uvezena uzorka zrna kukuruza. Istaknuto mjesto je zauzeo i F. oxysporum Schlecht,
posebno kod veStadki suSenog kukuruza (30% kontaminiranih uzoraka) (tabela 2).
Ostale identifikovane vrste: F. avenaceum (Corda ex Fr.) Sacc., F. graminearum
Schwabe iF. sporotrichioides Sherb. takode su do sada citirane u Jugoslaviji (Mu n-
tafiola-Cvetkovid i sar., 1982). One su bile sporadidno zastupljene i sa man-
jim intenzitetom kontaminacije zrna (tabela 2).

Sve navedene vrste fusaria su potencijalni producenti razliditih mikotoksina
i drugih sekundamih metabolita (npr. fusaridne kiseline, etianina, moniliformina,
trihotecena, zearalenona) (M a r a s a s i sar., 1984).
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Tabela 2. KONTAMINACUA ZRNA KUKURUZA (rod 1990) VRSTAMA PLESNI
IZ ROD OVA Aspergillus, i Fusarium

Br. Vrsta plcsni _
£isti

HIBRIDI
PRIRODNO

suSen
VESTACKI

suSen IZUVOZA

A B A B A B A B

1 A. fumigatus - - - - - - 50 1

2 A. giganteus - - - - 10 6 - -

3 A. niger - - 10 1 - - - -

4 A. versicolor - - 20 1 10 - - -

5 Aspergillus spp. 40 1 20 1 - - - -

6 F. aveuaceum - - - - 10 1 - -

7 F. graminearum - - 10 1 - - - -

8 F. moniliforme - - - - - - 100 8

9 F. moniliforme
var. subglutinans 60 2 40 4 20 4 - -

10 F. oxysporum 20 1 10 4 30 - - -

11 F. sporotrichioides - - - - 20 2 - -

12 Fusarium spp. 40 6 - - - - - -

Tabela 3. KONTAMINACUA ZRNA KUKURUZA (rod 1990) VRSTAMA PLESNI
IZ RODA Penicillium

Br. Vrsta plesni
ClSTI

HIBRIDI
PRIRODNO

SUSEN
veStacki

SUSEN IZUVOZA

A B A B A B A B

1 P. canescens 20 1 - - - - - -

2 P. capsulatum - - - - 10 2 - -

3 P. chrysogenum - - - - 10 2 - -

4 P. godlewskii 40 1 - - - - - -

5 P. raistrichii - - - - 10 1 - -

6 P. rugulosum - - - - - - 50 1

7 P. variabile - - 10 2 10 1 - -

8 P. verrucosum
var. cyclopium 20 2 - - 40 4 50 1

9 Penicillium spp. 60 3 - 20 3 - -
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Posle fusaria najzastupljeniji su bili predstavnici roda Penicillium. Od osam
identifikovanih vrsta i nekoliko izolata na Cijoj determinaciji joS radimo, najdeSde
je konstatovan P. verrucosum var. cyclopium (Wiestling) Samson i sar. (i do 50%
kontamiranih uzoraka) (tabela 2). Od ostalih penicillia, izolovana su dva predstav-
nika sekcije Biverticillata-Symmetrica: P. rugulosum Thom i P. variabile Sopp. Zbog
prisustva nekih slidnih karakteristika u aspektu kolonija i mikroskopskih struktura,
bilo je relativno te§ko taCno ih identifikovati. Ostale vrste: P. canescens Sopp, P.
capsulatum Raper i Fennell, P. chrysogenum Thom, P. godlewskii Zaleski i P. rais-
trichii G. Smith su detektovani mnogo rede (10-20% kontaminiranih uzoraka) (ta­
bela 3). U principu, razliditim predstavnicima roda Penicillium mnogo viSe su bili
inficirani uzorci vjeStadki suSenog kukuruza (14-15,5% vlage). Vedina ovih penicil­
lia su potencijalni proizvodadi mikotoksina (tabela 4).

Tabela 4. NAJZNAdAJNIJI MIKOTOKSINI KOJE MOGU PROIZVODITI Penicillium spp.,
IZOLOVANE SA ZRNA KUKURUZA (rod 1990)

Vrsta Mikotoksin Referenca

P. canescens citrinin (a)
griseofulvin (b)
ohratoksin A (a)

P. chrysogenum patuin (a)
penicilinska kiselina (a)

P. raistrichii griseofulvin (b)

P. rugulosum patulin (a)
rugulosin (c)

P. variabile ohratoksin A (a)
rugulosin (c)
ciklopiazonidna kiselina (a)

P. verrucosum
var. cyclopium ohratoksin A (a)

patulin (a)
penicilinska kiselina (a)

Legenda: (a) S m i t h i Hacking (1983)
(b) El-Bana i Pitt (1987)
(cjSamson i van Reenen-Hoekstra (1988)

Kontaminacija zrna kukuruza aspergillima se kretala od 20-50% (tabela 1).
Od detiri identifikovana predstavnika (tabela 2), najdeSdi je bio>l. versicolor (VuilL)
Tiraboschi potencijalni producent sterigmatocistina (Samson i van Reen-
en-Hoekstra, 1988). Ostale vrstesu bileznatno manje zastupljene, medutim i
one su znadajne s obzirom da mogu sintetisati toksidne metabolite: A. giganteus
Wehmer-patulin (Smith i Hacking, 1983) A. niger van Tiegheni-aflatoksin Bi
(3 k r i n j a r, 1990) i A. fumigatus Fresenius-fumitremorgen B (Smith iHack-
i ng, 1983).
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Od ostalih mikromiccta dctektovanih na ispitanim uzorcima (tabela 1), Ac-
remonium strictum W. Gams je dominirao (60-70% konlaminacije).

Dematiaceae su bile zastupljene sa tri roda; Cladosporium sp. je najdeSde
uoCen, dok su Alternaria sp. i Ulocladium sp. sporadiCno zapaSeni, i to sa malim
intenzitetom konlaminacije (tabela 1).

Plesni koje se prve pojavljuju pri kultivaciji na Sabouraud agaru i koje zahte-
vaju vedc vrednosti aktivne vode, tj. Mucor sp. i Rhizopus sp. uglavnom su kons-
tantovane kod nesuSenih i prirodno suSenih uzoraka zrna kukuruza (tabela 1).

Mikotoksikoloske analize

Rezultati ispitivanja kontaminacije 27 uzoraka kukuruza mikotoksinima su
prikazani u tabeli 5.

A = procenat kontaminiranih uzoraka
C = koncentracija mikotoksinima (mg/kg)

Tabela 5. KONTAMINACLFA ZRNA KUKURUZA (rod 1990) MIKOTOKSINIMA

Br. Mikotoksin
CISTI

HIBRIDI
PRIRODNO

SUSEN
VESTACKI

SUSEN IZ UVOZA

A C A C A C A C
1 Aflatoksin Bi - - 10 0,0125 - - 50 0,2

2 Ohratoksin A - - - - - - -

3 Zcaralenon - - 20 1,5-10 - - -

4 BGYF-test - - 20 - - - 50 I,

Aflatoksinom Bi je bilo kontaminirano 10% uzoraka prirodno suSenog zrna
kukuruza i jedan uzorak uvezen iz Afrike. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
istrazivanjima J>uti<5 i sar. (1982), koji su detektovali slidan nivo zagadenosti ove
Zitarice gajene na teritoriji Srbije, i K1 e m e n c a i sar. (1986), koji su kod uzoraka
kukuruza iz Slovenije naSli ovaj mikotoksin kod 9,4% uzoraka. Za razliku od naSih
rezultata, H1 ubna i Ozegovid (1986) nisu utvrdili prisustvo aflatoksina Bi u
kukuruzu iz Bosne i Hercegovine, a K o r d i 6 i sar. (1986) samo kod 2% sludajeva
prirodno suSenog zrna. Prisustvo aflatoksina Bi, i to u vedoj koncentraciji (0,2
mg/kg) u uzorku uvezenom iz Afrike lako je objasniti s obzirom na klimatske
uslove koji tamo vladaju; visoka temperatura i vlaznost pogoduju biosintezi ovog
mikotoksina. Medutim, nalaz aflatoksina Bi u jednom uzorku prirodno suSenog
kukuruza iz regiona Badke ostaje za sada nerazjaSnjen, mada se moze pretpostaviti
da je kod njega bila povedana vlaznost zrna neposredno posle zetve, Sto je omogu-
dilo ne samo rast plesni producenta, nego i biosintezu samog mikotoksina. Deter-
minisana koncentracija ovog mikotoksina (0,0125 mg/kg), mada je veda od one
koju propisuje kao dozvoljenu (SI. list SFRJ (1990), mogla bi biti smanjena u 
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tehnoIoSkom procesu obrade zrna kukuruza u skrobarskoj industriji. Dejstvom
komplcksa faktora u samom proccsu moglo bi da dode do potpune ili delimiCne
degradacije toksina i samim tim do smanjenja njegove koncentracije u proizvodima
(skrobu i glutenu). IstraZivanje kontaminacije proizvoda skrobarske industrije te
biti cilj naSih slededih istrazivanja.

BGYF-test koji indicira prisustvo plesni produccnata aflatoksina na osnovu
karakteristidne fluorescencije koju daje jedan drugi njihov sekundarni metabolit
(kojidna kiselina) bio je pozitivan samo u sludaju 3 od 27 ispitanh uzoraka (tabela
5). Od toga, u dva sludaja je konstatovana pozitivna korelacija izmedu nalaza afla­
toksina Bi i rezultata testa.

Mada prisustvo ohratoksina A nije retka pojava u zmu kukuruza u nekim
podrudjima Jugoslavije: u Hrvatskoj Pepeljnjak i Balzer (1982) su ga utvr-
dili kod 56% uzoraka, odnosno 64% (Pepeljnjak i C v e t n i 6, 1986); u Bosni
iHercegoviniHlubna i OZegovid (1986) suga detektovali kod 4,8% uzoraka,
a u Sloveniji K1 e m e n c i sar. (1986) kod 9,4% uzoraka, u naSem istraZivanju nije
konstatovano prisustvo ovog mikotoksina. Odsustvo ohratoksina kod prirodno i
veStaCki suSenog zrna kukuruza iz regiona Srbije na§li su i Ko r d i 6 i sar.(1986).

Zearalenon je mikotoksin koji je obiCno najdeSde prisutan u uzorcima 2ita-
rica i raznih hraniva u Jugoslaviji i predstavlja znatan problem u naSim ekoloSkim
uslovima. U godinama koje su bile izuzetno kiSovite u periodu sazrevanja i Zetve
kukuruza, kao npr. 1978. g., zrno je imalo povedan sadrzaj vlage, Sto je favorizovalo
rast fusaria, pa je dak 46,5% uzoraka sadrzalo ovaj mikotoksin (Pepeljnjak i
Balzer, 1982). Veliku kontaminaciju zrna kukuruza zearalenonom naSli su i
Klemenc i sar. (1986) - 45,3%, a joS viSe Sutil i sar. (1982) - 83,3% kod
prirodno suSenog kukuruza, odnosno 62,8% kod veStalki suSenog. Rezultati naSeg
mikotoksiksoloSkog istrazivanja (tabela 5) pokazuju mnogo manji nalaz zearale-
nona (kod 20% zrna kukuruza vlaZnosti do 29,5%). Dobijeni nalaz bi se mogao
objasniti odsustvom (osim u jednom sludaju) plesni F. gratninearum, koja je naj-
poznatiji producent ovog mikotoksina. Mada i druga fusaria mogu biosintetisati
zearalenon (npr. F. oxysporunf), verovatno izolovani sojevi nisu bili toksikogeni u
datim uslovima.

Nije bilo mogule ustanoviti prisustvo korelacije izmedu ukupnog broja ples­
ni u 1 g kukuruza (tabela 1) i prisustva mikotoksina (tabela 5). Uzorci listih hibrida
koji su bili najviSe kontaminirani plesnima (280.000 /g) nisu uopSte sadrZali miko-
toksine.

zakljuCci

Deset rodova plesni, predstavljeno sa 25 vrsta je identifikovano na zrnu
kukuruza (rod 1990) iz Vojvodine.

Najzastupljeniji je bio Fusarium spp. (50-100% inficiranih uzoraka) sa 6
determinisanih vrsta, od kojih je najleSla bila F. moniliforme var. subglutinans.
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Penicillium spp. je bio detektovan kod 10-100% ispitanih uzoraka zrna kuku-
ruza. Od 8 identifikovanih vrsta, najudestalija je bila P. verrucosum var. cyclopium.

NeSto ni£a je bila kontaminacija uzoraka s aspergillima (20-50%); Aspergil­
lus versicolor je bio najzastupljenija vrsta.

MikotoksikoloSka istraiivanja zrna kukuruza su pokazala odsustvo kontami-
nacije ohratoksinom A, i dosta malo zagadenje aflatoksinom Bi (10% uzoraka
prirodno suSenog zrna). Zearalenon je bio najCeSde detektovan mikotoksin (20%
uzoraka; 1,5-10 mg/kg).

CONTAMINATION OF CORN KERNELS (1990 CROP) WITH TOXIGENIC MOLDS AND
MYCOTOXINS (AFLATOXIN Bi, OCHRATOXIN A AND ZEARALENONE)

Summary

Twenty seven samples of corn kernels (1990 crop) were mycologicaly and mycotoxi-
cologicaly investigated. All samples came from the regions of BaCka and Banat (Vojvodina)
with the exception of two imported from Africa and America. Mycotoxins (aflatoxin Bl,
ochratoxin A and zearalenone) were determined according to Balzer et al. (1978).

Ten fungal genera were identified on com kernels. Fusarium spp. was the dominant
one (50-100% contaminated samples). Among six determined species F. moniliforme var.
sub glut mans was the most frequent. Penicillium spp. was detected on 10-100% of investigated
samples. P. verrucosum var. cyclophon was dominant among eight identified penicillia species.
It was the contamination of corn kernels with Aspergillus spp. that was a little bit lower while
A. versicolor was the most frequent.

Mycotoxicological investigations revealed the absence of ochratoxin A. Aflatoxin Bi
was determined only in 10% of the samples from Vojvodina (0.0125 mg/kg). Hyperestrogenic
factor - zearalenone was found in 20% of samples with concentration from 1,5 to 10 mg/kg.
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