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UPOREDIVANJE DVA RAZLICITA POSTUPKA EKSTRAKCIJE
T-2 TOKSINA IZ TECNE FERMENTACIONE PODLOGE

UPOTREBLJENE ZA KULTIVACUU TOKSIKOGENIH FUSARIA

ALEKSANDRA BOCAROV-STANClC, P. RADOSEVlC I J. BOZO

TehnoloSld institui "Servo Mihalj", Zraijanbi
Vbjnomedicinska akademija, Beograd

Apstrakt Pet toksinogenih sojeva Fits, sporotrichioides uzgajano je na polusin-
tetskoj tekudoj podlozi APYA (50 g/1 saharoze, 1 g/1 peptona, 1 g/1 autolizata kvasca
tri dana na temperaturi od 28 °C, na rotirajudoj mudkalici (220 obrtaja/minut). T-2
toksin je ekstrahiran iz fermentativne podloge na dva nadina: (1) pomodu etilacetata i
(2) pomodu uglja. U ovom sludaju ugalj u prahu je stalno meSan sa filtratom kulture,
filtriran, ispran dejoniziranom vodom i tada potopljen u etanolu.

U svim sludajevima dobivene su vede kolidine T-2 toksina istim sojem plesni
upotrebom organskog otapala (etilacetata), ali je ckstrakcija sa ugljem u prahu davala
distije pripravke T-2 toksina.

U V O D

U naudnoj literaturi je opisan vedi broj postupaka za proizvodnju T-2 tok­
sina u distoj kulturi. Jedan od najdeSde koriSdenih je kultivacija toksikogenih izo-
lata Fusarium spp. na vlainom sterilisanom zrnu fcitarica. Mada se na ovaj nadin
mogu postidi visoki prinosi T-2 toksina, proces je dugotrajan (4-6 nedelja), zahteva
nisku temperaturu (8-12°C) (Smalley i Strong, 1974; Joffe i Yagen,
1977) i prediSdavanje toksina je dosta komplikovano usled prisustva vedeg broja
interferirajudih supstanci. Fermentacija u sintetidkim ili polusintetidkim podloga-
ma (Gregory i sar., 1952; Ueno i sar., 1973) ima vedi broj prednosti: kradu
kultivaciju (do 5 dana), vi§u temperaturu (25-28°C), prisustvo pratedih materija u
mnogo manjem obimu i mogudnost preciznijeg definisanja faktora koji mogu uti-
cati na prinos ovog trihotecena (aeracija npr.).
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Medutim, distoda prcparata T-2 toksina ne zavisi samo od uslova kultivacije
mikroorganizma producenta ved u velikoj meri i od primenjenog postupka eks-
trakcije.

Shodno tome, cilj ovog rada je bio poredenje dve metode ekstrakeije T-2
toksina iz prefermentisane proizvodne podloge: 1) organskim rastvaradem, tj. etil-
acetatom i 2) aktivnim ugljem kao specifidnim adsorbensom.

MATERUAL I METODE

Mikroorganizmi

U ovom istraXivanju je upotrebljeno 5 izolata Fusarium sporotrichioides:
ITM-391 (leg. A. Bottalico), ITM-496 (leg. A. Bottalico), M-l-1 (leg. Y. Ueno),
KF-38/1 (leg. Y. Chelkowski) i R-2301 (leg. Y. Bauer), dobijenih ljubaznoSdu prof.
dr M. Muntanola-Cvetkovid. Kod ovih kultura je ved prethodno bilo dokazano da
posjeduju sposobnost biosinteze T-2 toksina pri kultivaciji na dvrstim prirodnim
podlogama (Bodarov-Stancid i sar., 1986, a i Bodarov-Standid i
Muntanola-Cvetkovid, 1988), kao i pri submerznoj kultivaciji (Ueno i
sar., 1975; Bodarov-Standid i Muntanola-Cvetkovid, 1988). Stok
kulture organizama su duvane na krompir-saharoznom agaru (KSA) na 4°C i sub-
kultivisane su na istoj podlozi tokom 7 dana na 28°C.

Podloga

Tedna podloga (SPAK) sa 50 g/1 saharozc (Merck), 1 g/1 peptona-1 (Torlak)
i 1 g/1 autolizata kvasca-NAV (Ohly Gmbh) (pH 6,0) je koriSdena za biosintezu T-2
toksina.

Uslovi kultivacije

Erlenmajer tikvice od 500 ml sa 250 ml podloge su sterilisane tokom 25
minuta na 120°C. Kolidina inokuluma je iznosila 5% v/v. Kultivacija je obavljena
tokom 3 dana na 28°C i rotacionoj mudkalici (220 o/min.). Broj ponavljanja je
iznosio tri.

Analize

Biomasa mikroorganizama je odvojena od prefermentisane podloge filtri-
ranjem kroz Filtrak 388 filter papir. Suva teZina micelije je determinisana suSenjem
do konstantne teSine na 105°C i meren je pH. Sirovi toksin je izolovan: 1) ekstrak-
cijom iz 100 ml filtrata pomodu etilacetata (3 x 50 ml) u levkovima za odvajanje i
2) ekstrakeijom iz 100 ml filtrata pomodu 1 g aktivnog uglja (Merck) (Ueno i sar.,
1975). U poslednjem sludaju, nakon jednog sata mudkanja na 28°C i 220 o/min.,
ugalj je odvojen filtriranjem na vakuumu kroz Filtrak 388 i ispran sa 20 ml des-
tilovane vode. Aktivni ugalj sa adsorbovanim T-2 toksinom je zatim potopljen 
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tokom nodi u 20 ml metanola, profiltriran i jos> jednom ispran sa 10 ml metanola
tokom jednog sata uz stalno mesanje, pa su obc metanoiske frakcije na kraju obje-
dinjene. Sirovi T-2 toksin je uparen do Suva, rastvoren u 1000 pA liloroforma i
kolicina mu je odredena tankoslojnom hromatografijom na plodama (Kiselgel G;
0,25 mm) razvijanim u smesi liloroform-metanol (95+5 v/v). Razvijene plode su
prskane 25% sumpornom kiselinom i zagrevane 10 minuta na 130° C. Kvantifika-
cija toksina je izvrSena vizueinim porcdcnjem pod UV-svetlom sa poznatim kolidi-
nama standarda T-2 toksina. Naknadno je izvrSeno ponovno pranje aktivnog uglja
vakuum filtracijom acetonom i metanolom, a T-2 toksin je u filtratu odreden na
prethodno navedeni nacin.

Tabela br. 1 PRINOS T-2 TOKSINA KOD IZOLATA Fusarium sporotrichioides U ZAVISNOSTI
OD PRIMENJENOG POSTUPKA EKSTRAKCEJE

Kultura Ekstr. pH
Suvi

cstatak
(g/lGO ml)

Prinos T-2

(mg/1) (%)

ITM-496 1 4,07 0,529 15 100

2 0 0

ITM-391 1 3,56 0,480 150 100

2 105 70

M-l-1 1 3,37 0,358 300 100

2 185 61

KF-38/1 1 3,97 0,549 135 100

2 95 70

R-2301 1 3,95 0,365 120 100
2 88 73

REZULTATII DISKUSIJA

Rezultati prikazani u tabeli 1 pokazuju znatan pad pH vrednosti tokom
kultivacije u SPAK: od podetnih 6,2 do 3,56-4,07, Sto je izrazitije nego u naSim
prethodnim istrazivanjima (Bocarov-Stancid i Muntanola-Cvetko-
vi 6,1988). Uocena pojava je verovatno poslcdica povedane acracije primenjene u
sadaSnjem istraSivanju. Nairne, umesto uobicajenih 200 o/min, koriSdenjem 220
o/min. postignut je ne samo vedi pad pH i povedanje biomase mikroorganizama
(suva masa micelija od 3,58-5,49 g/1) nego i brzi ulazak u stacionarnu fazu kada se
po pravilu (Ueno i sar., 1974) naglo povedava biosinteza T-2 toksina. Shodno
tome, proces fermentaeije je skraden sa 5 dana, kada je, prema Ueno i sar. (1975) i
nasim ranijim istrazivanjima (D u 1 c t i d i sar., 1988), produkeija T-2 toksina mak- 
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simalna za svega tri dana kultivacije. Takode, upotrebom metode ekstrakcije etil-
acetatom postignuti prinosi istog mikotoksina od 15-300 mg/1 su u vedini sludajeva
vi5i nego kod istih sojeva fusaria kultivisanih u SPK, 28°C, 200 o/min., tokom 5
dana. Npr. F. sporotrichoides M-l-1 (poznati producent T-2 tolcsina) je u uslovima
naSeg eksperimenta biosintetisao 300 mg/1 sirovog T-2, prema U e n o i sar. (1975)
151 mg/1,a premanaSem prethodnom ispitivanju, 120mg/1 (Bodarov-Standid
i Muntanola-Cvetkovid, 1988).

Dobijeno povedanje prinosa T-2 tolcsina se, medutim, ne moZe objasniti
iskljudivo povedanjem aeracije. Nairne, izvrifena je jedna manja modifikacija origi-
nalne podloge (50 g/1 saharoze + 1 g/1 peptona -1- 1 g/1 ekstrakta kvasca = SPK)
koja, prema Ueno i sar. (1975), obezbeduje sve neophodne elemente za produk-
ciju visokih nivoa trihotecena. Elcstrakt kvasca (iz SPK) je zamenjen autolizatom
kvasca s obzirom da je usled odsustva termidkog tretmana poslednji sigurno boga-
tiji izvor aminokiselina i drugih faktora rasta, sto su i dokazala naSa prethodna
istrazivanja (Bodarov-Standid i sar., 1989 a).

U postupku dobijanja Sto distijih preparata T-2 tolcsina iz prefermentisane
produkcione podloge, od velilcog je znadaja sama ekstrakcija kao korak koji pret-
hodi prediscavanju. Iz tog razloga upotrebljen je, pored ranije koriSdenog postupka
sa organskim rastvaradima (Bodarov-Stancid i sar., 1986; Bocarov-
S t a n d i d i sar., 1989,) postupak baziran na primeni aktivnog uglja, koji su koristili
Ueno i sar. (1975) u sludaju rada sa desetolitarskim kolidinama tedne podloge.
Izvesne modifilcacije su izvrScne samo u smislu da je produzeno vreme adsorpcije i
desorpcije tolcsina, dok su svi ostali parametri ostali nepromenjeni. Na osnovu
rezultaia prikazanih u tabeli 1, vidi se da su u svim slucajevima (elcstr. 2) dobijeni
nizi prinosi T-2 tolcsina: od 27-39% nego pri upotrebi etilacetata (elcstr. 1). Uodeno
snizenje bi se moglo mozda izbedi posebnom obradom aktivnog uglja i povedanjem
kolidine metanoia kao desorpcionog srcdstva, Sto je i dokazano naknadnim eluira-
njem T-2 tolcsina sa aktivnog uglja kada su dobijeni prinosi 100%.

Submerzna kultivacija producenata T-2 tolcsina je odabrana s obzirom da se,
prema podacima iz literature (Ueno i sar., 1979), disti T-2 toksin i drugi triho-
teceni mogu dobiti jednostepenom kolonskom hromatografijom, dok je pri njiho-
voj stacionamoj kultivaciji neophodno prediSdavanje dvostepenom kolonskom hro­
matografijom.

COMPARISON OF TWO DIFFERENT EXTRACTION METHODS FOR T-2 TOXIN FROM
LIQUID FERMENTATION MEDIUM USED FOR TOXICOGENIC FUSARIA CULTIVATION

S u m m a r y

Five toxicogenic strains of Fusarium sporoirichioides were cultivated in semi-synthetic
liquid medium SPYA (sucrose 50 g/1, peptone-1 1 g/1; yeast autolisate 1 g/1) for 3 days at 28°C
on a rotary shaker (220 rpm).
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T-2 toxin was extracted from fermentation medium in two ways: 1) by the mean of
ethylacetate, and 2) by the mean of active charcoal. In the latter case powdered charcoal was
mixed continuously with culture filtrate, filtrated, washed with deionized water, and than im­
mersed in methanol.

In all cases higher yields of T-2 toxin were obtained in the same fungal strain by the use
of organic solvent (ethylacetate), but the extraction method with powdered charcoal yielded
cleaner T-2 toxin preparations.
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