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UCESTALOST I TOKSIKOGENOST SOJEVAylspezgzZ/ws
versicolor NA PODRUCJU REPUBLIKE HRVATSKE

ZDENKA CVETNI6 I STJEPAN PEPELJNJAK

Farmaceutsko-biokemijski fakultet SveuSiliSta u Zagrebu
Zavod za mikrobiologiju, Zagreb

Apstrakt. U toku osmogodiSnjih mikoloSkih ispitivanja distribute spora plijesni
u zraku, u tlu, na bilju u vegetaciji te uzorcima uskladiStenih zitarica i suhomesnatih
proizvoda swakupljenih iz skladiSta i smoCnica individualnih domadinstava na podrudju
R. Hrvatske pretraieno je 1295 uzoraka i utvrdeno je 5.7-46.3% uzoraka kontami-
niranih plijesnima roda Aspergillus.

Vrsta A. versicolor u pretrazenim uzorcima tla nije dokazana, dok se na bilju u
vegetaciji javila u 0.3% (1/260), odnosno u 6.6 % (1/15) od ukupno utvrdenih Aspergil­
lus vrsta. U zraku je ova vrsta bila prisutna u 4.9% (15/305), odnosno u 27.7% (15/54),
u skladiStima u 0.7% (2/285), odnosno 1.6% (2/124) i smoCnicama u 3.8% (15/395),
odnosno 8.2% (15/183) uzoraka. Intenzitet kontaminacije uzoraka sa A. versicolor bio
je od 1-5 (maksim.5).

Biosintezom na vlaznoj pScniCnoj prekrupi ispitana je toksikogena sposobnost
tvorbe sterigmatocistina (ST) i aflatoksina (AF) 25 sojeva A versicolor.

Multitoksinskom TLC metodom utvrdeno je 32% (8/25) producenata sterig­
matocistina u koncentracijama 4.0-480.0 mg ST/kg. Najtoksikogeniji soj izoliran je iz
zraka. Nijedan ispitani soj nije tvorio aflatoksine.

UVOD

Medu mnogobrojnim plijesnima koje svojim toksiCnim metabolitima (miko-
toksinima) mogu Stetno djelovati na zdravlje ljudi i zivotinja vrsta Aspergillus versi­
color iz roda Aspergillus posebno je zanimljiva zbog mogudnosti tvorbe sterig­
matocistina (ST) i aflatoksina (AF).

Molekula sterigmatocistina sastoji se od ksantonske jezgre (dibenzopiran)
na koju su vezana dva furanska prstena (slika 1) (1).
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Sitka 1. Kcmijaka struktura sterigmatocistina

Postoji slidnost u kemijskoj gradi molekula sterigmatocistina i aflatoksina
Bi, a visoka reaktivna bifuranska struktura odgovorna je za mnoga farmakoloSka
svojstva obaju toksina.

Sterigmatocistin je toksi&ia supstancija sa karcinogenim i mutagenim svoj-
stvima, koja su dokazana na brojnim pokusnim 2ivotinjama (2, 3). Njegova tok-
sikogenost slidna je uSincima koje izazivaju aflatoksini, samo manje izraZena. Pre­
ma navodima autora Schroeder i Kelton (4), srednja letalna doza (LD50)
intraperitonealno) sterigmatocistina za Stakore iznosila je 60 mg/kg tjelesne teiine,
a LD50 aflatoksina Bi bila je 6 mg/kg tjelesne tezine. U pokusima na paCidima
aflatoksin Bi se pokazao viSe od 100 puta djelotvorniji od sterigmatocistina u nas-
tajanju hiperplazije 2uCnih kanalida (1, 4). Medutim, tvorba sterigmatocistina u
odnosu na tvorbu aflatoksina je znatno kvantitativno veda, pa se u literaturi navode
podaci o prinosu sterigmatocistina i do 12 g/kg supstrata (5, 6).

Sposobnost tvorbe sterigmatocistina, uz A. versicolor vrstu, imaju brojne
druge vrste unutar rodova Aspergillus (A. glaucus gr., A. [lavas i A. parasiticus, A.
nidulans), Penicillium (P. luteum) i Bipolaris (B. sorokiniana) (4, 6).

Polazedi od saznaaja mogudeg tolcsikogenog udinka sterigmatocistina, cilj
naSeg istrazivanja je bio utvrditi uCestalost A. versicolor vrste u uzorcima zemlje,
zraka, bilja u vegetaciji, uskladiStenih Zitarica i suhomesnatih proizvoda, te utvrditi
toksikogenost sojeva ove vrste u postupku biosinteze in vitro.
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MATERJJAL I METODE

Tokom mikoloskih ispitivanja distribucije spora plijesni na sirem
podrucju Republike Hrvatske pretrazeno je ukupno 1295 uzoraka. Ispi-
tano je 50 uzoraka razlicitih vrsta tla sakupljenih sa livada, polja, vr-
tova i dvorista. Na geografski razlicitim lokacijama sakupljeno je i
mikoloski pretrazeno 305 uzoraka zraka.

U razdoblju Ijetnih mjeseci za mikoloska ispitivanja bilja u vegeta-
ciji sabrano je sa njiva 260 uzoraka klasja zitarica prije zetve, listova
kukuruza, djeteline, raznog povrca, okolnog bilja i trava na kojima nije
bilo vidljivih znakova kvarenja.

Biosintezom na vlaznoj psenicnoj prekrupi (25 g, 40 % vlage u
250 ml Erlenmayer bocama) ispitana je sposobnost tvorbe sterigma-
tocistina (ST) i aflatoksina (AF) 25 sojeva A. versicolor. Sterilna
psenicna prekrupa (121°C/1 ,sat) inokulirana je sa 1 ml suspenzije oko
106 spora.

Kvalitativna i polukvantitativna determinacija sterigmatocistina
provedena je metodom tankoslojne kromatografije (TLC) prema Stack
i Rodricks (9).

Kao test kultura plijesni uzet je soj A. versicolor T-37 dobiven od
dr. P. Lepom (Acad, of Agricul. Sci. of Germany).

Ekstrakcija toksina iz biomase vrsena je pomocu acetonitrila i
otopine kalijeva klorida (9+1) te vode sa kloroformom. Kloroform-
ski ekstrakti uzoraka upareni su do suha i resuspendirani u 0,2 ml
klorofrma te naneseni na silika gel H kromatografske ploce u kolicini
1 pl, 5 pl i 10 pl, te su usporedivane Rf vrijednosti i svojstva fluo-
roscencije sa standardnom sterigmatocistina (ST Carol ROTH-D 75)
u koncentraciji 50 pg/ml.

43 AKADEMIJ A NAUKA IUMJETNOSTIBOSNE IHERCEGOVINE



SI. 1 — Kolonija A. versicolor producent sterigmatocistima (10 dana rasta na cropek podlozi

na 27°C)
SI. 2 - Karakteristican oblik kolonije A. versicolor: nepravilno, radijalna izbrazdana kolonija

sa pahuljicastim centrom i barsunastim rubovima, nakon 20 dana na cropek podlozi
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Biosintezom na vlafnoj pSenidnoj prekrupi (25 g, 40% vlage u 250 ml Erlen-
mayer bocama) ispitana je sposobnost tvorbe sterigmatocistina (ST} i aflatoksina
(AF) 25 sojevaA versicolor. Stenina pSenidna prekrupa (121°C/1 sat) inokulirana
je sa 1 ml suspenzije oko 106 spora.

Kvalitativna i pokukvantitativna determinacija sterigmatocistina provedena
je metodom tankoslojne kromatografije (TLC) prema Stack i Rodricks (9).

Kao test kultura plijesni uzet je soj A. versicolor T-37, dobiven od dr. P.
Lepom (Acad, of Agricul. Sci. of Germany).

Ekstrakcija toksina iz biomase vrSena je pomodu acetonitrila i otopine kali-
jeva klorida (9+1) te vode sa kloroformom. Kloroformski ekstrakti uzoraka upa-
reni su do suha i resuspendirani u 0,2 ml kloroforma, te naneSeni na silika gel H
kromatografske plode u kolidini 1 5 [A i 10 /zl. Zatim su usporedivane Rf vrijed-
nosti i svojstva fluorescencije sa standardom sterigmatocistina (ST Carol ROTH-D
75) u koncentraciji 50/zg/ml.

Kao razvijad upotrebljen je sistem otapala kloroform : aceton : heksan
(85+15+20).

Promatranjem kromatograma pod UV svjetlom valne du2ine 365 nm, ste-
rigmatocistin se pojavljuje kao cigla crvena fluorescentna todka kod Rf cca 0.6.
Potvrdni test proveden je prskanjem kromatograma 20% etanolnom otopinom
AlCh i Zarenjem plode 10 min. na 100°C. Ponovnim promatranjem pod UV svjet­
lom sterigmatocistin daje svijetlozutu fluorescenciju. Za svaki pozitivni nalaz uz
ovaj test proveden je i postupak dvodimenzionalne kromatografije (10).

REZULTATII DISKUSUA

Utvrdivanjem distribucije spora plijesni roda Aspergillus s posebnim osvr-
tom na vrstu A. versicolor mikoloSkim pretragama vedeg broja razliditih uzoraka
utvrdene su aspergile u 29.6% (384/1295) uzoraka. Od ukupnog broja izoliranih
aspergila, A. versicolor vrsta dinila je 8.5% (33/384), odnosno 2.5% (33/1295) u
odnosu na broj pretrazenih uzoraka.

U pretraSenim uzorcima tla, iako su aspergile dokazane u 16.0% (8/50),
vrsta A. versicolor nije utvrdena (tablica 1).

Aspergile nisu bile deste ni na uzorcima bilja u vegetaciji i javile su se u 5.7%
(15/260) uzoraka, a A. versicolor vrsta u 6.6% (1/15), odnosno u 0.3% (1/260) od
ukupno mikoloSki pretrazenih uzoraka.

Spore aspergila u zraku dinile su 17.7% (54/305) i zauzimale su peto mjesto
po udestalosti iza rodova Cladosporium, Penicillium, Alternaria i Absidia. A. ver­
sicolor vrsta relativno je desto izolirana iz zraka u 27.7% (15/54) odnosno u 4.9%
(15/305) ukupnog broja uzoraka, a slijedila je plijesanA glaucus (11/3%).
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Tablica 1. NALAZ ASPERGILA U OKOLlSu, SKLADISTIMA, SMOCbUCAMA

Uzorci
Broj
ispitanih
uzoraka

Rod
Aspergillus

Vrsta
Aspergillus versicolor

n % n %L IK
Tlo 50 8 16.0 - - - -
Bilje u veget. 260 15 5.7 1 6.6 0.3 1
Zrak 305 54 17.7 15 27.7 4.9 1

Skladi&a:
Grah 65 40 61.5 2 5.0 3.0 1
Kukuruz 65 13 20.0
PScnica, zob 85 33 38.8
Krmne smjese 35 14 40.0
Kikiriki 25 16 64.0
Soja 20 8 40.0

Ukupno: 285 124 43.5 2 1.6 0.7 1

Smodnice:
Slanina 160 56 35.0 8 14.2 5.0 1-4
Sunka 130 72 55.3 5 6.9 3.8 1-5
Kobasice 80 37 46.2 2 5.4 2.5 1
PrSut 25 18 72.0 - - - -

Ukupno 395 183 463 15 8.2 3.8 1-5
Ukupno svih uzoraka: 1295 384 29.6 33 8.5 2.5 1-5

Udestalost pojavljivanja plijesni iz roda Aspergillus u skladiStima iznosila je
43.5% (124/285) a najveda je bila na uzorcima graha 61.5% (40/65) i uzorcima
kikirikija 64.0% (16/25) od sveg uskladiStenog zmevlja. Vrsta A. versicolor doka-
zana je samo na grahu u 5.0% (2/40), odnosno u 3.0% (2/65) od ukupno pretra-
2enog uskladiStenog graha.

Na uzorcima suhomesnatih preradevina iz smoCnica udestalost aspergila iz­
nosila je 46.3% (183/395), a na uzorcima Sunke 55.3% (72/130) i uzorcima prSuta
72.0% (18/25) aspergile su dominirale, medutim sa prSuta nije izoliran nijedan soj
A. versicolor vrste. Na drugim uzorcima ova plijesan javila se u 8.2% (15/183)
odnosno 3.8% (15/395).

Na graf. 1 prikazan je nalaz plijesni roda Aspergillus i vrste A. versicolor u
odnosu na broj pretrazenih uzoraka. Plijesni roda Aspergillus dominirale su u
skladiStima i smoCnicama, a vrsta A. versicolor u zraku (graf. 1).

Udestalost A. versicolor vrste u odnosu na ukupan broj utvrdenih aspergila
prikazana je na graf. 2.

Vrsta A. versicolor dominirala je u zraku (27.7%), a najniza udestalost doka-
zana je u skladiStima (1.6%), dok iz uzoraka tla nije izolirana.
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Ucestalost kontaminacije (%

Vegctac.

Skladista

Smocnice

Ornf.1. UCotalost plijeanl roda Aspergillus i vrste A. versicolor u odnosu na broj ispitanih uzoraka
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Graf.2. Utesta lost A. versicolor vrste u odnosu na ukupan broj izoliranih aspcrgila

Toksikogena sposobnost tvorbe sterigmatocistina i aflatoksina Bi B2 Gi i G2
provedena je na petnaest sojeva A. versicolor izoliranih iz zraka i deset sojeva izoli­
ranih iz uzoraka slanine, Sunke i kobasica. Sposobnost tvorbe sterigmatocistina
(sterigmatocistinogenost) imalo je 32.0% (8/25) sojeva u rasponu koncentracije
4.0-480.0 mg ST/kg. Nijedan ispitani soj nije tvorio aflatoksine (tablica 2).

48 IV SIMPOZD O MIKOTOKSINIMA



T-37 referentni soj

Tablica 2. STERIGMATOCISTOGENOST SOJEVA Aspergillus versicolor

Porijeklo
sojeva

Broj
ispitanih
sojeva

Produkcija
toksina

ST AF

Broj i %
toksikogenih

sojeva

Sterigmatocistin

mg/kg

Zrak 15 + 6 40.0 4.0-480.0

Slanina 5 + 1 20.0 16.0

Sunka 3 - - - -

Kobasica 2 + 1 50.0 120.0

T-37 / + / I 420.0

Ukupno 25 (+-) 8 32.0 4.0-480.0

Rezultati mikoloSkih pretraga uzoraka tla sa razliCitih i geografski udaljenih
podrudja Sirom svijeta ukazuju na varijabilnost udestalosti plijesni u tlu.

U naSim nalazima vrste rodova Rhizopus, Absidia, Mucor i Fusarium su
najdeSfe izolirane plijesni. Najudestalije vrste roda Aspergillus su A flavus,A. fumi-
gatus, A. niger, A. nidulans i A. terreus.

Na bilju u vegetaciji i raznim vrstama usjeva prije 2ctvc dominiraju uglav-
nom "plijesni polja" sa rodovima Fusarium, Altemaria i Cladosporium.

SliCne rezultate dobili smo u naSim ranijim istrazivanjima, gdje su ove plijes­
ni bile zastupljene u uzorcima od 20.0-100.0% (5, 9). Aspergillus vrste u 5.7% i A.
versicolor u 0.3% pokazuju da su one rijetko prisutne na bilju u vegetaciji, dok su
uCestalije u skladiitima i smoCnicama kao tzv. "skladiSne plijesni".

Plijesni roda Aspergillus Cesto su prisutne u zraku Sirom svijeta i mogu se
smatrati tzv. "univerzalno dominantnim" vrstama uz vrste iz rodova Altemaria,
Cladosporium, Penicillium, Fusarium i neke druge (11). Literatumi podaci ukazuju
na relativno Cesti nalaz aspergila u zraku, od 2.8% u zraku Barcelone (12) do 79.0%
u zraku Kartuma (Sudan) (13). Zanimljiv je nalaz udestalosti aspergila u 95.0%
uzoraka zradne praSine u Taifu (Saud. Arabija), gdje je dokazano 13 vrsta, medu
kojima su dominirale A. niger,A. flavus,A. sydowi i A. versicolor (14).

Pojavljivanje spora plijesni u zraku ima sezonski karakter, pa je tako vari-
jacija udestalosti nalaza aspergila CeSda u zimskom razdoblju (12, 15).

Na5i nalazi aspergila u 17.7% ukazuju na osrednju udestalost spora ovih
plijesni u zraku, a vrsta A. versicolor u 4.9% uzoraka zauzima prvo mjesto po
udestalosti u odnosu na izolate sa bilja u vegetaciji, (0.3%) uskladiStenih iitarica
(0.7%) i uzoraka iz smoCnica (3.8%).

MikoloSka ispitivanja uzoraka uskladiStenih Zitarica, krmnih smjesa za tov,
zma kikirikija i soje pokazuju visoku uCestalost kontaminacije uzoraka tzv. "skla-
diSnim plijesnima", prije svega vrstama roda Penicillium (78.0%) i Aspergillus
(43.5%). Nalaz A versicolor u 0.7% uzoraka ukazuje na relativno nisku uCestalost 
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ove plijesni u skladiStima. Od ukupno 285 raznih uskladiStenih uzoraka, ova vrsta
dokazana je u dva uzorka graha. Kontaminacija uzoraka iz skladiSta CeSda je vrsta-
maA flavus (15.0%) iA. ochraceus (10.8%) (16).

Slidnu dominantnu mikrofloru "skladiSnih plijesni" Penicillium (86.0%) i
Aspergillus (70.0%) pokazala su nasa ranija istrazivanja mikoloSke kontaminacije
uzoraka iz smoCnica (17). Niza udestalost Aspergillus vrsta (46.3%) u ovom istraZi-
vanju ukazuje samo na varijabilnost pojavljivanja onih plijesni u smodnicama, a
nalaz A. versicolor vrste u 3.8% uzoraka suhog mesa u odnosu na udestalost u
skladiStu (0.7%) ili na bilju u vegetaciji (0.3%) ukazuju da su suhomesnati proiz-
vodi deSde kontaminirani ovom vrstom plijesni, a sto mo£e biti od znaCaja s ob-
zirom na mogudu toksikogenost.

U literaturi nalazimo podatke o relativno visokom postotku toksikogenih
sojeva. Lepomi Kloss (18) su izolirali sa uzoraka sijena i slame tokom zime
A. versicolor u 14.5% uzoraka. Testiranjem 19 sojeva, svi su tvorili sterigmatocistin
u koncentracijama vedim od 500 mg/kg. Takoder Orth (19) nalazi 60.0% produ-
cenata sterigmatocistina od 90 ispitanih sojeva A. versicolor izoliranih iz stoCne
hrane.

Na§i rezultati 32.0% toksikogenih sojeva ukazuju na Siroki raspon u stupnju
toksikogenosti. Prema kolidinama stvorenog toksina mozemo sojeve A. versicolor
svrstati u slabe (4.0 mg ST/kg) i dobre (480.0 mg ST/kg) proizvodade sterigmatocis­
tina.

IzvjeStaje o visokotoksikogenim sojevima i prinosu sterigmatocina od 5-12
g/kg supstrata iznose Steyn i Rabie (5)te Rabie i sur. (6). Postignuti
prinos dobiven je biosintezom na cijelom zrnu kukuruza na 27°C kroz 22 dana.

Vlazna pSenidna prekrupa kao kruti substrat u biosintezi sterigmatocistina
takoder se u literaturi navodi kao vrlo pogodan substrat na kojem je dobiven prinos
od 6267.0 jug ST/ g substrata. U odnosu na kukuruzno braSno, jeCam, rifu i neke
tekude kemijski definirane hranjive podloge, vedi prinos (9600.0 /4g ST/g) postignut
je na kruSnim mrvicama (20). Svi dobiveni rezultati postignuti su u optimalnim
laboratorijskim uvjetima.

S obzirom na mogudu kontaminaciju hrane (ljudi i zivotinja) sa A versicolor
plijesni i poznatu patogenost sterigmatocistina, ovaj toksin spada u mogudi rizidni
faktor za zdravlje ljudi i zivotinja.

ZAKLJUCAK

- Na osnovu provedenih mikoloSkih analiza 1295 uzoraka tla, bilja u vege­
taciji, zraka, uskladiStenih zitarica i suhomesnatih proizvoda, plijesni roda Asper­
gillus javile su se u rasponu 5.7-46.3%, a dominirale su na uzorcima iz skladiSta
(43.5%) i smodnica (46.3%).
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- Vrsta A. versicolor sa 4.9% bila je najCeSda u zraku, a nije izolirana ni iz
jednog uzorka tla.

- Provedenom biosintezom utvrdeno je 32.0% (8/25) A. versicolor sojeva
proizvodaCa sterigmatocistina. Sposobnost tvorbe ovog toksina razlidita je u poje-
dinih sojeva i krede se od 4.0 mg-480.0 mg ST/kg pSenidne prekrupe.

- Najbolji proizvodaC sterigmatocistina izoliran je iz zraka i proizveo je 480.0
mg ST/kg, dok su sojevi iz suhomesnatih proizvoda tvorili izmedu 16.0 i 120.0 mg
ST/kg.

Nijedan soj A. versicolor nije dokazan kao producent aflatoksina.

FREQUENCY AND TOXICOGENICITY OF Aspergillus versicolor STRAINS ON THE AREA OF
REPUBLIC CROATIA

Summary

Mycological analyses of 1295 samples of soil, plants in vegetation, air, stored grains and
dried meat collected in R. Croatia showed 5.7-46.3% of samples to be contaminated by
moulds of genus Aspergillus. The most frequently occurrence of Aspergillus spp were in the
samples of stored grains (43.5%) and the samples of dried meat products (463%). Aspergillus
versicolor species was predominant in the samples of air (4.9%) with contamination intensity
of 1-5 (max5).

A biosynthetic procedure on sterile moist crushed wheat was provided on 25 A. ver­
sicolor strains. The strains tested for sterigmatocystin and aflatoxin production were isolated
from the air, bacon, smoked ham and sausages.

The identity and quantity of sterigmatocystin in the extracts were determined by thin-
layer-chromatography (TLC).

Out of 25 A. versicolor strains 8/25 (32.0%) produced sterigmatocystin (cone.. ST
4.0-480.0 mg/kg). The strongest producer was isolated from the air.

Out of all examined strains no one produced aflatoxins.
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