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POJAVA ZNATNIH KOLICINA AFLATOKSINA Mi U
HLOROFORMSKOM EKSTRAKTU KES SUPSTRATA NAKON

KULTIVACIJE PLESNI Aspergillus flavus MPi

MARUA SUTIC I MILENA NIKOLld

Poljoprivredni faladtet, Zemun
Institut bezbjednosti Beograd

Apstrakt Asp. flavus MPi u tekudoj podlozi sa dodatkom kvaSCeva ekstrakta
pokazao je najvedu biomasu pri temperaturi od 30°C i pH 3,5. Najbolji uslovi za stva­
ranje aflatoksina Bi, Gi, B2 i G2 bili su pri temperaturi od 25°C i pH 5,5. Najbolji uslovi
za stvaranje AFMi utvrdeni su pri temperaturi od 30°C i pH 3,5.

Aflatoksini predstavljaju porodicu visokotoksiCnih kancerogenih mikotok-
sina proizvedenih sekundamim metabolitskim dejstvom plesni Aspergillus flavus ili
Aspergillus paraziticus. Kao Sto je poznato, aflatoksin Bi je medu njima najtok-
siCniji, a plesni ga proizvode kod vedine sojeva u najvedoj kolidini. Prema vedini
autora, mali broj plesni proizvodada aflatoksina ima sposobnost za stvaranjem ve-
dih kolidina aflatoksina Mi. Aflatoksin Mi otkriven je kod sisara koji su za ishranu
koristili hranu u kojoj se nalaze ovi toksini i predstavljaju njihov metabolitski
produkt, koji se moze identifikovati u mleku, urinu i miSidnom tldvu. U ovom radu
izneti su neld ekoloSki faktori koji imaju uticaja na stvaranje povedanih kolidina
aflatoksina Mi.

MATERNAL I METOD RADA

Organizam: Aspergillus flavus MPi iz kolekcije Marije Sutid (1), Institut za
mikrobiologiju, Poljoprivredni fakultet, Zemun.

Inokulum proizvedenog organizma formiran je na sladnom agaru inkuba-
cijom na 25°C u trajanju od 6 dana radi dobrog formiranja spora. Suspenzija spora
u fizioloSkom rastvoru dobijena je tehnikom brisa.
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Za rad je upotrebljena tecna podloga, koja se kod prethodnih ispitivanja
pokazala najbolja sa stanoviSta produkcije aflatoksina i biomase (3), ali sa duplo
vedom kolidinom kvaSdevog ekstrakta. Sastav podloge je: 4% kvaSdevog ekstrakta i
20% saharoze.

Po 20 ml podloge razliveno je u 21 erlenmajer i sterilisano na 115°C u
vremenu od 15 minuta; pH-vrednost podloge podeSena je dodavanjem sterilne 10%
HC1. Kolidina kiseline, zbog nemogudnosti sterilnog merenja, odredena je u "sle-
pom" uzorku, a zatim je u aseptidnim uslovima obavljeno dodavanje utvrdenili
kolidine kiseline radi regulisanja zeljenih pH-vrijednosti. U svih 18 erlenmajera
dodat je po 1 ml suspenzije spora.

Uslovi kultivacije

Kultivacija je obavljena na temperaturi od 20, 25 i 30°C u trajanju od 10
dana. Nakon isteka tog vremena izvrSeno je bioloSko inaktiviranje spora toplotom.

Ekstrakcija toksina

Ekstrakcija se obavlja tako sto se u ohladeni supstrat doda 100 ml hlorofor-
ma, posle dega se obavlja mesanje u trajanju od 1 minuta. Ovaj supstrat se filtrira
kroz fiter-papir tipa Carl Schleicher S Schul No. 388. Fillrat se tretira jos dva puta
sa po 100 ml hloroforma. Sakupljeni hloroformski ekstrakt se uparava do suva i
rastvara u 5 ml mesavine benzolacetonitrila (984-2) i kao takav se koristi za analizu.
Micelija se suSi na temperaturi od 85°C u trajanju od 6 sati do konstantne tezine
(3).

Analiza

Za analizu je primenjena tankoslojna hromatografija. U radu su koriSdene
kvantitativne Al-plode DC-Karten SI 20x20 cm. Reidel De-Haen Aktiengeseli-
schaft, Seelze-Hannover. Radi pouzdanije detekcije aflatoksina Mi koriSdena je
dvodimenzionalna TLC. Na obelezenu plodu 20x20 cm (si. 1) nanese se 20 n\ u-
zorka i 2,4,6 standarda ili odgovarajuda kolidina standarda. Ploda se razvija u
rastvoru I: voda-metanol-etar (14-44-95) u "prvom" pravcu. Nakon razvijanja, ploda
se suSi a zatim razvija u ”drugom" pravcu u rastvaradu 2-propanol-aceton-hloro-
form (34-104-87). Kolidina aflatoksina Mi odreduje se vizuelnom procenom kon-
centracije (4). Postignuti efekti razdvajanja su prikazani na si. 1 i 2.

Aflatoxini Bi, B2, Gi i G2 detektovani su pomodu TLC-metode jednodimen-
zionalnom hromatografijom (si. 1.).

DISKUSUA

Dobijeni rezultati ukazuju na odnos izmedu aflatoksina Bi i aflatoksina Mi.
Tamo gde su uslovi za sintezu AT Bi nepovoljni stvaraju se vede kolidine AT Mi.
Takode se na osnovu dobijenih rezultata uodava da kolidina stvorenih AT Bi i B2
nije upravo proporcionalna kolidini stvorene biomase, Sto narodito dolazi do izra-
zaja na temperaturi od 30°C.
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REZULTATI

Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1.

Temperature °C 20 25 30

pH 5,5 4,5 3,5 5,5 4,5 3,5 5,5 4,5 3,5

Biomasa g/lOOml 1,0 2,0 2,3 2,5 2,7 2,8 2,6 2,7 3,0

ATMi g/100ml 0,03 0,03 0,03 0,03 0,12 0,17 0,03 0,17 0,28

ATBi g/lOOml 3,0 2,5 0,5 4,0 2,5 0,1 2,5 1,5 0,5

ATGi g/lOOml t t t t t t

ATB2 g/lOOml 4,2 2,0 0,5 5,0 2,5 0,1 4,0 2,0 0,5

ATGi g/100ml 0,50 0,25 0,01 0,50 0,25 tt 0,50 0,25 0,10

ZAKLJUCAK

Kod ispitivanja soja Aspergillus flavus MPi utvrdeno je da su najbolji uslovi
stvaranje biomase na temperaturi od 30°C pri pH 3,5. Najbolji uslovi za stvaranje
aflatoksina Bi, Gi, B2 i G2 su na temperaturi od 25°C pri pH 5,5. najbolji uslovi
za stvaranje AT Mi su na temperaturi od 30°C pri pH-vrednosti 3,5.

PRODUCTION OF SIGNIFICANT QUANTITIES OF AFLATOXIN Mi IN CHLOROFORM
EXTRACTS IN YEASTS SUBSTRATE BY Asp. flavus MPi STRAIN CULTIVATION

Summary

The authors investigated optimal growth conditions for Asp. flavus (strain
MPi, from the Institute collection) and determined that the best medium was
yeast extract. The greatest biomass was produced at the temperature of 30°C and
pH value of 3,5. The best conditions for production of AFBi, Gi, B2 and G2 were
at the temperature of 25°C and pH 5,5. The most favorable conditions for AFMi
were determined at the temperature of 30 °C and the pH value of 3,5.
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