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SaZetak

U radu su prikazani rezultati ispitivanja stupnja one&isée-
nja Zitarica, brasna i tjestenine (548 uzoraka) plijesnima vrste
Aspergillus flavus, poznatim producentom aflatoksina. Ta je
orsta nadena w 58 (od 465 analiziranih) uzoraka brasna i
tjestenine. Prisutnost aflatoksina By, masenog udjela od 2 do
10 ppb, dokazana je u 62 % uzoraka brasna oneciséenih s
A. flavus, U samo 2 uzorka tjestenine, od 15 onetiscenih
plijesnima vrste A. flavus, dokazan je maseni udjel od 2 ppb
aflatoksina By. Plijesan vrste A. flavus pronaden je u 32 (od
83 analizirana) uzorka kukuruza i je¢ma. U 27 uzoraka s do-
kazanom prisutnoséu A. flavus utorden je i maseni udjel od
5 do 20 ppb aflatoksina B;.

Uvod

Poznato je da plijesni mogu biti korisne u prehrani
ljudi, sintezi nekih antibiotika i organskih kiselina, u zre-
nju nekih vrsta sireva i kobasica itd. Stetne su jer uzro-
kuju bolesti ljudi, Zivotinja i biljaka.

Posljednja tri desetljeca (od 1961) u cijelom se svijetu
velika pozornost posvecuje plijesnima koje stvaraju mi-
kotoksine kao sekundarne metabolite. Otkriveno je pre-
ko 220 vrsta toksi¢nih plijesni, otprilike 300 razlicitih nji-
hovih metabolita, od ¢ega oko 60 pravih mikotoksina (1).
Ispitana im je kemijska struktura i djelovanje na organiz-
me pokusnih Zivotinja. Dijele je na mikotoksine koji
uzrokuju bolesti jetre, bubrega, Zivéanog sustava, misica,
koZe, respiratornih organa, probavnog trakta, spolnih or-
gana i drugo (2—4).

Mikotoksini se u organizam ljudi mogu unijeti plje-
snivom hranom ili hranom Zivotinjskog podrijetla, tj. od

Primljeno: 25. 11. 1993.
Prihvacéeno: 21. 4. 1994.

Summary

The paper presents research results regarding contamina-
tion level of cereals, flour and pastry (548 samples) with moudd
species of Aspergillus flavus, the known aflatoxin producer. This
species was found in 58 out of 465 analysed samples of flour
and pastry. Presence of aflatoxin By with a mass fraction of 2
to 10 ppb was detected in 62 % of flour samples contaminated
by A. flavus. Presence of aflatoxin By of 2 ppb was detected
in just two out of 15 pastry samples which were contaminated
by mould species of A. flavus. Mould species of A. flavus was
detected in 32 out of 83 analysed samples of corn and barley.
27 samples, proved to confain A. flavus, contained also afla-
toxin By with a mass fraction of 5 to 20 ppb.

Zivotinja hranjenih pljesnivom hranom (5-7). Medu po-
znatim mikotoksinima najtoksiniji su aflatoksini. Sinte-
tiziraju ih plijesni vrste Aspergillus flavus Link ex Fries i
Aspergillus parasiticus Speare, a i manji broj drugih plije-
sni (8-12). Letalne koncentracije tog mikotoksina, kako
je poznato, uzrokuju smrt pokusnih Zivotinja za 72 sata,
a koncentracije manje od smrtonosnih — bolesti i rak jetre
(13). Aflatoksini su pronadeni u kikirikiju, pSenici i osta-
lim Zitaricama, riZi, sjemenu lubenice i sezama, grasku,
grahu, ledi, kavi, orahu, mlijeku i proizvodima od mlije-
ka, mesu i mesnim preradevinama, proizvodima od voca
i povréa itd. (14-19). Biosinteza aflatoksina ovisi o soju,
ali isto tako o raspoloZivom materijalu i uvjetima rasta
plijesni, osobito o udjelu vode, temperaturi i nekim dru-
gim sastojcima, kao $to su ioni Zn (20).

Buduéi da su aflatoksini Stetni za zdravlje ljudi i Zi-
votinja, potrebno je znati gdje se ti mikotoksini nalaze i

* Rezultati rada priopceni su na 2. savjetovanju znacenja kemije u proizvodnji hrane i zastiti ¢ovjekove okoline, Osijek, 20-22. svibnja
1987, te pripremljeni za objavljivanje tijekom 1990. godine. Medutim, situacija u Hrvatskoj usporila je objavljivanje ovoga rada.
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koliko ih ima. U ovom je radu pracena ucestalost oneci-
iéenja Zitarica, brasna i tjestenine slavonsko-baranjskog
podrugja plijesnima vrste A. flavus i aflatoksinom B;.

Materijal i metode

Da bi se ustanovilo onetis¢enje Zitarica, brasna i tje-
stenine plijesnima vrste Aspergillus flavus i aflatoksinom
B;, mikotoksikolodkim metodama analizirano je 406 uzo-
raka brasna, 59 uzoraka tjestenine, 64 uzorka kukuruza
i 19 uzoraka je¢ma. Uzorci brasna (iz skladiSta miinova
u Belom Manastiru, Cagincima, Osijeku i Vinkovecima),
tjestenine (iz Poduzeca za proizvodnju tjestenine) i uzor-
ci kukuruza i je¢ma (iz skladista Tvornice za proizvod-
nju stone hrane-Darda) uzimani su od 30.3.1977. do
01.3.1986. najéedce svaki ili svaki drugi mjesec.

Broj plijesni odreden je Kochovom metodom, na
Czapekovu agaru (21). Odredivanje izoliranih plijesni do
rodova obavljeno je prema priru¢niku za identifikaciju i
klasifikaciju zemljisnih plijesni (22), a za rod Aspergillus
do vrsta prema Raperu i Fennelovoj (23).

Izolati plijesni vrste Aspergillus flavus odredeni su
prema proizvodniji aflatoksina B; metodama De Vogela i
suradnika (24). Postupak biosinteze proveden je sojevi-
ma A. flavus nacijepljenim u 50 ecm® bujona s 20 % saha-
roze i 2 % ekstrakta kvasca. Nakon inkubacije od 10 do
14 dana na 28 °C, aflatoksin je ekstrahiran sa 75 cm”® klo-
roforma iz filtrata kulture te koncentriran u vakuumskom
uparivaéu pri 40 °C (25). Ostatak je otopljen u 5 cm® klo-
roforma. Kloroformski ekstrakt identificiran je metodom
tankoslojne kromatografije (TLC) na plotama silikagel H
(tip 60), a kao sustav razvijaca uporabljena je otopina
kloroforma i acetona u volumnom omjeru 85 : 15. Prisut-
nost aflatoksina B, ustanovljena je vizualno pod djelova-
njem ultraljubi¢aste svjetlosti (26) na osnovi specifi¢ne
fluorescencije i Ry-vrijednosti, koje su usporedene sa
standardom aflatoksina B; (Southern Utilization Research
and Development Laboratories, New Orleans, Lab.).

Za odredivanje koncentracije aflatoksina uzorci od 25 g
(onecisceni s A. flavus) macerirani su kloroformom. Na-
kon filtriranja i uparavanja filtrata, dobiveni je ekstrakt
primijenjen za odredivanje koncentracije aflatoksina. Ma-
seni udio aflatoksina u uzorcima odredivan je po metodi
AOAC (27) vizualno pod djelovanjem ultraljubicaste svje-
tlosti, na osnovi intenziteta fluorescencije, a prema formuli:

VvV,
w (aflatoksin)/10°° = %mi

V, = volumen standarda aflatoksina (u mL),
volume of aflatoxin standard (mL),

Y, = koncentracija standarda aflatoksina (ug/mL),
mass concentration of aflatoxin standard (ug/mL),
V4 = konaéni volumen uzorka (mL),
final volume of sample (mL),

V, = volumen uzoraka koji daje fluorescenciju
istog intenziteta kao i Vs (u mL),

sample volume spotted giving fluorescent
intensity equal to Vs (mL)

m = masa uzorka (g).

mass sample (g).

Intenzitet fluorescencije aflatoksina izravno je propor-
cionalan koncentraciji aflatoksina. Maseni udio aflatoksi-
na u uzorcima odreden je usporedbom sa standardom.

Rezultati i rasprava

Analizirajuéi uzorke bradna, tjestenine, kukuruza i je¢-
ma, dokazano je veliko mnostvo rodova i vrsta plijesni.
Prevladavale su vrste iz rodova: Mucor, Rhizopus, Absidia,
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium, Cladosporium
i Trichoderma. U ovom je radu posebna pozornost posve-
éena onedigéenju analiziranih uzoraka plijesnima vrste
Aspergillus flavus. Rezultati ovih ispitivanja prikazani su
u tablici 1.

Ukupno je obradeno 465 uzoraka brasna i tjestenine
(tablica 1), a u 58 uzoraka (12,5 %) dokazana je prisut-
nost plijesni vrste Aspergillus flavus. U literaturi postoje
razligiti podaci o postotku aflatoksikogenih sojeva. Re-
zultati nasih analiza pokazuju da je svih 58 izolata pro-
izvelo aflatoksin B; u optimalnim uvjetima. Sli¢éne su re-
zultate dobili i Hesseltine i sur. (28) koji su ispitujuci 67
izolata A. flavus dokazali da svi imaju sposobnost proi-
zvodnje aflatoksina, dok su Sutié i Pantovi¢ (29) ustano-
vile da od 5 izolata A. flavus, izdvojenih iz kikirikija, éak
4 sintetiziraju aflatoksin By. Analizirajuci 1626 izolata A.
flavus izdvojenih iz kikirikija podrijetlom iz lzraela, Joffe
(30) ustanovio je da 90 % izolata stvara aflatoksin. Prema
rezultatima istraZivanja Cvetni¢ i Pepeljnjaka (31) od 56
ispitanih sojeva A. flavits, izdvojenih sa suhomesnatih proiz-
voda, 5 sojeva (8,9 %) tvorilo je aflatoksine. Ispitujudi
593 izolata A. flavus, podrijetlom sa zrna pSenice i goru-
gice, Ranjan i suradnici (32) ustanovili su da je 39 % pro-
izvodilo aflatoksin B;. Prema rezultatima Ahmada (33)
70 % izolata A. flavus, podrijetlom sa crnoga graha (Vigna
mungo) bilo je toksikogeno.

Ne zaduduju razli¢iti rezultati jer su izolati A. flavus
potjecali od razli¢itih uzoraka, podrijetlom s razli¢itih ta-
la i klimatskih podrugja. Poznato je da biosintezu afla-
toksina B; pokazuju samo neki sojevi A. flavus, i to kada
se nadu u odgovarajuéim uvjetima. U ovom je radu uo-
&ena veca koncentracija A. flavus u gotovoj tjestenini ne-
go u brasnu. Naime, od 59 ispitanih uzoraka tjestenine
15 je bilo pozitivno (25,4 %). Istodobno, od 406 analizi-
ranih uzoraka brasna, u 43 uzorka ustanovljene su plije-
sni vrste A. flavns (10,6 %). Onecidéenje ovom plijesni na-
stalo je vjerojatno pri procesu susenja i odleZavanja
tjestenine, a manje izravno iz brasna. To potvrduju i re-
zultati prijadnjih istraZivanja autora (34) kada je anali-
zom briseva i vlaZne tjestenine ustanovljeno znacajno
onedigéenje plijesnima, koje potjecu s radnih povréina su-
Sare. U uzorcima tjestenine (oneciséenim plijesnima vrste
A. flavus u suSarama) nije dokazana prisutnost aflatoksi-
na By, jer nije bilo vremena da se on sintetizira.

Prisutnost aflatoksina B; masenog udjela od 2 do 10
ppb (tablica 1) dokazana je u 62,8 % uzoraka bradna
onegigéenih s A. flavns. Prema »Pravilniku o koli¢inama
pesticida i drugih otrovnih tvari, hormona, antibiotika i
mikotoksina koji se mogu nalaziti u ZiveZnim namirni-
cama« (35) dopustena je gornja granica 3 ppb, a kako
prema odredbama FAO i WHO (36) udjel aflatoksina B,
ne bi smio prelaziti 30 ppb, ispitivani uzorci bradna za-
dovoljavaju te standarde.
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Tablica I. Intenzitet onetiscenja proizvoda plijesnima vrste Aspergillus flavus i aflatoksinom By
Table 1. Level of product contamination with mould species Aspergillus flavus and aflatoxin By

Uzorak & - - 8 : = 2
Aeopler romber/ oomper) X% jrumber; X/ wippb
w6 ® s m en 2w
I/(El;:;}lz 64 29 453 24 82,8 5-20
1/ Eg:;“ley y 19 3 158 3 100,0 5-10
‘;%‘;1:;"'/0 548 90 164 56 62,2 2-20

A-broj analiziranih uzoraka

B-uzorci s A. flavus

C-prisutnost aflatoksina By
u uzorcima s A. flavus

D-maseni udjel aflatoksina

Tjestenina je manje od bragna onedigcena aflatoksi-
nom jer je njegova prisutnost dokazana samo u 2 uzorka
od 15 oneciscéenih s A. flavus. Maseni udjel aflatoksina B,
iznosio je 2 ppb, $to se slaZe s podacima prijasnjih istra-
Zivanja (37). Takav maseni udjel aflatoksina zadovoljava
navedene standarde FAO i WHO. Aflatoksini se raznim
proizvodima od brasna (kruh, pecivo, tjestenina, kondi-
torski proizvodi, kolaéi i dr.) mogu unijeti u ljudski or-
ganizam.

Toplinskom obradbom tjestenine, prije potrosnje, ne-
Ce se razgraditi aflatoksin jer je izrazito otporan na tem-
peraturu. To potvrduju radovi mnogih autora (38-40).
Poznato je da se aflatoksin nakuplja u jetri. Djelovanjem
enzima moZe prije¢i u aktivan oblik te ubrzati rak jetre,
Sto je dokazano na pokusnim Zivotinjama.

Plijesni vrste A. flavus dokazane su i u 32 (od 83 ana-
lizirana) uzorka kukuruza i jeéma, §to iznosi 38,6 % (ta-
blica 1). Svi izolati stvaraju aflatoksin B, u optimalnim
uvjetima. U 27 uzoraka kukuruza i je¢ma, oneéiséenih
plijesnima vrste A. flavus, utvrden je maseni udjel od 5
do 20 ppb aflatoksina B;. Ti su maseni udjeli ispod gra-
nice od 50 ppb, koliko je kao gornja granica odredeno
»Pravilnikom o najveéim koli¢inama &tetnih tvari i sasto-
jaka u stoénoj hrani« (41). Za razliku od vlastitih istrazi-
vanja Purwoko i suradnici (42), ispitujuéi hranu za Zivad,
utvrdili su njezino znacajno oneéigéenje aflatoksinima. U
91 % uzoraka kukuruza (od 34 analizirana) maseni udjel
aflatoksina (B; + B, + G; + G;) bio je od 22 do 6171 ppb.
Aflatoksin By ustanovljen je i u mekinjama od riZe (od
36 do 71 ppb) dok u uzorcima sojinog brasna i usitnjene
riZe aflatoksini nisu pronadeni. Uzorci su podrijetlom iz
Indonezije (tropske zemlje koja ima klimatske uvjete 3to
omogucavaju rast plijesni i proizvodnju toksina). Istrazi-
vanja Banerjee i Shetty pokazuju znacajno oneéiséenje
hrane za perad plijesnima, osobito vrstama roda Asper-
gillus (43). Prevladava vrsta A. flavus. U uzorcima hrane
(podrijetlom iz Indije) utvrden je aflatoksin B;.

/number of analyzed samples/
/samples with A. flavns/
/presence of aflatoxin By in samples with A. flaviis/

/mass fraction of aflatoxin By (ppb)/

Pri ishrani stoke aflatoksin iz hraniva prelazi u mli-
jeko. Buduéi da je otporan na temperaturu, moZe se naci
u svim proizvodima od mlijeka (44—46).

U nasim ekoloskim uvjetima mozZe doéi do onegisée-
nja uskladistenih Zitarica i njihovih preradevina plijesni-
ma producentima aflatoksina $to pokazuju podaci izne-
seni u ovom radu i u radovima Pepeljnjaka i suradnika
(47,48).

Sama prisutnost plijesni ne znaéi da je uskladigteni
materijal onecis¢en mikotoksinima. Odredene plijesni,
producenti mikotoksina, mogu biti prisutne, a da nema
mikotoksina (49,50). Naime, poznato je da do sinteze mi-
kotoksina dolazi tek kada se plijesni nadu u odgovara-
juéim uvjetima. Utjecaj ovih éinitelja, na proizvodnju
toksina, obraden je u velikom broju radova. Tako na pri-
mijer, Tung i Ling (51) drZe da je za proizvodnju aflatok-
sina najpovoljnija relativna vlaga 99 %, iako se on sinte-
tizira i pri 83 % vlage. Rabie i Smalley (52) navode da
je optimalna temperatura za rast plijesni A. flavus i bio-
sintezu toksina od 18 do 24 °C. Diener i Davis (53) dobili
su maksimalnu koli¢inu toksina nakon 15 dana uzgoja
plijesni na 20 °C ili 11 dana na 30 °C. DrZe da je za pro-
izvodnju aflatoksina potrebna vlaga zrna (kikirikija) iznad
10 %. Jarvis (54) ustanovio je da do biosinteze aflatoksina
nece dodi pri temperaturi ispod 13 °C i iznad 42 °C. Prema
navodima Muntafiole-Cvetkovi¢ (4) da bi se proizveli
aflatoksini, potrebne su plijesni genetski sposobne da ih
sintetiziraju, relativna vlaga sredine od 85 %, maseni ud-
jel vode u podlozi od 30 %, temperatura od 25 °C i po-
godna podloga. IstraZivanja Reissa (20) pokazuju da je
do proizvodnje aflatoksina u hrani za perad, one¢iséenoj
s A. flavus i A. parasiticus, doslo pri relativnoj vlazi iznad
14 % i temperaturi od 25 do 45 °C, uz odgovarajuci ma-
seni udjel iona Zn.

Dakle, pravilnim uskladi$tenjem, pri niskim tempe-
raturama, relativnoj vlaznosti zraka, neznatnom stupnju
vlage uskladiStenog materijala, moZe se, donekle, sprije-
¢iti sinteza aflatoksina i njegovo nakupljanje i pored pri-
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sutnosti plijesni producenata. IstraZivanja Durakovica i
suradnika (55,56) pokazala su da se dodatkom diklorvo-
sa (organo-fosforni insekticid) djelomiéno moZze inhibira-
ti rast plijesni Aspergillus parasiticus NRRL 2999 uz isto-
dobnu inhibiciju sinteze aflatoksina By, G; i zearalenona
(F-2 toksina). Dobiveni rezultati pokazuju moguénost
uspjesne primjene diklorvosa radi sprecavanja rasta tok-
sikogenih plijesni i sinteze toksina, $to je svakako ohra-
brujuce.

Skladigta iz kojih su uzimani uzorci za ova istraZi-
vanja nisu imala odgovarajuée uredaje za mjerenje tem-
perature Zita. Pretpostavlja se da je temperatura Zita u
ovim objektima u zimskom razdoblju bila od 0 do 25 °C,
a u proljeée od 4 do 7 °C. Poslije, dolaskom toplijih dana,
Zito se postupno zagrijavalo (temperature Zita mogle su
iznositi i do 20 ili 24 °C). Prema raspoloZivim podacima,
vlaga uskladidtenog Zita bila je od 9,3 do 13,4 %. Dakle,
do razvoja plijesni i biosinteze aflatoksina moglo je doci
u ljetnom razdoblju kada su temperature bile visoke, ako
je vlaga zrna bila iznad 10 %. U analiziranom brasnu
bilo je 13,1-16,8 % vlage. Stoga je brasno, uz visoku tem-
peraturu i relativnu vlagu zraka u skladitu, idealna po-
dloga za razvoj plijesni i biosintezu aflatoksina. Analizi-
rana tjestenina nije bila skladistena. Uzorci su uzimani
izravno iz proizvodnje pa nije bilo vremena da dode do
razvoja plijesni i sinteze aflatoksina. Aflatoksin B, koji je
pronaden u uzorcima tjestenine vjerojatno potjece iz
bradna. Primarno je zapravo onemoguciti onecidcenje na-
mirnica i hraniva mikotoksikogenim vrstama plijesni na
farmi, u skladi$tu, u trgovini i u kucanstvu. Zastita se
namirnica i hraniva od oneéigéenja mikotoksinima mora
provoditi tijekom ¢&itava lanca prehrane, od pocetka pro-
izvodnje pa sve do hladionika i stola potrosaca (5).

Zakljudak

Plijesan vrste Aspergillus flavus dokazana je u 58 (od
465 analiziranih) uzoraka brasna i tjestenine, tj. 12,8 %.

Prisutnost aflatoksina B; (od 2 do 10 ppb) dokazana
je u 62,8 % uzoraka brasna oneciscenih s A. flavis. U sa-
mo 2 uzorka tjestenine (od 15 s A. flavus) dokazan je
aflatoksin B; u masenom udjelu od 2 ppb.

Nadalje, plijesan vrste A. flavus pronaden je u 32, od
83 analizirana uzoraka kukuruza i jeéma, a u 27 ovih
uzoraka ustanovljen je i aflatoksin B; u masenom udjelu
od 5 do 20 ppb.

U ovom je radu dokazano da svi uzorci oneciceni
s A. flavus nisu sadrZavali aflatoksin B, pa je on ustanov-
ljen samo u 62,2 % ovih uzoraka. Znadi, uvijeti proizvod-
nje i skladistenja proizvoda odnosno hraniva nisu bili u
svim sluéajevima povoljni za razvoj plijesni i biosintezu
aflatoksina B;.

Extended Abstract

It is known that under favourable conditions certain
moulds may synthesize oral and toxic metabolites-my-
cotoxins. Aflatoxins, belonging to a group of known myco-
toxins, are highly toxic (specially aflatoxin B;) and are
synthesized by mould species of Aspergillus flavus and As-
pergillus parasiticus, as well as by a smaller number of
other mould species. Since aflatoxins are harmful to hu-

man and animal health, it is inevitable to locate these
mycotoxins and determine their amount and producers.
This paper deals with monitoring the frequency of
contamination in cereals, flour and pastry in the region
of Slavonia and Baranja with the mould species A. flavus,
the best known aflatoxin producer, and with aflatoxin B;.
Our aim was to make mycological analysis of the following
samples: flour (406 samples), pastry (59 samples), corn
(64 samples) and barley (19 samples). Presence and con-
tamination of aflatoxin B; was detected while the TLC met-
hod was applied on samples contaminated by A. flavus.

The results in Table 1 show the presence of A. flavus
which was determined in 58 out of 465 analysed samples
of flour and pastry and it amounted to 12.8 %. Presence
of aflatoxin B; with a mass fraction of 2 to 10 ppb was
detected in 62.8 % of flour samples contaminated by A.
flavus. Presence of 2 ppb aflatoxin B; was detected just
in two out of 15 pastry samples contaminated by mould
species of A. flavus. Furthermore, mould species of A. fla-
vus was found in 32 out of 83 analysed samples of corn
and barley. 27 samples, proved to contain A. flavus, con-
tained also aflatoxin B; with a mass fraction of 5 to 20 ppb.
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