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Kontaminacija mlijecnih
proizvoda aflatoksinom M1

I. Varga®, B. Solomun Kolanovic, I. Varenina, D. Bozi¢ Luburic i

N. Bilandzi¢

Sazetak

Aflatoksini su mikotoksini koji nastaju
pod utjecajem plijesni iz roda Aspergillus.
Nekoliko je vrsta aflatoksina od kojih je
najtoksicniji  aflatoksin Bl (AFB1). Pod
utjecajem povoljnih uvjeta vlage i temperature
dolazi do proizvodnje AFB1 na Zitaricama,
najces¢e kukuruzu. Konzumiranjem takve
hrane prezivaci unose u organizam AFB1 koji
se potom razgraduje u aflatoksin M1 (AFM1)
i izlucuje u mlijeko. Kontaminirano se mlijeko
koristi u procesima proizvodnje mlijecnih
proizvoda. Zbog prisutnosti aflatoksina u
mlijeku i mlijecnim proizvodima, kako bi
se zastitili potrosaci sve je vedi naglasak na
kontroli. EU je propisala najviSe dopustene
kolicine (NDK) za AFM1 u mlijeku od 0,05

Aflatoksini

Aflatoksini su skupina toksi¢nih
sekundarnih metabolita nastala kao
proizvod plijesni iz roda Aspergillus,
narocito A. flavus i A. parasiticus (Tian i
Chun, 2017.). Jako su toksi¢ni, mutageni,
teratogeni i karcinogeni (Cano-Sancho
i sur., 2010.). Otkriveno je priblizno 300
razli¢itih vrsta aflatoksina (Shahbazi,
2017.). Rijec aflatoksin sastavljena je od 3

ug/kg te u mlijeku za dojencad od 0,025 pg/
kg. U mlijenim proizvodima nisu propisane
NDK vrijednosti za AFMI, ali neke su
zemlje definirale vlastite razine. U razli¢itim
istrazivanjima  ispitane su  vrijednosti
koncentracija AFM1 u mlije¢nim proizvodima.
Utvrdeno je da su u odnosu na mlijeko od
kojeg je proizvedeno sirevi imali najvise, a
jogurti najnize koncentracije AFMI. Zbog
prisutnosti aflatoksina u hrani za Zivotinje,
mlijeku i mlijecnim proizvodima testiraju
se razli¢ite metode kojima bi se smanjila
koncentracija tih toksina.

Kljucne rijeci: Aspergillus, aflatoksini,
aflatoksin M1, mlijecni proizvodi, sir, jogurt,
detoksikacija

rijeci: slova ‘A’ od Aspergillus genus, ‘fla’
od vrste flavus te ‘toksin’ Sto znaci otrov
(Sadeghiisur., 2017, Saleem i sur., 2017.).
Cetiri su glavna aflatoksina u prirodi: B1,
B2, G1 i G2. Plijesan A. flavus proizvodi
aflatoksin B1 i B2, dok A. parasiticus B1,
B2, G1i G2 (Tian i Chun, 2017.).

Ovi aflatoksini identificiraju se prema
boji koju fluoresciraju pod UV zracenjem
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(B = plava (engl. Blue)) i (G = zelena
(engl. Green)). B1 i G1 su toksi¢niji od
B2 i G2 (Sadeghi i sur., 2017.). Razina
toksicnosti povezana s aflatoksinom
varira ovisno o prisutnim tipovima, a
redoslijed toksi¢nosti je sljedeci: AF-B1
> AF-G1 > AF-B2 > AF-G2 (Kumar i sur.,
2017.). Aspergillus vrste rastu u razli¢itim
uvjetima: relativna vlaznost 88 - 95 %,
temperatura 36 - 38 °C za rast plijesni i
25 - 27 °C za maksimalnu proizvodnju
toksina. Svi ovi faktori utjecu na rast
plijesni i  proizvodnju aflatoksina
(Khanniri i Sohrabvandi,  2017.).
Aflatoksini su prvi puta otkriveni 1960.
godine u Engleskoj. Pojavom bolesti pod
nazivom ,Turkey X" doslo je do smrti vise
od 100 000 mladih purica i 20 000 fazana,
patki i jarebica. Uzrok ove bolesti je bio
brazilski kikiriki kontaminiran s vrstom
A. flavus (Sadeghi i sur., 2017.). Osim
ove dvije vrste Aspergillus, neki drugi
sojevi isto mogu proizvoditi aflatoksine,
a medu njima su A. nomius, A. tamari i A.
pseudotamarii (Khanniri i Sohrabvandi,
2017.).

Aflatoksin M1 u mlije¢nim

proizvodima

Aflatoksin M1 (AFM1) je
4-hidroksiliran derivat aflatoksina Bl
(AFB1), relativno male molekulske mase
328 g/moL, molekulske formule C, H O,
koji pokazuje blagi afinitet prema vodi
(Mulunda i sur., 2013., Granados-
Chinchilla, 2016.). Struktura aflatoksina
M1 prikazana je na slici 1. Iako je AFM1
manje toksi¢an u odnosu na AFB1, prema
Medunarodnoj agenciji za istrazivanje
raka klasificiran je kao moguéi humani
karcinogen (dio 2B grupe) (IARC, engl.
Internationl Agency for Research on Cancer)
(Cano-Sancho i sur., 2010., Bilandzi¢ i
sur., 2013.).

Povisene koncentracije AFM1 u
mlijeku su Ceste u zemljama i regijama s
vrudim i vlaznim klimama, u tropskim i
suptropskim podrudjima kao sto je Brazil,

Slika 1. Aflatoksin M1 u 2D (A) i 3D (B] prikazu
(Granados-Chinchilla, 2016.)

Afrika, Bliski Istok i Oceanija. Medutim, u
podrucdjima s umjerenom kontinentalnom
klimom, izuzetno visoke temperature
tijekom ljeta i dugi periodi suse bez kise
mogu potaknuti razvoj toksikogenih
plijesni, sintezu AFB1 u kukuruzu i na
taj nacin povecati koncentraciju AFM1 u
mlijeku (Bilandzi¢ i sur., 2017.).

Kada se prezivaci hrane
kontaminiranom hranom, AFB1 se
djelomicno prije nego sto ude u krvozilni
sustav razgraduje u predzelucu. Preostali
dio jetra pretvara u monohidroksi
derivate, uglavnom AFMI1, a u manjim
koli¢cinama AFM2, AFM4 i druge
metabolite kao Sto je aflatoksikol. Nakon
toga se putem mlijecnih Zlijezda izlucuje
u mlijeko. U muznih krava izlucivanje
traje 12 — 24 sata nakon unosa AFBI,
a vrijeme prociS¢avanja iz organizma
otprilike 2 — 3 dana nakon Sto Zivotinje
konzumiraju hranu bez prisustva AFB1.
Ovisno o vrsti muznih krava i kolic¢ini
proizvedenog mlijeka izlucena koli¢ina
toksina kroz mlijeko varira izmedu 1
i 6 % uzimanog AFB1 (Serraino i sur.,
2019.). Stovise, pretpostavlja se da je
prijenos AFB1 u kravlje mlijeko vedi
od prijenosa u ovdje i kozje mlijeko kao
rezultat razliite aktivnosti jetrenih
enzima uklju¢enih u u biotransformaciju
AFB1 (Khanniri i Sohrabvandi, 2017.). Jos
jedan mogudi razlog koji se spominje je
drzanje krava u zatvorenim prostorima.
Krave se hrane Zitaricama i sto¢nom
hranom (pSenica, kukuruz) skladiStenim
u neprikladnim uvjetima. Takva hrana
moze biti kontaminirana plijesnima
koji proizvode aflatoksin. Pokazalo se
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da je otvoreni uzgoj koza i ovaca na
pasnjacima ucinkovit faktor za smanjenje
razine AFM1 u mlijeku (Shahbazi, 2017.).

Mlijeko i mlijecni proizvodi imaju
vaznu ulogu u ljudskoj prehrani jer su
bogat izvor bioraspolozivog kalcija i
proteina. Medutim, mnoga prethodna
istrazivanja pokazala su prisutnost
povisenih  koncentracija ~AFM1 u
mlijenim proizvodima (Homouda i
sur., 2016.). Jedini nacin da osiguramo
sigurnost mlijeka i mlijecnih proizvoda
za ljudsku wuporabu je izbjegavanje
kontaminacije (Shehab i sur., 2019.).
AFM1 u sirovom mlijeku i mlije¢nim
proizvodima je stabilan i uglavnom ostaje
nepromijenjen procesima pasterizacije i
proizvodnje vrhnja, jogurta i sira. Vjeruje
se da je AFM1 u mlijeku vezan za kazein.
Ovisno o vrsti ekstrakcije, svojstvima
sastojaka mlijenih proizvoda, metodi
obrade, razlici u kakvod¢i mlijeka te
vrsti i stupnju kontaminacije mlijeka
razina AFM1 je razlic¢ita. Usporedujudci
s mlijekom od kojeg je proizveden, sir
sadrzi vise koncentracije AFMI1. Ove
koncentracije su 2,5 — 3,3 puta vece u
mekom siru te 3,9 - 5,8 puta u tvrdom
siru u odnosu na mlijeko. Prisutnost
aflatoksina u mlijeku ¢ini poseban rizik za
ljude s obzirom da ima akutne i kronicne
ucinke na zdravlje ljudi (Sadeghi i sur.,
2017.).

Prisutnost aflatoksina u siru moguca

je iz tri razloga:

1. Prisutnost AFM1 u sirovom
mlijeku kao posljedica prenosenja
AFB1 iz kontaminirane hrane za
zivotinje u mlijeko.

2. Sinteze aflatoksina (B1, B2, G1, G2)
pod utjecajem plijesni koje rastu
na siru.

3. Uporaba mlijeka u prahu koje
je kontaminirano AFM1 i koje
se koristi za proizvodnju sira
(Akeberegn i sur., 2018.).

Mnoge vrste sira odli¢an su supstrat

za rast plijesni. Plijesan koja raste na siru
ukljucuje vrste Penicillium, Aspergillus,

Cladosporium,  Geotrichum,  Mucor i
Trichoderma. Utvrdeno je da od plijesni u
siru, najviSe prevladavaju plijesni iz roda
Penicillium (El-kest i sur., 2015.). Plijesan
Penicillium ~ camemberti i Penicillium
roqueforti se odavno koriste u proizvodnji
sireva s plemenitim plijesnima koji se
jedu diljem svijeta. P. roqueforti je bitna
komponenta mikroflore u sirevima kao
Sto su Roquefort (Francuska), Stilton
(UK), Tulum (Turska), Gorgonzola
(Italija), Blauschimmelkase (Svicarska)
i Danish Blue (Danska). S druge strane,
sirevi mogu biti kontaminirani s vrstom
Aspergillus. Sposobnost Aspergillus vrste
da proizvodi aflatoksin, tijekom rasta na
Cheddar siru, prvi su opazili Lie i Marth
1967. godine. Pokazali su kako aflatoksin
moze prodrijeti ¢ak 4 cm ispod povrSine
sira. Prisutnost plijesni na povrsini sira ne
znaci nuzno da su mikotoksini prisutni
u siru. Na temelju dosadasnjih nalaza
istrazivanja pokazalo se da je razina
oneciS¢enja mikotoksinom niska cak i
kod sireva s pojavom plijesni. Unatoc
tome preporucuje se da se kontaminirani
dio sira ukloni na dubinu od najmanje 2,5
cm (O'Brien i sur., 2004.).

Rahimirad i sur. (2014.) proveli su
studiju o koncentraciji AFM1 u mlije¢nim
proizvodima. Zakljudili su da godisnje
doba i vrsta proizvoda ima utjecaj na
razinu AFM1 u mlije¢nim proizvodima.
Rezultati su pokazali najvisu
koncentraciju AFM1 u siru i vrhnju koji
su proizvedeni u jesenskom i zimskom
periodu. Najniza koncentracija AFM1
je bila u jogurtu tijekom svih godisnjih
doba. Za ovo otkri¢e postoji nekoliko
objasnjenja, a jedno od tog je pozitivan
utjecaj bakterija mlijecne kiseline na
smanjenje razine AFMI1 u jogurtu.
Prethodno je zabiljeZeno smanjenje do
34 % koncentracije AFM1 u uzorcima
jogurta u usporedbi s izvornim uzorcima
sirovog mlijeka. Nadalje, pokazalo se da
razliciti sojevi bakterija mlijecne kiseline
imaju razlicite sposobnosti razgradnje
AFM1 gdje su Lactobacillus acidophilus
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i Lactobacillus rhamnosus utjecali na
smanjenje koncentracije AFM1 za 18,5 %,
odnosno 49,6 %. Drugi razlog smanjenja
AFM1 u uzorcima jogurta moZze biti
povezan s vedim afinitetom prisutnih
bakterija za vezanjeirazgradnju molekule
AFM1 pri nizim pH vrijednostima.
Otkriveno je da i koncentracija AFM1 u
uzorcima vrhnja i sira bila nesto visa od
one u odgovaraju¢im uzorcima mlijeka.
Visoki udio masti u vrhnju, lipofilno
svojstvo AFM1 i visok afinitet molekule
AFM1 prema kazeinu mogu objasniti
vecu koncentraciju AFM1 u uzorcima
vrhnja i sira (Rahimirad i sur., 2014.).

Sir (skuta) i sirutka proizvodi su
koji se dobivaju iz mlijeka tijekom
proizvodnje sira. 10 % mase mlijeka
pretvara se u sir, dok se preostalih 90 %
pretvara u sirutku (Yousefi i Hosseini,
2017.). Nekoliko studija pokazao je Sirok
raspon raspodjele AFM1 izmedu sira i
sirutke $to je ponajprije posljedica razlike
u proizvodnom procesu (Costamagna i
sur., 2019.). Jedno od takvih istrazivanja
proveli su Costamagna i sur. (2019.).
Koncentracija AFM1 u uzorcima sirutke
i sira bila je izmedu 554 % i 44,6 %
ukupne kolicine aflatoksina prisutnog u
mlijeku. Ovo istrazivanje se podudara s
jos nekoliko istrazivanja koja navode u
svome radu. Primjerice raspodjela AFM1
usvjeZemsiruiz Argentine proizvedenom
iz mlijeka koje je umjetno kontaminirano
aflatoksinom M1 (u razinama 1,7 - 2,0 ng
AFM1/mL) iznosi 60 % u sirutki i 40 %
u siru. U siru proizvedenom u Manasu
(Brazil) gdje se takoder koristilo umjetno
kontaminirano mlijeko (0,250 i 0,500 ng
AFM1/mL) prijenos AFM1 iz mlijeka
u sir bio je 30,64 %, odnosno 34,91 %.
Sir Camembert proizveden iz mlijeka
umjetno  kontaminiranog AFM1 (u
koncentracijama od 0,3 do 7,5 ng AFM1/
mL) uocen je prijenos od 35,6 % i 57,7 %
AFM1 u sir.

U prijasnjim istrazivanjima ustvrdeno
je da kombinirano djelovanje topline
i niskog pH dovodi do denaturacije

proteina sirutke do tocke u kojoj se gubi
sposobnost vezanja AFM1 i rezultira
niZzom koncentracijom mikotoksina u
sirutki. Sirutka je vazan nusproizvod
sira. Proteini sirutke imaju niz korisnih
prehrambenih i funkcionalnih svojstava
koja se koriste u Sirokom rasponu
komercijalnih proizvoda kao aditivi u
hrani. Ovi proizvodi mogu doprinijeti
unosu AFMI i treba procijeniti njihov
utjecajna zdravlje potrosaca (Costamagna
isur., 2019.).

Legislativa za aflatoksine

S ciljem wustvrdivanja prisutnosti
AFM1 u mlijeku i mlije¢nim proizvodima
uvedena je kontrola, t. program
monitoringa AFM1 u razli¢itim zemljama.
Unatoc poduzetim regulatornim
mjerama kontrola proizvodnje mlijeka
bez prisutnosti aflatoksina nije uvijek
moguca, stoga je prisutnost AFM1 u
mlijeénim  proizvodima, posebno u
siru, postala podrucje velikog opreza
(Manetta i sur., 2009.). Zabrinutost
kontaminacije ~ mlijecnih  proizvoda
mikotoksinima pocela je prije vise od 50
godina, 1960.-tih godina. Prvi prijavljeni
slucaj kontaminacije AFM1 bio je u
ov¢jem mlijeku nakon Sto je sto¢na hrana
bila kontaminirana AFB1. Ovaj jetreni
hidroksilirani oblik AFB1 izvorno je
nazvan ,mlijecni toksin”. U vise od 60
zemalja postoje propisi za kontrolu AFB1
u prehrambenim proizvodima.

Kako bi se smanjio rizik od bolesti
uspostavljene su najvece dopustene ko-
licine (NDK) aflatoksina M1 u mlijeku
i mlijeénim proizvodima (Walte i sur.,
2016.). Aflatoksini su kontrolirani u vise
od 80 drzava svijeta, ali njihova legisla-
tiva nije izjednacena. Najvece dopustene
kolicine AFM1 u mlijeku i mlijecnim pro-
izvodima krec¢u se od 0 do 0,1 ug/kg (Vaz
i sur., 2020.). Uredbom Komisije (EZ) br.
1881/2006 od 19. prosinca 2006. definira-
ne su NDK za aflatoksin M1 u sirovom
mlijeku, toplinski obradenom mlijeku i
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Tabela 1. Najvece dopustene koli¢ine (NDK) aflatoksina M1 u mlije¢nim proizvodima za razli¢ite zemlje

i

Argentina

Brazil

Egipat

Honduras

[ran

Kina

SAD

Svicarska

Turska

Austrija

Bugarska

Francuska

Hrvatska

Italija

Nizozemska

Rumunjska

mlijecni proizvodi
sir
sir

mlijecni proizvodi

sir

maslac

sir

mlijecni proizvodi
mlije¢ni proizvodi
sir

maslac

sir
sir

sir

jogurt i vocni jogurt

svjezi sir, namaz i
polutvrdi sirevi

tvrdi sirevi
meki sir

tvrdi sir
sir
maslac

mlije¢ni proizvodi

0,50

0,25
0,50

0

0,25

0,02
0,25

0,50

0,50

0,25

0,02

Drzave
Europske Unije ABElEt
masla

0,25

0,50
0,25
0,10

0,25

0,45
0,25
0,45

0,20

0,02

Mazumder i Sasmal, 2001.
Vaz i sur., 2020.

Vaz i sur., 2020.
Mazumder i Sasmal, 2001.

Vaz i sur., 2020.
Sadeghi i sur, 2017.

Mazumder i Sasmal, 2001.
Vaz i sur., 2020.
Sadeghi i sur., 2017.

Vaz i sur., 2020.
Campagnollo i sur., 2016.

Vaz i sur., 2020.
Campagnollo i sur., 2016.
Campagnollo i sur., 2016.

Mazumder i Sasmal, 2001.
Campagnollo i sur., 2016.
Sadeghi i sur, 2017.

Sadeghi i sur, 2017.

Temamogullari i Kanici, 2014.
Ozgéren i Seckin, 2016.

Mazumder i Sasmal, 2001.
Vaz i sur., 2020.
Sadeghi i sur, 2017.

Sadeghi i sur, 2017.
Ozgéren i Seckin, 2016.

Naredba (NN 39/2013-732)

Vaz i sur., 2020.
Ozgoren i Seckin, 2016.
Sadeghi i sur, 2017.
Sadeghi i sur, 2017.
Sadeghi i sur, 2017.
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mlijeku za proizvodnju mlijecnih proi-
zvoda od 0,050 ug/kg te za pocetnu i pri-
jelaznu hranu za dojencad, ukljucujudi
pocetno i prijelazno mlijeko za dojencad
te hranu za posebne medicinske potre-
be isklju¢ivo namijenjenu dojencadi, od
0,025 pg/kg (EC, 2006.).

U EU ne postoji jedinstvena NDK
vrijednost za sadrZaj aflatoksina u
mlijenim proizvodima. Neke su zemlje
uvele vlastite razine za sir (Walte i sur.,
2016.). Vedina zemalja koje su uspostavile
ogranicenja postavile su ga na 250 ng/
kg, sto odgovara pretpostavci da se sir
proizvodi iz mlijeka koje je u skladu s
propisima (tj. kontaminacija na razini
ispod 50ng/kg)idabikoncentracija AFM1
uslijed dehidratacije mogla porasti do 5
puta. Medutim, neke su se zemlje odlucile
na strategiju nulte tolerancije (Rumunjska
i Egipat) kako bi pruzile maksimalnu
zdravstvenu zastitu potrosaca na Stetu
proizvodaca mlijeka i sira. Suprotno
tome, zbog zabiljeZene pojave onecis¢enja
hrane za zivotinje aflatoksinom B1 i
kontaminacije parmezana u 2004. godini,
Italija je povecala granicu aflatoksina
M1 u tvrdim sirevima na 450 ng/kg
kako bi zastitila proizvodnju ovog sira
(Anfossi i sur., 2011.). NDK od 0,5 pg/
kg ustvrdena je u vedini latinoamerickih
zemalja i uskladena s MERCOSUR-
om (Mercado Comun del Sur) (Urban i
sur., 2009.). U Hrvatskoj je 2013. godine
donesena naredba o privremenim
mjerama u odnosu na sadrzaj aflatoksina
M1 u mlijenim proizvodima. Pregled
NDK vrijednosti po razlic¢itim zemljama
prikazana je u tabeli 1.

Metode pripreme i
odredivanja aflatoksina

1. Korak ekstrakcije

U mlijecnim proizvodima ekstrak-
cija AFM1 predstavlja izazov i najce-
¢e zahtijeva dodatne korake kako bi se
uklonila masnoc¢a i druge interferen-
ce. Ekstrakcija AFM1 u siru se najcesce

provodi koriStenjem organskih otapa-
la poput mjeSavine acetonitrila i vode
ili metanola i vode. Medutim, mogu se
koristiti i klorirana organska otapala po-
put diklormetana i kloroforma. Uporaba
organskih otapala obi¢no zahtijeva na-
knadni korak procis¢avanja prije samog
odredivanja. Ekstrakcija ¢vrstim sorben-
som, poput ekstrakcije ¢vrstom fazom
(SPE), magnetska ekstrakcija c¢vrstom
fazom (MSPE) ili QuEChERS metoda su
alternativa uporabi organskih otapala.
Alternativa ekstrakciji ¢vrstom fazom je
primjena molekularno utisnutih polime-
ra (MIP). To su sinteti¢ki materijali koji
sadrze mjesta prepoznavanja te se na
njih specifi¢no vezu ciljane molekule u
mjeSavinama s drugim spojevima (Vaz i
sur., 2020.).

2. Korak procis¢avanja

Trenutacno najcesce koristene metode
procis¢avanja su imunoafinitetne kolone
(IAC) ili viSenamjenske kolone za
¢iS¢enje u jednom koraku (Mycosep™).
Ove tehnike pruzaju nekoliko prednosti.
Jedan primjer je izravno procis¢avanje
uzoraka mlijeka na imunoafinitetnim
kolonama nakon koraka odmaséivanja.
Medutim, kod viskoznih ili C¢vrstih
uzoraka kao §to je sir, uvijek je potreban
korak ekstrakcije. Metoda procis¢avanja
pomocu imunoafinitetnih kolona
pokazala se kao robusna tehnika
separacije, prociS¢avanja i koncentriranja
AFM1 u mlije¢nim proizvodima (Vaz i
sur., 2020.).

3. Metode odredivanja

Nakon koraka ekstrakcije i procisca-
vanja slijedi kvantifikacija aflatoksina. Ti-
jekom proteklog desetljeca koristeno je ili
razvijeno nekoliko metoda za kvantifika-
ciju AFM1 u mlije¢nim proizvodima: tan-
koslojna kromatografija (TLC), tankosloj-
na kromatografija visoke djelotvornosti
(HPTLC), detekcija pomocu tekudinske
kromatografije (LC) u kombinaciji s fluo-
rescentnim (FLD), ultraljubicastim detek-
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torom (UV) ili masenim spekrometrom
(MS). Bioanalize postaju sve korisnije kao
postupak brzog orijentacijskog odrediva-
nja. Za odredivanje AFM1 najcesce se ko-
riste imunokemijski orijentacijski testovi
ukljucujudi ELISA metodu, imunokemij-
ske testove koji ukljucuju detekciju elek-
trokemiluminiscentom (ECL-IA), ELISA
primjenom fluorimetrijske detekcije i u
novije vrijeme biosenzorsko ispitivanje.
ELISA se najviSe koristi za odredivanje
AFM1 u razli¢itim prehrambenim ma-
tricama kao Sto su pasterizirano i UHT
mlijeko, formula za dojencad, mlijeko u
prahu, jogurt, sladoled i sir zbog svoje
jednostavnosti, osjetljivosti i prilagodlji-
vosti. Siroko se koriste brojni komerci-
jalno dostupni ELISA kitovi (Vaz i sur.,
2020.).

Dekontaminacija aflatoksina
iz mlijeka i mlijecnih

proizvoda
Razli¢ite vrste mineralnih glina
testirane su na sposobnost vezanja

aflatoksina u sto¢nojhrani. Oviadsorbensi
kao Sto su aktivni wugljen, zeolit,
saponitom bogat bentonit mogu vezati
aflatoksin ¢ime se smanjuje apsorpcija
AFB1 u gastrointestinalnom traktu i
njegovo prenosenje u mlijeko u obliku
AFM1. Nedavno je istrazivanje pokazalo
da je bentonit ucinkovit u smanjenju
onecis¢enja AFM1 u mlijeku na razine
ispod dopustenih europskih granica.
Preostale koli¢ine bentonita (0,4 %)
u malim koli¢inama nisu imale Stetne
u¢inke na zdravlje ljudi (Assaf i sur.,
2019.). Sposobnost gline za uklanjanje
kontaminacije prouzrocene AFMI1 u
kravljem mlijeku ispitana je u drugom
istrazivanju, uzimajudi u obzir utjecaj tih
glina na prehrambena svojstva mlijeka (u
pogledu sastava proteina, mastiilaktoze).
Rezultati istrazivanja pokazali su da je
najmanje 65 % AFM1 bilo uklonjeno iz
svih uzoraka mlijeka. Bentonit se pokazao

boljim adsorbensom aflatoksina M1 i Bl
u odnosu na kaolin (Carraro i sur., 2014.).
Bentonit je aluminijska filosilikatna
glina koja postoji u dvije vrste; kalcijeva
i natrijeva. Bentonit ima sposobnost
vezanja toksina poput magneta, a da time
ima nizak utjecaj na nutritivne osobine
mlijeka (Naeimipour i sur., 2018.).

Postoji nekoliko ogranifenja uporabe
mineralnih adsorbensa u napitcima.
Mogu utjecati na kakvocu, boju, teksturu
te razna druga fizikalno-kemijska
svojstva. Pored utjecaja na kakvocu
hrane mnogi od tih adsorbensa su
nespecificni, losi za okolis i toksi¢ni
pri visokim koncentracijama. Stoga
su istrazivanja usmjerena razvoju
netoksi¢nih mikrobnih adsorbensa kao
Sto su bakterije mlijecne kiseline i kvasci.
Uporaba probiotickih kvasaca i bakterija
mlijecne kiseline u vezanju aflatoksina
temeljito je proucavana. Ti se bioloski
adsorbensi obi¢no nalaze u razli¢itim
namirnicama  ukljuc¢uju¢i  nekoliko
mlijecnih proizvoda poput mlijeka. Zbog
visoke sposobnosti vezanja mikotoksina
istrazivaci testiraju i njihovu sposobnost
za vezanje AFM1 u mlijeku i drugim
tekuc¢inama. Zabiljezeno je brzo vezanje
za AFMI1, a postotak vezanja varira
prilikom promjene razlicitih faktora kao
Sto su vrijeme inkubacije, temperatura,
pH i koncentracija mikroorganizama.
Ove metode ,biokontrole” dovode
do inhibicije rasta gljivica i stvaranja
aflatoksina (Assaf i sur., 2019.).

Pretpostavlja se da uklanjanje
aflatoksina ukljucuje fizicko vezanje
toksina na stani¢nu stijenku bakterija ili
komponente stani¢ne stijenke. Polisaharid
i peptidoglikan iz stani¢ne stijenke su
dva glavna elementa odgovorna za
vezanje mutagena na bakterije mlijecne
kiseline (El-kest i sur., 2015.). Kulture
Saccharomyces kefir i Lactobacillus casei
pokazale su pozitivne rezultate na
uklanjanje visokih koncentracija toksina
u mlijeku. U 2011. godini istrazena
je uloga bakterija mlijecne kiseline
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kao Sto su Lactobacillus bulgaricus i
Streptococcus thermophilus za uklanjanje
AFM1 u mlije¢nim proizvodima tijekom
proizvodnje. Utvrdeno je da L. bulgaricus
ima vecu sposobnost vezanja i uklanjanja
toksina od S. thermophilus. Enzimska
razgradnja AFM1 vrstama Lactobacillus,
Pseudomonas i Burkholderia  takoder
moze inhibirati rast i proizvodnju
aflatoksina. Kvasac Saccharomyces
cerevisite moze  ucinkovito  vezati
AFM1. Medu bakterijama Lactobacillus
rhamnosus L60 1 Lactobacillus fermentum
L23 imaju visoku sposobnost inhibiranja
rasta micelija aflatoksikogenih sojeva
Aspergillus i smanjenja proizvodnje AFB1
(Naeimipour i sur., 2018.).

U drugom istrazivanju testirana
su dva soja bakterija mlije¢ne kiseline
(Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium
lactis) mna prirodno kontaminiranom
mlijeku s 50,2 ppt AFM1. Nakon jednog
dana koncentracija AFM1 smanjena je na
34,7 ppt (30,9%), 22,7 ppt (54,8 %) i 18,8
ppt (62,5 %) u prisutnosti L. acidophilusa
(2 %), B. lactis (2%) i kombinacija L.
acidophilus (1 %) i B. lactis (1 %). U
meduvremenu, najvede  smanjenje
koncentracije AFM1 od 10,9 ppt (78,3 %),
4,2 ppt (91,6 %) i 1,9 ppt (96,2 %) je
postignuto primjenom istih koncentracija
bakterija mlijecnih kiselina nakon 48 h.
U tre¢em danu AFM1 nije bio detektiran
(El-kest i sur., 2015.). Ova su istraZivanja
upozorila na vaznu ulogu probiotika.
Ti mikroorganizmi su sigurni, jeftini i
imaju veliku potencijalnu sposobnost
dekontaminacije stoga su dobri kandidati
za smanjenje AFM1 u mlijeku i mlije¢nim
proizvodima (Naeimipour i sur., 2018.).

Kemijski se procesi mogu koristiti i
za smanjenje, unistavanje ili inaktivaciju
aflatoksina  u mlijeku. Veliki broj
kemikalijapoputkiselina, bazaioksidansa
testirano je na razgradnju ili inaktivaciju
aflatoksina. Pokazalo se da amonijak
smanjuje sadrzaj AFM1 u kontaminiranoj
hrani za 79 — 90 %. To je posljedica
reakcije  amonijaka s  molekulom

aflatoksina i razbijanja kisikovih veza
te otvaranja laktonskog prstena, ¢ime se
proizvode spojevi s nizom otrovnoscu.
Vodikov peroksid (H,0,), kao jako
oksidacijsko sredstvo, u kombinaciji
s primjenom razli¢itih temperatura
utjeCe i na smanjenje aflatoksina u
mlijeku. Primjerice, dodavanjem H,O,
pri temperaturi od 36 °C tijekom 30
min i kuhanjem od 5 min inaktivira
aflatoksin za 27,8 %. Pri temperaturi od
75 °C tijekom 15 s i kuhanjem 5 minuta
aflatoksin se inaktivira za 28,8 %. Dodatak
H,O, ili natrijevog hipoklorita u hranu i
skladiStenje na sobnoj temperaturi kroz 7
dana moze unistiti 62 % i 82 % sadrzaja
AFBI1 (Naeimipour i sur., 2018.).

Jedna od vrlo zanimljivih metoda
je koriStenje ekstrakata biljki. Postoje
biljke koje pokazuju ucinkovitost u
smanjenju aflatoksina npr. brokula,
ceSnjak, crni kumin i kurkumin jer
posjeduju antioksidativna, antifungalna
i protuupalna svojstva. ZabiljeZeno
je da Dbillke poput kumarina,
flavonoida i kurkuminoida inhibiraju
biotransformaciju aflatoksina do
njihovih aktivnih epoksidnih derivata.
Antioksidansi poput vitamina C i E
mogu se dodati hrani kako bi se sprijecile
reakcije oksidacije s ostalim tvarima koje
su opasne za ljudske stanice. Drugim
rije¢ima antioksidansi mogu pomocdi
detoksiciranju toksina u jetri i ostalim
stanicama te posljedicno smanjiti pojavu
mikotoksikoze (Naeimipour i sur., 2018.).
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Contamination of dairy products with aflatoxin M1

Ines VARGA, mag. appl. chem., Bozica SOLOMUN KOLANOVIC, PhD, Grad. Food
Technology Eng., Ivana VARENINA, PhD, Grad. Biotechnology Eng., Purdica BOZIC LUBURIC,
Grad. Biotechnology Eng., Nina BILANDZIC, PhD, Grad. Biotechnology Eng., Scientific Advisor,

Croatian Veterinary Institute, Zagreb, Croatia

Aflatoxins are mycotoxins produced
by species of the fungal genus Aspergillus.
There are several types of aflatoxins, but the
most toxic is aflatoxin B1 (AFB1). Different
conditions (humidity and temperature)
lead to the production of AFB1 on grains,
especially maize. When ruminants consume
contaminated feed, AFB1 enters into the
gastrointestinal tract, is metabolised into
aflatoxin M1 (AFM1) and secreted into
milk. This contaminated milk is then used
in the production of dairy products. Due to
the presence of aflatoxin in milk and dairy
products, control of these toxins is important
for consumer protection. In the EU, the
maximum residue level (MRL) of AFM1 in

milk is set to 0.05 pg/kg and for infant milk
to 0.025 pg/kg. However, there is no EU
MRL for AFM1 in dairy products, though
some countries have defined national limits.
A number of studies have been carried out
to determine the concentration of AFMI1 in
dairy products. Cheeses have the highest
and yogurts the lowest concentration of
AFM1, lower than the concentration in the
milk from which it was produced. Due to the
presence of aflatoxin in animal feed, milk
and dairy products, various methods have
been tested to reduce the concentrations of
these toxins.

Key words: Aspergillus; aflatoxin; aflatoxin
MT1; dairy products; cheese; yogurt; detoxification
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