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1. UVOD

Plijesni su vrlo Cesti kontaminanti krmiva i krmnih smjesa, a pritom tvore toksi¢ne
sekundarne metabolite — mikotoksine. Medu mikotoksinima aflatoksini (AF) predstavljaju
skupinu jednih od najtoksicnijih mikotoksina. Aflatoksini su hepatotoksicni, karcinogeni,
imunosupresivni sekundarni metaboliti plijesni roda Aspergillus (najéeSée Aspergillus flavus i
Aspergillus parasiticus) koji zahvacaju usjeve poput kukuruza, rize, Cili papricica, suncokretovih
sjemenki, kikirikija i slicnih namirnica koje konzumiraju zZivotinje. Od preko dvadeset poznatih
Bi. Nakon sto je dokazano da kao produkt bioloske pretvorbe aflatoksina Bi (AFB:) u mlije¢nim
Zlijezdama sisavaca hranjenih krmom koja je sadrzavala spomenuti aflatoksin B skupine,
nastaje aflatoksin M; (AFM;), postoji zabrinutost oko ulaska mikotoksina u prehrambeni lanac
covjeka, ne samo kroz zitarice i proizvode od Zitarica ve¢ i kroz meso, jaja, mlijeko i mlijecne
proizvode (,carry over” efekt) (Markov i sur., 2013; Giovati i sur., 2015; Pleadin i Kovacevic,
2016). Aflatoksin My, hidroksilirani metabolit aflatoksina Bs, relativno je stabilna molekula u
sirovim i obradenim mlije¢nim proizvodima i ne moZe se inaktivirati toplinskim tretmanima
poput pasterizacije ili sterilizacije (Govaris i sur., 2002). AFM; izluCuje se u mlijeku sisavaca,
ali i putem izmeta i mokrace. AFM; dokazano uzrokuje akutne i kroni¢ne mikotoksikoze, a
njegova prisutnost u mlijeku i mlije¢nim proizvodima posljedic¢no predstavlja sve ve¢u opasnost
obzirom da, Cak i ako se konzumiraju male koli¢ine, kroz neko vrijeme moze ozbiljno ugroziti
zdravlje (IARC, 2002). Izlozenost mikotoksinima je neizbjezna, a kako bi se ona smanjila na
najmanju mogucu mjeru, koriste se razne metode smanjenja kontaminacije mikotoksina. Iako
su razvijene razlicite fizikalne i kemijske metode dekontaminacije, sve je vedi interes za
se razvoju bioloskih metoda koje se provode pod blagim uvjetima, bez Stetnih kemikalija i bez
gubitka nutritivne vrijednosti proizvoda (Hassan i sur., 2015; Yang i sur., 2017). Raznim
istrazivanjima dokazano je da mikroorganizmi mogu reducirati ili u potpunosti ukloniti
mikotoksine u hrani i krmi. Posebice su znacajne bakterije mlijene kiseline (prvenstveno iz
roda Lactobacillus i Lactococcus) buduéi da se koriste u proizvodnji fermentiranih mlijenih
proizvoda kao starter kulture, produzuju trajnost proizvoda te su prihvaéene kao bezopasne
za ljudsko zdravlje, odnosno dodijeljen im je GRAS (eng. Generally Recognized As Safe) status
(Markov i sur., 2010). Problemi nastaju kada se komercijalne starter kulture koje se
upotrebljavaju u mlije¢noj industriji, a koje vezu AFM; natjeCu s autohtonom mikroflorom

proizvoda mijenjajuci tako njegova svojstva. Stoga je u ovom radu istrazen utjecaj BMK



izoliranih iz tradicionalnih mlije¢nih proizvoda, u liofiliziranom obliku, na smanjenje

koncentracije AFM; u mlijeku.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKOTOKSINI

Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni koji induciraju akutne i kroni¢ne toksicne
u€inke kod ljudi i Zivotinja (IARC, 1993; 2002). Predstavljaju skupinu stabilnih kemijskih
spojeva razliCite strukture i razli¢itog bioloskog djelovanja (Markov i sur., 2010; HAH, 2013), a
do danas je otkriveno oko Cetiristo vrsta mikotoksina, od ¢ega su najznacajniji kontaminanti
hrane aflatoksini (aflatoksin Bj, aflatoksin M;), okratoksini (okratoksin A, okratoksin B),
zearalenon (ZEA), fumonizini (fumonizin B, fumonizin B;), trihoteceni (T-2 toksin) i patulin
(PAT) (HAH, 2013; Hassan i sur., 2015; Varsha i Napoothiri, 2016). Do biosinteze mikotoksina
dolazi pri odredenim okoliShim uvjetima (prikladna relativna vlaznost, temperatura, sadrzaj
kisika) te u ovisnosti o fizickom osStecenju supstrata i prisutnosti plijesni (Sassahra i sur., 2005;
Pleadin i sur., 2014; Medina i sur., 2014). Mikotoksini su opasni zbog visoke toksi¢nosti u malim
koli¢inama i odsutnosti senzorskog upozorenja prilikom konzumacije hrane kontaminirane

mikotoksinima (Markov i sur., 2010; Markov i sur., 2013).

Glavni izvor mikotoksina kod ljudi su zitarice poput kukuruza, pSenice, jeCma, zobi i
proizvodi na bazi Zitarica te oraSasti plodovi, ali i proizvodi Zivotinjskog podrijetla uslijed
sekundarnog oneciséenja plijesnima koje produciraju mikotoksine (Pleadin i sur., 2014). Na
tvorbu mikotoksina prije i nakon Zetve Zitarica uvelike utjeCu klimatski uvjeti, a onecis¢enje
usjeva mikotoksinima povezuje se s visokim temperaturama okoliSa, oSteéenjima usjeva

posredovanjem insekata te duljim susnim razdobljima (Payne, 1998; Pleadin i sur., 2014).

Prisutnost mikotoksikogenih plijesni i/ili mikotoksina u hrani predstavlja znacajnu
opasnost za zdravlje ljudi, ali i veliki ekonomski problem (Cvek i sur., 2012) zbog utjecaja na

kvalitetu proizvoda i ekonomi¢nost procesa proizvodnje (Suti¢ i Banina, 1979).

vvvvv V.

Mikotoksini su vazni oneciscivaci okoliSa, a gutanjem, udisanjem ili dodirom i malih
koli¢ina mikotoksina moze doéi do razvoja opasnih bolesti, nazvanih mikotoksikoze (Markov i
sur., 2013). Veée doze mikotoksina uzrokuju akutna trovanja, dok dugotrajni unos manjih
koli¢ina rezultira estrogenim, imunosupresivnim ili karcinogenim ucincima (Pepeljnjak i sur.,
2008).

Aflatoksini su genotoksi¢ne kancerogene tvari, stoga je potrebno ograniciti ukupni
sadrzaj aflatoksina u hrani (zbroj aflatoksina Bi, B,, Gii G;) kao i pojedinacni sadrzaj

.....



(Mg/kg jestivog dijela namirnice) u hrani i hrani za Zivotinje u RH propisane su Pravilnikom o
najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani (NN 146/12).

2.1.1. Aflatoksini

Aflatoksini su najznacajniji mikotoksini i predstavljaju osnovu za njihovo istrazivanje.
Rijec je o heterociklickim, sekundarnim metabolitima plijesni Aspergillus flavus i Aspergillus
parasiticus (Milicevic i sur., 2014; Durakovic i Durakovi¢, 2000), ali sintetizira ih i ogranicen
broj sojeva plijesni iz roda Fusarium i Penicillium (Dalié i sur., 2010; Varsha i Napoothiri,
2016). Aflatoksini su otkriveni drugom polovicom 20. stolje¢a nakon smrti preko 100 000
komada peradi na farmama purana Velikoj Britaniji, uz nekrozu jetre kao uzrok smrti. Kako do
tada nije poznata takva bolest, nazvana je , X boles¢u purana" (Pleadin i sur., 2014). Analizom
kikirikijevog brasna koristenog za prehranu purana, izolirana je plijesan Aspergillus flavus i
otkriven je do tada nepoznat spoj, koji pod UV svjetlom fluorescira plavo. Prema nazivu plijesni

iz koje je prvotno izoliran, toksin je imenovan aflatoksinom (Lanchester i sur., 1961).

Aflatoksini su definirani kao derivati difurokumarina zbog ¢ega i fluoresciraju, a stabilni
su pri visokim temperaturama, dobro su topljivi u etanolu i metanolu, a veoma se dobro
otapaju u kloroformu (Goldblatt, 1969). Poznato je preko trideset vrsta aflatoksina, a
najpoznatiji su oni oznaceni prema fluorescenciji pod UV svjetlom: B1 i B, (B - eng. blue, plavo)
te Gi1 i G (G — eng. green, zeleno) (slika 1). Osim njih poznati su jos i aflatoksin M; i M,
B: (AFB1) (Sezer i sur., 2013; Giovati i sur., 2015). Ciljni organ djelovanja aflatoksina je jetra,
no aflatoksini nisu toksi¢ni samo za jetru nego imaju i druge neZeljene ucinke kao Sto su
imunosupresivnost, mutagenost, teratogenost i karcinogenost (HAH, 2014). Budu¢i da su
aflatoksini termostabilni te se tijekom prerade hrane njihova koli¢ina tek neznatno smanjuije,

vazno je sprijeciti njihovo nastajanje (Peraica i sur., 2014).
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SLIKA 1. Strukturne formule aflatoksina Bi, Bz, Gi i G2 (Anonymus1)

Najvedi stupanj akumulacije aflatoksina odvija se u tkivima u kojima se vrSi njegova
biotransformacija, a to su jetra i bubrezi (Leeson i Summers, 1995). Putem zuci se izluCuje oko
60%, a manji dio mokra¢om i mlijekom u obliku metabolita M, P1 i Qi ili u obliku njihovih
konjugata (Sinovec i Resanovi¢, 2005). U suprotnosti s mnogim mikotoksinima, aflatoksini
moraju biti bioloski transformirani prije nego Sto izazovu reakciju u zivom organizmu. Kao
rezultat biotransformacije, stvara se derivat AFB;, aflatoksin Bi-2,3-epoksid, koji je visoko
reaktivni metabolit i koji reagira s nukleofilnim mjestima u makromolekulama (Wild i Hall, 2000;
Turner i sur., 2003).

Akutno trovanje aflatoksinima naziva se aflatoksikoza i nastaje konzumiranjem izrazito
kontaminirane hrane gdje se dnevni unos aflatoksina mjeri u miligramima pa su stoga dosta
rijetke. Mnogo veéi problem predstavlja kroni¢no izlaganje aflatoksinima koje dovodi do

karcinoma jetre.

2.1.2. Aflatoksin M,

Aflatoksini M; i M, su dihidroderivati aflatoksina B i B,, a izlu€uju se u mlijeku,
mokradi i stolici kao produkti metabolizma aflatoksina B; i B, (Markov i sur., 2010; Peraica i
sur., 2014).

AFM;, metabolit AFB;, produkt je bioloSke pretvorbe u mikrosomima jetre (slika 2), a

izluCuje se u mlijeko kroz mlije¢ne Zlijezde sisavaca hranjenih krmom koja je sadrzavala
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spomenuti aflatoksin B skupine (Zdolec i sur., 2006). Aflatoksin M; je svakako najvazniji
aflatoksin kada je rije¢ o toksicnosti aflatoksina s implikacijama na zdravlje ljudi (Gorelick,
1990) zbog mogucénosti izluc¢ivanja prilikom laktacije kod Zivotinja i Zena (EFSA, 2004) te je
svrstan u grupu 2B karcinogena (IARC, 2002). Mnogi istrazivaci su objavili da postoji linearna
veza izmedu koli¢ine AFM; u mlijeku i AFB; u krmivu (Kamkar, 2008).

AFLATOKSIN B, AFLATOKSIN M,

SLIKA 2. Hidroksilacija aflatoksina B: u organizmu krave (Markov, 1991)

Zbog svog afiniteta prema proteinima mlijeka, AFM; moze biti prisutan i u mlije¢nim
proizvodima, a koncentracija AFM; ovisi 0 samom proizvodnom procesu pripreme mlijecnih
proizvoda, o vrsti proizvoda, udjelu vode i konacnom proizvodu. AFM; je relativno stabilna
molekula u sirovim i obradenim mlije¢nim proizvodima i ne moze se inaktivirati toplinskim

tretmanima poput pasterizacije za vrijeme obrade sira (Govaris i sur., 2002).

Koncentracija AFM1 u sirovom mlijeku, termicki obradenom mlijeku i mlijeku za
proizvodnju mlijecnih proizvoda u zemljama ¢lanicama EU pa tako i u Republici Hrvatskoj, ne
smije prelaziti 0,05 pg/L (EC, 2006) dok je najveca dozvoljena koncentracija u SAD-u 0,5 pg/L
(FDA, 2005).

2.2. BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE

Bakterije mlijecne kiseline su skupina bakterija koje kao glavni produkt fermentacije
ugljikohidrata proizvode mlijecnu kiselinu. U njih se ubrajaju bakterije rodova Streptococcus,
Pedliococcus i razliCite vrste rodova Lactobacillus. S obzirom na konacni produkt fermentaciije,
bakterije mlije¢ne kiseline dijele se na homofermentativne i heterofermentativne.

Heterofermentativne, naspram homofermentativnih, osim mlije¢ne kiseline proizvode i druge



produkte poput ugljikovog dioksida i etanola, a takve vrste su uglavnhom bakterije iz roda
Leuconostoc i neke vrste Lactobacillus roda (Frece i Markov, 2016).

Zbog svoje duge upotrebe bez Stetnih utjecaja na ljudsko zdravlje imaju GRAS (eng.
Generally Recognized As Safe) status prema Americkoj agenciji za hranu i lijekove (FDA, 2005),
odnosno QPS (Qualified Presumption of Safety) status prema regulativi Europske Unije (Frece
i Markov, 2016).

Bakterije mlijeCne kiseline predstavljaju jedinstvenu skupinu koja se u obliku Cistih
kultura koristi u proizvodnji, oCuvanju i produljenju trajnosti fermentiranih proizvoda.
Biosintezom mnogih antimikrobnih metabolita, bakterije mlijene kiseline inhibiraju rast
mikotoksikogenih plijesni (Schnirer i Magnusson, 2005; Munoz i sur., 2010; Varsha i

Napoothiri, 2016), a mnoge imaju i potencijal interakcije s mikotoksinima.

Bakterije koje se koriste kao starter kulture u proizvodnji mlijecnih proizvoda, mogu
imati ulogu u smanjenju koli¢ine aflatoksina u hrani i krmivu (Markov i sur., 2010). Istrazivanja
koja se provode vec viSe od tri desetljeca, pokazala su sposobnost vezanja aflatoksina pomocu
BMK adhezijom za povrSinu stanicne stijenke bakterije (Mufioz i sur., 2010; Hassan i sur.,
2015). Stoga se primjenjuju kao alternativa fizikalnim i kemijskim metodama kontrole rasta
plijesni. BMK koje posjeduju antifungalna svojstva prema mikotoksikogenim plijesnima
obuhvacaju rodove Lactococcus i Lactobacillus, a u manjoj mijeri i rodove Pediococcus te

Leuconostoc (Dalié i sur., 2010).

2.3. LIOFILIZACIJA

Liofilizacija je jedinstveni postupak suSenja namirnice u zamrznutom stanju, a koristi
se za oCuvanje mikroorganizama i preferirana je metoda za skupljanje kultura diljem svijeta u
ovlastenim institucijama, poput Americke zbirke mikroorganizama ,American Type Culture
Collection® (ATCC) ili Belgijske zbirke mikroorganizama ,Belgian Coordinated Collection of
Microorganisms" (BCCM). Tehnoloske operacije koje obuhvaca postupak liofilizacije odnose se

prvenstveno na zamrzavanje i sublimaciju vode iz zamrznutog materijala (Lovri¢, 2003).

Liofilizirani materijal omogucuje lako rukovanje te jeftin i lak transport. Kako bi se
osigurala dovoljna koli¢ina stanica nakon liofilizacije za dugorocno skladistenje i oporavak
stanica za daljnje uspjeSno razmnozavanje soja, preporuca se liofiliziranje koncentriranih

kultura oko 107 stanica po gramu (Morgan i sur., 2006).



Proces liofilizacije temelji se na sublimaciji, koja je podijeljena u tri faze; smrzavanje te
dvije faze susenja. Stanice se prvo smrzavaju na vrlo niskim temperaturama (primjerice -196
°C) te se zatim suse sublimacijom pod vakuumom (Santvarangkna i sur., 2007). Vecina stanica
se inaktivira u fazi smrzavanja tako da 60-70% stanica koje prezive smrzavanje mogu preZzivjeti
fazu dehidratacije. Tijekom smrzavanja, formiranje izvanstani¢nog leda uzrokuje povecanje
izvanstani¢ne osmolalnosti, tako da ¢im se formira led izvan stanice pocinje dehidratacija

stanice.

Postoje dva tipa smrzavanja, sporo smrzavanje i brzo smrzavanje. Tijekom sporog
smrzavanja proces postepene dehidratacije stanica, uslijed stvaranja leda izvan stanica
uzrokuje veliku Stetu stanice, dok brzim smrzavanjem mozemo izbjeéi efekte razaranja i
smanjivanja stanica (Fowler i Toner, 2005). Brzina hladenja, odnosno smrzavanje, ovisi o dvije
osnovne varijable, a to su: pokretna sila, koja rezultira iz temperaturnog gradijenta, tj. razlike
temperature izmedu proizvoda i rashladnog medija; otpor prijenosu topline koji ovisi 0 sastavu,
odnosno svojstvima proizvoda, njegovim dimenzijama (debljini), brzini strujanja rashladnog

medija, stupnju kontakta izmedu proizvoda i rashladnog medija itd.

Takoder, postoje dva nacina smrzavanja uzoraka prije suSenja: unutar komore
liofilizatora preko ohladenih polica ili mikroorganizam moze biti smrznut prije unoSenja u
liofilizator. Smrzavanje unutar liofilizatora uzrokuje sporo formiranje ledene strukture kristala,
koji mogu uzrokovati ostecenja krhkih stanicnih membrana, a ne mogu se oporaviti nakon
susenja, Sto uzrokuje smanjenje stope prezivljavanja. S druge strane, jedna od najpogodnijih
metoda zamrzavanja bioloskih stanica je smrzavanje u teku¢em dusiku, koja prvo ukljucuje

smrzavanje mikroorganizma, a zatim unoSenje zamrznutog mikroorganizma u liofilizator.

Dokazano je da s povrSinom stanice raste i moguénost osteCenja membrane Sto je
posljedica stvaranja kristalica leda pa su tako enterokoki, koji imaju male sfericne stanice,
izdrZljiviji prilikom liofilizacije od, na primjer laktobacila koji imaju vece StapiCaste stanice
(Fonesca i sur., 2000). Uklanjanje medustani¢ne vode bakterijskih stanica suSenjem uzrokuje
ostecenje povrsinskih proteina, stanicne stijenke te stanicne membrane. Medustani¢na voda
igra vaznu ulogu u stabiliziranju strukturne i funkcionalne cjelovitosti bioloskih makromolekula
kroz razlicite tipove slabih veza, ukljucujuci one koje su prisutne u stani¢noj stijenci i stani¢noj
membrani (Brennan i sur., 1986). Kako bi se postigli optimalni rezultati tijekom susenja
mikroorganizama, vazno je fokusirati se na minimalizaciju oStecenja lipidnog dvosloja te RNA
i DNA. Brojni zastitni agensi dodaju se u medij za susenje prije liofilizacije kako bi se
ucinkovitije zastitila fizioloSka aktivnost mikroorganizma tijekom dehidratacije. Kao zastitni

agensi, najéesée se koriste obrano mlijeko u prahu, proteini sirutke, trehaloza, saharoza,
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glukoza, laktoza i polimeri poput dekstrana i polietilen glikola (Morgan i sur., 2006). Postotak
prezivljavanja bakterijskih stanica nakon liofilizacije ovisi o velikom broju faktora, ukljucujuci

soj mikroorganizma i ucinkovitost zastitnih agensa tijekom liofilizacije.

2.4. VEZANJE AFM,

Uvjeti postizanja uspjesSne dekontaminacije ukljucuju: inaktivaciju mikotoksina
transformacijom u netoksicne produkte, uniStavanje micelija i spora plijesni da se sprijeci
tvorba novih toksina, zadrzavanje nutritivne vrijednosti hrane i krmiva, minimalne promjene
fizikalnih svojstava sirovine te proces mora biti ekonomski isplativ tj. izvediv u smislu da bi
troSak dekontaminacije trebao biti manji od vrijednosti kontaminirane robe. Postoje tri
mogucnosti da se izbjegnu Stetni ucinci oneciS¢enja hrane i hrane za Zivotinje uzrokovani
mikotoksinima, a to su prevencija kontaminacije, dekontaminacija i inhibicija apsorpcije
mikotoksina iz konzumirane hrane u probavni trakt. Kada se kontaminacija ne moze sprijeciti,
primjena dekontaminacije je obavezna, a jedan od najjednostavnijin nacina je fizikalno
uklanjanje kontaminiranog zrna ru¢nom selekcijom, sto se najéeSée ne primjenjuje obzirom na
dugotrajnost procesa. Djelomic¢no uklanjanje mikotoksina moze se posti¢i suhim ciS¢enjem
Zita, a obzirom da ih je vecina termostabilna, uobicajeni toplinski postupci uklanjanja nisu od
bitnog utjecaja (Bata i Lasztity, 1999).

U brojnim istrazivanjima, detoksifikaciju, odnosno inaktivaciju mikotoksina u
onecis¢enom krmivu, pokusalo se posti¢i gama zracenjem, toplinskom inaktivacijom, fizickim
odjeljivanjem, razgradnjom mikrobne flore te razli¢itim kemijskim postupcima (Piva i sur.,
1995., Rustom 1997).

BioloSke metode dekontaminacije ukljuCuju koriStenje sredstava za apsorpciju te
mikroorganizme i enzime. Od mikroorganizama koji prevode toksi¢ni spoj u manje toksi¢an
oblik, a ponekad ga uz nazocnost odredenog enzima i razgrade, uklju¢ene su neke bakterije,
posebice iz skupine bakterija mlijecne kiseline, bifidobakterija i propionibakterija u hrani, s
ciliem smanjenja koncentracije mikotoksina. Odredene bakterije, zbog osobitosti stanicne
stijenke, mogu vezati mikotoksine te se stvoreni kompleks bakterija-mikotoksin izlucuje
fecesom (Rimar, 2017). Brojnim istrazivanjima dokazana je mogucnost vezanja aflatoksina
pomocu bakterija mlije¢ne kiseline. Tako su na primjer, Markov i sur. (2010.) dokazali da izolat
L. delbruecki S1 kao i standard L. rhamnosus GG ATCC 53103 imaju sposobnost smanjenje
koncentracije AFM; u mlijeku za viSe od 50% tijekom 48 sati.



3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Mikroorganizmi

Bakterijske kulture Lactobacillus plantarum SM1, Lactobacillus plantarum KM,
Lactobacillus paracasei KM, Lactobacillus rhamnosus KM te Lactococcus lactis 5SMS1 dobivene
iz zbirke mikroorganizama Laboratorija za opcu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu, koristene su kao testni mikroorganizmi za
odredivanje vezanja AFM; u mlijeku. Kulture su ¢uvane u MRS bujonu (de Man-Rogosa-Sharpe,

Biolife, Milano, Italija) pri temperaturi od 4°C do izvodenja pokusa.

3.1.2. Podloga za uzgoj mikroorganizama

Za uzgoj bakterijskih kultura koristen je MRS bujon, a sam uzgoj bakterijskih kultura
proveden je u laboratorijskim uvjetima pri 37°C tijekom 72 sata.

MRS (de Man-Rogosa-Sharpe) bujon sastava: (g/L)

e pepton 10
e mesni ekstrakt 10

e kvascev ekstrakt 5

e glukoza 20
e tween 80 1

e MgSO4 x 7H,0 0,1
e MnSO4 x 7H,0 0,05
e natrijev-acetat 5

- U destiliranoj vodi pH vrijednost podloge je 6,5
- sterilizacija pri 121 °C kroz 15 min
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3.1.3. Mikotoksin

Standard AFM; nabavljen je od LGC Promochem (Leeds, UK). Radna otopina AFM;
pripremljena je razrjedivanjem standarda, 0.5 pg/mL u acetonitrilu do 0.05 pg/mL i pohranjena
na 4 °C do izvodenja pokusa.

3.1.4. Sirovina

Kao sirovina za odredivanje vezanja AFM; koristeno je trajno mlijeko, s 2.8% mlijecne
masti kupljeno u lokalnoj trgovini. Mlijeko u prahu, s 10% mlije¢ne masti koristeno je kao

krioprotektor.

3.1.5. Aparatura

e termostat (Sutjeska, Beograd)

e autoklav (Sutjeska, Beograd)

e vibromikser EV-102 (Tehtnica, Zelezniki)

o tehnicka vaga (Sartorius, Njemacka)

e vodena kupelj (INKOLAB, Hrvatska)

e centrifuga (Hermle Labortechnik GmbH, Njemacka)

e centrifuga s hladenjem (Hermle Labortechnik GmbH, Njemacka)

e liofilizator Christ Alpha 1-2 LD plus (Christ GmbH, Osterode, Njemacka)
e HPLC Agilent 1100 (Agilent, Santa Clara, CA, SAD)

3.1.6. Pribor

e Erlenmeyer tikvice 500 mL

e Petrijeve zdjelive @ 10 cm

e mikrobioloske epruvete 18 x 180 mm

e mikropipete 100 i 1000 pL Justor 100G (Sartrius, Njemacka)
e kivete 10i 50 mL

e penicilinke s gumenim ¢epovima 10 mL
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema uzoraka

Odabrane bakterijske kulture, prethodno ¢uvane u MRS bujonu na 4 °C, uzgojene su
nacjepljivanjem u 3 x 5 mL MRS bujona i inkubirane na 30 °C tijekom 24 sata. Svaki bakterijski
soj je zatim nacijepljen u 25 mL MRS bujona i inkubiran na 37 °C tijekom 24 sata.
Centrifugiranjem sakupljena je biomasa porasla u aseptickim uvjetima na sobnoj temperaturi,
zatim isprana 3 puta s 5 mL sterilne deionizirane vode i suspendirana u sterilnoj deioniziranoj
vodi te podijeljena u dvije skupine. Prvu skupinu Cine Zive stanice BMK, drugu mrtve (termicki
tretirane) tretiranjem pri temperaturi od 100 °C kroz 60 minuta u laboratorijskoj vodenoj
kupelji. Serijom decimalnih razrjedenja odreden je broj zivih stanica, brojanjem poraslih
kolonija na MRS agaru (Biolife, Milano, Italija) do koncentracije od 10® CFU/mL. Stanice BMK
odvojene su centrifugiranjem na 3000 x g tijekom 10 minuta i pripremljene u koli¢ini od 1 mg
biomase/mL. Bakterijska biomasa dobivena centrifugiranjem pripremljena je za liofilizaciju
suspendiranjem u 1 mL 10%-tnog obranog mlijeka, zatim podijelljena u alikvote po 1,5 mL i
smrznuta na -20 °C preko noci. Koristen je liofilizator Christ Alpha 1-2 LD plus (Christ GmbH,
Osterode, Njemacka) pri temperaturi od -55 °C tijekom 24 sata.

Uzorcima mlijeka kojima nije dokazana koncentracija AFM; dodane su liofilizirane Zive
stanice (0,5 %) i termicki tretirane liofilizirane (1mg/mL) stanice te aflatoksin M; do konacne
koncentracije od 0,50 pg/L uzorka. Uzorci s bakterijama i AFM; su potom inkubirani na 4 °C te
su sakupljani nakon 0., 2., 4. i 24. sata inkubacije kako bi se HPLC tehnikom odredila koli¢ina
nevezanog AFM;.

3.2.2. Odredivanje koncentracije AFM; u mlijeku HPLC metodom

Za odredivanje koncentracije AFM; u mlijeku kao prikladna potvrdna metoda koristena
je tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC; eng. High Performance Liquid
Chromatography). HPLC metoda se opcenito odlikuje visokom osjetljivos¢u i velikom

sposobnosti razlucivanja analita.

Prije HPLC analize, uzorci su procis¢eni imunoafinitetnim kolonama (Vicam) uz dodatak
10 mL PBS pufera. Brzina protoka nije prelazila 3mL/min. Nakon ispiranja kolona s 10 mL
destilirane vode i susenja u vakuumu, AFM; je eluiran s 4 mL acetonitrila. Prikupljeni eluat

uparen je u struji dusika. Koncentracija preostalog AFM; u uzorcima, odredena je na Agilent
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1100 HPLC uredaju (Agilent, Santa Clara, CA, SAD), opremljenim s CSI-6150 vakuum
isparivacem, Agilent pumpom (model G 1310 A9) te fluorescentim detektorom valnih duljina
eksicatcije i emisije 365 odnosno 455 nm. Odvajanje je provedeno na Synergi Polar koloni
(150x3,0 mm, 4 pm) (Agilent). Mobilna faza (voda/acetonitril, 60/40, v/v) eluirana je pri
protoku 0,5 mL/min, a vrijeme retencije AFM; bilo je 3,5 min. Parametri validacije prikazani su
u tablici 1.

Tablica 1. Parametri validacije HPLC metode

Parametar Kriterij prihvatljivosti Rezultati
Selektivnost Informacija ® Zadovoljava

0,005 pgkg! = informacija ® 57,0 %

0,01 ygkg! = informacija ° 58,9 %
IskoriStenje _ -

0,05 ygkg! = informacija ® 79,1%

> 0,05 pugkg® = 70 do 110 %? | 102%
Preciznost -
preciznost mjerenja | RSD < 20% © 1,92%
Linearnost k>0,999 ° 0,999
Granica detekcije < 1/3MDK (0,017 ugkg?) ® 0,0025 ugkgt
Granica . .

< 1/2MDK (0,025 ugkg 0,005 ugkg
kvantifikacije / ( hgkg™) H¥g

@ prema Uredbi komisije (EZ) br. 401/2006 o utvrdivanju metoda uzorkovanja i analize za
sluzbenu kontrolu razina mikotoksina u hrani

b prema rezultatima validacijskih eksperimenata

¢Pravilnik o provodenju analitiCkih metoda i tumacenju rezultata (NN 02/05)
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Odabranim sojevima BMK odredena je sposobnost vezanja AFM; u mlijeku. Prilikom
provodenja eksperimenata koriStene su liofilizirane Zive stanice te liofilizirane mrtve (termicki
tretirane) stanice BMK. Na slikama 3-7 prikazani su dobiveni rezultati vezanja AFM; u mlijeku
s odabranim bakterijskim kulturama, dok je u tablici 2 prikazan raspon koncentracija AFM; u
mlijeku tijekom 24 sata inokuliranom s liofiliziranim Zivim stanicama te liofiliziranim mrtvim
(termicki tretiranim) stanicama BMK.

Na slici 3 prikazan je %-tak vezanja AFM; liofiliziranim Zivim i mrtvim stanicama

bakterije L. plantarum SM1 u ovisnosti o vremenu inkubacije.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% vezanja AFM,

Vrijeme (h)

L. plantarum SM1 (liofilizirane Zive) L. plantarum SM1 (liofilizirane mrtve)

Slika 3. Vezanje AFM; liofiliziranim Zivim i mrtvim stanicama bakterije L. plantarum
SM1

Dobiveni rezultati pokazuju kako su Zive stanice L. plantarum SM1 imale najveCi
postotak vezanja AFM; (70%) nakon 4 sata inkubacije, dok su mrtve stanice pokazale najveci
postotak nakon 24 sata inkubacije koji je bio vedi i iznosio 86%. Mrtve tj. termicki tretirane
stanice L. plantarum SM1 pokazale su slabije vezanje u usporedbi sa zivim stanicama nakon
2. i 4. sata inkubacije, medutim pokazale su se mnogo djelotvornijima u 0. satu i nakon 24
sata.
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=@==|. plantarum KM (liofilizirane Zive) ~==@==L. plantarum KM (liofilizirane mrtve)

Slika 4. Vezanje AFM; liofiliziranim Zivim i mrtvim stanicama bakterije L. plantarum KM

Iz rezultata prikazanih na slici 4 vidljivo je da su termicki tretirane stanice L. plantarum
KM pokazale mnogo maniji postotak vezanja aflatoksina M; u usporedbi sa Zivim stanicama,
osim u 24. satu inkubacije kada su i Zive i mrtve stanice vezale 46% AFM;. NajveCi postotak

vezanja od 58% postignut je kod 2. sata inkubacije sa zivim stanicama ovog soja.

% vezanja AFM1
B
o

Vrijeme (h)

=@==|. paracasei KM (liofilizirane Zive) = ==@==L. paracasei KM (liofilizirane mrtve)

Slika 5. Vezanje AFM; liofiliziranim zivim i mrtvim stanicama bakterije L. paracasei KM

Bakterijski soj L. paracasei KM pokazuje puno vecu sposobnost vezanja aflatoksina M;

s Zivim stanicama u odnosu na mrtve i pokazuje najveci postotak vezanja nakon 24. sata u
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iznosu od 68%, a neSto manji nakon 4. sata u iznosu od 66%. Najvedi postotak vezanja

aflatoksina M; mrtvim stanicama soja L. paracase/ KM postignut je nakon 2. sata i iznosio je
tek 24% (slika 5).

Slika 6 prikazuje vezanje AFM; iz umjetno kontaminiranog mlijeka tijekom 24 sata
uzgoja bakterijskom kulturom L. rhamnosus KM.

100

90

80

S 70
< 60
2 50
03 40
) 30
20

10

0

0 2 4 24
Vrijeme (h)
L. rhamnosus KM (liofilizirane Zive) L. rhamnosus KM (liofilizirane mrtve)

Slika 6. Vezanje AFM; liofiliziranim Zivim i mrtvim stanicama bakterije L. rhamnosus
KM

Mrtve stanice soja L. rhamnosus KM pokazuju znatno slabiju sposobnost vezanja
aflatoksina M; u usporedbi sa zZivim stanicama, a pokazale su se najefikasnijima nakon 2. sata
s postignutih 18%. Suprotno tome, zZive stanice su pokazale veliku sposobnost vezanja nakon
4. sata inkubacije pa tako imaju najveci postotak vezanja AFM; u iznosu od 92%, iako u ostalim
vremenima inkubacije pokazuju puno manju sposobnost vezanja (52%, 30% i 36% u nultom

satu, 2. odnosno 24. satu inkubacije), Sto je i dalje znatno viSe od mrtvih stanica ovog soja.
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L. lactis 5MS1 (liofilizirane Zive) L. lactis 5MS1 (liofilizirane mrtve)

Slika 7. Vezanje AFM; liofiliziranim Zivim i mrtvim stanicama bakterije L. /actis 5MS1

L. lactis 5SMS1 bakterijski soj pokazuje donekle kontinuirane rezultate tijekom vremena
inkubacije, odnosno postotak vezanja AFM; termicki tretiranih i Zivih stanica slijedi sli¢nu liniju
trenda. Tijekom cijelog vremena inkubacije, zive stanice imaju veci postotak vezanja AFM; za
otprilike 20%, a najviSe je AFM; vezano nakon 24. sata u iznosima od 52 i 24%, zZivim odnosno
termicki tretiranim stanicama (slika 7).

U tablici 2 prikazan je raspon koncentracija nevezanog AFM1 nakon tretmana

liofiliziranim zivim i mrtvim stanicama odabranih BMK tijekom 24 sata trajanja pokusa.

Tablica 2. Koncentracija AFM; (ug/L) u prisutnosti BMK tijekom 24 sata

Soj Raspon koncentracija AFM; (ug/L)
Liofilizirane zive Liofilizirane mrtve
Tretman stanice (termicki tretirane stanice)
L. plantarum SM1 0,15-0,39 0,07-0,35
L. plantarum KM 0,21-0,28 0,27-0,45
L. paracasei KM 0,16-0,32 0,38-0,45
L. rhamnosus KM 0,04-0,35 0,41-0,43
L. lactis 5SMS1 0,24-0,34 0,38-0,42
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Rezultati iz tablice 2. pokazuju kako je najveci udio aflatoksina M; zaostao prilikom
tretiranja mlijeka s liofiliziranim mrtvim stanicama bakterijske kulture L. rhamnosus KM, sto je
u skladu s rezultatima na slici 6. Najveéi postotak vezanja aflatoksina M; postignut je
upotrebom liofiliziranih Zivih stanica u usporedbi s mrtvima, izuzev L. plantarum SM1 Sto je

vidljivo na slici 5.

Dobiveni rezultati prikazuju veéi postotak vezanja AFM; u odnosu na rad Pierides i sur.
(2000), kod kojih je postotak vezanja AFM; za Zive stanice Lactobacillus sojeva iznosio 18,3 do
53,8% u vremenu inkubacije od 15-16 sati. Slicne rezultate vezanja, ali za AFB;, dobili su
Peltonen i sur. (2001) ispitivanjem 15 sojeva BMK. Dosada nije zabiljezen slu¢aj u kojem su
rezultati vezanja AFM; vedi u usporedbi s AFB;, a to su potvrdili Pierides i sur. (2000) buduci
da se raspon vezanja AFB; pomocu BMK kretao od 75,3 do 76,1%. Maniji postotak vezanja
AFM; moze biti posljedica dodatne -OH skupine u molekuli AFM; Sto rezultira poveéanom
polarnoséu molekule. Buduéi da je hidrofilnija, molekula AFM; ima tendenciju zadrZavanja u
vodenim otopinama. Sposobnost vezanja AFM; u otopini jedinstvena je znacajka svakog soja

bakterije mlijecne kiseline (Pierides i sur., 2000).

U istraZivanju Kabaka i Vara (2008) pokazalo se da je kapacitet vezanja AFM; dodatkom
Lactobacillusi Bifidobacterium sojeva u rekonstituiranom mlijeku u rasponu od 7,85 do 25,94%
te 12,85 do 27,31% za zive odnosno za termicki tretirane bakterije tijekom inkubacije od 4
sata. Iako mehanizam djelovanja BMK na aflatoksin M; joS nije razjasnjen, Lahtinen i sur.
(2004) su zakljucili kako su dvije glavne komponente na koje se aflatoksin veze, polisaharidi
stanicne stijenke te peptidoglikan i njemu srodni spojevi, dok su Shetty i Jespersen (2006)
potvrdili da se mikotoksini vezu odnosno uklanjaju prijanjanjem na komponente stani¢ne
stijenke, umjesto kovalentnim vezanjem ili metaboliziranjem kao i da mrtve stanice ne gube

sposobnost vezanja mikotoksina.

Rezultati istrazivanja dobiveni u ovom radu pokazuju da Lactobacillus vrste vezu od 22-
92 % AFM; (slike 3-6), a sli¢ne rezultate su dobili i EI-Nezami i sur. (1998) koji su dokazali

vezanje AFM; od 50+1% do 65+2% liofiliziranim zivim stanicama.

Elgerbi i sur. (2006) su ispitivali sposobnost 8 sojeva BMK i 4 soja bifidobakterija za
uklanjanje aflatoksina M; iz mlijeka i fosfatnog pufera. Uklanjanje toksina iz UHT mlijeka
pokazalo se veée uz primjenu BMK u usporedbi s bifidobakterijama. Od bakterija mlijecne
kiseline, Lactobacillus bulgaricus bio je najucinkovitiji, uklonivsi 80,5% AFM; iz UHT mlijeka,
zatim Lactobacillus plantarum uklanjajuéi 73% aflatoksina M. Lactobacillus sojevi uklonili su

aflatoksin M; u rasponu od 64,0-80,5%, Lactococcus sojevi 46,0-68,5% i Bifidobacterium
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sojevi izmedu 67,0 i 72,5% AFM; iz mlijeka, Sto ukazuje na potrebu za daljnjim ispitivanjima
interakcija izmedu razliCitih sojeva BMK i AFM;.

1z rezultata prikazanih na slici 3, vidljivo je da mrtve stanice bakterije L. plantarum SM1
vezu 86% AFM;, Sto je u suglasnosti s istrazivanjima Bovo i sur. (2013) koji su dobili vedi
postotak vezanja AFM; za mrtve stanice nego za Zive, koristeci Lactobacillus i Bifidobacterium

sojeve u umjetno kontaminiranom obranom mlijeku i PBS puferu.

Obzirom da koristenje BMK kao starter kultura ili probiotickih kultura znacajno ovisi o
primjenjenim tehnologijama ocuvanja, primjena liofilizacije pokazala se kao korisnom u
pogledu odrzivosti i aktivnosti bakterija. Carvalho i sur. (2004) tako su primijetili kako
zamrzavanjem osuseni pripravci pokazuju prednosti u odnosu na pripravke nacinjene drugim

tehnikama u smislu dugoroc¢nog ocuvanja.
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5. ZAKLJUCCI

Iz dobivenih rezultata istraZivanja moze se zakljuciti:

1. Termicki tretirane liofilizirane stanice bakterija mlijeCne kiseline imaju manju
sposobnost vezanja AFM; u umjetno kontaminiranom mlijeku u odnosu na Zive
liofilizirane stanice, s jednim izuzetkom, L. plantarum SM1 koji je vezao 86% AFM;
nakon 24 sata.

2. Sposobnost vezanja AFM; bakterijama mlijeCne kiseline u umjetno kontaminiranom
mlijeku ovisi o vremenu izlozenosti mlijeka bakterijama, ali i koriStenom soju.

3. Liofilizirane Zive stanice bakterije L. rhamnosus KM pokazale su najveéi postotak
vezanja AFM;, nakon 4 sata inkubacije.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavréni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu naveden,

ime i prezime studenta



