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TOKSICNOST AFLATOKSINA Bi PREMA SOIJEVIMA
STREPTOCOCCUS LACTIS*

Dr Ana BANINA, prof. dr Marija SUTIC, Poljoprivredni fakultet,
Zemun-Beograd

SaZetak

Aflatoksin B, deluje toksi¢no na sojeve Streptococcus lactis 567 i 509 inku-
birane u mleku. Koncentracije do 10 ug/ml AFB, ne utjeCu znalajnije na
smanjenje broja éelija. Pri 100 i 150 ug/ml toksina broj éelija se smanjuje i to
kako sa poveéanjem koncentracije tako i sa duZinom izlaganja éelija aflatoksi-
nu, Potpung inhibicija rasta éelija S. lactis nije postignuta ni sa 150 ug/ml
AFB, i u tim kulturama je i nakon 20 sati inkubacije mleka na optimalnoj tem-
percturi, jo§ uvek bilo prezivelih celija. Kao posledica smanjenja broja celija,
pri svim koncentracijama veéim od 10 ug/ml AFB,, stvara se znatno manje
mleéne kiseline, a vreme potrebno za formiranje gruSa produZava se za 2 do
9 sati.

Uveod

Bakterije mleéne kiseline roda Streptococcus, predstavljaju zna¢ajnu grupu
mikroorganizama koji imaju primenu pre svega u mlekarskoj industriji i to
u proizvodnji raznih vrsta sireva, maslaca, jogurta i ostalih mleénih prerade-
vina. U prisustvu razli¢itih agenasa, koji se mogu naéi u mleku, dolazi do
morfolodkih i fiziolo§kih promena ove grupe bakterija (5, 7). U prethodnim
ispitivanjima je utvrdeno da jedan od agenasa koji se €esto nalazi u mleku,
aflatoksin B; (AFB,), moZe viSestruko delovati na razlifite sojeve bakterija
mleéne Kkiseline (8, 9, 10). Sve ove promene bakterija mle¢ne kiseline pod utje-
cajem aflatoksina su uglavnom nepovoljne za industrijsku preradu mleka u
razli¢ite proizvode.

U ovom radu je izvrSeno ispitivanje toksi¢énosti razli¢itih koncentracija
aflatoksina B, prema sojevima Streptococcus lactis.

Materijal i metodika

Ispitivanja su obavljena na dva soja vrste S. lactis 507 i 509, koja su do-
bijena iz kolekcije Nacionalnog Instituta za mlekarstvo Reading, Velika Bri-
tanija, i koriste se u proizvodnji sireva, maslaca i pavlake. Ciste kulture strepto-
koka odrzavane su u 10°% rekonstituisanom obranom mleku.

30 ml obranog mleka je zasejano sa 1% sveZe kulture. U Erlenma-
jerovu tikvicu je zatim dodat (prethodno odreden) aflatoksin B,, rastvoren
u sterilnom dimetilsulfoksidu (DMSO), u sledeéim koncentracijama: 0, 2.5,
5.0, 10.0, 100 i 150 x#g/ml. U trenutku zasejavanja, pre dodavanja toksina, odre-
den je ukupan broj bakterija i pofetna kiselost mleka. Svakih pet sati inku-
bacije na optimalnoj temperaturi, vrieno je odredivanje ukupnog broja i
merena kiselost mleka pH metrom. Ispitivanja su vriena u tri ponavljanja.

* Referat odrZan na XXIII seminaru za mljekarsku industriju, Zagreb 1985.
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Rezullati ispitivanja

Ispitivanje toksi¢nog efekta AFB, na streptokoke inkubirane u mleku,
pokazuju da broj vijabilnih ¢elija opada poveéanjem koncentracije toksina.
Kod obe ispitivane kulture inhibitorni efekat toksina je uofen sa 10 pg/ml
AFB,, dok su niZze koncentracije (2.5 i 5.0 ug/ml) pokazivale slabiju toksiénost.
Pri koncentraciji od 10 ug/ml AFB, broj ¢elija se smanjio za jedan red veli¢ine
od 1.2 ¥ 10° do 2.8 X 10% u soju S. lactis 507 odnosno 1.4 X 10° do 5.3 X 108 u
soju S. lactis 509 (Tablica 11 2).

Tablica 1. Utjecaj AFB; i vremena inkubacije na broj éeliia S. lactis 507 u mleku
Table 1. Influence of the AFB; and incubation time on cell number of the S. lactis

507 in milk.
Aflatoksin By Ukupan broj éelija
ug/ml Total cell number
AFBy oh 5h 10h 15h 20h
0 1.0 X 107 3.3 X 108 8.0 X 1¢® 1.0 X 107 1.2 X 109
2.5 2.9 X 108 6.0 X 108 8.0 X 103 8.8 X 10°
5.0 2.4 X 108 4.0 X 108 49 X 108 4.4 X 108
10.0 1.1 X 108 1.6 X 108 2.0 X 108 2.8 X 108

Tablica 2. Utjecaj AFB; i vremena inkubacije na broj éelija S. lactis 509 u mleku

Table 2. Influence of the AFB; and incubation time on cell number of the S. lactis
509 in milk.

Ukupan broj éelija

Aflatoksin B, I . Total cell number

pg/ml _
AFB; oOh 5h 10h 15h 20h
0 1.2 X 108 5.6 % 108 9.1 X 10° 1.1 X 10° 1.4 X 100
2.5 4.4 X 10 6.8 X 10° 8.0 X 10° 8.8 X 10°
5.0 4.1 % 108 5.8 X 10% 7.6 X 10% 8.2 X 10°
10.0 3.0 X 108 3.8 X 108 4.6 X 10¢ 5.3 X 10°

Smanjenje broja éelija pod utjecajem AFB, utjefe na sporije stvaranje
mleéne kiseline. Kolié¢ina stvorene kiseline u toku 5 sati inkubacije na 30°C
(pH 5.3 i pH 5.4) kao i vreme potrebno za formiranje gru$a (6.5 sati) je isto u
kontrolnom uzorku kulture S. lactis 507 i u prisustvu 2.5 pg/ml AFB,. Pove-
¢anje koncentracije AFB, na 5.0 i 10.0 ug/ml toksina utjete na sporije stva-
ranje mleéne kiseline, $to produzava vreme zgruSavanja mleka. Pri ovim kon-
centracijama potrebno je 8 sati odnosno 8 sati i 30 minuta da se formira grus.
Kiselost mleka u kontrolnom uzorku iznosila je pH 4.47, a u uzorku sa 10 pg/ml
AFB,, 4.82 nakon 24 sata inkubacije (Grafikon 1).

Poveéanjem koncentracije toksina produZava se vreme zgruSavanja mleka
i ono iznosi 7 sati i 15 minuta (5 pg/ml AFB,;) u soju 509, odnosno 8 sati pri
koncentraciji od 10 ug/ml AFB,. Razlike u konaénoj kiselosti mleka, nakon 24
¢asa inkubacije, su bile ne$to manje nego kod prethodne kulture. U mleku
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bez toksina kiselost je iznosila pH 4.4, a u uzorku

sa 10 pug/ml AFB,, pH 6.4
(Grafikon 2).
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Grafikon 1. Utjecaj AFB; na promenu kiselosti mleka (pH) i vremena stvaranja
grusa u kulturi S. lactis 507.

Graf. 1. Influence of the AFB; on milk acidity (pH) and curding time in S. lactis
507 culture.
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Grafikon 2. Utjecaj AFB; na promenu kiselosti mleka (pH) i vremena stvaranja
grusa u kulturi 8. lactis 509.

Graf. 2. Influcence of the AFB; on milk acidity (pPH) and curding time in S. lactis
509 culture,

Obzirom da ispitane koncentracije AFB, nisu u potpunosti zaustavile rast
streptokoka u mleku, ispitana je osetljivost ovih bakterija na prisustvo znatno
veéih koncentracija aflatoksina. Rezultati ispitivanja utjecaja 100 i 150 pg/ml

Mliekarstvo 35 (2) 1985. 37



AFB, na preZivljavanje éelija i stvaranje mleéne kiseline u funkeiji vremena
pokazuju da u kulturi S. lactis 507, koncentracija od 100 ug/ml AFB,, usporava
rasi ¢elija u prvih 10 sati inkubacije. Toksi¢ni efekat se ogleda u naglom padu
broja prezivelih ¢elija posle 10 odnosno 15 sati inkubacije na 30 °C. Koncen-
tracija od 150 pg/ml AFB, drastiéno smanjuje broj ¢elija u kulturi. Procenat
prezivelih éelija nakon pet sati inkubacije iznosio je 63.2% da bi na kraju
merenja taj procenat bio 0.3% (Grafikon 3).

% S. LACTIS 507

s0{ ——— 100 kg me AFBy
X —===-150 pg[mt AFB,

proceNar PREZIVELIM  CELIDA
8 & & &8 3 2 2

&

o 5 10 15 20 h
Grafikon 3. Kriva preZivljavanja kulture S. lactis 507 nakon tretmana sa AFB;.
Graf. 3. Survival curve of the S. lactis 507 culture after treatment with AFB,.

U drugom soju S. lactis 509, koncentracije od 100 i 150 pug/ml AFB,, tako-
der drasti®no smanjuju broj prezivelih éelija. Procenat prezivelih éelija nakon
5 sati iznosi 39% pri 100 pg/ml, odnosno svega 5% pri 150 pg/ml AFB,. Nakon
20 sati inkubacije mleka, 4.59% éelija prezivljava u prisustvu 100 pg/ml, a
samo 0.31% pri 150 pg/ml (Grafikon 4).

Kao §to se i otekivalo promene u broju ¢elija pod utjecajem AFB, imale
su za posledicu manje stvorene kiseline, odnosno produzeno vreme zgrusavanja
mleka. Vise od 10 sati inkubacije je potrebno bakterijama S. lactis 507 da u
prisustvu 100 pg/ml toksina, poveéaju kiselost mleka na pH 5 i formiraju grus.
Pri koncentraciji od 150 pg/ml AFB, do formiranja grusa ne dolazi ni nakon
20 sati inkubacije na optimalnoj temperaturi. Krajnje vrednosti pH mleka sa
aflatoksinom, znatno su se razlikovale u odnosu na kontrolno mleko. Pri 100
pg/ml AFB,, pH mleka je iznosio 4.82, a u uzorku sa 150 pg/ml toksina, ki-
selost mleka, nakon 20 sati, je bila svega 5.62, §to je nedovoljno za formiranje
gruSa (Grafikon 5).

38 Mliekarstvo 35 (2) 1985.



% 5 LACTIS 509

=100 }1q /mt AFB,
“mgrmmen 150_p19/me AFBy

2 &

3

rd

cELIJA

o
Qo

proceuaT PREZIVEUH
§ B

(<]

Grafikon 4. Kriva preZivljavanja kulture S. lactis 509 nakon tretmana sa AFB..
Graf, 4, Survival curve of the S. lactis 509 culture after treatment with AFB;.
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Grafikon 5. Utjecaj AFB; na kiselost mleka i formiranje grusa u kulturi S.

lactis 507.
Graf 5. Influence of the AFB; on the milk acidity and curd forming in S.
lactis 507 culture.
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Kultura S. lactis 509 stvara mek gru$ za nedto vi%e od 5 sati inkubacije
mleka na optimalnoj temperaturi. Uz 100 pg/ml AFB, kulturi je potrebno 16
sati da stvori gru§, dok se gru$ uopste ne stvara u mleku sa 150 ug/ml AFB,.
Vrednosti pH mleka nakon 20 sati inkubacije sliéne su kao i u kulturi S. lactis
507. Kiselost kontrolnog uzorka iznosila je 4.3, odnosno 4.94 i 5.63 u prisustvu
100 i 150 pg/ml AFB, (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Utjecaj AFBy na kiselost mleka i na formiranje grusa u kulturi
S. lactis 509.

Graf, 6, Influence of the AFB; on the milk acidity and curd forming in S.
lactis 509 culture.

U toku ispitivanja toksi¢énog efekta razlid¢itih koncentracija aflatoksina
prema sojevima S. lactis inkubiranih u mleku, primeéeno je da u sluéajevima
kada je dolazilo do stvaranja gru$a u prisustvu toksina taj gru$ je bio izuzetno
mekan i veoma Cesto sluzast. U ispitivanjima u kojima su se koncentracije
toksina kretale od 0 do 10 ug/ml AFB,, formirani grud je bio normalnog izgleda
i évrstine.

Diskusija

Aflatoksin B,, prisutan u mleku koje se koristi u proizvodnji, moze imati
toksi¢an efekat na starter kulture streptokoka. Naime, naSa ispitivanja toksié-
nosti. AFB, prema sojevima S. lactis, pokazuju da je toksin u odredenim kon-
centracijama zaustavljao rast oba soja. Sve ispitane koncentracije toksina inhi-
bitorno deluju na sojeve streptokoka u mleku. Koncentracije do 10 pg/ml
iako pe izazivaju drasti¢no smanjenje broja ¢elija, one utje¢u na produZzavanje
vremena potrebnog za formiranje gru$a. U proseku, 6 do 7 sati je potrebno
da bi ispitane kulture postigle kiselost mleka ispod pH 5 i stvorile grus. U
prisustvu 10 pg/ml AFB,, to vreme se produzZava jo§ za 2 do 3 sata. Toksi¢nost
aflatoksina B, je utvrdena i u drugim vrstama bakterija mle¢ne kiseline inku-
biranim u mleku. Tako na primer, vreme stvaranja gru$a sa Streptococcus
thermophillus i Lactobacterium bulgaricum u prisustvu 30 pg/ml AFB, se pro-
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duzava od Y0 do 105 minuta (9). Toksi¢éni efekat AFB, na streptokoke u mleku
ispoljava se u prisustvu znatno veéih koncentracija toksina. Nadeno je da
toksi¢nost AFB, zavisi od upotrebljene koncentracije i duZine izlaganja ¢elija
delovanju toksina. Smanjenje broja ¢elija u prisustvu 100 ug/ml AFB, je izra-
Zeno naroéito posle 10 ¢asova inkubacije na 30 °C. Pri toj koncentraciji procenat
prezivelih ¢elija S. lactis 507 i 509 iznosi izmedu 40 i 60%. Uporedo sa sma-
njenjem broja preZivelih ¢elija proizvodi se i manje mleéne kiseline. U pri-
sustvu 100 pg/ml AFB, vreme potrebno za formiranje grusa se produZava od
4 do 9 ¢asova. Kada se u mleku nalazi 150 ug/ml AFB: do zgruSavanja mleka
ne dolazi ni nakon 20 sati inkubacije na optimalnoj temperaturi. Koncentracije
aflatoksina, koje pokazuju toksi¢an efekat na ispitivane streptokoke su priliéno
visoke. Postavlja se pitanje $ta bi mogao biti uzrok »rezistentnosti« streptokoka
prema tako visokim koncentracijama aflatoksina B, u mleku? Utvrdeno je da
se aflatoksin na razli¢ite naéine vezuje za albumine (4), enzime u ¢eliji (1), od-
nosno amino kiseline (6). Podaci (2) pokazuju da se AFB, takode vezuje za
kazein u mleku. U tom sluéaju, posto su u mleku prisutne razne vrste enzima,
amino kiselina, a u najveéoj meri kazein, onda je logi¢no pretpostaviti da se
vezivanjem AFB, za kazein smanjuje broj slobodnih molekula AFB,, a samim
tim veée koncentracije toksina su potrebne da bi se ispoljio toksi¢an efekat
AFB, na ispitivane streptokoke.

Kao posledica vezivanja AFB, za kazein u mleku, primeéeno je u nekim
slu¢ajevima, da su koncentracije toksina u pojedinim mleénim proizvodima,
kao §to su pavlaka i sir (3), znatno veée nego $to je bila koncentracija AFB, u
mleku od kojeg su napravljeni proizvodi. Obzirom da se u toku procesa pro-
izvodnje mleénih preradevina odvaja surutka, AFE, ostaje vezan za kazein
i na taj na¢in se koncentriSe u proizvodima.

Dobijeni rezultati, koji pokazuju da razli¢ite koncentracije AFB, toksi¢no
deluju na streptokocke, imaju odreden ekonomski zna¢aj. ProduZzavanje vremena
potrebnog za stvaranje dovoljne koli¢ine mle¢ne kiseline, odnosno formiranje
grufa, u toku tehnoloskog procesa, izaziva znatne ekonomske Stete. S druge
strane ¢injenica je da koncentracije manje od 10 ug/ml AFB, ne izazivaju veliko
smanjenje broja ¢elija streptokoka, odnosno vreme zgru$avanja mleka kao i
liselost takvog mleka se ne razlikuje bitnije od mleka bez toksina. To poka-
zuje da mleko sa toksinom i proizvodi od njega prili¢no »neopaZeno« prolaze
kroz tehnoloski proces i s toga, dobijeni proizvodi koji sadrie AFB, direktno
ugrozavaju ljudsko zdravlje.

Zakljuéci

Aflatoksin B, pokazuje toksi¢an efekat na Streptococcus lactis 507 i 509,
kulture inkubirane u mleku.

Koncentracije do 10 pg/ml AFB, ne utjetu znacajnije na smanjenje broja
¢elija. Pri koncentracijama od 100 i 150 ug/ml toksina broj prezivelih éelija u
kulturama se smanjuje i to kako s povec¢anjem koncentracije tako i sa duzinom
izlaganja ¢éelija aflatoksinu,

Kao posledica smanjenja broja ¢elija, pri svim koncentracijama toksina
ve¢im od 10 pg/ml, stvara se znatno manje mle¢ne kiseline, a vreme potrebno
za formiranje grusa, produzava se za 2 do 9 sati, u zavisnosti od upotrebljene
koncentracije.
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Summary

Toxic effects of aflatoxin B, on Streptococcus lactis strains 507 and 509
in milk are presented.

Comparison of the inhibition of growth with the decrease in wviability
showed that aflatoxin B, at 2.5 and 5.0 ug/mi did not inhibit growth during
the 20hr of incubation. Streptococci incubated at 30 °C demonstrated a markled
decline in viebility with AFB, at 100 and 150 ug/ml. Total inhibition of growth
of S. lactis 507 and 509 is not reached even with 150 ug/ml AFB,.

As a result of the decrease in viability the millk curdling with both strains
a 10, 100 and 150 ug/ml of AFB, was delay from 2 to 9 hours, approximatively.
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