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Plesnivost hrane i hraniva je testa pojava, ali se ovoj pojavi nije pokla-
njala potrebna paZnja, jer se smatralo da plesni nisu opasne po zdravlje, ve¢
samo dovode do organolepti¢kih promena proizvoda. Medutim, posljednjih go-
dina je ustanovljeno da veliki broj plesni sintetiSe u procesu metabolizma oral-
no toksitne metabolite-milkotoksine, koji izazivaju oboljenja ljudi i Zivotinja.
Tako su, trovanja ljudi toksinima gljiva zabeleZena 1930. godine u SSSR-u, a
izazvana su primenom Zitarica na kojima su se razvile plesni iz rodova: Fu-
sarium, Cladosporium, Alternaria i dr. (Joffe, 1960. i 1965. Bamburg i dr.,
1969.). Poznata je bolest alimentarno toksitna aleukija (ATA), koju izaziva
metabolit gljivice Fusarium sporotrichoides, kao i druga trovanja.

Medutim sistematska izutavanja mikotoksina po¢inju 1960. godine, kada
je doSlo do masovnog trovanja zivine u Engleskoj, naroéito ¢uraka, pa je bolest
nazvana »Turkey x deseas«. Trovanje je izazvano primenom bra3sna od kiki-
rikija za ishranu ove Zivine, koje je bilo kontaminirano gljivicama, producen-
tima mikotoksina, (Allcroft i dr., 1961., Carrnagham i Sargeant, 1961). Iz tog
brasna je ekstrahovan toksin, koji je nazvan aflatoksin, prema gljivici Asper-
gillus flavus, koja je bila prisutna u svim ispitivanim uzorcima (Sargeant, 1963.).
ZapaZeno je da postoji nekoliko frakcija aflatoksina (Bi, Bz, Gi, My, M2 i dr.)
a sada je poznato 16 frakcija i izomera (Detroy i dr., 1971.). Aflatoksini B grupe
se karakterisu time 3to daju plavu fluorescenciju pod dejstvom ultravioletnih
zraka dugih talasa, dok G grupe zelenu fluorescenciju. Alfatoksine proizvodi i
A. parasiticus, a navode se i druge vrste gljivica.

Pored aflatoksina poznat je jo§ &éitav niz drugih mikotoksina, koji deluju
na razli¢ite organe, pa su prema prirodi dejstva podeljeni u nekoliko grupa: 1.
mikotoksini koji izazivaju bolesti jetre, 2. bolesti bubrega, 3. bolesti mozga,
centralnog nervnog sistema i miSi¢a, 4. bolesti alimentarnog trakta, 5. bolesti
koZe, 6. oboljenja respiratornih organa i 7. bolesti genitalnih organa (Aust-
wick, 1975.).

Aflatoksin Bi ubraja se u najjace mikotoksine, jer u malim koli¢inama
izaziva smrt eksperimentalnih Zivotinja, a manje doze od letalnih izazivaju
kancerogene promene na jetri pacica, pataka, ¢uriéa, pacova, riba (Wogan,
1966.), teladi, svinja, macaka (Marth, 1967.) i dr. Pored toga, usporava rast,
stvara lezije na jetri i plué¢ima, hepatome i tumore na jetri, zatim inhibira
sintezu RNA i DNA, kao i proteina (Lillehoj i Siegler, 1967. Childs i dr. 1971.).

Aflatoksin je izrazito termostabilan, pa se prilikom dejstva visokih tem-
peratura ne razgraduje, dok te iste temperature unistavaju gljivice, pa se zbog
toga u pojedinim preradevinama moZe konstatovati prisustvo aflatoksina, bez
vidljivog prisustva plesni.

Prisustvo aflatoksina utvrdeno je u mleku, sirevima, proizvodima od mesa,
proizvodima voé¢a i povréa, Zitaricama i dr. (Purchase, 1974. Suti¢ i Stoja-
novi¢, 1973).

* Referat odrzan na XVII Seminaru za mljekarsku industriju, 1979. Zagreb
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Muznoj stoci se veoma ¢esto daju hraniva kontaminirana gljivicama, medu
kojima se nalaze i Aspergillus flavus Link ex Fries i A. parastiticus Speare,
poznati stvaraoci aflatoksina. Utvrdeno je, medutim, da aflatoksin B, prelaze
iz hraniva u mleko zivotinja (Allcroft i Carnagham, 1963. Allcroft i dr., 1966.,
de Iongh i dr. 1964.). U zljezdama za lu¢enje mleka aflatoksin B, se neznatno
menja, pa se u mleku nalazi kao aflatoksin M, (»mle¢ni toksin«), ali toksi¢nost
ove frakcije nije izmenjena (Masri i dr., 1967., Allcroft i Roberts, 1968. Kier-
meier, 1973.). Prisustvo aflatoksina u mleku moZe direktno da ugrozi zdravlje
ljudi, a naro¢ito male dece, pa se izudavanju ovog problema u na$oj zemlji
mora posvetiti odredena paZnja.

U okviru projekta Republitke zajednice nauke Srbije »Zastita hrane od
zagadivanja« posebna paZnja je zato posveéena problemu »Mikotoksini kao za-
gadivaéi hrane«. U okviru projekta u izu€avanju ove problematike uéestvuju:
Katedra za mikrobiologiju Poljoprivrednog fakulteta u Zemunu — Beograd,
Institut za mlekarstvo — Beograd, Jugoslavenski Institut za tehnologiju mesa
— Beograd, Zavod za zdravstvenu zastitu SR Srbije — Institut za higijenu —
Beograd, Veterinarski Institut Beograd, i Poljoprivredni kombinat Beograd
— INI Zavod za laboratorijska istrazivanja. Ova ispitivanja predstavljaju
podetak sistematskog izuavanja stepena kontaminacije prehrambenih proiz-
voda sa plesnima koje sinteti§u mikotoksine. U prvoj fazi rada ispitivanja
mikotoksina su ograniéena samo na aflatoksin i plesni koje sintetiSu afla-
toksin.

U ovom saopStenju prikazatemo neke rezultate, koje smo dobili prouta-
vanjem zagadenosti aflatoksinom mleka i proizvoda od mleka, kao i prouda-
vanjem hraniva za ishranu stoke, koja mogu znatajno doprineti toj zaga-
denosti.

Materijal i metodika

Za ova ispitivanja uzorci mleka i proizvoda od mleka uzimani su iz razli-
¢itih mlekara, a hraniva sa farmi PKB. Oko 1000 uzoraka mleka i proizvoda
od mleka zasejavano je na »Capek — agar« za utvrdivanje plesni. Izdvojene
plesni identifikovane su do rodova prema standardnim priruénicima, a rod
Aspergillus do vrsta (Raper i Fennel 1965.).

Izolovani sojevi A. flavus zasejavani su u 50 ml podloge sa 20%y saharoze
i 2% ekstrakta kvasca za produkciju aflatoksina. Zasejane kulture su gajene
na 27° i posle 10 i 14 dana vrSena je ekstrakcija sa hloroformom, koji je upa-
ravan na vakuum uparivac¢u na 40°C i na tankoslojnoj hromatografskoj ploéi,
uz kori§¢éenje standarda Bi pomoéu UV lampe, te odredivano prisustvo aflatok-
sina. Potvrdni test je vrien sa 25% sumpornom kiselinom i spektrofotometrijski.

Za ekstrakciju aflatoksina iz mleka i hraniva kori$éeno je 50 ml, odnosno
grama proizvoda i na isti nadin vrSena ekstrakcija aflatoksina kao kod ¢istih
kultura (Strzelecki i dr. 1969.).

Rezultati ispitivanja

Od 1000 ispitivanih uzoraka mleka i proizvoda od mleka utvrdena je kon-
taminacija sa plesnima kod 221 uzorka. Izdvojene plesni pripadale su razli-
¢itim rodovima, Sto je prikazano u tabeli 1.

Mljekarstvo 29/4 1979. 75



Rezultati u tabeli 1. pokazuju da od ukupnog broja izolovanih plesni viSe
od polovine izolata pripada rodu Penicillium (59,1%), dok je iz roda Asper-
gillus izdvojeno svega T izolata $to predstavlja 3,16%. Izdvojeni sojevi pripa-
daju vrstama: A. niger (2 izolata), A. ochraceus (3 soja) i samo 2 izolata As-
pergillus flavus. Jedan soj A. flavus izolovan je sa sira gauda, a drugi iz mleka
u prahu namenjenog de¢ijoj ishrani. Oba izolata A. flavus stvaraju aflatoksin
B,.

Tabela 1
Pregled rodova plesni izdvojenih iz mleka i proizvoda od mleka

L
8 o 29
Rodovi plesni Ve Zo . S = & 5 2 58
. i R = gER E s Moo =) T
Ty BT g L. EHe 7 Y Y3 P °c g
m7 OFE ME E% ma M @wE =2a b =83
Penicillium 44 1 25 38 19 1 2 1 131 59,00
Alternaria — 16 —_ 2 3 2 2 -— 25 11,75
Fusarium - 5 10 — 3 - 1 — 19 8,49
Cladosporium 3 7 — B 3 - 1 — 18 8,10
Mucor 3 2 8 3 — — — — 16 7,15
Aspergillus — 2 1 2 1 — — 1 T 3,16
Oidium lactis — — — — 3 — — — 3 1,35
Verticillium — — —_ — 1 - - — — 1 0.45
Micelia sterilia 1 — — —- .- - - — 1 0,45
Ukupno 51 33 41 49 33 3 6 2 221 100

Rezultati analiza mleka i hraniva za muznu stoku na prisustvo aflatoksina
prikazani su u tabelama 2. i 3.

Tabela 2
Prisustvo aflatoksina u mleku
Wasvals Broj ispitanih Broj uzoraka sa 9/ sa
uzoraka aflatoksinom aflatoksinom
Mleko — mart 78. 12 — =
Mleko — april 78. 12 5 41,6
Mleko — maj 78. 20 — —_
Mleko — sept. 78. 42 - -
Mleko — okt. 78. 6 — -
Mleko — jan. T79. 13 — —_—
Ukupno 105 5 4,7

Podaci u tabelama 2. i 3. pokazuju da problem kontaminacije aflatoksi-
nom postoji. Prilikom ovih ispitivanja nisu odredivane koncentracije aflatok-
sina, ve¢ samo prisustvo, pa se ne moze re¢i da li su koli¢ine u granicama
dozvoljenih ili ne.

Prisustvo aflatoksina u lucerki i proizvodima od lucerke utvrdeno je u
proleée 1978. godine, a u to vreme je utvrdeno i prisustvo aflatoksina u ne-
kim uzorcima mleka. Ovi rezultati dobijeni su analizom relativno malog broja
uzoraka i iz malog broja proizvodnih objekata, ali pokazuju na moguénost
kontaminacije mleka ovim hranivima.
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Medutim, kontaminacija se javlja i u drugim krajevima, jer su u ovom
periodu vrSene analize mleka, maje za jogurt i jogurta na prisustvo aflatok-
sina iz nekih mlekara, koje su imale probleme sa proizvodnjom jogurta. U
takvim uzorcima konstatovano je prisustvo aflatoksina i to u znatnim koli-
¢inama, a u jednom uzorku mleka ¢ak i 2,5 mg/lit. Ovako velike koncentra-
cije aflatoksina u mleku mogu uticati na bakterije mlefne kiseline, pa se
javljaju problemi i u proizvodnji jogurta, a verovatno i drugih proizvoda od
mleka.

Tabela 3
Prisustvo aflatoksina u hranivima
Uzorak Broj ispitanih Broj uzoraka sa %o sa
uzoraka aflatoksinom aflatoksinom
Koncentrat za krave T — —_
Kukuruzna prekrupa 4 — —
Silaza od kukruza 6 — —
Briketirana lucerka 6 4 66,0
Peletirana lucerka + 2 50,0
Brasno pel. lucerke 3 3 100,0
Seno lucerke 8 5 62,5
Zelena lucerka 1 1 100,0
Lucerka susena 5 — -
Kukuruz 14 5 35,7
Repni rezanci 3 - —
Psenica 1 - -
Otinei pSenice 3 - -
Pseni¢ne klice 1 - —
Piriné. mekinje iz Kine 1 —_ -
Sojina pogaca 1 - —
UKUPNO 68 20 294
Diskusija

Izneti rezultati pokazuju da kontaminacija ispitanih uzoraka mleka i pro-
izvoda od mleka sa A. flavus nije velika, jer od 7 izolata (3,16%) iz roda As-
pergillus samo dva pripadaju ovoj vrsti, $fo u odnosu na ukupan broj izolo-
vanih plesni predstavija 0,9%. U mnogo veéem procentu su zastupljene ple-
sni iz roda Penicillium (59,1%b0) $to se slaZe sa rezultatima drugih autora. Tako
su Bullermann i Olivigni (1974) sa sira ¢edar izdvojili 350 sojeva plesni i 82%
pripadalo je rodu Penicillium, a svega 6,6% rodu Aspergillus.

Jesenska i Polakova (1978.) iz 15 uzoraka mleka u prahu za malu decu
izdvojile su 11119 kolonija plesni iz 29 rodova i 83% svih kolonija pripadale
su rodovima: Cladosporium, Penicillium i Alternaria. Neke vrste bile su po-
tencijalni proizvoda¢i mikotoksina. Sa 11 §vajcarskih sireva Bullermann je
(1976.) izdvojio 183 plesni, od kojih je 87 pripadalo rodu Penicillium, a 13%
ostalim rodovima i samo jedan izolat je pripadao vrsti Aspergillus flavus.
Medutim, mikotoksini (aflatoksin, penicilinska kiselina i patulin) su utvrdeni
kod 5,5% izolata. Ispitivanjem 3 tipa sira u Turskoj sa 91 uzoraka izdvojeno
je 140 plesni iz roda Penicillium, a svega 8 iz drugih rodova, ali ni jedan
izolat nije stvarao aflatoksin (Demiret, 1976.).
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Navedeni podaci pokazuju da se na proizvodima od mleka mnogo ceSce
razvijaju plesni iz roda Penicillium, a manje iz roda Aspergillus. Stoga bi tre-
balo vie paznje obratiti plesnima iz roda Penicillium, jer se medu njima na-
lazi veliki broj vrsta koje stvaraju mikotoksine koji, takoder, izazivaju razli-
¢ita oboljenja.

Plesnivost se najée$ée javlja na sirevima, pa se mogu razvijati i A. flavus
i A. parasiticus. Aflatoksin prodire najvise do 4 cm u dubinu i koncentra-
cija se smanjuje od povrSine prema unutrainjosti sira (Lie i Marth, 1967, i
Shih i Marth, 1972.). Savremenim tehnoloskim postupcima u procesu zrenja
sireva plesnivost se moZe u velikoj meri smanjiti, pa prema tome i potenci-
jalna opasnost od stvaranja aflatoksina i drugih toksina.

Mnogo veéu opasnost za ljudsko zdravlje predstavlja aflatoksin koji iz
hraniva, kontaminiranih aflatoksinom, prelazi u mleko. Na$i rezultati poka-
zuju pojavu aflatoksina u mleku kada je muzna stoka hranjena lucerkom, koja
je bila kontaminirana aflatoksinom, a veoma Cesto se muznoj stoci daju ple-
sniva hraniva. Aflatoksin se u mleku pojavljuje posle 12 do 24 ¢€asa od uzi-
manja kontaminiranih hraniva, a nestaje posle 3 do 4 dana od prestanka ishra-
ne sa kontaminiranim hranivima (Van der Linde i dr. 1965, Allcroft i Ro-
berts, 1968.).

Koli¢ina aflatoksina u mleku zavisi od koli¢ine aflatoksina u hranivima.
Analizirajuéi 165 uzoraka mleka Kiermeier i dr. (1975) su nasli da 14% uzo-
raka sadrzi aflatoksin Mi iznad 0,05 mg/l. Weiss i dr. (1978.) analizirali su 419
uzoraka mleka i konstatovali 19%0 uzoraka sa aflatoksinom Mi, a od 197 uzo-
raka sireva 69%o je sadrzavalo aflatoksin.

S obzirom da je aflatoksin termostabilan u procesu prerade se ne menja,
pa se moZe naéi u svim proizvodima koji se dobijaju od kontaminiranog mleka
sa aflatoksinom. Egmond i dr. (1976). utvrdili su da ne dolazi do promene kon-
centracije aflatoksina M,, prilikom sterilizacije mleka. Sadrzaj aflatoksina M,
bio je ne$to veéi u jogurtu nego u svezem mleku, a pri izradi sireva u surutki
je sadrzaj manji, a u siru 5 puta veéi u odnosu na sirovo mleko. Stoloff i dr.
(1975) su, takode, utvrdili da se koncentracije aflatoksina M, u toku paste-
rizacije ne menja, kao ni prilikom skladistenja na —18°C, a pri izradi cottage
sira pola ili vise od polovine aflatoksina M, ostaje u surutki.

Prilikom izrade topljenih sireva iz ementalca kome je eksperimentalno do-
dat aflatoksin M, za vreme topljnja na 90°C od 3—30 minuta aflatoksin se ne-
znatno smanjuje, pa se u gotovom siru otkriva prose¢no 91% (Polzhofer, 1977.).
Kod proizvodnje maslaca ve¢i procenat aflatoksina prelazi u mlaéenicu, a samo
18—28%0 u maslac u odnosu na punomasno mleko (Kiermeier i Mashaley
1978.).

Nas$a ispitivanja i rezultati velikog broja drugih autora pokazuju da je
prisustvo aflatoksina u mleku ozhiljan problem. Kada se nalazi i u malim kon-
centracijama aflatoksin ugroZava zdravlje ljudi, a naroé¢ito dece, jer &estim
unoSenjem u organizam dolazi do akumulacije u jetri, a veé smo u uvodu
naveli kakve Stetne promene izaziva.

U veéim koncentracijama aflatoksin deluje i na bakterije mleéne kiseline
i dovodi do ekonomskih S$teta (Sutié i Banina 1978.). Takav sluéaj je bio u
jednoj mlekari gde su se javili problemi u proizvodnji jogurta, odnosno vreme
zgruSavanja mleka produZeno je za nekoliko sati, a gru$ je bio mekan. Ana-
lizom mleka, laboratorijske i tehni¢ke maje u svim uzorcima ustanovili smo
prisustvo aflatoksina, a u mleku éak 3,5 mg/l mleka.
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Ocigledno je da se ovom problemu mora posvetiti odgovarajuéa paZnja,
pri ¢emu treba otpocéeti sa kontrolom kontaminiranih hraniva koja se koriste
za muzna grla.

Zakljucak

Od 223 uzoraka mleka i proizvoda od mleka kontaminiranih plesnima izo-
lovan je 221 soj, koji pripadaju sledeé¢im rodovima: Penicillium (59,13), Al-
ternaria (11,75%), Fusarium (8,49%0), Cladosporium (8,1%), Mucor (7,15%0),
Aspergillus (3,16%), Oidium lactis (1,35%), Verticillium (0,45%0) i Micelia ste-
rilia (0,45%0).

Iz roda Aspergillus izdvojeno je svega 7 izolata, koji pripadaju vrstama:
A. niger (2 izolata), A. ochraceus (3 izolata) i A. flavus (2).

Oba izolata A. flavus sintetiSu aflatoksin B,.

Od 105 uzoraka mleka analiziranih na prisustvo aflatoksina pozitivan re-
zultat dobijen je kod 5 uzoraka (4,7%), a od 68 analiziranih uzoraka razli¢itih
vrsta hraniva 20 je sadrzavalo aflatoksin, uglavhom B, (29,4%0).

Rezultati pokazuju prisustvo aflatoksina u relativno velikom broju uzo-
raka, pri ¢emu je u mleku u jednom slutaju utvrdena koncentracija od 2,5
mg/l. Zato bi trebalo sistematski preduzimati sve mere za dobijanje mleka bez
aflatoksina, poc¢ev od proizvodnje i kontrole hraniva za muzne Zivotinje.
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