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SaZetak:

Mikotoksini su sekundarni metaboliti niske molekulske mase koje sintetiziraju plijesni iz rodova Aspergillus, Penicillium i Fusarium te
su Cesti kontaminanti raznovrsnih prehrambenih proizvoda. Kako bi se smanjio rast plijesni, a time i udio mikotoksina u namirnicama, koriste
se razne fizikalne i kemijske metode. Posljednjih nekoliko godina ispituje se ucinak bakterija mlijecne kiseline (BMK) na sposobnost inhibicije
rasta plijesni i njihova uloga u uklanjanju mikotoksina iz kontaminirane hrane. Zbog svojih, po zdravlje korisnih svojstava, bakterije mlijecne
kiseline predstavljaju izvrsno rjeSenje za tretiranje namirnica kontaminiranih mikotoksinima. Cilj ovog rada bio je ispitati i usporediti spo-
sobnosti, zivih, mrtvih i liofiliziranih stanica BMK na vezanje aflatoksina M, (AFM ) u umjetno kontaminiranom mlijeku. Ovisno o koristenom
soju, vremenu inkubacije i tretmanu, uspjesnost vezanja AFM , stanicama BMK iznosila je 23,73-94,49%. Liofilizirane stanice ispitivanih sojeva
BMK manje (p<0,05) vezu AFM , u mlijeku, a jedini izuzetak su stanice Lactobacillus rhamnosus KM koje nakon 4 sata vezu AFM , u najvecem
postotku (>90%). Najveca razlika u uspjesnosti vezanja AFM  izmedu mrtvih i liofiliziranih stanica uocljiva je kod soja L. rhamnosus KM i iznosi
62,49% dok su razlike u vezanju AFM , najmanje kod Lactococcus lactis SMS1. Koncentracija slobodnog AFM, u mlijeku nakon tretiranja BMK
odredivana je visoko djelotvornom tekuéinskom kromatografijom (HPLC).

Kljuéne rijeci: aflatoksin M, bakterije mlijecne kiseline, Zive stanice, mrtve stanice, liofilizacija

Abstract:

Mpycotoxins are secondary low molecular weight metabolites synthesized by some filamentous fungi (mainly Aspergillus, Penicillium and
Fusarium) and are common contaminants of various food products. In order to reduce the growth of mold, and thus the share of mycotoxins in
foods, various physical and chemical methods are used. In the last few years, the effect of lactic acid bacteria (LAB) on the ability to inhibit mold
growth and the role of eliminating mycotoxins from contaminated food has beed studied. Because of their beneficial properties on consumers
health, lactic acid bacteria are an excellent solution for treating foods contaminated with mycotoxins. The aim of this paper was to examine and
compare the ability of viable, dead and lyophilized cells of LAB to bind aflatoxin M, (AFM,) in artificially contaminated milk. Depending on the
strain used, time of incubation and treatment, binding of AFM1with LAB cells was 23.73-94.49%. The lyophilized cells of the tested LAB strains
bind AFM less (p<0.05) with the only exception being Lactobacillus rhamnosus KM cells that bind AFM: at the highest percentage (>90%,)
after 4 hours. The greatest differance in the performance of AFM binding between dead and lyophilized cells was observed in L. rhamnosus KM
strain (62.49%) while smallest differences in AFM binding were observed with Lactococcus lactis SMS1. Free AFM: concentration in milk, after
LAB treatment was determined by High Preformance Liquid Chromatography (HPLC).

Keywords: aflatoxin M, lactic acid bacteria, viable cells, dead cells, freeze-drying

Uvod toksina na ljudsko zdravlje pocéelo je nakon $to je dokazano
da razgradnjom aflatoksina B, (AFB,) u jetri nastaju izrazito

Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni koji mogu  karcinogeni metaboliti, a kao produkt bioloSke pretvorbe AFB,

imati toksi¢ne ucinke kod ljudi i zivotinja (IARC, 1993; 2002),
a do njihove biosinteze dolazi pod odredenim okolisnim uvje-
tima, prikladnoj relativnoj vlaznosti, temperaturi i sadrzaju ki-
sika, te u ovisnosti o fizickom oStecenju supstrata i prisutnosti
plijesni (Sassahara i sur., 2005; Sforza i sur., 2006; Pleadin i
sur., 2014; Medina i sur., 2014). Medu vise od 300 poznatih
mikotoksina, aflatoksini se smatraju jednima od najvaznijih
mikotoksina, ne samo zbog svoje toksi¢nosti ve¢ i zbog raspro-
stranjenosti u prirodi. Intenzivnije proucavanje utjecaja miko-

u mlije¢nim Zlijezdama sisavaca hranjenih krmom koja je
sadrzavala spomenuti aflatoksin (AF), dokazan je aflatoksin
M, (AFM,) (Masoero i sur., 2007). Zbog svog afiniteta prema
proteinima mlijeka, AFM, moZe biti prisutan i u mlije¢nim
proizvodima, a koncentracija AFM, ovisi o samom proizvod-
nom procesu pripreme mlijeénih proizvoda, o vrsti proizvo-
da, udjelu vode i kona¢nom proizvodu. AFM, je relativno
stabilna molekula u sirovom mlijeku isto kao i u mlije¢nim
proizvodima i ne moze se inaktivirati toplinskim tretmani-
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ma poput pasterizacije ili sterilizacije mlijeka (Govaris i sur.,
2002). AFM, se moZe na¢i u mlijeku i urinu sisavaca nakon
konzumacije proizvoda kontaminiranih AFB,. U zemlja-
ma EU dozvoljena koncentracija AFM, u mlijeku ne smije
prelaziti 0,05 pgkg' (EC, 2006) dok u SAD-u maksimalna
dozvoljena koncentracija iznosi 0,5 pgkg!' (FDA, 2005). S
obzirom na visoku toksi¢nost AF, razvijene su strategije za
sprec¢avanje njihova stvaranja u hrani kao i uklanjanje, inak-
tivaciju ili smanjivanje bioraspolozivosti u kontaminiranim
proizvodima (Hernandez-Mendoza i sur., 2009) te se dijele u
dvije kategorije: (i) prevencija rasta mikotoksikogenih plije-
sni i (ii) dekontaminacija i/ili detoksifikacija hrane i krmiva
kontaminiranih mikotoksinima (Kabak i sur., 2006; Mishra i
Das, 2003). Detoksifikacija prehrambenih proizvoda konta-
miniranih mikotoksinima upotrebnom fizikalnih i kemijskih
metoda, ograni¢ena je zbog sigurnosnih razloga, moguceg
gubitka nutritivne vrijednosti tretiranih namirnica te ograni-
¢ene uspjesnosti 1 troSkova implementacije (Bata i Lasztity,
1999). Navedeni faktori doveli su do razvoja alternativnih
strategija detoksifikacije mikotoksina poput upotrebe biolos-
kih agenasa, prvenstveno mikroorganizama. Bakterije mli-
jecne kiseline (BMK), ukljucujuéi i neke probioticke vrste
(Dali¢ i sur., 2010), pokazuju sposobnost vezanja aflatoksina
u umjetno kontaminiranom mediju (Kabak i Var, 2008; Ha-
skard 1 sur., 2001). lako mehanizam djelovanja BMK na AF
nije jo$ razjasnjen, pretpostavlja se da su stani¢ne komponen-
te kao polisaharidi i peptidoglikan odgovorne za fizi¢ko veza-
nje AF odnosno da se radi o adheziji na komponente staniéne
stjenke bakterija, umjesto kovalentnog vezanja ili biotran-
sformacije mikotoksina (Shetty i Jespersen, 2006; Lahtinen i
sur., 2004). Vecina istrazivanja vezanja aflatoksina BMK pro-
vedena je u otopinama, §to otezava njihovu primjenu u hrani i
krmi. Moguce rjesenje ovog problema bilo bi suSenje stanica
BMK i njihova primjena u obliku dodataka prehrani kako bi
se smanjila razina izlozenosti aflatoksinima, bez narusavanja
kvalitete proizvoda (Bovo i sur. 2014). Stoga, cilj ovog rada
bio je odrediti sposobnost uklanjanja AFM, iz umjetno kon-
taminiranog mlijeka s pomo¢u BMK, u obliku zivih, mrtvih
ili liofiliziranih stanica.

Materijali i metode

Mikroorganizmi

Bakterije mlije¢ne kiseline koristene u ovom radu, Lacto-
bacillus plantarum KM, Lactobacillus paracasei KM, Lacto-
bacillus rhamnosus KM 1 Lactococcus lactis SMS1 dobivene
su iz zbirke mikroorganizama Laboratorija za op¢u mikrobi-
ologiju i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnolos-
kog fakulteta, Zagreb. Kulture su ¢uvane u MRS bujonu (de
Man, Rogosa, & Sharpe, Biolife, Milano, Italija) pri tempera-
turi od 4 °C do izvodenja pokusa.

Standard AFM,

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 pohranje-
na na 4 °C do izvodenja pokusa.

Odredivanje vezanja AFM, Zivim, mrtvim i liofilizira-
nim BMK u mlijeku

Kako bi se odredilo vezanje AFM, pomo¢u BMK u mlije-
ku, odabrane kulture BMK koje se ¢uvaju na 4 °C u MRS bujo-
nu prvo se namnoze nacjepljivanjem u 3 x 5 mL MRS bujona i
inkubiraju na 30 °C tijekom 24 sata. Zatim se svaki bakterijski
soj prekonoéne kulture nacijepi u 25 mL MRS-a i inkubira na
37 °C tijekom 24 sata. Biomasa poraslih stanica se sakupi pod
aseptickim uvjetima centrifugiranjem (3000 x g 10 min) na
sobnoj temperaturi, ispere tri puta s 5 mL sterilne deionizira-
ne vode i resuspendira u sterilnoj deioniziranoj vodi i podijeli
u tri skupine. Prva skupina su zive stanice, druga mrtve (ter-
micki tretirane), a treca skupina su liofilizirane stanice. Broj
zivih stanica odreden je serijom decimalnih razrjedenja, broja-
njem poraslih kolonija na MRS agaru (Biolife, Milano, Italija)
do koncentracije od 108 CFU/mL. Mrtve stanice su termi¢ki
tretirane u laboratorijskoj vodenoj kupelji pri 100 °C kroz 60
minuta. Stanice BMK tretirane u vodenoj kupelji odvojene su
centrifugiranjem na 3000 x g tijekom 10 minuta i pripremlje-
ne u koli¢ini od 1 mg biomase/mL. Za postupak liofilizacije
bakterijska biomasa dobivena centrifugiranjem suspendirana
u 1 mL 10%-tnog obranog mlijeka, podijeljena je u alikvote
(1,5 mL) i smrznuta na -20 °C preko no¢i. Proces liofilizacije
proveden je na liofilizatoru Christ Alpha 1-2 LD plus (Christ
GmbH, Osterode, Njemacka) tijekom 24 sata pri temperaturi
od -55 °C.

U uzorke mlijeka u kojima nije dokazana koncentracija
AFM, dodane su zive (10° CFU/mL), termicki tretirane (1 mg/
mL) i liofilizirane stanice (0,5 %) te AFM, do kona¢ne kon-
centracije od 0,50 pg/L uzorka. Uzorci mlijeka s bakterijama i
AFM, nakon inkubacije (4 °C) sakupljani su centrifugiranjem
nakon 0-tog; 2.; 4. 1 24. sata inkubacije i u njima je HPLC teh-
nikom odredena koli¢ina nevezanog AFM .

Odredivanje koncentracije aflatoksina M, u mlijeku
HPLC tehnikom

Prije HPLC analize, uzorci su procisé¢eni imunoafinitet-
nim kolonama (Vicam) uz dodatak 10 mL PBS pufera. Brzina
protoka nije prelazila 3 mL/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 1100 HPLC uredaju (Agilent, Santa Claca, CA, SAD),
opremljenim s CSI-6150 vakuum isparivacem, Agilent pum-
pom (model G 1310 A9) te fluorescentnim detektorom valnih
duljina ekscitacije 1 emisije 365 odnosno 455 nm. Odvajanje
je provedeno na Synergi Polar koloni (150 x 3,0 mm, 4pum)
(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 su prikazani u tablici 1.
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Tablica 1. Parametri validacije HPLC metode

Table 1. Validation parameters of HPLC method

Parametar / Parameter Kriterij prihvatljivosti / Eligibility criteria Rezultati / Results

Selektivnost / Selectivity Informacija ® / Information ® Zadovoljava / Satisfies
0,005 pgkg' = informacija ® 57,0 %

08! s’ = o 22
> 0,05 pgkg!' = 70 do 110 %* 102 %

Preciznost - preciznost mjerenja / Precision —

precision measurement RSD<20%¢ 1,92 %

Linearnost / Linearity k>0,999 ® 0,999

Granica detekcije / Detection Limit <1/3MDK (0,017 pgkg™)® 0,0025 pgkg!

Granica kvantifikacije / Quantification Limit < 1/2MDK (0,025 pgkg™)® 0,005 pgkg™!

a prema Uredbi komisije (EZ) br. 401/2006 o utvrdivanju metoda uzorkovanja i analize za sluzbenu kontrolu razina mikotoksina
u hrani / a Commission Regulation (EC) No. 401/2006 laying down sampling and analysis methods for the official control of

levels of mycotoxins in foodstuffs

b prema rezultatima validacijskih eksperimenata / b according to the results of validation experiments
¢ Pravilnik o provodenju analiti¢kih metoda i tumacenju rezultata (NN 02/05) / ¢ Ordinance on the Implementation of Analytical

Methods and Interpretation of Results (OG 02/05)
Statisti¢ka analiza

Svi pokusi provedeni su u triplikatu. Za statisticku obradu
podataka koristen je program STATISTICA v.7.1. za Windows
10 (Stat-Soft, Tulsa, OK, SAD). Srednje vrijednosti postotaka
vezanja AFM, Zivim, mrtvim i liofiliziranim stanicama BMK
usporedene su koriStenjem dvostruke analize varijanci (ANO-
VA), a statisticki znacajne razlike izrazene su na razini vjero-
jatnosti od 95 % (p<0,05).

Rezultati i rasprava

Odabranim sojevima BMK ispitana je moguénost vezanja
aflatoksina M, u mlijeku. U eksperimentima su koriStene Zive,
mrtve (termicki tretirane) i liofilizirane stanice BMK. Dobive-
ni rezultati su prikazani na slikama 1-4, a u tablici 2 vidljiv je i
raspon koncentracija AFM, u mlijeku tijekom 24 sata, inokuli-
ran sa zivim, mrtvim i liofiliziranim stanicama BMK.

Tablica 2. Koncentracija AFM: (ug/L) u prisutnosti BMK tijekom 24 sata
Table 2. Concentration of AFM: (ug/L) in presence of LAB during 24 hours

Soj / Strain

Raspon koncentracija AFM, (ug/L) / AFM, concentration range (ng/L)

Zive stanice / Viable

Mrtve stanice / Heat Liofilizirane stanice /

Tretman /

Treatment cells treated cells Freeze-dried cells
L. plantarum KM 0,04-0,36 0,03-0,18 0,21-0,28

L. paracasei KM 0,15-0,30 0,06-0,14 0,16-0,32

L. rhamnosus KM 0,08-0,33 0,08-0,18 0,04-0,35

L. lactis SMS1 0,12-0,35 0,15-0,34 0,24-0,34

UspjeSnost vezanja AFM, stanicama BMK iznosila je od
23,73-94,49 %, ovisno o koristenom soju, vremenu inkubacije
i tretmanu stanica. Statisticki znacajno (p<0,05) vezanje AFM,
uoceno je kod soja L. plantarum KM zivim i mrtvim stanicama
nakon 4 sata inkubacije u usporedbi s liofiliziranim stanicama
(58,37 % odnosno 59,18 %) (slika 1).
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Najmanju sposobnost vezanja pokazale su stanice L. lac-
tis SMS1 ¢iji postotak ne prelazi 80 % (slika 4). Na slici 4
=3 takoder je vidljivo da liofilizirane stanice manje vezu AFM, u
<3 nultom satu u odnosu na zive i mrtve stanice, a nakon 24 sata
g% nema znacajne promjene u vezanju (p>0,05).
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Slika 1.  Postotak vezanja AFM zZivim, mrtvim i liofilizira-

nim stanicama L. plantarum KM
Figure 1. Percentage of AFM: binding by live, heat treated
and freeze-dried cells of L. plantarum KM

Mrtve stanice L. paracasei KM pokazuju veci postotak
vezanja AFM, u odnosu na Zive i liofilizirane stanice, Sto se
posebice vidi u drugom satu gdje ta razlika iznosi 46,88 %
odnosno 57,77 % (p<0,05) (slika 2). Na slici 3 vidljivo je da
nakon 4 sata, zive, mrtve i liofilizirane stanice L. rhamnosus
KM ne pokazuju znacajnu razliku u vezanju AFM, iz mlijeka.
U ostalim vremenima mjerenja mrtve stanice su znacajno ve-
zale AFM , ¢ak do 62,49 % u odnosu na liofilizirane stanice te
49,36 % u odnosu na zive stanice (p<0,05).
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Slika 2.  Postotak vezanja AFM zZivim, mrtvim i liofilizira-

nim stanicama L. paracasei KM
Figure 2. Percentage of AFM1 binding by live, heat treated
and freeze-dried cells of L. paracasei KM
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Slika 3. Postotak vezanja AFM zZivim, mrtvim i liofilizira-
nim stanicama L. rhamnosus KM
Figure 3. Percentage of AFM1 binding by live, heat treated

and freeze dried cells of L. rhamnosus KM

Slika 4.  Postotak vezanja AFM zZivim, mrtvim i liofilizira-
nim stanicama L. lactis SMS1

Figure 4. Percentage of AFM1 binding by live, heat treated
and freeze-dried cells of L. lactis SMS1

Dobiveni rezultati su ve¢i u odnosu na rezultate Pierides
i sur. (2000) kod kojih je %-tak vezanja AFM, za Zive stanice
Lactobacillus sojeva u vremenu od 15-16 sati bio u rasponu
od 18,1 do 53,8 %. Sli¢ne rezultate vezanja, ali za AFB , su u
svom istrazivanju dobili Peltonen i sur. (2001) kada su ispiti-
vali sposobnost vezanja AFB, za 15 sojeva BMK. Na osnovu
dosadagnjih istraZivanja uo¢eno je bolje vezanje AFB, u od-
nosu na AFM,. Razlog tome moZe biti dodatna ~OH skupi-
na u molekuli AFM, koja povecava polarnost same molekule
AFM,, odnosno obzirom na vec¢u hidrofilnost ima tendenciju
zaostajanja u vodenoj otopini. Nadalje, Pierides i sur. (2000) su
zakljucili kako je manja uspjeSnost uklanjanja AFM, iz mlijeka
u odnosu na AFB, posljedica njegovog vezanja za kazein te
smanjenje dostupnosti molekule. Elgerbi i sur. (2006) su uocili
vece uklanjanje AFM, iz UHT mlijeka s Lactobacillus spp.,
Lactococcus spp. 1 Bifidobacterium spp. sojevima tijekom 24,
48, 72196 sati, Sto ukazuje na potrebu za daljnim ispitivanjima
interakcija izmedu BMK i AFM,.

El-Nezami i sur. (1998) su uocili razliku u postotku ve-
zanja AFB, zivim stanicama L. rhamnosus GG (771 %) i L.
rhamnosus LC-705 (754 %) te liofiliziranim zivim stanica-
ma (65£2 % odnosno 50£1 %) tijekom 4 sata. Ovakva razlika
objasnjena je mogucnos¢u induciranja promjena u komponen-
tama stani¢ne stijenke Zivih bakterija koje doprinose sposob-
nosti vezanja AFB,. Ovu pretpostavku dodatno potvrduju i
rezultati istih autora (El-Nezami i sur., 1998) koji su ustanovi-
li kako je vezanje AFB, puno ucinkovitije s gram pozitivnim
nego gram negativnim bakterijama, ¢ime je dodatno stavljen
naglasak na gradu stani¢ne stjenke i vezanja toksina. Nadalje,
prema Carvalho i sur. (2004), liofilizacija (sama faza suSenja)
bakterijskih kultura moze imati za posljedicu ostecenje stani¢-
ne stjenke, staniéne membrane, DNA, denaturacije osjetljivih
proteina i smanjenja odrzivosti stanica.
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Dobro uklanjanje toksina pomocu zivih stanica BMK za-
biljeZili su i Bovo i sur. (2013). AFM, su djelomi¢no ukloni-
li iz otopine PBS pufera i umjetno kontaminiranog obranog
mlijeka dodatkom Lactobacillus i Bifidobacterium sojeva, dok
su Kabak 1 Var (2008) iz rekonstituiranog mlijeka dodatkom
Lactobacillus i Bifidobacterium sojeva uklonili 7,85-25,94 %
AFM,. Iako mehanizam djelovanja ovih mikroorganizama na
aflatoksin jos$ nije razjasnjen, a buducéi da je dokazano da i zive
i mrtve stanice vezu mikotoksine, predlozen je model mehaniz-
ma vezanja mikotoksina koji se odvija u dva procesa: vezanje
(adsorpcija) i otpustanje (desorpcija) za/od mjesta vezanja na
povrsini stanice mikroorganizma. (Lahtinen i sur. 2004; Shetty
i Jespersen, 20006).

Zakljuéci

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da mrtve stanice
BMK imaju bolju sposobnost vezanja AFM, u umjetno konta-
miniranom mlijeku u odnosu na zive i liofilizirane Zive stanice.
Primjena mrtvih stanica BMK mogla bi ponuditi rjesenje sma-
njenja koncentracije AFM, u mlijeku u posebnim situacijama
kontaminacije mlijeka (kada su NDK za AFM, iznad dozvolje-
nih koncentracija), a da ne utjeCe na kvalitetu samog proizvo-
da. Nadalje, ovo Ce istrazivanje biti usmjereno na razumijeva-
nje mehanizma ukljucenog u uklanjanje mikotoksina pomocu
BMK i potencijalnu primjenu u mlije¢noj industriji.
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