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AFLATOKSINO M, STABILUMAS RAUGINTU PIENO PRODUKTU GAMYBOS METU

Ina Jasutiené, Meilé Kulikauskiené, Galina Garmiené
KTU Maisto institutas, Taikos pr. 92, LT-51180 Kaunas
tel.,faks.(8~37) 31 23 93; el. pastas: Imai@Imai.lt

Santrauka. Toksiny kiekj maisto produktuose ir paSaruose galima sumazinti fiziniais, cheminiais arba mikrobiolo-
giniais bidais. Technologinio proceso metu aflatoksinai gali jungtis su matricos komponentais, skilti { maziau toksiskas
medziagas veikiant kar§¢iui ar kitiems veiksniams. Toksinus akumuliuoti arba sujungti gali ir mikroorganizmai. Sio
darbo tikslas buvo istirti aflatoksino M, stabiluma rauginty pieno produkty gamybos metu. Pienas gautas istirpinus pie-
no miltelius, kuriuose aflatoksino M; koncentracija 0,044+0,006 pg/g. I8valytas imunine kolonéle aflatoksinas M; nu-
statytas efektyviosios skys¢iu chromatografijos metodu naudojant fluorescencinj detektoriy. IStyrus piena iki ir po pa-
sterizavimo bei raugintus produktus nustatyta, kad 3 min. pasterizavimas 95°C temperatiiroje reik§mingos jtakos afla-
toksino stabilumui neturéjo, nors nustatyta aflatoksino koncentracija buvo vidutiniskai 9 proc. mazesné palyginti su
pradine, nustatyta piene. Rauginimas reikSmingai paveiké aflatoksino M; stabiluma. Privalomyju jogurto kulttry ir
Streptococcus thermophilus bei probiotiniy kultiiry ir tradiciniy jogurto kultliry raugais raugintuose iki pH 4,0 ir 4,5
jogurto, Lactococcus raugu rauginto pieno méginiuose aflatoksino koncentracija vidutiniskai sumazéjo 25 proc. paly-
ginti su pradine. Raugo sudétis ir rauginimo trukmé iki skirtingo produkto pH statistiskai reikSmingos jtakos aflatoksino
stabilumui neturéjo.

RaktazZodziai: aflatoksinas M, pasterizavimas, rauginimas.

STABILITY OF AFLATOXIN M; DURING PRODUCTION OF
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Summary. Mycotoxins in food and feeds may be removed, detoxified or transformed by physical, chemical or
microbiological agents. During technological process matrix’s components may involve binding of the aflatoxin; trans-
formation of aflatoxin to less toxic moieties during heating or other effects; some microorganisms can accumulate or
bind aflatoxins too. The aim of this study was to determine stability of aflatoxin M, during production of fermented
dairy products. The milk obtained after dissolving milk powder artificial contaminated with aflatoxin M; at
0.044+0.006 pg/g. Quantification of aflatoxin was performed after clean-up with immunoaffinity column by HPLC
with fluorescence detection. Investigation of milk before and after pasteurization showed, that 3 min heating at 95 °C
temperature have no significant effect on aflatoxin stability, while determined concentration of aflatoxin M; was on 9%
lower compared to milk before pasteurization. Fermentation had significant effect on the aflatoxin M; stability, concen-
tration decreased in average by 25% compared to milk before pasteurization. Indispensable yoghurt cultures and Strep-
tococcus thermophilus; probiotic cultures and traditional yoghurt cultures were used in fermentation of yoghurt to pH
4.0 and 4.5. Lactococcus starter were used in production of fermented milk. Composition of starter and duration of fer-
mentation had no significant effect on aflatoxin stability.

Keywords: aflatoxin M,, pasteurization, fermentation.

Ivadas. Maistas turi didele reikSme¢ ekonomikai, vi-  yra ne daugiau 0,05 pg/kg.
suomenés sveikatai ir zmoniy gyvenimo kokybei, todél Mikotoksiny kieki maisto produktuose ir pasaruose
labai svarbu uZtikrinti pilieCiy sveikata ir gerove tiriant  galima sumazinti fiziniais, cheminiais arba mikrobiologi-
kenksmingy medziagy kaupimasi maisto produktuose, niais biidais. Technologinio proceso metu aflatoksinai gali
rasti prevenciniy priemoniy ir jvertinti jy poveiki. jungtis su matricos komponentais, skilti { maziau toksis-

Aflatoksinai yra mikromicety metabolitai, kuriuos kas medziagas veikiant kar§¢iui ar kitiems veiksniams.
produkuoja maisto produktuose esantys Aspergillus fla-  Toksinus akumuliuoti arba sujungti gali ir mikroorganiz-
vus, Aspergillus parasiticus ir Aspergillus nomius. Juos — mai. Zinoma, kad kai kurios pieno riigsties ir bifidobakte-
i8skiria ir kai kurios kitos maiste neaptinkamos Aspergil-  riju padermeés gali sumazinti aflatoksino B, kieki (Lahti-
lus 1aSys (Frisvad, Thrane, 2002). Kai pieniniai galvijai nen et al., 2004).
Seriami aflatoksinu B; uzterStais paSarais, organizme jis Didziosios Britanijos mokslininkai iStyré aStuoniy
virsta aflatoksinu M, ir pereina { audinius, biologinius pieno rugsties bakterijy ir keturiy bifidobakterijy savybe
skyscius bei piena (Zarba et al., 1992). Kadangi aflatoksi-  sumazinti aflatoksino M; kieki piene (Elgerbi et al.,
nai pasizymi hepatotoksiSkumu ir mutageniSkumu, pasa-  2006). Paveikiausia buvo Lactobacillus (Lb.) bulgaricus,
ruose ir maiste jie nepageidaujami ir grieztai kontroliuo-  kuri aflatoksino kiekj piene sumazino 80,5 proc. palyginti
jami. ES reglamentuojamas aflatoksino M; kiekis piene su pradiniu. Lactococcus padermés aflatoksino sumazino
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46,0-68,5 proc., bifidobakterijos — 67,0-72,5 proc. Moks-
lininkai sitilo $ig pieno riigsties ir bifidobakterijuy savybe
panaudoti valant piena nuo aflatoksino — perleisti piena
per sistema su imobilizuotomis bakterijomis.

Tiriama, kaip kaitinimas veikia AFM;. Kaitinant piena
40 s 71°C temperatiiroje, aflatoksino koncentracija suma-
7&ja 6-14 proc., kaitinant 15 min 120°C temperatiroje,
koncentracija sumazéja 24-25 proc. (Marth, 1979). Kiti
mokslininkai teigia, kad, piena kaitinant 45 s 72°C tempe-
rataroje, AFM; sumazéja 65 proc., sterilizuojant 115°C
temperatiiroje — 81 proc. (Hajslova, Radova, 2000). Ap-
zvalginiame straipsnyje pateikiama informacija apie zalia,
pasterizuota ir sterilizuota pieng. Jame nustatyta aflatok-
sino koncentracija buvo atitinkamai 1,57, 1,58 ir
1,50 pg/kg. Siuo atveju pasterizavimas jtakos neturéjo.
Mokslinés informacijos apie toksiny pokyCius maisto
produkty gamybos metu yra nedaug (Scott, 1984).
1972 m. JAV mokslininkai, tirdami 2,0 pg/l uzterSta pie-
na, pirmieji nustaté, kad pasterizavimas nedaro jtakos
AFM; stabilumui (Stoloff et al., 1975).

Istyrus aflatoksino M, pasiskirstyma ir stabiluma i§
0,050 ir 0,100 pg/l uzterSto pieno gaminant siiri, nustaty-
ta, kad aflatoksino koncentracija varSkéje padidéjo atitin-
kamai 3,9 ir 4,4 karto palyginti su pienu, o iSriigose jo
kiekis sumazéjo (Govaris et al., 2001). Siiryje aflatoksino
visada daugiau nei piene, i§ kurio jis pagamintas. Siirio
nokinimo metu toksino kiekis mazéja: per 6 ménesius
aflatoksino M; sumazéjo 30 proc., bet visiskai jis nesuiro.

Kiti mokslininkai taip pat tyré technologijos veiksniy
itaka aflatoksino stabilumui (Bakirci, 2001). Nustatyta,
kad pasterizavimas sumazino aflatoksino M, koncentraci-
ja 7,62 proc., taciau rezultatas statistiSkai nepatikimas.
Daugelis tyréju pabrézia, kad, gaminant stirj i$ aflatoksinu
uzter§to pieno, aflatoksinas pereina ir i sfrj ir i iSrligas,
ta¢iau minkStame stiryje jo koncentracija 2,5-3,3 karto
didesné, o kietame — 3,9-5,8 karto didesné palyginti su
pienu, i§ kurio sfris pagamintas. StatistiSkai patikimo
skirtumo tarp pieno zaliavos ir jogurto nenustatyta. Svies-
te ir grietinéléje aflatoksino M, nustatyta maziau nei za-
liaviniame piene: aflatoksinas M; jungiasi prie pieno bal-
tymy frakcijos, todél i riebaly frakcija jo pereina maziau.

Buvo tiriamas aflatoksino M, pasiskirstymas ir stabi-
lumas jogurto gamybos ir laikymo metu (Govaris et al.,
2002). Jogurtas buvo gaminamas i§ 0,050 ir 0,100 pg/l
aflatoksinu M, uzter$to pieno. 3 min pasterizavimas 92°C
temperatiiroje jtakos aflatoksino koncentracijai netur¢jo, o
rauginimas statistiskai patikimai (p<0,01) sumazino M,
kieki abiejuose tirtuose méginiuose. Aflatoksino koncen-
tracija jogurto méginiuose, kuriy pH 4,6 ir 4,0, po raugi-
nimo sumazgjo atitinkamai 13 ir 22 proc., islaikius 4 sa-
vaites — 16 ir 34 proc. Laikymo metu aflatoksinas M;
buvo stabilesnis jogurte, kurio pH 4,6, negu jogurte, kurio
pH 4,0.

Darbo tikslas — istirti aflatoksino M; stabiluma rau-
ginty pieno produkty gamybos metu.

Medziagos ir metodai. Aflatoksino M, etaloninis tir-
palas, kurio koncentracija 1 pg/ml chloroformo (Sigma,
Vokietija); pieno milteliai ERM-BD284, gauti i§ karviy,
Serty aflatoksinais uZzkréstais pasSarais, pieno, kuriuose
aflatoksino M, koncentracija 0,044+0,006 pg/g (IRRM,
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Belgija). Aflatoksino tyrimui paimti meéginiai: i§ pieno
milteliy gautas pienas prie$ pasterizuojant ir pasterizavus,
rauginti pieno produktai, pagaminti KTU Maisto institute.

Aflatoksinu M, uZterSti pieno milteliai iStirpinti iki
40°C pasildytame vandenyje (santykis 1:10). Gautas tirpa-
las 3 min pasterizuotas 95°C temperatiroje ir atSaldytas
iki 42°C.

Jogurtas pagamintas naudojant 0,025 proc. Chr. Han-
seno firmos (Danija) rauga DVS YC-180, sudaryta i$
privalomyjuy jogurto kultiry Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus ir Streptococcus thermophilus, arba
rauga DVS ABY-2, sudaryta i$ probiotiniy kulttry Lacto-
bacillus acidophilus La-5, Bifidobacterium Bb-12 ir tradi-
ciniy jogurto kultiry Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus bei Streptococcus thermophilus, rauginant
termostate 42°C temperatiiroje iki pH 4,0 arba 4,5. Rau-
ginti méginiai sumai$yti ir greitai atvésinti iki 20°C, toliau
laikyti 4°C temperatiiroje.

Raugintas pienas pagamintas naudojant 0,01 proc.
Chr. Hanseno firmos (Danija) rauga DVS CH-N-22, suda-
ryta 1§ Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp. cre-
moris, Lactococcus lactis subsp. lactis (biovardiacetylac-
tis). Rauginta termostate 24°C temperaturoje iki pH 4,2,
tada atSaldyta iki 4°C temperatiiros.

Pieno méginiai iki ir po pasterizavimo atvésinti Saldy-
tuve iki 10°C, tada centrifuguoti 10 min 2000xg. VirSuti-
nis riebaly sluoksnis paSalintas ir 10 ml filtruoto per po-
pierini filtra nugriebto pieno valyta imunine kolonéle.
Jogurto arba rauginto pieno 50 ml sumaiSyta su 50 ml
metanolio — vandens miSinio (80:20 pagal turj), 5 min
homogenizuota maisykle ,,Homogenizer MPW-302%
(Lenkija) ir centrifuguota 10 min 2000xg. Supernatantas
filtruotas per popierinj filtra ir valytas imunine kolonéle
(R-Biopharm AG, Vokietija). Aflatoksinas M, nustatytas
efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu su fluo-
rescencine detekcija pagal standartag IDF 171:1995.

Chromatografiné iranga ,,Schimadzu“ (Japonija), at-
virk§¢iy faziy kolonélé , Adsorbosil Cis* (5 pum,
125%4,6 mm) su prieskolone C;g. Nustatymo salygos:
suzadinimo banga 365 nm, emisijos banga 435 nm;
iSvirk§¢iamas taris — 20 pl; judrioji fazé — 25 proc. aceto-
nitrilo tirpalas vandenyje, tékmés greitis — 0,8 ml/min.

Ivertinus valyma imunine kolonéle, aflatoksino kon-
centracija C (pg/l) méginyje paskaiciuota pagal formulg:

C=Ax(Vy/V) x (1/M),

Cia:
C — aflatoksino M, koncentracija tiriamajame méginyje;
A — aflatoksino M, kiekis nanogramais apskaiciuotas
pagal smailés plota;
V, — i8virkstas méginio tiris (20 ul);
V, — galutinis iSvalyto méginio ekstrakto turis (200 ul);
M — pieno (10 ml), jogurto ekstrakto (10 ml) arba pieno
milteliy (1 g) kiekis, perleistas per imuning kolonéle.

Aflatoksino M, iSgava buvo 90-112 proc. Tyrimo re-
zultatai nekoreguoti pagal igava.

Meéginiai tirti tris kartus, paskaiciuota vidutiné verté ir
standartinis nuokrypis. Tyrimo duomenys ivertinti



ISSN 1392-2130. VETERINARIJA IR ZOOTECHNIKA. T. 37 (59). 2007

dispersinés analizés metodu, naudojantis kompiuterine
programa ,ANOVA for EXCEL vers. 3.1“ (P.
Tarakanovas, Lietuva). StatistiSkai patikimi skirtumai
nustatyti pagal Fisherio kriteriju (p<0,05).

Tyrimy rezultatai ir aptarimas. IStyrus piena, gauta
iStirpinus zinoma aflatoksino koncentracija uzterStus pie-
no miltelius, iki ir po pasterizavimo nustatyta, kad paste-
rizavimo metu aflatoksino koncentracija sumazéjo 8,9
proc. (1 pav.). Matematiskai ivertinus rezultatus nustatyta,

kad koncentracijos mazéjimas néra statistiSkai patikimas —
3 min pasterizavimas 95°C temperattroje reikSmingos
itakos aflatoksino kiekiui piene neturéjo. Sie duomenys
sutapo su kity tyréjuy iSvadomis, kad pasterizavimas ir
sterilizavimas aflatoksino M, kiekio piene nemazina (Sto-
loff et al., 1975; Govaris et al., 2002; Bakirci, 2001).

Jogurte, raugintame YC-180 raugu iki pH 4,5, nustaty-
ta aflatoksino M; koncentracija buvo 0,035+0,004 pg/l,
tai yra 23,9 proc. mazesné nei pradiné piene (1 pav.).
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1 pav. Pasterizavimo ir rauginimo YC-180 raugu iki pH 4,5 jtaka aflatoksino M, stabilumui

Toliau tyréme, kokia jtaka aflatoksino M; stabilumui
daro raugo sudétis ir rauginimo trukmé. Jogurto méginiai
buvo rauginami privalomyjy jogurto kultiiry ir Strepto-
coccus thermophilus (YC-180) bei probiotiniy kultiiry ir
tradiciniy jogurto kultiiry raugais (ABY-2) iki pH 4,0 ir
4,5. Jogurtas pH 4,0 pasieké po 6 h, pH 4,5 — po 8 h 45
min rauginimo. Lactococcus raugu (CH-N-22) pienas

raugintas 13 h, gauto produkto pH 4,2. Rauginimo metu
aflatoksino M; koncentracija sumazéjo nuo 22 iki 28
proc. palyginti su pradine, nustatyta piene (2 pav.). Statis-
tiskai jvertinus gautus rezultatus nustatyta, kad raugo
sudétis ir rauginimo trukmé reikSmingos jtakos aflatoksi-
no stabilumui neturéjo.
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Aflatoksino M, stabilumas galéjo mazéti dél Zemo
terpés pH, organiniy riig8ciy arba kity biocheminiy proce-
sy metu susidaranciy produkty. Rauginimo metu mazéjan-
tis terpés pH keicia pieno baltymuy struktiira, formuojasi
jogurto sutrauka. Kazeino struktiiros pokyciai jogurto
gamybos metu taip pat gali daryti itaka aflatoksino M;
prisijungimui prie Sio baltymo (Govaris et al., 2002).
Rauginimo metu susidaro daug pieno rugsties, kuri taip
pat gali sukelti aflatoksino M; degradacija. Kiti, nors ir
nedideliais kiekiais susidarantys produktai, tokie kaip
lakiosios riebaly riigStys, aminortigstys, peptidai ar alde-
hidai, taip pat gali daryti itaka aflatoksino M, stabilumo
mazgjimui raugintuose pieno produktuose.

ISvades. Istyrus aflatoksino M, koncentracija Zinomu
kiekiu uzterS§tame pradiniame ir pasterizuotame piene
nustatyta, kad 3 min pasterizavimas 95°C temperatiiroje
reik§mingos itakos aflatoksino stabilumui neturéjo, nors
aflatoksino koncentracija buvo vidutiniskai 9 proc. ma-
zesné negu pradiniame piene. Rauginimas reikSmingai
veiké aflatoksino M, stabiluma. Privalomyjy jogurto kul-
tiry ir Streptococcus thermophilus, probiotiniy kultiiry ir
tradiciniy jogurto kultiiry raugais raugintuose iki pH 4,0 ir
4,5 jogurto ir Lactococcus raugu rauginto pieno meégi-
niuose aflatoksino koncentracija vidutini$kai sumazéjo 25
proc. palyginti su pradine. Raugo sudétis ir rauginimo
trukmé iki skirtingo produkto pH statistiskai reikSmingos
itakos aflatoksino stabilumui neturéjo.

Padéka. Dékojame Lietuvos valstybiniam mokslo ir
studijy fondui uz dalini Sio darbo finansavima (sutartis P-
29/06).
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