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JACEK DOMAGALA

POZOSTALOSCI AFLATOKSYNY M; W KRAJOWYM MLEKU
W PROSZKU I ODZYWKACH DLA DZIECI

Streszczenie

Przebadano 50 probek mleka w proszku i odzywek dla dzieci z réznych krajowych wytworni oraz
réznych partii produkcyjnych. W probkach oznaczano zawartos¢ AFM, przy uzyciu bezposredniej metody
immunosorpcji enzyméw skoniugowanych ELISA oraz obecno$¢ toksynotwoérezych szczepéw z gatunku
A. flavus. W 10 prébkach stwierdzono obecno$¢ AFM, w ilosci 3,1-8,6 ng/kg. Jedna prébka zakazona
byta plesnia A. flavus. ktdéra nie wykazywala jednak wlasciwosci toksynotwdérezych na agarze Czapeka.
Wykrycie obecnosci AFM; w wigkszosci odzywek z dodatkiem skrobi nasuwa przypuszczenie, ze skrobia
moze powodowaé w metodzie ELISA reakcje falszywie pozytywna.

Wstep

Aflatoksyna M, (AFM,) jest mikotoksyna o silnych wiasciwosciach toksycznych,
mutagennych i rakotwoérczych dla zwierzat i cztowieka. Do mleka przechodzi jako
metabolit aflatoksyny B; z pasz zakazonych plesniami toksynotwérczymi, giownie z
gatunku Aspergillus flavus 1 Aspergillus parasiticus [4, 5, 7]. Struktura chemiczna
AFM; przedstawiona jest na rys.1. Wystepowanie aflatoksyny M; w mleku surowym
przeznaczonym do przetworstwa moze powodowaé jej przechodzenie do produktéw
mleczarskich. Dotyczy to takze takich produktéw jak mleko w proszku oraz odzywki
dla dzieci. Wystgpowanie aflatoksyn w produktach mleczarskich moze by¢ takze wy-
wolane zakazeniem tych produktow toksynotwdrczymi szczepami plesni.

Wczesniejsze badania Domagaty i Kiszy [1] oraz Domagaty i wsp. [3] dotyczyty
skazenia aflatoksynami pasz i mleka surowego w Polsce. W krajowej literaturze
przedmiotu brak jest jednak danych na temat wystgpowania aflatoksyny M; w prze-
tworach mleczarskich. Celem niniejszej pracy bylo zbadanie skazenia aflatoksyna M;
mleka w proszku i odzywek dla dzieci pochodzacych z kilku krajowych zakladéw pro-
dukcyjnych.
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Rys. 1. Struktura chemiczna aflatoksyny M,.
Fig. 1. Chemical structure of aflatoxin M,.

OCH ,

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowilo mleko w proszku pelne i odttuszczone oraz odzyw-
ki dla dzieci pochodzécce z 10 krajowych wytworni, zakupione w sklepach detalicz-
nych w Krakowie. Ogdlem przebadano 50 probek. Wérdd nich 8 prébek stanowito
odttuszczone mleko w proszku z dwéch zaktadéw produkceyjnych, 16 — pelne mleko w
proszku z szesciu zakladow produkcyjnych, 1 — mleko kozie petne w proszku, po 5
prébek: Bebiko O i Bebiko 1, po 4 — Bebiko 2R i Bebiko 2GR z jednej wytwérmi, 1 —
Laktowit O oraz po 3 — Laktowit 1 1 Laktowit 2 takze z jednej wytworni. Prébki od
tych samych producentéw pochodzity z réznych partii produkcyjnych.

Oznaczenia zawartosci AFM; dokonano przy uzyciu bezposredniej metody im-
munosorpcji enzymow skoniugowanych ELISA, zgodnie z metodyka opracowana
przez Steimera i wsp. [10], z zastosowaniem przeciwcial poliklonalnych. Granica
oznaczalno$ci AFM; wynosita 3 ng/kg. Stosowano standard AFM; firmy Sigma Che-
mical Co., St. Louis, USA.

Mleko w proszku i odzywki regenerowano w wodzie destylowanej zgodnie z
przepisem na opakowaniu. Mleko regenerowane poddawano analizie metoda ELISA.
Jako faze¢ stala stosowano ptytki do mikromiareczkowania (mikroptytki), a jako sub-
strat enzymu — siarczan 2,2'-diazyno-3-etylo-benzotiazoliny. Schemat postepowania
jest przedstawiony na rys. 2. Ilo§ciowego oznaczenia zawartosci toksyny w probkach
regenerowanego mleka dokonywano metoda pomiaru absorbcji w mikroplytkach w
specjalnym spektrofotometrze EAR 400 AT firmy SLT — Labinstruments, Austria. W
kazdej analizowanej probce mleka w proszku i odzywek oznaczano rowniez liczbg
plesni [8] oraz obecnos$¢ szczepdw z gatunku A. flavus, a w razie ich wykrycia spraw-
dzano ich zdolnosci toksynotworcze. W tym celu z hodowli na podiozu syntetycznym,
na ktérym oznaczano liczbg plesni, izolowano szczepy z gatunku A. flavus, przeszcze-
piano je na skosy z agaru Czapeka i inkubowano 3 tygodnie w temp. 20-22°C. Po tym
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czasie podloza wraz z wyrosta grzybnia ekstrahowano 3-krotnie chloroformem. Obec-
no$¢ aflatoksyn w ekstrakcie badano metoda chromatografii cienkowarstwowej na zelu
krzemionkowym Kieselgel 60 [2].
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Rys. 2. Schemat postgpowania w metodzie ELISA stosowanej do oznaczania zawarto$ci aflatoksyny M,
w mleku regenerowanym i odzywkach dla dzieci.

Fig. 2. The procedure of ELISA method used for determination of aflatoxin M, content in reconstituted
milk and infant formulae.

Whiyniki i dyskusja

Sposréd 50 przebadanych probek mieka w proszku i odzywek dla dzieci w 10 z
nich stwierdzono obecnos¢ aflatoksyny M;. Wyniki analiz zamieszczono w tabeli 1.
Obecnos¢ aflatoksyny stwierdzono w 1 probce mleka petnego w proszku, w 2 préb-
kach odzywki Bebiko 1, w dwéch prébkach Bebiko 2R, w 2 prébach Bebiko 2GR i 3
prébkach Laktowitu 2. Sredni poziom zawartosci toksyny wynosit 5,1 ng/kg mieka
regenerowanego i w zadnej prébce nie przewyzszal poziomu 10 ng/kg. Poziom ten
przyjety jest w krajach Unii Europejskiej jako dopuszczalna zawartos$¢ aflatoksyny M,
w mieku przeznaczonym dla dzieci [4].

Liczebno$¢ plesni w badanych probkach wahata si¢ w granicach 25-60 j.tk. w 1
g, byla wigc nizsza niz dopuszczalna dla mleka petnego w proszku klasy ekstra [9].
Jedna sposréd badanych probek byla zakazona plesnia z gatunku A. flavus. Wyizolo-
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wany szczep nie wykazywal jednak zdolnosci do tworzenia aflatoksyn na podiozu
Czapeka. Mozna zatem przypuszczaé, Zze stwierdzona w analizowanych prébkach
aflatoksyna M, pochodzila z surowca skazonego ta toksyna.

Zawartosc aflatoksyny M; w mleku w proszku i odzywkach dla dzieci
Content of aflatoxin M, in milk powder and infant formulae

Tabela l

Rodzaj pro- | Liczba préb | Liczba préb % préb Srednia zawartos¢ | Zakres zawartosci
duktu Number.of | POZytywnych | pozytywnych |  AFM, [ngrkg*] afm, [ng/kg*]
Type of samples Number of | % of positive | Average content of Range of afm;
product positive samples AFM, [ng/kg*] content [ng/kg*]
samples ’
Mleko peine
W proszku 16 I 6 54 54
Full -fat milk
powder
Mleko kozie
pelne w 1 0 0 0 0
proszku
-Full-fat
goat’s milk
powder
Mleko od- g 0 0 0 0
tluszczone w
proszku
Skim milk
powder
Bebiko 0 5 0 0 Ov 0
Bebiko 1 5 2 40 4,7 4,3-52
Bebiko 2R 4 2 50 43 4,1-45
Bebiko 2GR 4 2 50 5,8 44-72
Laktowit 0 1 0 0 0 0
Laktowit 1 3 0 0 0 0
Laktowit 2 3 3 100 5,1 3,1-8.,6
OGOLEM 50 10 20 5,1 3,1-8,6
TOTAL

* zawarto$¢ AFM, w kg mleka regenerowanego
* content of AFM, in kg of reconstituted milk
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Zaskakujacym wydaje si¢ jednak fakt stwierdzenia obecnosci AFM; w wiekszo-
$ci modyfikowanych odzywek, szczegdlnie z dodatkiem skrobi ryzowej lub gryczanej
(Bebiko 2R i 2GR oraz Laktowit 2). Nasuwa to przypuszczenie, ze skrobia moze po-
wodowaé wywolanie falszywie pozytywnej reakcji w metodzie ELISA, co w efekcie
daje wyniki zawyzone. Zakazenie skrobi plesnia nalezy wykluczy¢ ze wzgledu na ostre
wymagania jakosciowe dla surowcow stosowanych do produkceji odzywek dla dzieci.
Wyjasnienie tych watpliwosci wymaga wigc dalszych badan z tego zakresu.

Otrzymane wyniki zawartosci aflatoksyny M, w mleku w proszku 1 odzywkach sg
nizsze od wynikéw podobnych badan przeprowadzonych w USA, Francji 1 Tajlandii,
gdzie zawarto$¢ toksyny w skazonych prébkach mleka w proszku miescita si¢ w za-
kresie 30—418 ng/kg [7]. Otrzymane wyniki zblizone sa do danych niemieckich. He-
eschen i wsp. [6] przebadali 28 prébek mleka w proszku i stwierdzili, ze zawarto$¢
aflatoksyny M, miescita si¢ w zakresie 2,33—31,14 ng/kg przy s$redniej jej zawartosei
réwnej 12,4 ng/kg. W innych badaniach Heeschen i Bliithgen [5] przeanalizowali 48
probek mleka w proszku i 23 prébki odzywek dla dzieci, zadna z analizowanych od-
zywek nie zawierata AFM, w ilosci wiekszej niz 10 ng/kg, a w 2 % analizowanego
mleka w proszku zawartos¢ AFM; miescila si¢ w zakresie 10-20 ng/kg.

Whioski

1. Wykrycie pozostatosci aflatoksyny M; w prébkach mleka w proszku i odzywek
dla dzieci, przy braku obecnosci toksynotworczych szczepéw plesni w tych pro-
duktach, $wiadczy¢ moze o skazeniu surowca przeznaczonego do ich produkeji, a
posrednio o zanieczyszczeniu pasz stosowanych w zywieniu kréw, od ktérych po-
chodzito mleko. . '

2. Stwierdzone stezenia aflatoksyny M, miescily si¢ ponizej dopuszczalnego pozio-
mu skazenia ta toksyna mleka dla dzieci w krajach Unii Europejskie;j.
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RESIDUES OF AFLATOXIN M, IN POLISH MILK POWDER AND INFANT
FORMULAE

Summary

Samples of milk powder and infant formulae (50) from different country factories and different pro-
duction lots were tested. Contents of AFM,; was determined using direct enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA). The sample were tested also for the appearance of toxinogenic strains from A. flavus spe-
cies. The presence of AFM, in amount from 3,1 to 8,6 ng/kg was stated in 10 samples. One sample was
infected by A.flavus mould, which did not exhibit toxinogenic properties on Czapek’s agar. Detection of
AFM; in the most of infant formulae with starch addition supposes that starch can cause false positive
reaction in ELISA method 5



