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Aflatoksinas M piene ir pieno produktuose aptinkamas tada, kai karvés Seriamos aflatoksinu B, uzterstais
pasarais. Aflatoksinas M; dél savo kenksmingumo yra nepageidaujamas maisto produktuose, jo kiekis
reglamentuojamas ir kontroliuojamas. Sio darbo tikslas buvo nustatyti Zaliavinio pieno méginiy, surinkty
ivairiuose Lietuvos rajonuose 2007 mety tvartinio $érimo periodu, uzterStuma aflatoksinu M,. Tyrimai atlikti
KTU Maisto institute ir VI ,,Pieno tyrimai“. Kiekybiniam aflatoksino M; nustatymui naudotas konkurencinis
imunofermentinis (ELISA) testas RIDASCREEN®ATflatoxin M, IStyrus 82 pieno méginius, nustatyta
aflatoksino M, koncentracija buvo mazesné uz metodo nustatymo riba, tai yra nesieké 0,005 pg/kg.

RaktaZodziai: aflatoksinas M, zaliavinis pienas, ELISA.

Ivadas

Saugi maisto grandiné — tai socialiné ir
ekonominé bitinybé Lietuvoje. Maisto pramonei vis
svarbiau, kad vartotojas pasitikéty jos gaminamy
produkty sauga. Nuolatiné vartotojo apsauga,
informavimas, jo nuomonés iSklausymas — tai
i$Sukiai, su kuriais susiduria maisto pramoné
Siandien, ir siekiant { juos atsakyti reikalingi
kryptingi, gerai koordinuoti moksliniai tiriamieji bei
eksperimentinés plétros darbai. Pieno produktu
grandiné prasideda nuo zaliavinio pieno, todél
aktualu istirti jo uzterStuma zmogaus sveikatai
kenksmingomis medziagomis. Aflatoksinas M; yra
toksiskas, = mutageniskas, teratogeniskas  bei
kancerogeniskas  junginys  [1-5].  Pasaulyje
atliekamos placios studijos i§ karto keliose Salyse,
siekiant nustatyti uzterStumo lygi ivairiuose maisto
produktuose, lyginamas uZter§tumas jprastuose ir
ekologiniuose tikiuose.

Aflatoksinas M; yra pagrindinis aflatoksino B,
metabolitas, kuris susidaro karvés organizme ir
patenka i piena, kai Seriama paSarais, uZterStais
aflatoksinu B; [6]. Eksperimentai su karvémis
parod¢, kad patekusio i organizma aflatoksino B; 1—
3 % virsta M, piene, nustatyta tiesiné priklausomybé
tarp aflatoksino M; piene ir aflatoksino B,
koncentracijos paSaruose [7]. Visame pasaulyje
tiriamas pieno produkty uZzterStumas aflatoksinais,
iSsivysCiusiose Salyse retai ju randama daugiau
leistinos normos, kitur tai rimta maisto saugos
problema [8-11]. Irane iStyrus 111 zalio pieno
méginiy, 85 i$ ju (76,6 %) buvo rasta aflatoksino M,

kurio kiekis varijavo nuo 0,015 iki 0,28 pg/l, net
40 % teigiamy meéginiy virSijo didziausia leisting
0,05 pg/l riba [12]. Lietuvoje agroklimatinés salygos
yra palankios mikromicetams augti, todél maisto
produktai ir paSarai gali biiti uztersti aflatoksinais
[13]. ISsamis stebésenos tyrimai Lietuvoje néra
daryti, 2003 m. Nacionalinéje  veterinarijos
laboratorijoje istirti 104 pieno ir jo produkty
méginiai, i§ ju 41 rasta aflatoksino M;, taciau
nustatyta koncentracija buvo mazesné uz leisting
0,05 pg/kg (50 ng/kg) [14]. KTU Maisto institute
buvo tiriamas Zzalio pieno uZzterStumas 2004 m.
ziemos periodu — iStyrus 65 méginius, aflatoksino M;
rasta devyniuose, vidutiné nustatyta koncentracija
(5,940,9) ng/kg  sudaré¢ 12 % leistinos normos,
didziausia nustatyta koncentracija 7,9 ng/kg
atitinkamai sudaré 15,8 % [15].

Sio darbo tikslas — nustatyti jvairiuose Lietuvos
rajonuose surenkamo Zaliavinio pieno uZzterStuma
aflatoksinu M;.

Tyrimy objektai ir metodai

Tyrimy objektai — zaliavinis pienas, surinktas
2007 mety ziemos periodu i§ 22 Lietuvos rajony:
Akmenés, AnyksCiy, Birzy, Jonavos, Joniskio,
Jurbarko, Kédainiy, Klaipédos, Kretingos, Mazeikiy,
Pakruojo, Plungés, Radviliskio, Raseiniy, Rokiskio,
Skuodo, Sakiy, Siauliy, Silalés, Silutés, Tel3iy,

Ukmergés.
Kiekybiniam aflatoksino M; nustatymui taikytas
konkurencinis imunofermentinis (ELISA) testas

RIDASCREEN®A(flatoxin M; 30/15 (R-Biopharm
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AG, Vokietija), skirtas aflatoksinui M; nustatyti
piene ir pieno produktuose. Aptikimo riba piene
0,005 npg/kg, metodas specifinis aflatoksinui M,
kryzminés reakcijos su aflatoksinais By, B, Gy ir G,
nevyksta [16].

Pienas 10 min centrifuguojamas 3500xg greiciu
Saldoma centrifuga 10°C  temperatiroje. Po
centrifugavimo nuo meéginio pavirSiaus lazdele
nuimamas susidargs riebaly sluoksnis, ir gautas be
riebaly pienas naudojamas analizei.

ELISA testo procediira: | mikroindeliy stova
sudedamas reikiamas kiekis indeliy, dengty
antikiinais prie§ aflatoksina M, skirty standartiniams
tirpalams ir méginiams. [ atskirus indelius jpilama
100 ul standarto arba paruo§to meéginio ir
inkubuojama létai purtant 30 min kambario
temperatiiroje tamsoje. Po inkubacijos skystis iS$
mikroindeliy iSpilamas ir apvertus energingai
pastuksenama i sugeriamaji popieriy, kad i§ indeliy
iSbégty visas skystis. 1 kiekviena mikroindeli
pripilama po 250 pl buferinio plovimo tirpalo ir vél
iSpilama. Plovimo procediira pakartojama du kartus.
I kiekviena mikroindelj ipilama po 100 ul skiesto
fermento konjugato (aflatoksino M; ir peroksidazés
junginio) ir vél létai purtant inkubuojama 15 min
kambario temperatiiroje tamsoje. Skystis iSpilamas ir
tris kartus praplaunama buferiniu plovimo tirpalu. [
kiekvieng mikroindeli ipilama po 100 pl fermento

iSmatuojama absorbcija bangos ilgiui esant 450 nm.
Absorbcija yra atvirk§¢iai proporcinga aflatoksino
M, koncentracijai méginyje.

Rezultaty apskaiciavimas: iSmatuotos
standartiniy tirpaly ir tiriamyjy méginiy absorbcijos
vertés suvedamos | RIDAVIN.EXE programg ir
pagal standarting semilogaritming kreive
apskaiCiuojama  aflatoksino M; koncentracija
méginiuose pug/kg.

Rezultatai ir jy aptarimas

Tirtas ziemos periodo, kai karvés Seriamos
koncentruotais paSarais, pieno zaliavos uzterStumas
aflatoksinu M;. VI ,Pieno tyrimai“ buvo surinkti
zaliavinio pieno méginiai i§ 22 Lietuvos rajony:
Akmenés, Anyks¢iy, Birzy, Jonavos, Joniskio,
Jurbarko, Kédainiy, Klaipédos, Kretingos, Mazeikiuy,
Pakruojo, Plungés, Radviliskio, Raseiniuy, Rokiskio,
Skuodo, Sakiy, Siauliy, Silalés, Silutés, Telsiy,
Ukmergés. ELISA metodu iStyrus standartus ir pieno
méginius, maziausios analités  koncentracijos
standarto absorbcija buvo 0,747 vienety, tiriamujy
méginiy — nuo 0,833 iki 1,253 vienety (pav.). Kaip

minéta anksCiau, absorbcija yra atvirksciai
proporcinga aflatoksino M,; koncentracijai: kuo
mazesné aflatoksino M; koncentracija, tuo

absorbcijos verté yra didesné. Kadangi visy tiriamuyjy
pieno méginiy ELISA testo absorbcijos vertés buvo

substrato  (Slapalo  peroksido) ir chromogeno  didesnés uZ maziausios analités koncentracijos
(tetrametilbenzidino) ~ mi§inio.  SumaiSoma ir  standarto absorbcijos vertg, reiSkia, visuose
inkubuojama 15 min kambario temperatiiroje = méginiuose aflatoksino M; koncentracija buvo
tamsoje. Po inkubacijos ipilama po 100 ul reakcija ~mazesn¢ uz ELISA metodo nustatymo riba
sustabdandio  reagento. Gerai sumaiSoma ir 0,005 pg/kg.
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Lietuvoje, kaip ir kitose Europos Sajungos
valstybése, didZiausias leistinas aflatoksino M;
kiekis yra 0,05 pg/kg. Nustatyta nedideli uzterSimo
lygi galéjo lemti ir nejprastai ilgas bei Siltas ruduo,
gerokai sutrumpéjgs tvartinio $érimo periodas.
Kadangi uzsitgsé ganymo periodas, karvés buvo
trumpiau Seriamos koncentruotais pasarais, sumazgjo
galimybé gauti aflatoksinu B; uZterStus pasarus.
2004 metais tvartinis periodas buvo ilgesnis, tuo
metu iStyrus zalio pieno méginius, surinktus iS$
septyniy rajony, devyniuose buvo rasta aflatoksino
M,: vienas teigiamas méginys buvo i§ Mazeikiy
rajono, po du méginius i§ Telsiy ir Ukmergés rajony,
keturi — i§ Rokiskio rajono [15]. Nustatytas
uzterStumas  aflatoksinu  M; nebuvo didelis,
koncentracija buvo nuo 0,0053 iki 0,0066 ng/kg.

Kitose Europos Salyse taip pat nustatomas
nezymus uzterStumas aflatoksinu M;. Jungtingje
Karalystéje aflatoksino M, rasta 3 zaliavinio pieno
méginiuose i§ 100, tarp kuriy 50 buvo ekologinio
iikio ir 50 jprastos gamybos pienas. Taciau reikia
pazyméti, kad nustatyta aflatoksino koncentracija
buvo nedidelé — nuo 0,01 iki 0,021 pg/l [17]. Italijoje
iStyrus 161 pieno mégini, 125 rasta aflatoksino M,
koncentracija buvo nuo 0,01 iki 0,0235 pg/l, vidutiné
verté — 0,00628 pg/l [18]. Kai kuriose treciojo
pasaulio Salyse uzterStumas aflatoksinu taip pat néra
didelis. Argentinoje i§ 77 méginiy 18 buvo uZtersti
aflatoksinu M, tadiau nustatyta koncentracija buvo
labai nedidelé: (0,016+0,007) pg/l zaliaviniame
piene, (0,0125+0,002) pg/l piene i§ pieno milteliy ir
(0,013+0,002) ng/l  pasterizuotame piene [19].
Autoriai daro iSvada, kad tokius rezultatus lémé
Argentinos klimatas, leidziantis galvijus ganyti
iStisus metus.

Nepriklausomai nuo gauty rezultaty, bitina
nuolat kontroliuoti pasary ir pieno uZterStuma
aflatoksinais, sekti, kad i rinka nepatektu
aflatoksinais uztersti maisto produktai.

ISvada
IStyrus i§ 22 Lietuvos rajony ziemos periodu
surinktus 82 Zalio pieno méginius, visuose

méginiuose aflatoksino M, kiekis buvo mazesnis uz
0,005 pg/kg.

Padéka. Dékojame Lietuvos valstybiniam mokslo ir
studiju fondui bei LR Zemés tkio ministerijai uz
finansing parama.

Literatira

1. Dichter C. R. Risk estimates of liver cancer due to
aflatoxin exposure from peanuts and peanut products
// Food and Chemical Toxicology. 1984. Vol. 22,
No. 6. P. 431-437.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Groopman J. D., Cain L. G., Kensler T. W.
Aflatoxin  exposure in  human  populations:
measurements and relationship to cancer // Critical
Reviews in Toxicology. 1988. Vol. 19. P. 113-145.
Massey T. E., Stewart R. K., Daniels J. M., Liu L.
Biochemical and molecular aspects of mammalian
susceptibility to aflatoxin Bl carcinogenicity //
Proceedings of the Society for Experimental Biology
and Medicine. 1995. Vol. 208. P. 213-227.

Peers F. G., Linsell C. A. Dietary aflatoxins and
liver cancer: a population based study in Kenya //
British Journal of Cancer. 1973. Vol. 27. P. 473-484.
Shank R. C., Gibson J. B., Nondasuta A.,
Wogan G. N. Dietary aflatoxins and human liver
cancer. II. Aflatoxins in market foods and foodstuffs
of Thailand and Hong Kong // Cosmetics Toxicology.
1972. No. 10. P. 61-69.

Hunt D. C. Determination of mycotoxins / HPLC in
Food Analysis. London, New York, 1982. P. 271—
284.

Dragacci S., Gleizes E., Fremy J. M., Candlish A. A.
Use of immunoaffinity chromatography as a
purification step for the determination of aflatoxin
M1 in cheeses // Food Additives and Contaminants.
1995. Vol. 12, No. 1. P. 59-65.

Galvano F., Galofaro V., Ritieni A., Bognanno M.,
Angelis A., Galvano G. Survey of the occurrence of
aflatoxin M; in dairy products marketed in Italy:
second year of observation // Food Additives and
Contaminants. 2001. Vol. 18, No. 7. P. 644—646.
Rodriguez V., Calonge D., Ordonez E. ELISA and
HPLC determination of the occurrence of aflatoxin M,
in raw cow’s milk // Food Additives and Contaminants.
2003. Vol. 20, No. 3. P. 276-280.

Lopez C. E., Ramos L. L., Ramadan S. S,
Bulacio L. C. Presence of aflatoxin M; in milk for
human consumption in Argentina / Food Control.
2003. No. 14. P. 31-34.

Bakirci I. A study on the occurrence of aflatoxin M;
in milk and milk products produced in Van province
of Turkey // Food Control. 2001. No. 12. P. 47-51.
Kamkar A. A study on the occurrence of aflatoxin
M1 in raw milk produced in Sarab city of Iran // Food
Control. 2005. Vol. 16, No. 7. P. 593-599.
Garalevic¢iené D. Mycotoxins and moulded feed:
effect on laying hen and contamination of Lithuanian
feeds. Doctoral theses. Uppsala, 2001. 81 p.
BrukStiené D., Petraitis J., Kiesitinait¢ G.,
TamoSitinas V. Mikotoksiny paplitimas Lietuvoje
naudojamuose maisto produktuose // Maisto chemija
ir technologija. Konferencijos pranes§imy medZziaga.
Kaunas, 2003. P. 39-41.

Jasutiené 1., Garmiené G. Aflatoksino M;
nustatymas piene ir jogurte ELISA metodu / Maisto
chemija ir technologija. 2004. T. 38, Nr. 2. P. 5-7.
RIDASCREEN®Aflatoxin M; Enzyme immunoassay
for the quantitative anglysis of aflatoxin M.
R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany, 2003. 25 p.
Survey of milk for mycotoxins No.17/01, Food
standards  agency.  Prieiga  per  interneta:
www.food.gov.uk/science/surveillance/fsis2001/milk-
myco.

15



'8 Galvano F., Galofaro V., Ritieni A., Bognanno M.,
Angelis A., Galvano G. Survey of the occurrence of
aflatoxin M; in dairy products marketed in Italy:
second year of observation // Food Additives and
Contaminants. 2001. Vol. 18, No. 7. P. 644—-646.

19. Lopez C. E., Ramos L. L., Ramadan S. S.,
Bulacio L. C. Presence of aflatoxin M; in milk for
human consumption in Argentina / Food Control.
2003. No. 14. P. 31-34.

Pateikta spaudai 2007-04

I. Jasutiené, G. Garmiené, A. Steponaviciené

EVALUATION OF THE AFLATOXIN M, IN RAW
MILK

Summary

Aflatoxin M, appears in milk and dairy products as a
direct result of the ingestion of feed contaminated with
aflatoxin B; by cattle. Because of the potential health
hazards for humans, the levels of aflatoxin M, are
regulated and monitored throughout the world. The aim of
this study was to investigate the contamination level of
aflatoxin M; in raw milk. Raw milk samples were
collected from farms in various districts of Lithuania
during the winter period of 2007 when cows are fed in
stables.  The ELISA  immunochemical  method
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RIDASCREEN®Aflatoxin M; was used for evaluation.
After investigation of 82 milk samples it was found that
the concentration of aflatoxin M; was below the detection
limit 0.005 pg/kg.

Keywords: aflatoxin M, milk, ELISA.

W. Acyrene, I'. 'apmene, A. CtenoHaBrueHe

OINPEJEJIEHUE A®JIATOKCHUHA M, B CbIPOM
MOJIOKE

Pe3zrome

HcrouHukoM 3arpsisHEHUs MOJIOKa adIaTOKCHHOM
M, siBisieTcst 3arps3HeHHbIH adaaTokcuHOM B KopMm miis
JKUBOTHBIX. M3-3a MOTEeHOMAbHONW OMNAcCHOCTH IS
310pOBbs  JIIOJEH  YpOBEHb apmatokcmHa M,
pETJIAaMEHTHPYETCS M KOHTPOJIUPYETCS BO BCEM MHpE.
Ilens HACTOSIIIETO MCCIEAOBAHUS — ONPENEICHUE YPOBHS
3arpsA3HEHUS]  CBIPOrO  MOJOKa  aIaTOKCHHOM M.
OO0pa3upl Mosioka ObLIM COOpaHbl ¢ (epM pasInYHBIX
paiioHoB JIUTBEI B TeueHue 3uMHero nepuoaa 2007 rona,
KOIZla KOpOBbl IHUTAalOTC B croune. llpumensanu
UMMYHOXUMHYECKHH METOJ ELISA -
RIDASCREEN®Aflatoxin M,. Ilocie wucciienoBanus
82 oOpasuoB  Moyioka  OBLIO  YCTaHOBIICHO,  YTO
KOHIICHTpalus adruaTokcnHa M; ObUla HIDKE Mpererna
gyBctBUTensHOCTH 0,005 pr/kr.
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