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ISTRA@IVANJE DEGRADACIJE AFLATOKSINA M1
U MLIJEKU*

INVESTIGATION OF AFLATOXIN M1 DEGRADATION IN MILK

A. Smajlovi}, M. Muminovi}, Indira Mujezinovi}, V. ]upi}**

Aflatoksin M1 je veoma toksi~an metabolit aflatoksina B1 i B2. S ob-
zirom na to da je jedan od najpotentnijih hepatokarcinogena, muta-
gena, teratogena i imunosupresora, a hrana za `ivotinje ~esto bude
kontaminirana aflatoksinogenim gljivicama i aflatoksinima, mogu}a je i
kontaminacija mlijeka i mlije~nih proizvoda aflatoksinom M1.

Vje{ta~ki kontaminirano mlijeko aflatoksinom M1 je bilo podvrgnu-
to uticaju fizikalnih procesa (uticaj niske temperature od -18oC i izla-
ganja mikrotalasima u mikrotalasnoj rerni), te uticaju vremena dr`anja
(od 1 do 12 mjeseci), kao i uticaju kombinacija navedenih postupaka,
nakon ~ega je pra}en nivo degradacije aflatoksina M1.

Uzorci vje{ta~ki kontaminiranog mlijeka, nakon pojedina~no pro-
vedenih postupaka su podvrgavani istra`ivanjima uz kori{tenje ELISA
metode.

Primje}eno je neznatno smanjenje koncentracije toksina, {to uka-
zuje na to da vrijeme i temperatura od -18oC ne uti~u znatnije na kon-
centraciju aflatoksina M1 u vje{ta~ki kontaminiranom sirovom mlijeku,
dok postupak tretiranja mlijeka mikrotalasima u mikrotalasnoj rerni nije
zna~ajnije uticao na postotak apsorbance aflatoksina M1.

Klju~ne rije~i: mlijeko, aflatoksin, ELISA

Aflatoksin M1 je veoma toksi~an 4-hidroksilirani metabolit aflatoksina
B1 i B2. S obzirom na to da se javlja u mlijeku sisara koji su hranjeni hranom kon-
taminiranom spomenutim aflatoksinima, oznaku M je dobio od engleske rije~i
milk (mlijeko). S obzirom na to da je jedan od najpotentnijih hepatokarcinogena,
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mutagena, teratogena i imunosupresora, a hrana za `ivotinje ~esto bude kon-
taminirana aflatoksinogenim gljivicama i aflatoksinima, mogu}a je i kontaminacija
mlijeka i mlije~nih proizvoda aflatoksinom M1. Zbog toga je i veoma zna~ajna nje-
gova blagovremena detekcija i odre|ivanje koncentracije u mlijeku i mlije~nim
proizvodima za ishranu ljudi (Eaton i Groopman, 1994; Prandini i sar., 2009).

U literaturi postoje razli~iti, pa ~ak i opre~ni podaci o tome da neki pos-
tupci koji su uobi~ajeni kod obrade i dr`anja mlijeka, kao {to su skladi{tenje i
zamrzavanje na -18oC uti~u, odnosno ne uti~u zna~ajno na nivo aflatoksina M1 u
mlijeku (Manorama i Singh, 1995). Postoje odre|eni podaci o uticaju mikrotalasa
na aflatoksin B1 u supstratima biljnog porijekla kao {to je kikiriki (Prado i Oliveira,
1996). Me|utim, u literaturi nismo uspjeli na}i podatke o uticaju mikrotalasa na
stabilnost aflatoksina M1 u vje{ta~ki kontaminiranom mlijeku, {to smo `eljeli
provjeriti. Tako|er, `elja nam je bila da provjerimo stabilnost aflatoksina M1 u
vje{ta~ki kontaminiranom mlijeku skladi{tenom na niskim temperaturama tokom
du`eg vremenskog perioda (do godinu dana).

Postoje razli~iti literaturni podaci da neki postupci koji su uobi~ajeni
kod obrade i dr`anja mlijeka, kao {to su dr`anje tokom 4-6 dana na 0oC (Rustom,
1997; Stoloff i sar., 1975; Manorama i Singh, 1995), smrzavanje 0 do 80 dana na -
18oC (Aman, 1995; Stoloff i sar., 1975) ili tokom 6 dana na -18oC (Manorama i
Singh, 1995), pasterizacija (Applebaum i sar. 1982; Manorama i Singh, 1995) i ku-
hanje (Stoloff i sar., 1975; Manorama i Singh, 1995; CAST, 2003), uti~u na nivo af-
latoksina M1 u mlijeku. S te strane, za o~ekivati je da i drugi fizikalni procesi, kao
{to su mikrotalasi, mogu tako|er uticati na nivo aflatoksina M1 u mlijeku. Po{to
takvih podataka u literaturi nema, na{ zadatak je bio da se provjeri i eventualno ut-
vrdi kakav je uticaj tretiranja uzoraka mlijeka mikrotalasima na degradaciju afla-
toksina M1.

Ovoj pretpostavci ide u prilog to {to istovremeno ima podataka da
neki postupci obrade i dr`anja mlijeka, kao {to su dr`anje 17 dana na 4oC (Stoloff i
sar., 1975), smrzavanje tokom 120 dana na -18oC (Manorama i Singh, 1995), za-
tim tokom nekoliko mjeseci na -18oC (Eaton i Groopman, 1994), pasterizacije
(Krogh, 1987; Park i Liang, 1993; Roginski, 2002; Stoloff i sar., 1975; CAST, 2003) i
kuhanja (Aman, 1995; Eaton i Groopman, 1994; Roginski, 2002) ne uti~u
zna~ajno na nivo aflatoksina u mlijeku. Kako su rezultati navedenih autora uglav-
nom opre~ni, za pretpostaviti je da bi na{i rezultati, dobijeni pod odre|enim
uvjetima provo|enja nekih fizikalnih postupaka, mogli potvrditi rezultate jedne ili
druge grupe autora i prvi put prezentirati uticaj mikrotalasa na nivo aflatoksina M1
u uzorcima vje{ta~ki kontaminiranog mlijeka.

Zbog svega navedenog, cilj na{eg rada bio je:
1. utvrditi uticaj mikrotalasa na degardaciju aflatoksina M1 u vje{ta~ki

kontaminiranom sirovom mlijeku i
2. utvrditi uticaj trajanja skladi{tenja uzoraka mlijeka na temperaturi od

-18oC na nivo aflatoksina M1 u vje{ta~ki kontaminiranom sirovom mlijeku.
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Istra`ivanje je provedeno tokom 12 mjeseci. Prvo je obavljeno jedno-
kratno uzorkovanje ukupno 120 litara mlijeka koje je zale|eno na temperaturi od
–18oC. Nakon toga, mlijeko je vje{ta~ki kontaminirano aflatoksinom M1 u koncen-
traciji od 0,05 �g/kg, a {to je i maksimalna dozvoljena koli~ina ovog toksina u siro-
vom mlijeku prema Regulativi EC 1881/2006 i Pravilniku o maksimalnim dozvolje-
nim koli~inama odre|enih kontaminanata u hrani (Slu`beni glasnik BIH 37/09).
Koncentracija toksina je provjeravana u 6 turnusa: nakon jednog, dva, tri, ~etiri i
{est mjeseci i nakon godinu dana.

Vje{ta~ki kontaminirano mlijeko aflatoksinom M1 je bilo podvrgnuto
uticaju fizikalnih procesa (uticaj niskih temperatura oko -18oC i izlaganja mikrota-
lasima u mikrotalasnoj rerni), te uticaju vremena dr`anja (1 mjesec, 2 mjeseca, 3
mjeseca, 4 mjeseca, 6 mjeseci i godinu dana), kao i uticaju kombinacija nave-
denih postupaka, nakon ~ega je pra}en nivo degradacije aflatoksina M1.

Izlaganje mikrotalasima u mikrotalasnoj rerni se provodilo nakon od-
mrzavanja mlijeka u trajanju od 5 minuta na 700 W.

Uzorci vje{ta~ki kontaminiranog mlijeka, nakon pojedina~no prove-
denih postupaka su podvrgavani istra`ivanjima uz kori{tenje enzimske imunoap-
sorpcione analize (ELISA), koja se danas naj~e{}e koristi za rutinsku dijagnostiku
aflatoksina M1 (Shephard i sar., 2011). Za kori{tenje ELISA metode smo se odlu~ili
jer je ELISA jednostavna, dovoljno precizna, jeftina i pouzdana metoda za analizu
vi{e uzoraka u kratkom vremenskom periodu, a kori{ten je komercijalni Ridas-
creen® Aflatoksin M1 (e-Biopharm, Njema~ka).

Za interpretiranje rezultata, treba ista}i da je postotak apsorbance obr-
nuto proporcionalan koncentraciji toksina, odnosno, {to je postotak apsorbance
vi{i, koncentarcija aflatoksina M1 u uzorku mlijeka je ni`a. Apsorpcija ili apsor-
banca aflatoksina M1 obilje`enog enzim-konjugatom iskazuje se kao postotak ap-
sorbance prilikom izra~unavanja dobivenih rezultata.

Procenat apsorpcije je dobivan tako {to su srednje vrijednosti ap-
sorpcije, koje su dobivene za standarde i uzorke, dijeljene s apsorpcionom
vrijedno{}u prvog (nultog) standarda i mno`ene sa 100. Tako je nulti standard
jednak 100%, a apsorpcione vrijednosti se ozna~avaju u procentima.

Apsorpcija (apsorbanca) standarda (ili uzorka)
X 100 = % apsorpcije (apsorbance)

Apsorpcija (apsorbanca) nultog standarda

Izra~unate vrijednosti za standarde se unose u koordinatni sistem na
semilogaritamskom grafi~kom papiru nasuprot koncentraciji aflatoksina M1 u
ng/l. Kalibarciona krivulja bi trebala biti linearna u rasponu od 10-40 ng/l (ppt).
Koncentracija aflatoksina M1 u ng/l koja odgovara apsorpciji svakog uzorka mo`e
se pro~itati s kalibaracione krivulje. Da bi se dobila stvarna koncentarcija aflatok-
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sina M1 u ng/l koja se nalazi u uzorku, koncentracija o~itana s kalibracione krivulje
se mora dalje umno`iti s odgovaraju}im faktorom razrje|enja, a taj faktor kod
mlijeka iznosi 1 (shema 1).

S obzirom na to da je mlijeko ~esto kontaminirano razli~itim mikroor-
ganizmima ili njihovim toksinima, kako tokom procesa samog nastanka mlijeka u
mlije~noj `lijezdi, tako i tokom procesa proizvodnje i prerade, zna~ajno mjesto u
higijeni mlijeka predstavlja kontaminacija aflatoksinom M1, koja se de{ava nakon
metaboli~kog prelaza aflatoksina B1 u aflatoksin M1, u jetri `ivotinje.

Ovo saznanje je navelo veliki broj autora da poku{aju poja~ati nivo de-
gradacije ovog toksina u mlijeku, primjenom razli~itih fizikalnih procesa (smrza-
vanje, pasterizacija, kuhanje i sl.), direktnim ili indirektnim putem. Na`alost, do-
bijeni rezultati bili su opre~ni i nisu pru`ili valjanu informaciju o efektima pomenu-
tih fizikalnih procesa u smislu podobnosti kontaminiranog mlijeka u ljudskoj
ishrani.

Vode}i se opre~nim navodima nekih autora, `eleli smo da provjerimo
da li podvrgavanje vje{ta~ki kontaminiranog sirovog mlijeka aflatoksinom M1
razli~itim temperaturnim re`imima dovodi do njegove degradacije.

Smrzavanje je jedan od fizikalnih postupaka koji slu`i za odr`avanje
uzoraka mlijeka prije analize, odnosno njegove upotrebe. Veliki broj autora bavio
se prou~avanjem stabilnosti aflatoksina M1 u smrznutom mlijeku. Nalaze prema
kojima temperatura od -18oC tokom odre|enog vremenskog perioda ne uti~e
zna~ajnije na koncentraciju aflatoksina M1 u mlijeku navode McKinney i sar. (cit.
Manorama i Singh, 1995). Oni su mlijeko kontaminirano aflatoksinom M1 dr`ali
120 dana na -18oC, kada je do{lo do polagane degradacije toksina (za 13%) u
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prvih 30 dana. S druge strane, Stoloff i saradnici (1975), u sli~noj studiji, dobili su
manji procenat degradacije aflatoksina M1 u mlijeku, kroz du`i vremenski period,
dok Eaton i Groopman (1994) smatraju da skladi{tenje tokom nekoliko mjeseci na
temperaturi od -18oC ne uti~e zna~ajnije na sadr`aj ovog toksina u mlijeku i
mlije~nim proizvodima.

Sa nalazima navedenih autora se sla`u i na{i nalazi jer nakon prove-
denog istra`ivanja u trajanju od 12 mjeseci i provjeravanja koncentracije aflatok-
sina M1 u 6 navedenih turnusa, primje}eno je neznatno smanjenje koncentracije
toksina, {to ukazuje da vrijeme i temperature od -18oC ne uti~u znatnije na kon-
centraciju aflatoksina M1 u vje{ta~ki kontaminiranom sirovom mlijeku.

Dobiveni rezultati upu}uju na to da je postupak smrzavanja mlijeka na
temperaturi od -18oC neznatno uticao na postotak apsorbance, tako da je taj pos-
totak bio najvi{i nakon 4 mjeseca – 41,68%, a najni`i nakon prvog – 37,19% (graf.
1).

Neravnomjerna distribucija aflatoksina M1 obi~no je uzrokovana
vje{ta~kom kontaminacijom mlijeka, {to nije slu~aj pri prirodnoj kontaminaciji kod
koje dolazi do metaboli~kog prelaza aflatoksina B1 u aflatoksin M1 u jetri `ivotinje
koji se izlu~uje mlijekom.

U procesima industrijske obrade i prerade mlijeka, kao i procesima
proizvodnje mlije~nih proizvoda, termi~ka obrada mlijeka mikrotalasima u mikro-
talasnoj rerni se, najvjerovatnije, uop{te ne koristi. Budu}i da u dostupnoj literaturi
nema podataka o tome da je neko, termi~ki ili tehnolo{ki proces koji se zasniva na
upotrebi mikrotalasa, poku{ao primjeniti u degradaciji aflatoksina M1 u mlijeku ni
u eksperimentalne ni u komercijalne svrhe, na{i pokazatelji za sada ~ine usamljen
primjer.
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Grafikon 1. Uticaj vremena dr`anja i temperature (-18oC) na postotak apsorbance
aflatoksina M1 /

Graph 1. Effect of time of maintenance and temperature (-18oC) on percentage of aflatoxin aflatoxin M1
absorbance



Postoje podaci (Farag i sar., 1996; Prado i Oliveira, 1996; CAST, 2003)
da se aflatoksini mogu degradirati pod uticajem mikrotalasa, u mikrotalasnoj
rerni. Naime, Prado i Oliveira (1996) su vr{ili ispitivanja o degradaciji aflatoksina
(B1 i G1) u kikirikiju u mikrovalnoj rerni (ja~ina 0,8 kW) u trajanju 3 i 6 minuta. Rezul-
tati su pokazali da je do{lo do degradacije oba aflatoksina u koli~inama od
41,52% do 69,56% u uzorku koji je bio izlo`en mikrovalovima tokom 6 minuta.
Tako|er su Farag i sar. (1996) uradili op{irnu studiju o uni{tavanju aflatoksina u
kikirikiju kori{tenjem mikrotalasne rerne. Oni su koristili razli~ite koncentracije af-
latoksina B1, B2, G1 i G2, varirali su du`inu vremena izlaganja i ja~inu mikrotalasa.
Do{li su do zaklju~aka da je degradacija aflatoksina bila ve}a s pove}anjem tem-
perature u mikrovalnoj rerni i produ`avanjem vremena ekspozicije mikrotalasima.

Budu}i da dostupna literatura ne raspola`e pokazataljima {ta se
de{ava s aflatoksinom M1 u mlijeku i mlije~nim proizvodima tokom izlaganja mik-
rotalasima u mikrotalasnoj rerni, u na{im istra`ivanjima poku{alo se odgovoriti na
to pitanje. U na{im istra`ivanjima, izlaganje mlijeka kontaminiranog aflatoksinom
M1 mikrotalasima (700 W) tokom 5 minuta ne uti~e zna~ajnije na postotak apsor-
bance i koncentraciju aflatoksina M1 u mlijeku niti u jednom od 6 turnusa provede-
nog eksperimenta.

Dobiveni rezultati pokazuju da je postotak apsorbance u mlijeku treti-
ranom mikrotalasima najvi{i nakon 12 mjeseci – 79,04%, a najni`i nakon 3 mje-
seca – 33,27%. To ukazuje na to da postupak tretiranja mlijeka mikrotalasima u
mikrotalasnoj rerni nije zna~ajnije uticao na postotak apsorbance aflatoksina M1.
Jedino je kombinovani postupak dr`anja mlijeka tokom 12 mjeseci na temperaturi
od -18oC, a nakon toga izlaganja mikrotalasima, doveo do zna~ajnijeg pove}anja
postotka apsorbance tj. smanjenja koncentracije aflatoksina M1 (graf. 2).
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Grafikon 2. Uticaj vremena dr`anja na temperaturi od -18oC i mikrovalova na postotak ap-
sorbance aflatoksina M1 /

Graph 2. Effect of time of maintenance at a temperature of -18oC and microwaves on percentage of aflatoxin M1
absorbance



1. Niske temperature skladi{tenja (-18oC) tokom perioda do 12 mje-
seci nisu ispoljile zna~ajniji uticaj na smanjenje koncentracije aflatoksina M1 u
mlijeku, vjerovatno zbog efekta konzervacije koga niske temperature izazivaju
kod toksina.

2. Izlaganje mikrotalasima u mikrotalasnoj rerni (700 W) tokom 5 mi-
nuta nije zna~ajnije smanjilo koncentraciju aflatoksina M1 u mlijeku vjerovatno
zbog termostabilnosti aflatoksina M1.
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INVESTIGATION OF AFLATOXIN M1 DEGRADATION IN MILK

A. Smajlovi}, M. Muminovi}, Indira Mujezinovi}, V. ]upi}

Aflatoxin M1 is a highly toxic 4-hydroxylated metabolite of aflatoxins B1 and B2. It is one of
the most potent hepatocarcinogens, mutagens, teratogens and immunosuppressors.
Feed is often contaminated with aflatoxigenic moulds and aflatoxins with a high possibility
of contaminating milk and dairy products with aflatoxin M1. Samples of artificially contami-
nated milk were exposed to the effects of physical conditions (temperature of -18oC and for
microwaves in a microwave oven), time (during the period from 1 to 12 months) and a com-
bination of the above mentioned conditions. Following this, levels of aflatoxin M1 degrada-
tion were established by using the ELISA method.

An insignificant decrease in concentration of toxin was observed which indi-
cates that a temperature of -18oC does not significantly influence the concentration of afla-
toxin M1 in the artificially contaminated milk. At the same time, treatment of milk with micro-
waves in a microwave oven showed an insignificant influence on the percentage of afla-
toxin M1 absorbance.

Key words: milk, ELISA, aflatoxin M1

ISSLEDOVANIE DEGRADACII AFLATOKSINA M1 V MOLOKE

A. Smaylovi~, M. Muminovi~, Indira Muezinovi~, V. ^upi~

Aflatoksin M1 o~enÝ toksi~eskiy metabolit aflatoksina V1 i V2.
PrinimaÔ vo vnimanie, ~to odin iz potentney{ih gepatokarcinogenov, mutagenov,
teratogenov i immunosupressorov, a korm dlÔ `ivotnìh ~asto budet kontamini-
rovannìy aflatoksinogennìmi gribkami i aflatoksinami, bolÝ{aÔ i voz-
mo`nostÝ kontaminacii moloka i molo~nìh produktov aflatoksinom M1.

Iskusstvenno kontaminirovannoe moloko aflatoksinom M1 bìlo pod-
vergnuto vozdeystviÓ fizi~eskih processov (vozdeystvie nizkih temperatur ot
‡18oS i vìstavleniÔ mikrovolnam v mikrovolnovoy duhovke), da vozdeystviÓ vre-
meni der`aniÔ (ot 1 do 12 mesÔcev), slovno i vozdeystviÓ kombinaciy pri-
vedënnìh postupkov, posle ~ego sle`en urovenÝ degradacii aflatoksina M1.

Pri~inì iskusstvenno kontaminirovannogo moloka, posle otdelÝno

provedënnìh postupkov podverganì issledovaniÔmi pri polÝzovanii ELISA me-
toda.

Zame~eno nezna~itelÝnoe umenÝ{enie koncentracii toksinov, ~to
ukazìvaet, ~to vremÔ i temperaturì ot -18oS ne vozdeystvuÓt bolee za~itelÝno na
koncentraciÓ aflatoksina M1 v iskusstvenno kontaminirovannom sìrom moloke,
poka postupok otno{eniÔ k moloku mikrovonami v mikrovolnovoy duhovke ne bo-
lee zna~itelÝno vliÔl na procent absorbencì aflatoksina M1.

KlÓ~evìe slova: moloko, aflatoksin, ELISA
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