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ISTRAZIVANJE DEGRADACIJE AFLATOKSINA M;
U MLIJEKU’
INVESTIGATION OF AFLATOXIN M; DEGRADATION IN MILK
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A. Smajlovi¢, M. Muminovi¢, Indira Mujezinovi¢, V. Cuplc

Aflatoksin M, je veoma toksi¢an metabolit aflatoksina B, i B,. S ob-
zirom na to da je jedan od najpotentnijih hepatokarcinogena, muta-
gena, teratogena i imunosupresora, a hrana za Zivotinje ¢esto bude
kontaminirana aflatoksinogenim gljivicama i aflatoksinima, moguca je i
kontaminacija mlijeka i mlije¢nih proizvoda aflatoksinom M,.

Vjestacki kontaminirano mlijeko aflatoksinom M, je bilo podvrgnu-
to uticaju fizikalnih procesa (uticaj niske temperature od -18°C i izla-
ganja mikrotalasima u mikrotalasnoj rerni), te uticaju vremena drZanja
(od 1 do 12 mjeseci), kao i uticaju kombinacija navedenih postupaka,
nakon ¢ega je praéen nivo degradacije aflatoksina M,

Uzorci vjestaCki kontaminiranog mlijeka, nakon pojedinacno pro-
vedenih postupaka su podvrgavani istraZivanjima uz koristenje ELISA
metode.

Primjeéeno je neznatno smanjenje koncentracije toksina, Sto uka-
zuje na to da vrijeme i temperatura od -18°C ne uti¢u znatnije na kon-
centraciju aflatoksina M, u vjeStaCki kontaminiranom sirovom mlijeku,
dok postupak tretiranja mlijeka mikrotalasima u mikrotalasnoj rerni nije
znacCajnije uticao na postotak apsorbance aflatoksina M,.

Kljuéne rijeci: mlijeko, aflatoksin, ELISA

Uvod / Introduction

Aflatoksin M, je veoma toksi¢an 4-hidroksilirani metabolit aflatoksina
B; i B,. S obzirom na to da se javlja u mlijeku sisara koji su hranjeni hranom kon-
taminiranom spomenutim aflatoksinima, oznaku M je dobio od engleske rijeCi

milk (mlijeko). S obzirom na to da je jedan od najpotentnijih hepatokarcinogena,
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mutagena, teratogena i imunosupresora, a hrana za Zivotinje ¢esto bude kon-
taminirana aflatoksinogenim gljivicama i aflatoksinima, moguca je i kontaminacija
mlijeka i mlije€nih proizvoda aflatoksinom M;. Zbog toga je i veoma znacajna nje-
gova blagovremena detekcija i odredivanje koncentracije u mlijeku i mlije€nim
proizvodima za ishranu ljudi (Eaton i Groopman, 1994; Prandini i sar., 2009).

U literaturi postoje razliciti, pa Cak i opre¢ni podaci o tome da neki pos-
tupci koji su uobicajeni kod obrade i drzanja mlijeka, kao $to su skladiStenje i
zamrzavanje na -18°C uti¢u, odnosno ne utiCu znacajno na nivo aflatoksina M; u
mlijeku (Manorama i Singh, 1995). Postoje odredeni podaci o uticaju mikrotalasa
na aflatoksin B4 u supstratima biljnog porijekla kao sto je kikiriki (Prado i Oliveira,
1996). Medutim, u literaturi nismo uspjeli na¢i podatke o uticaju mikrotalasa na
stabilnost aflatoksina M; u vjeStacki kontaminiranom mlijeku, §to smo zeljeli
provjeriti. Takoder, Zelja nam je bila da provjerimo stabilnost aflatoksina My u
vjeStacki kontaminiranom mlijeku skladiStenom na niskim temperaturama tokom
duzeg vremenskog perioda (do godinu dana).

Postoje razliciti literaturni podaci da neki postupci koji su uobicajeni
kod obrade i drzanja mlijeka, kao $to su drzanje tokom 4-6 dana na 0°C (Rustom,
1997; Stoloff i sar., 1975; Manorama i Singh, 1995), smrzavanje 0 do 80 dana na -
18°C (Aman, 1995; Stoloff i sar., 1975) ili tokom 6 dana na -18°C (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 My u mlijeku. S te strane, za ocCekivati je da i drugi fizikalni procesi, kao
Sto su mikrotalasi, mogu takoder uticati na nivo aflatoksina M; u mlijeku. Posto
takvih podataka u literaturi nema, nas zadatak je bio da se provjeri i eventualno ut-
vrdi kakav je uticaj tretiranja uzoraka mlijeka mikrotalasima na degradaciju afla-
toksina M;.

Ovoj pretpostavci ide u prilog to $to istovremeno ima podataka da
neki postupci obrade i drZzanja mlijeka, kao $to su drzanje 17 dana na 4°C (Stoloff i
sar., 1975), smrzavanje tokom 120 dana na -18°C (Manorama i Singh, 1995), za-
tim tokom nekoliko mjeseci na -18°C (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 utiCu
znacajno na nivo aflatoksina u mlijeku. Kako su rezultati navedenih autora uglav-
nom oprecni, za pretpostaviti je da bi naSi rezultati, dobijeni pod odredenim
uvjetima provodenja nekih fizikalnih postupaka, mogli potvrditi rezultate jedne ili
druge grupe autora i prvi put prezentirati uticaj mikrotalasa na nivo aflatoksina M;
u uzorcima vjestacki kontaminiranog mlijeka.

Zbog svega navedenog, cilj naSeg rada bio je:

1. utvrditi uticaj mikrotalasa na degardaciju aflatoksina My u vjestacki
kontaminiranom sirovom mlijeku i

2. utvrditi uticaj trajanja skladiStenja uzoraka mlijeka na temperaturi od
-18°C na nivo aflatoksina M, u vjestacki kontaminiranom sirovom mlijeku.
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Materijal i metode istrazivanja / Material and methods

Istrazivanje je provedeno tokom 12 mjeseci. Prvo je obavljeno jedno-
kratno uzorkovanje ukupno 120 litara mlijeka koje je zaledeno na temperaturi od
-18°C. Nakon toga, mlijeko je vjestacki kontaminirano aflatoksinom M; u koncen-
traciji od 0,05 nug/kg, a sto 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 odredenih kontaminanata u hrani (Sluzbeni glasnik BIH 37/09).
Koncentracija toksina je provjeravana u 6 turnusa: nakon jednog, dva, tri, Cetiri i
Sest mjeseci i nakon godinu dana.

Vjestacki kontaminirano mlijeko aflatoksinom M; je bilo podvrgnuto
uticaju fizikalnih procesa (uticaj niskih temperatura oko -18°C i izlaganja mikrota-
lasima u mikrotalasnoj rerni), te uticaju vremena drzanja (1 mjesec, 2 mjeseca, 3
mjeseca, 4 mjeseca, 6 mjeseci i godinu dana), kao i uticaju kombinacija nave-
denih postupaka, nakon €ega je pracen nivo degradacije aflatoksina My

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

Uzorci vjestacki kontaminiranog mlijeka, nakon pojedinacno prove-
denih postupaka su podvrgavani istrazivanjima uz koriStenje enzimske imunoap-
sorpcione analize (ELISA), koja se danas najcesc¢e koristi za rutinsku dijagnostiku
aflatoksina M, (Shephard i sar., 2011). Za koriStenje ELISA metode smo se odlugili
jer je ELISA jednostavna, dovoljno precizna, jeftina i pouzdana metoda za analizu
viSe uzoraka u kratkom vremenskom periodu, a koristen je komercijalni Ridas-
creen® Aflatoksin M, (e-Biopharm, Njemacka).

Zainterpretiranje rezultata, treba istaci da je postotak apsorbance obr-
nuto proporcionalan koncentraciji toksina, odnosno, sto je postotak apsorbance
viSi, koncentarcija aflatoksina My u uzorku mlijeka je niza. Apsorpcija ili apsor-
banca aflatoksina M; obiljezenog enzim-konjugatom iskazuje se kao postotak ap-
sorbance prilikom izraCunavanja dobivenih rezultata.

Procenat apsorpcije je dobivan tako $to su srednje vrijednosti ap-
sorpcije, koje su dobivene za standarde i uzorke, dijeliene s apsorpcionom
vrijednoS¢u prvog (nultog) standarda i mnozene sa 100. Tako je nulti standard
jednak 100%, a apsorpcione vrijednosti se oznaCavaju u procentima.

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

Apsorpcija (apsorbanca) nultog standarda

Izracunate vrijednosti za standarde se unose u koordinatni sistem na
semilogaritamskom grafickom papiru nasuprot koncentraciji aflatoksina My u
ng/l. Kalibarciona krivulja bi trebala biti linearna u rasponu od 10-40 ng/l (ppt).
Koncentracija aflatoksina M, u ng/l koja odgovara apsorpciji svakog uzorka moze
se prodcitati s kalibaracione krivulje. Da bi se dobila stvarna koncentarcija aflatok-
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sina M, u ng/l koja se nalazi u uzorku, koncentracija o€itana s kalibracione krivulje
se mora dalje umnoziti s odgovaraju¢im faktorom razrjedenja, a taj faktor kod
mlijeka iznosi 1 (shema 1).
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Shema 1. Originalna kalibraciona krivulja analitickog kita Ridascreen® Aflatoksin My /
Schematic presentation 1. Original calibration curve for analytical kit Ridascreen Aflatoxin M;

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

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 Zlijezdi, tako i tokom procesa proizvodnje i prerade, znacajno mjesto u
higijeni mlijeka predstavlja kontaminacija aflatoksinom M, koja se deSava nakon
metaboli¢kog prelaza aflatoksina B4 u aflatoksin My, u jetri Zivotinje.

Ovo saznanje je navelo veliki broj autora da pokus$aju pojacati nivo de-
gradacije ovog toksina u mlijeku, primjenom razli¢itih fizikalnih procesa (smrza-
vanje, pasterizacija, kuhanje i sl.), direktnim ili indirektnim putem. Nazalost, do-
bijeni rezultati bili su opre¢ni i nisu pruzili valjanu informaciju o efektima pomenu-
tih fizikalnih procesa u smislu podobnosti kontaminiranog mlijeka u ljudskoj
ishrani.

Vodedi se opre€¢nim navodima nekih autora, Zeleli smo da provjerimo
da li podvrgavanje vjeStacki kontaminiranog sirovog mlijeka aflatoksinom M;
razli¢itim temperaturnim reZzimima dovodi do njegove degradacije.

Smrzavanije je jedan od fizikalnih postupaka koji sluzi za odrzavanje
uzoraka mlijeka prije analize, odnosno njegove upotrebe. Veliki broj autora bavio
se proucavanjem stabilnosti aflatoksina My u smrznutom mlijeku. Nalaze prema
kojima temperatura od -18°C tokom odredenog vremenskog perioda ne utice
znacajnije na koncentraciju aflatoksina My u mlijeku navode McKinney i sar. (cit.
Manorama i Singh, 1995). Oni su mlijeko kontaminirano aflatoksinom M; drzali
120 dana na -18°C, kada je doslo 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 My u mlijeku, kroz duzi vremenski period,
dok Eaton i Groopman (1994) smatraju da skladistenje tokom nekoliko mjeseci na
temperaturi od -18°C ne utiCe znacajnije na sadrzaj ovog toksina u mlijeku i
mlijenim proizvodima.

Sa nalazima navedenih autora se slazu i nasi nalazi jer nakon prove-
denog istrazivanja u trajanju od 12 mjeseci i provjeravanja koncentracije aflatok-
sina M u 6 navedenih turnusa, primje¢eno je neznatno smanjenje koncentracije
toksina, $to ukazuje da vrijeme i temperature od -18°C ne utiCu znatnije na kon-
centraciju aflatoksina M; u vjeStacki kontaminiranom sirovom mlijeku.

Dobiveni rezultati upuc¢uju na to da je postupak smrzavanja mlijeka na
temperaturi od -18°C neznatno uticao na postotak apsorbance, tako da je taj pos-
totak bio najviSi nakon 4 mjeseca — 41,68%, a najnizi nakon prvog — 37,19% (graf.
1).

Neravnomjerna distribucija aflatoksina M; obi¢no je uzrokovana
vjeStackom kontaminacijom mlijeka, Sto nije slucaj pri prirodnoj kontaminaciji kod
koje dolazi do metaboli¢kog prelaza aflatoksina B, u aflatoksin M, u jetri zivotinje
koji se izluCuje mlijekom.
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Grafikon 1. Uticaj vremena drzanja i temperature (-18°C) na postotak apsorbance
aflatoksina My /

Graph 1. Effect of time of maintenance and temperature (-18°C) on percentage of aflatoxin aflatoxin M;
absorbance

U procesima industrijske obrade i prerade mlijeka, kao i procesima
proizvodnje mlije¢nih proizvoda, termic¢ka obrada mlijeka mikrotalasima u mikro-
talasnoj rerni se, najvjerovatnije, uopste ne koristi. Buduci da u dostupnoj literaturi
nema podataka o tome da je neko, termicki ili tehnoloski proces koji se zasniva na
upotrebi mikrotalasa, pokusao primjeniti u degradaciji aflatoksina My u mlijeku ni
u eksperimentalne ni u komercijalne svrhe, nasi pokazatelji za sada ¢ine usamljen
primjer.
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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 vrSili ispitivanja o degradaciji aflatoksina
(B1i Gy) u kikirikiju u mikrovalnoj rerni (jacina 0,8 kW) u trajanju 3 i 6 minuta. Rezul-
tati su pokazali da je doslo do degradacije oba aflatoksina u koli¢inama od
41,52% do 69,56% u uzorku koji je bio izlozen mikrovalovima tokom 6 minuta.
Takoder su Farag i sar. (1996) uradili opSirnu studiju o unistavanju aflatoksina u
kikirikiju koriStenjem mikrotalasne rerne. Oni su koristili razliite koncentracije af-
latoksina By, By, Gy i Gy, varirali su duZinu vremena izlaganja i jainu mikrotalasa.
Dosli su do zaklju¢aka da je degradacija aflatoksina bila ve¢a s povec¢anjem tem-
perature u mikrovalnoj rernii produzavanjem vremena ekspozicije mikrotalasima.

Budu¢i da dostupna literatura ne raspolaze pokazataljima Sta se
deSava s aflatoksinom My u mlijeku i mlije¢nim proizvodima tokom izlaganja mik-
rotalasima u mikrotalasnoj rerni, u nasim istrazivanjima pokusalo se odgovoriti na
to pitanje. U nasim istrazivanjima, izlaganje mlijeka kontaminiranog aflatoksinom
M; mikrotalasima (700 W) tokom 5 minuta ne utiCe znacajnije na postotak apsor-
bance i koncentraciju aflatoksina My u mlijeku niti u jednom od 6 turnusa provede-
nog eksperimenta.
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Grafikon 2. Uticaj vremena drzanja na temperaturi od -18°C i mikrovalova na postotak ap-
sorbance aflatoksina My /

Graph 2. Effect of time of maintenance at a temperature of -18°C and microwaves on percentage of aflatoxin M;
absorbance

Dobiveni rezultati pokazuju da je postotak apsorbance u mlijeku treti-
ranom mikrotalasima najviSi nakon 12 mjeseci — 79,04%, a najnizi nakon 3 mje-
seca — 33,27%. To ukazuje na to da postupak tretiranja mlijeka mikrotalasima u
mikrotalasnoj rerni nije znacajnije uticao na postotak apsorbance aflatoksina Mj.
Jedino je kombinovani postupak drzanja mlijeka tokom 12 mjeseci na temperaturi
od -18°C, a nakon toga izlaganja mikrotalasima, doveo do znacajnijeg povecanja
postotka apsorbance tj. smanjenja koncentracije aflatoksina M, (graf. 2).
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Zakljucak / Conclusion

1. Niske temperature skladistenja (-18°C) tokom perioda do 12 mje-

seci nisu ispoljile znacajniji uticaj na smanjenje koncentracije aflatoksina M; 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 znacajnije smanjilo koncentraciju aflatoksina My u mlijeku vjerovatno
zbog termostabilnosti aflatoksina My.

10.

11

13.

14.

15.
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ENGLISH

INVESTIGATION OF AFLATOXIN M, DEGRADATION IN MILK
A. Smajlovié, M. Muminovié, Indira Mujezinovié, V. Cupié

Aflatoxin M, is a highly toxic 4-hydroxylated metabolite of aflatoxins B, and B,. 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 M,. Samples of artificially contami-
nated milk were exposed to the effects of physical conditions (temperature of -18°C 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 M, 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 -18°C does not significantly influence the concentration of afla-
toxin M, 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 M, absorbance.

Key words: milk, ELISA, aflatoxin M,

PYCCKUA

UCCNEOOBAHUE AEMPAAALIMUN ADJIATOKCUHA M, B MOJIOKE
A. Cmannosud, M. MymuHosu4, Uugupa MyesuHoBud, B. Yynuy

AdnatokenH M1 o4eHb TOKcuYeckui meTabonut adnatokcmHa By mn Bo.
MNpvHYMas BO BHUMaHWeE, YTO OAUH U3 MOTEHTHeWNLWNX renaTtokapLUMHOreHoB, MyTareHos,
TepaToreHoB M MMMYHOCYMNPECCOPOB, a KOPM Af1S XXMBOTHbIX 4acTo 6yAeT KOHTaMUHK-
pOBaHHbI adhNaToOKCMHOreHHbIMKM rpubkamMn u  acpnaTtokcuHamm, 6onblias U BO3-
MOXXHOCTb KOHTaMMUHaLMM MOSIOKa U MOMOYHBLIX MPOAYKTOB adpnatoKenHom My.

VIcKycCTBEHHO KOHTaMUHUPOBAHHOE MOJIOKO adhnaTtokcmHom My 66110 noa-
BEPrHyTO BO3AENCTBMIO (PM3NHECKUX MPOLIECCOB (BO3AENCTBUE HU3KMX TemnepaTtyp oT
-18°C v BbICTaBEHNS MMKPOBOJIHAM B MMKPOBOJTHOBOW yXOBKE), Aida BO3AEMCTBUIO Bpe-
MeHM gepxanus (0T 1 go 12 mecsaues), CNOBHO M BO3AEUCTBMIO KOMOGWHaUWM Mpu-
BeAEHHbIX NOCTYIMKOB, MOCIE Yero CreXeH ypoBeHb Aerpagauun adpnatokcmHa My.

MpYYNHBI UCKYCCTBEHHO KOHTaMWHMPOBAHHOrO MOJSIOKA, Mocfie OTAENbHO
npoBeAE&HHbIX NOCTYNKOB MOABEPraHbl UCCreAoBaHNaMM Mpy nonb3oBaHun ELISA me-
Toda.

3ameyeHO He3HauuTenbHOE YMEHbLUEHUE KOHLUEHTpauuu TOKCWMHOB, YTO
yKasblBaeT, 4To Bpems v TemnepaTypbl oT -18°C He Bo3AeNCTBYIOT 60ree 3a4nMTesIbHO Ha
KOHUeHTpauuio achnaTokcmHa My B ICKyCCTBEHHO KOHTaMUHMPOBaHHOM CbIPOM MOJIOKE,
noKa MOCTYMOK OTHOLUEHUS K MOSTIOKY MUKPOBOHaMN B MUKPOBOJSTHOBOW AyXOBKEe He 60-
nee 3Ha4nTenNbHO BAMAN Ha NPOLUEHT abcopbeHupl adnaTokenHa My.

Knto4deBble croBa: MoJS1IoKo, acdhnaTokcuH, ELISA
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