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Sazetak

Cilj istrazivanja: Pojava aflatoksina AFM1 u mlijeku, osim §to dovodi do velikih
ekonomskih gubitaka zbog zbrinjavanja kontaminiranog mlijeka, predstavlja i veliku
opasnost za zdravlje ljudi, osobite male djece. Cilj ovoga rada bio je ispitati efikasnost
vezivanja AFM1 iz namjerno kontaminiranog mlijeka upotrebom beta-glukana iz
kvasca (0,005% i 0,01%), beta-glukana iz zobi (0,005% i 0,01%), te bakterijama
mlije¢ne kiseline BMK (zive i mrtve), u nultom, drugom, Cetvrtom i dvadesetCetvrtom
satu vezivanja.Takoder, cilj rada bio je ispitati i utjecaj vezivanja na koli€inu nutrijenata,
energetsku vrijednost, koliCinu mikronutrijenta, te vitamina A, D, E i K. Materijali i
metode: IstraZivanje je provedeno na komercijalnom kravljem mlijeku s 2,8% m.m., a
kao mikofoksatori koristene su bakterije mlijecne kiseline (BMK), te komercijalni beta-
glukan iz kvasca i iz zobi. Za identifikaciju i kvantifikaciju AFM1 koriSten je vezan
sustav tekucinske kromatografije i spektrometrije masa (LC-MS/MS). Gravimetrijske i
titrimetrijske metode koriStene su za odredivanje koli€ine nutrijenata. Mikronutrijenti
(Ca, Mg, K, Na) odredivani su vezanim sustavom induktivno spregnute plazme i
spektrometrije masa (ICP-MS), a koli€ine vitamina A,D,E i K odredivane tekuéinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC). Rezultati: Nakon provedenih
analitickih postupaka i statistiCke obrade podataka, rezultati ukazuju da odabrani
bioloSki mikofiksatori imaju dobar afinitet prema vezivanju AFM1 ve¢ u nultom satu
vezivanja, a da najveci afinitet vezivanja imaju beta-glukani iz zobi (92,4%) te BMK-
Zive (91,6%), a istovremeno imaju relativno nizak uCinak na vezivanje nutijenata,
mikronutrijenata i ispitivanih vitamina. Zaklju€ak: KoriStenjem mikofiksatora u
namjerno kontaminiranom mlijeku ne dolazi do vecdih odstupanja u koliCinama
nutrijenta i mikronutrijenata u odnosu na njihove vrijednosti prije pocetka tretmana,
osim kod vitamina A kada se kao mikofiksator koristi beta-glukan iz zobi (0,005% i
0,01%), beta-glukan iz kvasca (0,01%), te BMK Zive, te beta-glukan iz kvasca
(0,005%) i BMK mrtve kod vezivanja vitamina E. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju
na Cinjenicu da se svi organski mikofiksatori mogu preporuditi za uklanjanje AFML1 iz
mlijeka, buduci da su sva odstupanja u granicama prihvaljivosti, te se mlijeko moze

smatrati i dalje zdravstveno ispravhom namirnicom za prehranu ljudi i/ili Zivotinja.

Kljuéne rije€i: Aflatoksin M1; Mikronutrijenti; Mikofiksatori; Mlijeko; Nutijenti.
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SUMMARY

Objectives: The occurrence of aflatoxin AFM1 in milk, in addition to leading to large
economic losses due to the disposal of contaminated milk, also poses a great danger
to human health, especially young children. The aim of this work was to examine the
effectiveness of binding AFM1 from intentionally contaminated milk using beta glucan
from yeast (0.005% and 0.01%), beta glucan from oats (0.005% and 0.01%), and lactic
acid bacteria BMK (alive and dead), in the zero, second, fourth and twenty-fourth hour
of binding. Also, the aim of the work was to examine the impact of binding on the
amount of nutrients, energy value, the amount of micronutrients, and vitamins A, D, E
and K. Materials and methods: The study was conducted on commercial cow's milk
with 2.8% m.m., and lactic acid bacteria (LAB), and commercial beta-glucan from
yeast and oats were used as mycofoxators. A coupled liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS/MS) system was used for identification and quantification of
AFM1. Gravimetric and titrimetric methods were used for determination of nutrient
amounts. Micronutrients (Ca, Mg, K, Na) were determined by coupled inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), and the amounts of vitamins A, D, E
and K were determined by high-performance liquid chromatography (HPLC). Results:
After the analytical procedures and statistical data processing, the results indicate that
the selected biological mycofixants have a good affinity for AFM1 binding already at
the zero hour of binding, and that beta glucans from oats (92.4%) and LAB-live (91.6%)
have the highest binding affinity, and at the same time they have a relatively low effect
on the binding of nutrients, micronutrients and tested vitamins.Conclusion: The use
of mycofixers in intentionally contaminated milk does not result in major deviations in
the amounts of nutrients and micronutrients compared to their values before the start
of treatment, except for vitamin A when beta glucan from oats (0.005% and 0.01%),
beta glucan from yeast (0.01%), and live LAB are used as mycofixers, and beta glucan
from yeast (0.005%) and dead LAB when binding vitamin E. The results of this study
indicate that all organic mycofixers can be recommended for removing AFM1 from
milk, since all deviations are within the limits of acceptability, and milk can still be
considered a healthy food for human and/or animal consumption.Keywords: Aflatoxin

M1; Mycotoxin binders; Micronutrients; Milk; Nutrients.
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1 UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1 SIGURNOST | KVALITETA HRANE

Osigurati dovoljno sigurne i kvalitetne hrane i prehrambenih proizvoda svim svojim
stanovnicima, jedan je od najvaznijih ciljeva politike sigurnosti hrane u Europskoj uniji
(EVU), a sve kako bi se zastitilo zdravlje ljudi i interesi potroSaca, te omogucilo uspjesno
djelovanje jedinstvenog trZiSta koje je nastalo ukidanjem granica izmedu zemalja
¢lanica (EU) [1].

U tu svrhu Europska unija uvodi jedinstveni pristup sigurnosti hrane ,od polja do stola”
cime se Zeli osigurati visoka razina sigurnosti svih prehrambenih proizvoda na trziStu
EU-a u svim fazama proizvodnje i distribucije, bilo da su proizvedeni u EU-u ili su
uvezeni iz zemalja koje nisu drzave Clanice EU-a. Velika pozornost pridaje se i
znanstvenim istraZivanjima, te doprinosu znanstvenika u podrucju sigurnosti hrane, a
ukazuju se i na probleme vezane za financiranje znanstvenih istrazivanja unutar
zemalja Clanica s obzirom na to da sve zemlje nemaju jednake mogucnosti u

provodeniju istrazivanja zbog financijskih ograni¢enosti [2].

Politika sigurnosti hrane EU uredena je ¢lankom 168. (javno zdravlje) i clankom 169.
(zastita potroSaca) Ugovora o funkcioniranju Europske unije [3], a ima za cilj zastititi
potrosace, istovremeno jamc&eci nesmetan rad jedinstvenog trzista. Strategija ,od polja
do stola” dio je europskog zelenog plana koji ima za cilj osigurati Europsku uniju
klimatski neutralnom do 2050. godine [4]. Ta je strategija okvir koji postavlja politicke
cilieve i inicijative osmisljene kako bi prehrambeni sustav Europske unije postao
proizvodnju, higijenske uvjete u preradi hrane, pakiranje i oznaavanje kao i sluzbene
kontrole hrane te uskladenosti hrane s propisima koji garantiraju njezinu sigurnost [5].
Sigurnost hrane u EU regulirana je zakonskim propisima kojih se trebaju pridrzavati
sve Clanice kako bi se osiguralo slobodno kretanje hrane i hrane za zivotinje unutar
zajednice. Osnovni zakonski propis koji regulira navedeno podrucje usvojen je od
strane EU parlamenta i Vije¢a 2022. godine kojim se utvrduju opca nacela i zahtjevi

zakona o hrani i hrani za Zivotinje i predstavlja okvir za razvoj zakonodavstva o hrani i
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hrani za Zivotinje kako na razini cijele EU tako i na nacionalnoj razini. Njime je i
uspostavljena Europska agencija za sigurnost hrane koja kao neovisno tijelo daje
znanstvena misljenja i znanstvene savjete EU parlamentu i Vije€u, te Sustav brzog
uzbunjivanja za hranu i hranu za zivotinje (Rapid alert system for food and feed -
RASFF) [6]. Unutar navedenog propisa, vaznu kariku u sigurnosti hrane predstavlja
pracenje njezine sljedivosti kroz €itav prehrambeni lanac, a osobito ako se utvrdi da su
hrana ili hrana za Zivotinje neispravni, odnosno Stetni za konzumiranje. Pracenje
sljedivosti potroSadima pruza toCne informacije odredenim proizvodima, olakSava
povlaCenje neispravne hrane s trzista, te daje podatke o kretanju proizvoda i sirovina
iz kojeg je sastavljen od zemlje proizvodaca do one koja proizvod stavlja na trziSte. Na
trziste se mogu stavit samo zdravstveno ispravni proizvodi, odnosno oni Kkoji
udovoljavaju kriterijima za mikrobioloSke i kemijske kontaminante a koji su regulirani

posebnim propisima [7,8].

Kemijski kontaminanti hrane Cine veliku skupinu spojeva koji mogu kontaminirati hranu
u bilo kojem djelu njezinog puta od polja do stola. Medu navedene spojeve ubrajaju se
i mikotoksini kao produkti toksikogenih plijesni koje se mogu razviti na odredenim

vrstama hrane i hrane za zZivotinje, te luCiti mikotoksine Stetne za njihovo zdravlje [9].

Kvaliteta hrane je pojam koji se odnosi na razliita podrucja i zahtjeve kojima proizvodi
moraju udovoljiti kako bi bili u skladu s proizvodackim specifikacijama i oCekivanjima
potroSaca. Kako bi zastitila kvalitetu hrane, EU putem mjera za poboljSanje higijenskih
uvjeta u proizvodniji hrane, strogih pravila (ozna¢avanja hrane, propisa o zdravlju i
dobrobiti Zivotinja, kontroli rezidua pesticida, aditiva, informiranja potro$aca o hranjivim
vrijednostima), osigurava da sustav kontrole kvalitete harane bude na visokom stupnju
[10 -13].



1.2 MIKOTOKSINI KAO KONTAMINANTI HRANE | HRANE ZA ZIVOTINJE

Dosadasnja istraZivanja nedvojbeno ukazuju na Cinjenicu da je pojava plijesni u hrani
i u sirovinama namijenjenim za proizvodnju hrane, utvrdena vec¢ tijjekom njezine
proizvodnje, ali i tijekom skladiStenja, osobito ako uzorci hrane i njezini sastojci nisu
tretirani sredstvima protiv plijesni [14]. Rast plijesni u proizvodnji hrane moze se suzbiti
primjenom dobre proizvodacke i higijenske prakse, ali i koriStenjem povoljnih
matematickih modela, ovisno o vrstama i koli€ini plijesni u proizvodu te mogu posluziti

u procesima upravljanja rizicima [15].

Mikotoksini predstavljaju toksi¢ne tvari koje u€estalo kontaminiraju hranu i hranu za
Zivotinje, uzrokujuci Stetne ucinke na zdravlje ljudi i Zivotinja te znaCajne ekonomske
gubitke diljem svijeta [16,17].

Zitarice i njihovi proizvodi koji se koriste u prehrani ljudi i Zivotinja predstavljaju
najpovoljniji supstrat za razvoj plijesni i produkciju mikotoksina. FAO (The Food and
Agriculture Organization) smatra se da je oko 25% svjetske proizvodnje Zitarica
kontaminirano mikotoksinima koji mogu ozbiljno utjecati na zdravlje ljudi i Zivotinja
[18]. Kontaminacija usjeva mikotoksinima pojavljuje se joS u polju za vrijeme rasta,
tijekom berbe i transporta te skladistenja [19]. Osim u zitaricama i njihovim
proizvodima, mikotoksini se mogu naci i u mlijeku, mesu te jajima, a u organizam ulaze
najce$ce putem hrane. Zbog kontaminacije hrane mikotoksinima dolazi do znatnih
ekonomskih gubitaka u proizvodniji Zitarica, ali i u stoCarskoj proizvodnji, odnosno
proizvodnji mesa i mesnih proizvoda [20-23]. Mikotoksini su prirodni spojevi niske
molekularne mase, koje produciraju razliCite vrste toksikogenih plijesni kao Sto su
Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Alternaria i Claviceps. Smatraju se kontaminantima
hrane s vrlo toksi¢nim ucincima na zdravlje ljudi i Zivotinja [24]. Do njihove biosinteze
dolazi ako su stvoreni adekvatni uvjeti neophodni za njihov razvoj kao $to su relativha
vlaznost, temperatura i sadrzaj kisika, te fizicka oStecenja supstrata i prisutnost
toksikogenih plijesni [25-28]. Mikotoksini su stabilni spojevi stoga su vrlo ¢esto prisutni
i u gotovim prehrambenim proizvodima koji su prosli tehnolosku obradu, a njihova
opasnost oCituje se u njihovoj visokoj toksi¢nosti u vrlo malim koliCinama bez

senzorskih promjena proizvoda koji je namijenjen konzumaciji [29].



Podaci govore da je identificirano viSe stotina razli€itih mikotoksina koji produciraju vise
od 100 vrsta plijesni, a oni koji su s obzirom na opasnost za zdravlje ljudi i Zivotinje
identificirani kao najtoksi¢niji su aflatoksini, okratoksin A, patulin, fumonizini,
zearalenon i deoksinivalenol. Vlaga i temperatura dva su faktora koji imaju klju¢nu

ulogu u razvoju plijesni i sintezu toksina [30].

Mikotoksini se medusobno razlikuju se po svojoj strukturi, mehanizmu djelovanja i
toksiCnosti, ovisno o pljesni koja ih producira. Do njihove biosinteze dolazi ako su
stvoreni odredeni uvjeti kao Sto su relativha vlaznost, temperatura i sadrzaj kisika,

fiziCka oStecenja supstrata te prisutnost toksikogenih plijesni [25-28].

Aflatoksini su toksi¢ni, teratogeni i kancerogeni produkti plijesni Aspergillus flavus i A.
parasiticus, a njihova maksimalna produkcija odvija se pri temperaturi od 28 °C do 35
°C i pH vrijednosti od 3,5 do 8 [31,32]. Stetni uginci mikotoksina podeli su se proudavati
60-ih godina 20. stolje¢a kada je na farmama u Engleskoj doslo do pomora oko
100.000 purana zbog akutne nekroze jetre i hiperplazije Zu¢nih kanala, a bolest je
nazvana ,X bolest purana“ [33]. Aflatoksini su derivati difurokumarina, a produciraju ih
plijesni iz roda Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus. OkoliSni uvjeti koji pogoduju
rastu aflatoksina su duga susna razdoblja i visoka temperatura te pojavnost oborina
za vrijeme berbe ili neposredno prije, Sto se smatra glavnim razlogom pojavnosti
trovanja velikin razmjera izazvanih aflatoksinima za koje je karakteristicno da se
pojavljuju u tropskim podrucjima [34]. Istrazivanja ukazuju da je do sada otkriveno viSe
od 14 razli¢itih vrsta prirodno proizvedenih aflatoksina, a najznacajniji aflatoksini su:
aflatoksin B1 i B2 (AFB1 i AFB2 ), aflatoksin G1 i G2 (AFG1 i AFG2 ), aflatoksin M1
(AFM1) i aflatoksin M2 (AFM2) (Slika 1) [35]. Oni u razli¢itim organizmima pokazuju
toksicna svojstva kao Sto su teratogenost, mutagenost, kancerogenost i
imunosupresivnost. Naj¢es8¢i put unosa gotovo svih aflatoksina je putem hrane,
odnosno probavnog sustava, ali je utvrdeno da AFB1 koji se ujedno smatra i
najtoksicnijim aflatoksinom, u organizam moze uéi i putem koze te diSnim sustavom,
odnosno inhalacijom praSine kontaminirane s aflatoksinima osobito radnika u
poljoprivredno-prehrambenom sektoru [36]. Sve druge vrste aflatoksina nekoliko su
puta manje toksi¢ne u odnosu na AFB1. lako je AFB1 je toksi¢niji od AFG1, ako dode
do metabolicke aktivacije AFG1 putem stvaranja epoksida, toksi¢nost ovih dvaju

mikotoksina postaje priblizno jednaka [37-39]. Prema Lee i suradnicima, razina



toksi¢nosti najznacajnijin aflatoksina prikazana je kao AFB1 >AFG1 >AFB2 >AFG2
[40]. AFM1 predstavlja hidroksilirani metabolicki produkt AFB1 koji nastaje tijekom
oksidacijskih procesa u organizmu nakon ingestije kontaminirane hrane, a AFM2 je
hidroksilirani metaboli¢ki produkt AFB2 koji nastaje tijekom oksidacijskih procesa u
mlijeku sisavaca koji su hranidbom primali kontaminiranu hranu [41]. AFB1 nakon §to
je hranom unesen u probavni trakt sisavaca najceS¢e se metabolizira u jetri uz
djelovanje CYP3A4 i CYP1A2, te njegovom hidroksilacijom nastaje AFM1, osnovne
molekule i metaboliti mogu se naci u krvi, urinu, u majcinom i kravljem mlijeku te

ostalim mlije¢nim proizvodima [32,42-43].

Slika 1. Kemijska struktura aflatoksina
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Izvor: Bilandzi¢ N. Varenina I. Bozi¢ D. Sedak M. Poki¢ M. Solomun Kolanovié¢ B. i Cvetni¢ Z.,Aflatoksin M1 u

mlijeku i mlije¢nim proizvodima, Veterinarska stanica, Zagreb, 2013.[35]

lako su istrazivanja pokazala kako su glavni izvor mikotoksina u ljudskoj prehrani,
Zitarice i proizvodi na bazi Zitarica (direktan unos), postoji zabrinutost zbog moguceg
ulaska mikotoksina u prehrambeni lanac ¢ovjeka i kroz meso, jaja, mlijeko i mlijeCne
proizvode Sto predstavlja indirektan unos kod ljudi i Zivotinja, osobito ako su Zivotinje
bile hranjene krmom kontaminiranom plijesnima, koje sintetiziraju mikotoksine ili

samim mikotoksinima. Takav neizravan put unosa mikotoksina kroz kontaminiranu



hranu Zivotinjskog podrijetla u prehrambeni lanac Covjeka predstavlja ,carry over”
efekt (Slika 2) [44-49].

Slika 2. Prikaz unosa mikotoksina u prehrambeni lanac Covjeka putem ,carry over®
efekta
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Izvor: Raghda A E S, Jeburb A B, Kangc W i sur.; An overview on the major mycotoxins in food

products:characteristics, toxicity, and analysis; Journal of Future Foods [49]

Zbog sve vece osvijestenosti ljudi i brige za javno zdravstvo, kontaminiranost hrane za
ljudsku potrosSnju, a jednako tako i stoCne hrane, mikotoksini su postali vazna
drustvena tema, buduci da njihovo prisustvo u hrani za ljude i/ili Zivotinje €ini ugrozu

za javno zdravlje.

1.2.1 Utjecaj klimatskih promjena na nastanak mikotoksina

Posljednjih desetlje¢a znanstvenici koji se bave klimatskim promjenama ukazuju na
globalno zatopljenje, dok znanstvenici koji se bave agrarom i kontrolom hrane upucuju
na problem koji nastaje u proizvodnji hrane i poljoprivredi upravo zbog navedenih
klimatskih promjena. Klimatske promjene mogu u buduénosti izmijeniti otpornost
Zitarica - domacina i samu interakciju s patogenima te tako imati znaCajan utjecaj na
razvoj toksikogenih plijesni te tako povecati produkciju mikotoksina [50]. Klimatske

promjene (osobito temperatura, vlaznost zraka i oborine) mogu utjecati na razvoj i rast
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toksikogenih gljiva na usjevima te proizvodnju mikotoksina i to u gotovo svim dijelovima
svijeta, ako su zadovoljeni uvjeti za njihov razvoj. Scenarij s povec¢anjem temperature
za 2°C predvida znaCajno vecu kontaminaciju kukuruza AFB1 u usporedbi s
trenutaCnim stanjem, ali bez velikih promjena u geografskom rasponu zbog specifi¢nih
geografskih i klimatskih uvjeta. Najrizinija podruc¢ja s poveéanim koncentracijama
aflatoksina obuhvacaju istoCnu Europu, Balkanski poluotok i mediteranske regije, Sto
je oCekivano s obzirom na potrebne uvjete za rast plijesni. S druge strane, zemlje
sjeverne Europe trenutacno su manje izlozene kontaminaciji aflatoksinima, ali bi se
mogle suociti s promjenama u klimatskim uvjetima u buduénosti [51]. Promjena klime
ima direktan utjecaj na rast, distribuciju i proizvodnju mikotoksina poput aflatoksina,
fumonizina i okratoksina. Prognoze pokazuju da ¢ée se podrucja s potencijalnom
kontaminacijom proSiriti na nove geografske Sirine zbog povecanja temperatura, $to
dodatno naglasava vaznost predvidanja i upravljanja tim rizicima. Klimatske promjene
ne samo da utjeCu na uzgoj biljaka, ve¢ i na uvjete skladistenja, transporta i prerade,
Sto moZe dodatno povecati izloZzenost mikotoksinima. Ova kompleksna interakcija
izmedu klime, okolisa i poljoprivrede zahtijeva sveobuhvatan pristup regulaciji, nadzoru
i prevenciji kako bi se osigurala sigurnost hrane i zastita zdravlja ljudi i Zivotinja.
Kontaminacija sto¢ne hrane jedan je od najozbiljnijih globalnih problema. Gubici koje

svjetska gospodarstva prijavljuju dosezu i do nekoliko milijardi USD [52].

1.2.1 Aflatoksini

Aflatoksini su produkti plijesni Aspergillus flavus izuzetno su toksi¢ni, ubrajaju se medu
najjace prirodne kancerogene, mozemo ih pronaci u velikom broju namirnica. Jedna
od namirnica je i mlijeko gdje njegovo prisustvo u vrlo malim koncentracijama Cini

veliku opasnost za ljudsko zdravlje.

1.2.1.1 Aflatoksin M1

Aflatoksin M1 je 4-hidroksilirani metabolit aflatoksina B1, molekulske mase od 328
g/mol, molekulske formule Ci7H1207 (Slika 3) [53], koji se putem mlije¢nih Zlijezda

izlu€uje u mlijeko. Aflatoksin M1 je manje toksi¢an u odnosu na AFB1 te je prema



Medunarodnoj agenciji za istrazivanje raka (IARC), klasificiran u grupu 2B kao moguci
humani karcinogen [35]. Prezivaci hranjeni stocnom hranom kontaminiranom AFB1 u
svojem predzelucu djelomi¢no razgrade AFB1, dok preostali nerazgradeni dio ulazi
kroz krvozilni sustav u jetru te se tamo metabolizira u monosaharidne derivate
aflatoksin M1 [53].

Mlijeko, a posebno ono kravlje je nutritivho bogata namirnica, predstavlja vazan izvor
nutrijenata i mikronutrijenata koja je u prehrani sisavaca prisutna ve¢ nekoliko tisu¢a
godina, buduéi da je jeftina i lako dostupna namirnica [54]. Upravo iz tih razloga
moguca prisutnost aflatoksina u mlijeku moZe prouzrocCiti veliki rizik za akutne i
kroni¢ne ucinke na zdravlje ljudi kao i moguci javnozdravstveni problem, buduci da je
mlijeko hrana koju konzumiraju sve dobne skupine posebno djeca i osobe starije
zivotne dobi. Koliku opasnost predstavljaju aflatoksini govori €injenica da se AFM1
osim u mlijeku Zivotinjskog podrijetla moze naci i u maj¢inom mlijeku [55]. Prisutnost
AFML1 predstavlja posebno veliki rizik od njegovog Stetnog utjecaja na dojen¢ad bududi
da dojen€ad ima malu tjelesnu masu i nisku sposobnost detoksikacije [56]. Istrazivanja
su ukazala da djeca koja su bila izlozena AFM1 u kasnijoj Zivotnoj dobi podlozniji su
raznim infektivnim oboljenjima. O ozbiljnosti ovog problema govori €injenica da su u
svijetu napravljene mnoge studije na temu kontaminacija majinog mlijeka

aflatoksinima [57].

Slika 3. Aflatoksin M1 (AFM1) u 2D (A) i 3D (B) prikazu

Izvor; Varga I, Solomun Kolanovi¢ B, Varenina I, Bozi¢ Luburi¢ B, Bilanzi¢ N; kontaminacija mlijeénih proizvoda

aflatoksinom M1;Veterinarska stanica, Zagreb, 2020. [53]



Zbog afiniteta prema bjelanevinama iz mlijeka AF M1 mozZze biti prisutan i u ostalim
mlijeCnim proizvodima kao $to su jogurt, sir i drugim mlijeCnim proizvodima, a njegova
koncentracija ovisi o proizvodnom procesu pripreme mlijeénih proizvoda, udjelu vode
i vrsti konacnog proizvoda. Buduci da AFM1 relativho stabilna molekula, te se ne moze
inaktivirati toplinskim tretmanima poput pasterizacije [58]. Medutim postoje neka
istrazivanja koja upucuju da je tijekom sterilizacije mlijeka i teku¢ih mlijecnih proizvoda
doslo do smanjivanja koncentracije AFM1 za oko 32% pri rasponu temperature od 135-
150°C. Jednako tako istrazivanja ukazuju i na Cinjenicu da se koliine povecavaju
stajanjem proizvoda u skladisnim prostorima, a povecéanje ovisi o vrsti proizvoda i roku
trajanja [59]. Upravo zbog Cinjenice da je nemogucée u potpunosti ukloniti AFM1, te da
se metode koje su primjenjivane za uklanjanje AFB1 iz sto¢ne hrane nisu pokazale
ucinkovite, institucije koje su uklju¢ene u donoSenje zakonskih propisa donijele su
odredbe o najviSe dopustenim kolicinama AFM1 za sirovo mlijeko, toplinski obradeno
mlijeko i mlijeko za proizvodnju mlijeénih proizvoda koje propisuje Uredba o utvrdivanju
najvecih dopustenih kolic¢ina odredenih kontaminanata u hrani. Ako je sadrzaj AFM1 u
mlijeku vece od 0,05 ug/kg, mlijeko se smatra zdravstveno neispravnim, te se ne moze

koristi u prehrani ljudi [8].

1.3 MIKOFIKSATORI

Buduci da postoji opasnost i velika zabrinutost zbog ulaska mikotoksina u prehrambeni
lanac Covjeka, veliki broj istrazivanja je usmjeren upravo na otkrivanje mikofiksatora
koji ¢e ucCinkovito uklanjati mikotoksine iz hrane. Do sada su se uglavnom Koristili
anorganski oblici mikofiksatora na bazi aluminosilikata, aktivhog uglijena i gline, a
najcesce su se upotrebljavali za dekontaminaciju sto¢ne hrane. UCinkovitost vezivanja

mikofiksatora i mikotoksina ovisi 0 kemijskoj strukturi mikotoksina i adsorbensa [60,61].

Istrazivanja ucinkovitosti anorganskih mikofiksatora koja su se provodila na razli¢itim
vrstama kontaminirane hrane namijenjenoj za prehranu morskih racdi¢a te na
kontaminiranom kukuruznom brasnu namijenjenom za prehranu svinja, potvrdila su da
njihovo koristenje ima ucinkovito djelovanje na vezivanja mikotoksina [62-64]. Problem
u koridtenju anorganskih mikofiksatora koji se primjenjuju na hrani za Zivotinje, njihov

je negativan utjecaj na parametre kvalitete hrane. Dokazano je da upravo njihova
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primjena utjeCe na smanjenje vitamina i minerala u tretiranoj hrani, pa je zivotinjama
koje konzumiraju takvu hranu potrebno u prehranu dodavati vitamine i minerale u
obliku dodataka prehrani Sto iziskuje dodatni financijski izdatak uzgajivaCima Zivotinja
[65]. Nisu svi anorganski mikofiksatori uvijek pogodni za vezivanje mikotoksina s
obzirom na to da na sebe mogu vezati hranjive tvari, lijekove i druge spojeve iz
probavnog trakta zivotinje, Sto moze negativnho utjecati na njihovo zdravlje. Neki
mikofiksatori imaju sposobnost transformiranja mikotoksina u modificirane oblike, te

tako mogu zadrzati odredenu razinu toksi¢nosti i biti bioloSki aktivni [66-68].

Zbog utvrdenih navedenih nedostataka anorganskih mikofiksatora, istraZivanja su
usmjerena prema pronalasku optimalnih mikofiksatora organskog podrijetla. Rezultati
istraZivanja ukazuju da su dobri organski mikofiksatori bakterije mlije¢ne kiseline
(BMK) koje imaju dobar afinitet vezivanja AFM1 [69]. Jednako tako, pokazalo se da i
R-glukani imaju dobar afinitet prema mikotoksinima te se mogu Koristiti u
dekontaminaciji hrane [70,71].

Navedeno potvrduje istrazivanje koje je provedeno s kvascem Trichosporon
mycotoxinivorans kao mikofiksator gdje je dokazano njegovo dobro svojstvo vezivanja
s mikotoksinima u hrani namijenjenoj uzgoju pilica [72,73]. Slicna istrazivanja
provedena su i na drugim vrstama hrane za Zivotinje gdje su koriStene komercijalno
dostupni mikofiksatori na bazi R—glukana iz kvasca, u svrhu uklanjanja mikotoksina
kao Sto su AFB1, te zearalenon i okratoksin A [74-76]. KoriStenje mikroorganizama
kao alat za vezivanje nudi se kao alternativa za kontrolu i eliminaciju aflatoksina iz
hrane i hrane za Zivotinje. Poznato je da mannan iz staniCne stijenke kvasca ima
znacajnu ulogu u vezivanju aflatoksina, a jednako tako stanice kvasca na sebe mogu
vezati i druge molekule kao Sto su metalni ioni, preko sloZenih veznih struktura na

povrsini stijenke, vezna mjesta se identificiraju kao polisaharidi stani¢ne stijenka [77].

Studije ,in vitro“ su pokazale da stani¢na stijenka kvasca Saccharomyces cerevisiae
moze vezati Siroki spektar toksina, te se smatra najuc€inkovitijim modelnim organizmom
za njihovo vezivanje [78,79]. IstraZivanja su pokazala da se [3-D-glukani nalaze u
obliku nasumi€ne zavojnice ili u obliku uredene strukture o ¢emu ovise i dostupna
mjesta vezivanja, a kako se mijenja prostorna organizacija -D-glukana, tako dolazi

do jace ili slabije adsorpcije molekula toksi¢nih tvari. U vezivanje metala s kvascima

10



ukljuCene su karboksilne, amino, hidroksilne i amidne skupine bjelanCevina i

ugljikohidrata koji se nalaze u stani¢noj stijenki beta-glukana [80-82].

1.3.1 Beta-glukan (B-glukan)

Beta-glukan je polisaharid sastavljen od molekula D-glukoze koje su lan€ano
povezane s beta (1—3), (1—4) i/ili (1—6) vezama, bilo u razgranatom ili nerazgranatog
oblika. Kada se ugradi u hranu, ima sposobnost mijenjanja njezinih funkcionalnih
svojstava kao Sto su viskoznost, rahlost, tekstura i senzorska svojstva. Zbog razlicitih
vrsta glikozidnih veza prisutnih u strukturi beta-glukana, razlikujemo dva izomera, onog
koji izgraduje stijenke plijesni i kvasaca, a izgraden je od molekula beta-D-
glukopiranozid povezanih beta-1,3- i beta-1,6-glikozidnim vezama dajuci razgranatu
strukturu [83], dok je drugi prisutan u nepreradenim proizvodima od Zitarica i to u obliku
nerazgranatih lanaca koji se sastoje od monomera beta-D-glukopiranozid povezanih
beta-1,3- i beta-1,4-glikozidnim vezama [84]. Funkcionalna svojstva beta-glukana
izravno su povezana s njihovim podrijetlom /izvorom, molekularnom tezinom i
strukturnim znacajkama [85]. Buduéi da beta-glukan pripada jednoj od frakcija
prehrambenih vlakana, pripisuju mu se i zdravstvene dobrobiti, te blagotvornim
ucincima kod odredenih gastrointestinalnih bolesti i podrzavanje imunoloskog sustava
[86], a ovisno o porijeklu 1,3-beta-D-glukana razlikuju se i njihova specificna svojstva
kao Sto su topivost, stupanj grananja, molekulska masa i oblik molekule, o kojima ovise
i bioloSka aktivnost beta-glukana [87]. Posljednje studije o primjeni i utjecaju beta-
glukana na zdravlje ljudi govore da se beta-glukani nalazi u svakodnevnoj ljudskoj
prehrani i vazan su ¢imbenik u prevenciji pojedinih kroni¢nih nezaraznih bolesti. Beta-
glukan kao prirodni polisaharid nalazi se i u stijenkama biljaka, kao $to su zob, pSenica
i je€am, a mozemo ga naci i u stijenkama stanica gljivica, pekarskom kvascu
Saccharomyces cerevisiae te nekim mikroorganizmima. Sadrzaj beta-glukana varira
ovisno o vrsti Zitarica tako ga u pSenici moZemo naci u koli€ini od oko 1%, kod zobi u
rasponu od 3% do 7% koji se primarno nalazi u stani¢noj stijenki endosperma, mekinje
ga sadrze u prosjeku oko 10,4%, dok ga u je€mu nalazimo u koli€ini od 5% do 11%.
beta-glukan ima veliku primjenu u medicini, farmaciji, prehrambenoj industriji,
kozmetici i kemijskoj industriji, a primjenjiv je i u podrucju veterine, te u sto¢noj hrani
[86-88].
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Zbog niske topljivosti, kroz promjene u molekularnoj tezini i strukturnoj konformaciji,
molekula beta-glukana moZe se modificirati tako da se poboljSaju njegova bio
funkcionalna svojstva. Kombinacija metoda modifikacije kao Sto su fizikalno-kemijski,
kemijsko-enzimski, mehano-fizikalni ili mehano-kemijski procesi mogu znacajno
utjecati na bio funkcionalne karakteristike beta-glukana te promijeniti njegova
funkcionalna svojstva. Veliki je broj studija koje prou€avaju utjecaj modifikacije beta-
glukana na njegove bio funkcionalne karakteristike, ali joS uvijek nedostaje
razumijevanje nacina na koji metode modifikacije utje€u na ponasanje beta-glukana
[89].

U novije vrijeme, istrazivanja beta-glukana usmjerena su na sposobnost njihovog
vezivanja s kontaminantima u hrani, posebice vezivanje s mikotoksinima, medu kojima
se po svojim toksikoloskim svojstvima izdvajaju aflatoksini. Razine aflatoksina u
poljoprivredi se kontroliraju raznim strategijama koje ukljucuju i primjenu fungicida i
herbicida, no njihova uporaba nema znacCajan ucCinak na smanjenje koli€ina
aflatoksina. Takvi postupci ¢esto imaju negativan u€inak na okolis, te Stete koje takvim
postupcima nastaju, kao i mogucdi zdravstveni problemi, nisu niSta manji od Stete koja
nastaje s pojavom samih aflatoksinima [90]. Neke od prvih studija pokazale su da 1-3-
beta-D-glukan, posebno s bo¢nim lancima 1-6-beta-D-glukana, moze regulirati
prisutnost aflatoksina. Istrazivanja su otkrila da beta-glukani mogu apsorbirati do 50%
zearalenona Sto se pripisuje vodikovim vezama izmedu hidroksilne, laktonske i
ketonske skupine zearalenona i van der Waalsove interakcije izmedu fenilnih i beta-D
glukopiranoznih dijelova. Primjenom molekularnih metoda otkriveno je da hidroksilne,
laktonske i ketonske skupine sudjeluju u stvaranju vodikovih veza i van der Wallsove

interakcije izmedu glukana i AFB1 [91].
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1.3.2 Bakterije mlije€ne kiseline (BMK)

Poznato je da su bakterije mlijeCne kiseline (BMK) Siroko rasprostranjeni
mikroorganizmi koji se mogu naci u raznim dijelovima eko sustava koji su bogati
ugljikohidratima, kao Sto su biljke, fermentirana hrana i povrSine sluznice ljudi, te
kopnenih i morskih Zivotinja. Radio se o mikroorganizmima koji su dio normalne

fizioloSke flore koja se nalazi u probavnom traktu ljudi i Zivotinja [92].

Bakterije mlijeCne kiseline najcesc¢e se povezuju s prehrambenom industrijom gdje se
koriste za fermentaciju mlijeCnih proizvoda, mesa i povréa, te u proizvodnji vina, u

proizvodnji sto¢ne hrane, a isti€u se i sa svojim antimikrobnim djelovanjem [93,94].

Zahvaljujuci sposobnosti odredenih sojeva BMK da vezu i neutraliziraju mikotoksine,
koriste se i kao potencijalna nova bioloSka metoda za smanjenje toksiCnosti
mikotoksina ili sprjeCavanje njihove apsorpcije u ljudski organizam. Provode se
istraZivanja koja ukazuju da BMK imaju sposobnost vezivanja AFM1 iz mlijeka i
mlije¢nih proizvoda Cime se umanjuje koliCina toksicnog mikotoksina iz hrane ali i iz
hrane za zivotinje, ¢ime se smanjuju gospodarske Stete koje bi nastala zbog bacanja

kontaminirane hrane, te se osigurava sigurnost hrane za njezinu konzumaciju [95,96].

Osim toga, mogu proizvesti antimikrobne tvari uklju€ujuéi bakteriocine koji imaju
sposobnost inhibiranja patogenih bakterija i bakterija koje kvare hranu, osim toga,
vazan su izvor i drugih inhibicijskih tvari, antimikrobnih spojeva diacetila i vodikovog
peroksida, te ugljikovog monoksida [93,97].

Bakterije mlijeCne kiseline imaju Siroku primjenu kao starter kulture u industrijskoj
proizvodnji razliCitih fermentiranih prehrambenih proizvoda zbog svog GRAS statusa
(Generally Recognized As Safe) prema FDA (AmeriCka Agencija za hranu i lijekove),
odnosno QPS statusa (Qualified Presumption of Safety) prema zakonodavstvu
Europske unije [93, 98]
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1.4 MLIJEKO I NJEGOVA NUTRITIVNA SVOJSTVA

Mlijeko i mlijecni proizvodi pripadaju u najvaznije namirnice u ljudskoj prehrani Cija se
potroSnja sve viSe povecCava od kada je poznato da je mlijeko bogato odredenim
hranjivim sastojcima [99]. Na kemijski sastav mlijeka utjecu razli€iti Cimbenici, kao §to
su starost zivotinje, laktacija, reprodukcija, doba godine, kvaliteta prehrane,
temperatura, zdravstveno stanje i starost zivotinje, a najvecu potroSnju ima kravlje
mlijeko [100]. Prema definiciji, mlijeko je proizvod mlije¢nih Zlijezda sisavaca, koje je
dobiveno jednom ili viSe muznji, kojem niSta nije dodano niti oduzeto. Slozenog je
kemijskog sastava, prirodno bogato pojedinim nutrijentima i mikronutrijentima kao Sto
su bjelanCevine, masti, ugljikohidrati, te kalcij, magnezij, fosfor i vitamini [101]. Pojedini
mikronutrijent kao §to su Ca, Mg, Na, K, P i Cl, te Fe, Cu, Zn i Se neophodni su za
odvijanje odredenih funkcija u organizmu. Vazno je za istaknuti da su razli€ito
rasporedeni u mlijeku, tako da se ioni K, Na i Cl nalaze u vodenoj fazi, dok su Ca, P i
Mg djelomi¢no vezani za micele kazeina. U organizmu Covjeka, mikronutrijenti
zastupljeni su s 4% u odnosu na ukupnu tjelesnu masu i dio su svakog tkiva, tjelesne
tekucine, stanice i organa [102]. Kataliziraju veliki broj bioloskih reakcija u tijelu, medu
kojima se istiCu kontrakcija miSica, prijenos Ziv€anih impulsa, a veliku pomo¢ pruzaju
pri iskoristavanju hranijivih tvari iz hrane [103,104]. Dokazano je da toplinska obrada
mlijeka utjeCe na sastav minerala u mlijeku, odnosno koli¢ine minerala u sirovom
mlijeku su vece u odnosu na toplinski obradeno mlijeko. To se ne odnosi na zZeljezo jer
je za njega utvrdeno da se u vecoj koli€ini nalazi u toplinski obradenom mlijeku nego
u sirovom. Mineralni sastav mlijeka je promjenjiv jer ovisi o stadiju laktacije, na€inu
hranjenja zivotinje, genskoj predispoziciji, te okolisnim uvjetima, kemijski oblik u kojem
se mineral nalazi u mlijeku, vrlo je vazan jer o njemu ovisi apsorpcija u zelucu i bioloSko

iskoristenje [105].

Utvrdeno je da se najveca koliCina kalcija u kravljem mlijeku (99%) nalazi u frakciji
obranog mlijeka, dok je dvije tre¢ine ukupnog kalcija u obliku kalcijevog fosfata u
koloidnoj fazi (micele kazeina) ili kao ioni kalcija vezanih na fosfoserin. Ostali dio kalcija
prisutan je u topivoj fazi mlijeka. lonski kalcij prisutan je u topivoj fazi mlijeka (10% od
ukupnog kalcija), a preostali do topivog kalcija nalazi se u obliku kalcijevog citrata
[106,107].
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Fosfor se u mlijeku nalazi u organskom i anorganskom obliku. Organski oblik fosfora
vezan je za kazein (20% od ukupnog fosfora), a ostalih 80% cini anorganski fosfor, od
kojeg se 44% veze za micele kazeina kalcijevog fosfata, a ostalih 56% nalazi se u
topivom obliku kao slobodni fosfatni ion. Fosfor je element koji se povezuje s nizom
vaznih bioloskih funkcija u ljudskom organizmu i dio je mnogih bioloSkih komponenti
kao Sto su masti, bjelanCevine, ugljikohidrati, te nukleinske kiseline. Vazan je u
izgradnji kostiju i regulaciji mnogih enzima, a dio je i ATP-a (adenozin-trifosfata)
[108,109]. Utvrdeno je da se magnezij u kravljem mlijeku nalazi u obranoj frakciji (98 -
100%), od Cega 65% u topivoj fazi, dok je se ostali dio nalazi u koloidnoj fazi vezan za

micelle kazina [110].

Natrij je glavni kation prisutan u izvanstani¢nim tekuc¢inama i vazan je regulator tlaka,
acido-bazne ravnoteza i membranskog potencijala, a ujedno ima i vaznu ulogu u
aktivnom transportu tvari kroz stanicnu membranu. Koli€¢ine natrija u mlijeku su
relativno niske, stoga dnevni unos natrija putem kravljeg mlijeka je relativno mali, ali
neki mlije€ni proizvodi koji sadrze dodatne koliine soli, predstavljaju znacajan izvor
natrija u prehrani. Kalij je jedan od najvaznijih unutar staniCnih kationa, a
izvanstanicni kalij vazan je za prijenos ziv€anih impulsa, miSi¢ne kontrakcije i
odrzavanje krvnog tlaka. Utvrdeno je da unos kalija ima pozitivan ucinak na
kvalitetu ljudskih kostiju [111]. Bitno je istaknuti da sadrzaj natrija, kalija i klorida u
mlijeku imaju fizioloSki znacaj i u prehrani dojencadi, ali njihov prekomjeran unos
moze uzrokovati probleme vezane uz funkciju bubrega kod dojencadi [106]. Kalcij
je nutrijent koji je odgovoran za normalno odrZavanje sranog ritma, zgruSavanje
krvi, lu€enje hormona, kontrakciju miSi¢a i aktivaciju odredenih enzima. Mlijeko i
mlije¢ni proizvodi predstavljaju bogat izvor kalcija [112], a njegova apsorpcija u
organizmu ovisi o koli€ini vitamina D te dobi osobe [113]. Oko 20-30% kalcija
unesenog u organizam se apsorbira [114], a stopa apsorpcije ovisi 0 obliku u
kojemu Kkalcij prisutan u hrani, koli€ini, topljivosti i interakciji s drugim sastojcima
hrane. Iz svega navedenog, moze se zakljuciti da kalcij iz mlijeka ima visok stupan;
bioiskoristivosti [115]. Takoder je vazno istaknuti da omjer kalcija i fosfora u mlijeku
iznosi 1,2-1,4:1, Sto doprinosi apsorpciji kalcija u organizam a u organizmu se

apsorbira oko 20-30% unesenog kalcija [112].
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1.4.1 Nutrijenti

Nutrijenti su zapravo hranjive tvari ili sastav koje su sastavni dio svake hrane najcesc¢e
njihov udio u hrani je razliCit ovisno o vrsti hrane. Nutrijenti su vazni za rast i razvoj

organizma te su vazan izvor energije.

1.4.1.1 Bjelancevine

Bjelancevine su, uz vodu, najvaznije tvari u organizmu Covjeka. Sudjeluju u izgradniji
miSiCa, koze, kose, noktiju, te unutarnjih organa, uklju€ujuci srce i mozak. Sastoje se
od aminokiselina medusobno vezanih peptidnim vezama. Preporuceni dnevni unos
bjelancevina (Recommended Daily Allowance, RDA) za zdravu odraslu osobu s
minimalnom tjelesnom aktivhos¢u 2012. godine iznosio 0,83 g bjelanCevina po kg
tjelesne tezine dnevno, dok se 2023. godine dnevni unos se smanjio i iznosi 0,8 g/kg
tielesne tezine. Konzumaciju bjelan€evina iznad navedenih koliCina potrebno je

izbjegavati kako ne bi doslo do nezeljenih posljedica po zdravlje [116-118].

Bjelan€evine su sastavni dio raznih vrsta prehrambenih proizvoda. Moze ih se naci u
gotovo svoj hrani, osim u rafiniranim Se¢erima i mastima. Dobrim izvorom bjelancevina
smatraju se bjelanCevine Zivotinjskog podrijetla kao $to su meso, riba, jaja, mlijeko i
mlije€ni proizvodi. Hrana Zivotinjskog podrijetla, poput mesa, riba, jaja (bjelanjak),
mlijeka, jogurta i sira, najbolji je izvor bjelan€evina jer u svom sastavu sadrze sve
aminokiseline za razliku od biljnih bjelanevina. Izvor biljnih bjelanevina su
mahunarke i Zitarice, a vecCu koliinu bjelanCevina u svom sastavu sadrzi soja
[119,120].

1.4.1.2 Masti

Prema kemijskom sastavu masti su esteri glicerola i viSih masnih kiselina pa se
svrstavaju u trigliceride, nisu topive u vodi, ali se dobro otapaju u organskim otapalima.
Masti koje konzumiramo, predstavljaju izvor energije i esencijalnih masnih kiselina, te
vitamina topivih u mastima kao $to su A, D, E i vitamin K. Prirodno se nalaze u

proizvodima Zivotinjskog podrijetla kao $to su masno tkivo, meso i mlije¢ni proizvodi,
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ali ih sadrze i oraSasti plodovi, sjemenke, zitarica ali i neke vrste vo¢a kao Sto su

masline, odnosno maslinovo ulje i avokado [121-124].

Masti se mogu nadi i u procesiranoj, odnosno industrijski preradenoj hrani. Radi se o
trans-masnim kiselinama kakve nalazimo npr. u margarinu, te razli€itim biljnim uljima.
Smatraju se nepozeljnima u prehrani jer se povezuju s obolijevanjem od sréano-Zilnih
bolesti, a epidemioloSke studije ukazale su na €vrstu povezanost izmedu konzumiranja

masne hrane i karcinoma [125-127].

Razlikujemo zasi¢ene i nezasi¢ene masti, odnosno masne kiseline. Masti su spojevi
sa zasicenim masnim kiselinama (palmitinska, stearinska), te su zato pri sobnoj
temperaturi u krutom ili polukrutom stanju dok su ulja spojevi s hezasi¢enim masnim
kiselinama (oleinska, linolna, linolenska) pa su stoga pri sobnoj temperaturi u tekuéem
agregatnom stanju. Od svih hranijivih tvari, masti se najCeSce povezuju s bolestima
srca i krvnih Zila, Se¢ernom bolesti i debljinom do koje dolazi ako se Cesto konzumira
hrana bogata mastima bez obzira da li se radi o zasic¢enim i/ili nezasicenim mastima,

buduci da imaju isti doprinos koli€ini energije (1 g masti = 9 kcal) [128,129,11].

1.4.1.3 Ugljikohidrati

Ugljikohidrate, ovisno o veli€ini molekule, te koliko ¢e energije i kojom brzinom,
osloboditi u organizmu, ovisi o slozenosti molekularne strukture pojedinih
ugljikohidrata, pa se tako razlikuju jednostavni i sloZeni ugljikohidrati. Jednostavni
ugljikohidrati su razliCiti oblici Secera, kao $to su glukoza i saharoza. Radi se malim
molekulama koje organizam moze brzo razgraditi i apsorbirati te pretvoriti u energiju
zbog toga vrlo brzo dolazi do povecanja razine glukoze u krvi. Sva dodatna glukoza u
krvotoku pohranjuje se u jetri i miSicnom tkivu koja se oslobada kada organizmu treba
dodatna energija [130]. Velike koli¢ine jednostavnih ugljikohidrata koji daju slatki okus,
sadrzi voce, mlijeCni proizvodi, med te sirup od javora i agave [131]. Ugljikohidrati koji
se sastoje od dugih nizova jednostavnih ugljikohidrata nazivaju se sloZzenima. Da bi ih
organizam mogao apsorbirati, moraju se razgraditi do jednostavnih ugljikohidrata,
stoga sporije stvaraju energiju. Oni takoder povecavaju razinu Secera u krvi, sporije i
na nize razine od jednostavnih ugljikohidrata, ali na duzZe vrijeme [132]. Slozeni

ugljikohidrati uklju€uju Skrob i vlakna nalazimo ih proizvodima od pSenice (kao $to su
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kruh i tjestenina), te ostalim vrstama Zzitarica (kao Sto su raz i kukuruz), grahu i
korjenastom povrcu (kao $to su krumpir i batat) [133]. 1 g ugljikohidrata kojeg putem

hrane unosimo u organizam oslobada energiju od 4 kcal.

1.4.2 Mikronutrijenti

1.4.2.1 Kalcij (Ca)

Kalcij je jedan od najzastupljenijih mikronutrijenata u organizmu i €ini 1-2% tjelesne
teZine odraslog Covjeka, a vise od 99% ukupnog Ca pohranjen je u kostima i zubima.
Ima kljuénu ulogu u mineralizaciji kostiju, a njegov nedostatak u organizmu dovodi do
smanjenja kostane mase i osteoporoze. Vazno je naglasiti da konzumiranje hrane
bogate kalcijem u svim fazama Zivota, ima kljunu ulogu u zastiti Covjeka od
nedostatka kalcija u organizmu, a njegova adsorpcija u ljudskom organizmu uvelike

ovisi o koli€ini vitamina D i dobi osobe [134-136].

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da konzumacija mlijeka i mlije¢nih proizvoda ima
vaznu ulogu u unosu kalcija u organizam, mineralizaciji kostiju, te kod razvoja kronicnih
bolesti. Poznato je da mlijeko i mlijeéni proizvodi sadrze visoke razine vitamina D,
riboflavina, vitamina C i vitamina B12 koji su takoder neophodni za odrzavanje zdravlja
kostiju [137,138]. Preporuceni dnevni unos (Recommended Daily Allowance, RDA)
kalcija mijenja se ovisno o dobi, spolu i o raznim patoloSkim stanjima, opcéenito se
nalazi u rasponu od 1000 do 1200 mg [139]. Preporuceni dnevni unos kalcija mijenja
se ovisno od dobi. Prema Europskoj agenciji za sigurnost hrane (EFSA), djeca u dobi
od 11 do 17 godina starosti trebaju prosje¢no, tijiekom dana unijeti maksimalno 1150

mg/dan, dok se za osobe starije od 25 godina preporucuje unos od 750 mg/dan [140].
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1.4.2.2 Magnezij (Mg)

Magnezij ima veliku ulogu kao aktivator za viSe od 300 enzimskih reakcija, a posebno
onih reakcija u koje je ukljuen ATP [141,142]. Buduci da je ATP-a uklju¢en u mnoge
metaboliCke procese, magnezij sudjeluje u metabolizmu ugljikohidrata, lipida,
nukleinskih kiselina i bjelan€evina. Prema znanstvenom misljenju Europske agencije
za hranu (EFSA), preporuceni dnevni unos magnezija za odraslog muskaraca iznosi
350 mg/dan, a za Zene 300 mg/dan [143]. Nedostatak magnezija u organizmu moze
utjecati na nastanak osteoporoze, a ujedno utjeCe i na aktivnost miSi¢a [142]. Magnezij
moze interferirati s kalcijem na razini membrane ili se vezati za membranske
fosfolipide, moduliraju¢i tako propusnost membrane. Predstavlja peti mineral po
vaznosti u organizmu nakon kalija, fosfora, kalcija i natrija. Zitarice i proizvodi od
Zitarica, te mlijeko i mlijeCni proizvodi predstavljaju izvor magnezija u prehrani, i
njihovom konzumacijom moze se osigurati preporu¢eni dnevni unos magnezija, te tako
prevladati nedostatak magnezija, iako se u posljednje vrijeme na trziStu mogu pronacdi

mlijeko i mlijeéni proizvodi obogaéeni dodanim magnezijem [144,145].

1.4.2.3 Natrij (Na)

Natrij je izvanstaniCni kation ¢ija je uloga odrZavanje osmotskog tlaka
izvanstani¢nih tekucina i ima vaznu ulogu u regulaciji ravnoteze vode u organizmu
[102]. Vazan je i u formuliranju hrane buduéi da utjeCe na njezina senzorska
svojstva, a upotrebljava se i u konzervirajuée svrhe. Prekomjerni unos bilo koje
esencijalne hranjive tvari pa tako i natrija moze izazvati ozbiljne zdravstvene
probleme osobito kardiovaskularnog sustava. Najvece koli€ine natrija u organizam
ulaze putem kuhinjske ili morske soli. 1z tog razloga Svjetska zdravstvena
organizacija dala je smjernice prehrambenoj industriji za smanjenjem sadrzaja soli
u pakiranoj hrani. PreporuCuje se da se do 2030. godine unos natrija smanji za
30%, tako da se koristi kalijeva sol, odnosno zamjene za sol. Previsoke ili preniske
koli¢ine ovog minerala u organizmu jednako su opasne, stoga je potrebno voditi
racuna o uravnotezenoj prehrani s optimalnom koli€¢inom natrija kako bi se

osiguralo normalno funkcioniranje organizma [146-148].
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1.4.2.4 Kalij (K)

Kalij je u organizmu vazan za odrzavanje zdravlja srca i kostiju, a ima i ulogu u
smanjenju mozdanog udara i koronarnih bolesti. 1z navedenih razloga, unos hrane koja
u svom sastavu sadrzi kalij je vrlo bitan. Kalij je nutrijent koji se obi¢no ne nalazi u
obogacenoj hrani i rijetko se konzumira kao dodatak prehrani. Hrana koja predstavlja
dobar izvor kalija su voce i povrée, osobito krumpir koji predstavlja njegov najveci izvor,
te mlijeCni proizvodi [149,150]. Glavna mu je uloga u raspodjeli vode unutar i izvan
stanica, a ima ulogu u stani€nom metabolizmu, sudjeluje u prijenosu energije, lu¢enju
hormona te regulaciji sinteze bjelan€evina i glikogena. Smatra se da se 85% kalija
unesenog hranom, apsorbira u gastrointestinalnom traktu. Preporu¢eni dnevni unos
kalija za podrucje Europske unije iznosi 3,1 g/dan, dok WHO preporucuje unos od 3,5

g/dan za osobe starije od 16 godina [151,152].

1.4.2.5 Fosfor (P)

Fosfor je mikronutrijent Cija je uloga u organizmu povezana s drugim elementima,
poput magnezija i kalcija. Sastavni je dio kostiju i zubiju, a neophodan je za
funkcioniranje stanica i miSi¢a, prijenos genetskih informacije, a vazan je sastojak
adenozin trifosfata (ATP) i nukleinskih kiselina [153]. Na apsorpciju fosfora u
organizmu utjeCe ukupna koliCina fosfora u prehrani, te kemijski oblik fosfora,
odnosno da li se radi o organskom ili anorganskom obliku fosfora. Glavni ¢imbenici
koji utjeCu na doprinos fosfora u organizam je hrana s viskom udjelom bjelancevina,
odnosno mlijeko i mlije€ni proizvodi, perad, riba, te zitarice i njihovi proizvodi. Na
nivou Europske unije, srednji unos fosfora u devet zemalja, krece se od 265 do 531
mg/dan za dojencad, od 641 do 973 mg/dan za djecu do 3 godine starosti a za
odrasle osobe od 1000 do 1767 mg/dan, dok preporuCeni dnevni uznos za
dojen€ad iznosi 160 mg/dan, za djecu do 3 godine starosti 250 mg/dan, a za
odrasle 550 mg/dan [154]. Pravilnom prehranom vecina populacije unosi dovoljne
koli€ine fosfora u organizam, stoga je odrZavanje uravnoteZzene prehrane bitni

¢imbenik u osiguranju dovoljnih koli¢ina hranjivih tvari uklju€ujuci i fosfor.
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1.5 VITAMINI

Vitamini su organski spojevi, koji se u malim koli¢inama nalaze u hrani. Pripadaju
skupini hranjivih tvari buduéi da ih tijjelo ne moze sintetizirati, a potrebni su za
odrzavanje njegovog zdravlja i dobrobiti. Buduéi da kataliziraju brojne biokemijske
reakcije u organizmu potrebno ih je unositi hranom, a svaki od vitamina ima razliitu
biokemijsku funkciju vitamini [155]. Vitamini se joS nazivaju i mikronutrijentima, jer su
dnevne potrebe za vitaminima do 100 mg dnevno. Poznato je 13 vitamina, koji su
podijeljeni u dvije skupine, na vitamine topive u vodi i ha one topive u mastima. Vitamini
topivi u mastima uklju€uju vitamin A, D, E i K, a vitamini topivi u vodi su vitamin C te
vitamini B kompleksa, tiamin (B1), riboflavin (B2), niacin (B3), pantotensku kiselinu
(B5), piridoksin (B6), folnu kiselinu (B9), kobalamin (B12) i biotin [156].

1.5.1 Vitamin A

Ljudski organizam nije u stanju samostalno proizvesti vitamin A stoga ga je potrebno
unositi putem hrane koja u svom sastavu sadrzi vitamin A. VazZan izvor unosa vitamina
A predstavlja hrana Zivotinjskog podrijetla kao Sto su riba, jaja te mlijeko i mlijecni
proizvodi. Vitamin A ima ulogu u zastiti epitela sluznice probavnog trakta, kronicnih
infekcija, kolitisa, gastritisa, proljeva i drugih funkcionalnih i organskih poremecaja.
Ukratko mozemo reci da je vitamin A vaZan za rast novih stanica, djeluje kao
antioksidans, sudjeluje u sintezi rodopsina te tako doprinosi boljem vidu, odrzava
zdravlje koze te poboljSava stvaranje i aktivnost bijelih krvnih stanica i podrzava

funkciju imunosnog sustava [157-159].

Nedostatak vitamina A moze uzrokovati noénu sliepoc¢u (niktalopija) i keratomalaciju,
pri Cemu potonja rezultira trajnom sljepocom ako se ne lije€i. Radi se o vodecem
uzroku sljepoce u djecjoj dobi koja se moze sprijeciti, a svake godine pogada preko
250 000 do 500 000 pothranjene djece u zemljama u razvoju, od kojih oko polovica
umre u roku od godinu dana nakon Sto su postali slijepi. Svjetska zdravstvena
organizacija klasificirala je nedostatak vitamina A kao javnozdravstveni problem, a
2013. godine, istrazivanjem je dokazano da je nedostatkom vitamina A pogodeno

otprilike jedna trecina djece u dobi od 6 do 59 mjeseci, a najviSa stopa utvrdena je u
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subsaharskoj Africi (48%) i juznoj Aziji (44%) [160,161].utvrdena je u subsaharskoj
Africi (48%) i juznoj Aziji (44%) [160,161].

1.5.2 Vitamin D

Vitamin D ili kalciferol je vitamin topiv u mastima. Unos dovoljne koli¢ine vitamina D
pomaze rastu i razvoju kostiju i zuba, kao i boljoj otpornosti na odredene bolesti.
Vitamin D ima i mnoge druge zdravstvene prednosti. Brojna istrazivanja ukazuju na
njegov antikancerogeni ucinak, a potvrdeno je da moze imati ulogu u smanjeniju rizika
od nastanka multiple skleroze. Vitamin D je jedan od rijetkih vitamina koje nase tijelo
moZze samo proizvesti. Naime, on nastaje sintezom u naSem organizmu pod utjecajem
sunceve svjetlosti. Vitamin D poti¢e apsorpciju kalcija i fosfora, regulira metabolizam
kostiju, sudjeluje u regulaciji arterijskog krvnog tlaka, regulira proizvodnju inzulina te
tako sudjeluje u prevenciji nastanka dijabetesa [162]. Mnoge studije tijekom pandemije
Covid-19 pokazale su pozitivnu ulogu vitamina D u ublazavanju i prevenciji
komplikacija nastalih Covid-19 [163].

Nedostatak vitamina D predstavlja poseban problem kod dojencadi. Procjenjuje se da
viSe od milijarde ljudi diliem svijeta ima niske koncentracije vitamina D zbog Cega se s
pravom govori o ,pandemiji“ hipovitaminoze. Vecina vitamina D stvara se u kozi pod
utjecajem sunceve svjetlosti, dok je unos ovoga vitamina putem hrane u prosjeku vrlo
nizak i iznosi svega 20% od ukupnih dnevnih potreba [164]. Dnevne potrebe vitamina
D prema preporukama EFSA-e za odrasle uklju€ujuci trudnice, dojilje i adolescente u
dobi od 11 do 17 godina, iznosi 100 ug ekvivalenata vitamina D (VDE)/dan a za djecu
u dobi od 1 do 10 godina, od 50 ug VDE/dan je uzimajuéi u obzir tielesnu masu djeteta
[165].
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1.5.3 Vitamin E

Vitamin E esencijalni je nutrijent koji ima vaznu u odrzavanju ljudskog zdravija, s
obzirom na to da sudjeluje u vaznim tjelesnim funkcijama, poznato je da ima i
antioksidativha svojstva. Sastoji se od Cetiri tokoferola i Cetiri tokotrienola, a
dominantan oblik vitamina E u organizmu je a-tokoferol [166]. S obzirom na to da je
topiv u mastima vitamin E se moze taloziti u svim organima u tijelu, a osobito ima
mogucénost pohranjivanja u masnom tkivu i nadbubreznoj Zlijezdi. U hrani je zastupljen
u visoko vrijednim uljima kao Sto je maslinovo, sezamovo ili suncokretovo, mada se
kao najbolji izvor vitamina E smatraju orasasti plodovi. Kako se i Zivotinje hrane
hranom koja sadrzi vitaminom E (pSeni¢ne mekinje, zobene pahuljice, rogac, kukuruz),
tako meso i jaja te mlijeko postaju izvor vitamina E [167,168]. Kako je a-tokoferol
prepoznat kao jedini esencijalni oblik vitamina E, panel za prehranu, novu hranu i
alergene EFSA-e, proveo je sustavna istrazivanja vezano uz rizik od poremecaja
koagulacije i krvarenja, do kojih mozZe do¢i od prekomjernog unosa vitamina E u
organizma. 1z tog razloga utvrdena je gornja granica unosa vitamina E koja iznosi 300
mg/dan za odraslu populaciju, 260 mg/dan za djecu od 15-17 godina starosti dok npr.
za dojencad od 4-6 mjeseca starosti iznositi 50 mg/dan [169]. Prihvatljiv dnevni unos
za odraslog muskarca iznosi 13 mg/dan, a za Zzene 11 mg/dan, za djecu od 3 do 10
godina 9 mg/dan, od 1 do 3 godine 6 mg/dan, dok za djecu starosti od 7 do 11 mjeseci,
referentna vrijednost iznosi 5 mg kg [170].
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1.5.4 Vitamin K

Vitamin K pripada skupini vitamina topivih u mastima. Prirodno se pojavljuje u hrani
poznat pod nazivom filokinon, odnosno vitamin K1 te menkinom odnosno vitamin K2.
Filokinon predstavlja primarni prehrambeni oblik vitamina K, a nalazimo ga u
tamnozelenom lisnatom povrcu kao Sto su Spinat, zelena salata te kupusnjace, dok se
vitamin K2 uglavnom nalazi u proizvodima Zivotinjskog podrijetla kao $to su meso, sir,
jaja [171].

Vitamin K ima vaznu ulogu u zgruSnjavanju krvi te zdravlju kardiovaskularnog i

koStanog sustava, osobito kod osoba starije Zivotne dobi [172,173].

Nedostatak vitamina K u organizmu izaziva krvarenja, a istrazivanja su ukazala na
smanjene koli€ine vitamina K kod novorodencadi Cije majke nisu uzimale tijekom
trudnoce navedeni vitamin, te je takva dojencad osjetljivija na krvarenja od onih koja

su hranjena adaptiranom hranom [174].

Svjetska zdravstvena organizacija WHO/FAO je 2004. godine odredila preporuceni
dnevni unos vitamina K u koli€ini od 1 pg/kg tjelesne tezine $to odgovara 55 ug/dan za
odrasle Zene i 65 pyg/dan za odrasle muskarce, a istu koli€inu od 1 pg/kg tjelesne tezine

preporucila je i EFSA u svom znanstvenom misljenu iz 2017. godine [175,176].
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2 CILJ ISTRAZIVANJA

Kontaminiranost mlijgka AFM1 kao posljedicom hranjenja Zivotinja hranom
kontaminiranom aflatoksinom B1 je relativnho Cesta pojava. Da bi se sprijeCile velike
gospodarske Stete i unistavanje kontaminiranog mlijeka, te zastitilo zdravlje ljudi i
Zivotinja od konzumiranja zdravstveno neispravnog i po zdravlje Stetnog mlijeka,
moguce je koriStenjem mikofiksatora vezati AFM1 i omoguciti daljnju uporabu mlijeka.
Kao bi se mlijeko i dalje moglo koristi za prehrani ljudi i/ili Zivotinja, svrha ovog
istraZivanja je pronaci najucinkovitije mikofiksatore koji ¢e ukloniti AFM1 iz mlijeka, a

sacuvati njegovu nutritivnu vrijednost.

Cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi u kojoj mjeri odabrani mikofiksatori, beta-glukan iz
kvasca (u koncentraciji 0,005% i 0,01%), beta-glukan iz zobi (u koncentraciji 0,005% i
0,01%), te zive i mrtve BMK, vezu AFM1 iz namjerno kontaminiranog mlijeka u O-tom,
drugom, Cetvrtom i 24-om satu vezivanja nakon postupka centrifugiranja da bi se

utvrdilo koji od koriStenih mikofiksatora ima najveci afinitet za vezivanje AFM1.

Drugi cilj rada bio je utvrditi u kojoj mjeri, vezivanje AFM1 i odabranih mikofiksatora
utjieCu na sadrzaj nutrijenata u mlijeku tijekom 0-tog, drugog, Cetvrtog i 24-sata
vezivanja, te na energetsku vrijednost mlijeka, a sve kako bi se utvrdilo koji od
koriStenih mikofiksatora najmanje vezu bjelanevine, masti, ugljikohidrate i Secéere
(laktozu), te kako promjene u koli€¢inama makronutrijenata utjeCu na energetsku

vrijednost mlijeka i na njegovu kvalitetu.

Tredéi cilj bio je utvrditi u kojoj mjeri, vezivanje AFM1 i odabranih mikofiksatora utjecu
na sadrzaj odabranih mikronutrijenta: Na, K, Mg, Ca i P, te vitamina A,D, E i K. u nultom
satu vezivanja (tretmana), nakon dva sata, Cetiri sata i 24 sata vezivanja. Dobivene
vrijednosti usporedivat ¢e se s vrijednostima mikronutrijenata u mlijeku prije
kontaminacije AFM1 i dodatka mikofiksatora, kako bi se utvrdilo da li koli€ina ne

vezanih mikronutrijenata udovoljava uvjetima koristenja mlijeka u prehrambene svrhe.

Takoder, cilj ovoga istrazivanja bio je utvrditi da li postoje statistiCki znacajne razlike
izmedu analiziranih nutrijenata i mikronutrijenta s odabranim mikofiksatorima, u

odnosu na razli¢ito vrijeme tretiranja mikofiksatorima.

25



3 MATERIJALIT METODE

3.1 MATERIJALI

3.1.1 Uzorci

U ovom je radu kao materijal za istrazivanje koriSteno komercijalno mlijeko domaceg
proizvodaca s 2,8% mlijeCne masti te tradicionalni mlijeni proizvodi poput svjezeg
kravljeg mlijeka, sira i vrhnja iz kojih su izolirane bakterije mlijecne kiseline (BMK).
Takoder su za potrebe istrazivanje koristeni i komercijalni oblici beta-glukana iz zobi
(Darvitalis, Hrvatska) i beta-glukana iz kvasca (Transfer Point Inc., SAD), te
standardna otopina AFM1. Za eksperimentalno istrazivanje koriSteno je po 15 uzoraka
mlijeka, iz kojih su nacinjeni poduzorci, u kojima su se odredivali nutrijenti i
makronutrijenti. U istrazivanju su koriSteni mikofiksatori beta-glukana iz zobi i beta-
glukana iz kvasca Cija je masena koncentracijia iznosila 0,01% i 0,005%, a zive i mrtve
bakterije mlije¢ne kiseline dodavane su u mlijeko za Zive u broju od 106 CFU mL* a za
mrtve 1 mg biomase/mL, dok je koncentracija dodanog standarda AFM1 iznosila 0,5
ug L. kao kontrolni uzorak koristilo se ne kontaminirano mlijeko istog proizvodaca, s

istom koli¢inom mlije¢ne masti 2,8% m.m..

3.1.2 Mikroorganizmi

U ovom istrazivanju koristen je soj bakterija mlijecne kiseline (L. plantarum KM) koji je
dio zbirke mikroorganizama Laboratorija za op¢éu mikrobiologiju i mikrobiologiju
namirnica, Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo, Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta, Sveucilista u Zagrebu, a izolirani su iz svjeZeg kravljeg mlijeka, svjezeg
kravljeg sira i vrhnja. Kulture su ¢uvane u MRS bujonu (De Man, Rogosa, & Sharpe,
Biolife, Milano Italija) s 30%-tnim glicerolom (V/V) pri temperaturi od -70 °C do poCetka

izvodenja eksperimenta.
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3.1.3 Hranjive podloge za bakterije mlije€ne kiseline (BMK)

Za bakterije mlije¢ne kiseline koristen je MRS agar (De Man, Rogosa i Sharpe) koji je
sastavljem od peptona 10 g L 1; govedeg ekstrakta 10,0 g L™; ekstrakta kvasca 5,0 ¢
L -1; glukoze 20,0 g L %; dinatrijevhidrogenfosfata 2,0 g L *; natrijevog acetata 5,0 g
L-1; amonijevog citrata 2,0 g L%; magnezijevog sulfata 0,2 g L *1; manganovog sulfata
0,05gL?; agara15,0gL 1; Tweena 80 1,0 g L ‘%; voda (destilirana) 1 L; pH 6,5.

Takoder je koristen i MRS bujon koji je istog sastava kao MRS agar, ali bez dodanog

agara. Postupak sterilizacija bujona i agara provedena je na 121 °C /15 minuta.

3.1.4 Kemikalije

U Tablici 1. prikazan je popis kemikalija neophodnih za pripremu standardne otopine

AFM1, koja se koristila za kontaminaciju uzoraka mlijeka.

Tablica 1. Kemikalije za analizu AFM1

Natrij klorid NaCl p.a. Alkaloid SR
Makedonija

Dinatrijev Na;HPO4 p.a. Scharlab, S.L.,
hidrogen fosfat Spanjolska

Kalijev dihidrogen KH2PO4 p.a. PanReac

fosfat AppliChem,
Spanjolska
Kalijev klorid KCI p.a. Alkaloid SR
Makedonija

Natrij hidroksid NaOH p.a. Merck Njemacka

27



U Tablici 2. prikazane su kemikalije koje su se koristile u eksperimentalnom dijelu

disertacije, za dokazivanje nutrijenata: mast, bjelan€evina i Secera (laktoze).

Tablica 2. Kemikalije za odredivanje nutrijenata

Masti Petrol eter p.a. ApphChem, Germany
Kloridna HCI 37% Scharlab, S.L., épanjolska
kiselina

Deionizirana 0,055 uS Nirosta VV Sistem, Nirosta
voda cmt water technologies Republika
Hrvatska
Bjelancevine Sulfatna H>SO4 95-99% Supelco, Germany
kiselina
Katalizator u Kejltabs p.a Foss Velika Britanija
tableti Cu/3,5
Seéer Acetonitril ACN HPLC PanReac AppliChem,
laktoza Spanjolska
Deionizirana 0,055 uS Nirosta VV Sistem, Nirosta
voda cm? water technologies, Republika
Hrvatska

Za odredivanje mikronutrijenata Ca, K, Na, Mg, P te vitamina A, D, E i K koristene su

kemikalije navedene u Tablici 3.

Tablica 3. Kemikalije za odredivanje mikronutrijenata

Kalcij (Ca) Nitratna kiselina HNO3
Kalij (K)
Natrij (Na) Vodikov peroksid H20:2
Magnezij (Mg
Kalijev KH2PO4

dihidrogenfosfat

Amonijevheptamolibd  (NH4)sM07024 x
at— tetrahidrat 4H,0

Hidrokinon CesHsO2
Fosfor

265% Scharlab, S.L.,

Spanjolska
30% Fisher, Velika
Britanija
p.a. Alkaloid SR
Makedonija
p.a. BioChem,
Francuska
p.a. TOI- Japan
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Natrijev sulfit

Kloridna kiselina

Sulfatna kiselina

Etanol

Butil hidroksitoluen

BHT
Vitamin
A,D,E K
Heksan
Acetonitril
Metanol

prikazani u Tablici 4.

ovom istrazivanju

Kalij K
Natrij Na
Magnezij Mg
Kalcij Ca
Fosfor P
Vitamin A

Na2804

HCI

H2SO4

EtOH

2,6 Di-tert butil
-4-
methylphenol

CeHua

ACN

MeOH

99,998%
99,998%
99,994%
99,994%

99,994%

98,7%

p.a. Alkaloid SR
Makedonija
37% chharlab, S.L.,
Spanjolska
95% Supelco,
Germany
96% Gram-mol,
Zagreb.Hrvatsk
a
p.a. Aldrich SAD
ECD-FID Merc,
Njemacka
HPLC PanReac
AppliChem,
Spanjolska
HPLC Merc,
Njemacka

Za potrebe ovog istrazivanja koriSteni su certificirani referentni materijali koji su

Tablica 4. Popis certificiranih referentnih materijala (mikronutrijenti) koji su koristeni u

CPA Chem, Bugarska
CPA Chem, Bugarska
CPA Chem, Bugarska
CPA Chem, Bugarska
CPA Chem, Bugarska

Dr.Ehrenstorfer, LGC

standards, Njemacka
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Vitamin D

Vitamin E

Vitamin K
Aflatoksin M1

(AFM1)

3.1.5 Instrumenti

Dr.Ehrenstorfer, LGC

98,9% standards, Njemacka

Dr.Ehrenstorfer, LGC

99,8% standards, Njemacka
Dr.Ehrenstorfer, LGC

97,3% standards, Njemacka

Romer Labs Diagnostic
99,0%, GmbH, Austrija

Za provedbu ovog istrazivanja koristeni su pomoc¢ni instrumenti navedeni u Tablici 5.

Tablica 5. Pomoéni instrumenti

Pe¢ za zarenje“NABERTHERM”

Vodena kupelj
Ultrazvuéna vodena kupelj

Tresilica

Centrifuga Rottina 38

Susionik MEMMERT (37 £1 °C, 103 £ 2

oc)

Mikrovalna pe¢ za spaljivanje uzoraka

Nabertherm GmbH, Njemacka

Lauda, Njemacka
Branson, SAD

Ika -Werke GmbH, Njemacka

Hettich Zentrfugen, Njemacka

Memmert, Njemacka

Milestone Systems, Danska
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U eksperimentalnom dijelu za mjerenje nutrijenata i makronutrijenata u uzorcima

mlijeka koriSteni su mjerni instrumenti koji su prikazani u Tablici 6.

Tablica 6. Mjerni instrumenti

Analiticka vaga +0,1 mg Mettler Toledo
Svicarska

UV-VIS spektrofotometar PerkinElmer, SAD

Lambda 35

Uredaj za hidrolizu Gerhradt, Njemacka

HYDROTHERM

Hidrolizator masti “SOXTEC Foss, Danska

SYSTEM ”-2047 (+ nadogradnja

12024)

Ekstraktor masti “SOXTHERM” O.I.ANALYTICAL, SAD

Blok za razgradnju DT 220 Foss, Danska

Destilator bjelan€evina Foss, Danska
“KJELTEC 8400 ANALYZER”

Tekucinski kromatograf Agilent, SAD
DAD/FLD “Agilent — 1200

Series”

UPLC-ICPMS Nexion Perkin Elmer, SAD
LC-MS/MS (Tekug€inski Agilent,SAD

kromatograf sa spektrometrom

masa)
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3.1.6 Pribor

U radu i pripremi uzoraka koristen je pribor

pipete proizvodaca Brand 1 mL, 5 mL, 10 mL

Erlenmayerove tikvice 250 mL

stakleni stapi¢

laboratorijska ¢asa od 10 mL, 50 mL, 100 mL, 500 mL
epruvete

vajalice s umetkom

satno staklo

odmijerne tikvice od 10 mL, 20 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL 1000 mL
staklene menzure 0d100 mL

stakleni ljevCici

filter papiri (Whatman, Cytiva Europe GmbH, Velika Britanija)
filteri 0,45 ym 0,2 um (Pall Corporation, SAD)

stakleni filter papir (Pall Corporation, SAD)

kivete - debljina sloja 1cm

plasti¢ne kivete od 70 mL

porculanske zdjelice

aluminijske posudice s poklopcem

eksikator

imunoafinitetne kolone s antitijelima za AFM1 (Vikam, SAD)

sustav za ekstrakciju na &vrstoj fazi s vakuum kadicom i pumpom (Supelco,

SAD)
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3.2 METODE

3.2.1 Beta-glukani i priprema otopine

U istrazivanju su koriSteni komercijalni beta-glukan iz zobi i beta-glukan iz kvasca. Oba
beta-glukana pripremljena su na dva koncentracijska nivoa, za koncentraciju od 0,01%
odvagano je 0,01 g beta-glukana u 100 mL mlijeka, a za koncentraciju od 0,005%

odvagano je 0,005 g beta-glukana u 100 mL mlijeka.

3.2.2 Priprema standardne otopine AFM1

U odmjernoj tikvici od 10 mL acetonitriiom (ACN) razrijedi se odredeni volumen
certificiranog referentnog materijala AFM1 (Cistoce 99+ 1%, Romer Labs Diagnostic
GmbH, Austrija). Nakon razrjedenja dobivena otopina koncentracijea od 50 ng mL
ponovno se razrjeduje s pomocu otopine acetonitrila i vode u omjeru (2:8) te se dobiva
radni standard koji se ¢uva u tamnoj staklenoj ambalazi u hladnjaku. Pripremljeni
standard koristit ce se za namjernu kontaminaciju uzoraka komercijalnog mlijeka

AFM1, kontaminirani uzorci koristit e se u eksperimentalnom dijelu disertacije.

3.2.3 Izolacijai identifikacija izolata BMK

Odabrane bakterije mlijecne kiseline (BMK) ¢uvane pri —70°C u MRS bujonu s 30%
(V/V) glicerola revitaliziraju se nacjepljivanjem u MRS bujonu i inkubiraju na 30 °C
tijekom 48 sati. Zatim se za svaki bakterijski soj aktivirane prekonoéne stanice
nacjeplijuie u 25 mL (MRS) bujona te se sakupe pod aseptiCkim uvjetima
centrifugiranjem (3000 rpm/10 min) na sobnoj temperaturi, isperu tri puta s 5 mL
sterilne deionizirane vode i resuspendiraju u sterilnoj deioniziranoj vodi nakon ¢ega se
podijele u dvije skupine. Prva skupina su zZive stanice, broj zivih stanica odreduje se
serijom decimalnih razrjedenja, brojanjem poraslih kolonija na MRS Agaru, a izraZzava
se kao CFU vrijednost. Druga skupina stanica (mrtve stanice) tretirana je termicki u
laboratorijskoj vodenoj kupelji pri 100 °C tijekom 60 minuta. Stanice BMK tretirane u
vodenoj kupelji odvojene su centrifugiranjem na 3000 rpm tijekom 10 minuta i
pripremljena je biomasa u koliini od 1 mg biomase/mL. Odsutnost Zivih stanica BMK

u termicki tretiranim uzorcima provjerena je odredivanjem CFU vrijednosti. Broj stanica
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za provodenje pokusa vezanja AFM1 iznosi 106 za Zive i 1 mg biomase/mL za mrtve
BMK.

3.2.4 Odredivanje AFM1 kombiniranom metodom tekuéinske kromatografije -
spektrometrije masa (LC-MS/MS)

Odvaze se 70 g homogeniziranog uzorka mlijeka te se centrifugira 15 min pri 4200
rpm/min. Nakon centrifugiranja, s povrSine mlijeka staklenim Stapi¢em se odstrani sva
nakupljena masnoca. Potom se 10-20 g supernatanta odvaze u laboratorijsku ¢asu i
propusti kroz imuno afinitetnu kolonu (Slika 4) [177] koja se prethodno kondicionira s
10 mL PBS-pufera. Protok uzorka kroz kolonu ne smije prelaziti 3 mL min?, a punilo
kolonica ne smije ostati suho do kraja propustanja uzorka. Nakon propustanja uzorka
mlijeka, imunoafinitetna kolona se ispire s 10 mL deionizirane vode i osusSi se pod
vakuumom do suhoga. AFM1 se eluira propustanjem 4 ml acetonitrila kroz kolonu.
Eluat se skuplja u epruvetu, koji se zatim upari do suhog u struji dusSika, nakon ¢ega
se dodaje 500 yL smjese acetonitril/voda (2:8) mikrotitarskom Spricom, filtrira preko
fitera (0,2 pm). Tako pripremljen uzorak postavlja se u automatski uzorkivac
instrumenta LC-MS/MS.

Priprema PBS pufera: U 900 mL deionizirane vode otopi se 8 g NaCl, 1,2 g Na2HPOa,
0,2 g KH2PO4 i 2 g KCI. pH vrijednost otopine podeSava se 0,8% otopinom NaOH sve
dok ne dostigne pH 7,4 nakon €ega se volumen nadopunjuje deioniziranom vodom do

oznake 1000 mL u odmjernoj tikvici.
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Slika 4. Princip razdvajanja analita pomoc¢u imunoafinitetnih kolona

x
el
$
O
AA
SN =N
AAOA
A
O @
\Pﬁm
Specificna AA \]e‘L’C‘“
antitijela za A
vezanje AFM1 2\ A
ON
@]
O
O OO
Necistoce

Izvor: Vaz A, Cabral Silva A.C, Rodrigues P, Venéncio A. Detection Methods for Aflatoxin M1 in Dairy Products,
Microorganisms 2020.[177]

Analiticka metoda kojom se odreduje maseni udio AFM1 u mlijeku (LC-MS/MS tehnika)
je validirana i akreditirana prema normi HRN EN ISO 14501:2008 [178]. Parametri
validacije metode prikazani su (Tablica 7). Navedenom metodom postignuta je granica
kvantifikacije (engl. Limit of quantification - LOQ) metode od 0,010 pg kg. Prisutnost
aflatoksina M1 u uzorku utvrduje se usporedbom retencijskog vremena (Rt) pika na
kromatogramu uzorka s retencijskim s vremenom pika radnog standarda. AFM1 je

prisutan ako se retencijsko vrijeme pika na kromatogramu uzorka razlikuje od
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retencijskog vremena pika radnog standarda za 12,5% sukladno Pravilniku o

provodenju analitickih metoda i tumacenju rezultata NN 2/2005 [179].

Za svaki eksperiment koristena je i pozitivna kontrola (samo AFM1 u mlijeku), a svaki
eksperiment proveden je u triplikatu, uvjeti koje je potrebno osigurati za kvanitfikaciju
AFM1 na LC-MS/MS tehnici zadani su parametrima validacije metode a prikazani su
u Tablici 7. Koli€¢ine dobivenih vrijednosti odredivane su prema formuli gdje se
koncentracija AFM1 (w) izraCunava tako da se masena koncentracija (y) pomnozi s

volumenom razrjedenja (V), a zatom rezultat podijeli s masom uzorka (m).

Tablica 7. Parametri validacije metode za odredivanje AFM1 LC-MS/MS tehnikom

Selektivnost Informacija® zadovoljava
Iskoristenje 0,005 pg kg*— informacija® 57,0%
0,01 ug kg*— informacija® 58,9%
0,05 ug kg*— informacija® 79,1%
> 0,05 ug kg*— 70 do 102%
110%*
Preciznost mjerenja RSD < 20 %° 1,92%
Linearnost k = 0,999° 0,999
Granica detekcije < 1/3 MDK (0,017 ug kg* )P 0,0025 ug kg?
Granica kvantifikacije < 1/2 MDK (0,025 ug kg™?)° 0,005 ug kg*

MDK - maksimalno dozvoljena koli¢ina, RSD — relativha standardna devijacija

a prema Uredbi komisije (EZ) br. 401/2006 o utvrdivanju metoda uzorkovanja i analize za sluzbenu kontrolu razina

mikotoksina u hrani [180]
b prema rezultatima validacijskih eksperimenata

¢ Pravilnik o provodenju analitikih metoda i tumagenju rezultata (NN 02/05) [179].
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3.2.5 Odredivanje suhe tvari

Postupak odredivanja vode zapocCinje tako da se odvaze 5,000 g + 0,0500
homogeniziranog uzorka mlijeka u osuSene i izvagane aluminijske posudice s
poklopcem, odvagani uzorak se susi u susioniku 2 sata + 5 min na temperaturi od 130
°C + 3 °C od trenutka kada se postigne zadana temperatura. Nakon susSenja
aluminijske zdjelice se prenose u eksikator gdje se hlade 30 do 45 minuta. Ohladene
zdjelice s uzorkom se nakon hladenja vaZzu, te se na temelju razlika izmedu masa prije

i nakon susenja izracuna maseni udio vode (%= g/100g).

Jednadzba kojom se izraGunava udio suhe tvari:

m2-m1l

Suha tvar (%) = W = [ ]x100%

mO0

Gdje je mo masa (g) uzorka, m1 masa (g) prazne aluminijske posudice, m2 masa (g)
aluminijske posudice s uzorkom nakon suSenja u suSioniku na 130 °C. Suha tvar
predstavlja udio mineralnog ostatka, bjelanCevina, masti i ugljikohidrata. Kako bismo
dobili udio suhe tvari u uzorku potrebno je od 100% oduzeti udio odredene vode i time

dobivamo rezultat za koli¢inu suhe tvari.

3.2.6 Odredivanje pepela spaljivanjem

U izvaganu keramiCku zdjelicu odvagne se 2,000 + 0,0500 g homogeniziranog uzorka
mlijeka nakon ¢ega slijedi spaljivanje u muflonovoj peéi na 550 °C 18 sati. Nakon
spaljivanja keramiCke zdjelice s ostatkom pepela, pohranjuju se u eksikator na
hladenje tijekom 45 minuta. Ohladeni pepeo potrebno je izvagati, a na temelju razlika
izmedu mase uzorka prije i mase uzorka nakon spaljivanja izraCunava se maseni udio

pepela (% = g/100g9).

3.2.7 Odredivanje ukupnog sadrzaja masti u mlijeku prema Gerhart-u

Da bi odredili koli€inu masti u uzorku potrebno je odvagnuti 2,000 + 0,0500 g

homogeniziranog uzorka mlijeka u kapsulu koja se umetne u sustav za hidrolizu te se
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doda 4 N kloridna kiselina. Hidroliza traje oko 1 sat, nakon €ega se sustav ispire vodom
do neutralnog pH. Kapsula se suSi oko 3 sata na 103 °C, dodaje se 150 mL petroletera,
te se pokreCe program u sustavu za ekstrakciju, a ekstrahirana mast stavlja se u
susionik 30 minuta na 103 °C kako bi se uklonilo preostalo otapalo. Kada se ¢asa
ohladi ista se vaze te se na temelju razlike u masi ¢aSe za ekstrakciju prije postupka i
CaSe za ekstrakciju nakon postupka izraCunava maseni udio masti (%= g/100g) u
uzorku. Navedena metoda je validirana (Tablica 8) i akreditirana prema normi HRN EN
ISO 1735:2008 [181].

Tablica 8. Parametri validacije, kriterija prihvatljivosti i dobivenih vrijednosti za

odredivanje masti

Ponovljivost RSD < 5,7% jaja 0,47%
RSD =< 5,7% ajvar 0,95%

RSD < 5,7% mljeveno meso 2,12%

Medupreciznost RSD <5,7% jaja 0,34%
RSD < 5,7% ajvar 0,53%

RSD =< 5,7% mljeveno meso 1,62%

Toc€nost Iskoristenje = 95-105% 99,6%

RSD - relativna standardardna devijacija

3.2.8 Odredivanje kolic¢ine dusika (bjelan¢evina) metodom po Kjeldahlu

Prilikom odredivanja dusSika u mlijeCnim proizvodima potrebno je izvagati 1,000 g
homogeniziranog uzorka u celofanski tuljCi¢ koji se ubaci u Kjeldahlovu cijev volumena
250 mL, te se dodaje 1 tableta katalizatora i 12 mL 99% koncentrirane sulfatne kiseline.
Proces razgradnje na bloku za razgradnju traje 2 sata pri temperaturi od 420 °C, uzorak

se smatra razgradenim kada tekuéina koja ostane u kiveti poprimi plavo-zelenu boju
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bez crnih ostataka. Kada proces razgradnje zavrsi uzorci se stavljaju na hladenje gdje
se nakon hladenja kre¢e u proces titracije na titracijskom aparatu Kjeldahl. Postupak
titracije za pojedini uzorak traje otprilike 5 minuta prilikom Cega se koriste boratna
otopina, titracijska otopina pripremljena od brom krezola i metil oranza i 40% NaOH.
Nakon zavrSetka procesa, na ekranu aparata prikazuje se maseni udio dusika (%=
g/100g) u uzorku. Dobivene vrijednosti za dusik mnoze s faktorom za mlijeCne uzorke
koji iznosi 6,38 a dobivena vrijednost umnosSka masenog udjela duSika u uzorku te
pripadajuéeg faktora, predstavlja udio bjelanevina u analiziranom uzorku. Proces
odredivanja bjelan€evina provodi se prema Normi HRN EN ISO 8968- 1:2014 [182], te
je u laboratoriju akreditirana sukladno Normi HRN EN ISO/ IEC 17025 [183]. Parametri
validacije i kriteriji prihvatljivosti opisane metode za odredivanje bjelanCevina prikazani
su u (Tablica 9).

Tablica 9. Parametri validacije, kriterija prihvatljivosti i dobivenih vrijednosti za

odredivanje bjelancevina

Ponovljivost RSD =< 5,7% mlijeko 1,11%
RSD =< 5,7% dzem 3,85%

RSD £ 5,7% kulenova seka 0,68%

Medupreciznost RSD < 5,7% jaja 0,96%
RSD < 5,7% ajvar 3,20%

RSD < 5,7% mljeveno meso 0,66%

To€nost Iskoristenje = 95-105% 102,3%

RSD - relativna standardardna devijacija
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3.2.9 Odredivanje ukupnih ugljikohidrata

Odredivanje ukupnih ugljikohidrata provodi se raCunski, na osnovu dobivenih
vrijednosti za koli€inu suhe tvari, bjelanevina, masti i pepela. Od 100% vrijednosti
oduzimaju se odredeni udjeli prethodno navedenih parametara (suhe tvari,

bjelan€evina, masti i pepela) gdje dobivena razlika predstavlja udio ugljikohidrata.
Udio ukupnih ugljikohidrata izrazava se u postotku (%):

Udio ugljikohidrata (%) = 100 (%) - [udio suhe tvari (%) + udio pepela (%) + udio

masti (%) + udio bjelan€evina (%)]

Racun se provodi prema radnoj uputi RU-31-054 za odredivanje ugljikohidrata,

energije i soli radunski, NZZJZ ,Dr. Andrija Stampar* [184].

3.2.10 Izrac¢un energetske vrijednosti

IzraCun energetske vrijednosti dobivamo umnoskom Atwaterovih faktora. Koje kod
izraCunavanja primjenjujemo na nacina da dobiveni udio ugljikohidrata pomnozimo sa
Atwaterovih faktorom koji za ugljikohidrate i bjelancevine iznosi Cetiri, dok za udio masti
iznosi devet. Energetska vrijednost ili kalorijska vrijednost izrazava se mjernom
jedinicom (kcal), a odredivana je prema radnoj uputi RU-31-054 za odredivanje

ugljikohidrata, energije i soli radunski, NZZJZ ,Dr. Andrija Stampar” [184].
Prikaz formule izracuna energetske vrijednosti:

Energetska vrijednost (kcal) = 4 x udio ugljikohidrata (%) + 4 x udio

bjelan¢evine (%) + 9 udio masti (%).

3.2.11 Odredivanje fruktoze, glukoze, saharoze i laktoze

U odmijernu tikvicu od 50 mL odvaze se 5,000 £ 0,050 g homogeniziranog uzorka
mlijeka u koju se dodaje 25 mL redestilirane vode. 15 minuta se uzorak mijeSa na
magnetskoj mijeSalici nakon mijeSanja uzorak se do oznake nadopuni ACN, zatim se

profiltrira kroz 0,45 um filter u boCicu za automatski uzorkivac, tako pripremljeni uzorak
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se injektira u prethodno pripremljeni instrument za kromatografsku analizu, u (Tablica
10) prikazani su uvjeti analize uzorka na tekucinskom kromatografu visoke
djelotvornosti (HPLC). Kvatifikacija dobivenih rezultata (fruktoze, glukoze, saharoze i
laktoze) odredivala se prema formuli: Koli€¢ine dobivenih vrijednosti Secera (laktoze),
odredivane su prema formuli gdje se koncentracija Se¢era (w) izraCunava tako da se
masena koncentracija (y) pomnozi s volumenom razriedenja (V), a zatim rezultat

podijeli s masom uzorka (m).

Tablica 10. Uvjeti rada tekuéinskog kromatografa (HPLC) za odredivanje fruktoze,

glukoze, saharoze i laktoze

Mobilna faza Acetonitril : voda (75:25 V/IV)

Protok mobilne faze 0,6 mL min?

Temperatura 40°C

Detektor RI detektor

Volumen analiziranog uzorka Konstantan — 20 uL

Vrijeme eluiranja 30 minuta

Kolona Shodex Asahipak-NH; P, 250 x 4,5 mm, 5uL

3.2.12 Odredivanje vitamina A, D, E i K teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotovornosti (HPLC)

U pripremi uzorka za analizu vitamina kao ekstrakcijsko otapalo koristi se etanol
(EtOH) s butil hidroksi toluenom (BHT), BHT je antioksidans koji se u ekstrakcijsko
otapalo dodaje kao bi se sprije€ila moguca oksidacija vitamina. U 100 mL etanola
dodamo i otopimo 0,025 g butil hidroksi toluen (BHT), u plasti¢énu kivetu od 70 mL
otpipetira se 1 mL mlijeka dodaje se 500 ul EtOH + (BHT), uzorak se homogenizira
na Vortexu 1 min, nakon Cega se uzorak radi dodatne homogenizacije stavlja u

ultrazvu¢nu vodenu kupelj na 10 min. Nakon zavr§enog procesa homogenizacije u
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uzorak dodajemo 4 mL destilirane vode i 10 mL heksana s 0,025% BHT. Heksan je
prethodno pripremljen tako da se u 100 mL doda 0,025 g BHT. Kivetu s uzorkom i
otapalom obloZi se u aluminijskom folijom te stavlja na tresilicu 30 minuta. Nakon 30
minuta kiveta s uzorkom stavlja se u centrifugiranja na 3400 okretaja/10 minuta. Iz
uzorka se nakon centrifuge pipetom u epruvetu prenosi 5 mL odvojenog
heksansanskog sloja, preneseni heksanski sloj uparava se u struji duSika na 40°C.
Resuspenzija uzorka provodi se s 250 yL ACN : MeOH (75:25). U tako pripremljenom
uzorku provodi se identifikacija i kvantifikacija vitamina koriste¢i HPLC tehniku, trazene
parametre snimamo prema uvjetima prikazanim u (Tablica 11). Koli€ine dobivenih
vrijednosti vitamina, odredivane su prema formuli gdje se koncentracija vitamina (w)
izraCunava tako da se masena koncentracija (y) pomnozi s volumenom razrjedenja

(V), a zatom rezultat podijeli s masom uzorka (m).

_yxV

W
m

Tablica 11. Uvjeti rada tekucinskog kromatografa (HPLC) za odredivanje vitamina

Mobilna faza H>0O : MeOH (20 : 80 V/V)
Temperatura 40 °C

Detektor UV-265 nm
Volumen uzorka 50 uL

Kolona Feni-heksil 150 x 4,6 mm; 5 ym

3.2.13 Odredivanje fosfora spektrofotometrijski

U keramiCku zdjelicu otpipetira se 5 mL mlijeka te se uzorak susSi pod UV -
infracrvenom lampom oko 1 h. Nakon susenja pod UV lampom uzorak se spaljuje u
mufolnoj peéi na 550°C oko 3 sata. KeramiCka zdjelica iz ohladene pe¢i vadi se u
eksikator i hladi jos 30 minuta. U ohladenu zdjelicu s uzorkom dodaje se 5 mL HCI 1:2
(HCl:voda), te se kuha na vodenoj kupelji 30 minuta poklopljeno satnim stakalcem.

Nakon toga uzorak iz zdjelice se filtrira u odmjernu tikvicu od 250 mL, ispire se s
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destiliranom vodom, a tikvica se nadopuni do oznake. 1z odmjerne tikvice od 250 mL
uzimamo pipetom od 5 mL alikvot koji prenosimo u odmjernu tikvicu od 100 mL u koju
se dodaje nakon alikvota dodajemo 5 mL amonijevog molibdata (NH4)sM070 24%x4H:20,
5 mL hidrokinona (CeHsO2) i 5 mL natrijevog sulfita (Na2S0O3), tikvica se do oznake
nadopuni s destiliranom vodom. Tikvica sa pripremljenim uzorkom ostaje 60 minuta na
sobnoj temperaturi, te u tom vremenu mora doc¢i do razvijanja plave boje. Iz odmjerne
tikvice uzorak odpipetiramo u kvarcne kivete koje koristimo za spektrofotometrijsko
mjerenje apsorbancija na 650 nm na UV-VIS spektrofotometru Lambda 35 (Perkin
Elmer,SAD).

Jednadzba za izracun koli¢ine fosfora u analiziranom uzorku

mL

¢ (fosfora) 9_x100mL x 50 x 2,289
C =
m (g)

Gdje C prikazuje kona¢nu koncentracija fosfora izrazenog kao P20s., ¢ prikazuje
koncentraciju dobivenog fosfora ocitane absorbancije, 100 mL zadnji volumen

uzorka, 50 razrijedene uzorka, a 2,289 faktor preraCunavanja.

3.2.14 Vezivanje mikronutrijenata pomoéu BMK

Suspenzije BMK, za Zive stanice 106 CFU mL* a za mrtve 1 mg biomase/mL koja je
termiCki tretirana, nacijepliene su u 5 mL mlijeka za svaki uzorak koji je uzet u
postupak.U isti uzorak dodani su i standardi trazenih mikronutrijenata Ca, Mg, Na, K,

za svaki nutrijent kori$tena je koncentracija 1000 mg L™

Nacijepljeni uzorci inkubiraju se na temperaturi od 4° C, centrifugiraju se u centrifugi
pri 3000 rpm/20 min u nultom, drugom, Cetvrtom i dvadesetletvrtom satu te se nakon
centrifuge ispiru deioniziranom vodom. Tako pripremljeni supernatant skupljen nakon
centrifuge i ispiranja spreman je za analizu ne vezanog Ca, Mg, Na i K, ICP-MS

tehnikom
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3.2.15 Vezivanje mikronutrijenata pomoc¢u beta-glukana iz kvasca i beta-
glukana iz zobi

Komercijalni beta-glukan iz kvasca i beta- glukan iz zobi pripremljen u koncentracijama
0,005% i 0,01% dodan je u 5 mL uzora mlijeka te je u svaki uzorak uz beta-glukan
dodan standard mikronutrijenta u koncentraciji 1000 mg L Ca, Mg, K, Na. Uzorci su
inkubirani 24 sata na 4 °C, centrifugiraju se pri 3000 rpm/20 min u nultom, drugom,
Cetvrtom i dvadesetCetvrtom satu te se nakon centrifugiranja ispiru deioniziranom
vodom. Tako pripremljeni supernatant skupljen nakon centrifuge i ispiranja spreman je

za analizu ne vezanog Ca, Mg, Na i K ICP-MS tehnikom.

3.2.16 Odredivanje kalcija, kalija, natrija, magnezija vezanim sustavom
inudktinvo spregnute plazme i spektrometrije masa (ICP-MS)

Odvaze se 5 mL homogeniziranog uzorka mlijeka u teflonsku kivetu namijenjenu za
mikrovalnu digestiju, zatim se dodaje 3 mL koncentrirane nitratne kiseline i 1 mL 30%-
tnog vodikovog peroksida. Kiveta se stavlja u bubanj za mikrovalnu digestiju. Digestija
uzorka odvija se pri tlaku od 180 bara, na 200°C u trajanju od 45 minuta, nakon
zavrSene digestije bubanj s kivetama hladimo minimalno 60 minuta. Nakon hladenja,
otopina se profiltrira odmjernu tikvicu od 20 mL koja se nadopuni do oznake
deioniziranom vodom. Tako pripremljen uzorak pogodan je za snimanje na ICP-MS
uredaju. Otopina uzorka se s pomocu peristalticke pumpe uvodi u rasprsivac
(nebulizer), gdje se rasprSuje s pomocu struje argona, koji sluzi kao plin nosioc.
Formira se aerosol, koji prolazi kroz komoru za rasprsSivanje (spray chamber) Cija je
temperatura regulirana Peltier uredajem. U komori se kolizijom uklanjaju vece kapljice
uzorka. Manje kapljice uzorka ulaze direktno u cijev horizontalno postavljene baklje
instrumenta (torch). Zahvaljujuéi jako visokoj temperaturi plazme, koja moze rasti do
10 000 K, kapljice aerosola prolaze faze desolvatacije, isparavanja, atomizacije i
kona¢no ionizacije kojom se uklanja po jedan elektron svakog atoma. Pozitivho
nabijeni ioni proizvedeni u plazmi uvode se u vakuum sustav s pomocu konusa
(sample i skimmer cone). Lece (lenses) fokusiraju ione u maseni analizator (kvadrupol)
gdje se razdvajaju na temelju omjera mase i naboja (m/z), a detektiraju se s pomocu
multiplikatora elektrona (electron multiplier) (ICP-MS, Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry, Agilent Technologies) shematski prikaz rada ICP-MS uredaja
vidljiv je na (Slika 5) [185].
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Metali su identificirani i kvantificirani na uredaju induktivno spregnute plazme s

masenim detektorom (ICP-MS, engl. Inductively Coupled Plasma - Mass

Spectrometry) (Slika 6). Metoda je validirana i akreditirana, SOP 298-053 [186] Cime

je dokazana njena prihvatljivost za navedena ispitivanja (Tablica 12).

Kvantifikacija metala raCunata je prema jednadzbi:

Tablica 12. Uvjeti rada instrumenta ICP-MS

Injektor

Konusni

Rasprsivac

Rf-snaga

Protok plina plazme
Protok plina rasprsivaca
Protok pomoc¢nog plina
Vrijeme integriranja
Tocke po piku

Broj replika

Vrijeme odgode
Vrijeme ispiranja

Kvarcni
Nikal
MicroMist
1180 W
15,0 L mint
1,07 L mint
0,90 L mint
1000 ms
100
5
30s
70s
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Slika 5. Shematski prikaz procesa u ICP-MS instrumentu od uvodenja uzorka do

analize masa

NEBULIZACIJA DESOLVATACIJA ISPARAVANJE ATOMIZACIJA IONIZACIJA ANALIZAMASA

tekudi
uzorak s
W, i+
2200l % |
-»- Cestica ~——» molekula » atom > jon > spaktarmass
kruti
uzorak
D komora za plazma maseni
raspriivac raspriivanje spektrometar

Izvor: Radna uputa proizvodaca ICP-MS, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, Agilent

Technologies[185]

Slika 6. Uredaj induktivno spregnute plazme s masenim detektorom (ICP-MS 7800)
proizvodaca Agilent

Izvor: Privatna zbirka fotografija NZJZ ,Dr. Andrija Stampar*
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3.3 STATISITCKA OBRADA PODATAKA

Statisticka je obrada rezultata izvrSena uz pomo¢ Open Statistical Software,

programskog jezika Jamovi i programa jamovi [187,188].

StatistiCcka analiza provedena je za sve analitiCke parametre koji su bili predmet
istraZivanja ovog doktorskog rada. Sveukupno je analizirano i statisticki obradeno
18 analitickih parametara: natrij, magnezij, kalij, kalcij, fosfor, vitamin D, vitamin E,
vitamin A, AFM1, energija izrazena kJ, energija izrazena u kcal, masti,
ugljikohidrati, Seceri, bjelancevine, voda, suha tvar, pepeo). Cilj statisticke obrade
podataka bio je utvrditi da li navedeni parametri ovise statistiCki znacajno o
vremenu inkubacije (0, 2, 4, 24 sata) i/ili o vrsti koriStenih mikofiksatora (beta-
glukan iz kvasca (0,005% i 0,01%), beta-glukan iz zobi (0,005% i 0,01%) te mrtve
i Zive BMK).

Nastavno na navedeno, postavlja se i pitanje, pokazuje li se usporedbom svih 18
analiziranin parametra, povezanosti izmedu vremena vezivanja i vrste
mikofiksatora koji optimalno smanjuje koncentraciju mikotoksina, a istovremeno ne

utjeCe na kvalitetu mlijeka, odnosno na uklanjanje nutritivnih sastojaka iz mlijeka.

U svrhu vizualizacije statistiCkih rezultata, izradeno je ukupno 18 grafikona koji
prikazuju zasebne rezultate svakog od ispitivanih analitickih parametra u kojima je
prikazana koncentracija odnosno sadrZaj mjerenog sastojka ovisno o vremenu
vezivanja za svih 6 mikofiksatora. Stupci pogreSke predstavljaju konfidencijske
intervale od 95%. Gdje se konfidencijski intervali ne preklapaju razlika je statisticki
znacajna (razina znacajnosti a=0,05). ToCkastom vodoravnom linijjom ucrtana je

referentna vrijednost analitickog parametra.

Buduéi da je u istraZivanje ukljuCeno viSe faktora, analiticke parametre smo
statistiCki analizirali linearnim mijeSanim modelom (linear mixed model). Model je
primijenjen za svaki izmjereni analiticki parametar posebno. Pri tome je
koncentracija odnosno sadrzaj izmjerenog parametra ovisna varijabla, a vrijeme
vezivanja i vrsta mikofiksatora su fiksni faktori. Kako je svako mjerenje izvr§eno na

15 uzoraka, a uzorci se mogu medusobno blago razlikovati u pogledu sadrzaja
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mjernih parametara, uzorci su u mijeSanom modelu definirani kao slu€ajni faktor
(random factor). Rezultat modela prikazuje u kojoj mijeri fiksni faktori objasnjavaju
ovisnu varijablu i koliko slu€ajni faktor utjeCe na preostalu varijancu (variance).
Post-hoc testom uz Tukeyev-u korekciju utvrdene su p-vrijednosti za usporedbu
svih vremena vezivanja i mikofiksatora, te njihovih kombinacija u pogledu srednje
vrijednosti izmjerenog parametra. Kod p-vrijednosti manje od 0,05 (<0,05)
smatramo da se srednje vrijednosti izmjerenog parametra statistiCki znacajno

razlikuju.
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4 REZULTATI

Za potrebe ekperimentalnog rada, analizirano je 15 uzoraka mlijeka, a svaki uzorak
mjeren je u triplikatu Sto ukupno iznosi 45 uzoraka, a svki od njih je analiziran na 18

parametara. Rezultati su prikazani tablicama od 13 do 56 te slikama od 7 do 23.

4.1. REZULTATI VEZIVANJA AFM1 SA ODABRANIM MIKOFIKSATORIMA

Tablica 13. Prikaz vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom iz kvasca

i beta-glukanom iz zobi ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Vrijeme/ i SViSD % Vezanog Konc. AFM1
Mikofiksator sat ugL? AFM1 u
kont.uzorku
B- glukan 0,005 Oh 0,051 0,054 0,052+0,04 89,6 <LOQ
kvasac
B- glukan 0,01 Oh 0,044 0,047 0,045+0,04 91,0 <LOQ
kvasac
B- glukan zob 0,005 Oh 0,044 0,057 0,046+0,04 90,8 <LOQ
B- glukan zob 0,01 Oh 0,037 0,042 0,039+0,04 92,2 <LOQ
B- glukan 0,005 2h 0,041 0,046 0,043+0,04 91,4 <LOQ
kvasac
B- glukan 0,01 2h 0,040 0,047 0,045+0,04 91,0 <LOQ
kvasac
B- glukan zob 0,005 2h 0,040 0,051 0,049+0,04 90,2 <LOQ
B- glukan zob 0,01 2h 0,038 0,042 0,040+0,04 92,0 <LOQ
B- glukan 0,005 4h 0,049 0,053 0,051+0,04 89,8 <LOQ
kvasac
B- glukan 0,01 4h 0,046 0,049 0,047+0,04 90,6 <LOQ
kvasac
B- glukan zob 0,005 4h 0,037 0,049 0,047+0,04 90,6 <LOQ
B- glukan zob 0,01 4 h 0,021 0,370 0,036+0,04 92,8 <LOQ
B- glukan 0,005 24 h 0,049 0,055 0,052+0,04 89,6 <LOQ
kvasac
B- glukan 0,01 24 h 0,048 0,055 0,051+0,04 89,8 <LOQ
kvasac
B- glukan zob 0,005 24 h 0,043 0,047 0,045+0,04 91,0 <LOQ
B- glukan zob 0,01 24 h 0,037 0,040 0,038+0,04 92,4 <LOQ

Konc. = koncentracija; Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanog AFM1;

SD = standardna devijacija; Kont.uzorak = kontrolni uzorak mlijeka 2,8% m.m.
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Tablica. 14 Prikaz vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK-zive i BMK-mrtve

ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Vrijeme/ % Vezanog AFM1 Konc.
sat AFM1 u

kont.uzorku

BMK ZIVE Oh 0,02 0,029 0,024+0,019 95,2 <LOQ
BMK MRTVE 0h 0,043 0,06 0,046+0,019 90,8 <LOQ
BMK ZIVE 2h 0,043 0,053 0,047+0,019 90,6 <LOQ
BMK MRTVE 2h 0,042 0,046 0,043+0,019 91,4 <LOQ
BMK ZIVE 4h 0,029 0,04 0,034+0,019 93,2 <LOQ
BMK MRTVE 4h 0,041 0,72 0,087+0,019 82,6 <LOQ
BMK ZIVE 24 h 0,051 0,1 0,063+0,019 87,4 <LOQ
BMK MRTVE 24 h 0,03 0,5 0,056+0,019 88,8 <LOQ

Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanog AFM1; SD = standardna devijacija; Kont.uzorak = kontrolni
uzorak mlijeka 2,8% m.m.; BMK za zive 10° CFU mL*; BMK mrtve 1 mg biomase/mL
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4.2 REZULTATI UTJECAJA  VEZIVANJA AFM1 SA  ODABRANIM
MIKOFIKSATORIMA NA NUTRITIVNI SASTAV MLIJEKA | ENERGETSKU
VRIJEDNOST

Tablica 15. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom

iz kvasca i beta-glukanom iz zobi na koli¢inu bjelan€evina u mlijeku ovisno o duljini

vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Konc.% Vrijeme/ Min Max g/100g SV+SD (%)
sat g/100g g/100g ne vezanih bjelan¢evina
B- glukan kvasac 0,005 Oh 3,23 3,73 3,50£0,023 102,9
B- glukan kvasac 0,01 Oh 3,78 4,02 3,41+0,023 100,3
B- glukan zob 0,005 Oh 3,22 3,74 3,49+0,023 102,6
B- glukan zob 0,01 Oh 3,22 3,74 3,480,023 102,4
B- glukan kvasac 0,005 2h 3,22 3,75 3,48+0,023 102,4
B- glukan kvasac 0,01 2h 3,23 3,72 3,47+0,023 102,1
B- glukan zob 0,005 2h 3,22 3,74 3,480,023 102,4
B- glukan zob 0,01 2h 3,25 3,75 3,52+0,023 103,5
B- glukan kvasac 0,005 4h 3,23 3,74 3,49+0,023 102,6
B- glukan kvasac 0,01 4h 3,23 3,74 3,47+0,023 102,1
B- glukan zob 0,005 4h 3,22 3,74 3,47+0,023 102,1
B- glukan zob 0,01 4h 3,32 3,74 3,50+0,023 102,9
B- glukan kvasac 0,005 24 h 3,23 3,74 3,48+0,023 102,4
B- glukan kvasac 0,01 24 h 3,22 3,74 3,51+0,023 103,2
B- glukan zob 0,005 24 h 3,23 3,72 3,470,023 102,1
B- glukan zob 0,01 24 h 3,22 3,72 3,470,023 102,1

Kolic¢ina bjelanéevina u kontrolnom uzorku mlijeka prije poc¢etka tretmana iznosila je 3,4 g/100g i nije se mijenjala
tijekom tretmana.
Konc. = koncentracija; Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanih bjelancevina;SD = standardna

devijacija;

Tablica 16. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK Zive i BMK

mrtve na koli¢inu bjelan€evina u mlijeku ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Vrijeme Min g/100g Max g/100g SViSD (%) ne vezanih

/sat g/100g bjelancevina
BMK ZIVE Oh 3,23 3,75 3,48+0,02 102,4
BMK MRTVE Oh 3,22 3,71 3,45+0,02 101,5
BMK ZIVE 2h 3,23 3,75 3,50+0,02 102,9
BMK MRTVE 2h 3,22 3,74 3,44+0,02 101,2
BMK ZIVE 4h 3,23 3,74 3,49+0,02 102,6
BMK MRTVE 4h 3,23 3,75 3,50+0,02 102,9
BMK ZIVE 24 h 3,24 3,74 3,48+0,02 102,4
BMK MRTVE 24 h 3,24 3,75 3,51+0,02 103,2

Koli¢ina bjelan¢evina u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 3,4 g/100g i nije se mijenjala
tijekom tretmana.
Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanih bjelan¢evina; SD= standardna devijacija; BMK za Zive 10°

CFU mL; BMK mrtve 1 mg biomase/mL
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Tablica 17. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom
iz kvasca i beta-glukanom iz zobi na koli€¢inu masti u mlijeku ovisno o duljini vezivanja

(tretmana)

Mikofiksator Konc.% Vrijeme Min g/100g Max g/100g SViSD (%) ne
/sat g/100g vezanih

MES

B- glukan kvasac 0,005 Oh 1,74 3,01 2,37 £ 0,04 86,8
B- glukan kvasac 0,01 Oh 1,89 2,90 2,35+0,04 86,1
B- glukan zob 0,005 Oh 2,02 2,89 2,39 £ 0,04 87,5
B- glukan zob 0,01 Oh 1,99 2,89 2,44 £ 0,04 89,4
B- glukan kvasac 0,005 2h 1,90 2,86 2,37 £ 0,04 86,8
B- glukan kvasac 0,01 2h 1,90 2,87 2,34 £ 0,04 85,7
B- glukan zob 0,005 2h 1,95 2,89 2,48 £ 0,04 90,8
B- glukan zob 0,01 2h 1,90 2,88 2,40 £ 0,04 87,9
B- glukan kvasac 0,005 4h 1,90 2,87 2,34 £0,04 85,7
B- glukan kvasac 0,01 4h 1,92 2,88 2,33+0,04 85,3
B- glukan zob 0,005 4h 1,90 2,90 2,39+ 0,04 87,5
B- glukan zob 0,01 4h 1,90 2,89 2,40 £ 0,04 87,9
B- glukan kvasac 0,005 24 h 1,89 2,90 2,49 + 0,04 91,2
B- glukan kvasac 0,01 24 h 1,89 2,81 2,35+0,04 86,1
B- glukan zob 0,005 24 h 2,02 2,89 2,39+ 0,04 87,5
B- glukan zob 0,01 24 h 2,02 2,89 2,40 £ 0,04 87,9

Koli¢ina masti u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 2,73 g/100g i nije se mijenjala
tijekom tretmana.
Konc. = koncentracija; Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanih masti; SD = standardna devijacija;

Tablica 18. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK Zive i

BMK mrtve na koli€¢inu masti u mlijeku ovisno i duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Vrijeme (%) ne
/sat vezanih

MEST

BMK ZIVE Oh 1,90 2,87 2,36 £ 0,04 86,4
BMK MRTVE Oh 1,90 2,89 2,35+0,04 86,1
BMK ZIVE 2h 1,89 2,89 2,30 £ 0,04 84,2
BMK MRTVE 2h 191 2,9 2,37 £0,04 86,8
BMK ZIVE 4h 1,92 2,89 2,42 £ 0,04 88,6
BMK MRTVE 4h 2,01 2,87 2,43 +0,04 89,0
BMK ZIVE 24 h 1,90 2,85 2,33 £0,04 85,3
BMK MRTVE 24 h 191 2,90 2,36 £ 0,04 86,4

Koli¢ina masti u kontrolnom uzorku mlijeka prije po¢etka tretmana iznosila je 2,73 g/100g i nije se mijenjala tijekom
tretmana.
Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanih masti; SD = standardna devijacija; BMK za Zive 10° CFU

mLY; BMK mrtve 1 mg biomase/mL.
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Tablica 19. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom

iz kvasca i beta-glukanom iz zobi na koli€inu ugljikohidrata u mlijeku ovisno o duljini

vezivanja (tretmana)

Mikofiksator : Vrijeme Min g/100g Max g/100g SV+SD (%) ne
/sat g/100 vezanih UH
B- glukan kvasac 0,005 Oh 3% 5,65 4,62+0,083 96,3
B- glukan kvasac 0,01 Oh 2,89 7,99 4,63+0,083 96,5
B- glukan zob 0,005 Oh 3,43 5,61 4,57+0,083 95,2
B- glukan zob 0,01 Oh 3,6 5,63 4,64+0,083 96,7
B- glukan kvasac 0,005 2h 3,52 5,62 4.47+0,083 93,1
B- glukan kvasac 0,01 2h 3,31 5,65 4,42+0,083 92,1
B- glukan zob 0,005 2h 3,5 5,6 4,68+0,083 97,5
B- glukan zob 0,01 2h 3,1 5,66 4,43+0,083 92,3
B- glukan kvasac 0,005 4h 3,47 5,56 4,51+0,083 94,0
B- glukan kvasac 0,01 4h 3,27 5,6 4,52+0,083 94,2
B- glukan zob 0,005 4h 3,66 5,39 4,600,083 95,8
B- glukan zob 0,01 4h 3,47 5,66 4,48+0,083 93,3
B- glukan kvasac 0,005 24 h 3,54 5,53 4,56+0,083 95,0
B- glukan kvasac 0,01 24 h 3,51 5,36 4,430,083 92,3
B- glukan zob 0,005 24 h 3,58 5,43 4,62+0,083 96,3
B- glukan zob 0,01 24 h 3,68 5,47 4,59+0,083 95,6

Kolic¢ina ugljikohidrata u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 4,8 g/100g i nije se mijenjala
tijekom tretmana.
Konc. = koncentracija; Min = minimum; Max = maksimumm; SV = srednja vrijednost ne vezanih UH; UH = ugljikohidrati

SD = standardna devijacija;

Tablica 20. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK Zive i BMK

mrtve na koli¢inu ugljikohidrata u mlijeku o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Vrijeme SV ¥SD (%) ne vezanih

/sat g/100g UH

BMK ZIVE Oh 3,41 5,57 4,53+0,069 94,4
BMK MRTVE Oh 3,43 5,53 4,54+0,069 94,6
BMK ZIVE 2h 3,67 5,54 4,560,069 95,0
BMK MRTVE 2h 3,24 5,59 4,4740,069 93,1
BMK ZIVE 4h 3,6 5,65 4,47+0,069 93,1
BMK MRTVE 4h 3,52 5,29 4,34+0,069 90,4
BMK ZIVE 24h 3,43 5,87 4,530,069 94,4
BMK MRTVE 24 h 3,29 5,53 4,510,069 94,0

Koli¢ina ugljikohidrata u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 4,8 g/100g i nije se mijenjala
tijekom tretmana.
Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanih UH ; UH = ugljikohidrati; SD = standardna devijacija; BMK

za zive 10° CFU mL%; BMK mrtvel mg biomase/mL
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Tablica 21. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom

iz kvasca i beta-glukanom iz zobi na koli¢inu Secera (laktoze) u mlijeku ovisno o duljini

vezivanja (tretmana)

Mikofiksator

B- glukan kvasac
B- glukan kvasac
B- glukan zob
B- glukan zob
B- glukan kvasac
B- glukan kvasac
B- glukan zob
B- glukan zob
B- glukan kvasac
B- glukan kvasac
B- glukan zob
B- glukan zob
B- glukan kvasac
B- glukan kvasac
B- glukan zob
B- glukan zob

0,005
0,01
0,005
0,01
0,005
0,01
0,005
0,01
0,005
0,01
0,005
0,01
0,005
0,01
0,005
0,01

Vrijeme
[sat

0h
0h
0h
0h
2h
2h
2h
2h
4h
4h
4h
4h
24 h
24 h
24 h
24 h

mg L?

3,25
2,49
3,09
3,05
3,43
4,22
3,32
3,34
3,06
31
3,27
3,42
3,3
3,3
3,23
3,02

4,53
4,39
4,78
4,55

4,17+0,13
4,14+0,13
4,32 £0,13
4,34+0,13
4,22+0,13
4,46 +0,13
4,16+0,13
4,31+0,13
4,30+0,13
4,22+0,13
4,38+0,13
4,35+0,13
4,22+0,13
4,68+0,13
4,27+0,13
4,28+0,13

(%) ne

vezanog

Secera
89,4
88,8
92,7
93,1
90,5
95,1
89,2
92,4
92,2
90,5
93,9
93,3
90,5
100,4
91,6

91,8

Koliéina §ecera u kontrolnom uzorku mlijeka prije poéetka tretmana iznosila je 4,66 mg L i nije se mijenjala tijekom

tretmana.

Konc. = koncentracija; Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanih Secera; SD = standardna devijacija;

Tablica 22. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK Zive i BMK

mrtve na koli¢inu Seéera (laktoze) u mlijeku ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator

Vrijeme

/sat

SV+SD
mg L*

(%) ne
vezanog
Secera

BMK ZIVE
BMK MRTVE
BMK ZIVE
BMK MRTVE
BMK ZIVE
BMK MRTVE
BMK ZIVE
BMK MRTVE

Oh
Oh
2h
2h
4h
4h
24 h
24 h

4,28
4,75
4,43
4,29
4,68
4,26
4,03
4,65

4,27

4,36%0,25
4,94+0,25
4,68+0,25
4,40%0,25
4,82+0,25
4,44%0,25
4,27+0,25
4,83+0,25

93,5
106,0
100,3

94,4
103,4

95,3

91,5
103,6

Koli¢ina $ec¢era u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 4,66 mg L i nije se mijenjala tijekom

tretmana.

Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanog $ecera; SD = standardna devijacija;

BMK za zive 106 CFU mL-1; BMK mrtvel mg biomase/mL
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Tablica 23. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom

iz kvasca i1 beta-glukanom iz zobi na energiju kJ/100 g u mlijeku ovisno o duljini

vezivanja (tretmana)

Mikofiksator : Vrijeme Min kJ/100g Max SV+SD %
/sat kJ/100g kJ/100g kJ/100g
B- glukan kvasac 0,005 0h 198,15 232,93 213,58+1,41 89,1
B- glukan kvasac 0,01 0h 192,36 235,72 212,49+1,41 88,6
B- glukan zob 0,005 0h 196,76 232,82 213,43+1,41 89,0
B- glukan zob 0,01 0h 192,76 231,58 213,33+1,41 89,0
B- glukan kvasac 0,005 2h 198,39 231,85 215,11+1,41 89,7
B- glukan kvasac 0,01 2h 1955 231,04 212,1,4131+ 88,6
B- glukan zob 0,005 2h 195,07 227,94 214,57+1,41 89,5
B- glukan zob 0,01 2h 197,8 235,32 216,47+1,41 90,3
B- glukan kvasac 0,005 4n 195,33 232,12 214,18+1,41 89,4
B- glukan kvasac 0,01 4h 195,71 230,59 211,74+1,41 88,3
B- glukan zob 0,005 4h 194,07 232,18 212,85+1,41 88,8
B- glukan zob 0,01 4h 196,57 233,00 213,84+1,41 89,2
B- glukan kvasac 0,005 24 h 197,68 231,40 214,94+1,41 89,7
B- glukan kvasac 0,01 24 h 199,02 230,31 216,94+1,41 90,5
B- glukan zob 0,005 24 h 193,94 225,94 214,27+1,41 89,4
B- glukan zob 0,01 24 h 195,67 235,07 214,36+1,41 89,4

Koli¢ina energije kJ/100g u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 239,7 kJ/100g i nije se
mijenjala tijekom tretmana.
Konc. = koncentracija; Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost energije kJ/100g; SD = standardna devijacija

Tablica 24. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK Zive i BMK

mrtve na energiju kJ/100 g u mlijeku ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Vrijeme Max kJ/100g SViSD (C0)
/sat kJ/100g kJ/100g

BMK ZIVE 0h 194,05 231,33 213,29+1,18 88,9
BMK MRTVE Oh 198,88 226,90 212,17+1,18 88,5
BMK ZIVE 2h 195,40 228,88 211,38+1,18 88,1
BMK MRTVE 2h 199,30 226,33 212,00+1,18 88,4
BMK ZIVE 4h 199,45 232,69 214,71%1,18 89,5
BMK MRTVE 4h 196,45 234,20 213,55+1,18 89,0
BMK ZIVE 24 h 195,61 229,20 211,32+1,18 88,1
BMK MRTVE 24 h 194,05 231,33 213,29+1,18 88,9

Koli¢ina energije kJ/100g u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 239,7 kJ/100g i nije se
mijenjala tijekom tretmana.
Min = minimum; Max = maksimumm; SV = srednja vrijednost energije kJ/100g; SD = standardna devijacija

BMK za Zive 10° CFU mLY; BMK mrtvel mg biomase/mL
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4.3 REZULTATI UTJECAJA VEZIVANJA AFM1 SA ODABRANIM
MIKOFIKSATORIMA NA MIKRONUTRIJENTE U MLIJEKU

Tablica 25. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom
iz kvasca i beta-glukanom iz zobi na koli€inu kalcija u mlijeku ovisno o duljini vezivanja

(tretmana)

Mikofiksator Konc.% Vrijeme Min % ne
/sat mg L? . vezanog

kalcija

B- glukan kvasac

0,005 0h 1350,40 143747 1397,93+244,65 161,7
B- glukan kvasac 0,01 0h 1032,40 1297,40 1157,49+244,65 133,9
B- glukan zob 0,005 0h 839,14 920,93 886,18+244,65 102,5
B- glukan zob 0,01 0h 1207,32 1393,94 1284,97+244,65 148,6
B- glukan kvasac 0,005 2h 1379,25 1467,46 1426,56+244,65 165,0
B- glukan kvasac 0,01 2h 1254,79 1338,23 1294,13+244,65 149,7
B- glukan zob 0,005 2h 902,30 999,32 957,47+244,65 110,7
B- glukan zob 0,01 2h 1200,75 1492,50 1347,50+244,65 155,8
B- glukan kvasac 0,005 4n 846,92 980,30 910,38+244,65 105,3
B- glukan kvasac 0,01 4h 732,86 852,40 786,32+244,65 90,9
B- glukan zob 0,005 4h 720,80 857,23 783,29+244,65 90,6
B- glukan zob 0,01 4h 793,20 954,79 877,64+244,65 101,5
B- glukan kvasac 0,005 24 h 708,13 899,32 802,55+244,65 92,8
B- glukan kvasac 0,01 24 h 1207,40 1299,40 1247,30+244,65 1443
B- glukan zob 0,005 24 h 1000,20 1099,57 1047,16+244,65 1211
B- glukan zob 0,01 24 h 690,20 788,81 740,10£244,65 85,6
Koliéina kalcija u kontrolnom uzorku mlijeka prije poéetka tretmana iznosila je 864,7 mg L™ i nije se mijenjala tijekom

tretmana.

Min = minimum; Max = maksimumm; SV = srednja vrijednost ne vezanog kalcija; SD = standardna devijacija

Tablica 26. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK Zive i BMK

mrtve na koli€inu kalcija u mlijeku ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Vrijeme SViSD % Ne vezanog

. /sat : : mg L* kalcija
BMK ZIVE Oh 628,14 1030,95 808,70+48,49 93,5
BMK MRTVE Oh 668,05 1110,1 899,33+48,49 104,0
BMK ZIVE 2h 680,39 1114,65 928,91+48,49 107,4
BMK MRTVE 2h 645,19 1268,40 906,40+48,49 104,8
BMK ZIVE 4h 647,95 1254,14 964,74+48,49 111,6
BMK MRTVE 4h 643,75 1393,18 955,54+48,49 110,5
BMK ZIVE 24 h 641,75 1199,40 937,03+48,49 108,4
BMK MRTVE 24 h 605,79 1230,90 906,96+48,49 104,9

Koli€ina kalcija u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 864,7 mg L i nije se mijenjala
tijekom tretmana.
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Min = minimum; Max = maksimumm; SV = srednja vrijednost ne vezanog kalcija; SD = standardna devijacija; BMK za zZive 106
CFU mL-1; BMK mrtvel mg biomase/mL

Tablica 27. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom

iz kvasca i beta-glukanom iz zobi na koliCinu magnezija u mlijeku ovisno o duljini

vezivanja (tretmana)

Mikofiksator . Vrijeme SV £SD (%) ne
/sat mg L* vezanog
Magnezija

B- glukan kvasac 0,005 Oh 70,50 99,17 82,2716,30 113,3
B- glukan kvasac 0,01 Oh 63,45 86,92 77,0946,30 106,2
B- glukan zob 0,005 Oh 70,24 82,10 76,17+6,30 104,9
B- glukan zob 0,01 Oh 70,18 79,17 75,6616,30 104,2
B- glukan kvasac 0,005 2h 71,23 79,89 74,77+630 103,0
B- glukan kvasac 0,01 2h 66,48 79,91 74,39+6,30 102,5
B- glukan zob 0,005 2h 72,32 88,26 81,9316,30 112,8
B- glukan zob 0,01 2h 62,59 71,24 66,5316,30 91,6
B- glukan kvasac 0,005 4h 81,45 89,91 86,2216,30 118,7
B- glukan kvasac 0,01 4h 68,89 79,98 74,2346,30 102,2
B- glukan zob 0,005 4h 60,20 69,37 65,66+6,30 90,4
B- glukan zob 0,01 4h 67,20 79,30 73,5546,30 101,3
B- glukan kvasac 0,005 24 h 67,32 79,48 74,0446,30 102,0
B- glukan kvasac 0,01 24 h 63,42 83,28 73,2746,30 100,9
B- glukan zob 0,005 24 h 85,35 96,20 90,0146,30 124,0
B- glukan zob 0,01 24 h 71,03 81,34 76,9446,30 106,0

Koliéina magnezija u kontrolnom uzorku mlijeka prije poéetka tretmana iznosila je 72,61 mg L i nije se mijenjala
tijekom tretmana.
Min = minimum; Max = maksimumm; SV = srednja vrijednost ne vezanog magnezija; SD = standardna devijacija

Tablica 28. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK Zive i BMK

mrtve na koli€¢inu magnezija u mlijeku ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Miofiksator Vrijeme SViS (%) Ne vezanog
. /sat . . mg L? magnezija
BMK ZIVE Oh 60,90 89,27 74,87+13,96 103,1
BMK MRTVE Oh 65,11 135,52 99,17+13,96 136,6
BMK ZIVE 2h 58,56 96,10 77,51+£13,96 106,7
BMK MRTVE 2h 58,35 137,27 95,82+13,96 132,0
BMK ZIVE 4h 59,32 86,95 75,81+13,96 104,4
BMK MRTVE 4h 60,22 88,92 71,37+£13,96 98,3
BMK ZIVE 24 h 55,80 66,11 59,66+13,96 82,2
BMK MRTVE 24 h 90,54 99,40 94,83+13,96 130,6

Koli¢ina magnezija u kontrolnom uzorku mlijeka prije poéetka tretmana iznosila je 72,61 mg L i nije se mijenjala
tijekom tretmana.
Min = minimum; Max = maksimumm; SV = srednja vrijednost ne vezanog magnezija; SD = standardna devijacija; BMK za Zive

106 CFU mL-1; BMK mrtvel mg biomase/mL
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Tablica 29. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom

iz kvasca i beta-glukanom iz zobi na koli€inu natrija u mlijeku ovisno o duljini vezivanja

(tretmana)
Mikofiksator : Vrijeme/ SViSD (%) ne vezanog
sat . . mg L? natrija
B- glukan kvasac 0,005 Oh 249,40 281,75 271,96+42,38 104,1
B- glukan kvasac 0,01 Oh 230,74 279,13 258,91+42,38 99,1
B- glukan zob 0,005 Oh 297,09 388,57 347,24+42,38 133,0
B- glukan zob 0,01 Oh 245,51 284,73 264,46+42,38 101,3
B- glukan kvasac 0,005 2h 232,89 277,83 253,66+42,38 97,1
B- glukan kvasac 0,01 2h 240,89 248.35 294,16+42,38 112,6
B- glukan zob 0,005 2h 254,62 292,30 283,90+42,38 108,7
B- glukan zob 0,01 2h 220,50 251,50 237,92+42,38 91,1
B- glukan kvasac 0,005 4h 250,12 358,99 333,75+42,38 127,8
B-glukan kvasac 0,01 4 h 262,85 292,30 277,18+42,38 106,1
B- glukan zob 0,005 4h 213,45 221,00 216,73+42,38 83,0
B- glukan zob 0,01 4h 233,62 261,52 248,76+42,38 95,3
B- glukan kvasac 0,005 24 h 325,40 371,40 349,09+42,38 133,7
B- glukan kvasac 0,01 24 h 319,14 398,40 362,46+42,38 138,8
B- glukan zob 0,005 24 h 263,59 289,98 282,89+42,38 108,3
B- glukan zob 0,01 24 h 274,65 298,00 284,42+42 38 108,9

Koli¢ina natrija u kontrolnom uzorku mlijeka prije poéetka tretmana iznosila je 261,13 mg L™i nije se mijenjala
tijekom tretmana.
Min = minimum; Max =maksimumm; SV = srednja vrijednost ne vezanog natrija; RSD = standardna devijacija

Tablica 30. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK Zive i BMK

mrtve na koli€inu natrija u mlijeku ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Vrijeme/ SViSD (%) ne

Sat mg L* vezanog

natrija
BMK ZIVE Oh 224,57 308,38 268,28+36,9 102,7
BMK MRTVE Oh 262,37 491,46 383,27+36,9 146,8
BMK ZIVE 2h 242,59 407,17 327,22+36,9 125,3
BMK MRTVE 2h 231,94 479,84 358,57+36,9 137,3
BMK ZIVE 4 h 252,35 456,85 358,82+36,9 137,4
BMK MRTVE 4 h 259,27 447,65 346,16+36,9 132,6
BMK ZIVE 24 h 234,46 390,19 302,72+36,9 115,9
BMK MRTVE 24 h 244,11 394,27 312,56+36,9 119,7

Koli€ina natrija u kontrolnom uzorku mlijeka prije poéetka tretmana iznosila je 261,13 mg L i nije se mijenjala
tijekom tretmana.
Min = minimum; Max = maksimumm; SV = srednja vrijednost ne vezanog natrija; SD = standardna devijacija; BMK za Zive 106

CFU mL-1; BMK mrtvel mg biomase/mL
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Tablica 31. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 ul87 mlijeku mikofiksatorima beta-
glukanom iz kvasca i beta-glukanom iz zobi na koli€inu kalija u mlijeku ovisno o duljini

vezivanja (tretmana)

Mikofiksator : Vrijeme/ Min (%) Ne

sat mg L? . vezanog
kalija

B- glukan kvasac 0,005 Oh 1400,20 , 1464,89+181,75 123,2
B- glukan kvasac 0,01 Oh 1170,20 1740,70 1573,65+181,75 132,4
B- glukan zob 0,005 Oh 1120,70 1320,70 1215,03 £181,75 102,2
B- glukan zob 0,01 Oh 1125,70 1305,05 1215,92 £181,75 102,3
B- glukan kvasac 0,005 2h 1405,27 1596,70 1484,26+£181,75 124,8
B- glukan kvasac 0,01 2h 1278,95 1395,40 1340,36+181,75 112,7
B- glukan zob 0,005 2h 1313,31 1499,85 1405,69+181,75 118,2
B- glukan zob 0,01 2h 1177,11 1343,80 1253,98+181,75 105,5
B- glukan kvasac 0,005 4h 739,40 1571,15 1211,36+181,75 101,9
B- glukan kvasac 0,01 4h 1015,30 1289,90 1126,06+181,75 94,7
B- glukan zob 0,005 4h 750,97 873,54 797,55 £181,75 67,1
B- glukan zob 0,01 4h 1051,00 1288,69 1175,76+181,75 98,9
B- glukan kvasac 0,005 24 h 1010,50 1518,30 1338,75+181,75 112,6
B- glukan kvasac 0,01 24 h 1102,56 1379,30 1240,44+181,75 104,3
B- glukan zob 0,005 24 h 1202,52 1450,80 1337,29+181,75 112,5
B- glukan zob 0,01 24 h 1031,43 1230,34 1116,60+181,75 93,9

Koligina kalija u kontrolnom uzorku mlijeka prije poéetka tretmana iznosila je 1188,86 mg L i nije se mijenjala
tijekom tretmana.
Min = minimum; Max = maksimumm; SV = srednja vrijednost ne vezanog kalija; SD = standardna devijacija;

Tablica 32. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK Zive i BMK

mrtve na koli€inu kalija u mlijeku ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Vrijeme % Ne
/sat . . vezanog

L CUIES

BMK ZIVE Oh 725,88 1234,87 983,75+210,84 82,7
BMK MRTVE Oh 887,15 2121,07 1512,44+210,84 127,2
BMK ZIVE 2h 837,29 2045,10 1408,34+210,84 118,5
BMK MRTVE 2h 987,34 1859,28 1427,04+£210,84 120,0
BMK ZIVE 4h 995,31 1297,05 1159,12+210,84 97,5
BMK MRTVE 4 h 997,64 1575,21 1290,48+210,84 108,5
BMK ZIVE 24 h 667,61 1245,36 976,49+210,84 82,1
BMK MRTVE 24 h 741,56 1421,73 1064,94+210,84 89,6

Koli¢ina kalija u kontrolnom uzorku mlijeka prije poéetka tretmana iznosila je 1188,86 mg L*i nije se mijenjala tijekom
tretmana.
Min = minimum; Max = maksimumm; SV = srednja vrijednost ne vezanog kalija; SD = standardna devijacija; BMK za Zive 106

CFU mL-1; BMK mrtve 1 mg biomase/mL
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Tablica 33. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom
iz kvasca i beta-glukanom iz zobi na koliCinu fosfora u mlijeku ovisno o duljini

vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Konc. % Vrijeme/ SV+SD (%) ne

sat . mg L? vezanog
fosfora

B- glukan kvasac 0,005 Oh 717,5 , 724,5£190,98 78,5
B- glukan kvasac 0,01 Oh 806,3 820,3 813,2+190,98 88,1
B- glukan zob 0,005 Oh 827,2 853,7 840,44+90,98 91,0
B- glukan zob 0,01 Oh 920,4 948,7 936,1+190,98 101,4
B- glukan kvasac 0,005 2h 721,5 765,2 746,7£190,98 80,9
B- glukan kvasac 0,01 2h 885,2 899,1 891,6+190,98 96,5
B- glukan zob 0,005 2h 975,2 983,2 979,9+190,98 106,1
B- glukan zob 0,01 2h 1256,6 1284,8 1272,6+190,98 137,8
B- glukan kvasac 0,005 4h 1175,4 1186,5 1182,7+190,98 128,1
B- glukan kvasac 0,01 4h 998,5 1080,1 1043,7+190,98 113,0
B- glukan zob 0,005 4h 1195,0 1225,1 1213,2+190,98 131,4
B- glukan zob 0,01 4h 1150,2 1189,1 1176,3+190,98 127,4
B- glukan kvasac 0,005 24 h 1109,0 1191,0 1146,5+190,98 124,1
B- glukan kvasac 0,01 24 h 1040,2 1177,6 1151,1+190,98 124,6
B- glukan zob 0,005 24 h 1107,0 1165,6 1141,2+190,98 123,6
B- glukan zob 0,01 24 h 1203,5 1396,2 1317,7+190,98 142,7

Koligina fosfora u kontrolnom uzorku mlijeka prije poéetka tretmana iznosila je 923,59 mg L i nije se mjenjala tijekom
tretmana.
Konc. = koncentracija; Min = minimum; Max = maksimumm; SV = srednja vrijednost ne vezanog fosfora; SD = standardna

devijacija

Tablica 34. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK Zive i BMK

mrtve na koli¢inu fosfora u mlijeku ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Vrijeme SV+SD (%) ne

/sat . . mg L* vezanog
fosfora

BMK ZIVE Oh 1169,3 1182,5 1175,7+¢211,0 127,3
BMK MRTVE Oh 1195,3 1234,8 1216,7+211,0 131,7
BMK ZIVE 2h 1398,2 1422,0 1410,3+211,0 152,7
BMK MRTVE 2h 1623,2 1725,4 1677,6+£211,0 181,7
BMK ZIVE 4h 989,9 1102,6 1043,1+211,0 113,0
BMK MRTVE 4h 993,1 1175,2 1044,7+211,0 113,1
BMK ZIVE 24 h 1099,1 1275,3 1142,2+211,0 123,7
BMK MRTVE 24 h 1185,9 1275,8 1228,5+211,0 133,0

Koliéina fosfora u kontrolnom uzorku mlijeka prije poéetka tretmana iznosila je 923,50 mg Li nije se mjenjala
tijekom cijelog tretmana
Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanog fosfora; SD = relativha standardna devijacija; BMK za

zive 10° CFU mL*; BMK mrtve 1 mg biomase/m
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4.4 REZULTATI UTJECAJA VEZIVANJA AFM1 SA ODABRANIM
MIKOFIKSATORIMA NA VITAMINE TOPIVE U MASTIMA

Tablica 35. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom
iz kvasca i beta-glukanom iz zobi na koli€inu vitamina A u mlijeku ovisno o duljini

vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Konc. % Vrijeme /sat  Min pg/100g SV #SD (%) ne

Hg/100g vezanog
vitamina A

B- glukan kvasac 0,005 Oh 0,02 0,03 0,02+0,01 100
B- glukan kvasac 0,01 Oh 0,03 0,05 0,03+0,01 150
B- glukan zob 0,005 Oh 0,01 0,03 0,02+0,01 100
B- glukan zob 0,01 Oh 0,02 0,05 0,02+0,01 100
B- glukan kvasac 0,005 2h 0,02 0,04 0,03+0,01 150
B- glukan kvasac 0,01 2h 0,01 0,02 0,01+0,01 50
B- glukan zob 0,005 2h 0,03 0,05 0,04+0,01 200
B- glukan zob 0,01 2h 0,01 0,06 0,05+0,01 250
B- glukan kvasac 0,005 4h 0,01 0,03 0,01+0,01 50
B- glukan kvasac 0,01 4h 0,03 0,05 0,04+0,01 200
B- glukan zob 0,005 4h 0,02 0,04 0,03+,0,01 150
B- glukan zob 0,01 4h 0,02 0,04 0,03+0,01 150
B- glukan kvasac 0,005 24 h 0,02 0,04 0,03+0,01 150
B- glukan kvasac 0,01 24 h 0,01 0,03 0,02+0,01 100
B- glukan zob 0,005 24 h 0,02 0,04 0,03+0,01 150
B- glukan zob 0,01 24 h 0,02 0,04 0,03+0,01 150

Koli¢ina vitamina A u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 0,02 ug/100g i nije se mjenjala
tijekom cijelog tretmana
Konc. = koncentracija; Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanog Vitamina A; SD = relativha

standardna devijacija

Tablica 36. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK Zive i BMK

mrtve na koli¢inu vitamina A u mlijeku ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Vrijeme SV+SD % ne vezanog
. /sat 1g/100g vitamina A
BMK ZIVE Oh 0,02 0,03 0,02+0,01 100
BMK MRTVE Oh 0,03 0,05 0,03+0,01 150
BMK ZIVE 2h 0,01 0,03 0,02+0,01 100
BMK MRTVE 2h 0,02 0,05 0,02+0,01 100
BMK ZIVE 4h 0,02 0,04 0,03+0,01 150
BMK MRTVE 4h 0,01 0,02 0,01+0,01 50
BMK ZIVE 24 h 0,03 0,05 0,04+,0,01 200
BMK MRTVE 24 h 0,01 0,05 0,02+0,01 100

Koli¢ina vitamina A u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 0,02 pg/100g i nije se mjenjala
tijekom cijelog tretmana
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Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanog vitamina A; SD = relativna standardna devijacija;BMK
za Zive 10° CFU mLY; BMK mrtvel mg biomase/mL

Tablica 37. prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom
iz kvasca i B-glukanom iz zobi na koli€inu vitamina D u mlijeku ovisno o duljini

vezivanja (tretmana)

Mikofiksator . Vrijeme Min Max Sv+SD (%) ne

/sat Hg/100g Hg/100g Hg/100g vezanog
vitamina D

B- glukan kvasac 0,005 Oh 0,01 0,05 0,03+0,01 75,0
B- glukan kvasac 0,01 Oh 0,02 0,05 0,04+0,01 100,0
B- glukan zob 0,005 Oh 0,01 0,04 0,06+0,01 150,0
B- glukan zob 0,01 Oh 0,01 0,04 0,02+0,01 50,0
B- glukan kvasac 0,005 2h 0,02 0,05 0,03+ 0,01 75,0
B- glukan kvasac 0,01 2h 0,03 0,05 0,04+0,01 100,0
B- glukan zob 0,005 2h 0,01 0,04 0,03+0,01 75,0
B- glukan zob 0,01 2h 0,02 0,05 0,04+0,01 100,0
B- glukan kvasac 0,005 4h 0,02 0,04 0,03+0,01 75,0
B- glukan kvasac 0,01 4h 0,01 0,04 0,02+0,01 50,0
B- glukan zob 0,005 4h 0,02 0,05 0,04+0,01 100,0
B- glukan zob 0,01 4h 0,01 0,05 0,03+0,01 75,0
B- glukan kvasac 0,005 24 h 0,01 0,05 0,03+0,01 75,0
B- glukan kvasac 0,01 24 h 0,01 0,05 0,04+0,01 100,0
B- glukan zob 0,005 24 h 0,02 0,04 0,03+0,01 75,0

B- glukan zob 0,01 24 h 0,01 0,04 0,02+0,01 50,0

Koli¢ina vitamina D u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 0,04 ug/100g i nije se mjenjala
tijekom cijelog tretmana
Konc. = koncentracija; Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanog vitamina D; SD = standardna

devijacija

Tablica 38. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima BMK Zive i BMK

mrtve na koli¢inu vitamina D u mlijeku ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Vrijeme/ i SViSD (%) ne vezanog
. sat vitamina D
BMK ZIVE Oh 0,02 0,05 0,04+0,01 100,0
BMK MRTVE Oh 0,02 0,04 0,03+0,01 75,0
BMK ZIVE 2h 0,02 0,04 0,03+0,01 75,0
BMK MRTVE 2h 0,02 0,04 0,03+0,01 75,0
BMK ZIVE 4h 0,01 0,03 0,0210,01 50,0
BMK MRTVE 4h 0,02 0,04 0,03+0,01 75,0
BMK ZIVE 24 h 0,02 0,04 0,03+0,01 75,0
BMK MRTVE 24 h 0,03 0,05 0,03+0,01 75,0

Koli¢ina vitamina D u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 0,04 pg/100g i nije se mjenjala
tijekom cijelog tretmana
Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanog vitamina D; SD = standardna devijacija;

BMK za Zive 10° CFU mLY; BMK mrtvel mg biomase/mL
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Tablica 39. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatorima beta-glukanom

iz kvasca i beta-glukanom iz zobi na koli¢inu vitamina E u mlijeku ovisno o duljini

vezivanja (tretmana)

Mikofiksator : Vrijeme Min Max SViSD % ne vezanog
/sat mg/100g mg/100g mg/100g vitamina E
B- glukan kvasac 0,005 Oh 0,04 0,07 0,06+0,01 200,0
B- glukan kvasac 0,01 Oh 0,02 0,05 0,04+0,01 133,3
B- glukan zob 0,005 Oh 0,02 0,04 0,04+0,01 133,3
B- glukan zob 0,01 Oh 0,03 0,05 0,04+0,01 133,3
B- glukan kvasac 0,005 2h 0,02 0,05 0,04+0,01 100,0
B- glukan kvasac 0,01 2h 0,04 0,07 0,06+0,01 200,0
B- glukan zob 0,005 2h 0,03 0,05 0,04+0,01 133,3
B- glukan zob 0,01 2h 0,04 0,06 0,05+0,01 166,7
B- glukan kvasac 0,005 4h 0,04 0,06 0,06+0,01 200,0
B- glukan kvasac 0,01 4h 0,03 0,05 0,04+0,01 133,3
B- glukan zob 0,005 4h 0,03 0,05 0,04+0,01 133,3
B- glukan zob 0,01 4h 0,03 0,05 0,04+0,01 133,3
B- glukan kvasac 0,005 24 h 0,02 0,05 0,04+0,01 133,3
B- glukan kvasac 0,01 24 h 0,04 0,05 0,04+0,01 133,3
B- glukan zob 0,005 24 h 0,02 0,05 0,04+0,01 133,3
B- glukan zob 0,01 24 h 0,02 0,05 0,04+0,01 133,3

Koli¢ina vitamina E u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 0,03 pg/100g i nije se mjenjala
tijekom cijelog tretmana
Konc. = koncentracija; Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanog vitamina E; SD = standardna

devijacija

Tablica 40. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatora BMK Zive i BMK

mrtve na koli€inu vitamina E u mlijeku ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator - Vrijeme  Minmg/ = Maxmg/ SViSD % ne vezanog
/sat mg/100g vitamina E
BMK ZIVE Oh 0,02 0,05 0,03+0,01 100,0
BMK MRTVE Oh 0,04 0,07 0,06+0,01 200,0
BMK ZIVE 2h 0,03 0,05 0,04+0,01 133,3
BMK MRTVE 2h 0,04 0,06 0,05+0,01 166,7
BMK ZIVE 4 h 0,04 0,06 0,06+0,01 200,0
BMK MRTVE 4 h 0,03 0,05 0,04+0,01 133,3
BMK ZIVE 24 h 0,03 0,05 0,04+0,01 133,3
BMK MRTVE 24 h 0,03 0,07 0,05+0,01 166,7

Koli¢ina vitamina E u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocetka tretmana iznosila je 0,03 pg/100g i nije se mjenjala
tijekom cijelog tretmana
Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanog vitamina E; SD = standardna devijacija;

BMK za zive 106 CFU mL-1; BMK mrtvel mg biomase/mL.
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Tablica 41. Prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatora beta-glukanom iz

kvasca i beta-glukanom iz zobi na koli€inu vitamina K u mlijeku ovisno o duljini

vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Konc.% Vrijeme
/sat
B- glukan kvasac 0,005 Oh <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan kvasac 0,01 Oh <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan zob 0,005 Oh <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan zob 0,01 Oh <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan kvasac 0,005 2h <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan kvasac 0,01 2h <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan zob 0,005 2h <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan zob 0,01 2h <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan kvasac 0,005 4h <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan kvasac 0,01 4h <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan zob 0,005 4h <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan zob 0,01 4h <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan kvasac 0,005 24 h <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan kvasac 0,01 24 h <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan zob 0,005 24 h <0,01 <0,01 <0,01
B- glukan zob 0,01 24 h <0,01 <0,01 <0,01

Konc. = koncentracija; Min = minimum; Max = maksimumm; SV = srednja vrijednost ne vezanog vitamina K

Tablica 42. prikaz utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku mikofiksatora BMK Zive i BMK

mrtve na koli€inu vitamina K u mlijeku ovisno o duljini vezivanja (tretmana)

Mikofiksator Vrijeme/sat

BMK ZIVE Oh <0,01 <0,01 <0,01

BMK MRTVE 0h <0,01 <0,01 <0,01
BMK ZIVE 2h <0,01 <0,01 <0,01
BMK MRTVE 2h <0,01 <0,01 <0,01
BMK ZIVE 4h <0,01 <0,01 <0,01
BMK MRTVE 4h <0,01 <0,01 <0,01
BMK ZIVE 24 h <0,01 <0,01 <0,01
BMK MRTVE 24 h <0,01 <0,01 <0,01

Min = minimum; Max = maksimum; SV = srednja vrijednost ne vezanog vitamina K; BMK za Zive 10° CFU mL*; BMK mrtvel
mg biomase/mL
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Slika 7. Kromatogramski prikaz uzoraka mlijeka sa standardom Vitamina K
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Slika 8. Kromatogramski prikaz standarda Vitamina K
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Slika 9. Kromatografski prikaz mlijeka 2,8 % m.m.
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Slika 10. Graficki prikaz vezivanja AFM1 iz mlijeka i odabranih mikofikastora
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Tablica 43. Usporedba vezivanja AFM1 i odbaranih mikofiksatora u odnosu na

vrijeme vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba
vrijeme Vs vrijeme razlika SE T df Prukey
0 - 2 -0.002450 3.095e-4 -7.9183 322.0 <.00001
0 - 4 -0.002710 3.095e-4 -8.7561 322.0 <.00001
0 - 24 -0.006924 3.095e-4 -22.3762 322.0 <.00001
2 B 4 -2.593e-4 3.095e-4 -0.8378 322.0 0.83642
2 - 24 -0.004474 3.095e-4 -14.4579 322.0 <.00001
4 - 24 -0.004215 3.095e-4 -13.6201 322.0 <.00001
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Slika 11. Graficki prikaz vezivanja bjelancevina iz mlijeka i odabranih mikofikastora

(9/100g)

vrijeme (h)

R-glukan, kvasac, 0,005%
R-glukan, kvasac, 0,01%
R-glukan, zob, 0,005%
R-glukan, zob, 0,01%
BMK, mrtve

BMK, Zive

Tablica 44. Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na koli¢inu bjelacevina u

mlijeku ovisno o vremenu vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba

vrijeme Vs vrijeme razlika SE T df Prukey
0 2 -0.005333 0.01472 -0.3622 336.0 0.98372
0 4 -0.007556 0.01472 -0.5131 336.0 0.95592
0 24 -0.010556 0.01472 -0.7169 336.0 0.89035
2 4 -0.002222 0.01472 -0.1509 336.0 0.99877
2 24 -0.005222 0.01472 -0.3547 336.0 0.98468
4 24 -0.003000 0.01472 -0.2037 336.0 0.99700
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Slika 12. Grafi¢ki prikaz vezivanja masti iz mlijeka i odabranih mikofikastora
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Tablica 45, Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na koli€inu masti u mlijeku

ovisno o vremenu vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba
vrijeme Vs vrijeme razlika SE T Df Prukey
0 - 2 -0.021159 0.02522 -0.8389 336.0 0.83588
0 - 4 -0.028344 0.02522 -1.1238 336.0 0.67512
0 - 24 -0.032307 0.02522 -1.2809 336.0 0.57576
2 - 4 -0.007185 0.02522 -0.2849 336.0 0.99193
2 - 24 -0.011148 0.02522 -0.4420 336.0 0.97112
4 - 24 -0.003963 0.02522 -0.1571 336.0 0.99862
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Slika 13. Graficki prikaz vezivanja ugljikohidrata iz mlijeka i odabranih mikofikastora

R-glukan, kvasac, 0,005%
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Tablica 46. Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na koli¢inu ugljikohidrata u

mlijeku ovisno o vremenu vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba
vrijeme Vs vrijeme razlika SE t df Prukey
0 - 2 0.07146 0.04738 1.50817 322.0 0.43376
0 - 4 0.07197 0.04738 1.51912 322.0 0.42721
0 - 24 0.05231 0.04738 1.10402 322.0 0.68732
2 - 4 5.185e-4 0.04738 0.01094 322.0 1.00000
2 - 24 -0.01915 0.04738 -0.40415 322.0 0.97765
4 - 24 -0.01967 0.04738 -0.41509 322.0 0.97587

69



Slika 14. Grafi¢ki prikaz vezivanja Secéera (laktoze) iz mlijeka i odabranih mikofikastora
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Tablica 47. Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na koli€inu Secera (laktoze) u

mlijeku ovisno o vremenu vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba
vrijeme Vs vrijeme razlika SE t df Ptukey
0 - 2 -0.008259 0.04108 -0.2011 336.0 0.99712
0 - 4 -0.014889 0.04108 -0.3625 336.0 0.98369
0 - 24 -0.135863 0.04108 -3.3075 336.0 0.00573
2 - 4 -0.006630 0.04108 -0.1614 336.0 0.99850
2 - 24 -0.127604 0.04108 -3.1064 336.0 0.01101
4 - 24 -0.120974 0.04108 -2.9450 336.0 0.01807
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Slika 15. Graficki prikaz Energije kJ iz mlijeka i odabranih mikofikastora
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Tablica 48. Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na energiju kJ u mlijeku ovisno

0 vremenu vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba
vrijeme Vs vrijeme razlika SE t df Prukey
0 2 0.1275 0.7235 0.1762 336.0 0.99805
0 4 -0.1692 0.7235 -0.2339 336.0 0.99549
0 24 -0.6701 0.7235 -0.9262 336.0 0.79082
2 4 -0.2967 0.7235 -0.4101 336.0 0.97670
2 24 -0.7976 0.7235 -1.1024 336.0 0.68829
4 24 -0.5009 0.7235 -0.6923 336.0 0.89999
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Slika 16. Graficki prikaz vezivanja kalcija iz mlijeka i odabranih mikofikastora

Tablica 49. Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na koli€inu kalcija u

vrijeme (h)

ovisno o vremenu vezivanja - Post Hoc Test

R-glukan, kvasac, 0,005%
R-glukan, kvasac, 0,01%
R-glukan, zob, 0,005%
R-glukan, zob, 0,01%
BMK, mrtve

BMK, Zive

mlijeku

Usporedba
vrijeme Vs vrijeme razlika SE t df Prukey
0 - 2 -58.72 9.905 -5.928 322.0 <.00001
0 - 4 202.03 9.905 20.397 322.0 <.00001
0 - 24 140.39 9.905 14.174 322.0 <.00001
2 4 260.75 9.905 26.325 322.0 <.00001
2 - 24 199.10 9.905 20.102 322.0 <.00001
4 24 -61.65 9.905 -6.224 322.0 <.00001
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Slika 17. Graficki prikaz vezivanja magnezija iz mlijeka i odabranih mikofikastora
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Tablica 50. Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na koliCinu magnezija u

mlijeku ovisno o vremenu vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba
vrijeme Vs vrijeme razlika SE t df Ptukey
0 - 2 2.6481 0.8764 3.0215 322.0 0.01438
0 - 4 5.5453 0.8764 6.3274 322.0 <.00001
0 - 24 2.1265 0.8764 2.4264 322.0 0.07419
2 - 4 2.8973 0.8764 3.3058 322.0 0.00578
2 - 24 -0.5216 0.8764 -0.5951 322.0 0.93351
4 - 24 -3.4188 0.8764 -3.9010 322.0 0.00067
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Slika 18. Graficki prikaz vezivanja natrij iz mlijeka i odabranih mikofikastora
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Tablica 51. Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na koli€¢inu natrija u mlijeku

ovisno o vremenu vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba
vrijeme S vrijeme razlika SE t df Ptukey
0 - 2 13.8286 2.8350 4.8778 336 <.00001
0 - 4 1.7387 2.8350 0.6133 336 0.92781
0 - 24 -16.8464 2.8350 -5.9423 336 <.00001
2 - 4 -12.0899 2.8350 -4.2645 336 0.00015
2 - 24 -30.6750 2.8350 -10.8201 336 <.00001
4 - 24 -18.5851 2.8350 -6.5556 336 <.00001
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Slika 19. Graficki prikaz vezivanja kalij iz mlijeka i odabranih mikofikastora

vrijeme (h)

24

R-glukan, kvasac, 0,005%
R-glukan, kvasac, 0,01%
R-glukan, zob, 0,005%
R-glukan, zob, 0,01%
BMK, mrtve

BMK, Zive

Tablica 52. Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na koliinu kalija u mlijeku

ovisno o0 vremenu vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba
vrijeme Vs vrijeme razlika SE t df Prukey
0 - 2 -41.91 16.37 -2.561 322.0 0.05293
0 - 4 201.94 16.37 12.339 322.0 <.00001
0 - 24 143.29 16.37 8.756 322.0 <.00001
2 4 243.85 16.37 14.900 322.0 <.00001
2 - 24 185.20 16.37 11.316 322.0 <.00001
4 24 -58.65 16.37 -3.584 322.0 0.00220
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Slika 20.Graficki prikaz vezivanja fosfora iz mlijeka i odabranih mikofikastora

vrijeme (h)

24

R-glukan, kvasac, 0,005%
R-glukan, kvasac, 0,01%
R-glukan, zob, 0,005%
R-glukan, zob, 0,01%
BMK, mrtve

BMK, Zive

Tablica 53. Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na koli€inu fosfora u mlijeku

ovisno o vremenu vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba
Vrijeme S vrijeme razlika SE t df Prukey
0 - 2 -212.26 2.061 -102.98 336.0 <.00001
0 - 4 -166.64 2.061 -80.84 336.0 <.00001
0 - 24 -237.46 2.061 -115.20 336.0 <.00001
2 4 45.62 2.061 22.13 336.0 <.00001
2 24 -25.21 2.061 -12.23 336.0 <.00001
4 24 -70.82 2.061 -34.36 336.0 <.00001
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Slika 21. Graficki prikaz vezivanja Vitamina A iz mlijeka i odabranih mikofikastora

(Mg/1009g)

vrijeme (h)

R-glukan, kvasac, 0,005%
R-glukan, kvasac, 0,01%
R-glukan, zob, 0,005%
R-glukan, zob, 0,01%
BMK, mrtve

BMK, zive

Tablica 54. Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na koli¢inu vitamina A u

mlijeku ovisno o vremenu vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba
vrijeme 'S vrijeme razlika SE t Df Prtukey
0 2 -8.148e-4 6.742e-4 -1.209 322.0 0.62186
0 4 0.001333 6.742e-4 1.978 322.0 0.19859
0 24 -0.001519 6.742e-4 -2.252 322.0 0.11164
2 4 0.002148 6.742e-4 3.186 322.0 0.00857
2 24 -7.037e-4 6.742e-4 -1.044 322.0 0.72382
4 24 -0.002852 6.742e-4 -4.230 322.0 0.00018
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Slika 22. Graficki prikaz vezivanja vitamina D iz mlijeka i odabranih mikofikastora

(Mg/100g)

vrijeme (h)

24

R-glukan, kvasac, 0,005%

R-glukan, kvasac, 0,01%
R-glukan, zob, 0,005%
R-glukan, zob, 0,01%
BMK, mrtve

BMK, zive

Tablica 55. Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na koli€inu vitamina D u

mlijeku ovisno o vremenu vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba

vrijeme Vs vrijeme razlika SE t Df Prukey
0 2 -0.001756 7.480e-4 -2.348 322.0 0.08961
0 4 0.004408 7.480e-4 5.893 322.0 <.00001
0 24 0.001985 7.480e-4 2.653 322.0 0.04143
2 4 0.006164 7.480e-4 8.241 322.0 <.00001
2 24 0.003741 7.480e-4 5.001 322.0 <.00001
4 24 -0.002423 7.480e-4 -3.239 322.0 0.00721
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Slika 23. Graficki prikaz vezivanja vitamin E iz mlijeka i odabranih mikofikastora
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R-glukan, kvasac, 0,005%

R-glukan, kvasac, 0,01%
3-glukan, zob, 0,005%
R-glukan, zob, 0,01%

BMK, mrtve
BMK, Zive

Tablica 56. Utjecaj vezivanja odabranih mikofiksatora na koli¢inu vitamina E u

mlijeku ovisno o vremenu vezivanja - Post Hoc Test

Usporedba

vrijeme 'S vrijeme razlika SE t Df Prtukey
0 2 0.002222 7.713e-4 2.8811 322.0 0.02189
0 4 -3.704e-4 7.713e-4 -0.4802 322.0 0.96344
0 24 0.003926 7.713e-4 5.0899 322.0 <.00001
2 4 -0.002593 7.713e-4 -3.3612 322.0 0.00480
2 24 0.001704 7.713e-4 2.2088 322.0 0.12300
4 24 0.004296 7.713e-4 5.5700 322.0 <.00001
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Vrijednost 100 % ne vezanog dijela ispitanih parametara, ozna¢ava vrijednost koja je
jednaka koli€ini prije dodavanja AFM1 i mikofiksatora te predstavlja referentnu

vrijednost izmjerenu u kontrolnom uzorku mlijeka.

U koliko je vrijednost ne vezanog parametra 100 %, u tom slu€aju nije doslo do
smanjenja niti do povecanja koli€ine ispitivanog parametra u odnosu na referentnu

vrijednost.

U koliko je %-tak ne vezanog parametra manji od 100 %, koli€ina ispitanog parametra

se smanjila u odnosu na referentnu vrijednost.

Kada je %-tak ne vezanog parametra veéi od 100 %, doSlo je do povecanja ispitanog

parametra u odnosu na referentnu dozu.

Sto je odstupanije blize 100 %, to je koristeni mikofiksator efikasniji, odnosno efikasniji
je u vezivanju AFM1 dok vezivanje ispitanih parametara je vrlo malo ili ga uop¢e nema.
Analize svih parametara provedene su nakon sto je mlijeko namjerno kontaminirano s
AFM1, te su u mlijeko nakon kontaminacije dodani mikofiksatori i provedenog
uklanjanjanja mikofiksatora postupkom centrifugiranja. Vrijednosti vezanog AFM1
izrazene su u postotku (%). Jednako tako vrijednosti ne vezanih nutrijenata,

mikronutrijenata i vitamina topivih u mastima izrazeni su takoder u postotku (%).
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5 RASPRAVA

Bez obzira na strogi i dobro postavljeni zakonodavni okvir, incidenti s hranom i dalje
su prisutni, a osobito oni Cija se pojavnost veze uz klimatske promjene kao Sto je
pojavnost mikotoksina u hrani i hrani za Zivotinje. OCekuje se da ¢e se na globalnoj
razini temperatura u 21. stolje¢u povisiti do 2 °C, a da Ce se toksigene plijesni, poglavito
one iz roda Aspergillus flavus i Fusarium graminearum, vrlo brzo prilagoditi novim
klimatskim uvjetima §to ¢e rezultirati njihovom daljnjom pojavnosti u hrani i hrani za
zivotinje [189]. Preventivha djelovanja na takve izazove, predstavljaju jedan su od
kljucnih zadaca javnog zdravstva, a sve kako bi se zastitilo zdravlje ljudi i Zivotinja.
Poduzimanje preventivnih mjera radi spreCavanja nastanka mikotoksina je najsigurniji
nacin sprjeCavanja njihovih Stetnih posljedica, ali studije ukazuju da, bez obzira na
provedbu prevencijskin mjera za nastanak mikotoksina, njihova pojavnost se i dalje
potvrduje u raznim vrstama hrane, kao Sto su Zitarice, hrane za Zivotinje, te mlijeko,
posebno ako se radi o plijesnima iz roda Aspergillus flavus, te njihovim metabolitima,
aflatoksinima [190].

Za izradu ovog rada sveukupno je analizirano po 15 uzoraka komercijalnog mlijeka s
2,8% m.m. za svaki od odabranih mikofiksatora. Svaki od parametara analiziran je u

triplikatu, a rezultati su prikazani Tablicama 13 do 56 i Slikama 7 do 23.

5.1 UTJECAJ ODABRANIH MIKOFIKSATORA NA VEZIVANJE AFM1 1Z MLIJEKA

Kako bi sprijeCili velike gospodarske Stete i zastitili zdravlje ljudi i Zzivotinja, za
uklanjanje mikotoksina iz hrane koriste se razne vrste mikofiksatora. Njihova uloga je
smanijiti koliCine mikotoksina na prihvatljivu razinu, kako bi kontaminirana hrana
postala prikladna za konzumaciju ljudi i/ili Zivotinja. IstraZivanja vezana uz koriStenje
mikofiksatora do sada su bila uglavhom usmjerena na anorganske adsorbente €ija je
uloga smanjenje bioraspolozivosti mikotoksina u sto¢noj hrani, odnosno smanjenje
izlozenosti mikotoksinima. NajceSc¢e koriSteni adsorbensi su oni na bazi aluminosilikata
(bentonit, glina, zeolit), ali u novije vrijeme sve se vec¢a paznja posvecuje organskim
adsorbensima kao $to beta-glukani i BMK. Osim apsorbirajucih sredstava koriste se i

biotransformacijska sredstva Cija je uloga vezana uz razgradnju mikotoksina u
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netoksi¢ne metabolite koristenjem biotransformacijskih sredstava kao $to su bakterije,

gljivice ili enzimi, Cije je djelovanja dosta specificno [191,192]

Prema novim propisima EU, mikofiksatori se u hrani mogu koristiti samo ako dobro
vezu jedan ili viSe mikotoksina, a da pri tome nemaju Stetne ucCinke na zivotinje, ne
utjeCu negativno na kvalitetu hrane, te ne smiju maskirati mikotoksine u hrani tako da

se oni ne mogu analiticki utvrditi [193].

Buduci da su anorganski adsorbensi gotovo neucinkoviti kada je u pitanju njihovo
vezivanje za aflatoksine u hrani [69], danas se kao dobra alternativa namecu stanice
kvasca i BMK. Osim $to se koriste u proizvodnji hrane te doprinose njezinoj hranjivoj
vrijednosti, pokazuju i veliki potencijal za vezivanje mikotoksina koji se u hrani nalaze.
[73], [194].

Studija koja je provedena na jogurtu u kojeg su dodane BMK i stanice kvasca, a koji je
bio kontaminiran s aflatoksinom B1 i AFM1, adsorpcija mikotoksina je iznosila od
86,9% do 91,2% [195].

Zbog sve vece svijesti o zastiti okoliSa i sigurnosti hrane, koriStenje organskih
mikofiksatora za uklanjanje mikotoksina iz hrane danas se sve viSe potencira, jer je
takva vrsta adsorpcije sigurnija prilikom konzumiranja tako tretirane hrane, ekoloski
prihvatljivija i ekonomski isplativija. Upravo iz navedenog razloga, kvasci i bakterije
mlijeCne kiseline, imaju velike prednosti u odnos na anorganske adsorbense. Iz
istrazivanja je razvidno da imaju velike adsorpcijske sposobnosti i veliku sigurnost u
svojoj primjeni. Utvrdeno je takoder, da vaznu ulogu kod adsorpcije mikotoksina

predstavlja struktura i morfologija stani¢ne stijenke [196].

U ovom istrazivanju kao mikofiksatori koriSteni su beta-glukan iz kvasca (0,005% i
0,01%) i beta-glukan iz zobi (0,005% i 0,01%), te BMK ZzZive i mrtve. Navedeni
mikofiksatori dodani su u uzorke mlijeka koje je prethodno namjerno kontaminirano s
AFM1 u koli¢ini od 0,5 ug L1, a nakon postupka uklanjanja mikofiksatora centrifugom,
te se pratila efikasnost njihovog vezivanja u O-tom, drugom, Cetvrtom i 24 satu.
Pojedinacni rezultati istrazivanja prikazani su u Tablici 13, Tablici 14 i Tablici 43, te na
Slici 10 koja daje grafi¢ki prikaz rezultata nakon statisticke obrade. Grafikon prikazuje
ukupni prikaz vezivanja AFM1 s odabranim mikofiksatorima iz kojeg je razvidno da se

vec u 0-tom satu vezivanja postize znacajno smanjenje AFM1 s obzirom na to da se
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koli¢ina dodanog mikotoksina u mlijeko, smanjuje s 0,05 pug L™ na koli¢inu od 0,052 ug
L1 (vezivanje 89,4%) za beta-glukan iz kvasca (0,005%), pa sve do 0,024 ug L*
(vezivanje 95,4%) za BMK Zive. Tablicom 15 prikazana je efikasnost srednje
vrijednosti vezivanja odabranih mikofiksatora s AFM1 iz mlijeka iz koje je razvidno da
u O-tom satu vezivanja, najbolju efikasnost imaju BMK-Zive (95,2%), a od glukana,
beta-glukan iz zobi (0,01%) Cija je efikasnost 92,2%, a najmanju beta-glukan iz kvasca
(0,005 %). Prateci proces vezivanja mikofiksatora s AFM1 tijekom 24 sata, kao
najefikasniji mikofiksator pokazao se beta-glukan iz zobi (0,01%) a efikasnost

vezivanja iznosi mu 92,4%.

Rezultati govore u prilog tome da svi koriSteni mikofiksatori imaju dobru ucinkovitost u
vezivanju AFM1 neposredno nakon dodatka mikofiksatora, odnosno u O-tom satu
vezivanja. Istiemo kako su svi koristeni mikofiksatori smanijili inicijalnu kontaminaciju
mlijeka na prihvatljivu vrijednost za konzumaciju, odnosno na MDK vrijednost koja je
propisana Uredbom o najvec¢im dozvoljenim koli¢inama kontaminanta u hrani [8] i
iznosi 0,05 ug L1. Vezivanje beta-glukana s AFM1 tumaci se polisaharidnom gradom
staniCne stijenke kvasca koja posjeduje lako dostupna adsorpcijska mjesta te koristi
razliCite mehanizme vezivanja kao $to su vodikove i ionske veze [60]. StatistiCkom
obradom dobivenih rezultata (Tablica 43) utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna
razlika (p>0,05), izmedu 0-tog, 2 i 4 sata vezivanja. Takoder ne postoji statisticki
znacajna razlika izmedu srednjih vrijednosti AFM1, izmedu tretmana beta-glukanom iz
kvasca (0,005%) i BMK mrtve, te beta-glukanom iz kvasca (0,01%) i beta-glukan iz
zobi (0,005%). Vidljivo je da vrijeme vezivanja kao i odabir mikofiksatora imaju
znacCajan utjecaj na srednju vrijednost AFM1. Rezultate vezivanja koji su dobiveni u
ovom istrazivanju mozemo usporediti s rezultatima dobivenim u sli¢nim studijama koje
su provedene u svrhu dekontaminacije Zitarica s mikotoksinima. Rezultati studije
ukazuju da se %-tak vezivanja mikotoksina s prirodnim mikofiksatorima kretao od 77%
do 95% kada su u pitanju kvasci, a sam proces vezivanja deSava se vec u prvih pet
minuta trajanja tretmana. Usporedujuci rezultate ovog istrazivanja i opisane studije,
mozemo zakljuciti da dobiveni rezultati potvrduju dobru efikasnost vezivanja AFM1, u
kratkom vremenu koje je u ovom istrazivanju evidentirano ve¢ u 0-tom satu provedbe
tretmana [73]. Dobiveni rezultate u ovom istrazivanju, usporedivi su i s rezultatima
istraZivanja u kojem je koriSteno komercijalno sterilizirano mlijeko kontaminirano s

AFM1, a kao mikofiksatori koriStene su stanice kvasca (mrtve) i BMK, samostalno i u
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kombinaciji s BMK. Dokazano je da se u vrlo kratkom vremenu od 30 do 60 minuta
postigla visoka ucinkovitost vezivanja, ve¢a od 90%, Sto ukazuje na Cinjenicu da bi
navedeni mikofiksatori mogli imati svoju primjenu u komercijalne svrhe, a sto je i svrha
ovakvih istrazivanja [80]. Da se radi o vrlo brzom procesu vezivanja mikotoksina sa
stanicama kvasaca i BMK vec¢ unutar prve minute tretmana, te da osim beta-glukana
iz kvasca i beta-glukan iz zobi, BMK (Zive i mrtve) imaju takoder dobar afinitet vezivanja
AFM1 ve¢ u 0-tom satu vezivanja. Studije na fermentiranim proizvodima u koje se BMK
dodaju radi stvaranja okusa, takoder potvrduju da je upotreba BMK osim za formiranje
fermentiranih proizvoda, izuzetno efikasna kada je u pitanju uklanjanje AFML1 iz
navedenih proizvoda [197], a efikasnost se joS povecCava ako se proizvodima dodaju
stanice kvasaca Cime se postiZze efikasnost vezivanja i do 90,0% Sto potvrduju i

rezultati dobiveni istrazivanjem u ovom doktorskom radu [198].

5.2 UTJECAJ ODABRANIH MIKOFIKSATORA NA VEZIVANJE NUTRIJENATA 1Z
MLIJEKA | ENERGETSKU VRIJEDNOST MLIJEKA

Buduc¢i da je mlijeko namirnica slozenog sastava koja je bogata nutrijentima i
mikronutrijentima, kao S$to su bjelanCevine, masti, ugljikohidrati, vitamini, te
mikronutrijentima poput onih koji su istrazivani u ovom radu (Ca, Mg, Na, K i P) i
vitamina, a bez kojih organizam ne bi mogao normalno funkcionirati [101], pracenje
oCuvanja njihove stabilnost tijekom tretmana mlijeka mikofiksatorima jedan od
najvaznijih cilieva ovoga istrazivanja. Smatra se kako je mlijeko jedina hrana koja se
uspjela prilagoditi potreba novorodencadi jer sadrzi sve potrebne hranjive sastojke za
njihov normalan rast i razvoj, a epidemioloske studije potvrduju njegovu vaznost u
prehrani te njegovo neupitno nutritivno bogatstvo, stoga se njegova konzumacija
preporuCuje i kod prevencije odredenih bolesnih stanja [199, 200]. IstraZivanja o
vaznosti mlijeka u prehrani ljudi ukazuju da konzumacija mlijeka sukladno
preporu¢enim prehrambenim smjernicama, moze biti korisna za sve dobne skupine,
osim za one koji su intolerantni na laktozu, te one koji su alergi¢ni na mlijeéne
bjelanCevine. Podaci prikuplieni 2009. godine ukazuju kako mlijeko u prehrani

doprinosi s 8% energije, 12% masti i gotovo 16% bjelanCevina za podrucje Sjeverne
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Amerike, dok u Europi, udio energije iznosi 9,1%, a udio bjelancevina iznosi izmedu
10% i20% [201, 202].

S obzirom na vaznost mlijeka i mlije¢nih proizvoda u prehrani ljudi, neophodno je
osigurati njihovu zdravstvenu ispravnost kako bi bili sigurni za konzumaciju.
Kontaminacija mlijeka AFM1, prou€ava se ve¢ nekoliko godina, a njegovo uklanjanje
baziralo se uglavnom na koriStenje anorganskih adsorbensa za koje je bilo evidentno
da uzrokuju poremecaje u prirodnom sastavu mlijeka. U tu svrhu istrazivan je kapacitet
detoksikacije mlijeka s glinom, a ujedno su razmatrani i ucinci gline na nutritivni sastav
mlijeka. Analize su pokazale kako neke od glina imaju relativnho dobar potencijal za
uklanjanje AFM1, dok je kod drugih utvrden vrlo niski uCinak, ali je utvrdeno da su
bjelancevine iz mlijeka osjetljive na adsorpciju gline od masti i laktoze te je doSlo do
smanjenja bjelanCevina u tretiranom mlijeku [203], u odnosu na anorganske
adsorbense, organski adsorbens pokazali su se ucinkovitiji u odnosu na vezivanje
mikotoksina mada je njihov utjecaj na nutritivni sastav mlijeka slabo istrazen, te iz
dostupnih istrazivanja nema relevantnih podataka o njihovom utjecaju na parametre
kvalitete mlijeka [204, 205]. U ovom istrazivanju pratio se proces vezivanja
bjelan€evina, masti, ugljikohidrata i Secera s organskim mikofiksatorima beta-
glukanom iz kvasca, beta-glukanom iz zobi koji su dodani u mlijeko u koli€inama od
0,005% i 0,01%, te BMK zive i mrtve, tijekom 0-tog sata, nakon 2 sata, 4, sata i 24
sata. Racunski je odredena energetska vrijednost mlijeka izrazena u kcal, te je
procijenjen utjecaj istrazivanih mikofiksatora na dobivenu energetsku vrijednost.
Pojedinacni rezultati utjecaja vezivanja AFM1 u mlijeku s istraZivanim mikofiksatorima
na koli¢inu bjelan€evina prikazani su Tablicama 15, 16 i 43, te Slikom 11. Nakon
dodatka mikofiksatora dolazi do povec¢anja koli€¢ine bjelanCevina ve¢ u 0-tom satu
vezivanja, u odnosu na koli¢inu bjelan¢evina u mlijeku prije provedbe tretmana. Kod
koriStenja beta-glukana iz kvasca i zobi kao mikofiksatora AFM1, koliine nevezanih
bjelanevina kretale su se od 100,3% kada se koristio beta-glukan iz kvasca (0,01%)
u O-tom satu vezivanja do 103,5% u drugom satu vezivanja kada se koristio beta-
glukan iz kvasca (0,005%) (Tablica 15). Poveéanje se moze tumaciti kemijskim
sastavom glukana koji u svom sastavu, osim polisaharida, lipida i minerala, sadrzi i
bjelan€evine koje su mogli pridonijeti povecanju ukupnih bjelan€evina u tretiranom
mlijeku [206]. Povecanja koli¢ine bjelan€evina biljezi se i kod koriStenja mikofiksatora
BMK (zive i mrtve) Ciji su rezultati prikazani u Tablici 16. Nakon dodavanja BMK,
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povecanje koli€ine bjelanevina u tretiranom mlijeku iznosilo je od 101,5% za BMK-
mrtve i 102,4% za BMK-Zive u 0-tom satu vezivanja, dok su se vrijednosti bjelanCevina
tijekom 24 satnog trajanja tretmana tijekom 24 sata kretale od 101,2% do 103,2%.
Buduéi da je poznato kako je staniCna stijenka gram-pozitivnih bakterija u koje
ubrajamo i BMK, sastavljena od glikopolimera i bjelancCevina [207], za oCekivati je da
Ce se koliCina bjelan€evina povecati njihovim dodatkom u mlijeko, Sto je evidentno i u
ovom istrazivanju. Kao najefikasniji mikofiksator iz skupine beta-glukana, tijekom 24-
satno trajanje tretmana, pokazao se beta-glukan iz zobi (0,01%) s koli¢inom nevezanih
bjelanCevina od 102,7% u odnosu na koli€inu bjelanevina prisutnu u mlijeku prije
poCetka tretmana (3,40 g/100g), dok je najmanje vezivanje zabiljezeno kod beta-
glukana iz kvasca (0,01%), gdje je koliina nevezanih bjelancevina iznosila 101,9%.
BMK (zive i mrtve) gotovo podjednako vezu bjelanCevine te se vrijednosti njihovog
vezivanja tijekom tretmana krecu od 102,2% do 102,9%. Iz grafickog prikaza (Slika
11) je razvidno da je koliCine bjelanCevina, nakon vezivanja mikofiksatorima u 0-tom
satu veca od referentne vrijednosti, odnosno koliCine bjelanCevina koja se nalazila u
mlijeku prije tretmana (3,4 g/100g). Dodatkom odabranih mikofiksatora koli¢ina
bjelanCevina se kre¢e u rasponu od 3,41 g/100g do 3,52 g/100g za cijelo vrijeme
tretmana. Navedeno se moze tumaciti Cinjenicom da i beta-glukani i BMK u svom
sastavu sadrze odredenu koli€inu bjelanCevine koja je doprinijela blagim porastom
njihove ukupne koli€ine tijekom tretmana mlijeka. S obzirom na to da su Smjernicama
Europske komisije dozvoljena odstupanja nutritivnih vrijednosti do 10% u svim
kategorijama hrane, pa stoga i u mlijeku i mlijeCnim proizvodima, dobivena odstupanja
smatraju se prihvatljiva [208]. Obradeni podaci Post Hoc testom (Tablica 44) govore
da ne postoje statistiCki znaCajne razlike u vremenu trajanja tretmana kao niti izmedu
koriStenih mikofiksatora (p>0,05). Moguce je da vrileme nema utjecaj na koli€inu

bjelanCevina u uzorcima mlijeka, ili da je utjecaj vrlo malen.

Utjecaj vezivanja AFM1 u mlijeku s beta-glukanom iz kvasca (0,005% i 0,01%) i beta-
glukanom iz zobi (0,005% i 0,01%) na koliinu masti prikazani je Tablicom 17, dok je
Tablicom 18 dan prikaz koli¢ine nevezanih masti koristenjem BMK (zive i mrtve) kao
mikofiksatora AFM1 iz mlijeka. GrafiCki prikaz pojedinacnih vrijednosti vezivanja
prikazani su Slikom 12. Rezultati ukazuju na €injenicu da se koli€¢ina masti neposredno
nakon dodavanja mikofiksatora smanijila u odnosu na koli¢inu masti koja je bila

prisutna u mlijeku prije tretmana (2,73 g/100g), kod svih istrazivanih beta-glukana te
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da se koli¢ina nevezanih masti kretala od 85,3% u 4-tom satu vezivanja s beta-
glukanom iz kvasca (0,01%), do 91,2% u 24-tom satu s beta-glukanom iz kvasca
(0,005%). Kod koristenja BMK (Zive i mrtve) najnizi postotak vezivanja utvrden je kod
koriStenja BMK (Zive ) u 24 satu vezivanja, a najveci kod koristenja BMK (mrtve) u 4-
tom satu vezivanja i iznosi 89,0%. Kod svih koriStenih mikofiksatora utvrdeno je da
vezivanje AFM1 s mikofiksatorima ne utjeCe u znacajnoj mjeri na vezivanje masti iz
tretiranog mlijeka, te da je njihova efikasnost vidljiva ve¢ u 0-tom satu vezivanja.
Takoder mozemo istaknuti kako su razlike u koli€ini nevezanih masti vrlo male kod
svih koristenih mikofiksatora i tijekom cjelokupnog trajanja tretmana. Istrazivanja koja
su provedena na soji kontaminiranoj mikotoksinima, a gdje se kao mikofiksator koristio
beta-glukan, utvrdeno je da beta-glukan kao mikofiksator ne utjeCe u znacajnoj mjeri
na nutritivni sastav soje, odnosno ne dolazi do razlike u koli€ini nutrijenta tijekom
tretmana glukanima, ali je ponovno potvrdena njihova ucinkovitost u uklanjanju
mikotoksina [209]. Iz dobivenih rezultata ovoga istrazivanja razvidno je da su beta-
glukan iz kvasca i iz zobi (0,005% i 0,01%) najmanje utjecali na vezivanje masti kako
u O-tom satu tretmana, tako i tijekom 24-satnog tretmana. Kod koristenja BMK (Zive i
mrtve) kao mikofiksatora AFM1 u mlijeku, efikasnost vezivanja tijekom tretmana je
priblizno jednaka. Slika 12 daje pregled svih rezultata koliine vezanih masti iz mlijeka
nakon dodatka odabranih mikofiksatora, te potvrduje da se u prvom satu vezivanja
koliC¢ina masti u mlijeku smanjuje za sve koristene mikofiksatore, u odnosu na
referentnu vrijednost utvrdenu prije dodatka mikofiksatora i AFM1 koja je iznosila 2,8
g/100g. S obzirom na to da je za masti dozvoljeno odstupanje od %1,5 g, dobiveni
rezultati smatraju se prihvatljivima, te se mlijeko s navedenim odstupanjem moze
koristiti za ljudsku konzumaciju [208]. Post Hoc analizom (Tablica 45) utvrdeno je da
ne postoji statistiCke razlike kada je u pitanju vrijeme kroz koje se tretman provodi
(p>0,05), kao i kombinacije ispitivanih mikofiksatora. S obzirom na statisticke podatke
mozemo zakljuciti da odabrani mikofiksatori i vrijeme vezivanja nemaju utjecaj na

promjenu koli¢ine masti u analiziranim uzorcima mlijeka.

Utjecaj vezivanja izmedu AFM1 i odabranih beta-glukana kao mikofiksatora na koli€inu
ugljikohidrata u tretiranom mlijeko prikazan je Tablicom 19, a utjecaj vezivanja AFM1
s BMK (zive i mrtve) Tablicom 20, te Tabliom 46 i Slikom 13. Iz Tablice 19 vidljive su
minimalne, maksimalne i srednje vrijednosti vezivanja koriStenih beta-glukana iz

kvasca i zobi u 0-tom, drugom, Cetvrtom i 24 satu vezivanja, te %-tak ne vezanih
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ugljikohidrata u odnosu na koli€inu ugljikohidrata prije pocetka tretmana. Dobiveni
rezultati ukazuju da se %-tak ne vezanih ugljikohidrata, kroz vrijeme trajanja tretmana
kreCe od 92,1% kada se kao mikofiksator koristio beta-glukan iz kvasca (0,01%), do
97,5% kod koristenja beta-glukana iz zobi (0,005%) u drugom satu vezivanja. Takoder
je vidljivo da je visoki %-tak ne vezanih ugljikohidrata prisutan ve¢ u 0-tom satu
vezivanja, ali i za cijelo vrijeme trajanja tretmana. Slicni rezultati utvrdeni su kada se
kao mikofiksator koriste BMK (Zive i mrtve) a prikazani su u Tablici 20. UoCava se da
je %-tak ne vezanih ugljikohidrata kod koristenja BMK maniji u odnosu beta-glukane, i
kreée se od 90,4% do 95,0%. Takoder se uoCava da se u 0-tom satu vezivanja postize
visok %-tak ne vezanih ugljikohidrata koji se u drugom i Cetvrtom satu tretmana
smanjuje, da bi se u 24 satu ponovno povecao Sto se moze tumaciti reverzibilnom
reakcijom kakva je u€ena kod vezivanja AFM1 i beta-glukana [209]. Rezultati takoder
ukazuju da beta-glukani iz zobi (0,005%) najmanje utjeCe na vezivanje ugljikohidrata
iz mlijeka tijekom trajanja tretmana, a kada su u pitanju BMK, prosjecno bolje rezultate
postizu BMK (zive). Visoki postotak nevezanih ugljikohidrata kod koriStenih
mikofiksatora moze se objasniti kemijskim sastavom beta-glukana i BMK koji u svom
sastavu sadrze ugljikohidrate, te svojim dodatkom u mlijeko mogu utjecati na njihovu
koli€inu. Slika 13 daje grafi¢ki prikaz dobivenih rezultata vezivanja ugljikohidrata nakon
dodatka mikofiksatora u mlijeko. Razvidno je da se koli€ina ugljikohidrata smanjuje u
0-tom satu vezivanja u odnosu na referentnu vrijednost s 4,8 g/100g na koli¢ine od 4,5
do 4,6 g/100g. Nakon 0-tog sata, koli¢ine ugljikohidrata tijekom trajanja tretmana i dalje
ostaju ispod referentne vrijednosti, a kre¢u se od 4,33 g/100g (BMK - mrtve) utvrdene
u Cetvrtom satu vezivanja, do 4,65 g/100 g za beta-glukan iz zobi (0,005%) u drugom
satu vezivanja. S obzirom na to da je za ugljikohidrate dozvoljeno odstupanje +2 g,
vrijednosti ugljikohidrata u tretiranom mlijeku smatraju se prihvatljivima za konzumaciju
[208]. Post Hoc analizom utvrdeno je da ne postoji statistiCcke razlike u vremenima u
kojima se tretman provodi (p>0,05), te u kombinacijama ispitivanih mikofiksatora. 1z
navedenog proizlazi, da koriSteni mikofiksatori u odnosu na vrijeme tretiranja uzoraka
mlijeka, nemaju statisticki zna€ajan utjecaj na koliCinu ugljikohidrata u analiziranim
uzorcima (Tablica 46). U ovom istrazivanju praéen je i utjecaj mikofiksatora na koli¢inu
Secera (laktoze) u mlijeku nakon vezivanja s AFM1. Laktoza ili mlije¢ni Seéer vazan je
izvor energije, a od svih saharida koje mlijeko sadrzi (10%), 98% opada na laktozu

[210]. Rezultati koji su dobiveni u ovom istraZivanju nakon tretmana mlijeka s AFM1 i
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mikofiksatora prikazani su Tablicom 21 i Tablicom 22, rezultati dobiveni statisiCkom
obradom podataka Tablicom 47, te Slikom 14. Utvrdeno je da kod koriStenja beta-
glukana iz kvasca i iz zobi, postotak ne vezane laktoze krece se od 88% kod koriStenja
beta-glukana iz kvasca (0,01%) u O-tom satu vezivanja do 100,4% kod koristenja istog
mikofiksatora u 24 satu vezivanja. Sli¢ne vrijednosti dobivene su i u studiji gdje su
istrazivanja provedena na beta-glukanu iz zobi koji se dodavao u mlijeko sa svrhom
razvoja novih proizvoda na bazi mlijeka, a koja je utvrdila da beta-glukan nije imao
utjecaj na promjenu koli€ine laktoze u mlijeku [211]. Takoder, slicne vrijednosti
vezivanja zabiljezene su i kod BMK (Zive i mrtve) gdje se postotak ne vezane laktoze
kretao od 91,5% kod koristenja Zivih BMK do 106,0 kada su se kao mikofiksatori
koristile mrtve BMK tijekom 24 satnog tretmana (Tablica 26). NajviSe srednje
vrijednosti ne vezanog Secera (laktoze) tijekom 24 satnog trajanja tretmana
evidentirane kod beta-glukana iz zobi (0,01%) i iznosi 93,61%, te kod BMK (mrtve)
99,8%. Buduci da su kod navedenih mikofiksatora utvrdena najmanja odstupanja od
referentne vrijednosti, koja za laktozu iznosi 4,66 mg L, mogu se smatrati
najucinkovitijim mikofiksatorima kod vezivanja Secera (laktoze) iz mlijeka (Tablica 21,
Tablica 22). Slika 14 predstavlja grafi¢ki prikaz utjecaja svih analiziranih mikofiksatora
na koli€inu SecCera u svim uzorcima tretiranog mlijeka. Vidljivo je da se koliCine SecCera
smanjuju u 0-tom satu tretmana u odnosu na referentnu vrijednost koja iznosi 4,8 g/100
g, ha 4,66 g/100g. Vrijednosti Secera krecu se od 4,1 g/100g kod vezivanja s mrtvim
BMK u 4-tom satu vezivanja, do 4,5 g/100g kada se kao mikofiksator koristio beta-
glukan iz kvasca (0,005%) u drugom satu vezivanja. Iz rezultata je razvidno da nema
statistiCki znaCajne razlike kod koriStenih mikofiksatora i vremena vezivanja (p>0,05)
te se takav rezultat mozZe tumaciti da isti nemaju utjecaja na promjenu koli€ine Secera

u analiziranom uzorku mlijeka (Tablica 47).

Energetska vrijednost hrane, pa tako i mlijeka izraCunava se jedinstvenom formulom
prema Uredbi EU o informiranju potroSaca [11], a ovisi o koli€ini bjelanevina, masti,
ugljikohidrata te Secera i izrazava se u kcal ili u kd. UzevSi u obzir dobivene vrijednosti
za navedene nutrijente, izraCunate su energetske vrijednosti za sve tretirane uzorke
mlijeka, a rezultati su prikazani Tablicom 23 i Tablicom 24, Tablicom 48, te Slikom 15.
Jasno je vidljivo kako se energetska vrijednost mlijeka nakon provedenog tretmana
smanjila u odnosu na pocetnu vrijednost prije tretmana kada je iznosila 239 kJ/100 g,

iz razloga jer je nakon tretmana doslo do snizenja koliCine ugljikohidrata, Secera i masti
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koje doprinose energetskoj vrijednosti mlijeka. Najmanja odstupanja energetske
vrijednosti tretiranog mlijeka u odnosu na referentu vrijednost, postignuta je
koristenjem bata glukana iz kvasca (0,005%) i beta-glukana iz zobi (0,01%) gdje
postotak (%) ne vezane energije iznosi 89,4%, dok je kod BMK postignut gotovo isti
%-tak ne vezne energije od 88,7%. Dobivene nize vrijednosti sukladno vodicu EU jo$
uvijek se nalaze unutar dozvoljenih odstupanja za navedenu vrstu hrane [208], te se
mlijeko s obzirom na njegovu energetsku vrijednost smatra sukladnim i moze se
koristiti u prehrambene svrhe. Nema statistiCki znacajnih razlika izmedu zadanih
vremena i pojedinih mikofiksatora (p >0,05), §to navodi na Cinjenicu kako vrijeme
vezivanja i koriSteni mikofiksatori nemaju utjecaja na energetsku vrijednost mlijeka
(Tablica 48).

5.3 UTJECAJ ODABRANIH MIKOFIKSATORA NA VEZIVANJE
MIKRONUTRIJENATA 1Z MLIJEKA

U sklopu ove disertacije, provedeno je i istrazivanje utjecaja odabranih mikofiksatora
na vezivanje mikronutrijenata iz mlijeka, nakon namjerne kontaminacije mlijeka AFM1.
Mikronutrijenti u mlijeku se nalaze ili u vodenoj fazi mlijeka, ili su vezani za kazein
[102]. Vaznost mikronutrijenata za organizam je od neprocjenjive vaznosti zato $to

sudjeluju u svim vaznim bioloSkim procesima [103,104]

Koli¢ine minerala u mlijeku mogu se poremetiti tijekom njegovog zagrijavanja $to ima
za posljedicu smanjenje koli¢ine mikronutrijenata u odnosu na sirovo mlijeko, stoga su

tretmani mikofiksatorima u ovom istrazivanju provedeni na mlijeku sobne temperature.

Od velike vaznosti je znati u kojem se kemijskom obliku pojedini mineralni elemenat
nalazi u mlijeku jer o tome ovisi njihova apsorpcija u zelucu i njihovo biolosko
iskoriStenje. Mineralni sastav mlijeka varira ovisno o stadiju laktacije i hranidbenom
statusu Zivotinje, okoliSnim uvjetima te genetskim c&imbenicima [105].U radu je
istraZivan utjecaj vezivanja mikofiksatora i AFM1, na koli€¢inu Ca, Mg, Na, K i P.
Rezultati za kalcij prikazani su u Tablicama 25 i 26, te Slikom 16. Rezultati ukazuju da
u O-tom satu tretmana kod koriStenja svih oblika beta-glukana, dolazi do porasta

koli¢ine kalcija od 102,5 do 161,7% u odnosu na pocetnu vrijednost kalcija prije
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pocetka tretmana a koja iznosi 864,7 mg L, koli¢ine se tijekom drugog sata tretmana
joS povecavaju, a nakon toga pa sve do 24 sata se povecavaju ili smanjuju (Tablica
25). Kod koristenja BMK -zZive, u O-tom satu vezivanja dolazi do smanjenja koliCine
kalcija a koli¢ina ne vezanog kalcija iznosi 93,5%, dok kod BMK-mrtve, koli¢ina ne
vezanog kalcija maksimalno iznosi 104,0%. Daljnjim tijekom vezivanja, dolazi do
povecanja koliCine ne vezanog kalcija kod oba oblika BKM pa sve do zavrSetka
tretmana (Tablica 26). Efikasnosti vezivanja svih istrazivanih mikofiksatora tijekom 24
satnog tretmana ukazuju da je najmanje odstupanje od ne vezanog kalcija u odnosu
na referentnu vrijednost uo¢eno kod beta-glukana iz zobi (0,005%) i iznosi 106,2%,
dok kod BMK najmanje odstupanje uo¢eno je kod BMK Zive i iznosi 105,2%. Sve
dobivene vrijednosti koje odstupaju od referentne vrijednosti smatraju se prihvatljivima
te se mlijeko s obzirom na koli€inu kalcija smatra prikladnim za prehranu [208]. Graficki
prikaz (Slika 16) jasno prikazuje kako je najveca koli¢ina ne vezanog kalcija u
tretiranom mlijeku u drugom satu vezivanja za sve istrazivane mikofiksatore, odnosno
dodavanjem mikofiksatora u mlijeku povecava se kvaliteta mlijeka u odnosu na koli€inu
kalcija. Tome govore u prilog podaci istrazivanja vezanih uz proizvode kojima se
dodaju beta-glukani ¢ime se poboljSava nutritivni sastav samog proizvoda kako zbog
kalcija tako i zbog drugih sastojaka koji su sadrzani u kvascima i Zitaricama, te osobito
zobi [212]. Iz navedenog razloga bilo je za o€ekivati da ¢e se dodatkom navedenih
mikofiksatora povecati koli€ina kalcija u tretiranom mlijeku u odnosu na referentnu
vrijednost. Takoder istiCemo da istrazivanja koja koriste BMK za proizvodnju
obogacéene i funkcionalne hrane buduc¢i da imaju sposobnost modificirati funkciju
sastojaka hrane kako bi se dobili proizvodi obogaceni kalcijem i fosfor, ukazuju na
visoki kapacitet vezivanja fermentirajuCih bakterija prema kalciju [213]. Post Hoc
testom je utvrdeno da postoje statistiCki znaCajne razlike izmedu odabranih vremena i
ispitivanih mikofiksatora (p<0,05). S obzirom na rezultate, moguce je da vrijeme i
odnos mikofiksatora, nama utjecaj na koli€inu kalcija u mlijeku ili da je utjecaj vrlo

malen (Tablica 49).

Tablicom 27 i 28 te Slikom 17 prikazani su rezultati koji se odnose na utjecaj vezivanja
AFM1 u mlijeku s odabranim mikofiksatorima na koli€inu magnezija ovisno o duljini
tretmana. Vidljivo je da se srednje vrijednosti ne vezanog magnezija krecu od 90,4%
kada je kao mikofiksator koristen beta-glukan iz zobi (0,01%) u O-tom satu vezivanja
do 124,0% kada se kao mikofiksatori koristio beta-glukan iz zobi (0,005%) u 24-tom
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satu vezivanja. Kod BMK vrijednosti ne vezanog magnezija kre¢u se u rasponu od
82,2% za BMK zive u 24-tom satu do 136,6% kod BMK-mrtve u 0-tom satu vezivanja.
Od koristenih beta-glukana, najmanje promjene u koli€ini magnezija uo¢ene su kod
beta-glukana iz zobi (0,01%) i iznosi 100,7%, te kod BMK Zive gdje je utvrdeno 99,1%
ne vezanog magnezija. Sva zabiljeZzena odstupanja ne vezanog magnezija u odnosu
na referentnu vrijednost prihvatljiva su prema Smjernicama EU [208], te se mlijeko
moze smatrati sigurnim za konzumaciju. |z grafikona (Slika 17) je vidljivo da, se koliCina
magnezija u 0-tom satu tretmana povec¢ana u odnosu na referentnu vrijednost kod svih
analiziranih uzoraka i koristenih mikofiksatora. Nakon 0-tog sata dolazi do pada
koliCine magnezija kod svih koriStenih mikofiksatora osim kod beta-glukana iz zobi
(0,005%) i BMK ZzZive, gdje se pad koli¢ine magnezija uo€ava izmedu drugog i Cetvrtog
sata vezivanja. Istrazivanja koja se temelje na mineralnom sastavu zitarica govore o
prisutnosti magnezija u zitaricama ali i 0 magneziju kao neophodnom sastavu hranjivih
podloga koje sluze za rast i metabolicke aktivnosti BMK $to moze doprinijeti poveéanju
koli¢ine magnezija u supstratu u koji se one dodaju, stoga se porast koli€ine magnezija
u ovom istrazivanju, kako u 0-tom satu vezivanja tako i tijekom cijelog 24-satnog
tretmana moze tumaciti navedenom Cdinjenicom [214, 215]. Statisickom obradom
podataka (Tablica 50), koristenjem Post Hoc testa utvrdeno je da u vremenu 0-tog do
24-tog sata vezivanja nema statistiCki znaCajne vrijednosti (p>0,05) kod koristenih
mikofiksatora, odnosno moZemo tumaciti da u navedenom trajanju tretmana nema
znacajnog utjecaja koristenih mikofikofiksatora na koli€inu magnezija u analiziranim

uzorcima mlijeka.

Rezultati za natrij prikazani su Tablicom 29, Tablicom 30, te Slikom 19. Kada se
kao mikofiksator koriste beta-glukani iz kvasca i1 beta-glukani iz zobi, srednje
vrijednosti ne vezanog natrija za pojedine mikofiksatore kre¢u se od 83,0% kada je
koriSten beta-glukan iz zobi (0,01%) u Cetvrtom satu vezivanja do 133,0% za beta-
glukan iz zobi 0,005% u O-tom satu vezivanja. Kada govorimo o BMK kao
mikofiksatorma 1 njihovom utjecaju na vezivanje natrija u mlijeku namjerno
kontaminiranom AFM1, najmanji postotak vezivanja utvrden je u O-tom satu kada
su koriStene BMK Zive, a koliCina ne vezanog natrija iznosi 102,7% u odnosu na

pocetnu koli¢inu natrija prije tretmana mlijeka, koja iznosi 261,13 mg L. Najvec¢a
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koliCina natrija utvrdena je kod koristenja BMK mrtve, takoder u O-tom satu
vezivanja i iznosi 146,8%. Rezultati ukazuju na €injenicu da se od beta-glukana,
kao najefikasniji mikofiksator pokazao beta-glukan iz zobi (0,01%), jer je srednja
vrijednost ne vezanog natrija tijekom trajanja tretmana najbliza vrijednosti natrija
prije tretiranja mlijeka i iznosi 99,1%. Nakon statisticke obrade svih analiziranih
uzoraka tretiranog mlijeka tijekom 24-satnog tretmana, utvrdeno je da su vrijednosti
natrija u 0-tom satu tretmana jednaka ili ve¢a od referentne vrijednosti. Nakon O-
tog sata vezivanja zabiljezen je pad koliCine natrija u mlijeku, kod svih koristenih
mikofiksatora osim kod zivih BMK, gdje se koli€ina natrija povecava sve do 4 sata,
nakon Cega se u 24-tom satu biljeZi njegov pad, ali se njegova koli€ina joS uvijek
nalazi iznad referentne vrijednosti, za razliku od beta-glukana iz kvasca (0,005% i
0,01%), te beta-glukana iz zobi 0,01% gdje vrijednosti padaju ispod referentne
vrijednosti. |z navedenih podataka mozemo zakljuCiti kako je najbolje vrijeme
vezivanja koristenih mikofiksatora beta-glukan iz kvasca (0,005% i 0,01%), te beta-
glukan iz zobi 0,01% u O-tom satu vezivanja, dok je za BMK (Zive i mrtve), te za
beta-glukan iz zobi (0,005%) u 24-satu vezivanja, jer su odstupanja vrijednosti
natrija tada najblize referentnoj vrijednosti. Povecanje koli€ine natrija koje se biljezi
u 0-tom satu vezivanja, odnosno neposredno nakon dodatka mikofiksator moze se
tumaditi prirodno prisutnim natrijem u zitaricama odnosno u beta-glukanima koji su
se u ovom istrazivanju dodavali u mlijeku, ali i iz sredstva za puferiranje podloge,
kao Sto su natrijev acetat i dinatrijev glicerofosfat, koji se koriste za rast BMK, a
koje prilikom dodavanju u mlijeko mogu doprinijeti povecanju koli€ine natrija [216,
217]. Post Hoc testom (Tablica 51) utvrdeno je da u vremenu 0-tog do 4-tog sata
vezivanja nema statistiCcki znacCajne vrijednosti (p>0,05) kod koriStenih
mikofiksatora, odnosno mozemo tumaciti da u navedenom trajanju tretmana nema
znacCajnog utjecaja koriStenih mikofiksatora na koli€inu natrija u analiziranim
uzorcima mlijeka. Nakon Cetvrtog sata vezivanja rezultati su statisticki znacajni
(p<0,05)

Tablica 31 daje prikaz utjecaja vezivanja AFM1 i odabranih beta-glukana na kalij.
Vidljivo je da se u 0-tom satu vezivanja koli€ina kalija kod svih koristenih mikofiksatora
povecala u odnosu na referentnu vrijednost koja iznosi 1188,86 mg L%, a koli¢ina kalija

nakon vezivanja krece se od 102,2% kod koriStenja beta-glukana iz zobi (0,005%) do
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132,4% kada se kao mikofiksator koristi beta-glukan iz kvasca (0,005%). Tijekom
drugog sata vezivanja vrijednosti kalija neznatno se mijenjaju i kreCu se u rasponu od
105,5% kod koriStenja beta-glukana iz zobi (0,01%) do 124,8% kada se kao
mikofiksator koristi beta-glukan iz kvasca (0,005%). U Cetvrtom satu vezivanja
vrijednosti kalija su niZze u odnosu na prethodno vrijeme trajanja tretmana, a nize su i
u odnosu na referentnu vrijednost za sve koriStene mikofiksatore osim za beta-glukan
iz kvasca (0,005%) gdje iznosi 101,9%, dok kod ostalih se vrijednosti kre¢u od 67,1%
(beta-glukan iz zobi 0,005%) do 98,9% kod koriStenja beta-glukana iz zobi (0,01%).
Kod koristenja BMK, u prvom satu vezivanja kod koristenja BMK Zive dolazi do pada
kolicine kalija (82,7%), dok kod koristenja BMK mrtve, dolazi do njegovog porasta
(127,2%). Tijekom daljnjeg trajanja tretmana, dolazi do promjene u vezivanju a samim
tim i do promjene koli€ine kalija u mlijeku. Najmanje odstupanje od referentne
vrijednosti zabiljeZzeno je kod koridtenja Zivih BMK u Cetvrtom satu vezivanja, %-tak ne
vezanog kalija iznosi 97,5% (Tablica 32, Slika 19). |1z svih dobivenih rezultata mozemo
izdvojiti beta-glukan iz kvasca (0,005%) kako mikofiksator koji u prosjeku najmanje
djeluje na koli€inu kalija u mlijeku, odnosno pokazalo se da u prosjeku ne veze kalij
(srednja vrijednost ne vezanog kalija iznosi 100%), od BMK, maniji utjecaj na vezivanje
kalija imaju BMK Zive, u prosjeku, koli¢ina ne vezanog kalija kada se kao mikofiksator
korite navedene bakterije, iznosi 95,2%. Istrazivanja ukazuju da je kalij kao mineralni
sastojak prisutan u zitaricama koje predstavljaju prirodan izvor beta-glukana, stoga
je za ocekivati prisutnost kalija i u beta-glukanu. Navedeno govori u prilog
objasnjenju povecanja koli€ine kalija u O-tom satu vezivanja [218, 219]. Post Hoc
testom (Tablica 52) utvrdeno je da u 0-tom i drugom satu vezivanja nema statisticki
znacajne razlike (p>0,05) isto mozemo tumaciti da u navedenom vremenu trajanju
tretmana, odnosno vezivanja mikofiksatora, nema znacajnog utjecaja koriStenih
mikofiksatora na koli€inu kalija u analiziranom mlijeku.

Rezultati utjecaja mikofiksatora na vezanje fosfora iz namjerno kontaminiranog
mlijeka AFM1, prikazani su Tablicom 33 i Tablicom 34, te Slikom 20, a rezultati
dobiveni statistickom obradom Tablicom 53. Koli€ina ne vezanog fosfora u mlijeku
tijekom tretmana beta-glukanima kao mikofiksatorima iznosila je 78,5% u odnosu
na referentnu vrijednost fosfora utvrdenu prije pocetka tretmana mlijeka, a koja je

iznosila 923,50 mg L? kada je kao mikofiksator koristen beta-glukanom iz kvasca
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(0,005%) u 0-tom satu vezivanja do 137,8% tijekom drugog sata vezivanja, kada je
koriSten beta-glukana iz zobi (0,01%). Kada je u pitanju koriStenje BMK (Zive i
mrtve) u svrhu mikofiksatora i njihov utjecaj na vezivanje fosfora iz tretiranog
mlijeka razvidno je iz Tablice 34, da se koliCine ne vezanog fosfora kreé¢e od
127,3% u 0-tom satu vezivanja kod BMK zive, do 181,7% kod BMK mrtve u drugom
satu vezivanja. Od svih koriStenih beta-glukana kao mikofiksatora, tijekom cijelog
trajanja tretmana, kao mikofiksator koji najmanje utjeCe na promjenu fosfora u
mlijeku pokazao se je beta-glukan iz kvasca (0,005%) jer utvrdena srednja
vrijednost vezivanja fosfora iznosi 102,9% u odnosu na koli¢inu fosfora koja je u
mlijeku utvrdena prije dodavanja AFM1 i mikofiksatora. Kod BMK, najmanji utjecaj
na promjenu fosfora imaju Zzive BMK kod kojih srednja vijednost vezivanja tijekom
24-satnog trajanja tretmana iznosi 129,1%. Slika 20 daje grafiCki prikaz vezivanja
svih tretiranih uzoraka mlijeka s istrazivanim mikofiksatorima. Jasno je vidljivo da
nakon dodatka mikofiksatora beta-glukana iz zobi (0,01%), te BMK Zivih i mrtvih, u
0-tom satu vezivanja, dolazi do povecanja koliine fosfora u tretiranom mlijeku u
odnosu na referentnu vrijednost fosfora, a koja se nastavlja i u drugom satu dok se
u Cetvrtom satu biljeZi njegov pad da bi do kraja tretmana doslo do ponovnog rasta
fosfora kod svih koriStenih mikofiksatora, osim beta-glukana iz zobi (0,01%).
Dodavanje beta-glukana iz kvasca (0,005% i 0,01%), te beta-glukana iz zobi
(0,005%) izazvalo je pad koliCine fosfora ispod referentne vrijednosti da bi do
drugog sata vezivanja, a osobito u Cetvrtom satu doSlo do njegovog povecanja
iznad referentne vrijednosti i tako se zadrzalo do kraja tremana. S obzirom na to
da je za fosfor, dozvoljeno odstupanje do +45% i -35% [208], dobivena odstupanja
mogu se smatrati prihvatljivima, a mlijeko s utvrdenim koli¢inama fosfora smatra se
zdravstveno ispravnim te se moze koristiti za konzumaciju. Fosfor je sastavni dio
Zitarica pa tako i beta-glukana, a koji se u hrani nalazi naj¢eS¢e u obliku spojeva
kao &to je npr. fitinska kiselina za &iju razgradnju su potrebni enzimi poput fitaze
koja katalizira hidrolizu fitinske kiseline u fosfornu [220] a istrazivanje na prirodne
mlijecno-kisele fermentacije kukuruza ukazalo je na smanjene razine fitata u
kukuruzu $to je rezultiralo povecanjem slobodnog fosfora, [221] stoga je opravdano
oCekivati, da dodatak beta-glukana kao mikofiksatora u mlijeko moze poremetiti

referentnu vrijednost fosfora u mlijeku. Povecanje razine fosfora nakon provedbe
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tretmana, moze se tumaditi i koriStenjem fosfatnog pufera (PBS) koji se koristi
tijekom vezivanja AFM1, $to moZemo usporediti i istrazivanjem u kojem se takoder
PBS koristio kao pufer otopina s BMK u svrhu uklanjanje AFM1 iz mlijeka, ali
koli¢ina fosfora u mlijeku nije odredivana [222]. Post Hoc testom utvrdeno je da
postoji statisticki znacCajna razlika (p<0,05) kod svih zadanih vremena i
mikofiksatora, odnosno vrijeme i vrsta koriStenih mikofiksatora imaju utjecaj na

koli€inu fosfora u tretiranom mlijeku (Tablica 53).

5.4 UTJECAJ ODABRANIH MIKOFIKSATORA NA VEZIVANJE VITAMINA
TOPIVIH U MASTIMA

Mlijeko kao namirnica ima znacajan doprinos u unosu vitamina u organizam i smatra
njihovim bitnim izvorom. Lipofilnu frakciju mlijeka €ine vitamini topivi u mastima A, D,
E i vitamin K, a zbog svojih hidrofobnih svojstava, uglavhom se nalaze u mlije¢noj
masti. Njihova zastupljenost u mlijeku varira, a razlike se pripisuju poteSko¢ama u
homogenizaciji i pripremi uzorka za analizu, kao i razlicitim analitickim metodama i

njihovim granicama kvantifikacije (LOQ) [223].

Koli€ine vitamina u mlijeku mogu varirati i s obzirom na nacin prehrane Zivotinja, duljinu
skladistenja, zbog izlaganja svjetlosti, zagrijavanju, te tijekom zakiseljavanja, kada se
koli¢ine vitamina u mlijeku mogu smanijiti u odnosu na pocetnu vrijednost. Jo$ uvijek
postoje otvorena pitanja oko stvarne koli€ine vitamina u mlijeku i mlijeCnim
proizvodima, kao i zbog Cinjenice da razne vrste sastojaka koje se nalaze u hranu
mogu utjecati na promjenu koli€ine vitamina [223, 224]. U ovom doktorskom radu, dio
istrazivanja bio je usmjeren na pracenje vrijednosti vitamina A, D, E i K, nakon $to je
mlijeko tretirano AFM1 i mikofiksatorima. Prije pocletka tretmana, odredene su
referentne vrijednosti svakog od vitamina, te se je pratila promjena njihove koli€ine
tijekom 24-satnog tretmana istrazivanim mikofiksatorima koji su se dodavali u mlijeko

nakon namjerne kontaminacije mlijeka AFM1.

U Tablici 35 i Tablici 36 prikazani su rezultati vitamina A, nakon vezivanja AM1 u
namjerno kontaminiranom mlijeku s istraZzivanim mikofiksatorima. Kod koriStenja beta-

glukana kao mikofiksatora AFM1 utvrdeno je da se tijekom 24 satnog tretmana, najnize
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vezivanje od 50% vitamina A biljezi kada se kao mikofiksator koristio beta-glukan iz
kvasca (0,01%) u drugom te u Cetvrtom satu vezivanja, dok je najveca koliina ne
vezanog vitamin A zabiljezena u drugom sati vezivanja kada je koriSten beta-glukan iz
zobi 0,01%, a koli¢ina ne vezanog vitamina A iznosila je 150% u odnosu nha referentnu
vrijednost vitamina A utvrdenom u kontrolnom uzorku koja je iznosila 0,02 ug/100g
(Tablica 35). Kod koristenja BMK kao mikofiksatora, utvrdeno je da BMK mrtve u
Cetvrtom satu vezivanja veZu najvecu koli€inu vitamina A, a %-tak ne vezanog vitamina
iznosi 50%, dok kod BMK Zive utvrdena je najveca koli€ina ne vezanog vitamina A

utvrdena je u 24-satu i iznosi 200% (Tablica 36).

Prateci sve koristene vrste mikofiksatora tijekom 24 satnog vezivanje s AFM1 i utjecaj
na vezivanje vitamina A, utvrdeno je da beta-glukani iz zobi (0,005% i 0,01%), te beta-
glukan kvasac (0,01%) imaju utjecaj na vezivanje vitamina A. Tijekom drugog sata
vezivanja dolazi do povec¢anja vitamina A koje iznosi 200%, odnosno 250% u odnosu
na referentu vrijednost dobivenu analizom kontrolnog uzorka mlijeka kod beta-glukana
iz zobi, dok kod beta-glukana iz kvasca (0,01%) tijekom Cetvrtog sata vezivanja dolazi
do povecéanja vitamina A od 200%. Takoder je utvrdeno da najmaniji utjecaj na pocetnu
koli¢inu vitamina A ima beta-glukan iz kvasca (0,005%) jer je srednja vrijednost ne
vezanog vitamina A 112,5%, a kada su u pitanju BMK, mozemo reéi da su BMK mrtve,
efikasnije u odnosu na BMK Zive, jer srednja vrijednost ne vezanog vitamina A iznosi
100%, odnosno BMK mrtve, ne utje€u niti na smanjenje niti na povecanje vitamina A
u mlijeku kada se koriste kao mikofiksatori AFM1. Nakon statistiCke obrade rezultata,
graficki prikaz na Slici 21, ukazuje na €injenicu da su vrijednosti vitamina A, nakon
dodatka ispitivanih mikofiksatora u 0O-tom satu tretmana poveéane u odnosu na
referentu vrijednost (0,02 ug/100g) kod svih mikofiksatora, osim kod beta-glukana iz
zobi (0,005%), gdje je kolicina vitamina A smanjena u odnosu na referentnu vrijednost.
U drugom satu vezivanja vrijednosti vitamina A se smanjuju kod koristenja beta-glukan
iz kvasca (0,01%), te BMK zive i mrtve, dok se kod ostalih mikofiksatora vrijednosti
vitamina A povecavaju. Tijekom Cetvrtog sata, biljezi se pad vitamina A u odnosu na
drugi sat vezivanja kod koriStenja beta-glukana iz kvasca (0,005%), a koli€ina vitamina
A iznosi 50%, te iz zobi (0,005%, 0,01%) gdje koli€ine vitamin A iznose 150% u
odnosnu na referentnu vrijednost. Pad vrijednosti vitamina A kod korStenja mrtvih BMK
takoder se uoCava unutar drugog i Cetvrtog sata. Nakon 24-satnog tretmana koli€ine

ne vezanog vitamina A su iznad referentne vrijednosti ili na referentnoj vrijednosti, osim
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kada se kao mikofiksatori koriste Zive BMK, tada se koli€ina nevezanog vitamina A
nalazi se iznad referentne vrijednosti (200%). Usporedujuci dobivena odstupanja za
koliCine A vitamina, s dozvoljenim odstupanjem koje propisuje EU, a iznosi do +50%
do -40%, razvidno je da sve vrijednosti vitamina A u analiziranom mlijeku su
prihvatljive, te se mlijeko moze smatrati sigurnim za koristenje u prehrambene svrhe,
osim kod beta-glukana iz zobi (0,005% i 0,01%), beta-glukana iz kvasca (0,01%) i BMK
Zive, gdje su zabiljeZena odstupanja veca od +50%. lako su studije vezane uz utjecaj
mikofiksatora na vezivanje vitamina u mlijeku vrlo oskudne, a za utjecaj vezivanja na
vitamin A gotovo ih nema, dostupni rezultati ukazuju na Cinjenicu da prilikom koriStenja
Sest razlicnih mikofiksatora, uglavhom anorganskog podrijetla, dolazi do degradacije
vitamina A u mlijeku tijekom Cetiri sata vezivanja na temperaturi od 37 °C, a s obzirom
na dobiven negativan rezultat, daljnja se ispitivanja viSe nisu provodila [225]. Navedeni
rezultati mogu se u manjem dijelu usporediti s rezultatima ovog istrazivanja gdje je
takoder vidljivo da se koli€ina vitamina A smanjila u Cetvrtom satu vezivanja tijekom
provodenja tretmana ali ne u vecoj mjeri, $to mozemo pripisati €injenici da su u ovom
istrazivanju koristeni organski mikofiksatori, a tretman se provodio na sobnoj
temperaturi, buduci da je iz ranijih studija razvidno da tretmani na viSim temperaturama
degradiraju vitamine. S obzirom na rezultate dobivene u ovom istrazivanju mozemo
istaknuti da je najbolje vrijeme vezivanja u 0-tom za sve mikofiksatore buduci da su u
tom vremenu zabiljeZzena najmanja odstupanja koli€ine vitamina A u odnosu na
referentnu vrijednost. Sva odstupanja u tom vremenu nalaze se unutar propisanih
vrijednosti [208]. Post Hoc testom utvrdeno je da ne postoji statistiCki znac¢ajna razlika
(p>0,05) kod koristenih vremenskih tretmana i vrste koristenih mikofiksatora. Osim u
24 satu vezivanja gdje je (p<0,05), Sto navodi na zaklju¢ak da od 0-tog do 24 sata
vezivanja koristeni mikofiksatori ne utjeCu znacajno na smanjenje vitamina A u

tretiranom mlijeku (Tablica 54).

Istrazivanja utjecaja organskih i anorganskih mikofiksatora na vezivanje vitamina D
govore kako adsorpcije s anorganskim mikofiksatorima nema, dok kod koriStenja
kvasca kao organskog mikofiksatora primijeceno je vezivanje u pokusima kada je
vitamin D koriSten samostalno a ne u kombinaciji s ostalim vitaminima kao $to je to bio
slucaj u istraZivanju provedenom u ovom doktorskom radu [225]. Poznato je da beta-
glukani iz kvasca imaju glavnu ulogu u mehanizmu adsorpcije s vitaminom D gdje

dolazi do interakcije karboksilne skupine i aromatskih prstenova vitamina D sa
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strukturom beta-glukana, no sloZzena molekularna struktura vitamina D objasnjava i
nisku adsorpciju vitamina D, a kada je istovremeno prisutno viSe vitamina, dolazi do
kompeticije za adsorpcijsko mjesto tako da se neki od vitamina nece vezati za beta-
glukane [225].

Ako usporedimo rezultate navedenog istraZivanja s rezultatima prikazanih u Tablici 37,
Tablici 38. gdje je vidljiv utjecaj vezivanja beta-glukana iz kvasca (0,005% i 0,01%), te
beta-glukana iz zobi (0,005% i 0,01%) na vezivanje vitamina D u mlijeku namjerno
kontaminiranom AFM1, gdje se koli¢ina ne vezanog vitamina D kretala od 50% kod
koriStenja beta-glukana iz zobi (0,01%) do 150% kada se kao mikofiksator koristio
beta-glukan iz zobi (0,005%). Odstupanja su utvrdena u odnosu na referentnu koli€inu
vitamina D odredenu u kontrolnom uzorku mlijeka prije pocCetka tretmana a koja je
iznosila je 0,04 ug/100g. Obzirom na dobivne rezultate mozemo reéi da beta-glukani
iz zobi (0,01%) tijekom 24-satnog tretmana djeluju kao adsorbens na vitamin D i veZu
ga do 50%. Beta-glukani iz kvasca vezZu vitamin D u manjoj mjeri ili ga uopc¢e ne vezu,
jer je najvjerojatnije doslo do kompeticije za vezivna mjesta s drugim vitamina, kako je
to navedeno u ranije opisanoj studiji, te se vitamin D nije vezao s beta-glukanima iz
kvasca u koli€ini vecoj od 25% tijekom 24-satnog tretmana. Kada govorimo o koriStenju
zivih i mrtvih BMK na vezivanje vitamina D, rezultati su prikazani vidljivi u Tablici 38 iz
kojih je razvidno da kod koristenja zivih BMK, u 0-tom satu vezivanja ne dolazi do
vezivanja vitamina D s mikofiksatorom, jer koli€¢ina ne vezanog vitamina iznosi 100%.
U drugom satu vezivanja dolazi do vezivanja vitamina D za ostale koristene BMK i
koli¢ina ne vezanog vitamina D iznosi 75 % u odnosu na njegovu referentnu vrijednosti
i ostaje na toj razini tijekom 24-satnog trajanja tretmana, osim u Cetvrtom satu
vezivanja kada je utvrdeno da BMK Zive vezu vitamin D u koli¢ini od 50% u odnosu na
koli¢inu vitamina D utvrdenu prije tretmana mlijeka (0,04 ug/100g). Na nestabilnost
kolicine vitamina D u mlijeku, moze utjecati toplina, svjetlost, i kiseli uvjeti koji nastaju
dodatkom BMK, stoga se mlijeko ¢esto obogacuje vitaminom D kao bi se poboljSala
njegova nutritivna svojstva [224]. Od svih koriStenih mikofiksatora, vidljivo je da tijekom
24-satog tretmana najmanji utjecaj na vezivanje vitamina D ima beta-glukan iz zobi
(0,005%) jer upravo kod njegovog koristenja utvrdeno je da srednja vrijednost ne
vezanog vitamina D iznosi 100%, dok BMK Zive i mrtve podjednako vezu vitamin D, a
koli¢ina ne vezanog vitamina iznosi 75%, S$to se moze tumaciti i adsorpcijom vitamina

D na organske mikofikasatore buduéi da su sli¢ne studije utvrdile kako stani¢na
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stijenka kvasca moze adsorbirati vitamin D i do 20% [225]. Nakon statisticke obrade
podataka iz Slike 22 je razvidno da dodatkom mikofiksatora u mlijeko, vrijednost
vitamina D se smanjuje u odnosu na referentnu vrijednost, i tako ostaju cijelo vrijeme
trajanja tretmana, a sva odstupanja nalaze se unutar dozvoljenih odstupanja za
vitamine [208], te se mlijeko moze smatrati sigurnim, odnosno zdravstveno ispravnim

za koriStenje u prehrani ljudi i/ili zivotinja.

Post Hoc testom utvrdeno je da izmedu 0-tog i drugog sata vezivanja nema statisticki
znacajne razlike izmedu vremenskog tretmana i koristenih mikofiksatora (p>0,05) kao
I u vremenu od 4-tog i 24-tog sata. Navedeni podaci govore u prilog da vrijeme i
koriSteni mikofiksatori u opisanom vremenskom intervalu nemaju utjecaja na koli€inu

vitamina D u tretiranim uzorcima mlijeka (Tablica 55).

Istrazivanja koja su provedena s ciljem utvrdivanja sposobnosti adsorpcije vitamina E
vezu se uglavnom uz anorganske mikofiksatore i kvasac. Provedena ,/n vitro® studija
kojom je istrazivan utjecaj Sest vrsta mikofiksatora na adsorpciju vitamina A, D i E u
kombinaciji i pojedinagno, ukazuje da vezivanje vitamina E za mikofiksatore utjeCe da
bioloSka raspolozivost vitamina E, mozZe biti smanjena, ako vitamin samostalno dolazi
u kontakt s mikofiksatorima, a ukoliko je u kombinaciji s drugim vitaminima, adsorbcija
je prisutna samo kod anorganskih mikofiksatora [225]. Tablicom 39 i Tablicom 40
prikazani su rezultati koji se odnose na utjecaj vezivanja AFM1 u mlijeku s odabranim
mikofiksatorima na vitamina E, ovisno o duljini tretmana. Nevezane koli€ine vitamina
E, u O-tom satu vezivanja, kre¢u se od 133,3% za sve koriStene beta-glukane, osim za
beta-glukan iz kvasca (0,005%) gdje je utvrdena koli¢ina ne vezanog vitamina od
200%. Tijekom drugog sata vezivanja dolazi do promjene u koli€ini ne vezanog
vitamina E, te se vrijednosti kreéu od 100% za beta-glukan iz kvasca (0,005%) do
200% za beta-glukan iz kvasca (0,01%), da bi tijekom trajanja tretmana doS$lo do
ujednacavanja koli¢ine vitamina E na 133,3% za sve koriStene beta-glukane, osim za
beta-glukan iz kvasca (0,005%) gdje je u ¢etvrtom satu evidentirano da je koli€ina ne
vezanog vitamina E 200% u odnosu na referentnu vrijednost utvrdenu u kontrolnom
uzorku mlijeka prije tretmana, a koja je iznosila 0,03 pg/100g. Sli¢ni rezultati dobiveni
su i kada su kao mikofiksatori koristene BMK. Utvrdeno je da se vrijednosti ne vezanog
vitamina E tijekom 24-satnog trajanja tretmana kre¢u od 100% do 200% (Tablica 40).

Nakon statistiCcke obrade podataka iz (Slika 23), gdje su grafi¢ki prikazane vrijednosti
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svih analiziranih uzoraka, razvidno je da je koliina vitamina E tijekom trajanja tretmana
iznad referentne vrijednosti za sve analizirane uzorke, a odstupanja dosezu i do 200%,
odnosno 100% viSe od referentne vrijednosti. Navedeno je evidentirano kod koristenja
beta-glukan iz kvasca (0,005%), te mrtvih BMK. ZabiljeZena odstupanja vitamina E u
odnosu na referentnu vrijednost, nalaze se iznad preporucenih vrijednosti koje
propisuju Smjernice EU (+50%) [208]. Rezultati ukazuju da mlijeko tretirano beta-
glukanom iz kvasca (0,005%), te mrtvim BMK nije primjereno za prehranu ljudi, ali se
moze upotrijebiti kao hrana za Zivotinje, buduci da je znanstveni odbor EFSA-e odobrio
da se vitamin E moze upotrebljavati u dodacima prehrani za Zivotinje u koli€ini od 200
IU vitamina E/kg [226]. Statisitckim Post Hoc testom utvrdeno je da nema statisticki
znacajne razlike (p>0,05) u tretmanu od 0-tog do 4-tog sata vezivanja, te od drugog
do 24-tog sata vezivanja. Iz navedenih podataka mozemo zakljuCiti da navedena
vremena i koristeni mikofiksatora nemaju znacajnog utjecaja na promjenu koli€inu

vitamina E u tretiranim uzorcima mlijeka (Tablica 56).

Studije koje su istrazivale prisutnost vitamina K u mlijeku, ukazale su na Cinjenicu da
mlijeko ne predstavlja izvor vitamina K jer je njegova koli€ina u mlijeku vrlo niska. U
prilog tome govore i rezultati istrazivanja koje je provedeno na mlijeku uzorkovanom
s trziSta SAD gdje je utvrdeno da su dobivene vrijednosti vitamina K takoder vrlo niske.
Za razliku od mlijeka, kod fermentiranih mlije€nih proizvoda, posebno sireva, utvrdene
su vece vrijednosti vitamina K, osobito kod onih sireva s ve¢om koliCinom masti gdje

je koli¢ina vitamina K proporcionalna koli€ini masti [223, 227].

Na osnovu uceSc¢a veleg broja laboratorija u odredivanju vitamina K u mlijeku,
pokazalo se da se kao metoda za odredivanje koli€ine vitamina K preporucuje HPLC
tehnika uz reverzibilnu fazu i koriStenjem fluorescentnog detektora, a studija koja je
provela istrazivanje prisutnosti vitamina K na 25 uzoraka mlijeka koristec¢i navedenu
HPLC tehniku, utvrdila je da je iskoriStenje metode vrlo visoko i iznosi 91,7% [228,
229]. Odredivanije koli¢ine vitamina K za potrebe ovog istrazivanja provedeno je na 15
uzoraka mlijeka. Za identifikaciju i kvantifikaciju vitamina K koriStena je preporucena
HPLC s reverzibilnom fazom uz fluorescentni detektor, te je utvrdeno da su koli€ine
vitamina K nize od granice kvantifikacije metode (LOQ) koja za vitamin K iznosi 0,01
Mg/100g. (Tablica 41 i Tablica 42). Navedeno potvrduju kromatogrami prikazani
Slikama 7, 8 i 9 iz kojih je razvidno da nema vidljivog odaziva na kromatogramu
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analiziranog uzorka mlijeka vezanog uz vitamin K, u koli€ini ve¢oj od LOQ, kao niti
nakon dodavanja istrazivanih beta-glukana i BMK koje se inaCe koriste za fermentaciju
mlijeCnih proizvoda [223, 228] nije doSlo do promjene u vrijednosti vitamina K. lako
ranije opisana studija govori o pozitivnom utjecaju BMK na povecanje vitamina K u
sirevima osobito s vecom koli¢inom masti, u ovom slucaju one nisu utjecale na njegovo
povecanje najvjerojatnije zbog male koliCine mlijjeCne masti u mlijeku, te kratkog
kontakta izmedu mikofiksatora i mlijeka, buduci da je cjelokupni tretman trajao

maksimalno 24 sata.

Ovim istrazivanjem prikupljeni su rezultati za ucinkovitost pojedinacnog vezivanja
mikofiksatora za AFM1 iz namjerno kontaminiranog mlijeka kako i njihov utjecaj na
parametre kvalitete, odnosno zdravstvene ispravnosti. Rezultati predstavljaju
znanstveni doprinos u podrucju mikotoksikologije, prehrane i javnog zdravstva, kao i
osnovu za daljnja znanstvena istrazivanja bioloSkih mikofiksatora pojedinacno ili u

kombinaciji na druge vrste mikotoksina i druge oblike hrane.
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6 ZAKLJUCAK

=

Nakon provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata, kao i provedene rasprave
moze se zakljuciti:

Mikofiksatori koriSteni u ovom istrazivanju pokazuju priblizno isti afinitet
vezivanja AM1 iz namjerno kontaminiranog mlijeka, a srednje vrijednosti
efikasnosti vezivanja kre¢u se od 90,1% do 92,4% za beta-glukan iz kvasca
(0,005%) te od 88,4% do 91,6% za BMK.

Izmedu koriStenih beta-glukana, beta-glukan iz zobi (0,01%) pokazao je najvedi
afinitet za AFM1 (92,4%), dok je najmaniji afinitet uo€en kod beta-glukana iz
kvasca (0,005%).

Kada su koristene BMK, vedi afinitet prama AFM1 imaju Zive BMK (91,6%), dok
je efikasnost vezivanja mrtvih BMK iznosi 88,4%.

S obzirom na to da je kod kori$tenja svih mikofiksatora tijekom tretmana dolazilo
do promjene u koli€inama vezanog i ne vezanog AFM1, mozemo zakljucit da se
radi o reverzibilnom procesu vezanja AFM1.

Beta-glukan iz kvasca ima najmaniji utjecaj na vezivanje bjelancevina iz mlijeka
tijekom 24 satnog trajanja tretmana, a koli€ina ne vezanih bjelancevina iznosi
101,9% u odnosu na referentnu vrijednost od 3,4 g/100g, dok najvece
odstupanje od referentne vrijednosti utvrdeno je kod beta-glukana iz zobi
(0,01%) i iznosi 102,7%. Kada su koriStene BMK kao mikofiksatori, rezultati
pokazuju, da gotovo i nema razlike u vezivanju bjelan¢evina kada se koriste
BMK zive ili BMK mrtve. Odstupanje za BMK mrtve iznosi 102,2%, a za BMK
zive 102,6%. Iz rezultata mozemo =zaklju€iti da koristeni mikofiksatori
podjednako utjeCu na smanjenje bjelanCevina u mlijeku jer razlika izmedu
najvece i najmanje koliCine ne vezanih bjelancevina iznosi 0,8% Sto se smatra
prihvaljivim, te zakljuCujemo kako istrazivani mikofiksatori nemaju utjecaj na
vezivanje bjelacevina u koli¢inama vec¢im od dozvoljenih.

Kada su u pitanju masti, najmaniji utjecaj na njihovo vezivanje utvrden je kod
beta-glukana iz kvasca (0,005%). Koli¢ina nevezanih masti u odnosu na
referentnu vrijednost iznosi 90,0%, dok je najvece odstupanje uoceno kada se
koristi beta-glukan iz zobi (0,005% i 0,01%), a koli€ina ne vezanih masti u

odnosu na referentnu vrijednosti iznosi 88,3%. Kod BMK, najmanji utjecaj na
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vezivanje bjelancevina imaju BMK mrtve, a odstupanje od referentne vrijednosti
iznosi 87%, dok kod BMK Zive, iznosi 86,1%. Sva zabiljezena odstupanja masti,
kod svih koriStenih mikofiksatora smatraju se prihvatljivima te zaklju¢ujemo kako
istraZivani mikofiksatori nemaju utjecaj na vezivanje masti u koli¢inama veéim
od dozvoljenih.

7. Kod ugljikohidrata, mozemo zakljuciti da istrazivani mikofiksatora nisu utjecali na
promjenu njihove koli€ine u tretiranom mlijeku, a sva dobivena odstupanja se
smatraju prihvatljivim, te se mlijeko, obzirom na sadrzaj ugljikohidrata moze
smatrati sigrunim i prihvatljivim za konzumiranje.

8. Na temelju pracenja utjecaja koriStenih mikofiksatora na koli€inu Secera
(laktoze) u tretiranom mlijeku, mozemo zakljuciti da koriSteni beta-glukani i BMK
nemaju veliki utjecaju na vezivanje Secera (laktoze) jer vrijednosti ne vezanog
Secera iznose od 91,3% do 93,61%, te se se mogu preporuciti za uklanjanje
AFML1.

9. UzevSi u obzir dobivene vrijednosti odstupanja za bjelancevine, masti,
ugljikohidrate te Secere (laktozu), nakon koristenja mikofiksatora, zaklju€ujemo
da na energetsku vrijednost mlijeka svi koriSteni mikofiksatori imaju gotovo
jednaki u€inak, buduci da je tijekom 24 satnog tretmana utvrdeno da se srednje
vrijednosti energije ne vezanih nutrijenata krecu od 89,0% do 89,4%, $to ukazuje
na Cinjenicu da se svi istrazivani mikofiksatori mogu koristiti u otklanjanu AFM1
iz mlijeka uz zadrZzavanje omjera nutrijenata u koli€inama prihvatljivim za
prehranu ljudi i/ili zivotinja.

10. Za sve istrazivane mikofiksatore pokazalo se da ne uklanjaju minerale (Ca, Mg,
Na, Ki P) iz mlijeka u koli¢inama ve¢im od dozvoljenih, te se mogu preporuciti
za uklanjanje AFML1, uz zadrzavanije prihvatljivih koli€ina istrazivanih minerala.

11.Utvrdeno je kako beta-glukan iz zobi (0,005% i 0,01%) i bet glukan iz kvasca
(0,01%), te zive BMK imaju utjecaj na vezivanje vitamina A, jer dolazi do
njegovog znacajnog povecanja od 200% za beta-glukan iz zobi (0,005%) i beta-
glukan iz kvasca (0,01%), za 250% kod beta-glukana iz zobi (0,01%), te za Zive
BMK za 200% u odnosu na preporu¢eno odstupanje (+50%). Stoga
zaklju€ujemo kako se navedeni mikofiksatori ne bi trebali koristi za uklanjanje
AFM1 iz mlijeka ako se Zeli zadrzati postojanost vitamina A. Takvo se mlijeko

smatra neprikladnim i nesigurnim za ljudsku prehranu, ali se moze Koristi za
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prehranu zZivotinja ili kao sirovina za proizvodnju mlije€nih proizvoda. Za vitamin
D utvrdeno je kako odabrani mikofiksatori ne utje€u na promjenu njihovih koli€ina
u tretiranom mlijeku u odnosu na referentne vrijednosti i dozvoljena odstupanja,
te se moze zakljuciti kako se koristeni mikofiksatori u ovom istrazivanju mogu
preporuciti za uklanjanje AFM1 iz mlijeka, a da ¢e mlijeko i dalje u svom sastavu
imati prihvatljive koli€ine vitamina D, te ¢e se moci Koristiti za ljudsku prehranu.
Mlijeko tretirano beta-glukanom iz kvasca (0,005%), te mrtvim BMK nije
primjereno za prehranu ljudi jer koli€ine vitamina E odstupaju od propisanih, ali
se moze upotrijebiti kao hrana za Zivotinje ili kao sirovina za proizvodnju novih
proizvoda. KoriStenje ostalih mikofikastora (beta-glukan iz kvasca 0,01%, beta-
glukan iz zobi 0,005% i 0,01%, te BMK Zive) nije utjecalo na odstupanja E
vitamina u kolicinama vecih od propisanih, stoga se mogu preporuciti za
koriStenje u svrhu vezivanja AFML1 iz mlijeka. Kod vitamina K utvrdeno je da
dodavanje bioloskih mikofiksatora nema utjecaja na promjenu njegove
vrijednosti, s obzirom na to, da je njegova koli¢ina u mlijeku prije i nakon
tretmana ostala ista (0,01 pg/100g).

12.S obzirom na duljinu tretmana, svi istrazivani mikofiksatori svoju efikasnost
vezivanja AFM1 u namjerno kontaminiranom mlijeku pokazuju ve¢ u 0-tom satu
vezivanja, uz prihvatljiva odstupanja nutrijenata i mikronutrijenata, osim kada je
u pitanju beta-glukan iz zobi (0,01%) i vezivanje vitamina A, te beta-glukan iz
kvasca (0,005%) i mrtve BMK kad se govori 0 vezivanju vitamina E.

13. Statisitickom obradom podatka utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna
razlika (p>0,05) izmedu duljine trajanja tretmana i koriStenog mikofiksatora kod
bjelan¢evina, masti, ugljikohidrata i $¢era (laktoze), vitamina A, vitamina D i
vitmina E, dok kod ukupne energetske vrijednosti, te vezivanja natrija, kalija, i
fosfora, postoje statisti¢ki znacajne razlike (p<0,05).

14.Dobiveni rezultati ukazuju na mogucénost primjene organskih mikofiksatora za
uklanjanje AFM1 iz mlijeka, uz minimalni utjecaj na sastav mlijeka, ¢ime se
osigurava primjerena kvaliteta i zdravstvena ispravnost mlijeka za prehranu ljudi
i/ili Zivotinja, te se isti mogu predloziti proizvodacima mlijeka i nadleznim
institucijama, ali i Znanstvenom panelu Europske agencije za sigurnost hrane da

istrazivane mikofiksatore odobre za rutinsku upotrebu.
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ZELJKA PAVLEK
PODGORACKA 8
0958956168

/
zpavlek71@gmail.com

HRVATICA
REPUBLIKE HRVATSKE
02.02.1971

1989-1990

Zavod za javno zdravstvo grada Zagreba

Sluzbi za zdravstvenu ekologiju,

Odjel za ispitivanje pitkih i otpadnih voda
Kemijski tehnicar

Poznavanje i primjena radnih uputa za
odredivanje pitkih i otpadnih voda, uzimanje
uzoraka na terenu i njihova obrada u laboratoriju.
Poznavanje Normi i drugih propisa vezanih uz
analiticke metode koje se primjenjuju u

Laboratoriju. Rukovanje i rad sa priborom i
opremom.

Znanje rada na PC
Kriti€no i kreativho razmisljanje

Eticnost
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2002-2007

Zavod za javno zdravstvo grada Zagreba

Sluzbi za zdravstvenu ekologiju
Laboratorij za ispitivanje tla i otpada

kemijski tehnicar

Poznavanje i primjena radnih uputa za odredivanje
parametara u otpadu i ispitivanje tla i njegovih
parametara, uzimanje uzoraka na terenu i njihova
obrada u laboratoriju. Poznavanje Normi i drugih
propisa vezanih uz analiticke metode koje se
primjenjuju u Laboratoriju. Rukovanje i rad sa
priborom i opremom.

2007-2015

Nastavni zavod za javno zdravstvo Dr. Andrija
Stampar

Sluzbi za zdravstvenu ekologiju

Odjel za zdravstvenu ispravnost i kvalitetu hrane i
predmeta opée uporabe

kemijski tehnicar,

Poznavanje i primjena radnih uputa za odredivanje
pesticida, mikotoksina, alergena, PAH-spojeva i
antibiotika hrani. Poznavanje Normi i drugih propisa
vezanih uz analiticke metode koje se primjenjuju u
Laboratoriju. Rukovanje i rad sa priborom i
opremom u svrhu odredivanja parametara kvalitete
meda, pesticida, alergena, mikotoksina i antibiotika i
PAH spojeva

2015- danas

Nastavni zavod za javno zdravstvo Dr. Andrija
Stampar

Sluzbi za zdravstvenu ekologiju

Odjel za zdravstvenu ispravnost i kvalitetu hrane i
predmeta opée uporabe

Zdravstveni djelatnik |l.vrste

Kontinuirano ispitivanje kvalitete i oneciS¢enja hrane
na podrucju Republike Hrvatske.
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* Datum (od - do)

* Naziv i sjediSte tvrtke zaposlenja
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» Zanimanije i polozaj koji obnasa

» Osnovne aktivnosti i odgovornosti

SKOLOVANJE | IZOBRAZBA

* Datum (od — do)

* Naziv i vrsta obrazovne
ustanove

* Osnovni predmet /zanimanje
* Naslov postignut
obrazovanjem

* Stupanj nacionalne
kvalifikacije (ako postoji)

* Datum (od — do)

* Naziv i vrsta obrazovne
ustanove

* Osnovni predmet /zanimanje
* Naslov postignut
obrazovanjem

* Stupanj nacionalne
kvalifikacije (ako postoji)

OSOBNE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI

Sudjeluje u izradi planova, elaborata i izvjestaja o
kakvocéi hrane bilo cjelovitih ili kao dijela vecih
studija

Izraduje dokumente sustava upravljanja, primjenjuje
uspostavljenu dokumentaciju sustava upravljanja
Vrednuje metode ispitivanja, utvrduje prikladnost
metode ispitivanja za namijenjenu svrhu tako sto
provodi verifikaciju, validaciju te procjenjuje mjernu
nesigurnost.

Provodi ispitivanja primjenom najsloZenijih
analitickih metoda, provodi unutarnju i vanjsku
kontrolu kvalitete rezultata ispitivanja, evidentira
nesukladnosti te provodi popravne radnje.
Sudjeluje u struénim i znanstvenim projektima i
posebnim istrazivanjima.

2015-danas

Zdravstveno veleuciliste u Zagrebu, Katedra za
prehranu i analiticke tehnike

Vjezbe iz kemijske analize hrane, Sudjelovanje u
nastavi, te znanstveno istrazivackim projektima

Asistent, Katedra za prehranu i analiticke tehnike

Sudjelovanje u pripremi i izvodenju vjezbi iz
kemijske analize hrane

2006-2010

Fakultet zdravstvenih studija, Univerzitet
Sarajevo
Sanitarno inZzenjerstvo

diplomirani sanitarni inzenjer

HKO-7

1985-1989
Kemijsko tehnoloski obrazovni centar

Kemijski tehnicar

HKO- 4,2
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MATERINJI JEZIK HRVATSKI

DRUGI JEZICI
* sposobnost €itanja

* sposobnost pisanja

* sposobnost usmenog
izraZzavanja

SOCIJALNE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI

ORGANIZACIISKE
VJESTINE | SPOSOBNOSTI

TEHNICKE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI

VOZACKA DOZVOLA

DODATNE OBAVIJESTI

engleski, makedonski, njemacki
engleski, makedonski
engleski, makedonski, njemacki

Clan komore zdravstvenih radnika

Vjestine vodenja, upravljanja te organizacije
poslova. Sposobnost analitickog razmisljanja i
pronalazenja najoptimalnijih rijeSenja. Pouzdanost
i odgovornost u radu. Dobro razvijene
koordinacijske sposobnosti pri radu u
epidemiolo$koj sluzbi s ciliem spreCavanja Sirenja
COVID-19 pandemije.

Iskustvo rada na spektrofotometrijskim i
kolorimetrijskim (ELISA) metodama. Pretrazivanje
i koriStenje znanstvenih baza i weba.

Napredno poznavanje Microsoft Office ™ alata
(Word ™, Excel ™, Power Point ™)- Osnovno
poznavanje aplikacija grafickog dizajna
(Photoshop ™). Iskustvo statistiCke analize s
paketom SPSS statistika. Pretrazivanje i koriStenje
znanstvenih baza podataka i znanstvenih web
aplikacija.

B kategorija

Samohrani roditelj, dvoje djece
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3.Brki¢, Danijel; Jajeti¢, Andrea; Racz, Aleksandar; Benié, Marijan; Pavlek, Zelika; Kuharié, Zelika;
Sabari¢, Jasenka; Prskalo, lvana; Bosnir, Jasna

Zitarice i mlinski proizvodi kao dobar izvor magnezija u svakodnevnoj prehrani. // Journal of applied
health sciences, 7 (2021), 1; 71-86 doi:10.24141/1/7/1/7 (medunarodna recenzija, ¢lanak, znanstveni)

4.Ursulin-Trstenjak, Natalija; Puntarié, Dinko; Levanié, Davor; Gvozdié, Vlatka; Pavlek, Zeljka; Puntarié,
Ada; Puntari¢, Eda; Puntari¢, Ida; Vidosavljevi¢, Domagoj; Lasi¢, Dario; Vidosavljevi¢, Marina

Pollen, Physicochemical, and Mineral Analysis of Croatian Acacia Honey Samples: Applicability for
Identification of Botanical and Geographical Origin. // Journal of Food Quality, 2017 (2017), 1-11
doi:10.1155/2017/8538693 (medunarodna recenzija, ¢lanak, znanstveni)

Struéni radovi

5.Jakopovi¢, Zeliko; Canak, Iva; Romac, Anamarija; Kuharié, Zeljka; Bo$nir, Jasna; Ives$ié, Martina;
Frece, Jadranka; Pavlek, Zeljka; Markov, Ksenija

Usporedba vezanja AFM1 iz mlijeka zivim, mrtvim i liofiliziranim stanicama BMK. // Croatian Journal of
Food Technology, Biotechnology and Nutrition, 13 (2018), 1-2; 32-37 (medunarodna recenzija, ¢lanak,
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1.Jakopovi¢, Zeliko; Canak, Iva; Frece, Jadranka; Bo$nir, Jasna; Ives$ié, Martina; Kuharié, Zeljka;
Pavlek, Zelika; Markov, Ksenija

Uklanjanje kompleksa -glukan-AFM1 iz mlijeka. // Hrvatski Casopis za prehrambenu tehnologiju,
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