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-Ugovor je potpisan dana 22.02.2017.

-Trajanje projekta 2 god. od 01.03.2017. do 28.02.2019.

-Ukupan iznos projekta =484.091,00 kn
Projekt se 100% financija sredstvima Hrvatske zaklade za znanost



Ciljevi projekta

- odrediti optimalne parametre vezanja AFM; u mlijeku
pomocu bakterija mlijecne kiseline (BMK) izolirane iz
tradicionalnih mlijecnih proizvoda i p- glukana

- predloziti rjesenje uklanjanja  nastalog  kompleksa
biofiksator-AFM;, a da pri fome ne dode do promjene
nutritivne vrijednosti mlijeka

- potaknuti proizvodaée mlijeka na kontinuirano praéenje
AFM; u mlijeku, buduci da najveca odgovornost za kvalitetu
i zdravstvenu ispravnost mlijeka lezi na subjektima u
poslovanju s hranom



Aktivnosti svakog clana projektnog tima

Voditeljica, prof.dr.sc. Ksenija Markov- upravljacka uloga u financijskim i svim
ostalim aktivnostima

Prof.dr.sc. Jadranka Frece-priprema i odabir najucinkovitijih biofiksatora AFM;
molekularne metode u identifikaciji BMK

Zeljko Jakopovic, mag. ing.- priprema uzoraka za odredivanje vezanja AFM, i ostale
mikrobioloske metode

Iva Canak, mag.ing.- provodenje molekularnih metoda u identifikaciji BMK

Izv. prof.dr.sc. Jasna Bosnir- analize mikotoksina i kemijske analize sastava mlijeka
Zeljka Pavlek,dipl.ing.- priprema i procis¢avanje uzoraka mlijeka i koristenje
imunoafinitenih kolona

Zeljka Kuhari¢, dipl.ing.-identifikacija i kvatifikacija aflatoksina M; tekuéinskom
kromatografijom visoke djelotovrnosti

Dr.sc.Martina Ivesié, dipl.ing. - rad na visokosofisticiranim analiti¢kim tehnikama za
odredivanje aflatoksina M; LC-MS i LC-MS-MS tehnikama

Sonja Serdar,dipling. - odredivanje nutritinih vrijednosti mlijeka, posebno
bjelancevina, masti i ugljikohidrata



Priprema protokola za mikrobioloSke analize (izolacijai identifikacija BMK,
izolacija B-glukana iz stanica kvasca, priprema zZivih i mrtvih stanica BVK,
liofilizacija stanica BMK uz odabir lioprotektora);

Priprema protokola za kemijske analize (koli¢ine proteina, mastii sastava
masnih kiselina, ukupnih gljikohidrata, laktoze, vode, pepela)

D1.1.5. Protokol za odredivanje B-glukana enzimskim metodama (m3)

Protokol za pripremu uzoraka mlijeka za uklanjanje AFM1 uz primjenu razlicitih
biofiksatora BMKi B-glukana

Protokol za pripremu uzoraka mlijeka za odredivanje AFM1 HPLCi LC-MS/MS
metodom

Razvoj metode za uklanjanje kompleksa BMK -AFM; iz mlijeka metodom
membranske filtracije upotrebom bakterioloskihfiltra

Razvoj metode za uklanjanje kompleksa 3-glukan -AFM,; iz mlijekametodom
centrifugiranjem u filteru Centricon Plus-70, MWCO 100kDa

uvodenje metode odredivanja AFM1 u mlijeku HPLCtehnikom

uvodenje metode odredivanja AFM1 u mlijeku kombiniranommetodom
tekucinske kromatografije - spektrometrije masa(LC-MS/MS)

" Provodenje postupka javne nabave zakupnju nove opreme
instalirana kupljena novaoprema
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domacih proizvodaca i izolacija BMK klasi¢nim mikrobioloSkim
metodama na selektivnim podlogama

[RP2 |
. Prikupljanje uzoraka svieZeg kraviieg mlijeka, sira i vrhnja

Identifikacija izoliranih BMK fenotipskim i genotipskim
metodama (API, SDSPAGE, PCRRAPD)

Odabir BMK koje pokazuju najbolja svojstva vezanja/uklanjanja
AFML1,; priprema i Cuvanje kultura u liofiliziranom obliku

Priprema uzorka mlijeka umjetno kontaminiranograzlicitim
konc. AFM1i optimiranje uvjeta zavezanje/uklanjanje AFM1
BMK

Priprema uzoraka za odredivanje %nevezanog AFM1 HPLCi LC-
MS/MS tehnikom
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JANJE PROJEKTA

pod naslovom:

~Lnovativni postupci uklanjanja
AFM; biofiksatorima
iz mlijeka"

odrzano je na XI Konferenciji o
sigurnosti i kvaliteti hrane u RH u
organizaciji HGK od 29.-31. svibnja

2017. Opatija (izv. prof.dr.sc. Jasna
Bosnir)
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Rezultati projekta pripremljeni za prezentaciju projekta u vidu postera na Medunarodnom

Kongresu "Food safety and quality od 22.-24.11. 2017. Opatija

Sazetak postera

Application of membrane filtration, with the possibility of removing the LAB-AFM, complex from milk
Ksenija Markov?*, lva Canak?, Zeljko Jakopovi¢, JasnaBosnir2, Zeljka Kuhari¢?, Zeljka Paviek2, Martina Ive$i¢?, Jadranka Frecel

Previous scientific studies indicate the need for further development of application of biological methods in removing /
binding or biotransformation of mycotoxins in food and feed. Such methods should inactivate mycotoxins without affecting
nutritional value and organoleptic properties of the product being processed. In practice, synthetic and natural zeolites are
most commonly used as fodder additives, which effectively eliminate aflatoxin based on the adsorption, however, lack is that
except the adsorpion of mycotoxins necessary nutrients are also being absorbed. Therefore, the microbial population from
fresh cow's milk and traditional dairy products such as cottage cheese and cream was isolated and identified with the aim of
selecting bioprotective cultures as biofixator for the removal of AFM,in / out of milk. One hundred and fifty colonies of LAB
were isolated and identified by API tests and ten strains confirmed with molecular (PCR) methods. All confirmed strains
(Lactobacillus plantarum SM1, Lactobacillus helveticus S9, Lactococcus lactis SMSL, Lactobacillus plantarum SMB,
Lactobacillus plantarum SMA, Lactobacillus plantarum SS1, Lactobacillus paracasei KM, Lactobacillus rhamnosus KM,
Lactobacillus plantarum KM, Lactobacillus plantarum MM)) were tested for possible removing/binding of AFM, from milk.
Therefore, the one of the goals of the work is to implement the practical application of membrane filtration, with the
possibility of removing the complex biofixator-AFM, from milk and preserving the nutritional value of milk. The amount of
unbound AFM, was determined by HPLC.
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