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1. UVOD

Modernizacija u svijetu i razvoj tehnologije pruzili su ljudima mogucnosti proSirenja
djelovanja u raznim segmentima druStva i zivota kao nikada prije. Medutim, s dostupnim
Sirokim opsegom prilika i informacija veze se vrlo uzurban, stresan i poprilicno nezdrav zivotni
stil koji je doveo do neravnoteze organizma i pojave stanja povezanih sa smanjenjem
ucinkovitosti i vitalnosti organizma pa sve do razvoja novih vrsta bolesti. Zbog uocenih
posljedica ovakvog zivotnog stila, posljednjih godinarazvija se svijest o odrzavanju zdravlja i
opcéeg blagostanja organizma koristenjem funkcionalnijin namirnica. Funkcionalna namirnica
je ona koja posjeduje znanstveno dokazane blagotvorne uc¢inke na organizam, ¢ime osigurava
uspostavu ravnoteze metabolizma i odrzavanje zdravlja (Kapp i Sumner, 2018). Funkcionalnim
namirnicama smatraju se i tradicionalni fermentirani napitci, poput napitka dobivenog iz gljive
kombuche, koriSteni stolje¢ima prije. Kombucha napitak je trenutno u svijetu jedan od

najpopularnijih napitaka.

1.1. KOMBUCHA NAPITAK ili JEDNOSTAVNO - KOMBUCHA

Kombucha je drevni napitak nazvan po korejskom lijecniku Kombu, koji je 414. god. pr.n.e.
kombucha napitkom lije¢io tadasnjega japanskog cara (da Silva Junior i sur., 2022). U to doba
napitak se koristio kao lijek za probavne tegobe jer se vjerovalo u njegova energetska i
detoksikacijska svojstva. Napitak od kombuche koristio se i u podru¢ju sjeveroistocne Kine
220 god. pr.n.e. Kasnije se putem trgovinskih puteva koristenje napitka prosirilo na podrucje
Rusije i istoéne Europe (da Silva Janior i sur., 2022; Kapp i Sumner., 2018). Kombucha se
izvorno dobiva fermentacijom ¢aja uz dodatak Secera, kvasca i kulture bakterija i gljivica (engl.
Simbiotic Culture of Bacteria and Yeast, SCOBY) kao podloge za vrenje (Jakubczyk i sur.,
2020). Osim crnog ¢aja, kao osnova se takoder koriste zeleni ili oolong ¢aj, a moguce je pronaci
i varijante napitka napravljene od infuzije metvice, mati¢njaka ili jasmina (Martinez Leal isur.,
2018). Dodatkom SCOBY -a zaSeCerenom c¢aju pokrece se fermentacija koja se provodi na
sobnoj temperaturi 7-14 dana. Zbog razli¢itih bakterija i kvasca koji koegzistiraju u samom
mediju, odvijaju se alkoholna, mlije¢na i octena fermentacija (Villarreal-Soto i sur., 2018). U
zavrsnici, kombucha napitak sadrzi razlicite bioaktivne spojeve kao produkte brojnih reakcija
i metaboli¢kih puteva. Produkti ukljucuju polifenole, organske kiseline, vlakna, etanol,

aminokiseline, vitamine (C, E i B) te vazne biogene elemente kao $to su Cu, Fe, Mn, Nii Zn,



antibiotske tvari i hidroliticki enzimi (Jakubczyk i sur., 2020; Kapp i sur., 2018). Okus
konac¢nog produkta blago je kiseo i voéni te njezno pjenusav, ali nakon nekoliko dana
skladiStenja postane slican okusu vinskog octa (Villarreal-Soto i sur., 2018). Prisutnost i
koli¢ina kemijskih spojeva ovisi o mikroorganizmima simbiotske kulture koriStenim za
fermentaciju kombuche, o vremenu i temperaturi fermentacije, 0 sadrzaju Secera i vrsti
koriStenog Caja (Martinez Leal i sur.,, 2018). Popularnost kombuche kao funkcionalne
namirnice potaknuta je njezinim potencijalnim zdravstvenim dobrobitima. Potencijalne
dobrobiti ukljuc¢uju antibakterijska i antioksidativna svojstva, sposobnost snizavanja krvnog
tlaka i koncentracije kolesterola, podupiranje imunosnog sustava i gastrointestinalnih funkcija

te sposobnost detoksifikacije jetre (Jakubczyk i sur., 2020; Kapp i Sumner, 2018).

1.2. BIOLOSKI VAZNI METALI U KOMBUCHI

1.2.1. Kalcij

Kalcij je najzastupljeniji mineral u ljudskom tijelu te ujedno ijedan od minerala ¢ija se vaznost
za ljudsko zdravlje najvise proucava. Vise od 99% kalcija u ljudskom tijelu pohranjeno je u
kostanom tkivu i zubima u obliku hidroksiapatita, minerala s klju¢nom strukturnom ulogom
osiguravanja ¢vrstog koStanog sustava. Preostali kalcij nalazi se u mekim tkivima i tjelesnim
tekuc¢inama, tj. krvi i izvanstani¢nim tekucinama, gdje sudjeluje u mnostvu vitalnih funkcija
poput oplodnje, zgrusavanja krvi, miSiéne kontrakcije, prijenosa Ziv¢anih impulsa, sekretorne
aktivnosti, stani¢ne smrti, imunosnog odgovora, diferencijacije stanica i aktivacije enzima
(Shkembi i Huppertz, 2021). U mekim tkivima kalcij je uglavnom pohranjen u razli¢itim
citoplazmatskim organelama. U krvi je prisutan u tri razli¢ita oblika: u slobodnom kationskom
Ca?* obliku, vezan za proteine plazme te otopljen i u kompleksu s drugim ionima, poput citrata
I laktata (Shkembi i Huppertz, 2021). lonizirani kalcij predstavlja fizioloski aktivan oblik. U
ulozi sekundarnog glasnika regulira stani¢ne funkcije, a u krvnom je serumu kod zdrave osobe
prisutan u koncentracijama 2,14-2,53 mmol/L (Cvori$éec i sur., ured., 2009). Najbogatiji izvor
kalcija predstavljaju mlijecni proizvodi mlijeko, jogurt i sir. Ostale namirnice bogate kalcijem
su orasasti plodovi i sjemenke, posebno bademi, sezam i chia sjemenke te povrée poput kelja,
brokule i potocarke (Cormick i Belizan, 2019).

Referentne prehrambene vrijednosti (engl. Dietary Reference values, DRVS) predstavljaju
skup referentnih vrijednosti hranjivih tvari koje ukljuéuju vrijednosti poput raspona
populacijskog referentnog unosa (engl. Population Reference Intake, PRI), prosjecne potrebe

(engl. Average Requirement, AR), preporu¢enog unosa (engl. Adequate Intake, Al) i



referentnog unosa (engl. Reference intake, RI) za nutrijente. Navedene vrijednosti pokazuju
nuznu koli¢inu nutrijenta koju je potrebno unijeti kako bi se odrzalo zdravlje inace zdrave
osobe ili populacije. DRV takoder ukljucuje vrijednost zvanu gornja granica unosa (engl.
Tolerable Upper Intake Level, UL), koja predstavljaja maksimalnu prosje¢nu dnevnu razinu
unosa hranjivih tvari za koje se smatra da nije vjerojatno da ¢e predstavljati rizik od Stetnih
uc¢inaka na zdravlje (EFSA (European Food Safety Authority), 2017).

U nastavku su navedene referentne prehrambene vrijednosti kalcija za Europsku Uniju (Tablica
1.).

Tablica 1. Referentne prehrambene vrijednosti kalcija za Europsku Uniju prema EFSA

smjernicama (mg/dne) (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2015a)

_ Prosjecna Referentni unos
Dob Spol Preporutent UN0s potreba stanovniStva

Al AR PRI

7-11 mjeseci M/Z 280
1-3 godine M/Z 390 450
4-10 godina M/Z 680 800
11-17 godina M/Z 960 1150
18-24 godine M/Z 860 1000
> 25 godina M/Z 750 950

1.2.1.1. Homeostaza kalcija

Kalcij je klju¢an za mnoge temeljne stani¢ne funkcije, a izvanstaniéna homeostaza kalcija
strogo je regulirana (Hassan-Smith i Gittoes, 2021). U odrzavanju stalne koncentracije kalcija
u krvnom serumu i odnose njegovih frakcija kljuéne su paratireoidne Zlijezde, crijeva i bubrezi,
kosti te kalcitropni hormoni (Shkembi i Huppertz, 2021; Cvoriséec i sur., ured., 2009). Kalcij
se apsorbira u gastrointestinalnom traktu u ioniziranom Ca?* obliku. Intestinalna apsorpcija
kalcija bitan je proces ukljuéen u odrzavanje homeostaze Ca?*, a odvija se u tankom crijevu
kroz dva razli¢ita transportna mehanizma: transcelularni aktivni saturabilni transport i
paracelularni pasivni nesaturabilni transport (Shkembi i Huppertz, 2021). Relativna vaznost
oba transporta ovisi 0 unosu kalcija u organizam. Kada je unos kalcija nizak prevladava
transcelularni aktivni transport. Paracelularna pasivna difuzija kalcija pretezito se odvija nakon

poveéanog unosa kalcija kroz ¢vrste spojeve (engl. tight junction) u medustani¢cnom prostoru
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izmedu enterocita. Cvrsti spojevi su medustaniéne strukture prisutne u apikalnoj regiji
enterocita, koje reguliraju paracelularni transport iona i molekula. Paracelularna apsorpcija
kalcija neovisna je o vitaminu D (Fleet, 2022; Shkembi i Huppertz, 2021). Transcelularni
transport odvija se u duodenumu i gornjem jejunumu, stimulira ga vitamin D, a ulazak kalcija
u stanicu odvija se putem pozitivnog elektrokemijskog gradijenta ve¢inom pomocéu TRPV6
transportera (engl. Transient receptor potential cation channel vanilloid family member 6)
(Shkembi i Huppertz, 2021). Promjenu koncentracije kalcija u serumu detektiraju receptori za
osjet kalcija (CaSR). Navedene receptore sadrze paratireoidne zlijezde koje pomocu njih
moduliraju sintezu i izlu¢ivanje paratireoidnog hormona (PTH) (Shkembi i Huppertz, 2021;
Hassan-Smith i Gittoes, 2021). Paratireoidni CaSR osje¢a smanjenje Ca?*, $to dovodi do brzog
porasta lu¢enja PTH. Poveéani cirkuliraju¢i PTH djeluje preko PTH1-receptora (PTH1R) u
bubrezima i kostima (Hannan i sur. 2016). Kosti predstavljaju glavni izvor ukupnog tjelesnog
kalcija te su klju¢ni za puferiranje kratkoro¢nih promjena u koncentracijama serumskog kalcija
(Shkembi i Huppertz, 2021). PTH stoga djeluje na kosti tako da pojacava resorpciju kostiju
poticanjem otpustanja kalcijevog fosfata iz kostiju. PTH poti¢e reapsorpciju Kkalcija u
bubrezima i bubreznu sintezu 1,25-dihidroksivitamina D3 i time pojacava intestinalnu
apsorpciju kalcija. (Hannan i sur. 2016). Organizam vitamin D prvenstveno sintetizira u kozi,
a unos hranom ¢ini mali doprinos. Sinteza kolekalciferola (vitamina D3) u kozi iz prekursora
zahtijeva izlaganje ultraljubicastom (UVB) svjetlu, medutim kolekalciferol nije bioloski
aktivan, ve¢ u jetri metabolizmom prelazi u 25-hidroksi-vitamin D koji se dalje u bubrezima
pod stimulacijom PTH hidroksilira u glavni metabolit 1,25-dihidroksi-vitamin D (Hassan-
Smith i Gittoes, 2021). 1,25-dihidroksi-vitamin D regulira intestinalnu apsorpciju kalcija
poticanjem transkripcije gena za TRPV6 transporter vezuci se na receptor vitamina D (VDR),
nuklearni receptor i transkripcijski faktor aktiviran ligandom. Na taj nacin vitamin D stimulira
apsorpciju kalcija u tankom crijevu i povisuje serumsku koncentraciju kalcija (Fleet, 2022;
Cvoris¢ec i sur.,ured., 2009). Kalcitonin ili tireokalcitonin djeluje antagonisticki na PTH
smanjuju¢i koncentraciju kalcija u serumu tako Sto utjece na aktivnost osteoblasta. Luci se iz
Stitnjace, kao odgovor na visoku koncentraciju kalcija u krvi. Takoder smanjuje resorpciju
kostiju i sintezu 1,25-dihidroksivitamina D ¢ime dodatno smanjuje koncentraciju serumskog

kalcija (Cvoris¢ec i sur., ured., 2009).

1.2.1.2. Nedostatak kalcija i hipokalcemija

Losa kvaliteta prehrane te manjak unosa namirnica bogatim kalcijem moze dovesti do

znacajnog gubitka kalcija u organizmu. Malapsorpcija kalcija dovodido smanjene serumske
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koncentracije kalcija i time s vremenom patofizioloske pojave poput sekundarnog
hiperparatireoidizma, povecanog gubitka kostane mase i osteoporoze (Bhattarai i sur., 2020).
Osteoporoza je globalno najfeS$¢a bolest kostura povezana sa starenjem. Karakterizira
progresivno smanjenje koStane mase 1 poremecaj mikroarhitekture kosti, $to rezultira
povecanim rizikom od fragilnih prijeloma (Fischer i sur., 2018). Hipokalcemija je jedan od
najcescih elektrolitickih poremecaja Cija dijagnoza i lijeCenje zahtijevaju pazljivu procjenu od
strane kliniCara. Definira se kao korigirana razina ukupnog kalcija u serumu manja od 2,12
mmol/L. Niske razine kalcija u serumu mogu potencijalno utjecati na bilo koji organ i sustav
(Pepe i sur., 2020). Klinicke znacajke hipokalcijemije posredovane su neuromuskularnom
ekscitabilnos¢u iukljucuju trzanje misica, gréeve tetrnce i ukocenost. Razvoj neuromuskularne
ekscitabilnosti ovisi 0 apsolutnoj koncentraciji kalcija u serumu i o tome koliko brzo ona pada.
Brzi padovi kalcija Cesto su povezani sa simptomima, dok pacijenti s hipokalcemijom
postupnog pocetka mogu biti bez simptoma. Kroni¢na hipokalcemija moZze biti povezana s
neuropsihijatrijskim  simptomima, stvaranjem katarakte 1 povremeno poviSenim
intrakranijalnim  tlakom (Hassan-Smith i Gittoes, 2021). Zabiljezeni simptomi su
neuropsihijatrijski poremecaji, poput depresije i bipolarnog poremecéaja (Pepe i sur., 2020).
loni kalcija igraju kljuénu ulogu u neurotransmisiji tako i u patofiziologiji epilepti¢nog
napadaja, ali sami mehanizmi napadaja su nepoznati. Predlozeno je da niske razine kalcija,
kroz u¢inak modulacije mijenjaju povrsinski naboj neurona ¢ime se povecava dotok natrija
kroz naponske natrijeve kanale. Dotok natrija rezultira oslobadanjem glutamata sa
sekundarnim intenzivnim povecanjem aktivnosti neuronskih stanica, $to pojaCava

epileptogenezu (Pepe i sur., 2020).

1.2.2. Zeljezo

Zeljezo je esencijalni biogeni metal koji se nalazi u Zivim organizmima u obliku trovalentnog
ili dvovalentnog kationa. Tijelo Covjeka sadrzi 3,5-4,5 g Zeljeza. Najveci dio toga (65-70%)
ugraden je u porfirinski prsten za stvaranje hema, koji je potreban za transport kisika
eritrocitima, 20-30% uskladisteno je u retikuloendotelnom sustavu, u jetri, bubrezima, slezeni
i kostanoj srzi, 3-5% u mioglobinu, a krvni serum sadrzi 0,1% ukupnog Zeljeza u tijelu (Kafina
i Paw, 2017; Cvoriscec isur.,ured., 2009). Krvni serum zdravih muskaraca sadrzi 11-32 pmol/L
eljeza, a zdravih Zena 8-30 umol/L (Cvoriséec i sur.,ured., 2009). Zeljezo je neophodno za
stani¢ne procese poput proizvodnje energije, biosinteze aminokiselina, masnih Kiselina,
detoksikacije, prijenosa i skladistenja Kisika, sinteze neurotransmitera i imunosnog odgovora

(Haschka i sur., 2021). Standardni redukcijski potencijal Zeljeza je nizak, $to ga ¢ini korisnim
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za reakcije prijenosa elektrona. Dvovalentno Zeljezo (Fe?*) djeluje kao donor elektrona te je
topljivo u vodenim otopinama. Medutim, iako je neophodno za zivot, slobodno Zeljezo je
potencijalno toksi¢no. Trovalentno zeljezo (Fe®*) sudjeluje u redoks reakciji tipa Fenton,
generiraju¢i reaktivne hidroksilne radikale, Stetne za ve¢inu makromolekula uklju¢uju¢i DNA
i proteine. Stoga je stroga regulacija metabolizma Zeljeza neophodna za Zive organizme
(Haschka i sur.,2021).

U nastavku su navedene referentne prehrambene vrijednosti Zeljeza za Europsku Uniju
(Tablica 2.)

Tablica 2. Referentne prehrambene vrijednosti zeljeza za Europsku Uniju prema EFSA
smjernicama (mg/dne) (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2015b)

_ Referentni unos
Prosjecna potreba

Dob Spol stanovniStva
AR
PRI
7-11 mjeseci M/Z 8 11
1-6 godina M/Z 5 7
7-11 godina M/Z 8 11
_ M 8 11
12-17 godina ;
Z 7 13
> 18 godina M 6 11
V4
( ) 7 16
premenopauza
> 18 godina .
Z
6 11
(postmenopauza)

1.2.2.1 Homeostaza Zeljeza

Homeostazu Zeljeza reguliraju mnogi mehanizmi, a njegov sadrzaj u tijelu uglavnom je
kontroliran sadrzajem u hrani, crijevnom apsorpcijom i recikliranjem (Mahadea, i sur., 2021).
Zeliezo se veéim dijelom apsorbira u dvanaesniku, a manje u Zelucu, ileumu i kolonu.
Apsorpcija zeljeza ovisi o ¢imbenicima poput eritropoeticke aktivnosti koStane srzi, pOsz,
promjene skladiSta u retikuloendotelnom sustavu, valencije Zeljeza 1 pH na mjestu apsorbcije
(Cvoriscéec i sur. ured., 2009). Zeljezo se moze apsorbirati u obliku hem Zeljeza preko hem
transportera, hem nosaca proteina 1 (engl. Haem carrier protein 1, HCP1) ili u obliku nehem
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zeljeza preko dvovalentnog metalnog transportera 1 (engl. Divalent metal transporter 1,
DMT1). Luminalno ne-hem zeljezo, uglavnhom u trovalentnom obliku, prvo se reducira
duodenalnim citokromom B (DCYTB) u dvovalentno Zeljezo prije nego §to ga DMTI
transportira kroz staniénu membranu (Lanser i sur., 2021). Fe?* ulazi u peritelne stanice
crijevne mukoze te se oksidira u trovalentni oblik 1 veZe za apoferitin. Trovalentno Zeljezo
stvara ferihidroksid-fosfat te spojen s apoferitinom tvori kompleksni spoj feritin (Cvoriséec i
sur., ured., 2009). Zeljezo se skladisti u obliku feritina u endotelnim stanicama duodenuma ili
se prenosi dalje u krvotok pomoc¢u feroportina 1 (FPN1). FPN1 je jedini poznati stani¢ni
transporter zeljeza odgovoran za izvoz Zeljeza iz duodenalnih enterocita i za mobilizaciju
zeljeza iz hepatocita i makrofaga koji recikliraju eritrocite (Lanser i sur., 2021). Nakon §to
FPN1 izveze Fe?*, hefestin (HEPH) ga oksidira u trovalentni oblik na bazolateralnoj membrani
duodenalnih enterocita i veze ga za apotransferin. Apotransferin je transportni protein koji u
plazmi prenosi Zeljezo do organa (Lanser i sur., 2021; Cvoris¢ec i sur., ured., 2009). Razine
zeljeza u Krvi regulirane su hepcidin/feroportin sustavom. Hepcidin je peptidni hormon Kkoji se
sintetizira u jetri. Cirkulira u plazmi i veze se za izvozni protein Zzeljeza feroportin, poticuci
njegovu razgradnju. Feroportin je, osim u endotelnim stanicama duodenuma, eksprimiran u
stanicama jetre i makrofagima. On posreduje u regulaciji apsorpcije Zeljeza iz hrane (1-2 mg
na dan), otpustanja zeljeza iz jetre prema potrebi i recikliranja Zeljeza u makrofagima (20-25
mg na dan). Kada je Zeljezo u krvi u dovoljnim koli¢inama, jetra proizvodi hepcidin, koji
blokira daljnju apsorpciju zeljeza iz hrane. U slucaju smanjene zalihe Zeljeza, proizvodnja
hepcidina je inhibirana, tako dase izvoz Zeljeza iz endotelnih stanica duodenuma posredovan
feroportinom i prijenos Zzeljeza u transferin moze odvijati nesmetano (Gattermann i sur., 2021).
U zdravih odraslih osoba, zeljezo se gubi putem ljustenja epitelnih stanica crijevne sluznice,
bilijarnog trakta, urinarnog trakta i koze te kod Zena u obliku menstrualnog gubitka krvi.
Dnevni gubitak zeljeza iznosi oko 1-2 mg dnevno, medutim regulirana eliminacija Zeljeza ne

postoji (Mahadea, i sur., 2021; Lanser i sur., 2021).

1.2.2.2. Nedostatak Zeljeza

Diljem svijeta oko 40% trudnica i djece do 5 godina te priblizno 30% Zena koje nisu trudne
pati od nedostatka Zeljeza zbog pothranjenosti i posljedicne anemije. Nedostatak zeljeza
takoder je najces¢i uzrok anemije u Europi (Gattermann, i sur., 2021). Anemija uzrokovana
nedostatkom Zeljeza karakterizirana je smanjenom sintezom hemoglobina Sto dovodi do
stvaranja hipokromnih i mikrocitnih crvenih krvnih zrnaca (Elstrott, i sur., 2020). Ovisno o

intenzitetu manjka Zeljeza razlikuju se tri stadija. U prvom stadiju negativna ravnotezZa Zeljeza
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dovodido praznjenja uskladistenog zeljeza, $to jo§ nije Stetno, odnosno ne manifestira se na
krvnoj slici. U drugom stadiju nedostatak zeljeza postaje klini¢ki znacajan. Tada Zeljezo u
organizmu ne zadovoljava potrebe eritropoetskih prekursora u kostanoj srzi $to dovodi do
treCeg stadija, Smanjenja vrijednosti hemoglobina ispod donje granice referentnog intervala te
vidljive promjene u veli¢ini i morfologiji eritrocita (Gattermann, isur., 2021). Glavni simptomi
nedostatka Zeljeza su bljedilo i umor, a osobe s teskim nedostatkom zeljeza mogu imati oralne
fisure, difuznu alopeciju i atrofi¢ni glositis, a ponekad i kompulzivno gutanje neprehrambenih
predmeta, poput zemlje (Gattermann, i sur., 2021). U slucaju vec¢ih nedostataka Zeljeza moze
do¢idoporemecaja rada krvozilnog sustava s poremecéajima sr¢anog ritma i sistolickim Sumom
na srcu, dispnejom u mirovanju te simptomima angine. Osim toga, nedostatak zZeljeza s
popratnom anemijom moze dovesti do nehematoloskih simptoma kao Sto su poremecena
kognitivna sposobnost, disfunkcija hormona Stitnjace, disfunkcija kateholamina, povecan rizik
od infekcije; povecana izlozenost stresu i depresiji kod postporodajne anemije, poremecaji u

radu neurotransmitera te losiji kognitivni i motoricki razvoj djece (Mahadea i sur., 2021).

1.2.3. Magnezij

Magnezij je Cetvrti najzastupljeniji element u ljudskom tijelu i, nakon Kkalija, drugi
najzastupljeniji kation unutar tjelesnih stanica. Ukupna tjelesna koli¢ina magnezija varira
izmedu 20 i 28 g (Fiorentini i sur.,, 2021). Vise od 99% ukupnog tijela nalazi se u
unutarstani¢cnom prostoru, uglavnom pohranjen u kostima (50-65%), gdje zajedno s kalcijem i
fosforom sudjeluje u konstituciji kostiju. Osim u kostima, 34-39% ukupnog magnezija
prisutno je u misi¢ima, zatim u jetri, bubregu, slezeni, mozgu i drugim organima (Fiorentini i
sur., 2021; Cvoris¢ec i sur., ured., 2009). Samo 1% ukupnog magnezija prisutno je u
ekstracelularnim tekucinama, a od toga0,3% u serumu (Kostov, 2019). Koncentracija ukupnog
magnezija u serumu odrasle osobe iznosi 0,65-1,05 mmol/L, a ionizitanog magnezija 0,43-0,59
mmol/L (Cvoriséec i sur., ured., 2009). Magnezij je ukljuden u prakticki sve glavne
metabolicke i biokemijske procese unutar stanice. Prisutan je kao kofaktor u vise od 300
enzimskih sustava koji reguliraju razli¢ite biokemijske reakcije u tijelu, ukljucujuéi
metabolizam glukoze, lipida i proteina, neuromuskularno provodenje, signalne putove,
regulaciju krvnog tlaka te je kljucan faktor u sintezi i odrzavanju strukturne stabilnosti
proteina, DNA i RNA te u stani¢noj proliferaciji (Fiorentini i sur., 2021; Grober i sur., 2015).
Mnoge prirodno uzgojene namirnice sadrze magnezij, medutim njegova se potroSnja u
posljednjih nekoliko desetljeca znatno smanjila zbog promjena u prehrambenim navikama te

uklanjanjem magnezija tijekom obrade hrane. Namirnice s visokim udjelom magnezija su
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bademi, banane, crni grah, brokula, smeda riza, indijski orah, laneno sjeme, zeleno povrée
poput $pinata, oraSasti plodovi, zobene pahuljice, sjemenke (bundeva, sezam, suncokret), soja,
slatki kukuruz, tofu i cjelovite Zitarice (Razzaque, 2018).

U nastavku su navedene referentne prehrambene vrijednosti magnezija za Europsku Uniju
(Tablica 3.).

Tablica 3. Referentne prehrambene vrijednosti magnezija za Europsku Uniju prema EFSA
smjernicama (mg/dne) (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2015c)

Preporuceni unos

Dob Spol

Al
7-11 mjeseci M/Z 80
1-2 godine M/Z 170
3-9 godina M/Z 230
M 300

10-17 godina .
Z 250
M 350

> 18 godina .
Z 300

1.2.3.1. Homeostaza magnezija

Sadrzaj magnezija u tijelu fizioloski je reguliran kroz tri glavna mehanizma: crijevnu
apsorpciju, bubreznu reapsorpciju i izlu¢ivanje te izmjenu iz tjelesnog bazena magnezija, tj.
kostiju (Fiorentini isur., 2021.). Magnezij se poput kalcija ve¢im dijelom apsorbira u gornjem
dijelu tankog crijeva, a manji se dio apsorbira duz cijelog tankog crijeva do kolona (Cvoriséec
i sur., ured., 2009). Postoje dva poznata transportna sustava za ionizirani magnezij, pasivni
paracelularni mehanizam i transcelularni transport namjenskim kanalima i transporterima
(Fiorentini i sur., 2021.). Vecina magnezija apsorbira se pomocu pasivnog paracelularnog
mehanizma, aktiviranog elektrokemijskim gradijentom uzrokovanim visokom koncentracijom
magnezija u lumenu. Paracelularna apsorpcija magnezija odgovorna je za 80%-90%
intestinalnog unosa magnezija. Manji dio magnezija apsorbira se aktivnim transportom preko
TRPM 6 i TRPM 7 transportera (engl. Transient Receptor Potential-Melastatin Channel,
TRPM) (Grober i sur., 2015). Magnezij se iz organizma izlucuje ve¢inom putem stolice (50-
80%), a ostalih 20-50% izlucuje se mokracom. Razina bubreznog izlu¢ivanja ioniziranog

magnezija uglavnom ovisi o koncentraciji u serumu. Pri niskoj koncentraciji magnezija serum
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se filtrira putem bubreznih glomerula, a zatim se iz glomerularnog filtratamagnezij reapsorbira
u proksimalnim tubulima i uzlaznom dijelu Henleove petlje. U slu¢aju povisene koncentracije
magnezija u krvi, ulogu u metabolizmu magnezija ima PTH, koji poti¢e se jate bubrezno
izlu¢ivanje magnezija te smanjuje crijevnu apsorpciju. Bubrezno izlu€ivanje takoder se
poveéava i pod utjecajem aldosterona, hormona titnjace i inzulina (Cvoriséec i sur., ured.,

2009).

1.2.3.2. Hipomagnezijemija

Raspon magnezija u serumu odrasle osobe iznosi 0,65-1,05 mmol/L. Koncentracije magnezija
u Krvi strogo su regulirane kako bi se odrzao normalan raspon ¢ak i ako je unos magnezija
hranom nizak ili ako dode do prekomjernog izlu¢ivanja magnezija, stoga su slucajevi
nedostatka magnezija zbog prehrane rijetki (Cvoriscec i sur., ured., 2009). Hipomagnezijemija
je stanje u kojem je serumska koncentracija magnezija u tijelu niza od donje granice
referentnog intervala. Rani znakovi hipomagnezijemije su nespecificni i ukljucuju gubitak
apetita, letargiju, mucninu, povrac¢anje, umor i slabost. IzraZzeniji nedostatak magnezija moze
izazvati razliC¢ite komplikacije poput povecane neuromuskulaturne ekscitabilnosti
manifestirane kroz tremor, gréeve miSica, tetaniju i generalizirane napadaje. Takoder moze
uzrokovati sréane aritmije, 0steoporozu i migrene. Stanja koja osim malapsorpcije mogu
dovesti do hipomagnezijemije  uklju¢uju alkoholizam, lose kontrolirani dijabetes,
endokrinoloske poremecaje poput hipertireoze ili hiperparatireoidizma, bolesti bubrega i
uporabu razlicitih lijekova (Razzaque, 2018; Grober i sur., 2015). Kroni¢ni deficit magnezija
povecava koli¢inu slobodnih radikala koji su ukljuceni u razvoj raznih kroni¢nih poremecaja
te moze biti barem jedan od patofizioloskih ¢imbenika koji bi mogao pomoci u objasnjenju
odnosa izmedu upalnog stanja i oksidativnog stresa s procesom starenja i mnogim bolestima
povezanim sa starenjem, ukljucuju¢i aterosklerozu, kardiovaskularne bolesti, hipertenziju i
mozdani udar, depresiju i druge bolesti (Escobedo-Monge i sur., 2022). Mnoga su istrazivanja
pokazala da nedostatak magnezija kod ljudi moze izazvati kroni¢nu upalu niskog stupnja ili
pogorsati upalni stres uzrokovan drugim ¢imbenicima. Upala niskog stupnja potice izlu¢ivanje
proupalnih citokina, koji stimuliraju resorpciju kosti poticanjem diferencijacije osteoklasta.
Takoder je uocCeno da su kosti zZivotinja s nedostatkom magnezija krhke i lomljive zbog
mikrofrakture trabekula te naruSenih mehanickih svojstava kostiju. Magnezijev ion inace
povecava topljivost kalcija 1 fosfata, minerala koji tvore kristale hidroksiapatita, ¢ime utjece na
formiranje 1 veli¢inu kristala. Dokazano je da Zene s osteoporozom i nedostatkom magnezija

imaju vece kristale u trabekularnoj kosti od kontrolne skupine, ¢ine¢i kost osjetljivijom na
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prijelome (Fiorentini i sur., 2021). U mozgu, fizioloski magnezij smanjuje aktivnost N-metil-
D-aspartat (NMDA) receptora, bitnog za ekscitatorni sinapticki prijenos i neuronsku
plasticnost u uenju i paméenju. Vezanjem glutamata NDMA receptor omogucéava dotok
kationa klju¢nih za podrazivanje neurona. Magnezijev ion veze se za kalcijev kanal u NMDA
receptoru i blokira njegovu aktivnost. Niske razine magnezija u serumu smanjuju broj
blokiranih NMDA receptora ¢ime se posljedi¢no povecava priljev kalcijevih i natrijevih iona
te s njima i hiperekscitabilnost neurona, $to dovodido oksidativnog stresa i smrti neuronskih
stanica. Patoloska neurotransmisija povezana je s mnogim neuroloskim i psihijatrijskim
poremecajima, ukljucujuci epilepsiju, Alzheimerovu, Parkinsonovu bolest, depresiju i
anksioznost (Fiorentini i sur., 2021; Maier i sur., 2020). Nedostatak magnezija se takoder
povezuje s kortikalnom Sirenjem depresije (CSD), za koju se smatra da je odgovorna za auru
povezanu s migrenama, neuravnotezenim otpuStanjem neurotransmitera, aktivnoScu
trombocita i vazokonstrikcijom. U CSD-u, kao rezultat nedostatka magnezija oslobada se
supstanca P, neuropeptid koji djeluje kao neurotransmiter i neuromodulator djeluju¢i na

senzorna vlakna ¢ime izaziva glavobolju (Maier i sur., 2020).

1.2.4. Cink

Cink je esencijalan element u tragovima za sve Zive organizme i njihove bioloske procese. U
tijelo se unosi hranom, vodom te ¢ak i zrakom, a ne moze se akumulirati u tijelu zbog ¢ega je
potrebno ovaj element stalno unositi prehranom. Visoke koliine cinka nalaze se u Zitaricama
1 brasnu, Seceru, mesu, ribi, masti, orasastim plodovima. Medutim, rafiniranjem braSna i Secera
gubi se velika koli¢ina cinka. lako razine cinka u prehrani znatno variraju, eukariotske stanice
moraju odrzavati unutarstanicnu homeostazu cinka kako bi osigurale svoju pravilnu funkciju
(Sanna i sur., 2018; Cvoriséec i sur. ured., 2009). Referentne vrijednosti cinka u krvnom
serumu ili plazmi iznose 9,9-17,9 pmol/L (Cvoriséec i sur. ured., 2009). Cink ima kljuénu
strukturnu i kataliticku ulogu u viSe od 300 enzima te je ukljuen u sve razine prijenosa
staninog signala. Cink je uklju¢en u staniénu komunikaciju, stani¢nu proliferaciju,
diferencijaciju i preZivljavanje. Ovaj metal sudjeluje u regulaciji kroni¢nog upalnog statusa
kroz smanjenje upalnih citokina te smanjuje oksidativni stres sudjeluju¢i u sintezi
antioksidativnih enzima. Djeluje kao katalizator enzima, sudjeluju¢i u metabolizmu lipida,
ugljikohidrata i proteina (Olechnowicz i sur., 2018; Sanna i sur., 2018). loni cinka takoder su
sastavni dijelovi strukturnih i regulatornih proteina, ukljucujuci transkripcijske faktore,te tvore

,.cinkove prste, sekvence koje omogucuju vezanje transkripcijskih faktorana DNK.Ioni cinka
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trajno su vezani u tim bioloSkim sustavima 1 tako tvore stabilan bazen uklju¢en samo u
specifi¢ne funkcije proteina u kojima su prisutni (Skrajnowska i Bobrowska-Korczak, 2019).
U nastavku su navedene referentne prenhrambene vrijednosti cinka za Europsku Uniju (Tablica
4.).

Tablica 4. Referentne prehrambene vrijednosti cinka za Europsku Uniju prema EFSA

smjernicama (mg/dne) (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2014)

Razina unosa fitinske Referentni unos stanovnistva
Dob Spol o

kiseline (mg/dne) PRI
7-11 mjeseci M/Z 2,9
1-3 godine M/Z 4,3
4-6 godina M/Z 5,5
7-10 godina M/Z 7,4
11-14 godina M/Z 10,7
M 14,2

15-17 godina .
Z 11,9
M 600 11,7

> 18 godina .
Z 600 9,3
Trudnice Z +1,6
Dojilje V4 +2,9

1.2.4.1. Homeostaza cinka

Buduc¢i da nedostatak cinka disregulira stani¢nu funkciju, a viSak cinka je toksi¢an za stanice,
razine cinka nuzno su strogo regulirane. Cink iz hrane apsorbira se u dvanaesniku i jejunumu
u ionskom obliku, gdje se transportira iz lumena u enterocite. Cinkov kation se zatim izlu¢uje
na bazolateralnoj strani enterocita kako bi se oslobodio u portalnu krv, koja distribuira cink u
tijelu (Wan i Zhang, 2022; Kambe i sur., 2015). Cink se uglavnom skladisti u skeletnim
misi¢ima (60%) i kostima (30%), a samo mali dio tjelesnog cinka cirkulira u krvi. Najveéi dio
cinka koji se nalazi u krvnoj plazmi je kovalentno vezan za albumin (75-85%) i [2
makroglobulin (10-20%), a manji dio (2%) se moze vezati za aminokiseline, organske anione,
histidin, cistein i citrat (Mammadova-Bach i Braun, 2019). Apsorpcija cinka u tankom crijevu
odvija se na dva nacina: pasivni transport kroz ionske kanale i aktivni transport ovisan o
transporterima cinka. Transporteri cinka kodirani su s 24 razlicita SLC30A i SLC39A gena
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(engl. solute-linked carrier genes) i grupirani su u dvije obitelji proteina nazvane ZIP i ZnT.
Transporteri iz ZIP (Zrt-, Irt-srodan protein) obitelji kodirane su SLC39A genima, a uloga im
je prijenos cinka iz izvanstani¢nog prostora 1 unutarstani¢nih organela u citoplazmu stanice.
Neke ZIP izoforme nisu striktno specifi¢ne za cink, ve¢ mogu transportirati metale poput
Zeljeza, bakra, kadmija ili mangana, ovisno o patofizioloskom statusu stanice. Clanovi obitelji
ZnT kodirani su SLC30A genima te im je uloga prijenos cinka iz citoplazme u izvanstanic¢ni
prostor ili organele pri ¢emu se smanjuje citoplazmatska koncentracija cinka. Koordinacija
aktivnosti ¢lanova dviju obitelji transportera odrzava homeostazu unutarstani¢nog cinka (Wan
i Zhang, 2022; Mammadova-Bach i Braun, 2019). Intestinalna apsorpcija cinka uglavnom je
posredovana ZnT1, ZnT2, ZnT5, ZnT6 i ZnT7 iz obitelji ZnT te ZIP1, ZIP4, ZIP5, ZIP10 i
ZIP14 iz obitelji ZIP. ZIP4 transporter lokaliziran je na apikalnoj membrani enterocita te je
glavni prijenosnik cinka iz lumena u enterocite. Pri nedostatku cinka ZIP4 se pojacano
translocira na apikalnu membranu, povecavaju¢i tako unos cinka u enterocite. U slucaju
povisenje koncentracije cinka, ZIP4 se brzo endocitozira s povrsine membrane i degradira pri
¢emu se apsorpcija cinka smanjuje. ZIP5 transporter lokaliziran je na bazolateralnoj membrani
enterocita te sudjeluje u stani¢nom izlu¢ivanju cinka. U slucaju deficijencije cinka, ZIP5 se na
bazolateralnoj membrani enterocita endocitozira i razgraduje kako bi se smanjio unos cinka iz
cirkulacije u enterocite. ZnT1 transporter nalazi se na bazolateralnoj membrani enterocita i
odgovoran je za transport cinka iz enterocita u izvanstani¢ni prostor. Ekspresija ZnTl
transportera u crijevima na razini mRNA 1 proteina poveéava se kada je cinka dovoljno, a
smanjuje se tijekom nedostatka cinka (Wan i Zhang, 2022.). Nakon cirkulacije u tijelu, cink se
izluCuje u lumen tankog crijeva zajedno sa sekretima gusterace i zuc¢i. Velik dio cinka se
reapsorbira u tankom crijevu, a preostali dio se izluCuje izmetom. Ostali moguéi putevi
izlu¢ivanja su urinom te ljuStenjem stanica sluznice i koze (Kambe i sur., 2015). U stanicama
cink postoji u tri oblika: cink vezan za proteine, cink pohranjen u vezikulama i citoplazmatski
slobodni cink. U citoplazmi su posebno vazni metalotioneini (MTs), mali proteini bogati
cisteinom, koji svojom tiolnom skupinom mogu vezati dvovalentne katione poput bakra i
cinka. Metalotioneini su najvazniji proteini koji vezu cink. Ovisno o vrsti i aktiviranom stanju
stanica, priblizno 5-15% citoplazmatskog cinka moze se vezati na MT c¢ime oni ¢ine
unutarstani¢ni bazen cinka. Kroz sposobnost vezanja i otpuStanja kationa cinka, MT posjeduju
brojne funkcije. Predstavljaju receptore za cink i donore cinka, koji mogu regulirati apsorpciju,
distribuciju, skladiStenje i1 otpuStanje cinka u stanicama, detoksikaciju teSkih metala te
sudjelovanje u oksidativnom stresu, apoptozi i imunosnim odgovorima (Mammadova-Bach i

Braun, 2019; Read i sur., 2019).
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1.2.4.2. Uloga cinka u regulaciji imunosnog sustava

Imunosni sustav posebno je osjetljiv na promjene koncentracije cinka u organizmu. Velike
promjene u koncentraciji cinka mogu na razli¢ite nacine disruptirati specifi¢ni (steceni) i
nespecifi¢ni (urodeni) imunitet (Skrajnowska i Bobrowska-Korczak, 2019). Cink je prepoznat
kao jedan od ¢imbenika, Cija je homeostaza neophodna protiv upalnih bolesti za regulaciju
razli¢itih aspekata imunosnog sustava, kao $to su napredovanje stani¢nog ciklusa, sazrijevanje
I diferencijacija stanica (Sanna i sur., 2018). U kontekstu urodenog imunosnog odgovora, cink
ima sredi$nju ulogu u aktivnosti enzima nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH)
oksidaze neutrofilnih granulocita (Weyh i sur., 2022). NADPH oksidaza je protein koji prenosi
elektrone preko bioloSkih membrana pri cemu je akceptor elektrona Kisik, a produkt reakcije
prijenosa elektrona je superoksid. Drugim rije¢ima uloga NADPH oksidaze je stvaranje
reaktivnih vrsta kisika (Bedard i Krause, 2007). Nedostatkom cinka, smanjuje se stvaranje
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i time sposobnost ubijanja patogena od strane granulocita.
Brojne su studije pokazale da nedostatak cinka smanjuje sposobnost adhezije monocita na
endotel i njihovu kemotaksiju kao i kemotaksiju granulocita. Takoder smanjuje fagocitozu
makrofaga te moze izazvati smanjeni broj NK (engl. Natural Killers) stanica u perifernoj krvi.
NK stanice klju¢ne su u staniénom imunosnom odgovoru te njihovim smanjenjem, smanjena
je liza virusom zarazenih stanica ili tumorskih stanica (Weyh i sur., 2022; Skrajnowska i
Bobrowska-Korczak, 2019). Najveci u¢inak na imunosni sustav cink ima preko T limfocita,
to¢nije T pomoc¢nih (engl. T helper, Th) stanica. T pomo¢ne stanice sudjeluju u aktivaciji B
limfocita izlu¢ivanjem Specifi¢nih tvari zvanih limfokinima (Guytoni Hall, 2006). Th limfociti
ukljucuju Thl i Th2 stanice. Smanjeni sadrzaj cinka u stanici remeti ravnotezu izmedu Thl i
Th2 stanicama prema povecanoj diferencijaciji Th2 limfocita. Thl stanice luce interleukin 2
(IL-2) i interferon y (IFN-y), ¢ime pomazu u diferencijaciji citotoksi¢nih T limfocita i aktivaciji
makrofaga te poti¢u imunosni odgovor na intracelularne patogene. Th2 stanice proizvode IL-
4, IL-5, IL-61 IL-10 te su u¢inkovite u poticanju proliferacije B limfocita i proizvodnju 1gG i
IgE antitijela. Stoga prvenstveno funkcioniraju kao zastita od izvanstani¢nih mikroorganizama
(Skrajnowska i Bobrowska-Korczak, 2019; Male i sur., 2012). Cink potice oslobadanje IFN-y
iz mononuklearnih stanica periferne krvi ¢ime posljedi¢no potice diferencijaciju Thl limfocita.
. IFN-y ima antivirusna, imunoregulacijska i antikancerogena svojstva. Nedostatkom cinka
ravnoteza imunosnog odgovora se rusi jer se diferencira ve¢i broj Th2 stanica i posljedicno se
smanjuje izlu¢ivanje IFN-y (Skrajnowska i Bobrowska-Korczak, 2019). Sazrijevanje T

limfocita odvija se u timusu i ovisi o timulinu, peptidnom hormonu koji lu¢e endotelne stanice
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timusa. Cink upravo djeluje kao kofaktor u stvaranju aktivnog timulina (ZnFTS) koji
oslobadaju stanice te na taj na¢in uvjetuje morfolosku i fiziolosku cjelovitost timusa. Timulin
regulira diferencijaciju T limfocita u timusu i funkciju zrelih T limfocita u perifernoj krvi. Pri
nedostatak cinka dolazi do atrofije timusa i posljedicnog poremecaja razvoja limfocita
(Skrajnowska i Bobrowska-Korczak, 2019). Osim znacajnog utjecaja na T limfocite,
nedostatak cinka moze rezultirati smanjenim sazrijevanjem B stanica i, posljedicno,
smanjenom proizvodnjom protutijela (Weyh i sur., 2022). Cink moze utjecatii na proizvodnju
I na signalizaciju brojnih upalnih citokina. Pokazalo se da pacijenti sa sustavnim upalnim
bolestima, kao $§to je reumatoidni artritis, i istodobnim nedostatkom cinka, mogu imati
poveéanu ekspresiju IL-1, IL-1p 1 IL-6 u usporedbi s pacijentima s veéim unosom cinka.
Takoder se pokazalo da izlozenost stanica proupalnim citokinima kao $to su IL-17 i TNF-a
(faktor nekroze tumora alfa), povecava ekspresiju transportera cinka, Sto rezultira pojac¢anim
intracelularnim unosom cinka, dodatnim smanjenjem serumske koncentracije cinka i daljnjim
poveéanjem upale i proizvodnje 1L-6 (Weyh i sur., 2022; Sanna i sur., 2018). Najistaknutiji
utjecaj cinka jest regulacija signalnih puteva NF-kB receptora koji je klju¢an u regulaciji gena
koji kontroliraju apoptozu, imunosni odgovor i upalne procese. NF-kB signalnim putem
regulirana je i ekspresija proupalnih citokina poput TNF-a, IL-1 i IL-6. Glavni inhibitor
aktivnosti NF-kB signalnog puta je protein cinkovog prsta (A20). A20 je protuupalni protein
poznat kao zastitnik stanica od toksi¢nosti izazvane TNF-a i IL-1f, smanjujuci njihovu razinu
(Weyh isur., 2022; Olechnowicz i sur., 2018).

Medutim, sva navedena neuravnoteZena stanja mogu se obnoviti integracijom cinka. U
nekoliko studija primijeCeno je da se u miS§jem modelu, zahva¢enom eksperimentalnim
autoimunim encefalomijelitisom (EAE), jaCina simptoma smanjuje, ¢ak i povlaci nakon
tretmana cinkom zbog pozitivhog utjecaja cinka na proliferaciju regulatornih T stanica i

inhibitornog djelovanja na proupalne stanice (Sanna i sur., 2018).

1.2.4.3. Uloga cinka u oksidativnhom stresu

Oksidativni stres predstavlja stanje neravnoteze izmedu proizvodnje slobodnih radikala,
nusprodukata stani¢nog disanja, i stope njihovog uklanjanja antioksidativnim obrambenim
mehanizmima. Nakupljanje slobodnih radikala dovodido oSte¢enja stanica i tkiva, tako da se
povecava oksidativno ostecenje DNK, proteina i lipida. Oksidativni stres odgovoran je za
razvoj mnogih kroni¢nih bolesti kao Sto su rak, kardiovaskularne bolesti, ateroskleroza,
hipertenzija, dijabetes melitus i neurodegenerativne bolesti (Choi i sur., 2018; Gammoh &

Rink, 2017). Cink se u fizioloskim uvjetima javlja kao dvovalentni kation, koji nije redoks

15



aktivan. Medutim, ukljuéen je u razne sustave koji reguliraju ravnotezu stani¢nih oksidansa.
Naime, cink inhibira proizvodnju reaktivnih vrstakisika (engl. Reactive oxygen species, ROS),
kao §to je superoksidni anion (-O—), vodikov peroksid (H202) i hidroksilni radikal (OH-) kao i
reaktivne vrste dusika ukljucujuci peroksinitrit (Choi i sur., 2018; Olechnowicz i sur., 2018).
Antioksidativni ucinak cinka moze biti posredovan izravnim djelovanjem cinkovog iona,
njegovom strukturnom ulogom u antioksidativnim proteinima i modulacijskom indukcijom
metalotioneina (Olechnowicz i sur., 2018). Naime, redoks aktivni metali poput bakra i Zeljeza
tvore komplekse sa staniénim komponentama poput lipidnog dvosloja i nukleotida. U
kompleksu ti metali su zarobljeni i reagiraju s vodikovim peroksidom pri ¢emu proizvode ROS,
koji su sposobni oksidirati i ostetiti te iste stani¢ne komponente. Cink se natje¢e s redoks
aktivnim metalima za negativne naboje u staniénim komponentama i, vezanjem za njih,
sprjeCava stvaranje ROS (Choi i sur.,2018; Gammoh i Rink, 2017). Izravno antioksidativno
djelovanje iona cinka povezano je s njegovim vezanjem na tiolne ili sulfhidrilne skupine u
proteinima i peptidima, ¢ime ih $titi od oksidacije. Vezanjem cinka na tiolnu skupinu, stvara
se steriCka smetnja koja dovodi do konformacijskih promjena u proteinu, ¢ime se sprjecava
stvaranje intramolekularnog disulfida. (Choi i sur., 2018; Olechnowicz i sur., 2018; Gammoh
i Rink, 2017). Osim toga, cink moze ubrzati sintezu metalotioneina putem aktiviranja metalnog
regulatornog transkripcijskog faktora 1 (engl. Metal regulatory transcription factor 1, MTF-
1). Metalotioneini u citosolu sluze kao izvrsni Cistaéi ROS-a zbog visokog sadrzaja cisteina
(Choi i sur., 2018; Gammoh & Rink, 2017). Cink takoder $titi stanice od oksidativnog stresa
poveéanjem biosinteze glutationa (engl. Gluthatione, GSH), proteina odgovornog za
odrzavanje stani¢nog redoks stanja (Choi i sur., 2018). Uz ostalo, cink je prisutan kao kofaktor
u antioksidativnim enzimima poput Cu/Zn- superoksid dismutaze ili superoksid dismutaze 1
(engl. Superoxide dismutase 1, SOD1). SOD1 katalizira reakciju dismutacije superoksidnog
radikala na elementarni kisik i vodu. U slu¢aju nedostatka cinka, SOD1 podvrgnut je
konformacijskim promjenama zbog disocijacije cinka zbog ¢ega se smanjuje kataliticka
aktivnost, a povecava stanje oksidativnog stresa (Choi i sur., 2018). Cink regulira ekspresiju i
transkripciju nuklearnog faktora eritroid v2 povezanog s faktorom 2 (Nrf2). Nrf2 jedan je od
kljuénih transkripcijskih faktora koji reguliraju aktivnost antioksidativnog sustava. Djeluje na
naéin da $titi od oksidativnog stresa u ranoj fazi, uklanjajuéi reaktivne kisikove i dusikove
vrste. Nedostatkom cinka smanjena je Nrf2 ekspresija (Li i sur., 2014).

Vrijedno je spomenuti da cink ne djeluje uvijek kao antioksidans. U slu¢aju jako visokih

intracelularnih razina cinka, on moze imati prooksidativna svojstva. Pokazano je da
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nanocestice cinkovog oksida znafajno povecavaju oksidativni stres u adipocitima, iako

povecéavaju ekspresiju antioksidativnih enzima (Olechnowicz i sur., 2018).

1.2.5. Mangan

Mangan je dvanaesti najzastupljeniji element i peti najrasprostranjeniji metal na zemlji,
prisutan u spojevima u dvovalentnom, trovalentnom i sedmerovalentnom obliku. U zivim
organizmima najées$¢i su dvovalentni (Mn2*) i trovalentni oblik (Mn3*). Mn?* je najstabilniji
oblik, a Mn3* predstavlja snazan oksidans, koji redoks reakcijom prelazi u Mn2*i Mn**, ili tvori
komplekse s proteinima, kao $to je transferin (Tf). Mangan predstavlja bitan nutrijent za
unutarstani¢ne aktivnosti, djeluju¢i kao kofaktor za razne enzime uklju¢ene u metabolizmu
glukoze i lipida, u oksidacijskoj fosforilaciji te drugim metaboli¢kim procesima (Cvoriséec i
sur., ured., 2009; Chen i sur., 2018). U tijelu se nalazi u tkivima Cije su stanice bogate
mitohondrijima, a najviSe je prisutan u kostima, jetri i gustera¢i. Koncentracije mangana u
serumu zdrave osobe iznose do 14,6 nmol/L (Cvoriséec i sur.,ured., 2009). Mangan igra
klju¢nu ulogu u razvoju, probavi, reprodukciji, antioksidativnom procesu, proizvodnji energije,
imunosnom odgovoru i regulaciji neuronskih aktivnosti. Konzumacija hranom primarni je
nacin unosa mangana za vecinu ljudi. U svakodnevnoj ljudskoj prehrani riza, orasasti plodovi,
cjelovite Zitarice 1 mahunarke sadrZe najvecu koli¢inu mangana, a namirnice koje su takoder
dobar izvor su lisnato zeleno povrée, ¢aj, cokolada i plodovi mora (Skoljke) (Chen i sur., 2018).
U nastavku su navedene referentne prehrambene vrijednosti mangana za Europsku Uniju
(Tablica 5.).

Tablica 5. Preporuceni dnevni unos mangana za Europsku Uniju prema EFSA smjernicama
(mg/dne) (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2013)

Preporuceni unos

Dob Spol
Al
7-11 mjeseci M/Z 0,02-0,05
1-3 godine M/Z 0,5
4-6 godina M/Z 1
7-10 godina M/Z 1,5
11-14 godina M/Z 2
15-17 godina M/Z 3
> 18 godina M/Z 3
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1.2.5.1. Homeostaza mangana

Sustavna homeostatska kontrola mangana predstavlja ravnotezu izmedu apsorpcije mangana i
eliminacije u jetri (Balachandran i sur., 2020). Mangan se u tijelo unosi gutanjem, inhalacijom
i dermalnim prodiranjem te se moze primijeniti u obliku intravenske injekcije. Glavni putevi
unosa su preko gastrointestinalnog trakta i pluca, nakon cega se mangan distribuira
cirkulacijom u razlicita tkiva (Chen i sur., 2018). Progutani mangan ima stopu apsorpcije od 3-
5% kroz gastrointestinalni trakt. Nekoliko ¢imbenika koji utje¢u na stupanj apsorpcije su status
zeljeza, prehrambeni matriks, bioraspolozivost i postojeCe tjelesno opterecenje mangana
(Balachandran i sur., 2020). U crijevima mangan se moze apsorbirati pasivnom difuzijom ili
aktivnim transportom, na sli¢an nacin kao Zeljezo i kalcij. Dvovalentni metalni transporter 1
(DMT1), kodiran SLC11A2 genom smatra se odgovornim za aktivni prijenos mangana u
enterocite (Katz i Rader, 2019; Chen i sur., 2018). Ve¢ina mangana iz krvi distribuira se u
mekim tkivima (60%), ostatak se dostavljau jetru (30%), bubreg (5%), gusteracu (5%), debelo
crijevo (1%), kosti (0,5%), mokraéni sustav (0,2%), mozak (0,1%) i eritrocite (0,0,2%). Kako
krv prolazi kroz jetru, mala koli¢ina mangana potrebna za fizioloske funkcije ostaje u plazmi.
Visak magnezija prelazi u jetrene stanice i konjugira se u zu¢ (Chen i sur., 2018). ZIP14,
kodiran SLC39A14 genom, kljucan je transporter koji se nalazi na bazolateralnoj membrani
hepatocita i enterocita. Uloga ZIP14 transportera je unos mangana iz krvi u stanice hepatocita
i enterocita ¢ime pridonosi eliminaciji mangana fecesom. Izlu¢ivanje mangana iz hepatocita u
7u¢ posredovano je ZN10 proteinom, kodiranim SLC30A10 genom na kanalikularnoj
membrani hepatocita. Bilijarni mangan izlucuje se u lumen crijeva i, ako se ne reapsorbira,

izlucuje se fecesom. U slucaju deficita, mangan se iz zuci prenosi natrag u hepatocite pomocu

Z1P8 transportera, kodiranog SLC39A genom (Katz i Rader, 2019).

1.2.5.2. Neurotoksi¢nost mangana

Buduc¢idase dovoljna koli¢ina mangana lako unosi zdravom prehranom, nedostatak mangana
je rijedak. S druge strane, preoptere¢enje mangana dogada se poprilicno Cesto ¢ime postaje
javnozdravstveni problem. Manganizam je poremecaj uzrokovan viskom mangana u
organizmu karakteriziran ozbiljnim i nepovratnim neuroloskim simptomima slicnim onima
kod Parkinsonove bolesti. Vecina klinicki prijavljenih slu¢ajeva trovanja mangana posljedica
je profesionalne izloZenosti kao naprimjer u rudarstvu, zavarivanju i proizvodnji suhih baterija
(McCabe i Zhao, 2021; Chen i sur.,2018). Udisanje mangana u zraku glavni je naéin izlaganja
kod trovanja manganom na radnom mjestu. Inhalirani Mn ulazi u krvozilni sustav kroz nosnu

sluznicu, zaobilazi jetru i moze prije¢i krvno-mozdanu barijeru (KMB) preko nekoliko putova,
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uklju¢uju¢i olakSanu difuziju i aktivni transport od olfaktornog bulbusa do cerebralnog
korteksa (Balachandran i sur., 2020). KMB se smatra fizickom barijerom zbog nedostatka
propusnosti za velike molekule, a sastoji se od endotelnih stanica mozdanih krvnih zila koje
podupiru periciti, proteini bazalne membrane i astrociti. Aktivni transport mangana kroz KMB
odvija se pomo¢u ZIP8 i ZIP14 transportera lokaliziranih na obje strane polariziranih
endotelnih stanica mozdanih krvnih zila (Katz i Rader, 2019). Mangan se akumulira u
podrué¢jima mozga bogatim zeljezom u bazalnim ganglijima: kaudatusu, putamenu, globus
pallidusu, supstanciji nigri i subtalamickim jezgrama mozga. Nakupljanjem u odredenim
regijama mozga mangan selektivno mijenja neurofiziologiju. Naime, bazalni gangliji uklju¢uju
kompleksnu mrezu neurotransmitera Cija se ekspresija potencijalno mijenja i uzrokuje
odstupanja u optimalnoj fiziologiji 1 ponaSanju. y-aminomaslacna kiselina (GABA) inhibitorni
je neurotransmiter koji se u izobilju nalazi u globus pallidusu i supstantciji nigri. Pri izlozenosti
mangana, ¢ak i pri netoksi¢no visokim razinama, dolazi do rane i duboke promjene u duljini i
cjelovitosti neurotransmitora, ¢ime se smanjuju razine GABA. Manja ekspresija GABA
uzrokuje smanjenu inhibiciju ekscitatornih neurotransmitera. Glutamat je primarni ekscitatorni
neurotransmiter i kriti¢na signalna molekula. Visoke razine mangana stimuliraju oslobadanje
prekomjernih  koli¢ina glutamata u izvanstaniénom prostoru, §to dovodi do povecane
podrazljivosti neurona. Mangan se takoder veze na transporter kolina ¢ime smanjuje unos
kolina i posljedi¢no inhibira sintezu neurotransmitora acetilkolina. IzloZzenost mangana moze
dovesti i do smanjenja razine dopamina u bazalnim ganglijima i umanjiti uéinkovitost
dopaminergi¢ne neurotransmisije, S$to uzrokuje promjene u ponaSanju ukljucujuci
hipoaktivnost, kognitivna oStecenja i promijenjenu senzomotornu funkciju (Balachandran i

sur., 2020).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Napitak od kombuche jedan je od drevnih napitaka koji je u posljednje vrijeme razvio veliku
popularnost. Popularnost kombuche potaknuta je uo¢enim zdravstvenim dobrobitima poput
antibakterijskih i antioksidaditvnih svojstava, podupiranja imunosnog sustava i sposobnosti
detoksifikacije jetre. Zdravstvena dobrobit kombuche direktno je povezana s njezinim
kemijskim sastavom. Kombucha napitak sadrzi razne minerale, vitamine, aminokiseline,
katehine, flavonoide i druge bioaktivne spojeve koji nastaju kao rezultat fermentacije Caja.
Sadrzaj napitka od kombuche i koncentracija bioaktivnih spojeva ovise o parametrima kao $to
su: vrsta Caja, vrijeme fermentacije, sadrzaj SCOBY kolonija i temperatura (Jakubczyk i sur.,
2020). Zbog popularizacije kombuche, pocele su se istrazivati varijacije ne samo koncentracije
sastojaka njezine izvorne formulacije, ve¢ i novih sirovina i procesa, koje bi povecale samu

funkcionalnost napitka (da Silva Janior i sur., 2022).

Cilj ovoga rada bio je detaljno prouciti utjecaj bioaktivnih komponenti kombucha napitka na
op¢e zdravlje ljudi 1 njihovu ulogu u fizioloskim funkcijama organizma, s naglaskom na
biogene minerale, te odrediti koncentracije istih u pet kombucha napitaka razli¢itog sastava
tehnikom masene spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (engl. Inductively coupled

plasma mass spectrometry, ICP-MS).
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3. MATERIJALI | METODE
Koncentracije kalcija, Zeljeza, magnezija, cinka i mangana odredene su tehnikom induktivno
spregnute plazme s masenom spektrometrijom u uzorcima pet razli¢itih kombucha napitaka.

Mjerenje je provedeno u tvrtki ,,Sample Control d.o.0.” na ICP-MS Agilent 7800 analizatoru.

3.1 UZORCI KORISTENI ZA ANALIZU

U nastavku navedeni uzorci od broja 1-4 dobrovoljan su prilog tvrtke Cidrani d.o.0., a uzorak broj
5 predstavlja klasi¢nu kombuchu, koju na trZiSte stavlja tvrtka Ekipa Products d.0.0. i u nasim
ispitivanjima predstavlja kontrolni uzorak prisutan na trzistu koji sluzi za usporedbu s nasim
ispitivanim uzorcima tvrtke Cidrani d.o.o. Sastav koriStenih uzoraka detaljno je opisan U
nastavku.

Sastojci uzorka broj 1 su simbioticka kultura bakterija i kvasaca*, agavin inulin*, korijen
sladica*, komora¢*, dumbir*, cimet Stapic*, anis*, klinCi¢*, sljez*, korijandar sjemenke*,
kardamom™.

Sastojci uzorka broj 2 su simbioticka kultura bakterija i kvasc*, med*, Assam crni ¢aj*,
dumbir®, cimet Stapi¢*, naranCina kora*, naranCa prah*, dumbir prah*, cimet prah*, topivi
ekstrakt cold brew kave.

Sastojci uzorka broj 3 su simbioticka kultura bakterija i kvasaca*, med*, jabuka*, bazga*,
Sipak*, divlja borovnica*, sljez*, crveni ribiz*, list kupine*, crni ribiz*, kupina*.

Sastojci uzorka broj 4 su simbioti¢ka kultura bakterija i kvasaca*, med*, metvica*, komorac¢*,
anis*, metvica list*, kim*, timijan*, SiSarke hmelja*, stolisnik*, kardamom®*, kardamom prah*.
Sastojci uzorka broj 5 su voda, se¢er*, zeleni ¢aj* (0,1%), crni ¢aj* (0,1%), ugljikov dioksid i
mikrobna kombucha kultura.

Sastojci oznaceni * oznakom predstavljaju sastojke iz ekoloSkog uzgoja.

3.2. KORISTENA OPREMA | INSTRUMENTI

e Analiticka vaga (Sartorius Croatia, Zapresi¢, Hrvatska)
e Pipeta (Mettler Toledo, Columbus, SAD)

e Odmjerne tikvice

e Mikrovalna pe¢ Ethos Up (Milestone, Sorisole, Italija)

e Innductive Coupled Plasma Mass Spectrometer Agilent 7800 (Agilent, California,
SAD)
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e Kivete (Falcon, Arizona, SAD)

3.3. KORISTENE KEMIKALIJE | REAGENSI

e 69%-tna dusicna kiselina (VWR International BVBA, Pennsylvania, SAD)

e 30%-tni vodikov peroksid (Honeywell, North Carolina, SAD)

e TraceSELECT 34-37%-tna klorovodi¢na kiselina (Honeywell, North Carolina, SAD)

e Standard zlata sastavljen od 1001 + 5 pg/mL Au u 10% HCI (Inorganic Ventures,
Virginia, SAD)

e Mjesavina standarda— 10 pg/mL Ag, Al, As, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Ga,
K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Tl, U, V, Zn u 5% HNO3 (Inorganic Ventures,
Virginia, SAD)

3.4. PRINCIP KORISTENE METODE

ICP-MS je analiticka metoda koja omogucuje vrlo osjetljivu analizu vise elemenata u
tragovima i ultra-tragovima te odredivanje izotopskih omjera za one elemente koji posjeduju
vise od jednog izotopa (Bulska i Wagner, 2016). ICP—MS analizator koristi inertni plin argon
kao izvor plazme za generiranje stanja ionizacije za elemente te maseni spektrometar (MS) koji
se koristi paralelno s kvadrupolnim masenim filtrom za odvajanje proizvedenih iona za
detekciju i istrazivanje. Opcenito, ICP-MS sastoji se od sustava za uvodenje uzorka koji se
sastoji od rasprSivata i komore za rasprSivanje, ICP-baklje i radiofrekventne (engl.
radiofrequency, RF) zavojnice, sustava vakuumskog sucelja, sustava za uklanjanje smetnji,
ionske optike koja radi na fokusiranju snopa iona uklanjanjem neutralnih vrsta i fotona, sustava
filtracije masenog spektrometra te detektora i sustava za kontrolu podataka. Funkcija
rasprSivaca je uvodenje uzorka u komoru za rasprSivanje u finim kapljicama kroz peristalticku
pumpu. U komori za rasprSivanje velike se kapljice aerosola iz rasprsivaca filtriraju zato $to
velike kapljice mogu ugasiti plamenik. Plazma je elektricki vodljiva plinovita smjesa,
mjeSavina pozitivnog naboja iona argona i elektrona, Koja se stvara kroz niz koncentri¢nih
kvarcnih cijevi poznatih kao | CP-baklje. Plazma se nalazi u sredistu bakrene RF zavojnice koja
generira temperaturu od 6000-10 000 K. Sudari izmedu plina argona i ubrzanih elektrona
poticu stvaranje plazme visoke temperature. Pri ulasku aerosola iz komore za rasprsivanje,
aerosol se razgraduje u atmosferi plazme dajuci atome analita koji se potom ioniziraju istvaraju
katione. Proizvedeni kationi ekstrahiraju se iz plazme, podrucja visoke temperature plazme od

7000 K i atmosferskog tlaka, u vakuumski sustav, podruéje temperature oko 300 K i visokog
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vakuuma. U plazmi se, uz katione, stvaraju i fotoni koji predstavljaju interferenciju pri detekciji
analita. Za njihovo uklanjanje koristi se ploca za zaustavljanje fotona, koja reflektira fotone od
detektora (Al Hakkani, 2019). Za detekciju analita koristi se kvadrupolni maseni spektrometar.
Kvadrupolni maseni spektrometar Koristi oscilirajuca elektricna polja za selektivnu
stabilizaciju iona koji prolaze kroz radiofrekventno (RF) kvadrupolno polje. Naime, variranjem
RF-a moguce je odabrati pojedinacne vrijednosti omjera mase i naboja jer ¢e svi ostali ioni biti
izgubljeni. Selektirani kationi dolaze do detektora, gdje se biljezi otklon svakog iona, a ti se
podaci zatim koriste za izraCunavanje omjera mase i naboja, generiraju¢i maseni spektar, koji
omogucuje identifikaciju elemenata. Detektor se temelji na elektronskom multiplikatoru koji
pretvara kretanje pristiglih Cestica u elektri¢ne signale, koji se pomocu softwera na racunalu

preraCunavaju u koncentracije i pohranjuju kao rezultati (Gault i McClenaghan, 2009).

3.5. PRIPREMA STANDARDA ZA KALIBRACIJU

Prije pripreme uzorka, iz literature je koriSten podatak o prosje¢nom koncentracijskom rasponu
pojedinih analita u kombuchi. Raspon analita koji je primijenjen na osnovu literaturnih
podataka, iznosio je od 0,1 do 0,4 ug/mL (Villarreal-Soto i sur., 2018). Na temelju tih
informacija definirano je pet koncentracijskih tocaka (25, 50, 100, 200, 300, 400 ug/L) za
kalibraciju analizatora. Za izradu koncentracijskih tocaka koriStena je mjeSavina standarda s
koncentracijom od 10 pg/mL Ag, Al, As, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Ga, K, Li, Mg,
Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Tl, U, V, Zn u 5% HNOgs (Inorganic Ventures, Virginia, SAD) i
otopina za razrjedivanje (6% HNOg3, 0,5% HCI). Otopina za razrjedivanje dobivena je
mijeSanjem 60 mL 69%-tne dusi¢ne Kiseline (VWR International BVBA, Pennsylvania, SAD),
14 mL TraceSELECT 34-37%-tne klorovodicne kiseline (Honeywell, North Carolina, SAD) i
5mL standardazlata sastava 1001 pg/mL Auu 10% HCI (Inorganic Ventures, Virginia, SAD).
Klorovodi¢na i dusi¢na kiselina koriste se kao pogodan matriks za ICP-MS analizu, a zlato se
dodalo kako bi oksidiralo Zivu i iniciralo stvaranje Zivinog (II) klorida, blokirajuéi
interferenciju Zive. Standard se razrijedio u razliitim omjerima s otopinom za razrjedivanje U
odmjernim tikvicama volumena 50 mL (). Iz odmjernih tikvica sadrzaj je prebacen u Falcon

Kivete te su s time pripreme za kalibraciju zavrSene.

3.6. PRIPREMA UZORKA

Za pripremu uzoraka odvagano je po 1 gram svakog uzorka kombuche na analitickoj vagi

(Sartorius Croatia, Zapresi¢, Hrvatska). Za vaganje tekucina koriStene su teflonske kivete sa
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zapremninom volumena od 100 mL mikrovalne peéi Ethos Up (Milestone, Sorisole, Italija).
Prije unosa analita u mikrovalnu pec, za digestiju i homogenizaciju uzorcima je dodano 1 mL
30%-tnog vodikovog peroksida (Honeywell, North Carolina, SAD) i 3 mL 69%-tne dusi¢ne
kiseline (VWR International BVBA, Pennsylvania, SAD). Teflonske kivete s tretiranim
uzorcima stavljene su u smedi plast, poklopljene teflonskim poklopcem na koji dolazi smedi
sigurnosni ventil. Sve se to stavlja u bijeli element i u¢vrS¢uje zatezanjem. Bijeli elementi su
potom stavljeni u mikrovalnu pe¢ te je ukljucen program spaljivanja u trajanju od 70 minuta
pri temperaturi od 99°C i tlaku 70 bara. Program je osmisljen tako da se zadana temperatura,
postignuta postupnim zagrijavanjem, odrzava do 60-te minute.. Zadnjih 10 minuta
predodredeno je za hladenje mikrovalne pe¢i. Nakon digestije uzoraka, potrebno je 45 minuta
dase uzorci temperiraju. Kadasu se uzorci temperirali sadrzaj iz teflonskih kiveta prebacio se
u Falcon kivete volumena 50 mL (Falcon, Arizona, SAD), te kivete su se naknadno isprale
destiliranom vodom. Svakom uzorku se, zatim, dodalo 250 pL standarda zlata sastava 1001
pug/mL Auu 10% HCI (Inorganic Ventures, Virginia, SAD) i 700 uL TraceSELECT 34-37%-
tna klorovodi¢ne kiseline (Honeywell, North Carolina, SAD). Budu¢i da je ukupni volumen
potreban za analizu 50 mL, ostatak volumena do 50 mL nadopunjen je destiliranom vodom.

Uzorci kombuche tada su bili spremni za analizu ICP-MS metodom.

3.7. MJERENJE

Mijerenje koncentracije analita provedeno je u duplikatu na ICP-MS Agilent 7800 analizatoru
(Agilent, California, SAD). Prije samog mijerenja provedena je kalibracija na nacin da su
izmjerene koncentracije pripremljenih otopina mjesavine standarda u koncentracijama od 25,
50, 100, 200, 300 i 400 pg/L te je na temelju izmjerenih podataka stvorena kalibracijska
krivulja klju¢na za to¢no i precizno preracunavanje intenziteta signala analita u koncentraciju.
Falcon kivete s uzorcima stavljene su u analizator te je intenzitet svakog analita izmjeren u
parts per bilion koji se pomocu kalibracijske krivulje pretvara u pg/L. Za kvantificiranje
signala i preracunavanje u koncentracije koriSten je ,,MassHunter Quantitative Analysis®

softver. Dobiveni rezultati su potom obradeni u Excel programu.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. REZULTATI

Dobiveni rezultati mjerenja izrazeni su u jedinici CPS (engl. Counts per second), stoga su se
trebali preracunati u obliku srednje vrijednosti koncentracija i standardne devijacije dvaju
mjerenja. Rezultati analita, izmjerenih u svakom uzorku kombuche posebice, izrazeni suu pg/L
i mg/L.

Koncentracije elemenata u tragovima izmjerene su u pet razlicitih uzoraka kombucha napitka
tehnikom masene spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom. Sastav uzoraka 1-5
prethodno je detaljno opisan. Mjerenje analita u uzorcima provedeno je u duplikatu, a dobiveni
rezultati prikazani su u tablici (Tablica 6.) u obliku srednjih vrijednosti sa standardnom

devijacijom zajedno s literaturnim podacima.

Tablica 6. Prikaz srednjih vrijednosti koncentracija i standardnih devijacija elemenata kalcija,
Zeljeza, magnezija, cinka i mangana u uzorcima kombucha napitaka, u usporedbi s vrijednostima

iz literature (Villarreal-Soto i sur., 2018)

Uzorak 1 Uzorak 2 | Uzorak 3 | Uzorak 4 Uzorak 5 @ Literaturni

podaci
Ca 0,71+£0,04 105+0,03 048+ 2,46 + 0,36 + /A
(mg/L) 0,05 0,03 0,01
15,00 £ 1451 + 22,94 + 35,19 +
Fe (ug/L) 0 100 — 400
1,14 0,84 1,54 0,39
Mg 2,22+0,1 25,32 + 1,47 + 3,59+ 0,32+ /A
(mg/L) 2,49 0,04 0,07 0,02
19,65 + 34,21 + 16,42 + 25,35 + 12,22 +
Zn (ng/L) 100 - 400
1,77 4,60 7,59 2,99 0,11
Mn 35,32 + 351,60 + 27,21 + 34,01 + 6,02 £
100 - 400
(ug/L) 1,42 10,78 0,19 0,16 0,23
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4.1.1. Sadrzaj kalcija u kombucha napitcima

Koncentracije kalcija u svih pet uzoraka kombucha napitaka prikazane su vertikalnim
stupCastim dijagramom (Slika 1.). Najmanja koncentracija kalcija izmjerena je u uzorku 5 te
iznosi 0,36 mg/L. Najvisa koncentracija kalcija prisutna je u uzorku 4 te iznosi 2,46 mg/L.
Prosje¢na potreba za kalcijem kod odrasle osobe neovisno o spolu iznosi 750 mg/dne (EFSA
Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2015a).

To biznacilo dase u 100 mL napitka od kombuche s najve¢om koli¢inom kalcija nalazi 0,033%
kalcija potrebnog za adekvatan dnevni unos.

Koncentracija kalcija u napitcima od kombuche

2.5

: I

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5

mg/L

[EEN

B Koncentracija kalcija

Slika 1. Graficki prikaz koncentracije kalcija prisutne u uzorcima kombucha napitaka 1-5
izrazene u mg/L.
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4.1.2. Sadrzaj Zeljeza u kombucha napitcima

Koncentracije Zeljeza izmjerene u pet uzoraka kombucha napitaka prikazane su vertikalnim
stupcastim dijagramom (Slika 2.). U uzorku 5 koncentracija Zeljeza nije detektabilna, a najviSa
koncentracija Zeljeza prisutna je uuzorku 4 1iznosi 35,19 pg/L. Prosje¢na potreba za Zeljezom
kod odrasle muske osobe iznosi 6 mg/dne, a kod odrasle Zenske osobe 7 mg/dne (EFSA Panel
on Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2015b).

Prema tome, u 100 mL napitka od kombuche nalazi se 0,059% Zeljeza potrebnog za adekvatan
dnevni unos kod muskaraca, a kod odraslih Zena 0,050%.

Koncentracija zeljeza u napitcima od kombuche
40

35
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0

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5

pg/L

]

B Koncentracija Zeljeza

Slika 2. Graficki prikaz koncentracije zeljeza prisutne u uzorcima kombucha napitaka 1-5
izrazene u pg/L.
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4.1.3. Sadrzaj magnezija u kombucha napitcima

Izmjerene vrijednosti koncentracije magnezija u pet uzoraka kombucha napitaka prikazane su

vertikalnim stupcastim dijagramom (Slika 3.). U uzorku 5 odredena je najniza koncentracija

magnezija (0,32 mg/L). Najvisa koncentracija magnezija detektirana je u uzorku 2 i iznosi

25,32 mg/L. Preporuceni unos magnezija za odrasle muske osobe iznosi 350 mg/dne, a za

odrasle Zenske osobe 300 mg/dne (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies,

2015¢).

Prema navedenim podacima, u 100 ml napitka od kombuche nalazi se 0,723% magnezija

potrebnog za preporuceni unos kod musSkaraca. Prema preporu¢enom dnevnom unosu

magnezija kod zena, u 100 ml napitka od kombuche prisutno je 0,844% magnezija.

Koncentracija magnezija u napitcima od kombuche

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5

B Koncentracije magnezija

Slika 3. Graficki prikaz koncentracije magnezija prisutne u uzorcima kombucha napitaka 1-5
izrazenih u mg/L.
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4.1.4. Sadrzaj cinka u kombucha napitcima

Vrijednosti koncentracije cinka u pet uzoraka kombucha napitaka prikazane su vertikalnim
stupCastim dijagramom (Slika 4.). Uzorak 5 sadrzi najnizu koncentraciju cinka, koja iznosi
12,22 pg/L. Uzorak 2 sadrzi najviSu koncentraciju cinka u iznosu od 34,21 pg/L. Referentni
unos stanovni$tva za cink ovisi o koli¢ini fitinske kiseline uneSene u organizam. Naime,
fitinska kiselina inhibira apsorpciju cinka stvaraju¢i netopljive komplekse, ¢ime onemogucuje
vezanje cinka za nosa¢ preko kojeg se cink apsorbira (Cvoriséec i sur. ured., 2009). U slu¢aju
unosa fitinske kiseline u iznosu od 600 mg/dne, referentni unos zinka kod odraslih muskaraca
je 11,7 mg/dne, a kod zena 9,3 mg/dne (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and
Allergies, 2014).

U 100 ml napitka od kombuche s najviSom koncentracijom cinka nalazi se 0,029%
preporu¢enog dnevnog unosa cinka za muskarace te 0,037% preporu¢enog dnevnog unosa za

7Zene.

Koncentracija cinka u napitcima od kombuche

— 25
S~
[eTs}

320

15

10

5

0

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5

B Koncentracija cinka

Slika 4. Graficki prikaz koncentracije cinka prisutne u uzorcima kombucha napitaka 1-5
izrazene u ug/L.
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4.1.5. SadrZaj mangana u kombucha napitcima
Koncentracije mangana u uzorcima kombucha napitaka prikazane su vertikalnim stupcastim

dijagramom (Slika 5.). Najniza koncentracija mangana prisutna je u uzorku 5 i iznosi 6,02
ug/L. U uzorku 2 prisutna je najvisa koncentracija mangana i ona iznosi 351,60 nug/L.
Preporuceni dnevni unos mangana za odrasle osobe, neovisno o spolu, iznosi 3 mg/dne, §to
zna¢i da je u 100 mL kombucha napitka prisutno 1,172% preporu¢enog dnevnog unosa

mangana za odrasle osobe (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2013).

Koncentracija mangana u napitcima od kombuche

400
350
300
250

o 200
150
100

50

., 1N L7 ] —

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5
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Slika 5. Graficki prikaz koncentracije mangana prisutne u uzorcima kombucha napitaka 1-5
izrazene u pg/L.

4.2. RASPRAVA

Prema podacima iz tablice 6. i grafickim prikazima (slika 1.-5.) vidljivo je da se vrijednosti
minerala u uzorcima kombuche dobivene ICP-MS analizom razlikuju od literaturnih
vrijednosti, ali 1 medusobno. Kao $to je ve¢ spomenuto, napitci od kombuche po svome su
kemijskom sastavu razliciti i ovise o brojnim ¢imbenicima, ¢ime se usporedba njihovog sastava
otezava. Ovisno o pH, temperaturi, duljini fermentacije, pocetnim koli¢inama 1 vrstom
sastojaka koncentracija minerala i drugih dobrobitnih aktivnih sastojaka uvelike varira. Prema
tome, vazno je naglasiti da su literaturni podaci vezani uz drugaciji tip kombuche. Analiza

uzoraka koriStenih u ovome radu do sada nije provedena te trenutno ne postoje podaci o
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koncentracijama minerala. U ovome radu prvi su puta izmjerene koncentracije minerala kalcija,
magnezija, zeljeza, cinka i mangana u kombucha napitcima preuzetih od Cidrani d.o.0. tvrtke.
U literaturnom navodu prosjecne koncentracije u napitcima od kombuche za minerale kalcij 1
magnezij nisu navedene, a za zeljezo, cink i mangan izrazene su u pug/L.

U uzorcima kombucha napitaka dobiven je koncentracijski raspon kalcija u vrijednosti 0,36-
2,46 mg/L. Zbog nedostatka literaturnog podatka o koncentraciji kalcija, usporedba dobivenih
rezultata s literaturnim nije moguca. Prema uzorku s najve¢om koncentracijom kalcija, 100 mL
kombucha napitka sadrzi 0,033% vrijednosti prosje¢ne dnevne potrebe za kalcijem kod odrasle
osobe (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2015a).

Napitci od kombuche prema literaturi sadrze prosjecno 100 —400 pg/L Zeljeza (Villarreal-Soto
i sur., 2018). U kontrolnom uzorku 5 Zeljezo nije detektabilno, a u uzorcima pod brojem 1-4
koncentracijski raspon zeljeza iznosi 14,51-35,19 pg/L. Vrijednosti Zeljeza u analiziranim
uzorcima kombucha napitaka znatno su nize od prosjenog koncentracijskog raspona
navedenog u literaturi. Prema uzorku s najvisSom koncentracijom Zeljeza (uzorak broj 4), u 100
ml kombucha napitka nalazi se 0,059% zeljeza potrebnog za adekvatan dnevni unos kod
muskaraca te 0,050% kod odraslih Zena (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and
Allergies, 2015b).

U Iiteraturi prosjecna koncentracija magnezija prisutna u kombuchi nije navedena. Dobiveni
rezultati analize uzoraka kombucha napitaka ¢ine koncentracijski raspon magnezija 0,32-25,32
mg/L. Prema uzorku s najve¢om koncentracijom magnezija (uzorak broj 2) u 100 ml napitka
od kombuche prisutno je 0,723% vrijednosti preporucenog dnevnog unosa magnezija kod
odraslih muskaraca te 0,844% kod odraslih zena (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition
and Allergies, 2015c).

Kombucha napitci prema literaturi sadrze 100-400 pg/L cinka (Villarreal-Soto i sur., 2018).
Dobivene koncentracije cinka u uzorcima napitaka od kombuche ¢ine raspon 2,22-34,21 pg/L.
Koncentracije analiziranih uzoraka kombuche znatno su nize od vrijednosti iz literature. U 100
ml napitka od kombuche s najvisom koncentracijom cinka (uzorak broj 2) prisutno je 0,029%
preporu¢enog dnevnog unosa cinka kod muskaraca te 0,037% kod zena (EFSA Panel on
Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2014).

Prema literaturi, prosje¢na koncentracija mangana u kombucha napitku iznosi 100-400 pg/L.
Dobiveni koncentracijski raspon analiziranih uzoraka napitaka od kombcuhe iznosi 6,02-
351,60 pg/L. Uzorci pod brojem 1,3,4 1 5 sadrZze znatno nizu koncentraciju mangana u
usporedbi s koncentracijskim rasponom iz literature. Uzorak broj 2 (351,60 pg/L) kompatibilan

je literaturnom koncentracijskom rasponu te po prisutnosti mangana pripada gornjem dijelu
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raspona. U 100 ml napitka od kombuche s najviSom koncentracijom mangana (uzorak broj 2)
prisutno je 1,172% preporuc¢enog dnevnog unosa mangana za odrasle osobe (EFSA Panel on
Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2013).

Prema grafickim prikazima (slika 1.-5.) moze se uociti razlika u koncentraciji minerala
kontrolnog uzorka pod brojem 5 i ostalih uzoraka pod brojem 1-4. Naime, koncentracija
minerala u uzorku broj 5 primjetno je niza od ostalih uzoraka. Posebice je razlika vidljiva u
sadrzaju zeljeza pri ¢emu u uzorku 5 zeljezo nije detektabilno. Kao §to je spomenuto, jedan od
¢imbenika koncentracijske varijabilnosti napitaka od kombuche je vrsta sastojka koristenog u
proizvodniji. Prisutnost razli¢itog bilja poput metvice, dumbira te drugih dodataka kao §to su
med, inulin i ekstrakt kave, potencijalno utjece na odstupanje koncentracija uzoraka kombucha
napitaka pod brojem 1-4. Osim potencijalnog utjecaja na koncentracije minerala, razli¢iti
sastojci imaju i dodatan povoljan ucinak na ljudski organizam. Nastavak rasprave donosi

komentare na utjecaj razli¢itih dodataka u kombucha napitcima na zdravlje organizma.

4.2.1. ZACINI T ZACINSKO BILJE

Zacini (engl. spices) i zacinsko bilje (engl. herbs) po definiciji su aromati¢ne biljne tvari
prisutne u cijelini, izlomljene ili u mljevenom obliku, s primarnom funkcijom obogacenja
okusa hrane. Glavna razlika izmedu zacina i zaCinskog bilja jest taj da za¢in moze biti bilo koji
dio biljke osim listova, dok zacinsko bilje uvijek predstavlja listove biljke (Vazquez-Fresno i
sur., 2019.). Tako se u prehrani koriste u svrhu obogaéenja okusa hrane, a ne u nutritivne svrhe,
zacini i zacinsko bilje pokazali su razliCite pozitivne utjecaje na zdravlje ljudskog organizma.
Dokazana su snazna antioksidativna, antimikrobna i protuupalna svojstva brojnih zacdina i
zaCinskog bilja te je u skladu s njima primjeCen pozitivan ucinak protiv kardiovaskularnih
bolesti, neurodegenerativnih stanja, dijabetesa tipa 2, kroni¢ne upale i karcinoma (Vazquez-
Fresno i sur., 2019.). Djelovanje zacina i zacinskog bilja temelji se na bioaktivnim
sastavnicama koje su uklju¢ene u razli¢ite protuupalne putove djelujuéi na specifi¢ne receptore
ili enzime. Bioaktivni spojevi u zacinskom bilju i za¢inima zovu se fitokemikalije, od kojih su
posebno istaknuti jednostavni fenoli, fenolne Kkiseline, kumarini, terpenoidi i alkaloidi
(Vazquez-Fresno i sur., 2019., Kaeferi Milner, 2008). Zacini i za¢insko bilje s protuupalnim
djelovanjem su timijan, mravinac (origano), ruzmarin, kadulja, bosiljak, paprena metvica,
kurkuma, kopar, persin, cimet, klin¢i¢, muskatni orah, limunska trava, dumbir, ¢ili paprika i

papar (Vazquez-Fresno i sur., 2019.).
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4.2.1.1. METVICA

Metvica predstavlja rod biljke koja pripada porodici Lamiaceae Ova porodica obuhvaca
priblizno 7285 vrsta u 250 rodova rasprostranjenih diljem svijeta od ¢ega je vecéina prisutna u
Sredozemlju (Sierra i sur., 2022.). Metvice su specifi¢ne su po blago oporom, svjezem okusu
s uc¢inkom hladenja za koji je zasluzan mentol (Vé&zquez-Fresno i sur., 2019.). Mentol je
ciklicki monoterpenski alkohol koji, osim aktiviranja receptora za hladnocu u sluznici 1 kozi,
pokazuje protuupalno, antimikrobno, analgetsko i antikancerogeno djelovanje. Najzastupljeniji
je spoj paprene metvice (lat. Mentha x piperita L.), autohtone vrste Europe i Bliskog Istoka
(Zhao i sur., 2022.; Véazquez-Fresno i sur., 2019.). Glavni mehanizam djelovanja mentola
ukljucuje aktivaciju kationskog kanala prijelaznog receptorskog potencijala melastatina 8
(engl. transient receptor potential melastatin 8, TRPMS8) te posljedi¢no inhibiciju kemijskih i
mehanosenzornih odgovora nociceptivnih TRP kanala i smanjeno otpustanje proupalnih
medijatora iz ziv€anih zavrSetaka (Zhao i sur., 2022.). Osim mentola, paprena metvica sadrzi i
druge bioaktivne molekule poput mentona, flavonoida, fenolnih kiselina i lignana (Vazquez-
Fresno i sur., 2019.). Navedene molekule pripadaju skupini polifenola, molekula koje
proizvode biljke za razli¢ite funkcije, ukljucujuéi zastitu protiv stresa, UV (engl. ultra-violet,
UV) zracenja i nametnika (Williamson i Sheedy, 2020.). U prehrani polifenoli dokazano
djeluju blagotvorno na razne aspekte ljudskog organizma. Osim §to imaju protuupalni,
antioksidativni, antimikrobni, antiproliferativni 1 proapoptoticki ucinak, pokazalo se da
smanjuju rizik od dijabetesa tipa 2 te djeluju kardioprotektivno. Naime, nakon obroka,
polifenoli mogu usporiti pretvorbu ugljikohidrata u jednostavne Secere, Sto rezultira manjim
porastom Secera u krvi nakon jela i1 posljedi¢no manjim rizikom od dijabetesa tipa 2 i sr¢anih

bolesti (https:/joinzoe.com/learn/what-are-polyphenols, pristupljeno 22.3.2023.; Del Bo' i

sur., 2019). Listovi paprene metvice najéesce se primjenjuju sami ili s drugim biljkama u obliku
¢aja. Od njih se proizvodi eteri¢no ulje, a metvica se moze Koristiti kao dodatak u raznim

drugim namirnicama (Sierra i sur., 2022.; Vazquez-Fresno i sur., 2019.).

4.2.1.2. bPUMBIR

bumbir (lat. Zingiber officinale) je zeljasta biljka iz porodice Zingiberaceae. koja potjece iz
jugoistocne Azije te se stolje¢ima koristi u obliku mirisnog zacina i biljnog lijeka za
ublaZzavanje boli, mucnine i povracanja (Vazquez-Fresno i sur., 2019.; Anh i sur., 2020).
Dumbir je u raznim istrazivanjima pokazao protuupalno, antibakterijsko, antipireticko,
antilipidemicko, antitumorsko i antiangiogeno djelovanje (Vazquez-Fresno i sur., 2019).

Blagotvorno djelovanje na ljudsko zdravlje temelji se na glavnim bioaktivnim vrstama spojeva
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dumbira poput dinderola, sogaola, zingiberena, zingerona i kurkumina, a bogat je i drugim
vaznim spojevima poput terpena, vitamina i minerala (Anh i sur., 2020.). Primarni i
najzastupljeniji bioaktivni spoj u svjezem dumbiru je 6-dinderol. Dinderol je fitokemijska
sastavnica fenola koja aktivira receptore zacina na jeziku te je odgovorna za ljuti okus dumbira
(Alharbi i sur., 2022). Zbog fenolne strukture, 6-dinderol ima sposobnost primanja elektrona,
pri ¢emu U organizmu hvata slobodne radikale i stvara stabilan fenoksilni radikal.
Neutraliziranjem slobodnih radikala dinderol inhibira oksidativni stres te djeluje protektivno
na organe. Protektivna uloga 6-dinderola temelji se na sposobnosti inhibicije ekspresije
proupalnih citokina poput IL-6, IL-1, TNF-a i proupalne signalne molekule NF-kB te
vaskularnog endotelnog faktora rasta (engl. Vascular endothelial growth factor, VEGF). Medu
ostalim, 6-dinderol pozitivno utjeCe na regulaciju unutarstanicnog prometa glukoze u
stanicama skeletnih miSi¢a. Naime, on povecava aktivnost glikogen sintaze 1, enzima
zasluznog za skladiStenje glukoze u obliku glikogena, te aktivira ekspresiju GLUT4 (engl.
Glucose transporter type 4) transportera na povrSini stanice, Sto rezultira smanjenjem
koncentracije glukoze u krvi (Alharbi i sur., 2022). Termickom obradom dinderoli se lako
pretvaraju u Sogaole, vaniloide s elektrofilnom nezasi¢enom karbonilnom skupinom, temeljem
bioloske aktivnosti. 6-Sogaol je derivat Sogaola koji predstavlja glavnu bioaktivnu sastavnicu
osuSenog dumbira. 6-Sogaol takoder ima protuupalni u¢inak. U raznim istrazivanjima dokazana
je znacajna inhibicija znakova upale, kao §to je infiltracija leukocita ili stvaranje edema, te je

uocen neuroprotektivan ucinak (Bischoff-Kont i Fiirst, 2021).

4.2.2. MED

Med je slatki tekuci produkt pcela i po sastavu jedna od najslozenijih prirodnih namirnica.
Stolje¢ima je koriSten u drevnim civilizacijama Egipta, Gréke, Kine i Rimskog Carstva u svrhu
lijeCenja rana i bolesti crijeva te za lijeCenje kaslja, grlobolje i uhobolje. Med predstavlja
snaznu funkcionalnu namirnicu bogatu hranjivim tvarima za odrZzavanje optimalnog stanja
vitalnih organa u tijelu (Pasupulet i sur., 2017). U svome sastavu med prosje¢no sadrzi vise od
200 razli¢itih sastavnica, medutim kemijski sastav uvelike ovisi o geografskom porijeklu i o
vrsti biljaka tog podneblja, zajedno s drugim ¢imbenicima, kao S§to su klimatski uvjeti
(Valverde i sur., 2022). Najzastupljenije molekule u medu su razli¢ite vrste Secera i
oligosaharida, od kojih je najdominantnija fruktoza, zatim glukoza. Uz Secere, med sadrzi Sirok
spektar enzima, organskih kiselina, polifenola, vitamina i minerala. Od minerala
najzastupljeniji su zeljezo i cink (Zaid isur., 2021). Dosada su istrazivanja pokazala ljekovite

uc¢inke meda koji ukljucuju antioksidativno, hepatoprotektivno, kardioprotektivno,
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antibakterijsko, protuupalno i antitumorsko djelovanje. Antimikrobna aktivnost meda temelji
se na proizvodnji vodikovog peroksida preko enzima glukoza oksidaze, kiselosti meda,
prisutnosti pcelinjeg defenzina-1, malog kationskog proteina bogatog cisteinom, i osmolarnosti
(Zaid i sur., 2021). Name, visok sadrzaj Secera i nizak pH u medu rezultat su oksidacije glukoze
u glukonsku kiselinu pomoc¢u enzima glukoza-oksidaze pri ¢emu se kao nusprodukt oslobada
vodikov peroksid, spoj koji djeluje kao antibakterijsko sredstvo. Uz to, enzim glukoza oksidaza
djeluje na fibroblaste i aktivatore epitelnih stanica i na taj naéin potice zacjeljivanje tkiva
(Pasupuleti i sur., 2017). Antioksidativan u¢inak u medu imaju polifenoli te odredeni vitamini
i minerali. Flavonoidi, sekundarni metaboliti polifenola prisutni u medu, dodatno poticu
koronarmmu vazodilataciju, uspostavljanje vaskularne homeostaze, smanjuju moguénost
stvaranja tromba te regulaciju lipidnog statusa. Njihovom potro$njom smanjuje se rizik od
kardiovaskularnih bolesti (Pasupuleti i sur., 2017). Nadalje, sastav fruktoze i glukoze u medu
ima pozitivno djelovanje na kontrolu glikemije, hormona koji reguliraju unos glukoze i tek te
posljedi¢no na samu potros$nju energije. Fruktoza stimulira glukokinazu u hepatocitima, enzim
odgovoran za unos i skladiStenje glukoze u jetri, a glukoza pospjeSuje apsorpciju fruktoze i
poti¢e njezino djelovanje u jetri. Zbog hipoglikemijskog ucinka, a i ostalin blagotvornih
uc¢inaka meda, sve se ucestalije koristi kao sladilo u zamjenu za rafinirani Secer koji se sastoji

od gotovo 100% saharoze (Bobis i sur., 2018).

4.2.3. KAVA

Kava je u svijetu vrlo popularan kuhani napitak koji se priprema od przenih sjemenki biljaka
roda Coffea L. Dvije glavne komercijalne vrste kave su Arabica (Coffea arabica L.) i Robusta
(Coffea canephora Pierre ex A.Froehner ). Posljednjih godina pocela su se ispitivati svojstva
kave koja pozitivno utje¢u na odrzavanje zdravlja. Naime, nova istraZivanja pokazuju da
potrosnja kave moze pomo¢i u prevenciji nekoliko kroni¢nih bolesti, ukljucujuéi dijabetes
melitus tipa 2 i bolesti jetre (Olechno i sur., 2021.; Nieber, 2017.). Korisni uéinci kave temelje
se na aktivnim sastojcima prisutnim u kavi poput polifenola. Od polifenola glavna fenolna
Kiselina u kavi je 5-kafeoilkininska kiselina koja posjeduje antioksidativna svojstva (Olechno
I sur., 2021.). Osim toga, kava je bogata mikroelementima kalijem, magnezijem, cinkom i
manganom. Oni su vazni za odrzavanje biokemijskih procesa u tijelu optimalnim. Takoder
podrzavaju razli¢ite mehanizme vazne za suzbijanje oksidativnog stresa (Nieber, 2017.). Ostali
sastojci prisutni u sjemenkama kave su ugljikohidrati, bjelan¢evine, masti, alkaloidi, diterpeni,

slobodne aminokiseline, niacin i prekursor vitamina B3. Medutim, vazno je napomenuti da je
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Intraindividualne razlike djelomicno se temelje na toleranciji, a potencijalno postoji i genetska

osnova (Olechno i sur., 2021.).

4.2.4. KOMBUCHA NAPITAK U ULOZI SIMBIOTIKA

Za optimalnu funkciju ljudskog organizma vrlo je vazna prisutnost mikrobiote. Naime, na
epitelnim sluznicama tijela poput koze, gastrointestinalnog trakta, respiratornog trakta i
zenskog reproduktivnog trakta obitavaju trilijuni mikroba iz domene bakterija, eukariota,
arheja i virusa. Najveci broj mikroorganizama prisutan je u gastrointestinalnom sustavu te oni,
zajedno s pojedinim metabolitima, pruzaju zastitnu, strukturnu i razne metabolicke funkcije
koje pridonose razvoju imunosnog sustava i efikasnom koriStenju energije U organizmu
(Matijasi¢ i sur., 2020; Antal i sur., 2019). Sastav crijevne mikrobiote razlikuje se izmedu
pojedinaca te ovisi o razli¢itim ¢imbenicima kao $to su prehrana, konzumiranje lijekova, dob i
zemljopisni polozaj. Najzastupljenije bakterije u gastrointestinalno sustavu su roda
Bacteroidetes i Firmicutes, a u manjem broju prisutne su Actinobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicrobia i Fusobacteria (Cipgi¢ Paljetak i sur., 2022; Antali sur., 2019). Od eukariota,
u gastrointestinalnom sustavu prisutne su tri vrste gljivica, Ascomycota, Basidiomycota i
Zygomycota koje medu ostalim ukljuc¢uju rodove poput Candide, Saccharomyces, Penicillium,
Malassezia i Cladosporium (Matijasic i sur., 2020). Zbog neizostavnih uloga kojima
mikrobiota pridonosi homeostazi organizma, smatra se "esencijalnim organom" ljudskog tijela.
Poremecaj dinamike mikroorganizama u domacinu utjece na optimalnu funkciju organizma i
time na razvoj mnogih bolesti, uklju¢uju¢i neurodegenerativne, kardiovaskularne, metabolicke

i gastrointestinalne bolesti (Chen i sur., 2021).

Za odrzavanje uravnotezene dinamike mikrobiote u prehrani se koriste probiotici 1 prebiotici.
Probiotici su, prema definiciji Organizacije za prehranu i poljoprivredu Ujedinjenih Naroda
(engl. The Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAQ), zivi sojevi strogo
odabranih mikroorganizama koji, kada se daju u odgovaraju¢im koli¢inama, pozitivno utjecu
na zdravlje domacina (Food and Agriculture Organization (FAQ), 2002). Prebiotici
predstavljaju neodrzivu komponentu hrane koja pruza domacinu zdravstvene dobrobiti
povezane s modulacijom mikrobiote (Food and Agriculture Organization, 2007). Po strukturi
veéina identificiranih prebiotika su oligosaharidi uklju¢uju¢i fruktooligosaharide i
galaktosaharoide, te polisaharidi poput inulina, refluks $kroba, celuloze, hemiceluloze ili
pektina. Svaki prebiotik ima posebnu fiziolosku ulogu te je vezan za odredenu vrstu

mikroorganizama koji ga koriste kao izvor energije i ugljika. Uz prebiotike i probiotike postoje
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namirnice koje sadrze oboje te se one stoga zovu simbiotici. Oni daju sinergisticki ucinak
probiotika i prebiotika te su stvoreni kako bi probiotici imali ve¢u Sansu prezivljenja U

gastrointestinalnom traktu (Markowiak i Slizewska, 2017).

Temeljno obiljezje kombucha napitka je SCOBY, kultura bakterija i gljivica koje su ujedino i
sastavni dio ljudske crijevne mikrobiote. SCOBY tipi¢no ukljucuje bakterije octene kiseline
(Acetobacter, Gluconobacter), bakterije mlije¢ne kiseline (Lactobacillus, Lactococcus) i
kvasce (Saccharomyces, Zygosaccharomyces). Nakon fermentacije od gljivica naprisutnijima
su se pokazali rodovi Candida i Zygosaccharomyces, a od bakterija Komagataeibacter,
Lyngbya, Gluconobacter, Lactobacilli i Bifidobacteria (Dimidi i sur., 2019). Kultura bakterija
i gljivica ima ulogu probiotika. Dobrobiti probiotika ukljucuju proizvodnju antimikrobnih
metabolita, natjecanje s patogenima za adheziju na epitel te inhibiciju proizvodnje bakterijskih
toksina (Markowiak i Slizewska, 2017). Odredene vrste bakterija prisutne u kombucha
napitcima proizvode celulozu. Neke od njih su Aerobacter, Agrobacterium, Azotobacter,
Rhizobium, Salmonella i Gluconacetobacter (Villarreal-Soto i sur., 2018). Celuloza
sintetizirana od bakterija po strukturi je linearni polimer koji se sastoji od molekula glukoze
povezanih B-1,4 glikozidnim vezama. Bakterije sintetiziraju vlakna celuloze izuzetne ¢istoce i
visokog stupnja ¢vrstoce. Stvorena vlakna sadrze pore razliCitih veli¢ina u koje se mogu
ukomponirati drugi polimeri poput ostalih metabolita mikroorganizama, ali i same stanice
mikroorganizama. Zbog navedenih svojstava celuloza ima ulogu matrice ostalih probiotika i
prebiotika te na taj naCin pospjeSuje preZivljenje povoljnih mikroorganizama u
gastrointestinalnom sustavu (Zhantlessova i sur., 2022.). Prisutnost probiotika i prebiotika u
kombucha napitku ¢ini ga simbiotikom. U ulozi simbiotika kombucha napitci imaju
potencijalan blagotvoran u¢inak na odrzavanje ravnoteze crijevne mikrobiote te s time i na
poboljsane imunomodulacijske sposobnosti mikrobiote. Odrzavanjem ravnoteze crijevne
mikrobiote, simbiotici inhibiraju proizvodnju nepoZzeljnih metabolita, a stimuliraju
metabolizam na nacin dase povecava razina kratkolancanih masnih kiselina, ketona, ugljikovih
disulfida i metil acetata. Simbiotici djeluju antibakterijski, antikancerogeni i antialergijski te se

pokazalo da mogu biti uc¢inkoviti u prevenciji osteoporoze i u smanjenju razine seéera u krvi

(Markowiak i Slizewska, 2017).

4.24.1. AGAVIN INULIN

Agavin inulin je dijetalno vlakno koje spada u tip fruktana, ugljikohidratnog polimera

sastavljenog od molekula fruktoze. Po strukturi je polisaharid koji ¢ine linearni i razgranati
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lanci fruktoze, povezani B-2,1 i p-2,6 glikozidnim vezama. Inulin se izravno u
gastrointestinalnom sustavu ne moZze razgraditi i apsorbirati, medutim mogu ga fermentirati
mikroorganizmi mikrobiote. Prema navedenim karakteristikama u prehrani se koristi u ulozi
prebiotika. U studijama se pokazalo da inulin agave lako fermentiraju bakterije roda
Lactobacillus i Bifidobacteria $to pozitivno utjee na njihov rast. Osim toga, bakterije poput
Akkermansia i Ruminococcus mogu u debelom crijevu hidrolizirati inulin i proizvoditi
kratkolancane masne kiseline. Stvaranjem kratkolanc¢anih kiselina inulin pomaze u ublazavanju
blagih upalnih odgovora te pomaze u regulaciji razine kolesterola i glukoze u krvi (Guo i sur.,
2021.; Holscher i sur., 2015.). Inulin je jedini prebiotik koji je zbog dobrobiti na
gastrointestinalni sustav odobren od strane Europske agencije za sigurnost hrane. U prehrani
se koristi kao dodatak za ublazavanje metaboli¢kih poremecaja, poput pretilosti i dijabetesa
(Guo isur., 2021.).

5. ZAKLJUCCI

1. U ovome je radu po prvi puta analizirano 5 vrsta napitaka od kombuche, 4 domaceg
proizvodaca ,,CIDRANI“i 1 kontrolni uzorak tvrtke Ekipa d.o.0., s razli¢itim sastavom i
dodatcimakoji pridonose unosu nekih mikroelemenata, cesto nazivanih biogeni elementi te
pojedinih bioloski aktivnih tvari koje pomazu u odrzavanju zdravlja ljudskog organizma.

2. U uzorcima su tehnikom masene spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom odredene
koncentracije kalcija, zeljeza, magezija, cinka i mangana. Dobiveni rezultati izrazeni u pg/L i
mg/L pokazali su se niskima. Na temelju niskih vrijednosti koje su izmjerene, moze se
zakljuciti daanalizirani napitci od kombuche ne predstavljaju bogat izvor analiziranih biogenih
elemenata. Medutim, redovitim koriStenjem takvih napitaka moZemo utjecati na njihovo
sinergisticko djelovanje sa sastojcima prisutnim u hrani s ciljem odrzavanja homeostaze
organizma. Minerali kalcij, zeljezo, magnezij, cink i mangan klju¢ni su kofaktori u velikom
broju enzima aktivnim u raznim biokemijskim procesima u tijelu od metabolizma lipida i
glukoze te stani¢ne signalizacije do regulacije sinteze deoksiribonukleinske kiseline.

3. Najnize koncentracije analiziranih biogenih elemenata prisutne su u kontrolnome uzorku 5,
koji je po sastavu najjednostavniji jer ne sadrzi dodatne sastojke. Prema tome, dodatni sastojci
prisutni u kombucha napitcima, poput zacinskog bilja i meda, pozitivno utjeCu na razine
minerala koje su dostupne u napitcima od kombuche.

4. Kombucha u svome sastavu, osim minerala, sadrzi kulturu bakterija i gljivica te komponente

s prebiotickom aktivnosti. Prema tome, u ulozi simbiotika, kombucha napitak vrlo je
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blagotvoran za odrzavanje optimalne dinamike mikrobiote u gastrointestinalnom sustavu i
sukladno s time podrzava rad gastrointestinalnog sustava, imunosnog sustava, ziv¢anog i
kardiovaskularnog sustava.

5. Napitak od kombuche s minimalom koncentracijom sladila predstavlja kvalitetan
funkcionalni napitak s mnogim dobrobitima za odrzavanje vitalnosti 1 zdravlja ljudskog

organizma.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

Al

AR
CPS
CSD
DCYTB
DMT1
DRVs
EAE
GABA
GLUT4
GSH
HCP1
HEPH
ICP-MS

IFN-y
IL-2
KMB
mg/L
MS
MTs
MTF-1

NADPH
NF-xB
NMDA
Nrf2
PRI
pr.n.e.
PTH
PTH1R
RF

preporuceni unos (engl. Adequate Intake)

prosjecna potreba (engl. Average Requirement)

engl. Counts per second

kortikalno Sirenje depresije

duodenalni citokrom B

dvovalentni metal transporter 1 (engl. Divalent metal transporter 1)
referentne prehrambene vrijednosti (engl. Dietary Reference values)
eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis

y-aminomaslac¢na kiselina

engl. Glucose transporter type 4

glutation (engl. Gluthatione)

hem transporter hem nosaca proteina 1 (engl. Haem carrier protein 1)

hefestin

tehnika masene spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (engl.

Inductively coupled plasma mass spectrometry)
interferon vy

interleukin 2

krvno-mozdana barijera

miligram po litri

maseni spektrometar

metalotioneini

metalni regulatorni transkripcijski faktor 1 (engl. Metal regulatory transcription

factor 1)

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

engl. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
N-metil-D-aspartat receptor

nuklearni faktor eritroid v2 povezan s faktorom 2

raspon populacijskog referentnog unosa (engl. Population Reference Intake)
prije nove ere

paratireoidni hormon

PTH1 receptor

radiofrekvencija (engl. Radiofrequency)
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RI

ROS
SCOBY
SLC30
SOD1
Tf

Th stanice
TNF-a
TRPM
TRPV6
UL
UVvB
VEGF
VDR
ZIP
ZnFTS
nT

g/l

referentni unos (engl. Reference intake)

reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive oxygen species)

kultura bakterija i gljivica (engl. Simbiotic Culture of Bacteria and Yeast)
engl. Solute-linked carrier genes

Cu/Zn- superoksid dismutaza

transferin

T pomoc¢ne staice (engl. T helper cells)

faktor nekroze tumora alfa

engl. Transient Receptor Potential-Melastatin Channel

engl. Transient receptor potential cation channel vanilloid family member 6
gornja granica unosa (engl. Tolerable Upper Intake Level)

ultraljubicasto zracenje (engl. ultraviolet)

vaskularni endotelni faktor rasta (engl. Vascular endothelial growth factor)
receptor vitamina D

Zrt-, Irt-srodan protein

kofaktor u stvaranju aktivnog timulina

engl. Zinc transporter

mikrogram po litri
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8. SAZETAK/SUMMARY

8.1. SAZETAK

Napitak od kombuche predstavlja popularni napitak od fermentiranog c¢aja, funkcionalnu
namirnicu s raznim dobrobitima poput antibakterijskog i antioksidativnog svojstva te
podupiranja imunosnog sustava i metabolizma. Dobrobiti kombucha napitka kriju se u
bioaktivnim komponenama koje sadrzi, a one uklju¢uju aminokiseline, vitamine, polifenole,
vlakna i organske kiseline. Medu njima, prisutni su i vazni biogeni elementi kao $to su zZeljezo,
mangan i cink. Ti elementi neophodan su dio enzima kljuénih u odrzavanju razli¢itih
biokemijskih procesa u organizmu, stoga je njihova dnevna potrosnja vazna za optimalno
zdravlje ¢ovjeka. Zbog nacina proizvodnje i vrste pocetnih sastojaka koristenih u proizvodniji,
kombucha napitci su po svome sastavu raznoliki. U ovome radu prvi su se puta tehnikom
masene spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) analizirali minerali
kalcija, zeljeza, magnezija, cinka i mangana u pet razli¢itih uzoraka kombucha napitka, od
kojih je jedan bio kontrolni uzorak. Analiza uzoraka omogudéila je pra¢enje promjena
koncentracija minerala u svakome uzorku te uvid u utjecaj razli¢itih dodatakau uzorcima na

koncentraciju samih minerala.
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8.2. SUMMARY

Kombucha drink is a popular drink made of fermented tea. This functional food has various
health benefits including antibacterial and antioxidant properties and a role in supporting the
immune system and metabolism. The benefits of the kombucha drink are founded on the
bioactive components it contains, which include amino acids, vitamins, polyphenols, fibers,
and organic acids. Among them, important biogenic elements such as iron, manganese, and
zinc are also present. As a functional part of various enzymes, these elements are crucial in
maintaining various biochemical processes in the body, therefore their daily consumption is
important for optimal human health. Kombucha drinks are diverse in their composition due to
differences in the production method and the type of used ingredients. In this paper, the
minerals calcium, iron, magnesium, zinc, and manganese were, for the first time, analyzed with
the inductively coupled plasma mass spectrometry method (ICP-MS) in five different samples
of a kombucha drink, one of which was used as a control sample. The sample analysis enabled
the monitoring of the change in mineral concentrations in each sample and observing the

influence of different additives in the samples on the concentration of the minerals themselves.
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9. PRILOZI
Tablica 7. Rezultati mjerenja koncentracije kalcija u kombucha napitcima u duplikatu zajedno

sa srednjom vrijednosti i standardnom devijacijom izrazeni u mg/L

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5
Mjerenje 1 0,74 1,30 0,51 2,49 0,35
Mjerenje 2 0,68 0,81 0,44 2,44 0,37
x 0,71 1,05 0,48 2,46 0,36
SD 0,04 0,03 0,05 0,03 0,01

Tablica 8. Rezultati mjerenja koncentracije zeljeza u kombucha napitcima u duplikatu zajedno

sa srednjom vrijednosti i standardnom devijacijom izrazeni u pg/L

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5
Mjerenje 1 15,80 15,11 24,03 34,92 0
Mjerenje 2 14,19 13,92 21,85 35,47 0
x 15,00 14,51 22,94 35,19 0
SD 1,14 0,84 1,54 0,39 0

Tablica 9. Rezultati mjerenja koncentracije magnezija u kombucha napitcima u duplikatu

zajedno sa srednjom vrijednosti i standardnom devijacijom izrazeni u mg/L

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5
Mjerenje 1 2,29 27,08 1,50 3,54 0,30
Mjerenje 2 2,15 23,56 1,44 3,64 0,33
x 2,22 25,32 1,47 3,59 0,32
SD 0,1 2,49 0,04 0,07 0,02

Tablica 10. Rezultati mjerenja koncentracije cinka u kombucha napitcima u duplikatu zajedno

sa srednjom vrijednosti i standardnom devijacijom izrazeni u pg/L

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5
Mjerenje 1 18,40 30,96 21,78 27,46 12,14
Mjerenje 2 20,90 37,46 11,05 23,23 12,30
x 19,65 34,21 16,42 25,35 12,22
SD 1,77 4,60 7,59 2,99 0,11
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Tablica 11. Rezultati mjerenja koncentracije mangana u kombucha napitcima u duplikatu

zajedno sa srednjom vrijednosti i standardnom devijacijom izrazeni u pg/L

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5

Mjerenje 1 36,32 359,22 27,34 34,13 6,18
Mjerenje 2 34,32 343,98 27,08 33,90 5,86
x 35,32 351,60 27,21 34,01 6,02

SD 1,42 10,78 0,19 0,16 0,23
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