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SAZETAK

Panaceo-mikroaktivirani (PMA) zeolit se pokazao kao snazni adsorbens, ionski
izmjenjivaC i antidijaroik u probavnom traktu. On apsorbira Stetne tvari (teske
metale i amonijeve ione) uz istovremeno oslobadanje alkalnih iona iz svoje
kristalne reSetke, pri ¢emu dolazi do jacanja crijevne barijere. U okviru ove
doktorske disertacije istrazen je utjecaj dvanaesto-tjedne suplementacije visoke
koncentracije PMA-zeolita na mineralni sastav Stakora. KoriStenjem induktivno
spregnute plazme s masenom spektrometrijom (ICP-MS) izmjerene su
koncentracije mineralnih makro i mikro nutrijenata, te teSkih metala u mozgu, jetri,
bubregu, femuru, tankom i debelom crijevu, te punoj krvi i serumu zZenki Wistar
Stakora (n=10). Pozitivnu kontrolu su Ccinile skupine Cc¢ija prehrana je
suplementirana jednostruko aktiviranim klinoptilolitom (n=10), ili komercijalnim
umjetno sintetiziranim zeolitom (Ludox-40) (n=10), a negativnu kontrolu je Cinila
skupina Zenki Stakora koje su dobivale podjednaki volumen Ciste vode (n=10).
Rezultati su pokazali da dugotrajno koriStenje velikih doza PMA-zeolita nema
negativni utjecaj na sastav mikro i makro nutrijenata, a da istovremeno poti¢e

detoksikaciju Cis¢enjem tesSkih metala iz organizma zenki Stakora.

Klju€ne rijeci: ICP-MS, klinoptilolit, makronutrijenti, mikronutrijenti, teSki metali
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SUMMARY

Panaceo-microactivated (PMA) zeolite has proven to be a powerful adsorbent, ion
exchanger and antidiarrheal effector in the digestive tract. It absorbs harmful
substances (heavy metals and ammonium ions) while simultaneously releasing
alkaline ions from their crystal lattice, thereby strengthening the intestinal barrier.
Within the framework of this doctoral dissertation, we investigated the influence of
twelve-week supplementation with a high concentration of PMA-zeolite on the mineral
composition of rats. Using inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS),
the concentrations of mineral macro and micronutrients, and heavy metals in the brain,
liver, kidney, femur, small and large intestine, as well as whole blood and serum of
Wistar rats (n=10) were measured. The positive control consisted of groups
supplemented with singly activated clinoptilolite (n=10) or commercially available
artificially synthesized zeolite (Ludox-40) (n=10), and the negative group consisted of
rats receiving an equal volume of pure water (n=10). The results showed that the long-
term use of large doses of PMA-zeolite does not have a negative effect on the
composition of micro and macro nutrients, while at the same time it promotes

detoxification by eliminating heavy metals from the rat's body.

Key words: Clinoptilolite, heavy metals, ICP-MS, macronutrients, micronutrients
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1. UVOD

1.1 Zeoliti

Zeoliti su kristalni hidratizirani aluminosilikati alkalijskih i zemnoalkalijskih kationa. Sam
naziv zeolit osmislio je Cronstedt 1756. godine od grckih rijeci ,zein“ (kuhati) i
HJithos“(stijena), potaknut €injenicom da prilikom zagrijavanja prirodnog minerala on
bubri, a njegove Cestice se gibaju (intumesciraju) uslijed gubitka molekula vode u
obliku pare [1].
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Slika 1. Tetraedarski raspored Si-O i Al-O veza u kristalnoj reSetci zeolita.

Strukturalno, zeoliti se sastoje od otvorenih trodimenzionalnih struktura izgradenih od
tetraedara silicijevih (SiOa4) i aluminijevih (AlO4) oksida. Ovi tetraedri medusobno su
povezani preko jednog do tri zajedniCka atoma kisika (slika 1.), $to otvara mogucnost
izgradnje Sirokog spektra mogucih struktura, jer je molekulska mreza aluminosilikata

proSirena u tri dimenzije (slika 2.) [2].



4. 4.
-+ A

Slika 2. Gradevne jedinice trodimenzionalnih zeolitnih struktura. Atomi kisika su
oznaceni crvenom bojom. (prilagodeno S mrezne stranice
https://chembam.com/online-resources/gcse-resources/cages/, pristupljeno u
studenom 2022.).

Sve prethodno navedeno je osnova za izgradnju dobro poznate mikroporozne
strukture zeolita isprepletene sitnim kanalima i prazninama dimenzija od 0,2 do 1 nm.
Supljine unutar zeolitnih materijala sadrZze metalne katione (Sesto ione natrija (Na),
kalija (K) i magnezija (Mg)), koji kompenziraju negativni naboj okvira i lako se
oslobadaju iz zeolithe molekulske reSetke te sadrze vodu koja se zagrijavanjem gubi
bez naruSavanija kristalne reSetke. Ovakva specifi¢na struktura zeolita €ini ih izuzetno

efikasnim ionskim izmjenjivacima, koji po porijeklu mogu biti prirodni i sintetizirani [3,4].

Struktura zeolita je izuzetno heterogena, $to otezava njihovu klasifikaciju. Stoga se
trenutaCno u znanstvenoj zajednici paralelno koristi nekoliko klasifikacijskin shema,
ovisno o njihovim kristalnim strukturama, morfoloSkim sli€nostima i dr. [5].
Povjerenstvo za strukturu Medunarodne udruge za zeolite (engl. Structure
Commission of the International Zeolite Association) identificira svaki zeolitni materijal
na temelju njegove strukture s troslovnim mnemonickim kodom; na primjer, prirodni

zeolit klinoptilolit oznacava se kao HEU [6].

Zeolite karakteriziraju brojna fizikalna i kemijska svojstva, kao S$to su primjerice:
morfologija, veli€ina Cestica, toplinsko Sirenje, gustoca, tvrdoc¢a, ujednacenost sastava,

opti€ka svojstva, boja, dielektri€na svojstva, elektricna vodljivost, termokemija, zeolitna
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voda i dr. [7,8]. Medu najznacajnijim karakteristikama zeolita su njihove velike vanjske
povrSine negativno nabijene hidratiziranim anorganskim ionima, a koji reagiraju s
pozitivnim ionima ili polarnim molekulama iz okolnog medija. Zajedno s vanjskim
kapacitetom kationske izmjene, vanjska povrsina zeolita je presudna karakteristika za
procjenu same aktivnosti zeolita. Osim navedenog, adsorpcijska svojstva zeolita
uvjetovana su i sposobnos$¢u molekula adsorbata da prodru u Supljine zeolita, ovisno
o njihovim dimenzijama i veli€Cinama pora (u rasponu od 0,4 nm do 1,3 nm), a sama

adsorpcija moze se odvijati i na unutarnjoj i na vanjskoj povrsini zeolita.

Omijer silicija prema aluminiju, u zeolitu, odreduje kapacitet ionske izmjene i priviacnost
kationa, koji se nalaze unutar pora i kanala. Osim metalnih kationa i vode, koji se
nalaze u Supljinama i porama zeolita, u njih se mogu smjestiti i druge molekule i
kationske skupine, kao §to su, na primjer, ioni amonijaka i nitrata. Sve navedene
.pokretljive” molekulske skupine vezane su na zeolithu mrezu razliitim razinama

afiniteta [9].

Za odredivanje fizikalnih i kemijskih znacCajki zeolita, klju¢no je definiranje praznih
prostora i medusobno povezanih kanala u dehidriranim kristalima. Razlikujemo tri tipa
sustava kanala: jednodimenzionalni sustav, dvodimenzionalni sustav i dva tipa

trodimenzionalnih sustava s kanalima koji se presijecaju [5].

Dimenzije otvora pora jo$ su jedan vazan kriterij za kategorizaciju zeolita. Prema njima
zeolite mozemo podijeliti u sljedeée kategorije:

- sustav malih pora (osmeroclani prsteni, promjeri oko 4 A),

- sustav srednjih pora (deseterodlani prsteni, ~5-6 A),

- sustav dvostrukih pora (osam- do deseteroélani prsteni, ~7 A),

- sustav velikih pora (dvanaesterodlani prsteni, ~7 A) i

- sustav mezopora (dvanaestero¢lani prsteni, > 12 A).

S obzirom na sadrzaj silicija, zeoliti se mogu klasificirati kao oni sa visokim koli¢inama
silicija, kod kojih je omjer silicija prema aluminiju > 10, zatim onih kod kojih je navedeni

omjer izmedu 1,5 i 10 te oni s niskim koli€¢inama silicija s omjerom < 1,5.



Visoko porozna struktura zeolita hvata Cestice manje od 4 pym. Njihova sposobnost
ionske izmjene (slika 3.) omogucuje selektivnho hvatanje kationa teskih metala poput
olova (Pb), bakra (Cu), kadmija (Cd), cinka (Zn), kobalta (Co), kroma (Cr), mangana
(Mn) i Zzeljeza (Fe) [5].

Slika 3. a) struktura zeolitne reSetke, b) zeolitna reSetka s prikazanim mobilnim ionima,
c) i d) prikaz ionske izmjene (prilagodeno s mreZne stranice:
https://chembam.com/online-resources/gcse-resources/cages/, pristupljeno u
studenom 2022.).

Zeoliti se Cesto nazivaju ,Carobnim kamenjima“, zbog Sirokog raspona tehnickih,

industrijskih, poljoprivrednih, komercijalnih i biomedicinskih primjena (slika 4).

Slika 4. llustracija brojnih podrucja primjene zeolitnih materijala (prilagodeno s mrezne
stranice: https://www.mdpi.com/2073-4352/10/7/622, pristupljeno u veljaci 2023.).
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Zeoliti se tako primjerice koriste kao: katalizatori (npr. u petrokemijskoj industriji),
molekularna sita za odvajanje i razvrstavanje molekula prema njihovim dimenzijama,
adsorbenti (npr. za prociS¢avanje vode, tla i zraka, kao i za uklanjanje radioaktivnih
kontaminanata, a isto tako i za prikupljanje otpadne topline te sunéeve toplinske
energije, kao i za adsorpcijsko hladenje), deterdZenti (npr. za pranje rublja),
oplemenjivaci tla u agronomiji, dodaci u prehrani Zivotinja, insekticidi i pesticidi u zastiti
bilja, hidroponski (zeoponski) supstrat za uzgoj biljaka u svemirskim misijama,
medicinski pripravci za zacjeljivanje posjekotina i rana te antikarcinogeni spojevi
[5,10,11].

Kao §to je prethodno navedeno, nebrojene su mogucnosti koriStenja zeolita u raznim
granama industrije, a joS uvijek se ekstenzivno istrazuju mogucnosti njihove primjene.
Stoga ne cCudi Cinjenica da je u Europskom patenthom uredu do 2022. godine
prijavlieno vise od 113.000 patenata, koji ukljuCuju ili se odnose na zeolite

(https://worldwide.espacenet.com/patent/search?g=zeolites).

Usprkos stalno rastu¢éem broju novih zeolitnih struktura koje se otkrivaju, broj
komercijaliziranih zeolitnih struktura ograni€en je na manje od 20. Neki od naj¢eScih
tipova zeolita su: FAU, MFI, BEA, MOR, CHA, FER i LTA (slika 5.) [12].

1.3) MOR

2a) MOR 2 b) MFI

s B

Slika 5. NajCesce koristeni zeolitni materijali u industriji. U gornjem redu su prikazane
3 D strukture, kako slijedi: 1a) MOR, 1b) MFIi 1c) LTA (npr. zeolit A); a u donjem redu

su prikazane pojedinacne ravnine navedenih struktura zeolita: 2a) MOR, 2b) MFI i 2c)


https://worldwide.espacenet.com/patent/search?q=zeolites

LTA (prilagodeno s mrezne stranice http://www.iza-structure.org/databases/,

pristupljeno u studenom 2022).

Cak dva stolije¢a nakon Cronstedtovog otkri¢a, zeoliti nisu bili predmet interesa
znanstvenicima, jer se smatralo da je rije€ o rijetkim mineralima primarno nadenima u
bazaltnim stijenama sa znacajnim udjelom necistoca. Tada nisu postojale tehnologije
sintetiziranja umjetnih zeolita, kao niti procesi prociS¢avanja i smatralo se da bi
otapanje zeolita rezultiralo nepovratnim gubitkom njihove kristalnosti. Medutim, godine
1857. Damour je dokazao suprotno. Ubrzo nakon toga, toCnije 1862. godine, Henry
Etienne Sainte-Claire Deville je sintetizirao prvi umjetni zeolit, levinit. Nijemac Robert
Gans je potom sintetizirao permutit, koji je i uSao u komercijalnu uporabu za
omek8avanje vode 1905. godine, za Sto se koristi i danas. Nedugo nakon toga, tocnije
1925., Weigel i Steinhof su pokazali da zeolit moze sluziti i kao molekularno sito na
primjeru kabazita. Nakon uklanjanja vode iz pora dehidriranog kabazita molekule plina

se mogu razdvojiti na temelju njihove veliCine [1].

Danas se u industriji paralelno koriste i prirodni i umjetno sintetizirani zeoliti.
Selektivnost zeolita za odredeni kation ovisi 0 njegovoj jakosti anionskog polja (ili
gustoéi okvirnog naboja), a ova svojstva su odredena omjerom silicija i aluminija u

zeolitu.

Prirodni zeoliti su karakterizirani srednje visokim omjerom silicija prema aluminiju te se
koriste za posebne svrhe i nadopunjuju komercijalne tipove zeolita, poput zeolita A,
LTA, Xi FAU, koji su viSe aluminijski. Drugim rijeCima, prirodni i sintetski zeoliti imaju

razliCita podrucja primjene kao kationski izmjenjivaci.


http://www.iza-structure.org/databases/

1.2 Prirodni zeoliti

Prirodni zeoliti potjeCu od vulkanskih stijena i slojeva pepela, koji reagiraju s alkalijskim

elementima prisutnima u podzemnim vodama (slika 6.).

Slika 6. Shema procesa nastanka prirodnih zeolita: 1) vulkanske erupcije oslobadaju
pepeo u zrak, 2) vulkanski pepeo pada na tlo i stvara pepelne taloge, 3) pepelni talozi
dolaze u kontakt sa slanom vodom, pri ¢emu nastaju kristali prirodnih zeolita

(prilagodeno s mrezne stranice: https://www.freepik.com/free-photos-vectors/volcanic,

pristupljeno u veljaci 2023.).

U prirodi se zeoliti pojavljuju kao submikroskopski ili mikroskopski kristali, koji su
sastavni dijelovi sedimentnih stijena razliCite litologije, starosti i okoliSa talozenja.
Poznato je dvadesetak vrsta zeolita koji potjeCu od sedimentnih stijena, a medu njima

su naj¢es¢i: analcim, habazit, klinoptilolit, erionit, heulandit, laumontit, mordenit i filipsit.

Zeoliti naj¢eS¢e nastaju od vulkanskog stakla, putem sloZzenog visefaznog procesa
otapanja i taloZzenja gelastog materijala, kao $to su opisali Noh i Boles 1989. godine

7


https://www.freepik.com/free-photos-vectors/volcanic

[13]. Formiranje zeolitnih minerala ovisi o kemijskom sastavu mati¢ne vulkanske
stijene - primarno o udjelu silicija, a takoder znacajno ovisi i 0 kemijskom sastavu vode
(pH, salinitet, otopljeni ioni). Veci sadrzaj soli u vodi pogoduje pretvaranju vulkanskog

stakla u zeolit.

Prirodni zeolit, klinoptilolit, moze se naci u Sest tipiCnih vrsta nalaziSta, kao Sto su

opisali Eyde i Holmes:

e Zatvorene i slane jezerske vode, koje reagiraju s vulkanskim materijalom,

e Otvoreni sustav, slana i slatka jezerska voda s ostacima vulkanskog pepela,
koja reagira s morskom vodom,

e Vulkanski pepeo nakupljen u obalama i dubokim morskim sedimentima, koji
reagira s morskom vodom (najviSe rezerve homogenih minerala do 95%)

e Metamorfoza vulkanskog pepela i debelih slojeva sedimenata pri niskim
temperaturama,

¢ Razgradnja Al-Si materijala djelovanjem hidrotermalnih rezervi i toplih izvora,

e Nedostatak dokaza da izvorni vulkanski ostaci reagiraju s jezerskom ili

morskom vodom [5].

Jednom formirani zeoliti kontinuirano mijenjanju svoju strukturu, redovito prelazeéi iz
jednog oblika u drugi. Ove promjene su uglavnhom posljedica fizikalno-kemijskih
okoliSnih ¢imbenika ili su jednostavno posljedica prelaska manje stabilne u viSe
stabilnu fazu. | zeoliti i mineralne gline nastaju iz istih alumino-silikatnih materijala, no
konacni produkt reakcije ovisi o aktivnosti vodikovih, alkalijskih, silikatnih i aluminatnih

iona.

Najvazniji uvjet za formiranje zeolita je visoki omjer alkalijskih i zemnoalkalijskih
kationa (Na*, K* i Ca?*), prema vodikovom ionu (H*). Naime, zeoliti se primarno
formiraju u alkalnim okoliS§ima (zbog povecéane topljivosti silikata i aluminijevih iona pri
visokim pH vrijednostima) pa se najvece koncentracije relativno Cistih zeolita nalaze u

filtriranim naslagama staklene tefre, u slanim i visoko alkalnim jezerima (pH = 9,5-10).



Temperatura uvelike utje€e na brzinu nastanka zeolita te odreduje vrstu formiranog
zeolita. Pri viS§im temperaturama su stabilniji manje hidratizirani zeoliti, kao Sto su:
laumontit, analcim i vairakit, u usporedbi s viSe hidratiziranim zeolitima, kao Sto su:
klinoptilolit, kabazit i stilbit. Buduéi da zeolite karakterizira otvorena struktura niske
specificne tezine, jako su osjetljivi na promjenu tlaka. Visoki tlak pogoduje zeolitima
vece specificne tezine, koji su manje hidratizirani. Vertikalni gradijent tlak-temperatura,
koji se Cesto nalazi u stupcu stijene, rezultira vertikalnom zonalno$¢u tipova zeolita -
od najviSe hidratiziranih na povrsini, do najmanje hidratiziranih u dubljim slojevima

stijene.

Brzina nastajanja zeolita je najve¢im djelom uvjetovana prirodom prekursora. Zeoliti
se brze stvaraju iz stakla nego iz vecine kristalnih materijala, pri Cemu brzina nastanka
opada s povecanjem udjela silikata u staklu. Stoga su stakla bogata alkalijskim

metalima, a siromasna silikatima najces¢i prirodni izvor zeolita [14].

Visoki udio Si u prirodnim zeolitima, uvjetuje njihov izraZzeni afinitet prema tesSkim
metalima [15]. Naime, prirodni zeoliti pokazuju iznimnu sposobnost eliminacije teskih
metala iz one€iS¢enog okolisa [5,16] i organizama [9]. Osim toga, visoko su inertni i
sigurni za ljudsku uporabu [17]. Nadalje, i pretkliniCka i klini¢ka ispitivanja ukazuju na
veliki medicinski potencijal ovih materijala u lije€enju raznih bolesti [17-19]. Stoga ne
cudi Cinjenica, da su se zeoliti upotrebljavali u medicinske svrhe vec prije nekoliko
tisu¢a godina. lako se danas generalno smatraju sigurnima za ljudsku upotrebu te se
Cesto reklamiraju kao zdravi dodaci prehrani, valja istaknuti da su i dalje potrebna
dodatna istrazivanja u tom pravcu. Primjerice, zeolit erionit ima kancerogeno

djelovanje zbog svoje vlaknaste prirode i visokog sadrzaja zeljeza [5].

Unato¢ €injenici da su nalazista mineralnih zeolita u prirodi Siroko rasprostranjena i
bogata, njihova je uporaba za industrijsku primjenu uglavnhom ograni¢ena na sredstva
za poboljsanje tla ili sredstva za oslobadanje hranjivih tvari u hortikulturi. Za vecinu
drugih primjena, pozeljna je uporaba sintetiCkih zeolita, buduci da isti nisu optereceni

oneciscenjima, koja mogu imati Stetne ucinke na katalitiCku izvedbu materijala.



1.3 Sintetizirani zeoliti

Formiranje sintetskih zeolita zahtijeva u vecini sluCajeva koriStenje hidrotermalnih
uvjeta. Sinteza se tipi€no odvija u autoklavu, koji sadrzi amorfni gel sastavljen od
reaktanata silicijevog dioksida, glinice i izvora kationa (npr. Na* i K*), u visoko
bazichom vodenom mediju. Vodeni sloj se zatim zagrijava iznad vreliSta vode
(hidrotermalni uvjeti) i nakon odredenog indukcijskog perioda prvobitno amorfni
aluminosilikatni gel se transformira u kristalni produkt (slika 7.). Kristalizacija ili
zeolitizacija definirana je kinetiCkom kontrolom, jer je kidanje veza u prekursorima
aluminijevog i silicijevog oksida i stvaranje Si-O-Al veza entalpijski slicno. Zeoliti su
metastabilne vrste koje se pretvaraju u guscu i stabilniju fazu, kao Sto je kristobalit ili
kvarc tijekom vremena. Pokazalo se da su zeoliti, u usporedbi s kvarcom,
destabilizirani za samo 6 -14 kJ/mol i vrlo sli¢éni amorfnom siliciju (0-7 kJ/mol). Kao
posljedica toga, sinteza zeolita je vrlo osjetliva na promjene u sastavu gela,
temperaturi, reakcijskom vremenu i drugim ¢imbenicima. Stoga je precizna kontrola

ovih parametara najvaznija za dobivanje zeolita visoke Cistoce [12].

4
A0, :IZAGR,,AVAN,E 3 KRISTALI ZEOLITA
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Slika 7. Shema sinteze zeolita u autoklavu u hidrotermalnim uvjetima (prilagodeno

prema Sumaria i sur. [20]).
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Sintetski zeoliti, sa smanjenim veliCinama pora, imaju Sirok raspon specijaliziranih
primjena. Koriste se u deterdzentima (npr. za omekSavanje vode), sluze kao veziva u
sto€noj hrani, sredstva protiv zgruSavanja krvi te kao upijaci mirisa u Sirokom spektru
proizvoda za osobnu njegu. Naj¢eS¢a uporaba sintetskih zeolita je u deterdzentima za
pranje rublja. Zeoliti se koriste u koncentracijama do 40% u formulacijama obi¢nih i
kompaktnih praskova za rublje, kao i u tabletama za pranje rublja, a u koncentracijama

do 60% u prasScima za ruc¢no pranje rublja.

S obzirom na njihovu prethodno istaknutu Siroku uporabu, do izlaganja zeolitima moze
doci oralnim, dermalnim i respiratornim putem. Stoga je vrlo vazno procijeniti sigurnost
izloZenosti zeolitima i to primarno zbog €injenice Sto potencijalna izloZenost radnika i
potroSaca moze biti kroniCna i opsezna. Zeoliti su higroskopni i Cesto je teSko napraviti
precizna mjerenja njihovih kljuénih kemijskih karakteristika. Uslijed izmjene vlastitih
Na, Ca i Mg iona s drugim kationima, ukljuCujuci i teSke metale, kao i elemente u
tragovima, bioraspoloZivost nekih vaznih elemenata, kao sto su Mg, Zn i Cu, moze biti

pod utjecajem zeolita.

Oralna izloZzenost se pojavljuje prilikom slu¢ajnog unoS$enja ili gutanjem praSine
Cestica, koje su prevelike da bi usle dublje u respiratorni trakt. Ljudi takoder mogu biti

izloZzeni neizravno putem vode za pice.

Zbog njihove slabe topljivosti u vodi i ionskog karaktera, ne oCekuje se da ¢e zeoliti
prijeci barijeru intaktne koze (IUPAC 2001). Stoga se pretpostavlja da je dermalni unos
zanemariv, sve dok je koza neostecena. U slu€aju oSte¢ene koze, moze doéi do unosa
zeolita u vrlo ogranic¢enim koli€inama, buduci da slaba topljivost u vodenim sustavima
i ionska priroda spojeva sprje€ava bilo kakvo zna€ajno preuzimanje molekula tjelesnih
tekucina. Veliina Cestica zeolita je normalno izmedu 1 i 10 ym te se Cesto spontano
nakupljaju u vecée strukture, koje se mogu zarobiti u gornjim diSnim putovima ili
progutati. Cestice manje od 10 pm mogu prodrijeti duboko u pluéa i doéi do alveola.
Tu se mogu nakupljati godinama, buduci da alveolarne membrane nemaju cilije, koje
bi Cestice pomicale iz pluéa prema Zdrijelu (IUPAC2001); a eventualno ih mogu

preuzeti i makrofagi [21].
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Sintetski zeoliti obi¢no se dobivaju kristalizacijom gelova koji sadrze vodu, silicijev
dioksid i glinice u hidrotermalnim uvjetima, pri bazichom pH, temperaturnom rasponu
60—-200 °C i autogenom tlaku. Sintezni gel obiCno sadrzi bazi¢ne agense, alkalijske
katione i organske agense. Omjer Si/Al klju¢ni je parametar sinteze, s obzirom da moze
determinirati vrstu strukture zeolita koja se formira, njegovu kristalnost, kao i kinetiku
procesa kristalizacije. Opcenito, omjer Si/Al u zeolitu je nizi nego u gelu. Zbog niske
topivosti silicijevog dioksida i aluminijevog oksida u vodi, sredstva za mineralizaciju,
poput natrijeve i kalijeve luzine, moraju se dodati u gel, kako bi se prekursori oslobodili
(otopili) i kako bi se pospjeSilo stvaranje Si—O-Si i Si—O-Al veza, kroz reakcije
kondenzacije. TeSki uvjeti kristalizacije, kao Sto su visoka temperatura i dugo
reakcijsko vrijeme, pogoduju stvaranju termodinamicki stabilnijih faza. Snazan utjecaj
na kristalizaciju zeolita ima i mijeSanje, koje pospjeSuje stvaranje manjih kristala s
uzom raspodjelom njihovih veli€ina. Prisutnost vode neophodna je za kristalizaciju
zeolita, jer omogucuje otapanje prekursora Si i Al te je duboko uklju¢en u kemiju gela.
Medutim, viSak vode moze imati i nezeljene ucinke, kao $to je smanjenje prinosa
zeolita i stvaranje tokova vodenog otpada. U skladu s tim, razvijen je niz metoda za
minimiziranje sadrzaja vode tijekom kristalizacije zeolita. To su, primjerice, pretvorba
suhog gela, transport u parnoj fazi i sinteza uz pomo¢ pare. Struktura zeolita formira
se 3D rasporedom TO4 tetraedara (pri Cemu T predstavlja atome Si i Al), povezanih
kisikovim mostovima, pri ¢emu se stvara otvoreni okvir s porama i Supljinama
dostupnim malim molekulama. Uzimajuéi u obzir sve moguce rasporede jedinica TOa,
broj mogucih zeolitskih struktura je izuzetno velik. Medutim, u praksi se ipak sintetizira

relativno mali broj struktura.

Medunarodna udruga za zeolite (http://rcsr.fos.su.se/IZA-SC/ftc_table.php) navela je

247 poznatih struktura, predstavljenih okvirnim kodovima od tri slova. Veli€ine pora
unutar zeolitnih struktura uglavnom su ispod 1 nm i izravno su povezane s brojem T

atoma prisutnih u prstenima pora.

Klasi¢ni aluminosilikatni zeoliti poznati su po svojim kiselim svojstvima i svojstvima
kationske izmjene. Navedena svojstva proizlaze iz dodatnog negativnog naboja okvira
povezanog s Al tetraedrima, koji treba biti uravnotezen vanjskim protukationima.
Protukationi se mogu izmijeniti dovodenjem zeolita u kontakt s otopinom drugog

kationa, dok se ne postigne ravnoteza izmedu zeolita i tekuce faze. Tipi€no, zeoliti se
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sintetiziraju u obliku Na ili K koji se moze transformirati u protonski oblik ionskom
izmjenom s amonijevim solima, nakon €ega slijedi kalcinacija da se ukloni amonijak. U
nacelu, kiselost u zeolitima proizlazi iz prisutnosti Brenstedovih kiselih mjesta izravno
povezanih s atomima Al u pozicijama tetraedarskog okvira. Medutim, zeoliti takoder
mogu sadrzavati znaCajne koliCine Lewisovih kiselina, nastalih dehidracijom
Brgnstedovih mjesta ili povezanih s vrstama Al izvan okvira, koje se mogu formirati
tijekom sinteze ili kalcinacije. Zeoliti s visokim sadrZajem silicijevog dioksida uglavnom
pokazuju kiselost Branstedovog tipa. | Brgnstedova i Lewisova kisela mjesta prisutna
su u znacajnim koncentracijama u zeolitima s niskim omjerom Si/Al. Znacajno je da
su, u usporedbi s amorfnim aluminosilikatima, kiselinska mjesta u zeolitima jaca i

jednoliénija, Sto je izravna posljedica kristalne prirode zeolita.

lako su dosta manje razvijeni od kiselih, zeoliti takoder mogu biti bazi¢ni. To su, u
prvom redu zeoliti koji su ionski izmijenjeni s alkalijskim kationima, kao i zeoliti s
okludiranim bazi¢nim metalima i metalnim oksidima, koji se koriste u organskoj
industriji. Primjerice, bazi€ni X zeoliti se koriste za alkilaciju toluena s metanolom, ciklo-
adiciju ugljiénog dioksida na etilen oksid, izomerizaciju 1-butena i alkilaciju toluena s

etilenom.

VeliCina mikropora zeolita je na razini molekularnih dimenzija malih organskih
molekula. Kao rezultat toga, oni pokazuju takozvanu selektivnost oblika i ucinke
molekularnog sita. Zeolit moZe razlikovati molekule koje imaju samo malu varijaciju u
veli€ini ili obliku, tako da ve¢a molekula ne moze prodrijeti kroz mikropore zeolita ili vrlo
sporo difundira kroz kanale, dok manja difundira znatno brze. Kao rezultat toga,
uoCene su velike razlike u preuzimaniju i reaktivnosti spojeva, kao Sto su ksileni ili n- u
odnosu na izo-alkane. Zeoliti se takoder koriste kao nosaci za Sirok raspon aktivnih
faza prilikom modifikacije i nadopune njihovih svojstva. Te aktivne faze ukljuCuju
metale, metalne okside, metalne soli i metalne komplekse. Navedeni procesi
generiraju materijale s viSenamjenskim svojstvima i primjenom u raznim sektorima,
kao Sto su: rafiniranje nafte, petrokemija, proizvodnja finih kemikalija, uklanjanje

otpadnih tvari u plinovitim i tekuéim tokovima, proizvodnja biogoriva i sl. [22].
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1.3.1 Klinoptilolit

Klinoptilolit je naj¢eS¢i prirodni zeolit. Ima opcéu formulu tipa (Na,K,Ca)z-
3Al3(Al,Si)2Si13036 X 12H20, a omjer silicija prema aluminiju, u njegovoj strukturi, moze
varirati od 4,0 do 5,3 [23]. Kao $to je vidljivo iz opée formule, pore ovog zeolita bogate
su molekulama vode i jednovalentnim (Na* i K*) ili dvovalentnim alkalnim ionima (Ca?*
i Ba?*), koji se lako mogu izmijeniti s drugim polarnim molekulama i kationima iz
okolnog medija [19]. Prije uporabe, obi¢no se aktivira mljevenjem u fini prah, pri ¢emu
se njegova povrsina i aktivhost znatno povecavaju [24]. Kao takav, klinoptilolit je vec

certificiran za kliniCku primjenu [9].

Klinoptilolitne stijene su rasprostranjene diljem svijeta, s poznatim nalazistima u Europi
(Madarska, Italija, Rumunjska, Slovacka, Slovenija, Turska, Ukrajina, Rusija i dr.), Aziji
(Gruzija, Azerbajdzan, Kina, Iran, Japan, Koreja), Africi (Juzna Afrika), Australiji i
Novom Zelandu, kao i u mnogim zemljama Amerike (Argentina, Kuba, Meksiko i SAD).
Udio klinoptilolita u mati€énim stijenama obi¢no prelazi 50%, a Cesto doseze i preko
80% [25].

Klinoptilolitna stijena se formira u obliku plo€astih monoklinskih tektosilikatnih kristala,
s Mohsovom tvrdocom od 3,5 do 4 i specific(nom tezinom od 2,1 do 2,2
(http://webmineral.com/data/Clinoptilolite-K.shtml#.YOgWOHZByUK). Njegov naziv

osmislio je Shaller, 1923. godine, prilikom predstavljanja alkalijskim elementima i
silicijem bogatih Clanova zeolita iz skupine heulandita. Kasnije je Mumpton, 1960.
godine, dao novu definiciju klinoptilolita na temelju razlike u toplinskom ponasanju
izmedu heulandita i klinoptilolita, pokazavsi da zagrijavanjem do ~ 450°C dolazi do
razaranja strukture heulandita, dok struktura klinoptilolita ostaje postojana do oko ~
700°C [26]. lako klinoptilolit ima visoku strukturnu sli€¢nost sa zeolitnim heulanditom
(izostrukturni su), od helaundita se razlikuje po vecem Si/Al omjeru u Kkorist Si, prilikom
Cega vrijedi da je pri omjerima veéim od 4,0 i (Na + K) > (Ca + Sr + Ba), strukturna
stabilnost zeolita veca, a posljedi¢no raste i njegova iskoristivost za in vivo primjene

9.
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Pozitivni ucinci klinoptilolita na zdravilje ljudi se ogledaju kroz nekoliko razli€itih
mehanizama, koji uklju€uju izravne pozitivhe uc€inke na morfologiju, funkciju i mikrobnu
floru probavnog trakta, dostavu metabolicki vaznih iona, poboljSanje stanja
uhranjenosti, ja¢anje imuniteta te detoksikaciju hrane i pitke vode [10]. Klinoptiolit
posjeduje izvrsna detoksikacijska, antioksidativna i protuupalna svojstva. Stovise, ovaj
prirodni zeolit vrlo je inertan i ne reagira kemijski s hranom, tjelesnim tekuc¢inama ili
njihovim metabolitima te je pogodan za oralnu primjenu u razne medicinske svrhe [9],
a toksikoloske studije na glodavcima dokazale su sigurnost ovoga medicinskog
proizvoda i nakon dugotrajne oralne primjene [17]. Klinoptilolit se, takoder, pokazao
kao pogodan mikroporozni nosa¢ za pH-kontroliranu oralnu isporuku aspirina, tj.
nesteroidnog protuupalnog lijeka s antikoaguliraju¢im djelovanjem, u svrhu supresije

Zelu€ane iritacije uslijed inhibicije zelu€anog enzima ciklooksigenaze | [27].

Dodavanje klinoptilolita u prehranu peradi, poboljSava se morfologija crijeva (npr.
inducira rast crijevnih resica) i sastav fizioloSke mikrobne flore u crijevima, smanjuje
oStecCenje crijevne sluznice i upalni odgovor na bakterijski lipopolisaharid, povecava
antioksidativni kapacitet organizma, te povecava sadrzaj omega-3 polinezasi¢enih
masnih kiselina u tijelu i u jajima peradi [28-30]. Zdravlje domacih Zivotinja (peradi,
goveda) takoder se moZe znacajno poboljdati uklanjanjem nitrata i mikotoksina
(aflatoksina, ohratoksina) iz njihove hrane i vode za pice, uporabom Klinoptilolita [5], a
dodatni medicinski benefit pruza Zn, koji je prirodno sadrzan u strukturi zeolita, a Stiti
perad od infekcije bakterijom Salmonella pullorum [31]. Medutim, prekomjerno
dodavanije klinoptilolita hrani za perad moze dovesti do upalnog odgovora u crijevima
i oStecenja crijevne barijere. Ova upalna reakcija je posredovana poveé¢anjem CD4* i

CD25* T i B limfocita i viSim serumskim koncentracijama interleukina IL-2 i IL-1 [32].

Klinoptilolit je pokazao pozitivne u€inke na hepatocite, nakon djelomi¢ne hepatektomije
kod Stakora, svojim antioksidativnim djelovanjem. Nakon oralne primjene, klinoptilolit
je smanijio razinu malondialdehida, markera oksidativnog stresa u jetri, uz istovremeno
povecanje aktivnosti superoksid dismutaze i razine glutationa, odnosno
antioksidativnih  molekula [33]. Ovo antioksidativnho djelovanje zeolita pokazuje
medicinski benefit i kod antitumorske terapije, gdje potiCe znacajno smanjenje
proizvodnje upalnih citokina i apoptoze hepatocita nakon terapije doksorubicinom [34].
Osim navedenog, pokazano je da nanocCestice klinoptilolita blokiraju rast nekoliko
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stani¢nih linija raka te se mogu Kkoristiti kao adjuvans u terapiji protiv raka [35]. Kod
Zivotinja s tumorom (miSeva i pasa), lijeCenih doksorubicinom, klinoptilolit je smanijio
peroksidaciju lipida i pojacao ucinak doksorubicina, Sto se ocitovalo snaznim
smanjenjem broja pluénih metastaza [36]. Pozitivni ucinci zeolita na probavni trakt,
uoCeni u domacih zivotinja, takoder se mogu projicirati u humanu medicinu. Njegova
sposobnost adsorpcije i uklanjanja Stetnih tvari, poput tesSkih metala, amonijaka ili
drugih malih molekula u gastrointestinalnom traktu ljudi, ¢ini ga izvrsnim sredstvom za
detoksikaciju [19].

Lijek na bazi klinoptilolita, Absorbatox™ 2.4D, ublazava klinicke simptome povezane
s endoskopski negativnom gastroezofagealnom refluksnom boleS¢u i nesteroidnim
protuupalnim lijekovima. Ovaj gastroprotektivni ucinak klinoptilolita vjerojatno je

posljedica njegovog vezanja na ione vodika i bioloski aktivne amine i nitrate [37].

Klinoptilolit se takoder pokazao ucinkovitim i sigurnim antacidom za pacijente, koji
boluju od ulkusa [17,23] te snaznim antioksidansom za onkoloSke pacijente i
dijabeti¢are [38,39]. Oralna primjena klinoptilolita moze pobolj$ati profil lipida u osoba
s dislipidemijom [40]. Aktivirani oblik zeolita potencirao je izgradnju koStanog tkiva uz
povecanje mineralne gustoc¢e, smanjenu bol te je utjecao na poboljSanje kvalitete
Zivota pacijenata, koji boluju od osteoporoze [41]. StoviSe, ovaj oblik zeolita smanjuje
uCestalost kemoterapijom izazvane periferne neuropatije te hematoloSke toksi¢nosti u
onkoloskih bolesnika [42].

Prije nego Sto se uporabi u medicinske svrhe, klinoptilolit je potrebno prethodno
obraditi, kako bi se poboljSala njegova fizikalno-kemijska svojstva, poput apsorpcijskih
karakteristika ili kapaciteta ionske izmjene ili povrS§ine samog zeolita. Jedan od ¢esto
koristenih naCina obrade je tribomehanic¢ka obrada, koja razbija kristalnu strukturu
zeolita na male komadice, uzrokujuci sudare njegovih Cestica te pridonoseci povecanju
povrSinskog naboja i kationske izmjene u pojedinacnim Cesticama. Posljedi¢no, i
aktivirani  klinoptilolit (TMAZ) i dvostruko aktivirani klinoptilolit (PMA) pokazuju
poboljSana detoksikacijska svojstva u pretklinickim i kliniCkim modelima, u usporedbi s

izvornim prirodnim zeolitom [9,19].
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Prethodne studije su opsezno pokazale uvjerljiv uCinak klinoptilolita na mnostvo
medicinskih poremecaja, bez toksiCnih nuspojava [17]. Homeostaza mineralnih
makro/mikroelemenata od velike je bioloSke vaznosti, jer uspostavlja njihovu
koncentracijsku ravnotezu u razli€itim dijelovima tijela. | viSak i manjak stani¢nih razina
metalnih iona jednako su Stetni, jer oba mogu dovesti do povecanog oksidativnhog
stresa i naruSene staniCne signalizacije [43]. Mehanizmi djelovanja klinoptilolita na
obnovu homeostaze i povecCanje antioksidativnhog kapaciteta nisu u potpunosti
razjasnjeni. Jednim dijelom, mogu se pripisati op¢im detoksikacijskim ucincima, koji se
javljaju u crijevima, otpustanju otoplienog Si iz crijeva u cirkulaciju, kao i
imunomodulatornim ucincima preko Peyerovih zakrpi ili ¢ak s otpustanjem fiziolosSki
relevantnih kationa iz okvira klinoptilolita, tijekom procesa ionske izmjene, npr. Ca, Mn,

Zn i Mg, koji su tada lako dostupni antioksidativnom mehanizmu [9].

Prvu sveobuhvatnu akutnu, subkronicnu i kroniénu toksikoloSku procjenu
klinoptilolitnog materijala in vivo izveli su Paveli¢ i sur. 2001. godine [35]. U navedenoj
studiji dokazali su da visoke doze tribomehanicki mikroniziranog klinoptilolita nisu
toksicne te ne uzrokuju smrt miSeva i Stakora. U navedenom ispitivanju koristene su i
do 25 puta vece doze od predvidenih potencijalnih doza izloZenosti ljudi. Zakljuéno,
klinoptilolitni materijali ispitani u znanstvenoj literaturi pokazali su se opcenito
sigurnima za in vivo primjenu. No, valja imati na umu da specifi¢ni kemijski sastav
klinoptilolita ovisi 0 njegovom geografskom porijeklu, a posljedi¢no utjeCe na njegove
fizikalne i kemijske karakteristike te bioloSku aktivhost. Stoga, navedene pozitivhe
bioloSke ucinke klinoptilolita treba uzeti s dozom opreza i sagledati ih kroz prizmu
specifiCnih proizvoda i pripravaka, koji se koriste za odredenu primjenu, $to bi trebalo

integrirati u buduca istrazivanja, kao $to su predlozili i drugi autori [44].
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1.3.2 PMA - zeolit

Zeolit-klinoptilolit se prije medicinske primjene obraduje specificnim procesima
mljevenja. Jedan od najceSce koriStenih procesa je tribomehaniCko mljevenje. Sam
termin tribomehanika, odnosi se na granu fizike, koja se bavi prou¢avanjem pojava,
koje se javljaju tijekom mljevenja u dinamickim uvjetima. Prvi stroj za tribomehaniCku
mikronizaciju i aktivaciju zeolita (TMA) patentiran je u Zenevi 1998. godine.
Mikroniziraju¢i mlinovi imaju dvije suprotno rotiraju¢e paralelne lopatice, koje s
potiskom od 2500 km/h i posebnom aerodinamikom stvaraju dva suprotno rotirajuca
strujanja zraka, u kojima se Cestice zeolitnog praha samo-sudaraju ucestaloScu od 3-
4000 sudara/s. Sam postupak obrade TMA ne uzrokuje promjene u kemijskom sastavu
prirodnog zeolita, ali u zna¢ajnom omjeru mijenja fizikalne karakteristike tretiranog
materijala. Spomenuti proces znacCajno pridonosi smanjenju veli€ina Cestica,
povecanju aktivne povrSine, kao i povecanju kapaciteta iona te povecanju
elektrostatskog naboja. Konkretno, TMA smanjuje veliCinu Cestica ispod 10 um, Sto se
moze posti¢i ubrzavanjem cCestica u razliCitim vrstama mlinova. U tzv. mlaznim
mlinovima mikronizacija se postize ve¢om udarnom brzinom izmedu 300-500 m/s u
brzoj struji plina. Tijekom mikronizacije dolazi do deformacije materijala, konkretno do
oStecenja kristala na povrSini i do njihovog djelomi¢nog prelaza iz kristalnog u amorfni
oblik. Posljedi¢no dolazi do pojave novih povrSina, uslijed kidanja kemijskih veza i
kretanja Cestica. To nadalje rezultira fizikalnim i energetskim promjenama svojstava

materijala [45-47].

Istrazivanja ucinka tribomehaniCke aktivacije zeolita na bioloske sustave dokazala su
da ove fizikalne promjene zeolita pogoduju pozitivnhim ucincima kod razli€itih patoloskih
stanja organizama. Potencijalna prednost mikroniziranih prirodnih zeolita u podrucju
medicine primarno proizlazi od povecanja aktivhe povrSine i bioekvivalencije [24].
Tribomehanicka mikronizacija je specificna mikronizacija, koja je prvi put koristena za
jednokratnu aktivaciju klinoptilolita, a dalje je razvijena tehnologija Panaceo
mikroaktivacija, kojom se dobiva Panaceo mikronizirani aktivirani zeolit (PMA-zeolit).
Ovaj aktivirani zeolit podvrgnut je vrlo snaznom ionskom pobudenju te ga karakterizira
povecani povrSinski naboj i sposobnost detoksikacije radikala, amonijaka, teskih

metala i sl. (slika 8).
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Slika 8. Shematski prikaz fizikalnog mehanizma djelovanja PMA-zeolita (prilagodeni

prikaz preuzet s mrezne stranice: www.panaceo.com, pristupljeno u studenom 2022.).

Panaceo mikronizirani aktivirani zeolit (PMA-zeolit) ispitan je u pretklinickim i klinickim
ispitivanjima te je registriran kao medicinski proizvod prema europskoj direktivi
93/42/EEC [41]. Stovise, danas se PMA-zeolit propisuje za apsorpciju/keliranje i
uklanjanje Stetnih i otrovnih tvari iz gastrointestinalnog trakta (npr. teSkih metala,
nitrozamina, amonijaka, mikotoksina, kationa, radioaktivnin materijala, pesticida i sl.),
smanjujucéi njihovu apsorpciju u tijelu. Osim toga, klinicke studije pokazuju da jaca
crijevnu stjenku te pozitivno utje€e na sastav mikroorganizama u probavnom traktu
(crijevni mikrobiom). Kona¢no, moze djelovati i kao antioksidans, hvatanjem slobodnih

radikala i smanjenjem stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta (slika 9).
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Slika 9. Shema utjecaja PMA-zeolita na gastrointestinalni trakt (prilagodeni prikaz

preuzet s mrezne stranice: www.panaceo.com, pristupljeno u studenom 2022.).

Vecina klini¢kih pozitivnih uc€inaka prirodnog klinoptilolita i modificiranog PMA-zeolita
pripisuje se njihovoj reverzibilnoj ionskoj izmjeni i adsorpcijskom kapacitetu.
Dosadas$nja istrazivanja PMA-zeolita nisu bila usmjerena na pronalazak novog lijeka,
ve¢ dodatka prehrani, koji moZe doprinijeti poboljSanju kvalitete Zivota, u kombinaciji s
tradicionalnim farmakoloSkim lijeCenjem. Nedavni dokazi ukazuju na obecavajucu
detoksikacijsku ulogu PMA-zeolita u uklanjanju toksi¢nih metabolita, koje proizvode
lijekovi, koji se dugotrajno primjenjuju tijekom kemoterapije, dijabetesa ili
kardiovaskularnih bolesti. Medutim, bit ¢e potrebna nova i opsezna istraZivanja, kako
bi se istrazile sve potencijalne koristi kojima PMA-zeolit moze doprinijeti ljudskom
zdravlju [19].
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1.4 Multielementalna analiza

Elementalna analiza se u praksi Cesto provodi djelomi¢no zastarjelim metodama,
poput atomske apsorpcijske spektrofotometrije (AAS) ili plamenoemisijske
spektrofotometrije. Ove metode karakteriziraju niski troSkovi analize te se koriste za
mjerenje pojedinaCnih elemenata, a ne za analizu viSe elemenata odjednom

(multielementalnu analizu).

Induktivno spregnuta plazma u kombinaciji s masenom spektrometrijom (ICP-MS) se
korristi za elementalnu analizu ve¢ od kasnih 1990-ih. Klasi¢ni jedno-kvadrupolni ICP-
MS se sastoji od Sest osnovnih dijelova: sustav uvodenja uzorka, induktivno-spregnuta
plazma (ICP), sucelje, ionaska optika, analizator mase i detektor. Slika 10. prikazuje
jednostavnu shemu instrumenta. Tekuéi uzorci se prvo rasprSuju u sustavu za
uvodenje uzorka, uz stvaranje finog aerosola, koji se zatim prenosi u struju argonske
plazme. Visokotemperaturna plazma atomizira i ionizira uzorak, stvarajuci ione koji se
zatim ekstrahiraju, kroz podrucje sucelja, u skup elektrostatickih le¢a, koje €ine ionsku
optiku. lonska optika fokusira i vodi struju iona u kvadrupolni analizator mase.
Analizator mase odvaja ione prema njihovom omjeru mase i naboja (m/z), nakon ¢ega

se njihova koncentracija mjeri na detektoru [48].

KVADRUPOL

uzorak zavojnica ’ analizator mase
% P Hl detektor
- S
Hl L ),
)

baklja
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turbo pumpe

Slika 10. Shematski prikaz jedno-kvadrupolnog ICP-MS uredaja (prilagodeno s
mrezne stranice: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6719745/,

pristupljeno u studenom 2022.).
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Klju€ne prednosti ICP-MS metode naspram AAS-a i sli¢nih klasi¢nih metoda su veca
brzina, preciznost i jednostavnost. To se posebno oc€ituje kod ICP-MS/MS uredaja, s
trostrukim kvadrupolom, kakvi se danas koriste, a koji omogucuju multielementalnu
analizu, uz iznimnu osjetljivost i specifi€nost detekcije. Takvi uredaji predstavljaju zlatni

standard u multielementalnoj analizi.

Navedeno se pogotovo pokazalo prakticno u rutinskoj medicinskoj dijagnostici,
posebice kod odredivanja koncentracije elemenata u tragovima. Sto se brze i
preciznije otkrije i ispravi nedostatak elemenata u tragovima, to je bolja prognoza
ishoda bolesti. Postoje razliCiti protokoli za pripremu bioloSkih uzoraka za
multielementalnu analizu, npr. obrada uzoraka seruma u kiselim uvjetima s pomocu
HNOs i mikrovalova. Za pripremu uzoraka pune krvi, koristi se metoda u alkalnom

podrucju, s amonijakom ili drugim alkalnim reagensima [49].
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1.5 Makronutrijenti

Gotovo svaki metaboli€ki proces u ljudskom tijelu koristi minerale, kao vazne faktore u
biokemijskim i metabolickim interakcijama, krucijalnima za ljudsko zdravlje. Minerali
ispunjavaju  Siroku paletu funkcija u organizmu posebice imunoloSkog i
kardiovaskularnog sustava [50,51]. Prema koli€ini potrebnoj za normalno
funkcioniranje organizma, minerali se mogu podijeliti na makrominerale i

mikrominerale.

U kontekstu ljudske ishrane i unosa bioloski relevantnih minerala, iste nazivamo
mineralnim nutrijentima. Potrebni dnevni unos pojedinog mineralnog nutrijenta ovisi 0
njegovim fizikalno-kemijskim svojstvima i posljedi¢noj fizioloskoj ulozi. Tako se potrebe
za mikronutrijentima kod ljudi kre¢u u koli¢inama op¢enito ispod 100 mg/dan, za razliku
od makronutrijenata koji su potrebni u gramu dnevno. Kalcij (Ca) ¢ini 920 g do 1200 g
tielesne teZine odrasle osobe, a 99% ga se nalazi u kostima i zubima ¢ineci 1,5%
tielesne tezine. Fosfor (P) se pojavijuje u koli¢inama od oko 2/3 Ca i €ini oko 1%
tielesne tezine pojedinca. Ostali glavni minerali (Na, CI, S, Mg i K) ¢ine samo otprilike
0,85 % teZine ljudskog tijela [52].

Prema sadas$njim spoznajama, 60 kemijskih elemenata periodnog sustava su sadrzani
u ljludskom tijelu, ali samo oko 20 njih smatra se neophodnim za zivot. Medu njima su
i makro- minerali Na, K, Mg, Ca, Cl, P i S, koje ljudsko tijelo mora imati u odgovarajuc¢im
kolicinama za normalno funkcioniranje. Drugu skupinu elemenata smatramo mikro-
nutrijentima, jer su potrebni u daleko manjim koli¢inama za normalno funkcioniranje
organizma. Svi navedeni elementi ,naravno, mogu biti otrovni za organizam, u
pretjerano visokim koli¢inama, potvrdujuéi time Paracelsusov princip ,,doza ¢ini otrov*
[53].

Integrirani pristup bioloSkih i kemijskih znanosti (metalomika), neophodan je za
razumijevanje biologije velikih metalnih iona ili tragova metalnih iona, njihove
interakcije i specijacije u pojedinom stani¢énom odjeljku i Citavom ljudskom tijelu, te

njihove bioloske funkcije, u korelaciji s njihovim kemijskim svojstvima [54,55].
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Pojam mineralni makronutrijenti, oznaCava minerale (kalcij, fosfor, magnezij) i
elektrolite (natrij, kalij, klorid), koji su potrebni u ljudskoj prehrani u koli€inama od 100
mg do nekoliko grama dnevno [56,57]. Kalcij, fosfor i magnezij vazni su za mnoge
bioloSke i staniCne funkcije. Njihova metaboliCka ravnoteza posredovana je
medudjelovanjem bubrega, crijeva i mineraliziranih tkiva. Kosti sluze kao prirodni
spremnici ovih minerala, jer sadrze vecinu njihove ukupne mase u tijelu. Bubrezi
reguliraju njihovu unutarstani¢nu koncentraciju, glomerularnom filtracijom i tubularnom
reapsorpcijom i/ili sekrecijom. U fizioloSkim uvjetima, homeostatska ravnoteza kalcija,
fosfora i magnezija odrzava se finom regulacijom mokra¢ne ekskrecije i unosa putem
bubrega [58,59]. Medutim, specifiCha regulacija svakog od ovih minerala dogada se u
razliCitim dijelovima nefrona [60] i crijevnom traktu [61]. Makrominerali omogucavaju
prijenos ziv€anih impulsa i neuromuskularnu provodljivost. Kalcij je vazan u sintezi i
otpustanju neurotransmitera, te igra ulogu vezano uz neuralnu podrazljivost i
fosforilaciju, ali i u zbivanjima koja karakteriziraju starenje mozga i poviSenje razine
glukokortikoida. U patogenezi nekih neuralnih bolesti, kao Sto je Alzheimerova bolest,

neravnoteza kalcija i magnezija igra vaznu ulogu [62].

| natrij i kalij su, s jedne strane, iznimno vazni za mnoge bioloSke funkcije, no, s druge
strane, pretjerani unos natrija predstavlja vazan faktor u patogenezi hipertenzije.
Nasuprot tome, pojaCani unos kalija ima zastitnu ulogu u regulaciji krvnog tlaka.
Dosadasnja su istrazivanja pokazala da prehrambene intervencije za smanjenje unosa
natrija i povecanje unosa kalija, pozitivho utje€Cu, ne samo na krvni tlak, nego i smanjuju
stopu smrtnosti te rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti i bolesti bubrega [63].
Fosfor sudjeluje u gotovo svim metaboli¢kim procesima [64], odrzava vitalne ljudske
funkcije, poput prijenosa energije do izgradnje stani¢nih stjenki [65], dok magnezij

regulira optimalno lu€enje paratireoidnog hormona (PTH) [58].
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1.5.1 Kalcij

Vaznost kalcija u odrzavanju zdravlja mineraliziranih tkiva dobro je poznata, no ovaj
element kljuCan je i kod neuromusklularnih aktivnosti, regulacije sr€anog ritma,
normalnog rada imunoloskog sustava, kao i za druge klju¢ne fizioloSke procese. U
ljudskom tijelu je vecina kalcija pohranjena u kostima (vise od 99%), posebice u obliku
hidroksiapatitnih kristala. Ostatak kalcija u tijelu nalazi se u izvanstani¢nim i
unutarstanic¢nim prostorima, gdje je kljuCan za kontrakcije miSi¢a, zgruSavanje Krvi,
izluCivanje hormona i unutarstani¢nu adheziju [57]. Uravnotezeni unos Kkalcija je
kljucan za normalan rast i razvoj kostura, kao i kod mineralizacije kosti. Nedovoljan
unos ovog elementa povezan je s hormonalnim poremecajima, koji vode do gubitka
kosti (ovisnog o dobi pojedinca) i poja¢anog rizika od osteoporoze [66]. Brojne studije
su pokazale da adekvatan unos kalcija poveéava gustoc¢u koStane mase i smanjuje
rizik od lomova kostiju. No, suplementacija kalcija se preporuCuje jedino kod
pojedinaca, koji su pod povecanim rizikom od nedovoljnog unosa i/ili apsorpcije kalcija,
i to zbog potencijalnih negativnih efekata, kao $to je pojaCani rizik od nastanka

bubreznih kamenaca ili infarkta miokarda [67].

Glavni izvor kalcija iz hrane su mlijeko i mlije€ni proizvodi. No, znacajne koli€ine kalcija
se nalaze i u lososu, bademima, lisnatom zelenom povrcu, grahoricama i morskim
plodovima. Preporuceni dnevni unos kalcija ovisi o dobi pojedinca i varira od 1200
mg/dan kod mladih osoba, do 1000 mg/dan za Zzene izmedu 25 i 50 godina te do 1500

mg/dan za zene u postmenopauzi [66].

RavnoteZu koncentracije kalcija u tijelu reguliraju tanko i debelo crijevo, bubrezi, kosti
i dostitna Zlijezda. Vecina kalcija apsorbira se u tankom crijevu paracelularnom
difuzijom, dok se ostatak kalcija apsorbira kroz stanice putem proteinskog kanala
TRPVG6. U krvotoku se ovaj element oslobada u tri razli€ita oblika: slobodni dvovalentni
ion, kalcij vezan za protein albumin te u obliku citratnih, fosfatnih ili sulfatnih kompleksa
[57].

Adekvatnu razinu koncentracije kalcija u organizmu pojedinca tesSko je precizno

procijeniti, jer ne postoji pouzdani indikator, koji bi povezao odredenu razinu
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koncentracije kalcija, s odredenim statusom bolesti. Njegova ukupna koli¢ina u tijelu
nije relevantan podatak, s obzirom na €injenicu da tijelo regulira kalcij u vrlo uskom
koncentracijskom rasponu. Mjerenje gustoCe koStane mase, moze nam indirektno

ukazati na razinu kalcija u organizmu, kroz duzi vremenski period [68].
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1.5.2 Kalij

Kalij je glavni kationski sastojak unutarstaniCne tekucine i ak 98% ukupnog tjelesnog
kalija odrzava se u stanicama [69]. Neophodan je za vitalne bioloske funkcije i klju¢an
za odrzavanje pravilnog membranskog potencijala [70]. Homeostaza ovog elementa
regulirana je gastrointestinalnom apsorpcijom i izlugivanjem putem bubrega. Stovise,
¢ak 90% unesenog kalija gubi se urinom, a ostalih 10% fekalnom ekskrecijom. Inzulin
i beta-adrenergiCki tonus, takoder igraju kljuénu ulogu u odrzavanju unutarnje

distribucije kalija.

Poremecaiji promijenjene homeostaze kalija esto se nalaze u opcoj populaciji. Obi¢no
do njih dolazi zbog neuravnotezenog unosa kalija hranom ili poremecaja u bubreznoj
ili gastrointestinalnoj regulaciji ovog elementa. U klinickoj praksi, Cesto je evidentan
nedostatak kalija te se njegov povecani unos u prehrani pokazao kao potencijalno
koristan za smanjenje rizika od hipertenzije. Osim toga, adekvatan unos kalija utjeCe
na kontrolu glukoze, smanjenje rizika od dijabetesa, Sto je posebno izraZzeno kod
pacijenata koji se lijeCe tiazidskim diureticima, a potencijalno doprinosi zdravlju

mineraliziranih tkiva i bubrega [71].

Preoptereéenje kalijem nazivamo hiperkalijemija, a moze dovesti do opasnih, ponekad
i smrtonosnih promjena u sréanom ritmu. Ekstremne razine kalija u serumu i dijalizatu
pacijenata podvrgnutih hemodijalizi, koreliraju s povec¢anim rizikom od aritmija,
kardiovaskularnih dogadaja i smrtnosti. Stoga je obavezno pazljivo praéenje

serumskog kalija [72].

U vrlo ranoj zivotnoj dobi, muskarci odrzavaju pozitivhu ravnotezZu kalija, Sto je klju€no
za osiguravanje somatskog rasta. To, s druge strane, moze uzrokovati po zivot opasnu
neravnotezu kalija, osobito u nedonos¢adi. Ovo stanje se mora odmah Korigirati, uz

elektrokardiografski nadzor [73].

Nedostatak kalija pokre¢e zastitni regulacijski mehanizam u bubrezima, kojim se
inhibira izlu€ivanje ovog elementa. Istodobno, Cini se da bubrezi takoder smanjuju

izlu€ivanje natrija. Ovaj mehanizam bi mogao biti problemati€¢an u modernom dobu,
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bududi da je ljudska prehrana danas bogata unosom natrija, ali osiromasena unosom

kalija. Posljedic¢no, krvni tlak moze porasti kod osoba s nedostatkom kalija [69].
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1.5.3 Magnezij

Magnezij igra vaznu fizioloSku ulogu u kontroli razli€itih klju¢nih stani¢nih aktivnosti i
metabolickih putova, ukljuCujuci enzimatske, strukturne i membranske funkcije. Ovaj
mineral se nalazi u raznim enzimima i stanicama, poput misiénih stanica, te je njegova
fizioloSka uloga posebno vazna u srcu, mozgu i kostanom tkivu, a ujedno sudjeluje i u
transportu drugih iona kroz stanicne membrane, gdje igra vaznu ulogu u kontrakciji

miSi¢a i u kontroli ekscitabilnosti neurona [74].

Stani¢na homeostaza magnezija povezana je sa stani¢nim metabolizmom drugih iona
(kalija, natrija, kalcija). Naime, magnezij utjeCe na izvanstaniCne razine kalcija i
sudjeluje u viSe od Sest stotina enzimskih reakcija i potreban je za aktivnost protein
kinaza, glikolitickih enzima, kao i za sve procese fosforilacije te za reakcije koje
ukljuCuju adenozintrifosfat (ATP), kao $to su energetski metabolizam i sinteza proteina
[75]. No, klinicka praksa za sada jo$ nije prepoznala vaznost rutinske procjene razina

magnezija u serumu [75].

Dosadas$nja istrazivanja pokazala su da je u zapadnim zemljama prosje¢an unos ovog
minerala hranom Cesto neadekvatan i zna€ajno nizZi od preporuc¢enog dnevnog unosa.
Navodi se da gotovo 2/3 Amerikanaca dnevno unosi ispodprosjeCne koli¢ine
magnezija [76]. NeravnoteZa magnezija povezana je sa sustavnim znakovima i
simptomima koji utjeCu na kostana, kardiovaskularna i ziv€ana tkiva ili dovode do
metaboli¢kih poremecaja. Hipomagnezijemija (snizena koncentracija magnezija u krvi)
moZze dovesti do razvoja osteopenije, osteoporoze ili prijeloma kostiju. To se dogada
kao izravna posljedica sekvestracije magnezija iz kostanog tkiva, kako bi se odrzale
njegove homeostatske razine u serumu [77]. Spomenuti nedostatak magnezija takoder
moze biti povezan s nedostatkom PTH i kalcija, poznatim kao hipoparatireoidizam,
odnosno hipokalcemija [78]. Obic¢no se nalazi kod ljudi koji pate od komorbiditeta,
poput dijabetesa ili sepse, pri ¢emu koristenje odredenih farmakoloskih terapija za ove

bolesti moze pozitivno utjecati i na razinu koncentracije magnezija u tijelu.

Hipermagnezijemija, odnosno prekomjerna razina koncentracije ovog minerala u krvi,

odnosno organizmu, se u praksi rijetko dogada. Prvenstveno je opisana kod pacijenata
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sa smanjenom funkcijom bubrega, koji su izloZeni veéim dozama antacida i/ili
laksativa, Sto moze uzrokovati blaze simptome poput mucnine i glavobolje, ali i dovesti

do ozbiljnijin zdravstvenih tegoba, kao Sto su apneja, koma ili zatajenje srca [79].
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1.5.4 Natrij

Natrij je najvazniji kationski konstituent izvanstani¢ne tjelesne tekucine, gdje je njegova
visoka koncentracija omogucena djelovanjem Na/K pumpe. Ova bioloski vazna
pumpa, izbacuje natrij iz stanice u izvanstanicni prostor, nasuprot koncentracijskom
gradijentu uz troSenje energije, koristenjem adenozintrifosfata (ATP). Ovaj mineral je
uklju€en u odrzavanje normalne stani¢ne homeostaze i regulaciju tjelesnih tekucina,
ravnoteze elektrolita i krvnog tlaka. Posebice je vazan za odrzavanje volumena
izvanstaniCne tekucine zbog vazne osmotske aktivnosti te je jednako vazan za
podrazljivost miSi¢a i Ziv€anih stanica, kao i za transport hranjivih tvari i substrata kroz
plazmatske membrane [80]. Natrij igra kljuénu ulogu u raznim funkcijama ziv€anog i
misSiénog sustava te je vazan za stani¢nu signalizaciju i prisutan je u raznim bioloskim

procesima.

Ravnoteza ovoga minerala u tijelu usko je vezana uz ravnotezu vode i primarno je
regulirana bubrezima. U njima se natrij filtrira u glomerulima i resorbira do najvise 1/10
njegove ukupne koli€ine. Male koli¢ine natrija gube se i fekalnom ekskrecijom i
znojenjem [80]. Disregulacija ravnoteze natrija, glavni je cimbenik rizika za
hipertenzivnu kardiovaskularnu bolest. Intersticijske razine natrija lako se uravnotezuju
s razinama u plazmi. Smatra se da je ovaj proces balansiranja izravno reguliran
bubreznim izlu€ivanjem i unosom vode [81]. Medutim, Cini se da obrasci izlu€ivanja
natrija pokazuju mjesecne intradijanske ritmove koji su neovisni o izvanstani¢noj vodi,
tielesnoj tezini ili krvnom tlaku [82]. Stoga bi se natrij mogao akumulirati u tkivima bez
odgovarajuceg zadrzavanja volumena i aktivirati imunoloSke stanice, §to dovodi ne

samo do hipertenzije vec i do autoimunih bolesti [81,83].

Visoki udio procesirane hrane sa znacajnim koliCinama natrija u suvremenoj prehrani
povezan je s dramaticnim porastom kardiovaskularnih bolesti u svijetu. Osim
pojacanog rizika za spomenute bolesti, visoki unos ovog minerala povecava rizik od
bubreznih bolesti i njihove progresije, kao i rizik od mozdanog udara. Nadalje,
prekomjerni unos natrija neizravno je povezan s pretiloS¢u i metaboliCkim sindromom,
preko povecCane Zedi i pretjerane konzumacije zasladenih napitaka. Takoder povezan

je s nefrolitijazom, osteoporozom i pojaéanim rizikom od raka Zeludca [80]. Cini se da

31



je restrikcija natrija u prehrani klini¢ki najkorisniji pristup poboljSanju kontrole bolesti u
bolesnika na dijalizi, budu¢i da preoptereéenje natrijem pretezno povecava rizik za

razvoj hipertenzije [84].
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1.5.5 Fosfor

Fosfor je drugi najzastupljeniji mineral u ljudskom tijelu te pridonosi ukupnoj tjelesnoj
masi s 1%. Ovaj element podjednako nalazimo u unutarstani€énom prostoru, kao i izvan
stanice. U tijelu se primarno nalazi kao strukturna komponenta mineralnih tkiva i DNK
molekula. Njegova kemijska svojstva omogucavaju bipolarnost lipidnih membrana i
cirkulirajucih lipoproteina. U metabolizmu igra kriticnu ulogu kod proizvodnje i pohrane
energije u fosfatnim vezama. Nadalje, ovaj mineral vazan je za odrzavanje pufera u
cirkulaciji, izgradnju transkripcijskih faktora kao i aktiviranje enzimske katalize i

stani¢ne signalizacije [85].

Fosfor se u izobilju nalazi u modernoj zapadnjackoj prehrani, jer se prirodno nalazi u
jelima bogatim proteinima, a rutinski se dodaje u proizvodnji preradene hrane. Visoki
unos fosfora moze dovesti do vaskularne i bubrezne kalcifikacije, Sto na kraju dovodi
do ostecenja bubreznih tubula, razvoja kroniCne bolesti bubrega, pa €ak i smrti.
Pretijerani unos fosfora takoder moze imati Stetne posljedice za kostani i

kardiovaskularni sustav [86,87].

Sve donedavno, bubreg se smatrao glavnim organom koji regulira homeostazu fosfora
putem paratireoidnog hormona 2 (PTH2) i regulacije vitamina D. Medutim, sada je o ito
da je sloZeniji sustav mreze organa (kosti-bubrezi-crijeva) uklju€en u homeostatsku
kontrolu serumskog fosfata unutar fizioloSkog raspona. Gore spomenuta mreza organa
djeluje kroz slozene, ali uredene viSestruke petlie negativne endokrine povratne
sprege, izmedu PTH, faktora rasta fibroblasta 23 (FGF-23), Klotho i vitamina D [88].

Nedostatak fosfora ili hipofosfatemija rijedak je slu€aj u zdravoj populaciji zbog Siroke
dostupnosti fosfora u vecini namirnica. U klini€¢koj medicini je opisan kod specifi¢nih
genetskih poremecaja, zatim kod tumorske kaheksije i specificnih poremecaja u
prehrani (npr. anoreksija) i alkoholizma [88]. Smanjena bioraspolozivost fosfora ili
prekomjerni gubici ovog minerala u urinu, takoder mogu uzrokovati rahitis i
osteomalaciju [89]. Cini se da se koli¢ina fosfora iz crijeva smanjuje s godinama,

neovisno o razinama unosa fosfora hranom [90].
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1.6 Mikronutrijenti

Pojam mikronutrijenti podrazumijeva vitamine i minerale neophodne za normalno
funkcioniranje organizma, a koji se ne mogu sintetizirati u samom organizmu, vec¢ se
unose prehranom. Mikronutrijenti su ukljuCeni u gotovo sve metaboliCke i staniCne
funkcije, medu ostalima: primarni i sekundarni metabolizam, zastita stanica, regulacija
gena i hormona, prijenos signala i reprodukcija, a sve navedeno ukazuje koliko je

vazno da njihov unos u organizam bude adekvatan [91].

Stanja nedostatka pojedinacnih mikronutrijenata relativno se lako prepoznaju i lijece
[92,93]. Uravnotezene razine koncentracija minerala u tragovima, kao sto su Fe, Zn,

Se i Cu, kljuéne su za sprje€avanje progresije brojnih kroni¢nih bolesti.

Njihov disbalans je, primjerice, Stetan za zdravlje parodonta, na nacin da njihov manjak
moZe pogorSati parodontitis povezan sa sustavnim stanjima poput dijabetesa [94].
Nadalje, neki elementi u tragovima, npr. Se, Zn i Cu, sastavni su sastojci
antioksidativnih enzima i sprje€avaju destrukciju tkiva posredovanu reaktivnim
kisikovim vrstama (oksidativni stres). Medu mineralnim mikronutrijentima
neophodnima za imunokompetentnost su Fe, Se i Zn. ImunolosSka funkcija moze se
poboljdati, vra¢anjem mikronutrijenata koji su u manjku, na preporuCene razine
koncentracija, ¢ime se povecava otpornost na infekcije i podupire brzi oporavak nakon
infekcije, $to moze biti posebno izazovno u kasnoj zivotnoj dobi, u kojoj dolazi do

pojaCane potrebe za mineralnim nutrijentima [95].

SubkliniCki nedostatak, Cesto viSestrukih mikronutrijenata, teze je prepoznati, a
laboratorijska procjena Cesto je komplicirana upalnim odgovorom akutne faze. Klini¢ka
korist suplementacije mineralima je najvjerojatnija kod onih ljudi koji su ozbiljno
iscrpljeni i pod rizikom od komplikacija, primjerice kod kroni¢nih bolesti i kod djece u

zemljama u razvoju koja se nedovoljno hrane [96].

S druge pak strane, prekomjeran unos mineralnih mikronutrijenata moze dovesti do
stvaranja reaktivnih vrsta kisika i oksidativhog stresa, kao i do ektopiCnog vezanja

metala na proteine, ¢ime se naruSava struktura proteina [91]. Osim prethodno
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navedenih stanja, mikronutrijenti (minerali/vitamini) igraju sredisSnju ulogu u regulaciji
krvnog tlaka, buduéi da pomazu funkciju makronutrijenata i takoder pospjeSuju

djelovanje nekih antihipertenzivnih lijekova [97].
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1.6.1 Bakar

Bakar je vazan element u tragovima koji sluzi kao katalitiCki i strukturni kofaktor u
procesima kao Sto su: enzimske reakcije za stvaranje energije, preuzimanje Zeljeza,
transport kisika, stanicni metabolizam, izgradnja hormona, zgruSavanje krvi i stanicna
signalizacija [98]. Ovaj mineral je kriticha funkcionalna komponenta niza enzima
povezanih s oksidativnim stresom, npr. superoksid dismutaze (SOD), citokrom C

oksidaze (CCO) u mitohondrijima i tirozinaze [49].

Bakar dijeli slicna svojstva sa Zeljezom s kojim je i tijesno povezan u brojnim fizioloSkim
interakcijama. Ovaj element mozZe pozitivno utjecati na homeostazu Zeljeza, dok
Zeljezo moze antagonizirati metabolizam bakra. Kada su razine zeljeza niske, bakar
se redistribuira u tkiva, koja su vazna za ravnotezu Zeljeza. Bakar pospjeSuje
biosintezu cirkuliraju¢e feroksidaze, te potencira otpustanje Zeljeza iz zaliha, takoder
utjeCuci na DNK vezanje inducibilnih faktora hipoksije (HIF faktora), koji moduliraju
homeostazu Zeljeza u crijevima, te moZe regulirati aktivnost hepcidina. Stovise,
smanjenje bakra moze se uocCiti kod poremecaja karakteriziranih preopterecenjem
Zeljezom, poput nasljedne hemokromatoze ili kao posljedica suplementacije Zeljezom

u visokim dozama, $to je posebno problemati¢no u trudnodéi [99].

Opservacijska istrazivanja pokazala su vezu izmedu pove¢anog unosa bakra (cca 0,6
mg/dan) i rizika od kardiovaskularnih bolesti, naru§avanja kognitivnih funkcija, artritisa,
Wilsonove bolesti i raka. Medutim, podaci su oskudni i nedosljedni, te su daljnja

istrazivanja nuzna, prije donoSenja konacnih zaklju¢aka [100].

Niske razine bakra povezane su s anemijom, neutropenijom i patoloskim promjenama
mineraliziranih tkiva te Menkesovom bolesti [49,101]. Kada se povezZe s pogresno
savijenim proteinima, Cini se da poremecena homeostaza bakra sudjeluje u
napredovanju Alzheimerove bolesti [102]. Toksi¢nost bakra je slicna toksi¢nosti
Zeljeza, buducéi da su oba ukljuena u redoks reakcije i potiCu stvaranje slobodnih

radikala [103]. U kombinaciji s nedostatkom cinka, preopterecenje bakrom dovodi do
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povecanog oksidativhog stresa i razvoja imunoloskih, onkoloSkih, degenerativnih i
upalnih bolesti [104].
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1.6.2 Zeljezo

Zeljezo je element u tragovima s vaznom ulogom u prijenosu kisika, npr. u
hemoglobinu eritrocita, a manjak Zeljeza zavr$ava anemijom. Zeljezo je vazan
mikroelement za brojne temeljne bioloSke procese. Kod ljudi se obi¢no nalazi ugraden
u proteine, koji su kljuéni za odrzavanje vitalnih stani¢nih i organskih funkcija, kao $to
su: transport kisika, mitohondrijsko disanje, metabolizam, replikacija i popravak

nukleinskih kiselina, obrana od patogena i stani¢na signalizacija [105].

BioloSki dostupno Zeljezo prilicno je rijetko, a ljudi ga uc€inkovito Cuvaju i recikliraju.
Vecéina Zeljeza sadrzana je u hemoglobinu crvenih krvnih zrnaca i recikliraju ga
makrofagi, koji predstavijaju glavno mjesto skladiStenja Zzeljeza, zajedno s
hepatocitima jetre. Zelijezo se apsorbira u duodenalnom dijelu tankog crijeva, a
izlu€ivanje urinom je zanemarivo, zbog visokog udjela Zeljeza vezanog za proteine i

viSestrukih mehanizama €uvanja Zeljeza u bubrezima [106,107].

S druge strane, Zeljezo je potencijalno toksi¢no za ljude, buduéi da se moze ukljuciti u
redoks reakcije s kisikom i vodikovim peroksidom, te uzrokovati stvaranje slobodnih
radikala koji predstavljaju rizik od oSte¢enja DNK, proteina i lipida, Sto posljedicno

moze uzrokovati oStecenije jetre, fibrozu, zatajenje srca ili Cak rak.

Stoga su ljudi i drugi organizmi razvili specifiéne mehanizme, posredovane proteinima,
za regulaciju homeostaze Zeljeza, kako bi se sprijeCilo preopterecenje Zeljezom
[108,109]. Jedan od takvih regulatornih mehanizama koristi hormon hepcidin i njegov
receptor feroportin. Patolosko povecanje hepcidina u cirkulaciji izaziva inhibiciju
duodenalne apsorpcije i makrofagne sekvestracije Zeljeza, $to naposljetku uzrokuje
manjak ovog elementa za eritropoezu, doprinoseci razvoju anemije u bolesnika s
kroni€énom boleS¢u bubrega, kroni¢nim upalnim bolestima, nekim vrstama raka i
nasljednim bolestima, kao $to je, primjerice, refraktorna anemija uzrokovana
nedostatkom Zeljeza [110-113]. Nasuprot tome, nedostatak hepcidina uzrokuje
preoptereéenje zeljezom i razvoj nasliedne hemokromatoze i netransfuzijske (-

talasemije [112]. Sportasi koji se bave vjezbama izdrzljivosti izloZzeni su pove¢anom
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riziku od razvoja nedostatka zeljeza te im se savjetuje da povecaju unos zeljeza putem

prehrane, prilagodbom prehrane ili dodatcima zeljeza [113,114].
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1.6.3 Mangan

Mangan je prvenstveno vazan za razvoj neuralnih stanica i tkiva, kao i za samu
kogniciju [115], te je neravnoteza ovog elementa izravno povezana s neuralnim i

kognitivnim oStecenjima [116].

Visoke razine neurotoksi¢nosti izazvane manganom u mozgu [117] i pretjerana
izlozenost ovom metalu, mogu dovesti do razvoja manganizma, sindroma usko
povezanog s Parkinsonovom boleS¢u [118,119]. Ovaj sindrom usko je povezan s
odredenim zanimanjima, kao $to su varenje, rudarenje, proizvodnja Celika i slicno, te
se kod same dijagnoze vodi racuna i o profesionalnoj izlozenosti, uz klini¢ku sliku te
laboratorijske nalaze krvi i urina. Ovu bolest karakteriziraju prije svega simptomi vezani
uz kogniciju: dezorijentacija, oStecenje pamcenja i prosudivanja, akutna tjeskoba,

emocionalna labilnost, kompulzivne radnje, halucinacije, iluzije i zablude [120].

Gastrointestinalni trakt vrlo je vazan za odrZzavanje homeostaze cinka, bakra i
mangana, $to je takoder relevantno za modulaciju sastava crijevne mikrobiote [121].
Mangan ujedno regulira prezivljavanje patogenih i simbiotskih bakterija, buduci da je
kofaktor razli€itim enzimima, ukljuenima u metabolizam ugljikohidrata i nukleinskih
kiselina i stani¢nu signalizaciju. Mangan takoder §titi stanice od oksidativnog stresa,

prvenstveno razgradnjom reaktivnih kisikovih radikala.

Medutim, unato€ navedenim korisnim ulogama mangana, njegov viSak remeti
ravnoteze drugih iona te uzrokuje pogresSnu metalizaciju vaznih proteinskih regulatora
i enzima, smanjenu osjetljivost na kisikove radikale, a moze dovesti i do oStecenja
pluca [122,123].

Znakovi nedostatka mangana uklju€uju poremecen rast, poremecéenu reproduktivnu
funkciju, abnormalnosti kostura, poremecenu toleranciju glukoze i promijenjeni
metabolizam ugljikohidrata i lipida, ali sam slu¢aj nedostatka mangana u praksi nije
Cest [123].
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1.6.4 Selenij

Selenij je, kao mikronutrijent s antioksidativnim svojstvima, dio brojnih metaboli¢kih
sprega, sudjelujuéi na taj naCin u metabolizmu hormona, imunomodulacijskim
mehanizmima, stani€noj diobi (sinteza nukleinskih kiselina) i antikancerogenom
djelovanju. Uz zastitu od ostecenja oksidativnim stresom, podrZavanje imunosnog
odgovora na infekciju (bilo kroz upalne mehanizama, bilo kroz umnazanje |i/ili
proliferaciju imunokompetentnih stanica), vazan je i za razmnoZavanje, odnosno

plodnost Covjeka [124].

Vecina selenija u organizmu vezana je za proteine, koji se nazivaju selenoproteini.
Ukoliko se radi o enzimima, kao $to su selenocistein i glutation peroksidaza, onda se
selenij obi¢no nalazi unutar veznog mjesta, sudjelujuci na taj nacin u aktivnosti enzima,
primjerice u zastiti od osteéenja prouzroCenih oksidativnim stresom, na nacin da
sudjeluje u redoks procesima [125]. U svezi s tim, selenij pokazuje i protektivhu ulogu

protiv toksikoloSkog opterecenja raznim toksikantima [126].

Zbog relativno uskog fizioloSkog raspona u organizmu, postoji realna bojazan od
prekomjerne suplementacije selenijem, s posljedi¢nim toksi¢nim ucincima [125]. S
druge pak strane, zna se da je manjak selenija povecava rizik od smrtnosti kod teskih
i viSestrukih ozljeda te infekcija s razvojem sepse. To je primjerice otkriveno u teSkim
slu¢ajevima COVID-19, gdje se pokazalo da su razine selenija bile znatno viSe kod
prezivjelih pacijenata, u usporedbi s onima koji su podlegli ovoj bolesti. Stoga se
serumski selenij predlaze kao udinkovit bilieg tezine COVID-19. Stovise,
suplementacija selenijem savjetuje se u terapiji [127], sli€no kao i u kardiokirurgiji u

sklopu pripreme za operativni zahvat. [124].

Selenij je pokazao blagotvorno djelovanje i na Zensku plodnost, tijek gestacije i zdravlje
majke [128].
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1.6.5 Cink

Cink sudjeluje u c&itavom nizu razli€itih fizioloSkih funkcija i bioloSkih procesa,
ukljuCujuci prijenos signala unutar stanice i medu stanicama, ukljuCujuci i
imunomodulacijsku funkciju. Obi¢no se nalazi u organizmu kao dvovalentni kation
(Zn2+), koji ne sudjeluje u redukcijsko-oksidacijskim reakcijama. Nakon zeljeza, drugi
je mikronutrijent u ljudskom tijelu po svojoj koli€ini. Metaloenzimi s cinkom su izuzetno

Cesti, zbog €ega imaju ulogu u razli€itim biokemijskim reakcijama [129].

Zbog Ccinjenice da je cink ukljuCen u najrazliCitije fizioloSke procese i biokemijske
reakcije, njegov manjak u organizmu moze imati brojne i ozbiljne posljedice [130,131]
te biti uzrokom Sirokog spektra simptomatologije. Njegov manjak zabiljezen je jos
1961. godine u Iranu. Danas je manjak cinka prisutan u dijelovima svijeta s uCestalom
konzumacijom Zitarica i slabim unosom mesa i drugih namirnica zivotinjskog podrijetla.
Pri tome valja uzeti u obzir da problem ne mora biti samo u unosu hrane s malim
sadrzajem cinka, vec i u njegovoj bioraspolozivosti, posebice u odnosu na djelovanje

inhibitora njegove apsorpcije, kao $to je fitinska kiselina [132].

Ukoliko manjak cinka traje dulje vrijeme i niSta se ne poduzima kako bi se on
kompenzirao, moguc¢ je i smrtni ishod, dok blazi poremecaji mogu ukljucivati
patofizioloSki povezan gubitak tjelesne mase, smanjen osjet okusa i smanjen apetit,
uz promjene raspoloZenja, noénu sljepocu, gubitak kose, usporeno cijeljenje ozljeda i
sl. [130]. Ako se manjak cinka pojavi tijekom rasta i razvoja djeteta (od najranije dobi

pa sve do adolescencije), moze doci do poremecaja razvoja [132].

Pokazalo se da suplementacija cinkom i klini¢ki ima smisla, posebice kao potpora u

terapiji zaraznih bolesti, kao Sto je malarija, ali i kod sindroma enterokolitisa [133,134].
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1.7 Teski metali

Metali su sveprisutni i prirodno se pojavljuju u Zemljinoj kori i atmosferi, ali njihove
koncentracije u okoliSu rastu. Ovo povecanje je u velikoj mjeri nusprodukt ljudskih
aktivnosti kao Sto su, na primjer, poljoprivreda, teSka industrija, transport, kozmetika,
prirodni lijekovi i industrija ljepote [124,135,136]. Posebno zabrinjava povecana
zastupljenost teSkih metala, koje karakterizira visoka atomska tezina i gusto¢a od

najmanje 5 g/cm3. Ovi metali izuzetno negativno utjeCu na okolis i Zive organizme.

Opcenito se teSki metali smatraju toksi¢nima, ovisno o kemijskoj vrsti, dozi, putu
izlaganja, kao i o dobi, spolu, farmakogenetici i statusu prehrane izlozenih osoba.
Medu njima su vrlo opasni arsen (As), kadmij (Cd), krom (Cr) i olovo (Pb) [140].
Smatraju se sustavnim otrovima, jer su sposobni izazvati oSteCenja viSe organa i
organskih sustava, €ak i pri niskim koncentracijama, prvenstveno indukcijom

oksidativnog stresa i oste¢enja mitohondrija [137,138].

Njihova toksiCnost mozZe biti akutna ili kroni¢na, ovisno o apsorbiranoj dozi, putu i
trajanju izloZzenosti. Cak i male koli¢ine teskih metala, mogu uzrokovati zdravstvene
tegobe. Dugotrajno izlaganje ovim elementima, koje se kratkorocno ne smatra Stetnim
(npr. putem kozmetike), moze dovesti do razli€itih toksi¢nih u€inaka, poput alergijskog

kontaktnog dermatitisa ili sustavne toksic¢nosti [139].

Malo se metala moze ukloniti iz zivog organizma eliminacijom (npr. aluminij), a vecina
se nakuplja u tijelu, donoseci time dugoro¢ne zdravstvene rizike. Mehanicki gledano,
oni se vezu na proteine, istiskujuci izvorne metale iz njihovih prirodnih mjesta,
uzrokuju¢i neispravan rad proteina, stanica i tkiva. Oksidativno propadanje
biomolekula prvenstveno je posljedica vezanja teSkih metala na DNK i nukleinske
proteine [140]. Posljedi¢ne zdravstvene komplikacije mogu ukljucivati osteoporozu,
karcinogenezu, neurodegeneraciju, oksidativni stres, oSte¢enje DNK i propadanje
imunoloskog sustava, otkazivanje organa i poremecaje u reprodukciji [135,141-143].
Neki su metali posebno otrovni za osjetljive organske sustave fetusa, dojencadi i male
djece, koja se brzo razvijaju. Osobito to vrijedi za olovo i zivu, koji lako mogu prijeéi

placentarnu barijeru i o$tetiti mozak fetusa, pri Cemu je vazno napomenuti da djeca
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dobivaju vece doze metala iz hrane nego odrasli, jer konzumiraju vise hrane u odnosu

na svoju tjelesnu tezinu.

lako se opsezno istrazuju pojedinaCne zdravstvene opasnosti izlozenosti olovu,
kadmiju i zivi, sve viSe pozornosti se posvecuje ispitivanju i analiziranju njihovog
sinergijskog ucinka. Kombinirana izlozenost ovim otrovnim tvarima, u ekoloski
relevantnim koncentracijama, uzrokuje oSteCenja viSe organa, kao i oStecCenje

neurobihevioralnih funkcija Stakora [144].

Nekoliko teskih metala smatra se esencijalnim i nutritivno vrijednim, jer igraju vaznu
ulogu u ljudskoj fiziologiji. Ostali teSki metali poput arsena, kadmija i olova uobicajena
su zagadivala hrane (ksenobiotici), s nepoznatom bioloS§kom funkcijom, ali znatnim i
poznatim negativnim u€inkom na ljudsko zdravlje [123,144]. Nakupljanje teSkih metala
u ljekovitim billkama od davnina koriStenima za lijeCenje mnogih bolesti takoder
predstavlja prijetnju ljudskom zdravlju [145]. Negativne posljedice izloZzenosti teSkim
metalima ogledaju se kroz upale, oksidativni stres i crijevne poremecaje, povezane s
poremecajem sastava i metaboliCkog profila crijevne mikrobiote. Probiotski sojevi i

njihovi enzimi mogu pomoci u ublaZzavanju ovih ucinaka [146].

Medutim, neki minerali u tragovima, koje po definiciji svrstavamo u grupu teskih metala
zbog visoke specifitne gustocCe, takoder pokazuju korisne ulinke u ublazavanju
toksi¢nosti metala. Jedan takav element je selenij, koji izdvaja arsen i kadmij i ugraduje
ih u inertne komplekse. Stovide, selenij inducira putanju nuklearnog faktora eritroidno
izvedenog 2-sli€nog 2 (Nrf2). Ovaj visoko bioloSki aktivan protein snazan je regulator
toksi¢nosti metala. Pokrece izmjenu oksidativhog stresa oslobadanjem antioksidansa
[147-149].
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1.7.1 Aluminij

Aluminij je najrasprostranjeniji metal u okoliSu [150]. Prirodno se pojavijuje u
trovalentnom stanju (Al3+), vezan za silikate, okside, hidrokside ili organske molekule
[151]. U novije doba, ljudske industrijske aktivhosti znaCajno pridonose poviSenoj
izlozenosti aluminiju [152,153]. StoviSe, povecana kiselost tla, uslijed ljudskih
aktivnosti, potiée toksi¢no djelovanje aluminija na floru i faunu [154]. Stetnost ovog
metala uglavnom proizlazi iz njegove prooksidativne aktivnosti i posljedi¢nog
oksidativnog stresa, kao i razgradnje stani¢nih proteina i lipida. Kroni¢no prekomjerno
izlaganje aluminiju mozZe izazvati oksidativni stres, upalu tkiva, genotoksicnost,
karcinogenezu, teratogenezu, nekrozu tkiva, endokrini poremecaj, pojavu dijabetesa,
inhibiciju stvaranja hrskavice i kostiju, hipertenziju, ishemijski mozdani udar i trombozu
[151].

Cirkulirajuci aluminij obi¢no je vezan za transferin, koji, €ini se, potencira ulaz aluminija
u sredisSnji ziv€ani sustav, na nacin sliCan Zeljezu [155]. Sukladno tome, poviSene
razine koncentracije aluminija u mozgu su Stetne, a povezanost taloZzenja aluminija u
mozgu u korelaciji je s neurotoksi¢nim ucincima, patogenezom Alzheimerove bolesti
[156,157]. i poremecajima iz spektra autizma [158]. Stoga bi, uklanjanje aluminija iz
organizma, moglo biti koristan terapijski pristup u ovim stanjima, kao $to je vec¢ videno
kod pacijenata s Alzheimerovom bolescu. Njihov kognitivni status poboljSan je nakon

oralne primjene mineralne vode bogate silicijevim dioksidom [159].
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1.7.2 Arsen

Arsen je otrov bez okusa i mirisa, Siroko rasprostranjen u hrani, vodi, zraku i tlu. U
prirodi se obi¢no nalazi u Cetiri valentna stanja: As(0), As(lIl), As(V) i plin arzin [160].
Arsen je izuzetno toksiCan, primarno kroz mehanizam oksidativhog osteéenja
posredovanog reaktivnim kisikovim vrstama (ROS). Ujedno, poznato je da naru$ava
morfoloSku cjelovitost mitohondrija. Anorganski arsen pokazuje vecu toksi¢nost od
organskog arsena [161]. Arsenovu toksi¢nost naglasava njegov izrazeni afinitet
vezanja i inhibicije seleno-enzima, koji su poznati hvataci reaktivnih kisikovih vrsta
[162]. To uzrokuje viSestruke promjene u ponasanju stanica kroz promjene u signalnim
putovima i epigenetskim modifikacijama, kao i izravno oksidativho oSteéenje proteina
i lipida [163].

Akutno trovanje arsenom uzrokuje bolove u trbuhu i gastrointestinalne [164], dok
produljena izloZenost arsenu moze uzrokovati lezije koze, razvoj novotvorina, perifernu

neuropatiju, kardiovaskularne bolesti i neurorazvojne probleme [162].

Mehanizmi kojima arsen potic¢e razvoj nezaraznih bolesti su kompleksni i joS uvijek
nedovoljno razjasnjeni. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da izlozenost arsenu, uz
oksidativni stres, izaziva i promjene DNK metilacije, modifikacije histona te promjene
u izrazaju mikroRNK molekula. Sve navedene promjene smatraju se klju¢nima za
nastanak zlocudnih bolesti [165]. S druge strane, poznat je utjecaj ovog elementa i na
razvoj dijabetesa, gdje igra nekoliko klju¢nih uloga, kroz indukciju stani¢ne smrti beta
stanica gusteraCe, smanjenje inzulinske sekrecije, izazivanje inzulinske rezistencije i

smanjeni stani¢ni unos glukoze [166].

Trovanje arsenom predstavlja ogroman zdravstveni problem Sirom svijeta. Stoga se
predlazu razliCiti pristupi smanjenju izloZzenosti ovom elementu iz optere¢enog okoliSa
[167,168]. Stovise, neke tvari pruZaju korisne terapeutske ucinke kod osoba koje su
vec bile izlozene akutnom ili kroni€nom trovanju arsenom. U takve se svrhe ve¢ koriste
terapeutski ditioli, koji poti€u kelaciju [162], i antioksidansi, koji pruzaju zastitnu ulogu
protiv oksidativhog stresa uzrokovanog arsenom [161,163]. Medutim, pored svog

toksi¢nog ucinka, arsen neoCekivano pokazuje i medicinski benefit. Konkretno,
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arsenov trioksid uvelike poboljSava prezivljenje pacijenata, koji boluju od akutne
promijelocitne leukemije, na nacCin da direktno potiCe diferencijaciju i apoptozu malignih
stanica [169].
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1.7.3 Kadmij

Kadmij nema poznatu bioloSku funkciju kod ljudi, ali ima vrlo nisku stopu izlu€ivanja,
kao i tendenciju nakupljanja u organima (npr. mozgu, jetri, bubrezima i testisima),
uzrokujuci njihova ostecenja. Smanjuje reproduktivnu sposobnost kod oba spola, ¢ak

i pri malim dozama [170].

Izlozenost ovom elementu se prvenstveno dogada putem probave kontaminirane
hrane i vode. U malim koli¢inama, prisutan je u vecéini namirnica, kao $to su zitarice od
cjelovitog zrna, voce, korjenasto povrée, meso i riba. NajvecCe razine Cd nalaze se u
iznutricama (bubrezima i jetri) sisavaca, te u dagnjama, kamenicama i Jakobovim
kapicama [124]. Takoder znacajan unos kadmija odvija se i udisanjem duhanskog

dima i konzumacijom samih cigareta.

Epidemioloski podaci sugeriraju da je izloZzenost kadmiju povezana s nastankom raka
dojke, pluéa, prostate, nazofarinksa, jetre i bubrega. Kadmij je rizi¢ni faktor i za
nastanak osteoporoze [171]. Nakon udisanja, kadmij najviSe oStecCuje pluc¢a, a nakon
unosa probavnim putem, dovodi do ostecenja jetre. No, u oba slu¢aja najviSe se
nakuplja u bubrezima [172], u kojima se toksi¢ni udinci ispoljavaju kao rezultat
preferencijalnog unosa receptorom posredovane endocitoze u proksimalnim tubulima.
To izaziva proteinuriju, koja moze napredovati do bubreznog Fanconijevog sindroma i
zatajenja bubrega [173]. Kako bi izvrSio toksi¢ni ucinak, kadmij mora uci u
unutarstanicni prostor [174], gdje izaziva oksidativhu, apoptoticku, spermalnu i
steroidogenu toksi¢nost [175], Pretpostavlja se da je oksidativni stres glavni okida¢
patoloSkih promjena izazvanih ovim elementom. Kadmij oStecuje mitohondrije i tako
uzrokuje smanjenu proizvodnju energije (ATP), a poti€e nastanak ROS. Kao i arsen,
ovaj element uzrokuje epigenetske promjene, kao $to su kemijske modifikacije DNK,
histona, transkripcijskih faktora i mijenja izrazaj mikroRNK molekule [171], Medutim,
ovaj metal ima imunomodulatornu funkciju, odnosno moze potaknuti oslobadanje
kemokina, regulirati ekspresiju gena i ublaziti upalu [176]. lako se provode opsezna

istraZivanja, jo$ uvijek nisu dostupni uCinkoviti kadmijevi protuotrovi [177].
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1.7.4 Kobalt

Kobalt se relativno rijetko nalazi u prirodi, obi¢no u obliku spojeva poput arsenida,
oksida i sulfida. lako je bioloSki relevantan za stvaranje vitamina B-12, prekomjerna
izloZzenost ovom metalu korelira s nekoliko patoloskih stanja, kao Sto su: umanjena
aktivnost S&titnjaCe, intersticijska pluéna fibroza i kardiomiopatija [178]. Prvenstvena
meta kobaltove toksi¢nosti je respiratorni sustav. To je pogotovo evidentno u industriji,
kod radnika izloZenih poviSenim dozama kobalta, kod kojih se obic¢no javljaju simptomi
kao Sto su astma, upala pluc¢a, tesko disanje i alergije [179]. Medutim, ovaj metal nema
dovoljno individualnog potencijala da izazove plu¢ne bolesti, nego je njegov utjecaj
povezan uz zajedni¢ko djelovanje s karbidima drugih metala [180]. Osim spomenute
profesionalne izloZenosti kobaltu, u praksi su vidljive i okoliSna, prehrambena i
medicinska izlozenost. Medu njima, oralni unos i unutarnja izloZzenost izazvana
migracijom kobalta iz implantata kuka, predstavljaju najve¢u opasnost za razvoj
sistemske toksi¢nosti. Pri tome, izgleda da je oslobadanje slobodnog kobalta u obliku
dvovalentnog iona Co2+, nakon dugotrajnog prekomjernog izlaganja ovom elementu,
uzrok kroni¢nog trovanja [181]. Osim spomenutih utjecaja na razne organske sustave,
kobalt utjee i na ziv€ani sustav. Neurotoksi¢nost kobalta zabiljeZena je u izoliranim
sluCajevima, a nikada nije bila sustavno lijeCena. Bilateralna optiCka atrofija i
retinopatija, bilateralna gluhoéa Zivaca i senzorno-motorna polineuropatija davno su
opisane kao posljedica kroni¢ne profesionalne izloZenosti kobaltnom prahu ili tijekom
dugotrajnog lije€enja anemije kobaltovim kloridom. Nedavno je za neke pacijente s
visokim razinama kobalta koji se oslobada iz metalne proteze navedeno da imaju
tinitus, gluhocu, vrtoglavicu, promjene vida, optiCku atrofiju, tremor i perifernu
neuropatiju [182]. U mikroorganizmima, kobalt je visoko receptivan za zZeljezo-
sumporne proteine, te denaturacijom tih proteina narusava homeostazu Zeljeza i poti¢e
oksidativni stres [183]. Za razliku od rezultata primije€enih kod bakterija, kod sisavaca
je utvrdeno da spojevi ovog elementa imaju genotoksi¢no, karcinogeno i mutageno
djelovanje. IzloZzenost kobaltu izaziva oStecenje DNK molekule te stvaranje
mikronukleusa. lako, to€ni mehanizmi djelovanja kobalta na ljudske stanice joS nisu u
potpunosti shvaceni, uoceno je da oste¢enje DNK molekula izazivaju aktivne kisikove
vrste (ROS), nastale redoks djelovanjem ovog elementa. Pri tome valja napomenuti

da su elementalni kobalt i mjeSavine metala toksi¢niji od metalnih spojeva [179].
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1.7.5 Nikal

Nikal se prirodno nalazi u vrlo malim koli¢inama u okoliSu, prvenstveno vezan za Kisik
ili sumpor u Zemljinoj kori. Medutim, industrijske aktivnosti, poput proizvodnje i
upotrebe gnojiva, kemikalija i kanalizacijskog mulja, povecale su njegovu prisutnost do

nepozeljnih razina [184].

Nikal ima brojne primjene, jer posjeduje izvrsna fizikalno-kemijska svojstva, kao §to su
otpornost na visoke temperature, koroziju i oksidaciju, a uz to je i relativno jeftin. Ovaj
metal Kkoristi se za izradu nakita, kljuCeva, patentnih zatvaraCa, kuénih aparata od

nehrdajuceg Celika, elektricne opreme, kovanica, pigmenata i katalizatora [185].

Glavni putevi unosa nikla u organizam su udisanje, koje predstavlja osnovni put
indukcije niklom izazvanog raka te adsorpcija putem koze, kao i unos putem prehrane.
Zadnja dva navedena puta unosa ovog metala su odgovorni za nastanak sistemskog
dermatitisa [186]. Ovaj metal nije kumulativni toksin kod Zivotinja i ljudi. Skoro svi
slu€ajevi akutnog trovanja nikom izazvani su djelovanjem niklovog karbonila. Pri tome
se javlja iritacija respiratornog trakta i nespecificni simptomi. Kod tesSkog trovanja,
vidljiva je intenzivna plu¢na i gastrointestinalna toksi¢nost, a moguci su i smrtni ishodi.
Zbog spomenute medicinske opasnosti niklovog karbonila razvijaju se lijekovi Ciji su
mehanizmi djelovanja kelacija nikla, kao Sto su: natrijev dietiditiokarbamat [187]. te
dimetilglioksim [188].

Opasnost nikla za ljudsko zdravlje prvenstveno proizlazi iz stvaranja slobodnih
radikala, kao 8to su superoksidni anion i ROS. Posljedi¢ni oksidativni stres izaziva
genotoksicnost, kancerogenezu i imunotoksi¢nost [189]. Dodatni mehanizmi niklove
toksicnosti uklju€uju kompeticiju s esencijalnim metalima metaloproteina ili vezanje na
enzime i inhibiciju njihove aktivnosti [190]. Dokazano je da nikal izaziva razliCite
patolosSke procese kod ljudi, kao Sto su: alergije, kardiovaskularne i bubrezne bolesti,
fibroza pluca, rak plu¢a i nosa. Ovaj je metal povezan i s epigenetskim uc€incima kao
Sto su hipermetilacija DNK i ubikvitinacija histona - kljucnim mehanizmima kod
inicijacije tumora, napredovanja raka i metastaza [185]. Stoga je redukcija nikla iz

Covjekove okoline, prvenstveno iz poljoprivrednog tla, od velike vaznosti. Pristupi
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integrirane bioremedijacije pokazali su veliki potencijal u ovom smislu [191]. Nikal
pokazuje i neke povoljne uCinke na ljudsko zdravlje, neizravno, kroz stimulaciju
mikrobiote u ljudskim crijevima [186,192]. Nadalje, nikal olakSava apsorpciju Zeljeza i
moze imati vaznu ulogu u proizvodnji eritrocita, te se u tom kontekstu svrstava u

skupinu minerala u ultratragovima [193].
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1.7.6 Olovo

Ljudi vecC tisuéama godina intenzivno koriste olovo za razne primjene, a njegovi
neurotoksicni u€inci prepoznati su joS u Rimskom carstvu [194]. Hipokrat je opisao
teSki napadaj gr€eva izazvan ovim elementom, a u drugom stoljecu pr. Kr. Nikandar je
opisao odnos konstipacije, gréeva, bljedila i paralize s djelovanjem olova na tijelo. U
moderno doba, potencijalni izvori izlozenosti ovom metalu su njegove poviSene razine
u pitkoj vodi, koriStenje olovnih spojeva u bojama i kozmetici te olovo oslobodeno

izgaranjem goriva iz industrijskih i motornih vozila [195].

Olovo nije biorazgradivo, a nakon Ste se apsorbira u organizmima, nakuplja se u Krvi,
kostima, jetri, bubrezima, mozgu i kozi. Kod ljudi su uoc€eni negativni ucinci na
reproduktivni, jetreni, endokrini, imunoloski i gastrointestinalni sustav [196]. Pri vrlo
visokim razinama olova u krvi, olovo je snazan abortiv. Ve¢ pri niskim razinama izaziva
pobacaje i nisku porodajnu tezinu novorodencadi. Pri veCim koncentracijama moze
izazvati akutnu encefalopatiju uz izrazene simptome, kao Sto su: razdraZljivost,

uznemirenost, glavobolja, zbunjenost, ataksija, pospanost, konvulzija i koma [195].

Olovo posjeduje snazan afinitet prema sulfhidrilnim skupinama, kao i skupinama
elektron donora, te se stoga Cvrsto veze na razliite proteine, uzrokujuci visestruke
Stete proteomima pogodenih pojedinaca. Takoder, dvovalentni ion ovog metala
interferira s hranjivim elementima, kao Sto su prvenstveno kalcij i cink, u razli€itim
vaznim mehanizmima, u kojima oni fizioloSki sudjeluju. Olovo lako prolazi stani¢ne
membrane, izaziva redoks reakcije, potiCuéi stvaranje ROS [197]. Stoga su toksicni

ucinci olova prili€no sloZeni i utje€u na gotovo sve organe [198].

U odraslih moZze uzrokovati poviSenje krvnog tlaka, usporiti ziv€ane impulse ili izazvati:
umor, promjene raspolozenja, pospanost, poremecaj koncentracije, neplodnost,
smanjeni libido, glavobolje, zatvor, encefalopatiju ili ¢ak uzrokovati smrt u teskim
slu€ajevima [199]. Kroni¢na izloZzenost u ranom djetinjstvu uzrokuje nepovoljne
neurorazvojne posljedice, ¢ak i pri niskim razinama [200]., a oStecenje viSe organa ili

Cak smrt u visokim dozama [201].
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Sprjeavanje izloZzenosti olovu opsezno je istrazeno, s fokusom na smanjenje olova u
hrani. Bioloski pristupi, kao $to je mikrobno potpomognuta fitoremedijacija tla, pokazali
su znacajan potencijal za takvu svrhu [202-204]. Osim spomenutog procesa, moguca
je strategija detoksikacije olova konzumacijom zeolita klinoptilolita. Pokazalo se da

klinoptilolit ima visok afinitet prema ovom elementu, posebice pri niskim vrijednostima
pH [9].
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1.7.7 Stroncij

Stroncij pripada skupini zemnoalkalijskih metala. Ne nalazi se u elementarnom obliku
u prirodi, vec je obi€no vezan s kisikom u stroncijev oksid. lako ga neki znanstveni
krugovi smatraju elementom u tragovima u ljudskom tijelu, nikada nije dokazano da je

neophodan za Zivot [205].

Stroncij ulazi u tijelo primarno kroz gastrointestinalni trakt, a takoder ga u manjoj mjeri
apsorbiraju pluca i koza. Bubrezi eliminiraju veéinu apsorbiranog elementa, dok se u
znatno manjoj mjeri izlu€uje putem fecesa i znoja. Buduci da su bubrezi primarni izvor
eliminacije stroncija, pacijenti s bubreznom insuficijencijom imaju povecan rizik od
nakupljanja ovog metala. Stroncij se prirodno nakuplja u mineraliziranim tkivima putem
povrsinske izmjene ili mehanizama ionske supstitucije s kalcijem, pri Cemu taloZenje u

kostima predstavlja 99% ukupne tjelesne opterec¢enosti ovim elementom [206].

Stroncij u bioloskim sustavima Cesto djeluje na nacin sli€an kalciju, no u manjem
obimu. 1z temeljnih medicinskih istrazivanja vidljivo je da stroncij moze zamijeniti kalcij
u mnogim fiziolodkim procesima, kao $to su kontrakcija misi¢a ili zgru$avanije krvi. Cini
se da se kalcij lakSe transportira od stroncija, kod svakog aktivhog transporta kroz
bioloSke membrane (gastrointestinalna apsorpcija, renalna ekskrecija, laktacija i prolaz
kroz placentu). Za razliku od kalcija, stroncij nije homeostatski kontroliran u tijelu.
Takoder stroncij pokazuje manju bioloSku aktivnost od kalcija, pa je tako i njegova

toksi¢nost manje izrazena [205].

Toksi¢nost stroncija je rijetko opisana u medicini, no poznato je da mozZe uzrokovati
sistemske ucinke, kao $to je razvoj teSkog oblika osteoporoze. Nedavno je u literaturi
opisan slu€aj krajnjeg stadija tibiotalarnog osteoartritisa uzrokovanog kroni¢nim
trovanjem ovim elementom [207]. Pretjerano nakupljanje stroncija povezano je i s
razvojem osteomalacije kod pacijenata na dijalizi. Koncentracije stroncija su takoder
povisene u serumu bolesnika s uremijom, i to do 30 puta viSe nego u osoba s intaktnom
bubreznom funkcijom [206]. Jedina stabilna kemikalija, koja sadrzi stroncij, a dokazano
je Stetna za ljudskog zdravlje u manjim koli€¢inama, je stroncijev kromat, €ija toksi¢nost

proizlazi iz kroma, koji je poznati genotoksi¢ni karcenogen [205].
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Stroncij ima izvanredan osteogeni potencijal, buduéi da poti€e stvaranje i inhibira
resorpciju kostiju. Stoga se ugraduje u razne ortopedske uredaje, za poboljSanje
regeneracije kostiju, posebno kod pacijenata s osteoporozom, gdje poboljSava
mineralnu gusto¢u kostiju [208-211]. Umjetni radioaktivni oblik stroncija (Sr 90) se u

medicini koristi za lijeCenje raka kostiju [212].
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2. HIPOTEZE | CILJEVI RADA

Glavni cilj ovog doktorskog istrazivanja je bio provjeriti utjecaj tromjesecne oralne
primjene visoke koncentracije PMA zeolita na sastav mineralnih makro- i mikro-
nutrijenata, kao i njegove detoksikacijske ucinke ¢is¢enja organizma Stakora od teskih

metala, te utvrditi:

- koncentracijski profil mineralnih makro- i mikro- nutrijenata (Mg, Mn, Ca, K, Na, Zn,
Fe, Cu, Se i P) u krvi, serumu, mozgu, bubregu, jetri, femuru, tankom i debelom crijevu

Stakora, odnosno ispitati utjecaj PMA zeolita na njihov sastav,

- koncentracijski profil teSkih metala (Pb, Al, Sr, Cd, Co, Ni, As) u krvi, serumu, mozgu,
bubregu, jetri, femuru, tankom i debelom crijevu Stakora, odnosno ispitati

detoksikacijsku uc€inkovitost PMA zeolita te utjecaj na njihovu homeostazu in vivo.

Hipoteze:

» Tromjesecna oralna primjena visoke koncentracije PMA zeolita utjeCe na sastav

mineralnih makro- i mikro- nutrijenata u organima i tkivima Stakora.
» TromjeseCna oralna primjena visoke koncentracije PMA zeolita utjeCe na

koncentracijski profil teSkih metala u organima i tkivima Stakora, pokazujuéi

detoksikacijske uc€inke CiS¢enja organizma Stakora od tesSkih metala.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Eksperimentalne zivotinje

Eksperimentalni postupci provedeni su pri Institutu za medicinska istrazivanja i
medicinu rada u Zagrebu. Zenke HsdBrIHan: Wistar $takora (200-220 g. tjelesne mase
te starosne dobi 10 tjedana), uzgajane su i odrZzavane u uvjetima bez patogena, u
stabilnom  mikrookruzenju te hranjene standardnom GLP certificiranom
laboratorijskom hranom - Mucedola 4RF21 (Mucedola, Settimo Milanese, Italija) i
vodom iz slavine ad libitum. Svi Stakori uzgajani su i drzani u standardnim
polikarbonatnim kavezima, na prostirci od procesiranih komadiéa drveta, po pet jedinki
u skupini s ciljem osiguravanja stabilne socijalne strukture te umanjenja stresa. Uvjeti
drzanja zivotinja bili su kontrolirani: temperatura prostorije je iznosila 22°C + 2°C,
relativna vlaznost zraka 50 £ 20%, uz svjetlosni rezim 12 sati svjetla i 12 sati tame. Svi
eksperimentalni postupci provedeni su sukladno preporukama i smjernicama

suvremene prakse u radu s laboratorijskim glodavcima [213].

3.1.1 Pripravci zeolita

Klinoptilolitni pripravci proizvedeni su od strane Panaceo International Gmbh
(Villach/Godersdorf, Austrija). Isti prirodni Klinoptilolitni tuf koriSten je u obliku
tribomehanicki aktiviranog zeolita (TMAZ), mljevenog primjenom standardne
tribomehaniCke mikronizacije i dvostruko tribomehanicki aktiviranog zeolithog
klinoptilolita, obradenog patentiranom proizvodnom metodom tribomehanicke

mikronizacije (PMA-zeolit).

Patentirana tehnologija za dvostruku aktivaciju koristi viSestruke sudare Cestica pri
velikim brzinama nastalima u vrtlozima izmedu dva suprotno rotirajuc¢a diska, na kojima
je fiksirano po sedam kruznih redova lopatica. Rotirajuéi diskovi su rasporedeni tako
da Cestice uslijed djelovanja centrifugalne sile moraju proc¢i kroz svih sedam kruznih
redova lopatica. Brzina vrtnje lopatica je 145 m/s. Navedeni postupak aktivacije izvodi

se dva uzastupna puta (engl. double-activation), pri ¢emu se povecava temperatura
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Cestica, kao i broj sudara medu njima te se posljedicno javljaju nova povrsinska
svojstava detaljnije opisana u radu Kraljevi¢ Paveli¢ i sur., 2017. [24]. Medu novim
svojstvima najznacajnija su - povecanje specificne povrSine i poboljSanje ionske
izmjene zeolitnog materijala. Detaljna fizikalno-kemijska svojstva te proces priprave
PMA-zeolita takoder su opisani u navedenom radu [24]. Koloidni silikat Ludox AS-40
proizveden je od strane Sigma-Aldrich chemicals Co. (St. Louis, MO, SAD).

3.1.2 Primjena pripravaka zeolita

Vodene suspenzije dvaju pripravaka klinoptilolita, svakodnevno su pripremane svjeze,

te su Stakorima aplicirane pomocu intragastricne sonde u dozi od 8 g/kg tjelesne mase.

Postupak intragastri€nog sondiranja prikazan je na slici 11.

Slika 11. Prikaz rada s eksperimentalnim Zivotinjama. a) laboratorijske Zivotinje u

polikarbonatnom kavezu, b) postupak umirivanja zivotinja prije sondiranja, c) slika
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zeolitnog praha, koristenog u pokusu, d) sonda za intragastri¢nu aplikaciju, e) svjeze
pripremljena zeolitna suspenzija, f) postupak intragastricnog sondiranja (a-f; vlastite

fotografije).

Primijenjena je doza zeolita od 8 g/kg tjelesne mase Stakora, a tjelesna masa Stakora
je iznosila oko 220 g (oko 74 kg). Kada se odvaganoj masi zeolitnog praha dodala voda,
kako bi se pripremila suspenzija, sadrzaj je navu€en u brizgalicu i svakoj Zivotinji se

apliciralo 2 ml tako dobivene suspenzije.

Koloidni silicij (Ludox AS-40) primjenjivan je takoder dnevno, na nacin da je izraCunom
utvrdeno da 2 ml komercijalne otopine sadrzi oko 2 g koloidnog silicija, Sto odgovara
primijenjenoj dozi zeolita. Volumen bolusa za p.o. primjenu na taj nacin nije prelazio
10 ml/kg tjelesne mase. Temperatura sadrZzaja zagrijavana je u vodenoj kupelji te
prilagodena tjelesnoj temperaturi Zivotinje (37 °C). Zivotinje iz negativne kontrole
primale su vodu, u odgovaraju¢em volumenu intragastricnom sondom. Eksperiment je

trajao 12 tjedana, a Dnevnik rada je u prilogu ove disertacije (Prilog 1.).

S obzirom na dugotrajnu (tijekom 12 tjedana) primjenu relativno visokih doza (8 g/kg
tielesne mase Stakora) zeolita, analizirane su dosadasnje literaturne spoznaje vezano
uz odnos doze i odgovora, i to vezano uz bioloske ucCinke zeolita, posebice PMA
zeolita, na metabolizam metala s jedne strane, kao i eventualne toksi¢ne ucinke s

druge strane.

Tako smo utvrdili da se u dozi zeolita manjoj od 1 g/kg tjelesne mase Stakora ne
oCekuju toksic¢ni ucinci, ali su i bioloski uc€inci na metabolizam metala minimalni ili ih
uopce nema [214]. U rasponu doza od 1-10 g/kg tjelesne mase Stakora (za PMA zeolite
do 8 g/kg tjelesne mase Stakora) opazene su blage nuspojave u obliku prolaznog
blagog proljeva, bez znakova toksi¢nosti, uz istovremenu pojavu detoksikacijskih
uCinaka na metabolizam metala [9]. U rasponu doza od 10-20 g/kg tjelesne mase
Stakora opaZene su nuspojave u obliku proljeva i letargije, ali uz nisku toksi¢nost, dok
su ucinci detoksikacije na metabolizam metala snazniji. Kod primjene doza vecih od
30 g/kg tjelesne mase Stakora opazene su teze nuspojave, ali joS uvijek uz nisku
toksiCnost, dok se istovremeno postize maksimalan detoksikacijski ucinak na

metabolizam metala [214].

59



Opcenito, zeoliti pokazuju izrazito nisku toksi¢nost, uz zabiljeZzene vrlo visoke LD50
vrijednosti (>16 g/kg tjelesne mase Stakora) [214]. Ne primjecuju se smrtni ishodi ni pri
vrlo visokim dozama, a tipicne nuspojave su prolazni proljev i blaga letargija, ali bez
dugorocCnih posljedica. Istovremeno, bioloSki ucinci detoksikacije na metabolizam
metala se pojavljuju u dozama koje ne izazivaju toksi¢nost, ukljuujuéi i kod primjene
PMA zeolita [41,215)].

3.1.3 Skupine Stakora

Zdrave Zenke Stakora, za potrebe eksperimenta, nasumiéno su rasporedene u Cetiri

eksperimentalne skupine:

a) Z, 10 tj. (10 kom), negativna kontrola; ne-tretirane (voda),

b) Z, 10 tj. (10 kom), tretirane prirodnim jednostruko aktiviranim zeolitom
(TMAZ),

c) Z, 10 tj. (10 kom), tretirane prirodnim dvostruko aktiviranim zeolitom (PMA-
zeolit),

d) Z, 10 tj. (10 kom), tretirane koloidnim silikatom (Ludox AS-40).

3.2 Multielementalna analiza

3.2.1 Uzimanje uzoraka tkiva za kemijsku analizu

Po isteku razdoblja od 12 tjedana trajanja eksperimenta, Zenke Stakora anestezirane
su intraperitonealnom aplikacijom smjese Narketana (80 mg/kg tjelesne mase) i
Xylapana (12 mg/kg tjelesne mase) (Chassot AG, Bern, Svicarska) i humano
usmrcene iskrvarenjem uslijed presijecanja vratnih krvnih zila u opcoj anesteziji.
Uzorkovanje tkiva (krv, serum, bedrena kost, jetra, bubrezi, tanko i debelo crijevo i
mozak) za analize izvedeno je post mortem. Pri uzorkovanju provedeno je i vaganje
navedenih organa, pri ¢emu nije utvrdeno povecéanje niti jednog od njih, Sto je

prikazano u tablici u prilogu (Prilog 2.).
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Sakupljeni bioloski uzorci pripremljeni su kemijsko-fizikalnim metodama za kemijsku
analizu — multielementalnu analizu metodom spektrometrije masa uz induktivno

spregnutu plazmu (ICP-MS).

3.2.2 Priprema uzoraka tkiva za kemijsku analizu

Neposredno prije provodenja multielementalne analize, uzorci Stakorskih seruma
razrijedeni su alkalnom otopinom (0,7 mM amonijaka, 0,01 mM EDTA i 0,07 % (v/v)
Tritona X-100) 20 puta (150 uL uzorka i 2,85 mL alkalne otopine). Uzorci Stakorske
krvi razrijedeni su istom alkalnom otopinom kao i serumi, 70 puta (50 yL uzorka i 3,45
mL alkalne otopine). U sve uzorke seruma i krvi dodan je unutarnji standard (Ge, Rh,

Tb, Lu i Ir) u koncentraciji od 3 ug/L.

Uzorci Stakorskih tkiva pripremljeni su za multielementalnu analizu visokotlaénim
mikrovalnim razaranjem, koriStenjem metode za bioloSke uzorke. Uzorci tkiva
prebaceni su iz polipropilenskih plasti¢nih epruveta, u kojima su bili zamrznuti na -
20°C, u teflonske kivete, izvagani te im je dodano po 2 ml koncentrirane dusi¢ne
kiseline (HNO3s 65%, CistocCe s.p.) (Merck, Darmstadt, Njemacka) i 2 ml deionizirane
vode. Kivete su zacCepljene teflonskim Cepovima, nakon €ega su uzorci razoreni u
visokotlatnom mikrovalnom uredaju UltraCLAVE IV (Milestone Srl., Bergamo, Italija)

prema temperaturnom programu za bioloSke uzorke prikazanom u tablici 1.

Tablica 1. Temperaturni program za razaranje bioloskih uzoraka u

visokotlaénom mikrovalnom uredaju UltraCLAVE IV (Milestone, Italija).

t (min:s) E (W) T1 (°C) p (bar)
1. 3:30 700 70 100
2. 15:00 1000 180 100
3. 10:00 1000 260 120
4. 30:00 1000 260 120
5. 40:00 0 30 20
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Nakon razaranja i hladenja, uzorci su prebaceni u polietilenske Falcon epruvete s
poklopcem (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) i nadopunjeni deioniziranom vodom na

volumen od 25 mL te su tako Cuvani do provodenja analize.

Neposredno prije analize elemenata uzorci su razrijedeni s 1% HNOS3 (v/v) 50 puta
(100 pL uzorka i 4,9 mL 1% HNO3 (v/v)) te im je dodan unutarnji standard u
koncentraciji od 3 pg/L.

3.2.3 Priprema standardnih otopina za multielementalnu analizu

Iz monoelementnih standardnih otopina (PlasmaCAL, SCP Science, Kanada)
pripremljena je smjesa mineralnih makro i mikro nutrijenata te teSkih metala u 5%
HNOs (v/v). Smjesa mineralnih makro i mikro nutrijenata te tedkih metala sluZila je za
pripremu radnih standarda, koristenih za izradu kalibracijskih krivulja. Neposredno prije
analize, pripremljeni su radni standardi u 1% HNOs3 (v/v) za mjerenje elemenata u
razorenim uzorcima tkiva, dok su za analize elemenata u serumu i krvi radni standardi
pripremani u alkalnoj otopini (0,7 mM amonijaka, 0,01 mM EDTA i 0,07 % (v/v) Tritona
X-100). Otopinama radnih standarda, kao i uzorcima, dodan je unutarnji standard u

koncentraciji od 3 pg/L.

3.2.4 Instrumentalni parametri za multielementalnu analizu

Koncentracija mineralnih makro i mikro nutrijenata te teSkih metala u Stakorskoj krvi i
serumu te u Stakorskim tkivima provedena je u laboratoriju Jedinice za analitiCku
toksikologiju i mineralni metabolizam metodom ICP-MS, uz koriStenje uredaja Agilent
7500cx (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka) (slika 12).
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Slika 12. Uredaj ICP-MS (vlastita fotografija).

Razdvajanje analita provedeno je tehnikom induktivno spregnute plazme, a
kvantifikacija koncentracije pojedinih elemenata u uzorku provedena je koristenjem
kalibracijske krivulje, usporedbom broja signala u uzorku s brojem signala u
standardnim otopinama poznate koncentracije.

Mjerni parametri i osjetljivost instrumenta podeSavaju se prije svake ICP-MS analize.
Osjetljivost instrumenta podeSava se pomocéu otopine koja sadrzi 1 ug/L elemenata
litija (Li), magnezija (Mg), kobalta (Co), itrija (Y), cerija (Ce), talija (TI) i selenija (Se).
Kako bi se namjestila odgovarajuca osjetljivost prati se odziv detektora na masama 7
(Li), 89 (Y) i 205 (TI), koje pokrivaju mjerno podrucje detektora u podrucju niskih,
srednjih i visokih masa te istovremeno i omjeri dvostruko nabijenih iona (}4°Ce?*/
140Ce*) i oksida elemenata (*4°Ce’60O*/ 40Ce*) u odnosu na jednostruko nabijene ione.
Optimalni uvjeti predstavljaju zadovoljavajuéu osjetljivost (variranjem napona na
leCama, dubine unosa uzorka, protoka plina nosioca) uz minimalno nastajanje
dvostruko nabijenih iona (<2,2 %) i iona oksida (<1,4 %) Tipi¢ni optimirani uvjeti za

multielementalnu analizu metodom ICP-MS prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2. Tipi€ni optimirani uvjeti rada uredaja ICP-MS Agilent 7500cx.

| PARAMETAR VRIJEDNOST
RF Snaga 1550 W
RF faktor 1,68V
udaljenost plamenika i konusa 7,8 mm
horizontalna os plamenika 0 mm
vertikalna os plamenika -0,3 mm
brzina peristaltiCke pumpe 0,08 rps
protok plazma plina 15 L/min
protok plina za razrjedenje 0,15 L/min
protok plina nosioca 1,00 L/min

rasprsivac

komora za rasprsenje

konusi od Ni, promjer otvora

dvostruko nabijeni ioni i oksidi
kolizijski/reakcijski plin

protok
plina

kolizijskog/reakcijskog

napon na leci 1
napon na leci 2

mjereni izotopi analita

MicroMist (kvarc)

Scott (kvarc), hladena na 2°C

1 mm Sampling cone; 0,4 mm Skimmer cone
140Ce?*/140Ce*<2,2 % ; 140Ce'*0*/140Ce*<1,4 %

bez plina He H2
/ 4 mL/min 4,2 mL/min
ov 2V ov
-145V -160 V -160 V
27A| 23Na, 24Mg, 52CI’, 54|:e’
31p, 39K, 78Se
Ca, 5Cr,
®Mn, *%Fe,
59Cao, 60N,
63Cu,  ©8Zn,
75AS, SSSF,

114Cd, 208Pb

Za kontrolu to¢nosti i preciznosti metode ICP-MS, koriSteni su komercijalno dostupni

referentni materijali krvi Recipe ClinChek® Whole blood lyophilized Level I, II, lll i

Seronorm™ Trace element Whole Blood Level |, II) (Recipe Chemicals + Instruments

GmbH, Munchen, Njemacka) i seruma/ plazme (Recipe ClinChek® Serum Control

lyophilised Level I, Il, Plasma Control lyophilised Level I, Il i Seronorm™ Trace

Elements Serum Level |, Il,) (Recipe Chemicals + Instruments GmbH, Mlnchen,
Njemacka) te kosti (BRM-IAEA-H5 Animal Bone) (IAEA, Bec, Austrija). Svi referentni

materijali su rekonstituirani dodatkom ultraciste vode prema propisanom protokolu i

koriSteni su za potvrdu to€nosti i preciznosti metode. Uzorak referentnog materijala za

kost pripremljen je na isti nacin kao i bioloSki uzorci bedrene kosti.
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3.3 Statisticka obrada podataka

StatistiCke analize provedene su koriStenjem standardizirane metodologije, u ovisnosti
0 normalnosti raspodjele podataka. Analizom normalnosti raspodjele podataka,
utvrdeno je da su koncentracije pojedinacnih kemijskih elemenata po skupinama
normalno distribuirane, stoga se upotrijebila aritmetiCka sredina kao mjera centralne
tendencije i standardna devijacija kao mjera rasapa. U skladu s tim, primijenjen je
odgovarajuci parametrijski test, odnosno razlike u koncentracijama pojedinacnih
elemenata izmedu kontrolne i eksperimentalnih skupina analizirane su T-testom za
nezavisne uzorke. Za razinu statistiCke znacCajnosti zakljuCivanja u svim analizama
koristio se p<0,05. Statisticka analiza i vizualizacija provedena je koriStenjem
programskog paketa Statistica v 10.0 (StatSoft Inc, Tulsa, USA) i GraphPad Prism 9
(GraphPad Software, San Diego, CA, SAD).

3.4 Eticka pitanja

Protokol istraZivanja na Zivotinjama odobrilo je Eti€ko povjerenstvo Instituta za
medicinska istrazivanja i medicinu rada, Zagreb, Hrvatska (01-18/22-02-2/1 od
08.02.2022.). Svi postupci koji se izvode na zivotinjama odobreni su od strane Eti¢kog
povjerenstva Ministarstva poljopriviede i Sumarstva Republike Hrvatske
(UP/1322/01/22-01/25).

U predlozenom istrazivanju upotrijebljen je minimalan broj Zivotinja, istovremeno
dovoljan za vjerodostojnu statisti¢ku analizu (40 Zivotinja ukupno/10 u svakoj skupini),
sukladno Smjernicama Organizacije za ekonomsku suradnju i razvoj (engl.
Organisation for Economic Co-operation and Development/ OECD) o nacinu provedbe
studija kroni¢ne izlozenosti ispitivanom spoju (dostupno na:
https://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/oecdguidelinesforthetestingofchemicals.
htm, pristupljeno 19.02.2023.).

Uvjeti u kojima su Zivotinje boravile tijekom trajanja eksperimenta bili su u skladu s
primjenjivim smjernicama u radu s laboratorijskim Zzivotinjama [216]. Mikrookoli$

(temperatura zraka, osvjetljenje, relativna vlaznost zraka i buka) u kojem su zivotinje
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boravile tijekom eksperimenta bio je u skladu sa standardnim operativnim postupcima
pri radu u Jedinici za laboratorijske Zivotinje Instituta za medicinska istrazivanja i
medicinu rada u Zagrebu. Zivotni prostor Zivotinja tijekom eksperimenta obogaéen je
dodatnim sadrzajima, kako bi ih se potaknulo da iskazu Sto veci raspon svog
uobi€ajenog ,prirodnog“ ponasanja. Pritom, pazilo se da se navedenim intervencijama
ne ugrozi ocekivani ishod istrazivanja (koriStene su kartonske kucice, tuneli te drveni

blokovi za grickanje).

Intragastricna aplikacija ispitivanih pripravaka ne smatra se invazivnim postupkom, ali
podrazumijeva poznavanje odgovarajucih tehnika obuzdavanja Stakora, kako bi se
umanjio rizik perforacije jednjaka ili aplikacije pripravaka intratrahealno. Za sam
postupak aplikacije i umanjenje rizika nastanka opisanih nezeljenih posljedica, od
presudnog je znacaja iskustvo osobe koja postupak provodi, stoga je postupak
aplikacije provoden pod nadzorom osobe s dugogodisSnjim iskustvom (po struci
dr.med.vet.). Tretmani Zivotinja ispitivanim pripravcima tijekom istrazivanja bili su u
potpunosti bezbolni, zbog &ega se nisu koristile analgezija niti anestezija. Zivotinje su

anestezirane tek i jedino prije usmrcivanja.

Po zavrSetku eksperimenta, Zivotinje su usmrcene u dubokoj anesteziji, nakon Cega je

uzorkovan bioloSki materijal neophodan za daljnje kemijske analize.

Osigurano je neskodljivo uklanjanje leSina Zivotinja u skladu s Pravilnikom o
nusproizvodima zivotinjskog podrijetla, koji nisu za prehranu ljudi (NN 87/09), prema
ugovoru Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada, Ksaverska cesta 2, 10000
Zagreb i Veterinarske ambulante Dugo Selo d.o.0., Veterinarska ulica 3, 10370 Dugo
Selo.

Eksperiment nije predstavljao rizik za zdravlje drugih zivotinja, osoblja ili okolisa.
Osobe ukljuene u projekt obucene su za rad s ispitivanim pripravcima te su rizici po
osoblje, uz pravilnu uporabu osobnih zastitnih sredstava, svedeni na najmanju mogucu
mjeru. Spremiste hrane, opreme i otpada, kao i prostor za odlaganje leSina Zivotinja i
drugih Zivotinjskih nusproizvoda, osiguran je unutar Jedinice za laboratorijske zivotinje

u skladu s vazec¢im propisima.
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4. REZULTATI

4.1 FizioloSke znacajke eksperimentalnih zivotinja

Prije pocletka provedbe protokola suplementacije prehrane S$takora zeolitima,

Stakorima su uzeti bioloSki uzorci i izmjerene su vrijednosti razina makro- i mikro-

nutrijenata te teSkih metala, kao mjera njihovih fizioloskih koncentracija. Dobivene

vrijednosti su prikazane u tablici 3.

Tablica 3. FizioloSke vrijednosti razina makro- i mikro- nutrijenata te teSkih metala
odredene iz seruma i organa Stakora.

ORGAN Ca K Mg Na P Cu Fe Mn Se Zn
mgl/l mg/kg mgl/l mg/l mg/l ug/l mg/l g/l ug/l ug/l
Serum 105,69 167,75 ug/l | 23,86 | 3274,08 137,77 1660,9 8,02 2,55 382,24 1620,02
Mozak 185,89 4602,72 199 1270,21 | 3243,51 2888,26 19,68 444,85 | 121,54 | 1411251
Femur | 313003,38 2202,11 5747,96 | 7681,03 | 128332,22 | 877,26 62,28 570,47 | 108,55 | 215596,06
Jetra 39,43 4014,76 172,96 | 622,33 2666,46 5446,44 450,53 2855,95 | 1429,98 | 33970,6
Bubreg 88,51 2989,42 224,34 | 1689,43 | 2838,43 15719,06 99,54 977,9 | 1367,15 | 27243,05
ORGAN Al As Cd Co Pb Ni Sr
ug/l ug/l ug/l po/l ug/l ug/l ug/l
Serum 78 42,25 0,04 0,8 0,22 1,52 34,05
Mozak 247 55,27 0,1 4,31 1,6 10,07 72,65
Femur 952,41 151,66 0,74 215,72 17,74 537,25 49,5
Jetra 175,97 418,85 13,2 21,19 2,48 1,785 18,28
Bubreg 369,14 154,32 28,78 320,88 11,95 13,89 32,8

Koncentracije mjerenih elemenata u serumu izrazene su u mg/l ili ug/l, a koncentracije

mjerenih elemenata u organima izrazene su u mg/kg ili ug/kg.
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4.2 Makronutrijenti

Dugotrajna suplementacija prehrane Zenki Stakora aktiviranim oblicima klinoptilolita
TMAZ i PMA-zeolita te komercijalnim koloidnim silikatom Ludox AS-40, izazvala je
statisticki zna€ajne promjene mineralnog sastava makronutrijenata u njihovim tkivima

i organima (tablica 4.).

Tablica 4. Statisticki znaCajne razlike u koncentraciji makronutrijenata u tkivima i
organima Stakora Cija prehrana je suplementirana s TMAZ (T), PMA (P) i Ludox AS-
40 (L), u usporedbi s kontrolnom skupinom, koja je umjesto suplementacije dobivala
obi¢nu vodu. Statisti¢ki znacajno povisenje koncentracije u odnosu na kontrolnu
skupinu je oznaeno zelenom bojom, dok je smanjenje koncentracije oznaceno

crvenom bojom.

MAKRONUTRIJENTI

Ca

MOZAK
BUBREG
JETRA
SERUM
KRV
FEMUR
TANKO CR
DEBELO CR|

Opcenito, u uzorcima krvi nije uo€ena promjena koncentracije niti jednog analiziranog
makronutrijenta. U femuru, tankom crijevu i jetri doslo je do smanjenja koncentracije
pojedinih promatranih makronutrijenata, za razliku od seruma i debelog crijeva gdje je

primijeCen porast koncentracije makronutrijenata.
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4.2.1 Kalcij

Koncentracije kalcija su se promijenile u bubrezima, jetri, serumu, femuru i debelom
crijevu (slika 13.). Suplementacija prehrane TMAZ-om je prouzroCila smanjenje
koncentracije kalcija u femuru. PMA-zeolit je smanjio koncentracije kalcija u
bubrezima, dok ih je povec¢ao u serumu. Koloidni silikat Ludox AS-40 je inducirao

povecanje koncentracije kalcija u serumu i debelom crijevu, a smanjenje u jetri.

MOZAK BUBREG JETRA
ma/kg mg/kg ma/kg
300+ 100~ 50 -
40 - *
200 h
30 -
100 .
10+
.- 0- T T
K T P K T P L
TANKO CRIJEVO DEBELO CRIJEVO FEMUR
ma/kg ma/kg ma/kg
300+ 300~ 250000 -
200~ 200
100+ 100
0- 0-
K T P L K T P
SERUM
pa/l
150 -
* E3
’;‘ —
100
50 —
0

Slika 13. Koncentracije kalcija u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecne

suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
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koja je primala prirodni tribomehanicki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznacene statistiCki znac¢ajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statistiCke znacajnosti p< 0,05.
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4.2.2 Kalij

Koncentracije kalija promijenile su se u mozgu, jetri, serumu, femuru i debelom crijevu
(slika 14.), dok je u mozgu i debelom crijevu ta promjena (povecanje) koncentracije
bila

Suplementacija prehrane dvostruko aktiviranim klinoptilolitom PMA-zeolitom je

popratena istovremenim smanjenjem njegove koncentracije u jetri.

smanjila koncentraciju kalija u jetri i femuru. Ludox je takoder smanjio koncentraciju

kalija u jetri, ali ju je povecao u serumu i debelom crijevu.

MOZAK BUBREG JETRA
mg/kg ma/kg ma/kg
3000~ 5000 -
T l 4000 * * *
— =
2000+
3000 -
2000 -
1000~
1000
T T T T 0-
P L 1§ P L T P L
TANKO CRIJEVO DEBELO CRIJEVO FEMUR
ma/kg ma/kg ma/kg
4000 - o A + 1500+
3000 b l l I Py
1500 - 1000
2000
1000 +
500
1000 500 -
0- 0~ T 2 3 04 T T
K T P L 1§ P L T P L

SERUM

250+
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Slika 14. Koncentracije kalija u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecne
suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
koja je primala prirodni tribomehaniCki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznaCene statistiCki znaCajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statisticke znacajnosti p< 0,05.
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4.2.3 Magnezij

Koncentracije magnezija promijenile su se u mozgu, jetri, tankom i debelom crijevu
(slika 15.). PMA-zeolit je smanjio koncentraciju magnezija samo u tankom crijevu.
Jednako tako, Ludox je, pak, doveo do smanjenja koncentracije magnezija u tankom

crijevu, kao i u mozgu i u jetri.

MOZAK BUBREG JETRA
ma/kg ma/kg ma/kg
250~ 3 250 - 300~
3
200- = 200- P =
150~ 150 -
100 4 1004
100 -
50 50+
0- T T 0- T T 0~ T T
K T P L K T P L K T P L
TANKO CRIJEVO DEBELO CRIJEVO FEMUR
mag/kg mag/kg ma/kg
250 200 - * 4000 -
200 -
- = 150 3000 - g
150
100+ 2000 -
100
50 50 4 1000
0 0 0- T T
K T P L K T P L K i} L
SERUM
ma/l
30
o el
m-

10+

Slika 15. Koncentracije magnezija u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecCne
suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
koja je primala prirodni tribomehaniCki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -

73



klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznaCene statistiCki znaCajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statisticke znacajnosti p< 0,05.
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4.2.4 Natrij

Koncentracije natrija promijenile su se u mozgu i serumu (slika 16.). Suplementacija
prehrane TMAZ-om dovela je do poviSenja koncentracije natrija u serumu, dok su

PMA-zeolit i Ludox doveli do smanjenja koncentracije natrija u mozgu, uz istovremeno

povecanje njegove koncentracije u serumu.

MOZAK BUBREG
ma/kg mg/kg
1“' m -
* B
i e
1500
1000 =
1000
m-
500
0" T T °-‘ ]
K T P L K T P
TANKO CRIJEVO DEBELO CRIJEVO
ma/kg mg/kg

SERUM
ma/l
4000 -
* *
* ™
3000
2000 ~
1000 ~

o
L
-
-
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ma/kg
800 ~

FEMUR
ma/kg
— —
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Slika 16. Koncentracije natrija u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecne
suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
koja je primala prirodni tribomehaniCki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznaCene statistiCki znaCajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statisticke znacajnosti p< 0,05.
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4.2.5 Fosfor

Koncentracije fosfora promijenile su se u mozgu, jetri, serumu, tankom i debelom
crijevu (slika 17.). Suplementacija prehrane TMAZ-om dovela je do smanjenja
koncentracije fosfora u jetri, uz istovremeno povecanje njegove koncentracije u
debelom crijevu. PMA-zeolit je smanjio koncentraciju fosfora u jetri i tankom crijevu.
Istovjetne promjene izazvao je Ludox, koji je dodatno smanijio koncentraciju fosfora u

mozgu, a povecao je u serumu.

MOZAK BUBREG JETRA
ma/kg ma/ka mg/kg
5000 4000 4000 - " -
. b .
- ™ 3000 3000~
3000
2000 2000
2000 -
p— 1000 - 1000
s T T 0- 0- T T
K T P L K i’ P L K T P L
TANKO CRIJEVO DEBELO CRIJEVO FEMUR
ma/kg ma/kg ma/kg
3000~ 2000~ 100000 -
*
1500 - i
1000-
500
L) L
K T P L K T L
SERUM
mag/l
250
mj 2
by s
150
100
50+
sl

-~
—
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Slika 17. Koncentracije fosfora u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecCne
suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
koja je primala prirodni tribomehaniCki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznaCene statistiCki znaCajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statisticke znacajnosti p< 0,05.
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4.3 Mikronutrijenti

Dugotrajna suplementacija prehrane Zenki Stakora aktiviranim oblicima klinoptilolita
TMAZ i PMA-zeolita te komercijalnim koloidnim silikatom Ludox AS-40, izazvala je
statistiCki znaCajne promjene mineralnog sastava mikronutrijenata u njihovim tkivima i

organima (tablica 5.).

Tablica 5. StatistiCki znaCajne razlike u koncentraciji mikronutrijenata u tkivima i
organima Stakora Cija prehrana je suplementirana sa TMAZ (T), PMA (P) i Ludox AS-
40 (L), u usporedbi s kontrolnom skupinom, koja je umjesto suplementacije dobivala
obi¢nu vodu. Statisti¢ki znacajno povisenje koncentracije u odnosu na kontrolnu
skupinu je oznaeno zelenom bojom, dok je smanjenje koncentracije oznaceno

crvenom bojom.

MIKRONUTRIJENTI

MOZAK
BUBREG
JETRA
SERUM
KRV
FEMUR
TANKO CR
DEBELO CR|

Opcenito, u uzorcima krvi nije uo€ena promjena koncentracije niti jednog analiziranog
mikronutrijenta. U femuru i tankom crijevu doSlo je do smanjenja koncentracije
pojedinih promatranih mikronutrijenata, za razliku od seruma, debelog crijeva i mozga,

gdje je primije¢en porast koncentracije mikronutrijenata.
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4.3.1 Bakar

Koncentracije bakra promijenile su se u serumu, femuru i tankom crijevu (slika 18.).
Suplementacija prehrane TMAZ-om nije izazvala znacajne promjene, a PMA-zeolit i
Ludox povecali su koncentraciju bakra u serumu, uz istovremeno smanjenje

koncentracije bakra u femuru i tankom crijevu.

MOZAK BUBREG JETRA

ma/kg ma/kg ma/kg
5+ 30 8-

*
e i g 2
20~
34
2
10+
1 -
0- T 04
K T P L

K T P L

TANKO CRIJEVO DEBELO CRUJEVO FEMUR
ma/kg mg/kg ma/kag
2.5+ 2.5 0.8
2.0+ 2.0+

* *
1.5+ 1.5+
1.0 1.0
0.5+ 0.5
0- 0~
K =F p L

SERUM KRV
mg/l mg/|
2.5+ 3 2.0+
20- I -

-4
=

1.5+ 'J‘_
1.54
1.0+
1.04
0.5+ =
g 0- T T
K T P

Slika 18. Koncentracije bakra u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecne

suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
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koja je primala prirodni tribomehanicki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznacene statistiCki znac¢ajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statistiCke znacajnosti p< 0,05.
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4.3.2 Zeljezo

Koncentracije Zeljeza promijenile su se u mozgu, serumu i tankom crijevu (slika 19.).

Suplementacija prehrane TMAZ-om izazvala je povecanje koncentracije zZeljeza u

mozgu, uz smanjenje u tankom crijevu, a PMA-zeolit i Ludox povecali su koncentraciju

Zeljeza u serumu.

ma/kg
30—

10+

ma/kg
40

10+

ma/l
8-

6+

0+

MOZAK

TANKO CRIJEVO

ma/kg
200-

150+

100+

mg/kg
40 -

K

BUBREG

T P L

DEBELO CRUEVO

L1

ma/kg

pafkg
150+

100+

50 -

04

JETRA

FEMUR

Slika 19. Koncentracije Zeljeza u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecne

suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
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koja je primala prirodni tribomehanicki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznacene statistiCki znac¢ajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statistiCke znac¢ajnosti p< 0,05.
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4.3.3 Mangan

Koncentracije mangana promijenile su se u mozgu i jetri (slika 20.). Suplementacija
prehrane TMAZ-om izazvala je poveCanje koncentracije mangana u mozgu i jetri.

PMA-zeolit i Ludox nisu izazvali nikakve promjene.

MOZAK BUBREG JETRA
parkg ug/kg ug/kg
800 1500 4000
*
*
ol ~ . 3000~ o i -4
400+ 2000
500
200 1000 -
0~ T T 0- 0- T T
K T P L K T P L K T P L
TANKO CRIJEVO DEBELO CRIJEVO FEMUR
palkg ug/kg ua/kg
2500 - 3000 500 -
2000 - 400 -
1500 300 -
1000 200 ~
1000 -
500 - 100
0 0- 0- T T
K T P L K T P L K T P L
SERUM KRV
pa/l pa/l
4~ 8-
3+ l ; 6 l
24 4
1+ 2
0- T T 0~ T T
K i P L K T P L

Slika 20. Koncentracije mangana u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecCne

suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
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koja je primala prirodni tribomehanicki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznacene statistiCki znac¢ajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statistiCke znacajnosti p< 0,05.
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4.3.4 Selenij

Koncentracije selenija promijenile su se u bubrezima, jetri, serumu i tankom crijevu
(slika 21.). Suplementacija prehrane TMAZ-om izazvala je smanjenje koncentracije
selenija u bubrezima. PMA-zeolit je smanjio razinu selenija u bubrezima i tankom
crijevu, a povecao ju je u serumu. Ludox je smanjio koncentraciju selenija u jetri i

tankom crijevu, a povecao ju je u serumu.

MOZAK BUBREG JETRA
uokg uo/kg po/kg
200 - 2000 2000
I -
150 4 p—— e . l 1500 + ;
100+ 1000
50 ~ 500
0- T T T T 0- T T
K T P L K T P L K T P L
TANKO CRUEVO DEBELO CRIJEVO FEMUR
uo/kg Hg/kg
300 4 250 - 15‘?-#0
. 200 <4
= 18
150+
1004
50 -
y 0- T T
L K T P L
SERUM KRV
pa/l poll
500 - " 500 ~
400 - = s 400 - = s =
300 ~ 300 ~
200+ 200 4
100+ 100 4
0- T T 0- T T
K T p L K T P L
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Slika 21. Koncentracije selenija u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecne
suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
koja je primala prirodni tribomehaniCki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznaCene statistiCki znaCajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statisticke znacajnosti p< 0,05.
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4.3.5 Cink

Koncentracije cinka promijenile su se u mozgu, serumu, tankom i debelom crijevu
(slika 22.). Suplementacija prehrane TMAZ-om izazvala je povecanje koncentracije
cinka u mozgu i debelom crijevu. PMA-zeolit nije izazvao nikakve promjene u
koncentraciji cinka, a Ludox je povec¢ao koncentraciju cinka u serumu, uz njezino

istovremeno smanjenje u tankom crijevu.

MOZAK BUBREG JETRA
ma’kg ma/kg ma/kg

20~ 40 - 50

*
15+ = B m 30+ 8- FI =
30 4
10+ 20+
20

5 10- -

8- T T 0- 0- T T
K T P K T P L K: T P L
TANKO CRIJEVO DEBELO CRUJEVO FEMUR

ma/kg mar/kg ma/kg

25+ 30 a 250

20 o i T i 200+ -

15+ I 150+

10~ 100+

10+

5 50+

o-‘ L) L A ] L) o- v
K T L K T P L K T L

SERUM KRV
ma/l ma/l

2.0+ 8-
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Slika 22. Koncentracije cinka u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecne
suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
koja je primala prirodni tribomehaniCki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznaCene statistiCki znaCajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statisticke znacajnosti p< 0,05.
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4.4 Teski metali

Dugotrajna suplementacija prehrane Zenki Stakora aktiviranim oblicima klinoptilolita
TMAZ i PMA-zeolita te komercijalnim koloidnim silikatom Ludox AS-40, izazvala je
statistiCki znaCajne promjene mineralnog sastava teSkih metala u njihovim tkivima i

organima (tablica 6.).

Tablica 6. StatistiCki znacajne razlike u koncentraciji teSkih metala u tkivima i organima
Stakora Cija prehrana je suplementirana sa TMAZ (T), PMA (P) i Ludox AS-40 (L), u
usporedbi s kontrolnom skupinom, koja je umjesto suplementacije dobivala obi¢nu
vodu. Statisti¢ki zna¢ajno povisenje koncentracije u odnosu na kontrolnu skupinu je

oznaceno zelenom bojom, dok je smanjenje koncentracije ozna¢eno crvenom bojom.

TE SKIME TALI
Al As cd Ca
T m L T P L T P L T P L
MOZAK

KRV
FEMUR
TANKO CRIEVD H
DEBELO CRUEVD
Ni Phb Sr
T p L T p L T p L
MOZAK

TANKO CRIJEVD

DEBELO CRUEVD [+ ]

Opcenito, vecina znacajnih promjena u koncentracijama teskih metala uo€ena je u
serumu, dok u mozgu nije bilo zna&ajnijih promjena. U bubregu, femuru te tankom i

debelom crijevu uo€eno je vec¢inom smanjenje koncentracija analiziranih teSkih metala.
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4.4.1 Aluminij

Koncentracije aluminija promijenile su se u bubregu, serumu i femuru (slika 23.).
Suplementacija prehrane TMAZ-om smanijila je koncentraciju aluminija u bubregu i
serumu. Oba aktivirana oblika klinoptilolita i Ludox su pokazali slican ucinak na
koncentracijski profil aluminija, na nacin da su zeoliti povisili koncentraciju aluminija u
serumu uz istovremeno smanjenje njegovih razina u uzorcima femura, a Ludox je

takoder smanijio koncentraciju aluminija u bubregu.

parkg ug/kg ug/kg
200 4 MOZAK 400+ BUBREG 300+ JETRA
150 4 -I. l. 300 4
. 200 4
*
100 200 4
100 <
50 4 100
0 -l 0 0-
K T P i K T P L K T P L
ma/kg ma/kg ma/kg
4 - 4« 20+
TANKO CRIJEVO DEBELO CRIJEVO FEMUR
34 34
2+ 24
14 14
0 04
K T P L K i P
pa/l pa/l
50+ SERUM 30- KRV
* *
404
304 204
20 T
104
10+
0 0 -
K T P L K T P L

Slika 23. Koncentracije aluminija u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecne

suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
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koja je primala prirodni tribomehanicki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznacene statistiCki znac¢ajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statistiCke znacajnosti p< 0,05.
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4.4.2 Arsen

Koncentracije arsena promijenile su se u tankom crijevu i serumu (slika 24.).
Suplementacija prehrane TMAZ-om izazvala je smanjenje koncentracija arsena u
tankom crijevu, dok su PMA-zeolit i Ludox povisili koncentracije arsena u serumul.

ualkg ugkg ua/kg
200 = MOZAK 800 = BUBREG 1000 - JETRA
150 4 600 - o l
600 -
100 4 400 4
400 4
50 - 200 4 2004
0 - T T 0 - 1 A 0 5 L} Ll
K T P K T P L K T P
ua’kg pa/kg pa/ka
150 TANKO CRIJEVO 150 A DEBELO CRIJEVO 400 - FEMUR
* l 3004
100 < 100 <
200 4
504 50 4
100 4
0 T : 4 0+~ T T 0 T T
K T P L K T P L K T P L
ua/l ma/l
60y SERUM 0% KRV
*
60+ 2
40 4
204
0~ T

Slika 24. Koncentracije arsena u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecCne
suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
koja je primala prirodni tribomehanicki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
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eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznaCene statistiCki znaCajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statistiCke znacajnosti p< 0,05.
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4.4.3 Kadmij

Opéenito gledajuci, koncentracije kadmija u ovom istrazivanju su doZivjele samo manje

statisticki znaCajne promijene u organima i tkivima Stakora (slika 25.). Suplementacija

prehrane PMA-zeolitom je smanjila koncentraciju kadmija u tankom crijevu i serumu.

Halkg
0.15 +

0.10

0.054

Ha/kg
25+

20 4

15 -

Ha
0.08 =
0.06+
0.04 -

0.024

MOZAK
T P L
TANKO CRIJEVO

ug/kg
50 +

40 -
30 1
204
10 4

BUBREG

&t

K T

Ha/kg

44

DEBELO CRIJEVO

-
-

pa/l

0.20

0.15 4

0.10 4

0.05 -

0

uag/kg
259 JETRA

204 l l
154
10+

5+

0~ T T

Ha/kg
1.5+

FEMUR

Slika 25. Koncentracije kadmija u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecne

suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina

koja je primala prirodni tribomehanicki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -

eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
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klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznaCene statistiCki znaCajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statisticke znacajnosti p< 0,05.
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4.4.4 Kobalt

Koncentracije kobalta u ovom istrazivanju nisu doZivjele statistiCki znacajne promijene

u organima i tkivima Stakora (slika 26.).

pa/kg po/kg nakg
B MOZAK 250 - BUBREG 20- JETRA
4+ 5 i 200 < -T-. 154 _T_
2 150 4
3 10 4
2 100 4
1+ 50 4 &
0 T T 0 - T T 0~ | Gamoe: o
K T P L K T P L K T P L
pakg pa'kg pa/kg
15 - TANKO CRIJEVO 20 DEBELO CRUEVO 150 + FEMUR
15 4 —
10 4 100 =
10 4
p 50 4
5 By
0 2 0 0+ T T
K T P L K T P L K T p L
po/l po/l
NES SERUM e KRV
0.6+ -I- l
l 0.4+
044
0.24
0.2+
0~ T T 0- T T
K T P L K T P L

Slika 26. Koncentracije kobalta u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecne
suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
koja je primala prirodni tribomehanicki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -

eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
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klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznaCene statistiCki znaCajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statisticke znacajnosti p< 0,05.
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4.4.5 Nikal

Medu analiziranim teSkim metalima, nikal je jedini pokazao povisene koncentracije u
uzorcima femura, $to je uo€eno u sve tri pokusne skupine (slika 27.). Suplementacija
prehrane PMA-zeolitom je smanjila koncentracije nikla u bubregu i krvi, a povisila
njegovu koncentraciju u serumu. SniZzenje koncentracije nikla u krvi, a poviSenje u

serumu, takoder je vidljivo i nakon suplementacije prehrane Ludoxom.

parka ug/kg ug/kg
154 MOZAK 304 BUBREG 8- JETRA
10 - 20 — 6 "
x 4 -
5 10 4
2+
0- 0- 0-
K T 2] L K i | P L K T P L
ua’kg pa/kg pa/ka
s0q  TANKO CRIEVO 804 DEBELO CRIUEVO 80+ FEMUR

60+

40+

209

3|:gfl ua/l
SERUM 49 KRV
x
2 i l 39
x
2d
1
1-1
0~ T T 0+
K T P i K T P L
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Slika 27. Koncentracije nikla u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecne
suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
koja je primala prirodni tribomehaniCki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznaCene statistiCki znaCajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statisticke znacajnosti p< 0,05.
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4.4.6 Olovo

Koncentracije olova promijenile su se u bubregu, jetri, debelom crijevu i krvi, nakon
suplementacije prehrane zeolitima i Ludoxom (slika 28.). Suplementacija prehrane
TMAZ-om smanijila je koncentraciju olova u krvi, dok je PMA-zeolit povisio njegovu
koncentraciju u bubregu i jetri, uz istovremeno smanjenje koncentracije u debelom

crijevu. Ludox je izazvao smanjenje koncentracije olova u uzorcima femura.

Hoka  yozaK Hokg BUBREG uakg JETRA
0.5+ 10 4 20~
s *
044 154
0.34
104
0.24
0.1+ 0.54
0 - 0
K T P L K 17T P L
uarkg uarkg ualkg
10 TANKO CRUEVO 15«  DEBELO CRUEVO 40+ FEMUR
8~

020 SERUM 1 KRV

0.154

0.10 <

0.05 4

0&

Slika 28. Koncentracije olova u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecCne

suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina

koja je primala prirodni tribomehaniCki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
101



eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznaCene statistiCki znaCajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statistiCke znacajnosti p< 0,05.
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4.4.7 Stroncij

Koncentracije stroncija promijenile su se u debelom crijevu, serumu i krvi (slika 29.).
Suplementacija prehrane TMAZ-om izazvala je poviSenje koncentracije stroncija u krvi
i serumu. PoviSenje koncentracije stroncija u krvi vidljivo je i u preostale dvije

eksperimentalne skupine, dok je Ludox smanjio koncentraciju stroncija u debelom

crijevu i krvi.
Harkg ug/kg ug/kg
80~ MOZAK 50} BUBREG i JETRA
60 o 40 4 20+ l
304 154
40 «
20 4 10 <
20 4 10 '1 5
0 0~ 0+ T T
K T P L K T P L K T P L
ug/kg pa’kg ma/kg
500  TANKO CRIEVO 500« DEBELO CRUEVO 60 FEMUR
400 4004 - L
3004 300 - 404
200+ 2004
20 —
100 4 100 4
0 - 0 - 0 ” T L
K T P L K T P L K T P
pa/l Ha/l
50 SERUM 25+
40 T 204
o £ - 1
304 154
20+ 10 =
104 54
0~ T T 0- T
K T P L K T P L

Slika 29. Koncentracije stroncija u organima i tkivima Stakora nakon tromjesecCne

suplementacije prehrane zeolitima. K - kontrolna skupina; T - eksperimentalna skupina
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koja je primala prirodni tribomehanicki aktivirani zeolit -klinoptilolit (TMAZ); P -
eksperimentalna skupina koja je primala dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit -
klinoptilolit (PMA-zeolit); L - eksperimentalna skupina koja je primala koloidni silikat
Ludox AS-40. Zvjezdicom (*) su oznacene statistiCki znac¢ajne razlike u usporedbi

ispitivanih skupina s kontrolnom, uz razinu statistiCke znacajnosti p< 0,05.
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5. RASPRAVA

Zeoliti se sve cCeSce smatraju ucinkovitim sredstvom u tretiranju toksikoloSkog
optere¢enja metalnim polutantima. Zbog svojih unikatnih fizikalno-kemijskih
karakteristika, medu kojima su svakako najznacajnija ionska izmjena i adsorpcijska
svojstva, zeoliti posjeduju izvanredno moc¢nu sposobnost dekontaminacije i smanjenja
metalnog preopterecenja kako za industrijske svrhe, tako i za detoksikaciju Zivih

organizama.

Prvo koriStenje zeolita klinoptilolita za dekontaminaciju bilo je prije vise od trideset
godina [217,218]. Od tada, ovaj prirodni zeolit je pokazao jak afinitet za mnoge metalne
polutante u brojnim studijama [9,217,218,219], te je ekstenzivno koriSten za eliminaciju
Al, Pb, Cd, Sr, Co, Ni, Mg i Cr iz opterecenih sustava.

Osim u industrijske svrhe, klinoptilolit se sve viSe koristi i u veterinarskoj i ljudskoj
medicini, gdje se pokazao kao siguran, inertan i otporan na metabolizam [19]. Nadalje,
dokumentirani su brojni medicinski korisni in vivo ucinci klinoptilolita, kao $to su:
antioksidativno, hemostati¢ko, antidijaroicko, imunomoduliraju¢e i detoksikacijsko

djelovanje [220].

U nekoliko klini¢kih studija se pokazalo da aktivirani klinoptilolit PMA-zeolit ne otpusta
metale izravno u krvotok, vec¢ da su uocene fluktuacije razina metala u krvi posljedica
detoksikacijskog procesa i oslobadanja iz raznih tjelesnih odjeljaka [221]. Jedan od
najvaznijih mehanizama, koji potiCu ove bioloSke ucinke, je povlatenje metalnih iona

u kristalnu reSetku zeolita.

Paveli¢ i sur., u svom radu iz 2018. godine, takoder ukazuju da u Stakora i drugih
sisavaca dugotrajna suplementacija prehrane klinoptiloltom ne povecava
koncentracije njegovih sastavnih elemenata (kao $to su primjerice aluminij i olovo) u
krvi, kao Sto niti ne iscrpljuje esencijalne elektrolite ili elemente u tragovima, fizioloski
prisutne i potrebne u organizmu [222]. Umjesto toga, djelovanje se manifestira

postupnim uklanjanjem toksi¢nih tvari kroz probavni trakt, ponekad praéeno
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privriemenim poviSenjima razine koncentracija u krvi, koja odraZzavaju njihovu sustavnu
redistribuciju izmedu tjelesnih odjeljaka, prije izluCivanja. Ovaj dinamicki proces
odgovara kinetiCkom obrascu zapazenom u naSem istrazivanju, i zakljucku da se takve
privremeno poviSene koncentracije metala u krvi ne smiju pogreSno protumaditi kao

toksi¢nost, ve¢ upravo kao biomarkeri uspjesne detoksikacije.

Istovremeno, nasi rezultati ukazuju da, dugotrajna suplementacija prehrane Stakora
klinoptilolitom, ne utje€e negativno na koncentracije vaznih makro- i mikro- nutrijenata,
kao $to su magnezij, mangan, kalcij, kalij, natrij, cink, Zeljezo, bakar, selen i fosfor, u
organizmu Stakora. Ovo nase opaZanje sukladno je rezultatima drugih autora, koji u
svojim istrazivanjima nisu zabiljezili smanjenje ili poremecaj razina koncentracija ovih
esencijalnih elemenata uslijed primjene klinoptilolita, $to potvrduje njegovu sigurnost u

kontekstu minerala vaznih za metabolizam i homeostazu.

Paveli¢ i sur., u svom prethodno spomenutom radu iz 2018. godine, u odnosu na
sigurnost klinoptilolita, istiCu kako taj mineral €ak moze posredno doprinijeti
poboljSanju antioksidativnih mehanizama u organizmu, djelomi¢no putem otpustanja
fizioloSki relevantnih kationa, poput kalcija, mangana, cinka i magnezija, tijekom

izmjene iona, bez ometanja regulacije ovih elemenata [222].

Sliéno nasim rezultatima, Kraljevi¢ Paveli¢ i sur. u svojoj studiji iz 2022. godine, navode
da se kod dugotrajnih klini¢kih ispitivanja u ljudi nije zabiljezio zna¢ajan poremecaj u
ravnoteZi makro i mikroelemenata, a promjene koje su primijecene za Na i Ca pripisuju

se procesima remodeliranja kostiju, a ne toksi¢nom djelovanju zeolita [221].

Papaioannoua i sur. su, u svojoj studiji iz 2002. godine, takoder pokazali da se
koncentracije elemenata, poput kalija, natrija, kalcija, Zeljeza, cinka i bakra, nisu
negativno mijenjale kod zivotinja, Cija prehrana je bila suplementirana klinoptilolitom,
Sto dodatno potvrduje njegovu sigurnost za esencijalne minerale i vitamine u prehrani
[223].

Nadalje, vazno je istaknuti i da zeolitna struktura klinoptilolita neutralizira slobodne
radikale, na nacin da ih zarobi unutar svoje kompleksne strukture, sto dovodi do

njihove bioloSke inaktivacije [220]. Ovo je vazno posebice zbog Cinjenice da
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mehanizam toksi¢nog djelovanja metala ovisi 0 masivnoj indukciji slobodnih radikala i

pokretanju oksidativnog stresa.

U modelima oksidativhog stresa ili ozljede organa, a ne samo toksi¢ne izloZenosti
metalima, klinoptilolit takoder pokazuje zastitne i detoksikacijske u€inke. Saribeyoglu i
sur., u svojoj studiji iz 2011. godine, istrazivali su Stakore nakon djelomi¢ne
hepatektomije, modela jakog oksidativhog stresa, te su ustanovili da su Zivotinje
hranjene klinoptilolitom imale znacajno nizu razinu malondialdehida (marker lipidne
peroksidacije) i povecanu aktivnhost antioksidativnih enzima (poput superoksid
dismutaze i glutation peroksidaze). Takvi su nalazi ukazivali na to da, osim izravnog

vezanja metala, klinoptilolit moZe neizravno modulirati oksidativnu ravnotezu [33].

Zeolit je prirodni klinoptilolit i u svojoj strukturi sadrzi mnostvo elemenata, uklju€ujuci i
metale, stoga je izuzetno vazna stroga kontrola njihovog sastava prije bilo kakve in

vivo aplikacije [9].

Rezultati naseg istrazivanja, vezano uz koncentracije aluminija, su u skladu prethodno
uoCene sposobnosti PMA-zeolita da eliminira aluminij iz tijela [24]. Razina
koncentracije ovog elementa u femuru zenki Stakora, €ija prehrana je suplementirana
PMA-zeolitom, se statistiCki znacajno smanijila. Istovremeno je doSlo do statisticki
znacajnog poviSenja razine koncentracije aluminija u serumu, vjerojatno kao posljedica
remodeliranja kosti. Istovjetan ucinak je uo€en u pilot studiji na pacijentima oboljelim

od sindroma iritabilnog crijeva [224].

Proces remodeliranja kosti nakon tretmana PMA-zeolitom je veé opisan in vivo, a
dijelom je uzrokovan otpustanjem silikonskih vrsta iz klinoptilolitnog materijala u krv
[225]. Navedeno je u skladu s nasim rezultatima na Zenkama Stakora tretiranima

Ludox-om.

U studiji iz 2023., Celikbas i sur. pokazali su da lokalna primjena prirodnog klinoptilolita
poboljSava cijeljenje kostiju kod Stakora, ubrzavajuci fazu stvaranja kostiju i potiuci
rano osteogenic¢nu aktivnost. lako nije izravno mjereno vezanje metala, autori
pretpostavljaju da bi detoksikacija lokalnog okruzenja i oslobadanje biogenog silicija i
stroncija mogli doprinijeti remodeliranju kosti. Sto je u skladu s nasim opazanjima, gdje
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je mobilizacija Pb i Al iz bedrene kosti i smanjenje metalnog opterecenja u kostima
povezano sa stimulacijom obnove kostiju, Sto sugerira da kontrolirana primjena
klinoptilolita moze pozitivno utjecati na kvalitetu kosti spojem detoksikacije i modulacije

minerala [226].

Prema literaturnim navodima, temeljem aktivacije procesa remodeliranja kosti i jakog
afiniteta klinoptilolita spram olova, mozemo pretpostaviti da je detoksikacija ovog
metala iz kosti potaknuta suplementacijom prehrane Zenki Stakora PMA-zeolitom. Ovaj

je proces obi¢no jako spor i moze trajati godinama [227].

U naSem istrazivanju smo takoder uocili poviSene razine koncentracija olova u bubregu
i jetri, kod zenki Stakora, Cija prehrana je suplementirana TMAZ zeolitom, no ove
promjene nisu bile statistiCki znacajne. Ovo poviSenje razine koncentracija olova je bilo
oCekivano, i to stoga Sto bubreg i jetra predstavljaju dva klju¢na detoksikacijska puta
za olovo. U debelom crijevu je razina koncentracije olova bila zna¢ajno smanjena kod
Zenki Stakora, Cija prehrana je suplementirana PMA-zeolitom. Sli¢an, no slabiji u€inak,
uocen je kod zenki Stakora, €ija prehrana je suplementirana TMAZ zeolitom, §to je vrlo
vjerojatno uzrokovano manjom veli€inom Cestica i ve¢om aktivnom povrSinom PMA-
zeolita [3]. Vazno je pri tome istaknuti i €injenicu da su Stakori koprofazi [228] te da,
temeljem te spoznaje, serumsko olovo u nasoj studiji moze dijelom potjecati, kako iz
koStanih depozita, tako i iz probavlenog fecesa. Ovo posebice stoga Sto
suplementacija prehrane klinoptilolitom smanjuje crijevnu apsorpciju i koncentraciju
olova u tkivima, buduci da zeolit djeluje prvenstveno u probavnom traktu, vezuéi teSke

metale prije njihove ponovne apsorpcije i poti€uci njihovu izlu€ivanje stolicom.

Nadalje, PMA-zeolit statistiCki je zna€ajno smanjio razinu koncentracija kadmija u
serumu i tankom crijevu, kao i razinu koncentracije nikla u bubregu. Valja primijetiti da
je Cinjenica da je PMA-zeolit povisio razine koncentracija nikla u femuru, no to

povisenje nije premasilo oCekivane fizioloSke razine kod zenki Stakora [229].

U kontekstu prethodno spomenutog procesa remodeliranja kosti koji se dogada kod
Zivotinja i ljudi Cija je prehrana suplementirana klinoptilolitom [41], navedeni uCinak
mozda korelira s anabolickim u€inkom zeolita na kostano tkivo, kao Sto je to slucaj kod
cinka i kobalta [230].
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Razine koncentracija arsena u femuru su smanjene samo u Zzenki Stakora, Cija
prehrana je suplementirana TMAZ zeolitom. lzgleda da brzina uocenih ucinaka
eliminacije metala iz tjelesnih odjeljaka korelira s fizikalno-kemijskim karakteristikama
materijala. U klini¢koj studiji za bolest Morbus Crohn je prethodno pokazano da PMA-
zeolit znacCajno smanjuje razinu koncentracije arsena kod ljudi, nakon 12-tjednog
koriStenja [221].

Razine koncentracija stroncija su se povisile u serumu Zzivotinja Cija prehrana je
suplementirana obama aktiviranim oblicima klinoptilolita i Ludox-OM. Ovo moze
ukazivati na povezanost pojaCanog unosa stroncija sa silicijiem u crijevima, uslijed
oslobadanja otopljenih silikatnih vrsta iz spomenutih zeolita. Nedavno je uo¢eno da se
stroncij i silicij sinergistiC¢ki oslobadaju iz biokeramickih hidrogelova, pri E¢emu dolazi do
stimulacije stani¢ne proliferacije i osteogene diferencijacije [231,232]. Svakako da su

potrebna daljnja in vivo istraZivanja ovog fenomena.
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6. ZAKLJUCCI

. TromjeseCna oralna primjena visoke koncentracije PMA zeolita utjeCe na sastav
mineralnih makro- i mikro- nutrijenata (Mg, Mn, Ca, K, Na, Zn, Fe, Cu, SeiP) u
organima i tkivima (krvi, serumu, mozgu, bubregu, jetri, femuru, tankom i

debelom crijevu) Stakora.

. TromjeseCna oralna primjena visoke koncentracije PMA zeolita utjeCe na
koncentracijski profil teSkih metala (Pb, Al, Sr, Cd, Co, Ni, As) u organima i
tkivima (krvi, serumu, mozgu, bubregu, jetri, femuru, tankom i debelom crijevu)

Stakora.

. Dugotrajna suplementacija prehrane zenki Stakora velikim dozama PMA-zeolita

nema negativni utjecaj na njihov sastav mikro- i makro- nutrijenata.

. Dugotrajna suplementacija prehrane zenki Stakora velikim dozama PMA-zeolita

potiCe detoksikaciju, ¢iS¢enjem teskih metala iz organizma Zenki Stakora.
. Zamije¢eno je smanjenje koncentracije teSkih metala u bubrezima, femuru,

tankom i debelom crijevu, istovremeno s povec¢anjem njihove koncentracije u

serumu, Sto je indikativno za proces detoksikacije.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Dnevnik rada.

1. tiedan (10. tjedan zZivota Stakora)

Oznaka Masa jedinke (g) | Konzistencija Boja stolice
stolice

NEG 01 217.04 Normalna Smeda

NEG 02 215.50 Normalna Smeda

NEG 03 214.04 Normalna Smeda

NEG 04 213.29 Normalna Smeda

NEG 05 211.71 Normalna Smeda

NEG 06 212.64 Normalna Smeda

NEG 07 211.89 Normalna Smeda

NEG 08 217.80 Normalna Smeda

NEG 09 217.76 Normalna Smeda

NEG 10 212.16 Normalna Smeda

TMAZ 01 216.50 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija
dana)

TMAZ 02 213.07 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija
dana)

TMAZ 03 213.58 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija
dana)

TMAZ 04 218.25 MekSa (zadnja Smedal svjetlija
dana)

TMAZ 05 209.07 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija
dana)

TMAZ 06 207.32 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija
dana)

TMAZ 07 206.46 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija

dana)
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TMAZ 08 217.03 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija
dana)

TMAZ 09 216.33 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija
dana)

TMAZ 10 217.52 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija
dana)

PMA 01 218.93 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija
dana)

PMA 02 216.60 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija
dana)

PMA 03 212.20 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija
dana)

PMA 04 216.35 MekSa (zadnja Smeda/svjetlija
dana)

PMA 05 207.73 MekSa (zadnja Smedal/ svjetlija
dana)

PMA 06 214.52 MekSa (zadnja Smedal svjetlija
dana)

PMA 07 208.05 MekSa (zadnja Smedal svjetlija
dana)

PMA 08 218.49 MekSa (zadnja Smedal svjetlija
dana)

PMA 09 212.98 MekSa (zadnja Smedal/ svjetlija
dana)

PMA 10 211.59 MekSa (zadnja Smedal svjetlija
dana)

LUDOX 01 209.63 Normalna Smeda

LUDOX 02 216.27 Normalna Smeda

LUDOX 03 212.13 Normalna Smeda

LUDOX 04 213.59 Normalna Smeda

LUDOX 05 206.44 Normalna Smeda

LUDOX 06 214.23 Normalna Smeda

LUDOX 07 214.16 Normalna Smeda
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LUDOX 08 214.22 Normalna Smeda
LUDOX 09 218.48 Normalna Smeda
LUDOX 10 215.07 Normalna Smeda

Napomene: jedinke su vagane prvog dana u tjednu. Privikavanje na intragastriCnu
sondu zapocinje nekoliko dana (2-3) prije poCetka izlaganja Zivotinja ispitivanim
spojevima. Zivotinja se pravilno uhvati i sonda se polako uvodi u Zeludac dva-tri puta

dnevno. Nakon nekoliko dana, administracija pripravaka prolazi bez ikakvog stresa.
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2. tjiedan (11. tjedan zivota Stakora)

Oznaka Masa jedinke (g) | Konzistencija Boja stolice
stolice
NEG 01 217.82 Normalna Smeda
NEG 02 216.28 Normalna Smeda
NEG 03 214.82 Normalna Smeda
NEG 04 214.07 Normalna Smeda
NEG 05 212.48 Normalna Smeda
NEG 06 213.41 Normalna Smeda
NEG 07 212.66 Normalna Smeda
NEG 08 218.58 Normalna Smeda
NEG 09 218.54 Normalna Smeda
NEG 10 212.93 Normalna Smeda
TMAZ 01 217.29 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
TMAZ 02 213.86 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
TMAZ 03 214.37 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
TMAZ 04 219.03 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
TMAZ 05 209.85 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
TMAZ 06 208.09 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
TMAZ 07 207.22 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
TMAZ 08 217.80 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
TMAZ 09 217.12 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
TMAZ 10 218.29 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
PMA 01 219.71 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
PMA 02 217.38 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
PMA 03 212.98 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
PMA 04 217.13 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
PMA 05 208.51 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
PMA 06 215.29 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
PMA 07 208.82 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
PMA 08 219.26 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
PMA 09 213.75 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
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PMA 10 212.36 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
LUDOX 01 210.41 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
LUDOX 02 217.05 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
LUDOX 03 212.91 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
LUDOX 04 214.37 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
LUDOX 05 207.22 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
LUDOX 06 215.00 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
LUDOX 07 214.93 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
LUDOX 08 214.99 MeksSa (prvi dan) Svjetlija
LUDOX 09 219.25 MekSa (prvi dan) Svjetlija
LUDOX 10 215.84 MeksSa (prvi dan) Svjetlija

Napomena: jedinke su vagane prvog dana u tjednu.
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3. tiedan (12. tjedan zivota Stakora)

Oznaka Masa jedinke (g) | Konzistencija Boja stolice
stolice
NEG 01 219.11 Normalna Smeda
NEG 02 217.55 Normalna Smeda
NEG 03 216.11 Normalna Smeda
NEG 04 215.19 Normalna Smeda
NEG 05 213.64 Normalna Smeda
NEG 06 214.72 Normalna Smeda
NEG 07 213.85 Normalna Smeda
NEG 08 220.21 Normalna Smeda
NEG 09 220.15 Normalna Smeda
NEG 10 214.72 Normalna Smeda
TMAZ 01 218.87 Normalna Svjetlija
TMAZ 02 215.46 Normalna Svjetlija
TMAZ 03 215.88 Normalna Svjetlija
TMAZ 04 220.02 Normalna Svjetlija
TMAZ 05 211.23 Normalna Svjetlija
TMAZ 06 209.53 Normalna Svjetlija
TMAZ 07 208.68 Normalna Svjetlija
TMAZ 08 219.52 Normalna Svjetlija
TMAZ 09 218.64 Normalna Svjetlija
TMAZ 10 219.81 Normalna Svjetlija
PMA 01 220.93 Normalna Svjetlija
PMA 02 219.56 Normalna Svjetlija
PMA 03 215.16 Normalna Svjetlija
PMA 04 219.12 Normalna Svjetlija
PMA 05 210.10 Normalna Svjetlija
PMA 06 217.02 Normalna Svjetlija
PMA 07 210.04 Normalna Svjetlija
PMA 08 221.14 Normalna Svjetlija
PMA 09 215.04 Normalna Svjetlija
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PMA 10 213.38 Normalna Svjetlija
LUDOX 01 211.19 Normalna Svjetlija
LUDOX 02 217.83 Normalna Svjetlija
LUDOX 03 213.69 Normalna Svjetlija
LUDOX 04 215.15 Normalna Svjetlija
LUDOX 05 207.99 Normalna Svjetlija
LUDOX 06 215.77 Normalna Svjetlija
LUDOX 07 215.71 Normalna Svjetlija
LUDOX 08 215.77 Normalna Svjetlija
LUDOX 09 220.03 Normalna Svjetlija
LUDOX 10 216.61 Normalna Svjetlija

Napomena: jedinke su vagane prvog dana u tjednu.
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4. tjedan (13. tjedan zivota Stakora)

Oznaka Masa jedinke (g) | Konzistencija Boja stolice
stolice
NEG 01 219.60 Normalna Smeda
NEG 02 216.30 Normalna Smeda
NEG 03 216.65 Normalna Smeda
NEG 04 221.49 Normalna Smeda
NEG 05 212.33 Normalna Smeda
NEG 06 210.46 Normalna Smeda
NEG 07 209.62 Normalna Smeda
NEG 08 220.18 Normalna Smeda
NEG 09 219.54 Normalna Smeda
NEG 10 220.74 Normalna Smeda
TMAZ 01 222.12 Normalna Svjetlija
TMAZ 02 219.98 Normalna Svjetlija
TMAZ 03 215.96 Normalna Svjetlija
TMAZ 04 219.93 Normalna Svjetlija
TMAZ 05 210.75 Normalna Svjetlija
TMAZ 06 217.97 Normalna Svjetlija
TMAZ 07 211.11 Normalna Svjetlija
TMAZ 08 221.93 Normalna Svjetlija
TMAZ 09 215.80 Normalna Svjetlija
TMAZ 10 214.68 Normalna Svjetlija
PMA 01 214.58 Normalna Svjetlija
PMA 02 218.76 Normalna Svjetlija
PMA 03 215.61 Normalna Svjetlija
PMA 04 216.98 Normalna Svjetlija
PMA 05 211.80 Normalna Svjetlija
PMA 06 216.90 Normalna Svjetlija
PMA 07 216.84 Normalna Svjetlija
PMA 08 216.90 Normalna Svjetlija
PMA 09 221.16 Normalna Svjetlija
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PMA 10 217.58 Normalna Svjetlija
LUDOX 01 219.60 Normalna Svjetlija
LUDOX 02 216.30 Normalna Svjetlija
LUDOX 03 216.65 Normalna Svjetlija
LUDOX 04 221.49 Normalna Svjetlija
LUDOX 05 212.33 Normalna Svjetlija
LUDOX 06 210.46 Normalna Svjetlija
LUDOX 07 209.62 Normalna Svjetlija
LUDOX 08 220.18 Normalna Svjetlija
LUDOX 09 219.54 Normalna Svjetlija
LUDOX 10 220.74 Normalna Svjetlija

Napomena: jedinke su vagane prvog dana u tjednu.
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5. tjedan (14. tjedan zivota Stakora)

Oznaka Masa jedinke (g) | Konzistencija Boja stolice
stolice
NEG 01 221.00 Normalna Smeda
NEG 02 219.50 Normalna Smeda
NEG 03 218.00 Normalna Smeda
NEG 04 217.20 Normalna Smeda
NEG 05 215.60 Normalna Smeda
NEG 06 216.60 Normalna Smeda
NEG 07 215.80 Normalna Smeda
NEG 08 222.20 Normalna Smeda
NEG 09 222.10 Normalna Smeda
NEG 10 216.50 Normalna Smeda
TMAZ 01 220.60 Normalna Svjetlija
TMAZ 02 217.20 Normalna Svjetlija
TMAZ 03 217.50 Normalna Svjetlija
TMAZ 04 222.50 Normalna Svjetlija
TMAZ 05 213.10 Normalna Svjetlija
TMAZ 06 211.20 Normalna Svjetlija
TMAZ 07 210.30 Normalna Svjetlija
TMAZ 08 221.20 Normalna Svjetlija
TMAZ 09 220.60 Normalna Svjetlija
TMAZ 10 221.80 Normalna Svjetlija
PMA 01 223.00 Normalna Svjetlija
PMA 02 220.70 Normalna Svjetlija
PMA 03 216.60 Normalna Svjetlija
PMA 04 220.60 Normalna Svjetlija
PMA 05 211.40 Normalna Svjetlija
PMA 06 218.50 Normalna Svjetlija
PMA 07 211.60 Normalna Svjetlija
PMA 08 222.70 Normalna Svjetlija
PMA 09 216.50 Normalna Svjetlija
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PMA 10 215.40 Normalna Svjetlija
LUDOX 01 215.50 Normalna Svjetlija
LUDOX 02 219.60 Normalna Svjetlija
LUDOX 03 216.50 Normalna Svjetlija
LUDOX 04 217.90 Normalna Svjetlija
LUDOX 05 212.60 Normalna Svjetlija
LUDOX 06 217.90 Normalna Svjetlija
LUDOX 07 217.80 Normalna Svjetlija
LUDOX 08 217.90 Normalna Svjetlija
LUDOX 09 222.20 Normalna Svjetlija
LUDOX 10 218.50 Normalna Svjetlija

Napomena: jedinke su vagane prvog dana u tjednu.
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6. tiedan (15. tjedan zivota Stakora)

Oznaka Masa jedinke (g) | Konzistencija Boja stolice
stolice
NEG 01 221.90 Normalna Smeda
NEG 02 220.41 Normalna Smeda
NEG 03 218.91 Normalna Smeda
NEG 04 218.10 Normalna Smeda
NEG 05 216.50 Normalna Smeda
NEG 06 217.50 Normalna Smeda
NEG 07 216.70 Normalna Smeda
NEG 08 223.10 Normalna Smeda
NEG 09 223.00 Normalna Smeda
NEG 10 217.40 Normalna Smeda
TMAZ 01 221.35 Normalna Svjetlija
TMAZ 02 217.96 Normalna Svjetlija
TMAZ 03 218.34 Normalna Svjetlija
TMAZ 04 223.21 Normalna Svjetlija
TMAZ 05 213.83 Normalna Svjetlija
TMAZ 06 211.85 Normalna Svjetlija
TMAZ 07 210.92 Normalna Svjetlija
TMAZ 08 221.91 Normalna Svjetlija
TMAZ 09 221.34 Normalna Svjetlija
TMAZ 10 222.56 Normalna Svjetlija
PMA 01 223.59 Normalna Svjetlija
PMA 02 221.18 Normalna Svjetlija
PMA 03 217.19 Normalna Svjetlija
PMA 04 221.09 Normalna Svjetlija
PMA 05 211.88 Normalna Svjetlija
PMA 06 219.12 Normalna Svjetlija
PMA 07 212.10 Normalna Svjetlija
PMA 08 223.37 Normalna Svjetlija
PMA 09 217.15 Normalna Svjetlija
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PMA 10 216.03 Normalna Svjetlija
LUDOX 01 216.31 Normalna Svjetlija
LUDOX 02 220.44 Normalna Svjetlija
LUDOX 03 217.28 Normalna Svjetlija
LUDOX 04 218.68 Normalna Svjetlija
LUDOX 05 213.34 Normalna Svjetlija
LUDOX 06 218.64 Normalna Svjetlija
LUDOX 07 218.60 Normalna Svjetlija
LUDOX 08 218.68 Normalna Svjetlija
LUDOX 09 223.01 Normalna Svjetlija
LUDOX 10 219.28 Normalna Svjetlija

Napomena: jedinke su vagane prvog dana u tjednu.
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7. tjiedan (16. tjedan zivota Stakora)

Oznaka Masa jedinke (g) | Konzistencija Boja stolice
stolice
NEG 01 222.40 Normalna Smeda
NEG 02 220.84 Normalna Smeda
NEG 03 219.27 Normalna Smeda
NEG 04 218.54 Normalna Smeda
NEG 05 216.99 Normalna Smeda
NEG 06 217.99 Normalna Smeda
NEG 07 217.19 Normalna Smeda
NEG 08 223.52 Normalna Smeda
NEG 09 223.41 Normalna Smeda
NEG 10 217.83 Normalna Smeda
TMAZ 01 221.77 Normalna Svjetlija
TMAZ 02 218.35 Normalna Svjetlija
TMAZ 03 218.73 Normalna Svjetlija
TMAZ 04 223.72 Normalna Svjetlija
TMAZ 05 214.32 Normalna Svjetlija
TMAZ 06 212.31 Normalna Svjetlija
TMAZ 07 211.36 Normalna Svjetlija
TMAZ 08 222.35 Normalna Svjetlija
TMAZ 09 221.75 Normalna Svjetlija
TMAZ 10 222.98 Normalna Svjetlija
PMA 01 223.97 Normalna Svjetlija
PMA 02 221.52 Normalna Svjetlija
PMA 03 217.85 Normalna Svjetlija
PMA 04 221.43 Normalna Svjetlija
PMA 05 212.37 Normalna Svjetlija
PMA 06 219.56 Normalna Svjetlija
PMA 07 212.56 Normalna Svjetlija
PMA 08 223.75 Normalna Svjetlija
PMA 09 217.56 Normalna Svjetlija
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PMA 10 216.39 Normalna Svjetlija
LUDOX 01 216.89 Normalna Svjetlija
LUDOX 02 221.04 Normalna Svjetlija
LUDOX 03 217.80 Normalna Svjetlija
LUDOX 04 219.18 Normalna Svjetlija
LUDOX 05 213.76 Normalna Svjetlija
LUDOX 06 219.12 Normalna Svjetlija
LUDOX 07 219.08 Normalna Svjetlija
LUDOX 08 219.17 Normalna Svjetlija
LUDOX 09 223.43 Normalna Svjetlija
LUDOX 10 219.82 Normalna Svjetlija

Napomena: jedinke su vagane prvog dana u tjednu.
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8. tiedan (17. tjedan zivota Stakora)

Oznaka Masa jedinke (g) | Konzistencija Boja stolice
stolice
NEG 01 222.70 Normalna Smeda
NEG 02 221.11 Normalna Smeda
NEG 03 219.64 Normalna Smeda
NEG 04 218.91 Normalna Smeda
NEG 05 217.36 Normalna Smeda
NEG 06 218.37 Normalna Smeda
NEG 07 217.57 Normalna Smeda
NEG 08 223.85 Normalna Smeda
NEG 09 223.74 Normalna Smeda
NEG 10 218.21 Normalna Smeda
TMAZ 01 222.09 Normalna Svjetlija
TMAZ 02 218.67 Normalna Svjetlija
TMAZ 03 219.05 Normalna Svjetlija
TMAZ 04 224.03 Normalna Svjetlija
TMAZ 05 214.65 Normalna Svjetlija
TMAZ 06 212.62 Normalna Svjetlija
TMAZ 07 211.69 Normalna Svjetlija
TMAZ 08 222.67 Normalna Svjetlija
TMAZ 09 222.07 Normalna Svjetlija
TMAZ 10 223.31 Normalna Svjetlija
PMA 01 224.29 Normalna Svjetlija
PMA 02 221.84 Normalna Svjetlija
PMA 03 218.19 Normalna Svjetlija
PMA 04 221.75 Normalna Svjetlija
PMA 05 212.70 Normalna Svjetlija
PMA 06 219.89 Normalna Svjetlija
PMA 07 212.90 Normalna Svjetlija
PMA 08 224.08 Normalna Svjetlija
PMA 09 217.89 Normalna Svjetlija
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PMA 10 216.73 Normalna Svjetlija
LUDOX 01 217.26 Normalna Svjetlija
LUDOX 02 221.39 Normalna Svjetlija
LUDOX 03 218.14 Normalna Svjetlija
LUDOX 04 219.56 Normalna Svjetlija
LUDOX 05 214.12 Normalna Svjetlija
LUDOX 06 219.50 Normalna Svjetlija
LUDOX 07 219.46 Normalna Svjetlija
LUDOX 08 219.56 Normalna Svjetlija
LUDOX 09 223.76 Normalna Svjetlija
LUDOX 10 220.16 Normalna Svjetlija

Napomena: jedinke su vagane prvog dana u tjednu.
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9. tjiedan (18. tjedan zivota Stakora)

Oznaka Masa jedinke (g) | Konzistencija Boja stolice
stolice
NEG 01 223.00 Normalna Smeda
NEG 02 221.40 Normalna Smeda
NEG 03 220.00 Normalna Smeda
NEG 04 219.30 Normalna Smeda
NEG 05 217.70 Normalna Smeda
NEG 06 218.70 Normalna Smeda
NEG 07 217.90 Normalna Smeda
NEG 08 224.20 Normalna Smeda
NEG 09 224.10 Normalna Smeda
NEG 10 218.50 Normalna Smeda
TMAZ 01 222.40 Normalna Svjetlija
TMAZ 02 219.00 Normalna Svjetlija
TMAZ 03 219.40 Normalna Svjetlija
TMAZ 04 224.35 Normalna Svjetlija
TMAZ 05 215.00 Normalna Svjetlija
TMAZ 06 212.95 Normalna Svjetlija
TMAZ 07 212.02 Normalna Svjetlija
TMAZ 08 223.00 Normalna Svjetlija
TMAZ 09 222.40 Normalna Svjetlija
TMAZ 10 223.63 Normalna Svjetlija
PMA 01 224.60 Normalna Svjetlija
PMA 02 222.15 Normalna Svjetlija
PMA 03 218.50 Normalna Svjetlija
PMA 04 222.09 Normalna Svjetlija
PMA 05 213.00 Normalna Svjetlija
PMA 06 220.20 Normalna Svjetlija
PMA 07 213.25 Normalna Svjetlija
PMA 08 224.40 Normalna Svjetlija
PMA 09 218.20 Normalna Svjetlija
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PMA 10 217.05 Normalna Svjetlija
LUDOX 01 217.60 Normalna Svjetlija
LUDOX 02 221.70 Normalna Svjetlija
LUDOX 03 218.50 Normalna Svjetlija
LUDOX 04 219.90 Normalna Svjetlija
LUDOX 05 214.50 Normalna Svjetlija
LUDOX 06 219.80 Normalna Svjetlija
LUDOX 07 219.75 Normalna Svjetlija
LUDOX 08 219.88 Normalna Svjetlija
LUDOX 09 224.10 Normalna Svjetlija
LUDOX 10 220.50 Normalna Svjetlija

Napomena: jedinke su vagane prvog dana u tjednu.

148




10. tjedan (19. tjedan zZivota Stakora)

Oznaka Masa jedinke (g) | Konzistencija Boja stolice
stolice
NEG 01 222.40 Normalna Smeda
NEG 02 220.98 Normalna Smeda
NEG 03 219.56 Normalna Smeda
NEG 04 218.78 Normalna Smeda
NEG 05 217.19 Normalna Smeda
NEG 06 218.16 Normalna Smeda
NEG 07 217.38 Normalna Smeda
NEG 08 223.68 Normalna Smeda
NEG 09 223.63 Normalna Smeda
NEG 10 217.95 Normalna Smeda
TMAZ 01 221.74 Normalna Svjetlija
TMAZ 02 218.31 Normalna Svjetlija
TMAZ 03 218.82 Normalna Svjetlija
TMAZ 04 223.61 Normalna Svjetlija
TMAZ 05 213.30 Normalna Svjetlija
TMAZ 06 211.52 Normalna Svjetlija
TMAZ 07 210.65 Normalna Svjetlija
TMAZ 08 221.45 Normalna Svjetlija
TMAZ 09 220.73 Normalna Svjetlija
TMAZ 10 221.95 Normalna Svjetlija
PMA 01 223.15 Normalna Svjetlija
PMA 02 220.82 Normalna Svjetlija
PMA 03 216.32 Normalna Svjetlija
PMA 04 220.56 Normalna Svjetlija
PMA 05 211.87 Normalna Svjetlija
PMA 06 218.80 Normalna Svjetlija
PMA 07 212.19 Normalna Svjetlija
PMA 08 222.80 Normalna Svjetlija
PMA 09 217.20 Normalna Svjetlija
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PMA 10 215.78 Normalna Svjetlija
LUDOX 01 216.36 Normalna Svjetlija
LUDOX 02 220.92 Normalna Svjetlija
LUDOX 03 216.70 Normalna Svjetlija
LUDOX 04 218.19 Normalna Svjetlija
LUDOX 05 211.94 Normalna Svjetlija
LUDOX 06 218.62 Normalna Svjetlija
LUDOX 07 218.56 Normalna Svjetlija
LUDOX 08 218.61 Normalna Svjetlija
LUDOX 09 222.92 Normalna Svjetlija
LUDOX 10 219.43 Normalna Svjetlija

Napomena: jedinke su vagane prvog dana u tjednu.
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11. tiedan (20. tjedan Zivota Stakora)

Oznaka Masa jedinke (g) | Konzistencija Boja stolice
stolice
NEG 01 221.90 Normalna Smeda
NEG 02 220.64 Normalna Smeda
NEG 03 219.22 Normalna Smeda
NEG 04 218.49 Normalna Smeda
NEG 05 216.93 Normalna Smeda
NEG 06 217.82 Normalna Smeda
NEG 07 217.04 Normalna Smeda
NEG 08 223.37 Normalna Smeda
NEG 09 223.32 Normalna Smeda
NEG 10 217.61 Normalna Smeda
TMAZ 01 221.39 Normalna Svjetlija
TMAZ 02 217.93 Normalna Svjetlija
TMAZ 03 218.45 Normalna Svjetlija
TMAZ 04 223.21 Normalna Svjetlija
TMAZ 05 212.98 Normalna Svjetlija
TMAZ 06 211.20 Normalna Svjetlija
TMAZ 07 210.32 Normalna Svjetlija
TMAZ 08 221.07 Normalna Svjetlija
TMAZ 09 220.36 Normalna Svjetlija
TMAZ 10 221.61 Normalna Svjetlija
PMA 01 222.74 Normalna Svjetlija
PMA 02 220.41 Normalna Svjetlija
PMA 03 215.98 Normalna Svjetlija
PMA 04 220.15 Normalna Svjetlija
PMA 05 211.46 Normalna Svjetlija
PMA 06 218.39 Normalna Svjetlija
PMA 07 211.79 Normalna Svjetlija
PMA 08 222.40 Normalna Svjetlija
PMA 09 216.80 Normalna Svjetlija
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PMA 10 215.34 Normalna Svjetlija
LUDOX 01 215.97 Normalna Svjetlija
LUDOX 02 220.60 Normalna Svjetlija
LUDOX 03 216.38 Normalna Svjetlija
LUDOX 04 217.85 Normalna Svjetlija
LUDOX 05 211.58 Normalna Svjetlija
LUDOX 06 218.30 Normalna Svjetlija
LUDOX 07 218.25 Normalna Svjetlija
LUDOX 08 218.29 Normalna Svjetlija
LUDOX 09 222.62 Normalna Svjetlija
LUDOX 10 219.12 Normalna Svjetlija

Napomena: jedinke su vagane prvog dana u tjednu.
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12. tiedan (21. tjedan Zivota Stakora)

Oznaka Masa jedinke (g) | Konzistencija Boja stolice
stolice
NEG 01 221.47 Normalna Smeda
NEG 02 219.90 Normalna Smeda
NEG 03 218.41 Normalna Smeda
NEG 04 217.64 Normalna Smeda
NEG 05 216.03 Normalna Smeda
NEG 06 216.98 Normalna Smeda
NEG 07 216.21 Normalna Smeda
NEG 08 222.25 Normalna Smeda
NEG 09 222.20 Normalna Smeda
NEG 10 216.49 Normalna Smeda
TMAZ 01 220.92 Normalna Svjetlija
TMAZ 02 217.42 Normalna Svjetlija
TMAZ 03 217.94 Normalna Svjetlija
TMAZ 04 222.70 Normalna Svjetlija
TMAZ 05 213.34 Normalna Svjetlija
TMAZ 06 211.55 Normalna Svjetlija
TMAZ 07 210.67 Normalna Svjetlija
TMAZ 08 221.46 Normalna Svjetlija
TMAZ 09 220.74 Normalna Svjetlija
TMAZ 10 221.96 Normalna Svjetlija
PMA 01 223.40 Normalna Svjetlija
PMA 02 221.02 Normalna Svjetlija
PMA 03 216.53 Normalna Svjetlija
PMA 04 220.77 Normalna Svjetlija
PMA 05 211.97 Normalna Svjetlija
PMA 06 218.90 Normalna Svjetlija
PMA 07 212.30 Normalna Svjetlija
PMA 08 222.95 Normalna Svjetlija
PMA 09 217.33 Normalna Svjetlija
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PMA 10 215.91 Normalna Svjetlija
LUDOX 01 213.91 Normalna Svjetlija
LUDOX 02 220.68 Normalna Svjetlija
LUDOX 03 216.46 Normalna Svjetlija
LUDOX 04 217.95 Normalna Svjetlija
LUDOX 05 210.65 Normalna Svjetlija
LUDOX 06 218.60 Normalna Svjetlija
LUDOX 07 218.53 Normalna Svjetlija
LUDOX 08 218.59 Normalna Svjetlija
LUDOX 09 222.94 Normalna Svjetlija
LUDOX 10 219.46 Normalna Svjetlija

Napomene: jedinke su vagane prvog dana u 22. tjednu zivota Stakora, odnosno po
isteku punih 12. tjedana pokusa — za vrijeme usmrcivanja i uzorkovanja, kada su

vagani i organi.
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Prilog 2. Rezultati vaganja organa.

Rezultati vaganja organa (provedeno prilikom zrtvovanja i uzorkovanja)

Masa (g)

Negativna kontrola; ne-tretirane (voda)

Stakor
NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Organ
Bedrena
1.05 1.04 1.04 1.03 1.02 1.04 1.03 1.05 1.06 1.02
kost
Jetra 6.4 6.35 6.31 6.29 6.24 6.33 6.25 6.42 6.45 6.23
Bubrezi
1.01 1.00 1.00 0.99 0.99 1.00 0.99 1.01 1.02 0.98
(oba)
Tanko
. 7.89 7.83 7.78 7.75 7.70 7.80 7.70 7.92 7.95 7.68
crijevo
Debelo
2.77 2.75 2.73 2.72 2.70 2.74 2.70 2.78 2.79 2.70
crijevo
Mozak 1.23 1.22 1.21 1.21 1.20 1.22 1.20 1.23 1.24 1.20
Masa
Sivotin 221.47 | 219.90 | 218.41 | 217.64 | 216.03 | 216.98 | 216.21 | 222.25 | 222.20 | 216.49
zZivotinje
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Tretirane prirodnim jednostruko aktiviranim zeolitom (TMAZ)

Stakor
TMAZ TMAZ TMAZ TMAZ TMAZ TMAZ TMAZ TMAZ TMAZ TMAZ
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Organ
Bedrena
1.05 1.03 1.03 1.06 1.00 1.00 1.00 1.05 1.04 1.05
kost
Jetra 6.38 6.28 6.30 6.44 6.12 6.09 6.09 6.40 6.38 6.41
Bubrezi
1.01 0.99 0.99 1.02 0.98 0.96 0.96 1.01 1.02 1.01
(oba)
Tanko
. 7.87 7.75 7.76 7.93 7.53 7.54 7.51 7.89 7.86 7.91
crijevo
Debelo
N 2.76 2.72 2.73 2.79 2.64 2.65 2.63 2.77 2.76 2.78
crijevo
Mozak 1.23 1.21 1.21 1.24 1.19 1.17 1.17 1.23 1.23 1.23
Masa
Sivotin 220.92 | 217.42 | 217.94 | 222.70 | 213.34 | 21155 | 210.67 | 221.46 | 220.74 | 221.96
zZivotinje
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Tretirane prirodnim dvostruko aktiviranim zeolitom (PMA-zeolit)

Stakor
PMA PMA PMA PMA PMA PMA PMA PMA PMA PMA
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Organ
Bedrena
1.06 1.05 1.03 1.05 1.00 1.04 1.01 1.06 1.03 1.02
kost
Jetra 6.46 6.39 6.26 6.38 6.13 6.33 6.14 6.44 6.28 6.24
Bubrezi
1.02 1.01 0.99 1.01 0.97 1.00 0.97 1.02 0.99 0.98
(oba)
Tanko
. 7.96 7.87 7.71 7.87 7.55 7.80 7.56 7.94 7.74 7.69
crijevo
Debelo
. 2.79 2.76 2.71 2.76 2.65 2.74 2.66 2.79 2.72 2.70
crijevo
Mozak 1.24 1.23 1.20 1.23 1.18 1.22 1.18 1.24 1.21 1.20
Masa
Sivotin 223.40 | 221.02 | 216.53 | 220.77 | 211.97 | 218.90 | 212.30 | 222.95 | 217.33 | 215.91
zZivotinje
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Tretirane koloidnim silikatom (Ludox AS-40)

Stakor LUDOX | LUDOX | LUDOX | LUDOX | LUDOX | LUDOX | LUDOX | LUDOX | LUDOX | LUDOX
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Organ
Bedrena
1.01 1.05 1.03 1.03 1.00 1.04 1.04 1.04 1.06 1.04
kost
Jetra 6.18 6.38 6.26 6.30 6.09 6.32 6.32 6.32 6.44 6.34
Bubrezi
0.98 1.01 0.99 0.99 0.96 1.00 1.00 1.02 1.02 1.00
(oba)
Tanko
. 7.62 7.86 7.71 7.76 7.50 7.79 7.79 7.80 7.94 7.82
crijevo
Debelo
. 2.68 2.76 2.71 2.73 2.63 2.73 2.73 2.75 2.79 2.74
crijevo
Mozak 1.19 1.23 1.20 1.21 1.17 1.21 1.21 1.23 1.24 1.22
Masa
Sivotin 213.91 | 220.68 | 216.46 | 217.95 | 210.65 | 218.60 | 218.53 | 218.59 | 222.94 | 219.46
zZivotinje
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