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B. REZULTATI IN DOSEZKI RAZISKOVALNEGA PROJEKTA

3.Povzetek raziskovalnega projektat

SLO

Glavni namen projekta je bil vpeljava in validacija specificnih metod kot so uporaba stabilnih
izotopov lahkih elementov in molekularnih metod kot je PCR v realnem ¢€asu, s pomocjo katerih
bomo lahko dokazali »skrite« potvorbe, ki jih s klasi€nimi metodami ne moremo. Izdelali smo
izdelali prvo bazo podatkov pristnih vzorcev slovenskega kravjega, ov¢jega in kozjega mleka in
sirov. Baze podatkov vsebujejo izotopske parametre (izotopsko sestavo kisika (50 vrednosti) in
vodika (8?H vrednosti) v mleku, izotopsko sestavo ogljika in dusika v kazeinu (3'°C in &'°N
vrednosti)), vsebnost mascobnih kislin in elementno sestavo. Pri interpretaciji rezultatov smo se
posluzili kemometri¢nih metod kot je uporaba linearne diskriminantne analize (LDA).

Rezultati raziskav in statisti¢na obdelava nakazujejo, da je za preverjanje pravilnosti deklariranega
geografskega izvora najbolj primerna uporaba stabilnih izotopov lahkih elementov in elementna
sestava. Bazo podatkov je potrebno vzdrzevat na letni ravni, pri ¢emer potrebujemo vsaj 6
vzorcev iz posamezne regije v poletnem in zimskem obdobju. Nadalje so stabilni izotopi lahkih
elementov v kombinaciji z elementno sestavo uporabni tudi pri lo€evanju ov¢jega in kozjega mleka
in sira od kravjega. Glede na to, da je z omenjenimi parametri mozno lociti tudi podroc&je pridelave
ovCjega mleka oziroma sira, nam ustrezna baza podatkov lahko sluzi za zas¢ito geografskega
porekla BovSkega in Kraskega sira.

Ugotovili smo, da z uporabo stabilnih izotopov kisika v vzorcih lahko dolo¢imo od 7 do 34 %
dodatka vode. NajniZji % dodatka vode lahko dolo¢imo v poletnih mesecih. Metoda je bolj
ucCinkovita kot krioskopska metoda, v primeru, e proizvajalci z vodo dodajajo tudi NaCl.

Rezultati so pokazali, da z PCR v realnem &asu lahko dolo¢imo kravje mleko kot nedovoljen
dodatek kadar le-ta ni deklariran, kvalitativno, ¢e je vsebnost kraviega mleka > 0,1% in semi
kvantitativno Ce je vsebnost > 0,5 %. Metoda se odlikuje po hitri izvedbi, visoki locljivosti in
selektivnosti dolo€anja specificnega dela DNA. Rezultati analize proteinov so pokazali, da kravje
mleko vsebuje specifien protein — kapa kazein in kazejo na moznost oblikovanja novega sistema
detekcije t.i. proteinski-PCR.

Rezultati vzporednih analiz kozjih in ovgjih sirov s PCR v realnem €asu in analizami ma&€obnih
kislin kaZejo, da sta metodi primerljivi kadar je dodatek kravjega mleka vedji kot 5 %. lzkazalo se
je, da je vsebnost mascobnih kislin v mleku in mle¢nih izdelkih pomembna metoda pri dolo¢anju
mesSanja z rastlinskimi mad€obami, saj lahko detektiramo dodatek rastlinskih mas€ob kravjemu
mleku in mle&nim izdelkom manjsim od 5 %.

Rezultati raziskav izvedenih v vzorcih dostopnih na slovenskem trZi8€u kaZejo, da so najvecje
nepravilnosti prisotne pri oznacbah ov¢jih oziroma kozjih sirih. V nasi raziskavi je bilo kar 20 %
vzorceyv sira viSjega cenovnega razreda, ki niso ustrezali deklaraciji.

ANG

The main objective of the proposed project was to develop and validate specific methods such as
the use of stable isotopes of light elements and PCR in real time to determine the “hidden”

adulteration, which previously could not be detected using standard analytical methods. The
project establishes the first database of authentic Slovenian cow, sheep and goat milk and
cheese. The database includes isotope parameters: isotopic composition of oxygen (5'®O values)
and hydrogen (8%H values) in milk, isotopic composition of carbon and nitrogen in casein (3'°C
and 8'N values), the content of fatty acids and elemental composition. The interpretation of the
results was conducted using appropriate chemometric methods such as linear discriminant
analysis (LDA).

Our results and statistical analysis indicate that the use of stable isotopes when combined with
elemental composition is the most appropriate approach for verifying the declared geographical
origin. This also requires maintaining the database on an annual basis, where at least 6 samples
from each region from summer and winter should be included. Furthermore, stable isotopes of
light elements in combination with elemental composition were useful for discriminating sheep and
goat milk and cheese from cows. Using these parameters the area of production of sheep’s milk or
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cheese can be identified, and a suitable database could be constructed to protect the
geographical origin of BovSki and Kraski cheese.

The project has also shown how stable isotopes of oxygen could be used to determine the
addition of water to milk samples. Based on 580 values the addition of water from 7 to 34% could
be detected. The lowest % addition of water can be determined in summer. The method is more
efficient than the cryoscopic method when NaCl is added together with water.

Our results also show that real-time PCR is useful for identification purposes, if the content of the
cow's milk is > 0.1% and for a semi-quantitative analysis when the content of cow’s milk is > 0.5%.
Our method provides a rapid, robust and sensitive tool for detecting the adulteration of caprine

and ovine cheeses with bovine milk. The result showed that cow’s milk contains a specific protein -
kappa casein, which could be used to create a new system for tracing cow milk - protein-PCR. A
parallel investigation of goat and sheep cheeses by real-time PCR and fatty acid composition

indicate that both methods are comparable when the addition of cow's milk is > 5%. In addition the
adulteration of raw cow milk with < 5% vegetable palm tallow was easily detected, due to the

difference in fatty acid composition. Further, on the Slovenian market, mislabelling is most

prevalent for goat and sheep cheeses; we found that 20% of products are not in compliance with
the label's declaration.

4.Porocilo o realizaciji predloZzenega programa dela na raziskovalnem projektu?2

Kljuéne ugotovitve, znanstvena spoznanja in rezultati: V Evropski uniji posvec¢ajo veliko
pozornost kakovosti in kontroli zivilskih izdelkov. Potvarjanje zZivilskih izdelkov predstavlja velik
ekonomski profit za nekatere proizvajalce v Zzivilski industriji, predvsem pa manjSe podjetnike.
Predstavljeni rezultati projekta se nanasajo na problem ohranjanja avtenti¢nosti in dokazovanja
potvorjenosti mleka in mlecnih izdelkov z uporabo razlicnih metod in pristopov. Mleko in mle¢ni
izdelki zaradi vsebnosti hranilnih snovi predstavljajo nepogresljiv del zdrave prehrane. Prav zaradi
svoje pomembnosti v prehrani in relativno visoki ceni na trzis€u so podvrzeni razlicnim potvorbam.
Zato je pomembno, da z ustreznimi metodami in ukrepi zagotovimo lojalno konkurenco na trgu in

zascitimo potrosnika pred potvorjenimi in nepravilno oznacenimi proizvodi.

Glavni namen projekta je bil vpeljava in validacija specificnih metod kot so uporaba stabilnih
izotopov lahkih elementov in PCR v realnem ¢&asu, s pomocjo katerih bomo lahko

dokazali »skrite« potvorbe, ki jih s klasi€nimi metodami ne moremo. Predpostavili smo, da bomo
lahko s pomodjo izotopske sestave kisika in vodika v mleku in podzemni vodi dokazali dodatek
vode mleku, kar predstavlja enega od problemov, s katerimi se sre€ujejo slovenske mlekarne z
razli¢nimi dobavitelji mleka. S pomocjo PCR naj bi dokazali prisotnost kravjega mleka v ovdcjih in
kozjih sirih. Na podlagi izotopske sestave mleka, ki vklju€uje izotopsko sestavo kisika v mleku,
ogljika in duSika v kazeinu, masc€obnokislinsko in elementno sestavo naj bi sestavili prvo bazo
podatkov pristnega, slovenskega kravjega, ov¢jega in kozjega mleka. Predpostavili smo, da bomo
lahko na podlagi parametrov, ki jih baza vkljuCuje, ugotavljali geografsko poreklo in moZnost
potvorb mleka in mlecnih izdelkov. Elementno sestavo mleka naj bi nadalje uporabili pri

ugotavljanju vpliva onesnazenja s tezkimi kovinami med tehnoloSkim postopkom. Glede na
predvidene hipoteze smo raziskavo razdelili na 4 delovne sklope (DS): (1) vpeljava in validacija
metod na osnovi stabilnih izotopov lahkih elementov; (2) vpeljava in validacija molekularnih
metod — PCR v realnem cCasu; (3) elementna sestava mleka in mle¢nih izdelkov; in (4) analiza
stanja v praksi in na slovenskem trziS¢u.

Baze podatkov pristnih vzorcev slovenskega kravjega, ovéjega in kozjega mleka in sirov vsebujejo
izotopske parametre (izotopsko sestavo kisika (8'®0 vrednosti) in vodika (8?H vrednosti) v mleku,
izotopsko sestavo ogljika in dusika v kazeinu (5'3C in 8"°N vrednosti)), vsebnost mascobnih kislin
in elementno sestavo v mleku in sirih. Odvzeti vzorci pokrivajo razliéna geografska podrocja
Slovenije. Meritve izotopske sestave smo izvedli z masnim spektrometrom za analizo stabilnih
izotopov lahkih elementov (IRMS). Makro in mikro elemente v mleku smo dolocili z rentgensko
fluorescenéno spektrometrijo (XRF), medtem ko smo elemente v sledovih dolo€ili z masno
spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS). Vsebnost mascobnih kislin smo dolodili s
plinsko kromatografijo s plamensko-ionizacijskim detektorjem (GC FID). |zotopsko sestavo
posameznih mas&obnih kislin smo dolocili s plinsko kromatografijo, ki je preko sezigne enote
sklopljena z masnim spektrometrom za analizo stabilnih izotopov lahkih elementov (GC-C-IRMS).
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Nadalje smo v okviru projekta razvili metodo za dolo¢anje potvorjenosti mleka in mle¢nih izdelkov
na molekularnem nivoju: PCR v realnem Casu za specificno dolo¢anje kravjega mleka. V projekt
smo vkljucili e dodatne preiskave mleka na nivoju proteinov, ker nam ti rezultati v kombinaciji z
rezultati dobljenimi z analizami DNA, omogocajo bolj zanesljivo dolocitev potvorb mleka oziroma
mlecnih izdelkov. Analize proteinov kravjega, kozjega in ov&jega mleka in meSanic kozjega oz.
ovCjega mleka s kravjim smo izvedli z 2-D elektroforezo in bioinformatsko analizo. Pri interpretaciji
rezultatov smo se posluzili kemometri¢nih metod kot je uporaba linearne diskriminantne analize
(LDA). Razvite in validirane metode smo nato uporabili pri preverjanju stanja na slovenskem
trziS€u, kjer smo izvedli analize kravjega mleka in ov¢jih, kozjih ter kravjih sirov.

Rezultati raziskav in statisti¢na obdelava nakazujejo, da je za preverjanje pravilnosti deklariranega
geografskega izvora mozna uporaba stabilnih izotopov lahkih elementov (80 v mleku, in 8'3C in
0N v kazeinu) in elementna sestava. Locitev je mozna tudi na podlagi vsebnosti mas¢obnih
kislin, pri éemer so najpomembnej$e c9, t11 CLA , C14:0 in t10, c12 CLA ter C16:0, C18:0 in
C14:0. Glede na ceno, hitrost in selektivnost analiz je bolj primerna uporaba stabilnih izotopov v
kombinaciji z elementno sestavo, pri ¢emer so pri lo€bi najpomembnejsi makro in mikro
elementi (Cl, Zn, K, Ca, S, P in Mn). Rezultati nadalje kaZejo, da je potrebno za dologevanje
geografskega porekla mleka in mle¢nih izdelkov vzdrzevanje baze podatkov na letni ravni. Pri
tem potrebujemo vsaj 6 vzorcev iz posamezne regije v poletnem in zimskem obdobju. Nadalje
so stabilni izotopi lahkih elementov v kombinaciji z elementno sestavo so uporabni tudi pri
loGevanju ov¢jega in kozjega mleka in sira od kravjega. Tudi pri tem lo€evanju moramo razpolagati
z ustrezno bazo podatkov o izotopski in elementni sestavi pristhnega mleka razliCnega izvora.
Glede na to, da je z omenjenimi parametri mozno lociti tudi podro&je pridelave ov&jega mleka
oziroma sira, nam ustrezna baza podatkov, ki se vzdrZuje na letni ravni, lahko sluzi za zas¢€ito
geografskega porekla BovSkega in Kraskega sira.

Ugotovili smo, da z uporabo stabilnih izotopov kisika v vzorcih lahko dolo¢imo od 7 do 34 %
dodatka vode. Najnizji % dodatka vode lahko dolo€imo v poletnih mesecih. Metoda je bolj
ucinkovita kot krioskopska metoda, v primeru, €e proizvajalci z vodo dodajajo tudi NaCl.

PCR v realnem ¢&asu za dolo€itev potvorb kozjih in ovgjih sirov s kravjim mlekom temelji na

analizi DNA. Rezultati so pokazali, da s to metodo lahko dolo¢imo kravje mleko kot nedovoljen
dodatek kadar le-ta ni deklariran, kvalitativno, €e je vsebnost kraviega mleka > 0,1% in semi-
kvantitativno Ce je vsebnost > 0,5 %. Metoda se odlikuje po hitri izvedbi, visoki loéljivosti in

selektivnosti dolo€anja specificnega dela DNA. Analiza proteinov z 2-D elektroforezo in

bioinformatsko analizo v razli€nih vrstah mleka (kravje, kozje, ov€je) in njihovih mesanic je

pokazala, da kravje mleko vsebuje specifiéen protein — kapa kazein. Rezultati nakazujejo na
velike moZnosti nadaljnjih raziskav, pri katerih bi glede na proteinsko specifiCnost oblikovali nov
sistem detekcije t.i. proteinski-PCR.

Rezultati vzporednih analiz kozjih in ov¢jih sirov s PCR v realnem ¢asu in analizami
mascobnih kislin kazejo, da sta metodi primerljivi kadar je dodatek kravjega mleka vecji kot
5 %. lzkazalo se je, da je vsebnost mascobnih kislin v mleku in mle¢nih izdelkih pomembna
metoda pri dolo¢anju mesanja z rastlinskimi mascéobami, saj lahko detektiramo dodatek
rastlinskih masé€ob kraviemu mleku in mle¢nim izdelkom manjsim od 5 %.

Rezultati raziskav izvedenih v vzorcih dostopnih na slovenskem trziSéu kazejo, da so najvecje
nepravilnosti prisotne pri oznaébah ové€jih oziroma kozjih sirih. V nasi raziskavi je bilo kar 20 %
vzorcev sira viSjega cenovnega razreda, ki niso ustrezali deklaraciji. Pri tem je potrebno
poudarit, da gre za relativno majhen vzorec. Rezultati bi bili verjetno boljSi, ¢e bi imeli moznost
narediti analize na vecjem Stevilu vzorcev. Kljub temu ti rezultati kaZejo na neustreznost deklaracij
oziroma oznacb, ki ima lahko nezazeljene, Skodljive odzive pri potrosnikih, ki imajo alergijo na
kravje mleko. Pri teh ljudeh lahko nezazeljene oziroma Skodljive odzive pri¢akujemo Ze pri veliko
manjSem dodatku kravjega mleka kot je 5 %. Rezultati analiz na vzorcih mleka, ki smo ga vzorcili
v mesecu juniju 2013 kaZejo, da imajo vzorci mleka na trZzi8€u podobno izotopsko sestavo kot
vzorci mleka v trenutni bazi podatkov. Trenutni rezultati analiz elementne sestave mleka kazejo,
da med tehnoloskim postopkom ni priSlo do kontaminacije. Prav tako nismo zasledili
prisotnosti rastlinskih mas¢éob pri analizah izbranih nizko cenovnih kravjih sirov, ki so dostopni
na slovenskem trzis¢u.
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Potencialni pomen uéinkov aplikativnih rezultatov projekta:
G.02 gospodarski razvoj

G.02.01 razSiritev ponudbe novih storitev na trgu

G.02.05 razsiritev podro€ja dejavnosti

G.02.06 vecja konkurencna sposobnost

G.04 druzbeni razvoj

G.04.01 dvig kvalitete zivljenja

8 Kmetijstvo
e spodbujanje kmetijstva, gozdarstva ribiStva in proizvodnje Zivil
e razvijanje Zivilske tehnologije in produktivnosti
e znanost o zivalih in mlekarstvu

V projektu smo aktivno sodelovali tudi s tujimi partnerji. Helena Volk je na belgijskem in&titutu
za raziskave v agrikulturi in ribolovu (ILVO, Melle, Belgija) v letu 2013 opravljala 4 mesecno
Erasmus prakso. Pod mentorstvom dr. Ir. Els Van Coillie je primerjala tri razli¢(ne metode za
detekcijo kravjega mleka v kozjem mleku. Izbrane metode so bile:

- uradna metoda EC 1091/96, ki temelji na izolaciji kazeinov iz mleka in izoelektri¢nem fokusiranju
(IEF) kazeinskih peptidov;

- PCR v realnem Casu, ki temelji na dolo€anju kravjega mleka preko DNA somatskih celic;

- ELISA test, komercialno dostopen komplet za dolo€anje kravjega mleka.

V sodelovanju z ILVO smo izvedli tudi skupno delavnico, kjer smo predstavili rezultate dela v

Redno sodelujemo v medlaboratorijski primerjalni shemi, ki jo organizira EUROFINS, Francija
trikrat na leto. V tej shemi so enkrat letno tudi vzorci sira. Primerjalna shema je potrebna za
vzdrZzevanje QA/QC kakovosti meritev na podrocju stabilnih izotopov lahkih elementov.

V letu 2013 smo si pridobili nov IAEA projekt z naslovom: »The use of stable isotopes and
elemental composition for determination of authenticity and geographical origin of milk and dairy
products«, ki predstavlja sestavni del CRP projekta: »Accessible Technologies for the Verification
of Origin of Dairy Products as an Example Control System to Enhance Global Trade and Food
Safety«. Projekt bo trajal do leta 2017.

Vzpostavili smo sodelovanje z Istituto Agrario di San Michele all'Adige, ltalija, ki imajo bogate
izkusnje na podrocju uporabe stabilnih izotopov lahkih elementov v mleku in predvsem v sirih. Dr.
Federica Camin je nastopila kot vabljena predavateljica na delavnici, ki smo jo organizirali ob
zaklju¢ku projekta v sodelovanju z Biotehnisko fakulteto 12.6.2014. To sodelovanje nam je bilo v
pomo¢ tudi pri vklju€itvi v izvajanje EU projekta FoodIntegrity, ki ga vodi dr. P. Brerenton iz Anglije.
Sodelovali bomo pri vzpostavitvah EU baz podatkov o izotopski sestavi prehrambenih izdelkov.

5.0cena stopnje realizacije programa dela na raziskovalnem projektu in zastavljenih
raziskovalnih ciljev2

Glede na Casovni plan izvedbe projekta so bile opravljene vse predvidene aktivnosti ter dodatne
aktivnosti navedene v toc¢ki 3. Aktivnosti strnemo v naslednjih tockah:

1. izdelana je baza podatkov kravjega mleka, ki trenutno vsebuije:

- izotopsko sestavo kisika (6180 vrednosti) za vsak mesec v letu 2012, 2013 in 2014 in izotopsko
sestavo vodika (02H vrednosti) v letu 2013 in 2014;

- izotopsko sestavo mleka in kazeina (813C in 15N vrednosti), vsebnost mas€obnih kislin v
mleku in elementno sestavo mleka (koncentracije Ca, K, Mn, Zn, Pb, Sr, Fe, Cu, Se, As, Cd, Cl, S,
P in Br) za marec, junij, September in December za 2012 in junij ter december 2013 in 2014;

2. vzpostavitev baze podatkov kozjega in ov€jega mleka in sirov — zaklju€ili smo z analizami
izotopske sestave kazeina (813C in 815N vrednosti), izvedli analize mas€obnokislinske sestave in
elementne sestave z XRF za leto 2012 in 2013.

3. zakljucili smo izbiro optimalnih razmer in vpeljave metode PCR v realnem ¢asu na modelnih
vzorcih in metodo uporabili na realnih vzorcih;

4. za posamezno vrsto mleka smo ugotovili specificne proteine odvisne od vrste mleka in
neodvisne od geografskega porekla — mozna metoda za dolo¢anje potvorjenosti;

5. prve analize sirov na slovenskem trziS¢u kazejo, da vsej 20 % vzorcev ne ustreza deklaracijam
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navedenih na proizvodu;
6. preverili smo potvorjenosti mleka in mlecnih izdelkov z rastlinskimi mas&obami;
7. rezultate smo obdelali s kemometri€nimi metodami.

6.Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projekta oziroma
sprememb, povecanja ali zmanjsanja sestave projektne skupine?

Ne prvem delovnem sestanku (8.11.2011) smo se dogovorili, da v projekt dodamo tudi preiskave
mleka na nivoju proteinov. Raziskave smo zato nadaljevali na vzorcih surovega ovc&jega, kozjega
in kravjega mleka, in sicer tako, da smo vzorce izbrali iz geografsko razli€nih slovenskih regij
(primorska, dolenjska notranjska in Stajerska). Analize so ponovno potrdile, da je v kravjem
mleku prisoten protein, ki se pojavi na isti poziciji na 2D-gelu ne glede na geografsko
poreklo, medtem ko ga nismo detektirali v vzorcih ov¢jega in kozjega mleka.

7.Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupine2

Znanstveni dosezek
1. |COBISS ID 4297592 Vir: COBISS.SI

Naslov sLo |Vrednotenje razlicnih metod za ekstrakcijo DNK iz mleka

ANG |Evaluation of different methods for DNA extraction from milk

Namen Studije je bil primerjati 6 komercialnih, 3 nekomercialne in 2
kombinirani metodi za izolacijo DNA iz mleka. Glede na rezultate
ucinkovitosti (E) PCR v realnem cCasu in korelacijski koeficient (R2) so trije
komercialni kompleti (QIAprep Spin Miniprep (Qiagen), DNeasy Blood and
Tissue kit, (Qiagen) and SmartHelix First DNAid (ExVivon, Ljubljana,
Slovenija) in ena kombinirana metoda (ekstrakcija s fenol-kloroformom v
kombinaciji s kompletom Nucleospin Food kit (Macherey-Nagel, Diren,
Nemdcija) omogodili dobro izolacijo DNA. Komercialni kompleti so bili
ocenjeni kot hitresi, cenejsi in enostavnejsi za uporabo kot druge metode in
jih glede na vse dobljene rezultate priporo¢amo za izolacijo DNA iz mleka.

Opis sLo

The aim of the study was to compare six commercial, three non-
commercial, and two combined methods for isolation of DNA from milk.
According to the real-time PCR efficiency (E) and correlation coefficient
(R2), only three commercial kits, namely, QIAprep Spin Miniprep (Qiagen),
DNeasy Blood and Tissue kit, (Qiagen) and SmartHelix First DNAid
(ExVivon, Ljubljana, Slovenia), as well as one combined method (phenol-
chloroform protocol and Nucleospin Food kit (Macherey-Nagel, Diren,
Germany)produced DNA of good quality for real-time PCR. Given the
estimated time required for DNA extraction, and the cost and labour
requirements, the three commercial kits were faster, cheaper and simpler
than the other methods, and can be recommended as applicable methods
for the extraction of DNA from milk.

ANG

Vyskumny Ustav potravinarsky; Journal of food and nutrition research;
2014; Vol. 53, no. 2; str. 97-104; Impact Factor: 0.444;Srednja vrednost
Objavljeno v |revije / Medium Category Impact Factor: 1.54; WoS: JY; Avtorji / Authors:
Volk Helena, Piskernik Sasa, Kurinci¢ Marija, Klancnik Anja, Toplak Natasa,
Jersek Barbara

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
2. |COBISS ID 4398200 Vir: COBISS.SI

Uporaba PCR v realnem ¢asu za dolo¢anje potvorjenosti kozjega in ovcjega

Naslov SLo .
mleka s kravjim

Real-time PCR detection of fraudulent addition of bovine milk to caprine

ANG . -
and ovine milk

Adulteration of caprine (Capra hircus) and ovine (Ovis aries) milk and dairy
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products by cheaper bovine (Bos taurus) milk is a common fraud attempted
with the desire of profit. With the aim of shorten and simplify the control of
Opis SLO |such we introduced detection of bovine DNA from somatic cells using real-
time PCR as a promising approach for qualitative and quantitative
determination of bovine milk presence in milk and other dairy products.

Potvorbe ovéjega (Ovis aries) in kozjega mleka (Capra hircus) in mle¢nih
proizvodov s cenejsim kravjim mlekom (Bos taurus) se najpogosteje
pojavljajo zaradi pridobitve dodatnega dobi¢ka. Z namenom skrajSanja in
poenostavitve kontrole takih nedovoljenih posegov v Zivila smo vpeljali PCR
v realnem casu kot metodo kvalitativnega in kvantitativnega dolocanja
kravjega mleka v mleku in mlecnih proizvodih iz drugih vrst mleka.

ANG

Consulting and Training Center Key; Journal of hygienic engineering and
Objavljeno v |design; 2014; Vol. 7; str. 107-111; Avtorji / Authors: Volk Helena, Klanc¢nik
Anja, Toplak Natasa, Kovac Minka, JerSek Barbara

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
3. |COBISS ID 26998055 Vir: COBISS.SI
Stabilni in radioaktivni izotopi kot sledilci podzemnih vod na podrocju

Naslov SLO .
Podonavija

Radiocarbon and stable isotopes as groundwater tracers in the Danube

ANG river basin of SW Slovakia

Opazili smo horizontalne in vertikalne razlike v porazdelitvi C14, C13 in
018 vrednosti v podzemni vodi na otoku Zitny (RZ otok) v poredju Donave,
ki predstavlja najvedji rezervoar pitne vode v osrednji Evropi (priblizno 10
GM3). Rezultate smo obdelali s pomocjo geostatisti¢nih analiz. Ugotovili
smo, da jedro predstavljajo podzemne vode recentnega izvora s C14

Opis sLo |vrednostmi nad 80 pMC, medtem ko vrednosti C14 do 40 pMC kaZejo na
prisotnost podzemnih vod izven neposrednega vpliva reke Donave. Tako
porazdelitev starosti so prvi¢ opazili v horizontnih profilih podzemne vode
na podrocju reke Donave. Te raziskave so v pomoc pri Studiju vpliva
podzemnih vod na izvor mleka in pri dolo¢anju potvorb mleka z dodatkom
vode.

Horizontal and vertical variations in the distribution of radiocarbon, d13C
and d180 in groundwater of the Zitny island (Rye island) at the Danube
River Basin, which is the largest groundwater reservoir in the Central
Europe (about 10 Gm3), has been carried out using the geostatistical
analysis of experimental isotope data. The core of the subsurface C14
profile represents contemporary groundwater with C14 values above

ANG [80 pMC, except a small area on the east of the island where C14 values
down to 40 pMC were observed, indicating a groundwater source outside of
the direct Danube River influence. This has been for the first time when
vertical distributions of isotopes in different groundwater horizons have
been studied. This research is important for determination of the sources of
milk and also for determination of authenticity of milk and its adulteration
with water.

American Journal Science; Proceedings of the 21st International
Radiocarbon Conference, 9-13 July 2012, Paris, France; Radiocarbon;
2013; Vol. 55, no. 2/3; str. 1017-1028; Impact Factor: 1.037;Srednja
vrednost revije / Medium Category Impact Factor: 2.211; WoS: GC;
Avtoriji / Authors: Povinec P. P., Zenidova Z., Sivo A., Ogrinc Nives,
Richtarikova M., Breier R.

Objavljeno v

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

4. |COBISS ID 27009063 Vir: COBISS.SI

Naslov SLO [Raziskave izvorov pitne vode v Podonavju

ANG
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Examining riparian drinking water resources in the Danube basin

Raziskave vkljuCujejo meritve stabilnih izotopov lahkih elementov pri
Opis sLo |doloc¢anju izvorov pitne vode in s tem tudi izvore vode, ki jo lahko
dodajamo mleku.

The research include stable isotopes of lihgt elements in order to determine
the sources of drinking water that could be also used for milk adulteration.

2000-; Water & environment news; 2013; No. 32; str. 9-10; Avtorji /
Authors: Karman Krisztina, Deak Jozsef, Forizs Istvan, Michalko Juraj,
Cernak Radovan, Ogrinc Nives, Horvatinc¢i¢ Nada, Miljevi¢ Nada R., Ivanov

ANG

Objavljeno v

Marin
Tipologija 1.03 Kratki znanstveni prispevek
5. |COBISS ID 3238479 Vir: COBISS.SI

Pomen upravljanja tal in vinogradov pri dolocanju elementne sestave

Naslov SLo |,
vinske trte

Importance of soil and vineyard management in the determination of

ANG ) ) o
grapevine mineral composition

V prispevku je opisana raziskava o variabilnost mineralne sestave listov
vinske trte v vinogradih vzdolz vzhodne jadranske obale glede na
konvencionalno ali trajnostno obliko obdelave zemlje v njih. Faktorska
analiza kaze na tri dejavnike, makroelementa (makrohranili K in P) in
mikroelement (mikrohranilo Mn), ki pojasnjujejo 67% celotne variance
mineralne sestave. Najbolj prispevajo k tej varianci abiotski in biotski

Opis SLO |parametri tal, koncentracije K, Fe in Cu v zemlji,vsebnost organskih snovi
itd. Poleg tega analiza podatkov mineralne sestave kaze pomembne razlike
med razli¢nima tipoma vinogradnistva, s povecano bioakumulacije P in K v
trajnostnem vinogradnistvu, medtem ko je bila bioakumulacija Zn
povecana v konvencionalno obdelanih vinogradih. Prenos elementov iz tal
je pomemben tudi pri mleku in nam pomaga pri doloditvi geografskega
porekla mleka.

The spatial variability of the mineral composition of grapevines in
production vineyards along the east Adriatic coastwas determined and
compared between conventional and sustainable vineyard management.
Factor analysis reveals three factors with strong loading for the
macronutrients K and P and the micronutrient Mn,which explain 67% of the
total variance in the mineral composition. Here, the major contribution of
these three elements can be explained by abiotic and biotic soil
parameters, with soil concentrations of K, Fe and Cu, organic matter
content etc. In addition, analysis of the mineral composition data shows
significant differences between differently managed vineyards,with
increased bioaccumulation of P and K in sustainable vineyards, while Zn
bioaccumulation was increased in conventional vineyards. The transport of
elements from soil to milk is important for geographical determination of
milk.

ANG

Elsevier; Science of the total environment; 2015; Vol. 505; str. 724-731;
Impact Factor: 3.163;Srednja vrednost revije / Medium Category Impact
Objavljeno v |Factor: 2.143; A': 1; WoS: JA; Avtorji / Authors: Likar Matevz, Vogel-Mikus
Katarina, Potisek Mateja, Hancevi¢ Katarina, Radi¢ Tomislav, NeCemer
Marijan, Regvar Marjana

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

8.Najpomembnejsi druzbeno-ekonomski rezultati projektne skupinet

Druzbeno-ekonomski dosezek
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1. [COBISS ID 27996455 Vir: COBISS.SI

Naslov sLo |Izotopske tehnike za doloCanje pristnosti zivil

ANG [Isotope techniques for food authentication

Vabljena predavanja na skupni delavnici, ILVO - Instituut voor Landbouw-
en Visserijonderzoek, Technologie & Voeding, Melle, Belgija:

JERSEK, Barbara. Detection of cow ‘s milk in goat and sheep cheeses by
real-time PCR : lecture at the meeting "Authenticity of Milk and Dairy
Products"”, 21 June 2013, Melle, Belgium. Melle: Institute for Agricultural
and Fisheries Research, Technology & Food Science Unit: = ILVO - Instituut
voor Landbouw- en Visserijonderzoek, Technologie & Voeding -
Voedselveiligheid, 2013. [COBISS.SI-ID 4257656]

JAMNIK, Polona. Detection of goat milk adulteration using 2-
electrophoresis: lecture at the meeting "Authenticity of Milk and Dairy
Products"”, 21 June 2013, Melle, Belgium. Melle: Institute for Agricultural
and Fisheries Research, Technology & Food Science Unit: = ILVO - Instituut
voor Landbouw- en Visserijonderzoek, Technologie & Voeding -
Voedselveiligheid, 2013. [COBISS.SI-ID 4257400]

VOLK, Helena. Comparison of iso-electric focusing, real time PCR and
commercial ELISA for detection of raw and processed cow's milk in goat
milk: lecture at the meeting "Authenticity of Milk and Dairy Products”, 21
June 2013, Melle, Belgium. Melle: Institute for Agricultural and Fisheries
Opis SLO |Research, Technology & Food Science Unit: = ILVO - Instituut voor
Landbouw- en Visserijonderzoek, Technologie & Voeding -
Voedselveiligheid, 2013. [COBISS.SI-ID 4257912]

OGRINC, Nives. The use of stable isotopes to determine the authenticity
and geographical origin of milk and dairy products: presented at
Authenticity of Milk and Dairy Products Meeting, 21 June 2013, Melle,
Belgium. 2013. [COBISS.SI-ID 26841639]

OGRINC, Nives, POTOCNIK, Doris, MAZEJ, Darja, NECEMER, Marijan.
Isotope techniques for food authentication : milk and dairy products. V:
National Meeting of the Society for Applied Spectroscopy, (SAS),
September 28 - October 3, 2014, Reno, NV. SCIX 2014: final program book
of abstracts. [S. I.: s. n.], 2014, str. 200. [COBISS.SI-ID 27996455]

V vseh petih vabljenih predavanjih smo predstavili rezultate projekta.
Predstavili smo uporabnost PCR v realnem casu in 2D-elektroforezo za
dolocanje potvorjenosti mleka in mlecnih izdelkov ter uporabnost stabilnih
izotopov za dolocanje tako potvorjenosti mleka in mle¢nih izdelkov kot tudi
geografskega porekla.

Invitated lectures at ILVO - Instituut voor Landbouw- en Visserijonderzoek,
Technologie & Voeding, Melle, Belgija:

JERSEK, Barbara. Detection of cow ‘s milk in goat and sheep cheeses by
real-time PCR : lecture at the meeting "Authenticity of Milk and Dairy
Products"”, 21 June 2013, Melle, Belgium. Melle: Institute for Agricultural
and Fisheries Research, Technology & Food Science Unit: = ILVO - Instituut
voor Landbouw- en Visserijonderzoek, Technologie & Voeding -
Voedselveiligheid, 2013. [COBISS.SI-ID 4257656]

JAMNIK, Polona. Detection of goat milk adulteration using 2-
electrophoresis: lecture at the meeting "Authenticity of Milk and Dairy
Products"”, 21 June 2013, Melle, Belgium. Melle: Institute for Agricultural
and Fisheries Research, Technology & Food Science Unit: = ILVO - Instituut
voor Landbouw- en Visserijonderzoek, Technologie & Voeding -
Voedselveiligheid, 2013. [COBISS.SI-ID 4257400]

VOLK, Helena. Comparison of iso-electric focusing, real time PCR and
commercial ELISA for detection of raw and processed cow's milk in goat
milk: lecture at the meeting "Authenticity of Milk and Dairy Products", 21
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June 2013, Melle, Belgium. Melle: Institute for Agricultural and Fisheries
Research, Technology & Food Science Unit: = ILVO - Instituut voor
Landbouw- en Visserijonderzoek, Technologie & Voeding -
Voedselveiligheid, 2013. [COBISS.SI-ID 4257912]

OGRINC, Nives. The use of stable isotopes to determine the authenticity
and geographical origin of milk and dairy products: presented at
Authenticity of Milk and Dairy Products Meeting, 21 June 2013, Melle,
Belgium. 2013. [COBISS.SI-ID 26841639]

OGRINC, Nives, POTOCNIK, Doris, MAZEJ, Darja, NECEMER, Marijan.
Isotope techniques for food authentication : milk and dairy products. V:
National Meeting of the Society for Applied Spectroscopy, (SAS),
September 28 - October 3, 2014, Reno, NV. SCIX 2014: final program book
of abstracts. [S. I.: s. n.], 2014, str. 200. [COBISS.SI-ID 27996455]

ANG

In all five invited lectures we presented the results of the project. The use
of real-time PCR and 2D-electrophoresis were presented in order to
determine the adulteration of milk and dairy products, while the relative
potential of stable isotopes for the confirmation of authenticity and
geographical origin of milk and dairy products was also outlined.

Sifra B.04 Vabljeno predavanje

s. n.]; SCIX 2014; 2014; Str. 200; Avtorji / Authors: Ogrinc Nives,
Potocnik Doris, Mazej Darja, NeCemer Marijan

Objavljeno v

1.10 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci
(vabljeno predavanje)

2. |COBISS ID 27692583 Vir: COBISS.SI

Era katedra "ISO-FOOD": Uporaba izotopskih tehnik za dololitev kvalitete,
varnosti in sledljivosti zivil

Tipologija

Naslov SLO

"ISO-FOOD" ERA chair isotope techniques in food quality, safety and
traceability

Pridobitev ERA Chair projekta »ISO-FOOD«: Isotope Techniques in Food
Quality, Safety and Traceability (2014-2019). ISO-FOOD povezuje znanje
in ideje v okviru treh raziskovalnih stebrov (pristnost, sledljivost in varnost
hrane in krme) ter dveh horizontalnih podrocij (metrologija in repozitorij
znanja). V projektu delujem kot vodja delovnega sklopa 3: Research &
Education.

ANG

Kot vodja projekta sem od leta 2011 delovala pri izvedbi naslednjih

Opis SLO |projektov, ki se navezujejo na problematiko predlaganega projekta:
Mednarodni IAEA projekt: CRP - Accessible Technologies for the Verification
of Origin of Dairy Products as an Example Control System to Enhance
Global Trade and Food Safety, IAEA - The use of stable isotopes and
elemental composition for determination of authenticity and geographical
origin of milk and dairy products (2013-2017)

Slovenian-Austrian cooperation: Application of advanced methods in
determination of geographic origin of wine: comparison of Austrian and
Slovenian wine (2011-2012).

New EU project Era Chair ISO-FOOD: Isotope Techniques in Food Quality,
Safety and Traceability (2014-2019) was approved. ISO-FOOD will enable
the fusion of multidisciplinary knowledge and ideas for target-oriented
research on three Pillar themes (Food authenticity, Food traceability and
Food Safety) and two Horizontal themes (Metrological support and
Knowledge repository). I ack as a leader of Work Package 3: Research &
Education.

Further I was a coordinator of the following projects related to the
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proposed research study:

International IAEA project: CRP - Accessible Technologies for the
Verification of Origin of Dairy Products as an Example Control System to
Enhance Global Trade and Food Safety, IAEA - The use of stable isotopes
ANG [and elemental composition for determination of authenticity and
geographical origin of milk and dairy products (2013-2017)
Slovenian-Austrian cooperation: Application of advanced methods in
determination of geographic origin of wine: comparison of Austrian and
Slovenian wine (2011-2012).

Sifra D.01 Vodenje/koordiniranje (mednarodnih in domacih) projektov

s. n]; Programme & book of abstracts; 2014; Str. 51; Avtorji / Authors:
Ogrinc Nives, Lojen Sonja, Horvat Milena, Benedik Ljudmila, Ja¢imovic
Radojko, Korousi¢-Seljak Barbara, Kosjek Tina, Seljak Tine, Milacic¢
Radmila, Novak Sa$a, S¢ancar Janez, Vreca Polona

Objavljeno v

Tipologija 1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci
3. |COBISS ID 4349304 Vir: COBISS.SI

Dolocanje potvorb kozjega in ov¢jega mleka s kravjim mlekom na ravni
DNA in proteinov

Naslov SLO

Determination of adulteration of goats' milk and sheep's milk with cow's

ANG milk on DNA and protein level

V okviru projekta so se izvajale tudi naslednje magistrske naloge:

KRSLIN, Marjetka. Protenski profili razli¢nih vrst mleka : magistrsko delo =
Protein profiles of various types of milk : M. Sc. Thesis, (Biotehniska
fakulteta, Oddelek za zivilstvo, Ljubljana, Magistrsko delo magistrskega
$tudija - 2. stopnja Zivilstvo, 12). [COBISS.SI-ID 4472696]

Opis SLO |Magistrska dela, ki so Se v teku, predviden zagovor v letu 2015:

UrSa Vezjak: »Karakterizacija mleka in sira z merjenjem razmerja stabilnih
izotopov lahkih elementov«.

Ana Gornjak; »Ugotavljanje potvorb ovdjih in kozjih sirov s kravjim
mlekom«.

Izvajanje doktorske disertacije Doris Potocnik.

The following Master thesis were additionally performed within the project:
KRSLIN, Marjetka. Protenski profili razli¢nih vrst mleka : magistrsko delo =
Protein profiles of various types of milk : M. Sc. Thesis, (Biotehniska
fakulteta, Oddelek za Zzivilstvo, Ljubljana, Magistrsko delo magistrskega
Studija - 2. stopnja Zivilstvo, 12). [COBISS.SI-ID 4472696]

ANG |Master thesis, which will be concluded in 2015:

Ursa Vezjak: »Characterization of milk and cheese using stable isotopes of
light elements«.

Ana Gornjak: »Determination of adulteration of sheep and goat cheese with
cow's milk.

Izvajanje doktorske disertacije Doris Potocnik.

Sifra D.10 Pedagosko delo
Objavljeno v |[H. Volk]; 2013; XIII, 128 f., [10] f. pril.; Avtorji / Authors: Volk Helena
Tipologija 2.09 Magistrsko delo

4. |COBISS ID 27932967 Vir: COBISS.SI

Uporaba stabilnih izotopov in elementne sestave pri doloCitvi pristnosti in

Naslov sto geografskega porekla mleka in mlecnih izdelkov

ANG [The use of stable isotopes and elemental composition for determination of
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authenticity and geographical origin of milk and dairy products

- Sodelovanje pri vzpostavitvi in vzdrzevanju baze podatkov izotopske
sestave slovenskih vin, ki jo v EU koordinira JRC v Ispri, Italija.

- Rezultati projekta sestavljajo prvo bazo podatkov slovenskega mleka in
Opis sLo |vkljucujejo:

izotopsko sestavo kisika v mleku, izotopsko sestavo C in N v kazeinu
izoliranem iz mleka, mascobno kislinsko sestavo in elementno sestavo za
leto 2012, 2013 in 2014.

- Establishing and updating the database on the isotopic parameters of
Slovenian wines in EU databank, coordinated by the Slovenian Ministry of
ANG |forest, agriculture and food and JRC, Ispra, Italy.

- Establishement 