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1. UVOD

Mlijeko se naziva najkompletnijom prirodnom tekué¢inom jer u svom sastavu ima sve tvari
koje su neophodne za normalno funkcioniranje i ocuvanje zdravlja. O vaznosti mlijeka u
prehrani najbolje svjedo¢i izjava najpoznatijeg anti¢kog grckog lije¢nika Hipokrata iz 400.
godine prije Krista: ,,Mlijeko je najsavrs$enija prirodna hrana.*

Osim $to se konzumira zasebno, mlijeko se koristi i kao sirovina za daljnju preradu te
proizvodnju brojnih mlije¢nih proizvoda. Kravlje, kozje i ov¢je najznacajnije su vrste mlijeka
na hrvatskom trziStu pri ¢emu u posljednje vrijeme dolazi do pada koliine proizvedenog

kravljeg mlijeka, a povecanja proizvodnje kozjeg i ov¢jeg mlijeka.

Navedeni pad, odnosno povecanje proizvodnje drugih vrsta mlijeka, moze se pripisati sve
veéem broju dostupnih znanstvenih radova te povecanju razine informiranosti potrosaca, koji
se pri odabiru mlijeka, sve vise odlucuju za mlijeka s bogatijim i nutritivno kvalitetnijim

sastavom.

Medutim, kravlje mlijeko 1 dalje ima uvjerljivo najvazniju ulogu te ga se koli¢inski najvise
proizvodi pa tako prema Drzavnom zavodu za statistiku i podacima iz 2020. godine, godi$nja
proizvodnja kravljeg mlijeka u Hrvatskoj iznosila je 434 220 tona, ovéjeg 2821 tona te kozjeg
4055 tona. Na globalnoj razini, u 2018. godini proizvedeno je ukupno 810 milijuna tona
mlijeka (FAO, 2019).

S obzirom na veoma sloZen sastav, brojne su komponente mlijeka izloZene vanjskim
utjecajima, poput svjetla i topline, koji uzrokuju nezeljene promjene mlijeka te je pri
proizvodnji mlijeka i mlijecnih proizvoda, iznimno vazno detektirati kriticne tocke u
proizvodnji te smanjiti intenzitet reakcija koje posljedi¢no dovode do smanjivanja nutritivne

vrijednosti mlijeka.

Cilj ovog rada bio je odrediti kako razliciti toplinski tretmani koji se primjenjuju u
proizvodnji mlijeka utjecu na kvalitetu kravljeg mlijeka; prije svega na formiranje
hidroksimetilfurfurala (HMF), promjene u antioksidacijskoj aktivnosti (DPPH, FRAP) i
sadrzaju ukupnih fenola, stupanj denaturacije proteina kao i promjene u indeksu boje,
vodljivosti, ukupnoj otopljenoj tvari. Temeljem dobivenih rezultata ¢e se takoder napraviti

procjena mogu li navedeni parametri posluziti kao indikatori intenziteta toplinske obrade



mlijeka, a pomocu NIR spektra, koji su koriSteni za PCA analizu, odrediti sli¢nosti i razlike

izmedu uzoraka.



2. TEORIJSKI DIO
2.1 SASTAV | SVOJSTVA MLIJEKA

Mlijeko je bioloska tekuéina, slozena i promjenjiva sastava, bijele do zuckasto bijele boje,
karakteristicnog okusa i mirisa, a izluuje ga mlijecna Zlijezda Zenki sisavaca. Razli¢ite vrste
mlijeka ve¢inom sadrze iste sastojke, no udjeli u kojima su ti sastojci prisutni u mlijeku su
drugaciji (pogotovo proteini i masti), a posljedi¢no se vrste mlijeka razlikuju po hranjivoj i

energetskoj vrijednosti, fizikalno-kemijskim te tehnoloskim svojstvima.

Prema vazecem Pravilniku o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (Pravilnik, 2020) koje se

stavlja u promet, mlijeko mora zadovoljiti sljedeée uvjete:

e sadrzavati najmanje 3 %, a najvise 5,5 % mlijeCne masti,

e sadrzavati najmanje 2,5 %, a najvise 4 % bjelancevina,

e sadrzavati najmanje 8,5 % suhe tvari bez masti,

e imati gustoéu visu od 1,028 g cm™ pri temperaturi od 20 °C,

e imati kiselinski stupanj od 6,0 do 6,8 °SH i pH vrijednost izmedu 6,5 i 6,7
e imati toc¢ku ledista ispod -0,517 °C (da je bez dodane vode)

e imati negativan rezultat probe sa 72 %-tnim etilnim alkoholom.

nositelj je okusa, arome, konzistencije i teksture mlijeka i mlije¢nih proizvoda. Od svih
sastojaka mlijeka, mast najviSe pridonosi energetskoj vrijednosti, budu¢i da 1 g masti
oslobada energiju od 36 kJ ili 9 kcal. Osim energetske, mlijecna mast ima i znaCajnu
ekonomsku vrijednost, posebno u proizvodnji maslaca i vrhnja. Mast se u mlijeku nalazi u
globulama razli¢itih veli¢ina (naj¢es¢e od 1 do 5 um), no zajednicka karakteristika im je da su
znatno veée od drugih sastojaka u mlijeku. Globule su slozenog sastava, a lipidne tvari

rasporedene su u jezgri, membrani globule te u manjem udjelu u plazmi mlijeka.

U jezgri su najzastupljeniji triacilgliceroli, pri ¢emu se u srediStu nalaze gliceridi niske
temperature topljenja, bogati oleinskom kiselinom, dok su u vanjskom dijelu unutar globule
masti gliceridi visoke temperature topljenja, bogati palmitinskom kiselinom. U membrani su
najzastupljeniji fosfolipidi, kod kojih su hidrofobne skupine okrenute prema masnoj fazi te su

povezane s teSko topljivim triacilglicerolima iz sredista globule. S druge strane, hidrofilne



skupine su okrenute prema vodenoj fazi i povezuju se s proteinima. Osim spomenutih
triacilglicerola i fosfolipida, mlije¢nu mast mlijeka ¢ine i cerebrozidi, steroli, slobodne masne
kiseline te sastojci zastupljeni u veoma niskim koncentracijama, ali su bitni za senzorska
svojstva te hranjivu vrijednost mlijeka. To su vitamini topljivi u mastima (A, D, E i K), tvari
arome (aldehidi, ketoni), karotenoidni pigmenti (zasluzni za zlatno zuckastu boju mlije¢ne
masti), glikoproteini, proteini iz plazme mlijeka, endogeni enzimi, mineralne tvari te voda

vezana na hidrofilne sastojke fosfolipida i proteina u masti.

Pravilno skladistenje mlijeka vazan je korak u manipulaciji mlijekom i mlije¢nim
proizvodima jer prisustvo svjetla i zraka mogu potaknuti oksidaciju nezasi¢enih masnih
kiselina pri ¢emu kao produkti reakcije nastaju aldehidi i ketoni $to posljedi¢no dovodi do
nastanka neugodnog mirisa i okusa. Medutim, u odnosu na ostale sastojke sirovog mlijeka,
mlije¢na mast je relativno stabilna, cemu pridonose zasi¢ene masne kiseline i prirodno
prisutni antioksidansi (tokoferol i B-karoten, a toplinska obrada pri viSim temperaturama

dodatno povecava stabilnost jer dolazi do inaktivacije enzima (Tratnik i Bozani¢, 2012).

------

sastavljena je od a-D-glukoze i B-D-galaktoze (B-galaktozil-1,4-glukoza). Za sintezu laktoze
iz galaktoze i glukoze zasluzan je a-laktalbumin, regulatorna jedinica galaktozil-transferaze
(Kamau i sur., 2010). U mlijeku se laktoza pojavljuje kao strukturni izomer dvaju oblika - a-
oblika i B-oblika.

Laktoza je podloZna promjenama koje nastaju pove¢anjem temperature, a jedna od najces¢ih
je ireverzibilna reakcija neenzimskog posmedivanja, odnosno Maillardove reakcije pri cemu
dolazi do reakcije proteina 1 SeCera. Kao produkt reakcije nastaju i ,,melanoidni pigmenti*
odgovorni za pojavu smede boje mlijeka te hidroksimetilfufural (HMF) kojem se pripisuje
trpki okus mlijeka. Maillardove rekacije odvijaju se i pri nizim temperaturama, ali ne nizim
od 5 °C zbog ¢ega se mlijeko skladisti na 4 °C. Spomenuto posmedivanje moze biti i pozeljna
reakcija i to u proizvodnji pekarskih proizvoda, gdje se laktoza dodaje radi kontroliranog
posmedivanja. No, najveée promjene laktoze nastaju djelovanjem mikroorganizama Kkoji
dovode do vrenja, odnosno fermentacije laktoze te posljedi¢no zakiseljavanja i kvarenja
mlijeka (Tratnik i Bozani¢, 2012).



U mlijeku je pronadeno vise od 200 razliCitih proteina, ali ih je veéina u iznimno niskim
koncentracijama ili ¢ak u tragovima. Od ukupnih tvari mlijeka koje sadrzavaju dusik, 95 % je
proteina, a oko 5 % neproteinskih tvari, odnosno peptida, slobodnih aminokiselina,
amonijaka, aminoSecera, kreatina i drugih. Mlijeko sadrzava dva tipa potpuno razli¢itih
proteina, kazein koji ¢ini oko 80 % te proteine sirutke, zastupljenih oko 20 %. Osim po
zastupljenosti, kazein i proteini sirutke razlikuju se po kemijskom sastavu i strukturi, veli¢ini,
obliku, funkcionalnim i tehnoloskim svojstvima te hranjivoj i zdravstvenoj vrijednosti. Kazein
je najzastupljeniji protein mlijeka, heterogenog sastava i slozene strukture, koja je i danas
predmet istrazivanja brojnih znanstvenika. Medutim, poznato je kako je u sirovom mlijeku
kazein prisutan u obliku sitnih koloidnih Cestica, koje se nazivaju micelama, a sastoje se od
kazeinskih frakcija. Kod svjezeg uzorka sirovog mlijeka, micele su stabilne na povisenje

temperature, sve do 140 °C, a navedena se termostabilnost pripisuje fosfatima u mlijeku.

Proteini sirutke su nutritivno najvrijedniji proteini mlijeka, a najzastupljeniji su B-
laktoglobulini i a-laktaloumini. Za razliku od kazeina, proteini sirutke su hidrofilniji i
stabilniji na djelovanje kiseline ili enzima sirila, ali su s druge strane veoma termolabilni. Ve¢

pri temperaturama visim od 60 °C dolazi do denaturacije proteina sirutke.

U mlijeku je otkriveno oko 40 razli¢itth mineralnih tvari, koje se prema udjelu dijele na
makroelemente te mikroelemente. Makroelementi u mlijeku se uglavnom nalaze kao topljive i
netopljive anorganske ili organske soli, ali i ionskom, molekularnom te koloidnom obliku.
Najpoznatiji makroelement mlijeka je kalcij, koji moze biti vezan za citrate (55 %), u
ionskom obliku (35 %) te vezan za fosfate (10 %). Koli¢ina kalcija koja je iskoristiva ovisi o
topljivoj kolicini, koli¢ini vitamina D te o koncentraciji fosfora. Ukoliko je koncentracija
fosfora prevelika, dolazi do nastanka netopljivog Ca-fosfata te hipokalcemije. Takoder, vazna
je 1 koncentracija laktoze koja pospjeSuje peristaltiku crijeva i razgradnju kazeina, donatora
znatnih koli¢ina kalcija i fosfora, koji je uz kalcij najvaznija mineralna tvar. Od ostalih
makroelemenata u znacajniji koli¢inama su prisutni fosfor, magnezij, natrij, kalij, Klor i
sumpor (Tratnik i Bozanié¢, 2012). U odnosu na makroelemente, mikroelemenata (Zn, Si, Se,
Al, Fe, Cu) je puno vise, ali ih je vecina prisutna samo u tragovima. Medutim, njihova je

zastupljenost vazna zbog fizioloskih, hranjivih i biokemijskih reakcija.

Mineralne tvari utjeCu na: osmotski tlak (najvise K, Na 1 Cl u obliku soli ili iona),

elektrovodljivost (samo oni u ionskom obliku), temperaturu zamrzavanja i klju¢anje mlijeka



(topljive soli), titracijsku Kkiselost i pH vrijednost (najviSe fosfati i citrati), puferski kapacitet

(fosfati), disperznost kazeina te gustocu i viskoznost mlijeka.

Najvazniji vitamini u mlijeku su oni topljivi u mastima, vitamini A, D, E 1 K, a njihova
koncentracija ovisi o udjelu u hrani muzne zivotinje te o koli¢ini masti u mlijeku. S druge
strane, koncentracija minerala topljivih u vodi potjece od mikroflore buraga u kojoj se

sintetiziraju.

Od vitamina topljivih u vodi, najpoznatiji su vitamini B kompleksa i vitamin C, pri ¢emu se
moze re¢i kako je mlijeko bogato vitaminima B, i Bj, jer litra mlijeka sadrzava dnevnu
potrebu organizma, dok vitamina C najviSe ima u svjeze pomuzenom mlijeku, ali zbog
termolabilnosti i osjetljivosti na svjetlost, dolazi do razgradnje i opadanja koncentracije
(Tratnik i Bozani¢, 2012).

2.1.1 Antioksidacijski kapacitet mlijeka

Antioksidansi su spojevi €ija je funkcija sprjeCavanje i usporavanje oksidacije drugih
molekula, a definiraju se i1 kao tvari koje ve¢ pri malim koncentracijama usporavaju
oksidaciju tvari, koje relativno lako oksidiraju, odnosno kao tvar koja je prisutna u manjoj
koncentraciji u odnosu na oksidiranu tvar te sprjeCava njezinu oksidaciju. lako su reakcije
oksidacije neophodne za stvaranje energije, u organizmima dolazi do raznih poremecaja pri
¢emu nastaje oksidativni stres te posljedi¢no nezeljene promjene (bolesti) unutar organizma

(Ilijani¢, 2019).

Mehanizam reakcije oksidacije temelji se na prijenosu elektrona ili vodika na oksidacijsko
sredstvo, pri ¢emu nastaju izrazito reaktivni slobodni radikali, koji zapoc€inju lanc¢anu reakciju
u stanici te tako prouzrokuju oksidaciju lipida, DNA i proteina. Uklanjanjem intermedijara
spomenutih lancanih reakcija, antioksidansi usporavaju te sprjecavaju oksidacijske procese
(Talhaoui i sur., 2018). Antioksidansi se dijele na one koji reagiraju s lipidnim radikalom te
tako tvore stabilni produkt (fenoli, vitamini, minerali, flavonoidi) i one koji mijenjaju funkciju
slobodnog radikala $to zaustavlja lan¢anu reakciju (propil galat). Takoder, mogu se podijeliti
na enzimske i neenzimske, od kojih su mnogi dobiveni iz hrane, a najpoznatiji predstavnici su
polifenoli. Takoder, iznimno je vazno razlikovati antioksidaticijsku i antiradikalsku aktivnost.

Antioksidacijska aktivnost podrazumijeva sposobnost antioksidansa da uspori oksidaciju



tvari, dok antiradikalska aktivnost predstavlja sposobnost antioksidansa da reagira sa

slobodnim radikalom te tako prekine lancanu reakciju (Antolovich i sur., 2002).

Mnogi spojevi prisutni u mlijeku, kao §to su kazein, proteini sirutke, B-karoten, vitamini A, E
i C, a-tokoferol, cink, selen, laktoferin te aminokiseline koje sadrze sumpor imaju dokazana
antioksidacijska svojstva (Usta i Yilmaz, 2013), a istrazivanja pokazuju kako antioksidansi iz

mlijeka pojacavaju zastitu od oksidativnog stresa (Bay i sur., 1999).

Zahvaljujuci svojim frakcijama (og;-, 0sp-, B- 1 k-kazein) koje su bogate fosfatima, kazein kao
glavni protein mlijeka djeluje kao antioksidans te inhibira autooksidaciju lipida kataliziranu
lipooksigenazom. Drugi najzastupljeniji proteini mlijeka, proteini sirutke inaktiviraju
oksidaciju lipida (Tong i sur., 2001) te svojim djelovanjem povecaju razinu glutation
peroksidaze, jo$ jednog antioksidansa mlijeka. Ovisno o koncentraciji, B-karoten sprjecava
fotooksidaciju vitamina B, i to na na¢in da apsorbira svjetlost umjesto vitamina ¢ime ne dolazi
do narusavanja kvalitete mlijeka. lako =zastupljen u relativno malim koli¢inama, kao
predstavnik vitamina topljivih u vodi, vitamin C neutralizira superoksidne radikale, okside
zeljeza 1 dusika te inhibira razgradnju vitamina B, . Vitamini topljivi u mastima (A i E)
predstavljaju zastitu za polinezasicene masne kiseline, a vitamin E suprimira aktivnost
proteolitickog enzima — plazmina. a-tokoferol prisutan je u membrani masne globule te ima
preventivnu ulogu u nastanku slobodnih radikala i smatra se jednim od najjac¢ih antioksidansa
topljivih u mastima (Cacho i Lawrence, 2017), a cink i selen izazivaju supresiju
superoksidnog radikala. lako je u kravljem mlijeku prisutan u relativno niskim
koncentracijama, laktoferin moze imati vaznu ulogu jer veze prooksidacijski ion Zeljeza, a

time se smanjuje pretvorba vodikovog peroksida u hidroksilni radikal (Khan i sur., 2019).

Antoksidacijska aktivnost mlijeka ovisi i o nadinu ishrane zivotinja pa je tako u mlijeku
zivotinja koje su se hranile slobodnom ispasom zabiljezena veca koncentracija fenolnih
spojeva, nego S§to je slucaj kod zivotinja koje su bile zatvorene i1 hranjene koncentratima jer se
u svjezem bilju nalazi vise bioaktivnih spojeva koji pozitivno utjecu na sastav mlijeka. Osim
nacina ishrane, na koncentraciju fenolnih spojeva u mlijeku utjeCe i godisnje doba, odnosno
susno ili kiSno razdoblje. U razdoblju suse, dolazi do abiotickog stresa kod biljaka, povecava
se proizvodnja sekundarnih metabolita, kojima pripadaju i fenolni spojevi te konzumacijom
hrane u vrijeme suSe, posljedi¢no u mlijeku raste koncentracija fenola (Chavez-Servin i sur.,

2018).



2.2 PREHRAMBENA VRIJEDNOST MLIEKA

Mlijeko ima iznimno vaznu ulogu u prehrani ljudi kroz sve faze zivota, a posebno u prvoj fazi
kada je mlijeko jedina hrana za dojence jer svojim sastavom zadovoljava hranjive i
imunoloske potrebe organizma. Konzumira se prvenstveno zbog bioloske vrijednosti proteina
te doprinosa mineralnih tvari, ali 1 zbog svih ostalih sastojaka, od kojih neki potpomazu

peristaltiku i probavu, apsorpciju hranjivih tvari, a neki predstavljaju izvor energije.

Proteini mlijeka sadrze sve esencijalne aminokiseline koje su potrebne za gradu tkiva, enzima
1 hormona, a imunoaktivni sustav predstavlja zaStitu organizma od virusa, Stetnih bakterija te
uzroCnika zaraznih bolesti. Takoder, bioloSka vrijednost proteina mlijeka veca je od
primjerice proteina mesa ili ribe. Medutim, treba istaknuti i kako postoje osobe koje ne
podnose kravlje mlijeko, pri ¢emu je jedan uzro¢nik laktoza, odnosno nedostatak enzima
laktaze, a drugi su proteini mlijeka, kazein ili B-laktoglobulin. Navedeni proteini mlijeka
mogu uzrokovati alergijske pojave, kao $to su kozne tegobe ili astma. Alergijske pojave mogu
se ublaziti denaturacijom proteina, primjenom povisene temperature ili hidrolizom proteina,

koja je 1 djelotvornija metoda (Tratnik 1 Bozani¢, 2012).

Mlije¢na mast predstavlja najveéi izvor energije u mlijeku (37 kJ g™, a utje¢e na okus, aromu
1 teksturu mlijeka. U usporedbi s uljima 1 mastima biljnog podrijetla, sadrzi viSe zasi¢enih
masnih kiselina te esencijalnu arahidonsku kiselinu koje nema u biljnim mastima. Lecitin je
najvazniji fosfolipid mlijeka, djeluje kao stabilizator, a steroli su vazni prekursori hormona.
Zbog povoljnog udjela kalcija i vitamina D u mlijeku, mlijeko se ne smatra izvorom

kolesterola, ve¢ zahvaljujuci kalciju 1 vitaminu D ima hipokolesterolni u¢inak.

U odnosu na ostale Secere, laktoza je relativno slabo topljiva u vodi, no prisutnost kalcijevih
soli (u mlijeku) i poviSenje temperature, povecavaju topljivost. Isto tako, laktoza je 3-4 puta
manje slatka od saharoze. Osim $to doprinosi povec¢anju energetske vrijednosti mlijeka (3,75
kcal g'l), mlijeko potice peristaltiku, olakSava probavu masti i proteina, pomaze pri apsorpciji
kalcija i fosfora, a osigurava i optimalnu razinu magnezija. lako je laktoza za vec¢inu lako
probavljiva (99,71 %), osobe s nedostatkom enzima [-galaktozidaze tesko je podnose i
njezino konzumiranje dovodi do zdravstvenih tegoba, glavobolje, dijareje, nadimanja, ovisno

o koli¢ini nerazgradene laktoze. Upravo iz tog razloga na trziStu se pojavljuje sve vise



mlije¢nih, ali 1 opcéenito proizvoda koji ne sadrze laktozu, koja se dodatkom enzima,
razgraduje na glukozu i galaktozu. Osobe koje su intolerantne na laktozu, ¢eS¢e oboljevaju od
osteoporoze, Sto potvrduje ¢injenicu kako laktoza pomaze pri apsorpciji kalcija u organizmu
(Tratnik i Bozani¢, 2012).

Vitamini A i D vazni su u prehrani ljudi i zbog toga se dodaju konzumnom mlijeku koje se
moze pronaci na trzistu. Vitamin A, odnosno retinol se u mlijeku nalazi u obliku vitamina te
provitamina [-karotena, od kojeg potjece svijetlozuckasta boja mlijeka. Mlijeko je relativno
siroma$no vitaminom D, koji se nalazi u obliku provitamina, pri ¢emu ljetno mlijeko, zbog
utjecaja svjetla i sunca sadrzava viSe vitamina D, stabilnog pri preradi, a pomaze pri

apsorpciji kalcija te mineralizaciji kostiju (Baruk¢i¢, 2017).

Dakle, iz svega prethodno navedenog nedvojbeno je kako mlijeko sadrzava brojne sastojke
potrebne za odrzavanje zdravlja, a to potvrduje Cinjenica kako je mlijeko prva hrana Zivih bica
(sisavaca) po dolasku na svijet, a konzumira se kako bi se zadovoljile hranjive i imunoloske
potrebe. Proteini sadrZe esencijalne aminokiseline, koje su gradivna jedinica tkiva, enzima te
hormona, a konzumiranjem jedne litre mlijeka dnevno, odrasla osoba zadovolji dnevnu
potrebu za proteinima Zzivotinjskog podrijetla. Mineralne tvari imaju vaznu hranjivo-
fiziolosku ulogu, a uspostavljaju aktivnost enzima, odrZzavaju pH vrijednost i osmolalnost.
Kalcij je potreban za rast kostiju, gruSanje krvi, kontrakciju miSi¢a i1 rad srca te prijenos
zivéanih impulsa. Laktoza pomaze apsorpciju kalcija i fosfora, a osigurava i optimalnu razinu
magnezija. MlijeCna mast primarni je izvor energije te pridonosi vitaminskom sadrzaju

mlijeka, za proteine topljive u masti.

2.3 PROMJENE U MLIJEKU NASTALE KAO POSLJEDICA PRIMJENE
RAZLICITIH TOPLINSKIH TRETMANA

Toplinskoj obradi mlijeka pristupa se zbog uniStenja patogenih, ali 1 mikroorganizama,
prisutnih spora te zbog inaktivacije enzima koji uzroku (nezeljene) promjene mlijeka, a
glavne vrste obrade vidljive su u Tablici 1. Jedan od glavnih ciljeva toplinske obrade mlijeka,
ali 1 opCenito namirnica je produljenje roka trajnosti, poStujuci sve pravilnike o sigurnosti
krajnjeg proizvoda za potrosace. Pravilnici o koriStenju sirovog mlijeka razlikuju se od drzave

do drzave, u nekima je konzumacija termicki neobradenog mlijeka strogo zabranjena, dok je u



drugima dozvoljena, ali uz postivanje strogih pravila tijekom svih faza proizvodnje, od

muznje sve do pakiranja i skladiStenja.

Toplinska obrada mlijeka pri kojoj temperatura tretmana ne prelazi 100 °C naziva se
pasterizacija, dok je sterilizacija naziv za postupke obrade kod kojih je temperatura visa od
100 °C. Postizanjem optimalnog odnosa temperature i vremena trajanja pasterizacije,
osigurava se mikrobioloSka kvaliteta mlijeka, uz ouvanje okusa, boje i nutritivne vrijednosti.
Uvjeti pasterizacije razlikuju se medu drzavama, ali se najc¢esce koristi HTST-postupak (eng.
High Temperature Short Time) kako bi se sacuvala kvaliteta mlijeka. Iako je njezina primjena
relativno skupocjena te se zbog dugotrajnosti vise ne primjenjuje u industriji, niska,
dugotrajna (eng. Low Temperature Long Time) pasterizacija koristi se za manje $arze te u
laboratorijskim uvjetima. Za proizvodnju pasteriziranog konzumnog mlijeka, preporuca se
srednja, kratkotrajna pasterizacija, koja se provodi pri temperaturi od 72 °C, u trajanju od
najmanje 15 sekundi (Tratnik i BoZani¢, 2012).

Kako bi se inaktivirale spore, mlijeko treba biti sterilizirano, odnosno podvrgnuto toplinskoj
obradi visoj od 100 °C. Sterilizacija u protoku, tj. UHT-postupak (eng. Ultra High
Temperature) provodi se u intervalu od 135 °C do 140 °C, u trajanju od nekoliko sekundi.
Osim sterilizacije u protoku, moze se provesti i sterilizacija u ambalazi, gdje je temperatura

izmedu 115 °C i 120 °C, a trajanje zagrijavanja od 5 do 16 minuta (Morales i sur., 1996).

S obzirom na relativno veliku razliku u temperaturama, pasterizirano i sterilizirano mlijeko se
mogu razlikovati prema izgledu i okusu, pri ¢emu potrosaci navode kako sterilizirano mlijeko

ima okus po kuhanom, dok boja takvog mlijeka poprima nijanse smede boje (Manners, 2003).

Budu¢i da nije standardizirana metoda, temperature termalizacije su izmedu 57 °C 1 68 °C, a
traju tijekom 15 sekundi do jedne minute pri ¢emu ¢e samo privremeno inhibirati rast
bakterija. S obzirom da nece inaktivirati enzime fosfataze, termalizacija ne moze zamijeniti

pasterizaciju (Mileti¢, 1994).
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Tablica 1. Glavne vrste toplinske obrade mlijeka (Bylund, 2003; Morales i sur., 1996)

Vrsta procesa Temperatura Trajanje
O
Termalizacija 63 — 65 15s
LTLT, niska, dugotrajna pasterizacija 63 — 65 30 min
HTST, srednja kratkotrajna 72-175 15-20s
pasterizacija
HTST, visoka, kratkotrajna >80 1-5s
pasterizacija
Ultra pasterizacija (ESL) 125138 2—-4s
Sterilizacija u protoku (UHT)* 135 - 140 nekoliko sekundi
Sterilizacija u ambalazi** 116 - 120 5 — 16 minuta

*izravno zagrijavanje (mlijeko u paru ili para u mlijeko)
**Sarzna u autoklavu

Ovisno o intezitetu toplinskog rezima, u mlijeku nastaju reverzibilne i ireverzibilne promjene
kao §to su: neznatne promjene pH-vrijednosti, promjena udjela laktoze (nastanak laktuloze ili
nastajanje hidroksimetilfurfurala u pocetnim fazama Maillardovih reakcija koji moze
uzrokovati trpki okus mlijeka), denaturaciju proteina sirutke ili interakciju s k-kazeinom,
pojava okusa po kuhanom (slobodne —SH skupine denaturiranih proteina sirutke),
Maillardove reakcije posmedivanja mlijeka (nastanak melanoidina, nakon serije reakcija
uzrokovanih interakcijom laktoze s lizinom proteina, osobito lizinom kazeina), inaktivacija
vecine enzima, a sve navedene promjene ovisne su o odnosu temperature i trajanja tretmana,
sastavu i kvaliteti sirovog mlijeka, pH-vrijednosti, udjelu kisika i o mikrobiolo§koj kvaliteti

sirovog mlijeka (Tratnik 1 Bozani¢, 2012).

Pasterizacija moze uzrokovati neznatne promjene nutritivnog sastava mlijeka pa tako tijekom
pasterizacije gubitak vitamina Bg iznosi 1-5 %, vitamina By 3-5 %, vitamina B, je nesto vedi,
od 1-10 %, dok je najznacajniji gubitak vitamina zabiljezen kod B; od 10 % te vitamina C, 5-
20 %. S druge strane, gubitak vitamina A i D je gotovo zanemariv. Takoder, dolazi i do
denaturacije proteina (3-5 %), a najvec¢a promjena koju uzrokuje pasterizacija je Maillardova
reakcija (Meunier i Goddik, 2002).

Denaturacija B-laktoglubulina uzrokovana sterilizacijom iznosi 50-85 %, a posljedica

sterilizacije je 1 formiranje kompleksa s k-kazeinom na povrsini micele. Pove¢ana temperatura
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uzrokuje reakciju laktoze s amino ostacima proteina, posebice s lizinom tijekom Maillardove

reakcije.

Kao i kod postupka pasterizacije, Maillardova reakcija predstavlja reakciju amino skupine
lizina 1 aldehidne skupine laktoze, uz nastajanje aminosecera, pri ¢emu posljedicno dolazi do

spomenute pojave smedkaste boje mlijeka te okusa po kuhanome (Rosenberg, 2002).

Hidroksimetilfurfural (HMF) je cikli¢ki aldehid nastao dehidracijom fruktoze i glukoze u
kiseloj sredini, nastaje kao produkt Maillardovih reakcija, neenzimatskog posmedivanja, a te
se reakcije odvijaju, pod odredenim uvjetima, u mlijeku. Cesto se koristi kao indikator
toplinskog tretmana mlijeka, a uvjeti koji su vazni za nastanak hidroksimetilfurfurala su:
temperatura, vrijeme trajanja toplinskog tretmana, uvjeti u kojima se mlijeko skladisti te
evenutalna upotreba metalne ambalaze. Povecanje temperature i trajanja toplinskog tretmana
utjeCu na povecanje koncentracije hidrokismetilfurfurala, kao posljedica Maillardovih reakcija
(Ozdal i sur., 2018).

Navedene reakcije odvijaju se u tri faze: inicijalna ili pocetna, faza stvaranja meduprodukata
te finalna faza. U pocetnoj fazi, reducirajuci Secer, poput glukoze, reagira sa spojem Koji
sadrzi slobodnu amino skupinu, pri ¢emu nastaje N-supstituirani glikozilamin, koji se potom
mijenja, tvore¢i Amadorijev produkt preslagivanja (ARP). Daljnja razgradnja Amadorijevih
produkata ovisi o pH vrijednosti, a pri pH vrijednosti 7 ili niZzoj, podvrgava se 1,2-enolizaciji s
nastajanjem furfurala (kada su prisutne pentoze) ili hidroksimetilfurfurala (HMF) (kada su u
reakciju ukljucene heksoze). U zavr$noj fazi dolazi do nastanka smede obojanih
heterocikli¢nih dusi¢nih spojeva, odnosno melanoidina koji uzrokuju obojenje te su zasluzni

za specifi¢nu aromu (Martins i sur., 2001).

Negativne posljedice posmedivanja mlijeka 1 hrane opcenito, vezu se za destrukciju i
redukciju esencijalnih aminokiselina ¢ime je koncentracija HMF-a povezana s oSte¢enjima
DNK, povecanjem inhibitornog, citotoksi¢nog te kancerogenog ucinka, a posljedi¢no se
koristi kao jedan od najceS¢ih parametara za odredivanje inteziteta toplinske obrade mlijeka

(Francisquini i sur., 2018).

SDS PAGE elektroforeza jedna je od najpouzdanijih metoda za detekciju proteina mlijeka i
prac¢enje promjena koje nastaju povisenjem temperature, ali i drugim utjecajima (O'donnell i
sur., 2004). Proteini sirutke su termolabilniji od kazeina, koji je pri povecanju temperature

relativno otporan na denaturaciju i koagulaciju. Kod proteina sirutke redom denaturiraju:
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proteoze-peptoni, a-laktalbumini,  B-laktoglobulini, albumini  krvnog seruma te
imunoglobulini, a temperatura denaturacije ovisi ponajprije o B-laktoglobulinima, budu¢i da
su najzastupljeniji proteini sirutke (Donovan i Mulvihill, 1987). Toplinski rezimi utje¢u na
interakciju i tvorbu kompleksa medu proteinima i njihovim frakcijama pa tako primjerice
dolazi do stvaranja kompleksa izmedu a-laktalbumina i B-laktoglobulina, o-laktalbumina i k-

kazeina te 3-laktoglobulina i k-kazeina (Corredig i Dalgleish, 1996).

Za odredivanje patvorenja, odnosno detekciju pojedinih spojeva u hrani koriste se razne
metode, a u posljednje vrijeme se sve CeS¢e koriste nedestruktivne metode, poput NIR
spektroskopije (eng. Near Infrared Spectroscopy, NIRs), koji predstavlja vaznu i pouzdanu
alternativu u odredivanju patvorenja razli¢itth namirnica (Shao i sur., 2019), a posebno
mlijeka i mlije¢nih proizvoda (Azad i Ahmed, 2016). Prethodna istrazivanja (Aernouts i sur.,
2011) su pokazala kako se odvajanje faza, stabilnost i kvaliteta emulzije, ponajprije kod

mlijeka i mlije¢nih proizvoda, mogu pratiti pomoc¢u NIR spektroskopije.

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERUALI

Pri izradi diplomskog rada, kao glavna sirovina, odnosno materijal koristeno je sirovo kravlje
mlijeko nabavljeno na mljekomatu. Uzorak mlijeka tretiran je pri sedam razli¢itih rezima

toplinske obrade, kako je navedeno u Tablici 2.

Uz sirovo kravlje mlijeko, koristeno je i mlijeko u prahu (Dukat d.d. i Ledo d.d., Hrvatska)
razli¢itih udjela mlije¢ne masti (Dukat mlijeko u prahu 26 % m.m, Dukat mlijeko u prahu 1,5
% m.m., Ledo mlijeko u prahu 1,0 % m.m.) te uzorci komercijalno dostupnog svjezeg (Dukat
3,2 % m.m, Vindija 3,2 % m.m, Veronika 3,2 % m.m, Alpsko 3,9 % m.m.) i trajnog (Dukat
3,8 % m.m. te 2,8 % m.m., Vindija 3,5 % m.m., Alpsko 3,5 % m.m.) mlijeka oznac¢enih kako

je navedeno u Tablici 2.

Tablica 2. Oznake uzoraka komercijalno dostupnih mlijeka
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Oznaka uzorka Uzorak
MUP 26 Mlijeko u prahu, Dukat, 26 % m.m.
MUP 1,5 Mlijeko u prahu, Dukat, 1,5 % m.m.
MUP 1,0 Mlijeko u prahu, Ledo, 1 % m.m.
TM.38-D Trajno mlijeko, Dukat, 3,8 % m.m.
TM.35-V Trajno mlijeko, Vindija, 3,5 % m.m.
TM35-A Trajno mlijeko, Alpsko, 3,5 % m.m.
TM.28-D Trajno mlijeko, Dukat, 2,8 % m.m.
SM.32-D Svjeze mlijeko, Dukat, 3,2 % m.m.
SM.32-Vi Svjeze mlijeko, Vindija, 3,2 % m.m.
S.M. 3,2 - Ver Svjeze mlijeko, Veronika, 3,2 % m.m.
SM.39-A Svjeze mlijeko, Alpsko, 3,9 % m.m.

Za odredivanje titracijske kiselosti mlijeka metodom po Soxhlet-Henkelu, koristene su
sljedece kemikalije:

e 2 %-tni fenolftalein (Gram-Mol, Hrvatska)

e kobaltov sulfat CoSO4x7H,0 (Lach-Ner, Hrvatska)

e 0,1 M NaOH (Gram-Mol, Hrvatska)

Za odredivanje koncentracije ukupnog i slobodnog HMF-a, koriStene su sljedece kemikalije:
e 0,3 M oksalna kiselina (Gram-Mol, Hrvatska)
e 40 %-tna TCA (Trikloroctena kiselina, Fisher Scientific, UK)
e 0,05 M TBA (2-tiobarbiturna kiselina, Alfa Aesar, UK)
e 1 M HCI (Gram-Mol, Hrvatska) pripremljen u 95 % etanolu (v/v, 15/85, KEFO,
Hrvatska).

Za odredivanje antioksidacijskog potencijala DPPH metodom koriSten je:

e 6,0 10° mol L * DPPH (Sigma-Aldrich, Njemacka) otopljen u 95 %-tnom etanolu
(KEFO, Hrvatska)
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Prilikom odredivanja antioksidacijskog potencijala FRAP metodom koristene su sljedece

kemikalije:

e 0,3 M acetatni pufer (A) (Gram-Mol, Hrvatska),

e 10 mmol TPTZ — (2,4,6-tripiridil-s-triazin; Sigma-Aldrich, Njemacka) pripremljen u
40 mmol HCI (B) (KEFO, Hrvatska)

e 20 mmol zeljezo (IIT)-klorid heksahidrat, FeCl3x6H,0 (C) (Lach-Ner, Hrvatska)

¢ navede kemikalije iskoriStene su pri pripremi FRAP reagensa, koji se sastojao od 25
mL acetatnog pufera (A), 2,5 mL otopine TPTZ-a (B) i 2,5 mL otopine FeCl3;x6H,0
(C), pomijesanih u omjeru 10:1:1 v/v (A:B:C)

Za odredivanje ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteau koriSteni su:

e Folin Ciocalteau reagens — razrijeden s destiliranom vodom u omjeru 1:10 (Sigma-
Aldrich, Njemacka)
e 7,5% (w/v) Natrijev karbonat, Na,CO3 (Gram-Mol, Hrvatska)

3.2 METODE RADA

3.2.1 ReZimi toplinske obrade mlijeka

Svjeze sirovo mlijeko (iz mljekomata) razdijeljeno je u volumene od 100 mL, nakon Cega je
zagrijavano na sedam razli¢itih temperaturnih rezima (Tablica 3). Uzorci mlijeka koji su
tretirani na temperaturnim rezimima od 63 — 65 °C/15 sec, 63 — 65 °C/30 min, 72 °C/20 sec,
85 °C/30 sec i 90 — 95 °C/5 - 10 min, uz konstantno su mijeSanje zagrijavani na magnetskom
grijacu. Simulacija Sarzne sterilizacije provedena je u autoklavu (Inko, Zagreb) na 116 °C te
120 °C. Nakon $to je dosegnuta zadana temperatura, uzorak mlijeka brzo je ohladen pod

mlazom tekuce hladne vode 1 u hladnoj kupelji s ledom.

Tablica 3. Primijenjeni rezimi toplinske obrade mlijeka i pripadajuc¢e oznake uzoraka

Oznaka uzorka Temperatura Vrijeme
63/15 63 — 65 °C 15 sec
63/30 63 — 65 °C 30 min
72/20 72 °C 20 sec
85/30 85 °C 30 sec

15



90-95/5-10 90 - 95 °C 5—10 min
116/16 116 °C 16 min

120/5 120 °C 5 min

3.2.2 Odredivanje pH vrijednosti mlijeka

Za mjerenje pH vrijednosti uzoraka koristen je laboratorijski pH-metar WTW-ProfiLine pH
3110 tvrtke Xylem Analytics (Weilheim, Njemacka). Prije pocetka samog mjerenja, potrebno
je kalibrirati elektrodu pH metra (uranjanjem u otopinu standarda poznate pH vrijednosti) te
potom isprati destiliranom vodom 1 osusSiti stanicevinom. Elektroda se zatim uroni U caSu s
uzorkom mlijeka, sadrzaj se lagano promijesa, te se na zaslonu ocita pH vrijednost, nakon §to
se ista ustali. Elektroda se nakon zavrSene analize ispere destiliranom vodom, obrise

stani¢evinom te uroni u otopinu kalijeva klorida, gdje se ¢uva do sljedeéeg mjerenja (Bajt i

sur., 1998).

3.2.3 Odredivanje titracijske kiselosti metodom po Soxhlet-Henkelu

Metoda po Soxhlet-Henkelu je sluzbena titracijska metoda za odredivanje kiselosti mlijeka i
mlije¢nih proizvoda u Republici Hrvatskoj. Zasniva se titraciji uzorka mlijeka s 0,1 M NaOH
uz indikator 2 % fenolftaleina. Titracija se provodi do nastanka crvenkaste boje, Cija je
prisutnost stabilna u trajanju od jedne minute. Prije odredivanja titracijske kiselosti uzorka
mlijeka potrebno je pripremiti standardnu boju koja sluzi kao referentna nijansa do koje se
provodi titracija natrijevom luzinom. Standardna boja priprema se dodatkom 0,4 mL 5 %

otopine kobaltovog sulfata u 20 mL uzorka mlijeka (Bozani¢ i sur., 2010).

Izracun stupnja titracijske kiselosti mlijeka metodom po Soxhlet- Henkelu provodi se prema

formuli:
°SH=a-2-f [1]

gdje ,,a* oznaCava volumen, tj. mL 0,1 M NaOH utroSenih za neutralizaciju 20 mL mlijeka,

I predstavlja faktor otopine natrijeve luzine (NaOH) = 0,1 mol Lt=1.
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3.2.4 Odredivanje osnovnog sastava mlijeka metodom infracrvene spektroskopije
(MilkoScan)

Ispitivanje oshovnog kemijskog sastava mlijeka provodi se metodom infracrvene
spektrofotometrije (IR), sukladno normi HRN ISO 9622:2001, na uredaju MilkoScan™ FT1
(Foss, Danska). Uredaj pruza do 120 pouzdanih mjerenja po satu, omogucuje brzu analizu
fizikalno-kemijskih parametara poput pH i SH vrijednosti, gustoce, udjela mlije¢ne masti,
proteina, laktoze, glukoze, suhe tvari i suhe tvari bez masti. Rezultati su iznimno precizni i
pohranjuju se u racunalo zbog sljedivosti. Siroki radni raspon temperatura (5-55 °C)
omogucuje izravnu analizu ¢ak i hladnih, ali homogenih uzoraka. Za analizu je potrebno 8 mL
uzorka, a ukoliko su u uzorku prisutne anomalije u odnosu na propisani sastav, uredaj Salje
obavijest o razlikama. Analiza osnovnog sastava mlijeka napravljena je u Dukat d.d. mlije¢noj

industriji u Zagrebu.

3.25 Odredivanje indeksa boje

CIELAB je trodimenzionalni prostor boja baziran na percepciji boje standardnog promatraca,
a ne na moguc¢nostima uredaja 1 zbog toga se navedeni prostor boja smatra neovisnim o
uredaju. Kratica Lab, oznacava tri komponente ovog modela koje prikazuje Slika 1. Prednost
ovog sustava je 1 uvodenje svjetline kao tre¢e dimenzije. Numericke vrijednosti u CIELAB

sustavu opisuju sve boje koje moze razlikovati svako zdravo ljudsko oko.

Boje su opisane pomoc¢u tri komponente: svjetlina L (luminance) koja je akromatska
komponenta i dvije kromatske komponente, a (crvena i zelena, gdje negativne vrijednosti
oznacavaju zelenu, a pozitivne crvenu boju) 1 b (negativne vrijednosti za plavu, a pozitivne za
zutu boju). Svjetlina se mjeri od 1 do 100 po vertikalnoj osi, gdje je 1 vrijednost za crnu, a
100 za bijelu.
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Slika 1. CIELAB prostor boja (Yam i Papadakis, 2004)

Odredivanje boje uzoraka i nastalih promjena nakon toplinskih tretmana, provodilo se difuzno
reflektiraju¢om spektrofotometrijom na kolorimetru CM-350d (Konica Minolta, Japan). lzvor
svjetla pulsirajuca je ksenon lampa, dizajnirana na nacin da daje standardni izvor svjetla D65.
Svjetlo reflektirano od uzorka se sakuplja u integrirajucoj sferi, neovisno o valnoj duljini te se
normalizira prema svjetlu izvora reflektancije. 1z tog je razloga prije svakog mijerenja,
potrebno kalibrirati uredaj s ¢isto bijelim standardom (100 %-tna refleksija) te crnim valjkom
Cija refleksija iznosi 0 %. Sve potrebne postavke vrSene su u programu Spectramagic NX
(Konica Minolta, Japan), a mjerenje se provodilo unoSenjem svakog uzorka mlijeka u
posudicu, koja se zatim poklopila s crnim valjkom maksimalne apsorpcije svjetlosti. U
konacnici, kao rezultat su dobivene L*, a* i b* vrijednosti za svaki uzorak mlijeka (Konica-
Minolta, 1998).

Za izracun promjene boje mlijeka nakon toplinskog tretmana, koristi se vrijednost AE*, koja
pokazuje koliko se boja tretiranog uzorka razlikuje od referentne boje (Tablica 4.), odnosno
sirovog mlijeka (Mokrzycki i Tatol, 2011):

AE* = \J(I' = LigpZ + (3" — @rep)? + (D" — brgp)? [2]

L* - svjetlina boje ispitivanog uzorka u CIELab prostoru boja
a* - parametar boje tretiranog uzorka mlijeka

b* - parametar boje tretiranog uzorka mlijeka

L*er — svjetlina boje referentnog, sirovog uzorka mlijeka
a*res — parametar boje referentnog, sirovog uzorka mlijeka

b*.s — parametar boje referentnog, sirovog uzorka mlijeka
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Tablica 4. Znagenje promjene boje, vrijednosti AE (Mokrzycki i Tatol, 2011)

AE* Znacenje
0<AE<1 promatra¢ ne vidi razliku
1<AE<?2 razliku primjec¢uje iskusni promatrac
2<AE<35 razliku primjecuje i neiskusni promatrac
3,5<AE<5 jasno uocljiva razlika boja
5<AE promatra¢ uocava dvije razlicite boje

3.2.6 Odredivanje udjela ukupnog i slobodnog HMF-a
Kod odredivanja hidroksimetilfurfurala (HMF) potrebno je razlikovati dva pojma, slobodni
HMF i ukupni HMF pri ¢emu ukupni HMF predstavlja zbroj prekursora HMF-a (laktulozil-
lizin, 1-2 enolizirani proizvodi, itd.) i slobodnog HMF-a (Ritota i sur., 2017).

Priprema uzorka mlijeka

Volumenu od 10 mL svakog od prethodno pripremljenih (tretiranih) uzoraka mlijeka dodano
je 5 mL 0,3 M oksalne kiseline, te je dobivena smjesa zagrijavana 100 °C/1 h uz konstantno
mijesanje. Nakon sat vremena, uzorci mlijeka su naglo ohladeni u hladnoj kupelji s ledom,
potom su deproteinizirani dodatkom 5 mL 40 % (wi/v) trikloroctene kiseline (TCA) te
filtrirani kroz Whatmannov filter papir broj 42. Dobiveni filtrat je koristen u daljnjem

postupku odredivanja koncentracije HMF-a (Morales i sur., 1996).

Za odredivanje slobodnog HMF-a, 10 mL svakog tretiranog uzorka mlijeka mijesano je s 5
mL 0,3 M oksalne kiseline uz dodatak 5 mL 40 % (w/v) TCA. Otopina je potom filtrirana
kroz Whatmannov filter papir broj 42, a tako dobiveni filtrat je koriSten dalje u postupku

odredivanja (Francisquini i sur., 2018).

Postupak odredivanja ukupnog HMF-a

4 mL dobivenog filtrata inkubirano je na 40 °C u trajanju od 30 min, uz dodatak 1 mL 0,05 M
TBA. Potom je izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 443 nm u odnosu na slijepu probu
koja sadrzava destiliranu vodu umjesto uzorka, ali prolazi sve faze pripreme uzorka, kuhanje s
oksalnom kiselinom, hladenje i dodatak TCA, inkubiranje uz dodatak TBA te filtriranje

(Morales i sur., 1996). Za svaki uzorak izracunata je srednja vrijednost dva mjerenja.
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Postupak odredivanja slobodnog HMF-a

4 mL dobivenog filtrata inkubirano je na 40 °C u trajanju od 30 min, uz dodatak 1 mL 0,05 M
TBA. Potom je izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 443 nm u odnosu na slijepu
probu, koja sadrzava destiliranu vodu umjesto uzorka te prolazi sve faze pripreme uzorka

(Francisquini i sur. 2018). Za svaki uzorak izracunata je srednja vrijednost dva mjerenja.

Bazdarni dijagram za odredivanje udjela HMF-a

Za odredivanje udjela HMF-a potrebno je napraviti bazdarni dijagram (Slika 2.), a pri izradi
su koriStene razli¢ite koncentracije standarda HMF-a, od 5 do 100 uM. Koncentracije
standarda izmjerene su na valnoj duljini od 443 nm. Na temelju o¢itanih vrijednosti kreiran je
bazdarni dijagram te dobivena jednadzba pravca pomocu koje su izracunati udjeli HMF-a u

uzorcima mlijeka (Morales i sur., 1996).

0,600 y = 0,0049x + 0,0619
R? = 0,9993 e
0,500 .
0,400 e
) =
$030 :
e
0,200 o
0,100 o
0,000
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
HMEF (uM)

Slika 2. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 443 nm (A 443) 0 koncentraciji HMF-a
(M)

3.2.7 Odredivanje antioksidacijskog potencijala DPPH i FRAP metodom te udjela

ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteu

Priprema uzorka mlijeka

Uz prethodni izracun potrebnog volumena, 1 g tretiranog mlijeka pomijeSan je s 10 mL 1 M

HCI ranije pripremljenog u 95 % etanolu (v/v, 15/85). Dobivena smjesa inkubirana je na 30
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°C, u vodenoj kupelji uz konstantno uklju¢enu tresilicu, u trajanju od jednog sata. Potom je
smjesa centrifugirana na 7800 g, u trajanju od 15 minuta na 5 °C. Tako dobiveni supernatant
koristio se u daljnjim postupcima, a ukoliko se nece koristiti odmah, moze se i ¢uvati na -20

°C, na mra¢nom mjestu do daljnje uporabe (Alyagoubi i sur., 2014).

3.2.1.1 Odredivanje antioksidacijskog potencijala DPPH metodom

DPPH metoda je medu najées¢e koriStenim metodama za odredivanje antioksidacijskog
potencijala mlijeka i mlije¢nih proizvoda. DPPH radikal reducira se sparivanjem nesparenog
elektrona dusSikovog atoma s atomom vodika antioksidansa. Kao produkt reakcije
neutralizacije nastaje novi radikal R, a navedeni proces ponavlja se sve do trenutka nastanka
neradikalnog produkta (Kedare i sur., 2011) te je vidljiv na Slici 3. DPPH (C1gH12N50¢) se
smatra stabilnim u otopini te se u metanolu pojavljuje ljubiCasto obojenje koje apsorbira
svjetlost pri 517 nm. Metoda se zasniva na principu redukcije iona DPPH iz DPPHe u DPPH,,
prilikom primanja vodikovog protona (H) od strane antioksidansa, a ljubiCasto obojenje
prelazi u Zuto, pri ¢emu se smanjuje apsorbancija pri valnoj duljini od 517 nm. Promjena boje
prati se spektrofotometrijski i koristi se za odredivanje promjene antioksidacijske aktivnosti

(Mishra i sur., 2012).
Q0 Q0
| R=H |

N L NH + R
OZN\@NC’: O,N~ i NO,
O;N NO,

DPPH (oksidirani oblik) DPPH (reducirani obhk)

Slika 3. Reakcija redukcije DPPH (Casanovas i sur., 2015)

Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom
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0,1 mL prethodno pripremljenog uzorka mlijeka pomijesa se s 3,9 mL DPPH i ostavi na
mracnom mjestu pri sobnoj temperaturi, tijekom 30 minuta nakon Cega se ocitava
apsorbancija na 517 nm. Uzorak slijepe probe umjesto uzorka mlijeka sadrzi 95 % etanol

(Sangsopha i sur., 2019). Za svaki uzorak izracunata je srednja vrijednost dva mjerenja.
Izracun se provodi na temelju slijedeceg izraza:

% DPPH redukcije radikala =(Ag - As)/Ao - 100 [3]

gdje je Ao - apsorbancija izmjerena na valnoj duljini 517 nm (Asi7) za slijepu probu

As - apsorbancija izmjerena na valnoj duljini 517 nm (As;7) za uzorak

3.2.7.2 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) se smatra relativno brzom, jeftinom te
jednostavnom kolorimetrijskom metodom za odredivanje antioksidacijske aktivnosti, a glavna
reakcija je izmedu supstrata (donor elektrona) i iona Fe®' (akceptor elektrona), pri ¢emu
dolazi do stvaranja iona Fe?* (Slika 4.), odnosno prijenos elektrona izmedu kompleksa Zeljeza
I TPTZ-a (2,4,6-Tris(2-piridil)-1,3,5-triazina) prema jednadzbi (Ou i sur., 2002):

Fe(TPTZ), (I1I) + ArOH —Fe (TPTZ), (1I) + ArOH" »

Navedena reakcija redukcije dovodi do promjene boje otopine Fe** s TPTZ-om koji postaje
plav te apsorbira zracenje pri valnoj duljini od 593 nm (Martins i sur., 2012). FRAP metoda
provodi se pri kiselim pH vrijednostima (pH = 3,6), u cilju odrzavanja dobre topivosti Zeljeza,
a obzirom da reakcija nije selektivna, bilo koja druga redoks reakcija, koja ima nizi redoks
potencijal od redoks reakcije promatranog kompleksa Zeljeza 1 TPTZ-a, dovest ¢e do
redukcije Fe(TPTZ),(IIl). Oksidans je u suvisku, stoga je jedini ograniCavajuéi faktor
nastajanja kompleksa produkta Fe** -TPTZ, reducirajuéa moé¢ uzorka. Posljedi¢no, promjena
vrijednosti apsorbancije izravno je povezana s ukupnom sposobno$¢u reduciranja u uzorku,
odnosno elektron donorskom antioksidacijskom aktivnos¢u. Takoder, FRAP metodi nije
potrebno prethodno pripremiti i obraditi uzorak, stehiometrijski ¢imbenici su konstantni,
reproducibilnost i osjetljivost su visoki, a nije potrebna niti visoko specijalizirana oprema ili

vjestina (Benzie i Strain, 1999).
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Slika 4. Oksidirani i reducirani oblik kompleksa Zeljezo-TPTZ (Gilgin, 2012)

Priprema kemikalija i reagensa za analizu

Za odredivanje antioksidacijskog potencijala FRAP metodom, kemikalije i reagensi se
pripremaju prema Benzie i Strain (1996). Prije svakog odredivanja/ponavljanja pripremljen je
svjezi FRAP reagens (25 mL 0,3 M acetatnog pufera (A), 25 mL 10 mmol TPTZ-a
pripremljenog u 40 mmol HCI (B) te 2,5 mL 20 mmol FeCls - 6 H,O (C), u omjeru 10:1:1
(A:B:C).

Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Po 3,4 mL FRAP reagensa optipetirano je u Kivete i inkubirano na 37 °C u trajanju od 30
minuta. Potom je po 0,6 mL prethodno dobivenog ekstrakta dodano u kivete s 3,4 mL FRAP
reagensa. Dobivena smjesa je zatim inkubirana na 37 °C u trajanju od 60 minuta, nakon ¢ega
je ocitana apsorbancija pri valnoj duljini od 593 nm (Asgs). Slijepa proba sadrzi sve 0sim
uzorka/ekstrakta, umjesto kojeg se FRAP reagensu dodaje otapalo u kojem je uzorak
ekstrahiran, odnosno u ovom slu¢aju 1 M HCI pripremljen u 95 % etanolu (v/v, 15/85)
(Sangsopha et al., 2019). Za svaki uzorak izraunata je srednja vrijednost dva mjerenja,

izrazena kao ekvivalent koncentracije standarda Trolox (uM).

Postupak izrade bazdarnog dijagrama za FRAP metodu

Za izradu bazdarnog pravca (Slika 5.) koristen je standard Trolox-a pocetne koncentracije 2
mmol L™ od kojeg su pripremljena odgovarajucéa razrjedenja koncentracije 25, 50, 75, 100,
125, 250, 500, 750, 1000 i 1500 uM. Tako dobivena razrjedenja koristena su u prethodnom
opisanom protokolu za odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom tako S$to se

umjesto 0,6 mL ekstrakta reakcijskoj smjesi dodavalo dodavano po 0,6 mL otopine Troloxa
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poznate koncentracije (Slika 6). Rezultati su u konacnici izraZzeni kao mg Trolox ekvivalenta

mL™ (Sangsopha i sur., 2019), a za svaki uzorak izratunata je srednja vrijednost dva mjerenja.

1,200
y = 0.0064x + 0.218
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Slika 5. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 593 nm (A 593) o koncentraciji Troloxa
(uM) za izracun antioksidacijske aktivnosti prema FRAP metodi
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Slika 6. Postupak izrade bazdarnog pravca za FRAP metodu (vlastita fotografija)
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3.2.7.3 Odredivanje ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteau

Fenolni spojevi se po svojoj kemijskoj strukturi dijele na flavonoide i fenolne kiseline te
njima srodne spojeve (Slika 7). Molekule mogu biti jednostavne strukture, ali mogu biti i
visoko polimerizirani spojevi. Navedeni spojevi imaju sposobnost vezanja slobodnih radikala,
odnosno reaktivnih Kisikovih oblika jer je redukcijski potencijal elektrona fenolnog radikala

nizi od redukcijskog potencijala elektrona reaktivnog kisikovog oblika.

G eE I

5 OH
Fenoli Fenolne kiseline Flavonoidi

Slika 7. Struktura jednostavnih fenolnih spojeva (Anonymous, 2017)

Metoda odredivanja ukupnih fenola reagensom po Folin Ciocalteau temelji se na reakciji
fenolnih spojeva s kolorimetrijskim reagensom koji omogucava mjerenja u vidljivom
podrucju spektra. Konkretno, dolazi do prijenosa elektrona s fenolnih spojeva na kompleks
fosfomolibdenske/fosfovolframatne kiseline u blago baziénom mediju $to dovodi do nastanka
plavog obojenja. Intenizet obojenja se mjeri spektrofotometrijski pri 750 nm (Singleton i sur.,
1999).

Folin Ciocalteu se dodaje u suvisku kako bi se osigurala reakcija sa svim fenolnim spojevima,
a spojevi koji se koriste kao standardi za prikazivanje rezultata, kao njihov maseni ekvivalent
po masi ili volumenu uzorka su: taninska kiselina, galna kiselina, tirozin, katehin i ostali, a

najcesce se koristi galna kiselina (Singleton i sur., 1999).

Priprema kemikalija i reagensa za analizu

Za odredivanje ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteau, kemikalije i reagensi se
pripremaju prema Singleton i sur. (1999). Prije svakog seta mjerenja potrebno je pripremiti
svjezi Folin Ciocalteu reagens, na nacin da se razrijedi s destiliranom vodom u omjeru 1:10
(v/v). Uz Folin Ciocalteu reagens, potrebno je i pripremiti i 7,5 % (w/v) otopinu Na-

karbonata.
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Postupak odredivanja ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteau

Pri odredivanju ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteu, redom su dodani: 0,4 mL
prethodno dobivenog ekstrakta, 1,6 mL Folin Ciocalteu reagensa, a nakon otprilike pet minuta
I 2 mL otopine Na- karbonata. Nakon §to su dodani ekstrakt, reagens te Na-karbonat, smjesa
se dobro homogenizirala na vortexu i potom na mra¢nom mjestu inkubirala na sobnoj
temperaturi u trajanju od dva sata. Nakon perioda inkubacije, oCitana je apsorbancija na
valnoj duljini od 750 nm (Arsp). Slijepa proba sadrzava sve kemikalije i reagense osim uzorka
umjesto kojeg je dodana destilirana voda (Sangsopha i sur., 2019). Za svaki uzorak izracunata

je srednja vrijednost dva mjerenja izrazena kao ekvivalent koncentracije galne Kiseline (mg L

l).

Postupak izrade bazdarnog dijagrama za metodu sa reagensom po Folin Ciocalteu

Za izradu bazdarnog pravca koriSten je standard galne kiseline (GAL) pocetne koncentracije
125 mg L™ od koje su pripremljena to¢no odredena razrjedenja kako bi se dobile
koncentracije od 25, 50, 75, 100 i 125 mg L. Sljede¢e faze izrade bazdarnog dijagrama
jednake su navedenom protokolu za odredivanje ukupnih fenola s reagensom po Folin
Ciocalteau. Jedina razlika jest §to je umjesto 0,4 mL ekstrakta, dodavano po 0,4 mL galne
kiseline poznate koncentracije. Na temelju ocitanih vrijednosti kreiran je bazdarni dijagram te
dobivena jednadzba pravca pomocu koje su izracunati udjeli ukupnih fenola u uzorcima

mlijeka.
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Slika 8. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 750 nm (A 750) o koncentraciji galne

kiseline (GAL, mg L™) za odredivanje ukupnih fenola

3.2.8 Natrij dodecil sulfat-poliakrilamidna gel elektroforeza proteina (SDS-PAGE)

Provodenje SDS PAGE elektroforeze omogucuje detekciju denaturacije proteina te prikazuje
na kojoj je temperaturi doSlo do denaturacije pojedine proteinske frakcije. Natrijev
dodecilsulfat (SDS) kao anionski deterdzent jako je denaturirajuce sredstvo te se veze na
polipeptidne lance pri ¢emu wuz redukciju disulfidnih veza, dolazi do cijepanja
intramolekulskih te intermolekulskih vodikovih veza. Posljedi¢no, ponistavaju se hidrofobne

interakcije te se odmotavaju polipeptidni lanci uz narusavanje sekundarne strukture.

Nakon $to dode do razmotavanja polipeptidnih lanaca, na njih se veze SDS te nastaje
kompleks negativnog elektricnog naboja. Okvirno, dolazi do vezanja 1,4 grama SDS-a na 1
gram proteina. Nastali, negativno nabijeni kompleks polipeptid-SDS migrira prema pozitivno
nabijenoj elektrodi, a razdvajanje makromolekula zasniva se na relativnoj molekulskoj masi

jer je gustoca negativnog elektri¢nog naboja jednaka (Piljac, 2006).

Kod mlijeka, mjerljive promjene na sastojcima odvijaju se pri temperaturama viSima od 60
°C, kada pri zagrijavanju dolazi do denaturacije proteina (sirutke) S§to je 1 vidljivo

provodenjem SDS PAGE elektroforeze.

Priprema kemikalija i reagensa za analizu

U 15 pL uzorka mlijeka dodano je 15 pL 2 x koncentriranog Laemmli pufera, a koji se sastoji
od: 1,25 mL 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 4 mL SDS (10 % (w v'™)), 2 mL glicerol (100 % (v v'%)),
0,5 mL 0,5 M EDTA, 4 mg bromfenol plavo i 0,2 mL B-merkaptoetanol. Tako priredeni
uzorci prokuhani su u trajanju od 150 sekundi. 1z prethodno pripremljenog 10 %-tnog
poliakrilamidnog gela, izvaden je ceslji¢c te je pripremljena aparatura za elektroforezu. U
komoru za elektroforezu je uneseno 400 mL pufera za elektroforezu (1x), a po zavrSetku
kuhanja, 20 pL uzorka je pomo¢u Hamilton igle naneSeno na 10 %-tni poliakrilamidni gel.
Elektroforetsko razdvajanje proteina na gelu provedeno je u komori za elektroforezu uz
konstantni napon od 190 V tijekom 45 minuta. Pri elektroforetskom razdvajanju koriSten je
standard ProSieve QuadColor Protein Marker, koji sadrzi proteine poznate molekulske mase u

rasponu 4,6-315 kDa. Po zavrsetku elektroforeze, gel je inkubiran u otopini za bojanje (0,02
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% Coomassie Brilliant Blue praha, 25 % izopropanola i 10 % octene Kiseline) u trajanju od

dva sata, a zatim u otopini octene kiseline (10 % (v/v)) do obezbojenja pozadine.
10 %-tni poliakrilamidne gel sastoji se od:

GEL ZA RAZDVAJANJE (DONJI GEL)
Tris (hidroksimetil aminometan)-HCI pufer, pH 8,82 5mL

30 % akrilamid 3mL
destilirana voda 2,5mL
TEMED (N, N, N’, N’-terametiletilendiamin) 5uL
10 % APS (amonijev persulfat) 38 uL

GEL ZA SABIJANJE (GORNJI GEL)
Tris (hidroksimetil aminometan)-HCI pufer, pH 6,82 13 mL

30 % akrilamid 0,3mL
TEMED (N, N, N’, N’-terametiletilendiamin) S5uL
10 % APS (amonijev persulfat) 22,5 ul

Dodavanjem TEMED-a u smjesu, donji gel, odnosno gel za razdvajanje izliven je u kalup, u
prostor izmedu dva stakalca, a dodan je izopropanol kako bi se gel jednoliko rasporedio te je
ostavljen da se polimerizira tijekom otprilike 45 minuta.

Izopropanol je uklonjen pomocu filter papira, u kalup je dodan gel za sabijanje, uronjen je |

ceslji¢ za stvaranje jaZica gela te ostavljen da se polimerizira.

Pufer za elektroforezu (10 x koncentrirana otopina) sastoji se od:

Tris 309
Glicin 14,4 g
SDS (natrijev dodecil sulfat) 109

te je nadopunjen do 100 mL s destiliranom vodom.

3.2.9 Odredivanje elektricne vodljivosti i ukupnih otopljenih tvari mlijeka

Za mjerenje ukupnih otopljenih tvari (eng. Total Dissolved Solids, TDS) i vodljivosti koristen
je konduktometar (SevenCompact, Mettler Toledo, Svicarska). Mjerenje se provodi na na¢in

da se sonda uroni u uzorak pri emu se o€itaju vrijednosti vodljivosti izraZene kao pS cm™ te
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vrijednosti TDS-a izrazene kao mg L™ Prije svakog mjerenja uzorci su razrijedeni
destiliranom vodom (10x) i homogenizirani na vorteksu (BiosanVortex V1 Plus, Latvija). Za

svaki uzorak izracunata je srednja vrijednost dva mjerenja.

3.2.10 Analiza uzoraka kravljeg mlijeka blisko-infracrvenom spektroskopijom (eng.
Near Infrared Spectroscopy, NIRS)

Spektri uzorka sirovog kravljeg mlijeka, uzoraka kravljeg mlijeka tretiranih pri razli¢itim
temperaturnim rezimima, te uzoraka mlijeka u prahu s razli¢itim udjelima mlije¢ne masti (1
%, 1,5 %, 25 %) snimani su u blisko-infracrvenom podruc¢ju (4 = 904 — 1699 nm) primjenom
NIR instrumenta (NIR — 128 — 1.7 — USB/6.25/50 um Control Development Inc., SAD) sa
instaliranim programom Control Development Spec32 (Control Development Inc., SAD).
Uzorci su, prije snimanja u kiveti, prethodno razrijedeni 10 puta s destiliranom vodom, te je

za svaki uzorak izraCunata srednja vrijednost tri snimljena spektra.

3.2.11 Analiza glavnih komponenata (eng. Principal Component Analysis, PCA)

Podaci dobiveni NIR spektroskopijom (snimljeni spektri) upotrijebljeni su za provodenje
Analize glavnih komponenata (eng. Principal Component Analysis, PCA). PCA je jedna od
metoda multivarijantne statistike koja omogucuje analizu multidimenzionalnih podataka u
svrhu pronalaZzenja njihovih sli¢nosti i1 razliCitosti, bez postavljenog fizickog modela.
Primjenom PCA metode procjenjuje se struktura podataka prije same kvantifikacije ili analize
fizikalno-kemijskih parametara (Cvetkovi¢, 2017). PCA analiza provedena je u programskom
paketu Statistica 13.0 (TIBCO Software Inc., SAD).

4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je odrediti kako razli¢iti toplinski tretmani koji se primjenjuju u
proizvodnji mlijeka utjeu na kvalitetu kravljeg mlijeka; prije svega na formiranje
hidroksimetilfurfurala (HMF), promjene u antioksidacijskoj aktivnosti (DPPH, FRAP) i
sadrzaju ukupnih fenola, stupnju denaturacije proteina kao i promjene u indeksu boje,

vodljivosti, vrijednostima ukupnih otopljenih tvari. Primjenom blisko-infracrvene (NIR)
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spektroskopije pratila se kvalitativna analiza strukturnih promjena na uzorcima sirovog
kravljeg mlijeka, uzorcima kravljeg mlijeka tretiranih pri razli¢itim toplinskim tretmanima te
uzorcima mlijeka u prahu. Primjenom analize glavnih komponenata nastojale su se utvrditi
slicnosti medu testiranim uzorcima u odnosu na primijenjeni toplinski rezim, odn. s obzirom
na udio mlijeCne masti kod mlijeka u prahu. Na Slikama 9. i 10. prikazani su rezultati
odredivanja koncentracije ukupnog i slobodnog HMF-a, na Slikama 11. i 12. rezultati
odredivanja antioksidacijskog potencijala DPPH, odnosno FRAP metodom, dok su na Slici

13. prikazani rezultati odredivanja ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocaleteu.

4.1 ODREDIVANJE OSNOVNOG SASTAVA 1 FIZIKALNO-KEMISKIH
SVOSTAVA MLUEKA

Tablica 5. Fizikalno-kemijska svojstva mlijeka

PARAMETAR SIROVO MLIJEKO

pH 6,61:+0,04
°SH 6,60+0,00

GUSTOCA (g L™ 1032,40+2,83

Tocka ledista (°C) -0,527+0,00
Bezmasna suha tvar (g 100 g) 9,14+0,03
Mlije¢na mast (%0) 4,46+0,42
Proteini (g 100 g™) 3,64:0,06
Laktoza (%) 4,58+0,05

Izmjerena aktivna kiselost, odnosno pH vrijednost sirovog uzorka kravljeg mlijeka bila je
6,61 te je dobivena vrijednost u skladu s propisima i literaturom (Bozani¢ i sur. 2018) po
kojima prosje¢na pH vrijednost iznosi 6,68 te je u granicama od 6,5 do 6,7. Relativno uzak
interval pH vrijednosti koje mlijeko mora zadovoljiti je zbog puferskog kapaciteta mlijeka, a
predstavlja broj molova kiseline ili luzine, potreban da se pH vrijednost uzorka promijeni za
jedinicu. Iz tog razloga, najveci nositelji titracijske kiselosti, odnosno puferskog kapaciteta su

proteini i soli u mlijeku, konkretno kazein te topljivi fosfati i citrati (Bozani¢ i sur., 2010).

Osim aktivne kiselosti izrazene u pH vrijednosti mlijeka, izmjerena je i titracijska kiselost,
koja se odreduje titracijom mlijeka s otopinom NaOH, uz indikator fenolftalein, a moze se

izrazavati u stupnjevima prema Dornicu, Thorneru te Soxhlet-Henkelu. Za razliku od
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odredivanja kiselosti pH-metrom, gdje se mjeri aktivna kiselost, kod titracijskih se metoda
mjeri 1 latentna kiselost, a potjeCe od nedisociranih kiselih sastojaka koji imaju znacajan
puferski kapacitet. U ovom je radu titracijska kiselost izrazena u kiselinskim stupnjevima po
Soxlet-Henkelu, pri ¢emu se Koristila 0,25 molarna otopina NaOH, a izmjerena vrijednost
iznosila je 6,60 °SH $to je u skladu s Pravilnikom 1 literaturom (Bozani¢ i sur. 2018). Prema
propisima, svjeze sirovo mlijeko koje se stavlja na trziSte mora imati Kiselinski stupanj od 6,6

do 6,8 °SH.

Gusto¢a mlijeka, kao 1 opcenito gustoca neke tvari, predstavlja omjer mase i volumena.
Ukoliko se gustoc¢a definira kao omjer gustoCe tvari 1 gustoce referentne tvari, tada se naziva
relativnom gusto¢om, koja kod pojedinih krava moZze biti u intervalu od 1,015 do 1,045, no
interval gusto¢e skupnog mlijeka ipak je neSto uzi te se kreée u vrijednostima od 1,028 do
1,034 sto je bio i slu¢aj kod testiranog sirovog mlijeka u ovom radu (Tablica 5). Gustoca je
iznosila 1032,40 g L™, a vrijedi istaknuti kako ukupnu gusto¢u mlijeka &ine gustoée pojedinih
sastojaka mlijeka, od kojih neki imaju relativno veliku gusto¢u, poput soli i proteina, dok s

druge strane, mlije¢na mast ima gusto¢u nizu od vode (0,915).

Temperatura lediSta oznaCava temperaturu pri kojoj dolazi do zamrzavanja mlijeka, a iako
voda ¢ini 86-89 % sastava mlijeka, temperatura lediSta je neSto niZa, a razlog su otopljene
tvari, ponajprije laktoza, koja je najstabilnija konstanta. Stadij laktacije, laktacija, dob krava i
sezona su ¢imbenici koji utjecu na temperaturu lediSta, a ona se najéeSce krece u intervalu od
parametara pa ve¢ 1 mali dodatak vode uzrokuje poviSenje temperature ledista (Kirst 1 sur.,
2000). Izmjerena vrijednost ledista iznosila je -0,527 °C Sto je, prema Pravilniku (2020)

zadovoljavajuca vrijednost.

Sastojci koji ¢ine bezmasnu suhu tvar mlijeka su laktoza, proteini te pepeo, a u mlijeku se
nalaze u rasponu od otprilike 8 do 9,5 %. Taj interval se smatra prosjenom granicnom
vrijednos¢u, a izmjerena vrijednost uzorka sirovog mlijeka iznosila je 9,14 %, $to je u skladu

s literaturom (Tratnik i Bozani¢, 2012).

6,0 %. Mlijjecna mast utjeCe na okus, aromu, konzistenciju i teksturu mlijeka i mlije¢nih
proizvoda, a nekada je njezin udio bio glavni parametar pri odredivanju otkupne cijene
mlijeka. Gustoéa mlije¢ne masti (0,915-0,930 g cm™) manja je od gustoce mlijeka te zbog

toga, nakon duljeg stajanja, dolazi do spontanog izdvajanja mlije¢ne masti na povrsini
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mlijeka. Udio mlije¢ne masti u testiranom uzorku iznosi 4,46 % te se i taj parametar poklapa s

literaturom (3-5,5 %).

Uz laktozu, proteini mlijeka su najzastupljeniji sastojak bezmasne suhe tvari, a u mlijeku ih je
identificirano vise od 200. Medutim, ve¢ina ih je u neznatnim koncentracijama ili tek u
tragovima, dok su dva glavna tipa proteina, kazein te proteini sirutke, koji su veoma razliciti.
Kazein ¢ini otprilike 80 % proteina mlijeka, ujedno je i najslozeniji te u prisutnosti kiseline ili
enzima lako koagulira (proizvodnja sira). S druge strane, proteini sirutke manje su osjetljivi
na djelovanje kiseline ili enzima, ali su osjetljivi na povisenje temperature pa se denaturiraju
ve¢ pri temperaturama visima od 60 °C. Kravlje mlijeko sadrzi najmanje 2,5 % i najvise 4 %
proteina, a izmjerena vrijednost proteina kod testiranog uzorka iznosila je 3,64 % (Pravilnik
2020).

Laktoza, odnosno mlije¢ni Secer nalazi se u mlijeku vecine sisavaca, a kravlje mlijeko u
prosjeku sadrzi 4,5-4,8 %, dok se prosje¢na vrijednost krece oko 4,6 %, a dobivena vrijednost
od 4,58 % je u skladu s literaturom. Ukoliko se analizom utvrdi kako je udio laktoze ispod 4,5
%, postoji vjerojatnost kako je u pitanju mastiticno mlijeko, koje se ne smije koristiti, kako u
daljnjoj preradi, tako ni za konzumaciju (Zlatar, 2018). Od svih sastojaka suhe tvari,
najzastupljenija je upravo laktoza (Muir, 1998). Osim laktoze, u mlijeku se nalaze i
monosaharidi, glukoza i galaktoza, koji kao gradivne komponente laktoze, predstavljaju

njezine razgradne produkte.

4.2 ODREDIVANIJE BOJE MLIJEKA

Boja predstavlja psihofizicki dozivljaj, a ovisi o izvoru svjetla, psiholoskim i fizioloskim
uvjetima promatraca i1 karakteristikama promatranog objekta. Za potrosaca, boja oznacava
jedno od najvaznijih svojstava jer se tim putem uspostavlja prvi kontakt s prehrambenim
proizvodom, nakon ¢ega se donosi zakljucak o kvaliteti samog proizvoda. Boja koje ljudsko
oko percipira u stvarnosti je reflektirana svjetlost s povrSine nekog predmeta, a upravo je iz
tog razloga, karakteriziranje i opisivanje svjetlosti vazno za znanost o bojama, kao i koriStenje

boje u racunalnom vidu (Filko, 2013).

Tablica 6. Odredivanje boje mlijeka

Uzorak L* ax b*
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Sirovo mlijeko 80,56+0,11 -6,40+0,06 3,89+0,03
63/15 78,53+0,08 -6,16+0,04 0,80+0,06
63/30 80,18+0,09 -6,41+0,09 3,01+0,04
72120 83,01+0,04 -6,99+0,01 5,39+0,04
85/30 79,62+0,08 -6,26+0,06 0,80+0,01

90-95/5-10 81,38+0,13 -6,63+0,01 2,49+0,02
116/16 83,01+0,15 -4,29+0,09 7,66+0,05
120/5 83,59+0,24 -4,86+0,08 6,26+0,07
MUP 26 85,57+0,42 -2,60+0,17 2,11+0,14
MUP 1,5 86,10+0,16 -4,56+0,09 3,86+0,11
MUP 1,0 83,34+0,11 -4,32+0,01 2,14+0,14

Analizirajuéi izmjerene vrijednosti iz tablice 6. moze se zakljuciti kako toplinski tretman
izaziva povecanje L* vrijednosti kod uzoraka koji su tretirani temperaturom ve¢om od 90 °C
te na temperaturi od 72 °C. Najveée L* vrijednosti izmjerene su kod uzoraka mlijeka u prahu,
razli¢itog udjela mlijeCne masti. S druge strane, najmanja L* vrijednost dobivena je kod
uzorka mlijeka koji je u trajanju od 15 sekundi tretiran na temperaturi od 63 °C. 1z dobivenih
rezultata mozemo zakljuciti kako kratkotrajan tretman na relativno nizim temperaturama

toplinske obrade ima negativan utjecaj na bijelu boju kravljeg mlijeka.

Parametar a* ima interval vrijednosti od -100 do +100, pri ¢emu negativne vrijednosti
oznacavaju priblizavanje zelenoj boji, a pozitivne vrijednosti parametra a* priblizavanje
crvenoj boji. Iz tablice 6. je vidljivo kako su kod svih uzoraka zabiljezene negativne
vrijednosti (priblizavanje zelenoj boji), a najniza vrijednost, odnosno najvece priblizavanje
zelenoj boji  zabiljeZzeno je kod uzorka tretiranog pri 72 °C tijekom 20 sekundi. S druge
strane, sterilizirani uzorci, kao 1 oni mlijeka u prahu, zabiljezili su relativno znacajno

povecéanje parametra a*, ¢ime se priblizavaju vrijednosti O te poprimaju nijanse roze boje.

Parametar b* takoder ima raspon vrijednosti od -100 do + 100, pri ¢emu negativne vrijednosti
oznacavaju priblizavanje plavoj, a pozitivne vrijednosti Zutoj boji. Zajednicka karakteristika
svih uzoraka je pozitivno izmjerena vrijednost parametra b*, $to znaci da se priblizavaju Zutoj
boji. Najvece priblizavanje zabiljezeno je kod steriliziranih uzoraka, na temperaturi od 116

°C, odnosno 120 °C.
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Tablica 7. Promjena boje (AE* ) uzoraka mlijeka obradenih razli¢itim temperaturnim
rezimima U usporedbi s uzorkom sirovog mlijeka

UZORAK AE*
63/15 3,70+0,09
63/30 0,97+0,14
72120 2,94+0,10
85/30 3,23+0,02

90-95/5-9 1,64+0,01
116/16 4,97+0,20
120/5 4,15+0,03

MUP 26 6,54+0,22
MUP 1,5 5,84+0,04
MUP 1,0 3,90+0,05

U tablici 7. izraunate su AE* vrijednosti, koje prikazuju odstupanje boje kod uzoraka koji su
toplinski tretirani, u odnosu na boju sirovog kravljeg mlijeka. Analiziraju¢i izraCunate
vrijednosti, moze se zakljuciti kako su najvece promjene, odnosno odstupanja boje zabiljezeni
kod steriliziranih uzoraka te uzoraka mlijeka u prahu, dok je s druge strane, najmanje
odstupanje boje u odnosu na referentnu, prisutno kod uzorka tretiranog na 63 °C u trajanju od

30 minuta.

4.3 ODREDIVANIJE UDJELA HMF-A

Prethodno tretiranim i pripremljenim uzorcima mlijeka izmjerena je apsorbancija na

spektrofotometru, pri valnoj duljini od 443 nm, nakon ¢ega su pomocu jednadZbe pravca

bazdarnog dijagrama izracunate koncentracije ukupnog i slobodnog HMF-a, a rezultati su

prikazani u Slikama 9. i 10.
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Slika 9. Odredivanje koncentracije ukupnog HMF-a (uM) u sirovom mlijeku (SIROVO),
uzorcima mlijeka tretiranim razli¢itim reZimima toplinske obrade u laboratorijskim uvjetima
(63-65 °C/15 sec; 63-65 °C/30 min; 72 °C/20 sec; 85 °C/30 sec; 90-95 °C/5-10 min; 116
°C/16 min; 120 °C/5 min) i uzorcima konzumnih mlijeka (MUP 26; MUP 1,5; MUP 1,0; T.M
3,8—-D; T.M3,5-A; T.M 3,5-V; T.M 2,8-D; S.M 3,9-A; S.M 3,2-Ver; S.M 3,2-V )*!

Hidroksimetilfurfural (HMF) ubraja se u indikatore toplinskih tretmana koji su provedeni na
mlijeku. Kao produkt Maillardovih rekacija nalazi se u mlijeku te se njegovom prisutnoséu
moze procijeniti kvaliteta mlijeka i mlije¢nih proizvoda. Takoder, koncentracija HMF-a moze
ukazati na kvalitetu toplinskog tretmana koji je primijenjen, a isto tako i na uvjete
skladistenja. Ve¢ je spomenuto kako je koncentracija HMF-a u proporcionalnom odnosu s
primijenjenom temperaturom za vrijeme toplinskog tretmana, odnosno povecanjem
temperature i trajanja procesa, raste i koncentracija HMF-a, $to je jasno vidljivo na Slici 9.

koja prikazuje koncentraciju ukupnog HMF-a cija vrijednost je najvea u uzorcima
steriliziranih mlijeka.

' MUP 26 - mlijeko u prahu 26 % m.m.; MUP 1,5 - mlijeko u prahu 1,5 % m.m.; MUP 1,0 - mlijeko u prahu 1 %
m.m.; T.M 3,8 — D Dukat trajno mlijeko 3,8 % m.m.; T.M 3,5-A Alpsko i T.M 3,5-V Vindija trajno mlijeko 3,5 %
m.m.; T.M 2,8-D Dukat trajno mlijeko 2,8 % m.m.; S.M 3,9—A Alpsko svjeze mlijeko 3,9 % m.m.; S.M 3,2—Ver
Veronika i S.M 3,2-V Vindija svjeZze mlijeko 3,2 % m.m)
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Slika 10. Odredivanje koncentracije slobodnog HMF-a (uM) u sirovom mlijeku (SIROVO),
uzorcima mlijeka tretiranim razli¢itim reZimima toplinske obrade u laboratorijskim uvjetima
(63-65 °C/15 sec; 63-65 °C/30 min; 72 °C/20 sec; 85 °C/30 sec; 90-95 °C/5-10 min; 116
°C/16 min; 120 °C/5 min) i uzrocima konzumnih mlijeka (MUP 26; MUP 1,5; MUP 1,0; T.M
3,8—-D; T.M3,5-A; T.M 3,5-V; T.M 2,8-D; S.M 3,9-A; S.M 3,2-Ver; S.M 3,2-V )*?

Najvece koncentracije HMF-a, kako ukupnog, tako i slobodnog, zabiljezene su kod
steriliziranih uzoraka mlijeka. Kada se usporeduju dvije najveée izmjerene vrijednosti, one
kod uzoraka tretiranih na 116 °C u trajanju od 16 minuta te 120 °C/5 minuta, vec¢a koli¢ina
HMF-a prisutna je kod uzorka koji je duze tretiran, $to upucuje na zakljucak kako je osim
temperature, vazan parametar tretmana i intezitet, odnosno vrijeme trajanja samog tretmana
(Calligaris i sur., 2004). Jednak je zakljucak i nakon analize u koju se ne uvrsStavaju uzorci
tretirani pri temperaturama sterilizacije, ve¢ samo oni na temperaturama nizima od 100 °C,
gdje kod odredivanja ukupnog HMF-a, najvec¢u koncentraciju hidroksimetilfurfurala ima
uzorak koji je tretiran pri najniZoj temperaturi, ali tijekom najduzeg vremenskog perioda, tj.

pri 63 °C 1 trajanju od 30 minuta.

S druge strane, najnize vrijednosti koncentracija HMF-a, izmjerene su kod uzoraka svjezih

mlijeka, razlicitih udjela mlije¢ne masti, a koji Se mogu pronaci na trzistu u slobodnoj prodaji.

> MUP 26 - mlijeko u prahu 26 % m.m.; MUP 1,5 - mlijeko u prahu 1,5 % m.m.; MUP 1,0 - mlijeko u prahu 1 %
m.m.; T.M 3,8 — D Dukat trajno mlijeko 3,8 % m.m.; T.M 3,5-A Alpsko i T.M 3,5-V Vindija trajno mlijeko 3,5 %
m.m.; T.M 2,8-D Dukat trajno mlijeko 2,8 % m.m.; S.M 3,9—A Alpsko svjeze mlijeko 3,9 % m.m.; S.M 3,2—Ver
Veronika i S.M 3,2-V Vindija svjeZze mlijeko 3,2 % m.m)
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Takoder, kod istih je uzoraka zabiljezeno 1 minimalno smanjenje koncentracije ukupnog i
slobodnog HMF-a u odnosu na sirovi uzorak mlijeka s mljekomata. Analiziraju¢i dobivene
rezultate pri odredivanju udjela HMF-a, mozemo zakljuciti kako toplinski tretmani,
primijenjeni na uzorke mlijeka, povecavaju koncentracije ukupnog i slobodnog
hidroksimetilfurfurala, a osim povecanja temperature, vazan ¢imbenik je vrijeme trajanja
toplinskog tretmana. Do jednakog zakljucka dosli su i drugi istrazivaci (Pereda i sur., 2009),
koji su potvrdili kako koncentracija ukupnog HMF-a moze biti parametar koji upucuje na
rezim kojim je mlijeko tretirano. Oni su u svom radu usporedivali koncentracije HMF-a kod
sirovog uzorka mlijeka, uzoraka mlijeka koji su tretirani poviSenim tlakom i pasteriziranim
uzorcima mlijeka te je najvece povecanje HMF-a zabiljezeno kod uzoraka tretiranih najvisom

temperaturom (pasterizirani).

Uz dodavanje vode, patvorenje mlijeka najces¢e se dogada kao posljedica dodavanja mlijeka
u prahu. O ucestalosti patvorenja mlijeka najbolje govori podatak kako se mlijeko nalazi
medu sedam najceSc¢e patvorenih namirnica (Moore 1 sur., 2012, Azad 1 Ahmed, 2016). Do
patvorenja najceS¢e dolazi zbog isteka roka trajanja mlijeka, nakon Cega se mlijeko u prahu
rekonstituira te prodaje kao pasterizirano ili sterilizirano mlijeko, bez pravilnog oznacavanja
¢ime dolazi do nepostivanja trziSne konkurencije. Kao referentan parametar pri odredivanju
patvorenja dodatkom mlijeka u prahu, Koristi se koncentracija hidroksimetilfurfurala u
mlijeku (Rehman i sur., 2000). U svom su istrazivanju izmjerili kako je koncentracija HMF-a
u sirovom mlijeku 7,66 uM, u pasteriziranom mlijeku vrijednosti su od 10,52 do 16,01 uM,
dok je kod mlijeka u prahu koncentracija HMF-a iznosila 28,0 uM. Usporedujuci izmjerene
vrijednosti koncentracije ukupnog HMF-a kod uzoraka svjezeg mlijeka koji se mogu pronaci
na trzistu (15,02 — 16,96 uM) te uzoraka mlijeka u prahu (19,92 — 30,12 uM) koristenih u
ovom radu, mozemo zakljuciti kako uzorcima svjezeg mlijeka najvjerojatnije nije dodavano
mlijeko u prahu. Naime, koncentracija HMF-a odgovaraju ranijim istrazivanjima, a razlike
izmedu vrijednosti su dovoljno mjerljive kako bi se moglo zakljuciti da nije doSlo do
patvorenja. Zori¢ (2019) je zakljucio jednako, nakon provedenog istrazivanja patvorenosti 15
uzoraka konzumnog mlijeka iz trgovacke mreZze, pri ¢emu je dodatak mlijeka u prahu
ispitivan modificiranom spektrofotometrijskom metodom, nijedan analizirani uzorak

konzumnog mlijeka nije bio patvoren dodatkom mlijeka u prahu.

4.4 ODREDIVANIJE ANTIOKSIDACIISKE AKTIVNOSTI DPPH METODOM
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Pouzdanost DPPH metode za odredivanje antioksidacijske aktivnosti temelji se na dobroj
simulaciji reaktivnosti kisikovih i dusikovih oblika prisutnih u bioloskim sustavima (Arnao,
2000). Oksidirani oblik DPPH, odnosno dusikov atom iz srediSta molekule reducira se
primanjem protona od strane antioksidansa (Kedare i Singh, 2011). Temeljna prednost
odredivanja antioksidacijskih svojstava po DPPH metodi je $to ¢e tijekom vremena, DPPH

reagirati s cijelim uzorkom, a reagira Cak i sa relativno slabim antioksidansima.
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Slika 11. Odredivanje antioksidacijskog potencijala DPPH metodom te postotka redukcije
slobodnih radikala u sirovom mlijeku (SIROVO), uzorcima mlijeka tretiranim razli¢itim
rezimima toplinske obrade u laboratorijskim uvjetima (63-65 °C/15 sec; 63-65 °C/30 min; 72
°C/20 sec; 85 °C/30 sec; 90-95 °C/5-10 min; 116 °C/16 min; 120 °C/5 min) i uzrocima
konzumnih mlijeka (MUP 26 - mlijeko u prahu 26 % m.m.; MUP 1,5 - mlijeko u prahu 1,5 %
m.m.; MUP 1,0 - mlijeko u prahu 1 % m.m.; T.M 3,8 — D Dukat trajno mlijeko 3,8 % m.m.;
T.M 3,5-A Alpsko i T.M 3,5-V Vindija trajno mlijeko 3,5 % m.m.; T.M 2,8-D Dukat trajno
mlijeko 2,8 % m.m.; S.M 3,9—A Alpsko svjeze mlijeko 3,9 % m.m.; S.M 3,2—Ver Veronika i
S.M 3,2-V Vindija svjeze mlijeko 3,2 % m.m.)

Analizirajuci Sliku 11. s dobivenim rezultatima, svi toplinski tretirani uzorci mlijeka biljeze
pad postotka DPPH redukcije radikala u odnosu na uzorak sirovog mlijeka. Najveca
antioksidacijska aktivnost zabiljezena je kod uzorka tretiranog na 72 °C u trajanju od 20

sekundi, dok je najve¢i pad aktivnosti izmjeren kod steriliziranih uzoraka te trajnih mlijeka
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razli¢itih proizvodaca. Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima nekih ranijih istrazivanja u
kojima poviSenje temperature obrade te postupci pasterizacije i sterilizacije smanjuju
antioksidacijsku aktivnost kravljeg mlijeka mjerenu pmo¢u DPPH radikala (El-Fattah i sur.,
2020; De Feo i sur., 2006).

4.5 ODREDIVANIJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI FRAP METODOM

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom provedeno je spektrofotometrijski pri
c¢emu se mjerio intenzitet nastalog plavog obojenja pri valnoj duljini od 593 nm. Ocitane
vrijednosti apsorbancije uvrStene su u jednadzbu bazdarnog pravca te su potom preraunate u

koncentraciju, izrazenu kao pmol Trolox ekvivalenata.
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Slika 12. Antioksidacijski potencijal FRAP metodom izrazen kao ekvivalenti Troloxa (u
sirovom mlijeku (SIROVO), uzorcima mlijeka tretiranim razliitim rezimima toplinske
obrade u laboratorijskim uvjetima (63-65 °C/15 sec; 63-65 °C/30 min; 72 °C/20 sec; 85 °C/30
sec; 90-95 °C/5-10 min; 116 °C/16 min; 120 °C/5 min) i uzrocima konzumnih mlijeka (MUP
26 - mlijeko u prahu 26 % m.m.; MUP 1,5 - mlijeko u prahu 1,5 % m.m.; MUP 1,0 - mlijeko
u prahu 1 % m.m.; T.M 3,8 — D Dukat trajno mlijeko 3,8 % m.m.; T.M 3,5-A Alpsko i T.M
3,5-V Vindija trajno mlijeko 3,5 % m.m.; T.M 2,8-D Dukat trajno mlijeko 2,8 % m.m.; S.M
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3,9-A Alpsko svjeze mlijeko 3,9 % m.m.; S.M 3,2—Ver Veronika i S.M 3,2-V Vindija svjeze
mlijeko 3,2 % m.m.)

Analiza rezultata dobivenih pri odredivanju antioksidacijskog potencijala FRAP metodom
(Slika 12.) pokazuje kako je povisenjem temperature doSlo do povecanja antioksidacijskog
potencijala testiranih uzoraka, u odnosu na sirovo mlijeko. Najve¢a koncentracija Trolox
ekvivalenta izmjerena je kod steriliziranih uzoraka, tretiranih na 116 °C 1 120 °C, dok je
najmanja vrijednost zabiljezena kod uzorka koji je tretiran pri najnizoj temperaturi i

najkra¢em vremenu tretmana, odnosno pri 63 °C, u trajanju od 15 sekundi.

Minimalne promjene antioksidacijskih svojstava kod pasteriziranih uzoraka u skladu su s
prijasnjim istrazivanjima (Calligaris i sur., 2004), u kojima je dokazano kako ne dolazi do
znacajnijih promjena antioksidacijskog kapaciteta mlijeka pri zagrijavanju do 100 °C, dok se
pri temperaturama iznad 100 °C vrijednosti znac¢ajnije razlikuju. Dobiveni trendovi u skladu s
istrazivanjem kojeg su proveli El-Fattah i sur. (2020) prate¢i antioksidacijsku aktivnost
razli¢itih vrsta mlijeka obradenih pasterizacijsom i sterilizacijom. Navedena skupina autora je
takoder utvrdila kako porastom temperature obrade dolazi povecanja antioksidacijske

aktivnosti mlijeka.

Uz FRAP metodu, za odredivanje antioksidacijskog potencijala, koriStena je i DPPH metoda.
ZajedniCka karakteristika dviju navedenih metoda je zasnivanje na mehanizmu redoks
reakcija, odnosno izmjeni elektrona. Medutim, razlikuju se po tome §to se DPPH metoda
temelji na sposobnosti antioksidansa da veZze slobodne radikale, a FRAP metoda na
sposobnosti antioksidansa da reducira ion Zeljeza, iz Fe** iona u Fe*" ion pa razlicite
sposobnosti mogu biti razlog zbog kojeg kod DPPH metode dolazi do smanjenja
antioksidacijske aktivnosti, dok se kod FRAP metode ona povefava s poviSenjem

temperature.
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4.6 ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLA S REAGENSOM PO FOLIN
CIOCALTEU
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Slika 13. Odredivanje ukupnih fenola izraZenih kao ekvivalent galn kiseline (mgeaeL™) s
reagensom po Folin Ciocaleteu u sirovom mlijeku (SIROVO), uzorcima mlijeka tretiranim
razli¢itim rezimima toplinske obrade u laboratorijskim uvjetima (63-65 °C/15 sec; 63-65
°C/30 min; 72 °C/20 sec; 85 °C/30 sec; 90-95 °C/5-10 min; 116 °C/16 min; 120 °C/5 min) i
uzrocima konzumnih mlijeka (MUP 26 - mlijeko u prahu 26 % m.m.; MUP 1,5 - mlijeko u
prahu 1,5 % m.m.; MUP 1,0 - mlijeko u prahu 1 % m.m.; T.M 3,8 — D Dukat trajno mlijeko
3,8 % m.m.; T.M 3,5-A Alpsko i T.M 3,5-V Vindija trajno mlijeko 3,5 % m.m.; T.M 2,8-D
Dukat trajno mlijeko 2,8 % m.m.; S.M 3,9-A Alpsko svjeze mlijeko 3,9 % m.m.; S.M 3,2—
Ver Veronika i S.M 3,2-V Vindija svjeze mlijeko 3,2 % m.m.)

Pri odredivanju ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteau, zabiljezeno je povecanje
udjela fenola kod tretiranih i testiranih uzoraka mlijeka, u odnosu na referentni, odnosno
sirovi uzorak mlijeka (Slika 13). Najvece povecanje zabiljeZzeno je kod uzoraka mlijeka u
prahu, razli¢itih proizvodaca 1 razliCitih udjela mlije¢ne masti, dok je najmanje povecanje

izmjereno kod 63 °C/15 sec i 72 °C/20 sec. Osim uzoraka mlijeka u prahu (MUP 26, MUP

41



1,5, MUP 1,0), zna¢ajno povecanje udjela ukupnih fenola izmjereno je kod steriliziranog

uzorka od 120 °C/5 min kao i kod uzoraka trajnih mlijeka nabavljenih u maloprodaji.

Budu¢i da fenoli ne mogu nastati iz sastojaka, ve¢ samo mogu biti prisutni u mlijeku, njihova
se koncentracija ne moze povecavati kako bi dobiveni rezultati indicirali. Moguc¢i razlog zbog
kojeg je ipak dosSlo do povecanja izmjerenih vrijednosti apsorbancije je prisutnost i drugih
bioloski aktivnih komponenata u mlijeku, kao $to su vitamini (A, E i C), enzimi i laktoferin,
koji dokazano ulaze u reakcije s Folin Ciocalteau reagensom jer poput fenolnih spojeva, imaju

antioksidacijsko djelovanje (Vazquez i sur., 2015).

Takoder, antioksidacijskim svojstvima fenolni spojevi pridonose i1 kelatnim vezanjem
dvovalentnih iona Zzeljeza, bakra, cinka i magnezija, aktiviranje antioksidacijskih enzima
(Kazazi¢, 2004) te inhibicijom enzima, kao S$to su lipooksigenaze, ciklooksigenaze,

monooksigenaze, protein kinaze itd. (Cao i sur., 1997).

Everette i sur. (2010) u svom radu navode kako s Folin Ciocalteau reagensom mogu reagirati i
proteini, aminokiseline, ugljikohidrati, tioli, nezasicene masne Kkiseline, amini, organske
kiseline, anorganski ioni (Fe?*, Mn®*, I- i SO5%), aldehidi i ketoni zbog ¢ega se i predlagalo da
se navedena metoda koristi za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta, a ne samo sadrzaja
ukupnih fenola. U prilog tomu idu i rezultati ovog istrazivanja koji jasno ukazuju kako
poveéanjem intenziteta temperaturnog rezima dolazi do porasta izmjerenih vrijednosti
koncentracije fenolnih satsojaka u uzorcima mlijeka (Slika 13), Sto prati i trend zabiljeZen kod
odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom (Slka 12). Pozitivnu korelaciju ovih
dvaju metoda utvrdili su i Alyaquobi i sur. (2014) koji su odredivali antioksidacijsku

aktivnost kozjeg mlijeka razli¢itim metodama.

4.7 ODREPIVANJE ELEKTRICNE VODLJIVOSTI | TDS-a MLIJEKA

Izmjerene vrijednosti pojedinih fizikalnih svojstava mlijeka, u korelaciji su sa sastavom
mlijeka, a svako odstupanje u odnosu na uobicajene vrijednosti, ali i vrijednosti propisane
pravilnicima, ukazuju na nesigurnost konzumiranja takvog mlijeka. Najveca prednost takvih
metoda su brzina i relativna jednostavnost u izvodenju, §to omogucuje brz uvid u kvalitetu
odredenog uzorka. Konkretno, vrijednosti elektri¢cne vodljivosti ovise o koncentracijama

otopljenih iona, a posebno kloridnih iona s ¢ijom je koncentracijom u proporcionalnom
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odnosu. Ukoliko mlijeko potjece od bolesnog vimena, ta ¢e informacija odmah biti poznata
pri odredivanju elektricne vodljivosti jer ¢e vrijednost biti znatno visa od uobicajenih
(Newlander i sur., 1977). Medutim, elektricna vodljivost pokazuje obrnuto proporcionalan

odnos prema udjelu mlije¢ne masti (Casek, 2010). Rezultati ispitivanja elektriéne vodljivosti i

TDS-a mlijeka te podaci dobiveni mjerenjem, prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. Rezultati odredivanja elektri¢ne provodnosti i TDS-a mlijeka

Uzorak TDS (mg L™ Elektri¢na vodljivost (uS cm™)
Sirovo 244.23+11,66 516,75+4,95
63/15 256,98+12,67 523,50+15,56
63/30 279,00+6,73 567,00£12,02
72120 250,25+2,97 489,00+2,83
85/30 253,43+8,54 502,00+12,02
90-95/5-10 296,00+7,87 608,25+4,95
116/16 297,00+2,31 595,50£13,44
120/5 299,50+2,89 606,50+17,68

Kod svih tretiranih uzoraka mlijeka doslo je do povecanja koncentracije otopljenih tvari, a
iako navedeno povecanje nije linearno, vidljivo je kako su najvece vrijednosti TDS-a
zabiljezene kod steriliziranih uzoraka te onih uzoraka mlijeka kod kojih je toplinski tretman
trajao relativno duze, 63 °C/30 min te 90-95 °C/5-10 min.

Analizirajuéi rezultate elektricne vodljivosti takoder su najvece izmjerene vrijednosti vidljive
kod uzoraka tretiranih na relativno viSim temperatura, odnosno 90 °C i viSima (sterilizirani
uzorci mlijeka) te kod onih uzoraka gdje je toplinski tretman duze trajao. Kao S§to je bilo
navedeno 1 prije same analize, povecanjem koncentracije otopljenih tvari, raste 1 vrijednost
elektricne vodljivosti, a povecanje je u ovom slucaju uzrokovano toplinskim tretmanima

kojima su podvrgnuti sirovi uzorci mlijeka.

4.8 SDS PAGE ELEKTROFOREZA
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Pri detekceiji proteina mlijeka SDS PAGE elektroforezom, koriStena je otopina standarda u
kojem su jasno oznacene molekulske mase pojedinih proteinskih frakcija (na slici kolona
oznacena sa slovom S), dok su brojevima od 1 do 8 oznacene kolone sirovog mlijeka te

tretiranih uzoraka i to redom prema intezitetu tretmana.

Slika 14. SDS PAGE elektroforeza sirovog mlijeka (1) i uzoraka tretiranih razli¢itim
rezimima toplinske obrade (2 - 63-65 °C/15 sec; 3 - 63-65 °C/30 min; 4 -72 °C/20 sec; 5 -85
°C/30 sec; 6 - 90-95 °C/5-10 min; 7 - 116 °C/16 min; 8 - 120 °C/5 min)

Na slici 14. je vidljivo devet kolona koje prikazuju rezultate SDS PAGE elektroforeze.
Kolona oznacena slovom S predstavlja otopinu poznatog standarda, u kojem su detektirane
proteinske frakcije koje imaju relativne molekulske mase od 17 do 180 kDa. Frakcije su
prikazane bandovima, koji se jasnije detektiraju u prva dva uzroka, sirovom i onom tretiranom

na 63 °C u trajanju od 15 sekundi, kod kojih nije doslo do osjetljivije denaturacije proteina.

Kod proteina sirutke denaturacija je prisutna na temperaturama od 60 °C, a pojaCava se

povisenjem temperature $to je i vidljivo na slici. B-laktoglobulin ima molekulsku masu od oko
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temperature. Denaturacija se ocituje kroz nestanak jasno ocrtanog banda te pojavu zamucenja

(nijansa plave boje).

Ovi su rezultati u skladu s ranije provedenim istrazivanjima (Lin i sur., 2010) u kojima je pri
temperaturama pasterizacije doslo do denaturacije 23 % proteina sirutke, dok pri
temperaturama sterilizacije gubitak proteina sirutke iznosi vise od 85 %. Istrazivaci su takoder
zakljucili kako se SDS PAGE elektroforeza moze pouzdano koristiti kao relativno jeftina

metoda odredivanja denaturacije proteina mlijeka.

Nakon bandova koji pripadaju proteinima sirutke na 18 kDa, sljedeé¢e pruge koje su jasno
vidljive su one u podrucju od 25 do 35 kDa, a pripadaju kazeinu. Kazeinske pruge su
relativno stabilne, sve do uzoraka u kojima je mlijeko tretirano na temperaturama sterilizacije
Sto je u skladu s o¢ekivanjima jer je kazein termostabilan te do njegove denaturacije dolazi tek

pri viSim temperaturama.

U podrucju izmedu 66 1 72 kDa detektirani su 1 albumini krvnog seruma, koji su kao i kazein,
stabilni kod pasteriziranih uzoraka mlijeka, dok do denaturacije dolazi tek pri temperaturama
od 116 °C, odnosno 120 °C.

kDa

250
180
140

26
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Slika 15. SDS PAGE elektroforeza uzoraka mlijeka u prahu (1 — MUP 26; 2 - MUP 1,5; 3 -
MUP 1,0)

Na slici 15. su prikazani rezultati SDS PAGE elektroforeze za uzorke mlijeka u prahu, koji su
u skladu s rezultatima tretiranih uzoraka mlijeka. Medutim, na ovoj je slici vidljiv i o-
laktalbumin, ¢ija relativna molekulska masa iznosi 14 kDa te je vidljiv kao najniza pruga na

slici.

Budu¢i da se mlijeko u prahu sastoji od pasteriziranog obranog mlijeka, pruge koje pripadaju
kazeinu su relativno stabilne jer nisu primijenjene temperature vise od 100 °C na kojima
dolazi do denaturacije. Oko 70 kDa vidljivi su i albumini krvnog seruma, koji su takoder

relativno stabilni jer denaturiraju tek pri viSim temperaturama.

4.9 NIR SPEKTROSKOPIJA UZORAKA KRAVLIEG MLIJEKA

Za kvalitativnu analizu strukturnih promjena na uzorcima sirovog kravljeg mlijeka, uzoraka
kravljeg mlijeka tretiranih pri razli¢itim temperaturama te uzoraka mlijeka u prahu koristila se
blisko-infracrvena (NIR) spektroskopija (Slika 16. i Slika 17). Na temelju rezultata prikazanih
na Slici 16. vidljivo je da do znatnog skoka apsorbancije dolazi pri valnom podrucju od 904 —
985 nm, 1150 — 1250 nm te 1350 — 1699 nm. U podru¢ju valnih duljina 904 — 985 nm
pojavljuju se vibracije C — H veza u tre¢oj regiji (eng. overtone) te O — H veza u drugoj regiji.
U podrugju valnih duljina 1150 — 1250 nm pojavljuju se vibracije C — H veza u drugoj regiji
te C = O veza u Cetvrtoj regiji. Vibracije N — H, O — H i C — H veza u prvoj regiji pojavljuju
se u podrué¢ju valnih duljina 1350 — 1699 nm (Badr-Eldin, 2011). Vibracie C-HiC =0
veza u podrucju valnih duljina 1150 — 1250 nm mogu se povezati sa mlijecnom masti kao
jednom od glavnih komponenata mlijeka dok se vibracije N — H, C—-H i O — H veza, u
podrucju valnih duljina 1350 — 1699 nm, mogu povezati sa udjelom proteina u kravljem
mlijeku (Ottavian i sur., 2012).

NIR spektri uzorka sirovog kravljeg mlijeka te uzoraka tretiranih pri razli¢itim temperaturama
su slicni. Kod uzorka kravljeg mlijeka tretiranog pri 90 °C uocava se viSa vrijednost
apsorbance, u odnosu na ostale uzorke (Slika 16.), sto se moze povezati s denaturacijom
proteina, odnosno nastankom kompleksa izmedu k-kazeina i proteina sirutke (Corredig i

Dalgleish, 1996), a koja je vidljiva i na slici 14.
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Slika 16. NIR spektri u sirovom mlijeku (S) te uzorcima mlijeka tretiranim razli¢itim
rezimima toplinske obrade u laboratorijskim uvjetima (63-65 °C/15 sec; 63-65 °C/30 min; 72
°C/20 sec; 85 °C/30sec; 90-95 °C/5-10 min; 116 °C/16 min; 120 °C/5 min)

Na temelju rezultata prikazanih na Slici 17. vidljivo je da do skoka apsorbancije dolazi pri
valnom podruc¢ju od 904 — 985 nm te 1350 — 1699 nm. U podrucju valnih duljina 904 — 985
nm pojavljuju se vibracije C — H veza u tre¢oj regiji (eng. overtone) te O — H veza u drugoj
regiji. Vibracije N — H, O — H i C — H veza u prvoj regiji pojavljuju se u podru¢ju valnih
duljina 1350 — 1699 nm (Badr-Eldin, 2011). Vibracije N—H, C—H i O — H veza, u podru¢ju
valnih duljina 1350 — 1699 nm, mogu se povezati s udjelom proteina u kravljem mlijeku
(Ottavian i sur., 2012).

Takoder je vidljivo da do spektralnog preklapanja uzoraka mlijeka u prahu s 1 % odn. 1,5 %
mlije¢ne masti dolazi u podru¢ju valnih duljina 1030 — 1350 nm. NIR spektri navedenih
uzoraka su sli¢ni $to ukazuje na sli€nost u strukturi navedenih uzoraka. S druge strane NIR
spektar uzorka mlijeka u prahu s 26 % mlije¢ne masti znacajno se razlikuje od uzoraka s

niskim postotkom dodanog mlijeka u prahu.
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Slika 17. NIR spektri konzumnih mlijeka (MUP 26 - mlijeko u prahu 26 % m.m.; MUP 1,5 -
mlijeko u prahu 1,5 % m.m.; MUP 1,0 - mlijeko u prahu 1 % m.m.)

4.10 ANALIZA GLAVNIH KOMPONENATA

Analiza glavnih komponenata (PCA) jedna je od najjednostavnijih metoda multivarijantne
statistike koja se primjenjuje u slucajevima opseznog broja varijabli. PCA se definira kao
statisticki postupak za reduciranje dimenzije podataka, a koristi se za smanjenje
dimenzionalnosti podatkovnog skupa, uz zadrzavanje karakteristika podataka koje najvise

doprinose varijanci (Kim, 2002).

Ciljevi PCA su redukcija podataka, odnosno smanjenje broja izvornih varijabli na mali broj
indeksa koji su linearna kombinacija izvornih varijabli i koji se zovu glavne komponente te
njihova interpretacija pri cemu glavne komponente objasnjavaju varijabilnost podataka na
najkoncizniji nacin te na taj nacin pokazuje neke skrivene povezanosti, meduodnose podataka
(Filipovi¢, 2018). PCA predstavlja svojevrsnu transformaciju podataka na nacin da bira novi
koordinatni sustav za skup podataka, gdje najveca varijanca bilo koje projekcije skupa
podataka lezi na prvoj osi (prva glavna komponenta), druga najveca varijanca na drugoj osi

itd.

Analiza glavnih komponenata (PCA) je upotrebljena kako bi se prikazale sli¢nosti odnosno
razli¢itosti uzoraka kravljeg mlijeka prema tretmanima koji su provedeni pri razli¢itim

temperaturama. Slika 18. prikazuje PCA analizu NIR spektara uzorka sirovog mlijeka te
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uzoraka mlijeka tretiranih pri razli¢itim temperaturama. Uzorak sirovog mlijeka te uzorci
kravljeg mlijeka koji su tretirani pri temperaturama 63 °C/15 sec, 72 °C, 90 °C, 116 °C i 120
°C grupirani su u prvom i drugom kvadrantu dok su uzorci kravljeg mlijeka koji su tretirani
pri temperaturama 63 °C/30 min i 85 °C smjeSteni u ¢etvrtom i tre¢em kvadrantu. Na temelju
slike 18. moze se zakljuéiti da su PCA analizom uocljiva razdvajanja prema tretmanu te
prema navedenoj blizini uzoraka mozemo zakljuciti da su vrlo sli¢ni s obzirom na ispitivane
faktore. Budu¢i da se uzorak kravljeg mlijeka tretiran pri 63 °C/30 min smjestio u ¢etvrtom
kvadrantu, moze se pretpostaviti da je vrijeme trajanja tretmana imalo utjecaj na razdvajanje u
odnosu na ostale tretmane. Primjenom PCA analize, ukupno se moze pojasniti preko 90 %

varijance u promatranom skupu podataka (84,22 % + 15,58 %).
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Slika 18. Analiza glavnih komponenata (PCA) NIR spektara uzorka sirovog mlijeka (sirovo)
te uzorcima mlijeka tretiranim razli¢itim reZimima toplinske obrade u laboratorijskim
uvjetima (63-65 °C/15 sec; 63-65 °C/30 min; 72 °C/20 sec; 85 °C/30sec; 90-95 °C/5-10 min;
116 °C/16 min; 120 °C/5 min)

Slika 19. prikazuje PCA analizu NIR spektara uzoraka mlijeka u prahu s razli¢itim udjelima
mlije¢ne masti. Na temelju provedene analize moze se zakljuciti da je doSlo do razdvajanja

uzoraka kravljeg mlijeka s obzirom na udio mlije¢ne masti.
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Slika 19. Analiza glavnih komponenata (PCA) NIR spektara konzumnih mlijeka u prahu
(MUP 26 - mlijeko u prahu 26 % m.m.; MUP 1,5 - mlijeko u prahu 1,5 % m.m.; MUP 1,0 -
mlijeko u prahu 1 % m.m.)

Uzorak s 1 % mlije€ne masti rasporedio se u ¢etvrtom kvadrantu dok su preostala dva uzorka
smjestena u prvi (uzorak s 1,5 % mlijecne masti) te u drugi kvadrant (uzorak s 26 % mlije¢ne
masti). S obzirom da su grupirani u prvom i ¢etvrtom kvadrantu, vidljivo je kako su uzorci s
masti. Primjenom PCA analize, ukupno se moZe pojasniti preko 90 % varijance u

promatranom skupu podataka (99,86 % + 0,14 %).

50




. ZAKLJUCCI

Najvece koncentracije HMF-a, kako ukupnog, tako i slobodnog, zabiljezene su kod
steriliziranih uzoraka mlijeka. S druge strane, najmanje koncentracije ukupnog i
slobodnog HMF-a izmjerene su kod uzoraka svjezih mlijeka koja se mogu pronaci na
trziStu te uzoraka sirovog mlijeka koji su tretirani pri najnizim temperaturama (63 °C)
te su najkrace bili izloZeni toplinskom tretmanu (63-65 °C/15 sec i 72 °C/20 sec). Na
povecanje koncentracije HMF-a osim povecanja temperature utjeée i trajanje
toplinskog rezima.

Najveéi pad antioksidacijskog kapaciteta mjerenog DPPH metodom utvrden je kod
svih steriliziranih uzoraka (116 °C/16 min i 120 °C/5 min te komercijalno dostupnog
trajnog mlijeka), dok je najmanji pad zabiljezen kod uzorka tretiranog na 72 °C u
trajanju od 20 sekundi.

. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta mjerenog FRAP metodom pokazuju kako je
poviSenjem temperature doslo do povecanja antioksidacijskog kapaciteta testiranih
uzoraka u odnosu na sirovo mlijeko. Najve¢a koncentracija Trolox ekvivalenta
izmjerena je kod steriliziranih uzoraka tretiranih na 116 °C (37,34 uM) i 120 °C
(39,53 uM), dok je najmanja vrijednost (13,28 uM) zabiljezena kod uzorka tretiranog
pri najnizoj temperaturi i najkracem vremenu tretmana (63 °C/15 sec).

Odredivanjem koncentracije ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteau,
zabiljezeno je povecanje izmjerenih vrijednosti kod svih tretiranih i komercijalnih
uzoraka mlijeka u odnosu na sirovi uzorak mlijeka. Najveca vrijednost izmjerena je
kod steriliziranin uzoraka S$to se moze pripisati drugim bioloski aktivnim
komponentama koje nastaju uslijed toplinskih promjena na mlijeku te takoder imaju
antioksidacijsko djelovanje i ulaze u reakcije s Folin Ciocalteau reagensom.

Kod svih tretiranih uzoraka mlijeka doslo je do povecanja koncentracije otopljenih
tvari (TDS). lako navedeno poveéanje nije linearno, najvece vrijednosti TDS-a
zabiljezene su kod steriliziranih uzoraka te uzoraka mlijeka podvrgnutih duljim
toplinskim tretmanima (63 °C/30 min, 90-95°C/5-10 min).

. Vrijednosti elektri¢ne vodljivosti takoder su najvece kod uzoraka tretiranih na vi$im
temperaturama (>90 °C) te kod uzoraka podvrgnutih duljim toplinskim tretmanima.
Takoder, utvrdeno je da povecanjem koncentracije otopljenih tvari raste i vrijednost

elektri¢ne vodljivosti.
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7.

9.

Povecanje temperature uzrokuje denaturaciju proteina sto je vidljivo iz rezultata SDS
PAGE elektroforeze. Proteini sirutke, a-laktaloumin i B-laktoglobulin su denaturirani
pri nizim temperaturama (72 °C) u usporedbi s albuminima krvnog seruma i
kazeinom, Kkoji su se pokazali termostabilnijim te su denaturirani tek pri
temperaturama sterilizacije (116 °C i 120 °C).

AE* vrijednosti dobivene mjerenjem indeksa boje ukazuju kako su najvece promjene
boje zabiljezene kod steriliziranih uzoraka (116 °C/16 min i 120 °C/5 min) te uzoraka
mlijeka u prahu, dok je s druge strane, najmanje odstupanje boje u odnosu na
referentnu, prisutno kod uzorka tretiranog na 63 °C u trajanju od 30 minuta.

Na temelju svih dobivenih rezultata, moze se zakljuciti kako koncentracije ukupnog i
slobodnog HMF-a, vrijednosti indeksa boje, TDS-a, elektriéne vodljivosti i
antioksidacijskog kapaciteta mogu posluziti kao kvalitativni indikatori inteziteta

toplinskog rezima kojim je sirovo mlijeko obradeno.

10. Usporeduju¢i izmjerene vrijednosti koncentracije HMF-a kod uzoraka svjezeg

konzumnog mlijeka koji se mogu pronaci na trzistu (15,02 — 16,96 uM) te uzoraka
mlijeka u prahu (19,92 — 30,12 uM) koristenih u ovom radu, moze se zakljuciti kako

uzorcima konzumnog mlijeka nije dodavano mlijeko u prahu.

11. NIR spektri uzorka sirovog kravljeg mlijeka te uzoraka tretiranih pri razliitim

temperaturama su sli¢ni. Kod uzorka kravljeg mlijeka tretiranog pri 90 °C uocava se
vi$a vrijednost apsorbancije, u odnosu na ostale uzorke §to se moze povezati s
denaturacijom proteina, odnosno nastankom kompleksa izmedu k-kazeina i proteina

sirutke vidljivih i kod SDS elektroforeze.

12. Na temelju PCA analize uocljiva su razdvajanja tretiranih uzoraka prema rezimu

toplinske obrade te prema navedenoj blizini uzoraka mozemo zakljuciti da su vrlo
slicni s obzirom na ispitivane faktore. Kod uzoraka mlijeka u prahu uocljivo je

razdvajanje uzoraka s obzirom na razli¢ite udjele mlije¢ne masti.
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