Utjecaj razlicitih rezima toplinske obrade na kvalitetu
kozjeg mlijeka

Popadié, Elena

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:159:376047

Rights / Prava: Attribution-NoDerivatives 4.0 International/lmenovanje-Bez prerada 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-16

Prehram benO RepOSitory/Repozitorij,-

biotehnoloski

Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet

Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:376047
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:4137
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:4137
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:4137

SVEUCILISTE U ZAGREBU

PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, rujan 2021. Elena Popadi¢
1344/P1



UTJECAJ RAZLICITIH REZIMA
TOPLINSKE OBRADE NA
KVALITETU KOZJEG MLIJEKA



Rad je izraden u Laboratoriju za tehnologiju mlijeka i mlije¢nih proizvoda, na Zavodu za
prehrambeno-tehnolosko inzZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu pod mentorstvom doc. dr. sc. Katarine Lisak Jakopovi¢, Prehrambeno-biotehnoloskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu, uz pomo¢ doc. dr. sc. Irene Baruk¢ic.



ZAHVALA

U prvom redu veliku zahvalnost dugujem svojoj mentorici doc. dr. sc. Katarini Lisak Jakopovi¢
koja mi je omogucila svu potrebnu opremu i pomogla sa svojim korisnim savjetima pri izradi

ovog diplomskog rada.

Takoder zahvaljujem se doc. dr. sc. Ireni Barukci¢ na strucnoj pomoci prilikom izrade

eksperimentalnog dijela diplomskog rada.

Hvala mojem Davoru na pruzanoj velikoj podrsci prilikom pisanja rada i mojeg studiranja u

Zagrebu.

I na kraju, zahvaljujem se svojim roditeljima bez kojih sve ovo sto sam do sad postigla ne bi

bilo moguce i koji su uvijek bili tu uz mene.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Diplomski rad
Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Zavod za prehrambeno-tehnolosko inZenjerstvo
Laboratorij za tehnologiju mlijeka i mlije¢nih proizvoda

Znanstveno podruéje: Biotehni¢ke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

UTJECAJ RAZLICITIH REZIMA TOPLINSKE OBRADE NA KVALITETU KOZJEG
MLIJEKA

Elena Popadié¢, 1344/PI
SazZetak:

Kozje mlijeko ima visoko antioksidativno djelovanje koje stiti potrosace od izlozenosti oksidacijskom
stresu. Takoder, bogato je brojnim fenolnim spojevima koji su zasluzni za niz metabolickih aktivnosti.
Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj razlicitih toplinskih tretmana na tvorbu spojeva nastalih u kozjem
mlijeku uslijed toplinske obrade (ukupni i slobodni hidroksimetilfurfural), odrediti utjecaj toplinske
obrade na antioksidacijski potencijal pomoéu DPPH i FRAP metoda te odrediti utjecaj toplinske
obrade na udjel ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom. Osim toga, pomoéu SDS- PAGE
elektroforeze je odredivan stupanj denaturacije proteina pri razlicitim toplinskim tretmanima mlijeka.
Na temelju provedenog istrazivanja moze se zakljuciti da uslijed poveéanja intenziteta toplinske obrade
dolazi do povecanja koncentracije hidroksimetilfurfurala. Takoder, uslijed toplinske obrade nastaju
spojevi slicne strukture kao fenoli i ulaze u reakciju s Folin-Ciocalteu regensom i FRAP reagensom.
Dok s druge strane, aktivnost mjerena DPPH metodom je padala $to je vezano uz antioksidacijsku
aktivnost sastojaka koji su prisutni od pocetka i dolazi do ocekivanog — povecanjem intenziteta
toplinske obrade smanjuje se antioksidacijska aktivnost svojstvena mlijeku. Ono sto je i bilo za
ocekivati jest da uslijed toplinske obrade dolazi do denaturacije proteina

Kljuéne rijeci: kozje mlijeko, DPPH, FRAP, antioksidacijska aktivnost, fenolni spojevi

Rad sadrzi: 47 stranica, 11 slika, 13 tablica, 44 literaturna navoda, O priloga

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektroni¢kom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta, Kacic¢eva 23, Zagreb

Mentor: doc.dr.sc. Katarina Lisak Jakopovié

Pomo¢ pri izradi: doc.dr.sc. lrena Barukcié

Struéno povjerenstvo za ocjenu i obranu:
1. Doc.dr.sc. Irena Barukcic¢

2. Doc.dr.sc. Katarina Lisak Jakopovié

3. Doc.dr.sc. Maja Repajic

4. Doc.dr.sc. Tamara Jurina (zamjena)

Datum obrane: 28. rujna 2021.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Graduate Thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Food Engineering
Laboratory for Technology of Milk and Milk Products

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Food Technology

INFLUENCE OF DIFFERENT HEAT TREATMENTS REGIMES ON GOAT MILK
QUALITY

Elena Popadié¢, 1344/PI

Abstract:

Goat's milk has a high antioxidant effect that protects consumers from exposure to oxidative stress. It
is also rich in numerous phenolic compounds that are responsible for a number of metabolic activities.
The aim of this study was to examine the effect of different heat treatments on the formation of
compounds formed in goat milk due to heat treatment (total and free hydroxymethylfurfural), to
determine the effect of heat treatment on antioxidant potential using DPPH and FRAP methods and to
determine the effect of heat treatment on total Ciocalteu method. In addition, the degree of protein
denaturation in various heat treatments of milk was determined by SDS-PAGE electrophoresis. Based
on the conducted research, it can be concluded that due to the increase in the heat treatment intensity,
the concentration of hydroxymethylfurfural increases. Also, due to heat treatment, compounds with a
similar structure as phenols are formed and react with Folin-Ciocalteu reagent and FRAP reagent.
While on the other hand, the activity measured by the DPPH method decreased, which is related to the
antioxidant activity of the ingredients that are present from the beginning and comes to the expected -
increasing the intensity of heat treatment reduces the antioxidant activity inherent in milk.
Expectations were that that due to heat treatment, protein denaturation occurs

Keywords: goat milk, DPPH, FRAP, antioxidant activity, phenolic compounds

Thesis contains: 47 pages, 11 figures, 13 tables, 44 references, 0 supplements

Original in: Croatian

Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the

Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kaci¢eva 23, Zagreb.

Mentor: PhD. Katarina Lisak Jakopovié, Assistant professor

Technical support and assistance: PhD. Irena Barukcié, Assistant professor

Reviewers:

1. PhD. Irena Barukcié, Assistant professor

2. PhD. Katarina Lisak Jakopovié, Assistant professor
3. PhD. Maja Repaji¢, Assistant professor

4. PhD. Tamara Jurina, Assistant professor (substitute)

Thesis defended: 28 September 2021.


http://www.pbf.unizg.hr/en/departments/department_of_food_engineering/laboratory_for_technology_of_milk_and_milk_products

Sadrzaj

1. {61V 15 PO OO UPOPTUPTURTIO 1
2. TEORIISKIDIO ... ittt R e s Rt Rt et e et e ne e Re e aRe e e Rt e n e e nneen s e abeenreenreenreenne s 3
2.1. KOZIE MLIJEKO ...ttt ettt b bt b e st b e s bt e sh e e ebe e bt e mb e ea b e st e e nbeenbe e beeneeannenaes 3
2.1.1. Kemijski Sastav KOZJEG MIJEKA. .........cviiiiriieieieie sttt ettt na e et resresneeneens 3
2.1.2. Zdravstvena vrijednost KOZjeg MITTEKE .........cooviiiiiiiiie s 7
2.1.3. Antioksidacijski kapacitet KOZjeg MIIJEKA.........cc.cviieiiieie s 8
2.2. UKUPNI I SLOBODNI HMP .. ..ottt ettt bbbt st sbe bbb 9
2.3. ANTIOKSIDACIISKA AKTIVNOST - DPPH METODA ... 10
24. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST - FRAP METODA ..ottt 12
2.5. UKUPNI FENOLL ...ttt r e n e e bt et s e s b et e e b e e nreesneenne e nnes 13
2.6. SDS-PAGE ELEKTROFOREZA ...ttt et n et sn e re e reeneene s 15
3. EKSPERIMENTALNIDIO ..ottt st sttt et et n et e st e be e st e e beeneeaneesneennes 17
3.1. MATERIJALL ...ttt s bt et e bt e et e b e s b e e s b e beene e sne s e e sreenreenas 17
3.2. IMIETODE ... ettt b ekt e s bt s e e e bt e bt e she e e bt e a b e e n b e eh b e sbeenbeenbeebeereeereeseeesbeenas 18
3.2.1. e T o= 0T U011 S SSSSI 18
3.2.2. Odredivanje fizikalno — kemijskih parametara kozjeg mlijeka.........c.ccooovereiiiniiiiiiiiieeee, 18
3.2.3. Odredivanje udjela ukupnog i SI0b0ANOG HMPF-Q.......ccoooiiiiiiiiiie s 22
3.2.4. Priprema supernatanta za odredivanje antioksidacijske aktivnosti i udjela ukupnih fenola ................... 23
3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog potencijala DPPH Metodom........cccceiiiiiiiininiiieice e 23
3.2.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP Metodom...........cocooeiiiiriineniiienese e 24
3.2.7. Odredivanje ukupnih fenola Folin-Ciocalteu Metodom .........ccciieiieiiieieieee e 26
3.2.8. Natrij dodecil sulfat-poliakrilamidne gel elektroforeza proteina (SDS-PAGE).........ccccovireneiiienencnn 27
3.2.9. Odredivanje elektri¢ne provodljivosti i ukupnih otopljenih tvari (TDS) mlijeka i salamure.................. 28
4. REZULTATI FRASPRAVA ettt ettt ettt ettt st et esae e s te e teem et em e e eb e e sbeente e beeteeneeaneesneesaeenees 29
4.1. FIZIKALNO — KEMIJSKI PARAMETRI KOZJEG MLIJEKA ..o 29
4.2. REZULTATI ODREDPIVANJA UKUPNOG | SLOBODNOG HMF-a......ccccccvniiiiiiieiieieee e 33
4.3. REZULTATI ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI DPPH METODOM ............. 35
4.4, REZULTATI ODREDPIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI FRAP METODOM.............. 36
4.5. REZULTATI ODREDIVANJA UDJELA FENOLA FOLIN-CIOCALTEU METODOM .................. 38
4.6. REZULTATI SDS — PAGE ELEKTROFOREZE.........cccocooiiiie sttt 39
4.7. REZULTATI ODREPIVANJA ELEKTRICNE PROVODLJIVOST I TDS-aMLIJEKA |
SALAMURE ...ttt ettt h e bt b e bt s bt e h b e E e e he e ehe e e Rt e bt et eRb e eR b e nbe e be e beereenne s 41
B, ZAKLIUCCT......coioiiiii et 42

B. LITERATURA Lo b e eh bbb e e et e b bt b e bbb e e e e e an b sr e er e 44



1. UVOD

,,Mlijeko je prirodna najsavrsenija hrana!", rekao je oko 400. godine prije Krista, Hipokrat,

,,otac medicine".

U danasnje vrijeme kozjem mlijeku se pridodaje sve veca paznja zbog njegovog nutritivnog
sastava i ljekovitih svojstava. Na svijetu postoji gotovo 500 pasmina koza, medutim samo se
nekolicina uzgaja zbog mlijeka, a u svijetu je prisutno oko 600-700 milijuna muznih koza. Od
1990. godine interes za mlijeCne koze neprestano raste, $to se ocituje porastom proizvodnje
mlijeka s oko 10 milijuna t u 1990. na oko 15,2 milijuna t u 2008. godini (FAOSTAT, 2008).
Svjetski trendovi razvoja populacije koza i njihovih proizvoda izmedu 1969. i 2010. pokazuju

kontinuirani i brzi porast u odnosu na goveda ili ovce, posebno u zemljama u razvoju.

Vise od 95 % populacije koza nalazi se u zemljama u razvoju, a najveca proizvodnja kozjeg
mlijeka prisutna je u Aziji 1 veéina se koristi za izravnu konzumaciju. Najveci proizvodac
kozjeg mlijeka je Indija koja proizvede 6 milijuna t kozjeg mlijeka godisnje (Statista, 2017). U
Europi, najveéi proizvodaci su Gréka (30 %), Francuska (28 %) i Spanjolska (25 %), a veéina

tog mlijeka koristi se za proizvodnju sira.

Kozje mlijeko je bogato fizioloski funkcionalnim komponentama kao $to su proteini, vitamini
(E i C), flavonoidi i karotenoidi koji posjeduju antioksidativna svojstva. Stoga se smatra da
kozje mlijeko ima visoko antioksidativno djelovanje koje $titi konzumente od oksidativnog
stresa, Sto je vaZna C¢injenica prilikom tretmana brojnih akutnih 1 kroni¢nih bolesti. Takoder,
kozje mlijeko je bogato brojnim fenolnim spojevima koji provode Sirok spektar metabolickih
aktivnosti kao sto su: antioksidacijsko, protuupalno, protualergijsko i protukancerogeno
djelovanje, inhibicija agregacije trombocita i imunoloske funkcije te sudjeluju u izravnoj zastiti
DNA i u promicanju apoptoze. Toplinska obrada kozjeg mlijeka je neophodna u industrijskoj
proizvodnji konzumnog mlijeka i sira. Medutim, tijekom toplinske obrade, moze do¢i do pojave
nepozeljnih spojeva kao $to je hidroksimetilfurfural (HMF) te moze do¢i do denaturacije
proteina mlijeka i gubitka vitamina. Takoder, poviSena temperatura uslijed toplinske obrade
moze utjecati na antioksidacijski potencijal odredenih sastojaka mlijeka, kao Sto su fenolni

spojevi.

Stoga je cilj ovog rada bio ispitati utjecaj razlicitih toplinskih tretmana na tvorbu spojeva
nastalih u kozjem mlijeku uslijed toplinske obrade (ukupni i slobodni HMF), odrediti utjecaj
toplinske obrade na antioksidacijski potencijal pomo¢u DPPH (2,2-difenil-1- pikrilhidrazil) i
FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda te odrediti utjecaj toplinske obrade
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na udjel ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom. Takoder, pomo¢u SDS-PAGE elektroforeze
je odredivan stupanj denaturacije proteina pri razli¢itim toplinskim tretmanima mlijeka. Osim
toga, pomocu dobivenih rezultata utvrditi ¢e se pri kojim uvjetima toplinskog tretiranja kozjeg
mlijeka dolazi do najmanjeg stvaranja Stetnih sastojaka, a pri kojima kozje mlijeko ima najveci

antioksidacijski potencijal te dolazi do najmanje denaturacije proteina.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KOZJE MLIJEKO

2.1.1. Kemijski sastav kozjeg mlijeka

U mnogim zemljama diljem svijeta viSe se preferira konzumacija kozjeg mlijeka od kravljeg
(Getaneh i sur., 2016). Sastav kozjeg i kravljeg mlijeka je vrlo sli¢an $to se moze vidjeti u tablici
1. Gustoéa kozjeg mlijeka oscilira u granicama od 1,026 do 1,042 g mL ili prosje¢no iznosi
oko 1,030 g mL™ po ¢emu je kozje mlijeko sli¢no kravljem. Titracijska kiselost kozjeg mlijeka
nesto je visa od kiselosti kravljeg mlijeka i prosjecno iznosi 6,72 °SH, a krece se izmedu 6,5 1
7,5 °SH. Aktivna kiselost (pH) kozjeg mlijeka, takoder je neSto visa od kiselosti kravljeg

mlijeka i najcesce se kre¢e izmedu pH 6,4 i 6,8 (Bozanic i sur., 2018).

Tablica 1. Prosjecan sastav, svojstva i energijska vrijednost kozjeg i kravljeg mlijeka (Bozani¢

i sur., 2002)

PARAMETAR KOZJE MLIJEKO KRAVLJE MLIJEKO

Suha tvar (%) 11,94 12,89
Mlije¢na mast (%) 3,60 4,10
Proteini (%) 3,10 3,38
Laktoza (%) 4,60 4,60
Pepeo (%) 0,77 0,79
Gustoéa (g L) 1030,10 1029,40
pH-vrijednost 6,72 6,68
Titracijska kiselost (°SH) 6,80 6,70
Slobodne masne kiseline 8,10 7,50
(mg L)

Energijska vrijednost 293,10 288,90

(kJ 100 mL™Y)

Kolesterol (mg 100 g%) 10,00 13,00



Sastav kozjeg mlijeka ovisi o nekoliko ¢imbenika kao Sto su: veli¢ina 1 tezina tijela, dob,
veli¢ina i oblik vimena, rast, veli¢ina legla, sezona jarenja, prehrana, temperatura, bolesti i
pasmina te redoslijedu i stadiju laktacije i godisnjem dobu (Getaneh i sur., 2016).

Koze koje imaju vecu tjelesnu tezinu, a samim time su starije, imaju razvijeniji probavni sustav
koji moze probaviti 1 iskoristiti ve¢u koli¢inu voluminozne hrane i na taj nacin proizvesti vecu
koli¢inu mlijeka. Vrhunska mlijecnost postize se kada koza ima izmedu Cetiri i osam godina.
Glavnim nedostatkom smatra se slabo vezivanje vimena, ali ¢im je volumen vimena ve¢i, to je
i mlije¢nost veca. Smatra se da do neke mjere i sezona jarenja utje¢e na mlijecnost koze. Prinos
od laktacije koja pocinje pocetkom godine (sijecanj, veljaca i ozujak) nizi je od prinosa koji
zapocinje kasnije u godini (listopad, studeni i prosinac). Ucestalo sisanje veceg broja jaradi
potice lucenje mlijeka Sto je vazno za nastavak laktacije. Koze koje imaju jedno jare proizvode
znatno manje mlijeka u usporedbi s kozama s vise jaradi u leglu. Smanjenjem unosa hrane brzo
se smanjuje mlijecnost, jer se u tijelu nalazi vrlo malo glukoze koja je potrebna mlije¢noj
zlijezdi kako bi stvorila laktozu. Na smanjeno izlu¢ivanje mlijeka utjece i izlaganje koze u
laktaciji hladnoé¢i (Getaneh i sur., 2016). Ovisno o godiSnjem dobu, duzina laktacije moze
varirati od 150 do 300 dana, a mlije¢nih pasmina 210 do 300 dana (Bozani¢ i sur., 2018).
Uobicajena duZzina laktacije traje 305 dana (Getaneh 1 sur., 2016). Na sastav kozjeg mlijeka 1
na smanjenje koli€ine najviSe utjeCe pojava mastitisa, odnosno upala mlijecne Zlijezde uslijed
infekcije. Uslijed mastitisa dolazi do porasta broja somatskih stanica koje su kombinacija
limfocita, neutrofila (polimorfonuklearnih leukocita) i epitelnih stanica. Mlijeko iz
neinficiranog vimena koza sadrzi od 360.000 do vise od 1.000.000 somatskih stanica mL*
mlijeka. Veliki broj somatskih stanica u mlijeku uzrokuje povecanje proteina sirutke, lipaze,
natrija i klora, a uzrokuje smanjenje mlijecne masti, suhe tvari, kazeina, kalcija, fosfora i kalija
(Bozani¢ i sur., 2018).

Prema Pravilniku o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka uvjeti kojima mora udovoljavati sirovo

mlijeko su sljedeéi:

- Sirovo kozje mlijeko ne smije imati to¢ku ledista visu od - 0,540 °C

- Sirovo kozje mlijeko ne smije imati gusto¢u nizu od 1,024 g cm™ na temperaturi od 20
°C

- Sirovo kozje mlijeko ne smije imati suhu tvar bez masti nizu od 7,5 %

- Sirovo kozje mlijeko mora zadovoljavati da mlijeko ima kiselinski stupanj od 6,5 do 8,0
°SH, a pH vrijednost od 6,4 do 6,7.



- Sirovo kozje mlijeko mora potjecati od zivotinja u laktaciji kod kojih je od poroda proslo
minimalno osam dana ili je do poroda najmanje trideset dana.

- Sirovo kozje mlijeko mora imati svojstven izgled, boju i miris zavisno od vrste zZivotinje
od koje potjece.

- Sirovo kozje mlijeko ne smije sadrzavati rezidue ili druge kontaminante u koli¢inama
vecim od najvec¢ih dopustenih, ostatke nedopustenih tvari, detergente i druge tvari koje
mogu imati Stetan ucinak za zdravlje ljudi ili koje mijenjaju organolepticka svojstva

mlijeka (Pravilnik, 2020).

Proteini sudjeluju u gotovo svim procesima u organizmu od grade do reprodukcije. Udjel
proteina u kozjem mlijeku iznosi najmanje 2,5, a najvise 4,5 %. Relativni postotak proteina u
kravljeg mlijeka te je efikasnija apsorpcija aminokiselina. Koli¢ina ukupnih aminokiselina
podjednaka je u oba mlijeka. Medutim udio histidina, arginina, cisteina, valina, asparagina i
leucina je veéi u kozjem mlijeko, dok je udio serina, tirozina i glutamina manji. Kozje mlijeko
sadrzi veliku koli¢inu slobodnih aminokiselina, od kojih sadrzi najviSe taurina. Taurin je
esencijalna aminokiselina koja je osobito vazna u prehrani male djece i beba jer sudjeluje u
rastu 1 razvoju mozga. Koli¢ina taurina u kozjem mlijeku sli¢na je koli¢ini taurina u humanom
mlijeku (Bozani¢ i sur., 2018).

Kazeinske micele kozjeg mlijeka su manje u odnosu na kazeinske micele kravljeg mlijeka, dok
je udio proteina sirutke (albumina i globulina) u kozjem mlijeku ve¢i. U kravljem mlijeku os1-
kazein je glavna frakcija kazeina, dok je u kozjem B-kazein. S obzirom da je u kozjem mlijeku
prisutna jako mala koli¢ina os1-kazeina omogucena je identifikacija patvorenja kozjeg mlijeka

kravljim s koli¢inama i od 1 % (Bozani¢ i sur., 2002).

Mlije¢na mast utjeCe na ugodan okus mlijeka te na aromu, konzistenciju i teksturu mlijecnih
varirati od 2,5 do 6,0 %. Kao $to je prethodno navedeno, kozje mlijeko je lakSe probavljivo od
kravljeg mlijeka, a razlog tomu su kratki lanci masnih kiselina i mast sastavljena od sitnijih
globula. Kratki lanci masnih kiselina omogucuju izvanrednu probavljivost, brzu apsorpciju, a
mlije¢na mast opskrbljuje organizam esencijalnim masnim kiselinama i u masti topljivim
vitaminima (A, D, E 1 K). S obzirom da je mast sastavljena od sitnijih globula, veca je dodirna
povrsina te ih lipaze u crijevima lakSe razgraduju. Za probavu kozjeg mlijeka potrebno je oko

40 min dok je za probavu kravljeg mlijeka potrebno oko 2,5 h. Mlije¢na mast sadrzi konjugiranu
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linolnu kiselinu te u masti topljive vitamine i fosfolipide koji sadrze kolin. Kozje mlijeko (10
mg kolesterola 100 g') sadrZi puno manje kolesterola od kravljeg (13 mg kolesterola 100 g™)
(Babi¢, 2009). Najznacajnije nize masne kiseline nazvane su po kozama (lat. capra=koza,), a
one su: kapronska (Cs), kaprilna (Cg) i kaprinska (C1o) i ¢ine oko 20 % masnih Kiselina kozjeg
mlijeka. Te masne kiseline karakteriziraju specifican "kozji miris". Metaboliziraju se vise poput
Secera nego poput masti, odnosno puno brze se konvertiraju u energiju te se ne nakupljaju u
obliku tjelesnih zaliha (Bozani¢ i sur., 2002).

Laktoza ili mlije¢ni Secer je vrijedna hranjiva tvar jer pogoduje crijevnoj apsorpciji kalcija,
magnezija i fosfora te iskoriStavanju vitamina D. Laktoza je disaharid koji se sastoji od
molekula glukoze i galaktoze. Sadrzaj laktoze u kozjem mlijeku iznosi oko 4,6 %. Od velike je
vaznosti za odrZzavanje osmotske ravnoteze izmedu krvotoka i alveolarnih stanica mlije¢ne
Zlijezde tijekom sinteze mlijeka (Kalyankar i sur., 2016). Usporedujué¢i udjel laktoze u
kravljem, kozjem i ov¢jem mlijeku nema gotovo nikakve razlike i kod svih je oko 4,5 - 4,7 %.
Takoder, kod svih vrsta mlijeka kolic¢ina laktoze opada tijekom laktacije. Ono §to moze utjecati
na znacajan pad laktoze (do 2 %) je mastitis (upala mlije¢ne zlijezde), ali se takvo mlijeko ne
smije koristiti ni kao konzumno niti u proizvodnji (Zlatar, 2018).

Od mineralnih tvari najprisutniji u kozjem mlijeku su Ca, Na, Mg, P, K'i Zn, Mn, Se, Co, Cu,
Fe (Getaneh 1 sur., 2016). Kozje mlijeko sadrzava veci udjel mineralnih tvari od kravljeg
mlijeka, osobito kalija i klorida, i to je razlog za njegov blago slan okus. Potkraj laktacije
mlijeko sadrzava viSe mineralnih tvari pa je ta slanost izraZenija (Kalyankar i sur., 2016).
Zakiseljavanjem kozjeg mlijeka, pri pH-vrijednosti 5,3 dolazi do potpune disocijacije
koloidnog kalcijeva fosfata koja je pracena ekstenzivnom topljivosti kazeina. Kozje mlijeko
sadrzi oko 40 % manje citrata u odnosu na kravlje mlijeko. Prema istrazivanjima kozje je mlijeko
bolji izvor biorazgradivog Zeljeza u odnosu na kravlje (Casek, 2010).

Enzimi kozjeg mlijeka sli¢ni su enzimima kravljeg. Od velike vaznosti pokazalo se da je razina
alkalne fosfataze neSto niza od one kod mlijecnih goveda, ali enzim pokazuje isti stupanj
osjetljivosti na toplinu i samim time sluzi kao dokaz neispravne pasterizacije. Aktivnost
peroksidaze u mlijeku obje vrste je u svim pogledima jednaka, dok je razina ksantin oksidaze
niza U mlijeku koze (Kalyankar i sur., 2016).

Kozje mlijeko sadrzi vece koli¢ine vitamina A od kravljeg zato sto se fizioloskim procesima
sav B-karoten pretvori u vitamin A u mlijeku i to je razlog zasto je kozje mlijeko bjelje od
kravljeg. Kozje mlijeko sadrzava odgovarajuce koliCine vitamina A 1 niacina te viSak tiamina,
riboflavina i pantotenata za ljudsko dojence. Ipak, kozje mlijeko je siromasno folnom kiselinom

I vitaminom E (Kalyankar i sur., 2016).



2.1.2. Zdravstvena vrijednost kozjeg mlijeka

Mlijeko je sloZena bioloska tekucina koju proizvodi mlije¢na Zlijezda koja ima tri glavne
funkcije: nutritivnu, imunolosku i fiziolosku. Mlijeko predstavlja bogat izvor raznovrsnih
esencijalnih hranjivih sastojaka poput mineralnih tvari, vitamina i lako probavljivih proteina s
uravnotezenim aminokiselinskim profilima, vaznim za potporu vecine tjelesnih funkcija. Kozje
mlijeko je vrlo vazno za ljude koji su alergi¢ni na kravlje mlijeko. 40 do 100 % osoba koje su
alergi¢ne na kravlje mlijeko, toleriraju kozje. Najvjerojatnije su te osobe osjetljive na kravlji
as2-kazein koji je specifi¢an za vrstu ili na proteine sirutke kao sto je laktalbumin koji najéescée
uzrokuje kozne alergijske reakcije (Bozani¢ i sur., 2002). U stvari, nase tijelo moze probaviti

kozje mlijeko za samo 20 min dok za probavu kravljeg treba 2-3 h (Getaneh i sur., 2016).

Kao sto je prethodno opisano, kozje mlijeko je lakSe probavljivo od kravljeg. Potrebno je 20 %
manje vremena za probavu kozjeg mlijeka zbog sitnih globula mlije¢ne masti od 0,1 do 10 um.
Takoder, prirodna homogenizacija kozjeg mlijeka je puno bolja naspram mehanicke
homogenizacije kravljeg mlijeka. Uslijed mehani¢ke homogenizacije dolazi do oslobadanja
enzima ksantin oksidaze koja je vezana za mlije¢nu mast. Enzim prodire kroz intestinalni zid u
krvotok te moze prouzro€iti oSteCenja na srcu i arterijama, Sto uzrokuje da tijelo oslobodi

kolesterol u krv kako bi zastitilo o$tecena podrucja (Bozani¢ i sur., 2018).

Kao §to je ve¢ navedeno kozje mlijeko sadrzi vise srednjelancanih masnih kiselina (Cg-C14).
Tri masne kiseline koje su nazvane po kozama su: kapronska (Cs), kaprilna (Cs) i kaprinska
(C10) te ¢ine oko 20 % masnih kiselina kozjeg mlijeka. Ove masne kiselina koriste se u
tretmanima sindroma malapsorpcije, intestinalnih poremecaja, koronarnih bolesti, cisti¢nih
fibroza, prehrane prerano rodene dojencadi te Zuc¢nih kamenaca. Koriste se zbog svoje
sposobnosti da daju energiju, dok u isto vrijeme snizavaju, inhibiraju i otapaju zalihe
kolesterola. Takoder, kozje mlijeko ima puno vec¢i udio glicerol etera koji je vazan u prehrani

novorodencadi (Bozani¢ i sur., 2002).



2.1.3. Antioksidacijski kapacitet kozjeg mlijeka

Antioksidansi su kemijske tvari koje mogu neutralizirati, a time inhibirati slobodne radikale i
ostale reaktivne oblike, koji neprekidno nastaju oksidacijskim stresom u organizmu. Smatra se
da kozje mlijeko posjeduje visoko antioksidativno djelovanje zato Sto je bogato raznim
fizioloski funkcionalnim komponentama, kao Sto su proteini, vitamini (E i C), flavonoidi i
karotenoidi (Alyaqoubi i sur., 2014). Glavni protein mlijeka, kazein, u svome sastavu
sadrzava razliCite frakcije kao Sto su asi-, as2, B- i k- kazein, koji sadrze znatne koli¢ine
fosfata, a samim time i antioksidanse. Takoder, dokazana je antioksidacijska aktivnost
proteina sirutke koji imaju sposobnost da u¢inkovito inaktiviraju oksidaciju lipida. Najée$¢im
mjestom autooksidacije smatra se membrana globulemlije¢ne masti. Na autooksidaciju lipida
mlijeka i oksidaciju izazvanu svjetlo$¢u utjece slozenainterakcija prooksidansa i antioksidansa.
B-karoten, koji se smatra preventivnih antioksidansom, moze jednom molekulom inhibirati
dvjesto pedeset do tisu¢cu molekula neradikalnog, ali i reaktivnog oblika kisika (Ilijani¢,
2019).

Glavni predstavnik antioksidansa iz mlijeka koji su topljivi u vodi jest vitamin C. Vitamin C je
jedan od najjacih i najmanje toksi¢nih prirodnih antioksidansa i kao takav moze neutralizirati
superoksidne (O2) i alkoksilne (RO-) radikale, singletni kisik te Zeljezove i dusikove okside,
ali i znacajno inhibirati razgradnju vitamina B2 u mlijeku izlozenom svijetlu. Dok je vitamin C
bitan predstavnik antioksidansa topljivih u vodi, vitamini A i E (tokoferoli, tokotrienoli)
smatraju se primarnim antioksidansima topljivim u lipidima. Njihov glavni zadatak je zaStita
polinezasi¢enih masnih kiselina. Takoder, antioksidacijsko djelovanje cinka, selena i glutationa
izaziva supresiju superoksidnog radikala. Vrlo vaznu ulogu antioksidansa moze imati i
laktoferin, tako da veze prooksidacijske ione Zeljeza. Antioksidacijski potencijal mlijeka moze
se pripisati i aminokiselinama koje sadrze sumpor (metionin, cistein), superoksid dismutazi,

glutation peroksidazi, katalazi, oligosaharidima itd. (Ilijani¢, 2019).



2.2. UKUPNI | SLOBODNI HMF

Zbog toplinske obrade i temperature skladistenja, u mlijeku i mlije¢nim proizvodima dolazi do
neenzimatskog posmedivanja, odnosno do Maillardovih reakcije. Maillardove reakcije mogu
se podijeliti u 3 faze: inicijalnu ili poc€etnu fazu, fazu stvaranja meduprodukata i finalnu fazu.
U prvoj fazi, reducirajuci Seéer, poput glukoze, kondenzira sa spojem koji posjeduje slobodnu
amino skupinu, daju¢i produkt kondenzacije N-supstituirani glikosilamin, koji se preureduje u
Amadorijev proizvod preslagivanja (ARP). ARP pri pH 7 ili nizem, podvrgava se 1,2-
enolizaciji sa stvaranjem furfurala (kada su ukljucene pentoze) ili hidroksimetilfurfurala (HMF)
(kada su ukljucene heksoze). U zavrs$noj fazi dolazi do kondenzacije aldola i kona¢no nastaju
heterocikli¢ni dusi¢ni spojevi, melanoidini, koji su vrlo obojeni i daju proizvodima specifi¢nu
aromu (Martins i sur., 2001). Cijeli mehanizam Maillardove reakcije moze se vidjeti na slici 1.
HMF se kao takav koristi kao parametar intenziteta i kvalitete postupka toplinske obrade.
Koli¢ina HMF-a ovisi o nutritivnom sastavu mlijeka, intenzitetu toplinske obrade i uvjetima

skladista. Razina HMF-a povecava se s poveéanjem intenziteta obrade (Ozdal i sur., 2018).

+amino spojevi -Hz0 N-SUBSTITUIRANI

ALDOZE GLIKOZILAMINI

A
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pregradivanje
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C D
-3H0 c| -2m0

SCHIFFOVA BAZA
HMF ILI FURFURALA

PRODUKTI
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F -€0; G
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G +amino G G
v spojevl v

MELANOIDINI
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Slika 1. Shematski prikaz Maillardove reakcije (Vincek, 2014)
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Kada se govori o HMF-u potrebno je razlikovati slobodni HMF od ukupnog HMF-a. Ukupni
HMF je zbroj prekursora HMF-a (laktulozil-lizin, 1-2 enolizirani proizvodi, itd.) i slobodnog
HMF-a (Ritota i sur., 2017).

2.3. ANTIOKSIDACIISKA AKTIVNOST - DPPH METODA

DPPH metoda sluzi za odredivanje potencijala hvatanja slobodnih radikala od strane
antioksidativnih spojeva i smatra se kao jedna od standardnih i jednostavnih kolorimetrijskih
metoda za odredivanje antioksidativnih svojstava Cistih spojeva. Ovu metodu je razvio Blois
(1958) sa stajaliStem da na slican nacin odredi antioksidativno djelovanje upotrebom stabilnih
slobodnih radikala a,o-difenil-p-pikrilhidrazila. Cesto se koristi za mjerenja sadrzaja
antioksidansa u pseni¢nim zrnima i mekinjama, povréu, zacinskom bilju, brasnu i ostalima u
razli¢itim sustavima otapala, kao $to su etanol, aceton, benzen i metanol (Mishra i sur., 2011).
DPPH se moze otopiti samo u organskim podlogama, a ne u vodenim podlogama, sto
predstavlja ograni¢enje pri tumacenju uloge hidrofilnih antioksidansa (Arnao, 2000). DPPH
metoda se koristi za mjerenje antioksidacijske aktivnosti zato $to dobro simulira reaktivne
kisikove i dusikove oblike koji se nalaze u bioloskim sustavima (Stoler, 2017).

DPPH (C18H12Ns0Og) je karakteriziran kao stabilan radikal u otopini i u metanolu daje ljubicasto
obojenje koje apsorbira svjetlost na 517 nm. Test se temelji na principu da neparni elektron
dusikovog atoma u DPPH se reducira primanjem atoma vodika iz antioksidansa u odgovarajuéi
hidrazin te dolazi do redukcije iz DPPHe u DPPH>, a ljubicasta boja se mijenja u zutu §to je
popraceno smanjenjem apsorpcije na 517 nm (Kedare i Singh, 2011). Izmjena boje prati se
spektrofotometrijski i koristi se za odredivanje parametara antioksidativnih svojstava (Mishra i

sur., 2011). Promjena boje je prikazana shematski na slici 2.

Amax= 517 nm

e

- OKSIDANT
I

<
44—

ANTIOKSIDANT
DPPH

Slika 2. Promjena boje DPPH uslijed redukcije (Anonymous 1)



Na slici 3 prikazan je mehanizam redukcije DPPH. Prva formula predstavlja pojednostavljeni
prikaz redukcije gdje Ze predstavlja DPPH, a AH molekulu donora, dok druga prikazuje
detaljniju reakciju redukcije DPPH.

Z'+AH=7H + A’

owe Q0

¢ RH——s

p kel

DPPH (oksidirani oblik) DPPH (rcdnc:ram oblik)

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

Ogranicenja metode su brojna. Neka od njih su da je DPPH osjetljiv na neke Lewisove baze i
vrste otapala te na kisik. Moze biti topljiv samo u organskom otapalu, a interferencija
apsorbancije spojeva uzoraka moze predstavljati problem za kvantitativnu analizu. Takoder,
apsorbancija DPPH u metanolu i acetonu opada pod svjetlom. DPPH metoda ima ogranicenja
u odrazavanju raspodjele antioksidansa u emulzijskim sustavima 1 nije korisna za mjerenje
antioksidativnog djelovanja plazme, jer se proteini taloZze u alkoholnom reakcijskom mediju
(Kedare i Singh, 2011). Glavna prednost ove metode je Sto ¢e, ukoliko se izdvoji dovoljno
vremena, DPPH reagirati s cijelim uzorkom tj. DPPH reagira sporo cak i sa slabim
antioksidansima (Stoler, 2017). Rezultati ove metode izraZavaju se kao ekvivalenti Troloxa
((x)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline), a s obzirom da postoje
razli¢ite vrste antioksidansa koji razlic¢itim brzinama i kinetikama reagiraju s DPPH, takoder je
moguce da se veli¢ina uzoraka prilagodi tome da dode do reakcije samo 50 % ukupne koli¢ine

DPPH (Prakash, 2001).
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2.4. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST - FRAP METODA
FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) je jednostavna kolorimetrijska metoda koja
sluzi za odredivanje antioksidacijske aktivnosti. Reakcija koja se odvija jest izmedu supstrata
(donor elektrona) i iona Fe3* (akceptor elektrona) pri ¢emu dolazi do stvaranja iona Fe?".
Redukcija se spektrofometrijski prati promjenom boje otopine Fe** s TPTZ (2,4,6-tris(2piridil)-
s-triazinom), koji postaje plav i apsorbira elektromagnetsko zracenje na valnoj duljini 593 nm
(Martins i sur., 2012). Glavna kemijska reakcija odvija se izmedu Fe(TPTZ)2 i molekule donora

elektrona ArOH i glasi:
Fe(TPTZ)2 (111) + ArOH — Fe (TPTZ)2 (I1) + ArOH*s (Ou i sur., 2002).

U FRAP testu nije potrebna prethodna obrada uzorka, stehiometrijski ¢imbenici su konstantni,
linearnost se odrzava u Sirokom rasponu, obnovljivost je izvrsna i osjetljivost je visoka.
Takoder, u FRAP testu nije potrebna visoko specijalizirana oprema ili vjestina, niti kritina

kontrola vremena i uvjeta reakcije (Benzie i Strain, 1999).

Kako bi se ¢im to¢nije i1 preciznije izmjerila reduciraju¢a snaga, moraju biti ispunjeni sljedeci
uvjeti: 1) samo antioksidansi mogu reducirati Fe(TPTZ), (111) u reakcijskim uvjetima, 2) brzina
reakcije mora biti dovoljno brza da se reakcija moze izvrsiti u kratkom vremenu ispitivanja i 3)
oksidirani antioksidans ArOH™ i njegovi sekundarni produkti reakcije ne bi trebali apsorbirati

na 593 nm, $to je najveca apsorpcija Fe(TPTZ)2 (11) (Ou i sur., 2002).

FRAP analiza mora se provoditi u kiselom podruc¢ju pri pH = 3,6 kako bi se odrzala dobra
topljivost zeljeza. Uslijed nizeg pH smanjuje se ionizacijski potencijal koji omogucuje prijenos
elektrona, a ujedno se povecava redoks potencijal, koji dodatno omogucuje pomak reakcije u
smjeru transfera elektrona. Redoks potencijal reakcije Fe(l11)/Fe(ll) iznosi 0,77 V i svi spojevi
s nizim redoks potencijalom ulazit ¢e u reakciju redukcije Zeljeza te tako doprinijeti kona¢nom
rezultatu antioksidacijskog kapaciteta (Stoler, 2017). Na slici 4. prikazan je oksidirajuéi i

reducirajuci oblik TPTZ-a.
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Slika 4. Oksidirajuci i reducirajuci oblik TPTZ-a (Flaig i Zand, 2016)

2.5. UKUPNI FENOLI
Fenolni spojevi u prirodi prisutni su u gotovo svim biljkama i namirnicama biljnog podrijetla
(Berend i Grabari¢, 2008). U Sirem smislu nazivaju se polifenolima, a ukljucuju jednostavne
fenole, fenolne kiseline (derivati benzojeve i cimetne kiseline), kumarine, flavonoide, stilbene,
hidrolizirane i kondenzirane tanine, lignane i lignine (Blainski i sur., 2013). Osnovno obiljezje
svih polifenola je prisutnost jednog ili viSe hidroksiliranih benzenskih prstenova (Berend i
Grabari¢, 2008). Interes za fenolne spojeve povecao se zbog njihovih znacajnih bioloskih
ucinaka. Na slici 5. prikazana je podjela polifenola. Fenolni spojevi provode Sirok spektar
metaboli¢kih aktivnosti, a one su: antioksidativno, protuupalno, protualegrijsko i
protukancerogeno djelovanje, inhibicija agregacije trombocita i imunoloske funkcije, sudjeluju

U izravnoj zastiti DNA i u promicanju apoptoze (Vazquez i sur., 2014).
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Slika 5. Osnovna podjela polifenola (Berend i Grabri¢, 2008)

Folin-Ciocalteu metoda je priznata, Siroko koristena metoda za kvantificiranje ukupnih fenolnih
spojeva u razli¢itim ekstraktima. To je kolorimetrijska metoda koja omogucuje analizu
organskih spojeva koji imaju hidroksilirane aromatske spojeve (Vasquez i sur., 2014). Dolazi
do reakcije polifenola i Folin-Ciocalteu reagensa (smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske
kiseline) u blago alkalnim uvjetima te dolazi do stvaranja relativno stabilnog plavo obojenog
kompleksa koji potom mozemo spektrofotometrijski odrediti pri 750 nm (Berend i Grabric,
2008). Reakcije redukcije Folin-Ciocalteu reagensa je vidljiva na slici 6. Medutim, ovaj se
reagens brzo razgraduje u alkalnim otopinama, zbog Cega je potrebno koristiti viSak reagensa
da bi se dobila potpuna reakcija. Ovaj visak moze rezultirati taloZenjem i visokom mutno¢om,
Sto onemogucava spektrofotometrijsku analizu. Da bi rijesili ovaj problem, Folin i Ciocalteu

ukljucili su litijeve soli u reagens, §to je sprije¢ilo zamucenje (Blainski i sur., 2013).
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Slika 6. Reakcija redukcije Folin-Ciocalteu reagensa (Ford i sur., 2019)

2.6. SDS-PAGE ELEKTROFOREZA
Toplinska obrada mlijeka rezultira brojnim fizikalno-kemijskim promjenama na sastojcima
mlijeka. Znacajne promjene koje se dogadaju zagrijavanjem mlijeka iznad 60 °C ukljucuju
denaturaciju proteina sirutke, interakcije izmedu denaturiranih proteina sirutke i kazeinskih
micela, pretvorbu topljivog kalcija, magnezija i fosfata u koloidno stanje. Razina tih promjena

ovisi i o temperaturi i o duljini toplinske obrade (Jovanovi¢ i sur., 2007).

Kazein je glavna proteinska komponenta mlijeka te spada u skupinu toplinski stabilnih proteina
jer ne koagulira kada je podvrgnut visokoj toplinskoj obradi te se sastoji od Cetiri frakcije: as1-
kazein, as>-kazein, B-kazein i k-kazein. Frakcija proteina sirutke sadrzi Cetiri glavna proteina:
B-laktoglobulin, o-laktalbumin, proteini krvnog seruma (BSA) i imunoglobulin (Ig). Osim
glavnih proteina, proteini sirutke sadrze brojne manje frakcije kao sto su proteoza-peptoni (PP),
osteopontin, laktoferin te oko Sezdeset razli€itih vrsta enzima. Proteini sirutke su toplinski
labilni proteini. Toplina smanjuje njihovu stabilnost sljede¢im redoslijedom: PP > a-La > 3-Lg
> BSA > Ig. Kada su proteini sirutke izloZeni visokim temperaturama, oni Se nepovratno
denaturiraju i zgruSavaju. Denaturacija proteina sirutke zapocCinje na 65 °C, ali uglavnom se
dogada tijekom zagrijavanja mlijeka na temperaturama iznad 80 °C. Tijekom toplinske obrade
proteini mlijeka mogu stvarati komplekse, odnosno agregirati. Razvija se proteinski kompleks
izmedu o-La 1 B-Lg, a-La 1 k-kazeina, kao 1 kompleks izmedu B-Lg 1 k-kazeina (Jovanovi¢ i
sur., 2007). U tablici 2 prikazane su vrijednosti molekularnih masa proteina mlijeka. Iz tablice

je vidljivo da se molekularna masa kazeina kre¢e u rasponu od 19 do 25 kDa. Najmanju
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molekularnu masu ima a-laktaloumin, dok najve¢u imaju albumini krvnog seruma (Lisak
Jakopovi¢, 2013).

Tablica 2. Molekularne mase proteina mlijeka (Lisak Jakopovi¢, 2013)

Protein Molekularna masa (kDa)
asi-kazein 23,00
as2-kazein 25,00

B-kazein 24,00

K-kazein 19,00

a-laktalbumin 14,18
B-laktoglobulin 18,36
Albumini krvnog seruma 66,40
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIALI

U ovom radu kao glavni materijal koristeno je sirovo kozje mlijeko koje je tretirano na 7

razli¢itih temperaturnih rezima.

Kemikalije koje su koriStene za odredivanje titracijske kiselosti su 2 %-tni fenolftalein, 0,1 M
NaOH i kobaltov sulfat CoSO4 x 7H20. Za odredivanje mlije¢ne masti metodom po Gerberu
koristeni sSu H2SO4 1 izoamilni alkohol. Za SDS PAGE analizu koristene su slijedec¢e kemikalije:
akrilamid, amonij-persulfat (APS), bromfenol plavo, Coomassie Brilliant Blue, glicerol, glicin,
izopropanol, kloridna kiselina, kompleksal 111 (etilendiamintetraoctena kiselina dinatrijeva sol-
dihidrat, EDTA), natrijev dodecilsulfat (SDS), octena kiselina, standard za elektroforezu
proteina ProSieve QuadColor (molekulske mase 4,6-315 kDa), TEMED (N, N, N°, N'-
tetrametiletilen), Tris (hidroksimetil)-aminometan i1 p-merkaptoetanol. Pri odredivanju
ukupnog i slobodnog HMF-a koristene su 0,15 M oksalna kiselina, 40 %-tna trikloroctena
kiselina (TCA) i 0,05 M TBA (2-tiobarbituratna kiselina).

Za pripremu uzorka mlijeka koristeni je 1 M HCI pripremljeni u 95 % etanolu (v/v, 15/85). Kod
koristenja DPPH metode koristeni je 6,0 x 10° mol L™ DPPH otopljenog u 95 % etanolu, a u
metodi s reagensom po Folin-Ciocalteu koristeni je FC reagens razrijeden s destiliranom vodom
u omjeru 1:10 i 7,5 % (w/v) otopina natrijeva karbonata. U FRAP metodi odredivanja
antioksidacijskog potencijala bilo je potrebno pripremiti FRAP reagens koji se sastojao od 25
mL 0,3 M acetatnog pufera (A), 2,5 mL 10 mmol TPTZ-a pripremljenog u 40 mmol HCI (B) i
2,5 mL 20 mmol FeClsx6H20 (C), pomijesanih u omjeru A:B:C=10:1:1 (v/v). Svi pokusi su
ponovljeni dva puta, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija

ponavljanja.
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3.2. METODE
3.2.1. Priprema uzorka
Sirovo kozje mlijeko je razdijeljeno u volumene od 100 mL i zagrijavano na 7 razli¢itih

temperaturnih rezima koji su prikazi u tablici 3.

Tablica 3. Temperaturni rezimi

Temperatura Vrijeme
63-65°C 15s
6365 °C 30 min

72°C 20s
85°C 30s
90-95°C 7 min
116 °C 16 min
120 °C 5 min

Uzorci mlijeka tretirani na 63 — 65 °C /15 s, 63 — 65 °C/30 min, 72 °C/20 s, 85 °C/30 s1 90 —
95 °C/7 min zagrijavani su na magnetnom grijac¢u, dok su uzorci tretirani na 116 °C/16 min i
120 °C/5 min zagrijavani u autoklavu. Po zavrsetku zagrijavanja, mlijeko je brzo ohladeno pod

mlazom tekuce hladne vode ili u hladnoj kupelji s ledom.

3.2.2. Odredivanje fizikalno — kemijskih parametara kozjeg mlijeka

Ispitivanje osnovnog kemijskog sastava mlijeka provodi se metodom infracrvene
spektrofotometrije (IR), sukladno normi HRN ISO 9622:2001, na uredaju MilkoScan™ FT1.
Uredaj pruza do 120 pouzdanih mjerenja po satu, omogucuje brzu analizu fizikalno-kemijskih
parametara poput pH i SH vrijednosti, gustoce, udjela mlijecne masti, proteina, laktoze,
glukoze, suhe tvari i suhe tvari bez masti. Rezultati su iznimno precizni i pohranjuju se u
radunalo zbog sljedivosti. Siroki radni raspon temperatura (5-55 °C) omogucuje izravnu analizu
¢ak 1 hladnih, ali homogenih uzoraka. Za analizu je potrebno svega 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.
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3.2.2.1. Odredivanje kiselosti mlijeka
Kiselost mlijeka moze se mjeriti odredivanjem pH vrijednosti ili titracijom s luzinom. Osnovna
razlika izmedu ove dvije metode odredivanja kiselosti je u tome, Sto prilikom mjerenja pH
mjerimo aktivnu kiselost, odnosno mjerimo koncentraciju vodikovih iona prisutnih u mlijeku
koji su nastali uslijed disocijacije sastojaka mlijeka. Kod odredivanja titracijske kiselosti mjeri
se 1 latentna kiselost koja potje¢e od momentalno nedisociranih kiselih sastojaka, koji imaju

veliki puferski kapacitet (Bozani¢ i sur., 2010).

Kod odredivanja pH vrijednosti, kalibriran je pH metar, elektroda je isprana s vodom i uronjena

u uzorak mlijeka. Nakon sto se pH vrijednost ustalila na ekranu pH metra, ocitao se pH.

Odredivanje titracijske kiselosti provodi se metodom po Soxlet — Henkel-u. Metoda se zasniva
na tome da se 20 mL mlijeka pomijesalo s 1 mL 2 % fenolftaleina i titriralo s 0,1 M NaOH do
pojave crvenkaste boje koja je stabilna 1 min. Prije same analize, pripremljena je standardna
boja koja predstavlja nijansu do koje se mlijeko titrira natrijevom luzinom. Standardna boja se
pripremila tako da se u jednu Erlenmayerovu tikvicu otpipetiralo 20 mL istog uzorka mlijeka i
dodalo 0,4 uL 5 % otopine kobaltovog sulfata (CoSO4 x 7H20) (Bozani¢ i sur., 2010).

Izracun titracijske kiselosti mlijeka provodio se prema izrazu:
°SH=ax2xf [1]

gdje je a = mL 0,1 M NaOH utroSenih za neutralizaciju 20 mL mlijeka, f = faktor otopine
natrijeve luzine (NaOH) = 0,1 mol Lt = 1.

3.2.2.2. Odredivanje udjela mlijecne masti butrirometrijskom metodom po Gerberu
Metoda po Gerberu je butirometrijska metoda i zasniva se na kemijskom otapanju kazeina i
zaStitne opne globula masti sumpornom kiselinom i odvajanjem masti centrifugiranjem pri
¢emu Se koli¢ina mlijecne masti ocita na skali butirometra. U Gerberov butirometar stavljeno
je to¢no navedenim redoslijedom: 10 mL H2SO4 + 11 mL mlijeka + 1 mL izoamilnog alkohola.
Butirometar se zacepio i dobro promuckao i zatim se stavio u centrifugu na brzinu od 1200
okretaja po minuti na 5 min. Nakon centrifugiranja, na skali butirometra ocitan je postotak

mlije¢ne masti (Bozani¢ i sur., 2010).
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3.2.2.3. Odredivanje udjela laktoze metodom po Loof-Schoorlu
Laktoza se odredivala metodom prema Loof-Schoorlu koja se bazira na redukciji metala iz
alkalne otopine njihove soli, reduciraju¢im ugljikohidratima (u nasem slucaju laktozom). U
tikvicu s brusenim grlom stavljen je 1 mL uzorka mlijeka kojem se zatim dodalo 24 mL
destilirane vode i 25 mL Luffove otopine. Tikvica se prikljucila na povratno hladilo i kuhala uz
lagano vrenje tocno 10 min. Vrijeme se mjeri nakon $to prva kap kapne u tikvicu. Zatim se
tikvica skinula, ohladila pod mlazom tekuce vode te je dodano 15 mL 20 %-tne otopine kalijeva
jodida, a potom se oprezno i polako dodalo 25 mL 25 %-tne otopine sulfatne Kkiseline uz
mijesanje. Izlu¢eni jod titriran je s 0,1 mol L™ natrijevim tiosulfatom tako dugo dok boja uzorka
nije presla u Zutu boju. Zatim se dodao 1 mL svjeZe pripremljene 2 %-tne otopine Skroba i
lagano je nastavljena titracija natrijevim tiosulfatom sve do prijelaza tamnoplave boje u
putenastu koja je trebala biti stabilna nekoliko minuta. Usporedno je radena i slijepa proba gdje
se umjesto 1 mL uzorka i 24 mL destilirane vode otpipetiralo 25 mL destilirane vode, a dalje je
sve radeno na isti nacin kao i s uzorkom. U racun je uzet ukupan broj utroSenih mL natrijeva

tiosulfata iz obje titracije (Bozani¢ i sur., 2010). Izra¢un udjela laktoze se radio prema izrazu:

Slijepa proba trosi x ml 0,1 mol L* NazS,03
Uzorak trosi y ml 0,1 mol L™ Na2S;03
(x-y) - f (NazS203) =z mL 0,1 mol L NazS,03 [2]

3.2.2.4. Odredivanje gustoc¢e mlijeka
Gustoc¢a mlijeka odreduje se pomocu laktodenzimetra. Mlijeko se nalilo do vrha menzure te se
nakon toga laktodenzimetar uronio u mlijeko tako da je plivao u njemu. Kad se laktodenzimetar
umirio, ocitala se temperatura mlijeka i laktodenzimetarski broj. Ovisno o vrijednosti
temperature potrebno je bilo korigirati laktodenzimetarski broj pomocu kojeg se odredila
gustoca mlijeka. Ako se gustoca definira kao omjer gustoce neke tvari prema gustoCi
standardne tvari (obi¢no voda maksimalne gustoce: pri 4 °C i tlaku od 1,01325 bara), onda je
to "relativna gustoca" — bezdimenzionalni broj. Vrijednost °Liorigirani uvrStena je kao zadnje

dvije decimale relativne volumenske tezine (Bozani¢ i sur., 2010).

Izracun za korekciju:

T>15°C — oLkorigirani: °Logitani + {(OC -15 OC) X 2}
T<15°C — oLkorigirani: °Logitani - {(OC -15 OC) X 2}
°Lkorigirani 2> RVT=1,0__ [3]
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3.2.2.5. Odredivanje indeksa boje
Odredivanje boje uzoraka provodilo se difuzno reflektiraju¢om spektrofotometrijom na
kolorimetru CM-3500d. Izvor svjetla je pulsiraju¢a ksenon lampa koja je dizajnirana da daje
standardni izvor svjetla D65. Neovisno o valnoj duljini, svjetlo reflektirano od uzorka se
sakuplja u integrirajucoj sferi te se normalizira prema svjetlu izvora reflektancije. Zbog toga je
potrebno prije svakog seta mjerenja kalibrirati uredaj s ¢isto bijelim standardom (100 %-tna
refleksija) te crnim valjkom (0 % refleksije). U programu Spectramagic NX se podeSavaju sve
potrebne postavke. Mjerenje se provodilo tako da se svaki uzorak ulio u posudicu koja se
poklopila s crnim valjkom maksimalne apsorpcije svjetlosti. Kao rezultat dobivene su L*, a* i

b* vrijednosti za svaki uzorak.

AE* vrijednost pokazuje koliko neki proizvod odstupa od boje referentnog uzorka odnosno

sirovog kozjeg mlijeka (tablica 4) te se racuna po formuli:

AE =T =17 X+ (@ —a )N+ B —b ) [4]

ef f ref
L* - svjetlina boje ispitivanog uzorka u L*a*b* sustavu

a* - parametar boje ispitivanog uzorka

b* - parametar boje ispitivanog uzorka

L*ref— Svjetlina boje referentnog uzorka

a*ref — parametar boje referentnog uzorka

b*1ef — parametar boje referentnog uzorka

Tablica 4. Znacenje razlika izmedu izmjerene AE* vrijednosti i referentne (Gelo, 2019)

AE* Znacenje
0,00 - 0,05 Razlike u tragovima
0,50 -1,50 Mala razlika
1,50 - 3,00 Primjetna razlika
3,00 - 6,00 Znacajna razlika
6,00 - 12,00 Velika razlika
>12,00 Vrlo velika razlika
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3.2.3. Odredivanje udjela ukupnog i slobodnog HMF-a

3.2.3.1. Priprema kemikalija
Za odredivanje udjela slobodnog i ukupnog HMF-a koristene su 0,15 M oksalna kiselina, 40 %
(w/v) trikloroctena kiselina i 0,05 M TBA. Za pripremu 0,15 M oksalne Kiseline otopljeno je
3,5045 g oksalne kiseline u 500 mL destilirane vode. Za pripremu TCA otopljeno je 100 mL
TCA u 250 mL destilirane vode, a za TBA otopljeno je 1,802 g u 250 mL destilirane vode.

3.2.3.2. Postupak odredivanja ukupnog HMF-a

10 mL svakog uzorka mlijeka pomijesano je s 5 mL 0,15 M oksalne Kiseline i zatim zagrijavano
na 100 °C 1 h na magnetskoj mijesalici. Uzorci su se zatim naglo ohladili u hladnoj kupelji i
deproteinizirali dodatkom 5 mL 40 % (w/v) trikloroctene Kkiseline. Nakon deproteinizacije,
uzorci su filtrirani kroz Whatmann filter papir broj 42. Zatim je pomijesano je 4 mL dobivenog
filtrata s 1 mL 0,05 M TBA i inkubirano na 40 °C u trajanju od 30 min. Nakon toga izmjerena
je apsorbancija pri 443 nm u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba umjesto uzorka sadrzava

destiliranu vodu i prolazi sve faze pripreme uzorka (Morales i sur., 1996).

3.2.3.3. Postupak odredivanja slobodnog HMF-a

10 mL svakog uzorka mlijeka pomijesano je s 5 mL 0,15 M oksalne kiseline te se smjesi odmah
dodalo 5 mL 40 %-tne TCA. Dobivena otopina filtrirana je kroz Whatmann filter papir broj 42.
Zatim je pomijeSano 4 mL dobivenog filtrata s 1 mL 0,05 M TBA 1 inkubirano na 40 °C u
trajanju od 30 min. Nakon toga izmjerena je apsorbancija pi 443 nm u odnosu na slijepu probu.
Slijepa proba umjesto uzorka sadrzava destiliranu vodi i prolazi sve faze pripreme uzorka
(Francisquini i sur., 2018).

3.2.3.4. Postupak izrade bazdarnog dijagrama za metodu odredivanja udjela HMF-a
Bazdarni dijagram je raden tako da su uzete razlic¢ite koncentracije standarda HMF-a od 5 do
100 uM i te su razlicite koncentracije o¢itane na valnoj duljini od 443 nm. Na temelju dobivenih
vrijednosti nacrtan je bazdarni dijagram (Morales i sur., 1996). Bazdarni dijagram za
kvantifikaciju ukupnog i slobodnog HMF-a prikazan je na slici 7. Nakon crtanja dijagrama, iz
jednadzbe pravca izracunata je koncentracije HMF-a pri odredenim apsorbancijama svakog

uzorka mlijeka.
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Slika 7. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 443 nm (A443) o koncentraciji HMF-a
(uM L)

3.2.4. Priprema supernatanta za odredivanje antioksidacijske aktivnosti i udjela ukupnih fenola
Pomijesan je 1 g mlijeka s 10 mL 1 M HCI koji je pripremljen u 95 %-tnom etanolu (v/v, 15/85)
te se tako dobivena smjesa inkubirala na 30 °C 1 h u vodenoj kupelji uz ukljucenu tresilicu.
Nakon toga, smjesa se centrifugirala pri 7800 g na 5 °C 15 min. Dobiveni supernatant moze se
Cuvati u zamrzivacu na -20 °C do daljnje uporabe (Alyagoubi i sur., 2014).

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog potencijala DPPH metodom

3.2.5.1. Priprema kemikalija i reagensa za analizu

Za odredivanje antioksidacijskog potencijala pomo¢u DPPH metode potrebno je svaki puta
napraviti svjezu 6,0 x 10 mol L otopinu DPPH reagensa. Otopina je pripremljena tako da se
na 100 mL 95 %-tnog etanola odvagnulo 0,00237 g DPPH.

3.2.5.2. Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

U epruveti se pomijeSalo 0,1 mL prethodno dobivenog uzroka s 3,9 mL DPPH. Smjesa se
ostavila na sobnoj temperaturi na mra¢nom mjestu 30 min i nakon toga ocitala se apsorbancija
u spektrofotometru na 517 nm. Slijepa proba sadrzi umjesto uzorka otapalo, odnosno 95 %-tni

etanol.
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Postotak redukcije slobodnih radikala u otopini proporcionalan je smanjenju apsorbancije
mjerene otopine (uzorak + DPPH) i rauna se prema sljedecoj jednadzbi:
% DPPH redukcije radikala = (Ao - As)/Ao x 100

Ao — A517 za slijepu probu (95 % etanol)

As — A517 za uzorak (Sangsopha i sur., 2019).

3.2.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

3.2.6.1. Priprema kemikalija i reagensa za analizu

Kemikalije i reagensi se pripremaju prema Benzie i Strain (1996). Potrebno je svaki puta
pripremiti svjezi FRAP reagens koji se sastoji od 25 mL 0,3 M acetatnog pufera, 2,5 mL 10
mmol TPTZ-a pripremljenog u 40 mmol HCI i 2,5 mL 20 mmol FeClz x 6 H20 u omjeru 10:1:1.
Acetatni pufer 1 Zeljezo (III) klorid heksahidrat nije potrebno svaki puta svjeze pripremati.
Odvagnuto je 0,541 g zeljezo (lll)-klorida heksahidrata u plasti¢noj ladici za vaganje i
kvantitativno preneseno u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopunjeno do oznake s
destiliranom vodom, a za acetatni pufer se odvagalo 3,1 g natrijevog acetat trihidrata u
plasti¢noj ladici za vaganje 1 kvantitativno prenijelo pomocu destilirane vode u odmjernu
tikvicu volumena 1 L, u koju se potom otpipetiralo 16 mL glacijalne octene kiseline i

nadopunilo se destiliranom vodom do oznake.

Prije svakog mjerenja potrebno je svjeze pripremati otopinu TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin)
za koji se odvagnulo 0,0312 g TPTZ-a u plasticnoj ladici za vaganje i kvantitativno se
prenijelo u odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopunilo do oznake s 40 mM HCI.
Klorovodi¢na kiselina se pripremila tako da se otpipetiralo 330 puL 37 %-tne klorovodi¢ne

kiseline i nadopunilo destiliranom vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL.
Nakon $to su se pomijesale kemikalije u odredenom omjeru, FRAP reagens se inkubirao na 37

°C na 30 min.

3.2.6.2. Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Pomijesalo se 3,4 mL dobivenog FRAP reagensa s 0,6 mL prethodno dobivenog ekstrakta i
tako dobivena smjesa se inkubirala na 37 °C 60 min. Nakon toga, smjesi se ocitala apsorbancija
na 593 nm. Slijepa proba sadrzi sve osim uzorka umjesto kojeg se stavlja otapalo u kojem je

uzorak ekstrahiran, odnosno stavio se 1 M HCI pripremljeni u 95 %-tnom etanolu.
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3.2.6.3. Postupak izrade bazdarnog dijagrama za FRAP metodu
Za pripremu bazdarnog pravca pripremila se 2 mmol L™ otopina Trolox-a od koje su se
pripremila razrjedenja u koncentracijama: 25, 50, 75, 100, 125, 250, 500, 750, 1000 i 1500 uM
na nacin da se u odmjerne tikvice volumena 10 mL redom otpipetiralo: 0,125; 0,25; 0,375; 0,5;
0,625; 1,25; 2,5; 5 i 7,5 mL alikvot (stock) otopine Trolox-a te do oznake nadopunilo
destiliranom vodom. Daljnji postupak odredivanja je identi¢an protokolu za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom, ali se razlikuje u tome §to se umjesto 0,6 mL
uzorka dodalo 0,6 mL prethodno pripremljene koncentracije Troloxa. Rezultati se izrazavaju u
konaénici kao mg Trolox ekvivalenta mL™ (Sangsopha i sur., 2019). Bazdarni dijagram za

kvantifikaciju antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom prikazan je na slici 8.
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Slika 8. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 750 nm (A 750) o koncentraciji galne
kiseline (mg L)
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3.2.7. Odredivanje ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom

3.2.7.1. Priprema kemikalija i reagensa za analizu

Kemikalije i reagensi se pripremaju prema Singleton i sur. (1999). Folin-Ciocalteu reagens se
pripremio tako da se razrijedio s destiliranom vodom u omjeru 1:10 i potrebno ga je svaki puta
svjeze pripremati. Takoder, za ovu metodu otopljeno je 7,5 g natrijeva karbonata u 100 mL

destilirane vode za pripremu otopine natrijeva karobonata.

3.2.7.2. Postupak odredivanja ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteu

U epruvetu je redom dodano: 0,4 mL dobivenog ekstrakta, 1,6 mL Folin-Ciocalteu reagensa te
je nakon otprilike 5 min dodano 2 mL otopine natrijeva karbonata. Dobivena smjesa se zatim
dobro homogenizirala na vortexu i inkubirala na sobnoj temperaturi 2 h. Nakon 2 h izmjerena
je apsorbancija na 750 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka, a umjesto uzorka sadrzava

destiliranu vodu.

3.2.7.3. Postupak izrade bazdarnog dijagrama za metodu sa reagensom po Folin Ciocalteu
Za pripremu bazdarnog pravca odvagano je 0,125 g galne kiseline koja se otopila u 10 mL 96

%-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopunila se s destiliranom vodom do oznake.
Od te otopine galne kiseline pripremljena su razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL
tako da se redom otpipetiralo 0,4, 0,8, 2, 4, 6 i 8 mL alikvota standardne otopine galne kiseline
u svaku tikvicu i potom se nadopunilo do oznake destiliranom vodom. U konaénici

koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznosile su 50, 50, 75, 100 i 125 mg L.

Daljnji postupak odredivanja je identian protokolu za odredivanje ukupnih fenola s Folin-
Ciocalteu reagensom, ali se razlikuje u tome $to se umjesto 0,4 mL uzorka dodalo 0,4 mL galne
kiseline. 1z izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrtan je bazdarni dijagram i zatim su preko
jednadzbe pravca preracunate vrijednosti za uzorke (Sangsopha i sur., 2019). Bazdarni dijagram

za kvantifikaciju udjela fenola sa reagensom po Folin - Ciocalteu prikazan je naslici 9.
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Slika 9. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 750 nm (A750) o koncentraciji galne kiseline

(mg LY

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

U 15 pL uzorka mlijeka je dodano 15 pL 2 x koncentriranog Laemmli pufera koji se sastoji
0d: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 i1 0,2 mL B-merkaptoetanol. Tako priredeni uzorci su
prokuhani 2,5 min. U meduvremenu je izvaden ¢€eslji¢ iz prethodno pripremljenog 10 %-tnog
poliakrilamidnog gela te je pripremljena aparatura za elektroforezu. U komoru za elektroforezu
je dodano 400 mL pufera za elektroforezu (1x). Nakon kuhanja, 20 pL uzorka je pomocu
Hamilton igle naneSeno na 10 %-tni poliakrilamidni gel. Elektroforetsko razdvajanje proteina
na gelu provedeno je u komori za elektroforezu pri konstantnom naponu od 190 V tijekom 45
min. Pritom je koriSten standard ProSieve QuadColor Protein Marker koji sadrzi proteine
poznate molekulske mase u rasponu 4,6-315 kDa. Nakon zavrSene elektroforeze, gel je
inkubiran u otopini za bojanje (0,02 % Coomassie Brilliant Blue praha, 25 % izopropanola i 10
% octene kiseline) tijekom 2 h, a zatim u otopini octene kiseline (10 %, v/v) do obezbojenja

pozadine.

10 %-tni poliakrilamidni gel se sastoji od gela za razdvajanje (donji gel) i gela za sabijanje
(donji gel). Gornji gel sastoji se od: 2,5 mL Tris (hidroksimetil aminometan)-HCI pufera, 3 mL

30 %-tnog akrilamida, 2,5 mL destilirane vode, Sul. TEMED-a (N, N, N' N'-
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terametiletilendiamin) i 38 pL 10 %-tnog APS-a (monijev persulfat). Gornji gel se sastoji od:
2,13 mL Tris (hidroksimetil aminometan)-HCI pufera, 0,3 mL 30 %-tnog akrilamida, 5 pL
TEMED-ai 22,5 pL 10 %-tnog APS-a.

Nakon dodatka TEMED-a u smjesu, gel za razdvajanje je izliven u kalup izmedu dva stakalca,
dodan je izopropanol da se gel jednoliko rasporedi, te je ostavljen da se polimerizira tijekom

otprilike 45 min.

Nakon uklanjanja izopropanola pomocu filtar papira, u kalup je dodan gel za sabijanje, u koji

je odmah uronjen ¢eslji¢ za stvaranje jazica gela te ostavljen da se polimerizira.

Pufer za elektroforezu (10 x koncentrirana otopina) sastoji se od: 3,0 g Tris-a, 14,4 g glicina i

1,0 g SDS-a (natrijev dodecyl sulfat) te je nadopunjeno do 100 mL destiliranom vodom.

3.2.9. Odredivanje elektricne provodljivosti i ukupnih otopljenih tvari (TDS) mlijeka i
salamure

Elektricna provodljivost i ukupne otopljene tvari odredivane su pomoc¢u konduktometra
(TDS/Conductivity/°C meter with RS-232 CON 200 series, Oacton, Singapur) na nacin da je
elektroda uronjena u uzorak te je o€itana vrijednost elektricne provodnosti i ukupne otopljene
tvari. Nakon upotrebe, elektroda je isprana destiliranom vodom te posuSena stani¢evinom.
Mijerna jedinica u kojoj je izrazena elektri¢na provodljivost je uS cm™, dok se TDS izrazava
kao mg otopljenih tvari po litri uzorka.

Dobiveni rezultati obradeni su u programu Excel (Windows 10) te su sve vrijednosti izraZene

kao prosjek dvaju mjerenja i pripadajuca standardna devijacija.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. FIZIKALNO — KEMIJSKI PARAMETRI KOZJEG MLIJEKA

U Tablici 5 prikazane su eksperimentalne vrijednosti fizikalno — kemijskih analiza kozjega

mlijeka.

Tablica 5. Fizikalno — kemijski parametri kozjeg mlijeka

Parametar Sirovo kozje mlijeko
pH 6,79+0,06
°SH 6,60+0,00
Mlije¢na mast (%) 2,65%0,35
Laktoza (%) 4,70%0,00

Gustoca (g L) 1040,80+4,53
Proteini (g 100 g)” 2,97+0,01
Bezmasna suha tvar (g 100 g1)* 8,62+0,01
Tocka ledista (°C)" -0,5501+0,0010

Izmjerena pH vrijednost kozjeg mlijeka je iznosila 6,79 pH jedinica $to je u skladu s literaturom
gdje je navedeno da pH vrijednost kozjeg mlijeka u prosjeku iznosi oko 6,72 (Bozani¢ i sur.,
2018). Aktivna kiselost mlijeka se zbog puferskog kapaciteta krece u uzim granicama te moze
biti izmedu 6,5 — 6,8 pH jedinica. Mlijeko ima relativno veliki puferski kapacitet (broj molova
kiseline ili luzine da se pH vrijednost promijeni za jedinicu) na Sto vecinski utje¢u kazein i

topljivi fosfati te citrati (Babic, 2009).

Titracijska kiselost je iznosila 6,6 °SH, $to je malo nize od prosjeka (6,8 °SH). Razlog nizoj
titracijskoj kiselosti je najvjerojatnije Sto kozje mlijeko ima najmanji puferski kapacitet buduci

da ima i najmanji udjel kazeina.

* Parametri odredivani na uredaju MilkoScan.
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Kao sto je prethodno ustanovljeno udio mlije¢ne masti u kozjem mlijeku varira od vrijednosti
2,5 do 6 %. U ovom istrazivanju udio mlijecne masti iznosi 2,65 % Sto je blizu donje granice.
Razlog tomu je zato $to je udjel masti i proteina sredinom laktacije puno nizi nego na pocetku

ili kraju laktacije.

Sadrzaj laktoze iznosi 4,7 % Sto je i karakteristicno za kozje mlijeko koje tijekom ¢itavog tijeka
muznosti ima podjednak udio laktoze. Smanjenje laktoze ispod 4,5 % u mlijeku ukazuje na

mogu¢ razvoj subklini¢kog mastitisa.

Prosje¢na vrijednost gustoée iznosi 1030,1 g L, dok je ovim istraZivanjem iznosila 1040,8 g

L1 sto nije veliko odstupanje od prosjeka.

Udjel proteina iznosio je 2,97 %, $to je niza vrijednost od prosjeka (3,10 %). Kao $to je i
prethodno napomenuto, koli¢ine proteina i masti uvelike se mijenjaju kroz laktaciju te je u
pocetku uvijek veca koli¢ina proteina sirutke, a prema kraju laktacije se njihova koli¢ina
smanjuje. Posto je istrazivanje provodeno upravo na kraju laktacije, tome se mogu pripisati
manje koli¢ine proteina i mlije¢ne masti. Udjel bezmasne suhe tvari takoder opada kroz
laktaciju pa tako on iznosi 8,62 %, Sto je dosta niza vrijednost s obzirom da Bozani¢ i sur.

(2018) navode da je njezin udjel u prosjeku 11,94 %

Odredivanje tocke lediSta primjenjuje se za utvrdivanje patvorenja mlijeka vodom ili drugim
vrstama mlijeka te kao pokazatelj kvalitete mlijeka. Tocka lediSta kozjeg mlijeka niZa je u
odnosu na kravlje mlijeko za 0,04 °C, a ne bi smjela biti visa od -0,540 °C. Prema literaturnim
podacima u razli¢itim zemljama, tocka lediSta kozjeg mlijeka iznosi od -0,54 do -0,596 °C
(Antunac i Samarzija, 2000). U ovom istrazivanju tocka ledista iznosi -0,5501 °C sto je u skladu

s literaturnim podacima.
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Sljedeci parametar koji je odredivan je indeks boje. Indeks boje odredivan je na dva uzorka
kozjeg mlijeka te su se kao uzorci koristili sirovo mlijeko i tretirani uzorci, a rezultati su vidljivi
u tablici 6.

Tablica 6. Rezultati odredivanja indeksa boje

Prosjecna vrijednost parametara L*a*b*

Uzorak L* a* b*
Sirovo
mlijeko 87,54+0,89 -2,44+0,37 8,01+0,18
63 °C/15 s 88,11+1,29 -2,75+0,15 7,96+0,02
63 °C/30 min 88,16+2,31 -2,705+0,007 7,18+2.01
72 °C/20s 88,99+0,42 -2,73+0,09 8,48+0,59
85°C/30s 89,08+0,91 -2,88+0,11 7,78+0,26
90-95 °C/7
min 89,53+1,48 -2,69+0,12 8,31+0,46
116 °C/16 85,70+0,60 -0,53+0,78 11,51+0,17
min
120 °C/ 5min 86,66+0,50 -1,13+1,16 9,47+1,17

L* predstavlja svjetlinu, odnosno skalu sive boje, pri ¢emu vrijednost 0 predstavlja potpuno
crnu boju, a vrijednost 100 potpuno bijelu. Promatraju¢i dobivene vrijednosti moze se vidjeti
da svi pasterizirani uzorci imaju visu L* vrijednost u odnosu na sirovo mlijeko. 1z toga se moze
zakljuciti da toplinski tretman utjee na promjenu boje. Najvec¢a L* vrijednost izmjerena je u
uzorku tretiranom na 90 — 95 °C/7 min. Medutim, u steriliziranim uzorcima doslo je do
smanjenja L* vrijednosti u odnosu na sirovi uzorak. Najniza vrijednost L* parametra izmjerena
je u uzorku tretiranom na 116 °C/16 min. Iz dobivenih rezultata mozemo zakljuéiti da

temperature toplinske obrade vise od 100 °C utjecu negativno na bijelu boju kozjeg mlijeka.

Parametar a* ima raspon vrijednosti od -100 do +100, gdje negativne vrijednosti oznacavaju
priblizavanje zelenoj boji, dok pozitivne vrijednosti oznacavaju priblizavanje crvenoj boji. Sve

izmjerene vrijednosti parametra a* su negativne $to znaci da se priblizavaju zelenoj boji.
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Uzorak tretiran na 85 °C/30 s daje vise zelenu boju, dok se sterilizirani uzorci vise priblizavaju

0 i samim time imaju najmanje vrijednosti parametra a*.

Parametar b* ima isti raspon vrijednosti, gdje -100 oznacava ¢isto plavu, a +100 ¢isto Zutu boju.
Svim uzorcima je izmjerena vrijednost veca od 0. Najvise vrijednosti parametra b* izmjerene
su u steriliziranim uzorcima, dok je najmanja vrijednosti izmjerena kod uzorka tretiranom na
63-65 °C/30 min. Na slici 10 prikazane su boje tretiranih uzoraka mlijeka u odnosu na sirovo
kozje mlijeko. Vidljivo je da su sterilizirani uzorci malo potamnili u odnosu na ostale koji su

oc¢uvali svoju bijelu boju.

Slika 10. Promjena boje tretiranih uzoraka mlijeka (vlastita fotografija)

Tablicom 7 prikazane su izracunate AE* vrijednosti odnosno odstupanje boje toplinski
tretiranih uzoraka od boje sirovog kozjeg mlijeka. Najveca odstupanja zabiljezena su u
steriliziranim uzorcima na 116 °C/16 min i 120 °C/5 min, dok je najmanje zabiljezeno u uzorku

tretiranom na 63-65 °C/30 min.

Tablica 7. Izracunate AE* vrijednosti

UZORAK AE*
63-65 °C/15 s 15,98
63-65 °C/30 min 15,20
72°C/20's 16,56
85°C/30's 15,87
90 °C/7 min 16,44
116 °C/16 min 19,70
120 °C/5 min 17,55
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4.2. REZULTATI ODREDBIVANJA UKUPNOG | SLOBODNOG HMF-a
Tablicama 8 1 9 prikazani su rezultati koji su dobiveni mjerenjem apsorbancije pomocéu

spektrofotometra i izraGunate koncentracije slobodnog i ukupnog HMF-a za sve uzorke mlijeka.

Tablica 8. Rezultati odredivanja slobodnog HMF-a

UZORAK c pM!
Sirovo 7,16+0,86
63 °C/15s 6,86+0,43
63 °C/30 min 16,65+1,58
72°C/20 s 5,61+0,15
85°C/30s 10,74+2,74
90 °C/7 min 7,06%0,72
116 °C/16 min 28,69+1,31
120 °C/5 min 28,1945,78

Tablica 9. Rezultati odredivanja ukupnog HMF-a

UZORAK cpM?

Sirovo 6,86+2,45

63 °C/15s 7,88+1,30

63 °C/30 min 8,08+3,61

72°C/20 s 6,65+0,72

85°C/30s 6,66+0,15

90 °C/7 min 7,78+0,29
116 °C/16 min 35,23+18,03
120 °C/5 min 26,76x5,78
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Maillardova reakcija od velike je vaznosti U odredivanju kvalitete mlije¢nih proizvoda
podvrgnutih toplinskoj obradi i obradenom mlijeku. Pretpostavlja se da su glavni reaktanti u
mlije¢nim proizvodima laktoza i proteini te takoder sve amino skupine fosfolipida imaju
mogucénosti ulaska u reakciju. Postoje dva nacina na koja HMF nastaje: iz Amarodi spojeva ili
iz izomerizacije laktoze, i reakcije razgradnje koje slijede. Za mjerenje koncentracije HMF-a
u mlijeku koristen je test s TBA. Metodom se mjeri HMF osloboden dehidracijom iz heksoza
(slobodnih ili povezanih s bjelancevinama, npr. Amadori proizvodi) putem 1,2 enolizacije uz
gubitak tri molekule vode u kipucéoj oksalnoj kiselini (Morales i sur., 1996). Provedeni test s
TBA nesto je manje pouzdan od suvremenih instrumentalnih metoda poput HPLC ili LCMS,
ali omogucuje procjenu intenziteta toplinske obrade i kvalitete mlijeka te procjenu varijabli

skladiStenja proizvoda.

Sukladno oc¢ekivanjima, koli¢ina HMF-a rasla je s intenzitetom obrade. 1z dobivenih rezultata
prikazanih u tablicama 8 i 9 moze se vidjeti da je ova tvrdnja dokazana. Najvece koli¢ine
HMF-a, i slobodnog i ukupnog, prisutne su u uzorcima mlijeka Kkoji su tretirani na
temperaturama visim od 100 °C, odnosno u steriliziranim uzorcima. Koncentracija i ukupnog
i slobodnog HMF-a najvisa je u uzorku tretiranom na 116 °C 16 min. U pasteriziranim
uzorcima su prisutne relativno niske koncentracije HMF-a, medutim najveca koncentracija i
ukupnog i slobodnog HMF-a izmjerena je kod uzorka koji je tretiran na 63 — 65 °C 30 min.
HMF otkriven u nezagrijanim uzorcima (sirovo mlijeko) nastao je tijekom analitickog
postupka zbog kiselih uvjeta i koriStene temperature. Dobiveni rezultati u skladu su sa
istrazivanjem Morales i sur. (1996), gdje su najmanje koncentracije HMF-a izmjerene u
pasteriziranim uzorcima kravljeg mlijeka (2,1+1,0 uM), dok su najvece zabiljeZene u

steriliziranom mlijeku (17,14£2,8 uM).

Na nastanak HMF-a utjecu razli¢ite varijable kao $to su kemijska struktura reaktanta, pH,
aktivnost vode te temperatura i vrijeme (Morales i sur., 1996). 1z dobivenih rezultata vidljivo
je da su najvece koncentracije HMF-a izmjerene u uzorcima gdje je prisutno dulje vrijeme
toplinske obrade. Zato sterilizirani uzorak tretiran na vecoj temperaturi (116 °C) u duljem
vremenu (16 min) ima najvecée koncentracije i slobodnog i ukupnog HMF-a. Od pasteriziranih
uzoraka onaj koji ima najveéu koncentraciju slobodnog i ukupnog HMF-a je onaj koji je
tretiran 30 min. Najmanje koncentracije slobodnog i ukupnog HMF-a izmjerene su u

uzorcima koji su tretirani na 72 °C 20 s.

Ono sto odstupa od tvrdnje da koncentracija HMF-a raste s porastom intenziteta obrade jest da
je u nekim slucajevima doslo do smanjenja koncentracije HMF-a u odnosu na sirovo mlijeko.

Kod mjerenja slobodnog HMF-a u uzorcima tretiranim na 63 °C/15 min, 72 °C/20 s i 90 °C/7
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min doslo je do navedenog smanjenja koncentracije, dok je u uzorcima tretiranim na 72 °C/20
s i 85 °C/30 s doslo do smanjenja koncentracije ukupnog HMF-a. 1z ovih rezultata moze se

zakljuciti da navedeni toplinski tretmani utjeCu na smanjenje koncentracije HMF-a.

4.3. REZULTATI ODREDBIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI DPPH
METODOM
Tablica 10. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

UZORAK % DPPH REDUKCIJE
Sirovo 34,54+0,25
63 °C/15 s 31,50+0,30
63 °C/30 min 31,58+0,23
72 °Cl20 s 27,99£2,25
85°C/30s 30,68+0,24
90 °C/7 min 30,75+0,34
116 °C/16 min 29,28+8,93
120 °C/5 min 32,0945,61

Antioksidansi su kemijske tvari koje sprjeavaju oksidaciju spojeva. U bioloSkim sustavima
onemogucuju djelovanje slobodnih radikala kad je njihova koncentracija viSa nego Sto je to
potrebno za odvijanje normalnih fizioloskih reakcija. Djeluju tako da inaktiviraju slobodne radikale
1 onemogucuju lancanu reakciju nastanka novih radikala te tako sprjecavaju njihovo Stetno
djelovanje na organizam (Halliwell, 1990).

Usporedujuci rezultate dobivene u sirovom mlijeku s tretiranim uzorcima, vidljivo je da toplinski
tretmani smanjuju postotak DPPH redukcije radikala. Pad nije linearan, medutim nisu niti velike
razlike u vrijednostima postotka redukcije. Najveca antioksidacijska aktivnost izmjerena je u
sirovom uzorku kozjeg mlijeka. Usporedujuci netretirani uzorak mlijeka sa tretiranima, najmanja
antioksidacijska aktivnost izmjerena je u uzorku tretiranom na 72 °C/20 s, dok je u uzorku
tretiranom na 120 °C/5 min izmjerena najveca antioksidacijska aktivnost.

Prema istrazivanju Alyaqoubi i1 sur. (2014) nisu pronadene znacajne razlike izmedu srednjih
vrijednosti antioksidativne aktivnosti steriliziranih i pasteriziranih uzoraka mlijeka. Nasuprot tome,

srednje vrijednosti antioksidativne aktivnosti tretiranih uzoraka bile su znacajno niZze od onih u
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sirovom mlijeku.

Niza antioksidativna aktivnost toplinski obradenih uzoraka od sirovog mlijeka ilustrira smanjenje
udjela fenola i flavonoidnih spojeva u obradenim uzorcima mlijeka. Takoder, sposobnost toplinski
obradenih uzoraka da uklone i uniste lanac slobodnih radikala je slabija od uzorka sirovog kozjeg
mlijeka. Prethodna istrazivanja govore da pasterizacija i sterilizacija negativno utjeCu na ukupnu
koncentraciju polifenola zbog moguée denaturacije sadrzaja fenola i katabolizma aminokiselina.
Te razlike u antioksidacijskoj aktivnosti mogu se prepisati vecem udjelu proteina seruma i manjem
udjelu albumina u toplinski obradenim uzorcima tijekom denaturacije izazvane toplinskim stresom.
Udjel albumina se smanjuje zbog njegove velike osjetiljivosti na toplinsku obradu (Alyagoubi i sur.,
2014).

4.4. REZULTATI ODREDIVANJA ANTIOKSIDACISKE AKTIVNOSTI FRAP
METODOM

Tablica 11. Prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

UZORAK cpM?
Sirovo 41,64+6,08
63 °C/15s 41,8849,50
63 °C/30 min 43,83+4,33
72°C/20 s 40,16+0,66
85°C/30 s 44,61+1,65
90 °C/7 min 46,72+2,21
116 °C/16 min 58,44+2,43
120 °C/5 min 78,60+32,48

Usporedujuci rezultate dobivene provodenjem DPPH metode i FRAP metode, vidljivo je da
nema znacajnih odstupanja bez obzira §to se rezultati kod DPPH metode izrazavaju preko

postotka, dok se kod FRAP metode izrazavaju kao ekvivalenti koncentracije standarda Trolox
(UM).

Iz tablice 11, vidljivo je da je u FRAP metodi takoder najmanja koncentracija Troloxa izmjerena
u uzorku tretiranom na 72 °C/20 s, a najveca kod steriliziranog uzorka na 120 °C/5 min. S

obzirom na ove rezultate, metode se medusobno poklapaju. Medutim, kod DPPH metode dolazi
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do opadanja postotka DPPH redukcije radikala s obzirom na sirovi uzorak mlijeka, dok kod
FRAP metode dolazi do porasta koncentracije Troloxa u vecini uzoraka u odnosu na sirovo
mlijeko. Odnosno, u DPPH metodi dolazi do pada antioksidacijske aktivnosti uslijed toplinske
obrade, a kod FRAP metode dolazi do porasta. Moze se zakljuCiti da su za poveéanje
antioksidacijske aktivnosti najvjerojatnije odgovorni odredeni produkti Maillardovih reakcija

neenzimskog tamnjenja, a koji iskazuju odredenu antioksidacijsku aktivnost.

Razlike izmedu rezultata metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti se mogu objasniti
drugacijim principima na kojima se temelje metode. Metoda DPPH ukljucuje sposobnost
vezanja slobodnih radikala od strane antioksidansa, dok FRAP metoda ukljucuje sposobnost
antioksidansa da reducira ion zeljeza (mjeri redukcijski kapacitet), iako su obje reakcije
temeljene na mehanizmu izmjene elektrona (redoks reakcije). Medutim, kao $to je navedeno
toplinskom obradom nastaju spojevi koji ulaze u reakciju s FRAP reagensom, odnosno koji
djeluju kao antioksidansi. Dok je s druge strane aktivnost mjerena DPPH metodom padala Sto
je vezano uz antioksidacijsku aktivnost sastojaka koji su prisutni u mlijeku od pocetka i
desava se ono $to se ocekivalo — povecanjem intenziteta toplinske obrade smanjuje se

antioksidacijska aktivnost svojstvena mlijeku.

Prema Thaipong 1 sur. (2006) koji su usporedivali rezultate razli¢itih metoda za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti uzoraka metanolnog ekstrakta guava voca, utvrdeno je da rezultati

izmedu DPPH metode i FRAP metode ne pokazuju zna¢ajna odstupanja.
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4.5. REZULTATI ODREDIVANJA UDJELA FENOLA FOLIN-CIOCALTEU METODOM

Tablica 12. Rezultati odredivanja udjela fenola Folin—Ciocalteu metodom

UZORAK c pM!
Sirovo 35,96+0,47
63 °C/15s 33,27+6,14
63 °C/30 min 32,53+0,60
72°CJ/20's 31,2048,54
85°C/30s 38,51+11,81
90 °C/7 min 34,7414,74
116 °C/16 min 32,52+0,80
120 °C/5 min 36,20+7,74

Fenoli i1 polifenoli jac¢i su antioksidansi od vitamina te predstavljaju vazne antioksidanse u
prehrani koja se ¢esto konzumira. Na sadrzaj polifenola u kozjem mlijeku utjece nacin prehrane
koze. Dokazana je pozitivna korelacija u kozjem mlijeku izmedu unoSenja krme i
antioksidativnih komponenata, uglavhom flavonoida, poput rutina i kvercetina (Perna i sur.,
2018).

Iz rezultata prikazanih u tablici 12, moze se vidjeti da sirovo kozje mlijeko sadrzi visoku
koncentraciju fenolnih spojeva. Uslijed toplinske obrade mlijeka u vecini slucajeva doslo je do
smanjenja koncentracije fenola. Medutim, u uzorcima tretiranima na 85 °C/30 s i 120 °C/5 min
doslo je do povecanja koncentracije. Rezultati odredivanja ukupnih fenola u toplinski tretiranim
uzorcima ukazuju na to da se najvec¢i antimikrobni ucinak, koji se pripisuje fenolima, ocekuje

kod steriliziranog uzorka na 120 °C/5 min, a najmanji u uzorku tretiranom na 72 °C/20 s.

Takoder, uocena je znacajna korelacija izmedu odredivanja antioksidacijske aktivnosti pomoc¢u
DPPH i FRAP metoda i udjela fenola. Ako usporedimo sve dobivene rezultate, najveca
antioksidacijska aktivnosti 1 najveci udio fenola izmjereni su u sva tri slu¢aja u steriliziranom
uzorku tretiranom na 120 °C/5 min. Dok su najmanje vrijednosti izmjerene u uzorku tretiranom
na 72 °C/20 s. Iz tih rezultata, pozitivna korelacija izmedu udjela fenola 1 antioksidacijske
aktivnosti medu svim ispitivanim uzorcima ukazuje na vaznost udjela fenola na sadrzaj

antioksidansa.
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Folin-Ciocalteu reagens ne reagira samo s fenolima, ve¢ opcenito s tvarima koje djeluju
reduciraju¢e $to ukljucuje 1 neke spojeve koji sadrzavaju duSik, poput hidroksilamina i
gvanidina. U istrazivanju Everette i sur. (2010) testirana je reaktivnosti Folin-Ciocalteu
reagensa prema razli¢itim spojevima. Od testiranih aminokiselina, samo su tirozin, triptofan i
cistein pokazali znacajnu reaktivnost prema reagensu. Buduci da kozje mlijeko sadrzava vece

kolic¢ine cisteina, moguce je da je on odgovaran za reakciju s Folin-Ciocalteu reagensom.

4.6. REZULTATI SDS — PAGE ELEKTROFOREZE

Na slici 11 prikazani su rezultati provodenja SDS-PAGE elektroforeze.

kDa S 1 2 3 4 5 6 7 8
315
250
180
140

95

72

55

42

26

17

Slika 11. Prikaz rezultata SDS-PAGE elektroforeze (Linija 1 — sirovo mlijeko; linija 2 —

uzorak tretiran na 63-65 °C/15 s; linija 3 — uzorak tretiran na 63-65 °C/30 min; linija 4 —

uzorak tretiran na 72 °C/20 s; linija 5 — uzorak tretiran na 85 °C/230 s; linija 6 — uzorak

tretiran na 90-90 °C/7 min; linija 7 — uzorak tretiran na 116 °C/16 min i linija 8 — uzorak
tretiran na 120 °C/5 min)
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SDS-PAGE clektroforezom detektirana su 4 glavna banda: a-laktalbumin, (-laktoglobulin,
kazein i albumini krvnog seruma. Band od kazeina dijeli se na Cetiri frakcije: : asi-kazein, os-
kazein, B-kazein i k-kazein. Bandovi u sirovom uzorku su jasno vidljivi, dok kod tretiranih

uzoraka su deblji i razlijani $to znaci da je doslo do denaturacije proteina.

Na slici 12 moze se vidjeti da poloZaj najjace pruge na gelu odgovara molekulskoj masi od 26
do 40 kDa i predstavlja kazein. Ovaj polozaj pruge ne odgovara teoretskoj molekulskoj masi
kazeina koja se kre¢e od 19 do 25 kDa. Molekularna masa od 26 kDa odgovara k-kazeinu te se
vidi iz slike 12 da s porastom temperature sve viSe denaturira. Frakcija kazeina kozjeg mlijeka
koje ima najvise je B-kazein i njegova molekularna masa iznosi oko 30 kDa, dok je najveca
frakcija a-kazein. Obje frakcije najjace denaturiraju u steriliziranim uzorcima, §to je bilo i

oc¢ekivano s obzirom da je kazein termostabilan protein.

Najslabija pruga na gelu odgovara molekulskoj masi od 17 kDa, koja se odnosi na a-
laktalbumin. Medutim, ne odgovara teoretskoj molekularnoj masi a-laktalbumina koja iznosi
14 kDa. U pasteriziranim uzorcima, a-laktalbumin najvise je denaturirao u uzorku 4, odnosno
na 72 °C/20 s. Sljede¢a pruga na gelu odgovara molekulskoj masi od 19 kDa i odgovara
teoretskoj molekulskoj masi B-laktoglobulina. U pasteriziranim uzorcima, f-laktoglobulin je
najviSe denaturirao u uzorcima 4 i 6, odnosno na 72 °C/20 s i 95 °C/7 min. Rezultati
denaturacije a-laktalbumina 1 B-laktoglobulina ispali su prema ocekivanjima s obzirom da
proteini sirutke denaturiraju ve¢ na 60 °C. Proteini kojima je detektirana najve¢a molekulska
masa od 55 do 72 kDa su albumini krvnog seruma koji u pasteriziranim uzorcima nisu

denaturirali.

Kod steriliziranih uzoraka doslo je do denaturacije svih proteina, ali i medusobne agregacije
denaturiranih proteina te su nastali kompleksi koji imaju veli¢inu od 55 kDa pa ¢ak do 315 kDa

Sto znaci da su pomoc¢u SDS-a detektirane velike molekule.
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4.7. REZULTATI ODREPIVANJA ELEKTRICNE PROVODLJIVOST | TDS-aMLIJEKA |
SALAMURE
U odnosu na kravlje, kozje mlijeko ima viSu elektricnu vodljivost. Buduéi da elektricna
vodljivost raste s koncentracijom otopljenih iona u otopini tako i kozje mlijeko ima vecu
vodljivost budu¢i da sadrzi klor u visim koncentracijama u odnosu na kravlje mlijeko.
Elektri¢na vodljivost smanjuje se s poveéanjem udjela mlije¢ne masti (Casek, 2010). Rezultati

odredivanja elektri¢ne provodljivost i TDS-a prikazani su u tablici 13.

Tablica 13. Rezultati odredivanja elektri¢ne provodljivost i TDS-a mlijeka i salamure

UZORAK TDS (mg L?) Provodljivost (uS cm™™)
Sirovo 346+14,14 699,5+27,58
63-65 °C/15 s 340,5+3,54 698,5+21,92
65-65 °C/30 min 316+15,56 642+15,56
72 °Cl20 s 346+5,66 699+16,67
85°C/30s 295,5+26,16 655+8,49
90 °C/7 min 363,5+9,19 740,5+£20,51
116 °C/16 min 304,5+£13,44 624+14,14
120 °C/5 min 350,5+4,95 711+5,66

Sto se ti¢e ukupnih otopljenih tvari, iz rezultata se vidi da ih je najvise prisutno u uzorcima
tretiranim na 90 °C/7 min i 120 °C/5 min. U odnosu na udjel ukupnih otopljenih tvari u sirovom
uzorku, vidljivo je da je doslo do povecanja TDS-a, odnosno doslo je do povecéanja
koncentracije otopljenih iona. Najmanja koncentracija zabiljezena je u uzorku tretiranom na 85
°C/30s.

Najveca elektri€na vodljivost je zabiljeZena na istim uzorcima kao i najveca koncentracija
ukupnih otopljenih tvari, a to su uzorci tretirani na 90 °C/7 min i 120 °C/5 min. Dok je najmanja

vodljivost zabiljeZena u steriliziranom uzorku na 116 °C/16 min.

Iz ovih rezultata mozemo zakljuciti da toplinski tretmani uzrokuju povecanje koncentracije
ukupnih otopljenih tvari, a pove¢anjem TDS-a povecava se i elektricna vodljivost kozjeg

mlijeka.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1.

Vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara kao $to su pH vrijednost (6,79), °SH
vrijednost (6,60), gustoéa (1040,80 g L), tocka ledista (-0,5501 °C) i udio laktoze
(4,70 %) odgovaraju prosje¢nim vrijednostima, dok su vrijednosti mlije¢ne masti (2,65
%), proteina (2,97 g 100 g) i bezmasne suhe tvari bile nize od prosje¢nih §to se
prepisuje stadiju laktacije tijekom kojeg se uzeo uzorak mlijeka.

AE" vrijednosti svih tretiranih uzoraka su veée od 12 $to znaci da je razlika boje
tretiranih uzoraka u odnosu na referentni uzorak (sirovo kozje mlijeko) vrlo velika.
Najvecéa odstupanja zabiljeZena su u steriliziranim uzorcima na 116 °C/16 min i 120
°C/5 min, dok je najmanje zabiljezeno u uzorku tretiranom na 63-65 °C/30 min.
Porastom intenziteta obrade raste udjel slobodnog i ukupnog HMF-a u uzorcima
mlijeka. Najvece koncentracije slobodnog i ukupnog HMF-a izmjerene su u
steriliziranim uzorcima na temperaturama iznad 100 °C, dok su najmanje
koncentracije izmjerene u uzorku tretiranom na 72 °C/20 s te se smatra najpovoljnijim
tretmanom u slu¢aju odredivanja ukupnog i slobodnog HMF-a.

DPPH metodom utvrdeno je da pasterizacija i sterilizacija negativno utjeCu na
antioksidacijsku aktivnost kozjeg mlijeka, odnosno ona se smanjuje. Najveci postotak
DPPH redukcije radikala zabiljezen je u uzorku tretiranom na 120 °C/5 min, dok je
najmanji postotak prisutan u uzorku tretiranom na 72 °C/20 s.

FRAP metodom utvrdeno je da toplinski tretmani povecavaju vrijednosti ovako
izmjerene antioksidacijske aktivnosti sastojaka kozjeg mlijeka. Najveca koncentracija
izmjerena je u uzorku tretiranom na 120 °C/5 min, dok je najmanja u uzorku
tretiranom na 72 °C/20 s, isto kao i kod DPPH metode. Za poveéanje antioksidacijske
aktivnosti najvjerojatnije su odgovorni odredeni produkti Maillardovih reakcija, a koji
iskazuju odredenu antioksidacijsku aktivnost.

Razlike izmedu rezultata metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti mogu se
objasniti drugacijim principima na kojima se temelje metode. Metoda DPPH ukljucuje
sposobnost vezanja slobodnih radikala od strane antioksidansa, dok FRAP metoda
ukljucuje sposobnost antioksidansa da reducira ion zeljeza (mjeri redukcijski kapacitet),
iako su obje reakcije temeljene na mehanizmu izmjene elektrona (redoks reakcije).
Toplinska obrada smanjuje koncentraciju fenola u kozjem mlijeku. Medutim, u

uzorcima tretiranim na 85 °C/30 s i 120 °C/5 min doslo je do povecanja izmjerenih
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10.

vrijednosti §to se moze pripisati vjerojatnom nastanku spojeva koji ulaze u interakcije
s Folin Ciocalteu reagensom.

Toplinski tretmani uzrokuju denaturaciju proteina sirutke i kazeina. Najvisi stupanj
denaturacije je zabiljezen u steriliziranim uzorcima gdje je doslo i do agregacije
denaturiranih proteina.

Toplinski tretmani uzrokuju povecanje koncentracije ukupnih otopljenih tvari, a
poveéanjem TDS-a povecava se i elektricna vodljivost kozjeg mlijeka. Najvece
koncentracije su zabiljezene u uzorcima tretiranim na 90 °C/7 min i 116 °C/16 min.
Kada se uzmu u obzir sve provedene analize, temperaturni tretman Kkoji bi bio najbolji
za obradu kozjeg mlijeka je na 72 °C/20 s. U ovim uzorcima izmjerena je najmanja
koncentracija ukupnog i slobodnog HMF-a, ne dolazi do znaajne denaturacije
proteina te su vrijednosti antioksidacijske aktivnosti i koncentracije fenola najmanje

razli¢ite u usporedbi sa sirovim kozjim mlijekom.
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