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1. UvOD

Mlijeko magarice ima svojstva koja ga ¢ine visokokvalitetnom namirnicom, a Koristi se i kao
dodatak razli¢itim pripravcima u kategoriji prehrambenih suplemenata te farmaceutskih i
kozmetickih pripravaka. Konzumacija mlijeka, ljudima je poznata jos iz davnina. U doba starih
Egipéana, za Kleopatru se govorilo da se kupa u tom mlijeku Sto je koristila kao tretman za
njegu koze. U danasnje vrijeme, ovo se mlijeko pojavljuje kao jedan od klju¢nih sastojaka u
kozmetici za njegu koze zahvaljujuéi odlu¢noj reputaciji za hidrataciju. | stari Grei su poznavali
vrijednosti tog mlijeka pa ga je Hipokrat koristio, u medicini, za lijeenje raznih bolesti poput
otrovanja i otvorenih rana. U usporedbi s ostalim vrstama mlijeka koja se koriste za ljudsku
potros$nju, mlijeko magarice jer najsliénije humanom mlijeku prema svojem sastavu i
svojstvima. Stoga je dobra zamjena za ljudsko mlijeko $to se pokazalo i kroz povijest kada je
mlijeko magarice bilo koriSteno za hranjenje dojencadi. Mlijeko magarice ima puno nizi
potencijal za izazivanje alergijskih reakcija, vrlo ¢esto, mogu piti ljudi koji ne podnose kravlje
mlijeko. Osim §to se smatra najlakSe probavljivim mlijekom, ovo mlijeko ima i optimalan
omjer kazeina i proteina sirutke te je bogat izvor esencijalnih nutrijenata. Istrazivanja su
potvrdila da mlijeko magarice pomaze u lije€enju humanih bolesti povezanih s imunosnim
sustavom jer stimulira stvaranje mo¢nih stanica imunolo$kog odgovora te tako pomaze
smanjiti upalne reakcije u tijelu. Takoder su dokazana znacajna baktericidna svojstva pa
pozitivno utje¢e na smanjenje Zelu¢anih bolesti uzrokovanih bakterijama i virusima. Uz to
moze pomo¢i 1 u poticanju rasta bakterija pogodnih za crijeva i1 olakSanu probavu. Najveci
nedostatak ovog mlijeka je cijena buduci da su broj, a i veli¢ina farmi koje uzgajaju magarice
u tu svrhu ograniceni. Takoder, magarica tijekom laktacije, u dvije godine, moZe izdvojiti samo
oko 40 litara mlijeka pa cijena seZze od 200 do 600 kuna po litri. S druge strane najvecu
posebnost mlijeka magarice ¢ine imunoaktivni sastojci, odnosno antioksidansi koji su osjetljivi
na visoke temperature te im se zagrijavanjem u vidu pasterizacije ili sterilizacije sastav znatno
naruSava. Stoga to nije najbolja opcija za produljivanje trajnosti tog mlijeka. Mlijeko magarice
preporuca se konzumirati svjeze, neposredno nakon muznje. U slucaju da to nije moguce,
najbolje ga je zamrznuti. U skladu s tom pretpostavkom cilj ovog rada bio je pratiti utjecaj
zamrzavanja mlijeka magarice, kroz 6 mjeseci, na fizikalno kemijska svojstva te

antioksidacijski potencijal mlijeka.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. FIZIKALNA SVOJSTVA MLIJEKA MAGARICE

Gustoc¢a mlijeka magarice varira izmedu 1029 i 1037 kg m™, no vrijednost se tijekom laktacije
ustaljuje na otprilike 1032 kg m™. To¢ka ledista varira izmedu -0,508 i -0,540 °C. Toc¢ka ledista
je izravno povezana s koncentracijom tvari topivih u vodi pa je utjecaj proteina i masnih
globula na nju zanemariv tako da glavni utjecaj imaju laktoza i mineralne tvari. Mlijeko
magarice ima pH vrijednost u prosjeku od 6,9 do 7,2 (Ivankovic i sur., 2016). U odnosu na
njega, kravlje mlijeko ima neSto nizu pH vrijednost Sto se pripisuje ve¢em udjelu kazeina i
fosfatnih soli. Energetska vrijednost mlijeka magarice krece se u rasponu 1607 — 1803 kJ/I sto
je manje od kravljeg i humanog zbog manjeg udjela mlije¢ne masti (Ivankovi¢ i sur., 2014). U
tablici 1 prikazana je usporedba fizikalnih svojstava razli¢itih vrsta mlijeka. Senzorska svojstva
mlijeka magarice dosta se razlikuju od kravljeg mlijeka: svjetlije je boje, rjede konzistencije, a

okusom je slade.

Tablica 1. Usporedba fizikalnih svojstava razli¢itih vrsta mlijeka (Cagalj i Brezovecki, 2013;

Brezovecki, 2014)

Mlijeko magarice Kobilje mlijeko Kravlje mlijeko Humano mlijeko
Tocka ledista (°C) | od -0,508 do -0,540 | od -0,525 do -0,554 | od -0,512 do -0,550 /
pH (pri 25 °C) 6,9-172 7,2 6,6 6,8

2.2. KEMIJSKA SVOJSTVA I SASTAV MLIJEKA MAGARICE

Mlijeko magarice je albuminsko mlijeko slatkastog okusa i rijetke konzistencije. SadrZi znatan
udio laktoze, no manje proteina 1 mlijeCcne masti nego mlijeko prezivaca, a bogato je
vitaminima i mineralima (Ivankovi¢ 1 sur., 2015). Laktoza, uz vrlo mali udio glukoze i
galaktoze, glavni je ugljikohidrat ovog mlijeka te mu daje specifi¢an, slatkast okus.
Karakterizira ga nizak udio masti, a masnokiselinski sastav odlikuje povoljnim omjerom
zasi¢enih 1 nezasi¢enih masnih kiselina. Udio proteina u mlijeku je nizak, ali koncentracija

lizozima, u mlijeku magarice, znatno je veca nego u kravljem, kozjem ili humanom mlijeku.




Tablica 2. Usporedba prosjecnih vrijednosti kemijskog sastava mlijeka magarice, kobiljeg,

kravljeg, kozjeg 1 humanog mlijeka (Fox i sur. 2000; Salimei 1 Fantuz 2012; Claeys i sur. 2014)

Mlije¢na Ukupni
Suha tvar (%) o Laktoza (%) Pepeo (%)
mast (%) proteini (%)
Mlijeko
_ 10,8 1,5 2,0 7,4 0,5
magarice
Kobilje
10,8 1,8 2,5 6,2 0,5
mlijeko
Kravlje
12,2 33-47 3,4 4,6 —4,8 0,7
mlijeko
Kozje
12,3 4,1-45 2,9 43—-47 0,8
mlijeko
Humano
- 12,5 3,46 0,9-19 6,3-7,0 0,2-0,3
mlijeko

Kemijski sastav svakog mlijeka je, u principu, jednak, ali razlikuje se prema udjelu osnovnih
komponenata. Mlijeko magarice gotovo je jednakog sastava i s jednakim udjelima kao i kobilje
mlijeko. U odnosu na ostala mlijeka koja se koriste za ljudsku potro$nju, velika je sli¢nost
sastava mlijeka magarice s humanim mlijekom. Stoga se humano mlijeko smatra prikladnim
za prehranu male djece. 1z tablice 2 vidljivo je da je udio laktoze i proteina u mlijeku magarice
1 humanom mlijeku vrlo sli¢an. S druge strane udio mlije€ne masti u mlijeku magarice znatno
je manji nego u humanom ili kravljem mlijeku. Takoder, mlijeko magarice uz kobilje, u odnosu
na ostala mlijeka, ima niZi postotak suhe tvari. Suhu tvar ¢ine sastojci koje mlijeku daju
nutritivne i energetske karakteristike. Mlijeko magarice sadrZi ne$to manje mineralnih tvari u
odnosu na kravlje mlijeko Sto je vidljivo iz postotaka pepela u mlijeku.
2.2.1. Mlije¢na mast

Mlije¢na mast se smatra najvaznijom komponentom mlijeka zbog svoje hranjive vrijednosti te
senzorskih 1 fizikalnih svojstava. Uz to proizvodima daje bogat okus i1 glatko¢u strukture.
Mlije€na mast je izvor energije, esencijalnih masnih kiselina 1 vitamina topivih u mastima (A,

D, E, K). Unutar odredene vrste, moguce su varijacije u udjelima mlije¢ne masti u mlijeku
3



ovisno o periodu i redoslijedu laktacije, hranidbi, nainu muznje, okoliSnim uvjetima i
individualnim karakteristikama Zivotinja. Mlijeko magarice sadrzi nizak udio mlije¢ne masti,
ujedno 1 najnizi od svih drugih vrsta muznih Zivotinja, no odlikuje ga vrlo povoljan omjer
zasic¢enih 1 nezasi¢enih masnih kiselina. U prosjeku udio mlijecne masti u mlijeku magarice
iznosi 1,5 %. Struktura mlijecne masti nalikuje obliku globula ¢iji je promjer 2 — 3 um. Mlijeko
magarice karakterizira niza koncentracija kolesterola u usporedbi s ostalim vrstama mlijeka, u
prosjeku 5,0 — 8,8 mg 100 g "' mlijeka, nizi udio triacilglicerola (oko 80 %) te visi udio
slobodnih masnih kiselina, u ukupnom udjelu masti, koji iznosi oko 10 % (Samarzija, 2016).
Takoder sadrzi manje zasi¢enih masnih kiselina (do 67 %) u odnosu na kravlje mlijeko, a vise
u usporedbi s humanim i kobiljim mlijekom. Najzastupljenije zasiCene masne kiseline u
mlijeku magarice su kaprilna (Cs.), kaprinska (Cioo), palmitinska (Cis0) te u malim
koli¢inama miristinska (Ci4:0) (Doreu 1 Boulot, 1989). Od ukupnih nezasi¢enih masnih kiselina
osobito je bogato linolnom (Cis:2) ili -6 i a-linolenskom kiselinom (ALA; Cis:3-3) ili -3
kiselinama (Samarzija, 2016). Istrazivanja su potvrdila da je linolna kiselina (Cis:2) u ljudskom

organizmu prekursor prostaglandina E koji prevenira gastri¢ne ulkuse.

2.2.2. Proteini
Proteini mlijeka mogu se podijeliti u dvije skupine. Jednoj skupini pripadaju kazeini, a drugoj
proteini sirutke. Prema udjelu kazeina i1 proteina sirutke razlikuju se kazeinska mlijeka s
priblizno 80 % kazeina (kravlje, kozje, ov¢je mlijeko) te albuminska mlijeka gdje je udio
kazeina oko 50 %, a proteina sirutke do 40 % (mlijeko magarice i1 kobile). Prosjecni sadrzaj
ukupnih proteina u mlijeku magarice iznosi 1,42 g 100 mL"! $to je vrlo sliéno humanom
mlijeku u kojem taj sadrzaj iznosi oko 1,63 g 100 mL!. To je otprilike dvostruko manje u
odnosu na kravlje mlijeko koje sadrzi oko 3,25 g 100 mL™! ukupnih proteina u mlijeku (Martini,
2017). Prosjecni udio ukupnih proteina, kazeina te proteina sirutke u mlijeku magarice,
kobiljem, kravljem 1 humanom mlijeku prikazan je u tablici 3. Kazeinska micela mlijeka
magarice gradena je od pet vrsta kazeina (os1, 0s2, 0s3, B 1 € - kazein). Kazein iz kobiljeg, kravljeg,
kozjeg, ovCjeg te mlijeka magarice razgraduje se slicnim mehanizmima, no koli¢ina
neprobavljenog kazeina u mlijeku magarice, humanom i kobiljem mlijeku dvostruko je manja
u odnosu na kravlje 1 kozje mlijeko. To potvrduje ¢injenicu da se mlijeko magarice razgraduje
dvostruko brze nego kravlje mlijeko (Dureau i Martin Rosset, 2011). Proteini sirutke sadrze
veci udio esencijalnih aminokiselina, a najvrjednijim se smatra a-laktalbumin koji je glavni

protein maj¢inog mlijeka te je vrlo bitan za rast dojencadi i rani razvoj mozga (BoZani¢ 1 sur.,
4



2017; Tratnik, 2013). Mlijeko magarice sadrzi i -laktoglobulin, kojeg humano mlijeko ne

sadrzi, albumine krvnog seruma, imunoglobuline (Ig), laktoferine (LF) i lizozime (Liz).

Tablica 3. Usporedba udjela (%) ukupnih proteina, kazeina 1 proteina sirutke mlijeka magarice,

kobiljeg, humanog i kravljeg mlijeka (Walstra i sur. 1999; Fox i sur. 2000)

Ukupni proteini (%) Kazein (%) Proteini sirutke (%)
Mlijeko magarice 2,0 1,0 1,0
Kobilje mlijeko 2,5 1,3 1,2
Humano mlijeko 09-1,9 0,5 0,8
Kravlje mlijeko 3,4 2,7 0,6

U mlijeku magarice laktoferin ¢ini vise od 2 % ukupne proteinske frakcije. On je prema svojoj
kemijskoj gradi glikoprotein, a u strukturi sadrzi Zeljezo. Kapacitet laktoferina za vezanje Fe u
mlijeku magarice slican je kao i u humanom mlijeku, a veéi je u usporedbi s kapacitetom
kravljeg mlijeka. Nedavna istrazivanja su potvrdila da laktoferin, uz ostale proteine sirutke,
ima snazno djelovanje protiv enterovirusa tipa 5 koji je ¢esti uzro¢nik infekcije humanog
gastrointestinalnog sustava. Takoder je utvrdena i jaka inhibicijska aktivnost laktoferina prema
gram-pozitivnim 1 gram-negativnim bakterijama (SamarZija, 2016). Uz to postoji jo§ jedan
vaZzan protein u mlijeku magarice s jakim antimikrobnim djelovanjem, a to je lizozim. On ¢ini
cak 21 % proteina sirutke (Fantuz 1 sur., 2001) Zahvaljujuéi svojm enzinskom, ali 1
neenzimskom djelovanju, lizozim djeluje antimikrobno na bakterije, virusi i1 gljivice. Ima
pozitivan ucinak na proces regeneracije tkiva nakon upala i antialergijsko djelovanje u smislu

prepoznavanja i izlu¢ivanja alergena iz organizma Sto smanjuje alergijsku reakciju.

2.2.3. Laktoza
Laktoza ili mlije¢ni Secer glavni je disaharid mlijeka sastavljen od D-glukoze 1 D-galaktoze.
Prisutna je u dva izomerna oblika (o-laktoza i B-laktoza). Cesto ta konfiguracija nije stabilna
te dolazi do mutarotacije iz jednog izomera u drugi (slika 1). Udio laktoze u mlijeku magarice
u prosjeku iznosi 7,4 %, sli¢no kao u humanom mlijeku, $to je znacajno vise od udjela laktoze

u mlijeku ostalih mlije¢nih Zivotinja. Bez obzira na to energetska vrijednost znatno je niza u

5



usporedbi s drugim vrstama mlijeka, a to se pripisuje maloj koli€ini mlije¢ne masti (Salimei,
2016). Zahvaljuju¢i visokom udjelu laktoze, mlijeko magarice ima izrazeno slatkasti okus.
Laktoza je vazan izvor galaktoze u ljudskom organizmu, potice rast crijevne mikroflore te moze
djelovati kao probiotik (Yvon i sur., 2016). Takoder potice crijevnu apsorpciju kalcija i fosfora

$to je vazno za mineralizaciju fosfora i prevenciju osteoporoze (Martini i sur., 2017).
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B-D-galaktopiranozil-(1—4)-a-D-glukopiranoza

Slika 1. Mutarotacija laktoze u mlijeku (Generali¢, 2013)

2.3. PREHRAMBENA I ZDRAVSTVENA VRIJEDNOST MLIJEKA
MAGARICE

Mlijeku magarice pripisuju se mnogi terapeutski 1 blagotvorni ucinci. Visoka nutritivna
vrijednost mlijeka magarice potjece od bogatstva viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina,
posebno omega-3 i omega-6, a njihov unos pridonosi o¢uvanju zdravlja srca, krvozilnog
sustava, prevenciji nastanka upalih procesa i ateroskleroze, poboljSava cirkulaciju, snizava
razinu kolesterola u krvi, poti¢e oporavak koze i imunosni odgovor. Zbog visokog udjela

nutritivno najvrjednijih proteina sirutke u ukupnim proteinima mlijeka magarice 1 optimalnog
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omjera kazeina i proteina sirutke, mlijeko magarica krac¢e se zadrzava u Zelucu te se brze
probavlja u odnosu na druga mlijeka. Visoku probavljivost mlijeka magarice uz to pomaze i
velika koli¢ina laktoze, koja uravnotezuje crijevnu mikrofloru te potpomaze apsorpciju kalcija
pa tako posredno poboljSava mineralizaciju kostiju. Najistaknutiji zdravstveni u¢inak mlijeka
magarice o€ituje se u izrazenu antimikrobnom djelovanju zahvaljujuéi visokoj koncentraciji
lizozima, laktoferina i laktoperoksidaze, koji pokazuju jako inhibitorno djelovanje na gram
pozitivne te ¢ak i neke patogene bakterije. Antioksidacijski potencijal jedan je od klju¢nih
pokazatelja kojim mozemo pratiti zdravstvenu vrijednost mlijeka, a ocituje se koli¢inom i
aktivno$¢éu antioksidansa u mlijeku. Antioksidansi su spojevi koji vrlo lako oksidiraju te
sprjecavaju i usporavaju oksidaciju drugih molekula, a u organizmima su prisutni u vrlo maloj
koli¢ini u odnosu na tvar koja se oksidira. Reakcije oksidacije su neophodne za stvaranje
energije, no ponekad zbog njih dolazi do neravnoteZe unutar organizma i stvaranja takozvanog
oksidativnog stresa koji potom uzrokuje nepozeljne promjene unutar organizma, a posljedi¢no
i razli¢ite bolesti. Zbog toga je vrlo vazna uloga antioksidansa koji to mogu sprijeciti i tako
pozitivno utjecati na organizam. Mehanizam reakcije oksidacije temelji se na prijenosu
elektrona ili vodika na oksidacijsko sredstvo pri ¢emu nastaju vrlo reaktivni slobodni radikali
koji poticu lancanu reakciju u stanici. Uklanjanjem intermedijera tih lancanih reakcija,
antioksidansi usporavaju ili sprjecavaju oksidacijske reakcije. Mnogi antioksidansi u
organizam se unose iz hrane, od kojih su najpoznatiji polifenoli, fenoli, vitamini, minerali,
flavonoidi. Takoder, velik broj spojeva prisutnih u mlijeku ima dokazana antioksidacijska
svojstva. Neki od njih su kazein, proteini sirutke, vitamini A, E 1 C, laktoferin, aminokiseline
koje sadrze sumpor. Dokazano je da antioksidacijski potencijal mlijeka ovisi o nacinu ishrane
zivotinje pa tako Zivotinje koje se hrane slobodnom ispasom, u veéini slu¢ajeva, imaju vecu
koncentraciju fenolnih spojeva u mlijeku jer se u svjezem bilju nalaze bioaktivni spojevi koji
pozitivno utjecu na sastav mlijeka. Osim nacina ishrane, na koncentraciju fenolnih spojeva u
mlijeku utjece 1 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). Takoder, da bi se sacuvala sva prehrambena
1 zdravstvena vrijednost mlijeka magarice, vrlo je bitan nain cuvanja, odnosno skladiStenja
mlijeka nakon muznje do trenutka konzumiranja. Zbog toplinske osjetljivosti visokovrijednih
sastojaka, najbolje ga je konzumirati svjeZe, neposredno nakon muznje ili u §to kra¢em roku

nakon muznje. Krace vrijeme moze se Cuvati u zatvorenim spremnicima pri temperaturi
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hladnjaka uz odrzavanje odgovarajuce ¢istoce 1 higijene. U slucaju da se ne konzumira odmah,
najbolje ga je zamrznuti. Ako je namijenjeno uporabi neposredno nakon muznje treba ga
profiltrirati kroz viSeslojnu mljekarsku maramu radi uklanjanja eventualno prisutnih necistoca.
Ako se mlijeko planira skladistiti, obi¢no se pakira u plasticne ili staklene posude koje moraju
biti sterilne. Proces punjenja mora se odvijati uz pridrzavanje pravila hladnog lanca uz
propisanu higijenu. Trajnost takvog mlijeka je tri dana, a za duze Cuvanje se zamrzava na
temperature od -18 °C. Prije konzumacije mlijeko se treba odmrzavati postupno, a odmrznuto

mlijeka preporuca se potrositi u sto kracem roku.

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Pri izradi ovog zavrsnog rada, kao glavna i osnovna sirovina, koristilo se mlijeko magarice
donirano od strane OPG Cvetan Mladen. Sirovo mlijeko magarice razdijeljeno je u 6 kiveta
tako da je u svaku odmjereno 10 mL mlijeka te su se ti uzorci mlijeka zamrznuli 1 svakih mjesec
dana provodile su se analize. Osim toga, na pocetku istrazivanja su sve planirane analize
provedene i na uzorku sirovog mlijeka. Od laboratorijskog pribora, za izradu eksperimentalnog
dijela ovog rada, koriStene su odmjerne tikvice, menzure, staklene i falcon kivete s poklopcima,
laboratorijske CaSe, pipete 1 propipete, kivete, plasti¢ne ladice, metalne Zli¢ice, butirometar,

boca Spricaljka, stanicevina te zastitne rukavice.

Kemikalije koriStene u eksperimentalnom dijelu:
Za odredivanje antioksidacijskog potencijala DPPH metodom:
1. 6,0 x 10° mol L' DPPH (2,2-difenil- 1-pikrilhidrazil, Sigma-Aldrich,
Njemacka) otopljen u 95 %-tnom etanolu (KEFO, Hrvatska)
Za odredivanje antioksidacijskog potencijala FRAP metodom:
1. 10 mmol TPTZ — (2,4,6-tripiridil-s-triazin, Sigma-Aldrich, Njemacka)
pripremljen u 40 mmol HCI (B) (KEFO, Hrvatska)
2. 20 mmol zeljezo (I11)-klorid heksahidrat, FeCls x 6 H.O (C) (Lach-Ner,
Hrvatska)
3. 0,3 M acetatni pufer (A) (Gram-Mol, Hrvatska)



4. Navedene kemikalije iskoriStene su za pripremu FRAP reagensa 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 FeCls x 6 H20 (C),
pomijesanih u omjeru A:B:C=10:1:1 (v/v).

Za odredivanje ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocaleteau:

1. Folin Ciocalteau reagens — razrijeden s destiliranom vodom u omjeru 1:10
(SigmaAldrich, Njemacka)

2. 7,5 % (w/v) Natrijev karbonat, Na.COs (Gram-Mol, Hrvatska)

3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje pH-vrijednosti mlijeka

Za mjerenje kiselosti uzorka mlijeka magarice, odnosno pH vrijednosti, koriSten je
laboratorijski pH-metar WTW-ProfiLine pH 3110 tvrtke Xylem Analytics (Weilheim,
Njemacka), prikazan na slici 2. Prije poCetka mjerenja, potrebno je kalibrirati elektrodu pH
metra, uranjanjem u otopinu standarda poznate pH vrijednosti te potom isprati destiliranom
vodom te osusiti stani¢evinom. Zatim se elektroda uroni u ¢aSu s uzorkom mlijeka te se ocita
vrijednost s ekrana, nakon §to se ista ustali. Nakon zavrSenog mjerenja, elektroda se ponovno
ispere destiliranom vodom i obriSe stani¢evinom te se uroni u otopinu kalijeva klorida gdje se

cuva do sljedeceg mjerenja.



Slika 2. Laboratorijski pH-metar WTW-ProfiLine pH 3110 tvrtke Xylem Analytics (Weilheim,
Njemacka (vlastita fotografija)

3.2.2. Odredivanje strukturnih promjena NIR spektroskopijom

Uzorci mlijeka magarice snimani su blisko-infracrvenom spektroskopijom (eng. Near Infrared
Spectroscopy) u blisko-infracrvenom podru¢ju (A = 904 — 1699 nm) primjenom NIR
instrumenta (NIR — 128 — 1.7 — USB/6.25/50 um Control Development Inc., SAD) s
instaliranim programom Control Development Spec32 (Control Development Inc., SAD). Prije

snimanja, uzorak je potrebni razrijediti 10 puta s destiliranom vodom.

3.2.3. Odredivanje elektri¢ne vodljivosti i ukupnih otopljenih tvari (TDS) mlijeka

Za odredivanje elektricne vodljivosti 1 ukupnih otopljenih tvari koriSten je konduktometar
(SevenCompact, Mettler Toledo, Svicarska). Prije svakog mjerenja uzorci su razrijedeni
destiliranom vodom 10 puta. Mjerenje se provodi na nacin da se elektroda uroni u uzorak te se
s uredaja ocita vrijednost elektri¢ne vodljivosti, izrazene kao uS cm™! i TDS-a, izraZenog u mg

L !. Nakon uporabe, elektrodu je potrebno isprati destiliranom vodom i osusiti stani¢evinom.
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3.2.4. Odredivanje distribucije veli¢ine Cestica

Distribucija veli¢ine ¢estica mjerena je na uredaju Zetasizer Ultra ZS (Malvern Panalytical Ltd,
United Kingdom), a podaci su obradeni programom Zetasizer Ultra—Pro ZS Xplorer. To je
opticka metoda slicna spektrofotometru, a princip rada uredaja za odredivanje raspodjele
veliCine Cestica bazira se na odstupanju laserske zrake tijekom prolaska kroz vodenu suspenziju
Cestica mlijeka. Odredivanje raspodjele velicine Cestica provedeno je s obzirom na intenzitet

pojave Cestica odredene veli¢ine u uzorku. (Marinc¢i¢, M., 2017).

3.2.5. Priprema uzoraka mlijeka za odredivanje antioksidacijskog potencijala DPPH i
FRAP metodom te za odredivanje udjela ukupnih fenola s reagensom po Folin

Ciocalteu

U 1 g mlijeka dodano je 10 mL 1M HCl-a pripremljenog u 95%-tnom etanolu (v/v, 15/85) u
falcon epruveti nakon ¢ega slijedi inkubacija u vodnoj kupelji (WNE 14, Memmert, Njemacka)
na 30°C/1h uz ukljuéenu tresilicu. Potom se smjesa centrifugira (ROTINA 380 R, Hettich
zentrifugen, Njemacka) na 7800 g 15 min / 5°C te se nakon centrifugiranja supernatant
pipetiranjem odvoji od nastalog taloga. Dobiveni supernatant moguce je Cuvati u zamrzivacu

na -20°C do daljnje upotrebe.

3.25.1.  Postupak odredivanja antioksidacijskog potencijala DPPH metodom

DPPH metoda je Siroko primjenjivana metoda koja sluZi za odredivanje potencijala hvatanja
slobodnih radikala od strane antioksidativnih spojeva. Metoda je razvijena 1958. godine a
danas predstavlja standardnu 1 jednostavnu kolorimetrijsku metoda za odredivanje

antioksidativnih svojstava €istih spojeva (Mishra i sur., 2012).
Priprema kemikalija i reagensa za analizu
Za odredivanje antioksidacijskog potencijala DPPH metodom potrebno je svaki put pripremiti

svjezu 6,0 x 10 mol L otopinu DPPH reagensa. Za pripremu otopine potrebno je otopiti

0,00237 g DPPH u 100 mL 95 %-tnog etanola.
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Postupak odredivanja antioksidacijskog potencijala DPPH metodom

0,1 ml prethodno dobivenog uzorka pomijesano je s 3,9 mL DPPH. Smjesa je ostavljena na
sobnoj temperaturi, na mracnom mjestu tijekom 30 minuta, nakon ¢ega je ocitana apsorbancija
na 517 nm. Slijepa proba sadrzi umjesto uzorka otapalo, odnosno 95 %-tni etanol (Sangsopha

i sur., 2019).

Postotak redukcije slobodnih radikala u otopini proporcionalan je smanjenju apsorbancije

mjerene otopine, a racuna se prema sljedecoj jednadzbi:

% DPPH redukcije radikala = (Ao — As)/Ao x 100 [1]

gdje je Ao — apsorbancija izmjerena na valnoj duljini 517 nm za slijepu probu

As — apsorbancija izmjerena na valnoj duljini 517 nm za uzorak
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Slika 3. Svjeze pripremljen DPPH reagens (vlasita fotografija)

3.2.5.2.  Postupak odredivanja antioksidacijskog potencijala FRAP metodom
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FRAP je brza, jednostavana i jeftina kolorimetrijska metoda koja se koristi za odredivanje
antioksidacijskog potencijala. Glavna reakcija odvija se izmedu supstrata (donor elektrona) i

iona Fe*" (akceptor elektrona), pri éemu dolazi do nastajanja iona Fe?".

Priprema kemikalija i reagensa za analizu

Svaki put, prije analize, potrebno je 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 FeCls x 6 H,O u 10:1:1. Za pripremu TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) potrebno je
odvagnuti 0,0312 g TPTZ-a u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno prenijeti u odmjernu
tikvicu volumena 10 mL te nadopuniti do oznake s 40 mM HCI. Acetatni pufer i zeljezo (III)
klorid heksahidrat nije potrebno svaki put svjeze pripremati. FRAP reagens se zatim inkubira

na 37 °C/30 minuta.

Postupak odredivanja antioksidacijskog potencijala FRAP metodom

Po zavrSetku inkubacije 0,6 mL supernatanta pomijesa se s 3,4 mL FRAP-a. Takva smjesa
ponovno se inkubira na 37 °C/60 minuta. Nakon toga se ocita apsorbancija pri valnoj duljini
593 nm. Slijepa proba sadrzi sve osim supernatanta umjesto kojeg se dodaje otapalo u kojem
je uzorak ekstrahiran. U ovom sluc¢aju je to otopina 1M HCI pripremljena u 95 % etanolu (v/v,
15/85). Rezultati mjerenja u konacnici su izrazeni kao ekvivalent koncentracije standarda

Trolox (uM).

Postupak izrade bazdarnog dijagrama za FRAP metodu

Za izradu bazdarnog dijagrama pripremila se otopina 2 mmol L' Trolox-a od koje su se
pripremila razrjedenja u koncentracijama: 25, 50, 75, 100, 125, 250, 500, 750, 10001 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; 5; 7,5 mL alikvot otopine Trolox-a te se do oznake nadopunilo destiliranom
vodom. Daljnji postupak odredivanja je identi¢an protokolu za odredivanje antioksidacijskog
potencijala FRAP metodom, ali se razlikuje u tome Sto se umjesto 0,6 mL uzorka dodalo 0,6
mL prethodno pripremljene koncentracije Troloxa. Rezultati se, u konaénici, izraZzavaju kao
mg Trolox ekvivalenta mL-1 (Sangsopha i sur., 2019). BaZdarni dijagram za kvantifikaciju

antioksidacijskog potencijala FRAP metodom prikazan je na slici 4.
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Slika 4. BaZdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 593 nm o koncentraciji Troloxa (uM) za

odredivanje antioksidacijskog potencijala prema FRAP metodi

3.25.3.  Postupak odredivanja ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteu

Folin-Ciocalteu metoda, predstavlja prakti¢nu, Siroko koriStenu metodu za kvantificiranje
ukupnih fenolnih spojeva u razli¢itim ekstraktima. Ova metoda zasniva se na reakciji fenolnih
spojeva s kolorimetrijskim reagensom (Folin-Ciocalteu reagens) koji omoguéava mjerenja u

vidljivom djelu spektra (Antolovic 1 sur., 2002).

Priprema kemikalija i reagensa za analizu

Za odredivanje ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteu, kemikalije 1 reagensi se
pripremaju prema Singleton i sur. (1999). Folin Ciocalteu reagens potrebno je svaki put svjeze
pripremiti na nacin da se pomijesa s destiliranom vodom u omjeru 1:10, prikazan je na slici 5.

Takoder je potrebno pripremiti i 7,5 % (w/v) otopinu Na-karbonata.

Postupak odredivanja ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteu
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Nakon toga se u epruvetu redom dodaje 0,4 mL dobivenog supernatanta, 1,6 mL Folin
Ciocalteu reagensa te nakon otprilike 5 minuta 2 mL natrijeva karbonata (7,5 % (w/v)). Smjesa
se potom homogenizira na vortexu i ostavi inkubirati na sobnoj temperaturi 2 sata. Zatim se
oCita apsorbancija na 750 nm. Slijepa proba sadrzi sve osim uzorka mlijeka odnosno
supernatnta, a umjesto njega se dodaje voda. Rezultati se u konacnici izrazavaju kao mg

ekvivalenta galne kiseline po mL.

Slika 5. Svjeze pripremljen Folin Ciocalteu reagens (vlastita fotografija)

Postupak izrade bazdarnog dijagrama za metodu sa reagensom po Folin Ciocalteu

Zaizradu bazdarnog dijagrama koriSten je standard galne kiseline (GAL) pocetne koncentracije
125 mg L' od kojeg 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 Ciocaltau. Jedina
razlika jest Sto je umjesto 0,4 mL ekstrakta dodavano 0,4 mL galne kiseline poznate
koncentracije. Na temelju o€itanih vrijednosti kreiran je bazdarni dijagram, prikazan na slici 6,
te je dobivena jednadzba pravca pomocu koje su izraunati udjeli ukupnih fenola u uzorcima

mlijeka.
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Slika 6. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 750 nm o koncentraciji galne kiseline

(mg L") za odredivanje ukupnih fenola

4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom zavr$nom radu cilj je bio ispitati na koji na¢in se mijenjaju fizikalno kemijska svojstva
(pH, TDS 1 elektri¢na vodljivost, NIR, gustoca 1 veli¢ina Cestica) 1 antioksidacijski potencijal
mlijeka magarice koje je skladiSteno zamrzavanjem u vremenskom razdoblju od 6 mjeseci.
Kroz tih 6 mjeseci svakih mjesec dana ponavljala su se ista mjerenja i analize te ¢e na taj nacin

biti prikazani rezultati u ovom poglavlju.

41. pH-VRIJEDNOSTI MLIJEKA MAGARICE

U tablici 4 prikazani su rezultati mjerenja kiselosti mlijeka magarice, odnosno pH vrijednosti
izmjerene u svjeZem mlijeku 1 u zamrznutim uzorcima mlijeka koji su skladiSteni kroz

odredena razdoblja.

Tablica 4. Promjena u pH vrijednosti mlijeka magarice ovisno o duljini cuvanja (1-6 mjeseci)

u zamrzivacu
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Uzorak pH
SVIEZE 7,35
1.MJ 7,46
2.MJ 7,52
3.MJ 7,62
4. MJ 7,64
5.MJ 7,75
6. MJ 7,79

Iz eksperimentalno izmjerenih podataka vidljivo je da pH-vrijednost mlijeka magarice, kroz
duze razdoblje skladiStenja, biljezi blagi porast. Najvec¢i skok u vrijednostima je izmedu
svjezeg mlijeka 1 mlijeka koje je skladiSteno mjesec dana u zamrznutom obliku. Rezultati
dobiveni ovim istrazivanjem nalaze se nesto iznad granica literaturnih vrijednosti za mlijeko
magarice koje su u rasponu od 6,9 do 7,2 (Constanzo, 2013; Salimei i Fantuz, 2013; Ivankovi¢
1 sur., 2016). Na temelju svi rezultata moze se zakljuciti da se mlijeko magarice, prije
smrzavanja i tijekom skladiStenja u zamrzivacu u trajanju od 6 mjeseci, kre¢e izmedu pH 71 8
§to se uvrStava u neutralno, odnosno blago luznato podru¢je. 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. 1z
tog razloga, najveci nositelji titracijske kiselosti, odnosno puferskog kapaciteta su proteini i
soli u mlijeku, konkretno kazein te topljivi fosfati 1 citrati (BoZani¢ 1 sur., 2010). Porast pH
vrijednosti mlijeka nakon skladiStenja zamrzavanjem upucuje na to da je doslo do disocijacije
soli kiselina (nitrata, fosfata) te oslobadanja H" iona koje pH-metar detektira prilikom mjerenja

pH-vrijednosti.

4.2. TDSIELEKTRICNA VODLJIVOST MLIJEKA MAGARICE

Vrijednosti elektri¢ne vodljivosti ovise o koli¢ini otopljenih tvari, posebno kloridnih iona ¢ija
je koncentracija proporcionalna tim vrijednostima. S druge strane elektricna vodljivost obrnuto
je proporcionalna s udjelom mlijecne masti. TDS 1 elektricna vodljivost u korelaciji su sa
sastavom mlijeka te svako odstupanje u odnosu na pravilnike ili uobicajene vrijednosti ukazuje
na odredenu vrstu neispravnosti odnosno nesigurnosti mlijeka. U tablici 5 su prikazani rezultati

elektricne vodljivosti 1 TDS-a u svjezem mlijeku magarice te u mlijeku koje je bilo zamrznuto.
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Tablica 5. Izmjerene vrijednosti TDS (mg L) i elektri¢ne vodljivosti (1S cm™) u mlijeku

magarice cuvanom u zamrzivacu tijekom 6 mjeseci

Uzorak TDS (mg L) Flektricna
vodljivost (uS cm™)

SVJEZE 172,50 350,50

1. MJ 163,75 321,00

2. MJ 122,55 254,00

3. MJ 155,20 321,50

4. MJ 151,48 304,25

5 MJ 150,80 296,75

6. MJ 190,58 386,75

Ukupne otopljene tvari ili TDS uglavnom ¢ine anorganske soli dok je elektricna vodljivost
sposobnost otopine da provodi elektri¢nu energiju, a ta spsobnost ovisi o koncentraciji iona tih
soli u otopini. Iz rezultata prikazanih u tablici 5 vidljivo je da smrznuto mlijeko magarice u
odnosu na svjeZe biljezi pad elektri¢ne vodljivosti 1 TDS-a. Pad tih vrijednosti biljezi se sve do
6. mjeseca zamrzavanja kada je uslijedio rast pa je vrijednost TDS-a i elektricne vodljivosti
bila visa nego u ishodiSnom uzorku svjezeg mlijeka. Takoder je iz rezultata moguce zakljuciti
da porastom TDS-a raste i elektricna vodljivost u uzorku $to je i ocekivano jer s porastom
koncentracije otopljenih anorganskih soli u vodi, koje ujedno i1 provode elektricnhu energiju,
raste 1 elektri¢na vodljivost. Porast TDS-a i elektricne vodljivosti moze se povezati i s porastom
pH-vrijednosti u mlijeku magarice koje je bilo skladiSteno u zamrzivacu 6 mjeseci. Budu¢i da
elektricna vodljivost ovisi o koncentraciji otopljenih tvari u nekom uzorku, porastom
disocijacije kiselih soli doSlo je do povecanja koncentracije otopljenih tvari u mlijeku,
elektricne vodljivosti te shodno tome i1 pH-vrijednosti mlijeka magarice skladiStenog u

zamrzivacu tijekom 6 mjeseci.

43. NIR SPEKTROSKOPIJA MLIJEKA MAGARICE
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NIR spektroskopija nedestruktivna je metoda koja se koristi za detekciju pojedinih spojeva u
hrani. Takoder je moguce promatrati odvajanje faza, stabilnost i kvalitetu emulzije mlijeka i
mlijecnih proizvoda. Smatra se jednom od najucinkovitijih metoda u otkrivanju patvorenja
namirnica. Na slici 6 su prikazani NIR spektri mlijeka magarice koje je bilo skladiSteno

odredeni period u zamrznutom obliku u odnosu na svjezi uzorak mlijeka magarice.
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Slika 7. NIR spektri u sirovom mlijeku magarice i u zamrznutim uzorcima mlijeka

Usporeduju¢i NIR spektre svakog od ovih uzoraka moze se zakljuciti da su poprili¢no sli¢ni.
Svi uzoreci biljeze pikove u istom rasponu valnih duljina, bez vecih odstupanja. Prvi skok vidljiv
je u podrucju valnih duljina od 904 do 980 nm. U tom podrucju pojavljuju se vibracije C — H
veza u tre¢oj regiji (engl. overtone) te O — H veza u drugoj regiji. Sljedeci vidljivi pik na NIR
spektrima ovih uzoraka pojavljuje se u valnom podruc¢ju od 1140 do 1240 nm. U podrucju
valnih duljina 1140 — 1240 nm pojavljuju se vibracije C — H veza u drugoj regiji te C = O veza
u Cetvrtoj regiji. Vibracije C — H 1 C = O veza u tom podrucju valnih duljina mogu se povezati
s mlije¢cnom masti koja je jedna od glavnih sastojaka mlijeka. Posljednji i najveéi skok u
prikazanom NIR spektru vidljiv je u podrucju valnih duljina od 1360 do 1696 nm za koje je
karakteristi¢no da se pojavljuju vibracije N — H, O — H 1 C — H veza u prvoj regiji (Badr-Eldin,

2011). Podrucje tih valnih duljina moze se povezati s udjelom proteina u mlijeku (Ottavian 1
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sur., 2012).

4.4. DISTRIBUCIJA VELICINE CESTICA MLIJEKA MAGARICE

Na slici 8 graficki je prikazan intenzitet pojave Cestica odredene veli¢ine u uzorku, iskazan u

postocima.
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Slika 8. Distribucija velic¢ine ¢estica u mlijeku koje je bilo zamrznuto 6 mjeseci i u svjezem

mlijeku magarice

Prvi pik za sirovo mlijeko magarice, na grafickom prikazu slike 8, vidljiv je u rasponu veli¢ina
Cestica od 50 do 300 nm u intenzitetu pojavljivanja od 7 %. Veli¢ina tih ¢estica, u usporedbi s
drugim makromolekulama i njithovim promjerima, pripada micelama kazeina te proteinima
sirutke. Drugi pik, za sirovo mlijeko magarice, koji je ujedno 1 najjaeg intenziteta
pojavljivanja, pripada Cesticama veli¢ine od 1500 do 4000 nm. Ta veli¢ina Cestica odgovara
prosjecnim veli¢inama globula mlije¢ne masti u mlijeku. Plavom bojom na grafickom prikazu
slike 8, prikazan je odnos veliCine Cestica 1 njihovog intenziteta pojavljivanja, ali u uzorku
mlijeka magarice nakon 6 mjeseci skladiStenja u zamrznutom obliku. Usporedujuéi graf za
sirovo mlijeko s mlijekom koje je bilo zamrznuto 6 mjeseci, vidljivo je da sirovo mlijeko ima
veci raspon veli€ine Cestica 1 njihovog intenziteta pojavljivanja u odnosu na zamrznuto mlijeko.

Na grafickom prikazu mlijeka magarice nakon 6 mjeseci zamrzavanja pojavljuje se jedan
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dominantan pik koji ukazuje na porast udjela Cestica manjeg promjera u odnosu na svjeze
mlijeko. Intenzitet pojavljivanja ostalih veli¢ina Cestica je snizen u usporedbi sa svjezim

mlijekom.

45. ANTIOKSIDACIJSKI POTENCIJAL MLIJEKA MAGARICE ODREDEN
DPPH METODOM

DPPH metoda je medu najcesce koriStenim metodama za odredivanje antioksidacijskog
potencijala mlijeka i mlije¢nih proizvoda. DPPH radikal reducira se sparivanjem nesparenog
elektrona duSikovog 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). DPPH 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 DPPH+ u DPPH2, prilikom primanja vodikovog protona
(H) od strane antioksidansa, 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 antioksidacijskog potencijala (Mishra i sur., 2012). Temeljna
prednost odredivanja antioksidacijskih svojstava po DPPH metodi je Sto ¢e tijekom vremena,

DPPH reagirati s cijelim uzorkom, a reagira ¢ak 1 s relativno slabim antioksidansima.
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Slika 9. Rezultati odredivanja antioksidacijskog potencijala mlijeka magarice DPPH metodom
izrazeni postotkom redukcije slobodnih radikala u svjezem mlijeku i u zamrznutom mlijeku

tijekom perioda od 6 mjeseci

Analiziraju¢i sliku 9 vidljivo je da se povecava postotak DPPH redukcije slobodnih radikala
mlijeka skladiStenog zamrzavanjem u odnosu na svjeze mlijeko magarice. Rast tog postotka
nije linearan, no nisu ni velike razlike u rezultatima. Najvisi postotak DPPH redukcije radikala
zabiljezen je u tre¢em i u petom mjesecu skladistenja. Usporedujuci svjeze mlijeko s mlijekom
na kraju skladiStenja, odnosno nakon 6 mjeseci zamrzavanja i dalje je veéi postotak DPPH

redukcije radikala na strani zamrznutog uzorka mlijeka magarice.

4.6. ANTIOKSIDACIJSKI POTENCIJAL MLIJEKA MAGARICE ODREDEN
FRAP METODOM

Uz DPPH metodu, za odredivanje antioksidacijskog potencijala, koristena je i FRAP 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 veze slobodne radikale, a FRAP metoda na sposobnosti
antioksidansa da reducira ion Zeljeza, iz Fe3+ iona u Fe2+ ion. FRAP metoda se smatra
relativno brzom, jeftinom te jednostavnhom kolorimetrijskom metodom za odredivanje
antioksidacijskog potencijala. Navedena reakcija redukcije dovodi do promjene boje otopine
Fe3+ s TPTZ-om koji postaje plav te apsorbira zracenje pri valnoj duljini od 593 nm (Martins
isur., 2012).
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Slika 10. Rezultati odredivanja antioksidacijskog potencijala mlijeka magarice FRAP
metodom izrazeni kao ekvivalenti Troloxa u svjezem mlijeku i u zamrznutom mlijeku tijekom

perioda od 6 mjeseci

Kod odredivanja antioksidacijskog potencijala mlijeka magarice FRAP metodom doslo je do
porasta koncentracije Troloxa u zamrznutim uzorcima u odnosu na uzorak svjezeg mlijeka.
Koncentracija Troloxa je u ovom slucaju ekvivalent, Sto samim time ukazuje na porast
antioksidacijskog potencijala u zamrznutom mlijeku magarice. Usporedujuci rezultate
dobivene DPPH metodom i FRAP metodom, vidljivo je da su u oba slucaja rezultati sli¢ni,
odnosno i u jednom i u drugom slucaju doSlo je do povecanja antioksidacijskog potencijala
zamrzavanog mlijeka magarice u usporedbi sa svjezim. Razlikuje ih to $to se rezultati kod
DPPH metode izrazavaju preko postotka, dok se kod FRAP metode izrazavaju kao ekvivalenti
koncentracije standarda Trolox (uM). Koriste¢i FRAP metodu vidljivo je da je razlika
antioksidacijskog potencijala izmedu svjezeg mlijeka i mlijeka magarice koje je bilo zamrznuto

6 mjeseci cak trostruko veca.

4.7. UKUPNI FENOLI MLIJEKA MAGARICE ODREDENI S REAGENSOM

PO FOLIN CIOCALTEU

Metoda odredivanja ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteu temelji se na reakcije
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fenolnih spojeva s kolorimetrijskim reagensom koji omogu¢ava mjerenje u vidljivom podrucju
spektra. U samoj reakciji dolazi do prijenosa elektrona s fenolnih spojeva popracenog
nastankom plavog obojenja otopine Ciji se intenzitet mjeri spektrofotometrijski pri valnoj
duljini od 750 nm. Folin Ciocalteu se dodaje u suvisku kako bi se osigurala reakcija sa svim
fenolnim spojevima, a najcesci spoj koji se koristi kao standard za prikazivanje rezultata je

galna kiselina.
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Slika 11. Rezultati odredivanja ukupnih fenola mlijeka magarice s reagensom po Folin
Ciocalteu izrazeni kao ekvivalent galne kiseline (mggar L) u svjezem mlijeku i u zamrznutom

mlijeku tijekom perioda od 6 mjeseci

Iz rezultata prikazanih na slici 11 vidljivo je da zamrznuto mlijeko magarice biljezi pad
koncentracije galne kiseline, odnosno pad koncentracije fenola u odnosu na svjeze mlijeko.
Najveca razlika u koncentraciji fenola je izmedu mlijeka koje je zamrzavano mjesec dana u
usporedbi sa svjezim mlijekom. Ostali uzorci zamrzavanog mlijeka u periodima od dva do Sest
mjeseci priblizno su izjednaeni po izmjerenoj koncentraciji galne kiseline koja je ekvivalent
fenola, uz blagi pad te koncentracije u ovisnosti o duljini skladiStenja zamrznutog mlijeka
magarice. Usporedujuci svjeze mlijeko magarice s mlijekom koje je bilo zamrznuto 6 mjeseci,

pad izmjerene koncentracije galne kiseline, odnosno fenola, je znacajniji.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata iz provedenog istrazivanja, moguce je zakljuciti sljedece:

1. Tijekom skladistenja mlijeka magarice u zamrznutom obliku, kroz 6 mjeseci, dolazi do

povecanja pH-vrijednosti u odnosu na svjeze mlijeko magarice

2. Dolazi do porasta vrijednosti ukupne otopljene tvari (TDS) i elektriéne vodljivosti
zamrznutog mlijeka magarice skladiStenog 6 mjeseci u usporedbi sa svjezim mlijekom.

Takoder, porastom TDS-a popratno se povecava i elektricna vodljivost mlijeka magarice.

3. NIR spektri zamrznutih uzoraka mlijeka gotovo se ne razlikuju od spektra svjezeg mlijeka
magarice §to upucuje na to da nije doSlo do promjene sastava mlijeka te do nastanka novih

spojeva u mlijeku.

4. Tijekom skladiStenja mlijeka magarice u zamrznutom obliku dolazi do povecavanja
postotka redukcije slobodnih radikala $to je utvrdeno DPPH metodom za odredivanje
antioksidacijskog potencijala u mlijeku. To upucuje na povecanje aktivnosti antioksidansa u

mlijeku magarice nakon zamrzavanja.

5. FRAP metodom je utvrdeno da u zamrznutim uzorcima mlijeka magarice dolazi do
povecanja koncentracije Troloxa koja je ekvivalent za antioksidanse u mlijeku Sto ujedno

upucuje na povecanje aktivnosti antioksidansa u mlijeku magarice tokom zamrzavanja.

6. Uz reagens po Folin Ciocalteu utvrdeno je da je u uzorcima mlijeka magarice, koji su
skladiSteni zamrzavanjem, doSlo do smanjenja koncentracije ukupnih fenola u odnosu na

svjeze mlijeko.

7. Kada se uzmu u obzir sve provedene analize, moguce je zakljuciti da je skladiStenje mlijeka
magarice u zamrznutom obliku izuzetno prihvatljivo. Ne dolazi do narusavanja sastava i
kvalitete mlijeka te se Cak povecava aktivnost antioksidansa u mlijeku nakon zamrzavanja.
Mlijeko magarice, u zamrznutom obliku, moguce je skladistiti 6 mjeseci bez vecih promjena

na mlijeku uz o¢uvanje kvalitete i ispravnosti mlijeka.
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koji su u njemu navedeni.
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