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1. UVOD

Koza je prva udomacena Zivotinja, o ¢emu postoje dokazi koji datiraju oko 8000 godina
prije Krista, a 0 tome svjedoce zapisi s podru¢ja nekadasnje Mezopotamije (Ganj Darech, danas
poznat kao Iran), Sto je doprinijelo izravnoj povezanosti koza sa zivotom ljudi koji su razvijali
drevnu civilizaciju Srednjeg Istoka. Stalno spominjanje koza u grékoj mitologiji potvrda je
njihove vaznosti u anticko doba. Tako je Zeusa hranila i odgojila koza po imenu Amalthea, ¢iji
se rog smatrao simbolom plodnosti i obilja. Dionizije, bog vina, sisao je kozu, a njegov sin Pan
imao je kozje rogove i stopala. Cak se za kozu od koza smatralo da ima ¢udotvorne osobine.

Kozje mlijeko ima ve¢u prehrambenu vrijednost od kravljeg mlijeka jer sadrzi veéi udio
kratko i srednje lanCanih masnih kiselina, topljivog kalcija, fosfora, magnezija i vitamina A.
Kozje mlijeko je lakse probavljivo, a ima i jace izraZzene baktericidne i imunoloSke osobine te
se koristi u dijetetske i terapijske svrhe. Kako je kozje mlijeko postalo vrlo popularno, po¢elo
se sve vise koristiti za proizvodnju sira i fermentiranog mlijeka koji opcenito posjeduju znatno
vecu nutritivnu vrijednost od nefermentiranog mlijeka.

Kao odgovor na zahtjeve potrosaca i radi poboljSanja bioaktivnih svojstava mlije¢nih
proizvoda, takvi proizvodi se obogacuju vo¢em, povréem ili biljem tijekom fermentacije. Biljni
ekstrakti u mlije¢nim proizvodima poboljsavaju fizikalno-kemijske karakteristike, a time je i
prihvatljivost takvih proizvoda veca.

Jedna od autohtonih biljaka iz Indije je Moringa oleifera, biljka bogata nutrijentima koji
pozitivno utjeCu na zdravlje ljudi. U zemljama u razvoju Moringa oleifera se Koristi kao
alternativa uvoznim dodacima prehrani za lijecenje 1 borbe protiv neuhranjenosti, narocito kod
dojencadi i dojilja, zahvaljujuci svojim kemijskom sastavu..

Cilj ovog diplomskog rada je bio kroz pregled relevantne i recentne znanstvene literature
opisati 1 analizirati metode ekstrakcije ljekovitog bilja te njihovu upotrebu u mlijecnoj industriji.
Isto tako cilj ovog rada je bio pomocu dostupne literature dati pregled moguénosti dodatka
Moringe oleifere u proizvode od kozjeg mlijeka te njezinu nutritivnu vrijednost i utjecaj na

zdravlje.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KOZJE MLIJEKO

S nutritivnog gledista mlijeko je najkompletnija i najizbalansiranija prehrambena namirnica
jer sadrzi sve tvari za neophodno funkcioniranje organizma i o¢uvanje zdravlja.

Proizvodnja i konzumacija kozjeg mlijeka u svijetu je u stalnom porastu kao i broj koza,
koji se povecava u odnosu na ostale vrste mlije¢nih zivotinja. To se posebno odnosi na zemlje
u kojima je kozje mlijeko odraz tradicionalne proizvodnje. Sastojci kozjeg mlijeka svojim
osobinama (bolja probavljivost, hipoalergenost, ve¢i puferski kapacitet, visa pH vrijednost)
povoljno djeluju na zdravlje ljudi. Kozje mlijeko u usporedbi s kravljim sadrzi vise masnih
kiselina koje povoljno utjeCu na zdravlje ljudi, posebice na krvozilni sustav. Proteini kozjeg
Osjetljivost ljudi na a-laktalbumin i B-laktoglobulin kravljeg mlijeka zanemariva je nakon
zamjene kravljeg mlijeka s kozjim (Filipovi¢ Dermit i sur., 2014).

Ovo poglavlje dat ¢e uvid u kemijski sastav kozjeg mlijeka, po ¢emu se razlikuje od kravljeg

mlijeka, njegova fizikalna svojstva i kako odredeni sastojci utjeu na zdravlje ljudi.

2.1.1. Kemijski sastav

Sastav mlijeka odreduje njegovu hranjivu vrijednost, prikladnost za preradu u mlije¢ne
proizvode, te mnoge fizikalno-kemijske 1 organolepti¢ke osobine proizvoda. Osnovni sastav
kozjega i kravljeg mlijeka se puno ne razlikuje (tablica 1). Sastav kozjeg mlijeka ovisi o pasmini
i genotipu koza, redoslijedu i stadiju laktacije te godiSnjem dobu. Stadij laktacije i godi$nje
doba su povezani jer je ve¢ina mlije¢nih koza u istom stadiju laktacije u odredeno doba godine,
S$to mozZe utjecati na sastav mlijeka. Duljina laktacije koza takoder je varijabilna, od 150 do 300

dana, a mlijecnih pasmina od 210 do 300 dana (BoZani¢ i sur., 2018).



Tablica 1. Sastav, svojstva i energijska vrijednost kozjeg i kravljeg mlijeka (BoZani¢ i sur.,

2018)
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
Gustocéa (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)
Kolesterol (mg/100 g) 10,00 13,00

Pojedini sastojci mlijeka utje€u na njegovu prirodnu kiselost, a stecena je kiselost rezultat

vrenja laktoze prisutnih mikroorganizama.

Prirodna kiselost potjece od kiselih svojstava kazeina, a najvise od kiselih soli (citrata i

fosfata) te nesto od plinova u mlijeku (CO2 + H.O = H,COg), askorbinske kiseline i slobodnih

masnih kiselina ili aminokiselina. Kiselost mlijeka moze se odrediti kao titracijska kiselost ili

kao aktivna kiselost, tj. pH-vrijednost.

Titracijska kiselost odreduje se titracijom mlijeka s otopinom NaOH, odredene molarnosti,

uz indikator fenolftalein. Ovisno o postupku odredivanja, titracijska se kiselost mlijeka izraZzava

u razli¢itim kiselinskim stupnjevima koji odgovaraju broju mililitara utroSene otopine NaOH

za neutralizaciju 100 mL mlijeka uz indikator fenolftalein. Pri odredivanju titracijske kiselosti

mlijeka:

e prema Thorneru (°Th) — Koristi se 0,1 molarna otopina NaOH (mol/10)

e prema Dornicu (°D) — koristi se 0,11 molarna otopina NaOH (mol/9)

e prema Soxhlet-Henkelu (°SH) — koristi se 0,25 molarna otopina NaOH (mol/4)

Aktivna kiselost mlijeka izrazava se koncentracijom vodikovih iona ili pH-vrijednosc¢u:

pH = -log [H']



Prosjecna titracijska kiselost kozjeg mlijeka iznosi od 6,5-7,5 °SH, a pH vrijednost od 6,4-
6,7 odnosno 6,5-6,8 (Bozani¢ i sur., 2018)

Parkash i Jenness (1968) zakljucuju da je pH kozjeg nizi od pH kravljeg mlijeka. Najniza
kiselost je sredinom, a najvisa krajem laktacije. Kiselost kozjeg mlijeka je neznatno visa od
kravljeg mlijeka, a ovisi u znatnoj mjeri o ambijentalnim temperaturama (klimi) i higijenskim
uvjetima proizvodnje (Antunac i Samarzija, 2000).

Gustoca je fizikalno svojstvo mlijeka i opcenito predstavlja omjer mase i volumena, a ovisi
o koli¢ini svih sastojaka mlijeka. Najvise ovisi o koli¢ini mlije¢ne masti zato Sto ona najvise
varira, a pritom ima najmanju specificnu tezinu. Gustoca je jedan od parametara za dokazivanje
patvorenja mlijeka jer se dodatkom vode u mlijeko gusto¢a smanjuje dok se obiranjem masti
povecava. Izrazava u g/cm?, a zbog ovisnosti o temperaturi, navodi se i referentna temperatura
(20 °C) (Bozani¢ i sur., 2018). Vrijednost gustoce kozjeg mlijeka varira od 1,025 do 1,042
g/cm® i sli¢na je gustoéi kravljeg mlijeka, ali je niza od gustoée ovéjeg mlijeka (Antunac i
Samarzija, 2000).

Vreli$te mlijeka je temperatura kljucanja, a zbog otopljenih je tvari nesto veca (oko 100,16
°C) od temperature kljucanja vode (100 °C) (Tratnik i Bozani¢, 2012).

LediSte mlijeka je temperatura smrzavanja, a ovisi o udjelu otopljenih tvari kao i vreliste
mlijeka te je neSto niZe od temperature smrzavanja vode. 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. Lediste ovisi o
udjelu svih otopljenih tvari, ali najviSe ovisi o koncentraciji laktoze. Laktoza ima vrlo
konstantnu koncentraciju u mlijeku pa se krioskopskim odredivanjem lediSta mlijeka najtocnije
moze kontrolirati patvorenje mlijeka razvodnjavanjem. Na tocku ledista mlijeka utjecu brojni
¢imbenici: pasmina, sezona, klima, stadij laktacije, zdravlje vimena, hranidba, higijenska
kvaliteta mlijeka, itd. (Antunac i Samarzija, 2000).

Viskoznost je rezultat unutrasnjeg trenja molekula, tj. otpora tekuéine pri protjecanju.
Dinamicka viskoznost n obi¢no se izrazava u paskal sekundama (Pa s). U vecini se uvjeta
mlijeko ponaSa kao Newtonska tekuéina, §to znaéi da je smi¢no naprezanje proporcionalno
brzini smicanja (dv/dx). U teku¢em mlijeku, na viskoznost utjecu koncentracija masti i proteina,
temperatura, pH 1 starost mlijeka. Viskoznost ov¢jeg mlijeka je mnogo veca od kozjeg ili
kravljeg mlijeka, pri ¢emu kravlje mlijeko ima najnizu vrijednost. Viskoznost egipatskog
devinog mlijeka procijenjena je na 2,2 x 10 Pa s §to je visa vrijednost od kravljeg (1,7 x 10
Pa s) i kozjeg (2,12 x 102 Pa s), ali niza od ové&jeg mlijeka (2,48 x 107 Pa s) i sliéno kao
vrijednost bivoljeg mlijeka (2,2 x 107 Pa s) (Park, 2007). Vrijednost dinamicke viskoznosti 1
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smanjuje se pri porastu temperature. Cini se da doprinos kazeinskih micela usko ovisi o
temperaturi. Viskoznost mlijeka povecava se zagrijavanjem do tocke koagulacije proteina, $to
je osnova za stvaranje visoke viskoznosti u pregrijanom kondenziranom mlijeku (Park, 2007).

Boja mlijeka je bijela s mogu¢om svjetlozuckastom nijansom. Bijela boja dolazi uglavnom
od kazeina, ali 1 mlije¢na mast ima svoju ulogu pri odbijanju svjetla od njene povrsSine (Tratnik
i Bozani¢, 2012). Vitamin A i njegov provitamin (-karoten u kravljem su mlijeku otopljeni u
mlije¢noj masti, i to u ovojnici masne globule. Kozje mlijeko sadrzava viSe vitamina A
(retinola) od kravljeg mlijeka. U njemu je sav (-karoten iz hrane i krvi konvertiran u vitamin
A, §to je razlog njegove karakteristicne izrazito bijele boje (Bozanic¢ i sur., 2002).

Proteini sudjeluju u gotovo svim procesima u organizmu, od grade do reprodukcije. Oni
kataliziraju vazne reakcije u ljudskom organizmu, vezu mineralne tvari i vitamine, te
stabiliziraju okus mlijeka i mlije¢nih proizvoda (BoZzani¢ i sur., 2002). Prema Pravilniku o
utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (NN 27/2017), udio proteina u kozjem mlijeku iznosi
najmanje 2,5 %, a najvise 4,5 %.

Od ukupnih dusi¢nih tvari mlijeko sadrzava oko 95 % proteina (PN) i oko 5 % neproteinskih
dusi¢nih tvari (NPN). U neproteinske dusi¢ne tvari ubrajaju se peptidi, slobodne aminokiseline,
amonijak, aminoseceri, kreatin, kreatinin, urea, ureinska kiselina i mnoge druge. U proteinima
mlijeka nalaze se dva glavna tipa proteina: kazein i proteini sirutke (Tratnik i Bozani¢, 2012).
Od ukupne koli¢ine u kozjem mlijeku na kazein otpada 75 % (Antunac i Samarzija, 2000).

Kazein je glavni i najsloZeniji protein mlijeka koji na suhu tvar sadrzava 93 % proteina
(kazeinskih frakcija) i oko 7 % neproteinskih tvari (Tratnik i Bozani¢, 2012). Kazein, koji je u
mlijeku u obliku ve¢ih koloidnih Cestica, sadrzi znacajne koliCine kalcija 1 fosfata, a manje
magnezija i citrata. Cestice kazeina nazivaju se kalcijev kazeinat fosfat kompleks, a u mlijeku
se nalaze u obliku micela. Micele kazeina sastoje se od kazeinskih frakcija, a to su asi-kazein,
as2-kazein, B-kazein i k-kazein. Kazeinske micele kozjeg mlijeka su manje u odnosu na
kazeinske micele kravljeg mlijeka, a udio proteina sirutke (aloumina i globulina) u kozjem
mlijeku je veci. U kozjem mlijeku glavna frakcija kazeina je f-kazein, dok je u kravljem mlijeku

as1-kazein (tablica 2) (Bozani¢ i sur., 2002).



Tablica 2. Postotni udjeli (%) glavnih frakcija kazeina u kozjem i kravljem mlijeku (Bozani¢ i
sur., 2018).

Frakcije kazeina Kozje mlijeko Kravlje mlijeko
s 26 56
] 64 33
K 10 11
as/ B 0,41 1,70

Nekazeinske frakcije proteina mlijeka ili sirutke se dijele u laktaloumine, laktoglobuline i
proteoze peptone. Proteini sirutke znatno su hidrofilniji od kazeina pa su stabilni na djelovanje
kiseline ili enzima sirila te zaostaju u otopini nakon koagulacije kazeina i odvajanja sirutke
(Tratnik i Bozani¢, 2012).

Kozje mlijeko karakterizira velika geneticka varijabilnost prirode i koli¢ine frakcija
proteina, zahvaljuju¢i uglavnom asi-kazeinu u kojem je do sada identificirano 10 varijanti
(tablica 3).

Tablica 3. Proteinske varijante u kozjem mlijeku (Moioli i sur., 1997)

Proteinska frakcija Proteinske varijante
os1 - kazein A, By, B2,Bs3,C,D,E,F,G,0
as2 - kazein A B, C
B - kazein A /B, O
K - kazein A B
a - laktalbumin A B
p - laktoglobulin A B

Polimorfizam as1-kazeina naden je u veéini europskih pasmina koza (Moioli i sur., 1997).
Na ¢vrstocu 1 viskoznost jogurta, sinerezu kod grusanja enzimima, toplinsku stabilnost mlijeka,
udio kazeina, suhe tvari, fosfora te na pH-vrijednost mlijeka utjece genetski polimorfizam 3-
laktoglobulina, as1-, B- 1 k-kazeina. Postotak proteina u kravljem i kozjem mlijeku je slican, ali
se proteini kozjeg mlijeka razlikuju po genetskom polimorfizmu 1 njihovoj ucestalosti. Te se
geneticke razlike ili razlike uzrokovane pasminom u gradi as1- kazeina mogu podijeliti na “nul

tip” (O), “niski tip” (F, D) te “vrlo visoki tip” (A, B, C), sa srednjim klasama (E). Visok tip



mlijeka ima dulje koagulacijsko vrijeme za §to je odgovoran os1-kazein koji usporava nastajanje
grusa. Kozje mlijeko takvog tipa pogodnije je u sirarstvu zbog boljeg prinosa sira 1 vece
cvrstoce gruSa $to je povezano s nizom pH-vrijedno$¢u, veéim udjelom kalcija, manje
intenzivnom kozjim okusom te gladom teksturom grusa. S druge strane, mlijeko niskog tipa
ima bolju probavljivost (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Nutritivna vrijednost proteina ovisi o udjelu razli¢itih aminokiselina $to se apsorbiraju
nakon probave u alimentarnom sustavu. Kazeinske micele kozjeg mlijeka su manje u odnosu
na kazeinske micele kravljeg mlijeka, a udio proteina sirutke (albumina i globulina) u kozjem
mlijeku je veci. Kozje mlijeko sadrzava manje asi-kazeina nego kravlje, grus kozjeg mlijeka je
njezniji, a prinos je manji. Razlog tome je upravo u njegovoj manjoj ¢vrstoci.

Dodatkom jake kiseline izravno u kozje mlijeko nastaju njeznije pahulje i to puno brze u
odnosu na kravlje mlijeko koje sporije stvara ve¢e nakupine. Ovakav pokus opisuje dogadanja
u Zelucu tijekom probave, Sto dokazuje da se kozje mlijeko probavlja brze i lakSe u odnosu na
kravlje (Bozani¢ i sur., 2002).

Mlije¢na mast utjece na ugodan okus mlijeka te na aromu, konzistenciju i teksturu mlije¢nih
proizvoda. SadrZzaj mlijecne masti u mlijeku moze biti vrlo promjenjiv (Bozani¢ 1 sur., 2002).
Prema Pravilniku o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (NN 27/2017) udio masti u kozjem
mlijeku iznosi najmanje 2,5 %, a najvise 5 %. NajniZe vrijednosti sadrzaja masti u mlijeku
ustanovljene su u ljetnim mjesecima (lipanj-srpanj), stoje dijelom uvjetovano nacinom
hranidbe, sezonom 1 stadijem laktacije. Variranje sadrZaja masti u mlijeku razli€itih pasmina
veée je od variranja sadrzaja proteina. Proizvodnja mlijeka je u obrnuto proporcionalnom
odnosu s postotkom masti i proteina u mlijeku (Antunac i Samarzija, 2000).

Mlije¢na mast kozjeg mlijeka prisutna je u mlijeku u obliku triglicerida (98-99 %)
okruzenih membranama globule mlije¢ne masti. Sastav masnih kiselina ovisi u velikoj mjeri o
sastavu prehrane. Najznacajnije nize masne kiseline koje su i najzastupljenije u mlijeku koje
daju mlijeku karakteristi¢an ,,kozji miris* su kapronska, kaprilna i kaprinska (Kalyankar i sur.,
2016). Te se masne kiseline puno brze konvertiraju u energiju i ne nakupljaju se u obliku
tjelesnih zaliha, moze se re¢i da metaboliziraju viSe poput Secera nego poput masti. Vecina
masnih kiselina javlja se samo u tragovima, a samo 15 masnih kiselina zastupljeno je u udjelu
veéem od 1 %. (Tratnik i Bozani¢, 2012). Mast se u mlijeku nalazi u obliku masnih globula
promjera < 3 pum, koje su ucestalije u kozjem nego u kravljem mlijeku (65:43 %), te nemaju
sposobnost izdvajanja na povrsinu pa ne dolazi do agregacije. Manje masne globule osiguravaju
bolju dispergiranost, bolju homogenost masti u mlijeku. (Antunac i Samarzija, 2000).
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Razlika je u mlijecnoj masti kozjega 1 kravljeg mlijeka u zasi¢enosti 1 duzini lanaca masnih

kiselina, §to ima veliku nutritivnu i zdravstvenu vaznost (tablica 4) (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Tablica 4. Postotni udjeli (%) glavnih masnih kiselina u uzorcima (n=39) kozjeg mlijeka
(Tratnik i Bozani¢, 2012)

Masne kiseline Kozje mlijeko Kravlje mlijeko

minimum - maksimum prosjek

C4:0 Maslacna 1,49 — 4,23 2,99 33
C6:0 kapronska 4,28 — 8,82 6,25 1,6
C8:0 kaprilna 1,70 -4,12 2,52 376 1,3 184
C10:0 kaprinska 8,59 - 12,64 10,41 3,0
C12:0 laurinska 3,80-7,32 5,64 3,1
C14:0 miristinska 10,70 — 15,26 12,81 9,5
C16:0 palmitinska 27,35 — 40,66 34,80 28,8
C18:0 stearinska 4,73 -9,93 6,84 14,6
C18:1 oleinska 10,34 - 17,08 13,26 29,8
C18:2 linolna 2,54 -4281 3,60 2,5
C18:3 linolenska 0,20-1,72 0,88 -

Laktoza ili mlijecni Secer je znaCajan izvor energije, disaharid koji se sastoji od glukoze 1
galaktoze te koji pospjesuje djelovanje probavnog sustava i povecava sposobnost organizma za
vezanje fosfora i kalcija. Slatkoca joj iznosi 1/5 slatkoce saharoze (komercijalnog Secera) i daje
blago slatkast okus mlijeku (Bozani¢ i sur., 2018).

U mlijeku laktoza se pojavljuje uglavnom kao mjesavina dvaju osnovnih oblika, strukturno
izomernih. To su a-oblik i f-oblik koji se razlikuju po polozaju H i OH skupine na prvom C
atomu glukozidnog dijela laktoze (slika 1). Kobilje mlijeko (oko 6 %) i maj¢ino mlijeko (6-8
%) sadrze veci udio laktoze od kravljeg, bivoljeg i kozjeg mlijeka (4,5-4,8 %) (Tratnik i
Bozani¢, 2012).

Tijekom laktacije, sadrzaj laktoze ima suprotan trend od sadrzaja masti i proteina (Antunac
1 Samarzija, 2000). Na kraju laktacije ili u mlijeku bolesne Zivotinje smanjuje se koli¢ina

laktoze pa tako mastiticno mlijeko moZe sadrZavati oko 2 % laktoze (Tratnik 1 Bozani¢, 2012).



Fermentacijom dio laktoze (23-30 %) uglavnom prelazi u mlije¢nu kiselinu (75-95 %).

Proizvodnja svih fermentiranih mlije¢nih proizvoda zasniva se na fermentaciji laktoze (Bozani¢

i sur., 2018).

CH,0OH CH,0OH
HO (0] O H —O_OH
OH O K OH ‘*)
OH H
OH OH OH
a-oblik B-oblik

Slika 1. Struktura a-oblika i B-oblika laktoze (Tratnik i Bozani¢, 2012)

Laktoza ima vise bitnih uloga u prehrani. Ona potice peristaltiku crijeva i olakSava probavu
masti i proteina te ostalih hranjivih tvari. Osim toga ima preventivnu ulogu za nastanak
osteoporoze jer potpomaze apsorpciji kalcija i fosfora u organizmu i osigurava optimalnu razinu
magnezija. Osobe koje pate od laktoza netolerancije (nedostatak p-galaktozidaze) CeSce
obolijevaju od osteoporoze $to je jedan od dokaza da laktoza potpomaze apsorpciju kalcija u
organizmu (Tratnik i Bozani¢, 2012).

U mlijeku je identificirano oko 40 razli¢itih mineralnih tvari, a prema njihovom udjelu
ubrajaju se u makroelemente i mikroelemente.

Mikroelemenata je u mlijeku broj¢ano vise (20-25) nego makroelemenata, ali je vecina
nadenih (Zn, Br, Ru, Se, Al, Fe, Cu, F, Sr i dr.) prisutna samo u tragovima ili pak samo
kvalitativno dokazana (Ba, Ti i drugi) (Tratnik i Bozani¢, 2012). Od svih najvise su istrazeni
Fe i Cu zbog njihove uloge u oksidaciji lipida. U velikoj mjeri se nalaze u kompleksu s
proteinima, a ima th neSto u ovojnici masne kuglice mlijeka te u sastavu nekih enzima kao u
ksantin-oksidazi i katalazi (Bozani¢ i sur., 2002).

Makroelementi u mlijeku nalaze se uglavnom u obliku topljivih i netopljivih anorganskih i
organskih soli. Manji dio mineralnih tvari nalazi se u sastavu proteina (osobito u kazeinu) i u
adsorpcijskom sloju membrane masne globule te u enzimima i vitaminima mlijeka. NajviSe je
mineralnih tvari u obliku topljivih disociranih ili nedisociranih anorganskih i organskih soli kao
Sto su kloridi, fosfati i citrati i to K, Ca, Na i Mg). Dio mineralnih tvari nalazi se u ioniziranom
obliku (K*, Na*, CI', Ca?*, Mg?*) (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Kozje mlijeko sadrzi vecu koli¢inu mineralnih tvari od kravljeg mlijeka, osobito kalija 1

klorida, pa je zbog toga njegov okus blago slan (tablica 5). Krajem laktacije mlijeko sadrzi vise



mineralnih tvari pa je ta slanost izrazenija (BoZanic i sur., 2018). Kozje mlijeko je izvrstan izvor
biorazgradivog kalcija, fosfora i magnezija jer sadrzi veée koli¢ine tih tvari u topljivom obliku

u odnosu na kravlje (Bozanic i sur., 2002).

Tablica 5. Udjeli mineralnih tvari (mg L) u kozjem i kravljem mlijeku (Bozani¢ i sur., 2002).

Mineralna tvar Kozje mlijeko Kravlje mlijeko
Kalcij (Ca) 1304 1200
Fosfor (P) 1080 950
Magnezij (Mg) 136 130
Natrij (Na) 488 500
Kalij (K) 1996 1500
Kloridi (CI) 1566 1000
Zeljezo (Fe) 0,5 0,5
Cink (Zn) 2,9 3,5
Bakar (Cu) 0,23 0,20

Mlijeko sadrzi gotovo sve poznate vitamine (tablica 6). Pomanjkanje vitamina u ljudskom
organizmu izaziva velike poremecaje te razne bolesti. Ba§ zato se ne moze zamisliti pravilna
prehrana (osobito djece i bolesnika) bez mlijeka i mlije¢nih proizvoda. Vitamini se dijele na
vitamine topljive u masti (A, D, E, K) i vitamine topljive u vodi (B1, Bz, B3, Bs, Bg, Bs, By, B12
1 C). Mlijjeko razli¢itog podrijetla sadrzi razli¢ite koli¢ine vitamina iako to ovisi i o brojnim
drugim ¢imbenicima (BoZani¢ i sur., 2002).

Kozje mlijeko sadrzi vise vitamina A (retinola) od kravljeg mlijeka. Kako je ve¢ navedeno,
u njemu je sav karoten konvertiran u vitamin A, §to je razlog njegove karakteristicne vrlo bijele
boje (BoZani¢ i sur., 2018).

Vitamin D (kalciferol) se u mlijeku moze naci u Cetiri oblika, naj¢esc¢e u D2 (ergokalciferol)
i D3 (kolekalciferol) obliku, a rjede u D4 i Ds obliku. Vitamin D je poznat po svom esencijalnom
djelovanju na probavnu apsorpciju i iskoristavanje Ca i P u kostima (Bozani¢ i sur., 2002).

Vitamin E (tokoferol) je poznat po ulozi prirodnog antioksidansa, te je uvrSten u agense
protiv starenja (Bozani¢ i sur., 2002).

Vitamin Bz (tiamin) u mlijeku se nalazi slobodan ili vezan za fosfornu kiselinu. Specifi¢no
je potreban u zavrSnom dijelu metabolizma ugljikohidrata i nekih aminokiselina. Boja sirutke

ima Zuto-zelenu boju koja potjee od vitamina B> (riboflavin). Osjetljiv je na svjetlost pa se
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preporuca mlijeko drzati u neprozirnoj ambalazi. Manjak ovog vitamina dovodi do poremecaja
probave.

PP (eng. Pelagra preventive factor) vitamin, antipelagri¢ni vitamin ili nikotinska
kiselina, ali poznat i kao vitamin Bs (niacin) sastavni je dio koenzima vaznih u brojnim
biokemijskim reakcijama organizma. Kozje mlijeko je tri puta bogatije vitaminom B3z od
kravljeg. Vitamin B5 (pantotenska kiselina) je sastavni dio koenzima A vaznog za metabolizam
ugljikohidrata, masnih kiselina i dusi¢nih spojeva (Bozani¢ i sur., 2018).

Vitamin Bs (piridoksin) ima vaznu ulogu u metabolizmu Secera, lipida te u sintezi B3
vitamina. U mlijeku je ve¢i dio slobodan, a manji vezan na proteine.

Vitamin Bs (biotin) sudjeluje u sintezi masnih kiselina. Vazan je u prehrani ¢ovjeka, a
moze ga sintetizirati crijevna mikroflora. U mlijeku se nalazi u slobodnom stanju.

Vitamin Bo (folna kiselina) faktor je rasta raznih mikroorganizama i zivotinja. Sudjeluje u
sintezi nukleotida i u brojnim biokemijskim reakcijama. U kozjem mlijeku ga ima oko 5 puta
manje nego u kravljem i humanom.

Vitamin Bi2 (kobalamin) vrlo je kompleksne strukture i jedini koji sadrzi kobalt. Sudjeluje
u radu ziv€anog sistema i ko$tanoj mozdini. Prili¢no je termostabilan, ali degradira pri
temperaturama visim od 100 °C. Vitamini B kompleksa stabilni su i ne unistavaju se termi¢kom
obradom (BoZani¢ i sur., 2018).

Aktivni oblici vitamina C su L-askorbinska kiselina i dihidro L-askorbinska kiselina.
Neophodan je za mnoge oksidacijske reakcije u tijelu. Vitamin C je vaZan u stvaranju
hidroksiprolina, sastojka kolagena. On odrzava normalno stanje medustani¢nih tvari u cijelom
tijelu. Termolabilan je, a razgraduje se izlaganjem svjetlosti i zraku (dodiru s kisikom) (Bozani¢

i sur., 2002).

Tablica 6. Vitaminski sastav kozjeg i kravljeg mlijeka (na 100 g) (Bozani¢ i sur., 2018)

Kozje mlijeko Kravlje mlijeko
Vitamini topljivi u mastima
Retinol (A) (mg) 0,040 0,035
Karoten (mg) 0 0,021
Kalciferol (D) (ng) 0,06 0,08
Tokoferol (E) (mg) 0,04 0,11
Vitamini topljivi u vodi
Tiamin (B1) (mg) 0,05 0,04

11



Riboflavin (B2 ) (mg) 0,14 0,17

Niacin (Bs) (mg) 0,27 0,09
Pantotenska kiselina (Bs) (mg) 0,31 0,34
Piridoksin (Bs) (mg) 0,05 0,04
Biotin (Bs ) (ng) 2,0 2,0
Folna kiselina (Bg) (ng) 1,0 53
Kobalamin (B12) (ng) 0,06 0,35
Askorbinska kiselina (C ) (mg) 1,3 1,0

2.1.2. Zdravstvena vrijednost

Prehrambena, bioloska i terapeutska vrijednost kozjeg mlijeka kao namirnice izuzetno je
znacajna s obzirom na sastav, mogucnost resorpcije i iskoristenja u ljudskom organizmu. Bolja
probavljivost, visi puferski kapacitet i terapeutske vrijednosti, samo su neke karakteristike
prema kojima se kozje mlijeko znacajno razlikuje od ostalih vrsta mlijeka (Antunac i sur.,
2000). Energetska vrijednost, sadrzaj esencijalnih masnih i aminokiselina, koli¢ina vitamina i
mineralnih tvari, probavljivost i apsorpcija pojedinih sastojaka odreduju hranidbenu vrijednost
kozjeg mlijeka. Energetska vrijednost kozjeg mlijeka je oko 69 kcal/100 g ili 288 kJ/100 g Sto
je priblizno jednako energetskoj vrijednosti kravljeg mlijeka (Antunac i sur., 2000).

Mlije¢na mast kao najvazniji sastojak kozjeg mlijeka, sadrzi mnogo masnih kiselina kratkog
1 srednje dugog lanca, koje imaju veliki znacaj u prevenciji 1 lijeCenju mnogih poremecaja i
bolesti ljudi. Mast kozjeg mlijeka probavljivija je od masti kravljeg mlijeka, jer su masne
globule manje i ima ih vise (tablica 7) pa je ukupna masna povrsina veca te ih lipaze u crijevima
lak$e razgraduju. Promjer pojedinih globula masti u kozjem mlijeku je od 0,73 do 8,58 um, dok
je promjer masnih globula u kravljem mlijeku veéi i iznosi od 0,92 do 15,75 um. Sto su masne
globule manje 1 ima ih viSe, one imaju vecu specifi¢nu povrsinu koja u kozjem mlijeku iznosi
21,778 cm? mL%, a u kravljem mlijeku 17,117 cm? mL (Bozanié i sur., 2018).

Udio od 90 % ukupnih Cestica u kozjem mlijeku ima promjer manji od 5,21 um, a u kravljem
mlijeku taj iznos je manji od 6,42 um. Takve manje globule masti bolje su rasprSene u mlijeku
pa osiguravaju puno bolju homogenost kozjeg mlijeka u odnosu na kravlje. Prirodna
homogenizacija kozjeg mlijeka Sto se tiCe probave, povoljnija je u odnosu na mehanicku

homogenizaciju kravljeg mlijeka (Bozanic i sur., 2002).
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Tablica 7. Parametri veli¢ine i broja masnih globula u mlije¢noj masti kozjega i kravljega

mlijeka (Bozani¢ i sur., 2018)

Parametar Kozje mlijeko Kravlje mlijeko
Odredena kolic¢ina masti (%) 2,90 3,40
Broj globula mL* mlijeka 1,9x10° 1,5x10°
Prosjecni promjer (um) 3,10 3,60

Zbog povecane relativne povrSine masnih globula probavljivost traje vremenski krace za 20
%. Boljoj probavljivost mlijecne masti kozjeg mlijeka pridonosi i udio od 35 % masnih kiselina
kratkog i srednje dugog lanca (Ce-C14) koje lipaza brze hidrolizira i koje se jednostavnijim
mehanizmom apsorbiraju u odnosu na dugolancane masne kiseline (Antunac i sur., 2000).
Masne kiseline srednje dugog lanca (Ce—C1o) koriste se u tretmanu sindroma malapsorpcije,
intestinalnih poremecaja, koronarnih bolesti, prehrane prerano rodene dojencadi, cisti¢nih
fibroza i1 zu¢nih kamenaca zbog jedinstvene sposobnosti davanja energije, dok u isto vrijeme
snizuju zalihe kolesterola (Kalyankar i sur., 2016).

Kozje mlijeko ima i brojna terapijska svojstva znacajna za ljudsko zdravlje. Visoki udio
proteina, neproteinskog dusika i fosfata daje kozjem mlijeku veéi puferski kapacitet (Park,
1994), zbog cega je idealno u lijecenju Cira na zelucu (Haenlein, 2004). Puferski kapacitet
pokazuje koliko je potrebno dodati jake kiseline ili luzine u 1 dm?® da se pH-vrijednost promijeni
za jednu jednicu. Visi puferski kapacitet balansira promjenu pH-vrijednosti u organizmu
tijekom probave hrane i tako odrzava optimalnu pH-vrijednost za aktivnost probavnih enzima
(Tratnik 1 BoZani¢, 2012).

Najznacajnija terapijska uloga kozjeg mlijeka u odnosu na kravlje je upravo njegova
hipoalergenost. Izmedu 40 i 100 % pacijenata alergi¢nih na proteine kravljeg mlijeka dobro
podnose kozje mlijeko (Park, 1994). Razlog hipoalergenosti kozjeg mlijeka u odnosu na kravlje
je razlika u njihovoj strukturi proteina. Djeca alergi¢na na as1-kazein u kravljem mlijeku dobro
podnose kozje mlijeko zbog niskog sadrzaja ili ¢ak potpunog izostanka asi- kazeina u njemu.
Jednako tako i pacijenti koji su bili osjetljivi na a-laktalbumin i -laktoglobulin kravljeg mlijeka
uspjesno su izlijeCeni nakon zamjene kravljeg s kozjim mlijekom (Antunac i sur., 2000). U
prehrani djece jednako tako dobrim se pokazalo evaporirano kozje i kozje mlijeko u prahu.
Toplinskom obradom kozjeg mlijeka smanjuju se alergeni u mlijeku, a istovremeno se mijenja

I struktura proteina (Antunac i sur., 2000).
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2.2. BILINI EKSTRAKTI

Biljni ekstrakti se mogu definirati kao spoj i/ili smjesa spojeva dobiveni razli¢itim
postupcima ekstrakcije iz svjezih ili osusenih biljaka ili dijelova biljaka kao $to su list, cvijet,
sjemenke, korijen ili kora. Aktivni sastojci dobiveni su zajedno sa ostalim materijalom
prisutnim u biljnoj masi (Vinatoru, 2001). Takvi proizvodi dobiveni iz biljaka su relativno
slozene smjese metabolita, u polukrutom ili praSkastom stanju (nakon uklanjanja otapala)
namijenjeni samo za oralnu ili vanjsku upotrebu.

Biljni ekstrakti se dovode u kontakt sa otapalom za ekstrakciju u odgovaraju¢em uredaju
(ekstraktoru). U sljedecoj fazi procesa nastaje meduproizvod (,,miscella®, ,eluat) koji se
odvaja od ostatka smjese. Ako se u procesu ekstrakcije koriste tekuca otapala (etanol ili smjesa
etanola i vode, masna ulja i sl.) nakon filtracije se dobiva tekuéi ekstrakt. Kao rezultat procesa
ekstrakcije moze se dobiti i suhi ekstrakt, ako se od faze ,,miscelle nastavi proces uparivanja
u vakuum uparivacu. U ovoj fazi nastaje gusti ekstrakt od koga se daljnjim procesom susenja

na odgovarajuéi nacin dobiva suhi ekstrakt (Savi¢, 2014).

2.2.1. Podjela biljnih ekstrakata
Biljne ekstrakte mozemo podijeliti prema konzistenciji i postupku ekstrakcije.
Ovisno o konzistenciji, ekstrakti se mogu klasificirati kao:

1. teku¢i ekstrakti

2. polukruti ekstrakti

3. suhi ekstrakti

Tekuéi ekstrakti (extracta fluida) su preparati tekuce konzistencije kod kojih jedan dio
mase ekstrakta odgovara jednom dijelu mase suhe biljne tvari upotrjebljene za ekstrakciju.
Tinkture (tincturae) su tekuci preparati koji se dobivaju ekstrakcijom osuSenih biljnih droga i
pripremaju se postupkom maceracije ili perkolacije (Savi¢, 2014).

Polukruti ekstrakti (extracta spissa) se inicijalno proizvode kao tekuci ekstrakti, ali se
koncentriranje provodi tako dugo dok se ne postigne sadrzaj vlage 30 % ili manje. Ovakav
ekstrakt ima teksturu guste paste ili viskoznog sirupa i obi¢no je tamnosmede boje (Ashurst,
2005).

Suhi ekstrakti (extracta sicca) su kruti preparati dobiveni uparavanjem otapala koje je
koristeno za njihovo dobivanje (Savi¢, 2014).

Prema postupku ekstrakcije ekstrakte dijelimo na vodene macerate, tinkture, infuzije,

dekokte, perkolate i glicerinske ekstrakte.
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Vodeni macerati pripremaju se od biljaka koje sadrze aktivne tvari osjetljive na toplinu, te
se ekstrahiraju u mlakoj vodi. To su najcesc¢e ljekovite biljke sa sluzima, odnosno biljke poput
korijena bijelog sljeza (Althaea officinalis), sjemenki piskavice (Trigonella foenum — graecum
L.), sjemenki lana (Linum usitatissimum) i psiliuma (Plantago ovate). Idealni su za biljke sa
sluzima jer su same sluzi vrlo Ceste nestabilne na povisenoj temperaturi (Anonymous 1).

Tinkture su ekstrakti sobne temperature koji su proizvedeni s visokim postotkom alkohola
u ekstrakcijskoj tekucini, tipi¢no sa 60-70 % ili viSe. Posebno su pogodni za ekstrakciju biljaka
koji sadrze smolaste i hlapljive sastojke, jer alkohol talozi nezeljene gumaste i proteinske tvari.
To omogucava filtriranje tinkture dajuéi bistre pripravke koji su dobro ocuvani od kvarenja.
(Ashurst, 2005).

Infuzije su op¢i naziv za ekstrakte koji nastaju prelaskom biljnih sirovina u tekucinu.
Najcesce se dobivaju od biljnih dijelova kao Sto je list, cvijet ili cijeli nadzemni dio zeljaste
biljke (Dragovi¢-Uzelac, 2016).

Dekokti su ekstrakti koji se dobivaju kuhanjem biljaka u kljucaloj vodi tj. postupkom
dekokcije.

Perkolati su tekuc¢i ekstrakti biljaka gdje se biljka tretira s otapalima niskog vrelista poput
etanola pri poviSenoj temperaturi kako bi se povecala ekstrakcija slabo topivih spojeva. To je
pogodan nacin ekstrakcije za tvrde biljne dijelove.

Glicerinski ekstrakti su ekstrakti koji se dobivaju tako da se cijela biljka, svjeza ili suha,
macerira u razrijedenom glicerolu. Tako se sauvaju vece koli¢ine ljekovitih tvari u biljci.

Biljke se takoder mogu usitniti i cijele ¢uvati u otopini glicerola (Dragovi¢-Uzelac, 2016).

2.2.2. Metode ekstrakcije ljekovitog bilja

Pocetna faza kod proizvodnje biljnih ekstrakata iz ljekovitog bilja je priprema uzorka za
ekstrakciju kako bi se saCuvale bioaktivne komponente vazne za ekstrakciju. Za ocuvanje
fitokemikalija u zavrSnim ekstraktima bitno utjeCu mljevenje 1 suSenje. U proucavanju
ljekovitog bilja koriste se svjeZi i suSeni uzorci. U vecini slucajeva prilikom ekstrakcije preferira
se osuseni uzorak (Azwanida, 2015). Vongsak i sur. (2013) usporedili su svjeze i suSene listove
moringe u sadrzaju ukupnih fenola i flavonoida te se pokazalo da nisu primijec¢ene nikakve
znacajne promjene ukupnih fenola, ali je u suSenom uzorku bio prisutan ve¢i udio flavonoida
(Vongsak i sur., 2013).

Vazni parametri ekstrakcije koji utjecu na kvalitetu dobivenog ekstrakta su temperatura i

vrijeme ekstrakcije, veli¢ina Cestica sirovog materijala te koli¢ina koriStenog otapala.
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Temperatura utjeCe na topljivost 1 difuziju otapala te takoder na viskoznost i povrSinsku
napetost teku¢ina. Vrijeme ekstrakcije je parametar koji je izravno povezan s temperaturom.
Duze vrijeme povecava iskoriStenje ekstrakcije, ali produzeno izlaganje bioaktivnih spojeva
krutog materijala visokoj temperaturi moze dovesti do njihove degradacije (Palma i sur., 2013).
Ekstrakcija iz krutog materijala se naj¢eS¢e moze ubrzati povecanjem dodirne povrSine
materijala i otapala te smanjenjem radijalne udaljenosti izmedu Cestica materijala (mijeSanjem
I mljevenjem). Usitnjavanjem biljnog materijala prije ekstrakcije se povec¢ava dodirna povrsina,
a samim time i u¢inkovitost ekstrakcije (Schilcher i sur, 2005).

Ekstrakcija organskim otapalima

Maceracija, infuzija, dekokcija i perkolacija

Maceracija je postupak namakanja biljnog materijala (usitnjenog ili samljevenog) u
zatvorenoj posudi s otapalom, pri sobnoj temperaturi, u trajanju od minimalno 3 dana uz
povremeno mijeSanje. Nakon izvrSene ekstrakcije, smjesa ide na preSanje ili filtraciju kako bi
se odvojio ekstrakt od netopivog biljnog materijala (tropa). U uobi¢ajenim metodama toplina
se prenosi konvekcijom i kondukcijom, a otapalo se odabire na osnovi spoja koji se zeli
ekstrahirati (Dekebo, 2019). Maceracija je najlakSa i najjednostavnija tehnika ekstrakcije.
Nedostatak metode je u dugom vremenu trajanja procesa i nastanku velike koli¢ine organskog
otpada kojeg je potrebno adekvatno zbrinuti.

Uobicajeni naziv infuzija u hrvatskom jeziku je ¢aj. Aktivne tvari biljaka se ekstrahiraju
vru¢om vodom kojom se osusena bilja prelije. Infuzije se rade tako da se voda zagrije do vrenja,
te se u nju stavi osusena 1/ili usitnjena biljka 1 ostavi stajati pokrivena izmedu 5 i 15 minuta.
Talog se zatim odvoji od tekucine (Dragovi¢-Uzelac, 2016).

Dekokcija je postupak u kojem se sirovi biljni materijal kuha u odredenom volumenu vode
odredeno vrijeme, nakon ¢ega se hladi, cijedi i zatim filtrira. Ova procedura koristi se za
ekstrakciju materijala koji su topljivi u vodi i termostabilni. Prikladni su za tvrde biljne dijelove
kao $to su podanak, korijen i kora gdje je potrebno duze vrijeme da vruc¢a voda prodre u
unutrasnjost biljnih dijelova 1 ekstrahira aktivne tvari. PoCetni omjer biljnog materijala i vode
je tocno odreden i iznosi 1:4 ili 1:16, nakon ¢ega se volumen kuhanjem smanjuje na % pocetnog
volumena tijekom ekstrakcije. Nakon toga se koncentrirani ekstrakt filtrira i koristi kao takav
ili ide na daljnju preradu (Handa i sur., 2008). Infuzije i dekokti ekstrahiraju polarnije tvari iz
biljke.

Perkolacija je postupak ekstrakcije otapala koji se koristi kao alternativa infuzijskom

postupku. Ova metoda Cesto se koristi prilikom ekstrakcije aktivnih sastojaka u pripremi
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tinktura i tekuc¢ih ekstrakata u uredaju koji se naziva perkolator (Handa i sur., 2008). Kod ove
metode biljka se stavi iznad posude s otapalom, a iznad biljnog materijala postavi se hladilo.
Otapalo se tada grije na temperaturu vrenja otapala, pa otapalo isparava, hladi se u hladilu i
kapa po biljnom materijalu vrsec¢i na taj nacin ekstrakciju (Dragovi¢-Uzelac, 2016). Zatim se
moze ponovno preraditi, kako bi se postigli veci prinosi i brze stope ekstrakcije od klasicnog
postupka namakanja. Perkolacija uklju¢uje mehanicke procese osmoze i difuzije u stanici i
izvan nje (Ashurst, 2005). Razlikujemo klasi¢nu perkolaciju kod koje se ekstrakcija provodi pri
sobnoj temperaturi uz jednakomjerno protjecanje otapala kroz stupac biljnog materijala u
perkolatoru i reperkolaciju gdje se ekstrakcija vrsi pri sobnoj temperaturi uz jednakomjerno
protjecanje otapala kroz stupac biljnog materijala kroz vise perkolatora spojenih serijski
(Dragovi¢-Uzelac, 2016).

Kontinuirana vruca ekstrakcija (ekstrakcija po Soxhlet-u)

Aparatura po Soxhletu (slika 2) sastoji se od tikvice s otapalom za ekstrakciju, posude za
ekstrakciju i hladila. Nacelo je rada ovog uredaja u tome da se pare otapala koje se zagrijava u
tikvici, nakon prolaza kroz cijev, kondenziraju u hladilu, te jos topli kondenzat natapa materijal
koji se ekstrahira u ekstraktoru. Otapalo puni prostor ekstraktora i cjev¢icu do najvise tocke 1
tada se prema zakonu spojenih posuda prelije u tikvicu. Postupak se ponavlja do bezbojnog
ekstrakta (Rapi¢, 2008).

Prednost ove metode u usporedbi s ranije opisanim metodama je ta Sto se velike koli€ine
uzorka mogu ekstrahirati s mnogo manjom koli¢inom otapala. To utje¢e na uStedu vremena,
energije i financija. U malim razmjerima koristi se samo kao serijski postupak, ali postaje

.....

(Handa i sur., 2008).
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Slika 2. Aparatura po Soxhlet-u (Anonymous 2)

Ultrazvuéna ekstrakcija

Postupak ukljucuje upotrebu ultrazvuka s frekvencijama u rasponu od 20 kHz do 2000 kHz.
Mehanicki uc¢inak akusti¢ne kavitacije ultrazvuka povec¢ava dodirnu povrSinu izmedu uzorka 1
otapala te permeabilnost stani¢nih stijenki (Dhanani i sur., 2013). Mehanicki ucinak ultrazvuka,
tj. djelovanje kavitacija na stani¢nu stijenku biljke, dovodi do oSteCenja stijenke, ¢ime se
poboljsava prijenos mase i olakSava pristup otapala stani¢nom sadrzaju rezultiraju¢i veéim
prinosima ekstrakcije (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010).

Jedan nedostatak postupka je povremeni, ali poznati Stetni u¢inak energije ultrazvuka (vise
od 20 kHz) na aktivne sastojke ljekovitih biljaka stvaranjem slobodnih radikala i1 posljedi¢no
nastanak nepoZzeljnih promjena u molekulama uzorka (Handa i sur., 2008).

Postoje u¢inkovitiji sustavi za ekstrakciju, poput ultrazvuénog sustava sa sondom (slika 3), gdje
joj neposredni kontakt s uzorkom omogucava razvoj snage do 100 puta vise nego Sto je

predvideno u ultrazvuc¢noj kupki (Medina-Torres i sur., 2017).
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Slika 3. Ultrazvuéni sustav i njegovi dijelovi (Medina-Torres i sur., 2017)

Ekstrakcija superkriti¢énim fluidom

Ekstrakcija superkritiénim fluidom (SFE) alternativna je metoda pripreme uzoraka s opéim
ciljevima smanjene uporabe organskih otapala i poveéanog protoka uzorka. Cimbenici koje
treba uzeti u obzir ukljuc¢uju temperaturu, tlak, volumen uzorka, prikupljanje analita, dodavanje
otapala, kontrola protoka i tlaka (Handa i sur., 2008).

Superkriti¢ni fluid (SF) je supstanca koja ima svojstva plina i tekucéine u svojoj kriti¢noj
tocki (slika 4). Primjer superkriti¢nog fluida je CO2 Koji postaje superkriti¢an iznad temperature
od 31,1 °C i pri tlaku od 7380 kPa. Superkriti¢éni CO2 dobro otapa nepolarne sastojke, ima nisku
cijenu 1 nisku toksi¢nost zbog Cega je povecana njegova potraznja. Zbog njegove slabe
topljivosti polarnih sastojaka napravljene su modifikacije kao $to je dodatak male koli¢ine

etanola i metanola kako bi se ekstrahirali polarni sastojci (Patil i sur., 2013).

___._._._
- o -

P. —1 ¢vrsto ) .
. tekuce stanje
stanje

plinovito stanie

|
Te
Slika 4. Fazni dijagram (tlak — temperatura) za jednu supstancu (P¢ — kriti¢ni tlak, Tc —

kriti¢na temperatura) (Abbas i sur., 2008)
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Ekstrakcija mikrovalovima

Ekstrakcija mikrovalovima koristi energiju mikrovalova (0,3 do 300 GHz) kako bi olaksala
migraciju analita iz matriksa uzorka u otapalo (Trusheva i sur., 2007). Tijekom ekstrakcije
dolazi do interakcije mikrovalne radijacije sa dipolima polarnih materijala Sto dovodi do
zagrijavanja blizu povrSine materijala. Rotacija molekula inducirana mikrovalovima
onemogucava stvaranje vodikovih veza pri ¢emu dolazi do migracije iona i prodiranja otapala
u matriks uzorka (Kaufmann i Christen, 2002).
Vecinom se koristi otapalo koje absorbira mikrovalove. Mikrovalovi selektivno reagiraju sa
slobodnim molekulama vode $to dovodi do naglog zagrijavanja i povecanja temperature zbog
¢ega dolazi do pucanja stani¢ne stijenke i otpustanja eteri¢nih ulja u otapalo (Camel, 2001). U
usporedbi s maceracijom, metode ekstrakcije mikrovalovima i ultrazvuéna ekstrakcija dale su

veci prinos ekstrakcije, kraée vrijeme i manje radne snage (Trusheva i sur., 2007).

Uz navedene konvencionalne i napredne tehnike ekstrakcije, jos se koriste i druge napredne
tehnike poput ubrzane ekstrakcije otapalima pri povisenom tlaku (ASE, PLE), ekstrakcije
visokonaponskim praznjenjem (HVED) ili ekstrakcije potpomognute visokim hidrostatskim
tlakom (HHPE).

2.2.3. Dodatak i utjecaj biljnih ekstrakata u proizvode od kozjeg mlijeka

S obzirom da je kozje mlijeko sve popularnije i pozitivno djeluje na zdravlje, sve vise se
istrazuje dodatak biljnih ekstrakata koji svojim sastavom mogu dodatno obogatiti, ali i utjecati
na fizikalno-kemijska svojstva i prihvatljivost mlije¢nih proizvoda.

Jogurt je ve¢ dugo poznat kao proizvod s mnogim poZeljnim u¢incima na zdravlje. Izvrsna
senzorska svojstva i zdravstvene koristi jogurta mogu se pripisati djelovanju bakterija jogurta i
njihovih metabolita. Bakterije mlijecne kiseline (BMK), posebno laktobacili, streptokoki i
bifidobakterije vazni su mikroorganizmi povezani sa zdravstvenim stanjem ljudskog
gastrointestinalnog trakta koji opravdava nazivajuéi ih prijateljskim bakterijama (Bakr i Salihin,
2013).

Medutim, kapronska, kaprilna i kaprinska kiselina koje su prisutne u ovom mlijeku i
mlije¢nim proizvodima kozjem mlijeku daju karakteristi¢an neugodan okus, S$to ograni¢ava
prihvacanje od strane potroSaca i razvoj kozjih mlije¢nih proizvoda (Feng i1 sur., 2018).
Posljednjih godina trziSte funkcionalne hrane raste sa sve vefim interesom potrosaca za

usvajanjem zdrave prehrane i potragom za raznolikim prehrambenim proizvodima.
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Prehrambena industrija zainteresirana je za istrazivanje novih prehrambenih proizvoda s
dobrim prihva¢anjem, poboljSanim prehrambenim vrijednostima i zdravstvenim pogodnostima.
Jogurt se smatra sigurnim i hranjivim mlije¢nim proizvodom, te se njegova konzumacija stalno
povecava (Aryana i Olson, 2017). U jogurt od kozjeg mlijeka, dodavanje okusa i aroma pomoc¢u
voca 1/ili njegovih derivata moze povecati njegovu hranjivu vrijednost i maskirati njegov kozji
okus u razvoju novih proizvoda od kozjeg mlijeka (Feng i sur., 2018).

Ekstrakt komine grozda moze biti jedan od alternativnih sastojaka za uporabu u valorizaciji
probiotickih mlije¢nih proizvoda, poput fermentiranog kozjeg mlijeka, poboljSanjem njihovih
svojstava za promicanje zdravlja. Kako isticu Sun-Waterhouse i sur. (2017), dodavanje
polifenola u fermentirane mlije¢ne proizvode dovodi do poveéanja dnevnog unosa ovih
bioaktivnih spojeva. Prema Dos Santos i sur. (2017) primjena ekstrakta komine grozda povecala
je ukupni fenolni udio fermentiranog kozjeg mlijeka preradenog sa sokom od grozda i
probiotickim kulturama (Dos Santos i sur., 2017). Probioticke kulture su dio mikrobne
populacije probavnog sustava ljudi i Zivotinja te sudjeluju u njihovom metabolizmu. One mogu
rasti u mlijeku i proizvoditi kiselinu, ali je potrebna dulja adaptacija pojedinih sojeva u mlijeku
pa i dodatak promotora rasta (Tratnik i Bozani¢, 2012). Unato¢ dokazima o zastitnom ucinku
ckstrakta komine grozda na odrzivost L. acidophilus, ustanovilo se da je L. rhamnosus
najpovoljniji za proizvodnju fermentiranog mlijeka sa sokom i kominom od grozda (Dos Santos
i sur., 2017).

Osim ekstrakta komine grozda antioksidacijsku aktivnost pokazuju korijen dumbira i cikle.
Dodatak odredene koncentracije ekstrakta dumbira (Zingiber officinale) i cikle (Beta vulgaris
L.) u kravlji, kozji i bivolji jogurt istrazivali su Srivastava i sur. (2015), a najvisu
antioksidacijsku vrijednost imali su jogurti od kozjeg mlijeka s dodatkom 2 % ekstrakta
dumbira i 2 % ekstrakta cikle nakon Cega slijede jogurti od kravljeg te od bivoljeg mlijeka.
Minimalna antioksidacijska aktivnost odredena je u jogurtima s dodatkom ekstrakta dumbira i
cikle u koncentracijama od 0,05 % i 1 %. Izmedu ekstrakta dumbira i cikle viSu antioksidacijsku
aktivnost je pokazao ekstrakt dumbira (Srivastava i sur., 2015).

Kako bi se smanjila pojava sinereze u jogurtu te poboljsala konzistencija, prehrambena
industrija koristi razne aditive prilikom proizvodnje. Ekstrakt soje topljiv u vodi jedan je od
stabilizatora koji imaju vaznu ulogu u pripremi prehrambenih proizvoda jer poboljSavaju
nutritivnu vrijednost proizvoda i utjecu na stvaranje strukture gela (Silva, 2015). Viskoznost
proizvoda, jedno od reoloskih svojstava, znacajno utjeCe na prihvacanje proizvoda od strane

kupaca te je vazan faktor koji treba kontrolirati tijekom prerade jogurta. S povecanjem suhe
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tvari dolazi do smanjenja sinereze pa se zbog toga ckstrakt soje moze uspje$no koristiti u
proizvodnji jogurta jer stabilizira odvajanje sirutke. Jogurt od kozjeg mlijeka s dodatkom
ekstrakta soje pokazao je bolju viskoznost i kapacitet zadrzavanja vode te smanjio sinerezu u
jogurtu (Silva i sur., 2012).

Viskoznost moze povecati i visok udio vlakana (uglavnom topljivih vlakana), znatna
koli¢ina Skroba i polisaharida pektina kao $to ima kupuasu (Theobroma grandiflorum), tropsko
voce porijeklom iz brazilske Amazonije. Kupuasu je voce koje ima karakteristi¢nu aromu, okus
i teksturu, njegova vlaknasta pulpa moze pruziti drugaéiju konzistenciju od ostalih voénih pulpa
(Costa i sur., 2015). Dodatkom ekstrakata raznog voca i povrca, poboljsalo je razlicita svojstva
jogurta od kozjeg mlijeka i njihovu prihvacenost od strane kupaca zbog boljih senzorskih

svojstava i gubitka jakog ,,kozjeg okusa“ kojeg jogurt ima bez dodatka ekstrakta.

2.3. MORINGA OLEIFERA

Moringa oleifera Lam. (slika 5), porijeklom iz Indije, raste u tropskim i suptropskim

regijama svijeta. Obi¢no je poznato kao "stablo bubnjeva" ili "stablo hrena". Moringa moze
podnijeti 1 jaku suSu i blage uvjete mraza, pa je stoga i kultivirana Sirom svijeta. Svaki je dio
stabla pogodan za prehrambene ili komercijalne svrhe zbog dobre hranjive vrijednosti. Listovi
su bogati mineralnim tvarima, vitaminima i drugim bitnim fitokemikalijama. Koriste kod
pothranjenosti, posebno medu dojencadi i dojiljama, jer oni sadrZe vise kalcija nego mlijeko,
vise zeljeza od Spinata, viSe vitamina C od narance i viSe kalija nego banana. Osim toga,
moringa posjeduje antioksidacijsko, antikancerogenio protuupalno, antidijabeticko te

antimikrobno svojstvo (Gopalakrishnan i sur., 2016).
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Slika 5. Potpuno zrelo drvo Moringa oleifera (Parrotta, 2014)

Moringa oleifera je najcesce kultivirana vrsta drveca u obitelji Moringaceae. Taksonomski,
M. oleifera je dodijeljena porodici Moringaceae iz roda Moringa. Procjenjuje se da rod
Moringa obuhvaca 13 vrsta od kojih je 11 podrijetlom iz Afrike (M. drouhardii, M. stenopetala,
M. hildebrandtii, M. ovalifolia, M peregrine, M. rivae, M. ruspoliana, M. arborea, M. borziana,
M. pygmaea i M. longituba) i Arabije i 2 iz Indije (M. concanensis i M. oleifera) (Tablica 8)

(Falowo i sur., 2018).

Tablica 8. Taksonomija Moringa oleifera Lam.

Taksonomija Moringa oleifera Lam.

Carstvo Plantae
Koljeno Tracheophyta
Razred Magnoliopsida
Red Brassicales
Porodica Moringaceae
Rod Moringa
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Vrsta M. oleifera M. ovalifolia
M. concanensis M. peregrine
M. arborea M. rivae
M. borziana M. Ruspoliana
M. drouhardii M. pygmaea
M. hildebrandtii M. stenopetala
M. longituba

Procjenjuje se da zrela biljka raste u prosjec¢noj visini od 5 do maksimalno 10 m u povoljnim
uvjetima. List (slika 6 A) je zelenkaste boje i raste uglavnom na vrhovima grana. Cvijet (slika
6 B) ima zuckasto-bijele latice duzine od 1,0 do 1,5 cm, a Sirine 2,0 do 2,5 cm. Stabljika/kora
je bjelkastosiva i okruzena je debelim plutama. Sjemenke (slika 6 D) su okruglog ili trokutastog
oblika sa smeckastom polupropusnom ljuskom i nalaze se u dugackoj vitkoj mahuni (slika 6 C)

(Falowo i sur., 2018).

Slika 6. Dijelovi biljke Moringe oleifere - A (list), B (cvijet), C (mahune), D (sjemenke)
(Anonymous 3)
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Ova vrsta najbolje raste u prosjeCnom rasponu maksimalne temperature od 25 do 35 °C,
iako moze prezivjeti ljetnu temperaturu do 48 °C na ograni¢eno vrijeme i moze podnijeti mraz
zimi. U Indiji se ova vrsta uglavnom razmnozava reznicama (duzine 1-2 metra), tijekom ljetnih
mjeseci (lipanj — srpanj). U komercijalnom uzgoju obrezuje se do 3 m kako bi se olaksala berba
mahuna 1 liS¢a. Indija je najveci proizvoda¢ moringe s godisSnjom proizvodnjom od 1,1-1,3
milijuna tona plodova s povrsine 38 000 ha. Na sjevernom i isto¢nom dijelu zemlje lis¢e pada
u prosincu-sije¢nju, a novi listovi se pojavljuju u ozujku-svibnju, zajedno s cvjetovima, nakon
¢ega plodovi padaju od travnja do lipnja. Medutim, u juznim dijelovima drzave cvjetovi i
plodovi nastaju tijekom cijele godine, od srpnja do rujna i ozujka do travnja, koja su i dva

najveca razdoblja za zetvu (Pandey i sur., 2011).

2.3.1. Moringa oleifera kao izvor nutrijenata

Svaki dio biljke Moringa oleifera skladiste je vaznih hranjivih nutrijenata (tablica 9).
Listovi moringe bogati su mineralnim tvarima poput kalcija, kalija, cinka, magnezija, zeljeza i
bakra. U listovima su prisutni vitamini poput B-karotena, vitamina A, vitamina B skupine (folne
kiseline, piridoksina i nikotinske kiseline), vitamina C, D i E (tablica 10) (Gopalakrishnan i
sur., 2016). Osim vitamina i mineralnih tvari, listovi moringe bogati su karotenoidima,
polifenolima,  fenolnim  kiselinama, flavonoidima, alkaloidima, glukozinolatima,

izotiocijanatima, taninima i saponinima (Vergara-Jimenez i sur., 2017)

Tablica 9. Sastav nutrijenata listova, praha, sjemenke i mahune biljke Moringa oleifera na 100

g biljnog materijala (Gopalakrishnan i sur., 2016).

Nutrijenti / Svjezi Osuseni Prah Sjemenka Mahuna

mjerna listovi listovi

jedinica
Kalorije (kcal) 92 329 205 / 26
Proteini (g) 6,7 29,4 27,1 35.97+0.19 2,5
Masti () 1,7 52 2,3 38.67+0.03 0,1
Ugljikohidrati 12,5 41,2 38,2 8.67+0.12 3,7
(9)
Vlakna (g) 0,9 12,5 19,2 2.87+0.03 4,8
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Svjezi listovi Moringe oleifere dobar su izvor vitamina A. Vitamin A ima vaznu funkciju i
utjece pozitivno na ljudsko zdravlje. Vazan je za vid, reprodukciju, embrionalni rast i razvoj,
za imunoloski sustav i stani¢nu diferencijaciju. Listovi moringe su dobar izvor karotenoida
provitamina A. Listovi takoder sadrze 200 mg/100 g vitamina C, §to je visa koncentracija od
one koja se nalazi u naranci. Takoder Stite tijelo od razli€itih Stetnih uc¢inaka slobodnih radikala,
zagadivaca 1 toksina i djeluju kao antioksidansi. Svjezi listovi su i dobar izvor vitamina E,
koncentracije sli¢ne onima kao u orasastim plodovima (Vergara-Jimenez i sur., 2017). Vitamin
E pomaze zaustaviti lanCane reakcije peroksidacije lipida koje stvaraju slobodni radikali.

Metabolizira perokside prije nego $to izazovu oSteenje stani¢éne membrane (Ferreira i sur.,

2008).

Tablica 10. Sastav i koli¢ine vitamina u listovima, prahu, sjemenkama i mahunama moringe na

100 g biljnog materijala (Gopalakrishnan i sur., 2016).

Nutrijenti/  SvjeZi listovi Osuseni Prah Sjemenka Mahuna
mjerna listovi
jedinica
Vitamin B 0,06 2,02 2,64 0,05 0,05
(mg)
Vitamin B2 0,05 21,3 20,5 0,06 0,07
(mg)
Vitamin Bs 0,8 7,6 8,2 0,2 0,2
(mg)
Vitamin C 220 15,8 17,3 4.5+0.17 120
(mg)
Vitamin E 448 10,8 113 751.67+4.41 /
(mg)

Studija Rodriguez-Pérez i sur. (2015) je pokazala da listovi moringe mogu biti dobar izvor
bioaktivnih spojeva poput polifenolnih spojeva. Moringa se moze Koristiti kao dodatak prehrani
u zemljama gdje je autohtona vrsta, a nudi i nove moguénosti kompanijama za razvoj
prehrambenih, kozmetickih 1 farmaceutskih proizvoda (Rodriguez-Pérez i sur., 2015).

Flavonoidi, koji se sintetiziraju u biljci kao odgovor na mikrobne infekcije, imaju

benzopiranski prsten kao zajednicku strukturu. Pokazano je da unos flavonoida stiti od
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kroni¢nih bolesti povezanih s oksidativnim stresom, ukljucujuéi kardiovaskularne bolesti i rak
(Vergara-Jimenez i sur., 2017). Flavonoidi Stite stanice od oStecenja uzrokovanih X-zrakama,
blokiraju napredovanje stani¢nog ciklusa i sintezu prostaglandina, inhibiraju mutacije i
sprijecavaju kancerogenezu kod pokusnih zivotinja (Ferreira i sur., 2008).

Listovi moringe dobar su izvor flavonoida. Glavni flavonoidi koji se nalaze u 1lis¢u moringe
su miricetin, kvercetin i kempferol (slika 7). Kvercetin je jak antioksidans, s visestrukim

terapijskim svojstvima (Vergara-Jimenez i sur., 2017).

Slika 7. Struktura miricetina (A), kvercetina (B) i kemferola (C)

Prema Berkovich i sur. (2013) studija in vitro pokazala je da ekstrakt lis¢a Moringa oleifera
pokazuje snaznu antikancerogenu aktivnost za koju su zasluzni glukozinolati, izotiocijanati,
glikozidnih spojevi i glicerol-1-9-oktadekanoat (Berkovich i sur., 2013).

Moringa je izuzetno korisna za lijeCenje kardiovaskularnih poremecaja, jer sadrzi spojeve
koji mogu sniziti krvni tlak, razinu lipida i povecati proizvodnju urina. Sok od lis¢a moringe
koristi se za stabilizaciju krvnog tlaka. Listovi moringe sadrze sadrze karbamate, tiokarbamate,
nitrile ili acetilirane glikozidne skupine koje se rijetko nalaze u prirodi, ali za koje je utvrdeno
da su odgovorne za snizavanje krvnog tlaka. Izotiocijanatni i tiokarbamatni glikozidi izolirani
su iz etanolnih ekstrakata mahune moringe i pokazuju hipotenzivne u¢inke (Hasan i sur., 2019).

Listovi moringe imaju malu kalorijsku vrijednost $to ih ¢ini vrlo dobar dodatak prehrani
pretilih ljudi i onih koji ne zele dobivati previse kilograma i moze biti vrlo dobar izvor energije
(Oduro i sur., 2008).

U usporedbi s drugom hranom, razni dijelovi biljke moringe imaju 10 puta vise vitamina A
od mrkve, 17 puta vise kalcija od mlijeka, 9 puta vise proteina od jogurta, 15 puta vise kalija
nego banana i 25 puta vise zeljeza od $pinata (Gopalakrishnan i sur., 2016). Moringa ima puno
mineralnih tvari koje su neophodne za rast i razvoj, a kalcij se smatra jednim od vaznijih
mineralnih tvari za rast covjeka (tablica 11). Dok jedna Salica mlijeka moze osigurati 300-400
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mg kalcija, listovi moringe mogu pruziti 1000 mg, a moringa u prahu ¢ak vise od 4000 mg.
Moringa prah moze se koristiti kao zamjena za tablete Zeljeza, stoga kao i lijek za anemiju
mikronutrijenata i anemiju stoga im treba hrana s visokim udjelom zeljeza.
Ako trudnica ima anemiju moze doci do Stetnih uc¢inaka na nju i na plod. Smanjuje se opskrba
kisikom u maj¢inom metabolizmu, razina hemoglobina je niska da bi mogao vezati kisik i time
moze do¢i do neizravnog i Stetnog ucinka na trudnicu i novorodence, ukljucujuéi smrt pri
rodenju, prijevremeno rodenje i mala teZina djeteta pri rodenju (Iskandar i sur, 2015).

Kalcij pomaze u stvaranju jakih kostiju i zuba. Pokazalo se da konzumacija slatkog
krumpira i lis§¢a moringe moze pridonijeti svakodnevnim potrebama kalcija (Oduro i sur.,

2008).

Tablica 11. Sastav i koli¢ina (mg) mineralnih tvari listova, praha, sjemenke i mahune biljke

Moringa oleifera na 100 g biljnog materijala (Gopalakrishnan i sur., 2016).

Nutrijenti / Svjezi Osuseni Prah Sjemenka Mahuna

mjerna jedinica listovi listovi

Kalcij (mg) 440 2185 2003 45 30
Magnezij (mg) 42 448 368 635+8.66 24
Fosfor (mg) 70 252 204 75 110
Kalij (mg) 259 1236 1324 / 259
Bakar (mg) 0,07 0,49 0,57 5.20+0.15 3,1
Zeljezo (mg) 0,85 25,6 28,2 / 53
Sumpor (mg) / / 870 0,05 137

Sjemenke moringe sadrze najvise ulja 30-42 %, dok listovi i mahune sadrze 1-2 % (Tsaknis
i sur., 1999).

Koncentracija ulja u sjemenkama ovisi o klimatskim faktorima. Pokazalo se da je
koncentracija ulja viSa u sjemenkama ubranih uz pojas rijeke Ind i1 u kultivirano zdravim
biljkama ¢ija je opskrba vodom redovita nego u biljkama u suhom planinskom kraju kojima je
nedostajalo navodnjavanja. Udio ulja u sjemenkama s razli¢itih nalaziSta mogao je varirati zbog

razlike prirodnog sastava tla i ostalih u¢inaka od strane ¢ovjeka (Anwar i Bhanger, 2003).
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Ulje sjemenki moringe sadrzi oko 20 % zasi¢enih masnih kiselina i 80 % nezasic¢enih
masnih kiselina. Od zasi¢enih masnih kiselina u koje se ubrajaju palmitinska (C16:0), stearinska
kiselina (C18:0), arahidska kiselina (C20:0) i behenijska kiselina ( C22:0), najzastupljenija je
behenijska iza koje slijedi palmitinska kiselina (Tsaknis i sur., 1999). Ulje sadrzi visok udio
polinezasi¢enih masnih kiselina, oko 76 %, §to ga ¢ini idealnim za zamjenu maslinovog ulja.
Najzastupljenija polinezasi¢ena masna kiselina u ulju je oleinska kiselina (> 70 %) koja uz
ostale dvije kiseline, linoleinsku i linolensku, ima moguénost kontrole kolesterola (Lalas i
Tsaknis, 2002).

Ulje moringe komercijalno je poznato kao ,,ben ulje* ili ,,behenijsko ulje* zbog zastupljene
behenijske (C22:0) masne kiseline (Rashid i sur., 2008). Koristi se za prehranu ljudi, u
kozmetici i sapunima. Jako je cijenjeno u parfemskoj industriji zbog mo¢i upijanja i zadrzavanja
mirisa. Pogaca se nakon presanja koristi kao gnojivo (Parrotta, 2014). Zbog svojih fizikalnih
svojstava, dodatak behenijske kiseline moze posvijetliti teksturu cokolade i poboljsati osjet
masnoce te sprijeciti bijeljenje zaprske (Lalas i Tsaknis, 2002).

Prema Lalas i Tsaknis (2002) ulja sjemena moringe sadrzi a-, y- i 8-tokoferole dok vecina
biljnih ulja sadrzi a-, B- i y-tokoferole. 3-tokoferol, osim ulja sjemena moringe, sadrze i druga
ulja poput ulja sjemena pamuka, kikirikija, pSeni¢nih klica, sojinog i ricinusovog ulja.
Antioksidacijska aktivnost d-tokoferola visa je od aktivnosti a-, B- i y-tokoferola. 1z tog razloga
tokoferoli prisutni u ulju moringe mogu zastititi ulje od kvarenja tijekom skladiStenja (Lalas 1
Tsaknis, 2002).

Aminokiseline su organski spojevi koji tvore proteine i kao takvi utjeu na koli¢inu i
kvalitetu proteina. Aminokiseline se mogu podijeliti na esencijalne i neesencijalne
aminokiseline. One su potrebne za proizvodnju enzima, imunoglobina, hormona i za formiranje
strukture crvenih krvnih stanica (Moyo i sur., 2011).

Moringa oleifera je dobar izvor proteina. Prema Sanchez-Machado i sur. (2010), osuseni
listovi moringe sadrze 16 aminokiselina (tablica 12). Ukupna koncentracija aminokiselina u
cvjetovima i liséu moringe je u rasponu od 74,5 do 172,7 mg g suhe tvari. Od ukupnih
aminokiselina, liS¢e sadrzi 44 % esencijalnih aminokiselina, nezrele mahune 30 %, a cvjetovi
31 %. Najzastupljenije aminokiseline u razli¢itim dijelovima biljke moringe su glutaminska
kiselina, arginin i asparaginska kiselina dok su u najnizim koncentracijama prisutni metionin i
tirozin (Sanchez-Machado i sur., 2010). Metionin i cistein snazni su antioksidansi koji pomazu
u detoksikaciji Stetnih spojeva i Stite tijelo od zracenja. Hidroksiprolin je glavna komponenta
proteinskog kolagena koji ima klju¢nu ulogu u stabilnosti kolagena (Moyo i sur., 2011).
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Svi dijelovi biljke sadrze visoki postotak esencijalnih aminokiselina, osim aminokiseline
metionina koje nedostaje u zelenim listovima. Na varijacije u sastavu amiokiselina u lis¢u moze
utjecati kvaliteta proteina i podrijetlo biljke (kultivirane ili divlje sorte) (Sanchez-Machado i
sur., 2010).

Tablica 12. Udio aminokiselina (mg g na suhe tvari) jestivih dijelova Moringe oleifere
(Sanchez-Machado i sur., 2010)

Aminokiseline Listovi Nezrele mahune Cvijet
Aspartat 15,8+ 1,5 7,4+0,3 12,3+0,9
Glutamat 17,1+ 14 146+23 17,0+2,2
Serin 9,4+0,5 7,5+ 1,8 7,5+04
Histidin* 7,0 £ 0,4 2,0+03 3,1+£04
Glicin 10,3+ 0,7 43+0,5 6,5+0,3
Treonin* 79+0,4 3,3+0,5 54+0,2
Alanin 12,5+ 0,6 42+0,7 8,1+0,5
Prolin 12,4+0,9 4,0£0,6 6,6 0,5
Tirozin* 48+0,9 0,4+0,1 0,4+0,1
Arginin 12,2 +0,8 8,1+25 20,1 £1,2
Valin* 11,3+1,1 43+1,0 6,4+0,6
Metionin* 1,4+0,3 0,9+0,2 1,0+0,2
Izoleucin* 8,9+0,7 3,1+£0,4 52+0,5
Leucin* 17,5+0,2 5,6+0,5 8,7+ 0,9
Fenilalanin* 8,9+0,3 2,3+04 3,8+0,5
Lizin* 153+0,6 2,5+0,6 4,6+0,5
Ukupno 172,7 £3,2 74,5+ 4,3 116,7 £3,2
Esencijalne aminokiseline 83+1,8 24,4+ 1,5 38,6 £1,5

*esencijalne aminokiseline

Valja napomenuti da sastav hranjivih sastojaka varira ovisno o mjestu rasta biljke. Pokazalo
se da godiSnja doba utjeCu na udio hranjivih sastojaka. Visi udio proteina, vitamina A i
glukozinolata te vrijednost antioksidacijske aktivnosti je u toplo-vlaznoj sezoni dok su u hladnoj
i suhoj sezoni pronadeni visi udjeli Zeljeza, vitamina C i fenolnih kiselina (Gopalakrishnan i
sur., 2016). Razlika u rezultatima moze se pripisati ¢injenici da lokacija, klima i okoli$ni

¢imbenici znacajno utje¢u na udio hranjivih tvari u stablu (Moyo i sur., 2011).

30



2.3.2. Moringa oleifera u mlije¢nim proizvodima

Moringa oleifera, domorodacko indijsko stablo, koristi se za medicinsku upotrebu i hranu.
Budu¢i da gotovo svaki dio moringe sadrzi bioaktivne komponente, koristio se kao biljni lijek
i kao vrijedan prehrambeni resurs. Listovi moringe su bogat izvor fenola, proteina, mineralnih
tvari i vitamina, kao i dobri izvori fitonutrijenata (Zhang i sur, 2019). Ekstrakt moringe moze
se dodavati u mlijecne proizvode radi poboljsanja fizikalno-kemijskih i nutritivnih svojstava tih
proizvoda.

U proizvodnji jogurta i1 jogurtu sli¢nih fermentiranih mlijeka koriste se homofermentativne
vrste Streptococcus thermophilus i Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus kao
monokulture ili najées¢e kao mjesovita jogurtna kultura (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Zhang i sur. (2019) proveli su istrazivanje koje je pokazalo da ekstrakt moringe ubrzava rast
bakterija mlijecne kiseline tijekom fermentacije jogurta. Povecani rast bakterija mlijecne
kiseline moze se pripisati komponentama ekstrakta moringe kao $to su organske kiseline,
fenolne kiseline i flavonoidi (Shokery i sur., 2017). Smatra se da ove komponente poti¢u rast
bakterija mlije¢ne kiseline i uzrokuju brzi pad pH vrijednosti. Brzim padom pH vrijednosti
krace je vrijeme fermentacije (Zhang i sur., 2019). Iz dijagrama ovisnosti pH o trajanju
fermentacije (slika 8), vidi se da je dodatkom vece koncentracije ekstrakta moringe brzi pad pH
vrijednosti, a time 1 kra¢e vrijeme fermentacije jogurta. Povecana koncentracija organskih
kiselina jedan je od vaznih ¢imbenika koji mogu dramati¢no utjecati na rast bakterija (Shori,
2013). Jogurt s biljem poput metvice, kopra i bosiljka takoder je povecao broj bakterija mlijecne

kiseline i doprinio brzom padu pH vrijednosti (Zhang i sur, 2019).

—a—0% ME ——0.05% ME ——0.1% ME —«— 0.2%ME
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Slika 8. Ovisnost pH vrijednost jogurta bez (0 %) i s dodatkom ekstrakta Moringe oleifere
(ME) (0,05, 0,11 0,2 %) o trajanju fermentacije (Zhang i sur., 2019)
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Sli¢no rezultatima prethodnih istrazivanja, jogurt s dodatkom soje, koja sadrzi polifenolne
spojeve, pokazao je veci broj bakterija mlije¢ne kiseline u usporedbi s kontrolnim jogurtom,
povecavajuci odrzivost probiotika (Shori, 2013). Uz to, polifenoli su sprijecili potencijalno
kvarenje inhibiraju¢i rast mikroorganizama kvarenja poput kvasaca i plijesni tijekom
fermentacije. Pove¢anim rastom broja bakterija smanjilo se vrijeme fermentacije jogurta s
dodatkom biljnih ekstrakata za razliku od kontrolnog jogurta (Zhang i sur., 2019).

Dodatak moringe u jogurt ima utjecaj na sinerezu i viskoznost. Zhang i sur. (2019) otkrili
su da je povecana viskoznost jogurta posljedica interakcija proteina i polifenola. Buduéi da
polifenoli posjeduju znacajan afinitet prema proteinima, oni mogu tvoriti komplekse s
proteinima mlijeka poput kazeina. Ovaj kompleks moze doprinijeti opazenoj sinerezi i
povecanju kapaciteta zadrzavanja vode jogurta s dodatkom ekstrakta moringe. Stoga podaci o
viskoznosti sugeriraju da dodatak ekstrakta moringe moze doprinijeti dobroj teksturi i
viskoznosti tijekom senzorske procjene (Zhang i sur., 2019).

Dok je dodatak moringe povecao sinerezu, prema Shokery i sur. (2017) dodatak zelenog
Caja je smanjio sinerezu jogurta. Donmez i sur. (2017) naveli su da uc¢inak ekstrakta zelenog
Caja na brzinu sinereze ovisi o dodanoj koncentraciji ekstrakta. Ekstrakt je smanjio stopu
sinereze kada je dodano 0,02 %, ali je uzrokovao povecanje kada je dodano 2 %. Te razlike
medu rezultatima mogu biti zbog biljnog izvora, vrste ili postupka ekstrakcije (Donmez 1 sur.,
2017). Prema istrazivanju Shokery i sur. (2017), ekstrakt moringe je kiseliji s visim udjelom
kalcija i vlakana u odnosu na ekstrakt zelenog ¢aja, a ti su ¢cimbenici mogli utjecati na grusanje
jogurta uzrokovajuci vecu sinerezu (Shokery i sur., 2017).

Dodatak ekstrakta moringe rezultirao je pove¢anom gor¢inom, viskozno$¢u i teksturom, ali
smanjenom opéom prihvatljivost, slatko¢om, kiselosti, aromom i kiselom aromom te se time
smanjila ocjena okusa u usporedbi s kontrolnim jogurtom. Razlog takvih rezultata je gorak okus
i biljna aroma moringe. Medutim, dodavanje 0,05 % ekstrakta moringe jogurtu nije znacajno
utjecalo na opc¢u prihvatljivost u odnosu na kontrolni jogurt. Na temelju podataka senzorske
procjene dobivenih u ovom istrazivanju, dodatak 0,05 % ekstrakta moringe mogao bi biti
koristan za proizvodnju jogurta s dodatkom ekstrakta moringe jer su ove koncentracije pokazale
poboljsane karakteristike kvalitete bez stvaranja znacajnih negativnih senzornih svojstava
(Zhang i sur., 2019).

Da bi se poboljsala senzorska svojstva i bolja prihvacenost jogurta s dodatkom moringe
mogu se dodati banana, avokado ili slatki krumpir. Prema Kuikman i O'Connor (2015) moringa

probioticki jogurt s dodatkom banane moZe se usporediti s moringa probioti¢kim jogurtom.
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Jogurt s dodatkom banane imao je bolje ocjene izgleda, okusa, teksture i ukupne kvalitete nego
sam moringa probioticki jogurt. Isto tako, nisu pronasli razliku izmedu moringa probiotickog
jogurta i moringa uzorka s dodatkom slatkog krumpira za okus i teksturu te uzorka s dodatkom
avokada za teksturu, $to sugerira da su oni takoder usporedivi. Ovakvi proizvodi mogu ponuditi

dodatne zdravstvene koristi u odnosu na probioticki jogurt s moringom (Kuikman i O'Connor,

2015).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. METODE | REZULTATI

U ovom poglavlju je dan pregled metoda kojima su odredeni bioaktivni spojevi u biljci

Moringa oleifera, a za koje se u istrazivanjima pokazalo da utjecu na ljudsko zdravlje.

3.1.1. Odredivanje bioaktivnih spojeva HPLC-ESI-QTOF-MS

Rodriguez-Perez i sur. (2015) proveli su istrazivanje i odredili bioaktivne spojeve pomocéu
visoko djelotvorne tekuéinske kromatografije — elektrosprej ionizacije — kvadropolnog Time of
flight masenog spektrometra (HPLC-ESI-QTOF-MS) u uzorcima Moringe oleifere prikupljene
na Madagaskaru. Grane sa stabla otkinute su ru¢no i poloZene na police duzine 3 m, Sirine 30
cm s razmakom od 50 cm na suhom mjestu uz dobru ventilaciju i u tami. Dva tjedna kasnije,
lis¢e je usitnjeno u tarioniku, a dobiveni prah Moringe oleifere pohranjen je u mraku na suhom

mjestu sve do obrade.

Priprema uzorka

Ekstrakt listova moringe dobiven je ekstrakcijom kruto-tekuce i ekstrakcijom potpomognutom
ultrazvukom (UAE). Za provedene ekstrakcije koristila su se razli¢ita otapala i mjeSavina
otapala s vodom. Od otapala su koristili metanol, etanol i aceton u omjerima 100 %, 70:30
(otapalo:voda) i 50:50 (otapalo voda). UAE koristeci etanol:voda (50:50) bio je najefikasniji
postupak ekstrakcije, koji je omogucio dobivanje 47 + 4 mg ekvivalenta galne kiseline (GAE)
g suhog lis¢a (Rodriguez-Perez i sur., 2015).

Metode istrazivanja

Odredivanje udjela ukupnih fenola

Udio ukupnih fenola dobivenih ekstrakata odreden je koriStenjem Folin-Ciocalteu testa
(Herrero i sur., 2011) s nekim izmjenama. Ukupni volumen reakcijske smjese smanjen je na 1
mL. Pomijesano je 600 uL vode i 10 uL uzorka, kojem je dodano 50 pL nerazrijedenog Folin-
Ciocalteu reagensa. Nakon 10 minuta, dodano je 150 pL 2 % Na>C0z i volumen je dopunjen do
1 mL s vodom. Nakon 2 sata inkubacije pri sobnoj temperaturi u tami, 200 puL smjese prenese
se u jazicu mikroploe. Apsorbancija je izmjerena na 760 nm koriste¢i Synergy Mx

Monochromator-Based Multi-Mode Micro plate reader (Rodriguez-Perez i sur., 2015).
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Koncentracija ukupnih polifenola izraCunata je na osnovu odredenih apsorbancija koristenjem
kalibracijske krivulje za galnu kiselinu (5 do 150 ug mL™) te su rezultati izrazeni kao mg galne
kiseline po g suhog lis¢a (mg GAE/g) (Rodriguez-Perez i sur., 2015).

HPLC analiza

HPLC metoda provedena je koriste¢i Agilent 1200 SeriesRapid Resolution LC system. Kolona
koja je koriStena za separaciju je Zorbax Eclipse Plus C18 (1.8 um, 150 mm x 4.6 mm).
Odvajanje je provedeno mobilnom fazom otapala A (0.5 % mravlje kiseline u vodi) i otapalo B
(acetonitril). Gradijent je programiran: 0 min, 5 % B; 10 min, 35 % B; 65 min, 95 % B; 67 min,
5 % B u 3 ciklusa. Volumen ubrizgavanja je 10 pL, a brzina protoka 0,50 mL min* kroz
gradijent (Rodriguez-Perez i sur., 2015).

ESI-QTOF-MS analiza

HPLC sustav spojen je s micrOTOF-Q Il masenim spektrometrom opremljenim elektrosprej
ionizacijom (ESI) u reZimu negativnog iona. Detekcija je provedena uzimajuci u obzir raspon
masa od 50—1100 m/z, koriste¢i kapilarni napon od +4000 V, temperaturu suhog plina (dusik)
od 210 °C, protok suhog plina od 8,0 L min, tlak u rasprsivacu od 2,0 bara i brzina spektra od
1 Hz. Da bi se postigla to¢nost mjerenja potrebna za identificiranje spojeva, koriStena je vanjska
kalibracija instrumenta. U tu svrhu upotrijebljeni su klasteri natrijevog formijata koji se sastoje
od 5 mM natrijevog hidroksida i vode:2-propanol 1:1 s 0,2 % mravlje kiseline (Rodriguez-
Perez i sur., 2015).

Rezultati istrazivanja

Prilog 1 prikazuje udio ukupnih fenola odredenih koristenjem Folin-Ciocalteu testa i
izrazenih kao mg ekvivalenta galne kiseline po g suhog liséa (mg GAE g!) koriste¢i ekstrakciju
kruto-tekuce (maceracija) i ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom (UAE). Koriste¢i 100 %
organsko otapalo koli¢ina ekstrahiranih fenolnih spojeva za oba tipa ekstrakcija je manja nego
kada se koristi smjesa otapala i vode. Koriste¢i UAE ekstrahirana je veca koli¢ina ukupnih
fenola nego kada se provodi maceracija. Razlog tome moze biti koriStenje ultrazvuka koji moze
unistiti stanicne stijenke te otapalo prodire vise u uzorak i time se postize veci prinos ekstrakcije
(Vinatoru, 2001). 1z tog razloga, ¢ini se da je UAE najbolji izbor za ekstrahiranje fenolnih
spojeva iz lis¢a moringe (Rodriguez-Perez i sur., 2015).

S druge strane, pokazalo se da je najucinkovitije ako se koristi otapalo u omjeru 50:50. Nije
bilo znacajnih razlika izmedu UAE koriste¢i smjesu otapala metanol:voda (50:50) ili

etanol:voda (50:50). Mnogi autori su istrazivali utjecaj otapala na ekstrakciju fenolnih spojeva
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te zakljucili da je najviSe ekstrahiranih tvari postignuto s omjerom etanola i vode 30-60 %. Iz
tih razloga, odabrali su UAE koriste¢i omjer etanola i vode 50:50 (Rodriguez-Perez i sur.,
2015).

Prilog 2 prikazuje HPLC kromatogram ekstrakta lis¢a moringe dobiven HPLC-ESI-
QTOF-MS analizom u rezimu negativnog iona. Spojevi su identificirani usporedbom njihovih
MS 1 MS/MS spektara te pomocu podataka iz literature i baze podataka masenog spektra kao
Sto su Metlin i MassBank. Identificirano je 59 spojeva koji pripadaju skupinama aminokiselina,
nukleozida, organskih kiselina, fenolnih kiselina i njihovih derivata, tioglikozida, lignana i
flavonoida. Ova metoda omogucila je identifikaciju tri aminokiseline, leucina ili izoleucina (pik
5), fenilalanina (pik 10) i triptofana (pik 15). Pored toga, nukleozid adenozin (pik 9) je
identificiran, ima retencijsko vrijeme (RT) 11.6 (Rodriguez-Perez i sur., 2015).

Pokazalo se da ekstrakt sadrzi 11 organskih kiselina. Jedna od njih je glukonska kiselina
(pik 1). Ona je blaga organska kiselina koja je dostupna u biljkama, a dobiva se iz glukoze
oksidacijskom reakcijom. Koristi se za upotrebu u prehrambenim i farmaceutskim
proizvodima. Pik 2 je karakteristi¢an za kvininsku kiselinu, jedna od glavnih kiselina koja je
ve¢ prethodno identificirana u lis¢u moringe. Dvije kiseline koje nisu toliko opisane i povezane
s liS¢em moringe su jabuc¢na (pik 3) i limunska kiselina (pik 4). Osim navedenih organskih
kiselina, pronadene su 1 azelainska kiselina (pik 42), dekanska dikiselina (pik 52) 1 5 izomera
9,12,13-trihidroksi oktadekanske kiseline (pikovi 55-59) (Rodriguez-Perez i sur., 2015).

Fenolne kiseline su aromatski sekundarni biljni metaboliti, Siroko rasprostranjeni u biljnom
carstvu. Jedanaest fenolnih kiselina i njihovih derivata je identificirano u uzorku moringe, od
kojih sedam po prvi put. Od jedanaest spojeva, 4 su izomeri kafeoilkvinske kiseline (pikovi
11, 12, 131 14) koji su do sad pronadeni u lis¢u moringe, a oni koji su po prvi put identificirani
su 2 izomera feruloilkininske Kiseline (pikovi 18 i 24), izomeri kumaroilkininske kiseline
(pikovi 16, 17 i 20) i 4-p-kumaroilkininska kiselina (pik 22) (Rodriguez-Perez i sur., 2015).

Glukozinolati su sekundarni biljni metaboliti koji se mogu pronaci u 16 porodica reda
Brassicales medu koje spadaju biljke iz porodica Brassicaceae i Moringaceae. Posljednjih
godina proucavaju se zbog svojih kemoterapijskih svojstava. U uzorku moringe identificirana
su 3 izomera glukomoringina (pikovi 6, 7 i 8). Glukozinolati se nalaze u sjemenkama odredenih
biljaka dok je njihova identifikacija u liS¢u puno rjeda zbog starosti biljaka i1 faktora okoliSa
koji imaju utjecaj na njihovu koncentraciju (Rodriguez-Perez i sur., 2015).

Lignani su jedan od glavnih fitoestrogena koji se nalaze u biljkama, a koji djeluju i kao

antioksidansi. lako ih sadrzi puno vrsta biljaka, lignani nisu ranije pronadeni u lis¢u Moringa
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oleifera, niti u obitelji Moringaceae. Na kromatogramu, u uzorku moringe 4 lignana su pokazali
nizak intenzitet. Identificirani su pinoresinol ili epipinoresinol glikozid (pik 27), lariciresinol
glikozid (pik 25) i isolariciresinol glikozidni izomer (pik 28) i sekoizolariciresinol glikozid (pik
31) (Rodriguez-Perez i sur., 2015).

Od fenolnih spojeva najzastupljenija skupina u uzorku moringe su flavonoidi tj. derivati
kemferola i kvercetina. U uzorku moringe identificirano je 26 razlicitih flavonoida, a neki od
njih su identificirani po prvi put. Kemferol (pik 53) kao jedan od glavnih flavonoida ima
retencijsko vrijeme 40,85, a njegovi derivati koji su pronadeni su kemferol 3-O-glukozid (pik
40), kemferol diglikozid (pik 21), izomeri kemferol acetil glikozida (pikovi 43, 44 i 49),
kemferol malonil glikozida (pik 45), kemferol glikozid-hidroksi-metilglutarata (pik 46) i
kemferoldiacetil ramnozida (pik 51). Prema mnogim znanstvenicima, derivati kemferola
zajedno s derivatima kvercetina su glavni flavonoidi u liS¢u moringe. Od 11 derivata kvercetina,
Cetiri su identificirana u prethodnim istrazivanjima, a ostali su identificirani po prvi put. U 5
derivata kvercetina (pikovi 37-39, 48 i 54) koji su identificirani po prvi put ubrajaju se kvercetin
triacetilgalaktozid, izomeri kvercetin acetil glikozida i dva neodredena kvercetinska derivata

(Rodriguez-Perez i sur., 2015).

3.1.2. Odredivanje flavonoida pomoc¢u LC/MS

Coppin i sur. (2013) odredili su flavonoide u moringi pomo¢u LC/MS metode. Uzorci su
skupljeni s viSe lokacija iz sub-saharske Afrike, to¢nije s dvije lokacije iz Gane, jedne iz
Senegala i Cetiri iz Zambije. Dva seta uzoraka su skupljeni krajem jeseni i krajem zime.

Listovi su ru¢no ubrani iz rasadnika i s biljaka uzgajanih na poljima, osuseni su u hladu, a
zatim zapakirani za kasnije eksperimentalne analize. Listovi su se susili u hladu ispod drveta i
izvan direktne sunceve svjetlosti kako bi se izbjegla degradacija odredenih analita na vi§im
temperaturama. Svi materijali su samljeveni u fini prah laboratorijskim mlinom (Perten 3100)
i ¢uvali su se pri sobnoj temperaturi u mraku. Materijali koji su koristili u analizama su:
standardne komponente (kvercetin i kemferol), HPLC otapala acetonitril, metanol, octena
kiselina, mravlja kiselina i voda. Za HPLC metodu su koristili HPLC kolonu Prodigy ODS3 5
um, 150 x 3.2mm 5 p, a za LC—MS koristili su Hewlett Packard Agilent 1100 Series LC/MS.

Priprema uzorka

Za kvalitativnu identifikaciju, 100 mg praha uzoraka lista moringe ekstrahirano je u 25 mL

0,1 % octene kiseline u 70 % metanolu u vodi tijekom 25 minuta i kondicionirano 2 sata pri
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sobnoj temperaturi. Uzorci su ¢uvani u hladnjaku preko no¢i pri 5 °C. Ekstrahirana otopina
ostavljena je da se zagrije do sobne temperature, a otprilike 1 mL filtrira se kroz filter 0,45 um
I prebaci u HPLC staklene bocice za HPLC analizu (Coppin i sur., 2013).

Za kvantitativno odredivanje flavonoida kvercetina i kempferola, priblizno 100 mg svakog
uzorka liS¢a moringe stavljeno je u tikvicu s okruglim dnom od 125 mL. Dodano je 15 mL
otopine metanola i tretirano ultrazvukom 15 minuta. Svakoj smjesi doda se koncentrirana HCI
(1,5 mL) i refluksira 2 sata. Uzorci su ostavljeni da se ohlade do sobne temperature i stavljeni
u odmjernu tikvicu od 25 mL kako bi se volumen odrzao konstantnim. Otprilike 1 mL ekstrakta

filtrira se kroz 0,45 pm filter i prebaci u HPLC staklene boc¢ice (Coppin i sur., 2013).

Metode istrazivanja

LC/MS metoda za kvalitativno odredivanje flavonoida

Tekucinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) razdvajanje je provedeno
mobilnom fazom koja sadrzi otapalo A (0,1 % mravlja kiselina u vodi ) i B (0,1 % mravlja
kiselina u acetonitrilu) za gradijent: 10-30 % B u 20 min i 30 % B u 20-30 min pri brzini
protoka od 1,0 mL min™. Volumen injektiranja je 10 uL, a UV detektor je postavljen na 254,
280 i 370 nm. Eluat je pra¢en pomocu elektrosprej ionizacije (ESI-MS) u rezimu pozitivhog
iona i skeniran m/z od 100 do 800. ESI je proveden uporabom napona od 3,5 kV pod
optimalnom razinom kolizijske energije od 60 %. Dusik visoke Cistoce (99,999 % ) koristen je
kao suhi plin pri protoku od 12 L min™ i kapilarnoj temperaturi 350 °C. Dusik je koristen kao
rasprsivac pri 40 psi (Coppin i sur., 2013).
HPLC metoda za kvantitativno odredivanje

HPLC odvajanje provedeno je mobilnom fazom otapala A (0,1 % mravlje kiseline u vodi)
i otapala B (0,1 % mravlje Kiseline u acetonitrilu) i izokratskim protokom od 30 % B u 10 min
s brzinom protoka od 1,0 mL min™. Volumen ubrizgavanja bio je 10 pL, a UV detektor
postavljen je na 370 nm. Eluat je pracen ESI-MS pod istim uvjetima kao i za kvalitativnu
identifikaciju (Coppin i sur., 2013).

Rezultati istrazivanja

Dobivenim UV i MS kromatogramima identificirano je 12 flavonoida (prilog 3) pomoc¢u
njihovog retencijskog vremena, UV apsorpcije, protoniranim molekulskim ionima i

karakteristicnim fragmentima iona za pojedine pikove. Flavonoidi koji su identificirani su
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kvercetin i kempferol glikozidi, malonil glikozidi, acetil glikozidi i sukcionil glikozidi.
Najzastupljeniji su kvercetin i kemferol glikozidi te malonil glikozidi.

Za potvrdu flavonoidnih aglikona, koristili su se standardni spojevi te su flavonoidi nadeni
u hidroliziranom ekstraktu moringe usporedeni sa standardima. Pod optimiziranim HPLC
uvjetima, dva flavonoida, kvercetin i kempferol uspjesno su kvantificirani u hidroliziranim
ekstaktima moringe sto se vidi u prilogu 4 koji prikazuje UV kromatograme (370 nm) standarda
kvercetina i kemferola i hidroliziranog ekstrakta moringe.

3.1.3. Odredivanje masnih kiselina i tokoferola u ulju sjemena moringe

Lalas i Tsaknis (2002) proveli su usporedbu ulja sjemenke moringe varijateta Periyakulam
1 (PKM 1) s komercijalnim djevi¢anskim maslinovim uljem i uljem moringe varijateta
Mbololo. Periyakulam 1 dobiven je selekcijom lokalnih vrsta i kao takav razmnozava se samo
sjemenom. Sadnice narastu do 4 m u visinu u 12 mjeseci na polju, procvjetaju i imaju plodove
nakon 6 mjeseci od sjetve dok ostalim varijetima treba 3-4 godine.

Usporedili su fizikalne i kemijske karakteristike te proveli ekstrakciju (hladno presanje,
ekstrakcija n-heksanom i smjesa kloroform:metanol (1:1)) i degumiranje. Nakon provedene
ekstrakcije odredili su fizikalna i kemijska svojstva, gustocu i indeks loma (pri 40°C), boju,

tocku dimljenja, kiselost, saponifikacijski broj 1 jodni broj.

Priprema uzorka

Sjemenke Moringe oleifere sakupljene su u Keniji, 30 kg sjemenki je suSeno na zraku u
trajanju od 1 tjedna, pomije$ano i podijeljeno u tri pojedinacna dijela po 10 kg za hladno
presanje i ekstrakciju otapala koristec¢i n-heksan i mjesavinu kloroforma:metanol (1: 1) (Lalas
i Tsaknis, 2002).

Metode istrazivanja

Odredivanje sastava masnih kiselina

Sastav masnih kiselina odreden je plinsko-teku¢inskom kromatografijom (GLC) u skladu s
metodom Tsaknis i sur. (1999). Analiza je provedena na plinskom kromatografu Varian 3600
opremljenom Supelcowax 10 silikagelnom kapilarnom kolonom 30m x 0,32 mm promijera, 0,25
um debljina filma. Koristen je temperaturni program 60 °C 10 min, a zatim za 2 °C viSe po
minuti do 220 °C. Temperature injektora i plameno-ionizacijskog detektora (FID) postavljene
su na 160, odnosno 280 °C, volumen injektiranog uzorka je 0,2 uL, a plin-nosa¢ je N pri
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protoku od 30 mL min. Interni standard koji je koristen bila je nonadekanska kiselina. Uzorci

su pripremljeni i mjereni odvojeno u tri ponavljanja (Lalas i Tsaknis, 2002).

Odredivanje tokoferola

Odredivanje sastava tokoferola izvrSeno je koriStenjem modificirane metode koju je opisao
Carpenter (1979). HPLC sustav je opremljen pumpom Waters 600E, kolonom Waters a-
Polarsil, 125A, 10 pm, 3,9 x 300 mm? i detektorom Waters 486. Priprema uzoraka provedena
jenasljedecinacin: 1 g ulja precizno je izvagan u 5 mL bocice omotane u foliju radi spre¢avanja
oksidacije uzorka. Ulje je otopljeno u 5 mL n-heksana prije injektiranja, a volumen uzorka je
20 pL. Detektor je postavljen na 295 nm. Kao mobilna faza koristen je izopropanol:n-
heksan:apsolutni etanol (2:97,5:0,5) pri 1 mL mint. Uzorci su pripremljeni i mjereni odvojeno
u tri ponavljanja (Lalas i Tsaknis, 2002).

Rezultati istrazivanja

Ulja ekstrahirana pomocu tri razlicita postupka ekstrakcije nisu pokazala zna€ajne razlike u
sastavu masnih kiselina. Sastav masnih kiselina u uzorku i komercijalnim uljima prikazan je u
prilogu 5. Ukupne nezasi¢ene masne kiseline ¢ine vise od 76 %. Ulje moringe i maslinovo ulje
imaju sli¢an udio oleinske kiseline (oko 74 %) dok se ulje moringe od maslinovog ulja razlikuje
po niZzem udjelu linolne kiseline i viSem udjelu behenijske kiseline. Udjeli masnih kiselina u
ulju Moringe oleifere varijateta Periyakulam 1 su sli¢ni sastavu ulja Moringe oleifere varijateta
Mbololo. Ta dva ulja sadrZe jednake koli¢ine palmitinske (C16:0) i behenijske kiseline (C22:0)
od oko 6,40 %, dok ostale masne kiseline sadrze u manjem postotku. Pokazalo se da je ulje
PKM 1 manje zasic¢eno i sadrzi zna¢ajne razlike udjela palmitinske (C16:0), stearinske (C18:0),
oleinske (C18:1), arahidske (C20:0) i cerotske (C26:0) masne kiseline (Lalas i Tsaknis, 2002).

Ulje sjemena moringe sadrzi a-, y- i 3-tokoferole (prilog 6). Ulje ekstrahirano n-heksanom
ima najvisi udio o- 1 d-tokoferola, a najnizi udio y-tokoferola dok ulje dobiveno hladnim
presanjem ima najvisi udio y-tokoferola. Udjeli tokoferola u ulju PKM 1 i djevicanskom
maslinovom ulju se znacajno razlikuju. Udio a-tokoferola u ulju PKM 1 dobivenog hladnim
presanjem je 17 puta nizi, a 3-tokoferola 2 puta visi od udjela u djevi¢anskom maslinovom ulju.
Komercijalno ulje moringe varijateta Mbololo sadrzi puno visi udio tokoferola od djevicanskom

maslinovog ulja i ulja PKM 1 (Lalas i Tsaknis, 2002).
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4. ZAKLJUCAK

Na temelju proucene literature i napisanog diplomskog rada mogu se izvesti slijedeci zakljucci:

1. Kozje mlijeko probavljivije je od kravljeg mlijeka. U njemu su prisutne masne globule
manjeg promjera te je time ukupna povrsina manja. U kozjem mlijeku sadrzan je 1 udio
od 35 % masnih kiselina kratkog i srednje dugog lanca koje lipaza brze hidrolizira i koje

su jednostavnijim mehanizmom apsorbirane u odnosu na dugolancane masne kiseline.

2. Kozje mlijeko karakterizira svojstvo hipoalergenosti zbog niskog sadrzaja ili potpunog
izostanka as1-kazeina pa je vrlo esto konzumirano kod odraslih osoba i djece alergi¢nih

na kravlje mlijeko.

3. Biljni ekstrakti podijeljeni su prema konzistenciji i postupku ekstrakcije. Prema
konzistenciji podijeljeni su na tekuce, polukrute i suhe ekstrakte, a prema postupku
ekstrakcije na vodene macerate, tinkture, infuzije, dekokte, perkolate i glicerinske
ekstrakte.

4. Moringa je vazan izvor hranjivih nutrijenata. U listovima moringe su zastupljene
mineralne tvari, karotenoidi, polifenoli, fenolne Kkiseline, flavonoidi, alkaloidi,
glukozinolati, izotiocijanati, tanini 1 saponini. Ulje moringe poznato je 1 kao ,,ben ulje*
jer sadrzi behenijsku kiselinu, a u njegovom sadrzaju prisutan je i visok udio oleinske

kiseline, slicno kao u maslinovom ulju.

5. Fizikalno-kemijska svojstva jogurta od kozjeg mlijeka poboljSana su dodavanjem
ekstrakta voc¢a 1 povréa. Tako je jogurt od kozjeg mlijeka bolje prihvacen od strane
kupaca jer su mu poboljSana senzorska svojstva i izgubljen jaki ,,kozji* okus kojeg
jogurt ima bez dodataka ekstrakta. Dodavanjem ekstrakta komine grozda povecan je
fenolni udio, dok je dodavanjem soje povecana viskoznost i kapacitet vode i smanjena
sinereza, a dodatkom kupuasu je zbog visokog udjela vlakana takoder povecana

viskoznost jogurta od kozjeg mlijeka.
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6. Moringa sadrZi organske kiseline, fenolne kiseline i flavonoide kojima je potaknut rast
bakterija mlije¢ne kiseline ¢ime je ubrzan pad pH vrijednosti i skra¢eno vrijeme
fermentacije. Interakcijom proteina i polifenola s proteinima mlijeka nastaju kompleksi
koji doprinose povecanju viskoznosti i kapacitetu zadrzavanja vode jogurta te dobroj
teksturi. Dodavanjem moringe u mlije¢ne proizvode smanjena je opc¢a prihvatljivost,
slatkoc¢a, kiselost i aroma, ali uz moringu mogu biti dodani i ostali ekstrakti poput
banane, avokada ili slatkog krumpira ¢ime su poboljSana senzorska svojstva i poveéana
prihvatljivost mlijecnih proizvoda. Do sada nije provedeno istrazivanje kako moringa
utjeCe na karakteristike kozjeg mlijeka, ali bi zbog opisanih osobina kozjeg mlijeka i

nutritivnog sastava moringe to u buduénosti trebalo biti istrazeno.
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6. PRILOZI

Prilog 1. Udio ukupnih fenola iz ektrakata moringe dobivenih metodama ekstrakcije kruto-
tekuce (maceracija) i ekstrakcije potpomognute ultrazvukom (UAE) koristeci razlicita otapala
(ET-etanol, ME-metanol, AC-aceton). Brojevi uz ekstrakte predstavljaju postotak otapala

(Rodriguez-Perez i sur., 2015)

Broj Otapalo Maceracija UAE

ekstrakcije

SadrZaj ukupnih fenola Sadrzaj ukupnih fenola

(mg GAE/g suhog lis¢a)  (mg GAE/g suhog lis¢a)

1. ET 70 243 +0,3 126 £0,2

2. ET 70 - 44+04

3. ET 70 - 1,2+0,5

4. ET 70 - 0,8+0,3
Ukupno 243 +0,3 19+1

1. ET 50 27 +2 24 £3

2. ET 50 - 18,4+0,4

3. ET 50 - 46+0,5

4. ET 50 - 0,29 + 0,07
Ukupno 27 +£2 47 £ 4

1. ET 100 3,82+ 0,09 1,7+0,2

2. ET 100 - 2,84 +0,06

3. ET 100 - 22+04

4. ET 100 - 1,9+0,2
Ukupno 3,82 + 0,09 8,6 0,7

1. ME 70 20+1 27+2

2. ME 70 - 4,2+0,2

3. ME 70 - 1,22 +£0,01

4, ME 70 - 0,24 + 0,06
Ukupno 201 33+£3

1. ME 50 27+3 22+1

2. ME 50 - 11+1

3. ME 50 - 9,2+0,2

4. ME 50 - 3,25+ 0,02




Ukupno 27+3 46 +3

2. ME 100 - 58+0,6

4. ME 100 - 1,39+ 0,08

1. AC 70 26+ 2 16,7+0,4

3. ACT70 - 3,18 £ 0,07

Ukupno 26+2 25,8+ 0,5

2. AC 50 - 4,2+0,7

4. AC 50 - 0,16 + 0,02

1. AC 100 2,0+0,2 1,83 +0,04

3. AC 100 - 0,98 + 0,01

Ukupno 2,0 0,2 53+0,2

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna derivacija



Prilog 2. HPLC kromatogram ekstrakta lis¢a moringe dobiven HPLC-ESI-QTOF-MS

analizom u rezimu negativnog iona (Rodriguez-Perez i sur., 2015)
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Prilog 3. UV i MS kromatogrami ekstrakta Moringe oleifere (A) UV kromatogram (254 nm).
(B) Ukupni ionski kromatogram. (C) lonski kromatogram izoliranih iona (eng. Extracted ion
chromatogram, EIC) derivata kvercetina (EIC 303). (D) ) lonski kromatogram izoliranih iona
derivata kvercetina (EIC 287) (Coppin i sur., 2013)
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Prilog 4. UV kromatogrami (370 nm) standarda kvercetina i kemferola (A) i hidroliziranog

ekstrakta moringe (B) (Coppin i sur., 2013)

Prilog 5. Sastav masnih kiselina (%) u degumiranim uljima moringe (Lalas i Tsaknis, 2002)

kvercetin

kemferol

.0

4.0

6.0

vrijeme (min)

8.0

ILIRI]

Masne kiseline M. oleifera var. Periyakulam Djevic¢ansko M. oleifera var. Mbololo
maslinovo
ulje
hladno n-heksan kloroform: hladno  n-heksan kloroform:
presanje metanol presanje metanol
C8:0 kaprilna 0,04 £ 0,03+ 0,03+ nije 0,03 0,03 0,02
kiselina 0,01 0,01 0,01 detektirano
C14:0 miristinska 0,13+ 0,13+ 0,13+ <0,01 0,11 0,11 0,11
kiselina 0,08 0,08 0,06
C16:0 palmitinska 6,34 + 6,46 + 6,36 + 11,2 + 0,66 5,73 6,04 5,81
kiselina 0,41 0,32 0,25
C16:1  palmitoleinska 0,10 + 0,09 + 0,09 + 1,22 +0,71 0,10 0,11 0,10
cisn-9 kiselina 0,06 0,09 0,04
C16:1 palmitoleinska 1,28 + 1,36 + 1,40 + nije 1,32 1,46 1,44
cis n-7 kiselina 0,87 0,84 0,82 detektirano




C17:0 heptadecenska 0,08 + 0,08 + 0,08 + <0,01 0,09 0,09 0,09

kiselina 0,02 0,02 0,02

C18:0 stearinska 570 + 5,88 £ 574 £ 2,80+0,12 3,83 4,14 4,00
kiselina 0,21 0,23 0,24

C18:1 oleinska 71,60 + 71,21 + 71,22 + 74,53 £ 0,82 75,39 73,60 73,91
kiselina 0,73 0,69 0,70

C18:2 linolna 0,77 + 0,65 + 0,66 + 8,82 +0,79 0,72 0,73 0,71
Kiselina 0,38 0,32 0,33

C18:3 linoleinska 0,20 + 0,18 + 0,17 + 1,12 +£ 0,40 0,20 0,22 0,20
kiselina 0,03 0,05 0,05

C20:0 arahidska 3,52+ 3,62 + 3,60 = <0,01 2,52 2,76 2,70
kiselina 0,29 0,33 0,44

C20:1 eikozaenska 2,24 + 2,22 + 2,25 + <0,01 2,54 2,40 2,46
kiselina 0,26 0,26 0,20

C22:0 behenijska 6,21 + 6,41 + 6,28 + <0,01 5,83 6,73 6,38
kiselina 0,49 0,46 0,47

C22:1 eruéna 0,12+ 0,12 + 0,12 + nije 0,15 0,14 0,14

cis kiselina 0,07 0,07 0,08 detektirano

C26:0 cerotska 121+ 1,18+ 1,23+ nije 0,96 1,08 1,06
kiselina 0,16 0,20 0,21 detektirano

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri mjerenja + standardna derivacija

Prilog 6. Udjeli tokoferola (%) u nedegumiranim uljima moringe (Lalas i Tsaknis, 2002)

Djevic¢ansko
Tokoferoli M. oleifera var. Periyakulam maslinovo M. oleifera var. Mbololo
ulje
hladno kloroform: hladno kloroform:
mg/kg n-heksan n-heksan

presanje metanol presanje metanol
o-tokoferol  5,06+0,67  15,38+0,68  2,42+0,37  88,50+6,30 101,46 98,82 105,02
v-tokoferol ~ 25,40+1,16  4,47+0,87 5,52+0,69  9,90+0,65 39,54 27,90 33,45
d-tokoferol 3,55+0,45  15,51+0,99 12,67+£0,55  1,60+0,86 75,67 71,16 77,60

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri mjerenja + standardna derivacija



IZJAVA O IZVORNOSTI

Izjavijujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi
nisam koristiofla drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

‘Jb{.ﬂg(\ 2 (R,C%(] f\//l«(,/

Ime i prezime studenta



