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1. UvOD

Mlijeko je bioloska tekucina koja nastaje kao produkt lu¢enja mlijeCnih Zlijezda slozenih
sisavaca u odredenom vremenskom periodu nakon poroda. Mlijeko je slozenog sastava,
karakteristicnog okusa i mirisa, bijele do zuckasto bijele boje, vrlo bogate nutritivne
vrijednosti. Osim slozenog sastava mlijeka, u koji ulaze proteini, masti, laktoza te mnogi
vitamini 1 mineralne tvari, mlijeko odlikuje 1 visoko iskoriStenje tih nutrijenata te odlicna
probavljivost. Stoga se mlijeko s nutritivnog aspekta smatra jednim od najvrjednijih
prehrambenih sirovina koje pridonosi oCuvanju Covjekova zdravlja i ulazi u kategoriju
funkcionalne hrane (Bozani¢ i sur. 2018). Kada se promatra proizvodnja i konzumacija mlijeka
u Republici Hrvatskoj, kao i u cijeloj Europi, uvelike prednjaci kravlje mlijeko dok su ostale
vrste mlijeka, kao $to je kobilje, u manjini. Do prije nekoliko godina, na policama hrvatskih
trgovina tesko se je moglo pronaci kobilje mlijeko ili njegovi proizvodi dok su u Aziji oni
iznimno popularni od davnina. Novija istrazivanja upucuju na to da se kobilje mlijeko koristilo
na podrucju danasnjeg Kazahstana ¢ak 3500 godina pr. Krista (Outram i sur. 2009). Poznato je
i da su carevi Kineske dinastije Ming nazivali kobilje mlijeko ,,bozanskim nektarom* zbog
njegovih ljekovitih svojstava. Takoder, do polovice 20. stoljeca na podrué¢ju tadasnjeg SSSR-
a osnovano je oko 50 ljecilista koja su u terapijske svrhe koristila kobilje mlijeko. Stoga se i
dan danas na podruc¢ju Rusije i Mongolije nalaze mnoge farme konja sa svrhom proizvodnje
kobiljeg mlijeka (Brezovecki i1 sur. 2014). U posljednja dva desetlje¢ca povecanjem
popularnosti funkcionalne hrane, porasla je i potraznja, kao i proizvodnja, za kobiljem
mlijekom. Stoga se danas i u Europi mogu pronaci specijalizirane farme za uzgoj mlije¢nih
kobila u zemljama kao $to su Njemacka, Francuska, Madarska 1 Belgija. Sama proizvodnja
kobiljeg mlijeka je sezonska i proteze se kroz proljece i ljeto te period laktacije obi¢no traje
izmedu pet i osam mjeseci (BoZani¢ i sur. 2018). Iz tog razloga svjeze kobilje mlijeko nije
dostupno kroz cijelu godinu, ve¢ se ono skladisti - najceS¢e u zamrznutom stanju. Uzevsi u
obzir sve vecu popularnost i prisutnost kobiljeg mlijeka u hrvatskim trgovinama, cilj ovog
zavr$nog rada je prikazati promjene na kvaliteti kobiljeg mlijeka u vidu fizikalno kemijskih
svojstava 1 antioksidativne aktivnosti mlijeka skladiStenog u zamrznutom obliku kroz Sest

mjeseci skladistenja.



2. SASTAV | FIZIKALNO-KEMIJSKA SVOJSTVA KOBILJEG
MLIJEKA

Sastav i svojstva kobiljeg mlijeka karakterizira visoki udio vode te omjer pojedinih sastojaka
suhe tvari koji varira ovisno o faktorima kao $to su stupanj laktacije, vrsta i na€in prehrane te
dob kobile (Pieszka 1 sur., 2016; Pecka i sur., 2012.). Kao $to se moze vidjeti u Tablici 1.,
kobilje mlijeko je svojim sastavom vrlo sli¢cno maj¢inom mlijeku gdje se u oba sluc¢aja istice
visoki udio laktoze te je iz tog razloga vrlo pogodno za prehranu novorodencadi i djece.
Usporedno s mlijekom ostalih prezivaca, kobilje mlijeko ima manji udio mlije¢ne masti te ga

omjer kazeina i proteina sirutke svrstava u albuminska mlijeka (Malacarne i sur., 2002).

Tablica 1. Kemijski sastav kobiljeg, maj¢inog i kravljeg mlijeka (Bozani¢ i sur., 2018; Kosti¢,

2015).

Parametar Kobilje Majcino Kravlje mlijeko
mlijeko mlijeko
Suha tvar (%) 10,95 11,80 12,40
Proteini (%) 2,15 1,30 3,45
Proteini sirutke (%) 38,79 53,52 17,54
Kazein (%) 50,00 26,06 77,23
NPN (%) 11,21 20,42 5,23
Mast (%) 1,25 3,75 4,35
Triacilgliceroli (%) 81,10 98,00 97,00
Fosfolipidi (%) 5,00 1,30 1,50
Slobodne masne kiseline 9,40 u tragovima u tragovima
Laktoza (%) 6,40 6,65 4,65
Mineralne tvari (%) 4,00 2,50 7,50
Energijska vrijednost (Kj L") 1883 2843 2763

Kao posljedica prisutnosti pigmenta B-karotena, kobilje mlijeko je zuckasto bijele boje
(Alatrovi¢, 2017). Prosjecna pH vrijednost iznosi 7,2 (BoZani¢ 1 sur., 2018) dok tocka ledista
iznosi -0,532 °C (Sekuli¢, 2018) najvise ovise¢i o udjelu mineralnih tvari i laktoze. Gustoca
kobiljeg mlijeka (1028-1035 kg m™) sli¢na je gusto¢i kravljeg mlijeka (1027-1033 kg m™)
(Uniacke-Lowe, 2011).



Tablica 2. Fizikalna svojstva kobiljeg, maj¢inog i kravljeg mlijeka (Kosti¢, 2015).

Fizikalno svojstvo Kobilje mlijeko Majcino mlijeko Kravlje mlijeko
pH (25 °C) 7,2 6,8 6,6
Tocka ledista (°C) -0,540 - -0,531

Slika 1. Svjeze kobilje mlijeko (Anonymous 1, 2020).

2.1. PROTEINI
S obzirom na proteinski sastav, kobilje mlijeko je vrlo slicno maj€inom mlijeku te se oba zbog
visokog udjela proteina sirutke ubrajaju u tzv. albuminska mlijeka. Takoder sadrzi i visok udio
proteina mlije¢nog seruma te je zbog toga bogat izvor esencijalnih aminokiselina i odlican
izvor hranjivih sastojaka u prehrani ljudi (Malacarne 1 sur., 2002). Kobilje mlijeko sadrzi sve
osnovne frakcije proteina sirutke; o-laktalbumin (a-La), B-laktoglobulin (B-Lg),
imunoglobulini (Ig), albumini krvnog seruma, laktoferin (LF) i lizozim (Lyz) (Malacarne i sur.,
2002). Sve frakcije proteina su prisutne i u maj¢inom mlijeku izuzev B-laktoglobulina, dok
kravlje mlijeko takoder sadrzava sve navedene frakcije, ali u razli¢itim udjelima. Tako kobilje
mlijeko sadrzi viSe lizozima, laktoferina, B-laktoglobulina i imunoglobulina od kravljeg. B-
laktoglobulin je najveca frakcija proteina sirutke u kobiljem mlijeku (Tablica 3.) te se smatra
odgovornim za alergijske reakcije na proteine mlijeka. Ta ¢injenica stvara poprilicne probleme
u industriji proizvodnje mlije¢nih formula i prehrane za dojencad na bazi kravljeg mlijeka
(Potocnik, 2010; Pieszka 1 sur. 2016). Kobilje mlijeko moglo bi se pokazati kao odli¢na
alternativa kao izvor B-laktoglobulina s obzirom da su Inglingstaad 1 suradnici (2012) ustvrdili

da se p-laktoglobulin porijeklom iz kobiljeg mlijeka ucinkovitije 1 lakSe razgraduje



djelovanjem enzima probave, u odnosu na iste frakcije iz drugih vrsta mlijeka. Frakcija a-
laktalbumin kobiljeg mlijeka sadrzi 123 aminokiseline ¢ime je strukturno slican a-
laktalbuminu iz kravljeg i maj¢inog mlijeka (Brezovecki i sur., 2014), te se nalazi u tri genetska
oblika: A, B i C, koji se razlikuju u nekoliko pojedina¢nih aminokiselina. Proteini sirutke su
termolabilni, no B-Lg a-La su otporniji na visoke temperature, u usporedbi s B-Lg 1 a-La
kravljeg mlijeka. Ta otpornost prema visokim temperaturama se moze povezati S monomernim
oblikom 1 odsutnos¢u slobodnih sulthidrilnih (SH) skupina (Claeys i sur., 2014). Lizozim
predstavlja glavnu antimikrobnu komponentu kobiljeg mlijeka zbog snaznog antivirusnog
djelovanja koji posjeduje jer tvori netopljive komplekse s virusima inaktivirajuci virusne
toksine (Uniacke-Lowe, 2011; Poto¢nik, 2011). Stoga je glavna uloga lizozima i laktoferina
borba protiv infekcija kod dojencadi tijekom dojenja kao i zastita mlijecne zlijezde. Kao
prirodna obrana od infekcija, u kobiljem mlijeku se takoder nalaze i tri vrste imunoglobulina -
imunoglobulin A (IgA), G (IgG) 1 M (IgM). U kobiljem i kravljem mlijeku kao i1 kolostrumu
prevladava IgG, dok u maj¢inom mlijeku i kolostrumu prevladava IgA (Brezovecki i sur.,

2014).

Tablica 3. Udjeli (%) pojedinih frakcija proteina sirutke u kobiljem, humanom i kravljem

mlijeku (Pieszka i sur., 2016).

Frakcija Kobilje Humano Kravlje
(% od ukupnih proteina sirutke) | mlijeko mlijeko mlijeko
a-laktalbumin 28,55 42,37 53,59
B-laktoglobulin 30,75 - 20,10
Imunoglobulini 19,77 18,15 11,73
Albumin krvnog seruma 4,45 7,56 6,20
Laktoferin 9,89 30,26 8,38
Lizozim 6,59 1,66 tragovi

Kazein kobiljeg mlijeka je spuzvaste teksture, graden u obliku micela te je nesto vece prosjecne
veli¢ine (d = 225 nm) u odnosu na vecinu ostalih vrsta mlijeka. Kobilje mlijeko sadrzi manji
udio kazeina, nego kravlje mlijeko, no ve¢i udio u usporedbi s humanim mlijekom (Tablica 1.).
Kazein iz kobiljeg mlijeka je sastavljen uglavnom od jednakih koli¢ina as-kazeina i B-kazeina,

ali je dokazana 1 prisutnost frakcija k-kazeina 1 y-kazeina (Malacarne 1 sur., 2002; Potocnik,



2011; Pieszka 1 sur.,, 2016). Razli¢it sastav proteina 1 razli¢ita struktura micela kazeina
odrazavaju razlike u reoloskim svojstvima gruSa dobivenog od razli¢itih vrsta mlijeka.
Usporedujuci kazein kravljeg mlijeka, kazein kobiljeg mlijeka ima u svome sastavu manje
prolina i glutaminske kiseline, a viSe asparaginske kiseline. Frakcije B-kazeina i k-kazeina
karakteriziraju izrazenija kisela svojstva Sto utjeCe na nizu izoelektricnu tocku (pH=4,2)
kobiljeg mlijeka u usporedbi s kravljim mlijekom (pH=4,6), a to za posljedicu ima slabiju
podloznost koagulacije odnosno slabiju sposobnost stvaranja pahulja grusa djelovanjem
kiseline. Takoder, kobilje mlijeko je otpornije 1 na toplinsku koagulaciju zbog manje
koncentracije kazeina 1 vecCe toplinske stabilnosti B-laktoglobulina (Uniacke-Lowe 1 sur.,
2010). Zbog tih karakteristika preradom kobiljeg mlijeka se dobiva meksi i manje kompaktan
grus$ koji je vrlo probavljiv. Naime, kobilje se mlijeko u probavnom traktu ¢ovjeka razgradi
unutar dva sata, dok se probava kravljeg mlijeka odvija unutar tri do pet sati (Malacarne i
sur.,2002; Pieszka i sur., 2016).

U sastavu kobiljeg mlijeka nalaze se i neproteinske dusi¢ne tvari (NPN), odnosno spojevi s
dusikom koji se ne ubrajaju u proteine kao $to su urea, amonijak, mokraé¢na kiselina, kreatinin
1 slobodne aminokiseline. Udio NPN u kobiljem mlijeku oduzima 10-16 % ukupnog dusSika,
slicno kao 1 kod majcinog mlijeka. Koli¢inski gledano, najzastupljenija je urea (40 — 50 %
NPN) te se u kobiljem mlijeku pronalazi u koncentracijama od 20 do 30 mg na 100g uzorka,
dok su sa nutritivnog stajali$ta najvrjedniji sastojak NPN frakcije slobodne masne kiseline koje
se brze apsorbiraju u ¢ovjekov organizam od onih u sastavu proteina. Udio tih slobodnih
aminokiselina u NPN kod kobiljeg mlijeka iznosi 10-20 %, odnosno 1960 pmol L™ $§to je cak
tri puta veca vrijednost od one kod kravljeg mlijeka (Ivankovi¢ i sur., 2016; Uniacke-Lowe i
sur.,2010). Vrijedi naglasiti kako kobilje mlijeko sadrzi aminokiselinu taurin koju takoder
sadrZi 1 humano mlijeko te je esencijalna za dojencad, dok je u sastavu kravljeg mlijeka nema

(Uniacke-Lowe, 2011).

2.2.  MLIJECNA MAST
Udio mlije¢ne masti kod kobiljeg mlijeka u prosijeku iznosi 1,2 % no ovisno o razliitim
¢imbenicima, moze se kretati od 0 do 7,9 % (Park i sur., 2006; Salomon i sur., 2009). Mlije¢na
mast, odnosno lipidi, se u kobiljem mlijeku nalazi u formi masnih globula promjera 2-3 pm,
Sto su neSto manje globule od onih kod maj€inog (3-5 um) 1 kravljeg mlijeka (3-4 um). Sama
struktura masne globule sastoji se od jezgre ispunjene triacilglicerolima i membrane sa tri sloja:

unutarnji proteinski omota¢, srediSnja fosfolipidna membrana te vanjski sloj bogat
5



glikoproteinima velike molekulske mase. Glikoproteini imaju oblik dugackih niti koje se
nalaze na povrsini globula mlije¢ne masti te omogucuju njihovo prianjanje na epitelne stanice
crijeva i vezanje enzima lipaza $to uvelike pridonosi probavi kobiljeg mlijeka. Glikoproteini
se pod utjecajem topline razgraduju, dok disocijraju prilikom hladnog skladistenja (Bozanic¢ i
sur., 2018). Profil mlijecne masti kobiljeg mlijeka sastoji se od 80-85 % triacilglicerola , 5-10
% slobodnih masnih kiselina te oko 10 % sterola i fosfolipida. Usporeduju¢i mlijecnu mast
kobiljeg, humanog i kravljeg mlijeka, uo€avamo kako humano i kravlje mlijeko sadrze vise
triacilglicerola, ¢ak 97-98 %, dok kobilje mlijeko sadrzi viSe fosfolipida (oko 5 %) i slobodnih
masnih kiselina (oko 9 %) (Brezovecki 1 sur. 2014). Fosfolipidi kobiljeg mlijeka bogatiji su
fosfatidilserinom 1 fosfatidiletanolaminom te sadrZze manje sfingomijelina, fosfatidilkolina i

fosfatidilinozitola (Malacarne i sur., 2002).

23. LAKTOZA
Laktoza ili mlijecni Secer je disaharid koji je u kobiljem mlijeku najzastupljeniji od svih
ugljikohidrata. Udio laktoze u kobiljem mlijeku je prilicno visok te iznosi 6-7 % ¢ime je vrlo
sli¢an udjelu laktoze majc¢inog mlijeka dok kravlje mlijeko sadrzi nizi udio (Bozani¢ i sur.,
2018; Kosti¢, 2015). Taj visoki udio laktoze je konstantan 1 ne podlijeZe promjenama te daje
kobiljem mlijeku slatkast okus i ¢ini ga vrlo probavljivim. Laktoza takoder pomaze i u
apsorpciji kalcija $to je vrlo bitno kod mineralizacije kostiju, pogotovo kod novorodencadi i
djece urazvoju. Procesom fermentacije laktoza se prevodi u mlije¢nu kiselinu, etanol i ugljikov
dioksid, a dobiveni mlije¢ni proizvod postaje prihvatljiv izvor hrane za ljude koji su

netolerantni na laktozu (Cagalj i Brezovecki, 2013).

2.4. MINERALNE TVARI

Udio mineralnih tvari u kobiljem mlijeku iznosi 0,3-0,5 % $to je znatno manje u odnosu na
kravlje mlijeko. S obzirom da je kolostrum u pocetku jedina hrana Zdrijebeta koja mu osigurava
dovoljno mineralnih tvari za rast i razvoj (Kosti¢, 2015), upravo se u kolostrumu pronalazi
najvec¢i udio mineralnih tvari od oko 0,51 %, dok tijekom vremena, odnosno laktacije, ta
vrijednost opada na oko 0,37 % (Bozani¢ i sur., 2018). U kobiljem su mlijeku koli¢inski
najzastupljeniji kalcij, fosfor, kalij i magnezij u obliku fosfata, karbonata, klorida i citrata
(Claeys 1 sur., 2014). Takoder, 1 u mineralnom sastavu kobiljeg mlijeka ocituje se njegova
zdravstvena vrijednost s obzirom da kalcij 1 fosfor sudjeluju u izgradnji kostiju kao 1 sveopéem

rastu i razvoju organizma. Sami omjer kalcija i fosfora u kobiljem mlijeku iznosi 1,5-1,6:1 dok
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taj omjer u kravljem mlijeku iznosi 1,2:1 $to ¢ini kobilje mlijeko povoljnije s obzirom na aspekt
resorpcije kalcija, iako su koncentracije tih mineralnih tvari u kravljem mlijeku veée (Bozani¢
isur., 2018). Kosti¢ (2015) navodi kako se zbog nizeg udjela natrija, kobilje mlijeko preporuca

bolesnicima krvozilnog sustava i onima s visSim krvnim tlakom.

25.  VITAMINI
Sadrzaj vitamina je vrlo promjenjiv u sastavu svih vrsta mlijeka te ovisi o nizu faktora kao $to
su zdravstveno stanje, stadij laktacije, prehrana, godiSnje doba i sli¢no (Bozani¢ i sur., 2018).
Kobilje mlijeko sadrzi vitamine topljive u vodi kao sto su A, D, E 1 K, te vitamine topljive u
masti kao §to su Bi, B2, Bs, Be, Bi2 1 folnu kiselinu. Kobilje mlijeko u svome sastavu sadrzi
manje vitamina od mlijeka prezivaca gdje je jedina iznimka vitamin C koji se moze pronaci u

koli¢inama ¢ak 1 do tri puta ve¢im od onih u mlijeku prezivaca (Claeys i sur., 2014).

3. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

Antioksidansi su kemijski spojevi koji mogu sprijeciti ili usporiti osteéenja stanica tj., svaki
spoj koji mozZe donirati elektrone i neutralizirati na taj nacin slobodne radikale ima
antioksidativna svojstva. Antioksidansi se mogu podijeliti na one koji reagiraju s lipidnim
radikalom tvore¢i stabilni produkt (fenoli, minerali, flavonoidi, vitamini) te na one koji
mijenjaju funkciju slobodnog radikala ¢ime dolazi do zaustavljanja lanCane reakcije (propil
galat). Vrijedi istaknuti i podjelu na enzimske i neenzimske antioksidanse, od kojih su mnogi
dobiveni iz hrane, gdje su najpoznatiji predstavnici polifenoli. Sto vise antioksidansa sadrzi
neka namirnica u svome sastavu, ima vec¢i antioksidativni kapacitet.

Promatrajuci sastav kobiljeg mlijeka, uo€avamo mnoge spojeve s dokazanim antioksidacijskim
svojstvima. Neki od njih su svakako proteini sirutke, kazein, B-karoten, vitamini A, E 1 C,
laktoferin, a-tokoferol, selen, cink te aminokiseline sa sumporom u svome sastavu (Usta i
Yilmaz, 2013). Kao glavni protein mlijeka, kazein djeluje kao antioksidans 1 inhibira
autooksidaciju lipida kataliziranu lipooksigenazom jer sadrZzi svoje frakcije (asl-, as2-, B-1 k-
kazein) koje su bogate fosfatima. Kobilje mlijeko bogato je proteinima sirutke, a uoceno je
kako proteini sirutke inaktiviraju oksidaciju lipida (Tong i sur.,, 2001) te kako svojim
djelovanjem povecaju razinu glutation peroksidaze koji je zapravo jo$ jedan antioksidans u
mlijeku. Laktoferin karakterizira mogucénost vezanja prooksidacijskog iona zeljeza ¢ime se

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



vitaminskom sastavu kobiljeg mlijeka istice se velika koli¢ina vitamina C koji je topljivu vodi
1 koji neutralizira superoksidne radikale, okside Zeljeza i dusika te inhibira razgradnju vitamina
B2. Vitamini koji su topljivi u mastima (A i E) Stite polinezasi¢ene masne kiseline, gdje vitamin
E takoder suprimira aktivnost proteolitickog enzima — plazmina. Jedan od najjacih
antioksidansa topljivih u mastima je a-tokoferol koji je prisutan u membrani masnih globula i
ima preventivnu ulogu u nastanku slobodnih radikala. B-karoten sprje¢ava fotooksidaciju
vitamina B2 tako da apsorbira svjetlost umjesto vitamina, dok cink i selen izazivaju supresiju
superoksidnog radikala.

S obzirom da antioksidativna aktivnost kobiljeg mlijeka ovisi o njegovom sastavu, posljedicno
ovisi o nizu faktora koji utjeCu na sam sastav mlijeka. Tako veliku ulogu ima nacin ishrane
zivotinje. Kod mlijeka zivotinja koje su se hranile slobodnom ispaSom zabiljezena je veca
koncentracija fenolnih spojeva za razliku od slu¢aja kada su Zivotinje bile zatvorene 1 hranjene
koncentratima. Razlog je u tome Sto svjeZzem bilju nalazimo viSe bioaktivnih tvari koje
pozitivno utjecu na sastav mlijeka. Na ishranu, odnosno koncentraciju fenolnih spojeva u
sto¢noj hrani utjecu godi$nja doba kao i klimatski uvjeti. U susnijim razdobljima povecava se
koncentracija fenolnih spojeva u mlijeku jer dolazi do abiotickog stresa kod biljaka ¢ime se
povecava proizvodnja sekundarnih metabolita, kojima pripadaju i fenolni spojevi (Chéavez-

Servin i sur., 2018).

4. ZDRAVSTVENA VRIJEDNOST KOBILJEG MLIJEKA

Kao S$to je ve¢ na viSe mjesta istaknuto u ovome radu, kobilje mlijeko odlikuje visoka
zdravstvena vrijednost. Ono sadrZi nisku razinu kolesterola kao 1 nizak udio mlije€ne masti dok
je udio visestruko nezasi¢enih masnih kiselina izuzetno visok (28 %), te sluze 1 za sintetiziranje
omega-6 1 omega-3 masnih kiselina. Povoljan omjer kazeina i proteina sirutke pridonosi vrlo
dobroj probavljivosti kobiljeg mlijeka te zbog veceg udjela proteina sirutke nego kod kravljeg
mlijeka, kobilje se mlijeko smatra boljim izvorom esencijalnih aminokiselina (Brezovecki i
sur. 2014). Istrazivanje provedeno od strane Businco i sur. (2000) ustvrdilo je kako 96 %
ispitanika koji su patili od alergijskih reakcija na kravlje mlijeko, nisu pokazivali alergijske
reakcije na kobilje mlijeko. Visoki udio laktoze pridonosi mineralizaciji i izgradnji kostiju jer
potpomaze apsorpciju kalcija 1 drugih mineralnih tvari tako da izaziva blago kiselu reakciju u
crijevima. Ukoliko se redovito konzumira, ono ublazava ili ¢ak uklanja probleme uzrokovane

alergijama, koznim bolestima, bolestima diSnog i probavnog sustava. Ima povoljan u¢inak na



zdravlje ljudi oboljelih od anemije, upale bubrega, dijareje i drugih gastrointestinalnih
poremecaja, kao i na ljude s kroni¢nim bolestima poput hepatitisa, ¢ira na Zelucu, anemije i
nefritisa. Smatra se kako je povoljan ucinak u lijeCenju Cireva rezultat visokog sadrzaja
vitamina A 1 fosfolipida (Brezovecki i sur., 2014). Kobilje se mlijeko od davnina koristilo u
kozmetici te 1 dan danas pronalazi veliku ulogu u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji. Nalazi
se u mnogim kremama, sapunima i losionima te se koristi za njegovanje problemati¢ne koze s
ekcemima, crvenila, svrbezi, a posjeduje i hidratizirajuéi ucinak te sprecava starenje koze
(Bozani¢ 1 sur., 2018). U farmaceutskoj industriji kobilje mlijeko se najcesc¢e koristi u svrhu
preventivne terapije, a najcesce se dobiva u obliku dehidriranog kobiljeg mlijeka koje se moze

proizvesti u formi emulzija ili kapsula (Ivankovi¢, 2004).

5. EKSPERIMENTALNI DIO

51. MATERIJALI

Kao sirovina u provodenju fizikalno-kemijskih analiza koristeno je kobilje mlijeko donirano
od strane OPG Zoran Rebi¢ (Veliko Trojstvo, Hrvatska). Mlijeko je razdijeljeno u plasti¢ne
Falcon kivete volumena 50 mL, zamrznuto i ¢uvano pri -18 °C u trajanju 6 mjeseci. Od
laboratorijskog pribora, za izradu eksperimentalnog dijela ovog rada, koriStene su odmjerne
tikvice, menzure, staklene i falcon kivete s poklopcima, laboratorijske ¢ase, pipete i propipete,
kivete, plasticne ladice, metalne Zlic¢ice, butirometar, boca Spricaljka, stanievina te zaStitne

rukavice.

Kemikalije:
Za odredivanje antioksidacijskog potencijala DPPH metodom:
1. 6,0x 10> mol L' DPPH (2,2-difenil- 1-pikrilhidrazil, Sigma-Aldrich, Njema-
¢ka) otopljen u 95 %-tnom etanolu (KEFO, Hrvatska)
Za odredivanje antioksidacijskog potencijala FRAP metodom:
1. 10 mmol TPTZ — (2,4,6-tripiridil-s-triazin, Sigma-Aldrich, Njemacka) pripre-
mljen u 40 mmol HCI (B) (KEFO, Hrvatska)
2. 20 mmol zeljezo (II1)-klorid heksahidrat, FeCls x 6 H-0 (C) (Lach-Ner, Hr-
vatska)
3. 0,3 M acetatni pufer (A) (Gram-Mol, Hrvatska)



4.

Navedene kemikalije iskoriStene su za pripremu FRAP reagensa koji se sasto-
jao od 25 mL 0,3 M acetatnog pufera (A), 2,5 mL 10 mmol TPTZ-a priprem-
ljenog u 40 mmol HCI (B) i 2,5 mL 20 mmol FeCls x 6 H20 (C), pomijesanih
u omjeru A:B:C=10:1:1 (v/v).

Za odredivanje ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocaleteau:

1.

2.

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

Za provodenje SDS-PAGE elektroforeze:

1.

© o N o gk~ w DN

10.
11.
12.

13.
14.
15.

akrilamid (Sigma, SAD)

amonij-persulfat (Kemika, Hrvatska)

bromfenol plavo (Sigma, SAD)

coomassie Brilliant Blue (Sigma, SAD)

glicerol (Alkaloid, Makedonija)

glicin (Gram-Mol, Hrvatska)

izopropanol, (Kemika, Hrvatska)

kloridna kiselina (Kemika, Hrvatska)

kompleksal 111 (etilendiamintetraoctena kiselina dinatrijeva sol-dihidrat,
EDTA), (Kemika, Hrvatska)

natrijev dodecilsulfat (SDS), (Sigma, SAD)

octena kiselina (Carlo Erba, Italija)

standard za elektroforezu proteina ProSieve QuadColor molekulske mase 4,6-
315 kDa (Lonza, SAD)

TEMED (N, N, N°, N"-tetrametiletilen), (Sigma, SAD)

Tris (hidroksimetil)-aminometan (Carlo Erba, Italija)

-merkaptoetanol (Sigma, SAD)

52. METODE RADA

Fizikalno-kemijske metode, kao i metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti uzoraka,

provedene su na uzorku svjezeg kobiljeg mlijeka, te jednom svakog mjeseca u periodu od Sest

mjeseci skladiStenja u zamrznutom stanju.
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5.2.1. Odredivanje pH vrijednosti
Za odredivanje pH vrijednosti bio je potreban pH-metar (pH3110, WTW, Weilheim, Njemacka)
i laboratorijska caSa. Prvi korak ovog postupka je kalibriranje elektrode pH-metra prema
uputama proizvodaca nakon Cega se, prije samog mjerenja, ta elektroda ispire destiliranom
vodom 1 susi koriStenjem stanicevine. Potom se elektroda uranja u ¢aSu s uzorkom kobiljeg

mlijeka i ocita se dobivena pH vrijednost.

5.2.2. Odredivanje ukupne otopljene tvari (TDS) i elektri¢ne vodljivosti

TDS vrijednost, odnosno udio otopljenih ¢vrstih tvari 1 elektri€na vodljivost odredivani su
pomocu konduktometra (TDS/Conductivity/°C meter with RS-232 CON 200 series, Oacton,
Singapur). Postupak mjerenja sastoji se od uranjanja sonde u svjeze pripremljeni uzorak i
o€itanja vrijednosti na konduktometru. Nakon o¢itanja, elektroda se ispere destiliranom vodom
te posusi stanicevinom. Elektricna vodljivost izrazava se u uS cm™, dok se TDS izrazava kao
mg otopljenih tvari po litri uzorka. Svaki uzorak mjerio se u dvije paralele. Rezultati su
obradeni u programu Excel (Windows 10).

Postupak:

Uzorak se pripremi na nacin da se 1 mL kobiljeg mlijeka razrijedi s 9 mL destilirane vode.
Nakon toga se u uzorak kvantitativno prenese u laboratorijsku ¢asu te se u njega uroni sonda

konduktometra i ocitaju rezultati.

Slika 2. Uzorci za odredivanje TDS vrijednosti i1 elektricne vodljivosti — vlastita slika.
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5.2.3. Odredivanje distribucije velicine Cestica
Distribucija veli¢ine Cestica odredivana je pomocu Zetasizer UltraNano ZS (Malvern Malvern
Panalytical Ltd, United Kingdom) uredaja, a podaci su obradeni programom Zetasizer Ultra-
Pro ZS Xplorer. Ovo je opticka metoda te se princip rada uredaja za odredivanje raspodjele
veliCine Cestica bazira na odstupanju laserske zrake prilikom prolaska kroz vodenu suspenziju
Cestica uzorka. Odredivanje distribucije veli¢ine Cestica provedeno je na osnovu intenziteta
pojave Cestica odredene veli¢ine u danom uzorku kobiljeg mlijeka te je iskazan u postotcima.

Uzorak se pripremi na nacin da se 1 mL kobiljeg mlijeka razrijedi s 9 mL destilirane vode.

5.2.4. Odredivanje strukturnih promjena NIR spektroskopijom
U prehrambenoj industriji se Near-infrared (NIR) spektroskopija koristi za kontrolu kvalitete
1 sigurnosti hrane te se rutinski primjenjuje u analizi sastava te funkcionalnoj i senzorskoj
analizi sastojaka hrane, meduprodukata proizvodnje 1 gotovih proizvoda. Ova metoda se
temelji na apsorpciji elektromagnetskog zracenja u podruc¢ju od 780 nm do 2500 nm pri cemu
se pojavljuju vrpce visih tonova i kombinacijske vrpce medu kojima su najistaknutije C-H,
O-H, S-H 1 N-H veze, odnosno veze s vodikom koje pokazuju veliku neuskladenost 1 visoke
frekvencije vibracija (Ozaki i sur.,, 2007). NIR spektroskopija je vrlo brza metoda, to¢na,
jednostavna, ne zahtjeva posebnu pripremu uzoraka i ne ostecuje uzorak te se moze provoditi
i on-line.
NIR spektri svih pripremljenih uzoraka kobiljeg mlijeka snimljeni su u rasponu valnih duljina
od 904 nm do 1699 nm na NIR spektrometru Control Development, Inc., NIR-128-1.7-
USB/6.25/50um s instaliranim Control Development softverom SPEC 32.
Postupak:
Uzorak se pripremi na nacin da se 1 mL kobiljeg mlijeka razrijedi s 9 mL destilirane vode.
Potom se u uzorak uroni sonda koja je sastavni dio NIR spektrometra te program biljezi

apsorpcijski spektar uzoraka.

5.2.5. Natrij dodecil sulfat-poliakrilamidna gel elektroforeza proteina
Separacijska tehnika poliakrilamid gel elektroforeza ima znacajnu ulogu u istrazivanju
mlije¢nih proteina. Jednostavna je i relativno kratkog vremena izvodenja te se elektroforeza u
poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijeva dodecil sulfata (SDS-PAGE) cesto koristi za

dokazivanje patvorenja mlijeka. Takoder, SDS-PAGE elektroforeza koristi se 1 kod odredivanja
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stupnja denaturacije proteinskih frakcija prisutnih u mlijeku, do koje dolazi prilikom obrade

mlijeka na razli¢itim temperaturama.

Priprema kemikalija i reagensa za analizu

U 15 pL uzorka kobiljeg mlijeka doda se 15 uL 2 x koncentriranog Laemmli pufera (1,25 mL
1 M Tris-HCI (pH=6,8), 4 mL SDS (10 % (w/v)), 2 mL glicerol (100 % (v/v)), 0,5 mL 0,5 M
EDTA, 4 mg bromfenol plavo, 0,2 mL B-merkaptoetanol). Tako priredeni uzorci se prokuhaju
2,5 min, a u meduvremenu se izvadi ceSlji¢ iz prethodno pripremljenog 10 %-tnog
poliakrilamidnog gela te se pripremi aparatura za elektroforezu. U komoru za elektroforezu se
ulije 400 mL pufera za elektroforezu (1x). Nakon kuhanja, pomo¢u Hamilton igle 20 pL uzorka
se nanese na 10 %-tni poliakrilamidni gel. Elektroforetsko razdvajanje proteina na gelu provodi
se u komori za elektroforezu pri konstantnom naponu od 190 V tijekom 45 minuta. KoriSten je
standard ProSieve QuadColor Protein Marker koji sadrzi proteine poznate molekulske mase u
rasponu 4,6-315 kDa. Po zavrSetku elektroforeze, gel se inkubira u otopini za bojanje (0,02 %
Coomassie Brilliant Blue praha, 25 % izopropanola i 10 % octene kiseline) tijekom 2 sata, a

potom u otopini octene kiseline (10 % (v/v)) do obezbojenja pozadine.

Priprema 10 %-tnog poliakrilamidnog gela:
GEL ZA RAZDVAJANIJE (DONJI GEL):

Tris (hidroksimetil aminometan)-HCI pufer, pH 8,8 2,5mL
30 % akrilamid 3mL
destilirana voda 2,5mL
TEMED (N, N, N’, N’-terametiletilendiamin) SuL
10 % APS (amonijev persulfat) 38 uL

GEL ZA SABIJANIJE (GORNIJI GEL):
Tris (hidroksimetil aminometan)-HCI pufer, pH 6,8 2,13 mL

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

Nakon $to se doda TEMED u smjesu, gel za razdvajanje se izlije u kalup izmedu dva stakalca,
doda se izopropanol da se gel jednoliko rasporedi i ostavi da se polimerizira tijekom otprilike

45 minuta.
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Nakon §to se izopropanol ukloni pomocu filtar papira, u kalup se doda gel za sabijanje, u koji

se odmah uroni ceslji¢ za stvaranje jazica gela te se ostavi da se polimerizira.

Priprema pufera za elektroforezu (10 x koncentrirana otopina):

Tris 30g
Glicin 144 ¢
SDS (natrijev dodecil sulfat) 10g

te nadopunjeno do 100 mL destiliranom vodom.

5.2.6. Priprema uzorka mlijeka za odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH i
FRAP metodom te udjela ukupnih fenola Folin Ciocaltau reagensom
Prije provodenja protokola za odredivanje antioksidacijske aktivnosti i udjela ukupnih fenola
uzorci kobiljeg mlijeka pripremljeni su na odgovarajué¢i nacéin, kako su prethodno opisali
Alyaqgoubi i sur. (2014). U 1 g mlijeka dodano je 10 mL 1N HCI-a pripremljenog u 95 %-tnom
etanolu (v/v, 15/85) u falcon epruveti nakon ¢ega slijedi inkubacija u vodnoj kupelji (WNE 14,
Memmert, Njemacka) na 30°C/lh uz ukljucenu tresilicu. Potom se smjesa centrifugira
(ROTINA 380 R, Hettich zentrifugen, Njemacka) na 7800 g 15 min / 5°C te se nakon centrifu-
giranja supernatant pipetiranjem odvoji od nastalog taloga. Dobiveni supernatant moguce je

cuvati u zamrzivacu na -20°C do daljnje upotrebe.

5.2.6.1.  Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Ova metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti temelji se na sposobnosti uklanjanja
radikala antioksidansom DPPH Kkoji donira jedan vodik dusiku s jednim nesparenim elektro-
nom odgovaraju¢eg hidrazina. DPPH ne dimerizira kao ostali slobodni radikali ve¢ je stabilan
radikal zbog delokalizacije elektrona preko cijele molekule. Upravo ta delokalizacija uzrokuje
ljubicastu boju s apsorbancijom na 520 nm u otopini etanola. Prednost ove metode je da DPPH
reagira s antioksidansom u cjelini, a dovoljno dugi vremenski period omoguc¢uje da DPPH
reagira sporo i kod slabijih antioksidansa. Ova metoda je Siroko primjenjiva te se moze kori-
stiti za ispitivanje lipofilnih i hidrofilnih antioksidansa, kao i vodenim i organskim otapalima.
Metoda se provodi na sobnoj temperaturi da se izbjegne razgradnja antioksidansa (Pregiban,
2017).
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Slika 3. Primjer reakcije DPPH radikala i antioksidansa ArOH prikazan strukturnim
formulama (Izvor: Pregiban, 2017)
Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom proveden je prema protokolu sku-
pine autora Sangsopha i sur. (2019), a prikazan je shemom na Slici 4. Apsorbancija je odre-
dena na spektrofotometru VWR UV-1600PC Spectrophotometer. Analiza se provodila jed-

nom mjesecno kroz period od 6 mjeseci skladiStenja kobiljeg mlijeka u zamrznutom stanju.

Odvagnuti 0,00118 g
(cca 0,0012 g) DPPH
(6,0 x 1075 M)

Odvagani DPPH

prenijeti u odmjernu [——

tikvicu od 50 mL

Ocitati apsorbanciju
na 517 nm

—

Mracno mjesto,

sobna temperature, |

30 minuta

y

Konacan rezultat
izraziti kao mg Trolox
ekvivalenta/mL
(baZdarni dijagram)

Odmjernu tikvicu
dopuniti s 95%-tnim
etanolom

y

0,1 ml uzorka*
pomijesatis 3,9 mL
DPPH

* slijepa proba umjesto uzorka (supernatanta) sadrZi otapalo — 95% etanol

Slika 4. Shema provodenja DPPH metode (Izvor: vlastita slika).

Postotak redukcije slobodnih radikala u otopini proporcionalan je smanjenju apsorbancije
mjerene otopine te se ratuna prema jednadzbi:
% DPPH redukcije radikala = (A, - As)/A, x 100 [1]
...gdje su A, —A (517 nm) za slijepu probu (95 % etanol)
As— A (517 nm) za uzorak (Sangsopha 1 sur., 2019).
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5.2.6.2.  Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

FRAP metoda se temelji na reakciji redukcije Fe3+ iona - TPTZ (zeljezo(111)-2,4,6- tri(2-piri-
dil)-s-tirazin) u Fe2+ - TPTZ s antioksidansom. Kao rezultat te reakcije dolazi do formiranja
intenzivno plave boje otopine s apsorbancijom na 550 nm. U svrhu standardnih antioksidanasa
koriste se Trolox ili askorbinska kiselina. Rezultati ove metode variraju s obzirom na vrijeme
analize i medij u kojim se provodi reakcija. Sama reakcija se izvodi u niskom pH kako bi se
odrzala topljivost Zeljeza, ali to za posljedicu ima smanjenje redoks potencijala sustava (Pregi-
ban, 2017).

p Q 7\ /N
o ava cﬂf Vb

L
N_

Fe}-TPTZ Fe*-TPTZ

Slika 5. Oksidirani i reducirani oblik kompleksa zeljezo-TPTZ (Giil¢in, 2012).

Postupak provodenja FRAP metode opisali su Benzie i Strain (1996), a shematski je prikazan
na Slici 6. te se provodio jednom mjesecno kroz 6 mjeseci skladistenja kobiljeg mlijeka u za-

mrznutom stanju.

Odvagnuti 0,0156 g Ofva'ganl TPTZ Odmjt.er.w tikvicu
| Prenijeti u odmjernu »| dopunitis HCl-om
TPTZ-a (10 mM) hije
tikvicu od 5 mL (40 mMm)
L

Pomijesati 0,6 mL Inkubirati FRAP lgz‘fi:i::fa‘::;e’g:f:i;
uzorka®s3,4mL Id reagens na < 1 mL FeCl; x eH,g on mM)

FRAP reagensa 37°C/30 min 1 mL TPTZ-a (u HCl-u)

4

Konacan rezultat

Smjesu inkubirati na O¢itati apsorbanciju izraziti kao mg Trolox
37°C/60 min ’ na 593 nm g ekvivalenta/mL

(baZdarni dijagram)

* slijepa proba umjesto uzorka (supernatanta) sadrzi 1N HCl pripremljen u 95% etanolu (v/v, 15/85)

Slika 6. Shema provodenja FRAP metode (Izvor: Vlastita slika).
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Izrada bazdarnog dijagrama FRAP metode

U svrhu izrade bazdarnog pravca (Slika 9.) koristi se standard Trolox-a pocetne koncentracije
2 mmol L™ od kojeg se pripreme odgovarajuca razrjedenja koncentracije 25, 50, 75, 100, 125,
250, 500, 750, 1000 1 1500 uM. Tako dobivena razrjedenja koriste se u prethodno prikazanom
protokolu (Slika 7.) za odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom tako Sto se
umjesto 0,6 mL ekstrakta reakcijskoj smjesi dodaje po 0,6 mL otopine Troloxa poznate
koncentracije. Konacni rezultati se izrazavaju kao mg Trolox ekvivalenta mL™' (Sangsopha i

sur., 2019), a za svaki uzorak izracuna se srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3 200
0.0064x + 0.218
) | - ,_.,,‘.‘./,,‘,A:._..V,
3 7= .,:,.v.:..,—,m
] : ;4_;:,,;7.‘,,;,.4 oo
s e
’ ,,,,4,.,..,..
,.,_,4..,.,,,,4.,...‘.
.».,H,, e
0 L] 000
40

¢ (Trolox) / pM

Slika 7. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 593 nm (A 593) o koncentraciji Troloxa

(uUM) za izracun antioksidacijske aktivnosti prema FRAP metodi

5.2.6.3.  Odredivanje ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteu

S obzirom na kemijsku strukturu fenolni spojevi se dijele na flavonoide i fenolne kiseline te
njima srodne spojeve (Slika 8). Ti spojevi mogu vezati slobodne radikale, odnosno reaktivne
kisikove oblike jer je redukcijski potencijal elektrona fenolnog radikala niZi od redukcijskog
potencijala elektrona reaktivnog kisikovog oblika. Folin-Ciocateu reagens je zapravo smjesa
fosfomolibden i fosfovolframove kiseline. Prilikom oksidacije fenolnih sastojaka te se kise-
line reduciraju u molibdenov oksid i volframov oksid $to za posljedicu ima plavo obojenje
uzorka. Stoga, mjerenjem intenziteta nastalog plavog obojenja pri valnoj duljini 750 nm, mo-

zemo odrediti ukupne fenole u uzorku (Spaji¢, 2019).
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Slika 8. Struktura jednostavnih fenolnih spojeva (Anonymous 2, 2017)

Postupak odredivanja ukupnih fenola Folin Ciocalteau reagensom prikazan je shemom na slici
9. te se provodio jednom mjesecno kroz 6 mjeseci skladiStenja kobiljeg mlijeka u zamrznutom
stanju. Kemikalije i reagensi se pripremaju prema Singleton i sur. (1999) te je potrebno prije

svakog odredivanja pripremiti svjeZi Folin Ciocalteu reagens.

Spremiti F.C.r. (Folin Nakon 5 minu

Ciocalteau reagens):
0,6 mLF.C. +6mL

U epruveti pomijesati
0,4 mL uzorka* s
1,6 mLF.C.r.

epruvetu sa smjesom
dodati 2 mL Na.CO;

(7,5% (w/v))
v

destilirane vode

Inkubirati smjesu 2h
pri sobnoj
temperaturi na
mracnom mjestu

Smjesu dobro
homogenizirati na
vortexu

Odcitati apsorbanciju
na 750 nm

a

L
Konacan rezultat
izraziti kao mg
ekvivalenta galne
kiseline/mL
(baZdarni di]agram)

* slijepa proba umjesto uzorka (supernatanta) sadri destiliranu vodu

Slika 9. Shema odredivanja ukupnih fenola Folin Ciocaleteau reagensom (Izvor: Vlastita
slika).

Izrada bazdarnog dijagrama za metodu sa reagensom po Folin Ciocalteu

U svrhu izrade bazdarnog pravca (Slika 12.) koristi se standard galne kiseline (GAL) pocetne
koncentracije 125 mg L' od koje se pripreme to¢no odredena razrjedenja kako bi se dobile
koncentracije od 25, 50, 75, 100 i 125 mg L. Potom se slijedi prikazani protokol (Slika 10.)
za odredivanje ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteau. Jedina razlika u ovom slucaju
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je u tome $to se umjesto 0,4 mL ekstrakta, dodaje po 0,4 mL galne Kiseline poznate koncen-
tracije. Na temelju ocitanih vrijednosti kreira se bazdarni dijagram i dobije se jednadzba

pravca pomocu koje se racunaju udjeli ukupnih fenola u uzorcima kobiljeg mlijeka.

1,400

y =0,0106x + 0,133
R?=0,999

1,200
1,000
20,800
<
<0,600
0,400
0,200

0,000
0 20 40 60 80 100 120
c(GAL) / mgL?
Slika 10. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 750 nm (A 750) o koncentraciji galne

kiseline (mg GAE L) za odredivanje ukupnih fenola.

6. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je odrediti kako skladiStenje u zamrznutom stanju kroz Sest mjeseci utjece
na kvalitetu kobiljeg mlijeka. Promatrana su fizikalno-kemijska svojstva unutar kojih pH
vrijednost, elektri¢na vodljivost 1 TDS vrijednost, distribucija veli¢ine Cestica, NIR spektri,
SDS-PAGE analiza te promjene u antioksidativnoj aktivnosti (FRAP i DPPH metode) kao i

promjene u sadrZaju ukupnih fenola.

6.1. Odredivanje pH vrijednosti
Rezultati odredivanja pH vrijednosti prikazani su u Tablici 4. kojima je zabiljezen porast pH
vrijednosti u vremenskom razdoblju od Sest mjeseci. [zmjerena pH vrijednost svjezeg kobiljeg
mlijeka iznosila je prosjec¢no 6,96 dok je vrijednost za mlijeko nakon Sest mjeseci skladiStenja
u zamrznutom stanju iznosila prosjecno 7,24. Takvi rezultati podudaraju se sa rezultatima
istrazivanja kojeg su proveli Mariani 1 sur. (2001) gdje je odredena pH vrijednost kobiljeg
mlijeka 4 dana nakon partusa iznosila 6,6, dvadeset dana nakon partusa 6,9 te 180 dana nakon

partusa 7,1.
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Tablica 4. Odredivanje pH vrijednosti kobiljeg mlijeka kroz 6 mjeseci skladiStenja u

zamrznutom obliku.

Vrijeme skladiStenja pH vrijednost

Svjeze kobilje mlijeko 6,96
1. mjesec 7,02
2. mjesec 7,09
3. mjesec 7,1

4. mjesec 7,18
5. mjesec 7,21
6. mjesec 7,24

S obzirom da je zabiljezen porast pH vrijednosti kobiljeg mlijeka, mozemo pretpostaviti da je
tijekom skladistenja doslo do disocijacije kiselih soli (fosfati, nitrati) ¢ime se oslobadaju H"
ioni koji se detektiraju prilikom odredivanja pH vrijednosti pH-metrom. Drugi moguéi razlog
je 1 fermentacija laktoze uslijed koje dolazi do razlaganja laktoze na produkte medu kojima je
i mlije¢na kiselina. Medutim, kako je uzorak ¢uvan pri -18 °C, do fermentacije nije moglo
do¢i pa je razlog promjene u pH vrijednosti vjerojatno prethodno spomenuta disocijacija na

Sto ukazuju 1 rezultati za TDS 1 elektricnu vodljivost.

6.2. Odredivanje ukupne otopljene tvari (TDS) i elektri¢ne vodljivosti

Odredivanjem TDS vrijednosti kroz 6 mjeseci skladiStenja kobiljeg mlijeka u zamrznutom
obliku, ustanovljen je porast koncentracije otopljenih tvari u uzorcima kobiljeg mlijeka. Tako
je najniza TDS vrijednost zabiljeZene u uzorku svjezeg kobiljeg mlijeka i iznosila je 75,7 mg
L™, dok je najvisa (96,75 mg L") zabiljeZena u uzorku starom 6 mjeseci. Rezultati su

prikazani u obliku grafa Slikom 11.
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Slika 11. Prikaz porasta TDS vrijednosti u kobiljem mlijeku kroz 6 mjeseci skladiste-

nja.

Povecanje koncentracije ukupno otopljenih tvari podudara se sa pretpostavkom da je tijekom
skladistenja kobiljeg mlijeka doslo do disocijacije soli jer disocijacijom jedne soli nastaje vise
iona.

Budu¢i da elektri¢na vodljivost ovisi o koncentraciji otopljenih tvari u nekom uzorku, sukladno
tome zabiljezen je i porast elektricne vodljivosti u kobiljem mlijeku kroz 6 mjeseci skladistenja.
Tocnije, disocijacijom soli oslobadaju se ioni koji su nositelji pozitivnog ili negativnog
elektricnog naboja. Najniza zabiljeZena vrijednosti elektri¢ne vodljivosti iznosila je 150,75 pS
cm' 1 to za svjeze kobilje mlijeko, dok je najvisa vrijednosti od 193,175 puS cm™ zabiljezena

za kobilje mlijeko skladiSteno 6 mjeseci. Rezultati su prikazani u obliku grafa kao Slika 12.
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Slika 12. Prikaz porasta elektriéne vodljivosti u kobiljem mlijeku kroz 6 myjeseci

skladistenja

6.3.  Odredivanje distribucije veli¢ine Cestica

Na Slici 13. prikazani su grafovi distribucije veli¢ine Cestica za uzorak svjezeg kobiljeg
mlijeka (a) 1 za uzorak kobiljeg mlijeka koje je skladiSteno 6 mjeseci u zamrznutom obliku
(b). Usporedujuéi grafove, uocavamo kako je nakon 6 mjeseci skladiStenja u zamrznutom
obliku doslo do smanjenja intenziteta veli¢ine ¢estica na podrucju od oko 300 nm (1. pik) i od
oko 5400 nm (2. pik). Takoder, moze se primijetiti da se nakon 6 mjeseci skladiStenja kobiljeg
mlijeka u zamrznutom obliku pojavio $iri raspon veliine Cestica Sto se najbolje vidi na
podrucju od 4000 nm.

Samarzija (2016) Cestice veli¢ine 2000-6000 nm kategorizira kao koloidnu emulziju u koju
svrstava masne globule, Cestice iznad 200 nm opisuje kao koloidnu suspenziju te u nju
svrstava kazein-kalcijev fosfat, ¢estice veli¢ine 1-200 nm karakterizira kao koloidnu otopinu
1 u nju ukljucuje proteine sirutke, dok ¢estice manje od 1 nm karakterizira kao pravu otopinu
u koju svrstava laktozu, soli 1 druge tvari.

Uzevsi u obzir navedenu podjelu i dobivene rezultate, zakljuujem kako je tijekom
skladistenja kobiljeg mlijeka doslo do disocijacije soli ukljucujuéi i kazein — kalcijev fosfat.
Takav zakljuc¢ak se podudara sa rezultatima odredivanja ukupno otopljenih tvari, elektricne
vodljivosti i pH vrijednosti. Takoder moze se uociti kako je doSlo i do homogenizacije

mlije¢ne masti, odnosno usitnjavanja velikih masnih globula na viSe manjih globula.
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Slika 13. Usporedba grafova distribucije veli¢ine Cestica za uzorak svjezeg kobiljeg mlijeka (a)

i za uzorak kobiljeg mlijeka koje je skladiSteno 6 mjeseci u zamrznutom obliku (b).

6.4.  Odredivanje strukturnih promjena NIR spektroskopijom
Rezultat snimanja uzoraka je NIR spektar u rasponu valnih duljina od 904 nm do 1699 nm u
ovisnosti o apsorbanciji za uzorke kobiljeg mlijeka kroz 6 mjeseci skladiStenja u zamrznutom

obliku. U nastavku su prikazani dobiveni NIR spektri kao Slika 14.
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Slika 14. NIR spektri za uzorke kobiljeg mlijeka skladiStenih 6 mjeseci u zamrznutom obliku.

Vidljivo je da dolazi do znatnog skoka apsorbancije na valnom podru¢ju od 904-1000 nm,
1160-1220 nm i 1400-1690 nm. Na podrucju valnih duljina 904 — 1000 nm zabiljeZene su
vibracije C — H veza u trecoj regiji (eng. overtone) i O — H veza u drugoj regiji te se mogu
povezati s sastojcima kobiljeg mlijeka koji sadrze atome C, H 1 O kao §to je to Secer laktoza.
U podrucju valnih duljina 1160 — 1220 nm pojavljuju se vibracije C — H veza u drugoj regiji i
vibracije C = O. Vibracije C — H 1 C = O veza u podrucju valnih duljina 1160 — 1220 nm
mozemo povezati sa mlijeénom masti koja se nalazi u sastavu kobiljeg mlijeka. Vibracije N —
H, O —H i C—H veza u prvoj regiji zabiljeZene su u podru¢ju valnih duljina 1400 — 1690 nm
1 mozemo ih povezati sa udjelom proteina u kobiljem mlijeku. Na dobivenom spektru se istice
lagani pad apsorbancije izmedu valnih duljina 1400-1690 nm za uzorke nakon 1. mjeseca 1 3.
mjeseca skladiStenja Sto se moze pripisati denaturaciji odredenog dijela proteina. Tome
zakljucku idu u prilog i dobiveni rezultati u ovom radu prema kojima je tijekom skladiStenja
kobiljeg mlijeka doslo do povecanja pH vrijednosti, elektri¢ne vodljivosti i promjene veli¢ina
Cestica. Naime, tijekom denaturacije proteina dolazi do pucanja nekovalentnih veza u
sekundarnoj 1 tercijarnoj strukturi ¢ime se formira naboj na pobo¢nim ograncima strukture

proteina §to dovodi do promjena u elektri¢noj vodljivosti i pH vrijednosti sustava.
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6.5. SDS-PAGE elektroforeza

Primjenom toplinskih tretmana dolazi do brojnih fizikalno-kemijske promjena na sastojcima
mlijeka, ali treba napomenuti kako trenutno nije dostupan veliki broj radova o njihovom
utjecaju na proteine kobiljeg mlijeka. Proteini sirutke ¢ine 50 % ukupnih proteina kobiljeg
mlijeka te se uvrStavaju u termolabilne proteine. Frakcija proteina sirutke ima sljedeca Cetiri
glavna proteina: p-laktoglobulin, a-laktalbumin, proteine krvnog seruma (BSA) i
imunoglobulin (Ig). Od navedenih vrsta proteina u frakciji proteina sirutke, B-laktoglobulin i
a-laktalbumin kobiljeg mlijeka su u usporedbi sa kravljim otporniji na visoke temperature, $to
se povezuje s njihovim monomernim oblikom te odsutnos¢u sulthidrilnih skupina (Claeys 1
sur., 2014). Za razliku od proteina sirutke, kazein je toplinski stabilan protein jer ne koagulira
prilikom visoke toplinske obrade.

Slikom 15. prikazani su rezultati provodenja SDS-PAGE elektroforeze na sirovom kobiljem
mlijeku 1 na kobiljem mlijeku koje je skladiSteno 6 mjeseci u zamrznutom obliku. Kolona
oznacena slovom S na Slici 15. predstavlja otopinu standarda u kojoj su ozna¢ene molekulske
mase pojedinih proteinskih frakcija koje se kre¢e od 17 do 315 kDa, dok kolona 1 predstavlja
uzorak sirovog kobiljeg mlijeka, a kolona 2 uzorak kobiljeg mlijeka skladiStenog 6 mjeseci u
zamrznutom obliku.

315
250
180
140

~1
[}

55

17 -———‘
Slika 15. SDS-PAGE elektroforeza sirovog mlijeka (1) i mlijeka skladiStenog 6 mjeseci u

zamrznutom obliku (2).
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Provodenjem SDS-PAGE elektroforeze detektirana su 4 glavna banda: a-laktalbumin, (-
laktoglobulin, kazein i albumini krvnog seruma.

Na Slici 15. moze se vidjeti da prva pruga na gelu odgovara molekulskoj masi od 17 kDa, koja
se odnosi na a-laktalbumin koja ne odgovara teoretskoj molekulskoj masi a-laktalbumina koja
iznosi 14 kDa. Skladistenje od 6 mjeseci na -18 °C uzrokovalo je denaturaciju a-laktalbumina
Sto je uocljivo jer je doslo do nestanka jasno ocrtanog banda, a formirao se mutniji i $iri band.
Sljedec¢a pruga na gelu odnosi se na B-laktoglobulin te odgovara molekulskoj masi 20 kDa §to
je nesto vise od teoretske molekulske mase B-laktoglobulina u kobiljem mlijeku, koja iznosi
19,5 kDa. Band je neSto Siri 1 mutniji u koloni 2, nego li je u koloni 1, Sto upucuje na
denaturaciju B-laktoglobulina nakon 6 mjeseci skladiStenja u zamrznutom obliku. Sljedeca
pruga na gelu odgovara molekulskoj masi od 29 do 38 kDa i oznacava kazein §to se ne
podudara s teoretskom molekulskom masom kazeina koja se kre¢e od 19 do 25 kDa. Band na
koloni 1 (sirovo mlijeko) je vrlo mutan i slabo vidljiv dok je na koloni 2 intenzivniji i uoc€ljiv.
S obzirom da kazein ne moze tijekom skladistenja nastati iz drugih sastojaka, moguca je
pogreska prilikom provodenja metode ili se denaturirani kazein iz sirovog mlijeka renaturirao
tijekom skladiStenja. Najvec¢a molekulska masa od 55 do 73 kDa detektirana je za albumine
krvnog seruma koji su denaturirali tijekom skladiStenja posto je band u koloni 2 nesto $iri i
mutniji od onog u koloni 1. Dobiveni rezultati podudaraju se s rezultatima NIR spektroskopije
kojom je takoder odredena denaturacija proteina tijekom skladistenja kobiljeg mlijeka 6
mjeseci u zamrznutom obliku.

Prema istrazivanju koje su proveli Civardi 1 sur. (2007), o-laktalbumin, lizozim 1 f-
laktoglobulin kobiljeg mlijeka pokazuju veliku toplinsku stabilnost u uzorku koji je zagrijavan
do temperature od 75 °C u trajanju od 14 minuta. Medutim, promatraju¢i kinetiku,
denaturacija a-laktalbumina 1 -laktoglobulina se medusobno razlikuje. Na pocetku
zagrijavanja a-laktalbumin je jako otporan na toplinsku denaturaciju no primjenom
temperature od 85 °C u trajanju od 20 minuta uo¢ena je njegova brza destabilizacija. S druge
strane, [B-laktoglobulin karakterizira veca toplinska stabilnost prilikom cijelog procesa
zagrijavanja te predstavlja jedinu frakciju proteina sirutke koja je prisutna u uzorku (s udjelom
od 38,5 % od pocetne vrijednosti) nakon primjene temperature od 100 °C u trajanju od 30

minuta.
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6.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Preciznost i pouzdanost DPPH metode za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ovisi o
dobroj simulaciji reaktivnosti kisikovih i duSikovih oblika prisutnih u bioloskim sustavima
(Arnao, 2000). Velika prednost ove metode odredivanja antioksidacijskih svojstava je u tome
Sto ¢e s vremenom DPPH reagirati s cijelim uzorkom, a reagirat ¢e ¢ak 1 sa relativno slabim
antioksidansima. Ova metoda provedena je spektrofotometrijski gdje se mjerila apsorbancija
tamno-plavog do ljubicastog obojenja, nastalog uslijed reakcije, kod valne duljine od 517 nm.
Dobiveni rezultati preracunati su u % DPPH redukcije radikala te su kao takvi prikazani na

Slici 16.
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Slika 16. Antioksidacijska aktivnost odredena DPPH metodom i izrazena kao % DPPH

redukcije radikala za uzorak svjezeg kobiljeg mlijeka i uzorke skladiStene kroz 6 mjeseci.

Rezultati ukazuju na smanjenje antioksidacijske aktivnosti u uzorcima kobiljeg mlijeka
tijekom skladiStenja u zamrznutom stanju kroz Sest mjeseci. Najveci postotak DPPH redukcije
radikala odreden je u uzorku svjezeg kobiljeg mlijeka, a najmanji postotak je zabiljezen kod

.....

uzoraka svjezeg kobiljeg mlijeka i onog skladiStenog u vremenu od jedan mjesec.

6.7. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom
Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom provedeno je spektrofotometrijski
gdje se mjerio intenzitet plavog obojenja kod valne duljine od 593 nm. Dobivene vrijednosti

27



apsorbancije uzoraka uvrstene su u jednadzbu bazdarnog pravca nakon ¢ega su preraCunate u
koncentraciju izrazenu kao pmol Trolox ekvivalenata. Konacni rezultati su prikazani u obliku

grafa kao Slika 17.
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Slika 17. Antioksidacijska aktivnost odredena FRAP metodom 1i izrazena kao ekvivalent

Troloxa za uzorak svjezeg kobiljeg mlijeka i uzorke skladistene kroz 6 mjeseci.

Prikazani rezultati ukazuju na smanjenje antioksidacijske aktivnosti u uzorcima kobiljeg
mlijeka koji su skladiSteni u zamrznutom stanju u vremenskom periodu od Sest mjeseci.
Najveca koncentracija Trolox ekvivalenta odredena je kod svjezeg kobiljeg mlijeka, dok je
najmanja vrijednost odredena za uzorak koji se skladistio Sest mjeseci u zamrznutom stanju.
Najveci pad u rezultatima primije¢en je izmedu uzorka svjezeg kobiljeg mlijeka 1 uzorka

skladiStenog u vremenu od jedan mjesec, a potom je slijedio sporiji pad vrijednosti.

Dobiveni rezultati smanjenja antioksidacijske aktivnosti DPPH i FRAP metodom podudaraju
se sa istrazivanjem koje su proveli Abarshi i sur. (2021). Provodenjem FRAP i DPPH metode
kroz 3 tjedna skladistenja kobiljeg mlijeka na 4°C takoder su zabiljezili kako je doSlo do
smanjenja antioksidacijske aktivnosti u tom vremenskom periodu. Navode kako razlog
ovakvih rezultata moze biti gubitak, odnosno raspad odredenih komponenti sastava kobiljeg

mlijeka kao 1 inaktivacija bioaktivnih peptida.
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6.8.  Odredivanje ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteu

Odredivanje ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteu provedeno je
spektrofotometrijski tako da se mjerio intenzitet plavog obojenja kod valne duljine od 750 nm.
Dobivene vrijednosti apsorbancije uzoraka uvrstene su u jednadzbu bazdarnog pravca te su
preracunate u koncentraciju izrazenu kao mg ekvivalenta galne kiseline po mL. Konaéni

rezultati su prikazani u obliku grafa kao Slika 18.
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Slika 18. Odredivanje ukupnih fenola izrazenih kao ekvivalent galne kiseline (mg GAE L)

s reagensom po Folin Ciocaleteu za svjeze kobilje mlijeko i uzorke skladistene kroz 6 mjeseci.

Rezultati odredivanja ukupnih fenola u vremenskom periodu od Sest mjeseci ukazuju na
smanjenje ukupnih fenola u uzorcima. Najveca koncentracija ekvivalenta galne kiseline
oitana je u uzorku svjezeg kobiljeg mlijeka, dok je najmanja vrijednost koncentracije
rezultata zabiljeZen je izmedu uzoraka svjeZeg kobiljeg mlijeka i onog skladiStenog u vremenu
od jedan mjesec nakon ¢ega slijedi sporiji pad vrijednosti rezultata. Dobiveni rezultati mogu
se objasniti ¢injenicom da fenoli ne mogu nastati iz sastojaka, ve¢ samo mogu biti prisutni u
mlijeku te se njihova koncentracija ne moze povecavati ali moze biti konstantna ili se

smanjivati uslijed raspada tijekom skladiStenja uzoraka.
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. ZAKLJUCCI

Tijekom skladiStenja kobiljeg mlijeka u zamrznutom stanju u vremenskom periodu od 6
mjeseci doslo je do povecanja pH vrijednosti s pocetnih 6,96 na konac¢nih 7,24. Porast pH
vrijednosti moze biti rezultat disocijacije soli ili denaturacije proteina.

Skladistenje kobiljeg mlijeka u zamrznutom stanju uzrokuje povecanje koncentracije oto-
pljenih tvari $to posljedi¢no uzrokuje i povecanje elektri¢ne vodljivosti kobiljeg mlijeka.
To ukazuje na disocijaciju soli, raspad fenolnih spojeva te denaturaciju proteina prisutnih
u kobiljem mlijeku.

. Nakon 6 mjeseci skladisStenja kobiljeg mlijeka u zamrznutom stanju doslo je do smanjenja
intenziteta pojave Cestica veli¢ine od oko 300 nm i 5400 nm te se povecao raspon veli¢ine
Cestica koji se mogao detektirati na podru¢ju od oko 4000 nm. Ti rezultati ukazuju na
disocijaciju soli prisutnih u kobiljem mlijeku, kao i na homogenizaciju mlije¢ne masti.

. NIR spektri uzoraka kobiljeg mlijeka dobiveni za svaki mjesec skladistenja kroz 6 mjeseci
u zamrznutom obliku, drasti¢no se ne razlikuju, izuzev uzoraka za 1. i 3. mjesec skladis-
tenja kod kojih je zabiljezena denaturacije odredenog dijela proteina.

SDS-PAGE analizom utvrdeno je da je tijekom skladistenja kobiljeg mlijeka 6 mjeseci u
zamrznutom obliku doslo do denaturacije proteina koji su u sastavu tog mlijeka.

. Provodenjem DPPH i FRAP metode utvrden je pad vrijednosti antioksidacijske aktivnosti
kobiljeg mlijeka nakon 6 mjeseci skladiStenja u zamrznutom obliku.

Odredivanjem koncentracije ukupnih fenola s reagensom po Folin Ciocalteau zabiljezen
je pad koncentracije tih spojeva u kobiljem mlijeku nakon 6 mjeseci skladiStenja u zamr-
znutom obliku.

. Uzevsi u obzir sve dobivene rezultate, moze se zakljuciti kako je skladistenjem kobiljeg
mlijeka u zamrznutom stanju na -18 °C kroz 6 mjeseci doslo do odredenog pada kvalitete,

a time i do smanjenja prehrambene i zdravstvene vrijednosti tog mlijeka.
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