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1. UVOD



Patvorenje prehrambenih proizvoda podrazumijeva zamjenu i/ili dodavanje nekog
sastojka proizvodu mimo zakonskih odredaba, ¢ime neposSteni proizvodaci ostvaruju
financijsku dobit. Patvorenjem se mijenjaju svojstva i zdravstvena sigurnost izvornog
proizvoda, ¢cime se moZe nanijeti Steta potrosacima (Borkova i Snaselova, 2005.; Damjanovié

i sur., 2006.; Zelenakova i sur., 2010.; Zachar i sur., 2011.).

U proizvodniji razli¢itih mlije¢nih proizvoda, patvorenje cesto podrazumijeva zamjenu
mlijeka vece vrijednosti onim manje vrijednosti. Kravlje mlijeko je jeftinije od drugih vrsta i
njegova proizvodnja prevladava u svijetu, stoga ga neki proizvodacdi koriste za patvorenje
kozjeg ili ov€jeg mlijeka. Mijesanje razli¢itih vrsta mlijeka ponekad je poZeljno radi svojstava
proizvoda. No, problem nastaje kada konacni proizvod nije deklariran kao proizvod
sastavljen od viSe vrsta mlijeka. Takav se proizvod smatra patvorenim i Zakonom je
zabranjen (NN., 117/03.), jer mu se mijenja kvaliteta i zdravstvena sigurnost (Borkova i

Snaselova, 2005.; Damjanovic i sur., 2006.; Zachar i sur., 2011.).

Potrosaci trebaju biti zasti¢eni od ovakve prakse zbog vjerskih i kulturoloskih razloga,
mogucih alergija na kravlje komponente u ovim proizvodima te propisanih zahtjeva kakvoce.
Kako bi se izbjegla moguénost nezakonite zamjene jedne vrste mlijeka drugom, neophodno
je osigurati adekvatne kontrolne mjere sposobne otkriti takve prevare i zastititi potrosaca
(Hurley i sur., 2004.; Damjanovi¢ i sur., 2006.; Nicolaou i sur., 2010.; Song i sur., 2011.;
Zacharisur., 2011.).

Vecina metoda za identifikaciju autenti¢nosti mlije¢nih proizvoda temelji se na analizi
glavnih proteina mlijeka. Za otkrivanje patvorenja jedne vrste mlijeka drugim uglavnom se
koriste elektroforetske, kromatografske, spektroskopske i imunokemijske metode (Borkova i

Snaselova, 2005.; Damjanovié i sur., 2006.; Zachar i sur., 2011.).

Cilj ovog rada bio je utvrditi moZe li se razlikama u intenzitetu fluorescencije,
koncentraciji proteina te koli¢ini ukupnog amino dusika u sirutki razlikovati kravlje od kozjeg
mlijeka. Dodatno je ispitana moguénost procjene koli¢ine ukupnog amino dusika i koli¢ine

proteina na osnovi fluorescencije.



2. TEORUSKI DIO



2.1. MLIJEKO

Mlijeko je bioloSka tekucina, vrlo sloZena sastava, koju izluCuje mlije¢na Zlijezda Zenki
sisavaca. Pod pojmom mlijeko podrazumijeva se kravlje mlijeko, dok se ostale vrste moraju
istaknuti oznakom porijekla. Razlic¢ite vrste mlijeka se razlikuju prema prehrambenim,
fizikalno-kemijskim i tehnoloskim osobinama. Mlijeko sadrzi preko stotinu razliCitih sastojaka
Cija koli¢ina varira u razlicitih vrsta sisavaca, ali razlikuje se i unutar iste vrste (Tablica 1).
Sastav ovisi 0 raznim ¢imbenicima: pasmini i zdravstvenom stanju Zivotinje, stadiju laktacije,
nacinu i vrsti hranidbe, godisSnjem dobu, okoliSnim uvjetima, vrsti i broju muznje, dobi i
tjelesnoj masi Zivotinje i sl. (Fox i McSweeny, 1998.; Tratnik, 1998.; Mioc i Pavi¢, 2002.; Park i
sur., 2007.; Slacanac i sur., 2010.).

U novije vrijeme proizvodnja kozjeg mlijeka u svijetu biljeZi sve veci porast. lako ono
¢ini svega 2% ukupne svjetske proizvodnje, u prehrani se sve vise isticu njegove prednosti
(Bozani¢ i sur., 2002.). Njegovi proteini imaju vecu bioloSku vrijednost od kravljih, bolje je
probavljivo, ima bolje imunoloske i antibakterijske karakteristike te je hipoalergijsko

(Haenlein, 2004.; Park i sur., 2007.; Olalla i sur., 2009.; Slacanac i sur., 2010.).

Tablica 1 Prosjecan sastav kozjeg i kravljeg mlijeka (Sla¢anac i sur., 2010.)

Sastav (g/kg) Kozje mlijeko Kravlje mlijeko
Suha tvar 119,4 128,9
Mast 33,5 38,5
Bezmasna ST 89,0 90,0
Laktoza 45,5 47,0
Proteini 33,0 33,3
Kazein 25,5 27,0
Albumin, globulin 7,5 6,5
NPN 4,0 2,0
Pepeo 8,0 7,3
Kalorije 70 69

U Hrvatskoj postoji samo dvije vrste kozjih proizvoda na trzistu, UHT mlijeko i mali

broj sireva (Sla¢anac i sur., 2010.).



2.2. PROTEINI KRAVLIEG | KOZJEG MLIJEKA

Osnova za razlikovanje mlijeka razli¢itih vrsta je njihov sadrzaj proteina (Fox i
McSweeny, 1998.). Proteini sudjeluju u gotovo svim procesima u organizmu, od grade do
reprodukcije. Kataliziraju vazne reakcije, vezu mineralne tvari i vitamine te imaju glavnu
ulogu u proizvodnji mlijeCnih proizvoda i stabiliziraju okus mlijeka (Bozani¢ i sur., 2002.;
Slac¢anac i sur., 2010.). Prosjecne koli¢ine proteina u kravljem mlijeku su izmedu 3,1-3,9
g/100 g, a u kozjem izmedu 3,27-4,60 g/100 g, pri ¢emu neki autori navode visSe razine u
sirovom, a nize u obradenom mlijeku, dok drugi ne navode tu razliku (Park i sur., 2007.;

Olallai sur., 2009.).

Dvije su osnovne vrste proteina u mlijeku definirane u ovisnosti o njihovoj topljivosti
pri pH 4,6 i temperaturi od 25°C. Pri ovim uvjetima, oko 80% ukupnih proteina se istalozi iz
otopine i ta frakcija se naziva kazein. Proteini koji ostanu otopljeni nazivaju se proteini
sirutke ili serum proteini (Fox i McSweeny, 1998.; Tratnik, 1998.; Park i sur., 2007.; Pasztor-
Huszar, 2008.; Olalla i sur., 2009.; Slac¢anac i sur., 2010.; Rahimi Yazdi i Corredig, 2012.).

2.2.1. Kazein

Kazein ¢ini 80% proteina kravljeg mlijeka, odnosno 77% proteina kozjeg mlijeka.
Osnovni kazeini u kozjem i kravljem mlijeku su isti: as-CN, as-CN, B-CN i k-kazeini (Tablica
2), sa molarnim omjerom u kravljem mlijeku oko 4:1:4:1,3 (Tratnik, 1998.; Borkova i
Snaselova, 2005.; Park i sur., 2007.; Pasztor-Huszar, 2008.; Rahimi Yazdi i Corredig, 2012.).
Dok je u kravljem mlijeku asi-kazein glavna frakcija kazeina, u kozjem mlijeku to je B-kazein
(BoZani¢ i sur., 2002.; Borkova i Snaselova, 2005.). Cestice kazeina u mlijeku se nalaze u
obliku micela, pri ¢emu su micele kozjeg mlijeka manje nego kravlje (BoZanic¢ i sur., 2002.;
Park, 2009.).

Kazein je vrlo stabilan na visokim temperaturama, moZe se zagrijati na 100°C tijekom
24 sata, bez koagulacije, ali podlozan je proteolitickim reakcijama tijekom zrenja sira (Fox i
McSweeny, 1998.; Damjanovic i sur., 2006.; Pasztor-Huszar, 2008.; Rahimi Yazdi i Corredig,

2012.). Kazein se lako talozZi iz mlijeka na razliite nacine (uglavhom djelovanjem enzima ili
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kiselina) pa se moze izdvojiti iz mlijeka (Tratnik, 1998.). Sintetiziran je samo u mlije¢nim

Zlijezdama i ne moZe se naci drugdje u prirodi (Fox i McSweeny, 1998.).

Tablica 2 Udio (%) glavnih kazeinskih frakcija u kozjem i kravljem mlijeku (Slacanaci sur.,

2010.)
Kazeinska frakcija Kozje mlijeko Kravlje mlijeko
a,-CN 26 56
B-CN 64 33
K-CN 10 11
a-CN/ B-CN 0,41 1,70

Vrlo mala koli¢ina as;-kazeina u kozjem mlijeku omogudéava sigurnu identifikaciju
patvorenja kozjeg mlijeka kravljim, ve¢ s koli¢inama od 1% (Jenness, 1980.; Bozanic i sur.,
2002.). U mlijeku su takoder prisutni i produkti proteolize sva 4 primarna kazeina (Borkova i

Snaselova, 2005.).

2.2.2. Proteini sirutke

Proteini sirutke su bioloski najvrjedniji proteini i ine priblizno 18-20% ukupnih
proteina mlijeka (Bozani¢ i sur., 2002.; Herceg i Rezek, 2006.). Ovu skupinu proteina najveéim
dijelom cine B-laktoglobulini (B-Lg) i a-laktalbumini (a-La) (Tablica 3). Zatim slijede proteoze-
peptoni (koji djelomiéno potjecu i od hidrolize B-kazeina) te imunoglobulini (IgG, IgA, 1gM) i
albumin krvnog seruma, kao i manji peptidi poput enzima, laktoperoksidaze, lizozima,
glikoproteina, krvnog transferina, glikomakropeptida i laktoferina (Tratnik, 1998.; Borkova i

Snaselova, 2005.; Herceg i Rezek, 2006.; Pasztor-Huszar, 2008.; Park, 2009.).

Tablica 3 Sastav i sadrZaj proteina sirutke u obranom mlijeku (Borkova i Snaselova, 2005.)

Kravlje mlijeko Kozje mlijeko

Proteini sirutke (g/I) 6,46 6,14
B-laktoglobulini (%) 59,3 54,2
a-laktalbumini (%) 16,2 21,4
Imunoglobulini (%) 15,0 11,5
Serum albumin/laktoferin (%) 9,5 12,8



Proteini sirutke su izrazito hidrofilni i stabilni na utjecaj kiseline ili enzima te zaostaju
u otopini (sirutki) nakon koagulacije kazeina i odvajanja sirnog grusa. No, vrlo su termolabilni
(osim proteoze-peptona) u odnosu na termostabilni kazein te koaguliraju pod utjecajem
topline (Fox i McSweeny, 1998.; Herceg i Rezek, 2006.). Denaturacija zapocinje ve¢ na
temperaturi iznad 60°C, no koagulacija vecine sirutkinih proteina odvija se pri temperaturi
od 90-95°C, kroz 10-20 minuta (Fox i McSweeny, 1998.; Tratnik, 1998.; Herceg i Rezek, 2006.;
Damjanovi¢ i sur., 2006.; Rahimi Yazdi i Corredig, 2012.). Taloze se u prisutnosti 12%-tne
trikloroctene kiseline (Olalla i sur., 2009.).

Proteinima sirutke se pripisuju razni korisni ucinci, poput antimikrobnih, antiviralnih,
antikarcinogenih i hipokolesterolemiénih svojstava; mogu se koristiti za poboljSanje fizi¢kih

sposobnosti i hipoalergijsku prehranu dojencadi (Herceg i Rezek, 2006.; Park, 2009.).

2.2.3. NPN

Vedinu ukupnih dusi¢nih tvari u mlijeku cine proteini, ali manji dio otpada na
neproteinske dusi¢ne tvari (NPN). To su uglavnhom mali peptidi, aminoseceri, slobodne
aminokiseline, kreatin, ureja, mokraéna kiselina, nukleotidi, nukleozidi, poliamini i amonijak
(Tablice 4, 5) (Tratnik, 1998.). Od ukupne koli¢ine dusika, NPN frakcija zauzima oko 5% u
kravljem mlijeku te oko 9% u kozjem (Jenness, 1980.; DePeters i Ferguson, 1992.; Olalla i

sur., 2009.).

Tablica 4 Sastav NPN frakcije kravljeg mlijeka (DePeters i Ferguson, 1992.)

Sastojak Koli¢ina (mg/100g)
NPN 29,64
Ureja N 14,21
Amonijak N 0,88
Kreatin N 2,55
Kreatinin N 1,21
Mokracna kiselina N 0,78
a-amino N 4,43
Orotinska kiselina N 1,46
Peptidi N 3,20
Hipurna kiselina N 0,44
Nepoznato 0,48



Tablica 5 Sastav NPN frakcije kozjeg mlijeka (Park i sur., 2007.)

Sastojak Koli¢ina (mg N/100 ml)
Amonijak N 0,17
Ureja N 6,54
Kreatinin N 0,19
Kreatin N 3,55
Mokraéna kiselina N 1,55
a-amino N 2,20
Nepoznato 5,63

Glavna komponenta NPN frakcije je ureja, s udjelom u kravljem mlijeku od oko 30%
(EFSA, 2012.), odnosno 10 do 15 mg/dl (Prpi¢ i sur., 2005.). Koli¢ina ukupnih i esencijalnih
aminokiselina podjednaka je u obje vrste mlijeka (Tablica 6). Ali koli¢ina slobodnih, pogotovo

esencijalnih, aminokiselina u kozjem mlijeku je puno veca (Bozanic¢ i sur., 2002.).

Tablica 6 Analiza aminokiselina u kozjem i kravljem mlijeku (BozZani¢ i sur., 2002.)

Aminokiseline (mg%) Kozje mlijeko  Kravlje mlijeko
a) ukupne AK 2989 3199
b) ukupne slobodne AK 2,51 2,38
c) ukupne esencijalne AK 1210 1280
d) ukupne slobodne i esencijalne AK 0,82 0,70
b/a (%) 0,084 0,074
c/a (%) 40,48 40,01

U konacnici, kozje mlijeko, u odnosu na kravlje, ima veéi sadrzaj ukupnih nukleotidnih

monofosfata, slobodnih aminokiselina, ureje i sijalinske kiseline (EFSA, 2012.).

2.3. METODE DETEKTIRANJA PATVORENJA MLIJEKA | MLUECNIH PROIZVODA

Vedina metoda za identifikaciju autenti¢nosti mlijecnih proizvoda temelji se na analizi
glavnih proteina mlijeka (Tablica 7). Naj¢esée koristene metode za otkrivanje patvorenja
jedne vrste mlijeka drugim su elektroforeza, izoelektricno fokusiranje (IEF), kapilarna

elektroforeza (CE), reverzno fazna visokotlacna tekucinska kromatografija (RP HPLC),
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ionozmjenjivacka  visokotlacna tekucinska kromatografija (IE HPLC), hidrofobna
kromatografija (HIC), imunokemijske metode (ELISA) i PCR tehnike (Hurley i sur., 2004.;
Borkova i Snaselova, 2005.; Damjanovic i sur., 2006.; Nicolaou i sur., 2010.; Song i sur., 2011.;

Zacharisur., 2011.).

Tablica 7 Proteinski markeri koji se koriste za detekciju razli¢itih vrsta mlijeka (Borkova i

Snaselova, 2005.)

Metoda Proteinski marker

Kravlji para-k-kazein

Elektroforeza - .
Kravlji as;-kazein

Izoelektricno fokusiranje Kravlp vzl kaze!nl
Kozji para-k-kazein
Kozji a-laktalbumin
Kozji B-laktoglobulin
Kapilarna elektroforeza Kravlji as;-kazein
Kompletni kozji i kravlji proteini
sirutke i kazeini
Kravlji k-kazein
Imunoglobulin G
Indirektna ELISA Kozji as,-kazein
Kravlji B-kazein
Kravlji as;-kazein
Kravlji B-kazein
Sendvic ELISA Kravlji B-laktoglobulin
Kozji proteini sirutke
Kravlji i kozji B-laktoglobulini
RP HPLC Kravlji a-laktalbumin
Kravlji a-kazein

HIC Kravlji i kozji kazeini

2.3.1. Elektroforetske metode

Elektroforeza

Elektroforeza je separacijska tehnika utemeljena na mobilnosti iona u elektricnom
polju (Pasztor-Huszar, 2008.). Poliakrilamid gel elektroforeza (PAGE) ima znacajnu ulogu u
istrazivanju mlije¢nih proteina. Obzirom na jednostavnost i relativno kratko vrijeme analize,

elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti uree (urea-PAGE) ili prisutnosti natrijeva
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dodecil sulfata (SDS-PAGE) se Cesto koristi za dokazivanje patvorenja mlijeka i sira drugim

vrstama mlijeka (Borkova i Snaselova, 2005.; Damjanovic i sur., 2006.).

Pesic i sur. (2011.) su pomocu urea-PAGE elektroforeze uspjeli dokazati prisutnost 3%
kravljeg mlijeka u kozjem i 5% u ov¢jem, dok su Borkova i Snaselova (2005.) postigle limit
detekcije od 5% za obje mjesavine. Singhal i sur. (1997.) navode mogucnost otkrivanja vise
od 5% kozjeg mlijeka u ov¢jem. Takoder, na temelju detekcije proteina sirutke i kazeina
moguce je utvrditi i dodatak kravljeg mlijeka u mlije¢ne proizvode, npr. u ov¢ji jogurt, u
kolic¢ini od 1% (Borkova i Snaselova, 2005.) te u ov¢je, kozje i bivolje sireve, u koli¢ini od 10%

(Veloso i sur., 2004.; Damjanovic i sur., 2006.).

Prednost elektroforetske analize je moguénost istodobne analize veéeg broja uzoraka
na istom gelu, pod jednakim uvjetima, Sto povecava ponovljivost i usporedivost dobivenih
rezultata. Glavni nedostatak je relativho slaba osjetljivost (Borkova i Snaselova, 2005.;

Damjanovic i sur., 2006.).

Kapilarna elektroforeza

Za utvrdivanje patvorenja mlijeka i sira drugim vrstama mlijeka koristi se i tehnika
kapilarne zonske elektroforeze (CE) uz detekciju UV detektorom. Minimum detekcije
kapilarne zonske elektroforeze je priblizno 2% za mjeSavine mlijeka i 4% za sireve. Prednost
metode je kraée vrijeme analiza u odnosu na kromatografske metode, visoka razlucivost i
dobra kvantifikacija (Borkova i Snaselova, 2005.; Damjanovi¢ i sur., 2006.; Zachar i sur.,

2011.).

Izoelektricno fokusiranje

Iz istraZivanja kojeg su proveli Spoljari¢ i sur. (2013.) moze se vidjeti da je metoda
izoelektricnog fokusiranja (IEF) prikladna za detekciju sirovog i toplinski obradenog kravljeg
mlijeka u svjeZim i zrelim sirevima proizvedenih od ov¢jeg ili kozjeg mlijeka, ili mjeSavine
ovéjeg i kozjeg mlijeka. Europska komisija je 1992. godine usvojila ovu metodu kao
referentnu metodu za dokazivanje kravljih k-kazeina u ov¢jim, kozjim i bivoljim sirevima

(Singhal i sur., 1997.; Damjanovic i sur., 2006.; Nicolaou i sur., 2010.; Zachar i sur., 2011.).

Metoda izoelektri¢cnog fokusiranja je metoda visoke razine razlucivanja u kojoj se
proteini razdvajaju ovisno o njihovim izoelektricnim toc¢kama. Temelji se na odvajanju

kazeinske frakcije iz mlijeka i sira nakon plazminolize pod odredenim uvjetima. Analizom
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proteinskog hidrolizata izoelektri¢nim fokusiranjem mogu se odvojiti kravlji y,- i ys-kazeini od
ovCjih kazeina. Test je pozitivan na patvorenje ukoliko je dokazano barem 1% ukupnih
kravljih y,- i ys-kazeina. Da bi se izbjegli lazni rezultati, potrebno je detektirati obje (y2i ys)
frakcije kazeina. Prisutnost kravljeg mlijeka u uzorcima moZe se dokazati koristenjem 2
referentna standarda mlijeka, s 0 i 1% kravljeg mlijeka. Metoda omogucava detekciju od
0,5%. Nedostatak ove metode je nemogucnost dokazivanja patvorenja ovcjih sireva kozjim
mlijekom. Naime, polozaji ovcjih i kozjih y-kazeinskih frakcija se preklapaju. Takoder, ova
metoda se moZe koristiti za razlikovanje ovcjeg i kozjeg mlijeka u siru, kada se analiza temelji
na dokazivanju para-k-kazeina, ali je tada granica detekcije visa (Borkova i Snaselova, 2005.;

Damjanovi¢ i sur., 2006.).

2.3.2. Kromatografske metode

U kromatografskim tehnikama osnovno odvajanje se odvija uslijed razlika u migraciji
komponenti izmedu nepokretne i pokretne faze u sustavu. Postoje razliCiti tipovi
kromatografije, poput isklju¢ivanja po veli€ini, ionskoj izmjeni, hidrofobnim interakcijama i
reverzno fazna kromatografija. Razlikuju se po mehanizmu separacije i odabiru pokretne i
nepokretne faze (Zachar i sur., 2011.). Ove metode imaju veliku primjenu u izolaciji proteina
mlijeka. Prednost su brzina, jednostavnost i mogucnost automatizacije (Borkova i Snaselova,

2005.).

Tekucinska kromatografija reverznih faza

RP-HPLC (eng. Reverse Phase High-Performance Liquid Chromatography) je vrlo
osjetljiva i to¢na metoda, sa sposobnosc¢u kvantitativne analize mlijeka. Pomocu proteina
sirutke moZe se odrediti prisutnost kravljeg mlijeka u drugim vrstama (s limitom detekcije
nizim od 1%) i udio odredenog mlijeka u mjeSavinama mlijeka. Takoder, moguca je detekcija
patvorenja kravljim mlijekom i kvantifikacija pojedinih vrsta mlijeka u kozjim i ov¢jim
sirevima. Nedostatak metode je nemogucnost razlikovanja kozjeg i ov¢jeg mlijeka, zbog vrlo

sliénih vremena retencije proteina (Borkova i Snaselova, 2005.; Zachar i sur., 2011.).
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lonoizmjenivacka visokotlacna tekucinska kromatografija
IE HPLC (eng. lon Exchange High-Performance Liquid Chromatography) je metoda s
moguénoscu identifikacije kravljeg mlijeka u kozjem pomodu as;-kazeina (Borkova i

Snaselova, 2005.).

Hidrofobna kromatografija
HIC (eng. Hydrophobic Interactive Chromatography) se moZe koristiti za odjeljivanje
kazeinskih frakcija sirovih kozjih, kravljih i ov¢jih mlijeka i sireva. Limit detekcije za dodatak

kravljeg mlijeka u kozje i ovcje je 10% (Borkova i Snaselova, 2005.; Zachar i sur., 2011.).

Visokotlacna tekucinska kromatografija

Za dokazivanje patvorenja mlijeka i sira drugim vrstama mlijeka Cesto se primjenjuje i
tekucinska kromatografija visokog razludivanja (eng. High-Performance Liquid
Chromatography - HPLC), koja se najceSc¢e temelji na dokazivanju proteina sirutke, a granice

detekcije su 2% i nize (Damjanovic i sur., 2006.; Reid i sur., 2006.).

U novije vrijeme, sve se viSe koristi u kombinaciji s masenom spektrometrijom. Na
primjer, tekuc¢inskom kromatografijom visokog razlucivanja, uz elektrosprej ionizaciju te
detekcijom masenim detektorom (eng. Electrospray lonisation Mass Spectrometry - ESI-MS),
a na temelju analize B-laktoglobulina, moZe se detektirati 5% kravljeg mlijeka u kozjem
mlijeku (Damjanovié i sur., 2006.). Koristenje metode matricom potpomognute ionizacije
laserskom desorpcijom uz analizator masa s vremenom proleta (eng. Matrix Assisted Laser
Desorption - lonization Time of Flight - MALDI-TOF), moguce je dokazati 2% ov¢jeg mlijeka u
bivoljem, dok je limit detekcije za dokazivanje kravljeg mlijeka u bivoljem 5% (Damjanovi¢ i

sur., 2006.; Zachar i sur., 2011.).

2.3.3. Imunokemijske metode

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Za dokazivanje patvorenja mlijeka i sira drugim vrstama mlijeka najc¢esée koristena
imunoloska metoda je ELISA (Reid i sur., 2006.; Damjanovi¢ i sur., 2006.). Prednosti su joj

visoka osjetljivost, niska cijena, brza primjena i obrada velikog broja uzoraka. Jednostavna je
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za koristenje, brza, pouzdana i prikladna za upotrebu u rutinskoj inspekciji mlijeka (Hurley i

sur., 2004.; Zelenakova i sur., 2010.; Song i sur., 2011.; Zachar i sur., 2011.).

U praksi se koriste razli¢ite tehnike ELISA-e (indirektna, kompetitivna, sendvi¢, uz
koristenje monoklonskih i poliklonskih antitijela) s granicom detekcije patvorenja nizim od
0,5% (Hurley i sur., 2004.; Borkova i Snaselova, 2005.; Damjanovi¢ i sur., 2006.; Zachar i sur.,
2011.). Glavna prednost ovog pristupa je da se protutijela mogu izraditi da odgovaraju
specificno za Zeljeni protein te omoguduju prepoznavanje i kvantifikaciju tog proteina
(Borkova i Snaselova, 2005.; Reid i sur., 2006.; Zachar i sur., 2011.). Ciljani proteini su kazeini,
B-laktoglobulini, imunoglobulini (IgG) ili drugi proteini sirutke. Kazeini su relativno stabilni na
toplinu, stoga se koriste kao antigeni za detektiranje patvorenja u mlijeku tretiranom

toplinom (Hurley i sur., 2004.; Nicolaou i sur., 2010.; Song i sur., 2011.).

ELISA metode su uspjesno koriStene za razlikovanje mlijeka razlicitih vrsta te
detekciju prisutnosti kravljeg mlijeka u ovéjem, kozjem i bivoljem mlijeku, ovéjem i kozjem
siru i kozjeg u ov¢jem mlijeku (Singhal i sur., 1997.; Hurley i sur., 2004.; Reid i sur., 2006.;
Zelenakova i sur., 2010.; Zachar i sur., 2011.; Song i sur., 2011.). MoZe se koristiti i za

odredivanje prisutnosti biljnih proteina u mlijeku u prahu (Reid i sur., 2006.).

lako je granica detekcije ELISA metode niska, kao nedostatak te metode navodi se
odreden postotak lazno negativnih rezultata patvorenja u slucajevima prethodne toplinske
obrade mlijeka (Damjanovié¢ i sur., 2006.). Potreba za izradom specificnih antitijela moze

stvarati poteskoce (Reid i sur., 2006.; Nicolaou i sur., 2010.).

2.3.4. Tehnike bazirane na DNA analizi

Posebnu moguénost dokazivanja patvorenja mlijeka i sira razli¢itim vrstama mlijeka
na razini nizoj od 0,5% pokazuje metoda lanc¢ane reakcije polimerazom (eng. Polymerase
Chain Reaction - PCR). Metoda se temelji na izolaciji DNA iz prirodno prisutnih epitelnih
stanica u sastavu somatskih stanica mlijeka i sira, odnosno dokazivanju prisutnosti somatskih
stanica u mlijeku pomocu detektiranja genomske DNA iz razlicitih vrsta (Damjanovic i sur.,

2006.). Prednost ove metode je velika osjetljivost, s moguc¢nosSc¢u detekcije malih koli¢ina
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dodanog mlijeka, ve¢ od 0,1% kravljeg mlijeka u drugim vrstama mlijeka i sirevima (Borkova i
Snaselova, 2005.; Zachar i sur., 2011.) te 0,6% kozjeg mlijeka u ovéjem (Lopez-Calleja i sur.,

2007.).

U odnosu na ELISA metodu, prednost PCR metode je moguénosti dokazivanja
patvorenja mlijeka, sira i mlijeénih proizvoda dobivenih od toplinski obradenog mlijeka
(Borkova i Snaselova, 2005.; Damjanovié i sur., 2006.; Zachar i sur., 2011.). Metoda je brza i
pouzdana za kvalitativnhu analizu u laboratoriju, ali nije prakticna za rutinsku analizu u
industriji. Kvantifikacija somatskih stanica ovisi o pasmini i stadiju laktacije, moze biti
ometena okolisSnim faktorima ili utjecajem obrade, poput zagrijavanja te zahtijeva skupe

instrumente i reagense (Damjanovié i sur., 2006.; Nicolaou i sur., 2010.; Song i sur., 2011.).

2.4. FLUORESCENCUA

2.4.1. Mehanizam fluorescencije

Pojava da se nakon pobudivanja molekule ili atoma u ekscitirano elektronsko stanje
od strane nekog izvora energije, molekula ili atom vraéa u osnovno stanje, pri cemu emitira
energiju u obliku svjetlosti naziva se luminiscencija (White i Argauer, 1970.; Dacanin, 2009.).
Ukoliko emisija energije traje oko 10® sekundi nakon $to je izvor pobude uklonjen, fenomen
se naziva fluorescencijom. Ako traje dulje vrijeme, naziva se fosforescencijom (White i

Argauer, 1970.).

Ovisno o nacinu pobudivanja molekule, postoji vise vrsta luminiscencije.
Fotoluminiscenciju (fluorescenciju) izaziva apsorpcija elektromagnetnog zracenja, dok se kod
kemiluminiscencije pobudena molekula formira u kemijskoj reakciji. Ako se ovaj proces
odvija u Zivim organizmima, energijom metabolickih reakcija, radi se o bioluminiscenciji.
Elektroluminiscenciju izaziva elektricna struja, radioluminiscencija je posljedica ekscitacije
Cesticama velike energije, a triboluminiscencija nastaje kao posljedica oslobadanja energije

uslijed mrvljenja ili loma (White i Argauer, 1970.; Pacanin, 2009.).

14



Fluorescencija je emisijski proces u kojemu se atomi ili molekule pobuduju
apsorpcijom snopa elektromagnetskog zracenja. Pobudene se vrste tada relaksiraju u
oshovno stanje otpusStanjem suviska svoje energije u obliku fotona. Pri povratku u osnovno
stanje dolazi do emisije fluorescencije, &ija brzina je obi¢no 10% s, tako da je tipi¢no trajanje
fluorescencije oko 10 ns. Fluorescentno zracenje uvijek se dogada na duljim valnim
duljinama, nego Sto je bila valna duljina pobude. Razlika u energiji ili valnoj duljini izmedu
apsorbiranog i emitiranog fotona naziva se Stokesov pomak (emitirano zracenje ima manje
energije po fotonu, stoga ima dulju valnu duljinu) (White i Argauer, 1970.; Maljkovi¢, 1992.;
Skoog i sur., 1999.; Christensen i sur., 2006.; Lakowicz, 2006.; Pasztor-Huszar, 2008.;
Pacanin, 2009.).

Procesi koji se odvijaju izmedu apsorpcije i emisije svjetlosti, obi¢no su prikazani na
dijagramu Jablonskog (Slika 1). Singlet osnovno, prvo i drugo elektronsko stanje su prikazani
kao SO, S1 i S2. Pri svakom od ovim elektronskih nivoa fluoropori mogu postojati u brojnim
vibracijskim energetskim nivoima, opisani s 0, 1, 2, itd. Prijelazi izmedu stanja su opisani kao

vertikalne linije (Lakowicz, 2006.).

S: —xT
\ Internal
1 Conversion
1 - -
1

S 1 . Intersystem
S . S— . S— w;ng
. = T
Absorption —'—|—-
Fluorescence hv. o
i P | |
hv, | v,
_ Phosphorescence@
So E g 3 i

Slika 1 Dijagram po Jablonskom (Lakowicz, 2006.)

Apsorpcijom elektromagnetnog zracenja molekula se sa osnovnog singletnog stanja
(S0) dovodi u neko od pobudenih elektronskih stanja (S1, S2...) i neko pobudeno vibracijsko
stanje. Ako se molekula ekscitirala na pobudeni nivo S2, ona ¢e za vrlo kratko vrijeme (~10™
s), putem unutarnje energijske relaksacije, predati energiju viSim vibracijskim stanjima prvog
pobudenog elektronskog stanja (S1). Zatim, u sudarima sa molekulama okoline, slijedi brz
(~10™*? s) prijelaz vibracijskom relaksacijom na nulti vibracijski nivo prvog pobudenog
elektronskog stanja. Ova dva procesa gubitka energije odvijaju se veoma brzo, uslijed Cega

najnizi vibracijski nivo prvog pobudenog singleta postaje najnaseljeniji. 1z tog stanja molekula
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moZe prijeci na osnovno elektronsko stanje radijativnim procesom (fluorescencijom), koji se
odvija nakon 102 s-107s (Ramanujam, 2000.; Lakowicz, 2006.; Pasztor-Huszar, 2008.;
Pacanin, 2009.).

2.4.2. Fluoropori

Fluoropori mogu biti podijeljeni u dvije osnovne grupe: endogene i egzogene.
Endogeni fluoropori su oni koji se prirodno javljaju, a uklju¢uju aromatske aminokiseline,
strukturne proteine, enzime i koenzime, vitamine, lipide i porfirine, NADH, flavine, derivate

piridoksila i klorofil (Tablica 8, Slika 2).

Tablica 8 Ekscitacijski i emisijski maksimumi bioloSkih molekula koje fluoresciraju

(Ramanujam, 2000.)

Endogeni fluoropori Max ekscitacije (nm) Max emisije (nm)
Aminokiseline
Triptofan 280 350
Tirozin 275 300
Fenilalanin 260 280
Strukturni proteini
Kolagen 325 400, 405
Elastin 290, 325 340, 400
Enzimi i koenzimi
FAD, flavini 450 535
NADH 290, 351 440, 460
NADPH 336 464
Vitamini
Vitamin A 327 510
Vitamin K 335 480
Vitamin D 390 480
Spojevi vitamina B6
Piridoksin 332, 340 400
Piridoksamin 335 400
Piridoksal 330 385
Piridoksilna kiselina 315 425
Piridoksal-5' fosfat 330 400
Vitamin B12 275 305
Lipidi
Fosfolipidi 436 540, 560
Lipofuskin 340-395 540, 430-460
Ceroid 340-395 430-460, 540
Porfirini 400-450 630, 690
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Slika 2 Endogeni fluoropori. R je vodik u NADH i fosfatna grupa u NADPH. (Lakowicz, 2006.)

Ekstrizi¢ni (egzogeni) fluoropori se dodaju uzorku, kako bi se osigurala fluorescencija
kada ona ne postoji prirodno ili kako bi se promijenila spektralna svojstva uzorka. Oni

ukljuéuju dansil, fluorescein, rodamin i brojne druge tvari (Slika 3).
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Pyridine 1
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Slika 3 Ekstrizi¢ni fluoropori (Lakowicz, 2006.)
Intrizina fluorescencija proteina potjeCe od aromatskih aminokiselina, triptofana,
tirozina i fenilalanina. Indolna skupina ostataka triptofana je dominantni izvor UV
apsorbancije i emisije proteina. Emisija triptofana je vrlo osjetljiva na okolinu, stoga se Cesto

koristi kao 'glasnik' konformacijskih promjena proteina. Maksimumi apsorpcije ove tri
17



aminokiseline su: Phe-260 nm, Tyr-275 nm, Trp-280 nm. Emitiraju fluorescenciju pri oko 320-
350 nm. (White i Argauer, 1970.; Ramanujam, 2000.; Ruoff i sur., 2005.; Lakowicz, 2006.;

Pasztor-Huszar, 2008.).

Svaka fluorescentna molekula ima karakteristican spektar ekscitacije i emisije, Sto se
moze koristiti za odvajanje i identifikaciju molekula (Andersen i Mortensen, 2008.; Strelec,
2009.). Pod idealnim uvjetima intenzitet fluorescencije je linearno proporcionalan

koncentraciji fluoropora (Christensen i sur., 2006.; Andersen i Mortensen, 2008.).

Hrana sadrzi razlicite fluoropore, Ciji signali se mogu preklapati, $to moze
onemoguditi mjerenje koncentracije pojedinog spoja (Ruoff i sur., 2005.; Andersen i

Mortensen, 2008.).

Mlijeko sadrzi nekoliko unutarnjih fluoropora, a dominiraju aromatske aminokiseline
triptofan i tirozin (Tablica 9), vitamin A i riboflavin (Andersen i Mortensen, 2008.;

Christensen i sur., 2006.; Hougaard i sur., 2013.).

Tablica 9 Prosjecni sastav fluorescirajuc¢ih aminokiselina u proteinima kravljeg i kozjeg

mlijeka (Haenlein, 2004.)

Aminokiselina Kravlje mlijeko Kozje mlijeko
(s/100g) (s/100g)
Triptofan 0,046 0,044
Fenilalanin 0,159 0,155
Tirozin 0,159 0,179

Fluorescentni spojevi mogu nastati i tijekom procesiranja mlijeka, npr. Maillardovi
produkti te mogu biti koriSteni u procjeni jakosti toplinskog tretmana (Andersen i

Mortensen, 2008.; Matijevic¢ i Blazi¢, 2008.; Hougaard i sur., 2013.).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je odrediti moZe li se mjerenjem intenziteta fluorescencije
sirutke kravljeg i kozjeg mlijeka te odredivanjem koli¢ine ukupnog amino dusika i proteina
razlikovati kozje od kravljeg mlijeka. Dodatno je ispitana moguénost procjene kolicine

ukupnog amino dusika i koli¢ine proteina na osnovi fluorescencije.

3.2. MATERUALI | METODE

Analiza je obuhvacala ukupno 60 uzoraka mlijeka. Deset uzoraka svjezih kozjih i deset
uzoraka svjezih kravljih mlijeka prikupljeno s obiteljskih gospodarstava Slavonije i Baranje, 10
uzoraka pasteriziranog i 10 uzoraka UHT kravljeg mlijeka bilo je od proizvodaca Meggle,
Dukat, Vindija i Kim, 10 uzoraka kozjeg mlijeka od proizvodaca Vindija, a 10 uzoraka
rekonstituiranog mlijeka u prahu proizvodaca Dukat i Novi Domil te jedno porijeklom iz

Republike Poljske pripremljeno je prema uputama proizvodaca.

Natrijev tetraborat dodekahidrat, Folin-Ciocalteau reagens i metanol dobavljeni su od
proizvodaca Kemika (Zagreb). Ditiotreitol (DTT) i natrijev dodecil-sulfat (SDS) dobavljeni su
od proizvodaca Merck (Njemacka), a o-ftaldialdehid (OPA) od proizvodada Sigma (USA).

Ostale koristene kemikalije bile su analiticke Cisto¢e od proizvodaca Kemika ili Merck.

3.2.1. Priprema uzoraka sirutke

Uzorci sirutke su pripremljeni tako da je 1,5 ml odredene vrste mlijeka (mlijeko u
prahu je prije toga rekonstituirano prema uputama proizvodaca) pomijesano s 7,5 ml 0,1 M
Na-Ac pufera pH 4,6. Nakon homogeniziranja na vorteks mjesalici, suspenzija je ostavljena na
sobnoj temperaturi tijekom deset minuta, a zatim centrifugirana pri 4000 okretaja/min
(2575 g) tijekom deset minuta. Bistri supernatant je profiltriran kroz filter papir Whatman, a
dobiveni filtrat je koristen za mjerenje fluorescencije, odredivanje koncentracije proteina i

ukupnog amino dusika.
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3.2.2. Odredivanje koncentracije proteina Lowryjevom metodom

Lowry metoda se temelji na dvije reakcije: reakciji bakrenih iona vezanih na amino
skupine peptidne veze i reakciji fenolne skupine bo¢nog ogranka aminokiseline tirozina u
proteinu sa Folin-Ciocalteau reagensom, pri ¢emu nastaje kompleks plavoljubi¢astog

obojenja sa apsorpcijskim maksimumom pri 660 nm (Lowry i sur., 1951.; Strelec, 2009.).

Volumen od 100 pl uzorka pomijesan je s 1 ml alkalne otopine, nakon Cega je smjesa
homogenizirana na vorteks mjesalici te ostavljena na sobnoj temperaturi tijekom deset
minuta. Smjesi je dodano 100 pl Folin-Ciocalteau reagensa (razrijeden destiliranom vodom u
omjeru 1:1) te je smjesa promijeSana na vorteks mjesalici i termostatirana u vodenoj kupelji
pri temperaturi od 372C tijekom 15 minuta. Po isteku vremena mjerena je apsorbancija
razvijenog obojenja pri valnoj duljini od 660 nm, uz bazdarenje instrumenta slijepom probom
koja je umjesto uzorka sadrzavala 100 pl pufera za pripremu sirutke. Rezultati apsorbancije
preracunati su u koli¢inu proteina na osnovi bazdarnog dijagrama pripremljenog sa poznatim

koncentracijama govedeg serumskog albumina.

3.2.3. Odredivanje koncentracije proteina Bradfordicinom metodom

Ova metoda se temelji na vezanju anionskog oblika boje Coomassie Briliant Blue G-
250 za bazi¢ne i aromatske bocne ogranke u proteinu, pri ¢emu se razvija kompleks s

apsorpcijskim maksimumom pri valnoj duljini od 595 nm (Bradford, 1976.; Strelec, 2009.).

Volumenu od 100 pl pripremljenog uzorka dodano je 2 ml Bradford reagensa te je
nakon pet minuta ocitana apsorbancija pri valnoj duljini od 595 nm, uz baZdarenje
instrumenta slijepom probom koja je umjesto uzorka sadrzavala 100 pl pufera za pripremu
sirutke. Rezultati apsorbancije preracunati su u koli€nu proteina na osnovi baZzdarnog

dijagrama pripremljenog sa poznatim koncentracijama govedeg serumskog albumina.
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3.2.4. Odredivanje koli¢ine ukupnog amino dusika OPA metodom

Koli¢ina ukupnog amino dusika u uzorcima sirutke odredena je OPA (o-ftaldialdehid)
metodom prema Nielsenu i sur. (2001.). Metoda se temelji na reakciji izmedu a-amino
skupina i o-ftaldialdehida u prisutnosti ditiotreitola, pri ¢emu se stvara obojeni produkt s
maksimumom apsorpcije na valnoj duljini od 340 nm (Church i sur., 1983.; Nielsen i sur.,

2001.).

OPA reagens pripremljen je neposredno prije analize na slijedeéi nacin: 80 mg o-
ftaldialdehida otopljeno je u 2 ml metanola i otopina je dodana u 50 ml 0,1 M natrijevog
tetraborata, kojoj je potom dodano 100 mg ditiotreitola, 5 ml 20%-nog natrijevog dodecil

sulfata i destilirane vode do volumena od 100 ml.

100 pl uzorka pomijesano je sa 1 ml OPA reagensa i smjesa je promuckana inverzijom
kivete, a nakon dvije minute mjerena je apsorbancija pri valnoj duljini od 340 nm, uz slijepu
probu koja je umjesto uzorka sadrzavala 100 ul destilirane vode za pripremu sirutke.
Intenzitet apsorbancije preradunat je u koli¢inu ukupnog dusika pomocu proracunske
formule dobivene iz baZdarnog dijagrama pripremljenog pomocu otopina poznatih

koncentracija aminokiselina lizina, valina i glutaminske kiseline.

3.2.5. Snimanje trodimenzionalnog spektra fluorescencije sirutke

Trodimenzionalni spektar fluorescencije sirutke sniman je pomodéu Cary Eclipse
spektrofluorimetra (Varian, USA) u podrucju valnih duljina ekscitacije od 260 do 400 nm i

valnih duljina emisije od 280 do 500 nm.

3.2.6. Snimanje emisijskih spektara fluorescencije sirutke

Emisijski spektri fluorescencije sirutke snimani su pomocu Cary Eclipse
spektrofluorimetra (Varian, USA) pri valnim duljinama ekscitacije od 280 i 330 nm i potom

normalizirani prema Ruoff i sur. (2005).
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3.2.7. Odredivanje intenziteta fluorescencije sirutke pri tocno odredenim

valnim duljinama ekscitacije i emisije

Odredivanje intenziteta fluorescencije sirutke provedeno je pri to¢no odredenim
valnim duljinama ekscitacije i emisije kako slijedi: 290/340 te 330/425. Sva mjerenja su
provedena u triplikatu.

Intenziteti fluorescencije upotrebljeni su za proracun FAST indeksa pomo¢u formule:

F AMP
Trp

FAST = x100

Naime, FAST indeks (Fluorescence of Advanced Maillard products and Soluble
Tryptophan) iskoriSten je za ustanovljavanje razlika u toplinskom tretmanu mlijeka bududi u

sebi objedinjuje dvije pojave uzrokovane djelovanjem toplinskog tretmana:

e denaturaciju proteina sirutke koja se odvija pri nizim temperaturama te se prati
pomocu vrijednosti fluorescencije triptofana (F Trp) pri valnoj duljini ekscitacije i

emisije od 290/340 nm, i

e Maillardove reakcije, koje se odvijaju pri visim temperaturama i prate se
fluorescencijom naprednih Maillardovih produkata (F AMP) pri valnoj duljini

ekscitacije i emisije od 330/425 nm.

3.2.8. Obrada podataka

Program Excel koriSten je za izracun srednjih vrijednosti mjerenja i dobivanje
trodimenzionalnih spektara fluorescencije, dok je program Statistica (Stat Soft, USA) koriSten
za deskriptivnu statisticku analizu te odredivanje statisticki znac¢ajne razlike izmedu razlicitih

vrsta mlijeka (studentov t-test).
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. TRODIMENZIONALNI SPEKTRI FLUORESCENCUE SIRUTKE KRAVLIEG |
KOZJEG MLIJEKA

Nakon pripreme uzoraka sirutke sirovog, pasteriziranog i UHT kravljeg mlijeka,
sirovog i UHT kozjeg mlijeka te rekonstituiranog kravljeg mlijeka u prahu, snimljeni su spektri

fluorescencije u podrucju valne duljine ekscitacije 260-400 nm i emisije 300-500 nm.

Analizom spektara fluorescencije sirutke uocava se da sve ispitane vrste i tipovi
mlijeka pokazuju jedan dominantni vrh fluorescencije s maksimalnim intenzitetom pri
280/340 nm, dok se u slucaju termicki obradenih vrsta mlijeka (pasterizirano, UHT,
rekonstituirano mlijeko u prahu) uo¢ava postojanje dodatnog vrha fluorescencije centriranog
pri 330/430 nm, ali znatno niZeg intenziteta (Slike 4, 5). Vrh fluorescencije pri 280/340 nm
moZe se pripisati fluorescenciji triptofana, dok je vrh fluorescencije pri 330/430 nm
karakteristican za Maillardove produkte, nastale tijekom termicke obrade mlijeka (Birlouez-

Aragon i sur., 1998.; Christensen i sur., 2006.).
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Slika 4 Trodimenzionalni spektri fluorescencije sirutke sirovog kozjeg (a) i sirovog kravljeg

mlijeka (b), te UHT kozjeg (c) i UHT kravljeg mlijeka
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Obzirom na nepostojanje razlika u polozaju vrhova fluorescencije u
trodimenzionalnim spektrima fluorescencije sirutki pripremljenih od razlicitih tipova kravljeg
i kozjeg mlijeka mozZze se zakljuciti da trodimenzionalni spektri fluorescencije ne mogu

posluZiti u razlikovanju vrsta mlijeka.

4.2. RAZLIKOVANIJE VRSTI MLUEKA NA OSNOVI NORMALIZIRANIH EMISIJSKIH
KRIVULJA FLUORESCENCUE SIRUTKE

Obzirom da su sve ispitane vrste mlijeka pokazivale dominantni vrh fluorescencije pri
280/340 nm te sporedni vrh fluorescencije niskog intenziteta centriran pri 330/430 nm,
provedena je analiza emisijskih spektara fluorescencije pri valnim duljinama ekscitacije 280 i
330 nm. Kako bi se vrste mlijeka mogle medusobno usporediti provedena je normalizacija
emisijskih krivulja prema Ruoff i sur. (2005.). Na takav su se nacin svi uzorci iste vrste i tipa

mlijeka mogli svrstati pod jednu krivulju emisije pri odredenoj valnoj duljini ekscitacije.

Na Slici 6 moze se vidjeti da se razliCite vrste i tipovi mlijeka ne mogu razlikovati na
osnovi normaliziranih krivulja emisije. Stoga se ova metoda ne mozZe koristiti za razlikovanje

razlicitih vrsta i tipova mlijeka.
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4.3. INTENZITETI VRHOVA FLUORESCENCUE SIRUTKE KRAVLIEG | KOZIJEG
MLIJEKA PRI TOCNO ODREPENIM VALNIM DULJINAMA EKSCITACIE |
EMISIE

lako je analiza trodimenzionalnih spektara fluorescencije pokazala da se razlicite vrste
i tipovi mlijeka ne razlikuju po polozaju vrhova fluorescencije, uoCeno je postojanje razlika u
intenzitetu fluorescencije vrhova. Stoga su odredeni intenziteti vrhova fluorescencije sirutke
kravljeg i kozjeg mlijeka, pri to¢no odredenim valnim duljinama ekscitacije i emisije od

290/340 nm i 330/425 nm.

Slikom 7 prikazani su rezultati intenziteta vrhova fluorescencije uzoraka sirutke kozjeg
i kravljeg mlijeka pri valnoj duljini od 290/340 nm. Vidljivo je da sirutke pripravljene od
sirovih mlijeka sadrze puno vecu koli¢inu proteina nego sirutke pripravljene od kupovnih
mlijeka. Medutim, te su razlike prije svega odraz razlika u koncentraciji proteina zbog
standardizacije kupovnih mlijeka (deklarirani udio proteina u uzorcima pasteriziranog
kravljeg mlijeka je 3,3%, u uzorcima trajnog kravljeg mlijeka 3,2 i 3,4% te u uzorcima trajnog
kozjeg mlijeka 2,8%). Stoga se rezultati intenziteta vrhova fluorescencije pri 290/340 nm ne

mogu koristiti kao pouzdan indikator za razlikovanje vrsta mlijeka.

Usporedba intenziteta fluorescencije pri 290/340 nm izmedu kupovnih mlijeka
(pasterizirano, UHT i rekonstituirano) pokazuje blage, ali statisticke znacajne razlike medu

vrstama kupovnih mlijeka.
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Slika 7 Prosjecni intenziteti fluorescencije pri 290/340 nm u sirutki ispitivanih uzoraka

mlijeka

Intenziteti fluorescencije uzoraka sirutke pri valnoj duljini od 330/425 nm nalaze se u
puno uzem rasponu. U slucaju sirutke sirovog i UHT kozjeg mlijeka intenziteti fluorescencije
variraju od 11,76 do 11,96, a slucaju sirutke sirovog, pasteriziranog, UHT i rekonstituiranog
kravljeg mlijeka u rasponu od 8,38 do 13,04 arbitraznih jedinica (Slika 8). Usporedba istih
tipova mlijeka (sirovo, UHT) razlicitih vrsti (kravlje, kozje) pokazuje statisticki znacajne razlike
izmedu sirutki kravljeg i kozjeg mlijeka (p<0,05), pri ¢emu sirutke sirovih kozjih mlijeka
pokazuju nesto vise intenzitete fluorescencije od sirutki sirovih kravljih mlijeka, dok sirutke
UHT kravljih mlijeka pokazuju vise vrijednosti fluorescencije od sirutki UHT kozjih mlijeka.
Isto tako se mogu uociti statisticki znacajne razlike izmedu razliCitih tipova termicki
obradenih kravljih mlijeka pri cemu sirutke UHT kravljeg mlijeka posjeduju najviSe vrijednosti
fluorescencije za razliku od ostalih tipova kravljih mlijeka. Ove razlike ne mogu se uociti

izmedu sirutki sirovih i UHT kozjih mlijeka.
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Slika 8 Prosjecne vrijednosti intenziteta fluorescencije pri 330/425 nm u sirutkama

ispitivanih uzoraka mlijeka

4.4. FAST INDEKS SIRUTKI KRAVUIH | KOZJIH MLUJEKA

Obzirom da su uocene znacajne razlike u intenzitetima fluorescencije pri 330/425 nm
izmedu sirutki razli¢itih vrsta (kravlje i kozje) i tipova mlijeka (sirovo, pasterizirano, UHT,
rekonstituirano) koje jednim dijelom mogu i potjecati od razlika u kolicini prisutnih proteina
(izrazenih kao fluorescencija pri 290/340 nm), provedena je analiza razlika na osnovi FAST
indeksa. FAST indeks izradunat je kao omjer intenziteta fluorescencije pri 330/425 i 290/340

nm.
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Slika 9 Prosjecne vrijednosti FAST indeksa sirutki ispitivanih uzoraka mlijeka

Rezultati su pokazali (Slika 9) na postojanje znacajnih razlika FAST indeksa izmedu
sirutki sirovih i kupovnih mlijeka iste vrste. Sirutke sirovih kozjih i kravljih mlijeka pokazale su
znatno nize vrijednosti FAST indeksa od sirutki kupovnih mlijeka obradenih pasterizacijom ili
sterilizacijom UHT postupkom. Tako je FAST indeks sirutki UHT kozjih mlijeka oko 2,7 puta
vedi nego u slucaju sirutki sirovih kozjih mlijeka. U slucaju sirutki kravljih mlijeka, FAST indeks
sirutki pasteriziranih mlijeka je 5,3 puta veéi u odnosu na sirutke sirovih mlijeka, a FAST
indeks sirutki UHT mlijeka je 5,9 puta veéi u odnosu na sirutke sirovih mlijeka, Sto upucuje na
nastajanje fluorescentnih Maillardovih produkata tijekom termicke obrade. Navedeno
upuduje da tijekom termickog tretmana kravljih mlijeka nastaje dvostruko vise Maillardovih
produkata nego u slucaju termickog tretmana kozjih mlijeka. Ova pojava se moZe objasniti
dvostruko manjim sadrzajem lizina u kozjem mlijeku (Mio€ i Pavi¢, 2002.), jer Maillardovi
produkti nastaju reakcijom izmedu a-amino skupina lizinskih ostataka proteina i

reducirajuéih Seéera u mlijeku (Rufian-Henares i sur., 2006.).
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4.5. KONCENTRACIJA PROTEINA U SIRUTKI KRAVLIEG | KOZJEG MLUJEKA

Obzirom da su rezultati intenziteta fluorescencije pri 290/340 nm sirutki ispitivanih
uzoraka mlijeka pokazivali znacajne razlike koje se mogu pripisati razlikama u koncentraciji
proteina, u pripremljenim sirutkama odredena je koncentracija proteina pomocu dvije

metode, Lowryjeve i Bradfordicine. Srednje vrijednosti rezultata prikazane su Slikama 10, 11.
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Slika 10 Srednje vrijednosti koncentracije proteina sirutki ispitivanih uzoraka mlijeka

odredenih Lowryjevom metodom

Analiza koncentracije proteina u pripremljenim sirutkama ukazala je na postojanje
znacajnih razlika izmedu razli¢itih tipova i vrsta mlijeka. Sirutke sirovih kozjih i kravljih
mlijeka pokazivale su znacajno veéu koncentraciju proteina od kupovnih mlijeka, Sto ne
zaCuduje bududi su sirova mlijeka nestandardizirana obzirom na sadrzaj proteina i mlijeCnu
mast. Medutim, kad su isti tipovi kravljeg i kozjeg mlijeka (sirovo, UHT) usporedeni, nije

uocena znacajna razlika u koliCini proteina izmedu sirovog kozjeg i kravljeg, kao i UHT kozjeg
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i kravljeg mlijeka. Stovi$e, navedeni rezultati su pokazivali vrlo veliku sli€nost sa rezultatima

intenziteta fluorescencije sirutki pri 290/340 nm.

Gotovo identi¢ne razlike dobivene su analizom koncentracije proteina u sirutkama
ispitivanih uzoraka mlijeka odredenih Bradfordi¢inom metodom (Slika 11). Medutim,
koncentracija proteina u sirutki ispitivanih vrsta mlijeka odredena Bradfordi¢inom metodom
pokazala se dvostruko nizom nego koncentracija proteina odredena Lowryjevom metodom.
Najvjerojatniji razlog tomu je Sto se u Bradfordic¢inoj metodi boja veze samo na bazi¢ne i
aromatske bocne ogranke u proteinu, dok se u Lowryjevoj metodi ioni bakra veZu na

peptidne veze.
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Slika 11 Srednje vrijednosti koncentracije proteina u sirutki ispitivanih uzoraka mlijeka

odredenih Bradfordi¢cinom metodom

Obzirom da su se uocene razlike u koncentraciji proteina u sirutkama ispitivanih
uzoraka mlijeka pokazale gotovo identi¢nima razlikama uocenim u intenzitetu fluorescencije

pri 290/340 nm, provedena je usporedba koncentracije proteina i intenziteta fluorescencije

(Slika 12).
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Slika 12 Usporedba koncentracije proteina i intenziteta fluorescencije pri 290/340 nm sirutki

ispitivanih uzoraka mlijeka

Usporedba koncentracije proteina u sirutkama ispitivanih uzoraka mlijeka i
intenziteta fluorescencije pri 290/340 nm ukazala je na postojanje visokog stupnja korelacije
izmedu ovih metoda. Tako je izmedu Lowryjeve metode i intenziteta fluorescencije pri
290/340 nm ustanovljen znacajan koeficijent korelacije od 0,9232, a u slucaju Bradfordicine
metode nesto nizi koeficijent korelacije od 0,8734. Ovo upuduje da se mjerenjem intenziteta
fluorescencije pri 290/340 nm moZe procijeniti koncentracija proteina u sirutki. Pri tome je
klju¢no napomenuti da je Lowryjeva metoda pogodnija metoda za odredivanje koncentracije

proteina u sirutki, buduci pokazuje znatno visi stupanj korelacije.

36



4.6. KOLICINA UKUPNOG AMINO DUSIKA U SIRUTKI KRAVLIEG | KOZIJEG
MLUEKA

OPA metodom odredena je koli¢ina ukupnog amino dusika u sirutkama ispitivanih
uzoraka mlijeka (Slika 13). Kao i u slucaju intenziteta fluorescencije pri 290/340 nm te
koncentracije proteina odredenih Lowryjevom i Bradfordi¢inom metodom uocene su
znacajno vise koli¢ine ukupnog amino dusika u sirutkama pripravljenim od sirovog kozjeg i
kravljeg mlijeka u odnosu na kupovna mlijeka. Sirovo kozje mlijeko sadrzavalo je oko 2 puta
vecu koli¢inu ukupnog amino dusika, a sirovo kravlje mlijeko oko 1,5 do 2 puta vecu koli¢inu
od kupovnih mlijeka. Stovise, kada se koli¢ina ukupnog amino dusika usporedi sa koli¢inama
u neproteinskoj frakciji (NPN) (ESkit, 2010.), tada se moZe uociti da sirutke sirovih vrsta
mlijeka sadrze oko 4 do 6 puta, a sirutke termicki obradenih mlijeka oko 2 do 3 puta vecu
koli¢inu ukupnog amino dusika od NPN frakcija. To se moZe pripisati zna¢ajnom doprinosu
proteina sirutke odredivanju ukupnog amino dusika. Naime, uz a-amino skupine proteina i
peptida sirutke sa o-ftaldialdehidom reagiraju i amino skupine boc¢nih ogranaka proteina i
peptida sirutke, Sto rezultira znac¢ajno poveéanim sadrzajem ukupnog amino dusika. No, bez
obzira na razlike izmedu sirovih i kupovnih mlijeka iste vrste, mogu se uociti znacajne razlike
izmedu istog tipa kravljeg i kozjeg mlijeka. Tako sirutka sirovih kozjih mlijeka sadrzi oko 30%,
a sirutka UHT kozjeg mlijeka oko 35% ukupnog amino dusika vise nego isti tip kravljeg
mlijeka. Ovo se moze pripisati vecem sadrzaju malih peptida u kozjem u odnosu na kravlje

mlijeko (EZkit, 2010.).
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Slika 13 Srednje vrijednosti koli¢ine ukupnog amino dusika u sirutki ispitivanih uzoraka

mlijeka

Obzirom da su se sirutke navedenih uzoraka mlijeka medusobno razlikovale na osnovi
koli¢ine ukupnog amino dusika za koju je pretpostavljeno da glavninom dolazi od proteina i
peptida sirutke, to je provedena analiza razlika u sadrzaju ukupnog amino dusika po mg
proteina (Slika 14). Rezultati ove analize pokazali su da se sirutka kozjih mlijeka znacdajno
razlikuje od kravljih bududéi sadrzi 30 % veci sadrzaj ukupnog amino dusika/mg proteina, dok
izmedu sirutki istog tipa mlijeka (sirovo, kupovno) ne postoje znacajne razlike. Ovo je

potvrdilo znacajan doprinos proteina i peptida sirutke ukupnom amino dusiku.

Pretpostavljeni navedeni doprinos proteina i peptida sirutke ukupnom amino dusiku
dodatno je potvrden usporedbom koli¢ine proteina sirutke i kolicine ukupnog dusika (Slika

15).
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Slika 14 Ukupni amino dusik/mg proteina sirutki ispitivanih uzoraka mlijeka
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Slika 15 Usporedba koli¢ine ukupnog amino dusika i koli¢ine proteina
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Iz navedenog grafa uocljivo je da postoji statisticki znaCajna korelacija izmedu
koncentracije proteina odredenih Lowryjevom i Bradfordi¢inom metodom i koli¢ine ukupnog
amino dusika. Stoga se moze zakljuciti da se mjerenjem koliine proteina Lowryjevom ili
Bradfordi¢cinom metodom moze procijeniti kolicina ukupnog amino dusika prisutnog u sirutki

kozjeg i kravljeg mlijeka.

Obzirom da je uocena i znacajna korelacija izmedu koncentracije proteina odredenih
Lowryjevom metodom i mjerenjem intenziteta fluorescencije pri 290/340 nm (Slika 12), to je
kolicina ukupnog amino dusika usporedena sa intenzitetom fluorescencije pri 290/340 nm

(Slika 16).
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Slika 16 Usporedba koli¢ine ukupnog amino dusika i intenziteta fluorescencije pri 290/340

nm

Iz navedenog grafa uocljivo je da postoji statisticki znacajna korelacija izmedu
intenziteta fluorescencije pri 290/340 nm i koli¢ine ukupnog amino dusika. Stoga se moze
zakljuciti da se mjerenjem intenziteta fluorescencije pri 290/340 nm mozZe procijeniti kolicina

ukupnog amino dusika prisutnog u sirutki kozjeg i kravljeg mlijeka.
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5. ZAKLJUCAK



Na osnovi trodimenzionalnih spektara fluorescencije sirutke kozjeg i kravljeg mlijeka
nije moguce razlikovati kozje i kravlje mlijeko.

Kravlje i kozje mlijeko ne mogu se razlikovati na osnovi normaliziranih emisijskih
krivulja fluorescencije sirutke.

FAST indeks moZze posluziti za razlikovanje sirovih od termicki obradenih mlijeka.
Prema sadrzaju ukupnog amino dusika po mg proteina mogu se razlikovati sirutke
kozjih i kravljih mlijeka.

Odredivanje intenziteta fluorescencije sirutke pri 290/340 nm moZe posluZiti za
procjenu koncentracije proteina u sirutki, pri ¢emu je Lowryjeva metoda za

odredivanje koncentracije proteina u sirutki pogodnija od Bradfordicine.
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