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defined by application of capillary electrophoresis
when the following protein fractions: asi-kazein, as»-
kazein, B-kazein (A, F), oa-laktalbumin (A, C), B-
laktoglobulin, lysozyme, lactoferrin, serum albumins
and immunoglobulins, whose content decreases
during lactation period,were identified. a-lactalbumin
contents ranged from 3090 mg/1 to 1990 mg/ and
lysozyme varies between 1040 mg/1 to 2970 mg/l.
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the Balkan donkey milk, while lactoferrin and
immunoglobulin were at least represented. The fatty
acid composition of Balkan donkey milk was
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n6) and a - linolenic (C18: 3 n3) acid rangred from 7.08
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UVOD

Oc¢uvanje autohtonih rasa Zivotinja zapoceto je u cilju plasiranja animalnih proizvoda
na domace trziste, u skladu sa preporukama Organizacije za hranu i poljoprivredu-
FAO (Stojanovi¢, 2012) i Pravilnikom o listi genetskih rezervi domacih Zzivotinja,
autohtonih rasa domacih Zivotinja i ugroZenih autohtonih rasa (SI. list RS, br. 38/2010)
u Srbiji. Prema podacima iz 2009. godine magarica balkanske rase (Equus assinus asinus)
predstavlja prirodni resurs Balkanskog poluostrva i broji oko 1000 jedinki (Kugler i
sar., 2008; FAO DAD-IS, 2009). Navedena rasa uzgaja se na farmi Specijalnog rezervata
prirode “Zasavica”, nadomak Sremske Mitrovice, a postoji jos nekoliko farmi u Srbiji
od kojih je najveca na Staroj Planini. Nacin ¢uvanja, ishrana na pasnjaku, klimatski
uslovi kao i karakteristike rase znacajno doprinose specificnim svojstvima mleka

magarice balkanske rase.

Pozitivan uticaj mleka magarice na zdravlje ljudi poznat je jos od antickih vremena
(Coppola i sar., 2002). Mleko magarice nije dovoljno zastupljeno u proizvodniji i ishrani
dece i odraslih, posebno u nasoj zemlji, a retko je predmet nau¢nog istrazivanja. Brojne
studije fokusirane su u vecoj meri na kravlje mleko, iako mleko magarice i drugih
zivotinjskih vrsta ima podjednako veliki znacaj za ishranu dece i odraslih u raznim
delovima sveta (Gentili i sar., 2013). U zemljama kao $to su Italija, Turska, Gr¢ka i Kina,
proizvodnja, koris¢enje i istrazivanje visoko kvalitetnog, hipoalergijskog mleka
magarice je u stalnom porastu (Kugler, 2008; Tadesse, 2010; Zhang i sar., 2008). U Srbiji

su oskudni podaci o karakterizaciji i definisanju nutritivnog profila mleka magarice.

Istrazivanja mleka magarice u svetu zapoceta su zbog sadrzaja kazeina i proteina
surutke (0,60-1,33), dobre digestibilnosti i lake resorpcije u krv (Guo i sar., 2007;

Uniacke-Lowe, 2011, Tidona i sar., 2011). Prema hemijskom sastavu mleko magarice je
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sli¢cno humanom mleku i znacajno se razlikuje od mleka drugih Zivotinja, kao sto su
kravlje, kozje i ov¢ije. Mleko magarice prose¢no sadrzi 7,40-8,80 g/100ml suve materije,
1,40-2,00 g/100ml proteina, 0,30-1,80 g/100ml mle¢ne masti, 5,80-7,40 g/100ml laktoze
i 0,30-0,50g/100ml pepela. Takode, mleko magarice sadrZi visok udeo nezasi¢enih
masnih kiselina od kojih su najznacajnije omega-6 i omega-3 masne kiseline
(Martemucci i sar., 2012). Vise od 70% globula mle¢ne masti u mleku magarice je manja
od 2 pm, ¢ime je povrsina za enzimatsku razgradnju veca i zbog cega je razgradnja
masnih globula mleka magarice brza u odnosu na mleko preZivara (Martini i sar., 2013
a, b; Martini i sar., 2014). U mleku magarice udeo lizozima i laktoferina, enzima koji
deluje baktericidno mnogo je vedi od udela u kobiljem i humanom mleku (Pinnola,
2009). Mleko magarice bogato je vitaminima C, A i E, a poseduje i odgovarajuc¢u
antioksidativnhu aktivnost (Luthfor i sar., 2004, Tadesse, 2010; Claeys i sar., 2014;
Popovic i sar., 2014). Terapeutsko delovanje mleka magarice postiZe se pri kozumiranju
u sveZem (nativhom) obliku bez prethodne toplotne obrade. Mleko magarice ima
vazna prehrambena i terapeutska svojstva, koja povoljno deluju na zdravlje
novorodencadi i odraslih ljudi (Uniacke-Lowe i sar., 2010). Stoga, analiza mleka
magarice je viSestruko opravdana sa nutritivnog, ekonomskog i terapeutskog aspekta.
Poslednjih nekoliko godina raste interesovanje za ispitivanje mogucnosti koris¢enja
prirodnih proizvoda od kojih mleko magarice zauzima znacajno mesto zbog

specifi¢nog hemijskog sastava i nutritivnih karakteristika.

Cilj ove doktorske disertacije je da se ispita nutritivha vrednost mleka magarice
balkanske rase tokom perioda laktacije (od 45. do 280. dana), pri ¢emu su posebno

definisani:

Profil proteina mleka metodom kapilarne elektroforeze;

e GSastav masnih kiselina mleka metodom gasne hromatografije/masene

spektrometrije;

e Hemijski sastav mleka magarice balkanske rase i humanog mleka tokom 40. i

90. dana laktacije ;

e Uticaj nacina ishrane Zzivotinje na hemijski sastav mleka, tokom perioda

laktacije.
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PREGLED LITERATURE
KARAKTERISTIKE MAGARICE BALKANSKE RASE

Magarica balkanske rase (Equus asinus asinus) je domaca zivotinja, ¢iji je izvorni oblik
africka rasa (Equus asinus) (www.zasavica.org.rs). Proces domestikacije otpoceo je u
Holocenu pre 8000-11000 godina u Severoistocnoj Africi i nastavio je da se $iri ka
Jugoisto¢noj Aziji i na Jug Evrope (Littauer i Crouwel, 1979). Balkanska rasa magarice
pojavila se dve do tri hiljade godina kasnije u Aziji: Indiji i Pakistanu. Smatra se da su

kolonizovale u Evropu iz Male Azije, preko Ukrajine, Rusije i Balkanskog poluostrva.

Iz literature je poznato da su savremene rase magarice poreklom od dva izvorna

oblika:
- Nubijske rase (Equus asinus africanus) cije je prirodno staniste podrudje Nila i

- Somalijske rase (Equus asinus somaliensis)-predak magarice sa podrucja jugoisto¢ne
Azije, ali i Evropskih rasa, uklju¢uju¢i i magarice balkanske rase (Epstein, 1984;

Clutton-Brock, 1987, Jordana & Folch, 1996).

Magarica balkanske rase pripada autohtonoj rasi, izvorno nastaloj i gajenoj na
Balkanskom poluostrvu (FAO DAD-IS, 2009) (slika 1). Tokom 20. veka broj zivotinja
ove rase stalno opada delimi¢no zbog gubitka interesa za uzgoj ove vrste Zivotinja, a
jo$ vise zbog veoma odmakle depopulacije i napustanja ruralnog podrudja od strane
ljudi (Trailovi¢, 2009). Izvorni oblici ove rase magarice mogu se naci u Specijalnom
Rezervatu Prirode “Zasavica” u kome se gaje u prirodnom okruzenju

(www.zasavica.org.rs). Period gestacije traje od 12 do 14 meseci, a period laktacije od 6
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do 9 meseci (Kugler i sar., 2008). Magarica balkanske rase daje u proseku od 200-300 ml
mleka, a u toku jednog dana do 900 ml mleka (Trailovi¢, 2009).

_— i

Slika 1. Magarce balkan:

ske rase (Www.zasavica.org.rs)

E R T g
! .‘v\‘\‘k’!“ At
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Slika 2. Specijalni Rezervat Prirode “Zasavica” (www. zasavica.org.rs)
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NUTRITIVNA VREDNOST MLEKA MAGARICE

Za koli¢inu proizvodnje mleka magarice i kobiljeg mleka nema statistickih podataka, a
smatra se da c¢ini manje od 0,1% ukupne svetske proizvodnje mleka. Najvece
komercijalne farme magarica i mlekare za preradu ove vrste mleka nalaze se u Kini,
Italiji, Turskoj i Grckoj, a tradicionalno se magarice uzgajaju u Africi, Aziji i isto¢noj

Evropi (Kugler, 2008; Tadesse, 2010; Zhang i sar., 2008).

Mle¢na mast, mle¢ni Secer (laktoza) i proteini mleka- kazein, o-laktalbumin i p-
laktoglobulin sintetiSu se u mle¢noj Zlezdi. Ostali sastojci, kao $to su mineralne
materije, neki enzimi, vitamini, albumini krvnog seruma, imunoglobulini i brojni drugi
glikoproteini direktno prelaze iz krvi u mle¢nu Zlezdu i postaju sastojci mleka (Tratnik

isar., 2012).

Sastav mleka moZze biti promenljiv u zavisnosti od mnogobrojnih ¢inioca: vrste, rase,
zdravstvenog stanja Zivotinje, stadijuma laktacije, nacina i vrste hrane, godisnjeg doba,
kao i od karakteristike Zivotinje (starost, telesna masa, itd). U mleku tokom godisnjeg
doba najvisSe varira sadrzaj masti, a najmanje sadrzaj laktoze (Clayes i sar., 2014 ). U
tabeli 1. prikazan je osnovni hemijski sastav mleka magarice i humanog mleka, kao i

mleka od Sest vrsta Zivotinja, koja se najvise koriste za preradu u industriji mleka.

Tabela 1. Hemijski sastav i energetska vrednost mleka razli¢itih vrsta Zivotinja i
humanog mleka

Vrste Suva Proteini Mlecna  Ugljeni Pepeo Energetska
mleka materija (%0) mast hidrati (%) vrednost
(%) (%) (%) (kJ/100m1l)
Kravljea 12,80 3,5 3,8 4,8 0,7 285
Kozjeb 13,30 3,6 4,2 4,7 0,8 289
Ovdijeb 17,70 4,9 7,2 4,8 0,8 398
Bivoljeb 17,00 4,0 7,5 4,8 0,7 389
Kobiljec 10,70 21 1,7 6,4 0,5 209
Magarecec 9,30 1,7 0,6 6,6 04 201
Humanod 12,50 1,0 4,5 7,0 0,2 239

aBartowska, 2007; Bartowska i sar., 2011; Flowers i sar., 2008
bHaenlein & Wendorff , 2006; Park i sar., 2007; Raynal-Ljutovac i sar., 2008; Luna i sar., 2008;
cSalimei i sar., 2004; Guo i sar., 2007; d Kre$i¢ i sar., 2013b

Energetska vrednost mleka je blisko povezana sa koncentracijom odredenih jedinjenja

u suvoj materiji, a posebno sa sadrzajem masti. Najvisa energetska vrednost zabeleZena
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je kod ov¢ijeg i bivoljeg mleka, a nesto niza kod kravljeg i kozjeg mleka (Bylund, 2003;
Barlowska, 2007; Tratnik i sar., 2012). Niska energetska vrednost karakterisi¢na je za
humano, kobilje i mleko magarice (Oftedal & Jenness, 1988; Guo i sar., 2007; Shamsia,

2009).

Tabela 2. Hemijski sastav mleka magarice razli¢itih rasa

Rasa', Period pH Suva.l. Prooteini Mileéna Laktoza Pepeo . .
zemlja laktacije materija (%) mast (%) (%) Autor i godina
porekla (%) (%)
Salimei i sar., 2004
D'Alessandro i
Martina sar., 2011a,b
Franca, 15240  6,87-718 845913 125218 0,10-140 6,03-728 036-044 Salimei & Fantuz.,
Italija 2012
Matremucci i sar.,
2012
Ragusana,  »q150 710 §45900 180200 030060 620660 036040 oimelisar, 2004
Italija Giosue i sar., 2008
Alfa‘i:f 90-150 6,90 9,47 1,63 0,55 7,12 036  Martiniisar, 2014
Primorsko Ivankovié i sar
Dinarski,  20-170 7,00 861913 141177 025045 6,19-6,37 . v
2009
Hrvatska
J ‘aI‘;*i‘;I‘ll:e' 15180 714722 894993 137-1,85 050-1,85 6,01-660 035051  Guo isar., 2007

Karakteristike mleka magarice razlikuje se u velikoj meri od ostalih vrsta Zivotinja
(Doreau, 1991; Drogoul i sar., 1992). Hemijski sastav mleka magarice razli¢itih rasa
prikazan je u tabeli 2. Brojni autori ispitivali su uticaj perioda laktacije na kvalitet i
promene nutritivnog profila mleka magarice Italijanske rase (Martina Franca,
Ragusana i Amiata) (Salimei i sar., 2004, Guo i sar., 2007, Giosue i sar., 2008, Martini i
sar., 2014), Brazilske rase (Cavalcante i sar., 2012), kao i Hrvatske rase (Primorsko

Dinarski magarac) (BilandZi¢ i sar., 2014).

PROTEINI

Proteini su neophodna komponenta za odvijanje svih Zivotnih procesa i funkcija u
organizmu, pre svega u shabdevanju organizma esencijalnim amino kiselinama i
bioloski aktivnim proteinima kao Sto je imunoglobulin (Tadesse, 2010). U sastav
proteina mleka ulazi 20 razli¢itih amino kiselina, iste opste strukture, ali funkcionalno

razli¢itih karakteristika (Park, 2013). Sadrzaj proteina mleka kod razli¢itih Zivotinja
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prikazan je na slici 3 gde se moZe videti da najveci sadrzaj proteina ima mleko irvasa i

losa (>10%), a najmanje mleko magarice i kobilje mleko (<2%).

Proteini
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Slika 3. SadrZzaj proteina mleka kod razli¢itih vrsta Zivotinja (FAO STAT, 2012)

U mleku je identifikovano vise od 200 razli¢itih vrsta proteina, od kojih je veéina u
neznatnim koncentracijama ili tragovima. Mleko sadrzi oko 95% azotnih proteinskih
frakcija i 5% neproteinskih azotnih materija. U neproteinske azotne materije mleka
ubrajaju se: peptidi, slobodne amino kiseline, amonijak, amino Seceri, keratin, urea,
ureinska kiselina i mnoga druga jedinjenja (Tratnik i sar., 2012). U proteinima mleka
nalaze se dva glavna tipa potpuno razli¢itih proteina: kazein i proteini surutke (Tratnik
i sar., 2012). Kazein nakon razgradnje u humanom intestinalnom traktu predstavlja
donor znacajne koli¢ine kalcijuma i fosfora, bioaktivnih peptida, dok se proteinima
surutke pripisuju mnoge bioloske funkcije. Ukupna bioloska vrednost proteina mleka

(kazeina i proteina surutke) je visoka i iznosi 90 (Caric¢ i sar., 1997).

Tabela 3. SadrZaj i udeo proteina u mleku razli¢itih vrsta Zivotinja i humanom mleku

Sadrzaj proteina Vrste mleka

(8/100ml) Kravlje2 Kobiljeb Magareced Humanoe
Ukupni proteini 3,2-4,5 1,6-2,3 1,5-1,8 0,7-1,7
Kazein 2,5-2,8 (75%)  0,9-1,2(50%)  0,6-1,0 (48,3%) 0,3-0,4 (40%)

Proteini surutke  0,5-0,7 (20%)  0,7-0,9 (40%)  0,5-0,8 (46,9%)  0,7-0,8 (60%)

aBylund, 2003

b Miranda i sar., 2004

cPark i sar 2007, Walstra i sar., 2006

dSalimei i sar., 2004; Guo i sar., 2007; Polidori i sar., 2007; 2012
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Vrlo je bitan sadrzaj imunoaktivnih jedinjenja , kao $to su imunoglobulini, laktoferin,
transferin, enzimi laktoperoksidaza i lizozim. Navedeni sastojci mleka uti¢u na
otpornost ljudskog organizma i Stite organizam od Stetnih bakterija, virusa, toksina,
uzro¢nika zaraznih bolesti, alergijskih reakcija i tumora (Tratnik i sar., 2012). Po
hemijskom sastavu mleko magarice veoma je sli¢no kobiljem i humanom mleku.
Proteini mleka magarice sadrze ~48,3% kazeina i ~46,9% proteina surutke i oko 30% -
laktoglobulina (Salimei, 2004). Za mleko magarice je karakteristican odnos kazeina i

proteina surutke ~1,04 (Guo i sar, 2007).

Odnos kazeina/ proteina surutke

14 14
15 = % kazeina | 12
14 1
12 1

1 = % proteina ::
L] —'-_-.: surutke
05 — 04
fd 0l

W43 73 104 134 163 195 233 B3 101 dF 43 7 1M 134 163 196 113 45 3l
Dani laktacije Dani laktacije

Slika 4. Uticaj perioda laktacije na promenu: a) sadrzaja kazeina i proteina surutke u
mleku magarice; b) odnosa kazeina i proteina surutke (Burumini, 2012)

Odnos kazeina i proteina surutke krece se od 1,33 do 0,86 i smanjuje se u toku perioda
laktacije (slika 4 ab). Nizak odnos kazeina i proteina surutke ima vaznu ulogu u
senzibilizaciji na frakcije proteina kravljeg mleka, odnosno nizak odnos smanjuje

mogucnost alergijskih pojava na mleko magarice (Tidona i sar, 2011; Burumini, 2012).
Kazein

Kazein je protein kravljeg mleka, koji ¢ini oko 75-80% ukupnih proteina mleka. Po
svojoj strukturi je slozeni kalcijum-fosfoglikoprotein i ubraja se u grupu termostabilnih
proteina (Macej i sar., 2007). U sirovom mleku kazein se nalazi u obliku malih
koloidnih cestica koje sadrze oko 2 puta vise vode od svoje mase, a nazivaju se micele

kazeina. Micele kazeina prvenstveno se sastoje od kazeinskih frakcija: osi-kazeina, os>-
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kazeina, p-kazeina i x-kazeina, koje se sintetiSu u mle¢noj zlezdi. Prisutne frakcije y-
kazeina su rezultat proteolize [-kazeina pod dejstvom enzima plazmina (Tratnik i sar.,
2012). Veli¢ina cestica kazeina zavisi od koncentracije Ca2*. Joni Ca2* omogucavaju
vezivanje proteina za delijski zid i njihovu stabilizaciju (Treweek, 2012). Od svih
frakcija kazeina samo as- i k-kazein sadrZe cistein, koji u¢estvuje u formiranju intra i
intermolekularnih disulfidnih veza. Frakcija B-kazeina ima izraZene hidrofobne, a as>-
kazein izraZene hidrofilne osobine. Takode, C-terminalni deo k-kazeina je izrazito
hidrofilne prirode (Fox & McSweeney, 1998). Kazein je izvor aminokiselina i nosilac
jona kalcijuma i fosfata, a obezbeduje i razlic¢ite bioaktivne peptide koji se oslobadaju u
gastrointestinalnom traktu tokom razgradnje kazeinata (Moller, 2008). SadrZaj frakcija
kazeina u mleku i udeo pojedinih frakcija kazeina u ukupnom kazeinu razli¢itih vrsta

zivotinja i humanom mleku prikazani su u tabeli 41 5.

as1 i asy- frakcije kazeina sastoje se od tri izrazito hidrofobna dela molekula, a ostatak
je bogat grupom fosfoserina (8-9 Ser-P). Najzastupljenije varijante asy- kazeina su asiB i
as2A bogate fosfoserinom (10-13 Ser-P) odgovornim za hidrofilni deo proteinskog
molekula jako negativnog naboja, pa su i vrlo “senzibilne” na jone kalcijuma. as>-
kazein sadrzi najvie lizina (Tratnik i sar., 2012). Iako je jedan od alergena u kravljem
mleku, potpuno odsustvo ovog proteina ogranicava izlucivanje drugih mle¢nih
proteina i kalcijum-fosfata, $to ukazuje na vaznost as-kazeina u formiranju kazeinske

micele (Huszar, 2008).

f-kazein najhidrofobniji je sa izrazito naelektrisanim delom molekula i sadrzi nizak
udeo fosfoserina (5 Ser-P). To daje osobinu da formira agregate sa N-terminalnim
delovima molekula izlozenim prema rastvoru, a hidrofobnim delom prema
unutrasnjosti micele (Tratnik i sar., 2012). Za vreme digestije mleka formiraju se
fosfopeptidi pri ¢emu se zadrzavaju rastvorljivi Ca2* joni, koji se apsorbuju. Znaci da
fosfopeptid formiran od strane B-kazeina doprinosi visokoj bioraspolozivosti kalcijuma
iz humanog mleka. Fosfopeptidni deo kazeina moZe uticati na apsorpciju drugih

dvovalentnih jona, kao $to je cink (Lonnerdal, 2003).

k-kazein sadrzi naj¢es¢e samo jedan fosfoserin (1 Ser-P). Jedan deo k-kazeina je
hidrofilan i sadrzi ugljene hidrate (N-acetilneuraminsku kiselinu, galaktozu i N-acetil

galaktozamin) $to daje da oko 2/3 molekula bude izuzetno polarno, dok je preostali
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deo molekula izuzetno hidrofoban. Hidrofobni deo molekula sadrzi relativno stabilnu

disulfidnu vezu (S-S) u kojoj je zastupljena i a-helikoidna i P-nabrana struktura

(Tratnik i sar., 2012).

Tabela 4. Sadrzaj frakcija kazeina u mleku razli¢itih vrsta Zivotinja i humanom mleku

Kazeinske Vrsta mleka

frakcije ] . j

(/100ml) Kravlje2 Kobilje? Magareced Humanos
Ukupni kazein 2,10 1,38 0,72 0,55
asi-kazein 1,10 0,24 0,20 0,07
asz-kazein 0,36 0,02 0,02 -
B-kazein 0,21 1,10 0,50 0,38
K-kazein 0,43 0,02 - 0,10

aBylund, 2003; Claeys i sar., 2014

bMiranda i sar., 2004

cPark i sar., 2007; Walstra i sar., 2006
dPolidori, 2010; Vincenzetti i sar., 2008, 2012

Tabela 5. Udeo pojedinih frakcija kazeina u ukupnom kazeinu mleka razli¢itih vrsta
zivotinja i humanom mleku

Vrsta mleka

Kazeinske

0
frakeije (%) Kravlje Kobilje Magarece Humano
asi-kazein 52 18 28 13
asz-kazein 17 1 3 -
p-kazein 10 79 69 69
K-kazein 20 1 - 19

Malacarne i sar., 2002; Park i sar., 2006

Proteini surutke

Proteini surutke su kompaktni globularni proteini sa ve¢om koli¢inom esencijalnih
amino kiselina u odnosu na kazein. Glavne frakcije proteina surutke c¢ine: o-
laktalbumin, B-laktoglobulin, imunoglobulini i albumin krvnog seruma. Pored toga u
mleku se nalaze enzimi lizozim i laktoferin (Park, 2009; Uniacke-Lowe, T., 2011).
Sadrzaj frakcija proteina surutke u mleku i udeo frakcija proteina surutke u ukupnim
proteinima surutke razli¢itih vrsta Zzivotinja i humanom mleku prikazane su u

tabelama 61 7.

10
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Tabela 6. Sadrzaj frakcija proteina surutke u mleku razlicitih vrsta Zivotinja i humanom
mleku

Proteini surutke Vrsta mleka

(g/100ml) Kravlje2 Kobilje2 Magareceb Humano»
Ulcupni proteini 0,60 0,85 1,00 0,70
surutke

o-laktalbumin 0,14 0,26 0,30 0,25
p-laktoglobulin 0,32 0,25 0,20 -
serum albumin 0,04 0,04 0,04 0,05
imunoglobulini 0,08 0,20 0,30 0,20
lizozim 0,01 0,09 0,09 0,04
laktoferin 0,001 0,006 0,08 0,16

aPark, 2009; Uniacke -Lowe i sar., 2010; Tratnik i sar., 2012

b Polidori, 2010; Vincenzetti i sar., 2008; 2012; Clayes i sar., 2014

a-laktalbumin je metaloprotein koji vezuje jedan jon Ca2* po molu na mestu lanca koji
sadrzi Cetiri ostatka asparaginske kiseline. Sastoji se od jednog lanca sa 123
aminokiselinska ostatka, sa molekulskom masom 14 kDa. a-laktalbumin se pojavljuje u
dve, najvise tri genetske varijante i veoma je slican lizozimu u pogledu
aminokiselinskih sekvenci i genetske strukture (Businco i sar., 2000). Bogat je
triptofanom i cisteinom, ali ne sadrZi slobodne SH-grupe, nego ima 4 stabilne
disulfidne veze (S-S). Sadrzi manje prolina, pa je vrlo kompaktan protein sa vise o-
uvojnih struktura. a-laktalbumin je najotporniji protein surutke na delovanje toplote.
toplotnu denaturaciju (Tratnik & BoZani¢, 2012). Izmedu oa-laktalbumina i udela
laktoze postoji jaka pozitivna korelacija. a-laktalbumin je proteinska podjedinica
enzima koja kataliSe biosintezu laktoze. U humanom mleku udeo o-laktalbumina je

najveci, posebno u kolostrumu i oko 76% je identican sa o-laktalbuminom kravljeg

mleka (Park, 2013).

o-laktalbumin je dobar izvor esencijalnih aminokiselina triptofana i cisteina, a po
sastavu aminokiselina slican je lizozimu (Lépez-Expoésito & Recio, 2008). Klinicka
ispitivanja su pokazala da hrana obogacena a-laktalbuminom uti¢e na smanjenje stresa
i depresivnog stanja ljudi (Tidona i sar., 2011). Antimikrobni peptidi a-laktalbumina
kravljeg mleka formiraju se u gastrointestinalnom traktu pod dejstvom proteaza

(Lonnerdal, 2003).

11
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Tabela 7. Udeo pojedinih frakcija u ukupnim proteinima surutke u mleku razli¢itih
vrsta zivotinja i humanom mleku

Frakcije Vrsta mleka

E%(;tema surutke Kravljea Kobilje2 Magareceb Humano?
a-laktalbumin 23 31 30 36
B-laktoglobulin 53 42 20 -
serum albumin 7 5 4 7
imunoglobulini 13 23 30 29
lizozim 2 11 9 6
laktoferin 0,2 0,7 8 23

aMalacarne i sar., 2002; Martuzzi i sar., 2002
bGuo isar., 2007; Park i sar., 2006

o-laktalbumin kravljeg mleka otporan je u Zeludcu i dvanaestopala¢énom crevu na
enzime i 95% ostaje nesvaren in vitro. Medutim, unosom mleka magarice u organizam
samo 5% dobijenih peptida ostaje nesvareno (Tidona i sar., 2011). Tokom digestije o-
laktalbumina sa tripsinom nastaju dva peptida koja imaju antibakterijska svojstva. Ovi
fragmenti su aktivni protiv gram-pozitivnih bakterija, a baktericidna aktivnost je
otkrivena za samo neke gram-negativne sojeve: E.coli, Klebsiela pneumonia,
Staphylococcus aureus, Spahylococcus epidermis, Streptococci (Lopez-Expésito & Recio,

2008).

F-laktoglobulin je protein surutke prisutan u razli¢itim vrstama mleka, osim humanog,
kamiljeg i mleka glodara (Uniacke-Lowe i sar, 2010). B-laktoglobulin je najzastupljeniji
protein surutke koji se u kravljem mleku nalazi u obliku dimera i sadrZi slobodnu SH-
grupu dok je u mleku magarice u monomernoj formi bez slobodne SH-grupe
(Lonnerdal, 2003). To je globularan rastvorljiv protein, molekulske mase 18,4 kDa
(Burumini, 2012). Sastavljen je od dva peptidna lanca koji su ¢vrsto vezani pomocu
nekovalentnih veza. Svaki lanac ima ukupno 162 aminokiseline, jednu -SH grupu i dve
(-S-S-) disulfidne veze. U B-laktoglobulinu dominira B-nabrana struktura, ali postoji
deo a-uvojne strukture i deo neodredene strukture. Pri temperaturi 60°C -
laktoglobulin je dimer i pogodan je za denaturaciju. f-laktoglobulin ima nekoliko
uloga, uklju¢ujudi i razvoj pasivnog imuniteta zajedno sa imunoglobulinom G (Sutton
& Alston-Mills, 2006), a osim toga, nakon proteoliticke digestije sa komercijalnim
enzimima, daje peptide baktericidnog dejstva na gram negativne bakterije (Pellegrini i

sar., 2003). B-laktoglobulin je generalno otporan na proces digestije, pretpostavlja se

12
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zbog vezivanja masnih kiselina. Medutim, u mleku magarice 70% B-laktoglobulina je
lako razgradivo, sto je dva puta vise nego u kravljem mleku. Veéi procenat
razgradenog f-laktoglobulina moZe da poboljsa prinos bioaktivnog peptida u

intestinalnom traktu (Inglistad i sar., 2010, Tidona i sar., 2011);

Smatra se da je B-laktoglobulin zajedno sa kazeinskim frakcijama jedan od glavnih
uzroka alergija na proteine kravljeg mleka (Restani i sar., 2002). B-laktoglobulin

poseduje nekoliko vaznih bioloskih funkcija:

e vezuje retinol (vitamin A9) , stiti od oksidacije, transportuje do tankog creva, gde se

retinol vezuje za protein, koji ima sli¢nu strukturu kao p-laktoglobulin;
evezuje masne kiseline i podsti¢e aktivnost lipaze;

eolaksava transport folne kiseline i povecava fotostabilnost i rastvorljivost vitamina u

vodi (Barlowska i sar., 2011).

Serum albumin po sastavu i imunoloskim karakteristikama pokazuje slicnosti sa
krvnim serum albuminom. Sastoji se od jednog polipeptidnog lanca sa 582
aminokiseline, 35 ostataka cisteina koji uc¢estvuju u nastanku 17 disulfidnih veza (-S-S-)
i 1 slobodne SH-grupe. Struktura ovog proteina je ovalnog oblika i sadrZi oko 60% o-
uvojne strukture. Ustanovljeno je da vezuje neke metale i slobodne masne kiseline
dugog lanca, pa se smatra aktivatorom probavnih lipaza, a uti¢e i na pasivni imunitet

(Tratnik & Bozani¢, 2012).

Imunoglobulini (Ig) su specificna antitela velike molekulske mase ¢ija je osnovna
fizioloska funkcija vezivanje antigena (bakterije, virusi, toksini, strani proteini).
Odgovorni su za prenos imuniteta na potomstvo i mogu biti efikasna zastita od
mnogih bolesti i alergijskih reakcija (Tratnik & Bozani¢, 2012). Imunoglobulini sadrze
ugljene hidrate (heksoze i heksozamin) ¢ime se ubraja u glikoproteine koji
omogucavaju prenos pasivnog imuniteta od majke na potomstvo. U mleku
imunoglobulin je prisutan u maloj koli¢ini (0,6-1 g/l), ali je njegov sadrzaj u
kolostrumu znatno vedi (i do 100 puta) (Tratnik & Bozanié¢, 2012). Sastoji se od vise
genetskih varijanti, a glavne su IgG (IgG: i IgGy); IgA i IgM c¢ije molarna mase rastu
prema redosledu navodenja. Postoji jos nekoliko genetskih varijanti (IgE i IgD) koje se

u mleku nalaze u obliku monomera. U kravljem mleku najzastupljeniji je IgG (oko 80%

13
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ukupnih Ig), dok je u humanom mleku dominantan IgA (Tratnik & BoZzanié, 2012).
Koncentracija imunoglobulina u humanom mleku je izuzetno visoka ~1-2 g/1 u ranoj
laktaciji, a krece se od 0,5 g/1 do 1 g/1 do druge godine laktacije (Lonnerdal, 2003). U
mleku magarice ukupan sadrzaj imunoglobulina povecava se tokom perioda laktacije i

dostize vrednost 88,3 mg/1 (Guo i sar., 2007).
Lizozim

Lizozim je minorni endogeni enzim mleka (<0,3 mg/100ml). Zastupljen je u znacajnoj
koli¢ini u kobiljem mleku (79 mg/100ml), a nalazi se i u kolostrumu humanog mleka
(10-12 mg/100ml). Lizozim je specifican protein humanog mleka, koji ima
antibakterijska i antivirusna svojstva i sposoban je da razori spoljni celijski zid gram-
pozitivnih bakterija hidrolizom B-1,4 veze N-acetii muraminska kiseline i 2-
acetilamino-2-dezoksi-D-glukoze (Milonis & Polidori, 2011). Lizozim $titi organizam
od metaboli¢kih poremecaja i pomaze aktivnosti IgA u humanom mleku (Tratnik &
Bozani¢, 2012). Pokazuje sinergisticko delovanje zajedno sa laktoferinom u unistavanju
gram-negativnih bakterija in vitro (Lopez-Eksposito, 2008). Lizozim i laktoferin
aktiviraju imunizaciju i predstavljaju zastitu od infekcija respiratornog i digestivnog
trakta, a koristan je i u sprecavanju nastanka koznih oboljenja. Lizozim deluje kao
prirodni konzervans, daje dugi rok trajanja mleku i u prehrambenoj industriji, moze da
se koristi kao stabilizator (Paolicelli, 2005). Rezultati studija pokazuju da lizozim,
nezavisno od uloge kao katalizatora i bez enzimske aktivnosti, ima baktericidna

svojstva (Lopez-Eksposito & Recio, 2008).

U mleku magarice lizozim sadrzi 129 aminokiselina u dve forme (A i B) (Herrouin i
sar., 2000). Smatra se da je lizozim vazna komponenta za odrzavanje senzornih
karakteristika, pH i mikrobioloske flore mleka magarice na temperaturi hladenja duze
od 10 dana. U mleku magarice lizozim se nalazi u koli¢ini 4 g/1, a sadrzaj se smanjuje

tokom laktacije (Guo i sar., 2007).
Laktoferin

Laktoferin je glikoprotein, pripada porodici transferina, sa dva mesta za feri jon,
molekulske mase (Mr 80 kDa) (Wakabayashi i sar., 2006). To je protein koji ima razlicite

funkcije uklju¢ujuci regulisanje hemostaze, rast celija, odbranu od infektivnih agenasa,
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antiinflamatornu aktivnost i zastitu od raka. Laktoferin je prisutan u mleku, a u
manjim koli¢inama i u spoljasnjim te¢nostima: pljuvacéci, suzama, Zuci, sokovima
pankreasa. Laktoferin je takode specifi¢ni protein mleka magarice i humanog mleka
koji vezuje gvozde i narusava metabolizam nekih mikroorganizama u organima za
digestiju. Koncentracija laktoferina prilicno je visoka u humanom mleku oko 1,0
mg/ml. Medutim koncentracija laktoferina veca je u kolostrumu (u humanom mleku
oko 7,0 mg/ml) (Barlowska i sar., 2011). Pozitivan efekat laktoferina naglasen je samo u

humanom mleku i nije izraZen u infant-formulama za decu ( Park, 2009).

U mleku magarice koncentracija laktoferina iznosi 0,09 g/1i sli¢na je kao kod kobiljeg
mleka (Barlowska i sar., 2011). U poredenju sa mlekom ostalih vrsta zivotinja njegov
sadrzaj je veci (0,37 g/1 laktoferina), a znatno manji nego u humanom mleku 1,65 g/1
(Salimei i sar., 2004; Chiavari i sar., 2005; Guo i sar., 2007). Antimikrobna aktivnost
nativnog i razgradenog mleka magarice rezultat je sastava laktoferina i peptida
nastalih digestijom mleka (Tidona, 2011). Laktoferin u mleku magarice je velikim
delom otporan na sokove Zeluca i dvanaestopala¢nog creva, a to ukazuje da ima bolju

biolosku funkciju kao izvor aminokiselina.

Laktoferin poseduje antimikrobnu aktivnost protiv sirokog spektra gram- pozitivnih i
gram-negativnih bakterija (Burimini, 2012). Ispitivanja Sarica i sar. (2012) ukazuju na
antibakterijsko dejstvo mleka magarice protiv E. coli i S. enteritidis na temperaturama
od 3-15°C. Pored antimikrobnog dejstva, utvrdeno je da laktoferin pozitivno deluje na
rast korisnih bakterija kao $to su Lactobacullus i Bifidobacteria. Takode, laktoferin i
lizozim deluju sinergisticki na efikasno eliminisanje gram-negativnih bakterija
(Sherman i sar., 2004). Laktoferin vezuje oligosaharide u spoljasnjoj bakterijskoj
membrani, ¢ime se “otvaraju” pore za lizozim koji narusava glikozidnu vezu u

unutrasnjosti peptodiglikanske matrice (Burimini, 2012).

MLECNA MAST

Mle¢na mast uti¢e na prijatan ukus, aromu, konzistenciju i teksturu mleka, i daje
energetsku vrednost 38 kJ/g. Mle¢na mast se sintetiSe u mle¢nim epitelnim celijama

kao masne globule koje se izlu¢uju u mleko obavijene celijskom membranom. Mast
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mleka se uglavnom sastoji od triglicerida (98%). Ostali sastojci su mono- i digliceridi,
fosfolipidi, steroli i slobodne masne kiseline (Fox & McSweeney, 1998). Hidrofobne
grupe fosfolipida okrenute su prema masnoj fazi i povezane s teSko rastvorljivim
triacilglicerolima, koji se nalaze u sredistu globule. Hidrofilne grupe fosfolipida
okrenute su prema vodenoj fazi mleka i povezane proteinima. Medumolekularna veza
izmedu fosfolipida i proteina naziva se “lipoproteinski” kompleks. Hladenjem mleka
masne globule ocvrs¢avaju, dolazi do kristalizacije glicerida, a emulzija postaje
suspenzija. Tako mlecna mast u mleku istovremeno mozZe biti u stanju emulzije i

suspenzije (Tratnik & Bozani¢, 2012).

Sadrzaj (minimalne i maksimalne vrednosti) i pre¢nik globula mle¢ne masti prikazan je
u tabeli 8. Visoka varijabilnost sadrzaja mle¢ne masti u mleku magarice od 1,82 do 0,28
g/100g mleka, moze biti posledica pre svega rase, faze laktacije, ishrane kao i tehnike

muze (Guo i sar., 2007; Pinnola, 2009; Salimei i Fantuz, 2012).

Tabela 8. Sadrzaj i pre¢nik globula mle¢ne masti u mleku razli¢itih vrsta Zivotinja i
humanom mleka

Mleko Kravlje2  Kobilje>  Magareée> Humano*
Mlecna mast (%) 3,8-4,6 0,27-2,43 0,28 -1,82 3,5-4,5
Veli¢ina globula mle¢ne masti (pm) 3,5-5,5 2,0-3,0 1,9-2,0 3,0-5,0

aMartini i sar., 2013a, Salimei & Fantuz 2012
bWelsch i sar., 1988
¢ Yamawaki i sar., 2005; Kre$i¢ i sar., 2013a

Sadrzaj mle¢ne masti mleka magarice varira naj¢esée u proseku od 0,45% do 0,7% Sto
je znatno nize u poredenju sa sadrzajem u kravljem, kobiljem i humanom mleku
(Malacarne i sar., 2002; Doreau & Martin-Rosset, 2002, Lonnerdal, 2003). Najnovija
istrazivanja strukture mle¢ne masti pokazuju da postoji zavisnost izmedu dimenzija
globula mle¢ne masti i nutritivnog kvaliteta mleka (Martini i sar. 2013a). Navedeni
autori su zakljuc¢ili da manje globule masti imaju vecu koli¢inu membrane po
zapreminskoj masi u odnosu na vece globule. Stoga, manje globule imaju na
raspolaganju za enzime pri digestiji i ova povrsina je bogata korisnim komponentama

kao sto su polinezasi¢ene masne kiseline (Martini i sar., 2013b).
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Masne kiseline

Udeo pojedinih masnih kiselina veoma je promenljiv u mleku i zavisi najvise od
stadijuma laktacije i na¢ina ishrane. Mle¢na mast prosec¢no sadrzi oko 70% zasic¢enih
masnih kiselina (najvise palmitinske), 30% nezasi¢enih, 27% mononezasi¢enih
(oleinske) i samo 3% polinezasi¢enih masnih kiselina (Tratnik & BoZani¢, 2012). Glavne
masne kiseline u ukupnim mastima mleka razli¢itih vrsta Zivotinja i u humanom

mleku prikazane su u tabeli 9.

Svi sisari uklju¢ujudi i ¢oveka, imaju ograni¢enu mogucnost stvaranja dvostrukih veza
u masnim kiselinama te je stoga neophodan unos esencijalnih visestruko nezasi¢enih
masnih kiselina putem hrane. Esencijalna masna kiselina iz grupe né je linolna kiselina
(C18:2 n6), dok je iz grupe n3 esencijalna a-linoleinska kiselina (C18:3 n3). Linolna i a-
linoleinska kiselina su prekursori dugolanc¢anih visestruko nezasi¢enih masnih kiselina
sa 20-22 C-atoma iz grupe n3, odnosno grupe n6 (Watkins, 2009). Konverzijom o-
linoleinske masne kiseline nastaje prvo eikozapentaenska kiselina (C20:5 n3), a potom
dokozaheksaenska kiselina (C22:6 n3). Iz linolne masne kiseline nastaje arahidonska

kiselina (C20:4 n6) koja je komponenta celijske membrane (Murray i sar., 2011).

Masne kiseline u mleku mogu poticati od: sinteze mlecnih Zlezda, apsorpcije iz plazme
u kojoj se nalaze kao posledica ishrane jedinke, ali mogu biti i rezultat mobilizacije
zaliha masti iz adipoznog tkiva majke (Jensen, 1996). Udeo masnih kiselina poreklom
iz hrane je oko 30%. Iz potkoznog tkiva potice oko 60% masnih kiselina, dok ostatak

nastaje sintezom u mle¢nim Zlezdama (10-12%) (Innis, 2007).

U poredenju sa mlekom preZivara, kobilje i mleko magarice sadrZi veéi procenat
polinezasi¢enih masnih kiselina, a u manjoj koli¢ini su zastupljene zasicene i
mononezasi¢ene masne kiseline (tabela 9). Specificnost mleka magarice je u sastavu
masnih kiselina, pre svega viSeg n3 sadrzaja, nizeg n6/n3 odnosa i nizeg odnosa
arahidonske/eikozapentaenske masne kiseline u poredenju sa humanim, a posebno

kravljim mlekom (Duchén 2001; Gastaldi i sar 2010).
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Tabela 9. Sastav masnih kiselina u mleku razlic¢itih Zivotinja i humanom mleku

Masne kiseline (%)

SFA zasicene

C4:0 maslac¢na

C6:0 kapronska

C8:0 kaprilna

C10:0 kaprinska

C12:0 laurinska

C14:0 miristinska

C16:0 palmitinksa

C17:0 margarinska
C18:0 stearinska

C20:0 arahidska

C22:0 behenska

MUFA mononezasi¢ene
C10:1 kaprinska

C12:1 laurinska

C14:1 miristoleinska
C16:1 palmitoleinska
C17:1 heptadekanska
C18:1 n-9 oleinska

C20:1 n-9 eruc¢na

PUFA polinezasicene
PUFA n3

C18:3 n3 a-linoleinska
C18:4 n3 stearidonska
C20:5n3 eikozapentaenoi¢na
C22:5n3 dokozapentaenska
(C22:6n3 dokozaheksaenska
PUFA n6

C18:2 n6 linolna

C20:2 n6 eikozadienska
C20:4 n6 arahidonska
Odnos n6/n3

UFA nezasi¢ene

Kravlje2
65,85-76,10
3,50-4,40
2,23-2,40
1,37-1,40
2,70-3,03
3,30-4,11
10,90-11,62
32,61-35,90
0,20-0,42
8,73-12.20
0,21-0,35
0,10-0,30
22,72-31,24
0,30-0,40
0,45-0,52
0,80-1,30
1,15-2,10
0,10-0,45
18,02-23,97
1,90-2,50
3,75-6,81
0,75-1,26
0,32-0,63
0,10-0,11
0,19-0,35
0,08-0,09
0,06-0,08
3,00-5,55
1,32-2,30
1,02-2,30
0,66-0,95
4,00-4,40
26,47-38,05

Vrste mleka

Kobiljeb
37,97-59,61
2,50-3,88
4,07-8,34
4,98-9,16
5,25-8,70
19,64-27,42
0,35-0,59
0,98-1,14
0,10-0,18
0,10-0,20
21,58-34,10
1,23-1,70
0,14-0,34
0,57-0,73
4,86-7,26
0,01-0,13
14,47-23,56
0,30-0,38
10,78-33,36
5,97-14,08
5,56-13,29
0,02-0,03
0,35-0,60
0,03-0,08
0,01-0,08
4,81-19,28
4,39-18,73
0,33-0,45
0,09-0,10
0,81-1,37
32,36-67,46

a Arsié i sar., 2009; Mapekula i sar., 2011; Samkova i sar., 2012
bMalacarne i sar., 2002; Orlandi i sar., 2003; Fiecko i sar., 2009
cChiofalo & Salimei 2001; Matremucci & D'Alessandro, 2012

d Arsié i sar., 2009; Szabo” i sar., 2010; Martini i sar., 2013a; Kre$i¢ i sar., 2013a
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Magarecec
42,76-69,66
0,40-0,60
0,50-1,22
6,70-12,80
10,20-15,65
6,42-10,67
5,60-7,60
11,47-18,56
0,22-0,26
1,12-1,99
0,08-0,12
0,05-0,19
14,21-31,51
1,25-2,20
0,10-0,20
0,22-0,38
2,37-4,23
0,27-0,35
9,65-23,70
0,35-0,45
12,23-24,51
5,17-11,93
4,81-11,17
0,01-0,03
0,30-0,56
0,03-0,07
0,02-0,10
7,06-12,58
5,60-11,10
0,22-0,36
0,08-0,13
1,16-0,99
26,44-56,02

Humanod
40,36-64,75
2,80-3,82
0,80-1,27
3,80-3,92
2,90-5,10
3,10-6,12
3,90-6,90
14,60-20,20
0,25-0,30
7,90-15,90
0,25-1,07
0,06-0,15
26,83-36,49
0,30-1,38
0,11-0,17
1,20-1,80
6,60-8,32
0,30-0,40
18,02-23,97
0,30-0,45
19,46-31,76
1,70-2,41
1,41-1,90
0,01-0,03
0,04-0,07
0,07-0,18
0,17-0,23
17,76-29,35
10,20-18,80
0,20-0,56
0,08-0,10
7,28-9,89
45,99-68,25
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LAKTOZA

Osnovni Secer mleka ¢ini laktoza. Laktoza je disaharid (Ci2H2Om1) sastavljen od
molekula B-D- galaktoze i B-D-glukoze koji su vezani preko -1-4 glikozidne veze. U
mleku se pojavljuje uglavnom mesavina dva osnovna oblika, strukturno izomernih, i to
a-oblik i B-oblik laktoze. Pri sobnoj temperaturi u mleku utvrdeno je priblizno 62,7% -
laktoze i oko 37,3% a-laktoze, od ukupno prisutne koli¢ine (Tratnik & Bozani¢, 2012).
To je Secer koji se sintetiSe isklju¢ivo u mlecnoj Zlezdi iz glukoze i glikogena
(Aghsaghali i sar., 2012). Autori ukazuju da se laktoza ne apsorbuje kao i drugi ugljeni

hidrati i izaziva malo povecanje Secera u krvi (Atkinson i sar., 1957).

Tabela 10. Koncentracija laktoze u mleku razli¢itih vrsta zivotinja i humanom mleku

Vrste mleka Kravlje Kobilje Magarece Humano
Laktoza (%, g/L) 4,6 (44-56) 6,4 (56-72) 6,1 (58-74) 7,0 (63-70)
Claeys i sar., 2014; Jirillo i sar., 2014

Laktoza je je prisutna u razli¢itim koli¢inama u mleku vecine sisara (tabela 10). Veci
udeo laktoze sadrzi kobilje, mleko magarice (oko 6-7%) i humano mleko (6-8%), dok je
nizi sadrzaj laktoze u ostalim vrstama mleka: kravlje, bivolje, ovc¢ije i kozje mleko (4,5-
4,8%) (Tratnik & Bozani¢, 2012). Tokom laktacije sisari proizvode vecu koli¢inu enzima
laktaze, dok se produkcija enzima smanjuje nakon laktacije i doprinosi da se razgradi
zna¢ajno manja koli¢ina laktoze. Kod mladunaca zivotinja, laktoza se sporije
razgraduje nego drugi ugljeni hidrati, $to dovodi do prisustva nerazgradene laktoze u
distalnom delu tankog creva i favorizuje uspostavljanje Lactobacillus flore koja odrzava
nisku pH vrednost u crevhom sadrZaju. Niska pH vrednost moZe da doprinese boljoj
apsorpciji kalcijuma (Porter, 1978). Promena koli¢ine laktoze u mleku obrnuto je
proporcionalna sa promenom udela sastojaka rastvorljivih u vodi (posebno Na i CI)
(Tratnik & Bozani¢, 2012). Stoga, udeo laktoze koja se sintetiSe u epitelnim celijama
mlec¢ne zlezde sluzi kao glavni faktor koji uti¢e na volumen mleka. Vaznu ulogu u
sintezi laktoze ima protein surutke a-laktalbumin, koji se sintetie u endoplazmatskom
retikulumu, odakle se transportuje u Goldzijev aparat (Cagalj & Brezovecki, 2013).
Zajedno sa [P-1,4-galaktozil transferazom (kataliticka komponenta enzima laktoza-
sintetaze), a-laktalbumin povecava enzimski afinitet za glukozu 1000 puta u fazi

sinteze laktoze, kada je glukoza vezana s galaktozom (Neville, 2009).
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MINERALI

Minerali su kvantitativno minorna jedinjenja u mleku, nisu izvor energije, ali su od
sustinske vaznosti za Zivot, jer doprinose raznim vitalnim funkcijama u organizmu.
Mleko je bogato mineralima, posebno kalcijumom (Ca) koji je vaZan za izgradnju i
odrzavanje zdravih kostiju i tkiva. Sadrzaj kacijuma se u organizmu Zivotinje i coveka
najbolje moZe iskoristiti iz mleka. Mleko sadrZi vise od 40 minerala medu kojima su P,
Mg, K, Na, Cl, Fe, Mn, Cu, Zn, F i I. Njihova koli¢ina zavisi od vrste i nacina ishrane

zivotinje (Gaucheron, 2005; 2011). Uc¢es¢e odgovarajuc¢ih minerala u mleku razli¢itih

zivotinja i humanom mleku prikazano je u tabeli 11.

Tabela 11. Sadrzaj minerala u mleku razli¢itih vrsta Zivotinja i humanom mleku

Minerali Vrste mleka
(mg/kg) Kravlje2 Kobilje? Magarecec Humanod
Ca 1043-1283 519-1240 552-1176 280-324
P 930-992 310-704 525-845 140-430
Ca/P 1,2-1,3 1,67-1,76 1,05-1,39 2,00-0,75
Na 391-644 166-297 113-172 160-180
K 1212-1681 387-773 552-962 518-620
Mg 97-146 44-104 56-113 34-40
Zn 3,20-3,80 0,90-6,40 0,52-5,02 1,45-5,32
Fe 0,70-0,80 0,20-1,50 0,29-5,40 0,11-1,57
Ash, % 0,70-0,80 0,28-0,58 0,30-0,50 0,20-0,30

aDoreau & Martin-Rosset, 2002; Malacarne i sar, 2002; Gaucheron, 2005; Claeys i sar., 2014
b Summer i sar, 2004; Claeys i sar., 2014

¢Salimei & Fantuz, 2012; Claeys i sar., 2014

dYamawaki i sar., 2005; Claeys i sar., 2014

Makroelementi (Ca, Mg, Na, K, P i Cl) razli¢ito su rasporedeni u vodenoj i micelarnoj
fazi mleka, u zavisnosti od njihove monovalentnosti katjona. Na* i K* su prisutni
uglavnom u slobodnom obliku, a samo u ograni¢enom obimu u formi jonskih parova.
Dvovalentni joni Ca2* i Mg2* imaju uticaj na fizi¢ko-hemijske osobine kazeinske micele.
U sprovedenoj in vitro studiji utvrdeno je da se tokom digestije kazeinske micele
poboljsava apsorpcija kalcijuma (Gaucheron, 2011). SadrZaj Na i K odrzava konstantnu
vrednost osmotskog pritiska u ekstracelularnoj te¢nosti.

Sadrzaj Ca, P, K, Na i Mg u mleku magarice najsli¢niji je kobiljem mleku. Uc¢esée Ca u

mleku magarice je najvece, a zatim sledi udeo K, P, Na i Mg. Uticaj laktacije na
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promenu koncentracije sadrZaja minerala posebno je izrazen u mleku na sadrzaj Ca, P i

Mg (Fantuz i sar., 2006, 2009, 2011).

VITAMINI

Vitamini su fizioloski, biohemijski i metaboli¢ki bioaktivhe komponente mleka.
Nutritivne prednosti konzumiranja sirovog mleka se ogledaju u dovoljnoj koli¢ini
vitamina (Salimei & Fantuz, 2012). Surutka je dobar izvor vitamina rastvorljivih u vodi,
dok je lipidna frakcija vazan izvor liposolubilnih vitamina (Guy & Fenaille, 2006).

Vitamini E, A i C poseduju visoka antioksidativna svojstva i niz biohemijskih uloga
vezanih za funkciju imunog sistema (Luthfor i sar., 2004; Lima i sar., 2014). Vitamin E
(o-tokoferol) je liposolubilni vitamin, odgovoran za zastitu celijske membrane, inhibira
peroksidaciju polinezasi¢enih masnih kiselina (Lima i sar., 2014). Vitamin A je aktivno
jedinjenje koje sadrzi humano mleko i mleko razli¢itih vrsta Zivotinja, uglavhom kao
retinol i u manjoj meri karotenoide (provitamin A), dok se vitamin C nalazi u obliku a-
askorbinske kiseline (Luthfor i sar., 2004). SadrZaj vitamina A, E i C prikazan je u tabeli

12.

Tabela 12. SadrZaj vitamina u mleku razli¢itih vrsta Zivotinja i humanom mleku

Vitamini Vrste mleka
(ng/ml) Kravlje2 Kobiljeb Magarecec Humanod
A 0,27-2,34 0,34-0,88 0,59-0,65 0,05-0,57
E 0,90-3,80 1,13-1,34 0,81-1,07 0,74-5,02
C 10,00-10,85 12,87-23,80 31,50 30,03-35,20

a, ¢ Gentili i sar., 2013, Luthfor i sar., 2004
bPark i sar., 2006
d Luthfor i sar, 2004

BIOAKTIVNE KOMPONENTE

U istrazivanjima mleko magarice se navodi kao hrana bogata bioaktivnim jedinjenjima
(slika 5) (Park, 2009). Prema misljenju nutricionista, mleko treba unositi u organizam

najvise zbog bioloske vrednosti proteina, a onda i zbog svih drugih vaznih sastojaka
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mleka (Tratnik & BoZani¢, 2012). Pored nutritivnih vrednosti mleka, bioloski aktivna
jedinjenja kao $to su kazein i proteini surutke vazni su za fizioloske i biohemijske
funkcije i imaju presudan znacaj na ljudski metabolizam i zdravlje (Park, 2009).
Bioaktivno dejstvo proteina mleka ispoljava se u digestivnom traktu tokom
proteoliticke razgradnje, pri ¢emu se oslobadaju i aktiviraju bioaktivni peptidi. Kravlje
mleko ima najvedi sadrzaj kazeina u odnosu na kobilje, magarec¢e i humano mleko.
Visok sadrZzaj kazeina u kravljem mleku uzrokuje formiranje ¢vrstog koaguluma u
stomaku, koji zahteva 3-5 sati digestije (Malcarne i sar., 2002; Shamsia, 2009), odnosno,
koli¢ina kazeina u kravljem mleku pribliZzno ¢etiri puta je veca nego u mleku magarice i
humanom mleku. Mleko magarice postaje sve znacajnije zbog bioloske aktivnosti koja
se manifestuje kroz oksidativna svojstva, sposobnost imuno stimulacije, anti-
inflamatorni efekat i antimikrobna svojstva (Park, 2009). Kobilje, magarec¢e i humano
mleko formiraju meksi koagulum u odnosu na kravlje mleko i potrebno vreme

digestije je oko dva sata nakon uno$enja mleka u organizam.

Masti
Laktoza Vitamini
Bioaktivne Laktoferi
komponente mleka axtoterin
Imunoglobulin Enzimi

Kazein i proteini

surutke

Derivati peptida

Slika 5. Bioaktivne komponente mleka (Park, 2009)

F-laktoglobulin ima nekoliko bioloskih funkcija, poboljsava digestiju lipida, transport

retinola i masnih kiselina, uklju¢ujuéi i razvoj pasivnog imuniteta zajedno sa IgG

(Sutton & Alston-Mills, 2006; Barlowska i sar., 2011). B-laktoglobulin mleka magarice
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je monomer, a u mleku preZivara dimer. Drugacija struktura i niZi nivo ovog alergena
u mleku magarice je razlog za hipoalergijski karakter ovog mleka (Restani i sar., 2002).
Visok stepen svarljivosti B-laktoglobulina u mleku magarice moZe da poboljsa prinos
bioaktivnog peptida u digestivnom traktu (Inglistad i sar., 2010, Tidona i sar., 2011).
Humano mleko ne sadrzi p-laktoglobulin (najées¢i uzro¢nik alergija), dok je udeo

najvrednijeg a-laktalbumina najveci u kolostrumu.

Sadrzaj a-laktalbumina mleka magarice je oko 76% identican sa a-laktalbuminom
kravljeg mleka, ali sadrzi 2Ca?* jona, pa nije glikoliziran. Skoro 100% a-laktalbumina
pretvara se u telesni protein, zbog optimalnog udela esencijalnih aminokiselina (Park,
2013). U humanom mleku, veci je odnos cisteina/metionina (1,32) nego u kravljem
mleku (0,30) $to osigurava bolje iskoris¢enje proteina humanog mleka. a-laktalbumin je
dobar izvor esencijalnih aminokiselina triptofana i cisteina, koji su pretece seratonina, a
po aminokiselinskom sastavu je slican sa lizozimom Pojedina klini¢ka istraZivanja
pokazuju da hrana obogacena a-laktalbuminom uti¢e na smanjenje stresa kod ljudi i

ublazavanja depresivnog stanja (Lopez-Exposito & Recio, 2008).

Laktoferin je multifunkcionalni protein koji ima antibakterijsku, antivirusnu i
antiinflamatornu aktivnost i uklju¢en je u izgradnji imuniteta i apsorpciju gvozda
(Lonnerdal, 2003). Laktoferin u humanom mleku je ve¢im delom svarljiv, a nesvareni
deo se vezuje za receptore na povrsini crevnih epitelnih celija (Suzuki i sar., 2005).
Glavni deo gvozda u ljudskom telu vezan je za laktoferin (Lonnerdal i sar., 2003).
Laktoferin olakSava apsorpciju gvozda u crevima zbog prisustva odredenih laktoferin
receptora (Suzuki i sar., 2005). Deo laktoferina koji bebe unesu preko mleka, prolazi
kroz gastrointestinalni trakt u delimi¢no degradiranom obliku i kao takav uti¢e na

formiranje crevne flore, apsorpciju gvozda i rast ¢elija (Kuwata i sar, 1998).

Laktoferinu se pripisuje nekoliko antimikrobnih aktivnosti, kako zbog zasi¢enja
gvozdem, tako i zbog formiranja peptida laktofericina tokom digestije laktoferina.
Polipeptid laktofericin nastaje delimi¢nom hidrolizom laktoferina pod dejstvom
pepsina i ima izraZenije bakteriostatsko dejstvo, koje je nezavisno od prisustva gvozda
(Park, 2009). Nedavne studije takode su pokazale da laktofericin blokira vezivanje
enteropatogene E.coli za crevne Celije, deluje protiv virusa i gljiva (Andersson i sar.,

2000).
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Rezultati studija pokazuju da lizozim nezavisno od svoje uloge katalizatora, odnosno
bez enzimske aktivnosti poseduje baktericidna svojstva (Lopez-Eksposito, 2008).
Lizozim i laktoferin aktiviraju imunizaciju, favorizuju zastitu od infekcije respiratornog

i digestivnog trakta i sprecavaju nastanak dermatitisa (Paolicelli, 2005).

Laktoza obezbeduje oko 45-50% sadrzaja ukupne energije humanog mleka. Laktoza
ima fundamentalnu ulogu, jer stimuliSe creva da apsorbuju kalcijum i ima pozitivan
uticaj na kostanu mineralizaciju i stimulaciju pravilnog razvoja nervnog sistema kod
beba u prvih nekoliko meseci (Tadesse, 2010). Laktoza pomaZe apsorpciju i
zadrZzavanje i drugih vaZznih minerala, kao §to su Mg, Zn i Mn kao i vitamina C
(www.dairyglobalnutrition.org). Ishrana sa humanim mlekom stimulie endogenu
aktivnost laktaze i olaksava probavu laktoze. Visoke koncentracije laktoze u humanom
mleku smatraju se od velikog znacaja za bebe i decu, jer njen metabolicki proizvod,

galaktoza, odlazi u sastav galaktolipida centralnog nervnog sistema (Calil i sar., 2003).

Bioaktivne komponente masti u mleku obuhvataju trigliceride, zasicene,
polinezasi¢ene masne kiseline, fosfolipide i vitamine A i D koji poseduju
antikancerogeno, antimikrobno i antiinflamantorno delovanje. Vitamini A i D su
najviSe istrazivana prirodna antikancerogena jedinjenja koji najbolje deluju u

kombinaciji sa vitaminom E i selenom ( German & Dillard, 2002).

Antioksidans je agens koji onemogucava, sprecava ili uklanja oksidativna ostecenja
cilanog molekula (Halliwell & Gutteridge, 2007). Neki antioksidansi se sintetisu u
organizmu (endogeni), a drugi (egzogeni) unose hranom ili upotrebom dijetetskih
suplemenata. Grupu endogenih antioksidanasa ¢ine enzimi, neenzimski molekuli, kao
i neki hemijski elementi (cink i selen). Ovi sistemi su medusobno komplementarni, jer
deluju sinergisticki protiv razli¢itih radikala u razli¢itim Ccelijskim prostorima.
Antioksidanti reaguju sa slobodnim radikalima, stabilizuju ih, i na taj nacin Stite celije
od ostecenja (Halliwell, 2009). Najpoznatiji i najznacajniji egzogeni antioksidansi su

vitamini C, Ei A, karotenoidi, polifenoli i drugi (Pietta, 2000; Fang i sar., 2002).

Mleko sadrzi nekoliko fizioloskih funkcionalnih komponenata ukljuc¢ujuéi proteine,
nezasicene masne kiseline, naro¢ito konjugovanu linoleinsku kiselinu i omega-3 masne
kiseline, vitamine E i C, kao i karotenoide i flavonoide sa antioksidativnim svojstvima,

¢ime odrZava vecu oksidacionu stabilnost i obezbeduje potencijalno vecu zastitu
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zivotinja i ljudi od izloZeniosti oksidativhom stresu (Valko i sar., 2007). Proteini mleka
smatraju se vaznim izvorom bioaktivnih peptida, koji su neaktivni unutar sekvence
proteina, a oslobadaju se enzimskom proteolizom, ¢ime se dobijaju bioloski aktivni
fragmenti peptida. IstraZzivanja sprovedena u posledenje vreme pokazuju da je kazein
vazan izvor razli¢itih bioloski aktivnih peptida (Kumar i sar., 2013). Antiradikalska
aktivnost kazeina i peptida izvedenih iz kazeina je sposobnost da inhibiraju enzimsku i
neenzimsku lipidnu peroksidaciju (Rival i sar., 2001 a, b). Antioksidativna aktivnost
kazeinskih frakcija kre¢e se od najvece ka najmanjoj vrednosti sledeéim redom: (-
kazein > asi-kazein > as-kazein > a-laktoalbumin > B-laktoglobulin (Rival i sar., 2001

a,b).

Antioksidans kao $to je vitamin E vezuju radikale u masnoj fazi, a vitamin C u vodenoj
fazi. Ove antioksidativne komponente su aktivne u prevenciji lipidne peroksidacije i
odrzavanju kvaliteta mleka, ili se takode koriste kao sastojci u hrani i farmaceutskim
proizvodima u cilju poboljSanja zdravlja dece i odraslih (Lindmark-Mansson &

Akesson, 2000).

Najvecu antioksidativnu aktivnost pokazala je mast mleka krava i magarica u odnosu
na mleko drugih vrsta Zivotinja, kada se mle¢na mast koristi kao supstrat. Pored toga,
oksidativna stabilnost mle¢ne masti mleka krava i magarica bila je vea u odnosu na
mleko koza i ovaca, $to se moze objasniti visokim odnosom oleinske/a-linoleinske

kiseline (Popovic i sar., 2014).

UTICAJ ISHRANE NA SASTAV MLEKA MAGARICE TOKOM
LAKTACIJE

KARAKTERISTIKE HRANE ZA ZIVOTINJE

Travnjaci (livade i pasnjaci) su poljoprivredne povrsine obrasle razli¢itim biljnim
vrstama koje se koriste za ishranu Zivotinja i proizvodnju hrane za Zivotinje. Biljne
travnjake ¢ine tri osnovne grupe biljaka. Prvu grupu ¢ine trave (Poaceae), drugu grupu
¢ine leptirnjace (Fabaceae) i treca grupa su ostale biljne vrste koje pripadaju razli¢itim

botani¢kim grupama i podgrupama. U Autonomnoj Pokrajini Vojvodini pod livadama
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se nalazi 37,960 hektara, a pod padnjacima 89,285 hektara povrsine

(www.polj.savetodavstvo.vojvodina.gov.rs).

Pasnjak je jedan od izvora sveZe, zelene trave. U predelima gde su najznacajnije
zastupljeni, mogu biti jedini izvor kabaste hrane u vreme aktivne vegetacije tj. od aprila
do novembra. Pasnjaci sadrze visok procenat vode 60-80% i imaju veliku hranljivu
vrednost zbog visokog ucesca proteina u suvoj materiji pase 20-22%, a ucesée proteina
zavisi od botani¢kog sastava pase. Hranljiva vrednost pase je veca, posebno u sadrzaju
proteina, ako je ucesce leptirnjaca (detelina, lucerka, grahorina itd.) vece, jer su one
bogatije u hranljivim materijama od slatkih trava (livadarke, ljulj itd.). U ukupnoj

koli¢ini sirovih proteina 45-85% ¢ine pravi proteini, dok su ostalo amidi (Grubi¢, 2003).

Koli¢ina celuloze je veoma varijabilna i u najvecoj meri zavisi od faze razvoja biljaka.
Mlade biljke sadrze 15-18% sirove celuloze koja je, zahvaljujuéi manjem stepenu
lignifikacije, svarljivija. Po sadrzaju i svarljivosti sirove celuloze mlade zelene biljke se
nalaze izmedu kabaste hrane i koncentrata. Starije i zrelije biljke imaju znacajno veci
procenat sirove celuloze 20—30% i viSe. U suvoj materiji pase sadrZzaj masti se krece 4-
5% dok koli¢ina i sastav pepela, zavise od prisustva pojedinih makro i mikroelemenata
u zemljistu. Procenat pepela se krece od 7-11%. Najzastupljeniji element je kalcijum koji
se koncentrise u lis¢u oko 0,5%. Procenat fosfora zavisi od stadijuma razvoja, ali i
njegove zastupljenosti u zemljistu. Mlade biljke sadrze veéi procenat fosfora. Sadrzaj
fosfora je u granicama 0,2-0,6%. Kvalitetna pasa je bogata vitaminima A, K, C i B
kompleksa. Hranljive materije trava su dobro svarljive i s obzirom na sadrzaj, pasa je
jedno od najpotpunijih hraniva za Zivotinje, a ujedno i najjeftinija jer je Zzivotinje

uzimaju same (Www.amiscg.org).

Pasnjak Valjevac u okviru prirodnog rezervata “Zasavica” zauzima povrsinu od 300 ha
i predstavlja znac¢ajnu bazu za ispasu Zivotinja. Jedna od najobimnijih i najznacajnijih
familija biljaka je svakako familija trava (Poaceae) (www.wikipedia.org) koja je
najzastupljenija na pasnjaku Valjevac. Floristicki sastav pasnjaka Valjevac u okviru
prirodnog rezervata Zasavica prikazan je na slici 6. Na pasnjaku je znacajan povoljan
uticaj sunca, ¢istog vazduha i $to je najvaznije slobodnog kretanja. Pasnjak “Valjevac”
sastavljen je od niskih zemljisnih livada (klasa Molinio-Arrhenateretea R. Tx. 1937) i

vlaznih eutrofnih i mezotrofnih travnjaka (klase Phragmitetea communis Tx. et Preising
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1942). Vegetacija pripada klasi Molinio-Arrhenateretea R. Tx. 1937 ( sa ukupno 895 vrsta
koje obuhvataju 31,36% ukupnih biljnih vrsta Srbije) i klasi Phragmitetea communis Tx.
et Preising 1942 (sa ukupno 290 biljnih vrsta koje obuhvataju 10,16% biljnih vrsta

Srbije). Ujedno, ovo je i najekonomicniji oblik ishrane Zivotinja (www.amiscg.org).

Najces¢i nacin konzervisanja trava na pasnjaku ,Valjevac” je proizvodnja livadskog
sena. Livadsko seno nastaje suSenjem zelene voluminozne krme do standardne
vlaznosti 12-15% pri kojoj se moze sacuvati hranljiva vrednost i kvalitet kroz duze
vreme, do upotrebe. S obzirom na vrstu biljnog materijala u ishrani zivotinja, najcesce
se priprema seno livadskih trava, seno visegodisnjih leguminoza i seno detelinsko-

travne smese (Domacinovic i sar., 2008).

U toku zime livadsko seno predstavlja glavni deo obroka i izvora proteina za
Balkanskog magarca. Livadsko seno se dobija suSenjem pokoSene mase, a hranljiva
vrednost zavisi od botanickog sastava. Pasnjak “Valjevac” daje prinos 1,3-2,0 t/ha sena

godisnje (Statisitcki Zavod Srbije, 2013).

Konzervisanjem sveZe trave menja se njen sastav. SuSenjem trave smanjuje se sadrzaj
ukupnih masnih kiselina, posebno linolne i linolenske kiseline (Shingfield i sar., 2005).
Ishrana suSenom travom, moZze dati mleko sa nesto ve¢im sadrzajem oleinske kiseline
(Chilliard i sar., 2001). Livadsko seno je prose¢an izvor proteina, dobar izvor kalcijuma
i karotina, ali sa umerenom koli¢inom fosfora. Sadrzaj celuloze je dosta visok

(www.amiscg.org).

Hemijski sastav i hranljiva vrednost sena promenjiva je i posebno izrazena kod sena
livadskih trava. Energetska vrednost sena leguminoza i sena livadskih trava uglavnom
je sli¢na i iznosi 0,5 hranljivih jedinica/kg (odgovara potrebi stvaranja 1 kg mleka).
Proteinska vrednost nesto je izraZenija u korist sena leguminoza (12-16%) od sena
livadskih trava (7-9%). Seno je dobar izvor vitamina, naroc¢ito vitamina A, -karotena i

vitamina D, $to zavisi od nacina susenja
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Familija
Poaceae Fabaceae Asteraceae Plantagenaceae
Lolium perenne Trifolium pratense Achillea millefolium Plantago media
Engleski ljulj Crvena detelina Hajducka trava Bokvica

Lolium multiflorum Trifolium repens Matricaria inodora

Italijanski ljulj Bela detelina Bezmirisna kamilica

Agropyrum repens Medicago sativa L.

Puzava pirika Lucerka-pitoma det.
N 5

Festuca pratensis
Visoki vijuk

Slika 6. Floristicki sastav pasnjaka Valjevac u okviru Specijalnog rezervata prirode

“Zasavica” (Grdovic i sar., 2013)
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Seno je bogato p-karotenom (70-100 mg/kg), dok suSenjem na tlu, suncevi UV-zraci
aktiviraju sintezu vitamina D. Seno predstavlja osnovnu hranu za preZzivare, konje i
magarce u zimskim mesecima. Kvalitetno livadsko seno vrlo je dobra dijetetska hrana,

s pozitivnim uticajem na proces digestije (Domacinovic i sar., 2008).

Detelina (Trifolium) crvena i bela, korisiti se kao hrana za Zivotinje u svezem i
preradenom obliku (seno, silaza, brasno). Crvena detelina je druga po znacaju
visegodisnja leguminoza posle lucerke. Crvena detelina posebno je bogata proteinima
Ciji sadrzaj moZe da dostigne 25% u fazi bujanja, pa ¢ini vazan sastojak kvalitetne
kabaste hrane za Zivotinje ( Vasiljevic¢ i sar., 2009). Visok sadrZaj rastvorljivih ugljenih
hidrata, ¢ini je boljom od lucerke i Italijanskog ljulja. Crvena detelina sadrzi velike
koli¢ine provitamina A i vitamina C, D, E, K, B1, B2 i B3. Takode je bogata i mineralima
(Markovi¢ i sar., 2007). U rano prolece, mlade biljke imaju visok udeo lis¢a sa visokim
sadrzajem vlage, proteina, minerala i nizak sadrzaj vlakana. Prose¢no, crvena detelina
sadrzi oko 17-20% proteina, 29-39% ugljenih hidrata, blizu 2% masti i 8% pepela.
Sadrzaj minerala je visok na pocetku vegetacione sezone. Prosecan sadrzaj Ca iznosi

1,86%, P 0,30%, Na 0,08% i K 2,42% (Vasiljevi¢ i sar., 2009).

Lucerka (Medicago sativa L.) ima izuzetnu ulogu u ishrani domacih Zivotinja, a koristi
se u vecini slucajeva kao seno. Lucerka se smatra vodecom i najstarijom gajenom
krmnom biljkom, koja se odlikuje visokom sposobnos¢u proizvodnje zelene mase
(sena) najboljeg kvaliteta. Lucerka se odlikuje, pre svega, visokim sadrzajem sirovih
proteina, koji se krece od 18-22% zavisno od faze starosti vegetativnih organa,
odnosno, sadrzi 12-14% svarljivih proteina. Ona predstavlja najvazniju kabastu hranu
u zimskom periodu. Po sadrZaju mineralnih materija, narocito fosfora i kalcijuma,
lucerka zauzima prvo mesto medu krmnim biljkama. Lucerka sadrzi i mikroelemente
kao $to su Zn i Mo. Takode, zelena masa i dobro proizvedeno seno sadrzi znacajne
koli¢ine karotina kao izvora A vitamina, znacajnu seriju vitamina: B, C, D, E i minerala

fosfora i kalijuma (Bili¢, 2012).

Kukuruz (Zea mays L.) je jedna od najznacajnijih poljoprivrednih kultura u svetu. Svi
delovi biljke kukuruza (osim korena) koriste se za ishranu domacih Zivotinja. Zrno kao

hrana za zivotinje ima izuzetno veliku vaznost jer sadrzi oko 70-75% ugljenih hidrata,
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10% proteina, oko 5% ulja, 15% mineralnih materija i 2,5% celuloze. U zrnu kukuruza

80% proteina nalazi se u endospermu, a 20% u klici (Grubi¢, 2003).

Glavni razlog dodatka kukuruza kao i prekrupe kukuruza je izvor energije, i to 1,54 MJ
probavljive energije (DE) po kg. Kukuruz je bogat linolnom kiselinom i sadrZi je oko
60%, zatim karotenom koji se pretvara u vitamin A u tankom crevu. Skrob se takode u
tankom crevu pod dejstvom enzima amilaze pretvara u glukozu, prost Secer znacajan

za podsticanje telesnih funkcija Zivotinje (www.equinenutritionnerd.com).

Kukuruzno zrno je znacdajan izvor vitamina B i E (Buckner i sar., 1990), ima i visok
sadrzaj fenolnih jedinjenja (izmedu ostalih antocijaninini), koja imaju ulogu

antioksidanasa, kao i mineralnih materija K i Mg (Grbesa,2008).

U tabeli 13 prikazan je prose¢ni sastav razli¢itih vrsta hrane za Zivotinje. Vrsta
hrane/biljaka i faza rasta najvazniji su faktori koji uti¢u na sastav i hranljivu vrednost
biljaka. Kako biljke rastu veca je potreba za vlaknastim tkivima da odrze svoju
strukturu, pa samim tim se sadrzaj celuloze povecava, a koncentracija proteina opada

(McDonalds i sar., 2014).

Tabela 13. Sastav razli¢itih vrsta hrane za Zivotinje (McDonalds i sar., 2014).

Sadrzaj
Vrsta hrane Suva materija Proteini Celuloza Pepeo
(%) (% na sm) (% na sm) (% na sm)
Livadska trava 12-25 20-30 20-35 5-12
Livadsko seno 15-35 25-30 25-45 8-12
Seno lucerke 80-90 18-25 25-45 8-15
Detelina 13-24 17-25 20-30 5-14

SASTAV MLEKA

Svaka promena u ishrani Zivotinja (godisnje doba, sadrzaj i sastav masti i ulja u toku
perioda laktacije) utice na sastav mleka, posebno na sadrzaj i sastav masnih kiselina

(Kala¢ & Samkova, 2010).

Nacin funkcionisanja digestivnog sistema magarice je drugaciji od preZivara. Magarice

tokom digestije hrane imaju sposobnost da koriste vlakna (celulozu i hemicelulozu)
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vrlo efikasno. PoZeljno je da ishrana navedenih Zivotinja bude bogata vlaknima jer
nacin na koji fermentisu vlakna je jedinstven. Magarice su pseudo preZzivari, imaju
veliki cekum (slepo crevo) odgovoran za vedinu fermentacija koje se odvijaju dok se
kod prezivara taj proces odvija u buragu (Aganga i sar., 2000). S obzirom da se
hidrogenizacija masti u buragu, ne odvija kod magarica, nezasi¢ene masne kiseline
koje Zivotinje unesu preko ishrane, nemaju moguénost da prerastu u zasi¢ene masne

kiseline (Aganga i sar., 2000).

Sporiji prolazak hrane kroz gastrointestinalni trakt, ima za posledicu vecu svarljivost
organskih materija i vlakana (Pearson i sar. 2005). Zivotinjama na pagnjaku leti se
smanjuje sadrzaj masne kiseline C16:0 i povecava sadrzaj C18:1 u mleku prezivara i ne

prezivara (Devle i sar., 2012).

Masne kiseline iz hrane predstavljaju jedan od izvora masnih kiselina raspoloZivih za
sintezu mle¢ne masti, posebno vise masne kiseline (polinezasic¢ene), koje ucestvuju sa

oko 18-25% u sastavu mle¢ne masti (Hawke & Taylor, 1983).

Tokom laktacije prosecan sadrzaj mle¢ne masti mleka varira i zavisi od rase, ishrane,
perioda laktacije, starosti i zdravstvenog stanja Zivotinje, kao i stepena uhranjenosti i
intervala izmedu wuzimanja mleka itd. Sezonski faktor se moZe sagledati
uporedivanjem masnokiselinskog sastava masti mleka u npr. proleénom periodu, u
maju mesecu, i zimskom periodu, u novembru. Uobicajeno je da je u letnjem periodu
povecan sadrzaj nizih zasic¢enih kiselina, C4:0 i C6:0, kao i sa ve¢im brojem C atoma
nezasicenih masnih kiselina, C18:1 i C18:2. U zimskom periodu je uglavnom povecéani
sadrzaj visih zasi¢enih masnih kiselina kao §to su: C12:0, C14:0 i C16:0, kao i nekih
kiselina srednjeg lanca C10:0 (Hawke & Taylor, 1983). Sezonski uticaj je izrazen i na
sadrZaj nutritivno visoko vredne bioaktivne komponente-konjugovane linolne kiseline
(C18:2-CLA) (Chilliard i sar., 2001, Kala¢ & Samkova, 2010). Posebno je izrazeno
povecanje sadrzaja CLA kod mleka dobijenog od muznih Zivotinja sa ispaSe, $to se
smatra rezultatom konzumiranja trava bogatih linolnom (C18:2) i a-linoleinskom
(C18:3) kiselinom, koje su prekusori u nastanku konjugovane linolne kiseline. Sadrzaj
konjugovane linolne kiseline u mleku zavisi od vremena koje Zivotinja provede na

ispasi, godisnjeg doba i sastava trava. Prelaskom na ispasu utvrdeno je kontinualno
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povecanje sadrZaja konjugovane linolne kiseline u mleku, koje dostize maksimalnu

vrednost od 2,54% dvadeset tre¢eg dana ispase (Khanal i sar., 2004).

Razlike uocene u sastavu masnih kiselina mleka raznih Zzivotinja u velikoj meri
povezane su sa nac¢inom ishrane, kao i mehanizmom sinteze masnih kiselina. Sastav
mle¢ne masti neprezivara odrazava se u potpunosti na sastav lipida u ishrani, dok
masne kiseline kod preZivara podlezu hidrogenizaciji zasi¢enih masnih kiselina u
buragu pre apsorpcije (Korhonen, 2009; Stender i sar., 2008). Ustanovljen je uticaj
botanickog sastava trava, kao i vrste sena, na sastav masnih kiselina u mle¢noj masti.
Poznato je da u podrucjima sa kontinentalnom klimom sveZza trava sadrzi od 1-3%
masnih kiselina sa 18 ugljenikovih atoma (najvise u prolece i jesen), od cega 55-65%
¢ini a-linoleinska kiselina. Najzastupljenije masne kiseline u mleku u toku ispase su:
miristinska, palmitinska i stearinska kao i mononezasi¢ene masne kiseline u koli¢ini od

23 do 32% medu kojima je najzastupljenija oleinska (Collomb i sar., 2002b).

Mleko Zivotinja koje se hrane svezom travom sa livada i pasnjaka ima znatno vedi
sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina u odnosu na mleko Zivotinja koje se hrane senom
i/ili silazom. Visok sadrzaj linolne kiseline 8,7% i a-linoleinske kiseline 10% je zbog
unosa trave i zitarica (Devle i sar., 2012). Martini i sar. (2015) su utvrdili da nacin ispase
i hranjenje Zivotinja travom znacajno uti¢e na senzorske i nutritivne karakteristike
mleka, posebno u prolece. Pored ishrane sveZom travom, izlaganje suncu Zivotinja
doprinosi povecanju sadrzaja masnih kiselina kratkog lanca, laurinske, miristinkske i
stearinske kiseline i do smanjenja sadrzaja oleinske, linolne i a-linoleinske kiseline
(Agustino i sar., 2002). Ishrana kukuruzom uti¢e na veci udeo linolne kiseline u mleku
u odnosu na ispasu (Kala¢ & Samkova,2010). Ukupan sadrzaj vitamina u mleku je vrlo
promenljiv i zavisi od vitaminskog sastava hrane za Zzivotinje, pri ¢emu je nivo
vitamina rastvorljivih u vodi visi od sadrzaja vitamina rastvorljivih u mastima (Claeys

isar., 2014).

32



Doktorska disertacija Jasmina Gubié

v

MATERIJAL I METODI RADA
MATERIJAL

MLEKO MAGARICE BALKANSKE RASE

U istrazivanjima je koris¢eno mleko magarice balkanske rase iz Specijanog Rezervata

Prirode “Zasavica”, opstina Sremska Mitrovica i Bogati¢.

Obuhvaceno je ukupno 10 Zzivotinja istog perioda laktacije u trajanju od 2 godine.
Jedinke uklju¢ene u eksperiment su starosti od 3-7 godina. Uzorci su uzimani
pojedinac¢no od svake Zivotinje dva puta dnevno nakon muze ( 7h i 15h) u koli¢ini od
150-200ml. Uzorci mleka su skladisteni u rashladnom uredaju na +4°C tokom
transporta i zamrzavani do izvodenja analiza. Tokom perioda laktacije mleko magarice

je uzorkovano 40., 45., 60., 80., 90., 100., 125., 150., 170., 200., 230. i 280. dana.
HUMANO MLEKO

Analizirano je humano mleko od 10 Zena istog perioda laktacije, starosti od 30-40
godina. Uzorci mleka sakupljeni su 40. i 90. dana laktacije. Prose¢ni uzorci formirani su

od jutarnjeg i podnevnog mleka.
HRANA ZA ZIVOTINJE

Za ishranu Zivotinja u periodu laktacije koris¢eno je livadsko bilje, livadsko seno,

detelina i kukuruz (Tabela 14).
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Tabela 14. Nacin ishrane magarica u periodu laktacije

Vrsta hrane Sezona
Prolece Leto Jesen Zima
Livadsko bilje (pasa) v v v
Livadsko seno v
Detelina v
Kukuruz v v v v
METODI

FIZICKO-HEMIJSKE METODE ANALIZE MLEKA MAGARICE
BALKANSKE RASE

Odredivanje pH vrednosti je izvrSeno prema referentnoj ISO 11869 (1997) metodi na
temperaturi 20° C upotrebom laboratorijskog pH metra (ISKRA, pH METER MA5724).
SadrZaj suve materije u uzorcima mleka odreden je IDF/ISO 21A metodom (1982).

Sadrzaj proteina u mleku je utvrden na osnovu sadrzaja ukupnog azota odredenog

referentnom metodom (IDF 20-5, 2001) i mnoZenjem sa faktorom 6,38.

SadrZaj mlecne masti u uzorcima mleka odreden je metodom po Gerber-u (IDF 105:

2008).
SadrZaj laktoze u uzorcima mleka odreden je gravimetrijski GEA Niro A19a metodom.

SadrZaj ukupnog pepela u uzorcima mleka odreden je gravimetrijskom metodom (IDF 90,

1979).

Energetska vrednost (EV) odredena je racunskim putem prema Pravilniku o

deklarisanju, oznacavanju i reklamiranju hrane (SI. glasnik RS, br. 85/2013).

EV (kJ/100ml) = ( (% protein x 17) + (% masti x 37) + (% UH x 17))
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KAPILARNA ELEKTROFOREZA PROTEINA MLEKA

Razdvajanje proteina mleka (Lab-on-a-Chip) izvrSeno je primenom automatske kapilarne
elektroforeze koris¢enjem uredaja Agilent 2100 bioanalyzer (,,Agilent Tehnologies”,
SAD) uz primenu ,Protein 80 Plus Lab Chip” kita. Cipovi su pripremljeni prema
uputstvu koji pruza Protein 80 Lab Chip komplet (slika 7). Kvalitativna analiza
proteina uradena je odredivanjem molekulskih masa razdvojenih frakcija proteina.
Kvantitativnom analizom utvrdena je koncentracija svake od determinisanih

proteinskih frakcija tokom perioda laktacije.

Slika 7. Agilent 2100 Bioanalyzer; Protein 80 Plus Lab Chip

Pre razdvajanja proteina, izvrSena je ekstrakcija rastvorljivih proteina iz uzoraka
(Tidona i sar., 2011). Ispitivani uzorci mleka su razblazeni u odnosu 1:1,5 (v/v) uzorak:
pufer, ekstrakcionog pufera (0,125 M Tris-HCI pri pH 6,8, 4% Na-dodecil sulfata, 2%
glicerola i 2% P-merkaptoetanola). Uzorci su toplotno denaturisani na 100 °C u trajanju
od 5 min. Govedi serum albumin je koris¢en kao standard za kvantifikaciju proteina

mleka. Svi uzorci su analizirani u tri nezavisna ponavljanja.

GASNA HROMATOGRAFIJA/MASENA SPEKTROMETRIJA

Sastav masnih kiselina mleka i hrane za Zivotinje

Odredivanje masnih kiselina iz uzorka mleka ~2ml i uzoraka hrane za Zivotinje ~1g
vréena je pomocu ekstrakcije sa hloroformom i metanolom u odnosu 2:1 uz

mesanje/centrifugiranje pri ¢emu su ekstrahovane masti i pripremljeni su metil-estri
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masnih kiselina prema metodi po Folch i sar. (1957). Azot je koris¢en za suSenje i
uklanjanje rastvaraca iz metil-estara masnih kiselina. Dobijeni uzorci su analizirani na
gasnom hromatografu-GC Agilent 7890A sistemu sa maseno spektrometrijskim
detektorom-FID (slika 8), rezimom ubrizgavanja, opremljen kapilarnom kolonom (DB
WAX 30 m, 0.25 mm, 0.50 pm). Helijum je koris¢en kao noseci gas (¢isto¢e> 99,9997 vol.
%, brzina protoka = 1,26 ml/min). Pikovi masnih kiselina su identifikovani
poredenjem vremena retencije sa retencionim vremenima standarda Supelco 37 mix.
komponenata metil estara masnih kiselina (Sigma-Aldrich, EU), a podacima interne

biblioteke podataka. Rezultati su izrazeni u % kao udeo pojedina¢nih masnih kiselina

od ukupnih masnih kiselina.

Slika 8. Agilent 7890A- GC system

SPEKTROFOTOMETRIJSKA ANALIZA

Sadrzaj ukupnog fosfora u mleku

Sadrzaj ukupnog fosfora (P) u uzorcima mleka odreden je spektrofotometrijskom
metodom (IDF 42, 2006). Uzorci mleka su upareni, a zatim metodom "suvog
spaljivanja" Zzareni na 550+10°C. Nakon hladenja, pepeo se hidrolizuje pomocu
hlorovodoni¢ne kiseline. Dobijeni rastvor se filtrira i razblaZi molibdenskim rastvorom
¢ija se apsorbancija meri na spektofotometru (A =430 nm). Sadrzaj P izrazen je u

mg/100ml.
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Sadrzaj ukupnog fosfora hrane za Zivotinje

Sadrzaj P odreden je spektrofotometrijski u skladu sa Pravilnikom o metodama
uzimanja uzoraka i metodama fizickih, hemijskih i mikrobioloskih analiza sto¢ne hrane
(SL list SFR], br. 15/87). Analize su uradene u dve probe u svakom uzorku, a srednja

vrednost je izracunata i izrazena u mg/kg suve materije.
Antioksidativna aktivnost mleka

Antioksidativna  aktivnost na DPPH slobodne radikale odredena je
spektrofotometrijskom metodom koja je zasnovana na pradenju promene boje
ljubicasto obojenog rastvora stabilnog DPPH radikala u redukovanu, Zuto obojenu
formu, DPPH (Zivkovi¢ i sar., 2009). Pojava zute boje objasnjava se sposobnoséu
pojedinih komponenata da deluju kao donor vodonika ili elektrona, pri ¢emu DPPH
prelazi u redukovani neutralni DPPH oblik. Iz uzoraka mleka pripremljeni su etanolni
rastvori pomocu etanola (1:1) ¢ime je izvrSena ekstrakcija. Koncentracija DPPH u
reakcionoj smesi odredena je preko kalibracione krive. DPPH aktivnost izraZena je kao

sposobnost hvatanja slobodnih radikala (AA) i izra¢unata prema formuli:

(DPPHsp)- (DPPHu)
% AA= x 100
(DPPHsp)

gdje je (DPPHsp) koncentracija DPPH u slepoj probi, (DPPHu) koncentracija DPPH u

uzorku (u etanolnom ekstraktu).

Sve analize su uradene u dve probe u svakom uzorku, i izrac¢unata je srednja vrednost.

ATOMSKA APSORPCIONA SPEKTROFOTOMETRIJA

Sadrzaj minerala u mleku

Sadrzaj minerala (K, Na, Mg, Ca, Zn, Fe) u uzorcima mleka odreden je atomskom
apsorpcionom spektrofotometrijom na instrumentu Varian SpectrAA 10 (Varian, 1989)

primenom odgovarajuce metode (IDF 119, 2007). Uzorci mleka su upareni, a zatim je

suvi ostatak pripreman metodom "suvog spaljivanja" Zarenjem na 550+10°C. Dobijeni
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pepeo rastvoren je u hlorovodoni¢noj kiselini i zatim prenesen u normalni sud od 50

ml koji je dopunjen destilovanom vodom. Sadrzaj minerala izraZen je u mg/100ml.
Sadrzaj minerala hrane za Zivotinje

Sadrzaj Ca, Cu, Fe, Cu, Zn, Mn i K odreden je metodom atomske apsorpcione
spektrofotometrije (SRPS EN ISO 6869, 2004). Analize su uradene u dve probe u
svakom uzorku, a srednja vrednost je izracunata i izrazena u mg/kg suve

materije.

ENZIMSKA ANALIZA VITAMINA C U MLEKU

SadrZaj vitamina C u uzorcima mleka odreden je komercijalnim enzimskim testom
Megazyme International, Irska (Bergmeyer, 1988). Apsorbancija je merena pomocu

spektofotometra ( UV /VIS SPECORD M 40, Carl Zeiss).

HPLC ANALIZA VITAMINA EI A U MLEKU

SadrZaj vitamina E i vitamina A u uzorcima mleka odreden je pomoc¢u HPLC sistema
Agilent 1200 serije (Agilent Technologies Inc., USA). Izokratski rezim eluiranja je
primenjen koriste¢i mobilnu fazu metanol, pri protoku od 0,2 ml min- i pritisku 30
bara. Eluat je detektovan koris¢enjem UV spektra i DAD detektora, a talasna duzina na
kojoj su praceni signali bila je 285 nm (vitamin E) i 326 nm (vitamin A). Ekstrakti mleka
su pripremljeni prema modifikovanoj metodi II (Mendoza i sar., 2003). Zapremina
uzorka koris¢ena za injektovanje je 5 pl. Analiza je trajala 12 minuta. Vreme

zadrzavanja vitamina E iznosi 2,68 min, a vreme zadrzavanja vitamina A je 4,5min. .

Jedinjenja su identifikovana hromatografskim poredenjem sa standardima a-tokoferola
(Sigma Co, St Louis, MO, USA). Za pravljenje standardne kalibracione krive za
odredivanje vitamina E pripremljeni su rastvori a-tokoferola slede¢ih koncentracija:
8,64; 25,92; 43,20; 60,48 ng/ml. Standardna kalibraciona kriva za odredivanje vitamina
A dobijena je pravljenjem rastvora retinola (Sigma Co, St Louis, MO, USA) u
koncentraciji 4,00; 10;00; 16,00; 22,00 pg/ml.
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Priprema ekstrakta uzoraka mleka izvrSena je prema metodi II za infant formule
(Mendoza i sar., 2003). Uzorak mleka (1g) je rastvoren sa 4ml apsolutnog etanola u
epruvetu koja je smestena u centrifugu na 2500 obrtaja u trajanju od 2 min. Smesi je
dodato 400 pl n-heksana i me$ano na vortexu 1min, a zatim centrifugirano 5min na
2500 obrtaja. Organski sloj uklonjen je propustanjem kroz mikrofilter sa pre¢nikom
pora 0,45 pm. SadrZaj vitamina E i A odreden je u dve probe u svakom uzorku, a

srednja vrednost je izrac¢unata i izraZena u pg/ml.

ANALIZA HRANE ZA ZIVOTINJE

Sadrzaj vlage u uzorcima hrane za Zzivotinje odreden je gravimetrijskom metodom

(SRPS ISO 6496, 2001).

SadrZaj proteina je utvrden na osnovu sadrzaja ukupnog azota odredenog metodom po

Kjeldalu (SRPS EN ISO 5983-2, 2010) i mnoZenjem sa faktorom 6,25.
SadrZaj ukupnog pepela odreden je gravimetrijskom metodom (SRPS ISO 5984, 2002).

Ukupan sadrZaj masti odreden je na uredaju za ekstrakciju masti, prema proceduri
proizvodaca (Soxtec System HT, model 1043 Extraction unit, ,Foss Tecator AB”,

Svedska) i u skladu sa metodom po Soxhlet-u (SRPS ISO 6492, 2000).

Ukupan sadrzaj celuloze odreden je na uredaju za ekstrakciju vlakana prema proceduri
proizvodaca (CSF6, uredaj za vakum filtraciju, VELP) i u skladu sa odgovaraju¢om

metodom (AOAC 978.10, 2000).

Sve analize su uradene u dve probe u svakom uzorku, a srednja vrednost je izra¢unata
iizrazena u % (w/w)/suve materije.

STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Deskriptivna statistika

Deskriptivna statistika je upotrebljena za kvantitativhu analizu ispitivanih osobina
kako bi se opisali podaci i sagledali njihovi medusobni odnosi. Univarijantna analiza je

uradena da bi se utvrdila raspodela promenljivih, ukljucujuéi centralnu tendenciju

(srednje vrednosti) i disperziju (opsezi, standardne devijacije i varijanse).
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Rezultati su interpretirani na osnovu Tukey-evog HSD testa, na nivou znacajnosti
p<0,05, pri nivou poverenja od 95%. Tukey-ev HSD (honestly significant distance) test
pokazuje koliko treba da su udaljene bilo koje dve srednje vrednosti da bi bile
statisticki razli¢ite. Za razliku dve srednje vrednosti ve¢u od standardne devijacije
(SD), ovim testom se dokazuje da je statisticki znacajna. Tukey-evim HSD testom
podataka dobijenih razli¢itim laboratorijskim merenjima, ustanovljeno je da je vecina
uzoraka statisticki znacajno razli¢ita na nivou p<0,05. Dokazano je da su ispitivani
uzorci dovoljno razli¢iti da bi se pristupilo statistickoj analizi i matematickom

modelovanju.

Deskriptivna statisticka analiza, uz pomo¢ Microsoft Excel 2007 softvera, primenjena je

za izra¢unavanje srednjih vrednosti, standardne devijacije i varijanse promenljivih.
Klaster analiza (CA-Claster Analysis)

CA analiza se odnosi na ispitivane uzorke, koji se grupisu tako da se sli¢ne
promenljive nadu u istoj klasi. Ra¢unate su ukupne povezanosti tac¢aka, a rastojanja
izmedu tacaka u 13-dimenzionalnom koordinatnom prostoru su merena koris¢enjem
City-block (Manhattan) algoritma. City-block udaljenosti, koje se prikazuju na
ordinatnoj osi grafika su merene kao srednje razlike izmedu dimenzija razlic¢itih
uzoraka. Merenje udaljenosti City-block algoritmom daje rezultate sli¢cne Euklidskom
merenju, ali je to merenje pogodnije zato $to je smanjen uticaj pojedina¢nih velikih
udaljenosti, jer se ne racunaju kvadrati vrednosti pojedina¢nih koordinata.
Odgovarajuca graficka prezentacija rezultata ima izgled dendrograma. Na dobijenom
grafiku je moguce odrediti optimalan broj klastera i videti hijerarhijski odnos izmedu

razli¢itih grupa, odnosno varijabli.

Analiza glavnih komponenata (PCA- Principal Components Analysis)

Termin analiza glavnih komponenata se odnosi na matematicku metodu za analizu
podataka koja gradi linearne viSeparametarske modele na osnovu kompleksnog seta
podataka. PCA je viSeparametarska matematicka metoda u kojoj se ispituju korelacije
izmedu promenljivih, a na osnovu toga se broj promenljivih smanjuje i odreduju se

nove, faktorske koordinate. Ove transformacije (preslikavanja) koordinata izvode se
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tako da prva faktorska koordinata pokriva najve¢u mogucu varijansu sistema, a
analiza se koristi da se obezbedi najvece moguce razdvajanje izmedu grupa (klastera)
koje definiSu promenljive. Metoda prepoznavanja sli¢nosti medu grupama uzoraka se
ovde koristi za karakterizaciju i razdvajanje uzoraka na osnovu uocenih osobina
uzoraka (tj. na osnovu eksperimentalnih merenja svih promenljivih veli¢ina koje se
pripisuju odredenom uzorku). PCA omogucéava znacajno smanjivanje broja
promenljivih, kao i detektovanje nekih strukturnih zavisnosti koje postoje izmedu
eksperimentalno merenih veli¢ina i razli¢itih uzoraka. "Auto - skaliranje" se vrlo ¢esto
koristi za viseparametarsko poredenje razli¢itih kompleksnih uzoraka hrane, pri ¢emu
se uzorci ocenjuju (rangiraju) na osnovu srednje vrednosti i standardne devijacije
grupe uzoraka. Posto jedinice, kao ni skale razli¢itih promenljivih koje opisuju
poredene uzorke hrane nisu iste, potrebno je transformisati podatke svih merenja u
tzv. standardne ocene, bezdimenzionalne vrednosti koje se dobijaju iz srednje
vrednosti eksperimentalnih (merenih) vrednosti odredene veli¢ine za dati uzorak,

podeljene sa standardnom devijacijom grupe uzoraka, prema jednacini:
Standardna ocena = (x — p)/0

pri ¢emu je x mereni podatak, p srednja vrednost grupe podataka, i o standardna

devijacija.

Celokupan skup podataka se uvodi u PCA analizu u obliku "auto-skalirane" matrice
(Prior i sar., 2005; Sun & Tanumihardjo, 2007). PCA ortogonalno transformise
eventualno korelisane podatake u skup linearno nekorelisanih promenljivih (glavne
komponente). Rezultati PCA analize se obi¢no tumace na osnovu doprinosa (engl.
score) promenljivih u komponentama. PCA je najzastupljenija multivarijaciona analiza
koja otkriva medusobni odnos podataka na nacin koji najbolje objasnjava njihovu

varijansu. CA i PCA su uradene primenom StatSoft Statistica 10 programa.
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REZULTATI I DISKUSIJA

KARAKTERISTIKE MLEKA MAGARICE BALKANSKE RASE
TOKOM PERIODA LAKTACIJE

HEMIJSKI SASTAV

Mleko magarice balkanske rase analizirano je tokom perioda laktacije, a rezultati su

prikazani u tabeli 15.

pH mleka tokom perioda laktacije, krece se u intervalu od 6,99 (45. dana laktacije) do
7,64 (200. dana laktacije). Prose¢na pH vrednost mleka magarice balkanske rase je 7,24 i
veca je od pH vrednosti kravljeg mleka (6,6-6,7). Navedeni podaci mogu se objasniti
¢injenicom da mleko magarice ima niZi sadrzaj kazeina u odnosu na kravlje mleko

(Salimei i sar., 2004; Constanzo, 2013).

Sadrzaj proteina mleka najveci je na pocetku laktacije i krece se od 1,83% do 1,92% (45-

60. dan). Tokom laktacije sadrzaj proteina opada i dostize vrednost 1,40% (280. dan).

Prosec¢an sadrzaj proteina mleka magarice balkanske rase je 1,63% i u skladu je sa
literaturnim podacima koji iznose redom: 1,61% (Guo i sar.2007); 1,59% (Ivankovi¢ i
sar. 2009); 1,63% (D'Alessandro i sar. 2011 a, b) za Marina Franca i Primorsko-Dinarsku
rasu. Medutim, vrednosti su nesto nize u poredenju sa sadrzajem proteina kod rase

Ragusana 1,71% (Salimei i sar., 2004) i 1,90% (Giosue i sar., 2008).

Srednja vrednost sadrzaja mle¢ne masti raste sa periodom laktacije i dostiZze najvecu
vrednost 1,06% 100. dana laktacije, nakon c¢ega opada do 170. dana kada dostize
najmanju vrednost 0,47%. Siroka varijabilnost u sadrzaju mle¢ne masti mleka magarice

balkanske rase u skladu je sa literaturnim podacima (Salimei i sar., 2004; Guo i sar.,
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2007; D'Alessandro i sar., 2011 a, b). Trend naglog povecanja sadrzaja mle¢ne masti oko

100. dana laktacije uocen je za rasu Jiangqu Guo i sar. (2007).
Tabela 15. Hemijski sastav mleka magarice balkanske rase tokom laktacije

Hemijski sastav

Dani
laktacije H SM PR MM L PE vit. C EV
P (%) (%) (%) (%) (%) (pg/ml)  (kJ/100ml)
45 6,992 9,002 1,838 0,45P 6,30e 0,42ad 23,51b 154,862
+0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,37
60 7,4(Qbcd 9,36b 1,92h 0,50a 6,482 0,462 25,901 161,300
+0,05 +0,11 0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,37
80 7,11ab 8,982 1,73¢ 0,52a 6,34f 0,38¢ 33,671 156,43
+0,04 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,71
100 7,00a 9,74e 1,70¢ 1,06f 6,398 0,472 24,468 176,758
+0,01 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,37
125 7,10ab 9,002 1,64b 0,59¢ 6,14 0,600 23,55f 154,092
+0,05 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,71
150 7,22abc 8,814 1,62P 0,502 6,114 0,60p 23,424 150,934
+0,03 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,03
170 7,52¢cd 8,50¢ 1,49a 0,47v 5,79 0,76f 25,160 141,15¢
+0,30 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,71
200 7,644 9,360 1,50 0,502 6,851 0,52 19,01¢ 160,45b
+0,04 +0,02 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,71
230 7,13ab 9,86f 1,454 0,684 7,262 0,472 11,62P 173,23f
+0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,71
280 7,28abe 9,992 1,40¢ 0,86 7,282 0,452 8,59 179,38h
+0,04 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,11 +0,37

ai. u eksponentu u istoj koloni tabele ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku izmedu srednjih vrednosti, pri nivou
znacajnosti od p<0,05 (na osnovu post-hoc Tukey-evog HSD testa)

skracenice: SM-suva materija; PR-proteini, MM-mle¢na mast; L-laktoza; PE-pepeo; vit. C-vitamin C; EV-energetska
vrednost

Iz tabele 15 je evidentno da sadrZzaj laktoze u mleku magarice tokom laktacije varira i
krece se od 5,79% (170. dana) do 7,28% (280. dana). Prosecan sadrzaj laktoze iznosi
6,50% (slika 9) i u skladu je sa vrednostima laktoze u drugim istraZivanjima (Salimei i

sar., 2004; Guo i sar., 2007; Giosue i sar., 2008; Ivankovié¢ i sar., 2009; D'Alessandro i
sar., 2011 a,b).

Iz tabele 15 se dalje moze uociti da je u mleku magarice sadrzaj suve materije, proteina,
mle¢ne masti, laktoze i energetske vrednosti izuzetno nizak 170. dana laktacije, dok
prosecan sadrZaj pepela dostize maksimalnu vrednost i iznosi 0,76%. Sadrzaj pepela
pocinje kontinualno da opada nakon 170. dana do kraja laktacije. Generalno, krajem
laktacije (nakon 200. dana) sadrzaj suve materije, mle¢ne mast i laktoze se povecava,

Sto je praceno opadanjem sadrzaja proteina i pepela. Trend variranja energetske
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vrednosti mleka magarice najvise je uzrokovana promenama sadrzaja suve materije i
sadrzaja mle¢ne masti, $to je u saglasnosti sa Guo i sar. (2007). Mleko magarice je
digestibilna hrana niske energetske vrednosti pogodna za potrosace sa specifi¢énim

zahtevima u ishrani, kao $to su sportisti i stariji ljudi (Cavallarin i sar., 2015).

J

0,51 % pepeo

0,61 % mlecna
mast

1,63 % proteini

6,50 % laktoza

9,26 Y% suva
materija

Slika 9. Prosec¢an hemijski sastav mleka magarice balkanske rase

Vrednost prose¢nog sadrzaja vitamina C povecava se od 45-80. dana, kada dostize
maksimalnu vrednost 33,67 pg/ml, nakon ¢ega sadrzaj vitamina C u mleku magarice
opada do kraja laktacije. U literaturnim padacima sadrzaj vitamina C u mleku
magarice Abyssinian rase analizirao je samo Tadesse (2010) i takode utvrdio visok

sadrzaj vitamina C 31,5 pg/mL.

Sadrzaji minerala mleka magarice balkanske rase tokom perioda laktacije prikazani su

u tabeli 16.

Prac¢enjem sadrZaja minerala Ca, P, Mg, Na, K i Zn u mleku magarice balkanske rase,
uocava se isti trend promena. Sadrzaj svih minerala povecava se tokom laktacije i
dostize maksimalnu vrednost tokom 170. dana, nakon ¢ega sadrzaj minerala opada do
kraja laktacionog perioda. U mleku magarice sadrZaj minerala opada slede¢im redom

Ca>K>P>Na>Mg>Zn.
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Tabela 16. Mineralni sastav mleka magarice balkanske rase tokom laktacije

Dani Sadrzaj minerala (mg/100ml)
laktacije Ca P Mg Na K Zn

45 133,92ab 36,81¢ 5,620 23,132 123,10bce 0,34a
+4,25 1,53 0,32 +1,28 2,79 0,05
60 140,874abe 40,39 6,052b 28,40abde 118,18abe 0,342
18,66 2,09 0,15 2,47 11,64 0,03
80 156,85bcd 50,162b 7,97¢d 34,47bc 117,02abe 0,38ab
16,40 13,44 10,16 14,32 2,13 10,02

100 161,15< 46,3620 6,582 31,49bede 109,474bd 0,42abed
16,30 13,34 10,18 11,79 15,94 10,03

125 178,84de 55,290 8,85¢ 32,88bce 124,82¢e 0,49¢cde
+2,47 1,10 +0,41 1,71 +4,68 0,01

150 187,84 52,18ab 8,58de 33,33bc 113,474abe 0,48bede
10,32 1,25 0,38 5,45 111,50 0,07
170 224, 06f 62,25¢ 9,76f 36,17¢ 135,45¢ 0,57¢
16,74 12,61 0,27 1,10 +4,19 0,02

200 156,71bd 49,19ab 7,77¢ 25,44ade 109,71abd 0,50de
6,52 1,05 0,19 1,30 3,43 0,04

230 125,262 47,252 6,642 24,87ad 104,65~d 0,39abe
13,16 12,87 0,07 1,50 12,06 0,02

280 118,372 39,35¢ 6,012b 23,334 98,394 0,38ab
+4,47 +0,78 +0,18 0,127 1,23 0,02

ad- u eksponentu u istoj koloni tabele ukazuju na statisticki znac¢ajnu razliku izmedu srednjih vrednosti, pri nivou
znacajnosti od p<0,05 (na osnovu post-hoc Tukey-evog HSD testa)

skracenice: SM-suva materija; PR-proteini, MM-mle¢na mast; L-laktoza; PE-pepeo; vit. C-vitamin C; EV-energetska
vrednost

Dobijeni rezultati u ovom istrazivanju su znatni veéi sa uzim opsegom variranja
sadrzaja (osim sadrZzaja P) od rezultata dobijenih za Italijanske rase (Salimei i sar., 2004;
Fantuz i sar., 2009; Salimei & Fantuz, 2012; Bilandzi¢ i sar., 2014). Imajuéi u vidu znacaj
minerala u ishrani Zivotinje, moZe se re¢i da je veci sadrzaj minerala zabeleZen u prvoj
polovini perioda laktacije povezan je jedinim izvorom minerala potrebnim za rast
zivotinje tokom ishrane, mlekom (Salimei i sar.,, 2004; Guo i sar., 2007). Trend
smanjenja sadrzaja Ca, P i Mg tokom laktacije moZe se objasniti ¢injenicom da se
smanjuje sadrZzaj azota (proteina) i kazeina tokom laktacije u mleku magarice (Giosué i

sar., 2008; 200 i sar., 2009), kao i da se tokom letnje sezone u ishrani Zivotinja smanjuje

sadrzaj navedenih minerala (Miraglia&Martin-Roset, 2006).

Iz tabele 17 vidi se da je sadrzaj pepela u mleku magarice u pozitivnoj korelaciji sa
sadrzajem Ca, P, Mg i Zn (p<0,01). Sadrzaj Ca u mleku magarice je u pozitivnoj
korelaciji sa sadrZajem P, Mg, Na i Zn (p<0,01), kao i sa sadrzajem K (p<0,05). SadrZzaj P
je u pozitivnoj korelaciji sa sadrzajem Mg, Na i Zn (p<0,01), dok je sadrzaj Mg u mleku
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magarice u pozitivnoj korelaciji sa sadrZajem Na i Zn (p<0,01). Generalno, u mleku
magarice balkanske rase uocena je pozitivna korelacija izmedu minerala tokom
laktacije, 5to je potvrdeno i u istrazivanju Salimei & Fantuz (2012), osim za odnos
izmedu minerala Ca i Na za Italijansku rasu Martina Franca. Jaka korelacija izmedu Ca,
P i Mg objasnjava se asocijacijom ovih minerala u kazeinskoj miceli (Giosué i sar., 2008;
Fantuz i sar., 2009, 2011). SadrZaj suve materije u mleku magarice u pozitivnoj

korelaciji sa laktozom (p<0,01) i sadrzajem mle¢ne masti (p<0,05).

Tabela 17. Koeficijenti korelacije izmedu sadrZaja makro- i mikrokomponenata mleka
magarice balkanske rase tokom laktacije

MM L PE Ca P Mg Na K Zn
SM 0,78 0,88+ -0,58** -0,79+ -0,60* 0,71* 0,66* 0,88 0,50
PE 0,86+ 0,81+ 0,80+ 0,55* 0,58** 0,90+
Ca 0,89+ 090+ 085+ 0,73* 085"
P 097+  0,80* 0,54 0,89+
Mg 0,80+ 0,57 0,88+
Na 0,59**  0,57**

*korelacija statisticki znacajna na nivou p<0,01; “statisticki znac¢ajna na nivou p<0,05; “statisticki znac¢ajna na nivou
p<0,10; neoznacene korelacije nisu statisti¢ki znacajne
Skracenice: SM-suva materija, MM-mle¢na mast, PE-pepeo

Klaster analiza (CA) i analiza glavnih komponenata (PCA) hemijskog i

mineralnog sastava mleka magarice balkanske rase

Slika 10 prikazuje dendogram za klaster analizu ispitanih uzoraka, koji su grupisani
tako da se sli¢ne promenljive nadu u istoj klasi. Dendogram prikazuje CA analizu za
uzorke mleka tokom laktacije, za koriS¢ene parametre kvaliteta (pH, suva materija,
protein, mle¢na mast, laktoza, pepeo, vitamin C, Ca, P, Mg, Na, K i Zn). Na
dendogramu se primecuju dva odvojena klastera: desni koji obuhvata uzorke za 45.,
60., 230. i 280. dan laktacije (koji imaju povecane vrednosti suve materije, mlecne masti
i laktoze), i levi klaster koji obuhvata uzorke za 80., 100., 125., 150., 170. i 200. dan
laktacije. Ova poslednja grupa uzoraka ima povecane vrednosti sadrZaja minerala.
Takode, na biplot slici 10 uocava se da su uzorci koji imaju vedi sadrzaj suve materije,

mle¢ne mast i laktoze na desnoj strani grafika (uzorci mleka magarice 45., 60., 230. i
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280. dan laktacije), dok uzorci na levoj strani grafika imaju vedi sadrzaj minerala (80.,

100., 125.,150., 170. i 200. dan laktacije).

Kvalitativni rezultati za PCA (slika 11) analizu pokazuju da prve dve glavne
komponente zajednicki prikazuju 80,14% ukupne varijanse. Promenljive suva materija
koja pokazuje 10,58 % ukupne varijanse, racunato na osnovu korelacije i laktoza (9,82%)
su imale najizraZeniji pozitivni uticaj na racunanje prve glavne komponente. Dok
ostali parametri: sadrzaj PE pokazuje 8,92% (ukupne varijanse, ra¢unato na osnovu
korelacije), Ca (12,77%), P(10,41%), Mg (11,3%), Na (9,56%), K (9,06%) i Zn (8,45%)
imale su najizraZeniji negativni uticaj na racunanje prve glavne komponente.
NajizraZeniji pozitivan uticaj na drugu glavnu komponentu imale su promenljive pH
(koja pokazuje 8,02% ukupne varijanse, ra¢unato na osnovu korelacije) i sadrzaj Zn
(10,92%), a najvazniji negativan uticaj na drugu glavnu komponentu imale su

promenljive sadrZzaj proteina (30,49%) i vitamin C (17,56% od ukupne varijanse).

Kompletna povezanost
City-block (Manhattan) udaljenosti
250 : : . . . .

Slika 10. 200

150

Udaljenost

—_
o
o

50

170 150 125 200 100 80 280 230 60 45

Dani laktacije (dani)
Dendogram sli¢nosti hemijskog i mineralnog sastava uzoraka mleka magarice

balkanske rase tokom laktacije za CA analizu
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P2 21,65%

'
[

PC1:38.51%

Slika 11. Biplot grafik za PCA analizu hemijskog sastava mleka magarice balkanske

rase tokom laktacije
Skracenice: SM-suva materija; PR-proteini, MM-mle¢na mast, L-laktoza, PE-pepeo, VC-vitamin C, E-energetska rednost

PROFIL PROTEINA

Na slici 12 prikazana je slika gela sa molekulskim masama (kDa) i koncentracijama
identifikovanih frakcija proteina mleka magarice balkanske rase 45. i 280. dana

laktacije.

Proteinske frakcije kazeina mleka magarice identifikovane su na molekulskim masama
~30,3 kDa (asi-kazein) i ~26,7-27,0 kDa (as>-kazein). Rezultati istrazivanja pokazali su
da frakcija -kazeina ima 2 genetske varijante. To su [-kazeina A ¢ija molekulska
masa iznosi 16-16,7 kDa i [3-kazeina F molekulske mase 34,5-35,0 kDa. Od rastvorljivih
proteina surutke mleka magarice identifikovana je genetska varijanta a-laktalbumin C
- molekulske mase 12 kDa i varijanta A ¢ija molekulska masa iznosi 17,7 kDa. Frakcija
B-laktoglobulina je na oko 19,6 kDa, a serum albumina 66,0 kDa. Glavni antimikrobni
proteini identifikovani u mleku su imunoglobulin 37-38 kDa, laktoferin 74-78 kDA i
lizozim 14,7-15,0 kDa. Rezultati Lab-on-a chip kapilarne elektroforeze mleka magarice

balkanske rase pokazali su frakcije proteina slicne rezultatima iz literature (Polidori i
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sar., 2012; Salimei i sar., 2004; Vincenzetti i sar., 2008; Nazzaro i sar., 2010; Criscione i

sar., 2009).
45. dan 45. dan 280. dan 2580. dan
Proteini Now (kDa) ¢ (mg/1) LoalZ gel slika ¢ (mg/1)
Immunoglobulin 37,0-38,0 47,60 - — 9,30
f-kazein F 34,5-35,0 84,20 13,00
ois,-kazein 30,3 1160,00 730,00
oi5,-kazein 26,7-27,0 110,50 W R 74,35
B-laktoglobulin 19.6 260,20 163,00
6-kazein A 16,0-167| 5553 | W R— 38,87
I - 7| I
iz0z] 14,7-15,0 2970,00 1040,00
Lizozim I —

Slika 12. Simulirana slika gela frakcija proteina mleka magarice 45. i 280. dana laktacije

dobijena primenom automatske kapilarne elektroforeze

Skracenice: Mw-molekulska masa

Koncentracije identifikovanih frakcija proteina u mleku magarice balkanske rase tokom

perioda laktacije prikazani su na slici 13. Trend sadrzaja asi-kazeina pokazao je visoku

varijabilnost i sadrZzaj se kretao od 1160 do 730 mg/1, dok se sadrZaj as;-kazeina kretao

od 110 do 74 mg/1. Sadrzaj asi-kazeina imao je trend znatnog opadanja od 60. dana do

150. dana, u poredenju sa as;-kazeinom ¢iji sadrzaj je poceo da opada nakon 150. dana

i trajao je do kraja laktacije. Sadrzaj p-kazeina znacajno opada od pocetka do kraja

laktacije (od 84 do 13 mg/1). Koris¢enjem masene spektrometrije i te¢ne hromatografije

visoke performanse u nekim uzorcima mleka magarice nisu detektovali prisustvo asi-

kazeina, dok je sadrzaj as>-kazeina bio prisutan u svim analiziranim uzorcima mleka

Criscione i sar. (2009). Razlika u frakcijama primarne strukture os;-kazeina mleka
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magarice i kravljeg mleka je 43% i jedan je od razloga niskog alergijskog svojstva mleka

magarice (Cunsolo i sar. ,2009).

Sadrzaj a-laktalbumina krece se od 3090 mg/l na pocetku do 1990 mg/1 krajem
laktacione faze, sa izrazitim trendom variranja tokom perioda laktacije. U nasem
istrazivanju o-laktalbumin je dominantna proteinska frakcija u mleku magarice
balkanske rase u odnosu na druge kvanifikovane frakcije. Prema literaturnim
istrazivanjima sadrzaj a-laktalbumina u mleku magarice krece se od 800 mg/1 do 2700

mg/1 (Vincenzetti i sar., 2008; Tidona i sar., 2011 ).

Koncentracija, mg/L

3200

2700

2200 a-LA Mrl7.7

kDa

a-LA Mrl12
kDa

1700

1200

"_\/; - _/"\w/—‘\ LYZ
700 @s1-CMN
40 80 120 160 200 240 280

dani laktacije

Koncentracija, mg/L.

300
250
200
LG
150 P
5A
100

40 80 120 160 200 240 250

dani laktacije |

Slika 13. Trend koncentracija frakcija proteina mleka magarice balkanske rase tokom

perioda laktacije
Skracenice: os1-CN-asi-kazein, as>-CN-as2-kazein, 3-CN- p-kazein, a-LA-a-laktalbumin, B-LG- p-laktoglobulin,LYZ-

lizozim, LF-laktoferin, SA-serum albumin, Ig-imunoglobulini
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U mleku o-laktalbumin je otporan na gastrointestinalne enzime u organizmu, i u
sprovedenom in vitro istrazivanju sa humanim enzimima pribliZzno 95% o-
laktalbumina je ostalo nepromenjeno, sto je sli¢no sa kobiljim, kravljim i humanim

mlekom (Inglistad i sar., 2010; Tidona i sar., 2011).

Sadrzaj B-laktoglobulina varira od 139 mg/1 do 263 mg/1, a koncentracija se smanjuje
nakon 60. dana i 150. dana laktacije. Iako je [-laktoglobulin generalno otporan na
gastrointestinalne enzime, u ispitivanjima simulirane in vitro digestije mleka magarice,
autori su dosli do saznanja da se 70% [-laktoglobulina mleka magarice razgraduje, dva
puta viSe u odnosu na kravlje mleko (Inglistad i sar. 2010; Tidona i sar. 2011). Takode,
dokazano je i da se B-laktoglobulin kobiljeg mleka brze razgraduje u odnosu na (-

laktoglobulin kravljeg i kozjeg mleka ( Tidona i sar., 2011).

Sadrzaj serum albumina kreée se od 113 mg/l do 238 mg/1 i pokazuje trend ka

konstantnoj vrednosti tokom srednjeg perioda laktacije.

Sadrzaj lizozima identifikovan u mleku magarice balkanske rase krece se od 1040 mg/1
do 2970 mg/1. Sadrzaj lizozima je stabilan tokom razli¢itih faza laktacije a znacajno se
smanjuje nakon 150. dana. Mleko magarice je poznato kao bogat izvor lizozima 1000
mg/1 (Vincenzetti i sar., 2008) i prisutan je u vecoj koncentraciji nego u humanom
400mg/1 i kravljem mleku 130mg/1, dok je sadrzaj veoma sli¢an kobiljem mleku 400-
1000 mg/1 (Floris i sar., 2003; Alabiso i sar., 2009 a, b). Saric i sar. (2014) su ispitivali
antibakerijska svojstva sirovog mleka magarice, odnosno proteinskih frakcija lizozima i
laktoferina. Utvrdeno je da lizozim deluje kao prirodni konzervans i inhibira rast
velikog broja bakterija. Visoko antimikrobno dejstvo lizozima daje mleku magarice
dug prirodni rok trajanja ¢ime se postize baktericidno dejstvo na potencijalne patogene

bakterije i mikroorganizme (Zhang i sar., 2008; Nazzaro i sar., 2010) .

Laktoferin i imunoglobulin su frakcije sa najmanjim udelom u mleku magarice. Sadrzaj
laktoferina se krec¢e od 87-13 mg/l i znacajno opada tokom laktacije (pokazuje sli¢an
trend kao [-kazein). Imunoglobulin ima trend rasta i maksimalnu vrednost dostize
100. dana (88,3 mg/1) nakon cega se sadrzaj smanjuje. Prema istraZivanjima Guo i sar.
(2007) sadrzaj imunoglobulina ima trend porasta tokom celog perioda laktacije (15-180.
dana). Funkcija imunoglobulina je da inhibira rast razli¢itih mikroorganizama i da

doprinose imunitetu Zivotinje i ¢oveka. Cesto se koristi argument za pripisivanje
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pozitivnim efektima imunoglobulina razli¢itih vrsta mleka ili konzumiranju sirovog
mleka (Claeys i sar., 2014). Visok sadrzaj zastitnih antimikrobnih jedinjenja lizozima,
laktoferina i imunoglobulina u mleku magarice balkanske rase, kao i visoka
digestibilnost proteina surutke, posebno tokom ranog i srednjeg perioda laktacije,
objasnjava se blagotvorni uticaj na zdravlje i imuni sistem dece i odraslih. U mleku
magarice balkanske rase najzastupljenije proteinske frakcije su a-laktalbumin i lizozim.
(Salimei i sar. 2004; Guo i sar. 2007). Primenom SDS-PAGE elektroforeze, takode su
zakljucili da su proteini surutke kao sto su p-laktoglobulin, lizozim i a-laktalbumin

najzastupljeniji u mleku magarice Italijanske rase (Polidori &Vincenzetti, 2012).

Na osnovu dobijenih rezultata prose¢na vrednost sadrzaja kazeina u mleku magarice
balkanske rase tokom laktacije je oko 39,95% u odnosu na ukupne proteine. SadrZaj
proteina surutke iznosi oko 58,94%, dok je prosecna vrednost odnosa kazeina i
proteina surutke 0,68. Prema literaturnim podacima (Polidori & Vincenzetti,
2012).pored velike razlike u prose¢nom sadrzaju ukupnih proteina u kravljem mleku
3,20% u odnosu na 2,20% u mleku magarice, odnos kazein:proteini surutke je izuzetno

razli¢it i iznosi 80:20 u kravljem mleku a u mleku magarice iznosi 58:42.

Tabela 18. Koeficijenti korelacije izmedu proteinskih frakcija mleka magarice balkanske
rase tokom laktacije

B-CN a-LA a-LA B-LG  LYZ LF Ig
C A

as-CN 0,69¢ 0,63 0,80+ 089+ 081+ 075 0,79+
B-CN 0,83+ 0,96+ 086+ 079+ 0,94 0,58+
a-LA C 0,74% 075 065 085 0,59+
o-LA A 090+ 091+ 096+ 0,65
B-LG 082+ 0,89 0,59
LYZ 0,90+ 0,80%
LF 0,61+

*korelacija statisticki zna¢ajna na nivou p<0,01; “statisticki znac¢ajna na nivou p<0,05; “statisticki znacajna
na nivou p<0,10; Skracenice: asi-CN-osi-kazein, os-CN-as:-kazein, B-CN-p-kazein, o-LA-a-laktalbumin, B-LG- B-
laktoglobulin, LYZ-lizozim, LF-laktoferin, Ig-imunoglobulin i SA-serum albumin, Mw-molekulska masa
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Udeo kazeina u mleku magarice Italijanske rase krece se od 37,56 do 39,98%, dok je
udeo proteina surutke od 53,03 do 57,06% od ukupnih proteina (Salimei i sar., 2004;
Guo i sar., 2007). Prema literaturnim podacima odnos kazeina i proteina surutke moze

da varira u mleku magarice od 0,49 do 1,70 (Tidona i sar., 2011).

Iz tabele 18 moZe se uociti da su frakcije proteina mleka magarice u medusobnoj

pozitivnoj, visoko znacajnoj korelaciji.

Klaster analiza (CA) i analiza glavnih komponenata (PCA) profila proteina
mleka magarice balkanske rase

Slika 14 prikazuje dendogram za klaster analizu uzoraka mleka, koji su grupisani tako
da se sli¢ne promenljive nadu u istoj klasi. Dendogram pokazuje analizu za uzorke
mleka pri laktaciji, za koriS¢ene kriterijume (asi-kazein, asx-kazein, (-kazein, o-

laktalbumin, 3-laktoglobulin, lizozim, laktoferin, imunoglobulin i serum albumin).

Kompletna povezanost

City-block (Manhattan) udaljenosti
4500

4000

3500

Udaljenost

280 230 200 170 150 125 100 80 60 45
Dani laktacije (dani)

Slika 14. Dendogram sli¢nosti proteinskih frakcija mleka magarice balkanske rase
tokom laktacije za CA analizu
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Slika 15. Biplot za PCA analizu proteinskih frakcija mleka magarice balkanske rase
tokom laktacije

Na dendogramu se primecuju tri odvojena klastera: desni koji obuhvata uzorke za 45.,
60., 80. 1 100. dan laktacije, srednja grupa koja obuhvata uzorke za 125., 150. i 170. dan
laktacije i levi klaster koji obuhvata uzorke za 200., 230. i 280. dan laktacije. Poslednja
grupa uzoraka ima smanjene vrednosti sadrzaja proteina. Uocena je znatna udaljenost
izmedu prvog i druga dva klastera (oko 2000), dok udaljenost izmedu drugog i treceg

klastera iznosi oko 500.

Kvalitativni rezultati za analizu glavnih komponenata (slika 15) pokazuju da prve dve
glavne komponente zajednicki prikazuju 83,52% ukupne varijanse. Promenljive asa-
kazein (koja pokazuje 11,03% ukupne varijanse, ra¢unato na osnovu relativne
korelacije), f-kazein (13,07%), a-laktalbumin (10,54% /14,13%), p-laktglobulin (13,39%),
lizozim (12,85%), laktoferin (14,17%) i imunoglobulin (7,86%) su imale najizrazeniji

negativni uticaj na ra¢unanje prve glavne kompnente.

Promenljiva asi-kazein (21,14%), je imala najizraZeniji pozitivan uticaj na ra¢unanje
druge glavne komponente, a najizrazeniji negativan uticaj na drugu glavnu

komponentu su imale promenljive imunoglobulin ( 24,28%) i sadrzaj serum albumina
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(45,54%). Takode, sa iste slike uoc¢ava se da uzorci koji imaju vedi sadrZaj as>-kazein, -
kazein, a-laktalbumin, lizozim, laktoferin i imunoglobulin su na levoj strani slike

(uzorci mleka magarice 45., 60., 80. i 100. dan laktacije).

SASTAV MASNIH KISELINA

Tokom perioda laktacije analiziran je sastav masnih kiselina mleka magarice balkanske

rase.

Promene sadrzaja masnih kiselina tokom perioda laktacije su prikazane u tabeli 19.
Dominantne masne kiseline u svim uzorcima mleka tokom laktacije su oleinska (C18:1
n9) sa prosenim udelom 22,50% i palmitinska (C16:0) sa udelom 18,72%. Mleko
magarice balkanske rase sadrZzi najvise zasi¢enih (50,64 %), mononezasi¢enih (27,21%) i
polinezasi¢enih (15,47%) masnih kiselina. Navedeni rezultati su u saglasnosti sa
sastavom masnih kiselina za druge rase magarica (Chiofalo & Salimei, 2006; Gastaldi i
sar., 2010), a sli¢no je sastavu kobiljeg (Pikul i sar., 2008) i humanog mleka (Chiofalo i
sar., 2004). Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina u mleku magarice je znacajno nizi od

sadrzaja u mleku prezivara (Chiofalo i sar, 2003).

Od zasi¢enih masnih kiselina sa ve¢im udelom pored C16:0, zastupljene su redom
kaprinska (C10:0), laurinska (C12:0), miristinska (C14:0) i kaprilna (C8:0). Prosecan
sadrzaj pojedina¢nih zasi¢enih masnih kiselina sli¢an je rezultatima dobijenim kod
mleka Italijanske rase Martina France (Matremucci i sar., 2012) i Amiata (Martini i sar.,
2014, 2015), a nizi od Ragusana rase (Chiofalo i sar., 2004). Dobijeni podaci istrazivanja
verovatno su rezultat razlike u rasi zivotinje i sastavu hrane za Zivotinje (Matremucci i
sar., 2012). U mleku magarice balkanske rase utvrden je nizak sadrzaj stearinske
kiseline (C18:0), sto je kod kobiljeg mleka pripisano niskom sadrzaju stearinske kiseline
u hrani za Zivotinje i visokoj aktivnosti A-desaturaze na konverziju C18:1n9 masne
kiseline koja je dodatno ubrzana visokim sadrzajem palmitoleinske (C16:0) masne
kiseline (Doreau i sar., 2002). U grupi mononezasi¢enih masnih kiselina pored C18:1
n9, znacajan udeo je palmitoleinske (C16:1 n7) kiseline, a u grupi polinezasi¢enih

linolne (C18:2 n6) i a-linoleinske (C18:3 n3) masne kiseline.
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Mleko magarice balkanske rase pokazuje slican sastav masnih kiselina u poredenju sa
rezultatima ranijih istrazivanja mleka magarice drugih rasa (Chiofalo i sar., 2003;2004;

Matremucci i sar., 2012).

Iz rezultata u tabeli 19 moze se videti da tokom laktacije u mleku magarice dolazi do
opadanja sadrzaja zasi¢enih i mononezasi¢enih masnih kiselina od 45. dana do 100.
dana, dok sadrZaj polinezasi¢enih masnih kiselina raste. Nakon 100. dana laktacije
udeo zasi¢enih masnih kiselina raste, a sadrZaj mononezasi¢enih i polinezasi¢enih
masnih kiselina blago opada do kraja perioda laktacije. Ispitivanjem sastava masnih
kiselina mleka magarice rase Martina Franca tokom laktacije utvrden je veci sadrzaj
zasi¢enih masnih kiselina i nizi sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina na pocetku
perioda laktacije (Matremucci i sar., 2012). SadrZaj mononezasi¢enih masnih kiselina
mleka magarice Martina Franca i Amiata rase, ima tedenciju porasta sredinom laktacije
(Matremucci i sar., 2012; Martini i sar., 2015), $to nije karakteristi¢no za mleko magarice
balkanske rase. Sadrzaj esencijalne polinezasi¢ene masne kiseline linolne (C18:2 n6),
koja je od vitalnog znacaja za fizioloski ciklus organizma, nalazi se u opsegu od 7,08%,
na pocetku laktacije, do 9,69%, u drugoj polovini laktacionog perioda. Hrana za
zivotinje (trava i detelina) sadrzi visok udeo polinezasi¢enih masnih kiselina, posebno
C18:2 n6 i C18:3 n3 (Dewhurst i sar., 2006). Iz grupe polinezasi¢enih masnih kiselina,
udeo a-linoleinske masne kiseline (C18:3 n3) u mleku magarice balkanske rase tokom
laktacije varira u intervalu od 5,85% do 7,83%. Visok sadrzaj linolne i a-linoleinske
kiseline u mleku magarice, moze se objasniti ¢injenicom da navedena rasa magarica ne
pripada grupi prezivara, odnosno pripada grupi monogastri¢nih Zivotinja (monogastric
herbivore) gde polinezasi¢ene masne kiseline (linolna i a-linoleinska kiselina) iz hrane
prolaze nepromenjene kroz digestivni trakt Zivotinje, odnosno iz tankog creva prelaze
u krvotok i ugraduju se u tkivo. Kod prezivara, polinezasi¢ene masne kiseline hrane
(linolna i a-linoleinska kiselina) mikrobnom biohidrogenacijom, prevode se u zasi¢enu
masnu kiselinu (stearinsku), i oko 10% C18:2 n6 iz hrane je raspoloZiva za ugradnju u

tkivo (Wood i sar., 2008). (Williams, 2000, Constanzo, 2013).

Udeo esencijalnih masnih kiselina, a-linoleinske (C18:3 n3) i linolne (C18:2 n6) u mleku
magarice pokazuju visoke vrednosti u odnosu na mleko preZzivara (C18:3 n3 0,7-1%;
C18:6 n6 1,8-2,1%) (Chiofalo i sar., 2006), ali su uporedive sa sadrzajem u kobiljem
mleku (C18:3 n3 5-19%; C18:6 n6 5-10%) (Tesse i sar., 2008; Tafaro i sar., 2007).
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Mleko magarice balkanske rase je bogat izvor nezasi¢enih masnih kiselina, zbog
odsustva izomerizacije i hidrogenacije masnih kiselina u crevima, pre apsorpcije i
esterifikacije u krv (Chiofalo i sar., 2006). Znacajno prisustvo nezasi¢enih masnih
kiselina zajedno sa niskim aterogenim i trombogenim indeksom, ¢ini mleko magarice
veoma korisnom hranom u prevenciji kardiovaskularnih, autoimunih i inflamatornih
bolesti (Polidori &Vincenzetti, 2012). Nekoliko studija je ukazalo da dodavajem o-
linoleinske masne kiseline u ishrani ljudi uti¢e pozitivho na atopijski dermatitis

(Chiofalo i sar., 2004, 2006).

Istrazivanjima je utvrdeno da se u lipidima hrane odnos n6/n3 masnih kiselina krec¢e u
opsegu od 15:1 do 16,7:1, a optimalno preporuceni odnos iznosi 1:1 do 5:1 (Simopoulos,
2002). Prosecan udeo nezasi¢enih masnih kiselina u mleku magarice balkanske rase
42,63%, veci je od sadrzaja u mleku magarice rase Martina Franca 32,42% (Chiofalo i

sar., 2003; 2004), i od sadrzaja u mleku prezivara 19-26% (Chiofalo i sar., 1996; 2001).

Prema istrazivanjima koje su objavili Martini i sar. (2014) odnos nezasi¢enih/zasi¢enih
masnih kiselina je 1 u mleku magarice Amiata rase i Martina Franca (Salimei & Fantuz,
2012) i sli¢an je vrednostima za humano mleko 1,4 (Francois i sar., 2003), a znatno visi

nega kod mleka preZzivara 0,4 (Dewhurst i sar., 2006).
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Tabela 19. Sastav masnih kiselina mleka magarice balkanske rase tokom 280 dana laktacije

Masne
kiseline

SFA
C4:0
C6:.0
C8:.0
C10:0
C11:0
C12:0
C14:0
C16:0
C18:0
MUFA
C14:1 n5
C16:1 n7
C18:1n9
C22:1 n9
PUFA
C18:2 n6
C18:3n3
C20:2 n6
C20:4 n6
n6/n3
UFA
UFA/SFA

45

41,51+0,06f
0,09+0,01a
0,17+0,01b
3,15+0,05b
6,1620,06¢
1,460,052
4,400,052
3,80+0,11e
21,32+0,09s8
0,95+0,03b
34,100,05
0,36+0,01a
6,63%0,01)
26,34+0,02i
0,07+0,038
14,19+0,044
7,08+0,022
6,6520,01¢
0,21+0,01f
0,25+0,01b
1,06+0,000
48,290,044
1,1620,00¢

60

34,18+0,124
0,03+0,012
0,15+0,01b
2,960,062
4,63+0,04¢
1,31+0,022
3,93+0,02¢
3,01+0,012
17,18+0,094
0,98+0,04bc
32,82+0,04h
0,30+0,01e
5,63+0,02
25,95+0,03h
0,94+0,024
15,04+0,04b
7,25+0,08¢
7,04+0,028
0,39+0,01be
0,36+0,01e
1,03+0,01e
47,86+0,04>
1,40+0,00h

80

37,53+0,66¢
0,03£0,01a
0,19+0,03b
3,19+0,02b
5,66%0,494
1,74+0,03¢
4,330,022
3,040,032
18,19+0,11a
1,15£0,032
29,63+0,028
0,40+0,02b
4,79+0,01h
23,53+0,01s
0,91+0,024
16,12+0,01f
7,43£0,02¢
7,83+0,02
0,41+0,01ab
0,45+0,01f
0,950,004
45,75+0,01f
1,220,018

100

46,27+0,522
0,13£0,022
1,15£0,002
4,040,074
6,80+0,11f
2,51+0,14¢
8,2740,03¢
4,25+0,11b
17,77+0,19¢
1,360,048
34,45+0,01i
0,34+0,022
3,44+0,02f
29,98+0,01i
0,69+0,01f
17,980,030
9,54+0,02f
7,56+0,02
0,31+0,014
0,570,018
1,26+0,00¢
52,430,030
1,13+0,00¢

% od ukupnih masnih kiselina

125

47,14+0,622
0,07+0,052
0,34+0,034
3,47+0,05¢
7,52+0,09b
1,95+0,090
7,7240,074
6,33%0,108
18,63+0,30f
1,11+0,022
25,33+0,03f
0,49+0,01f
3,62+0,018
20,69+0,014
0,53£0,01¢
14,570,032
7,14+0,052
6,7620,04f
0,42+0,072c
0,24+0,01b
1,06+0,01
39,90+0,032
0,85+0,00

150

52,22+0,570
0,016+0,12a
1,2240,034c
4,25+0,05¢
8,540,112
2,03+0,06b
10,13+0,04¢
5,61+0,13f
22,21+0,02h
1,08+0,062¢
23,79+0,03¢
0,5240,01s
2,80+0,014
19,95+0,01¢
0,45+0,022b
15,160,03¢
8,20£0,01¢
6,44+0,024
0,32+0,014
0,20+0,012
1,27+0,00¢
38,95+0,03¢
0,70£0,004

170

56,21+0,34P
0,33+0,03b
1,15+0,01a
4,08+0,03de
8,88+0,062
2,45+0,09¢
12,21+0,108
7,3240,04<d
18,18+0,02a
1,16£0,01¢f
24,81+0,05¢
0,41+0,01b
2,65+0,01¢
21,26%0,04e
0,49+0,01be
17,51+0,01s
9,69+0,018
7,25+0,02h
0,36£0,01e
0,21£0,01a
1,34+0,00a
42,32+0,018
0,750,000

200

61,14+0,188
0,43+0,04°
2,5740,04¢
3,64+0,09¢
9,49+0,158
8,76x0,114d
14,59+0,25h
4,37+0,08>
15,6510,04¢
1,650,06f
24,21+0,084
0,21+0,01¢<
2,1940,01a
21,46+0,04f
0,35+0,02¢
14,650,062
7,87+0,03b
6,020,030
0,43+0,07ac
0,33+0,02¢
1,31+0,00¢
38,3610,06¢
0,63+0,002

230

63,92+0,39¢
0,08+0,102
1,25+0,05a¢
2,92+0,122
8,84+0,052
8,25+0,05f
14,91+0,14b
7,07£0,06¢
19,05+0,05b
1,55+0,03de
21,040,072
0,26+0,01¢
2,320,020
18,06+0,05b
0,41£0,01a
15,09+0,05b¢
8,25+0,02¢
6,12+0,03¢
0,41+0,01ab
0,31£0,01¢
1,35+0,00a
36,13+0,05¢
0,56+0,002

280

63,32+0,51¢
0,09£0,042
1,32+0,11¢
2,02+0,02f
7,95+0,06
8,960,024
15,00+0,02b
7,41+0,25¢
19,07+0,08b
1,50+0,01¢
21,93+0,01b
0,36+0,01
3,3540,03¢
17,760,052
0,46+0,01ab
14,41+0,03¢
7,84+0,03b
5,85+0,01a
0,45+0,01¢
0,28+0,024
1,34+0,01a
36,34+0,03¢
0,57+0,00¢

a-d y eksponentu u istoj koloni tabele ukazuju na statisticki znac¢ajnu razliku izmedu srednjihvrednosti, pri nivou znacajnosti od p<0,05 (na osnovu post-hoc Tukey-evog

HSD testa). Skracenice: FA-masne kiseline, SFA-zasi¢ene, MUFA-mononezasi¢ene, PUFA-polinezasi¢ene, UFA-nezasicene
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Klaster analiza (CA) i analiza glavnih komponenata (PCA) sastava masnih
kiselina mleka magarice balkanske rase

Slika 16 prikazuje dendogram za klaster analizu sastava masnih kiselina mleka magarice

balkanske rase, koje su grupisane tako da se sli¢ne promenljive nadu u istoj klasi.

Kompletna povezanost

City-block (Manhattan) udaljenosti
90

80

70

60

50

40

Udaljenost
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20
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280 230 200 170 150 125 100 80 60 45

Dani laktacije (dani)

Slika 16. Dendogram sli¢nosti masnih kiselina uzoraka mleka magarice balkanske rase
tokom laktacije za CA analizu

Na dendogramu se primecuju tri odvojena klastera: levi koji obuhvata uzorke za 45., 60.,
80. i 100. dan laktacije (povecane vrednosti C16:1 n7, C18:3 n3, C18:1 n9¢c, C22:1 n9,
mononezasi¢ene i odnos zasi¢enih/nezasi¢enih masnih kiselina), srednja grupa koja
obuhvata uzorke za 125., 150. i 170. dan laktacije i desni klaster koji obuhvata uzorke za
200., 230. i 280. dan laktacije (povecane koncentracije C4:0, C6:0, C10:0, C11:0, C12:0,
C14:0, C18:0, C20:2 n6, zasicene masne kiseline i n6/n3). Uocena je znatna udaljenost
izmedu prvog i druga dva klastera (oko 45), dok udaljenost izmedu drugog i treceg
klastera iznosi oko 25. Kvalitativni rezultati za analizu glavnih komponenata (slika 17)
pokazuju da prve dve glavne komponente zajedni¢ki prikazuju 71,43% ukupne

varijanse. Promenljive C10:0 (koja pokazuje 7,56 % ukupne varijanse, ra¢unato na osnovu
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korelacije) C12:0 8,37%, zasi¢ene masne kiseline 8,36% i odnos n6/n3 masnih kiselina
6,52% imaju najizrazeniji pozitivni uticaj na ra¢unanje prve glavne komponente, dok su
C16:1 n7 (6,41% ukupne varijanse), C22:1 n9 7,86%), mononezasic¢ene (6,68%) i odnos

zasi¢enih/nezasi¢enih (7,48%) imaju najveéi negativan uticaj na prvu glavnu

komponentu.
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PC1: 50,41%
Slika 17. Biplot za PCA analizu masnih kiselina mleka magarice balkanske rase tokom
laktacije

Promenljive C8:0 (koja pokazuje 8,64% ukupne varijanse, racunato na osnovu korelacije),
C18:2 n6 (15,30%), C18:3 n3 (6,78%), C20:4 n6 (6,16%), polinezasi¢ene (18,38%) i
nezasi¢ene masne kiseline (18,38%), imaju najizraZeniji negativan uticaj na ra¢unanje

druge glavne komponente.

Uticaj razli¢itih parametara na uzorke moZze da se oceni sa slike 17 na kojoj su uzorci koji
imaju veci udeo C16:1 n7, C18:1 n9¢, C22:1 n9 mononezasi¢enih manih kiselina, C18:3 n3
i odnosa zasi¢enih/nezasi¢enih na levoj strani grafika (uzorci mleka magarice 45., 60.,

80. i 100. dan laktacije), a uzorci koji imaju veéi udeo C4:0, C6:0, C10:0, C11:0, C12:0,
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C14:0, C18:0, C20:2 n6, zasi¢enih masnih kiselina i odnosa n6/n3 se nalaze na desnoj

strani grafika.

Povecane vrednosti mononezasi¢enih masnih kiselina i polinezasi¢ene masne kiseline
C18:3 n3 tokom 45. do 100. dana laktacije mleka magarice balkanske rase uslovljene su
ishranom Zivotinja na pasnjaku uz dodatak sveZe deteline (u periodu proleca i pocetka
leta). Pasnjak je najbogatiji u sadrzaju polinezasic¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina, dok
je detelina bogata sadrZajem mononezasic¢enih masnih kiselina (Martini i sar., 2015). U
toku kasne jeseni i zimskog perioda (200. do 280. dan laktacije) mleko magarice je bogato
sadrzajem zasi¢enih i n6/n3 masnih kiselina, $to se postize ishranom livadskim senom i

kukuruzom.

KOMPARATIVNA ANALIZA MLEKA MAGARICE BALKANSKE
RASE I HUMANOG MLEKA

HEMIJSKI SASTAV

U cetvrtom delu doktorske disertacije cilj istraZivanja bio je da se uporede koncentracije
proteinskih frakcija i masnih kiselina mleka magarice i humanog mleka u ranoj fazi

laktacije (40. i 90. dan).

Komparativna analiza hemijskog sastava analiziranih pokazatelja kvaliteta mleka
magarice i humanog mleka 40. i 90. dana laktacije prikazane su sa histogramima na

slikama 18 do 20 i tabeli 20.

Na slici 18 komparativno je prikazan hemijski sastav mleka magarice (suva materija,
proteini, mle¢na mast, laktoza i pepeo) i humanog mleka 40. i 90. dana laktacije. 1z
prikazanih rezultata se vidi da je prosecan sadrzaj suve materije i pepela mleka magarice

nizi u odnosu na humano mleko i tokom laktacije ne menja se znac¢ajno (p <0,05).

Sadrzaj proteina veci je u mleku magarice u odnosu na humano mleko, dok je sadrZzaj
mle¢ne masti oko 5 puta veéi u humanom u odnosu na mleko magarice balkanske rase,

tokom istog perioda laktacije.
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Slika18. Komparativna analiza hemijskog sastava mleka magarice i humanog mleka 40. i
90. dana laktacije

Skracenice: a) SM-suva materija, b) PR-proteini, c) MM-mle¢na mast, d) L-laktoza, e) PE-pepeo; M 40-mleko magarice 40.-
og dana laktacioje, M 90-mleko magarice 90.-og dana laktacije, H 40-humano mleko 40.-og dana laktacije, H 90-humano
mleko 90.-og dana laktacije
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Tokom 40. i 90. dana laktacije nema znacajne promene (p<0,05) u sadrzaju proteina kod

humanog mleka, dok se kod mleka magarice ne menja sadrzaj mle¢ne masti.

Sadrzaj laktoze isti je u obe vrste mleka i ne menja se znacajno tokom analiziranog
perioda laktacije. Analizom rezultata prikazanih na slici 18 moze se zakljuciti i potvrditi

da je mleko magarice veoma sli¢cno humanom mleku, posebno u sadrzaju suve materije i

laktoze.

SADRZA]J] MINERALA

Na slici 19 komparativno je prikazan mineralni sastav mleka magarice i humanog mleka
40. 1 90. dana laktacije.

N 60 = . mo Ef)
_ 1601 g y i s0{ £ 2 s 5
= iy - e = Y &5
S 120- = £40 1 = < =
= 7 & = § 30
g 804 =
R E.20 -
6 40 ~~ 10 - E— [ ]
0 v r r r . . 0
M40 M90 H40 H90 @) M40 M90 H40 H90 b)
. i . ) 35 ) i .
= 81 = E‘ ﬁ — 301 § § =
E ] EX £ & & =
S 6 S\ S\ S S —
= o (= = 20 B =
= ~ [
& 4- 215+ .
o0 . "= 10 -
= 2. Z
J 5 |
01— : ; ; 0+— . . . . .
M40 M90 H40 H90 M40 M90 H40 H90 g
1407 | . - = ¢ s
120 pim = % R __ 0.4 T = s <
— + + =] a !
g 1001 S H S 03 o
S 80 B8 =
= 60 %DOZ
oo ] —_——— ’
g, 40 _— =
N7 N 0,1
20 - ]
. . . . ; . 0,0
M40 M90 H40 H90 ) M40 M90 H40 H90 f)

Slika 19. Komparativna analiza mineralnog sastava mleka magarice i humanog mleka
40.190. dana laktacije a) Ca; b) P; c) Mg; d) Na; e) K; f) Zn
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Iz prikazanih rezultata uocava se da je prosecan sadrZzaj svih minerala (Ca, P, Mg, Na i
K) znatno veéi u mleku magarice u odnosu na humano mleko, pri ¢emu su utvrdene
statisticki znacajne razlike (P < 0,05) izmedu svih ispitanih dana laktacije, osim za Zn, ¢iji

se sadrZzaj ne razlikuje od vrste mleka i perioda laktacije.

SADRZA]J VITAMINA I ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

Da bi se utvrdila korelacija izmedu sadrzaja pojedinih vitamina mleka magarice i
humanog mleka, pracen je sadrzaj vitamina C, A i E tokom 40 i 90. dana laktacije (slika
20). Visok sadrzaj vitamina C imale su obe vrste mleka sa trendom blagog povecanja

tokom 90. dana laktacije.
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Slika 20. Komparativna analiza sadrzaja vitamina: a) C, b) A, c) E i d) antioksidativna
aktivnost mleka magarice i humanog mleka 40. i 90. dana laktacije

Skracenica: AO-antioksidativna aktivnost
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Prema istraZivanjima Zivkovié¢ i sar. (2015) postoji velika varijabilnost u sadrzaju
vitamina C u humanom mleku od 30 do 100 mg/1 sa progresivnim smanjenjem tokom
laktacije. Sadrzaj vitamina C u kravljem mleku krece se od 8 do 20 mg/1 sto je znacajno

nize od sadrzaja u mleku magarice od 20 do 40 mg/1 (Bates & Prentice, 1994).

Mleko magarice ima vedi sadrzaj vitamina A i E u odnosu na humano mleko. Izmedu
humanog mleka tokom 40 i 90. dana laktacije nema statistic¢ki znacajne razlike (P< 0,05).
Macias i sar. (2001) su zakljucili da je prosecan sadrzaj vitamina E u humanom mleku 2,7
pg/ml i da je rano dojenje veoma bitno zbog unosa ovog vitamina koji ne prolazi kroz
placentu u velikim koli¢inama. Sadrzaj vitamina A u humanom mleku ima oko 0,33
pg/ml i dobro se absorbuje, delimi¢no zbog prisustva lipaze u humanom mleku koje

pomaze detetu da razlozi vitamin (Zivkovié i sar., 2015).

Prema rezultatima iz histograma (slika 20) moZe se zapaziti da su vrednosti
antioksidativne aktivnosti znacajano veée (P> 0,05) u mleku magarice u odnosu na
humano mleko. U obe vrste mleka antioksidativna aktivnost se povecava tokom 90.
dana laktacije. Zarban i sar. (2009) su ustanovili da je ukupni antioksidativni kapacitet u

humanom mleku DPPH testom 41, 9 (%) (umol/1).

PROFIL PROTEINA

Na slici 21 (a, b) prikazana je simulirana slika gela sa molekulskim masama-Mw (kDa) i
identifikovane koncentracije proteinskih frakcija izmedu mleka magarice balkanske rase
i humanog mleka 40. i 90. dana laktacije, a u tabeli 20 koncentracije identifikovanih

proteinskih frakcija.

Iz tabele 20 vidi se da se koncentracija asi-kazeina u ispitivanim uzorcima mleka
magarice krece od 1,38 do 1,89 g/1, dok sadrzaj B-kazeina varira od 0,10 do 0,55 g/L
Dobijeni rezultati su u skladu sa podacima iz literature (Milonis & Polidori, 2011;
Polidori & Vincenzetti, 2012). Goldfarb i sar., (1989) analizirali su 125 pojedinac¢nih
uzoraka humanog mleka koriste¢i dvodimenzionalnu elektroforezu i u neznatnom broju

su detektovali asi-kazein. U mleku magarice balkanske rase identifikovan je asi-kazein,
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jedan od potencijalnih alergena kod dece. Mleko magarice pokazalo je odsustvo frakcije
asx-kazeina 40. dana laktacije (slika 20) i vrlo niske koncentracije 0,11 g/1 na najniZoj
molekulskoj masi 28 kDa 90. dana laktacije. Razdvajanjem frakcija na osnovu
rastvorljivosti proteina u humanom mleku identifikovani su as;-kazein i p-kazein tokom

40.190. dana laktacije.
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Slika 21. Simulirana slika gela frakcija proteina mleka magarice balkanske rase i

humanog mleka a) 40.1 b) 90. dana laktacije razdvojenih primenom automatske

kapilarne elektroforeze.

Strelice ukazuju na poloZzaj identifikovanih proteinskih frakcija (3-CN-B-kazein, asi-CN-os1-
kazein, as-CN-oasz>-kazein, B-LG-p-laktoglobulin, LYZ-lizozim, a-LA-a-laktalbumin)




Doktorska disertacija

Jasmina Gubié

Tabela 20. Koncentracije frakcija proteina mleka magarice i humanog mleka

Proteinske Mleko/ dani laktacije

frakeije (/1) M 40 M 90 H 40 H 90
as1-CN 1,377+0,049» 1,887+0,100¢ ND ND
as2-CN ND 0,113+0,021¢ 0,021+0,0032 0,055+0,006b
B-CN 0,100+0,0462 0,553+0,0504 0,230+0,0500 0,353+0,050¢
o-LA 1,567+0,115> 2,733+0,170¢ 0,537+0,031a 0,620£0,044-
B-LG 0,260+0,017> 0,197+0,055> ND ND

SA 0,113+0,021a 0,107+0,0252 0,100+0,0462 0,100£0,0102
LYZ 2,973+0,080¢ 2,493+0,276P 0,043+0,008= 0,076+0,013=
LF 0,012+0,003a 0,253+0,064> 0,013+0,004a 0,006+0,004a

ad y eksponentu u istoj koloni tabele ukazuju na statisticki znac¢ajnu razliku izmedu srednjihvrednosti, pri nivou
znacajnosti od p<0,05 (na osnovu post-hoc Tukey-evog HSD testa).

Skracenice: asi-CN-osi-kazein, as-CN-asz>-kazein, p-CN-p-kazein, a-LA-o-laktalbumin, B-LG-p-
lakoglobulin, SA-serum albumin, LYZ-lizozim, LF-laktoferin

U odnosu na druge vrste zivotinja, mleko magarice kao i kobilje mleko ima sli¢an profil
proteina sa humanim mlekom (Barlowska i sar., 2011). U prethodnim istraZivanjima
dokazano je da se kazein mleka magarice Italijanske rase kao i kobilje mleko veoma
dobro razlaze u ljudskom Zelucu i samo 30% ostaje nerazgradeno nakon 30 min
(Inglistad i sar., 2010). U humanom mleku oko 39% kazeina ostaje nerazgradeno u
ljudskom Zelucu, koje se od strane dvanaestopala¢nog creva skoro u potpunostu svari
nakon 30 min (Inglistad i sar., 2010). Mleko magarice ima prihvatljiv ukus i ne izaziva
opterecenje rastvorenih supstanci u bubregu dece i odraslih (Milonis & Polidori , 2011).
Na osnovu dobre digestibilnosti mleko magarice predstavlja dobru zamenu za humano

mleko u ranom detinjstvu(Mansueto i sar., 2013).

Na slici 21 detektovane su proteinske frakcije molekulske mase od oko 12,3 kDa u mleku
magarice balkanske rase i humanom mleku, ¢ime je identifikovano prisustvo o-
laktalbumina. Mleko magarice sadrzi vecu koli¢inu a-laktalbumina (1,57-2,73 g/1) nego
humano mleko (0,54-0,62 g/1) tokom analiziranog perioda laktacije. Koncentracija o-
laktalbumina povecana je tokom faze laktacije (40. do 90. dana) u obe vrste mleka. a-
laktalbumin je vazan u sintezi laktoze (Calil & Falcao, 2003) i potreban je za pravilan

transport gvozda (Chatterton i sar., 2006).
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Frakcija p-laktoglobulina je takode identifikovana u mleku magarice balkanske rase sa
niskom koncentracijom 0,26 g/1 ( 40. dana) koja se smanjuje do 90. dana laktacije (0,20
g/1). B- laktoglobulin je odsutan u humanom mleku i generalno se smatra zajedno sa
kazeinskom frakcijom kao jedan od glavnih uzro¢nika alergija na kravlje mleko (Restani
isar., 2002), jer je u stanju da izazove alergijsku reakciju pri unosu mleka (Uniacke-Lowe
i sar., 2010). Iako je B-laktoglobulin generalno otporan na dejstvo gastro-intestinalnih
enzima u humanom organizmu, otpornost na razgradnju se razlikuje od vrste zZivotinja,
tako da je B-laktoglobulin iz ov¢ijeg mleka daleko vise digestibilan od kravljeg mleka
(El-Zahar i sar., 2005). Veca razgradnja B- laktoglobulina u mleku magarice sigurno
poboljsava tolerantnost i prinos izvedenih bioaktivnih peptida u digestivnom traktu sa
potencijalnim antimikrobnim delovanjem (Tidona i sar., 2011). Pozitivan efekat na
zdravlje se ispoljava zahvaljujuéi prisustvu B-laktoglobulina, ukljuéujuci tu i antivirusni
i antikancerogeni efekat (Chatterton i sar., 2006). Drugi autori su pokazali da B-
laktoglobulin formira komplekse sa folnom kiselinom, sugeri$uci da bi ovi kompleksi
mogli da se koriste za potpuno iskoris¢enje folne kiseline u neonatalnom sticanju

pasivnog imuniteta kod dece (Liang i sar., 2008 ).

Mleko magarice je posebno bogato sa dva proteina surutke, lizozimom i laktoferinom,
koji su detektovani na molekulskoj masi od oko 76 kDa i 14.9-15.4 kDa, respektivno.
Dobijeni rezultati su pokazali da tokom prva tri meseca laktacije mleko magarice sadrzi
visoku koncentraciju laktoferina (0,01-0,25 g/1), sto je sli¢cno humanom mleku (0,01 g /1).
Ova studija je pokazala da je sadrzaj lizozima u mleku magarice balkanske rase (2,97-
2,49 g/1) &to je 30-50 puta veci nego u humanom mleku (0,043-0,081 g/1). Veci sadrZaj
lizozima u mleku magarice u odnosu na humano mleko takode je dokazan u nekim
ranije sprovedenim istrazivanjima. Saric i sar. (2012) su utvrdili da sadrzaj lizozima i
laktoferina u uzorcima mleka magarce iznose 1,31 g/11i 0,80 mg/1, respektivno. Takode,
mleko magarice balkanske rase ima antibakterijski efekat protiv E. coli i S. enteritidis na
razli¢itim testiranim temperaturama (Saric i sar, 2012.). Sadrzaj lizozima i laktoferina
povecava se od 40. do 90. dana laktacije, to moze da ukaZe na vaznu imuno-zastitnu
ulogu ovog enzima kod dece koja se hrane humanim mlekom tokom navedenog perioda
laktacije (Polidori & Vincenzetti, 2012). Sto se ti¢e sadrzaja glavnih proteinskih frakcija

identifikovanih u mleku magarice, moze se zakljuciti da su sli¢ne onima iz humanog
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mleka, a razlikuju se u odnosu na mleko prezivara (Polidori & Vincenzetti, 2012;
Lonnderal, 2013). Za razliku od drugih humanih mle¢nih zamena, mleko magarice, kao
prirodna hrana, moze da doprinese bebama i deci da izgrade jak imuni sistem. Rezultati
klini¢kih istrazivanja tolerantnosti dece sa alergijama (na kravlje mleko i drugu hranu)
na mleko magarice, sprovedene u period od 1992. do 2009. godine, ukazuju na
tolerantnost dece uzrasta od 10 dana do 11 godina na mleko magarice od 82,6% do 100%

(Iacono i sar., 1992; Carroccio i sar., 2000; Monti i sar., 2007; Vita i sar., 2007).

Klaster analiza (CA) i analiza glavnih komponenata (PCA) nutritivnih

karakteristika mleka magarice i humanog mleka

Slika 22 prikazuje dendogram za klaster analizu za hemijski sastav, sadrzaj minerala,
profil proteina, sadrZaj vitamina i antioksidativne aktivnosti mleka magarice i humanog
mleka 40. i 90. dana laktacije, koji su grupisani tako da se sli¢ne promenljive nadu u istoj

klasi.

Kompletna povezanost

City-block (Manhattan) udaljenosti
3000

2500

2000

1500

Udaljenost

1000

500

0 [ ]

Humano Humano Magarece Magarece
(90. dan) (40. dan) (90. dan) (40. dan)

Dani laktacije (dani)

Slika 22. Dendogram sli¢nosti hemijskog i mineralnog sastava, profila proteina, vitamina
i antioksidativne aktivnosti uzoraka mleka magarice i humanog mleka 40. i 90. dana
laktacije
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Na dendogramu se primecuju dva odvojena klastera: desni koji obuhvata uzorke mleka
magarice i levi klaster koji obuhvata uzorke humanog mleka 40. i 90. dan laktacije.

Uocena je znatna udaljenost izmedu ovih klastera (oko 2000).

Kvalitativni rezultati za ovu analizu pokazuju da prve dve glavne komponente
zajednicki prikazuju 92,57% ukupne varijanse i da se to moze smatrati dovoljnim za
prikazivanje celokupnog seta eksperimentalnih podataka. Promenljive Ca (koja
pokazuje 6,07% ukupne varijanse, ra¢unato na osnovu korelacije), P (6,28%), asi-kazein
(6,19%) i a-laktalbumin (6,12%) su imale najizraZeniji negativni uticaj na racunanje prve
glavne komponente. Promenljive Mg (koja pokazuje 6,43% ukupne varijanse, rac¢unato
na osnovu korelacije), Zn (7,92%), vitamin C (17,17%), vitamin E (6,17%), as:-kazein
(12,92%) i B-kazein (14,96%) su imale najizraZeniji pozitivan uticaj na ra¢unanje druge

glavne komponente.
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Slika 23. Biplot analize glavnih komponenata hemijskog i mineralnog sastava, profila
proteina, vitamina i antioksidativne aktivnosti mleka magarice i humanog mleka 40. i

90. dana laktacije
Skracenice: asi-CN-asi-kazein, as-CN-asz>-kazein, f-CN-f-kazein, a-LA-o-laktalbumin, -LG-p-lakoglobulin, SA-serum
albumin, LYZ-lizozim, LF-laktoferin, SM-suva materija, PR-proteini, MM-mle¢na mast, L-laktoza, PE-pepeo, C-vitamin C,
A-vitamin A, E-vitamin E, AO-antioksidativna aktivnost
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Sa slike 23 se vidi da mleko magarice ima vece koncentracije proteina, Ca, P, Mg, Na, K,
Zn, vitamina A, vitamina E, asi-kazeina, o-laktalbumina, (-laktoglobulina, serum
albumina, lizozima i antioksidativhu aktivhost u odnosu na humano mleko, dok
humano mleko ima veée koncentracije suve materije, mle¢ne masti i laktoze u odnosu na

mleko magarice u analiziranom periodu laktacije.

SASTAV MASNIH KISELINA

Rezultati sastava masnih kiselina mleka magarice i humanog mleka 40. i 90. dana
laktacije prikazani su u tabeli 21. Zasi¢ene masne kiseline ¢ine 41,65% ukupnih masnih
kiselina u mle¢noj masti mleka magarice balkanske rase i 41,30% od ukupnih masnih
kiselina u mastima humanog mleka nakon 40 dana laktacije. Slicno humanom mleku
mleko magarice karakterisu male koli¢ine kratkog lanca i velike koli¢ine dugog lanca
masnih kiselina (Susmita i sar., 2012). Zasi¢ene masne kiseline su dominantna grupa u
ukupnim masnim kiselinama u mleku magarice balkanske rase i humanom mleku,
zatim mononezasi¢ene 1 polinezasi¢ene masne kiseline, prisutne u nizim
koncentracijama (Malacarne i sar., 2002). Dobijeni rezultati humanog mleka su u skladu
sa podacima iz literature gde su autori Susmita i sar. (2012) utvrdili da u humanom

mleku Bengalskih majki ima 35% mononezasi¢enih masne kiseline.

Iz tabele 21 moze se videti da od zasi¢enih masnih kiselina, najve¢i udeo c¢ini
palmitinska kiselina (C16:0 ) u obe vrste mleka, sa nesto veéim sadrzajem u mleku
magarice balkanske rase u odnosu na humano mleko 40. dana. Evidentno je opadanje
sadrzaja C16:0 tokom 90. dana laktacije. Udeo C16:0 od ukupnih zasi¢enih masnih
kiselina u mleku magarice i humanom mleku ¢ini oko 44%. Susmita i sar. ( 2012 ) su
takode utvrdili da u humanom mleku Bengalskih majki ima 60% C16:0, dok rezultati
Mayer & Fiechter (2013) pokazuju da C16:0 ¢ini 40% i 39 % od ukupnih zasi¢enih masnih
kiselina kod ov¢ijeg i kozjeg mleka. Sadrzaj kaprinske kiseline (C10:0) u mleku magarice
je veci nego u humanom mleku. Masne kiseline od C4:0 do C11:0 i C13:0 do C16:0
pokazuju trend opadanja tokom 90. dana laktacije, dok sadrzaj C12:0, C14:0 i C18:0 ima
trend povecanja. Procenti laurinske (C12:0), stearinske (C18:0) i miristinske masne

kiseline (C14:0) ve¢i su u humanom mleku u odnosu na mleko magarice. Ukupna
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koncentracija zasi¢enih masnih kiselina ima rastudi trend tokom laktacije u obe vrste

mleka, ali je povecanje koncentracije izraZenije u mleku magarice (sa 41,65% na 49,67 %).

Sadrzaj mle¢ne masti u mleku magarice je nizak Sto ima za posledicu nisku energetsku
vrednost u odnosu na humano mleko i mleko drugih Zivotinja ( Salimei i sar., 2004 ).
Medutim, u procentima sastav masnih kiselina i posebno sadrzaj polinezasi¢enih
masnih kiselina u mleku magarice je veci od kravljeg mleka, $to je glavna tacka interesa

upotrebe mleka magarice ( Gastaldi i sar., 2010).

Dobro izbalansiran odnos n6/n3 masnih kiselina od 1,17: 1 u mleku magarice u odnosu
na humano mleko ¢ini mleko magarice veoma korisnim u ljudskoj ishrani. SadrZzaj
laurinske (C12: 0) i miristinske masne kiseline (C14:0) u ishrani dece humanim mlekom
je viSestruko znacajan zbog visokog antibakterijskog i antivirusnog agensa (Carpo i sar.,

2007).

Nezasic¢ene masne kiseline ¢ine 48,44% mleka magarice i 50,99% humanog mleka tokom
40 dana laktacije. Vecina nezasiéenih su mononezasiéene masne kiseline, koje ¢ine
34,04% 137,23% od ukupnih masnih kiselina mleka magarice i humanog mleka nakon 40
dana laktacije. Chiofalo i sar. (2004) nisu nasli znac¢ajnu varijabilnost tokom 40. i 90. dana
laktacije u mleku magarice. Mleko magarice i humano mleko imali su znaéajno veci
procenat oleinske kiseline (C18:1 n9) u poredenju na drugim identifikovanim
mononezasi¢enim masnim kiselinama. Medu mononezasiéenim masnim kiselinama,
koli¢ina C18:1 n9 bila je znacajno veca i povecavala se tokom laktacije u mleku magarice,
dok se smanjivala u humanom mleku. Druga velika frakcija masnih kiselina u obe vrste

mleka bila je palmitoleinska kiselina (C16 : 1 n7).

Od polinezasi¢enih masnih kiselina, sadrzaj C18:2 né linolne kiseline, znacajno se
povecava tokom 40. i 90. dana laktacije u obe vrste mleka, ali je znatno veéi sadrzaj

naden u humanom mleku.
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Tabela 21. Sastav masnih kiselina mleka magarice balkanske rase i humanog mleka 40. i

90. dana laktacije

Masne kiseline

% od ukupnih masnih kiselina

M 40 M 90 H 40 H 90

SFA 41,65+0,04> 49,67+0,074d 41,30+0,052 42,08+0,06¢
C4:0 0,09+0,002 0,13+0,01° 0,070,012 0,09£0,002
C6:0 0,17£0,01a 1,15+0,02¢ 0,11+0,02b 0,20£0,01a
C8:0 3,14+0,02b 4,07£0,01¢ 3,06+0,022 3,10+0,02ab
C10:0 6,18+0,01¢ 7,830,014 1,98+0,022 2,20£0,01b
C12:0 4,42+0,012 8,26£0,004 6,98+0,02b 7,40£0,00<
C13:0 0,17£0,01¢ 0,35£0,014 0,09+0,012 0,11+0,02b
C14:0 3,80+0,012 6,30+0,014 5,50£0,01b 5,96+0,01¢
C16:0 21,26+0,014 17,77+0,022 19,50+0,04¢ 18,62+0,03b
C18:0 0,97£0,022 1,35+0,02b 2,90+0,06¢ 3,18+0,024
MUFA 34,090,072 34,44+1,06b 37,23+0,54¢ 32,910,552
Cl14:1nb 0,360,032 0,34+0,02ab 0,30+0,01b 0,360,022
C16:1 n7 6,630,014 3,44+0,132 3,90+0,07¢ 3,62+0,06P
C18:1n9 26,34+0,112 29,98+1,14¢ 32,400,594 28,36+0,54b
C22:1n9 0,7610,04¢ 0,68+0,02bc 0,62+0,042b 0,5840,062
PUFA 14,350,492 17,53+0,52¢ 13,760,262 16,10£0,13b
C18:2n6 7,080,062 9,52+0,10b 11,13+0,10¢ 13,250,404
C18:3n3 6,60+0,41b 7,56+0,62¢ 1,930,342 2,10£0,20a
C20:2 n6 0,21+0,08¢ 0,11+0,02b 0,00+0,002 0,000,002
C20:2n3 0,23+0,032 0,17£0,052 0,20£0,052 0,180,062
C20:4 n6 0,240,072 0,17£0,012 0,50£0,11 0,58+0,12b
n6/n3 1,07+0,182 1,27+0,23b 5,88+0,42¢ 6,25+0,564
UFA 48,44+0,462 51,971,350 50,99+0,54> 49,01£0,492
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Sadrzaj linolenske kiseline (C18:3 n3) znacajno je veci (p<0,05) (oko 2,5 puta) u mleku
magarice u odnosu na humano mleko, ali nakon 40. dana laktacije sadrzaj se smanjuje u

obe vrste mleka.

Vrednost ukupnih polinezasi¢enih masnih kiselina u humanom mleku je veci nego 3to je
detektovano u evropskoj populaciji Zena (10-16,6%), uz dominaciju polinezasi¢enih
masnih kiselina iz n6 serije (Kresic¢ i sar., 2013 a, b). U posmatranom periodu laktacije,
sadrzaj linolne i o-linoleinske masne kiseline povecane su u obe vrste analiziranih
uzoraka mleka. U mleku magarice i humanom mleku ukupan odnos n6/n3 masnih
kiselina pokazuje znacajan rast tokom laktacije. U humanom mleku mnogo je veci (oko
60 puta) sadrzaj n6 u odnosu na n3 masne kiseline tokom analiziranog perioda laktacije.
Generalno, nizak sadrzaj n3 masnih kiselina u humanon mleku ukazuje na to da je kod
Zena tokom laktacije preporucljiv dodatak n3 masnih kiselina (Arsi¢ i sar., 2009), dok je
mleko magarice veoma dobar izvor esencijalnih n3 masnih kiselina. Sadrzaj linolne i a-
linoleinske masne kiseline u humanom mleku u skladu je sa rezultatima Susmita i sar.
(2012), koji su utvrdili da mleko Bengalskih majki sadrzi 11,05% linolne i 1,68% o-
linoleinske masne kiseline. Odnos n6/ n3 je 1,07 i 1,27 u mleku magarice nakon 40. i 90.

dana laktacije, odnosno, znatno niZe u odnosu na humano mleko (5,88 i6,25).

Niske koncentracije eikosadeinske masne kiseline (C20:2) i arahidonske kiseline (C20:4)
su utvrdene u obe vrste mleka. Mleko magarice karakteriSe prisustvo arahidonske
masne kiseline, koja se nalazi u membranama nervnih ¢elija i od sustinskog je znacaja u
toku neonatalnog razvoja bebe (Cocchi, 2000) iako je njen sadrzaj nizi u poredenju sa

humanim mlekom.

Klaster analiza (CA) i analiza glavnih komponenata (PCA) sastava masnih

kiselina mleka magarice i humanog mleka

Slika 24 prikazuje dendogram klaster analize sastava masnih kiselina mleka magarice
balkanske rase i humanog mleka 40. i 90. dana laktacije, koji su grupisani tako da se

sli¢cne promenljive nadu u istoj klasi.
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Slika 24. Dendogram sli¢nosti sastava masnih kiselina mleka magarice balkanske rase i
humanog mleka 40. i 90. dana laktacije

Na dendogramu se primecuju tri odvojena klastera: desni koji obuhvata uzorke mleka
magarice za 40. dan, srednji klaster koji obuhvata uzorke humanog mleka 40. i 90. dan i
levi klaster koji obuhvata uzorke mleka magarice, 90. dan.

Kvalitativni rezultati za analizu glavnih komponenata sastava masnih kiselina prikazani
su na biplot slici 25. Prve dve glavne komponente zajedni¢ki prikazuju 87,57% ukupne

varijanse, dovoljno za prikazivanje celokupnog seta eksperimentalnih podataka.

Promenljive C4:0 (koja pokazuje 8,59% ukupne varijanse, racunato na osnovu korelacije),
C6:0 (7,27%), C8:0 (7,51%), C10:0 (10,01%), C13:0 (9,23%), zasi¢ene masne kiseline
(7,04%) i C18:3 n3 (9,65%), su imale najizraZeniji pozitivni uticaj na racunanje prve
glavne komponente, dok su promenljive C18:0 (7,39%) i C20:4 n6 (8,88%) imale

najizrazeniji negativni uticaj na ra¢unanje prve glavne komponente.

Promenljive C12:0 (koja pokazuje 11,35 % ukupne varijanse, racunato na osnovu
korelacije), C14:0 (11,47%) i C18:2 n6 (6,04%), su imale najizraZeniji pozitivan uticaj na
racunanje druge glavne komponente, dok su C16:0 (10,95%), C16:1 n7 (11,19%), C22:1 n9
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(6,31%), C20:3 n3 (10,49%) imale najizrazeniji negativan uticaj na ra¢unanje druge glavne

komponente.

Sa slike 25 takode se vidi da mleko magarice ima vece koncentracije zasi¢enih i
polinezasi¢enih masnih kiselina C6:0, C8:0, C4:0, C13:0 u 90. danu, dok je koncentracija
C20:3 n3, C16:0, C16:1 n7, C22:1 n9 i C20:3 n6 masnih kiselina ve¢a u mleku magarice u
40. danu. Humano mleko karakteriSe povec¢ana koncentracija C18:0, C20:4 n6 i C18:2 n6

masnih kiselina.

4 C14:0 C12:0
3 C18:2n6 PUFA
M90
2 C18:0 C6:0
H90 C8:0
C4:0

1 C20:4n6 C13:0
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Slika 25. Biplot grafik za analizu glavnih komponenata sastava masnih kiselina

mleka magarice balkanske rase i humanog mleka 40. i 90. dana laktacije
Skracenice: SFA-zasi¢ene masne kiseline, PUFA-polinezasi¢ene masne kiseline, MUFA-mononezasi¢ene masne

kiseline
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UTICAJ ISHRANE NA SASTAV MLEKA MAGARICE
BALKANSKE RASE

HEMIJSKI SASTAV HRANE ZA ZIVOTIN]JE

Analiziran je sastav i uticaj vrste ishrane na kvalitet mleka magarice balkanske rase
tokom perioda laktacije. U tabeli 22 komparativno je prikazana hemijski kvalitet

pasnjaka (prolece/jesen i leto), livadskog sena, deteline i kukuruza.

Iz dobijenih rezultata je evidentno da sadrzaj suve materije, proteina i masti pasnjaka u
prolece/jesen je vec¢i u odnosu na leto, dok je sadrzaj celuloze povecan u letnjem

periodu.

Tabela 22. Hemijski sastav razli¢itih vrsta hrane za Zivotinje

Hemijski sastav (% na SM)

Vrsta hrane

Suva
. Proteini Mast Pepeo Celuloza
materija
Pasnjak
o 20,12+0,03> 23,61+0,01¢  3,99+0,03¢ 9,98+0,02a  24,35+0,20°
(prolece/jesen)
Pasnjak (leto) 19,02+0,052  21,85+0,17¢ 3,12+0,082> 10,03+0,032  25,22+0,14¢
Livadsko seno
A . 92,05+0,31e 13,37+0,29>  2,59+0,44a 7,52+0,32¢  38,81+0,544
(jesen/zima)
Detelina (prolece) 80,01+0,10¢ 30,27+0,16¢  5,37+0,064  12,28+0,304  40,43+0,07¢
Kuk 1
ukuruz (cela 88,49+0,040 92340070  3,64+0,02bc  1,46+0,04b  3,32+0,08

sezona)

ad u eksponentu u istoj koloni tabele ukazuju na statisticki znacajnu razliku izmedu srednjih vrednosti, pri nivou

znacajnosti od p<0,05 (na osnovu post-hoc Tukey-evog HSD testa).

Opadanje sadrzaja proteina i povecanje sadrzaja celuloze tokom suve tople sezone, u
skladu je sa zaklju¢cima prethodnih istraZivanja na ravnic¢arskim pasnjacima (Martinelli

isar., 2007; Grdovi¢ i sar., 2013).

Sadrzaj pepela pasnjaka nije pokazao statisti¢ki znacajnu razliku (p=0,05) u odnosu na

sezonu. Pasnjak za ishranu Zivotinja sa svojim brojnim biljnim vrstama pokazuje visok
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kvalitet, sto je u skladu sa istraZivanjima koje su sproveli Grdovi¢ i sar. (2013) na

pasnjaku Valjevac u oktobru, aprilu i junu.

Osnova obroka u ishrani Zivotinja tokom zimskog perioda (novembar-april) je livadsko
seno zadovoljavajuceg kvaliteta sa visokim sadrzajem proteina i celuloze. U Evropi,
posebno u Italiji, preporucuje se da 70-80% ishrane kopitara bude livadsko seno osu$eno

na suncu (Miraglia &Martin-Roset, 2006).

Pored livadskog sena, u obroke magarice balkanske rase ulazi i kukuruz tokom cele
sezone. U proleénom periodu od aprila ishrana magarice se obogacuje sveZom
detelinom. 1z iste tabele moZze se videti da je detelina po hemijskom sastavu najbogatija

proteinima, celulozom, pepelom i mastima u odnosu na drugu vrstu hrane.

U tabeli 23 prikazani su rezultati sadrzaja minerala u razli¢itoj vrsti hrane za magarice
balkanske rase. Pasnjak sadrzi minerale slede¢im redom: Ca > P > Na > Mg > Fe > Mn >
Zn > K > Cu. Tokom letnje sezone sadrzaj Ca, P, Na i Fe smanjuje se, dok se sadrzaj Mg,
Cu, Zn, Mn i K povecava u odnosu na prolece/jesen. U poredenju sa pasnjakom,
livadsko seno karakterise visok sadrzaj K, P, Mg, Fe, Cu, Zn i Mn, a nizak sadrzaj Na.
Dalje se iz rezultata prikazanih u istoj tabeli vidi da je detelina izuzetno bogata
sadrzajem P, K, Na i Ca, dok je mineralni sastav kukuruza siromasan u odnosu na drugu

vrstu hrane za magarice.

Sastav masnih kiselina pasnjaka (prolece/jesen i leto), livadskog sena, deteline i

kukuruza prikazan je u tabeli 24.

Kako se vidi iz dobijenih rezultata, sadrzaj mononezasi¢enih, nezasi¢enih, C18:1 n9c,
C18:2 n6 i C18:3 n3 masnih kiselina pasnjaka u prolece/jesen je veci u odnosu na leto,
dok je sadrzaj zasic¢enih, polinezasi¢enih i odnosa zasi¢enih/nezasi¢enih masnih kiselina
povecan u letnjem periodu. U odnosu na drugu vrstu hrane pasnjak je najbogatiji
sadrZajem polinezasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina, ¢ije se promene tokom sezone
u pasnjaku statisticki znacajno ne menjaju (p=0,05). Livadsko seno bogato je sadrzajem
zasi¢enih, mononezasi¢enih, odnosom zasi¢enih/nezasi¢enih, C18:1 n9 i C18:2 né
masnih kiselina. Chiofalo i sar. (2006 a) su utvrdili slican sastav livadskog sena tokom

ishrane italijanske rase magarice Martina Franca. Sadrzaj zasi¢enih i mononezasi¢enih
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masnih kiselina izuzetno je visok u analiziranoj detelini dok je kukuruz bio bogat svim

masnim kiselinama izuzev zasié¢ene i C18:3 n3 masne kiseline.
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Tabela 23. SadrZaj minerala razli¢itih vrsta hrane tokom perioda laktacije magarice balkanske rase

Sadrzaj minerala (mg/kg na SM)

Vrsta hrane
P Ca Na Mg Fe Cu Zn Mn K

Pasnjak

1292,45+7,072 14167,54+153,31¢ 516,15+10,004 442,80+502,03ab 216,10+£114,772 2,32+0,46b 24,99+0,03a 64,6910,51a 2,510,012
(prolece/jesen)
Pasnjak (leto) 1196,41+6,412 10054,01+53,024 306,73+11,58¢ 964,77+14,49bc 140,450,582 3,1740,08¢ 26,0310,062 66,37+0,12a 3,520,102
Livadsko seno (jesen/zima) 2300,04+300,012 2681,46+46,97¢ 218,13+6,75> 1450,26+51,82¢ 423,15+2,21¢ 5,70+0,25¢ 29,5610,184d 138,335,604 4767,70+417,66>
Detelina (prolece) 34698,00+1850,390 1621,99+38,54b 876,40160,30° 274,3548,77a 131,855,202 4,530,074 12,87+0,82¢ 29,7143,15¢ 23090,07+657,76¢
Kukuruz (cela sezona) 0,38+0,07a 0,07+0,02a 0,08+0,01a 12,26+0,12a 0,01+0,01> 0,01£0,01a 0,01£0,000 0,01£0,01° 0,4240,10a

ad u eksponentu u istoj koloni tabele ukazuju na statisticki znac¢ajnu razliku izmedu srednjihvrednosti, pri nivou znacajnosti od p<0,05 (na osnovu post-hoc Tukey-evog HSD testa).

Tabela 24. Sastav masnih kiselina razli¢itih vrsta hrane tokom perioda laktacije magarice balkanske rase

% od ukupnih masnih kiselina

Vrsta hrane

SFA MUFA PUFA UFA SFA/UFA C18:1n9c C18:2n6 C18:3n3
Pasnjak (prolece/jesen) 18,5140,17> 13,90+0,58b 58,33+0,652 72,22+0,20a 0,26£0,00ab 4,37+0,04¢ 17,37+40,24¢ 39,36+0,32¢
Pasnjak (leto) 20,00+0,13¢ 9,60+0,34a 60,27+0,042 69,87+0,382 0,29+0,000 3,82+0,170 16,36+0,09> 37,85+0,174
Livadsko seno (jesen/zima) 33,07+0,82d 22,61+1,33¢ 44,23+0,924 66,8410,86¢ 0,49+0,02¢ 5,38+0,15¢ 31,22+0,134 14,00+0,02¢
Detelina (prolece) 58,42+0,42¢ 30,320,214 3,050,190 33,37+0,38> 1,75+0,034 0,05+0,002 0,51%0,01a 1,5140,01b
Kukuruz (cela sezona) 17,28+0,252 35,98+0,08¢ 38,95+1,71¢ 74,93+1,784 0,23+0,012 32,79+0,15¢ 56,56+0,13¢ 0,80+0,02a

ad y eksponentu u istoj koloni tabele ukazuju na statisticki znacajnu razliku izmedu srednjih vrednosti, pri nivou znacajnosti od p<0,05 (na osnovu post-hoc Tukey-evog HSD testa).
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Uticaj nacina ishrane i sezone na sastav mleka magarice balkanske rase prikazan je na
slici 26. Uticaj sezone i ishrane na pasnjacima nedovoljno je istraZen i malo je podataka u
literaturi. Nekoliko literaturnih navoda pokazuje da ishrana i sezona najvise uti¢u na
sadrzaj i sastav masnih kiselina (Chiofalo i sar., 2006 a,b). Porast sadrzaja proteina,
laktoze, mononezasic¢enih, polinezasi¢enih i C18:3 n3 masnih kiselina, u mleku magarice
u toku proleca, uslovljen je ishranom magarice na pasnjaku i dodatkom sveZe deteline
sa visokim sadrZajem proteina i masnih kiselina. Nakon toga sadrzaj proteina ima
opadajuci trend. Rezultati istraZivanja u odgovarajucoj sezoni su u skladu sa
literaturnim podacima Guo i sar. (2007).

Sadrzaj mle¢ne masti povecava se tokom leta i tokom zime na kraju laktacije, $to je u
skladu sa podacima u literaturi (Guo i sar., 2007; Cosentino i sar.,2010). Sadrzaj suve

materije i laktoze najveci je tokom kraja jeseni i poc¢etkom zime.
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Slika 26. Uticaj nacina ishrane i godisnjeg doba na sastav mleka magarice balkanske rase

Skracenice: SM-suva materija, PR-proteini, MM-mle¢na mast, L-laktoza, PE-pepeo, SFA-zasi¢ene masne kiseline, PUFA-

polinezasi¢ene masne kiseline, MUFA-mononezasi¢ene masne kiseline
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Klaster analiza (CA) i analiza glavnih komponenata (PCA) sastava hrane za

Zivotinje

Slika 27 prikazuje dendogram klaster analize uzoraka razli¢ite hrane u ishrani magarice
balkanske rase, koje su grupisane tako da se slicne promenljive nadu u istoj klasi.
Dendogram pokazuje komparativhu analizu za sastav paSnjaka (prolece/jesen),

pasnjaka (leto), livadsko seno (jesen/zima), detelinu (prolece) i kukuruz (cela sezona).

Na dendogramu (slika 27) se primecuju tri odvojena klastera: desni koji obuhvata
uzorke za prehranu sa pasnjaka u prolece i leto, (povecane vrednosti polinezasic¢enih,
nezasi¢enih masnih kiselina i minerala), srednja grupa koja obuhvata livadsko seno i
kukuruz i desni klaster koji obuhvata uzorke za ishranu detelinom (povecane
koncntracije zasi¢enih masnih kiselina, odnosa zasi¢enih/nezasi¢enih masnih kiselina,
P, K, Na i masti). Uoc¢ena je znatna udaljenost izmedu treceg i druga dva klastera (oko

50000), dok je udaljenost izmedu prvog i drugog klastera iznosila oko 8000.

Kvalitativni rezultati za analizu glavnih komponenta sastava masnih kiselina prikazani
su na biplot slici 28. Rezultati pokazuju da prve dve glavne komponente zajednicki
prikazuju 81,60% ukupne varijanse i da se to moze smatrati dovoljnim za prikazivanje

celokupnog seta eksperimentalnih podataka.

Sadrzaj proteina ¢ini 6,51% ukupne varijanse, dok sadrzaj ostalih komponenata celuloza,
P, Na, K, zasi¢ene masne kiseline, odnos zasi¢enih/nezasi¢enih masnih kiselina iznosi
redom 6,14%, 8,87%, 8,34%, 8,92% i ima najizrazeniji negativni uticaj na ra¢unanje prve
glavne kompnente. Nezasi¢ene masne kiseline (9,30%) i C18:2 n6 (6,68%) imaju
najpozitivniji uticaj na racunanje prve glavne komponente. Promenljive Ca (koja
pokazuje 7,47% ukupne varijanse, ra¢unato na osnovu korelacije), Mg (7,22%), Fe
(6,01%), Zn (12,16%), Mn (7,63%) i C18:3 n3 (9,22%) imale su najizraZeniji pozitivan
uticaj na racunanje druge glavne komponente, a mononezasicene masne kiseline
(11,12% od ukupne varijanse) i masne kiseline C18:1 n9 (6,80%) imale su najizraZeniji

negativan uticaj na ra¢unanje druge glavne komponente.
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Slika 27. Dendogram sli¢nosti sastava razlic¢itih vrsta hrane za magarice balkanske rase
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Slika 28. Biplot grafik sastava razli¢itih vrsta hrane za magarice balkanske rase

Skracdenice: SM-suva materija, SFA-zasi¢ene masne kiseline, PUFA-polinezasi¢ene masne kiseline, MUFA-

mononezasi¢ene masne kiseline
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W/

ZAKLJUCAK

Na osnovu prikazanih rezultata dobijenih ispitivanjem uticaja perioda laktacije i ishrane
na kvalitet mleka magarice balkanske rase i poredenja sa sastavom humanog mleka

moze se zakljuditi:

v' Mleko magarice balkanske rase ima specificne hemijske karakterisitike i
prose¢no sadrzi: 9,26% suve materije, 6,50% laktoze, 1,63% proteina, 0,61%

mlec¢ne masti, 0,51% pepela, a energetska vrednost iznosi 160,86 kJ/100ml.

v" Udeo kazeina u ukupnim proteinima mleka magarice balkanske rase tokom
laktacije prose¢no iznosi 39,95%, dok je udeo proteina surutke 58,94%. Odnos

kazeinai proteina surutke je 0,68.

v" Metodom kapilarne elektroforeze identifikovane su proteinske frakcije: asi-
kazein, as»-kazein, B-kazein (A, F), a-laktalbumin (A, C), B-laktoglobulin,
lizozim, laktoferin, serum albumin i immunoglobulin ¢iji sadrzaj opada tokom
perioda laktacije. a-laktalbumin i lizozim su najzastupljenije proteinske frakcije u
mleku magarice balkanske rase. Sadrzaj a-laktalbumina se krece od 3,09 g/1 do
1,99 g/1, a lizozima varira od 1,04 g/1 do 2,97 g/1. Laktoferin i imunoglobulin su

frakcije sa najmanjim udelom u mleku magarice balkanske rase.

v Sadrzaj mle¢ne masti raste tokom perioda laktacije i dostize najvecu vrednost
1,06 % 100. dana laktacije. Dominantne masne kiseline u mleku magarice
balkanske rase tokom laktacije su oleinska (C18:1 n9) sa prose¢nim udelom
22,50% i palmitinska kiselina (C16:0) sa udelom od 18,72%. Udeo linolne kiseline
(C18:2 nb) krece se u opsegu od 7,08%, do 9,69%, a udeo a-linoleinske kiselina

(C18:3 n3) u ukupnim masnim kiselinama varira od 5,85% do 7,83% Udeo

84



Doktorska disertacija Jasmina Gubié

zasi¢enih masnih kiselina u mleku magarice iznosi 50,6%, dok udeo
mononezasi¢enih i polinezasi¢enih masnih  kiselina je 27,21% i 15,47%,

respektivno

v Prosefan sadrzaj minerala u mleku magarice iznosi redom: kalcijum 158,39
mg/100ml, kalijum 47,92 mg/100ml; fosfor 47,92 mg/100ml, magnezijum 7,38
mg/100ml, natrijum 29,34 mg/100 ml, kalijum 115,42 mg/100ml i cink 0,43
mg/100ml.

v Prosean sadrzaj suve materije i pepela mleka magarice nizi je za 1,2% u odnosu
na humano mleko. SadrZzaj proteina u mleku magarice je dva puta veci u odnosu
na humano mleko, dok je sadrZzaj mle¢ne masti oko 5 puta ve¢i u humanom
mleku u poredenju sa mlekom magarice. Odnos kazeina i proteina surutke
krece se od 0,68 do 0,75 u mleku magarice , dok u humanom mleku varira od
0,59 do 0,70. Zasi¢ene masne kiseline imaju rastuci trend tokom laktacije u mleku
magarice balkanske rase, kao i u humanom mleku. SadrZaj a-linoleinske kiselina
(C18:3 n3) je oko 2,5 puta veci u mleku magarice u odnosu na humano mleko. U
humanom mleku je oko 60 puta veci udeo né6 masnih kiselina u odnosu na n3

masne kiseline tokom analiziranog perioda laktacije u mleku magarice.

v’ Sadrzaj laktoze iznosi 7,08% u mleku magarice, odnosno 7,35% u humanom
mleku i ne menja se znacajno tokom analiziranog perioda laktacije Prosec¢an
sadrzaj minerala (Ca, P, Mg, Na i K) znatno je ve¢i u mleku magarice balkanske

rase u odnosu na humano mleko.

v Visok sadrzaj vitamina C utvrden je u obe vrste mleka: 27,20 pg/ml (mleko
magarice) i 31,03 pg/ml (humano mleko). Mleko magarice ima veci sadrzaj
vitamina A i E u odnosu na humano mleko, $to je doprinelo i vecoj

antioksidativnoj aktivnosti mleku magarice u odnosu na humano mleko.

v' Floristicki sastav hrane za zivotinje doprineo je da hemijski sastav mleka
magarice balkanske rase varira tokom sezone. SadrZaj suve materije, proteina,
masti i minerala (Mg, Cu, Zn, Mn i K) u hrani za Zivotinje tokom sezone
prolece/jesen je veéi u odnosu na letnji period ishrane zivotinje. Najveci sadrzaj

proteina celuloze, pepela i masti je u detelini koja je takode izuzetno bogat izvor
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minerala: P, K, Na i Ca. Najveéi udeo mononezasic¢enih i polinezasi¢enih masnih
kiselina ima hrana za Zivotinje u sezoni prolece/leto. Udeo zasi¢enih masnih

kiselina je najvedi u livadskom senu i kukuruzu tokom zime.

v Porast sadrzaja proteina, laktoze, mononezasi¢enih, polinezasi¢enih i C18:3 n3
masnih kiselina je u mleku magarice u toku proleca. Sadrzaj mle¢ne masti
povecava se tokom leta i tokom zime na kraju laktacije. SadrZaj suve materije i
laktoze u mleku magarice balkanske rase najve¢i je tokom kraja jeseni i

pocetkom zime.
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