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MOGUCNOST ISKORISCENJA SEMENKI JABUKA
KAO NUSPROIZVODA PREHRAMBENE INDUSTRIJE

SAZETAK

Nakon industrijske prerade jabuka ostaje oko 25 % otpada, jabu¢nog tropa, koji predstavlja
ekoloski i ekonomski problem. Ovaj otpad sadrzi potencijalno vredne nusproizvode, kao $to su
semenke jabuka. U disertaciji su ispitane mogucnosti iskoriS¢enja semenki jabuka sorti Ajdared,
Zlatni DeliSes i Sumatovka.

Iz semenki su, postupkom hladnog cedenja, izdvojena ulja. Na osnovu ispitivanja fizi¢ko-
hemijskih parametara, sva tri ulja su ispunjavala uslove kvaliteta za ovu kategoriju, prema
Pravilniku. Sadrzaji nezasi¢enih masnih kiselina (89,56-90,09 %), tokoferola (23,4-45,1 mg/100g) i
polifenola (2,42-3,81 mgGAE/100g), pokazali su da se radi o uljima visoke nutritivne vrednosti.
Najbolju oksidativnu stabilnost na DSC testu, imalo je ulje semenki Sumatovke, a najjaca
antioksidativna aktivnost, ispitana DPPH i ABTS testom, utvrdena je u ulju semenki sorte Zlatni
DeliSes.

Drugi deo istrazivanja je bio posvecen inkapsulaciji ulja, u pogodne nosace, metodama
elektrostaticke ekstruzije i sprej-suSenja. Obe metode su pokazale visok stepen efikasnosti
(prosecno 92,6 % 1 85,7 %, redom), ¢ime je omogucena lakSa manipulacija uljem. Rezultati Oven
testa su pokazali da inkapsulacija, u odredenoj meri, pruza zastitu uljima od oksidacije.

Zaostala obezmaséena pogaca od iscedenih semenki, koriS¢ena je kao delimi¢na zamena (5
% 120 %) za pSeni¢no brasno, u proizvodnji hleba. Hlebovi obogaéeni pogacom su imali znacajno
veci sadrzaj hranljivih vlakana, proteina, polifenola i bolju svezinu u odnosu na standardni hleb.
Delovi pogace su se jasno uocavali na popre¢nom preseku obogaéenih hlebova, Sto je doprinelo
njihovom atraktivnom izgledu.

Konstatovano je da ulje, inkapsulati ulja i obezmasS¢ena pogaca mogu imati upotrebnu
vrednost u praksi, §to semenke jabuka u potpunosti €ini iskoristljivim.

Kljuéne redi: ulje semenki jabuke, hladno cedeno, masne kiseline, tokoferoli, polifenoli,
antioksidativna aktivnost, oksidativna stabilnost, inkapsulacija, obezmaS¢ena samlevena pogaca,
obogaceni hleb.

Naucna oblast: Tehnolosko inzenjerstvo

UZa naucna oblast: Nauka o preradi ratarskih sirovina

UDK broj: 631.53.01:634.10]:663/664(043.3)



POSSIBILITY OF UTILIZING APPLE SEEDS
AS BY-PRODUCT OF FOOD INDUSTRY

ABSTRACT

After the industrial processing of apples, there remains about 25 % of apple pomace, which
is an environmental and economic problem. This waste contains potentially valuable by-products,
such as apple seeds. In this dissertation, the possibilities of utilization of apple seeds of the varieties
Ajdared, Zlatni DeliSes, and Sumatovka were examined.

Oils were extracted from the seeds by cold pressing. Based on their physico-chemical
parameters, all three oils met the quality requirements for this category, according to the official
regulations. The content of unsaturated fatty acids (89.56-90.09 %), tocopherols (23.4-45.1
mg/100g) and polyphenols (2.42-3.81 mgGAE/100g) showed that these oils had high nutritional
value. Sumatovka seeds had the best oxidative stability according to the DSC test, whereas Zlatni
DeliSes had the strongest antioxidant activity, tested by the DPPH and ABTS tests.

The encapsulation of oils by electrostatic extrusion and spray-drying methods showed high
degree of efficiency (on average 92.6 % and 85.7 %, respectively), which enabled easier oil
manipulation. The results of the Owen test showed that encapsulation provided partial protection
from oxidation.

Residual defatted apple seed cake was used as a partial substitute (5 % and 20 %) for wheat
flour in the production of bread. Breads enriched with different portions of cake had a significantly
higher content of dietary fiber, proteins, polyphenols, and better freshness compared to the standard
bread. In addition, the enriched breads have an attractive appearance, pleasant tactile sensation
during chewing, and smell.

It was concluded that oil, oil encapsulates, and enriched bread can all be used in the
manufacture, which makes apple seeds completely usable.

Key words: apple seed oil, cold pressed, fatty acids, tocopherols, polyphenols, antioxidant activity,
oxidative stability, encapsulation, defatted ground oil cake, enriched breads.

Scientific field: Technological engineering
Scientific subfield: Science of field crop processing
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1. UVOD

Jabuka (Malus domestica Borkh.) spada u vrstu voca koje se najviSe uzgaja na svetu.
Proizvodnja jabuke 1961. godine je bila 17 miliona tona, da bi u narednih pet decenija porasla na 76
miliona tona 2011. godine, i kona¢no, 2017. godine dostigla proizvodnju od 83 miliona tona
(FAOSTAT, 2013; Gornas, 2015a; FAOSTAT, 2019). Pripada familiji Rosaceae, potfamiliji
Maloideae koja obuhvata 28 rodova i oko 1100 vrsta. Drvo jabuke se moZze naéi u svim
temperaturnim zonama severne hemisfere (Rohrer i sar.,1994; Arain i sar., 2012).

Hemijski sastav ploda jabuke je veoma slozen. Suva materija ploda jabuke se krece u
intervalu 15-19 %, pri ¢emu 9—16 % mase ploda ¢ine Seceri (pretezno, glukoza i fruktoza), 0,2—1,8
% organske kiseline, 0,4 % mineralne materije (najviSe ima kalijuma), a prisutne su i druge bioloski
znacajne supstance: vitamin C, karotin, antocijani, taninske materije, aminokiseline i dr (Mratinic,
2016). Oko 70 % jabuka se prodaje kao sveZe voce, a 25-30 % se preraduje u sok, cider, kaSu,
dzem i suvo voce (Fromm i sar., 2013). Osim hranljive vrednosti, plod jabuke poseduje i lekovita
svojstva. Konzumiranje jabuka je povezano sa zastitom organizma od raznih hroni¢nih bolesti. Sok
jabuke sprecava oksidaciju lipoproteina niske gustine (LDL), dok fitohemikalije u kori jabuke imaju
potencijalnu antioksidativnu i antiproliferativnu aktivnost koja predstavlja zastitu ¢elija od kancera
(Arain i sar., 2012).

Prema podacima koje je objavila Organizacija za hranu i poljoprivredu pri Ujedinjenim
nacijama (Food and Agriculture Organization - FAO) u svetu se, svake godine, baci oko 1300
milijardi kilograma hrane, Sto je, priblizno, jedna trec¢ina od ukupno proizvedene hrane. To
predstavlja veliki ekonomski i ekoloski problem, zbog velikog udela nusproizvoda koji ostaju
nakon prerade sirovina (Salevi¢ i sar., 2018). Zbog toga je upravljanje nusproizvodima i smanjenje
rastu¢ih troSkova proizvodnje najveéi izazov za proizvodaCe hrane. Pravilno koriS¢enje
nusproizvoda omogucava proizvoda¢ima hrane ne samo dobijanje novih, prirodnih,
biokomponenata, ve¢ i znacajnu finansijsku korist (Gornas i sar., 2014a). Posebna paznja se
posvecuje otpadu iz industrijske prerade voéa i povrca, a to su komina ili trop i semenke (Yukui i
sar., 2009).

Studije su pokazale da semenke biljaka predstavljaju potencijalni izvor ulja za prehrambene,
medicinske i industrijske svrhe (Popa i sar., 2010). Ekstrahovano ulje iz semenki biljaka je,
uglavnom, sastavljeno od triacilglicerola (95-98 %), dok preostalih 2—5 % predstavlja kompleksnu
meSavinu minornih komponenata: liposulibilnih vitamina, pigmenata — karotenoida i hlorofila,
fenolnih komponenata, fosfolipida, mono- i diacilglicerola i slobodnih masnih kiselina (Kamal-
Eldin, 2006; Aluyor i sar., 2009; Zoue i sar. 2012).

Industrijskom preradom jabuka stvara se ogromna koli¢ina nusproizvoda - jabucnog tropa,
koji se smatra vrednom biomasom za dobijanje pektina, organskih kiselina, proteina, enzima,
prirodnih antioksidanata i jestivih vlakana (Walia i sar., 2014). U nerafinisanom suvom jabu¢nom
tropu, semenke Cine oko 2,2-3,3 %, a sadrZaj ulja u semenkama dostize ¢ak 29,4 % (Fromm i sar.,
2012b; Gornas i sar., 2014b). Uvodenje novih sirovina za izdvajanje ulja, koja poseduju visoke
nutritivne i zdravstvene karakteristike, moze se smatrati jednim od najvaznijih izazova kako za
nauku, tako i za prehrambenu industriju (Hashemi i sar., 2017).

Ulje semenki jabuka ima najvise linolne kiseline, a zatim oleinske, palmitinske i stearinske
(Popa 1 sar., 2010). Masti i ulja su glavni izvor vitamina E (tokoferola) u svakodnevnoj ishrani
(Eitenmiller 1 Lee, 2004). Bioloske komponente sa aktivnoS¢u vitamina E su klasifikovane kao
najznacajniji prirodni antioksidansi i uglavnom su prisutni u biljkama i njihovim proizvodima.
Pretpostavlja se da je glavna funkcija tokoferola zastita polinezasi¢enih masnih kiselina od
oksidacije (Ratnayake i Daun, 2004; Gornas, 2015a).

Aktivne komponente biljnih ulja, a posebno nezasi¢ene masne kiseline, su osetljive na
nepovoljne uslove sredine kao §to su povisena temperatura, prisustvo kiseonika, svetlosti itd. Da bi
1



se ove komponente zastitile od nepovoljnih faktora, primenjuje se proces inkapsulacije, putem
stvaranja zastitnog omotaca tj. nosata. Aktivna komponenta u inkapsulisanom obliku naziva se
inkapsulat. Takode, inkapsulacijom se moze postici i kontrolisano otpustanje aktivnih komponenti
tokom konzumiranja i varenja hrane, maskirati neprijatni mirisi i ukusi aktivnih komponenti, ali i
olaksati manipulacija (npr. prevodenje tecnih aktivnih komponenti u ¢vrste oblike). Do danas je
razvijen veliki broj tehnika inkapsulacije kojima se mogu dobiti inkapsulati sa velikim rasponom
veli¢ina i oblika (Zuidam 1 Shimoni, 2010).

Posle izdvajanja ulja, od semenki jabuka ostaje obezmas¢ena pogaca, za koju se smatra da
sadrzi potencijalno iskoristljive hranljive materije, i to, nezanemarljivu koli¢inu proteina, hranljivih
vlakana, mineralnih materija i polifenola. U nau¢nim radovima kori$¢ene su razli¢ite biljne sirovine
i njihov otpad, kao funkcionalni dodaci u proizvodnji obogac¢enog hleba. To su hranljiva vlakna
pSeni¢ne klice (Ugarci¢-Hardi i sar., 2009), je¢ma (O’Shea 1 sar., 2017), citrusa (Altunkaya i sar.,
2013; Chang i sar., 2015; Yilmaz i Karaman, 2017; Spina i sar., 2019), jabuc¢ni trop (Masoodi i
Chauhan, 1998), pogaca tikve (Kuchtova i sar., 2016), maslinovo ulje (Matsakidou i sar., 2010),
kostice kajsije (Dhen i sar., 2018) i dr. Nabrojani dodaci valorizuju koriS¢ene nusproizvode pa se,
na taj nacin, od agroindustrijskog otpada dobija sirovina sa vrednim bioaktivnim komponentama,
koje se mogu iskoristiti za proizvodnju prehrambenih proizvoda sa dodatnom vrednos¢u. Takva

sirovina mogla bi da bude i obezmas¢ena pogaca od semenki jabuka, ¢iji je hemijski sastav istrazen
u malom broju nau¢nih radova (Tian i sar., 2010; Madrera i Valles, 2018).

Na slici 1.1 prikazana je Sema planiranih analiza u disertaciji, u cilju ispitivanja moguénosti
iskori§¢enja semenki jabuka.
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Slika 1.1. Sematski prikaz planiranih analiza u disertaciji



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Jabuka

2.1.1. Klimatski i zemlji$ni uslovi za gajenje jabuka

Kako bi se postigli redovni i visoki prinosi, zemljiSte na kome se uzgajaju vocke treba da
omoguci dobar rast vegetativnih (koren, stablo, list) i generativnih organa (cvet, seme i plod). Zbog
toga se mora sprovesti detaljna analiza klimatskih i zemljisnih Cinilaca staniSta, na kome je
planirano podizanje zasada (Gliha, 1978).

Najbitniji klimatski elementi za uspesno uzgajanje, ne samo jabuka, nego i drugih vo¢nih
vrsta su: svetlost, toplota, voda i vetar. Grada i1 raspored grana i liS¢a drveta jabuke je takav da moze
maksimalno da koristi svetlost, zbog Cega se ubraja u fotofilne biljke (voli svetlost). Pojedine vrste
jabuka opstaju na temperaturama izmedu +50 i -45°C, ali je za uspes$nu proizvodnju optimalan
interval temperatura od -25 do +35°C (Mratini¢, 2016). Za pravilan razvoj i dobar rod, jabuci je
neophodno oko 700 mm vodenog taloga, dok je, u toku vegetacije (period april-septembar),
optimalni vodeni talog oko 500 mm (Niketi¢, 1958). Jabuka se snabdeva vodom putem vodenih
padavina i navodnjavanjem. U vocarskoj proizvodnji, generalno, vetar predstavlja nepovoljan
klimatski faktor, jer dovodi do isusivanja zemljista i vazduha, pospesuje eroziju, otkida plodove pre
njihove pune zrelosti, onemogucava zastitno prskanje voca, pomaze Sirenju StetoCina i ¢esto lomi
grane (Mratini¢, 2016).

Intenzivna proizvodnja jabuka ne sme se izlagati riziku. Zato se preduzimaju mere zastite u
jabu¢njacima od elementarnih nepogoda, pre svega, od mraza i grada. Zastita od mraza se postize
zagrevanjem, zamagljivanjem i oroSavanjem, jer se masSine, kojima se obavlja navodnjavanje,
koriste i za zaStitu od mraza. Zastita od grada se sprovodi koriS¢enjem protivgradnih raketa i
natkrivanjem stabala plasticnim mrezama (Gliha, 1978).

Fizicke, hemijske i bioloske osobina zemljista su veoma znacajni faktori za proizvodnju
jabuka. Struktura zemljiSta, koja zavisi od odnosa gline i peska, ali i od koli¢ine kre¢njaka i
organskih materija (humusa) u zemljistu, je bitna fizicka karakteristika. Za uzgajanje jabuka je
najpogodnija mrviCasta struktura zemljista, koje treba da sadrzi dovoljno fosfora, kalijuma,
kalcijuma i magnezijuma. Koli¢ina humusa u zemljistu je veoma znacajna, jer je humus izvor azota.
Slabo kisela zemljiSta su najpogodnija za uzgajanje jabuka, i to, pH vrednosti 5,0-6,5. Jabuka se
najuspesnije uzgaja na ¢ernozemu, gajnjaci, aluvijalnom i polutresetnom zemljistu (Mratini¢, 2016).

2.1.2. Proizvodnja jabuke u svetu

Jabuka se gaji u preko 90 zemalja sveta. Najveci proizvodac jabuke je Kina, sa preko 40 %
svetske proizvodnje. Na drugom mestu su SAD sa preko 5 miliona tona godisnje, dok je u Evropi
najveéi proizvodac¢ Poljska sa preko 4 miliona tona u 2017. godini (Kolanowski i Zakrzewska,
2019; FAOSTAT, 2019).

Poredenjem ukupne proizvodnje jabuka u svetu, sa povrSinama na kojima se uzgajaju i
ostvarenim prinosima po hektaru, dobija se intenzitet proizvodnje. Prema ovom kriterijumu, sve
zemlje u kojima se jabuke uzgajaju su razvrstane u pet kategorija — od zemalja sa vrlo ekstenzivnom
proizvodnjom (prose¢ni prinosi jabuke do 5,5 t/ha), ekstenzivnom (5,5-10,5 t/ha), poluintenzivnom
(10,5-25,5 t/ha) i intenzivnom (25,5-40 t/ha), do zemalja sa vrlo intenzivnom proizvodnjom (preko
40 t/ha). Neke zemlje su veliki proizvodaci jabuke zahvaljuju¢i povrSinama na kojima se jabuka
uzgaja (Rusija, Ukrajina), dok druge postizu visoke prinose po jedinici povrSine (SAD, Italija,
Francuska), $to je teznja svih zemalja proizvodaca jabuke (Mratini¢, 2016).
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2.1.3. Proizvodnja jabuke u Srbiji

Jabuka je najznacajnija vrsta voca, pored §ljive, koja se gaji u Srbiji (Ivanovi¢ i Jelo¢nik,
2009; Mratini¢, 2016). U period od 2000. do 2009. godine, u Srbiji je proizvedeno prosecno
209.000 tona jabuke, na godi$njem nivou, uz prosecan prinos od oko 6,6 t/ha. Ovaj podatak govori
da je proizvodnja jabuke u naSoj zemlji ekstenzivnog karaktera. Pored povoljnih klimatskih i
zemljisnih uslova, u Srbiji se proizvodi, po stanovniku, samo oko 25 kg jabuka godisnje (Mratini¢,
2016). Razlozi za to su brojni: znacajan broj jabuCnjaka je star i amortizovan, zastarela
mehanizacija, nedostatak radne snage, visoka cena ulaganja u proizvodnju, stare (neadekvatne)
sorte jabuka, itd. (Ivanovic¢ i Jelo¢nik, 2009).

Iako prinosi jabuke u pojedinim jabucnjacima idu i preko 60 t/ha, 60% povrSina pod
jabukom je smeSteno u brdsko-planinskim krajevima, gde se gaje uglavnom stare, autohtone, sorte
koje pokazuju velike oscilacije u prinosu, zbog izrazito ekstenzivne proizvodnje (Mratini¢, 2016).
Uvodenjem novih tehnologija i novih produktivnijih sorti, postizu se visi prinosi i dobijaju
kvalitetniji plodovi po jedinici povrSine. Na taj nacin se unapreduje ukupna proizvodnja jabuka u
Srbiji (Ivanovi¢ i Jelo¢nik, 2009).

2.1.4. Plod jabuke — morfologija i anatomija

Prema Niketi¢ (1958), plodovi jabuke se, prema masi i veli¢ini, dele na:
- vrlo sitne — do 50 g;
- sitne —do 100 g;
- dosta sitne — do 150 g;
- srednje krupne — do 200 g;
- dosta krupne — do 250 g;
- krupne —do 300 g i
- vrlo krupne — preko 300 g.

Prema obliku poprecnog preseka, plodovi jabuke mogu biti kolacasti, kupasti, okruglasti,
izduzeni i kupasto-izduzeni (Niketi¢, 1958).

Anatomski delovi ploda jabuke su: pokozica, peteljka, meso, semena kucica i ¢aSi¢no
udubljenje sa CaSicom i caSicnim listi¢ima. Pokozica ili kora je spoljasnji omota¢ ploda. Boja
pokozice je sortna odlika. Razlikuju se osnovna i prelivna boja. Osnovna boja jabuke je zelena ili
razne nijanse zute ili zlatne boje, dok prelivne boje idu od bledoruzic¢aste do modrocrvene. Da bi
plod dobio boju koja je karakteristicna za odredenu sortu, mora biti izloZen suncu i vazduhu.
Plodovi koji su se razvijali u senci, imaju manje prelivnih boja. Peteljka je, takode, sortna
karakteristika i sluzi za procenu vrednosti sorte. Na osnovu duzine peteljke, ocenjuje se sklonost
ploda ka otpadanju. Npr. sorta jonatan ima dugacku peteljku koja stiti plod od otpadanja. Meso
ploda jabuke se opisuje prema boji, ¢vrstini i ukusu. Boja mesa moze biti bela, a moze imati i
razlicite nijanse od zute do zelene, kao i razne nijanse crvene boje. Meso se, prema Cvrstini, opisuje
kao: tvrdo, krto, meko, hrskavo, socno, rastopljeno itd. Ukus mesa moze biti: sladak, kiseo,
kiselosladak, slatkokiseo, vinast, slatkovinast i trpak (Niketi¢, 1958). Neke sorte jabuka imaju
izrazenu aromu (Mratini¢, 2016). Semena kucéica je sastavljena od pet pregrada (rede je prisutno tri
ili Sest) sa rozastim zidovima. Semene pregrade su zatvorene (svaka za sebe) ili otvorene, kada se
stapaju u jednu. Casi¢no udubljenje zajedno sa ¢asicom predstavlja pupak jabuke, koji moze imati
razli¢itu dubinu, Sirinu i oblik. Sama c¢aSica moZe biti otvorena, zatvorena, poluotvorena i
poluzatvorena (Niketi¢, 1958).



2.1.5. Sortiment jabuka

Tahtadan je, u sistematici biljaka, predstavio jabuku na slede¢i nacin (Mratini¢, 2016):

odeljak: Magnoliaphyta (skrivenosemenice);
klasa: Magnoliatae;

red: Rosales (ruza);

familija: Rosaceae;

potfamilija: Maloideae (jabucasto voce);
rod: Malus (jabuka).

Pomologija je nauka koja se bavi proucavanjem sorti vo¢a. Prema Niketi¢ (1958), razne

sorte jabuka vode poreklo od:

Malus silvestris (Sumska jabuka) koja raste u srednjoj i severnoj Evropi do 60° severne
geografske §irine, od koje su proizvedene mnoge kultivisane sorte jabuka.

Malus pumila (niska, patuljasta jabuka) — neretko se moze videti u Zbunastom obliku.
Poreklom je iz juzne Rusije i sa Kavkaza. Prema Mratini¢ (2016), u okviru ove vrste
izdvajaju se Cetiri varijeteta: precox, paradis, niedzwetskiana i domestica.

Malus bacata (sibirska jabuka) — visine do 3 m, a ¢esto se moze videti i u obliku Zbuna.
Plodovi su sitni i okrugli. Od nje je proisteklo niz sorti koje pokazuju otpornost prema
mrazu. Neke od tih sorti su visoke vrednosti. Stablo i grane se povijaju ka zemlji kako bi ih
preko zime pokrio sneg i tako podnose hladnocu i ispod -40°C.

Malus prunifolia - hibrid M.pumila i M.bacata ($ljivolisna ili kineska jabuka) — ima oblik
lista slican listu §ljive, pa odatle joj potice i naziv. Vodi poreklo iz juznog Sibira. Plod je
sitan ili malo ve¢i od ploda sibirske jabuke. Pokazuje otpornost na niske temperature i
temperaturna kolebanja.

Malus dasyphyla — spontani hibrid Malus silvestris i Malus pumila. Ima je u Austriji i
Bavarskoj (Nemacka).

Malus astracanica - hibrid M.pumila i M.bacata. Potice iz jugoistocne Rusije.

Prema vremenu berbe, sve sorte jabuka, koje se uzgajaju kod nas, se dele na letnje, jesenje i

zimske:

2016):

letnje sorte sazrevaju u periodu od pocetka jula do sredine avgusta i beru se oko nedelju
dana pre postizanja tehnoloske zrelosti;

berba jesenjih sorti jabuka se obavlja od sredine avgusta do sredine septembra, a potom se
uspesno skladiSte do oktobra ili novembra. Ako se berba obavi kasnije od predvidenog
termina, plodovi u skladistu ubrzo pocinju da brasnjave;

berba zimskih sorti se obavlja od sredine septembra do kraja oktobra (Misi¢, 2004).

Prema poreklu (ukoliko se poreklo zna), sorte jabuka se dele na (Niketi¢, 1958; Mratinic,

ameriCke: Kloz, Starkova najranija, Vista bela, Perzimek, Molis DeliSes, Prima, Jonatan,
Melrouz, Ajdared, Roze Delises, Zlatni deliSes, Jonagold, Starking, Vajnsep, Rombjuti,
Njuton zuti, Lepocvetka zuta, Ontario;

ruske: Astrahan beli, Astrahan crveni, Sarlamovski, Car aleksandar, Antonovka domaca,
Borovicki, Papirovka, Titovka, Trebuska;

engleske: DZzems griv, Pizgud, Zlatna parmenka, Koks oranz, Londonski peping, Ripston
peping, Blenhajmka, Diskaveri;

kanadske: Melba, Mekintos, Mantet, Samered;

nemacke: Grafenstajnka, LadsberSka reneta, Bobovec, Krivopeteljac, Gloster;

francuske: Kronselka, Kanatka, Francuska kozara, Sarden;

holandske: Boskopka, Ananas reneta, Elstar;
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- japanske: Akane-primruz, Mucu, Fudzi.
Od domacih sorti jabuka najpoznatije su:

- Cacanska pozna, nastala ukritanjem Starkinga i Jonatana u Institutu za vocarstvo u Cac¢ku
1973. godine.

- Cadel, nastala ukritanjem Zlatnog DeliSesa i Jonatana u Institutu za vocarstvo u Cacku
1985. godine (Mratini¢, 2016).

- Stare domace (autohtone) sorte. Ove sorte se od davnina vezuju za nasSe krajeve, ali im je
poreklo, uglavnom, nepoznato: Petrovata, Budimka, Kolatarka, Sumatovka, Sarunka,
Krstovaca, Boj$anka, Tetovka, Pulabija, Bedrika, Avajlija, Serbetka, Popadija, Batulenka,
itd. (Niketi¢, 1958).

Pored navedenih podela, postoje i neke, manje znacajne, podele sorti jabuka: prema
vremenu cvetanja, ekonomskoj vrednosti, otpornosti prema hladnoé¢i, raznim Steto¢inama i
vremenskim nepogodama, zahtevima u krecu, vlazi i drugim ¢iniocima u zemljistu (Niketi¢, 1958).

2.1.5.1. Ajdared

Dobijena je ukrStanjem sorti Jonatan i Vagener. Vodi poreklo iz SAD-a. Proizveo ju je Leif
Verner 1935. godine, a uzgaja se od 1942. godine. To je zimska sorta koja sazreva od druge dekade
do kraja septembra (Gliha, 1978). Pogodna je za ¢uvanje u skladistima u periodu novembar - maj,
jer za to vreme ova jabuka postaje socnija, ukusnija i harmoni¢nija. Plod dostiZze masu i preko 250 g
i ima okruglast ili kolaCast oblik (slika 2.1). Poseduje glatku, ¢vrstu i elasticnu pokozicu,
bledozelene boje, u osnovi (Mratini¢, 2016). Na ve¢em delu pokozice moze se primetiti prelivna
vinskocrvena boja, a retko se uocavaju krace, tamnije pruge (Gliha, 1978). Meso ove sorte je bele
boje, so¢no, ¢vrste strukture, a na ukusu je kiselkastoslatko (Mratini¢, 2016). Aroma joj je srednje
izrazena i neupadljiva. Dobro podnosi transport. Uspesno se ¢uva, do pocetka aprila, u hladnja¢ama
na +4°C (u normalnoj atmosferi), dok se u uslovima kontrolisane atmosfere (+3°C, 3 % COz2, 3 %
02) moze saCuvati do kraja juna. Plodovi dobro zadrzavaju kiseline i1 nisu skloni smezuravanju
(Gliha, 1978).

Slika 2.1. Plodovi jabuke sorte Ajdared
(https://agronomija.rs/)

2.1.5.2. Zlatni deliSes

Ova sorta je nastala oko 1890. godine, kao spontani sejanac u vrtu farmera Malinsa u mestu
Vinfild (Zapadna Virdzinija, SAD) (Gliha, 1978). Sli¢cno Ajdaredu, ovo je, takode, zimska sorta
koja u nasim uslovima sazreva i bere se od druge dekade do kraja septembra (Mratinié, 2016). Zbog
blagih kiselina, moZze se odmah konzumirati. U zavisnosti od toga na koji nacin se obavlja
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skladistenje, uspesno se ¢uva do kraja juna naredne godine (Gliha, 1978). Plod dostize masu do 280
g. Boja pokozice je zelenkasto-zuckasta, koja prelazi u zlatnozutu u periodu pune zrelosti (slika
2.2). Pokozica je glatka i suva i na njoj se mogu uociti lenticele koje ne kvare izgled ploda. Rdasta
prevlaka nije tipi¢no svojstvo ove sorte jabuka, mada moze biti prisutna manje ili viSe na pokozici,
S§to predstavlja manu, ne samo zbog narusavanja izgleda ploda, nego i zato Sto se takvi plodovi
kra¢e vreme mogu sacuvati u skladistima (Mratini¢, 2016). Meso je svetlozute boje, Cvrste
strukture, socno i slatko sa blagokiselkastim ukusom. Aroma je specificna, nenametljiva i prijatna.
Ne sadrzi mnogo kiselina, Sto je nedostatak ove sorte, jer bi po kvalitetu ukusa bila odli¢na (Gliha,
1978).

Plodovi Zlatnog delisesa su osetljivi na pritiske i udarce, pa je to razlog $to pokazuju slabe
manipulativne i transportne karakteristike. Meso je sklono da brasnjavi, a pokozica je sklona
smezuravanju (Mratini¢, 2016). S obzirom da epiderma nije pokrivena kontinuiranom kutikulom,
plodovi Zlatnog DeliSesa podlezu transpiraciji, Sto dovodi do gubitka na tezini. Zbog toga je
¢uvanje ovih plodova u hladnjatama sa normalnom atmosferom mogucée u kraCem vremenskom
periodu, i to na 0°C i relativnoj vlaznosti vazduha 90 %. U hladnjaCama sa kontrolisanom
atmosferom se primenjuju sledeci parametri za cuvanje Zlatnog DeliSesa: +2°C, 6 % COz2, 3 % O21
relativna vlaznost vazduha 95 % (Gliha, 1978).

A\

—_

Slika 2.2. Plod jabuke sorte Zlatni DeliSes
(https://www.globalinfruit.com/)

2.1.5.3. Sumatovka

Sumatovka je stara domaca sorta jabuke nepoznatog porekla. Postoji pretpostavka da su je
Turci doneli u nase krajeve. Prema istorijskim podacima, 1897. godine je opisano prvo stablo
Sumatovke u selu Donji Krupac kod Aleksinca. Ime joj je dao Petar Trivunac, po istorijskom mestu
Sumatovac (Niketi¢, 1958).

Sazreva kasno, krajem oktobra. Uspesno se ¢uva u skladi§tima do maja. Stablo Sumatovke
je bujno i1 pokazuje otpornost prema bolestima, mrazu, susi i jakim vetrovima. Rod joj je redovan i
obilan. Plod je sitan, mase do 80 g. Oblik ploda je izduzeno-loptast (slika 2.3) (Mratini¢, 2016).
Poseduje tanku, glatku, zlatnozutu pokoZicu, prekrivenu rumenilom. Meso Sumatovke je zelenkaste
boje, ¢vrste strukture, socno i pomalo trpkog ukusa i prijatne arome. Za vreme cuvanja u skladistu
postaje mekse, soCnije i aromati¢nije. Sumatovka je pogodna je za industrijsku preradu i
proizvodnju marmelade i jabukovade. Plod Sumatovke ima dosta semenki (oko 10 komada)
(Niketi¢, 1958).



Slika 2.3. Plodovi jabuke sorte Sumatovka
(https://agronomija.rs/)

2.1.6. Zrelost, berba i skladistenje plodova jabuke

Optimalno vreme berbe je vazno za duzinu Cuvanja i kvalitet plodova, a samim tim, i za
ekonomicnost proizvodnje jabuka. Ovo vreme se mora precizno odrediti u svakom jabucnjaku, u
zavisnosti od namene i stepena zrelosti plodova. Postoje tri tipa zrelosti jabuka: 1) botanicka ili
fizioloska zrelost, 2) puna (konzumna) zrelost i 3) tehnoloska zrelost. U botanickoj zrelosti plodovi
jabuke su najkrupniji i tada prestaje dotok hranljivih materija u plod. Seme ploda postaje sposobno
da proklija. Pre postizanja pune zrelosti jabuka, u plodovima dolazi do sloZenih biohemijskih
procesa. To su prelaz zelene boje pokozice u zutu, obrazuju se antocijanini kod sorti sa prelivnom
crvenom bojom pokozice, skrob se razlaze do disaharida i monosaharida, nastupa bioloska
oksidacija skroba i drugih organskih materija (Seceri, organske kiseline) do COz2 1 vode, protopektin
prelazi u pektin i smanjuje se koli¢ina vitamina (narocito vitamina C). Sa biohemijskim
promenama, u isto vreme se deSavaju i organolepticke promene plodova. Plodovi postaju meksi i
prijatniji na ukusu, pa su upotrebljivi kako za konzumiranje, tako i za sve vidove prerade, osim za
dobijanje zeliranih proizvoda. Tehnoloska zrelost se Cesto poistovecuje sa punom ili konzumnom
zrelo$¢u, Sto nije, u potpunosti, tacno. Tehnoloska i konzumna zrelost se poklapaju ukoliko su
plodovi namenjeni za preradu i koriS¢enje u svezem stanju. S druge strane, ukoliko se plodovi posle
berbe cuvaju u skladistima, kod letnjih sorti jabuka ¢e se poklopiti tehnoloska zrelost sa
botani¢kom, a kod zimskih sorti tehnoloska zrelost ¢e se pojaviti izmedu botanicke i konzumne.
Jabuke se ne smeju brati pre botanicke zrelosti, jer bi se pojavile brojne Stetne posledice. To su nizi
prinos, jabuka ne postize ni karakteristicnu veli¢inu za doti¢nu sortu, niti boju, ukus i aromu. Ako se
sa berbom zakasni, plodovi ¢e u vecoj meri poceti da opadaju, pojavljuju se mehanicka ostecenja,
intenzivna transpiracija i fizioloske bolesti (Misi¢, 2004; Mratini¢, 2016).

Da bi se svezim plodovima jabuke produzila upotrebna vrednost, moraju se Cuvati u
pogodnim uslovima. Plodovi jabuke se Cuvaju u hladnjatama sa normalnom atmosferom i
hladnjacama sa kontrolisanom atmosferom. Mnoge sorte jabuka uspesno se cuvaju u hladnjacama
sa normalnom atmosferom, na temperaturi 0—1°C 1 relativnoj vlaZznosti vazduha 85-90 %. Neke
sorte jabuka se, u tim uslovima, ne mogu cuvati duzi vremenski period bez gubitaka. Kod sorti
Koks oranz, Boskopka, Jonatan i Mekintos dolazi do pojave posmedivanja mesa, pa je to razlog
zbog koga moraju da se skladiSte na viSim temperaturama (3—5°C), §to skrac¢uje vreme njihovog
cuvanja. Nije preporucljivo drzanje sorti jabuka sa jakom transpiracijom (kao npr. Zlatni DeliSes) u
hladnjacama sa normalnom atmosferom, jer se tada plodovi smezuravaju (Gliha, 1978).



Izgradnjom hladnjaca sa kontrolisanom atmosferom postignut je znacajan napredak u
tehnologiji skladistenja (Gliha, 1978). Kontrolisana atmosfera je atmosfera sa tacno utvrdenim,
modifikovanim, sadrzajem gasova u odnosu na normalnu atmosferu, ¢ime se postize kontrola nad
reakcijama koje se teSko mogu kontrolisati na niskim temperaturama. Primenom kontrolisane
atmosfere, kao i niske temperature, postize se usporavanje disanja plodova. Prema tome, za Cuvanje
plodova, osetljivih na niske temperature, mogu se koristiti skladista sa kontrolisanom atmosferom
(Veres, 2004). Jako snizen sadrzaj kiseonika (1-3 %) i povecan sadrzaj CO2 (3—6 %) u skladiStima
sa kontrolisanom atmosferom, doprinosi duzem c¢uvanju jabuka, jer se, Cak i uz poviSene
temperature, smanjuje intenzitet nekih fizioloSkih bolesti, kao §to je posmedivanje mesa. U ovim
uslovima je dozvoljeno povecati i relativnu vlaznost vazduha iznad 90 %, ¢ime se smanjuju gubici
usled transpiracije, pa jabuke dugo mogu sacuvati svezinu. Pod ovim uslovima sporije se razgraduju
pektinske materije, ugljeni hidrati i kiseline, ¢ime jabuke mogu dugo da sacuvaju dobar ukus, $to je
znacajno za sorte sa niskim sadrzajem kiselina (Gliha, 1978). Na ovaj nacin sazrevanje je usporeno,
ne omekSavaju plodovi, niti se u njima stvara strani miris, ukus i boja. U uslovima kontrolisane
atmosfere, usporena je i aktivnost aerobnih mikroorganizama (Veres, 2004). Prema preporuci ISO
organizacije, pravilnim izborom atmosfere i temperature skladiStenja, upotrebna vrednost pojedinih
sorti jabuka moZze da se produzi na 5-8 meseci (tabela 2.1).

Tabela 2.1. Uslovi ¢uvanja nekih sorti jabuka u hladnjaci sa kontrolisanom atmosferom (Veres,

2004)
temperatura sastav atmosfere (%)
sorta vreme ¢uvanja (meseci)
O CO; 0> N
Zlatni DeliSes 0 10 11 79 7-8
Starking 0 5 3 92 6
Jonatan 3—-4 6-9 12-15 79 7
Mekintos 3,5 5 3 92 6-7
Mekintos 3,5 7 14 79 5-6

Jabuka je izuzetno hranljiva jer sadrzi ugljene hidrate, proteine i vitamine u uravnoteZenom
odnosu. Koristi se u pripremi mnogih proizvoda, kao $to su sokovi, vo¢ne salate, dZzemovi, Zelei,
marmelade, pudinzi, nadevi za pite, sosevi itd. Kisele sorte jabuka se koriste za pripremanje cidera -
fermentisanog soka jabuke (Arain i sar., 2012).

2.2. Fizi¢ko-hemijski sastav jabucnog tropa

Jabu¢ni trop je zaostali ¢vrsti ostatak dobijen preradom jabuka i ¢ini 20-35 % njihove
pocetne mase. Sastoji se od meSavine kore, semene loze, ¢aSice, peteljke i pulpe (Shalini i Gupta,
2010; Rabetafika i sar., 2014). U suvom nerafinisanom tropu ima najvise pulpe (mesa) 70-75,7 %,
semenke Cine 2,2-3,3 %, a peteljke 0,4-0,9 % (Gornas i sar., 2015b).

Velika koli¢ina vode i fermentabilnih Secera Cine jabucni trop osetljivim na mikrobiolosku i
enzimsku razgradnju i oksidaciju, pa bi odlaganje ovog otpada u prirodi dovelo do ozbiljnog
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zagadenja zivotne sredine, te je njegovo raspolaganje i koriS¢enje veoma sloZzeno. Zbog toga je
upravljanje agroindustrijskim otpadom jedna je od glavnih preokupacija prehrambene industrije
(Bhushan i sar., 2008; Walia i sar., 2014). U postupku prerade jabuka u sok, na godiSnjem nivou se
dobija ¢ak do 12 miliona tona otpada. To prouzrokuje dodatne troSkove obrade otpada za
proizvodace hrane. S druge strane, zahvaljujuéi prisustvu potencijalno vrednih komponenata, ovaj
otpad moze imati perspektivu (Rabetafika i sar., 2014). Svega 20 % jabu¢nog tropa se koristi za
proizvodnju sto¢ne hrane i za izdvajanje pektina (Walia i sar., 2014), dok preostalih 80 %
predstavlja veliki problem u pogledu njegovog daljeg iskoriS¢enja (Salevi¢ i sar., 2018).

Napredak u tehnologiji otvorio je niz moguénosti za iskoris¢enje jabucnog tropa, i to, kao
supstrata u enzimski katalizovanoj proizvodnji organskih kiselina (limunska, mlec¢na), prirodnih
antioksidanasa (fenolna jedinjenja), biogoriva, pojacivaca ukusa i boje i dr. (Joshi i Devender, 2006;
Salevi¢ 1 sar., 2018). Direktnom ekstrakcijom jabu¢nog tropa dolazi do izdvajanja bioaktivnih
molekula poput hranljivih vlakana, polifenola i tanina (Bhushan i sar., 2008; Shalini i Gupta, 2010).

Jabuéni trop je odlian izvor hranljivih vlakana, jer se njihov sadrzaj krece 1 do 95 % suve
materije tropa (Figuerola i sar., 2005). Sadrzi pretezno nerastvorljiva vlakna (56,5-81,6 %), od kojih
ima najvise celuloze (20,2—43,6 %), zatim hemiceluloze (19,9-32,2 %) i lignina (12,2-20,4 %), dok
je sadrzaj rastvorljivih vlakana 4,1-14,3 %, pri ¢emu ima najvise pektina (2,9-11,7 %) (Rabetafika i
sar., 2014).

Jabuéni trop sadrzi 3—-6 % proteina, Sto ga €ini siromaSnim izvorom ovih znacajnih
hranljivih sastojaka. Asparaginska i glutaminska kiselina su dominantne aminokiseline u svezim
jabukama (Downing, 1995). Jabucni trop je bogat izvor mnogih minerala, koji su od znacaja za
ljudsku ishranu. Kalijum je glavni mineralni sastojak jabuke, a tu su jo§ prisutni natrijum, fosfor,
gvozde, bakar, cink, mangan i dr. 100 g jabucnog tropa sadrzi 20 % preporu¢enog dnevnog unosa
kalijuma, 13 % natrijuma i 11 % fosfora, a od mikroelemenata cak 48 % preporuc¢enog dnevnog
unosa gvozda (National Institutes of Health, 2016; Kruczek i sar., 2017). Istrazivanja pokazuju da
jabu¢ni trop sadrzi 0,35 mg askorbinske kiseline (vitamin C) na 100 g sveze mase (Lu i Foo, 2000;
Kruczek i sar., 2017).

Jabucni trop sadrzi i mnoge fitohemikalije. Hemijske studije radene na jabuci sorte Zlatni
Delises pokazuju da njen trop sadrzi slede¢e polifenole: rutin, katehin, epikatehin, floridzin,
floretin, hlorogenska kiselina i kvercetin-glukozid. Ovi polifenoli su jaki antioksidansi koji su u
mogucnosti da stvore protivtezu slobodnim radikalima i tako smanje rizik od gojaznosti, dijabetesa,
kardiovaskularnih bolesti i raka. Pored toga, biljni polifenoli se naSiroko koriste zbog svojih jakih
antivirusnih i antibakterijskih svojstava protiv alimentarnih patogena, i mogu da se primene kao
novi konzervansi u prehrambenoj industriji. Stoga postoji veliko interesovanje za fenolna jedinjenja
jabucnog tropa zbog njihovih antioksidativnih i antibakterijskih svojstava (Zhang i sar., 2016).
Rezultati testova antioksidativne aktivnosti pokazali su da fenolna jedinjenja tropa jabuke imaju 2-3
puta vecu sposobnost neutralisanja DPPH radikala, odnosno 10-30 puta veéu sposobnost
neutralisanja superoksid anjon radikala u poredenju sa vitaminima C i E (Lu i Foo, 2000; Salevi¢ i
sar., 2018). Razlicite sorte jabuka mogu imati razli¢it fitohemijski sastav, a sazrevanje i zrelost voca
mogu uticati na promene u tom sastavu. SkladiStenje ima mali uticaj na fitohemikalije jabuka, ali
prerada moze u velikoj meri da utice na koli¢inu ovih jedinjenja u soku, ali ne toliko u tropu, koji je
i dalje bogat izvor fitohemikalija korisnih po zdravlje, za razliku od sokova, nektara i drugih pica,
koji su Cesto precisceni ili razblazeni (Kruczek i sar., 2016; Kruczek i sar., 2017).

2.3. Semenke jabuka

Semenke jabuka su vredan nusproizvod prerade jabuka koji se obicno dalje ne koristi.
Ovalnog su oblika, sa zaSiljenim vrhom na jednom kraju, pre¢nika oko 5 mm i debljine 1,5 mm, u
zavisnosti od stepena zrelosti i sorte (Lu i Foo, 1997). Prinos mase semenki u jabu¢nom tropu krece
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se 5-7 g po kilogramu svezih jabuka (Fromm i sar., 2012b; Gornas i sar., 2014b). Ako se
pretpostavi da je masa semenki jabuka 5 g po kilogramu jabuka, i ako se uzme u obzir da je svetska
proizvodnja jabuka u 2017. godini bila 83 miliona tona (FAOSTAT, 2019), to znaci da se od te
koli¢ine jabuka dobija 415 hiljada tona korisnog nusproizvoda. lako je cinjenica da se sve
proizvedene jabuke ne preraduju, koli¢ina semenki koja se moze sakupiti i koristiti od preradenih
jabuka, tokom godinu dana, je impresivna. Brojne studije pokazuju znacaj semenki jabuka sa
detaljno istrazenim sastavom masnih kiselina i sterola (Gornas i sar., 2014a), tokoferola (Gornas i
sar., 2014b; Gornas, 2015a) i fenolnih komponenti (Fromm i sar., 2012a; Fromm i sar., 2013).

Sadrzaj ulja u semenkama jabuka, prema podacima iz literature, dosta varira (10,6-29,4%)
(Fromm i sar., 2012b; Gornas, 2015a; Hashemi i sar., 2017). Yu i sar. (2007), Tian i sar. (2010) i
Madrera i Valles (2018) su utvrdili prisustvo proteina u semenkama jabuka, u koli¢inama 33,8—
34,5%, 38,85-49,55% 1 35,7-39,3%, redom. Aminokiselinskom analizom semenki jabuka nadena je
znatna koli¢ina aminokiselina sa sumporom (Yu i sar., 2007). Tian i sar. (2010) i Madrera i Valles
(2018) nasli su u semenkama jabuka da je sadrzaj vlakana (3,92-4,32%) i (18,8-21,1%), a sadrzaj
mineralnih materija (4,31-5,2%) 1 (3,5— 3,9%), redom. Semenke jabuka su dobar izvor minerala:
fosfora, kalijuma, magnezijuma, kalcijuma i gvozda u koli¢inama 720, 650, 510, 210 1 110 mg/100
g, redom (Yu i sar., 2007).

Polifenoli niske molekulske mase ¢ine 60-90 % svih polifenola semenki jabuka, i to,
fenolne kiseline (protokatehinska, hlorogenska, kumarna, ferula i kafeinska), derivati kvercetina,
(+)-katehin, (-)-epikatehin, proantocijanin B2 i floridzin (Lu i Foo, 1998; Fromm i sar., 2012a; Xu i
sar., 2016). Floridzin je dominantan polifenol u semenkama jabuka. Cini 75 % svih polifenola (Lu i
Foo, 1998), odnosno, 79-92 % monomernih fenola (Fromm i sar., 2012a). Floridzin je derivat
Salkona i tipican je jabucni polifenol, za koga se navodi da poseduje antioksidativnu aktivnost, jer
sprecava stvaranje peroksida kod lipida, a pored toga, poznat je i kao antidijabetesni agens (Xu i
sar., 2016).

Iako semenke jabuka predstavljaju dobar izvor hranljivih materija, prisustvo cijanogenih
glikozida moZe ograniCiti njihovu upotrebu kao hranljivog sastojka. Na osnovu literaturnih
podataka, sadrzaj amigdalina u 15 sorti jabuka varira izmedu 1 i 4 mg/kg (Bolarinwa i sar., 2014).
Ipak, novije studije su pokazale da se moze smatrati da je prisustvo amigdalina u semenkama
jabuka takvo da ih ne ¢ini opasnim po ljudsko zdravlje (Lyu i sar., 2020).

Na osnovu prikazanog hemijskog sastava semenki jabuka, moze se zakljuciti da su one
bogat izvor hranljivih sastojaka, i to, visokokvalitetnog ulja, tokoferola, polifenola, proteina i
dijetnih vlakana. Medutim, sadrzaj bioaktivnih komponenti zna¢ajno varira medu sortama jabuka
(Fidelis i sar., 2019).

2.3.1. Izdvajanje semenki iz jabu¢nog tropa i priprema za cedenje ulja

S obzirom da se u industrijskim uslovima dobija ogromna koli¢ina jabuc¢nog tropa, za
industrijsku proizvodnju ulja iz semenki jabuke bilo bi neprikladno odvajati semenke rucno ili
nekim jednostavnim sitima. Kao jedno od moguc¢ih tehnickih resenja, u literaturi se navodi primer
izdvajanja semenki iz komine grozda pomoc¢u masina koje imaju ugradena vibraciona sita razlicitih
perforacija ili razdvajanju semenki od drugih delova komine razli¢ite specificne teZine, pri
suprotnosmernom strujanju vazduha u odnosu na kretanje komine (Mali¢anin, 2014). Kao drugo
tehnicko reSenje za izdvajanje semenki grozda iz komine mogu posluziti trijeri (Radovanovic,
1986).

Bhushan i sar. (2012) su osmislili uredaj koji radi kako Sarznim, tako i kontinualnim
rezimom rada. Dizajniran je i kalibrisan da bi se, na ekonomiCan nacin, postiglo Cdisto,
visokoefikasno i brzo odvajanje semenki od jabu¢nog tropa, ¢ime se izbegava njihovo lomljenje i
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usitnjavanje. U posudu (slika 2.4) za odvajanje semenki (1) kroz ulaz (3) ubacuje se komina u
kolicini 10-15 kg (suva masa), koja sadrzi semenke, pokozicu/pulpu i peteljke u koli¢inskom
odnosu 5-10 %, 87-92 % i 2-3 %, redom. Kroz ulaz (4) ubacuje se voda u odnosu na kominu od 1:2
do 1:30. Ulaz za kominu i vodu, kao i otvor za vazduh (5), nalaze se na gornjem poklopcu (2)
posude. Trop i voda se temeljno mesaju kako bi se razbile grudvice tropa, uz pomoc¢ mesalice (6,8)
koja postize broj obrtaja 30-200 o/min., a vreme meSanja je 2-60 minuta. Kada masa dostigne
zeljenu konzistenciju, meSanje se obustavlja, kako bi se seme stalozilo u vremenskom periodu 1-30
minuta. Pokozica, pulpa i peteljke, suspendovane u vodi, uklanjaju se kroz vodoravni otvor (13)
kada uredaj radi u Sarznom rezimu. U kontinualnom rezimu rada, voda zajedno sa tropom bez
semenki kontinuirano se uklanja iz posude kroz nagnuti ispust (14). Semenke se taloze zbog razlike
u specificnoj tezini u odnosu na ostatak komine i propustaju se kroz sito (12) ¢iji je precnik otvora
dovoljan da omoguc¢i da se seme sakupi u komori za odvajanje semena (10). Na kraju postupka,
semenke se odvode kroz ventil za ispuStanje semena (11). Komina bez semenki sa vodom,
sakupljena iz otvora (13 i 14), filtrira se poznatim sredstvima za filtriranje, kako bi se odvojili
komina bez semenki i iskoriS¢ena voda. Ova voda moze se nekoliko puta reciklirati, kako bi se
ponovo vratila u proces. Komina bez semenki sadrzi pokozicu/pulpu, semenke i peteljke u odnosu
94-98 %, 0,05-3,5 %, 1 2-3 %, redom, dok je u komori za sakupljanje semenki masa sastavljena od
81-92 % semenki, 6-15 % tropa i 1-5 % peteljki.
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Slika 2.4. Uredaj za odvajanje semenki iz komine voc¢a (Bhushan i sar., 2012)

12



2.4. Tehnoloski postupak proizvodnje hladno cedenih biljnih ulja

Masti 1 ulja su najkoncentrovaniji izvor energije koji, pored toga Sto sadrzi vitamine
rastvorne u mastima i esencijalne masne kiseline, imaju i druge vazne fizioloske funkcije u
organizmu. Prema Codex Alimentarius-u, koli¢ina energije iz masti i ulja u dobro izbalansiranoj
ishrani trebala bi da bude 25-30 % (Bialek i sar., 2017). Hladno cedena ulja su ne samo izvor
triacilglicerola i nezasi¢enih masnih kiselina (95-98 %), nego i brojnih komponenata koje su po
svom sadrZaju minorne (2-5 %), ali su, sa nutritivnog aspekta, veoma znacajne. To su: vitamini
rastvorni u mastima, fenolna jedinjenja, tokohromanoli, steroli, skvaleni, pigmenti (hlorofil,
karotenoidi itd.), mono- i diacilgliceroli i slobodne masne kiseline (Kamal-Eldin, 2006; Zoue i sar.,
2012; Gornas, 2015a).

Hladno cedenje je najstariji prirodni postupak izdvajanja ulja (Obiedzinska i Waszkiewicz-
Robak, 2012; Mikolajczak, 2018). Prema Codex Alimentarius-u, hladno cedena ulja se dobijaju iz
uljanih sirovina mehanickim postupcima, kao $to je presovanje, a koris¢enje visokih temperatura je
iskljuc¢eno. Mogué¢i porast temperature tokom procesa hladnog presovanja posledica je trenja
izmedu materijala i elemenata prese. Samo u sluc¢aju ulja devicanskog tipa dozvoljeno je podici
temperaturu, kako bi se povecala ekstrakcija masne frakcije (Kachel i sar., 2018; Mikolajczak,
2018). Hladnim cedenjem dobija se ulje visokog kvaliteta, jer niske temperature presovanja sirovine
ne uzrokuju kvalitativne promene iscedenog ulja. Glavni i jedini nedostatak ovog postupka je nizak
prinos ulja, u poredenju sa postupkom ekstrakcije (Wroniak i sar., 2011; Mikolajczak i sar., 2018).
Iz tog razloga se postupak ekstrakcije naj¢es¢e primenjuje u industriji za izdvajanje ulja iz sirovina.
Takode se primenjuje i kombinovani postupak, tako §to se, najpre, sirovina presuje, a potom se iz
presovane sirovine ekstrakcijom izdvaja zaostalo ulje (Kartika i sar., 2010). Medutim, ekstrahovano
ulje sadrzi mnogo primesa koje se pomocu rastvaraca (npr. heksan), izdvajaju zajedno sa masnom
frakcijom. Posledi¢no, to vodi precis€avanju ulja. Dobijeno ulje primenom oba postupka, i
presovanjem i ekstrakcijom, se meSa i dobija se tzv. sirovo ulje (presovano ulje sa manjim
dodatkom, oko 1/3, ekstrahovanog ulja) (Wroniak i sar., 2011; Mikolajczak i sar., 2018).

Na nasem trziStu se mogu pronaci hladno cedena ulja koja vode poreklo od razlicitih biljnih
sirovina. Proizvodaci hladno cedenih ulja imaju cilj da svoj asortiman prilagode proizvodnji ulja sa
povoljnijim nutritivnim sastavom (Rabrenovi¢ i sar., 2016). Prema zakonskim odredbama, odnosno,
Pravilniku o kvalitetu i drugim zahtevima za jestivo biljno ulje (Sluzbeni glasnik SRJ br. 43/2013),
razlikuju se sledece vrste jestivih nerafinisanih biljnih ulja:

- Hladno presovano nerafinisano jestivo biljno ulje proizvodi se bez zagrevanja, presovanjem,
uz prethodno cCiS¢enje (odstranjivanje necistoca), ljustenjem i usitnjavanjem mehanickim
putem (kod odredenih sirovina). Hladno presovano nerafinisano jestivo biljno ulje moze se
preciscavati iskljucivo pranjem vodom, talozenjem, filtracijom i centrifugiranjem.

- Devicansko jestivo biljno ulje se proizvodi presovanjem, uz prethodno ¢iscenje
(odstranjivanje necistoca), ljuStenjem i usitnjavanjem mehanickim putem (kod odredenih
sirovina). Pri izdvajanju ulja dozvoljeno je =zagrevanje materijala za presovanje
(kondicioniranje). Devicansko jestivo biljno ulje moze se preciS¢avati iskljucivo pranjem
vodom, talozenjem, filtracijom i centrifugiranjem.

2.4.1. Faktori koji uti¢u na efikasnost presovanja

Da bi se proizvelo hladno cedeno ulje odgovarajué¢eg kvaliteta, mora se uzeti u obzir veliki
broj faktora (Dimi¢, 2005). Prvi i najvazniji faktor, koji utice na kvalitet hladno cedenog ulja,
odnosi se na karakteristike sirovine, $to podrazumeva Cistocu semena, da seme nema oSteé¢enja i da
je odgovarajuceg stepena zrelosti (Obiedzinska i Waszkiewicz-Robak, 2012; Kachel i sar., 2018).
Faktori bitni za efikasnost cedenja ulja iz sirovine su: adekvatna priprema sirovine za presovanje,
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kapacitet prese i parametri presovanja: visina pritiska i temperature, kao 1 duzina procesa, sadrzaj
vlage u sirovini koja se presuje i dr (Dimi¢, 2005). Svi navedeni parametri treba da obezbede
vrhunski nutritivni i hemijski kvalitet, kao i odgovaraju¢a senzorna svojstva hladno cedenih ulja
(Rabrenovic, 2011).

Posto se materijal za dobijanje hladno cedenog ulja ne podvrgava hidrotermickoj obradi, §to
kod puznih presa predstavlja problem na samom pocetku presovanja, glava prese se mora zagrejati
pre pocetka procesa do temperature 80—100°C. To se vrSi pomocu grejaca, koji se stavlja na glavu
prese i povezan je sa automatskim regulatorom temperature (Dimic¢, 2005).

Veoma znacajan parametar procesa presovanja je kontrola sadrzaja vlage, od ulaza sirovine
do finalnog proizvoda. Sadrzaj vlage je vazan Cinilac koji uti¢e na kapacitet prese, sadrzaj ulja koje
zaostaje u pogaci i, kona¢no, na kvalitet iscedenog ulja. Svaka vrsta sirovine treba da poseduje
optimalni sadrZaj vlage za presovanje. U vecini presa, na primer, za seme suncokreta to je 8-9%
(Dimi¢, 2005). Veci sadrzaj vlage od optimalnog povecava plasticnost materijala, Sto dovodi do
slabijeg sabijanja materijala, a time i do manjeg izdvajanja ulja (Singh i1 Bargale, 1990). Prema
Singh i sar. (2002), Sto je visi sadrzaj vlage u materijalu, to ¢e on lakse da prode kroz presu, tako da
nema dovoljnog jakog trenja izmedu materijala i elemenata prese tokom presovanja (Dimi¢, 2005).

2.4.2. Presovanje — puZne prese

Presovanje je tehnoloski postupak cedenja ulja mehanickim putem, na puznim ili
hidraulicnim presama, iz adekvatno pripremljene biljne sirovine (Dimi¢, 2005). Puzne prese su
uglavnom zamenile, ranije vise koriS¢ene, hidrauli¢ne prese zbog nemogucénosti da se hidrauli¢ne
prese proizvedu kao kontinualni uredaji (Mikolajczak, 2018). Kontinualne puzne prese se sastoje
od: horizontalnog puza, koSa prese, uredaja za doziranje materijala, uredaja kojim se reguliSe
debljina pogace, zupcastog prenosnika i kucista prese. Puz transportuje materijal kroz kos prese, iz
prostora veée u prostor manje zapremine. U isto vreme se povecava radni pritisak duz prese, usled
¢ega dolazi do jaCeg sabijanja materijala i cedenja ulja. Na taj na¢in se nadoknaduje gubitak pritiska
u samom materijalu usled cedenja ulja (Dimié, 2005).

Osim porasta pritiska, trenje u materijalu u presi dovodi i do porasta temperature materijala,
koja moze dosti¢i 170°C, kada su u pitanju prese velikih kapaciteta (Bockisch, 1998). Prema
Panfilis i sar. (1998), temperatura ulja, koje izlazi iz prese, ne bi smela da prede 50°C. Moderna
konstrukcija puza prese doprinela je smanjenju koli¢ine energije koja se oslobodi po jedinici
sirovine pri presovanju. Na taj nafin je smanjen porast i postignuta bolja kontrola temperature
tokom presovanja (Dimi¢, 2005).

Kontinualne puzne prese, mogu da sluze za pretpresovanje materijala, pri ¢emu se samo
delimi¢no izdvoji ulje iz sirovine, u koli¢ini 50-60 %., dok se presama za zavr$no presovanje
izdvoji 80-90 % u odnosu na ukupan sadrzaj ulja u sirovini (Dimi¢ i Turkulov, 2000; Dimi¢, 2005).

2.4.3. Odvajanje mehanickih necisto¢a — ¢iSéenje ulja

U sirovom, presovanom, ulju prisutne su, kao primese, mehanicke necistoce, voda i sluzaste
materije. Veéi sadrzaj mehanickih necistoca u ulju posledica je vece istroSenosti sita prese, kao i
veceg pritiska u presi (Dimi¢, 2005).

Prema Pravilniku o kvalitetu i drugim zahtevima za jestivo biljno ulje (Sluzbeni glasnik RS
br. 43/2013) sadrzaj vode i isparljivih materija u jestivim nerafinisanim biljnim uljima je dozvoljen
najvise do 0,2%. Sadrzaj vode u sirovom ulju zavisi od sadrzaja vlage u sirovini. Ukoliko je
sirovina adekvatno pripremljena za presovanje, sadrzaj vode u iscedenom ulju biée nizak. Sto je
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sadrzaj vlage u semenu visi, mehani¢ke necisto¢e e se teze odvojiti od ulja (Rac, 1964; Dimic¢,
2005).

Presovanjem vlaznog, nedovoljno zrelog ili pokvarenog semena, u sirovom ulju bi¢e vise i
sluzastih materija, kao §to su koloidno rastvoreni proteini, fosfolipidi, lipoproteini itd. (Rac, 1964;
Dimi¢, 2005).

Prihvatljiv metod ¢is¢enja biljnih ulja, dobijenih postupkom hladnog presovanja,
podrazumeva pranje ulja vodom, talozenje, filtriranje i centrifugiranje (Mikolajczak, 2018).

TaloZenjem se necistoce vece specificne tezine od ulja izdvajaju dejstvom sile gravitacije.
Proces taloZenja je spor i traje od nekoliko dana do nekoliko nedelja, jer je razlika gustina Cestica
koje se taloze i ulja mala, a viskozitet ulja veliki.

Odvajanje mehanickih necistoca filtracijom sprovodi se propustanjem sirovog presovanog
ulja kroz filtracione tkanine na kojima se zadrzavaju mehanicke necisto¢e. Kao aparati za filtriranje
koriste se vibraciona sita, filter prese, centifugalni separatori i dr. Centrifugalni separatori koriste
dejstvo centrifugalne sile ¢ime se na najbrzi i najefikasniji nacin odvaja talog iz sirovog ulja.
Savremeni centrifugalni separatori poseduju velike radne kapacitete, pa stoga nisu prikladni za
manje proizvodacke pogone (Dimi¢, 2005).

2.4.4. Naknadna obrada i pakovanje ulja

Naknadna obrada sirovog presovanog ulja podrazumeva samo pranje ulja vodom. Postupak
pranja ulja se obavlja dodavanjem vode, pri ¢emu koloidno rastvorene primese (sluzaste materije,
fosfolipidi) upijaju vodu i nabubre, pa se potom odvajaju od ulja na osnovu razlike u gustini. Ulje
se, najpre, zagreje u duplikatoru do 50°C, nakon c¢ega mu se dodaje 0,5-3 % vode jednake
temperature. Smesa ulja i vode ostavi se 1 sat, nakon ¢ega se vodeno-sluzasta faza odvaja od ulja
(Dimi¢, 2005).

Jestivo biljno ulje je veoma osetljivo, kada je u pitanju njegova odrzivost. Kvalitet ulja se
menja tokom Cuvanja pod uticajem temperature, svetlosti, kiseonika i drugih faktora. Zbog toga je
veoma znacajan izbor ambalaZznog materijala, odnosno ambalaze, koja mora zastititi upakovano ulje
do trenutka koris¢enja (Curakovic¢ i sar., 1996).

Ambalazni oblici materijali koji se koriste za pakovanje jestivih biljnih ulja su staklene
boce, boce od polimernih materijala (najces¢e od polietilena) i tetra brik (Dimic¢, 2005). Staklo, ima
mnoge pozitivne karakteristike kao materijal za izradu ambalaze, Sto je od posebnog znacaja za
pakovanje hrane: hemijska inertnost, providnost, nepropustljivost za vodu i gasove i selektivno
propustanje svetlosti. Zbog toga se sve ¢eS¢e preporucuju i primenjuju staklene boce za pakovanje
prehrambenih proizvoda visoke nutritivne vrednosti, poput hladno cedenih biljnih ulja, zatim
proizvoda koji su namenjeni odredenim kategorijama potrosaca, kao i zbog sve strozijih kriterijuma
ocuvanja zivotne sredine (Lazi¢ i sar., 2003).
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2.5. Glavni sastojci biljnih ulja
2.5.1. Triacilgliceroli

Triacilgliceroli nastaju esterifikacijom trohidroksilnog alkohola glicerola sa tri molekula
monokarboksilnih masnih kiselina (slika 2.5). U sastav triacilglicerola ulaze masne kiseline sa 4-26
ugljenikovih atoma, i to samo masne kiseline sa parnim brojem C atoma, najcesce sa 16-18. Kao
trovalentni alkohol, glicerol moze da gradi monoacilglicerole, diacilglicerole i triacilglicerole, u
zavisnosti da li je vezana jedna, dve ili tri masne kiseline za njegov molekul (Jasi¢ i Begi¢, 2008).
Mono- i diacilgliceroli se, takode, mogu naci u tkivima ljudskog organizma i imaju poseban znacaj
za sintezu i hidrolizu triacilglicerola (Botham i Mayes, 2009).

Biljna ulja, kao meSavina razlicitih triacilglicerola, sadrze jednostavne triacilglicerole, kod
kojih sva tri ugljovodoni¢na lanca (R, R’, R") unutar molekula poti¢u od istih masnih kiselina, i
meSovite triacilglicerole sastavljene od razli¢itih molekula masnih kiselina (slika 2.6) (Hoffman,
1989; Gunstone, 2004; Mali¢anin, 2014). Lanci masnih kiselina u molekulu triacilglicerola se
oznacavaju na dva nacina. Prvi nacin oznacavanja se zasniva na kori§¢enju grckih slova a (alfa) 1
(beta). Lanci masnih kiselina vezani za spoljne C atome molekula glicerola oznaceni sa a. Lanac
masne kiseline koji je povezan sa unutrasnjim C atomom molekula glicerola oznacen je sa . Drugi
nacin oznacCavanja, poznat kao stereospecificno obelezavanje, zasnovan je na numerisanoj
identifikaciji (sn), po ¢emu se svaki lanac masne kiseline u molekulu triacilglicerola oznacava kao
snl’, sn2'ili sn3’, §to zavisi od polozaja ugljenikovog atoma u molekulu glicerola za koji je vezan
odredeni molekul masne kiseline. Gornji ugljenikov atom se oznacava sa Ci, srednji Cz i donji Cs
(O’Keefe, 2002; Mali¢anin, 2014).

Il
RCOOH HaC—0OH HC=—0—C—R
R'COOH + HC—OH =B HC—O0—C—R' + 3H0
R*COOH H,C=—0H H,C—O0— (!-’I._R-
masne . i i
cerol triacilglicerol
kiseline e

Slika 2.5. Struktura triacilglicerola, gde R, R"i R predstavljaju mogucée razli¢ite lance
ugljovodonika

Fizicke osobine triacilglicerola zavise od stepena zasiCenosti i duzine lanaca masnih
kiselina. Ako su samo zasic¢ene masne kiseline dugog lanca prisutne u molekulu triacilglicerola,
onda se on nalazi u Cvrstom agregatnom stanju. S druge strane, triacilgliceroli koji su te¢nog
agregatnog stanja sadrze nezasi¢ene masne kiseline ili zasicene masne kiseline kratkog lanca
(Hoffman, 1989; Gunstone, 2004; Mali¢anin, 2014).
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jednostavni triacilglicerol meSoviti triacilglicerol

Slika 2.6. Primer jednostavnog i meSovitog triacilglicerola

Zahvaljujuéi triaciglicerolima, u organizmu se stvaraju energetske zalihe iz kojih se
oslobadaju masne kiseline, koje svojom oksidacijom daju energiju koja je potrebna za normalno
funkcionisanje svih ¢elija i celokupnog organizma (LepSanovi¢ i LepSanovi¢, 2000; Dimi¢, 2005).

2.5.2. Masne Kkiseline

U prirodnim mastima i uljima, molekuli masnih kiselina su esterifikovani glicerolom. Ako
su neesterifikovane, odnosno nisu vezane za glicerol, oznacavaju se kao slobodne masne kiseline.
Osnovna struktura masne kiseline je lanac ugljenikovih atoma u kojoj je karboksilna grupa (-
COOH) na jednoj strani, i metil grupa (-CH3) na drugoj strani molekula. Podela masnih kiselina se
moze izvrsiti prema nekoliko kriterijuma (Dimi¢, 2005):

a) broju ugljenikovih atoma u molekulu:
- masne kiseline kratkog lanca (do 8 ugljenikovih atoma);
- masne kiseline srednjeg lanca (od 8 do 12 ugljenikovih atoma);
- masne kiseline dugackog lanca (vise od 12 ugljenikovih atoma).

b) da li u lancu masnih kiselina prisutne ili nisu C=C veze:
- zasi¢ene masne kiseline — bez C=C veza;
- nezasi¢ene masne kiseline (mononezasi¢ene — jedna C=C veza i polinezasi¢ene od dve do
Sest C=C veza).

c) prema geometrijskoj izomerizaciji (slika 2.7):
- cis oblik (ostaci masnih kiselina se nalaze sa iste strane C=C veze);
- trans oblik (ostaci masnih kiselina se nalaze sa razlicitih strana C=C veze).

S cececccs. 2
/F':& 7 E:E/

Slika 2.7. Cis i trans konfiguracija masnih kiselina i njihovi segmenti
(https://www.tehnologijahrane.com/)
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Masne kiseline se obelezavaju skracenim izrazom, koji sadrzi oznaku C i dve cifre. Prva
predstavlja broj atoma ugljenika, a druga koliko masna kiselina ima nezasi¢enih dvostrukih veza.
Na primer: Cieo — palmitinska kiselina koja ima 16 ugljenikovih atoma i nijednu dvostuku vezu;
Cis:1 —oleinska kiselina koja ima 18 ugljenikovih atoma i jednu nezasi¢enu dvostruku vezu (Dimié,
2005).

Masnokiselinski sastav odreduje fizicke karakteristike, stabilnost i hranljivu vrednost ulja
(Elfalleh 1 sar., 2011; Zoue i sar., 2012). Hranljiva vrednost ulja je povezana sa sadrzajem
esencijalnih masnih kiselina, a to su polinezasicene masne kiseline. Neophodne su u ljudskoj
ishrani, jer ih organizam ne moze fizioloski sintetisati, pa se odgovaraju¢om ishranom moraju
pokriti potrebe organizma (Naudet i sar., 1992; Zoue i sar., 2012). I zasi¢ene i nezasi¢ene masne
kiseline su veoma vazne komponente bioloskih membrana, u kojima se njihov uticaj bazira na
ravnotezi dvostrukih slojeva hidrofilno-hidrofobno. Zasic¢eni acilni lanci obezbeduju ¢vrstinu, a
nezasic¢eni acilni lanci tecni karakter bioloskim membranama (Dwiecki i sar., 2007; Gornas 1 sar.,
2014a).

2.5.2.1. Zasi¢ene masne kiseline

Zasi¢ene masne kiseline poticu kako iz animalnih masti, tako i iz biljnih ulja. Najbogatiji
izvori zasi¢enih masnih kiselina su masno¢a iz maslaca i mesa, a takode i tropska biljna ulja:
palmino, kokosovo i ulje iz kostica palme. To su organske kiseline ravnog lanca sa parnim brojem
ugljenikovih atoma. Opsta formula zasi¢enih masnih kiselina je CH3-(CH2)o-COOH. Sve zasi¢ene
masne kiseline sa 8 do 16 ugljenikovih atoma povecavaju koncentraciju LDL holesterola u serumu,
kada se unose u organizam putem hrane. Miristinska kiselina (Ci4:0) znatno viSe uti¢e na povecanje
koncentracije LDL holesterola u serumu, u odnosu na palmitinsku masnu kiselinu (Ci¢:0), koja je
dominantna zasi¢ena masna kiselina koja se unosi hranom. Ostale nize zasi¢ene masne kiseline —
kaprilna (Cs.0), kaprinska (Cio:0) 1 laurinska (Ciz:0), pokazuju nesto slabiji efekat na povecanje LDL
holesterola. Jedina zasi¢ena masna kiselina koja ne podize koncentraciju LDL holesterola u serumu
je stearinska kiselina (Cis:0). Glavni izvori ove kiseline su govedi loj i kakao maslac (Grundy,
2003).

Tabela 2.2. NajvaZnije zasi¢ene masne kiseline

Naziv masne Kkiseline Formula
buterna CHs-(CH2)2-COOH
kapronska CH3-(CH2)4-COOH
kaprilna CH3-(CH2)6-COOH
kaprinska CHs-(CHz2)s-COOH
laurinska CH3-(CH2)10-COOH
miristinska CH3-(CH2)12-COOH
palmitinska CH3-(CH2)14-COOH
stearinska CH3-(CH2)16-COOH
arahinska CH3-(CH2)13-COOH
behenska CH3-(CH2)20-COOH
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2.5.2.2. Nezasi¢ene masne kiseline

Nezasi¢ene masne kiseline imaju u svom sastavu jednu ili vise C=C veza, koje razdvaja
metilenska grupa —CHz u lancu polinezasi¢enih masnih kiselina. Dvostruka veza se moze naéi na
razli¢itim polozajima u molekulu iste masne kiseline, $to znaci da se jedna nezasi¢ena masna
kiselina moze javiti u vise razli¢itih varijanti. Broj i polozaj dvostrukih veza u lancu, odreduje
reaktivnost nezasi¢enih masnih kiselina, kao i triacilglicerola. Zato je bitno pravilno obelezavanje
nezasi¢enih masnih kiselina.

Za obelezavanje ugljenikovih atoma u molekulu nezasi¢ene masne kiseline koriste se
brojevi ili grcka slova. U literaturi se naj¢esce primenjuje dve vrste obeleZzavanja:

- obelezavanje po IUPAC—u (International Union of Pure and Applied Chemistry), po kome
se polozaj dvostruke veze u molekulu masne kiseline ra¢una pocev od ugljenikovog atoma
kabroksilne grupe i

- biohemijsko obelezavanje — ECC (End of Carbon Chain), po kome se polozaj dvostruke
veze u molekulu masne kiseline racuna pocev od ugljenikovog atoma metil grupe (Dimic¢,
2005).

18 12 9 4 3 2 1 «— a
CH3{CH?)4CH = CHCH;CH = CH{CH?)4CHz; CH2; CH2COOH

b— 1 6 T B o

Slika 2.8. Sematski prikaz obeleZavanja nezasié¢enih masnih kiselina
na primeru linolne kiseline (a — po [IUPAC-u, b — biohemijsko obelezavanje) (Dimi¢, 2005)

Po IUPAC-u, linolna kiselina se obelezava kao Cis2cis 9,12, @ na osnovu biohemijskog
obelezavanja Cis:2n-6 ili C18:2 w-6.

Nezasi¢ene masne kiseline se javljaju u Cis i trans geometrijskim izomernim oblicima. Cis
izomeri masnih kiselina su prisutni u prirodnim mastima i uljima, dok trans izomeri pokazuju
znatno vec¢u termodinamicku stabilnost. Zbog toga se trans izomeri stvaraju u vecoj meri tokom
termickog tretmana ulja u postupku rafinacije, preciznije u fazi deodorizacije. S obzirom da se
hladno cedena ulja ne rafiniSu, niti ih je dozvoljeno tretirati poviSenim temperaturama, trans masne
kiseline ne bi smele biti prisutne ni u tragovima u hladno cedenim biljnim uljima (Dimi¢, 2005).

Oleinska kiselina je najznaCajnija mononezasi¢ena masna kiselina. Ishrana bogata
oleinskom kiselinom pomaze snizenju nivoa holesterola u krvi, uskladivanju imune funkcije, a
moze usporiti i razvoj ateroskleroze. Nije esencijalna masna kiselina, a moze se sintetisati in vivo
desaturacijom zasi¢ene stearinske kiseline (Cis:0) (Kiran i Prajapati, 2017).

Esencijalne masne kiseline (Essential Fatty Acids - EFA) su polinezasi¢ene masne kiseline,
(Poliunsaturated Fatty Acids - PUFA) linolna masna kiselina (LA) (Cis20-6) sa 18 C atoma i dve
dvostruke veze i a-linolenska (ALA) (Cis:30-3) masna kiselina sa 18 C atoma i tri dvostruke veze. a-
linolenska kiselina se moze konvertovati u druge korisne ®-3 masne kiseline, kao Sto su
eikosapentaenska (EPA) i dokosaheksaenska (DHA), koje su znacajne za normalan razvoj mozga,
normalan vid i smanjenje rizika od srCanih oboljenja (Ostri¢c-Matijasevi¢ i Turkulov, 1971;
Lepsanovi¢ i Lepsanovi¢, 2000). One su prekursori brojnij bioloski aktivnih komponenti, kao $to su
steroidni hormoni, prostaglandini i leukotrieni (Nukhet i sar., 2001; Zoue i sar., 2012).
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Odnos m-6/m-3 utice na kardiovaskularno zdravlje (Wijendran i Hayes, 2004). PUFA su
bitne za visoko nadrazajne membrane, kao S$to su mozdana i nervna tkiva zbog njihove uloge u
membranskoj te¢nosti. Nedostatak -6 masnih kiselina uzrokuje zaostalost u rastu dece, kozne
lezije, suvi ljuspasti dermatitis i reproduktivna oboljenja (Anhwange i sar., 2010). Kognitivni razvoj

1 oStrina vida mogu biti smanjeni kod dece zbog neadekvatnog unosa ®-3 kiselina (Nagakura i sar.,
2000).

Najvazniji predstavnici EFA su. Iz tog razloga, novi izvori ®-3 masnih kiselina, kao $to su
ulja iz semenki voca, povréa i sl., su neophodni osobama koje ne konzumiraju odgovarajuce
koli¢ine ribe i proizvoda na bazi ribe, bogatih ®-3 masnim kiselinama (Kiran i Prajapati, 2017).

S druge strane, masti i ulja sa visokim sadrZzajem nestabilnih sastojaka hrane, kao §to su
PUFA, podlezu hemijskim promenama tokom skladiStenja, kao i procesu oksidacije tokom
termickog tretmana. Tokom ovih procesa koli¢ina PUFA se smanjuje, a u isto vreme raste broj
toksicnih 1 jedinjenja loSeg ukusa. To vodi pogorSanju, kako nutritivne vrednosti, tako i senzornih
karakteristika ulja i prehrambenih proizvoda koji ih sadrZe (Bialek i sar., 2017).

Tabela 2.3. Najrasprostranjenije nezasi¢ene masne kiseline
(https://www.tehnologijahrane.com/enciklopedija/masne-kiseline)

Masna kiselina i obeleZavanje Formula
palmitoleinska Cie:1 CH3-(CH2)s-CH=CH-(CH2)7-COOH
oleinska Cis:1 CH3s-(CH2)7-CH=CH-(CH2)7-COOH
linolna (LA) Cis:2 w6 CH3-(CH2)4-CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)7-COOH
e raliioien (AILA) Clpes CH3-CHz-CHZCH-CHz-gggﬁH-CHz-CH=CH-(CH2)4-
y-linoleinska (GLA) Ci8:3 v-6 CH3s-(CH2)4-(CH=CH-CH2)>-CH=CH-(CH2)4-COOH
11-eikosenska Cao:1 CH3-(CH2)7-CH=CH-(CH2)9s-COOH
arahidonska C20:4 0-6 CH3-(CHz)4-(CH=CH-CH2)4-(CH2)2-COOH
eikosapentaenska (EPA) C20:5 -3 CHj3-CH2-(CH=CH-CH2)5-CH2-CH2-COOH
eruka C22:1 CH3-(CH2)7-CH=CH-(CH2)1:1-COOH
dokosaheksaenska (DHA) C22:6 0-3 CH3-CH2-(CH=CH-CH2)s-CH2-COOH

2.6. Minorni sastojci biljnih ulja — neosapunjive materije
2.6.1. Fosfolipidi

U osnovi fosfolipida se nalazi fosfatidna kiselina, koja se sastoji od glicerola za koga su
vezani molekuli masnih kiselina u poloZaju snl i sn2’, dok je u polozaju sn3  glicerol esterifikovan
molekulom fosforne kiseline, za koju je estarskim vezama vezana neka amino ili druga grupa (slika
2.9). Prilikom presovanja ili ekstrakcije semena dolazi do prelaska fosfolipida u ulje. Koli¢ina
fosfolipida u sirovom ulju zavisi od sadrzaja fosfolipida, stepen zrelosti i uslovi skladiStenja
semena, kao i od postupka izdvajanja ulja (Dimi¢, 2005).

Fosfolipidi spadaju u povrsinski aktivne supstance, posto sadrze lipofilni i hidrofilni deo. U
organizmu imaju niz znacajnih funkcija, od kojih se posebno istiCe transfer masnih kiselina i
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proteina u plazmi (Matijasevi¢ i Turkulov, 1980; LepSanovi¢ i LepSanovi¢, 2000). Fosfolipidi su
znacajne neosapunjive materije sirovih nerafinisanih ulja, jer se mogu na¢i samo u nerafinisanim
jestivim uljima. Kod rafinisanih jestivih ulja gotovo i da ih nema, jer se u celosti uklanjaju u fazi
predrafinacije, odnosno, degumiranjem (Turkulov, 1988; Dimi¢, 2005).

0
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H; Q— O—C—R
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I
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OH CH3

Slika 2.9. Strukturna formula lecitina
(https://www.tehnologijahrane.com/)

Tabela 2.4. Sadrzaj fosfolipida u semenu i sirovom ulju nekih uljarica (Pardun, 1989)

sadrZzaj fosfolipida (%)
Vrsta uljarica

seme ulje
suncokret 0,5 0,5-1,0
soja 1,5 1,8-3,2
repica 1,5 0,2-0,5
kukuruzne klice - 1,0-2,0
pamuk - 1,3-2,7
kikiriki 0,5 0,3-0,4
lan 0,75 oko 1,8

2.6.2. Tokoferoli i tokotrienoli

Masti 1 ulja su glavni izvor tokoferola (vitamin E) u dnevnoj ishrani, koji je uglavnom
zastupljen u biljnim uljima, a manje u animalnim mastima (Eitenmilller i Lee, 2004; Dimi¢, 2005).
Bioloske komponente sa aktivnos¢u vitamina E su klasifikovane kao najznacajniji prirodni
antioksidansi. Smatra se da je njihova osnovna funkcija u biljnim uljima zastita polinezasi¢enih
masnih kiselina od oksidacije (Ratnayake i Daun, 2004).

Stepen zasi¢enosti bo¢nog lanca predstavlja osnovnu strukturnu razliku izmedu tokoferola i
tokotrienola. Naime, kod tokoferola prisutni poliizoprenski lanac sa 16 ugljenikovih atoma je u
potpunosti zasi¢en, za razliku od tokotrienola gde se u poliizoprenskom lancu nalaze tri nezasi¢ene
dvostruke veze (slika 2.10). Postoje Cetiri izomerna oblika tokoferola i tokotrienola, koji se
oznacavaju a-(5,7,8-trimetil), B-(5,8-dimetil), y-(7,8-dimetil) i 3-(8-monometil) i razlikuju se po
broju i polozaju metil grupa u svom sastavu (Dimi¢, 2005). Ovoj grupi jedinjenja pripada i
plastohromanol-8. Njegova struktura je sli¢na onoj kod y-tokoferola, ali je osnovna molekularna
struktura hromanol-6 prsten u kome se metil grupe nalaze na pozicijama 2, 7 i 8. Plastohromanol-8
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je u literaturi opisan kao efikasnije sredstvo protiv oksidativnog kvarenja ulja, nego a-tokoferol
(Papas, 1993), dok su tokotrienoli manje korisni u inhibiciji autooksidacije od tokoferola (Elmadfa i
Wagner, 1997; Matthaus i Ozcan, 2015).

Tokoferoli i tokotrienoli pokazuju biolosku aktivnost i antioksidativne karakteristike. o-
tokoferol pokazuje najjacu biolosku aktivnost, odnosno, najjace vitaminsko dejstvo. Zbog toga nosi
naziv vitamin E (Dimi¢, 2005), a bioloska aktivnost pojedinih izomera se najCesce izraZzava u o—
tokoferol ekvivalentima. Medusobni odnos vitaminskog dejstva Cetiri izomera tokoferolaje o : B : vy
:0=1:0,5:0,1:0,03 (Gunstone, 2005; Shahidi i Zhong, 2005). Intenziteti antioksidativnog i
bioloskog efekta tokoferola medusobno su suprotni, §to znaci da &- i y-tokoferol pokazuju najjacu
antioksidativnu aktivnost (Pic¢uri¢-Jovanovi¢ i Milovanovi¢, 2005; Mali¢anin, 2014). é-tokoferol
pokazuje prooksidativna svojstva samo u vrlo visokim koncentracijama. To je razlog cestog
koriS¢enja d-tokoferola u prehrambenim proizvodima (Leclercq i sar., 2007; Gromadzka i
Wardencki, 2011).

Svakom biljnom ulju se moZe proceniti bioloSka vrednost na osnovu sadrzaja pojedinih
tokoferola. y-tokoferol je najrasprostranjeniji izomer u kukuruznom ulju i sojinom ulju (79 1 63 %,
redom, od ukupne koli¢ine tokoferola). a-tokoferol ¢ini oko 96% ukupnih tokoferola suncokretovog
ulja. 6-tokoferol je karakteristiCan za sojino ulje, dok se B-tokoferol retko moze naéi u jestivim
biljnim uljima (Kamal-Eldin i Appelqvist, 1996; Dimi¢, 2005). U biljnim uljima, tokoferoli i
tokotrienoli su prisutni u koli¢ini 200-1200 mg/kg, Sto zavisi od primenjenog postupka proizvodnje.
Postupkom rafinacije ulja dolazi do odredenog gubitka tokoferola. Takode, sadrzaj tokoferola u
uljima ¢e biti manji ako je visi stepen oksidacije ulja (Dimi¢ i Turkulov, 2000). Kao prirodni
antioksidansi, tokoferoli i tokotrienoli usporavaju proces oksidacije u uljima i mastima, a u
organizmu sprecavaju Stetno delovanje slobodnih radikala (Toppel, 1997; Frankel, 1999).

R, R,
o.— CH, CH,
B |CHy H
y | H CH,
5§ |H H

tokotrienol

Slika 2.10. Strukturne formule tokoferola i tokotrienola
(https://www.sciencedirect.com/)
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Tabela 2.5. Sadrzaj ukupnih tokoferola i tokotrienola pojedinih jestivih biljnih ulja
(Pravilnik, 2013)

Vrsta ulja Sadrzaj, mg/kg Vrsta ulja Sadrzaj, mg/kg
suncokretovo 447 - 1514 susamovo 331 -1003
sojino 601 - 3363 ulje semena tikve 750 - 860
repicino 438 - 2680 palmino ulje 150 - 1500
ulje kukuruznih klica 331-3716 ulje palminih kostica 0-257
maslinovo 150 -200 kokosovo ulje 0-44

2.6.3. Steroli

Steroli predstavljaju visokomolekularne ciklicne alkohole, koji se sastoje iz Cetiri
kondenzovana prstena i 17 ugljenikovih atoma u svom molekulu. Svaki molekul sterola na 3.
ugljenikovom atomu ima vezanu —OH grupu, dok je na 17. ugljenikovom atomu, za molekul sterola
vezan alifatski lanac sa 8 do 10 ugljenikovih atoma (slika 2.11). Prema poreklu, steroli se dele na
fitosterole koji se nalaze u biljnim uljima i zoosterole koji se nalaze u animalnim mastima.
Najzastupljeniji fitosteroli u biljnim uljima su kampasterol, stigmasterol i sitosterol, u koli¢ini 0,03—
1%. Glavni predstavnik zoosterola je holesterol (Dimi¢, 2005). Na osnovu sadrzaja pojedinih
sterola, koji su karakteristi¢ni za odredeno ulje ili mast, moZe se izvrsiti njihova identifikacija
(Matijasevi¢ i Turkulov, 1980).

holesterol

kampesterol

Slika 2.11. Strukturne formule najrasprostranjenijih sterola
(http://www.inpharma.hr)

Holesterol je bitan faktor metabolizma, jer se smatra uzroénikom oboljenja krvnih sudova.
Dve trecine holesterola se produkuje u organizmu (800 — 900 mg/dan kod odraslih osoba), a samo
jedna tre¢ina se unosi hranom (150 — 300 mg/dan). Holesterol je neophodan organizmu, za
normalan rad svih ¢elija. Kada je u krvi prisutan u znatno ve¢im koncentracijama od normalnih, tek
tada dolazi do ispoljavanja njegovih Stetnih efekata (MatijaSevi¢ i Turkulov, 1980; LepSanovic¢ i
LepSanovi¢, 1995; Dimi¢, 2005).

23



Opsezne studije su pokazale da fitosteroli smanjuju nivo ukupnog i LDL holesterola u
ljudskom organizmu (Normen i sar., 2004). Fitosteroli, najverovatnije, spreavaju apsorpciju
holesterola. Oni vezuju zucne kiseline i smanjuju rizik od formiranja visokog nivoa ukupnog
holesterola u krvi, a nemaju uticaj na nivo HDL holesterola. Jos jedan pozitivan efekat fitosterola je
u inhibiciji razvoja raka debelog creva. U ljudskim i zivotinjskim organizmima, fitosteroli
ispoljavaju i antioksidativno dejstvo (Heinemann i sar., 1993; Pieszka i sar., 2014).

2.6.4. Pigmenti

Pigmenti su supstance koje daju boju uljima. U biljnim uljima su prisutni karotenoidi,
hlorofil 1 gosipol (pigment prisutan u Zuto-¢ilibarnom pamukovom ulju) (Dimi¢, 2005). Pigmenti
imaju znacajnu ulogu u oksidativnoj stabilnosti jestivih biljnih ulja, zbog svoje antioksidativne
aktivnosti. Karotenoidi usporavaju autooksidaciju i povecavaju stabilnost biljnih ulja, a sli¢no je i
ponasanje hlorofila koji istu ulogu ispoljavaju u odsustvu svetlosti (Criado i sar., 2008; Hashemi i
sar., 2017).

Zuto-crvena boja karotenoida, karakteristiéna za mnoga biljna ulja, poti¢e od velikog broja
konjugovanih dvostrukih veza u strukturi njihovih molekula. a- i f-karoten su posebno vazni zbog
provitaminskog dejstva. Pored ova dva, od znacaja je joS i y-karoten (slika 2.12). Bojeni spektar
karotenoida pokazuje apsorpciju u intervalu talasnih duzina 400-510 nm, sa maksimumom
apsorpcije na 455 nm, pa se stoga mogu kvantitativno odrediti spektrofotometrijskom metodom.
Ocitana vrednost apsorbancije na spektrofotometru, proporcionalna je intenzitetu Zuto-crvene boje
ulja (Matijasevi¢ i Turkulov, 1980; Dimi¢, 2005). Usled oksidacionih procesa, dolazi do razaranja
njihove strukture i ulje gubi karakteristicnu boju (Dimi¢, 2005).

U literaturi je prikazan zdravstveni aspekt delovanja -karotena. To se odnosi na njegova
antioksidativna i provitaminska svojstva, mogu¢nost smanjenja rizika od odredenih vrsta kancera,
kao 1 na efektivno delovanje u prevenciji koronarno-sr€anih oboljenja i degeneracije celija
(Kohlmeier i Hastings, 1995; Van Poppel i Goldbohm, 1995; Da Silva i Jorge, 2017).

o - karoten

B — karoten

S Sulaiindut Tt e e o

v — karoten

Slika 2.12. Strukturne formule karotenoida (Bockisch, 1998)
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2.6.5. Fenolne materije

Fenolne materije su od velikog znacaja sa viSe tacaka gledista: kao antioksidansi, bojene
materije, oksidacioni supstrati, konstituenti proteina, izazivaci astrigencije, gorCine, reakcija
tamnjenja (Singleton i sar., 1999). To su sekundarni metaboliti biljaka u kojima imaju vise funkcija.
Koli¢ina polifenola u biljkama varira u zavisnosti od vrste, stepena izloZenosti suncu, uslova
gajenja, stepena zrelosti, uslova skladistenja itd., zbog cega su prisutni sa razli¢itim brojem
benzolovih prstenova i hidroksilnih grupa u strukturi (Lizcano i sar., 2019). Na primer, fenolne
kiseline pripadaju jednostavnim polifenolima, po svojoj strukturi, a tanini pripadaju slozenim,
odnosno, polikondenzovanim polifenolima (Berend i Grabari¢, 2008; Bjelica, 2019).

Polifenoli su u prirodi vezani za molekule mono- ili polisaharida, a mogu se pronaci i kao
funkcionalni derivati estara (Harborne i sar., 1999; Rabrenovi¢, 2011). Prema strukturi, polifenoli
su podeljeni u 12 grupa (tabela 2.6).

Tabela 2.6. Podela fenolnih jedinjenja po Harborne-u i sar. (1999)

grupa fenolnih jedinjenja struktura
prosti fenoli, benzohinoni Ce
hidroksibenzoeve kiseline Ce-Ci
acetofenoni, fenilacetatne kiseline Ce-C2
hidroksicimetne kiseline Cs-Cs
naptohinoni Ce-Ca
ksantoni C6-C1-Co
antrahinoni Ces-C2-Co
flavonoidi, izoflavonoidi C6-C3-Ce
lignani, neolignani (Co-C3)2
biflavonoidi (C6-C3-Co)2
lignini (C6-Cs)n
kondenzovani tanini (C6-C3-Céo)n

Fenolna jedinjenja u prirodi se mogu podeliti u dve osnovne grupe: flavonoidi i
neflavonoidi.

Flavonoidi su najzastupljenije fenolne materije u biljnom svetu. Ova jedinjenja, niske
molekulske mase, sastvaljena su od 15 ugljenikovih atoma sloZenih u konfiguraciju Cs—C3-Cs, koja
sadrzi dva aromati¢na prstena A i B povezana trikarbonskim mostom, u obliku heterociklicnog
prstena C (slika 2.13) (Harborne i sar., 1999; Rabrenovic, 2011). Najznacajnije grupe flavonoida su:
flavonoli (kvercetin je najcesée prisutan u hrani), flavan-3-oli, flavanoli (katehin, epikatehin i
njegovi polimeri i estri), antocijani i tanini (Shi i sar., 2003; Mali¢anin, 2014).
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Slika 2.13. Strukturna formula flavonoida
(http://genomics.unl.edu/RBC_EDU/fla.html)

U neflavonoide spadaju:

- fenolne kiseline, i to, derivati hidroksicimetne kiseline (kumarna, kafa, ferula, hlorogenska i
nehlorogenska) i derivati hidroksibenzoeve kiseline (p-hidroksibenzoeva, protokatehinska,
vanilinska, galna, siringinska, salicilna i genticinska);

- derivati tirozina (tirozol i hidroksitirozol) i

- stilbeni (resveratrol) (Shi i sar., 2003; Malicanin, 2014).

Glavna fenolna jedinjenja koje se nalaze u ulju semenki voc¢a su p-kumarna kiselina,
salicilna kiselina i kvercetin (Da Silva 1 Jorge, 2017). Prisustvo ovih supstanci utic¢e na ukus i aromu
ulja, ali takode i na oksidativnu stabilnost, jer suzbijaju dejstvo slobodnih radikala i aktivnost
helatiraju¢ih metala (Gromadzka i Wardencki, 2011). Zadovoljavajuci postupak za ekstrakciju svih
ili samo odredenih klasa fenola nije jos uvek razvijen. Na kvantifikaciju ovih supstanci utice priroda
jedinjenja, primenjena metoda ekstrakcije i prisustvo ometajuc¢ih elemenata, poput voskova, terpena
i hlorofila. Rastvorljivost fenolnih materija se menja na osnovu polariteta upotrebljenog rastvaraca,
stepena polimerizacije fenola i njihove interakcije sa drugim komponentama uzorka (Da Silva i
Jorge, 2017).

2.7. Kvarenje ulja i delovanje prirodnih antioksidanata

Pod uticajem razli¢itih faktora spoljne sredine (vlaga, svetlost, poviSena temperatura,
kiseonik) biljna ulja podlezu hemijskim reakcijama, enzimskim i mikrobioloSkim procesima, usled
¢ega dolazi do njihovog kvarenja. Obim i vrsta kvarenja zavisi od uslova pod kojima se ulja cuvaju,
a takode, 1 od vrste i kvaliteta ulja. Proizvodi kvarenja ulja su isparljiva karbonilna jedinjenja i
nizemolekulske masne kiseline koji kvare miris i ukus ulja, dok slobodni radikali, polimeri i
peroksidi mogu biti opasni po zdravlje (Matijasevi¢ i Turkulov, 1980).

Dva najceS¢a oblika kvarenja ulja su hidroliticko razlaganje i oksidativno kvarenje.
Hidroliticko razlaganje triacilglicerola je reakcija koja se odvija u prisustvu vode i lipolitickih
enzima kao katalizatora, usled cega se iz molekula triacilglicerola oslobadaju slobodne masne
kiseline i drugi produkti hidroliticke razgradnje glicerol, mono- i diacilgliceroli. Posledica procesa
je povecanje kiselosti ulja. Hidroliticko razlaganje se ¢esce pojavljuje u sirovini, pa se posebna
paznja posvecuje uslovima pod kojim se Cuvaju semenke do momenta presovanja. Faktori koji
ubrzavaju ovaj proces su visok sadrzaj vlage i visoke temperature (55-80°C). Oksidacija je jedno
od najcescih i najpoznatijih vidova kvarenja. Obicno kada se govori o kvarenju ulja, misli se na
oksidativno kvarenje, uzeglost ili autooksidaciju (Dimi¢, 2005).
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2.7.1. Mehanizam autooksidacije ulja

Autooksidacija ulja je slobodno-radikalska lancana reakcija koja dovodi do pojave
nepozeljnog mirisa i ukusa, gubitka nutrijenata i nastanka toksi¢nih materija (Adhvaryu i sar., 2000;
Saldafa i Martinez-Monteagudo, 2013). Shodno tome, rok trajanja i krajnja upotreba bilo kog ulja,
zavise od njegove otpornosti na oksidaciju, odnosno, oksidativne stabilnosti (Martinez-Monteagudo
1 sar., 2012). Uslovi od kojih zavisi brzina oksidativnog procesa su hemijski sastav ulja, uslovi
Cuvanja i prisustvo odredenih sastojaka ulja koji ubrzavaju ili usporavaju proces autooksidacije
(Dimi¢, 2005).

U fazi inicijacije procesa, dolazi do stvaranja slobodnih radikala reakcijom termolize koja je
zasnovana na raskidanju kovalentnih veza u strukturi triacilglicerola usled poviSene temperature, u
prisustva enzima, svetlosti, jona metala (Ca** i Fe*") i reaktivnih vrsta kiseonika. Komponente koje
se razgraduju na relativno niskoj temperaturi (<100°C) su bitni pokretaci slobodno-radikalske
lancane reakcije. Nezasi¢ene masne kiseline se razgraduju na nizim temperaturama, u poredenju sa
zasi¢enim masnim kiselinama. Razgradni produkti nezasi¢enih masnih kiselina su hidroksil-radikal
(HO), alkoksi-radikal (RO) i hidroperoksil-radikal (HOO"), medu kojima je hidroksil-radikal
najodgovorniji za inicijaciju autooksidacije ulja, zbog njegove jake tendencije za prihvatanje
elektrona. Ovi radikali vezuju atom vodonika iz strukture masnih kiselina i na taj nacin nastaju
slobodni radikali masnih kiselina (R’) (Choe i Min, 2006; Saldafia i Martinez-Monteagudo, 2013).
Faza inicijacije se moze prikazati reakcijama:

RH+ 02 > RO 2.1)
RH+ 02 - R + HOO (2.2)

Faza propagacije pocinje kada slobodni radikali masnih kiselina reaguju sa kiseonikom.
Reakcija kiseonika sa slobodnim radikalom vodi stvaranju peroksidnog radikala (ROO"). Peroksidni
radikal izaziva odvajanje atoma vodonika iz susednog molekula masne kiseline, ¢ime se dobija
slobodni atom vodonika koji reaguje sa radikalom peroksida i stvara hidroperoksid masne kiseline
(ROOH)). U isto vreme, dolazi do razlaganja hidroperoksida i nastanka novih radikala peroksida i
slobodnih radikala masnih kiselina. U toku propagacije odvijaju se i sekundarne slobodno-
radikalske reakcije koje vode formiranju aldehida, ketona, niskomolekularnih masnih kiselina, nizih
alkohola, i1 drugih sekundarnih produkata oksidacije koji se negativno odraZavaju na senzorne i
nutritivne karakteristike ulja (Rabrenovi¢, 2011). Faza propagacije se moze prikazati reakcijama
(Chan, 1987; Fenema i sar., 2007):

R + 02 - ROO (2.3)

ROO  +RH — ROOH: + R (2.4)
2ROOH — ROO:- + RO- + H20 (2.5)
OH-+ RH — R- + H20 (2.6)
RO-+ RH — R- + ROH 2.7)

U fazi terminacije, dva radikala se povezuju u stabilan oblik. U uslovima viska kiseonika,
radikali peroksida ¢e se povezivati medusobno, stvarajuci krajnji stabilan proizvod (ROOR). Ovo je
rezultat dodavanja kiseonika slobodnom radikalu i oslobadanja kiseonika iz radikala peroksida, kao
glavnog radikala u reakciji. U uslovima niskog nivoa kiseonika, dolazi do spajanja slobodnih
radikala i stvaranja dimera masnih kiselina (RR), ¢ime se zavrSava lancana reakcija stvaranja
radikala i hidroperoksida. Faza terminacije se moze prikazati slede¢im reakcijama (Chan, 1987;
Fenema i sar., 2007):

ROO + R'> ROOR (2.8)
R +R'— RR (2.9)
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ROO + ROO' - ROOR + O2 (2.10)
2.7.2. Mehanizam delovanja prirodnih antioksidanata

Antioksidanti su organska jedinjenja koja nisu direktno ukljucena u rast i razvoj, ali igraju i
vaznu ulogu u odbrambenom sistemu biljaka, pa spadaju u sekundarne metabolite. Oni vrSe
dejonizaciju ili prevenciju stvaranja reaktivnih grupa kiseonika (reactive oxygen species - ROS),
kao §to su superoksid radikal anjon (Oz’), hidroksil radikal (HO") i vodonik-peroksid (H202). ROS
predstavljaju razne forme aktiviranog kiseonika, koje uzrokuju oksidativna oStecenja
makromolekula, poput DNK, proteina, lipida i malih ¢elijskih molekula. Ovi slobodni radikali
ukljuceni su, pored starenja, u patologiji mnogih bolesti kao $to su rak, ateroskleroza, dijabetes i
neurodegenerativni poremecaji (Akar i sar., 2017).

Prirodni antioksidanti predstavljaju zastitni mehanizam protiv oStecenja celijskih organela
izazvanih dejstvom slobodnih radikala. Oni inhibiraju ili odlazu oksidaciju drugih molekula
spreCavanjem pokretanja i Sirenja lanCane reakcije oksidacije, dejonizuju slobodne radikale,
helatiraju slobodne kataliticke metale i deluju kao donori elektrona (Padmanabhan i Jangle, 2012;
Nandhakumar i Indumathi, 2013). Stoga je vazno poznavati sadrzaj antioksidanata i njihovu
efikasnost u hrani, radi oCuvanja i zaStite hrane od oksidativnog kvarenja, kako bi se izbegle Stetne
promene i gubitak njene komercijalne i nutritivne vrednosti (Halliwell, 1997; Kedare i Singh,
2011). Za razliku od prirodnih, u literaturi je dokazano da, sinteticki antioksidanti poseduju toksicno
i/ili mutageno dejstvo. To je podstaklo promociju istrazivanja karakteristika prirodno prisutnih
antioksidanata u hrani (Nandhakumar i Indumathi, 2013).

Biljke sadrze razne vrste jedinjenja sa antioksidativnim svojstvima, kao §to su vitamini (A,
C i E), karotenoidi, koenzim-K, likopeni i fenoli (fenolne kiseline, flavonoidi, flavonoli,
antocijanini, tanini i lignin) (Akar i sar., 2017).

Antioksidativno delovanje tokoferola (TOH) zasnovano je na otpusStanju atoma vodonika
koji se vezuje za radikal peroksida ROO" nezasi¢ene masne kiseline, pri ¢emu nastaju hidroperoksid
ROOH i tokoferil radikal TO:

ROO: + TOH — ROOH + TO: 2.11)

Tokoferil radikal nema takvu sposobnost da razvija lancane reakcije oksidacije, kao §to je to
slucaj sa radikalima peroksida, ve¢ stupa u reakciju sa radikalima peroksida ili drugim tokoferil
radikalima, gradeci na taj nacin stabilnije proizvode (Rabrenovi¢, 2011).

Tokoferoli, kao antioksidanti, vrSe stabilizaciju nastalih radikala u organizmu i time
sprecavaju oStecenje lipida u cCelijskim membranama. Takode, deluju preventivno protiv
kancerogenih i1 kardiovaskularnih oboljenja i usporavaju starenje (Wang i Quinn, 1999; Rabrenovic,
2011).

Fenolna jedinjenja, slicno tokoferolima, prekidanju lancane reakcije stvaranja peroksidnih
radikala u organizmu, i prevode ih u stabilnija jedinjenja (Pi¢uri¢-Jovanovi¢ i Milovanovi¢, 2005;
Rabrenovi¢, 2011). Fenolne kiseline pokazuju antioksidativnu aktivnost u zavisnosti od broja i
polozaja —OH grupa prema funkcionalnoj karboksilnoj grupi (-COOH) (Rice-Evans i sar., 1996;
Robards i sar., 1999). Galna kiselina, koja poseduje tri —OH grupe, ima snazna antioksidativna
svojstva (Marinova i sar., 1999), kao i hidroksibenzoeva kiselina sa —OH grupom u meta-polozaju
prema karboksilnoj grupi, dok isti molekul sa OH grupom u para ili orto polozaju prema —COOH
grupi, ne pokazuje antioksidativne karakteristike (Rice-Evans i sar., 1996). Hidroksicimetna
kiselina poseduje bolja antioksidativna svojstva od hidroksibenzoeve kiseline, §to se objasnjava
prisustvom CH=CH-COOH grupe. Ova kiselina je bolji donor vodonikovog jona, ¢ime se postize
bolja stabilizacija slobodnih radikala (Andreasen i sar., 2001).

28



Flavonoidi pokazuju slozeniju zavisnost strukturne formule i antioksidativne aktivnosti, u
odnosu na fenolne kiseline. U literaturi je to objasnjeno kompleksnos¢u strukture flavonoida, a pre
svega, prisustvom odredenih supstituenata u prstenu B i C, koji odreduju njihovu antioksidativnu
aktivnost, 1 to:

- orto-dihidroksilne strukture B prstena (katehol grupa) (Pietta, 2000);

- hidroksilne grupe u polozajima 3, 4 i 5 u prstenu B (pirogalol grupa) (van Acker i sar.,
1996);

- dvostruke veze izmedu ugljenikovih atoma u polozajima 2 i 3, konjugovane sa 4-okso
grupom u prstenu C (Pietta, 2000);

- dvostruke veze izmedu ugljenikovih atoma u polozajima 2 i 3, kombinovane sa 3
hidroksilne grupe u prstenu C (karakteristi¢na za kemferol) (van Acker i sar., 1996);

- supstitucije hidroksilnih grupa metoksilnim grupama u prstenu B, usled cega dolazi do
promene redukcionog potencijala koji uti¢e na kapacitet flavonoida za hvatanje slobodnih
radikala (Pietta, 2000; Seeram i Nair, 2002).

U literaturi se mogu nac¢i dokazi o antioksidativnim, ali i prooksidativnim karakteristikama
B-karotena. Prema Viljanen i sar. (2002) u fotooksidacionim procesima, karotenoidi ispoljavaju
antioksidativnu aktivnost. B-karoten u suncokretovom ulju povecava oksidativnu stabilnost ulja na
sobnoj temperaturi i u prisustvu svetlosti, zbog sinergistickog dejstva sa tokoferolima. Koje ¢e
delovanje B-karotena do¢i do izrazaja u biljnim uljima, zavisi i od njegove koncentracije. Pri
visokim koncentracijama, B-karoten pokazuje ¢ak i prooksidativnu aktivnost u uljima (Dimic¢,
2005). Medutim, prema Yanishleva i sar. (2001), B-karoten ne pokazuje zaStitno dejstvo od
oksidacije u uljima koja nemaju druge antioksidanse. Stavise, p-karoten deluje prooksidativno u
uslovima sobne temperature i visoke koncentracije kiseonika, posebno u mraku (Dimi¢, 2005).

2.8. Sadrzaj i hemijski sastav ulja iz semenki jabuka

2.8.1. Sadrzaj ulja

Sadrzaj ulja u semenkama jabuka varira u Sirokom rasponu od 10,6 do 29,1 g/100 g rac¢unato
na suvu materiju semenki. Pored ove dve ekstremne vrednosti, u tabeli 2.7 je prikazan sadrzaj ulja u
semenkama razli¢itih sorti jabuka, saopSten u literaturi.
Tabela 2.7. Sadrzaj ulja u semenkama jabuka

Nau¢ni radovi Sadrzaj ulja (g /100 g s.m. semenki jabuke)
Arain i sar., 2012 26,8 —28,9
Bada i sar., 2014 16,87 —22,73

Gornas i sar., 2014a 12,06 — 27,49

Hashemi i sar., 2017 10,6
Madrera 1 Valles, 2018 16,2 - 21,1
Matthaus 1 Ozcan, 2015 21,9 -25,6

Pieszka 1 sar., 2014 20,22

Tian i sar., 2010 20,69 — 24,32
Walia i sar., 2014 22,33
Yukui i sar., 2009 29,1
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2.8.2. Sadrzaj i sastav triacilglicerola i masnih kiselina

U kompoziciji triacilglicerola ulja semenki jabuka dominiraju palmitodilinolein (LLP) 39,32
— 41,17%, zatim trilinolein (LLL) 17,8 — 27,12 %, linoleostearin (SOL) 16,85 — 24,71%,
oleodilinolein (LLO) 4,49 — 7,9%, lineodiolein (OOL) 5,6 — 7,29%, a najmanje su prisutni triolein
(000) 1,44- 3,96%, palmitodiolein (OOP) 0,51-1,76 % i oleodipalmitin (PPO) 0,17 — 0,31%
(Bada i sar., 2014).

Prema sadrzaju pojedinih triacilglicerola i prikazanom masnokiselinskom sastavu u tabeli
2.8, moze se zakljuciti da ulje iz semenki jabuka spada u grupu ulja sa visokim procentom
nezasi¢enih masnih kiselina (85-90%) i niskim sadrZajem zasi¢enih masnih kiselina (10-15%) Sto
je vazan pokazatelj kvaliteta biljnih ulja.

Na osnovu tabele 2.8, dominantna masna kiselina u ulju semenki jabuka je linolna 40,5-
67,94 g/100 g ulja, zatim sledi oleinska 20,68-46,5 g/100 g ulja. Veoma retko u ulju iz semenki
jabuka dominira oleinska kiselina, kao $to navode Walia i sar. (2014), koji su odredili sadrzaj
oleinske (46,5 %), dok je sadrzaj linolne masne kiseline (43,81 %). Polinezasi¢ena, ®-3 masna
kiselina, linolenska, je prisutna u koli¢ini 0,19-1,4/100 g ulja, a mononezasi¢ena gadoleinska (11-
eikosenska — C20:1) 0,3—1,3 g/100 g ulja. Kako navode Yu i sar. (2007) visok procenat nezasi¢enih
masnih kiselina ¢ini ulje semenki jabuka nutritivno povoljnim, zbog snizavanja sadrzaja
lipoproteina niske gustine (LDL holesterol) i sprecavanja rizika od nastanka kardiovaskularnih
oboljenja. Od zasi¢enih masnih kiselina, dominantna je palmitinska sa sadrzajem 5,6-9,18 g/100 g
ulja.

Tabela 2.8. Masnokiselinski sastav (g/100g ulja) ulja semenki jabuke prema podacima u literaturi

Masna  Gornasisar., Madrerai Arain i Matthaus Yuku Tian i sar., Bada i sar.,
kiselina 2014a Valles, sar., 2012 i Ozcan, 1isar., 2010 2014
2018 2015 2009

Ci2:0 0,01 -0,03 - - - - - .
Cia0 0,02 -0,05 - - - - - -
Ci6:0 5,78 - 8,33 7,1-17,6 6,1 -7,4 6,3-7,0 5,61 6,51 — 6,60 8,07-9,18
Cie:1 0,06-0,18  0,05-0,07 0,1-0,2 0,2 0,06 0,05 0,07 -0,12
Ci7:0 0,05-0,08 - 0,0-0,1 - - - -
Ci71 0,03 -0,05 - - - - - -
Cis:0 1,26 - 1,75 1,7-2,2 2,0-3,1 1,9-2,1 1,47 1,75-1,96 1,75-2,30
Cis: 20,68 —29,00 32,2-342 38,7-45,5 35,7404 2647 37,49-38,55 27,02-36,57
Cis2 59,37-67,94 53,7-57,0 40,5-49,6 48,1-51,7 43,03 50,7-51,4 50,34-60,78

Cig3 03 0,4-1,35 1,0-1,4 0,3-0,4 0,3-0,6 0,6 0,19-0,30 0,25-0,40
C20:0 0,79 - 1,27 0,2-0,3 0,9-2,0 - 1,311 1,49 — 1,54 1,14-1,53
Ca0:1 0,33-0,55 03-04 0,6-1,0 1,L1-1,3 0,391 0,51-0,56 0,36 0,51
C22:0 0,06 - 0,27 0,2 0,4-0,7 - 0,27 0,40 0,17-0,28
C22:1 0,01 -0,10 - - - - -




2.8.3. Sadrzaj i sastav tokoferola

U vec¢ini biljnih ulja, dominantni izomeri tokoferola su y- i a-tokoferol, dok su B- i d-
tokoferoli prisutni u manjim koli¢inama (Gornas i sar., 2014c; Gornas, 2015a). a-tokoferol je
najaktivniji homolog u ljudskom organizmu. Nizak nivo vitamina E povezuje se sa aterosklerozom i
ostalim degenerativnim bolestima (Da Silva i Jorge, 2017).

Sadrzaj pojedinih izomera tokoferola u uljima iz semenki jabuka, prikazan u tabeli 2.9, je
dosta varijabilan. Prema nekim autorima dominantan je a-tokoferol (Gornas, 2015a; Matthaus i
Ozcan, 2015; Da Silva i Jorge, 2017), dok je prema drugima dominantan p-tokoferol (Pieszka i sar.,
2014; Bada i sar., 2014; Madrera 1 Valles, 2018).

Tabela 2.9. Sadrzaj pojedinih tokoferola i tokotrienola

u ulju semenki jabuke (mg/100g ulja) prema podacima u literaturi

Pieszka Matthaus Da Bada i sar.,
Tokoferolii  Gornas, 2015a Madrera i . . Silva i
. . isar., i Ozcan, 2014
tokotrienoli Valles, 2018 2014 Jorge,
2015 2017
a-tokoferol 51,4—-114,55 39,31-49,17 41,75 51,4-60,5 26,107 5,24 - 8,48
B-tokoferol 27,92 - 124,28 70,14 -90,29 62,77 28,3 -34,3 - 7,92 - 12,53
y-tokoferol 16,71 — 78,69 1,98 — 3,33 13,60 0,0-6,8 20,51 0,028 - 0,433
d-tokoferol 0,67 — 79,03 0,8 —4,47 21,28 0,0-3,5 6,337 0,10 - 7,55
ukupni a0 55 37008 112,7- 1454 143,66 87.5-95.1 53454  13.74- 1838
tokoferoli

2.9. Analiticke tehnike u analizi biljnih ulja

Kako bi se definisao kvalitet biljnih ulja, neophodno je odrediti parametre kvaliteta

koris¢enjem analitickih tehnika i metoda:

kiselost ulja tj. sadrzaj slobodnih masnih kiselina (SMK) (Dimi¢ i Turkulov, 2000);

metode identifikacije biljnih ulja: indeks refrakcije, relativna gustina, tacka topljenja, jodni
broj, saponifikacioni broj i dr. (Dimi¢ i Turkulov, 2000);

metode procene stepena oksidacije ulja: peroksidni broj (Pbr), test tiobarbiturne kiseline,
karbonilni broj, anisidinski broj (Abr), Kreis test, oksidaciona vrednost (OV) ili Totox
vrednost itd. (Dimi¢ i Turkulov, 2000);

metode odredivanja odrzivosti ulja: Schaal ili Oven test, Rancimat test, AOM ili Swift test
(Dimi¢ i Turkulov, 2000);

metode odredivanja antioksidativnog kapaciteta ulja: DPPH test (Brand-Williams i sar.,
1995), ABTS test i FRAP test (Marfil i sar., 2011).

Za odredivanje kvantitativnih i kvalitativnih svojstava biljnih ulja, sve ¢eS¢e se primenjuju

hromatografske, spektroskopske i druge instrumentalne tehnike:
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- gasna hromatografija (GC) i gasna hromatografija/masena spektroskopija (GC/MS); Ove
tehnike sluze za kvantitativno i kvalitativno odredivanje sastava masnih kiselina, sadrzaja
tokoferola, sastava i sadrzaja sterola (Gunstone, 2004; Malic¢anin, 2014);

- tena hromatografija visokog stepena razdvajanja (High Performance Liquid
Chromatography - HPLC) se koristi za odredivanje sadrzaja i sastava tokoferola i polifenola
(Gunstone, 2004; Mali¢anin, 2014);

- infra-crvena spektorskopija sa Furijeovom transformacijom (Fourier Transformation
Infrared Spectroscopy - FTIR) se primenjuje za odredivanje odnosa prisutnih cis/trans
masnih kiselina, jodnog broja, saponifikacionog broja, sadrzaja slobodnih masnih kiselina,
peroksidnog i anisidinskog broja (Gunstone, 2004; Mali¢anin, 2014);

- ultraljubicasta spektroskopija (Ultraviolet Spectroscopy - UV) se koristi za identifikaciju
masnih kiselina sa konjugovanim dvostrukim vezama i procenu stepena oksidacije
(Gunstone, 2004; Mali¢anin, 2014);

- fluorescentna spektroskopija se koristi za odredivanje prisustva karbonilnih jedinjenja
(malonaldehid) i ketona (Dimi¢ i Turkulov, 2000);

- diferencijalno skenirajuca kalorimetrija (Differential Scanning Calorimetry - DSC) se koristi
za odredivanje oksidativne stabilnosti ulja (Mali¢anin, 2014).

2.9.1. Kiselost ulja

Slobodne masne kiseline (SMK) u uljima su rezultat hidroliticke razgradnje triacilglicerola
(slika 2.14):

0
o . H—O—E—R,
HC—0—C—R, H,C—OH

OH H—O g R

g (o]
—o—&—, —on H—o—li—,

triacilglicerol ghcerol slobodne masne kiseline

Slika 2.14. Reakcija hidrolize triacilglicerola

Kiselost ulja je posledica nastalih slobodnih masnih kiselina. Za sve kategorije biljnih ulja,
sirova, rafinisana, hladno presovana, kiselost je jedan od osnovnih parametara kvaliteta. Najcesce se
izrazava kao sadrzaj slobodnih masnih kiselina, mada se, posebno u zakonskim propisima, sve vise
koristi kiselinski broj (Karlovi¢ i Andri¢, 1996; Dimi¢ i Turkulov, 2000).

2.9.2. Identifikacija biljnih ulja
2.9.2.1. Odredivanje gustine i indeksa refrakcije ulja

Indeks refrakcije se definiSe kao odnos brzine svetlosti u vakuumu prema brzini svetlosti
iste talasne duzine u ispitivanoj supstanci. Umesto u vakuumu, u praksi se koristi brzina svetlosti u
vazduhu. Indeks refrakcije je karakteristi¢na veli¢ina i prikazuje se u odredenim rasponima za svaku
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vrstu ulja (tabela 2.10). Zavisi od stepena nezasi¢enosti i odnosa sadrzaja Cis i trans masnih kiselina
ulja, kao 1 od toga u kojoj meri je ulje oksidovano. Odredivanje indeksa refrakcije se sprovodi pri
strogo kontrolisanim temperaturnim uslovima, i to, na 20°C za te¢na ulja i masti, na 40—60°C za
¢vrste masti, i na 80°C za potpuno hidrogenizovane masti i voskove. Pomocu indeksa refrakcije
moze se pratiti smanjivanje broja nezasi¢enih veza, odnosno jodnog broja, i pojava cis/trans
izomerizacije masnih kiselina do kojih dolazi u postupku hidrogenacije biljnih ulja. U isto vreme,
povecava se taCka topljenja i smanjuje indeks refrakcije hidrogenovanog ulja (Matijasevi¢ i
Turkulov, 1980; Hamilton i Rossel, 1986; Dimi¢ i Turkulov, 2000).

Poznato je da, Sto su gustina i indeks refrakcije ulja visi, to su stepen nezasicenosti i duzina
lanaca masnih kiselina tog ulja ve¢i (Walia i sar., 2014).

U tabeli 2.10 date su vrednosti indeksa refrakcije za pojedine vrste ulja, koja su najvise
zastupljena na trzistu.

Tabela 2.10. Indeks refrakcije pojedinih jestivih biljnih ulja na 40°C
(Pravilnik, 2013)

Indeks refrakcije Indeks refrakcije
Vrsta ulja 20 Vrsta ulja 10
np, np
suncokretovo 1,461 — 1,468 sezamovo 1,465 — 1,469
$0jino 1,466 — 1,470 ulje semena tikve 1,474 — 1,475
repicino 1,465 - 1,467 palmino ulje 1,454 — 1,456 (na 50°C)
ulje kukuruznih klica 1,465 — 1,468 ulje palminih kostica 1,448 — 1,452
maslinovo 1,460 — 1,463 kokosovo ulje 1,448 — 1,450

2.9.2.2. Jodni broj

Jodni broj govori o stepenu nezasicenost ulja i masti, odnosno, u kojoj su meri prisutne
nezasi¢ene C=C veze masnih kiselina u molekulu triacilglicerola (Dimi¢ i Turkulov, 2000).

Sustina odredivanja jodnog broja je u hemijskoj reakciji adicije halogenih elemenata na
nezasi¢ene veze u molekulu masnih kiselina, §to se moze prikazati na primeru adicije joda na
dvostruku vezu u molekulu mononezasicene oleinske kiseline:

CH3(CH2);CH=CH(CH2)7COOH + J» — CH3(CH2);CHJ-CHJ(CH2)7COOH  (2.12)

Halogeni elementi se ne adiraju istom brzinom na dvostruke veze nezasi¢enih masnih kiselina.
Naime, od hlora ka jodu opada brzina adicije. Slobodni jod se sporo adira na dvostruke veze, za
razliku od halogenida joda. Zbog toga se halogenidi joda koriste u praksi za odredivanje jodnog
broja (Dimi¢ i Turkulov, 2000).

Najpoznatije metode za odredivanje jodnog broja su metoda po Wijsu i metoda po Hanusu.
Razlika ove dve metode je u tome Sto se kod metode po Wijsu, kao reagens, upotrebljava rastvor
jodmonohlorida, uz smesu cikloheksana i glacijalne siréetne kiseline koja sluzi kao rastvarac, a kod
metode po HanusSu se koristi reagens jodmonobromid, uz hloroform kao rastvarac. (Dimic i
Turkulov, 2000).

Nakon adicije, slobodni hlor i brom pokazuju sklonost ka neZeljenoj reakciji supstitucije. U
cilju sprecavanja supstitucije, jodmonohlorid (JCI) se rastvara u alkoholu ili glacijalnoj sir¢etnoj
kiselini, a jodmonobromid (JBr) u glacijalnoj sir¢etnoj kiselini (Mali¢anin, 2014).
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Tok reakcija pri odredivanju jodnog broja metodom po Wijsu je slede¢i (Dimi¢ i Turkulov,
2000):

R-CH=CH-R: + JCl - R-CHJ-CHCI-R1 (2.13)
JC1+2KJ - KCI+KJ+ ]2 (2.14)

Jo+ skrob — plavo obojenje (2.15)

J2 + Na2S203 — 2NalJ + Na2S406 (2.16)

U tabeli 2.11 date su vrednosti jodnih brojeva za jestiva biljna ulja, prema metodi po Wijsu.

Tabela 2.11. Vrednosti jodnog broja za pojedina jestiva biljna ulja
(Pravilnik o kvalitetu i drugim zahtevima za jestivo biljno ulje, SI. glasnik RS br. 43/2013)

jodni broj po Wijsu jodni broj po Wijsu
vrsta ulja vrsta ulja
g/100 g g/100 g
suncokretovo 118 — 141 susamovo 104 — 141
$0jino 124 - 139 palmino 50-55
repic¢ino 110-126 ulje kostica palme 14,1 -21,0
ulje kukuruznih klica 107 - 135 kokosovo 6,3-10,6

2.9.2.3. Saponifikacioni broj

Saponifikacioni broj (Sbr) zavisi od duZine lanaca masnih kiselina u molekulu
triacilglicerola. Visok saponifikacioni broj imaju ulja sa niskomolekulskim masnim kiselinama u
svom sastavu, dok je kod ulja sa masnim kiselinama dugackog lanca, saponifikacioni broj nizi (Rac,
1964; Dimi¢ i Turkulov, 2000). Vrednost saponifikacionog broja govori o srednjoj molekulskoj
masi triacilglicerola u uzorku, koja podeljena sa tri, daje pribliznu srednju molekulsku masu
prisutnih masnih kiselina u ulju. Srednja molekulska masa predstavlja zbir frakcionih masa svih
masnih kiselina u uzorku, pri ¢emu se frakciona molekulska masa pojedinacne masne kiseline

dobija mnozenjem molekulske mase odredene masne kiseline i njenog udela u uzorku (O’Keefe i
Pike, 2010).

Princip odredivanja saponifikacionog broja se zasniva na reakciji masnih kiselina, kao slabih
organskih kiselina, sa bazom, pri ¢emu se nagraduju soli, odnosno, sapuni. Kao primer, moze se
navesti hemijska reakcija stearinske kiseline i natrijum-hidroksida (Dimi¢ 1 Turkulov, 2000):

CH3(CHz2)16COOH + NaOH — CH3(CH2)16COONa + H20 (2.17)

Saponifikacioni broj, kao pokazatelj autenticnosti ulja (Dimi¢ i Turkulov, 2000) krece se u
odredenim granicama, kao §to je prikazano u tabeli 2.12.
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Tabela 2.12. Vrednosti saponifikacionog broja za pojedina jestiva biljna ulja
(Pravilnik, 2013)

Saponifikacioni broj Saponifikacioni broj
vrsta ulja vrsta ulja
mg KOH/g mg KOH/g
suncokretovo 188 — 194 susamovo 187 195
$0jino 189 — 195 ulje semena tikve 187 - 197
repicino 182 —193 palmino 190 — 209
ulje kukuruznih klica 187 - 195 ulje kostica palme 230 -254
maslinovo 185—-198 kokosovo 248 — 265

Kada se reakcija saponifikacije odvija na estarski vezanim masnim kiselinama, najpre dolazi
do hidroliticke razgradnje estarske veze od strane baze koja, potom, reaguje sa oslobodenim
masnim kiselinama grade¢i sapune (slika 2.15). U pocetku, reakcija je spora jer se kiseline i baza ne
mesaju, pa se izmedu njih ostvaruje slab kontakt. Do ubrzanja reakcije dolazi sa prvim koli¢inama
nastalog sapuna koji, kao povrSinski aktivna materija, ubrzava stvaranje emulzije (Dimi¢ i
Turkulov, 2000).

/o)
CH; — O—Cf
~
Ri
CH;— OH Ry— COO™Na"*
° |
CH —o—c\ + 3NaOH +—= CH—OH * R;—COO™Na’
Ry |
CH;— OH R;— COO™Na*
fo
CH;— O—C
\R,
T ; , tri molekula
triacilglicerol natrijum- glicerol
hidroksid sapuna

Slika 2.15. Reakcija saponifikacije triacilglicerola
2.9.3. Procena stepena oksidacije i odrZivosti ulja

Za procenu stepena oksidacije, odnosno, uzeglosti masti i ulja, koristi se veliki broj metoda.
Medutim, nijedna od tih metoda ne daje podatke o ukupnoj oksidaciji uzorka. Zbog toga se mora
primeniti viSe metoda (tabela 2.13), kako bi se dobila informacija o sadrzaju primarnih i
sekundarnih proizvoda oksidacije, nakon cega bi se mogao proceniti stepen nastalih oksidativnih
promena ulja (Dimi¢ i Turkulov, 2000).
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Tabela 2.13. Analiticke metode za procenu stepena oksidacije ulja (Dimi¢ i Turkulov, 2000)

Analiticka metoda Parametar koji se ispituje
Peroksidni broj (Pbr) Peroksidi
Test tiobarbiturne kiseline (TBK test) Malonaldehid
Karbonilni broj Jedinjenja koja sadrze karbonilnu grupu
Anisidinski broj (Abr) Neisparljiva karbonilna jedinjenja
Kreis test Epoksialdehidi i acetali
Oksidaciona vrednost (OV) Ukupan sadrzaj primarnih i sekundarnih
ili produkata oksidacije
Totox vrednost OV =2Pbr + Abr

Odrzivost ili stabilnost ulja moze se kvantitativno definisati i kao vremenski period u toku
koga se ulje moze sacuvati od oksidacije. Primena metoda odrzivosti ulja se zasniva na ubrzanoj
oksidaciji uzorka pod uticajem katalizatora, a najcesée se u praksi primenjuje toplota. Odrzivost ulja
se meri u satima ili danima koji su potrebni da bi ispitani uzorak ulja, na odabranoj temperaturi,
dostigao odredenu vrednost peroksidnog broja ili da se pojavi uZzegao ukus i miris. U tabeli 2.14
navedene su metode koje se primenjuju za procenu odrzivosti ulja (Dimic¢ 1 Turkulov, 2000).

Tabela 2.14. Analiticke metode za procenu odrzivosti ulja (Dimi¢ 1 Turkulov, 2000)

Analiticka metoda Parametar koji se ispituje
Schall ili Oven test (test odrzivosti u suSnici na Peroksidi, promene senzornih svojstava ulja
temperaturi 60 — 63°C) (miris, ukus)
AOM (Active Oxygen Method) test ili Swift test Peroksidi
Rancimat test Nizemolekulske masne kiseline, provodljivost
Metoda apsorpcije kiseonika Apsorbovani kiseonik

Promene senzornih svojstava ulja (miris, ukus),

Test na bazi fluorescentnog svetla o
peroksidi

Pored navedenih metoda, treba ista¢i i DSC test, kao efikasnu metodu za ispitivanje
otpornosti ulja na oksidaciju (Mali¢anin, 2014).

2.9.3.1. Peroksidni broj

Pojava uzeglosti jedan je od najc¢es¢ih oblika kvarenja ulja, a reakcija oksidacije je najcesci
uzrok pojave uzeglosti. U procesu oksidacije ulja, kao primarni proizvodi, nastaju hidroperoksidi i
peroksidi ¢ije se prisustvo odreduje peroksidnim brojem (Pbr). Pored odredivanja prisustva i
koli¢ine primarnih proizvoda oksidacije, peroksidni broj sluzi i za odredivanje efikasnosti
antioksidativne zastite ulja, a takode i za procenu odrZivosti ulja primenom ubrzanih testova (Dimi¢
1 Turkulov, 2000).

Odredivanje peroksidnog broja je zasnovano na reakciji primarnih proizvoda oksidacije ulja
sa jodovodoni¢nom kiselinom, usled ¢ega dolazi do oslobadanja elementarnog joda. Koli¢ina
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oslobodenog joda je proporcionalna koli€ini prisutnih proizvoda primarne oksidacije ulja. Tok
reakcija pri odredivanju peroksidnog broja izgleda ovako (Dimi¢ i Turkulov, 2000):

KJ + CH3COOH — HJ + CH3COOK (2.18)
2H) —» 2H" +2J° (2.19)

ROOH +2H" +2J~ — ]2+ R-OH + H20 (2.20)
J2 + NaxS203 — 2NalJ + Na2S40¢ (2.21)

gde je: ROOH — hidroperoksid i ROH — alkohol.
2.9.3.2. Anisidinski broj, konjugovani dieni i trieni

Neisparljiva karbonilna jedinjenja nastaju razlaganjem nestabilnih hidroperoksida, posebno
na vi§im temperaturama. Ona predstavljaju sekundarne proizvode oksidacije koji negativno uti¢u ne
samo na ukus i miris, nego i na stabilnost ulja. Sadrzaj neisparljivih karbonilnih jedinjenja u ulju
odreduje se anisidinskim brojem (Abr).

Konjugovani dieni, nastali razgradnjom hidroperoksida linolne kiseline, pokazuju
apsorpcioni maksimum na 232 nm. Konjugovani trieni pokazuju apsorpcioni maksimum na talasnoj
duzini 270 nm. Sveza, kvalitetna ulja, u kojima nisu nastupile oksidativne promene, ne pokazuju
apsorpcione maksimume na pomenutim talasnim duzinama. U uljima u kojima je, pak, doslo do
oksidativne uzeglosti, vrednosti apsorbancije su visoke, posebno na 270 nm (Dimi¢ i Turkulov,
2000).

2.9.3.3. Rancimat test

Rancimat test je analiticka metoda C¢iji je osnovni princip zasnovan na odredivanju
indukcionog perioda pri ubrzanom kvarenju ulja, usled delovanja poviSenih temperatura i
produvavanja vazduha kroz uzorak.

Slika 2.16. Rancimat Aparat 892 Professional za odredivanje odrzivosti ulja
(https://www.metrohm.com/en-us/products-overview/stability-measurement/rancimat/)
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Indukcioni period ukazuje na otpornost ulja prema oksidaciji. Sto je indukcioni period duzi,
to znaci da ulje ima bolju odrzivost. Na kraju ovog perioda, u ulju su prisutne vece koliCine
isparljivih kiselina, pre svih, mravlje, a mogu se naci i siréetna, propionska, buterna i kapronska
kiselina, kao i druga niskomolekulska isparljiva jedinjenja. Nastala jedinjenja se iz reakcione
posude prebacuju u destilovanu vodu i konduktometrijski se meri povecanje provodljivosti
destilovane vode, u funkciji vremena, na osnovu koli¢ine isparljivih niskomolekularnih jedinjenja u
ulju. Na ovaj nacin se indirektno moze pratiti tok oksidacije ulja (Dimi¢ i Turkulov, 2000). Za ovu
namenu, firma Methrom je izradila automatski aparat za odredivanje odrzivosti ulja pod imenom
Rancimat (slika 2.16). Ovaj aparat ima mogucnost za odredivanje indukcionog perioda pri
temperaturama 100-140°C, a savremenije izvedbe ovog aparata imaju mogucnost rada pri znatnom
Sirem opsegu temperatura, ¢ak i do 200°C (Karlovi¢ i sar., 1988; Dimi¢ 1 Turkulov, 2000).

2.9.3.4. Schaal ili Oven test

Schaal ili Oven test spada u najstarije i najjednostavnije metode koje sluze za ispitivanje
odrzivosti ulja. Princip metode je zasnovan na prac¢enju porasta peroksidnog broja ulja pri drzanju
uzoraka na 63+2°C u suSnici. Rezultat testa se moze prikazati na viSe nacina, i to, kao vreme u
danima za koje peroksidni broj ulja dostigne odredenu vrednost ili, u slu¢aju da se vrsi uporedna
analiza odrzivosti viSe uzoraka ulja, kao vrednost peroksidnog broja nakon cetiri dana drzanja
uzoraka pod uslovima testa. Ukoliko se Oven testom prate promene senzornih karakteristika
uzoraka, onda je rezultat testa vreme u danima koje je potrebno da se konstatuje pojava uzeglosti
ulja senzornom analizom. Rezultati odredivanja odrzivosti ulja, pod uslovima ovog testa, daju
najpriblizniju procenu odrzivosti ulja. Jedan dan tretiranja ulja, pod uslovima Oven testa,
ekvivalentan je sa 6—12 dana drzanja istog ulja na sobnoj temperaturi (20°C) (Dimi¢ i Turkulov,
2000).

2.9.3.5. Diferencijalno-skeniraju¢a kalorimetrija (DSC)

Diferencijalno skeniraju¢a kalorimetrija je jedna od termoanalitickih tehnika kojom se
odreduje fluks toplote koja je apsorbovana ili otpustena tokom fizickih ili hemijskih promena, pri
programiranom grejanju ili hladenju uzorka u kontrolisanoj atmosferi. Atmosfera moze biti inertna
(npr. helijum ili azot) ili reaktivna (npr. kiseonik ili vazduh). NajCesS¢e, temperaturni program za
DSC analizu je podeSen tako da se temperatura uzorka povecava linearno u funkciji vremena
(Kodre i sar., 2014). To se moZze prikazati slede¢om relacijom:

dT
P (2.22)
gde je B brzina zagrevanja i izrazava se u K/min ili K/s (Mali¢anin, 2014).

Rezultat DSC eksperimenta je kriva fluksa toplote u funkciji temperature (Giri i Pal, 2014).
Ova kriva (slika 2.17) se moze koristiti za izraCunavanje entalpije procesa srazmerne povrsini pika
ispod DSC krive:

AH = K - % (2.23)

gde je AH - entalpija procesa; K - kalorimetrijska konstanta; So — povrSina ispod pika
(maksimuma), m — masa uzorka (Malic¢anin, 2014).
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Slika 2.17. Tipi¢an izgled DSC krive

DSC je najces¢e koriS¢eni metod termicke analize, prvenstveno zbog svoje brzine,
jednostavnosti i dostupnosti. Dovoljno je samo nekoliko miligrama materijala da se pokrene analiza
(Kodre i sar., 2014). DSC se moze upotrebiti za merenje brojnih karakteristicnih svojstava, poput
temperature kristalizacije ¢vrstih materija, termalne ili termoksidativne dekompozicije uzoraka, a
koristi se 1 u farmaceutskoj i industiji polimernih materijala i sl. (Giri i Pal, 2014).

Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija primenjuje se 1 za karakterizaciju ulja i masti.
Oksidativna stabilnost ulja moze se kvantifikovati pomo¢u DSC na dva nacina, izotermalno i
neizotermalno. U izotermalnoj metodi uzorak ulja (1-10 mg) izlaze se atmosferi kiseonika ili
vazduha na poviSenoj temperaturi. Oksidacija ulja detektuje se kao egzotermni pik na termogramu,
a rezultat je indukcioni period od trenutka ukljucivanja kiseonika, do pojave pika oksidacije
(Velasco i sar., 2004). Neizotermalna metoda izvodi se pri linearnom povecavanju temperature
zadatom brzinom i odreduje se temperatura na kojoj pocinje oksidacija (Tan i Che Man, 2002).

2.9.4. Gasna hromatografija

Gasna hromatografija (Gas Chromatography - GC) je analiticka separaciona metoda kojom
se razdvajaju i kvantitativno analiziraju smeSe hemijskih jedinjenja. Razdvajanje jedinjenja iz
ispitivane smese se vrsi izmedu gasovite mobilne faze i stacionarne faze koja moze biti Cvrsta ili
teCna. U zavisnosti od agregatnog stanja stacionarne faze, razlikuju se gas-te¢no hromatografija
(Gas Liquid Chromatography - GLC) gde se komponente razdvajaju prema njihovoj rastvorljivosti
u stacionarnoj te¢noj fazi i gas-¢vrsto hromatografija (Gas Solid Chromatography - GSC) gde se
jedinjenja iz smesSe razdvajaju selektivnom adsorpcijom na cvrstoj stacionarnoj fazi (Milosavljevic,
2004; Malicanin, 2014). Osnovni princip gasne hromatografije je da $to je ve¢i afinitet jedinjenja za
stacionarnu fazu, to ¢e se jedinjenje duze zadrzati, pre nego S§to se eluira i detektuje.
Hromatografska kolona je mesto na kome se vrsi razdvajanje komponenata iz uzorka. Gasni
hromatograf se sastoji joS od izvora i kontrole protoka gasa nosaca kroz kolonu, uredaja za unosenje
uzorka i uredaja za detekciju komponenti dok se eluiraju sa kraja kolone (slika 2.18) (Fowlis,1995;
Al-Bukhaiti i sar., 2017).
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Slika 2.18. Sema gasnog hromatografa
(https://sr.wikipedia.org/)

Uzorak koji moze biti Cisto jedinjenje ili smesa razlicitih jedinjenja, se pomocu injektorskog
Sprica ubrizgava u zagrejani injektor — isparivac. U injektoru se nalazi stakleni (kvarcni) dodatak za
ispravanje, gde uzorak, istog trenutka kad dospe, isparava i zahvacen nose¢im gasom (azot, helijum
ili vodonik) ulazi u gasno-hromatografsku kolonu, gde dolazi u dodir sa stacionarnom fazom, u
kojoj na osnovu afiniteta komponenata uzorka prema stacionarnoj fazi, dolazi do njihovog
razdvajanja (Antonovi¢, 2010).

Gasno-hromatografska kolona se nalazi u komori u kojoj se pomocu regulatora temperature
omogucava linearna promena temperature kolone zeljenom brzinom u izabranom opsegu, a
najcesce je to 2 — 10°C/ min. Kolone mogu biti pakovane i kapilarne. Pakovane kolone se izraduju
od celika ili stakla, duzine 0,5 — 5 m (uglavnom 2 — 3 m) i spoljasnjeg pre¢nika 1,6 — 12,7 mm.
Pune se inertnim poroznim nosac¢em na koji je vezana stacionarna faza. Kapilarne kolone su Suplje
cevi od silikatnog stakla duzine izmedu 5 i 100 m, sastavljene od fleksibilnih tankih zidova
(debljine 25 pm). Spoljasnji zidovi su obloZeni termostabilnim poliamidom u cilju povecéana
¢vrstoe 1 smanjenja lomljivosti. Unutrasnji prec¢nici kapilarnih kolona idu od 0,1 mm
(mikrokapilare), preko 0,2 — 0,32 mm (normalne kapilare), do 0,53 mm (makrokapilare). Najcesce
kori$¢ene kapilarne kolone su one sa unutra$njim pre¢nikom 0,25 ili 0,32 mm (Qian i sar., 2010).

Tehnika eluiranja, zasnovana na stalnom protoku mobilne faze kroz gasno-hromtografski
sistem, se primenjuje u vecini slucajeva u GC analizi. Mobilna faza zajedno sa parama izdvojenih
jedinjenja se eluiraju iz kolone i1 dolaze do detektora (Milosavljevi¢, 2004; Mali¢anin, 2014).

U GC analizi, primenjuju se, mahom, dve vrste detektora. Prvi je termoprovodljivi detektor
—(Thermal Conductivity Detector - TCD) u kome je detekcija zasnovana na promeni toplotne
provodljivosti gasne smese. Drugi je plameno-jonizacioni detektor (Flame lonisation Detector —
FID) kod koga se princip rada zasniva na spaljivanju eluirani para, ¢ime se izaziva njihova
jonizacija, i merenju struje koja potice od dobijenih jona. FID reaguje na organske sastojke na
osnovu njihove mase, a ne daje odgovor na sadrzaj H20, NOz, CO2, Hz2S, i ograni¢en odgovor na
mnoga druga jedinjenja. Odgovor je najbolji kod jedinjenja koja sadrze C-C ili C-H veze (Qian i
sar., 2010).

Signali, izrazeni u mV koje Salje detektor, pojacavaju se i beleze na pisacu u funkciji
vremena, ¢ime se dobija kriva koja se zove gasni hromatogram. Svaki pik ili maksimum u gasnom
hromatogramu pripada jednom hemijskom jedinjenju, pod uslovom da je postignuto dobro
razdvajanje na hromatografskoj koloni. Osnovne karakteristike svakog maksimuma su vreme
zadrzavanja (retenciono vreme), koje predstavlja period od ubrizgavanja smeSe do pojave
maksimuma na hromatogramu, i povrSina pika. GC analiza traje obi¢no 20-100 minuta. S druge
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strane, analiza dobijenih podataka sa gasnog hromatograma moze potrajati izmedu 1-20h (pa cak i
duze) (Hites, 1997; Mali¢anin, 2014).

2.9.5. Te¢na hromatogafija visokog stepena razdvajanja (HPLC)

Tecna hromatografija visokog stepena razdvajanja (HPLC) je napredni oblik tecne
hromatografije koji se koristi za odvajanje i analizu slozenih smeSa molekula koji se sre¢u u
hemijskim i bioloSkim sistemima. Specificnost HPLC metode je odli¢na, a istovremeno se moze
posti¢i i dovoljna preciznost (Yaneva i Georgieva, 2018). HPLC sistem se sastoji iz kolone u kojoj
se nalazi materijal za pakovanje (stacionarna faza), pumpe koja pokre¢e mobilnu fazu kroz kolonu 1
detektora koji pokazuje retenciono vreme molekula, koje varira u zavisnosti od interakcija izmedu
stacionarne faze, molekula koji se analiziraju i sastava mobilne faze (Malviya i sar., 2010).

Mobilna faza se ubacuje, pomoéu pumpe, u hromatografski sistem, uz protok 0,4-1 ml/min
(Reuhs i Rounds, 2010). U isto vreme se u hromatografsku kolonu ubrizgava i odgovarajuca
koli¢ina uzorka za ispitivanje. Tokom proticanja kroz hromatografsku kolonu odigravaju se fizicke
ili hemijske interakcije komponenti uzorka sa stacionarnom fazom. U zavisnosti od toga kakav
afinitet pokazuju prema stacionarnoj i mobilnoj fazi, komponente uzorka u koloni ¢e se zadrzati
krace ili duze vreme, $to je osnova za njihovo razdvajanje. Osim §to sluzi za unosenje mobilne faze
u kolonu, pumpa eluira razdvojene supstanci iz kolone. Eluiranje moze biti gradijentno ili
izokratsko. Kod izokratskog eluiranja, sastav mobilne faze je nepromenljiv, pa se ovaj sistem koristi
za razdvajanje jednostavnijih smesSa. Kod gradijentnog eluiranja, sastav mobilne faze se
kontrolisano menja sa vremenom zbog toga Sto komponente iz uzorka, usled razli¢itih afiniteta
prema stacionarnoj fazi, nije moguce odjednom isprati sa kolone, pa se zato ovaj sistem koristi za
ispitivanje sloZenijih smesa (Rounds i Greqory, 1998).

Pomocu injektora se ubacuje uzorak za ispitivanje u struju mobilne faze. Prakticno svi
HPLC sistemi koriste ventilne injektore sa petljom koji odvajaju uvodenje uzorka od mobilne faze
visokog pritiska (Reuhs i Rounds, 2010). Zapremina petlje injektora je 10, 20 1 25 pL, a u izvesnim
slucajevima koriste se petlje od 50 ili 100 pL, Sto zavisi od vrste analize (Rounds i Greqory, 1998).
Kolona je glavna komponenta hromatografskog sistema. Moze biti izradena od stakla, nerdajuceg
celika, titanijuma ili PEEK (polietar-etar-keton) polimera. Osnovna razlika u odnosu na GC kolone,
je da su HPLC kolone znatno krac¢e. Duzina im je svega 20 - 30 cm, unutrasnji prec¢nik 4,5 - 10 mm,
a precnici Cestica stacionarne faze 3,5 - 10 um. Stacionarna faza je silikagel sa mikroporoznim
cesticama. U HPLC sistemima se koriste analiticke, preparativne, kapilarne i nano kolone (Deak,
2008). Pretkolona ili pomo¢na kolona prethodi glavnoj koloni i Cesto se naziva zaStitna kolona
(Reuhs i Rounds, 2010). Svrha pretkolone je da ocisti uzorak od adsorbovanih necistoca, i time
spreci zaCepljenje kolone. Pretkolone obi¢no imaju duzinu do 5 cm (Rounds i Greqory, 1998).

Detektor otkriva i meri koli¢inu svake pojedina¢no eluirane supstance sa hromatografske
kolone. Pomocu detektora se masa ili koncentracija eluirane supstance prevodi u elektri¢ni signal,
koji se pojacava, moduliSe i meri. Naj¢eScu primenu imaju UV-Vis detektori, koji apsorbuju
zracenje iz ultraljubicastog i vidljivog dela elektromagnetnog spektra. Racunar prima signale koje
odasilje detektor. U racunaru se obraduju dospeli signali, u cilju utvrdivanja vremena izlaska pikova
(maksimuma) i merenja njihove povrSine (integracija). Pri tome se racuna udeo svake eluirane
komponente na osnovu funkcije zavisnosti povrSine od kolic¢ine (Deak, 2008).

2.9.6. Antioksidativna aktivnost biljnih ulja

Antioksidativna aktivnost prirodnih i sintetickih jedinjenja i ekstrakata iz raznih prirodnih
izvora odreduje se koriS¢enjem razlicitih antioksidativnih metoda. Antioksidativni testovi mogu se
klasifikovati na osnovu vrste merenih antioksidanata (lipofilni ili hidrofilni, enzimski ili
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neenzimski), karaktera rastvaraca (vodeni ili organski), vrste reagensa (radikalski ili neradikalski), i
mehanizma reakcije kao §to su transfer atoma vodonika (Hydrogen Atom Transfer - HAT), transfer
elektrona (Electron Transfer - ET) i dr. Najéesc¢e primenjivani antioksidativni testovi su 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil (DPPH), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina (ABTS), CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity),
kapacitet apsorbancije radikala kiseonika (Oxygen Radical Absorbance Capacity - ORAC) i
potencijal ukupne radikalske apsorpcije (Total Radical-trapping Antioxidant Parameter - TRAP)
(Akar i sar., 2017).

2.9.6.1. DPPH test

DPPH test je jedna od najpopularnijih i najeS¢e upotrebljavanih metoda medu
antioksidativnim testovima. Jednostavna je, efikasna, relativno jeftina i brza. Pa ipak, kao i vec¢ina
antioksidativnih testova, zahteva UV-Vis spektrofotometar (Akar i sar., 2017). Metoda je bazirana
na reakciji DPPH radikala i molekula antioksidanata iz uzorka, koji se, najCeSce, rastvaraju u
metanolu (Gornas, 2015a). Pored metanola, kao rastvaraci koriste se i etil-acetat (Rossi i sar., 2007),
2-propanol (Gornas, 2015a) i toluen (Walia i sar., 2014). Antioksidativni aktivitet ulja odreduje se
koris¢enjem stabilnog organskog slobodnog 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikala (Tian i
sar., 2010; Walia i sar., 2014; Gornas, 2015a; Hashemi i sar., 2017; Madrera i Valles, 2018).

DPPH radikal pokazuje jaku apsorpciju na 519 nm, koja se gubi posle reakcije sa
antioksidantom (slika 2.19) (Liang i Kitts, 2014). Rezultuju¢a reakcija je stehiometrijska i koristi se
za kvantifikaciju antioksidativne aktivnosti (Blois, 1958; Kedare i Singh, 2011).
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Slika 2.19. Reakcija DPPH i antioksidanta
(https://www.researchgate.net/)

2.9.6.2. ABTS test

ABTS test koristi slobodni radikal, mono-katjon 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonska kiselina (ABTS™), koji se stvara kada se ABTS supstrat oksiduje kalijum-persulfatom.
ABTS™ ima plavo-zelenu boju sa maksimumom apsorpcionog spektra na 734 nm u vodi. On je
dekolorisan kada se redukuje u prisustvu test uzorka. Dekoloracija je kvantitativni pokazatel]
sposobnosti uklanjanja radikala, koji se izrazava ili kao procenat inhibicije ili u odnosu na aktivnost
troloksa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametihroman-2-karboksilna kiselina), analoga vitamina E, kada je
testiran pod istim uslovima. Rezultat se izrazava kao troloks ekvivalent antioksidativnog kapaciteta
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity — TEAC) vrednost (Liang i Kitts, 2014).
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Rezultati ABTS testa trebalo bi da budu uporedivi sa rezultatima DPPH testa, i mogu se
posmatrati i kao potvrda rezultata dobijenih DPPH testom, iako su apsolutne vrednosti ABTS testa,
uglavnom, vece (Gil i sar., 2000; Liang i Kitts, 2014). Oba radikala pokazuju istu stehiometriju sa
hidrosolubilnim troloksom — jedan mol troloksa “hvata” dva mola ABTS™ radikala (Antonio, 1998)
ili dva mola DPPH' radikala (Leong i Shui, 2002; Liang i Kitts, 2014).

2.10. Inkapsulacija

2.10.1. Definicija inkapsulacije, osnovne karakteristike i primena

Nusproizvodi prerade voca su pogodna sirovina za dobijanje novih visokovrednih proizvoda
posto sadrze mnoga bioaktivna jedinjenja (Salevi¢ i sar., 2018). Medutim, ova jedinjenja, usled
delovanja spoljasnih faktora, poput visokih temperatura, kiseonika, svetlosti, ali i pH vrednosti i
enzima u gastrointestinalnom traktu, podlozna su promenama. Prema tome, zadatak proizvodaca
hrane je da o¢uvaju bioaktivne supstance do momenta konzumiranja uz pomo¢ pogodnog zastitnog
mehanizma, koji ¢e u organizmu omoguciti njihovo kontrolisano otpustanje. Jedna od mogucénosti
koja zadovoljava navedene zahteve je primena postupka inkapsulacije (Nedovi¢ i sar., 2011;
DPordevi¢ i sar., 2015; Salevi¢ i sar., 2018).

Inkapsulacija je postupak zadrzavanja aktivnih komponenti u unutraSnjosti odredenog
nosaca primenom tehnika inkapsulacije. Aktivna supstanca, na ovaj nacin, postaje obavijena slojem
(ili slojevima) nosaca, ¢ime se dobijaju Cestice ¢iji je pre¢nik od nekoliko nanometara do nekoliko
milimetara, koje se zovu inkapsulati (Thies, 2005; Augustin i Hemar, 2009; Zuidam i Shimoni,
2010; Levi¢, 2014). U literaturi se, za inkapsulisanu supstancu, koriste termini kao $to su jezgro,
punjenje i1 unutrasnja faza, a supstanca kojom se vr$i inkapsulisanje tj. zaStita, naziva se premaz,
membrana, materijal nosaca, zidni materijal, zaStitni omotac, spoljna faza ili matrica (Zuidam i
Shimoni, 2010). Zastitni omotac, kao fizicka barijera izmedu aktivne komponente i spoljasnje
sredine, otpusta aktivne komponente pod kontrolisanim uslovima (Gouin, 2004; Zuidam i Shimoni,

2010; Fiore i sar. 2012; Levi¢, 2014).

Razlikuju se dva glavna tipa inkapsulata: tip rezervoara (a) i tip matrice (b) (slika 2.20). Tip
rezervoara ima omotac oko aktivne komponente. Ovaj tip inkapsulata je poznat i kao jezgro, singl-
jezgro, jedno-jezgrasti tip ili tip jezgro-omotac¢. Pod dejstvom pritiska na inkapsulat rezervoar tipa,
dolazi do pucanja omotaca i oslobadanja njegovog sadrzaja. Inkapsulat tipa matrice je poli-jezgrasti
ili multi-jezgrasti tip. Aktivna komponenta je mnogo viSe dispergovana u materijalu nosaca, u
obliku relativno malih kapljica ili je homogenije rasporedena po inkapsulatu. Aktivne komponente
u inkapsulatu tipa matrice su prisutne i na povrsini (osim ako inkapsulati imaju dodatni omotac), za
razliku od onih u tipu rezervoara. Radi pojednostavljenja, inkapsulati se prikazuju u sferiénom
obliku, ali isto tako mogu biti i cilindri¢ni, ovalni ili nepravilnog oblika (Zuidam i Shimoni, 2010).

Prema Thies (2005), inkapsulisane Cestice se na osnovu veli¢ine mogu podeliti na:
- mikrogranule ili makrokapsule (ve¢e od 1000 um);
- mikrokapsule (izmedu 1-1000 pm);
- nanocestice (ispod 1 um) (Levi¢, 2014).
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Omotac

Inkapsulisana
komponenta

a b

Slika 2.20. Osnovni tipovi aktivnih Cestica dobijenih inkapsulacijom.
a) ,,rezervoar* tip Cestice; b) ,,matriks* tip ¢estice (Zuidam i Shimoni, 2010)

Prednosti primene inkapsulacije su mnogobrojne:

- aktivne komponente se stabilizuju i njihova funkcionalnost se moze ocuvati od prerade
sirovina, preko skladiStenja gotovog proizvoda, do momenta konzumiranja;

- smanjuje se mogucnost razgradnje aktivne komponente pod dejstvom nepovoljnih spoljasnjih
faktora ili reakcijom sa sastojcima proizvoda;

- aktivna komponenta se otpusta kontrolisano, pravovremeno i na zeljenom mestu;

- olaksana je manipulacija aktivnom komponentom;

- potrosaci bolje prihvataju proizvod zbog povoljnijih kako vizuelnih, tako i teksturnih efekata;

- neprijatni mirisi i ukusi se maskiraju, odnosno, eventualna nezeljena senzorna svojstva
aktivne komponente su prikrivena (Levi¢, 2014; Salevic i sar., 2018).

Inkapsulacija, zbog svih navedenih prednosti, ima sve zna€ajniju primenu u prehrambenoj
industriji (Salevi¢ i sar., 2018). Visoka cena inkapsulacionih tehnologija, sloZenost procesa
proizvodnje, kao i mogucnost stvaranja nepozeljnih senzornih promena i oSte¢enja prehrambenih
proizvoda, su ograni¢avajuci faktori primene inkapsulacije (Zuidam i Shimoni, 2010; Levi¢, 2014).

U prehrambenoj industriji najéeS¢e se obavlja inkapsulacija prirodnih aromati¢nih
komponenti proizvoda, ¢elija kvasca u proizvodnji piva i bioetanola, i probiotskih ¢elija kako bi se
stabilizovao i o¢uvao visok nivo njihove aktivnosti (Manojlovi¢ i sar., 2010; Levi¢, 2014).

2.10.2. Materijali za inkapsulaciju

Koji ¢e materijal biti kori§¢en kao nosac, zavisi od prirode aktivne komponente, ali i od
proizvoda ili procesa gde ¢e inkapsulirani proizvod naé¢i svoju primenu. Prema tome, tek nakon
detaljno sprovedenih analiza i istraZivanja, donosi se odluka oko izbora materijala za inkapsulaciju
(Levi¢, 2014). Materijali za inkapsulaciju moraju posedovati GRAS status (eng. Generally
Recognized As Safe), tj. moraju se nalaziti na listi aditiva koji su dozvoljeni za primenu u
proizvodnji hrane. Takode, moraju biti biorazgradivi i sposobni da ocuvaju aktivhu komponentu
unutar strukture matriksa tokom proizvodnog procesa i kasnije, tokom skladiStenja gotovog
proizvoda (Salevi¢ i sar., 2018). Od materijala za inkapsulaciju se zahteva da je kompatibilan sa
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aktivnim sastojkom koji treba da zastiti, da dobro formira filmove i da kontrolisano izbacuje gasove
1 vodenu paru. Moguce je primeniti, u isto vreme, dva ili viSe materijala za inkapsulaciju, koji imaju
razlicite funkcionalne karakteristike. Jedan materijal pokazuje, na primer, dobra mehanicka
svojstva, a drugi je zaStitna barijera za kiseonik, ¢ime se postizu Zeljeni rezultati inkapsulacije
kombinacijom razlicitih materijala (Wandrey i sar., 2010; Zuidam i Shimoni, 2010; Levi¢, 2014).
Prilikom izbora materijala nosaca moraju se uzeti u obzir slede¢i parametri: fizicke i hemijske
karakteristike materijala i aktivne komponente, primenjena tehnika inkapsulacije, nacin na koji se
vr$i otpuStanje aktivne komponente u proizvodu, koju funkcionalnu karakteristiku poseduje
inkapsulat u proizvodu, stabilnost i cena materijala (Nedovi¢ i sar., 2011; Nedovi¢ i sar., 2013;
Salevic i sar., 2018).

Ugljeni hidrati su naj¢esce koris¢eni materijali nosaca. Njihova pogodnost ogleda se u tome
Sto su dosta zastupljeni u prirodi. Najvise se koriste mono- i disaharidi, poput glukoze, fruktoze,
laktoze i saharoze (Levi¢, 2014), kao i polisaharidi poput skroba i njegovih derivata (maltodekstrini,
ciklodekstrini), celuloze i njenih derivata (etil-celuloza), ekstrudata i ekstrakata (arapska guma,
pektini), karagenana, alginata i dr (Salevi¢ 1 sar., 2018).

Od proteinskih materijala za inkapsulaciju najve¢u primenu imaju gluten, proteinski izolati
iz graska i soje, kazein, proteini surutke i Zelatin (Wandrey i sar., 2010).

Lipidi, zbog izrazenih hidrofobnih svojstava, su posebno znacajni kao materijali u
procesima inkapsulacije. U procesima inkapsulacije se najc¢eS¢e koriste: masti i ulja, kao i njihovi
derivati (masne kiseline, gliceridi), voskovi (karnauba i pcelinji vosak) i fosfolipidi (Wandrey i sar.,
2010).

Pored prirodnih, u procesima inkapsulacije se mogu koristiti i sinteticki materijali. Od njih
se posebno istice polivinil pirolidon (PVP), po moguénosti dobrog formiranja filmova i po svojim
termickim karakteristikama (Wandrey i sar., 2010). Od sintetickih polimera se jo$ koristi i
polivinilalkohol (PVA). Na primer, kombinacija PVA sa alginatom daje cestice zeljenih
karakteristika, koje su pogodne za procese fermentacije (Bezbradica i sar., 2004).

2.10.3. Tehnike inkapsulacije

Kada je u pitanju izbor tehnike inkapsulacije, treba uzeti u obzir sledece kriterijume (Desai i

Jin Park, 2005; Zuidam i Shimoni, 2010):

- cilj inkapsulacije;

- fizicka, hemijska i bioloSka svojstva aktivne komponente;

- fizicka i hemijska svojstva nosaca;

- vrsta proizvoda u koji se dodaje inkapsulat;

- uslovi skladistenja inkapsulata i proizvoda obogacenih inkapsulatima;

- mehanizam otpustanja aktivne komponente;

- zakonski propisi;

- ekonomicnost i dr.

Prema Thies (2005), procesi inkapsulacije se mogu podeliti na procese tipa A (hemijski
procesi) i na procese tipa B (mehanicki procesi).

Procesi tipa A se baziraju na stvaranju zastitnog sloja omotaca oko aktivne komponente u
tenoj fazi, pri cemu je jako vazno da se dobije stabilna emulzija ili disperzija. To su kompleksna
koacervacija, polimerizacija na povrsini kontakta tecno-te¢no i te€no-¢vrsto, in situ polimerizacija,
formiranje Cestica otparavanjem rastvaraca i ekstruzija sa potopljenom diznom.

Procesi tipa B su mehanicki procesi dispergovanja pripremljenog rastvora za inkapsulaciju,
nakon ¢ega se vrsi geliranje dobijenih Cestica. Ovi procesi obuhvataju: sprej susenje, inkapsulaciju
u fluidizovanom sloju, centrifugalnu ekstruziju, ekstruziju pomocu rortiraju¢eg diska,
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polimerizaciju na granici te¢no-gas ili ¢vrsto-gas i1 ekstruziju pod pritiskom (Thies, 2005; Levic,
2014).

2.10.3.1. Elektrostaticka ekstruzija

Ekstruzione tehnike inkapsulacije se dosta koriste za dobijanje polimernih sfernih Cestica
(Nedovi¢, 1999; Levi¢, 2014). Metodom ekstruzije se dobijaju Cestice inkapsulata tako Sto tecnost,
sa dispegovanom aktivnom komponentom, prolazi kroz kapilaru na ¢ijem se vrhu formiraju kapi.
Kapi dalje formiraju Cestice postupkom geliranja koji, pak, zavisi od odabranog materijala nosaca.
Kontrola veli¢ine Cestica kod ekstruzije se moze vrSiti razli¢itim tehnikama. Medutim, ako se zeli
dobijanje Cestica malih dimenzija, uz minimalan gubitak materijala, onda se elektrostaticka
ekstruzija namece kao jedna od najboljih ekstruzionih inkapsulacionih tehnika (Zuidam i Shimoni,
2010; Levi¢, 2014).

Elektrostaticka ekstruzija se zasniva na uticaju elektrostatickog polja, koje dovodi do
stvaranja sitnih kapi (mogu biti i ispod 50 pum), od tecnosti koja sadrzi aktivnu komponentu
(Pordevic i sar., 2015; Salevic i sar., 2018). Elektrostaticko polje deluje na tok tecnosti, tako Sto se
na vrhu kapilare formira kap koja dobija prvo konusni oblik, a zatim oblik “vlakna”, i kada sila
elektrostatickog polja nadjaca povrSinski napon tecnosti, kap se odvaja i, usled dejstva sile
gravitacije, pada u rastvor za geliranje. Osnovna prednost primene elektrostaticke ekstruzije, u
odnosu na ostale ekstruzione tehnike, je jednostavna kontrola veli¢ine i prec¢nika cestica (Nedovi¢ i
sar., 2001; Manojlovi¢, 2008; Kosti¢ i sar., 2012; Levi¢, 2014).

Na veli¢inu Cestica inkapsulata, veliki uticaj ima viskozitet rastvora polimera, $to dolazi do
izrazaja prilikom ekstruzije natrijum-alginata i dobijanja kalcijum-alginatnih cestica. Ako bi
koncentracija alginata bila mala (ispod 2 %), onda bi se pri odgovaraju¢im protocima tecnosti
dobile ujednacene sferne Cestice sa pre¢nicima manjim od 100 pm. Sa povecanjem koncentracije
alginata u tecnosti, raste i njen viskozitet, proces ekstruzije je otezan, a dobijene Cestice su
izduzene, odnosno, nepravilnog oblika (Nedovi¢ i sar., 20006).

U osnovi, elektrostatiCko polje ima uticaj, prvenstveno, na veli¢inu tj. pre¢nik formiranih
kapi na vrhu kapilare, a time i na veli¢inu dobijenih Cestica inkapsulata (Levi¢, 2014).

Elektrostaticka ekstruzija Siroko se primenjuje u razli¢itim oblastima biotehnologije:
biologiji, farmaciji, fermentacionim tehnologijama i inkapsulaciji aroma, ekstrakata bilja, itd.
(Kosti¢ 1 sar., 2012). Izuzetno je pogodna metoda za inkapsulaciju ¢éelija i enzima, uz primenu
odgovaraju¢ih nosaca. Elektrostatickom ekstruzijom je moguée dobiti kalcijum-alginatne
inkapsulate, koji pruzaju optimalne uslove za rast ¢elija kvasca (Nedovi¢ i sar., 2001; Levi¢, 2014).

Alginat je posebno pogodan kao nosa¢ u procesu elektrostaticke ekstruzije (najcesce se
koristi natrijum alginat), dok se kao rastvor za geliranje obi¢no koristi 0,05-1,5M rastvor CaClz. Na
ovaj nacin se dobijaju sferne Cestice kalcijum alginata sa inkapsulisanom aktivnom komponentom
(Nedovi¢, 1999; Manojlovi¢, 2008; Zuidam i Shimoni, 2010; Levi¢, 2014).

2.10.3.2. Sprej susenje

Sprej susSenje je medu najceSce primenjivanim i najstarijim tehnikama inkapsulacije. Ovom
tehnikom je aktivna komponenta inkapsulirana u suve i stabilne prahove (Desai i Jin Park, 2005;
Fang i Bhandari, 2010; Nedovi¢ i sar., 2013; Salevi¢ i sar., 2018). Sprej suSenje se obavlja
rasprSivanjem emulzije ili disperzije aktivnhe komponente i nosaca u komori pod uticajem
zagrejanog vazduha, pri ¢emu rastvarac¢ brzo isparava, a formiraju se Cestice koje se odvajaju na
nizoj izlaznoj temperaturi vazduha (Augustin i Hemar, 2009; Salevi¢ i sar., 2018). Za pripremu
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rastvora nosaca, kao rastvara¢ se koristi voda ili organski rastvara¢i — etanol ili aceton (Levic,
2014).

Rasprsivanje smese aktivne komponente i nosaca u Cestice vrsi se specijalnom diznom pod
pritiskom vazduha ili rotiraju¢im atomizerom. Veli¢ina dobijenih Cestica zavisi od mnogo faktora:
povrsinskog napona i viskoziteta rastvora koji se susi, protoka i pritiska vazduha u dizni, vremena
suSenja 1 zadrzavanja Cestica u su$nici, itd. Pri duzem zadrzavanju u uredaju, dobijaju se Cestice
vecih dimenzija. Veli¢ina dobijenih Cestica inkapsulata Siroko varira, od 10 do 400 pm (Zuidam i
Shimoni, 2010; Levi¢, 2014).

Posebnu opasnost u procesu sprej susenja predstavlja pregrevanje materijala, pa se mora
kontrolisati temperature ulaznog i izlaznog vazduha. Temperatura ulaznog vazduha se kre¢e od 150
do 220°C, dok se temperatura izlaznog vazduha kreée u intervalu 50-80°C (Zuidam i Shimoni,
2010).

Zbog primene visokih temperatura, od materijala nosaca koji se koriste u sprej suSenju
zahteva se dobra termootpornost i rastvorljivost u vodi, kao i ekonomi¢nost. U tom pogledu,
izdvajaju se: gumiarabika, proteini soje, proteini mleka, maltodekstrini, Zelatin, itd. U novije vreme,
u cilju kontrolisanog otpustanja aktivnih materija iz nosaCa, proizvode se teze rastvorljivi
inkapsulati u vodi (Gharsallaoui i sar. 2007; Zuidam 1 Shimoni, 2010; Levi¢, 2014).

2.11. Iskoriséenje nusproizvoda prehrambene industrije
u proizvodnji obogaéenog pSeni¢nog hleba

U tradicionalnom procesu proizvodnje hleba mesaju se brasno od Zita, voda, so i kvasac,
¢ime se dobija testo koje se podvrgava fermentaciji i peCenju (Sivam i sar., 2010; Baiano i sar.,
2015). U proizvodnji hleba primenjuju se brojne kombinacije i odnosi brasna i ostalih sastojaka,
prema razliitim tradicionalnim receptima i metodama pripreme. Oko 20 % unetih kalorija, na
dnevnom nivou, poti¢e od konzumiranja pSeni¢nog hleba (Brenchley i sar., 2012). Dobar je izvor
makronutrijenata (ugljeni hidrati, proteini, masti), i mikronutrijenata (minerali, vitamini) koji su
vazni za ljudsko zdravlje, Sto hleb ¢ini neophodnim u ishrani (Potter i Hotchkiss, 2006; Oluwajoba i
sar., 2012).

Hleb od rafinisanog belog brasna omiljeniji je potrosac¢ima u odnosu na hleb od celog zrna.
Razlog tome moze se pripisati prisustvu mekinja u brasnu dobijenom od celog zrna pSenice, koje
¢ine tako proizveden hleb manje privlatnim zbog njegovih teksturnih svojstava. S druge strane,
hleb od celog zrna se preporucuje u ishrani zbog svoje veée hranljivosti (Sullivan i sar., 2011;
Sayed-Ahmad i sar., 2018), odnosno, sadrzaja antioksidanata i vitamina koji poticu iz mekinja i
aleuronskog sloja (Dewettnick i sar., 2008; Dziki i sar., 2014; Plazzotta i sar., 2018).

Velika ucestalost bolesti savremene civilizacije, kao §to su koronarna bolest srca, gojaznost i
dijabetes, podigla je javnu svest o potrebi za konzumiranjem specijalnih, zdravijih vrsta hleba
(Wahyono i sar., 2018). S obzirom da je pSenic¢ni hleb glavna namirnica vecine ljudi u svetu, moze
se iskoristiti za dodavanje hranljivih vlakana, prebiotika, polinezasi¢enih masnih kiselina i fenolnih
materija. Cilj obogacivanja pSeni¢nog brasna je povecanje kako njegove hranljive vrednosti, tako i
senzornih karakteristika proizvedenog hleba ili drugih pekarskih proizvoda (Youseff i sar., 2014;
Sayed-Ahmad 1 sar., 2018). Jednostavan nacin za obogacivanje hleba i drugih proizvoda na bazi
testa, sastoji se u koris¢enju vodenih ekstrakata antioksidanata kao zamene za vodu. Buci¢-Koji¢ i
sar. (2011) i Radojkovi¢ i sar. (2012) su opisivali brojne vodene ekstrakte biljaka koji bi se mogli
iskoristiti u prehrambenoj industriji (Baiano i sar., 2015).

Prehrambena industrija svake godine stvara velike kolic¢ine otpada od nusproizvoda njene
prerade (Dhillon i sar., 2013). Nusproizvodi prerade povréa i voca su jeftin i bogat izvor hranljivih
vlakana (O’Shea i sar., 2012) i fenolnih materija (Balasundram i sar., 2006), i, u znacajnim
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kolicinama, bioaktivnih komponenti koje mogu biti iskoriS¢ene kao antimikrobni agens, ali i
zamena za vestacke konzervanse (Martin i sar., 2012).

S obzirom na svoj fizi€ko-hemijski sastav, jabucni trop je veoma pogodan za
obogacivanje hlebnog testa. Najveci deo (95 %) jabu¢nog tropa Cine hranljiva vlakna - pektin,
celuloza, hemiceluloza, lignin i biljne gume i fenolne komponente - dihidroSalkoni, flavonoli,
flavanoli i fenolne kiseline (Rana et al., 2015). Dodatkom jabu¢nog tropa u brasno za pripremu
hleba, menja se njegova zapremina i mekoca. Hleb obogaéen jabucnim tropom je tamnosmede
boje, u poredenju sa kontrolnim uzorkom pripremljenim bez dodatka jabucnog tropa (Gupta,
20006), a prisustvo jabuc¢nih vlakana povecava kapacitet apsorpcije vode u namirnicama (Sudha i
sar., 2007).

Kohajdova i sar. (2014) su dodavali jabucni trop u prahu u koli¢inama (5 %, 10 % 1 15 %
w/W) u pSenicno testo, §to je rezultovalo u pove¢anom zadrzavanju vode, duzem vremenu razvoja i
stabilnosti testa. Rezultati su pokazali da vece koli¢ine dodatog tropa u prahu (10 % i 15 % w/w)
znafajno smanjuju zapreminu i svezinu, odnosno, ukupnu prihvatljivost hleba, sto je u skladu i sa
rezultatima do kojih su dosli Mashoodi i Chauhan (1998) sa dodatkom do 11 % jabu¢nog tropa u
testo za hleb. Pekarski proizvodi sa dodatkom do 5 % jabu¢nog tropa nisu pokazivali znacajne
razlike u odnosu na kontrolne uzorke (Mashoodi i Chauhan, 1998; Kohajdova i sar., 2014).
Senzorne karakteristike testa za kolace kojima je dodavano 5 %, 10 % 1 15 % (w/w) jabucnog tropa,

nisu zahtevale dodavanje pojacivaca ukusa, jer su kolaci imali prijatan vo¢ni ukus (Sudha i sar.,
2007).

Na osnovu malog broja radova, koji govore o hemijskoj analizi obezmasc¢enih semenki
jabuka dobijenih nakon ekstrakcije ulja iz njih, Tian i sar. (2010) i Madrera i Valles (2018) su
utvrdili prisustvo proteina (38,85 — 49,55 %) i1 (35,7 — 39,3%), vlakana (3,92 — 4,32 %) i (18,8 —
21,1%) i mineralnih materija (4,31 — 5,2%) i (3,5 — 3,9%), redom. U obezma$¢enim semenkama
jabuka nadene su i znacajne kolic¢ine polifenola, ¢ak do 99,8 mg/g obezmasc¢enih semenki jabuka,
od Cega je najviSe prisutan floridzin, ¢ak do 92 % prisutnih monomernih fenola (Fromm i sar.,
2012a). To navodi da su obezmasc¢ene semenke jabuke veoma hranljiv dodatak pseni¢nom hlebu.

2.11.1. Znacaj dodatka hranljivih vlakana i proteina u pSeni¢ni hleb

Prehrambeni proizvodi na bazi zita svakodnevno se konzumiraju i pruzaju pogodan
medijum za unos hranljivih vlakana (Kohajdova i sar., 2014). Hranljiva vlakna su jestivi delovi
biljaka koji su otporni na varenje i apsorpciju u ljudskom tankom crevu, a potpuno ili delimi¢no
fermentiSu u debelom crevu (Gerloth i Ranhotra, 2001). Hranljiva vlakna mogu biti klasifikovana
na razli¢ite nacine, prema strukturi i rastvorljivosti. Prema strukturi, hranljiva vlakna se dele na
linearne i nelinearne molekule, a prema rastvorljivosti na rastvorljiva i nerastvorljiva vlakna (Nair i
sar., 2010). Nerastvorljiva vlakna obuhvataju: lignin, celulozu i hemicelulozu, a rastvorljiva: pektin,
B-glukan, galaktomanan-gume i veliki niz nesvarljivih oligosaharida, ukljucujuéi inulin (Kruczek i
sar., 2017).

Poslednjih godina hranljiva vlakna dobijaju sve vecu paznju istrazivaca i prehrambene
industrije zbog korisnih efekata po zdravlje. Naime, nerastvorljiva vlakna ubrzavaju prolazak hrane
kroz creva, poboljSavaju laksaciju i sprecavaju pojavu zatvora, dok rastvorljiva vlakna sniZzavaju
nivo ukupnog holesterola, LDL holesterola, glukoze i insulina u krvi nakon obroka (Brennan i
Cleary 2007; Lunn i Buttriss 2007; Sivam i sar., 2010; Foschia i sar., 2013). Hranljiva vlakna
smanjuju rizik od nastanka srcanih oboljenja i pojavu izvesnih tipova kancera (Buttriss i Stokes,
2008; Rana i sar., 2015). Velika paZnja se posveéuje hranljivim vlaknima u borbi protiv gojaznosti,
jednog od glavnih problema 21. veka. Prema Hitonovoj teoriji, postoje najmanje tri mehanizma
pomocu kojih dijetna vlakna deluju protiv gojaznosti:

- prvi pretpostavlja da vlakna istiskuju raspolozive kalorije iz hrane;
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- drugi je zasnovan na uverenju da vlakna uzrokuju povecanje sitosti;
- tre¢i mehanizam utvrduje da vlakna smanjuju efikasnost apsorpcije tankog creva (Kasprzak 1
sar., 2018).

Pored zdravstvenih koristi, hranljiva vlakna su znacajna i zbog svojih funkcionalnih
karakteristika u prehrambenim proizvodima u kojima su dodata: povecavaju sposobnost
zadrzavanja vode i ulja, formiranja gela, poboljSavaju oksidativnu stabilnost, stabilnost emulzija,
teksturu i senzorne karakteristike (Gerloth i Ranothra, 2001; Kunzek i sar., 2002; Dikeman i Fahey,
2006; Collar i sar., 2009; Elleuch i sar., 2011; Dhingra i sar., 2012; Younas i sar., 2015). Pored toga,
mogu povecati stabilnost hrane tokom proizvodnje i skladistenja (Lebesi i Tzia, 2011).

Dodatkom nusproizvoda prehrambene industrije, kao nosilaca hranljivih vlakana, dolazi do
modifikacije fizicko-hemijskih karakteristika kako testa, tako i hleba. Prehrambena vlakna imaju
izrazene efekte na svojstva testa, omogucavaju¢i mu vecu apsorpciju vode i Zilavost, 1 manju
rastegljivost u poredenju sa kontrolnim uzorcima dobijenim bez dodavanja vlakana. Sto se tice
uticaja na svojstva hleba, vlakna produzavaju rok trajanja, Sto su potvrdile studije o teksturi.
Senzornim ispitivanjima je otkriveno da se prehrambena vlakna, osim onih iz kafe i kakaoa, mogu
dodavati belom brasnu u koli¢ini do 2 %, a da ne dode do pogorSanja ukusa hleba. Dodatak od 5 %
vlakana moze iziskivati dodavanje nekih aditiva, u cilju korekcije reoloskih karakteristika testa
(Gomez 1 sar., 2003). Hranljiva vlakna, inkorporirana u pSeni¢no brasno, reaguju direktno sa
glutenom i uti¢u na formiranje gluten-skrob mreze. Visak nerastvorljivih vlakana imao je negativan
uticaj na formiranje glutenske mreze i smanjivao je kvalitet hleba zbog efekta razblazivanja glutena
ili interakcije gluten-vlakna (Masoodi i Chauhan 1998; Wang i sar., 2003; Kaack i sar. 2006; Chang
1sar., 2015).

Zbog svega navedenog, proizvodaci hrane odgovoraju na zahteve potrosaca njihovim
potrebama za hranom sa ve¢im sadrzajem vlakana, razvojem proizvoda u kojima se koriste sirovine
bogate vlaknima, kao §to su cela zrna Zita, voce i povrée (Nelson, 2001). Preporuka za unos vlakana
je, pre svega, povezana sa uzrastom, polom i energetskim potrebama. Za muskarce sa potrebnim
dnevnim unosom energije od 2600 kcal i za zene od 2000 kcal, preporucuje se konzumiranje 36
g/dan, odnosno, 28 g/dan vlakana, redom (Anderson i sar. 2009).

Psenica (Triticum aestivum) je glavno zito od koga se proizvodi hleb, zbog toga $to pSenicno
brasno poseduje zeljene karakteristike pecenja koje poticu od sadrzaja glutena u pSenici
(Dewettnick i sar., 2008). Brasna bogata proteinima, dobijena iz razli¢itih biljnih izvora, uspesno se
koriste u proizvodnji hleba, kako bi se dobili visokoproteinski hlebovi, sa poboljSanim
aminokiselinskim odnosom. Kozumiranjem ovih proizvoda, poveava se dnevni unos proteina.
Neke studije izvedene su u cilju obogaéivanja hleba razli¢itim biljnim sirovinama bogatim
proteinima ili njihovim brasnima, kao $to su leblebije (Mohammed i sar., 2012), kesten (Dall’ Asta i
sar., 2013), pirinac i soja (Tharise i sar., 2014), ¢ia (Coelho i Salas-Mellado, 2015), kostice kajsija
(Dhen i sar., 2018). Pogodnom eksploatacijom prirodnih sirovina, bogatih proteinima, postize se
ekonomican postupak obogacivanja hleba (Ohimain, 2014; Dhen i sar., 2018).
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3. CILJ RADA

Iz godine u godinu, sa povecanjem koli¢ine proizvedenih jabuka, raste i koli¢ina
agroindustrijskog otpada koji se dobija od njihove prerade u raznovrsne proizvode. Navedeni otpad
je klasifikovan kao ¢vrst otpad i moze predstavljati potencijalno veliki problem zbog mogucnosti
negativnog uticaja na zivotnu sredinu, a tu su i dodatni troSkovi fabrika za preradu voca koji se
odnose na odlaganje tog otpada. S druge strane, zahvaljuju¢i svojoj bioloskoj vrednosti, otpad od
prerade jabuka, a pre svega semenke, predstavlja vrednu sirovinu sa dosta hranljivih materija (ulje,
sirova vlakna, polifenoli, proteini), $to nudi moguénosti za njeno dalje iskoriS¢enje.

Podaci iz literature 0 moguénostima iskoris¢enja semenki jabuke su malobrojni. S obzirom
da kod nas, josS uvek, nije razraden postupak za izdvajanje ulja iz semenki jabuke, niti je izvrSena
njegova fizicko-hemijska karakterizacija, jedan od osnovnih ciljeva doktorata bi¢e odredivanje svih
relevantnih fizicko-hemijskih karakteristika hladno cedenog ulja dobijenog iz semenki tri sorte
jabuka, Sto ¢e obuhvatiti odredivanje sadrzaja slobodnih masnih kislelina, identifikaciju ulja (indeks
refrakcije, jodni, saponifikacioni broj), odredivanje nutritivne vrednosti (sadrzaj i sastav masnih
kiselina, izomera tokoferola i ukupnih polifenola), ispitivanje antioksidativne aktivnosti (DPPH i
ABTS), stabilnosti i odrzivosti ulja (peroksidni, anisidinski broj, sadrzaj konjugovanih diena i
triena, Rancimat test i oksidativna stabilnost na osnovu DSC testa).

U doktoratu bice istraZzene i moguénosti inkapsulacije ulja u odgovarajuce nosace. Cilj je da
se dobiju suvi inkapsulati koji omoguc¢avaju lakSu manipulaciju uljem tokom njegovog daljeg
koriS¢enja, ali i pruzaju izvestan stepen zastite od nepovoljnih uslova spoljasnje sredine, kao Sto su
povisena temperatura i kiseonik. Za inkapsulaciju su kori§¢ene sledece tehnike: inkapsulacija ulja u
gelu na bazi kalcijum-alginata tj. u ¢estice kalcijum-alginata i metoda sprej susenja.

Tre¢i pravac istrazivanja bi¢e usmeren ka iskoriS¢enju pogace koja ostaje nakon cedenja
semenki. Cilj je da se utvrdi uticaj dodatka razli¢itih udela mlevene obezmaséene pogace semenki
jabuka, kao delimi¢ne zamene za pSeni¢no brasno, na boju, nutritivna, antioksidativna, teksturna i
senzorna svojstva hleba. Hlebovi obogaceni obezmaS¢enom pogacom c¢e biti uporedeni sa
kontrolnim uzorkom, koji je bez dodatka obezmasc¢ene pogace.

Krajnji ishod koji se o¢ekuje od ovog istrazivanja je, da se pokaze da ulje semenki jabuke,
inkapsulati ulja i obezmascena pogaca od iscedenih semenki mogu imati svoju upotrebnu vrednost,
¢ime semenka jabuke postiZze maksimalnu iskoris§¢enost.
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4. MATERIJALI Il METODE RADA

4.1. Materijali

Kao polazna sirovina za istrazivanje, koriS¢ene su semenke tri sorte jabuka: Ajdared, Zlatni
Deliges i Sumatovka. Jabuke su proizvedene na individualnom poljoprivrednom gazdinstvu (selo
Suljkovac, Jagodina), od kojih je poslednja stara autohtona srpska sorta. Semenke su vadene ruéno
iz celih plodova.

Pre cedenja ulja, semenke su osusene u konvektivnoj susnici (DHG-9140A, EU instruments,
Spanija), 5h na temperaturi 55+1°C, kao §to je opisano kod autora (Gornas i sar., 2014a; Gornas i
sar., 2014b; Gornas, 2015a), kako bi se pripremile za postupak cedenja. OsuSene semenke su
cuvane u zatvorenim plasticnim kesama, na tamnom mestu, pri temperaturi od +4°C do momenta
cedenja ulja.

4.2. lzdvajanje ulja iz semenki jabuka

Za izdvajanje ulja iz semenki jabuka koriS¢en je postupak hladnog cedenja, koji
podrazumeva da se prethodno pripremljene, osusene semenke, podvrgavaju mehanickom dejstvu
kontinualne puzne prese, koja primenom pritiska cedi ulje. U ovom radu je koriS¢ena puzna presa
kapaciteta 2 kg/h, snage 650W (OP650W, Gorenje, Slovenija) (slika 4.1). Dobijeno hladno cedeno
ulje je posle 24h dekantovano, kako bi se odvojilo od taloga. Do momenta analize je ¢uvano u
tamnim staklenim bocicama, u atmosferi azota, na temperaturi + 4°C.

Slika 4.1. Aparat za dobijanje hladno cedenog ulja
(https://static.2014.gorenje.cc/)
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4.3. Metode ispitivanja hemijskog sastava semenki jabuka

4.3.1. Odredivanje sadrzaja vlage

Sadrzaj vlage je odredivan gravimetrijskom metodom (SRPS EN ISO 665:2020).
Odgovaraju¢a masa uzorka podvrgavana je suSenju do konstantne mase u susnici na temperaturi od
105°C. Sadrzaj vlage (V) je izrazen u masenim procentima i odreden pomocu formule:

v="2212.100 (4.1)
m;—1my
gde je:
mo — masa prazne posude (g);
mi — masa posude sa uzorkom pre suSenja (g);
m2 - masa posude sa osuSenim uzorkom (g).

4.3.2. Odredivanje sadrzaja sirovih proteina

Za odredivanje sadrzaja sirovih proteina primenjivana je standardna metoda po Kjeldalu
(SRPS ISO 1871:2013) kojom se odreduje sadrzaj azota u ispitivanom uzorku. Metoda po Kjeldalu
zasnovana je na zagrevanju ispitivanog uzorka zajedno sa koncentrovanom sumpornom kiselinom,
pri cemu dolazi do razlaganja organske materije uzorka do ugljene kiseline. Kao katalizator reakcije
koris¢en je bakar(Il)-sulfat. U ovoj reakciji dolazi do oslobadanja azota koji sa sumpornom
kiselinom gradi amonijum-sulfat. Tako pripremljenom uzorku dodata je baza NaOH u visku, pri
¢emu se iz amonijum-sulfata oslobodio amonijak, koji je podvrgnut destilaciji, pa se dobijeni
destilat titrisao rastvorom sumporne kiseline. Na osnovu utroSka rastvora sumporne kiseline za
titraciju slepe probe i analiziranog uzorka, izraCunat je sadrzaj azota. Dobijena vrednost pomnozena
je korekcionim faktorom 6,25 i tako dobijen sadrzaj sirovih proteina u uzorku.

Vo—-V,)T1,4
N(%)=% (4.2)

gde je:
N —sadrzaj azota u masenim procentima (%);

Vo— zapremina (ml) sumporne kiseline utrosena za slepu probu;
V1—zapremina (ml) sumporne kiseline utroSena za uzorak;

T — molaritet sumporne kiseline (mol/l) koris§¢ene za titraciju;
m — masa uzorka (g).

4.3.3. Odredivanje sadrzaja ukupnog pepela

Sadrzaj ukupnog pepela je odreden koriS¢enjem standardne metode (SRPS ISO 749:2014).
Prema ovoj metodi, odmereno je 5-10 g uzorka u prethodno izarenu, ohladenu i izmerenu teglicu.
Uzorak sa teglicom se su$io u susnici pri temperaturi od 105°C, sve dok sva koli¢ina vode nije
isparila. Potom je uzorak spaljivan na malom plamenu do prestanka razvijanja gustih crnih para.
Posle toga je teglica stavljena u pe¢ za Zarenje, gde temperatura ne sme da prede 525°C. Uzorak se
zario do pojave sivobelog pepela, a vreme Zarenja je bilo 6-8 h. Teglica sa izarenim uzorkom se
hladila u eksikatoru i izmerena joj je masa. Sadrzaj pepela u uzorku je izracunat pomocu formule:

mp;—mg

% pepela = -100 (4.3)

mi—my
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gde je:

mo— masa prazne teglice (g);

mi— masa teglice sa uzorkom pre Zarenja (g);
m2 - masa teglice sa iZarenim uzorkom (g).

4.3.4. Odredivanje ukupnog sadrzaja ulja

Za odredivanje ukupnog sadrzaja ulja koriS¢ena je referentna metoda ekstrakcije po Soxhlet-
u (SRPS EN ISO 659:2011). Od pripremljenog uzorka semenki odmeravano je 10 g sa ta¢noS¢u od
0,001 g u celuloznu hilznu, na ¢ije je dno stavljana vata i uzorak je odozgo pokrivan vatom. Hilzna
sa uzorkom je prebacena u ¢asu od 100 ml i suSena 1 h na 105°C. U isto vreme, Cist i suv balon,
koji odgovara aparaturi po Soxhlet-u, suSen je 1 h na 105°C, ohladen u eksikatoru 45 minuta i
izmeren sa ta¢noscu od 0,001 g.

Pre sklapanja aparature po Soxhlet-u, u ekstraktor je stavljena hilzna sa uzorkom, a casa, u
kojoj je stajao uzorak, je isprana petroletrom koji se sipa preko uzorka u ekstraktor. Petroletar je
dolivan u ekstraktor sve dok, preko cevi, cela koli¢ina iz ekstraktora nije presifonirala u balon.

Ekstrakcija je trajala 5-6 h, dok petroletar nije presao 6 — 10 puta iz ekstraktora u balon.
Posle zavrsene ekstrakcije, viSak petroletra iz balona uklonjen destilacijom na vakuum uparivacu.
Balon je susen u susnici na 105°C do konstantne mase. SadrZaj ulja iz uzorka je izrac¢unat pomoc¢u
formule:

masa ulja u balonu posle susenja

% ulja = -100 (4.4)

masa uzorka
4.4. Metode ispitivanja fizicko-hemijskih karakteristika ulja semenki jabuka
4.4.1. Odredivanje kiselinskog broja i kiselosti ulja

Za odredivanje kiselinskog broja i kiselosti ulja, odnosno, sadrzaja slobodnih masnih
kiselina, kori§¢ena je standardna metoda (SRPS EN ISO 660:2015). Masa uzorka ulja za ispitivanje
je rastvorena u prethodno neutralisanoj smesi dietiletar — etanol (1:1), jer dietiletar reaguje kiselo,
pa bi se moglo dogoditi da deo baze bude utroSen na neutralizaciju kiselina iz dietiletra. Rastvor je
titrisan 0,1 mol/l rastvorom kalijum hidroksida, uz nekoliko kapi indikatora fenolftaleina. Kraj
titracije oznacen je pojavom bledoruzicaste boje fenolftaleina u neutralnoj sredini. Utrosak kalijum
hidroksida (KOH) proporcionalan je sadrzaju slobodnih masnih kiselina (SMK) prisutnih u uzorku
ulja.

Kiselost ulja, se moze izraziti kao:

- Kiselinski broj (Kbr) — oznacava mg KOH potrebnih za neutralizaciju SMK u 1g ulja;
- Kiselinski stepen — broj ml rastvora NaOH koncentracije 1 mol/l potrebnih za neutralizaciju

SMK u 100 g ulja;

- Sadrzaj SMK predstavlja maseni procenat slobodnih masnih kiselina u ulju, racunat za

“karakteristicnu” masnu kiselinu za datu vrstu ulja. Ako je rezultat prikazan jednostavno kao
kiselost, onda je ona izraZzena kao oleinska kiselina.

Kiselinski broj se izracunava po formuli:

e 56,1-V-c
kiselinski broj (mg KOH/g) = o 4.5)
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gde je:

V — zapremina (ml) utroSenog standardnog rastvora KOH;
c - tac¢na koncentracija (mol/l) upotrebljenog standardnog rastvora KOH;
m — masa uzorka ulja uzeta za ispitivanje (u gramima).

4.4.2. Metode za identifikaciju ulja

4.4.2.1. Odredivanje gustine ulja

Gustina ulja je odredena standardnom metodom SRPS ISO (6883:2003) koris¢enjem
piknometra. Najpre je izmerena masa praznog, opranog i osusenog piknometra, zajedno sa
zatvaracem na analitickoj vagi. Potom je piknometar izbazdaren, tako §to je napunjen destilovanom
vodom i izmerena je njegova masa zajedno sa destilovanom vodom. Na kraju je piknometar bio
napunjen uzorkom ispitivanog ulja i potom je izmerena masa ulja sa piknometrom.

Gustina uzorka ulja se odreduje pomocu formule:

Myzorka+piknometra™ Mpraznog piknometra
p=pox P DIoRIER (4.6)

Mgdestilovane vode+piknometra™ praznog piknometra

gde je:
po - zapreminska masa vode na odgovarajucoj temperaturi.

4.4.2.2. Odredivanje indeksa refrakcije

Za odredivanje indeksa refrakcije ulja upotrebljen je refraktometar po Abbe-u. Oznacava se
sa np', gde je t temperatura u °C, a D talasna duzina upadne svetlosti (standardna metoda SRPS EN
ISO 6320:2017).

Indeks refrakcije zavisi od talasne duzine upadne svetlosti i temperature. Ako drugacije nije
utvrdeno, koristi se monohromatska svetlost talasne duzine natrijumove D-linije 589,6 nm. Kao
referentna temperatura za biljna ulja uzima se 20°C. Ta¢nost merenja Abbe-ovog refraktometra je
+0,0001, i to, za indeks refrakcije ulja u opsegu no= 1,300 — 1,700.

4.4.2 3. Odredivanje jodnog broja

Za odredivanje jodnog broja, koriS¢ena je standardna metoda po Wijsu (SRPS EN ISO
3961:2019). Najpre je rastvorena odgovaraju¢a masa uzorka ulja u smesi cikloheksana i glacijalne
sircetne kiseline i dodat je Wijsov reagens (rastvor JCI u siréetnoj kiselini, koji mora biti u visku).
Smesa je ostavljena izvesno vreme kako bi se izv$ila adicija JCI na dvostruke veze masnih kiselina.
Potom je dodat rastvor KJ, usled ¢ega se izdvojio elementarni jod iz viska JCI. Oslobodeni jod je
titrisan rastvorom 0,1 mol/l natrijum-tiosulfata (Na2S203), uz nekoliko kapi skroba kao indikatora,
koji sa jodom nagraduje plavu boju. Rastvor je oprezno titrisan do nestanka plave boje usled
nastalog natrijum-tetrationata (Na2S4Os). Istovremeno je, i na isti nacin, uradena slepa proba (bez
uzorka). Pomocu slepe probe je utvrdena tacna koli¢ina JCI koja je bila na raspolaganju za adiciju.
Kada je od kolicine JCI iz slepe probe oduzeta kolicina JCI koja je ostala u visku, dobijena je
koli¢ina JCI koja je utroSena za adiciju, Sto pokazuje jodni broj uzorka.

IzraCunavanje jodnog broja:
(VO —Vl)'12,69'C

Jodni broj (g/100g uzorka) = m 4.7)
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gde je:

Vo— utroSak 0,1 mol/l rastvora Na2S203 (ml), za slepu probu;

Vi—utrosak 0,1 mol/l rastvora Na2S203 (ml), za glavnu probu;

¢ - tacna koncentracija (mol/l) upotrebljenog standardnog rastvora natrijum-tiosulfata;
m — masa uzorka ulja uzeta za ispitivanje.

4.4.2.4, Odredivanje saponifikacionog broja

Za odredivanje saponifikacionog broja koriS¢ena je standardna metoda (SRPS EN ISO
3657:2014). 2 g uzorka ulja je rastvoreno u 25 ml etanolnog rastvora KOH. Smesa je stavljena na
kuvanje, najmanje 60 minuta uz povremeno mesanje, u erlenmajer koji je spojen sa povratnim
hladnjakom 1 stavljen na vodeno kupatilo. Po zavrsetku reakcije, viSak KOH, koji nije utroSen za
saponifikaciju, odreden je titracijom 0,5 mol/l rastvorom HCI u prisustvu indikatora fenolftaleina,
do nestanka boje. U isto vreme je radena slepa proba.

[zraCunavanje saponifikacionog broja zasnovano je na razlici utroSenih mililitara 0,5 mol/l
HCI za titraciju slepe 1 glavne probe, koja pokazuje koliko je rastvora KOH utroSeno za
saponifikaciju ulja:

. .. . (Vo—V4)56,1:c
Saponifikacioni broj (mg KOH/g) = m 4.8)

gde je:

Vo— utrosak 0,5 mol/l rastvora HCl u mililitrima, za slepu probu;

V1 - utrosak 0,5 mol/l rastvora HCl u mililitrima, za glavnu probu;

c - tacna koncentracija (mol/l) upotrebljenog standardnog rastvora kalijum-hidroksida;
m — masa uzorka ulja za ispitivanje.

4.5. Metode odredivanja nutritivne vrednosti ulja
4.5.1. Odredivanje sadrzaja i sastava masnih Kiselina

Priprema metilestara masnih kiselina izvrSena je prema standardnoj metodi (SRPS EN ISO
12966-2:2017). Metodom gasne hromatografije, prema standardu (SRPS EN ISO 12966-1:2015),
na gasnom hromatografu (Agilent Technologies 6890, SAD) sa split-splitless injektorom, plameno-
jonizacionim detektorom (FID) i kapilarnom kolonom Supelco SP-2560 (100 m duzina x 0,25 mm
unutras$nji pre¢nik x 0,20 um debljina filma, Supelco, Bellefonte, USA), izvrSeno je razdvajanje
metilestara 1 njihova detekcija. Kao mobilna faza koriS¢en je helijum protoka 5 ml/min.
Temperature injektora i detektora bile su 250 °C i 260 °C, redom. Injektovana zapremina je bila
1ul, a odnos raspodele injektora je podeSen na 20:1. Temperatura kolone je programirana sa
pocetnih 50 °C (odrzavana 5 minuta) do 240 °C (odrzavana 20 minuta), uz linearnu promenu
temperature 4 °C/min. Hromatografski pikovi u uzorku su identifikovani poredenjem relativnih
retencionih vremena metilestara masnih kiselina iz uzoraka sa standardnom mesSavinom metilestara
Supelco 37 Component (Supelco, Bellefonte, SAD).

Sadrzaj masnih kiselina je racunat u mg/g lipida i izrazen, u relativnoj koli¢ini, kao maseni
procenat od ukupnih masnih kiselina.
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4.5.2. Odredivanja sadrZaja izomera tokoferola

Najcesc¢e koriS¢ena analiticka tehnika za odredivanje tokoferola i tokotrienola je HPLC
hromatografija (Bada i sar., 2014; Pieszka i sar., 2014; Matthaus i Ozcan, 2015; Gornas, 2015a; Da
Silva i Jorge, 2017). Zbog bolje ponovljivosti, reproduktivnosti, brzine i ekoloskih razloga, HPLC
sa reverznom fazom (Reverse Phase — High Performance Liquid Chromatography RP-HPLC)
(Chena i sar., 2011; Gornas, 2015a) je ¢eSce koris¢ena od HPLC sa normalnom fazom (Normal
Phase — High Performance Liquid Chromatography NP-HPLC) (Pieszka et al., 2014), ali je
pokazala nedostatak, jer ne moze da razdvoji - 1 y- izomere (Gornas, 2015a), pa je zato sadrzaj B- i
v- izomera, u ovom istrazivanju, prikazan kao ukupan p +v.

U ovom istrazivanju, sadrzaj i sastav izomera tokoferola je odreden na nacin koji je opisan u
radovima (Rabrenovic, 2011; Bjelica, 2019). Za analizu je odmeravano 0,5 ml uzorka ulja koji je
rastvaran u 20 ml 96 % etanola, 0,12 ml pirogalola i 3 ml vodenog rastvora kalijum hidroksida (8,9
mol/l), uz zagrevanje 30 minuta na 60 °C, sa refluksom i meSanjem, kako bi se izvrSila
saponifikacija. Nakon zavrSetka reakcije, rastvor je ohladen i prenet u normalni sud od 50 ml, uz
dopunu do crte 96 % etanolom. Alikvot od 5 ml je odmeravan u epruvetu sa slifovanim zapusacem,
uz dodatak jednakih zapremina dejonizovane vode i heksana, a zatim je 3 minuta meSan u vorteksu.
Potom je uzeto 4 ml rastvora koji je, zatim, osuSen u struji inertnog gasa azota, ¢ime je dobijena
uparena masa koja je rastvorena dodatkom 4 ml metanola. Nakon filtriranja kroz membranski Spric-
filter (Cronus Syringe Filter Nylon 25 mm, 0,45 um, Cronus, Velika Britanija), 10 ul ovog rastvora
je injektovano u HPLC sistem, slede¢ih karakteristika:

- HPLC uredaj: Waters M600E, USA;

- eluiranje: izokratsko;

- mobilna faza: 95 % CH3OH, brzina protoka 1,0 ml/min;
- injektor: Rheodyne 7125;

- kolona: reverzno-fazna Nucleosil 50-5 C18.

Spektrofotometrijska detekcija je uradena na fluorescentnom detektoru RF/535 (Shimadzu,
Japan) na talasnim duzinama 295 nm za ekscitaciju i 330 nm za emisiju. Na isti nacin su pripremani
radni rastvori standardnih supstanci tokoferola proizvodac¢a Sigma Co (Supelco, SAD). Sadrzaj
tokoferola je odreden metodom standardne krive, nakon Sto je izvrSena njena validacija (serija
standardnih rastvora od 0,01 do 0,5 mg/ml). Vreme hromatografske analize bilo je 15 minuta.

4.5.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola najpre je izvrSena njihova ekstrakcija iz
ispitivanih ulja. Polarni ekstrakti iz ulja semenki jabuka su dobijeni na osnovu postupaka opisanih u
literaturi (Parry i sar., 2005; Marfil i sar., 2011; Sarolié i sar., 2014), uz modifikacije. Po 2 g ulja, od
svakog uzorka, dodato je u 8 ml rastvora metanol/voda (80/20, v/v) i 4 ml heksana. IzvrSeno je
snazno mesanje rastvorenih uzoraka ulja u vorteksu (EV-100, Tehtnica, Zelezniki) 10 minuta.
Potom su uzorci stavljeni na centrifugiranje (10 min na 8000 o/min., Boeco U-320, Nemacka), kako
bi se razdvojili polarni i nepolarni deo rastvora. Postupak je ponovljen jo§ dva puta, pri ¢emu je u
nepolarnu frakciju dodavano po 8 ml rastvora metanol/voda (80/20 v/v). Na ovaj nacin su, za svaki
uzorak ulja, dobijene tri polarne frakcije koje su zdruzene, profiltrirane kroz kvantitativni filter
papir i uparavane u staklenim balonima pod vakuumom na 50 °C u vakuum uparivacu (Laborota
4000 efficient, Heidolph) do suvog ostatka. Upareni ekstrakti su rastvoreni u 4,5 ml rastvora
metanol/voda (80/20, v/v), a potom razdeljeni u ependorf test tube i cuvani u zamrzivacu na -20 °C,
do momenta upotrebe. Dobijeni polarni ekstrakti su koriS¢eni i za ispitivanje antioksidativne
aktivnosti uzoraka ulja.
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Sadrzaj ukupnih polifenola je odreden, kvantitativno, spektrofotometrijskom metodom po
Folin-Ciocalteu, kao $to je opisano u literaturi (Singleton i sar., 1999; Parry i sar., 2005; Bail i sar.,
2008). Procedura, u ovom istrazivanju, je blago modifikovana, kako bi se dobile odgovarajuce
apsorbancije. 0,2 ml prethodnog pripremljenog polarnog ekstrakta od svakog uzorka ulja (ili
standardnog rastvora) je rastvoreno u 1,4 ml vode i dodato je 0,1 ml rastvora Folin-Ciocalteu
reagensa (Sigma Aldrich, Nemacka). Posle 5 minuta je dodato 0,3 ml 10 % (w/v) NaxCOs.
Pripremljeni rastvori su drzani u mraku 30 minuta, posle ¢ega su merene apsorbancije na 765 nm na
uredaju Shimadzu UV 1650 PC. Rezultuju¢e plavo obojenje proporcionalno je ukupnoj koli¢ini
polifenola prisutnih u ispitivanim uzorcima. Galna kiselina je koriS¢ena kao standard za dobijanje
kalibracione prave. Rezultati su izraZzeni kao miligram ekvivalenti galne kiseline na 100 g ulja
(mg/100 g). Merenja su vrSena u triplikatu.

4.6. Metode odredivanja oksidativne stabilnosti i odrzivosti ulja

4.6.1. Odredivanje peroksidnog broja

Po definiciji, peroksidni broj predstavlja koli¢inu aktivnog kiseonika u uljima ili mastima,
koja je proporcionalna koli¢ini oslobodenog joda iz KJ, pri propisanim uslovima izvodenja metode,
a izrazava se u mmol/kg ulja ili masti. Za izraZavanje peroksidnog broja koriste se i druge jedinice,
pri ¢emu se rezultat mnozi konverzionim faktorom u odnosu na jedinicu miliekvivalent po
kilogramu (meq/kg) (tabela 4.1), jer se ova jedinica najceSce srece u literaturi (Dimi¢ i Turkulov,
2000).

Tabela 4.1. Konverzioni faktor za izrazavanje peroksidnog broja

jedinica za izraZavanje peroksidnog broja Konverzioni faktor
miliekvivalent/kg 1
milimol/’kg 0,5
mikrogram/kg 8

Za odredivanje peroksidnog broja koriS¢ena je standardna metoda jodometrijske titracije
(SRPS EN ISO 3960:2017). Uzorak ulja rastvoren je u 50 ml sveze pripremljene smese glacijalne
sircetne kiseline i hloroforma u odnosu 3:2, a zatim je dodato 0,5 ml zasi¢enog rastvora kalijum
jodida. Sadrzaj je meSan na magnetnoj mesalici 1 minut, potom mu je dodato 30 ml vode, uz
energicno mesanje, i 10 kapi rastvora skroba koji, sa oslobodenim jodom daje plavu boju rastvoru.
Koli¢ina slobodnog joda je odredena titracijom 0,01 mol/l Na2S203 do nestanka poslednje nijanse
plave boje, uz snazno mesSanje pri kraju titracije, kako bi se i poslednji tragovi joda oslobodili iz
hloroforma. Istovremeno je radena i slepa proba, pri ¢emu potrosnja 0,01 mol/l Na>S203 nije veca
od 0,1 ml

. (V1—Vy)-c-500
Peroksidni broj (mmol/kg) = - (4.9)

gde je:

V1—utrosak 0,01 mol/l rastvora Na>S203 (ml), za glavnu probu;

Vo—utrosak 0,01 mol/l rastvora Na2S203 (ml), za slepu probu;

¢ - tacna koncentracija (mol/l) upotrebljenog standardnog rastvora natrijum-tiosulfata;
m — masa uzorka ulja uzeta za ispitivanje.
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4.6.2. Odredivanje anisidinskog broja

Postupak odredivanja anisidinskog broja je zasnovan na standardnoj metodi (SRPS EN ISO
6885:2017). Odredivanje anisidinskog broja se bazira na reakciji p-anisidina sa viS§im nezasi¢enim
aldehidima, pri ¢emu nastaju Sifove (Schiff) baze koje apsorbuju u ultraljubi¢astoj oblasti, na
talasnoj duzini 330-350 nm. To znaci da se koli¢ina prisutnih karbonilnih jedinjenja u ulju meri kao
apsorbancija rastvora ulja nakon reakcije sa p-anisidinom na talasnoj duzini od 350 nm. Vrednost
ove apsorbancije pomnozena sa 100 daje anisidinski broj.

Najpre je pripremljen p-anisidinski reagens. Priprema ovog reagensa se obavlja pred sam
pocetak analize, jer njegova apsorbancija ne sme da bude veca od 0,2. Odmereno je 0,125 g p-
anisidina i rastvoreno u 50 ml glacijalne sircetne kiseline. Uzorak A pripremljen je rastvaranjem
uzoraka ulja u heksanu, tako da vrednost njegove apsorbancije bude u granicama 0,2—0,8. Da bi se
odredila apsorbancija proreagovanog uzorka A1, u ependorf test tubu sa rastvorom uzorka (800 pl),
dodato je 160 pl p-anisidinskog reagensa i nakon mesanja na vorteksu i inkubacije od 10 minuta u
mraku, odredena je apsorbancija na 350 nm, u odnosu na heksan. Na istoj talasnoj duzini je
odredena apsorbancija neproreagovanog uzorka Ao, koji je pripremljen na isti nacin kao i uzorak
A1, s tom razlikom, §to je umesto p-anisidinskog reagensa, koriS¢ena ista koli¢ina glacijalne siréetne
kiseline.

Za slepu probu (Az), umesto rastvora uzorka, upotrebljen je heksan (800 pl), uz dodatak 160
ul p-anisidinskog reagensa. Anisidinski broj je bezdimenzionalna vrednost koja se racuna prema
formuli:

[1,2X(A;—Ay—Ap)]
m

Abr=Vx

(4.10)

gde su:

Ao — apsorbancija rastvora uzorka bez p-anisidina;

A1 — apsorbancija rastvora uzorka sa p-anisidinom;

Az — apsorbancija slepe probe; m — masa uzorka za ispitivanje (g);

V - zapremina heksana koja je upotrebljena za rastvaranje uzorka ulja (ml);

Ispitivani uzorak je imao faktor razblazenja 1,2 zbog dodatka glacijalne sircetne kiseline.

Na osnovu peroksidnog i anisidinskog broja moze da se izracuna oksidativna vrednost (OV) ulja,
koja je pokazatelj sadrzaja primarnih i sekundarnih produkata oksidacije, prema sledeoj formuli
(Dimi¢ 1 Turkulov, 2000): OV =2 x Pbr + Abr

4.6.3. Odredivanje sadrZaja konjugovanih diena i triena

Konjugovani dieni (Conjugated Diene - CD) i trieni (Conjugated Triene — CT), odredivani
su u uzorcima ulja koji su rastvarani u n-heksanu, radi merenja apsorbancije na 232 nm, odnosno,
270 nm, redom, prema standardnoj metodi IUPAC (1987). PodeSavanje koncentracije ispitivanih
uzoraka ulja se obavlja tako da se vrednosti apsorbancije kre¢u u intervalu 0,2-0,8. Vrednosti
apsorbancije, oCitane sa spektrofotometra, se izraZzavaju u odnosu na koncentraciju uzoraka ulja od
1 g na 100 ml. Na ovaj nacin su dobijene specificne apsorbancije na talasnim duzinama 232 1 270
nm, koje se definiSu kao apsorbancije rastvora ulja koncentracije 1 % (1g/100 ml), izmerene u
kiveti debljine 1 cm, na osnovu kojih se izraCunava sadrZaj konjugovanih diena i triena u uzorcima
ulja, prema slede¢im formulama, redom:

_Azzz

CD = 4.11
cxb ( )
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Az70
T= 4.12
¢ cxb ( )

gde je:

A - apsorbancija ispitivanog uzorka na 232 ili 270 nm;
¢ - koncentracija ispitivanog uzorka, u g/100 ml;

b - debljina kivete, u cm.

4.6.4. Odredivanje odrzivosti ulja Rancimat testom

Odredivanje indukcionog perioda (h) radi ispitivanja odrzivosti ulja je zasnovano na
principima Rancimat testa, koga je Ameri¢ko udruzenje za ulje standardizovalo kao metodu, pod
oznakom AOCS Standard Method Cd 12b:1992.

U kivete za testiranje odmeravano je po 2,5g ulja. Ulje je zagrevano na 100°C, uz protok
vazduha kroz uzorke 20 I/h, u Rancimat aparatu, model 743 (Methrom, Herisau, Switzerland).
Uzorci su temperirani 10 minuta.

4.6.5. Odredivanje oksidativne stabilnosti ulja DSC testom

Za odredivanje oksidativne stabilnosti ulja primenjena je DSC neizotermalna metoda. U ovu
svrhu koris$¢en je diferencijalno-skenirajuci kalorimetar Setaram TG-DSC 111, sa termovagom (Tan
1 Che Man, 2002; Ulkowski i sar., 2005; Mali¢anin i sar., 2014).

Ispitivanje je izvrSeno u atmosferi sintetickog vazduha (Messer Tehnogas AD, Srbija), ¢iji je
protok bio 30 ml/min 1 pritisak 1 atm. Koli¢ina uzorka ulja 10+2 mg je stavljena u kvarcne nosace
za uzorak. Uzorak je zagrevan od pocetne temperature 25°C, do krajnje temperature 250°C, uz
linearnu brzinu promene temperature 10°C/min. Merenja su vrSena u triplikatu.

Rezultat DSC merenja je OOT (Oxidation Onset Temperature) temperatura koja karakterise
pocetak oksidacije i o¢itava se sa DSC krive.

4.7. Metode odredivanja antioksidativne aktivnosti ulja
4.7.1. DPPH test

Antioksidativna aktivnost polarnih ekstrakata ulja, koji su dobijeni po proceduri, opisanoj u
poglavlju 4.5.3., je odredivana DPPH testom koji je baziran na reakciji antioksidanata, iz ekstrakata
ulja sa DPPH' radikalima (Brand-Williams i sar., 1995).

1,5 ml polarnog ekstrakta ili standardnog rastvora je pomeSano sa 1,5 ml rastvora DPPH
koncentracije 2x10* mol/l. Rastvori su ostavljeni 30 minuta u mraku, nakon &ega je vrSeno
spektrofotometrijsko merenje apsorbancije na uredaju (Shimadzu UV 1650 PC) na 516 nm.

Kalibraciona prava dobijena je koriS¢enjem rastvora troloksa. Rezultati su izrazeni kao
mikromol ekvivalenti troloksa na 1 kg ulja (umol/kg). Merenja su vrsena u triplikatu.

U posebnim merenjima ispitivana je kinetika reakcije ekstrakata ulja sa DPPH' radikalima.
Reakcione smeSe, u identiénim odnosima, kao S$to je ranije navedeno, stavljene su u
spektrofotometar 15 sekundi nakon meSanja i vrSeno je kontinuirano merenje apsorbancije na 516
nm u vremenu od 20 sati.
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4.7.2. ABTS test

Odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata iz uzoraka wulja je vrSeno
spektrofotometrijski ABTS testom (Marfil i sar., 2011). Rastvor ABTS+ pripremljen je meSanjem 7
mM rastvora ABTS i 2,45 mM kalijum persulfata. Smesa je ostavljena da izreaguje u mraku, na
sobnoj temperaturi, tokom 16 ¢asova, i potom je razblaZzena do vrednosti apsorbancije 1 na 730 nm.

Rastvori za merenje su dobijeni meSanjem 1ml ABTS+ i 0,3 ml polarnog ekstrakta ulja,
dobijenog po proceduri opisanoj u poglavlju 4.5.3. Merenja su vrSena posle pola sata
spektrofotometrijski (Shimadzu UV 1650 PC) na 730 nm. Kalibraciona prava je dobijena
koriS¢enjem rastvora troloksa. Rezultati su izrazeni u mikromolovima ekvivalenta troloksa po 1 kg
ulja (umol/kg). Merenja su izvrSena u triplikatu.

4.8. Metode inkapsulacije ulja semenki jabuke

U postupcima inkapsulacije, kao aktivna komponenta, koriS¢ena su hladno cedena ulja sorti
jabuka Ajdared, Zlatni deli$es i Sumatovka dobijena prema proceduri opisanoj u poglavlju 4.2. Kao
materijali nosaca koriS¢eni su prirodni materijali dozvoljeni za upotrebu u prehrambenoj industriji.
Polazni nosa¢ za inkapsulaciju ulja semenki jabuke u Cestice na bazi Ca-alginata je bio natrijum-
alginat (Carl Roth, Nemacka), dok je kao sredstvo za geliranje kori$¢en kalcijum-hlorid (Carl Roth,
Nemacka). U procesu inkapsulacije ulja iz semenki jabuka, metodom sprej suSenja, kao nosaci
koris¢eni su maltodekstrin dekstroznog ekvivalenta (DE=16-19,9) proizvodaca Cargill (Palco,
Srbija) i natrijum-alginat (Carl Roth, Nemacka).

4.8.1. Inkapsulacija ulja semenki jabuke u kalcijum-alginatni gel (Cestice)

Rastvor natrijum-alginata (0,02 g/ml) je pripreman rastvaranjem nosaca u destilovanoj vodi
(na sobnoj temperaturi), uz mesanje na magnetnoj mesalici. Kako bi se izbegla eventualna pojava
razdvajanja uljane od vodene faze, priprema emulzije ulje/Na-alginat je vrSena neposredno pre
same inkapsulacije tj. dobijanja kalcijum-alginatnog gela sa inkapsulisanim uljem. Polazni sadrzaj
ulja semenki jabuke u odnosu na rastvor alginata je bio 10% w/w. Dobijanje emulzije ulje/Na-
alginat je vrSeno primenom mehanickog homogenizatora Ultra-Turrax® T25 (Janke and Kunkel
Ika-Labortechnik, Nemacka) pri 10000 o/min, u trajanju od 5 minuta.

Na-alginat gelira u prisustvu divalentnih katjona, pri ¢emu se formira cvrsti gel.
Ukapavanjem rastvora Na-alginata u pogodan rastvor tj. rastvor za geliranje, moguce je dobiti
sferne Cestice. Kontrola veli¢ine Cestica se moze vrsiti nekom od poznatih ekstruzionih tehnika. U
eksperimentalnom delu ove teze je za kontrolu veli¢ine Cestica koris¢ena tehnika elektrostatiCke
ekstruzije, a prema proceduri koja je data u literaturi (Nedovic i sar., 2001; Levi¢ i sar., 2015).
Jedna od glavnih prednosti ove tehnike inkapsulacije je S$to se njenom primenom mogu dobiti
estice manjih dimenzija, uz minimalne gubitke materijala. Sema procesa dobijanja Eestica
elektrostatiCkom ekstruzijom je predstavljena na slici 4.2.

Za dobijanje Cestica kalcijum-alginata sa inkapsulisanim uljem koris¢en je uredaj za
elektrostati¢ku ekstruziju VAR V1 (Nisco Engineering Inc., Svajcarska). Emulzija ulje/Na-alginat
je potiskivana kroz negativno naelektrisanu iglu od nerdajuceg Celika sa ravnim vrhom prec¢nika 1,1
mm. Protok emulzije je iznosio 70 ml/h, a sam protok je kontrolisan Spric pumpom (Pump 11,
Harvard Apparatus, SAD). Za geliranje Na-alginata, tj. dobijanje Ca-alginata, koris¢en je rastvor
kalcijum-hlorida (0,015 g/ml). Rastvor za geliranje je kod datog inkapsulacionog uredaja spojen sa
(+) konekcijom na generatoru napona. Razlika potencijala izmedu pozitivne elektrode (rastvora za
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geliranje) 1 negativne elektrode (igle tj. emulzije) je iznosio 6 kV, a rastojanje izmedu vrha igle i
povrsine rastvora za geliranje je podeseno na 2,5 cm.

O

_o._____ +
- '*'O’
OOOO o O
_c o o/

Slika 4.2. Pojednostavljena Sema procesa elektrostaticke ekstruzije i dobijanja inkapsulata
na bazi Ca-alginata sa inkapsulisanim uljem iz semenki jabuke

Po zavrsetku procesa elektrostaticke ekstruzije, Cestice su ostavljene u rastvoru za geliranje
jos dodatnih 60 minuta kako bi se obezbedilo §to potpunije formiranje Ca-alginata. Nakon perioda
geliranja, Cestice su odvojene iz rastvora za geliranje pomocu sita i ispirane destilovanom vodom i
suSene na sobnoj temperaturi pod snizenim pritiskom (vakuum pumpa KNF Nemacka), do
konstantne mase. OsuSene Cestice su zatim zatvorene u plasti¢ne sudove i ¢uvane do daljih analiza
na +4°C. Proces inkapsulacije vrSen je u duplikatu.

4.8.2. Inkapsulacija ulja semenki jabuke postupkom sprej suSenja

Proces dobijanja inkapsulata sa uljem iz semenki jabuke, postupkom sprej suSenja, se
sastojao iz dva dela:

- Priprema polazne emulzije: pre samog procesa sprej suSenja bilo je neophodno pripremiti
stabilnu emulziju ulje/rastvor nosaca. Priprema se sastojala u homogenizaciji ulja (10 g) sa
235,5 g 1 % w/w rastvora natrijum alginata, u koji je pre homogenizacije rastvoreno 47 g
maltodekstrina. Uloga maltodekstrina je da, pored toga Sto predstavlja zajedno sa Na-
alginatom nosac u procesu inkapsulacije ulja, ujedno predstavlja i pomoc¢no sredstvo koje
olakSava prolaz materijala kroz sekcije sprej susaca. Uslovi homogenizacije: homogenizator
Ultra-Turrax® T25 (Janke and Kunkel Ika-Labortechnik, Nemacka), brzina mesalice 12000
o/min, vreme trajanja homogenizacije 4 min. Emulzije su, odmah nakon pripreme, sprej
suSene prema postupku opisanom ispod.

- Finalna priprema inkapsulata procesom sprej suSenja: sprej suSenje pripremljenih emulzija
ulja i nosaca je vr§eno pomoéu sprej susaca Biichi mini B-290 (Svajcarska). Za ovu namenu,
uredaj je opremljen dvokomponentnom diznom unutrasnjeg precnika 0,7 mm. Kroz
unutrasnji otvor dizne se dovodi rastvor za susenje, a kroz spoljasnji otvor prolazi vazduh za
disperziju. Vazduh za disperziju se priprema u kompresoru koji je povezan sa sprej suSacem
1 njegov pritisak se podeSava prema potrebi procesa. Procesni parametri sprej suSenja,
koris¢eni u ovom radu, su bili: ulazna temperatura vazduha za susenje 140°C, izlazna
temperatura vazduha 80+£2°C, pritisak gasa za disperziju je podeSen na 0,55 bar, protok gasa
za suSenje je 600 1/h, a protok te¢nosti tj. emulzije, koja se susi, je iznosio 8 ml/min.

Sam proces inkapsulacije sprej susenjem se moze Sematski prikazati kao na slici 4.3.
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Slika 4.3. Sematski prikaz procesa sprej susenja emulzija i
dobijanja inkapsulata sa uljem iz semenki jabuke

Finalni prizvod sprej susenja je u obliku finog praha koji je sakupljan, hermeticki pakovan i
skladiSten na temperaturi od +4°C. Proces inkapsulacije vrSen je u duplikatu.

4.8.3. Karakterizacija inkapsulata
4.8.3.1. Svetlosna mikroskopija

Morfoloske karakteristike vlaznih Cestica sa inkapsulisanim uljem jabuke su ispitivane
pomocu binokularne lupe Leica XTL-3400D (Leica, Nemacka), opremljenom kamerom Leica-DC
300 (Leica, Nemacka) i raCunarskim programom za merenje veliCine objekata Leica-IM 1000
(Leica, Nemacka).

4.8.3.2. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Morfoloske karakteristike osuSenih uzoraka analizirane su skeniraju¢im elektronskim
mikroskopom (JEOL JSM-6390LV, Japan) (slika 4.4) uz prethodno nanoSenje zlata na uredaju
BALTEC SCD 005. Pre nanoSenja sloja zlata, suvi uzorci su postavljeni na nosate pomocu
samolepljive trake i, uz blagi pritisak, pri¢vrS¢eni za nosac kako bi se izbeglo naruSavanje strukture
uzoraka.

Kod cestica inkapsulata, dobijenih elektrostatickom ekstruzijom, odredeni su srednji
precnik, faktor sferi¢nosti i faktor skupljanja, nakon susenja, Sto je u skladu sa postupcima opisanim
od strane Levi¢ i1 sar. (2015). Precnici cCestica inkapsulata, dobijeni metodom sprej susenja, su
odredeni na bazi SEM fotografija, dok su za istu namenu, kod cestica dobijenih elektrostaticCkom
ekstruzijom, koris¢ene fotografije dobijene binokularnom lupom. Za merenje je uzeto najmanje 30
Cestica, po uzorku, a samo merenje je obavljeno programom ImageJ.
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Slika 4.4. Analiza morfoloskih karakteristika osuSenih Cestica
sa inkapsulisanim uljem semenki jabuke u skeniraju¢em elektronskom mikroskopu (SEM)

4.8.3.3. Odredivanje prinosa, sadrzaja ulja i efikasnosti inkapsulacije

Prinos inkapsulacije izraCunat je koris¢enjem sledece jednacine:

) - lat masa dobijenog inkapsulata (g) 100 (% 413
= X
prinos iikapstiata masa polaznih komponenti emulzije (bez vode) (g) Co) - (4.13)

Sadrzaj ulja u inkapsulatima odreden je ekstrakcijom ulja iz inkapsulata. U slucaju
inkapsulata dobijenih metodom elektrostaticke ekstruzije, ekstrakcija je vrSena metodom opisanom
u radu Levic i sar. (2015), koris¢enjem n-heksana i 3% w/v natrijum citrata, u odnosu 1 g
inkapsulata / 20 ml natrijum citrata / 5 ml n-heksana. U slucaju inkapsulata dobijenih sprej
susenjem, ekstrakciona smesa sastojala se od vode i n-heksana, u odnosu 1g inkapsulata / 10 ml
vode / 2 ml n-heksana. Heterogeni tecno-Cvrsti sistem je podvrgnut meSanju (magnetna mesSalica
IKA RCT Basic) tokom 5 h, na sobnoj temperaturi, u zatvorenim posudama. Organska i vodena
faza su odvojene centrifugiranjem (Hettich EBA 21, 14000 o/min, 10 min). Ulje je dobijeno
isparavanjem n-heksana, na sobnoj temperaturi, pod smanjenim pritiskom (vakuum pumpa KNF
Nemacka), do konstantne mase.

Sadrzaj ulja izracunat je na osnovu jedancine:
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T lat masa ekstrahovanog ulja (g) 100 (% 414
= X
Sadizaj uja u tnkapstiatu masa inkapsulata (bez vode) (g) ) 19

Efikasnost inkapsulacije odredena je kao kod autora (Abreu i sar., 2012; Piacentini E.,
2016):

i .. ekstrahovani sadrzaj ulja (g)
efikasnost inkapsulacije = — —— x 100 (%) (4.15)
teorijski sadrzaj ulja (g)

4.8.4. Uticaj inkapsulacije na oksidativne karakteristike ulja

Procena uticaja inkapsulacije na oksidativnu stabilnost ulja radena je koris¢enjem Schaal ili
Oven testa. Uzorci ulja i inkapsulata podvrgnuti su termickom tremanu na 63+2°C tokom Ccetiri
dana. Mase inkapsulata odabrane su tako da sadrzaj ulja u njima odgovara masi slobodnog ulja
koris¢enog za Oven test. Po zavrSetku tretmana, ulje iz inkapsulata ekstrahovano je po proceduri
opisanoj u poglavlju 4.8.3.3. Stepen oksidacije svih uzoraka ulja procenjen je odredivanjem
peroksidnog broja.

4.9. Priprema i ispitivanje kvaliteta hleba obogaéenog
obezmas¢enom samlevenom pogacom od semenki jabuka

Pored hladno cedenog ulja, iz prese je dobijena i obezmas¢ena pogaca, kao ostatak od
presovanja semenki jabuka, koja je koriS¢ena u proizvodnji specijalnih obogacenih hlebova, kao
delimi¢na zamena za pSenicno braSno, u udelima 5 % 1 20 %. Po tri hleba su napravljena za svaki
udeo pogace. U svrhu poredenja, kao kontrolni uzorak je napravljen hleb od 100 % pSeni¢nog
brasna. Za proizvodnju hlebova koridéeno je pSeni¢no brasno T-500 (Mlin Cekovié, Srbija), svezi
kvasac (Alfa, Lessafre), so (Solana Tuzla) i komercijalni aditivi za stabilnost testa i zaStitu od
mikrobioloskog kvarenja (Puratos, Srbija).

4.9.1. Postupak pripreme obogacenih hlebova

Pre upotrebe, obezmasCena pogaCa je prelivena toplom vodom temperature 50°C u
masenom odnosu 1:1, uz stajanje od 30 min. Koli¢ina vode, koja je dodavana u testo za pripremu
obogacenih hlebova, varirala je u odnosu na udeo pogace (59 % za hleb sa 5 % pogace 1 62 % za
hleb sa 20 % pogace). Koli¢ina vode za natapanje pogace uracunata je u krajnju koli¢inu vode za
zames testa. U isto vreme napravljen je kontrolni uzorak, bez obezmascéene samlevene pogace, uz
dodatak 57% vode u zames.

Zames testa je raden u spiralnom mikseru (Bongard, Francuska) u trajanju od 15 minuta.
Posle odmaranja od 10 minuta, testo je podeljeno na manje komade, oblikovano, slozeno u kalupe i
stavljeno u fermentacionu komoru (Bongard, Francuska) 50 minuta, pri relativnoj vlaznosti od 80%
i temperaturi 35°C. PecCenje je obavljeno u pekarskoj pec¢i (Bongard, Francuska) na temperaturi 255-
265°C tokom 35 minuta. Po isteku ovog vremena, hleb je vaden iz kalupa i ostavljen jos 5 minuta
na istom rezimu, a zatim je ohladen tokom 4-5 h (na temperaturu ispod 30°C). Hleb je isecen i
upakovan u polipropilenske vre¢e. Tako pripremljen hleb je skladiSten na sobnoj temperaturi 7
dana. Svi hlebovi su radeni u tri ponavljanja.
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4.9.2. Hemijska analiza obogaéenih hlebova

Uzorci pSenicnog brasna su hemijski analizirani kori§¢enjem standardnih ICC metoda
(1996) 109/1, 104/1 1 105/2 za odredivanje sadrzaja vlage, pepela i sirovih proteina, respektivno. Za
preracunavanje koli¢ine azota u sadrzaj sirovih proteina u brasnu, koris¢en je konverzioni faktor
6,25. U isto vreme uradena je i hemijska analiza hlebova obogac¢enih obezmas¢enom samlevenom
pogacom.

Pripremljeni hlebovi su samleveni u mlinu (Knifetec, Germany). Standarne metode AOAC
(2005) koriséene su za odredivanje hemijskog sastava pSeni¢nih hlebova obogacenih samlevenom
pogaCom, i to standardi AOAC 934.01, AOAC 942.05 1 AOAC 990.03 za odredivanje sadrzaja
vlage, pepela i proteina, redom. Za preraCunavanje sadrzaja azota u sadrzaj sirovih proteina
koris¢en je konverzioni faktor 6,25. Standardi AOAC 920.39 i AOAC 962.09, korisceni su za
odredivanje sadrzaja ulja i1 sirovih vlakana, redom. Sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata dobijen je
racunskim putem, tako $to je od 100 % oduzet sadrzaj vlage, pepela, hranljivih vlakana, ulja 1
proteina.

Energetska vrednost hlebova (kJ/100g) je izracunata na osnovu njihove kalorijske vrednosti
koja se sastoji od kalorijskih koeficijenata koji odgovaraju sadrzaju proteina, ugljenih hidrata i
masti u analiziranim uzorcima hlebova, prema formuli (Dhen i sar., 2018):

kalorijska vrednost (kcal/100 g) = (g proteina x 4) + (g masti x 9) + (g ugljenih hidrata x 4) (4.16)
Konverzioni faktor iz kcal u kJ je: 1 kcal = 4,184 kJ

4.9.3. Analiza boje obogacenih hlebova

Boja hlebova (kore i sredine) je izmerena koriS¢enjem sistema CVS (Computer Vision
System) kao §to je opisano u istrazivanju koje su sproveli Tomasevic i sar. (2019). Za analizu boje
koris¢en je softver Adobe Photoshop CC (64 bita). Kolorimetrijske karakteristike su merene na
digitalnim fotografijama uzoraka pomocu Photoshop Average Colour Sample Tool (31x31 piksel).

Prethodno su svi uzorci hlebova iseCeni na parcice debljine oko 2cm i stavljeni su na bele
podmetace. Jedna slika od svakog uzorka je uzeta za CVS analizu. Boja je odredena na tri kriske
hleba, po sedam puta za svaku, a za statisticku analizu koriS¢ene su prosecne vrednosti za svako
ponavljanje.

Ukupna razlika boje (AE) je odredena kori$¢enjem standardne jednacine:

AE = \J(L* — Ly)? + (a* — ap)? + (b* — by)? 4.17)

Vrednosti za L*, a”", b*iLo" a0", bo" su karakteristike boja obogaéenih i kontrolnih hlebova.

Stepen razlike nijansi, kao kvantitativni pokazatelj intenziteta obojenosti uzoraka
obogacenih hlebova (C*) i kontrolnog uzorka (Co*), je izraCunat prema formuli koju su saopstili
Fernandez-Vazquez i sar. (2013):

C*=va? + b? (4.18)

Co* = \/aoz + by® (4.19)
Razlike u vrednosti intenziteta boje su izracunate prema standardnoj formuli:

AC = C* - Co* (4.20)
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4.9.4. Sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativna aktivnost obogacenih hlebova

Za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i antioksidativne aktivnosti, uzorci osuSenog,
samlevenog hleba su podvrgnuti ekstrakciji. 6 g uzorka je dodato u 25 ml rastvora za ekstrakciju
(70 % etanola, 29,5 % vode, 0,05 % mravlje kiseline, v/v) (Poleksic i sar., 2018) i meSano je 10 h
na magnetnoj mesSalici (IKA RCT basic) na 25°C, u zatvorenoj posudi. Nakon ekstrakcije, Cvrsta 1
teCna faza su odvojene centrifugiranjem (Hettich EBA 21, 11000 o/min, 30 minuta). Ukupan
sadrzaj polifenola odreden je metodom po Folin-Ciocalteu (Singleton i sar., 1999). Kao standard je
kori§¢ena galna kiselina. 0,1 ml standarda ili uzorka je pomesano sa 0,2 ml vode i 0,1 ml Folin-
Ciocalteu reagensa. Posle 5 minuta dodato je 1,6 ml 5 % rastvora Na2COs. Rastvori su drzani u
mraku 30 minuta, a zatim su merene apsorbancije na 765 nm. Ukupan sadrzaj polifenola izracunat
je kao ekvivalenti galne kiseline (mg GAE/100 g susenog hleba).

Antioksidativne aktivnosti uzoraka odredene su DPPH metodom (Brand-Villiams i sar.,
1995). Troloks je kori$éen kao standard. 2,8 ml rastvora DPPH (10 mol/l u etanolu) dodato je u 0,2
ml ekstrakta obogacenog hleba i kontrolnog uzorka. Smesa je drzana 0,5 h u mraku, i potom je
merena apsorbancija na 516 nm. Aktivnost DPPH' izracunata je kao ekvivalenti troloksa (umol
troloksa/lg osuSenog hleba).

4.9.5. Analiza teksture obogaéenih hlebova

Teksturne karakteristike svih Sest uzoraka hleba obogacenih sa 5 % 1 20 % pogace sorti
Ajdared, Zlatni DeliSes i Sumatovka, kao i kontrolni uzorak, prema kojima su dobijene referentne
vrednosti, izmerene su prvog, treceg i sedmog dana nakon pecenja, pomocu masine za analizu
teksture (Ametek Test & Calibration Instruments, Texture Analyzer Machine TA1 Series, LLOYD
TA 500) sa cilindrom pre¢nika 25 mm i sondom od 50 N.

Vekne hleba su secene mehanicki na masini za rezanje debljine 15 mm (Graef, Bradford,
Velika Britanija, ABS 07). Na taj nacin se iz svakog uzorka hleba dobija 16 jednakih komada. Bilo
svezini hleba, uzimajuéi u obzir sredisnje kriske i krajeve vekne. Iz tog razloga su odabrani 4., 8., 9.
i 13. parce, i samo na tim kriSkama je izmerena svezina.

Masina za analizu teksture bila je povezana sa raCunarom gde se, nakon pokretanja sistema,
pojavljuje sila pritiska na odredenu povrsinu. Svaka sila pritiska predstavlja silu izraZenu u njutnima
(N), koja je potrebna da se uzorak deformise za 25 %. Sto je veéa dobijena vrednost, veéa je sila
potrebna za deformaciju, odnosno, kriska hleba je tvrda, a svezina manja.

4.9.6. Senzorna analiza obogacenih hlebova

Senzorne karakteristike hleba su odredivane 24 sata i 7 dana nakon pecenja, uz pomo¢ 8
obucenih stru¢nih senzoriCara—panelista, koriste¢i relevantne ISO standarde (1993). Senzorna
evaluacija je izvrSena kako je opisano u istrazivanju koje su sproveli Stikic¢ i sar. (2012).

Panelisti su analizirali izgled, strukturu na poprecnom preseku (elasticnost, mrvljivost),
zvakljivost, miris i ukus uzoraka obogacenih hlebova sa 5 % i 20 % dodate obezmasSéene pogace
Ajdareda, Zlatnog Delidesa i Sumatovke, kao i kontrolni uzorak, bez dodatka pogace. Za procenu
senzornih karakteristika hlebova, panelisti su koristili vizuelnu, olfaktornu i gustativno-oralnu
tehniku.

Za svaku, pojedinacno analiziranu, senzornu karakteristiku hlebova, svaki panelista je dao
svoju ocenu, koja se, na osnovu atributa njihove senzorne percepcije, kretala u rasponu od 1
(najgore) do 5 (najbolje). Zatim je za svaki uzorak hleba izraCunata proseCna ocena za svako
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ispitivano senzorno svojstvo. Na osnovu kojih je uradena interpretacija i evaluacija senzornog
kvaliteta ispitivanih hlebova.

4.10. Statisticka analiza

Rezultati u disertaciji su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. Statisticka
analiza je izvrSena koriS¢enjem softverskog paketa STATISTICA 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa , OK,
SAD). Primenjena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) i Tukey—ev HSD test, na osnovu
kojeg su odredene statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti, na nivou znacajnosti p < 0,05. Sva
testiranja su uradena u triplikatu.

U disertaciji je koriS¢ena i analiza glavnih komponenata (Principal Component Analysis -
PCA) za utvrdivanje mogucih korelacija izmerenih hemijskih i parametara boje, kod analize
obogacenih hlebova sa 5 % i1 20 % dodate pogace od iscedenih semenki jabuka.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. Hemijski sastav ispitivanih semenki jabuka

Pre presovanja, izvrseno je ispitivanje hemijskog sastava semenki tri sorte jabuka: Ajdared,
Zlatni DeliSes i Sumatovka. Rezultati analiza su prikazani tabelarno i izrazeni su u masenim
procentima (tabela 5.1).

Tabela 5.1. Hemijski sastav ispitivanih semenki jabuka

parametar / sorta Ajdared Zlatni DeliSes Sumatovka
sadrzaj vlage (% m/m) 7,85+0,33% 8,69+0,25° 7,55+0,39°
sadrzaj pepela (% m/m) 3,53+0,18% 3,64+0,21° 3,45+0,11*%
sadrzaj ulja (% m/m) 20,6+0,1° 21,7+0,2° 24,4+0,2¢
sadrZaj sirovih proteina (% m/m) 28,41+0,15° 25,76+0,232 29,47+0,29°¢

Razli¢ita mala slova u eksponentima redova oznacavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti u
razli¢itim periodima ispitivanja, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa.

Sadrzaj vlage u semenkama jabuka se kretao u rasponu 7,55-8,69 %, Sto je u skladu sa
literaturnim podacima (Bada i sar., 2014; Pieszka i sar., 2014). Poznavanje sadrZaja vlage u sirovini
je veoma vazan pokazatelj, jer veéi sadrzaj vlage semena dovodi do niza nepozeljnih promena, pre
svega, do pogorsanja kvaliteta semena usled razvoja mikroorganizama, kao i pogorSanja kvaliteta
ulja usled ubrzanja hidrolitickih procesa koji poveéavaju kiselost ulja, odnosno, sadrzaj slobodnih
masnih kiselina. Zbog toga je potrebno semenke osusiti, pre presovanja, ispod vrednosti tzv.
kritine vlage. To je grani¢na vrednost vlage iznad koje pocinju intenzivni biohemijski procesi i
zavisi od sadrZaja ulja u semenkama. Sto je sadrzaj ulja veéi, kriti¢na vlaga semenki je manja i za
vecinu semenki uljarica se kre¢e u intervalu 6 — 12 % (Dimi¢, 2005).

Sadrzaj pepela u ispitivanim semenkama bio je 3,45-3,64 %, Sto su neSto nize vrednosti u
odnosu na 4,3-5,2 %, koje su saopstili Tian i sar. (2010).

Sadrzaj ulja ili heksanski ekstrakt predstavlja koli¢inu ekstrahovane supstance iz sirovine
koris¢enjem organskog rastvaraca (Dimi¢, 2005). Pored toga Sto je sortna karakteristika, zavisi i od
fenotipskih faktora (klimatski uslovi, uslovi uzgajanja, primenjene agrotehnicke mere, itd.) koji
mogu dovesti do znatnog variranja u sadrzaju ulja (Rabrenovi¢, 2011). Sadrzaj ulja u ispitivanim
semenkama se kretao u intervalu 20,6 — 24,4 %, Sto je u saglasnosti sa saopStenim rezultatima iz
literature (Tian i sar., 2010; Bada i sar., 2014; Gornas i sar., 2014a; Walia i sar., 2014; Matthaus i
Ozcan, 2015; Madrera i Valles, 2018).

U ispitivanim semenkama jabuka, sadrzaj sirovih proteina je bio u granicama 25,76-29,47
%. U odnosu na rezultat koji su saopstili Tian i sar. (2010), za sadrZaj proteina u semenkama jabuka
(38,85-49,55 %), ova vrednost je znatno niza.

Semenke jabuka, ne samo da su dobar izvor ulja, nego sadrze, u nezanemarljivim
koli¢inama i druge hranljive materije, poput proteina, §to obezmas¢enu pogacu, koja zaostaje kao
nusproizvod cedenja ulja, ¢ini, potencijalno, veoma pogodnom zamenom za standardne tipove
pSeni¢nog brasna.
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5.2. Fizicko-hemijski parametri identifikacije i kvaliteta ispitivanih ulja
U tabeli 5.2 date su vrednosti fizicko-hemijskih parametara identifikacije i kvaliteta biljnih

ulja iz semenki Ajdareda, Zlatnog Deliesa i Sumatovke. Prinosi ulja dobijenih hladnim cedenjem
bili su 9,84+0,1 %, 11,9+0,2 % i 13,4+0,2 %, w/w, redom.

Tabela 5.2. Vrednost parametara za identifikaciju i kvalitet ulja iz semenki tri sorte jabuka

parametar Ajdared Zlatni DeliSes Sumatovka
gustina (kg/1) 0,9450 + 0,0003°  0,9317 £ 0,0002° 0,9487 £ 0,0003¢
indeks refrakcije 1,4734 £ 0,0002° 11,4735 +0,0002° 1,4731 £ 0,0002°
jodni broj (g joda/100g) 127 £2° 129 + 1° 121 £ 12
saponifikacioni broj (mg KOH/g) 187 + 12 192 +1° 187 + 17
kiselinski broj (mg KOH/g ulja) 1,8+0,1° 1,8 +0,2° 1,5+0,1°

Razli¢ita mala slova u eksponentima redova oznaCavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti u
razli¢itim periodima ispitivanja, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa.

Vrednosti za gustinu ispitivanja ulja, posebno za ulja iz semenki Ajdareda i Sumatovke
(0,9450 10,9487 kg/l, redom), viSe su od navedenih u Pravilniku (2013), za nerafinisana biljna ulja.

Vrednosti za indeks refrakcije u ovom istrazivanju (1,4731-1,4735) su u saglasnosti sa
rezultatima iz literature za ulje semenki jabuka (Walia i sar., 2014).

Jodni broj u ovom istrazivanju se kretao u intervalu 121 — 129, $to odgovara navodima iz
literature za ulje poreklom iz ove sirovine, 121,8 — 128,0 (Walia i sar., 2014).

Saponifikacioni broj u ispitivanim uljima kretao se u rasponu 187 — 192, §to potvrduju
saopsteni rezultati iz literature 179,1 — 197,0 (Tian i sar., 2010) i 184,91 — 188,0 (Walia 1 sar.,
2014). Takode, mnoga nerafinisana jestiva biljna ulja imaju slicne vrednosti saponifikacionog broja,
poput suncokretovog, sojinog i ulja kukuruznih klica, kostica grozda i dr., prema Pravilniku (2013).

U poredenju sa drugim biljnim uljima iz Pravilnika (2013), prikazani rezultati nam ukazuju
da ispitivana ulja semenki jabuka poseduju znacajan procenat nezasi¢enih masnih kiselina, kao i
prisustvo masnih kiselina dugog lanca.

Kiselinski broj (mg KOH/g) ispitivanih uzoraka ulja se kretao u rasponu 1,5-1,8 mg KOH/g
ulja, i pokazuje da se radi o kvalitetnim uljima u kojima nije doSlo do znacajnije hidroliticke
razradnje triacilglicerola tokom ¢uvanja i pripreme semenki za presovanje. To potvrduje i Pravilnik
(2013), na osnovu koga je maksimalna dozvoljena vrednost kiselinskog broja za hladno cedena
jestiva biljna ulja 4,0 mg KOH/g ulja. Ovi rezultati su znatno nizi od onih koji se navode u literaturi
za istu vrstu ulja, 4,28 mg KOH/g (Walia i sar., 2014) 1 4,036 - 4,323 mg KOH/g (Tian i sar., 2010).
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5.3. Nutritivna vrednost ispitivanih ulja

5.3.1. Sastav i sadrzaj masnih kiselina ispitivanih ulja

U tabeli 5.3 dat je prikaz sastava i sadrzaja masnih kiselina u ispitivanim uzorcima ulja iz
semenki tri sorte jabuka.

Tabela 5.3. Sastav i sadrzaj masnih kiselina ulja iz semenki tri sorte jabuka

Masna Kkiselina Ajdared Zlatni DeliSes Sumatovka
Ci2:0(%) m/m 0,08 £ 0,05* 0,07 £0,03* 0,06 + 0,04*
Ci4:0 (%) m/m 0,06 £0.01* 0,05 £ 0,02* 0,08 +0,03°
Ci6:0 (%) m/m 7,41 £0,08° 7,23 +0,02° 6,3 +0,04°
Ci7:0(%) m/m 0,04 +0,03* 0,05 +0,02* 0,09 + 0,02°
Ci7:1 (%) m/m 0,04 +0,03* 0,03 +0,02* 0,08 +0,03°
Ci8:0(%) m/m 1,27 £ 0,072 1,29 £ 0,05% 1,98 + 0,09°
Cis:1(%) m/m 31,76 £ 0,15° 28,76 + 0,38° 33,37+0,11°
Cis2 (%) m/m 56,82 +0,53° 60,02 £0,19° 53,83 +£0,40°
Cis:3 (%) m/m 0,28 £ 0,09* 0,27 £0,01* 2,31+0,03°
C20:0 (%) m/m 1,19 £0,02° 1,20 £ 0,05° 1,11 £0,05°
C20:1 (%) m/m 0,49 +0,05° 0,48 +0,03° 0,34 +0,02*
C20:2 (%) m/m 0,06 +0,03* 0,06 + 0,04* 0,08 +0,04*
C20:3 (%) m/m 0,06 £+ 0,05% 0,06 £+ 0,05% 0,08 +£0,03%
C22:0 (%) m/m 0,22 + 0,04° 0,27 +0,02° 0,29 + 0,03°
C22:1 (%) m/m 0,05 + 0,032 0,04 + 0,032 /

C23:0 (%) m/m 0,08 £ 0,05* 0,07 £ 0,02* /
C24:0 (%) m/m 0,09 +0,01° 0,05 £ 0,04* /

Razli¢ita mala slova u eksponentima redova oznaCavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti u
razli¢itim periodima ispitivanja, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa.

Masne kiseline prisutne u molekulima triacilglicerola predstavljaju reaktivni deo molekula
ulja i odreduju njegova fizicka i hemijska svojstva. Prema sastavu masnih kiselina, ulje iz semenki
jabuke pripada grupi ulja linolnog tipa, s obzirom da je esencijalna ®-6 ili n-6 linolna masna
kiselina (Cis:20-6) najzastupljenija i &ini od 53,83 % (ulje semenki Sumatovke) do 60,02 % (ulje
semenki Zlatnog DeliSesa) ukupnih masnih kiselina u molekulima triacilglicerola (slika 5.1). Druga
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po sadrzaju je oleinska masna kiselina (Cis:1), €iji se sadrzaj kretao od 28,76 % do 33,37 %. Treba
istaéi i prisustvo zasi¢ene palmitinske masne kiseline (Cis:0) 6,3—7,41 %, dok su od ostalih zasi¢enih
masnih kiselina bile prisutne stearinska (Cis:0) 1,27—1,98 % 1 arahinska (C20:0) 1,11-1,20 % masna
kiselina. Ostale masne kiseline su identifikovane u tragovima, uz izuzetak linolenske masne kiseline
u ulju semenki Sumatovke (2,31 %). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima navedenim u
literaturi za sastav masnih kiselina semenki jabuke (Tian i sar., 2010; Gornas i sar.,2014a; Bada i
sar., 2014; Kiran i Prajapati, 2017; Mikolajczak, 2018; Madrera i Valles, 2018).
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Slika 5.1. Graficki prikaz sadrzaja masnih kiselina u ulju semenki tri sorte jabuka

Ulja semenki tri sorte jabuka sadrze 89,56-90,09 % nezasi¢enih i 9,91-10,44 % zasi¢enih
masnih kiselina. Visok sadrzaj linolne i oleinske kiseline sugeriSe da se ulje semenki jabuka moze
smatrati nutritivno visokovrednim, s obzirom da navedene masne kiseline poseduju niz znacajnih
fizioloskih i nutritivnih efekata u organizmu, Sto je detaljno objasnjeno u poglavlju 2.5.2.2. Ulje iz

semenki jabuka sli¢no je po sastavu masnih kiselina suncokretovom i ulju semenki grozda (Dimic¢,
2005).

Visok sadrzaj PUFA u ulju je sa nutritivnog aspekta itekako pozeljan, medutim ovakva ulja
su izuzetno nestabilna i podlozna oksidativnim promenama, $to se odnosi i na procese in Vvivo i in
vitro (LepSanovi¢ i Lepsanovi¢, 2000; Bilas i sar., 2002; Dimi¢, 2005).

5.3.2. Sastav i sadrzaj tokoferola

Sastav i sadrzaj tokoferola u ispitivanim uljima semenki jabuka prikazan je u tabeli 5.4.
Postoje 4 izomerna oblika tokoferola, a, B, vy i 6. a-tokoferol povecava biolosku vrednost biljnih ulja
zbog Cega se i oznacava kao vitamin E, a y- i 8- izomeri povecavaju oksidativnu stabilnost ulja, dok
je B-izomer, sa izvesnim izuzecima, retko prisutan u biljnim uljima (Kamal-Eldin, 2006).

U uzorcima ispitivanih ulja, a-izomer je dominantan, pri cemu se njegov sadrzaj kretao u
rasponu 17,8-34,1 mg/100g, odnosno, 75,5-76,3 % od sadrzaja ukupnih tokoferola. Slede¢i po
sadrzaju je B+y-tokoferol 5,7-11,1 mg/100g, odnosno, 22,2-24,6 % od sadrzaja ukupnih tokoferola
(slika 5.2).
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Tabela 5.4. Sastav i sadrZaj tokoferola u ispitivanim uljima

Tokoferol (mg/100g) Ajdared Zlatni DeliSes Sumatovka

a-tokoferol 34,1 +£0,5° 26,3+0,7° 17,8 + 0,4

B + y-tokoferol 11,1 £0,3¢ 7,6 +0,3° 5,7+0,2°
d-tokoferol 0? 0,6 +0,1° 0?

ukupni tokoferoli 45,1 +0,8° 344+ 1,1° 23,4+ 0,6

Razlic¢ita mala slova u eksponentima redova oznacavaju statistiCki znacajne razlike srednjih vrednosti u
razli¢itim periodima ispitivanja, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa.

Sadrzaj a- i f+y-tokoferola u ovom istrazivanju, nizi je od sadrzaja ovih izomera u ulju
semenki jabuka prema podacima drugih autora (Pieszka i sar., 2014; Gornas i sar., 2015a; Matthaus
1 Ozcan, 2015; Da Silva i Jorge, 2017; Madrera i Valles, 2018). Alasalvar i sar. (2003) smatraju da
presudnu ulogu igraju klima i zemljiSte na kojima je biljka rasla, kao 1 godina berbe (Gornas,
2015a).

Moze se konstatovati da ulja iz semenki jabuka, u ovom istrazivanju, zbog visokog sadrzaja
a-tokoferola, pokazuju visoku nutritivnu vrednost i imaju blagotvoran uticaj na zdravlje, dok visok
sadrzaj  + y-tokoferola doprinosi dobroj oksidativnoj stabilnosti. Reverzno-fazna hromatografija
ne pravi razliku izmedu izomera - i y-tokoferola i zato je njihov sadrzaj izraZzen kao ukupni.

O-tokoferol je registrovan samo u ulju semenki Zlatnog Delisesa u koli¢ini od 0,6 mg/100g,
Sto je znacajno niZza vrednost u odnosu na sadrzaj istog izomera u uzorcima ulja poreklom iz
semenki Sest sorti jabuka (12,1 — 110,5 mg/kg ulja) koje su ispitivali Fromm i sar. (2012a).
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Slika 5.2. Graficki prikaz sadrzaja pojedinih izomera tokoferola
i ukupnih tokoferola u ulju semenki tri sorte jabuka

Ukupan sadrzaj tokoferola se kretao u intervalu od 23,4+0,6 mg/100 g do 45,1+0,8 mg/100
g. Dobijene vrednosti su uporedive sa vrednostima koje su u svom istrazivanju naveli Bada i sar.
(2014). Medutim, vecina autora u literaturi navodi visi sadrzaj ukupnih tokoferola u uljima
poreklom iz semenki jabuke (Fromm i sar., 2012a; Pieszka i sar., 2014; Gornas i sar., 2015a;
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Matthaus i Ozcan, 2015; Da Silva i Jorge, 2017; Madrera i Valles, 2018), u odnosu na ovo
istrazivanje.

Sva Cetiri izomera tokoferola, kao i ukupan sadrzaj tokoferola u uljima iz semenki jabuka su
pokazala dosta veliki varijabilitet, Sto se moZze objasniti uticajem porekla i genotipa biljnog
materijala (Beardsell i sar., 2002).

5.3.3. Sadrzaj ukupnih polifenola

Sadrzaj ukupnih polifenola u ispitivanim uljima odreden je metodom po Folin-Ciocalteu, a
rezultati prikazani u tabeli 5.5 i na slici 5.3 i izraZeni su u miligram ekvivalentima galne kiseline na

100 g ulja (mg GAE/100 g).

Tabela 5.5. Sadrzaj ukupnih polifenola u uljima tri sorte jabuka

parametar Ajdared Zlatni DeliSes Sumatovka
ukupni polifenoli (mg a b a
GAE/100g) 2,42+0,12 3,81 +0,09 2,49 £ 0,11

Razli¢ita mala slova u eksponentima redova oznacavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti u
razli¢itim periodima ispitivanja, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa.

Da Silva i Jorge (2017) su u ulju semenki jabuka nasli ukupno 1,37 mg/100 g polifenolnih
materija (p-kumarnatkvercetin), a u hladno cedenim wuljima semenki grozda (sli¢nog
masnokiselinkog sastava ulju semenki jabuka), sadrzaj polifenola koji su saopstili Bjelica (2019) i
Mali¢anin (2014), bio je 0,93 -2,6 mg/100g i 5,99-7,35 mg/100g, redom.

U poredenju sa gore prikazanim rezultatima, moze se konstatovati da ispitivana ulja, u ovom
istrazivanju, predstavljaju sasvim dobar izvor polifenolnih materija.
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Slika 5.3. Dijagram prikaza sadrzaja ukupnih polifenola u ulju semenki tri sorte jabuka

Rezultati dobijeni Folin-Ciocalteu metodom nije lako uporedivati, jer metoda nije
standardizovana, autori je cesto modifikuju, $to utice na variranje rezultata. Pored toga, postoji Citav
niz supstanci koje ucestvuju u reakciji i koje mogu uticati na tok metode i odredivanje fenolnih
jedinjenja (Prior i sar., 2005). Takode, zbog ogranicene rastvorljivosti, samo manji deo fenolnih
jedinjenja se prenosi u ulje. Tokom procesa presovanja ulja, znatan deo ovih jedinjenja zaostaje u
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pogaci (Bjelica i sar., 2019), Sto pokazuju rezultati za sadrzaj ukupnih polifenola u obezmaséenoj
samlevenoj pogaci od semenki jabuka (poglavlje 5.7.3.).

5.4. Antioksidativna aktivnost ispitivanih ulja

Antioksidativna aktivnost uzoraka ulja je odredena koriS¢enjem metanolnih ekstrakata ulja
semenki tri sorte jabuka, iz kojih je utvrdena sposobnost neutralisanja stabilnih slobodnih DPPH:
radikala (DPPH test) i ABTS" radikala (ABTS test). Rezultati primene ovih metoda na uzorcima
ispitivanih ulja, izrazeni u mikromolovima Troloks ekvivalenta (TE) po kg ulja, prikazani su u
tabeli 5.6.

Tabela 5.6. Vrednosti parametara antioksidativne aktivnosti

parametar Ajdared Zlatni DeliSes Sumatovka
DPPH (umol TE/kg) 49,3 +£0,9° 61,6 +1,4° 49,0 £0,7°
ABTS (pumol TE/kg) 62,8 +0,5° 68,2 £ 0,8° 46,9 £ 0,8

Razli¢ita mala slova u eksponentima redova oznaCavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti u
razli¢itim periodima ispitivanja, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa.

Ukupni polifenoli su pokazali izuzetno jaku korelaciju sa DPPH vrednos¢u (r = 0,998) (slika
5.4), dok je ta korelacija sa ABTS slabija (r = 0,66).

NeusaglaSenost rezultata dobijenih primenom metoda DPPH i ABTS nije retka u literaturi
(Marfil i sar., 2011; Kesen i sar., 2014; Xu i sar., 2016). Zbog kompleksnosti reakcionih
mehanizama smatra se da nijedan test ne kvantifikuje antioksidativne osobine u potpunosti (Marfil
etal., 2011), i preporucuje se da se za procenu antioksidativne aktivnosti koriste barem dve razlicite

metode.

DPPH (mikromol Trolox / Kg)

T v T d T
24 3.0 3e

ukupni polifenoli (mg / 100 g)

Slika 5.4. Graficki prikaz linearne zavisnosti sadrzaja ukupnih polifenola i
DPPH vrednosti uzoraka ulja

Iako se merenje apsorbancije u DPPH testu standardno vrsi posle 30 min, Bondet i sar.
(1997) su utvrdili da vecina polifenola reaguje sporo sa DPPH' radikalom, pri ¢emu se dinamicka
ravnoteza postize tek posle 1-6 h, pa i duze. U zavisnosti od uzorka, za procenu antioksidativne
aktivnosti koriS¢enjem DPPH testa nekada je potrebno vise vremena (Shalaby i Shanab, 2013).
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Merenje pada apsorbancije u ovom istrazivanju se radilo nakon 20 sati reakcije. Primetno je da, u
tom vremenskom periodu, apsorbancija nastavlja eksponencijalno da opada (slika 5.5).
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Slika 5.5. Pad apsorbancije u toku DPPH testa za ulja semenki jabuka prac¢en 20 sati

5.5. Oksidativna stabilnost ispitivanih ulja
5.5.1. Sadrzaj primarnih i sekundarnih proizvoda oksidacije ulja

Oksidacija ulja je jedan od najeS¢ih uzroka kvarenja biljnih ulja. Odredivanjem
peroksidnog broja (Pbr), dobija se podatak o sadrzaju primarnih proizvoda oksidacije (peroksida i
hidroperoksida) (Vujasinovic i sar., 2016).

Rezultati odredivanja peroksidnog broja u ulju semenki tri sorte jabuka (tabela 5.7)
pokazuju vrednosti 2,8-5,2 mmol/kg, §to je u skladu sa Pravilnikom (2013), prema kome je
maksimalna dozvoljena vrednost peroksidnog broja za nerafinisana jestiva biljna ulja 7,5 mmol/kg.
Ovi rezultati nam govore da tokom i nakon hladnog presovanja ulja iz semenki jabuka nije doslo do
znacajnijih oksidativnih promena.

Tabela 5.7. Vrednosti parametara za primarne i sekundarne proizvode oksidacije ulja

parametar Ajdared Zlatni DeliSes Sumatovka
Pbr (mmol O2/kg) 2,8 +0,2% 52+0,1° 4,0+0,2°
p-anisidinski broj 0,65 +0,01° 0,61 +0,02* 0,63 +0,02%
konjugovani dieni (A232) 1,95+ 0,032 3,09 +0,02° 3,67 +£0,05°
konjugovani trieni (A270) 0,39 £0,01° 0,75+ 0,01° 0,40 £ 0,012
ov 6,25 11,15 8,40

Razlic¢ita mala slova u eksponentima redova oznacavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti u

razli¢itim periodima ispitivanja, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa; OV — oksidativna vrednost.
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U cilju sto boljeg pracenja procesa oksidacije lipida, istovremeno se prati promena sadrzaja
primarnih i sekundarnih proizvoda oksidacije (Poiana, 2012). U ulju semenki Ajdareda, Zlatnog
Deliesa i Sumatovke odredene su vrednosti anisidinskog broja 0,65, 0,61 i 0,63, konjugovanih
diena 1,95, 3,09 i 3,67 i konjugovanih triena 0,39, 0,40 i 0,75, redom. Oksidativna vrednost (OV),
dobijena na osnovu podataka za sadrzaj primarnih i sekundarnih produkata oksidacije, je znacajan
pokazatelj kvaliteta ulja. Ukoliko je vrednost OV niza, ulje je boljeg oksidativnog statusa, §to je u
ovom istrazivanju bio slucaj sa uljem poreklom iz semenki Ajdareda. Kada je u pitanju sadrzaj
konjugovanih diena i triena, §to je visi sadrzaj triena ulje je loSijeg kvaliteta. Dobijeni rezultati za
sadrzaj sekundarnih produkata oksidacije su u skladu sa rezultatima koje su saopstili Hashemi i sar.
(2017), koji su takode ispitivali ulje iz semenki jabuka

5.5.2. Rancimat test
Rancimat testom odreden je indukcioni period za uzorke ispitivanih ulja (tabela 5.8).

Tabela 5.8. Odredivanje odrzivosti ulja Rancimat testom

parametar Ajdared Zlatni DeliSes Sumatovka

IP (h) 13,96 + 0,07° 13,97 £ 0,05 13,24 £ 0,11

Razlic¢ita mala slova u eksponentima redova oznacavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti u
razli¢itim periodima ispitivanja, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa.

Rezultati ovog testa pokazali su duzinu indukcionog perioda (h) ispitivanih uzoraka odnosno
njihovu otpornost prema oksidaciji, koja se kretala u intervalu 13,24 - 13,97 h, pri temperaturi od
100 °C, i protoku vazduha od 20 I/h. Ovi rezultati ne ukazuju na znacajne razlike u odrzivosti medu
uzorcima, uprkos razlikama u masnokiselinskom sastavu i sadrzaju polifenola i tokoferola. Pod
istim uslovima izvodenja Rancimat testa, u literaturi se navode podaci indukcionog perioda za ulje
iz semenki grozda 8,9 h, za orahovo ulje 4,2 h, za bademovo ulje 10,2 h, ulje leSnika 16 h, za ulje
avokada 16,9 h, dok je indukcioni period za ulje makadamije bio ¢ak 37 h (Madawala i sar., 2012).

5.5.3. DSC test

Jo§ jedan test oksidativne stabilnosti ulja semenki jabuka, koji je sproveden u ovom
istrazivanju, je DSC test. Rezultati DSC merenja predstavljeni su OOT (Oxidation Onset
Temperature) vrednostima za ispitivane uzorke ulja (tabela 5.9).

Tabela 5.9. Odredivanje odrzivosti ulja DSC testom

parametar Ajdared Zlatni DeliSes Sumatovka

OOT (°C) 177,9 £ 0,6° 174,7+0,9% 187,5+0,7°

Razli¢ita mala slova u eksponentima redova oznacavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti u
razli¢itim periodima ispitivanja, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa.

Na slici 5.6 je prikazana promena toplotnog fluksa uzorka ulja (semenke Sumatovke) tokom
zagrevanja u vazduhu do temperature od 650°C. Na grafikonu se uoCava mali egzotermni pik,
uokviren isprekidanom linijom, na temperaturi 200-250°C, koji poti¢e od oksidacije ulja. Na
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temperaturama iznad 350°C uocava se izrazeni, kompleksni egzotermni efekat koji potice od
termooksidativne degradacije ulja.
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Slika 5.6. Grafi¢ki prikaz DSC krive za ulje semenki Sumatovke

OOT vrednost karakteriSe pocetak oksidacije ulja i o€itava se sa DSC krive. Ova vrednost
je dobijena ekstrapolacijom na nacin kako je prikazano na slici 5.7 i moze se posmatrati kao
relativna mera oksidativne stabilnosti ispitivanih ulja. Na slici 5.7 su prikazani pikovi oksidacije za
sva tri uzorka ulja.

Nasuprot Rancimat testu, DSC merenja ukazala su na izrazenije razlike u oksidativnoj
stabilnosti ispitivanih uzoraka ulja. Vrednosti OOT za ulja semenki tri sorte jabuka su u intervalu
174,7-187,5°C. Ulje iz semenki Sumatovke je imalo najvisu temperaturu pocetka oksidacije, i time
pokazalo najvecu oksidativnu stabilnost, pod uslovima izvodenja DSC testa. Ovi rezultati pokazuju
kasniji pocetak oksidacije, a time i ve¢u oksidativnu stabilnost ovih ulja, u odnosu na rezultate koje
je saopstio Malic¢anin (2014) za 10 uzoraka ulja iz kostica grozda (138-161°C).

Sastav masnih kiselina i prisustvo pro- ili anti- oksidanata (fenolna jedinjenja, tokoferoli,
steroli, fosfolipidi itd.) predstavlja faktore koji odreduju stepen podloznosti ulja oksidaciji. Vrste
masnih kiselina, a narocito broj njihovih dvostrukih veza, uti¢u na hemijske reakcije koje se javljaju
tokom perioda ¢uvanja ulja (Frankel, 1985).
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Slika 5.7. Deo DSC termograma koji prikazuje OOT i pikove oksidacije za uzorke ulja

Pearson-ovi koeficijenti korelacije (tabela 5.10), pokazuju da najjaci negativan uticaj na
OOT u uzorcima ulja, ima sadrzaj linolne kiseline. Jak negativan uticaj ima i odnos sadrzaja
polinezasi¢enih i mononezasi¢enih masnih kiselina, respektivno. Najjaci pozitivan uticaj ima
sadrzaj oleinske kiseline. S druge strane, sadrzaj pojedinih izomera tokoferola, ukupni sadrzaj
tokoferola i ukupni polifenoli, nemaju tako jaku korelaciju sa OOT (tabela 5.10). Negativne
korelacije OOT 1 sadrzaja tokoferola i polifenola ne treba tumaciti u smislu da njihove vise
koncentracije dovode do smanjenja oksidativne stabilnosti, ve¢ da je dominantan uticaj
masnokiselinskog sastava.

Razliciti zakljuccei koji se dobijaju na osnovu DSC i Rancimat merenja, kao i nedovoljno
izrazene razlike IP vrednosti medusobno, ukazuju na kompleksnost uticaja razliCitih faktora
(masnokiselinski sastav, prisustvo polifenola, tokoferola, slobodnih masnih kiselina...) na otpornost
ispitivanih ulja prema oksidaciji. Takode treba imati u vidu da se DSC merenjem neposredno
odreduje sam pocetak procesa oksidacije, dok se rezultati Rancimat testa dobijaju u odmakloj fazi
oksidacije.

Tabela 5.10. Korelaciona zavisnost OOT i pojedinih ispitanih parametara u ulju semenki jabuka

komponenta koeficijent korelacije (r)
linolna kiselina (Cis:2) -0,96
oleinska kiselina (Cis:1) 0,90
odnos polinezasi¢ene / mononezasic¢ene m.k. -0,85
a-tokoferol -0,74
B + y-tokoferol -0,60
ukupni tokoferoli -0,73
-0,66

ukupni polifenoli
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5.6. Rezultati inkapsulacije ulja

Postupkom inkapsulacije, pored toga Sto je olakSana dalja manipulacija uljem semenki
jabuka, omogucéena je i1 njegova zastita od nepovoljnih spoljasnih faktora, pre svega, od
oksidacionih procesa. U tabeli 5.11 prikazani su osnovni kvantitativni pokazatelji postupka
inkapsulacije ulja iz semenki jabuke: prinos inkapsulata, sadrzaj ulja u inkapsulatu i efikasnost
postupka inkapsulacije. U ovom istrazivanju koriS¢ene su metode elektrostaticke ekstruzije i sprej
susenja.

Tabela 5.11. Prinos i sadrzaj ulja u inkapsulatima i efikasnost inkapsulacije ulja semenki jabuke
metodama elektrostaticke ekstruzije i sprej susenja

METODA ELEKTROSTATICKE EKSTRUZIJE

Sorta iabuke Prinos inkapsulata Sadrzaj ulja u Efikasnost
] (%) inkapsulatu (%) inkapsulacije (%)
Ajdared 77,1£1,6%4 78,943,234 91,9+3,4%A
Zlatni Delises 78,1£2,3%4 77,5+1,9%4 91,4+3,1%A
Sumatovka 78,6+1,8%4 80,0+2,6%4 94 ,4+2 554
METODA SPREJ SUSENJA
Sorta iabuke Prinos inkapsulata Sadrzaj ulja u Efikasnost
] (%) inkapsulatu (%) inkapsulacije (%)
Ajdared 45,0+£2,1%4 15,542,5% 85,7+4,8°AB
Zlatni Delises 45,8+2 4%A 14,7+1,9%4 87,2+4,5B
Sumatovka 46,2+2,3bA 14,244 224 84,1+2,9%4

Razli¢ita mala slova u eksponentima redova oznaCavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti u
razli¢itim periodima ispitivanja, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa. Razli¢ita velika slova u
eksponentima kolona oznacavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti izmedu uzoraka, na nivou p < 0,05, na
osnovu Tukey-evog HSD testa.

Inkapsulati dobijeni metodom elektrostaticke ekstruzije su imali bolji prinos inkapsulata
(prose¢no 78 %), za razliku od ostvarenog prinosa inkapsulata kod sprej suSenja, koji je u slucaju
sva tri ulja iznosio priblizno 45,5 %. To je prva prednost inkapsulacije metodom elektrostaticke
ekstruzije, u odnosu na sprej suSenje. Najbolji prinos inkapsulata je bio u slu¢aju ulja iz semenki
Sumatovke, i to, 78,6 % metodom elektrostaticke ekstruzije, odnosno, 46,2 % metodom sprej-
susenja.

Druga prednost inkapsulacije ulja metodom elektrostaticke ekstruzije je $to omogucava
dobijanje inkapsulata sa visokim sadrzajem ulja, u odnosu na masu inkapsulata, $to je od posebnog
znacaja kod dodataka inkapsulata u prehrambene proizvode. U ovom istrazivanju prosecan sadrzaj
za sva tri ekstrahovana ulja iz inkapsulata, dobijenih metodom elektrostaticke ekstruzije, bio je 78,8
%, u odnosu na prosecan sadrzaj ulja ekstrahovanih iz inkapsulata dobijenih metodom spre;j-
suSenja, koji je bio 14,8 %. Ovi rezultati su ocekivani, s obzirom na nizi polazni sadrzaj ulja u
emulziji kod sprej suSenja. Pojedinatno, po uzorcima, ulje semenki Sumatovke je najvise
ekstrahovano (80 %) iz inkapsulata dobijenih metodom elektrostaticke ekstruzije, dok je iz
inkapsulata dobijenih sprej-suSenjem najviSe ekstahovano ulja semenki Ajdareda (15,5 %).

Efikasnost inkapsulacije, kod obe metode, je bila visoka. Najbolju efikasnost inkapsulacije
je pokazana kod ulja Sumatovke (94,4 %), Sto je logicna posledica rezultata za prethodna dva
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parametra. Kod sva tri inkapsulata, dobijenih sprej-susenjem, inkapsulacija je pokazala, takode,
visoku efikasnost, pri ¢emu je bila najveca kod ulja Zlatnog Delisesa (87,2 %).

Nedostatak inkapsulacije metodom sprej-susenja, pored niskog prinosa i malog sadrzaj ulja
u inkapsulatima, ogleda se i u primeni visokih temperatura vazduha za suSenje, $to za posledicu
moze imati pregrevanje materijala, pa se moraju koristiti termootporni nosaci (Levi¢, 2014). S
druge strane dobijeni inkapsulati, u obliku praha, su suvi i stabilni (Salevi¢ i sar., 2018).

Prinos inkapsulata lipofilnih komponenti dobijenih sprej susenjem, sa aspekta literaturnih
podataka, generalno je nizak (Mujica-Alvarez i sar., 2020). Naime, tokom dobijanja inkapsulata ulja
semenki jabuke metodom sprej suSenja, primeéena je pojava gubitaka u komori za susSenje tj.
dolazilo je do vezivanja materijala za zidove komore za suSenje. Ovaj deo inkapsulata nije ukljuc¢en
u ukupnu masu inkapsulata. Postoje reSenja koja ukljucuju kontinualno uklanjanje zalepljenog
materijala i njegovo sakupljanje kao finalnog proizvoda (Bhandari i sar., 1997). Na ovaj nacin se
utice na povecanje prinosa dobijenog inkapsulata i isplativost procesa. Drugim refima, moze se
smatrati da je prinos inkapsulacije sprej suSenjem, zapravo, znacajno veci od izmerenog.

Treba imati u vidu nekoliko faktora koji su direktno uticali na pojavu gubitaka u komori za
suSenje 1 time 1 niskog prinosa inkapsulata. Prvo, primenjene su jednostavne formulacije nosaca Cija
upotreba je dozvoljena i §iroko prihvacena u prehrambenoj industriji. Prema Mujica-Alvarez i sar.
(2020) visoki prinosi (u nekim sluc¢ajevima i preko 80 %) sprej suSenih lipofilnih komponenti
(vitamin A i E) su postignuti u kombinacijama nosaca koje su ukljucivale specijalne komponente za
inkapsulaciju, smeSu proteinskih i ugljenohidratnih nosa¢a i emulzifikatora. U ovoj tezi je
primenjena relativno jednostavna kombinacija nosaca tj. maltodekstrin i alginat. Maltodekstin daje
dobra mehanicka svojstva sprej suSenim inkapsulatima, a alginat, pored uloge nosaca, ima i ulogu
stabilizatora emulzije. Ovako se izbegava primena dodatnih emulzifikatora, jer prisustvo alginata u
formulacijama se pokazalo kao dovoljno za dobijanje stabilnih emulzija ulja semenki jabuke pre
procesa sprej susenja.

U literaturi se mogu naci podaci o prinosima sprej suSenih inkapsulata ulja (kombinacija
nosata maltodekstrin/guma akacija) koji se kreu oko 65 %, ali uz primenu jako visokih
temperatura suSenja (ulazna temperatura gasa za suSenje od 220°C, a izlazna temperatura 100°C)
(Fuchs i sar., 2006). Cilj inkapsulacije ulja u ovoj tezi je bio da se pored primene jednostavnijih
kombinacija nosaca, primene i $to je moguce nize temperature, pri sprej susenju, kako bi se izbegla
termicka degradacija ulja.

Dalji razvoj metode dobijanja sprej suSenih inkapsulata ulja semenki jabuke bi mogao ici
prema upotrebi nekih od strategija koje se mogu naci u literaturi. Postoji viSe primera kao §to je,
gore pomenuto, kontinualno uklanjanje materijala iz komore za suSenje ili se pak moze primeniti
hladenje komore za suSenje, pri ¢emu se dodatno smanjuje vezivanje materijala i gubici. Na kraju,
odabirom posebnih konstrukcija sprej susaca je moguce smanjiti gubitke i povecati prinose
inkapsulata (Bhandari i sar., 1997).
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5.6.1. Morfoloske karakteristike inkapsulata ulja iz semenki jabuke
dobijenih tehnikom elektrostaticke ekstruzije

Inkapsulati dobijeni metodama elektrostaticke ekstruzije i sprej susenja su analizirani i sa
aspekta njihove morfologije u velic¢ine Cestica. Na slici 5.8 su prikazane fotografije inkapsulata ulja
semenki jabuke na bazi Ca-alginata.

Slika 5.8. Mikroskopske fotografije inkapsulata na bazi Ca-alginata sa inkapsulisanim uljima iz
semenki jabuke dobijenih tehnikom elektrostaticke ekstruzije:
A, B-ulje Ajdared (vlazne i suve);
C, D-ulje Sumatovka (vlazne i suve);
E, F-ulje Zlatni deliSes (vlazne i suve).

Cestice koje su dobijene metodom elektrostati¢ke ekstruzije su, u cilju dalje stabilizacije i
ocuvanja svojstava inkapsulisanog ulja, podvrgnute susenju kako bi se dobile suve ¢estice, odnosno,
suvi inkapsulati. Ono $to se moze zapaziti je da dobijeni inkapsulati imaju izduzeni oblik, koji
verovatno potic¢e usled izduzenja kapi emulzije pri ekstruziji i dejstvu elektrostatickog polja. Ova
pojava je ocekivana, i u literaturi se mogu pronaci sli¢ni primeri za sisteme Ca-alginat/teCna aroma
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(Levi¢ i sar., 2015). Druge morfoloske karakteristike inkapsulata, kao Sto su faktor sfericnosti i
faktor skupljanja (usled susenja) (tabela 5.12) ukazuju na to da se inkapsulati tokom dobijanja tj.
geliranja alginata i suSenja Cestica, ponasaju sli¢no, odnosno, da dodatak ulja iz razliCitih izvora ne
uti¢e u vecoj meri na morfoloske karakteristike inkapsulata. Bez obzira na Cinjenicu da Cestice
nemaju sferi¢ni oblik, inkapsulati na bazi Ca-alginata, dobijeni u ovom radu, su uspe$no zadrzali
ulje iz semenki odabranih sorti jabuka, i to, bilo u vlaznom, bilo u suvom stanju.

Tabela 5.12. Morfoloski parametri dobijenih inkapsulata na bazi Ca-alginata i ulja iz semenki
odabranih sorti jabuke dobijenih tehnikom elektrostaticke ekstruzije

Inkapsulati ulja Svre.dnji Fa.lftor . Fak.t or
precnik (um)  sferi€nosti skupljanja
Ajdared vlazne 1705+71 0,111 -
Ajdared suve 1041+70 0,163 0,39
Sumatovka vlazne 1854481 0,136 -
Sumatovka suve 1084456 0,152 0,41
Zlatni deliSes vlazne 1786+73 0,108 -
Zlatni deliSes suve 1012448 0,132 0,43

Dalja analiza morfologije inkapsulata na bazi Ca-alginata i ulja iz semenki odabranih sorti
jabuka je radena koriS¢enjem skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM). Kako je pod uslovima
snimanja moguce analizirati samo osusene Cestice, uradeno je snimanje povrsine suvih inkapsulata
na bazi Ca-alginata i rezultati su prikazani na slici 5.9.

Rezultati SEM analize povrSine inkapsulata na bazi Ca-alginata ukazuju na to da nakon
suSenja nema vidljivih pukotina koje bi dalje mogle negativno da uti¢u na mehanicku stabilnost
Cestica kod manipulacije ili potencijalne primene u prehrambenim proizvodima. Pored toga,
odsustvo pukotina je vazno i zbog ocCuvanja hemijske stabilnosti ulja, iz razloga §to se moze
ocekivati da kompaktne Cestice pruzaju bolju zastitu aktivnoj komponenti, odnosno ulju, za razliku
od ostecenih ili Cestica sa poroznom povrSinom. Interesantno je da povrSina dobijenih inkapsulata
veoma podseca na slicne sisteme opisane u literaturi, a koji su za aktivnhu komponentu imali te¢nu
aromu i Ca-alginat kao nosa¢ (Levi¢ i sar., 2015).
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Slika 5.9. SEM mikroskopske fotografije inkapsulata na bazi Ca-alginata sa inkapsulisanim uljima
semenki jabuke dobijenih tehnikom elektrostaticke ekstruzije:
A,B - ulje Ajdared (manje i vece uvecanje);
C,D - ulje Sumatovka (manje i veée uveéanje);
E,F - ulje Zlatni deliSes (manje i ve¢e uvecanje).

5.6.2. Morfoloske karakteristike inkapsulata ulja iz semenki jabuke
dobijenih tehnikom sprej susenja

Inkapsulati ulja iz semenki jabuke dobijeni tehnikom sprej suSenja su bili u formi prahova,
blago zute boje i bez vidljivog izdvajanja ulja kao posebne faze. Generalno posmatrano, rezultati
ostvareni sprej suSenjem su u skladu sa literaturnim podacima za ovu tehniku inkapsulacije
(Kalusevic¢ i sar., 2017). Naime, sprej suSenjem se dobijaju Cestice Cija veli¢ina varira znacajno u
okviru istog uzorka, a to je posledica neujednacene disperzije polazne emulzije koja se vrsi
primenom komprimovanog vazduha. Disperzijom se dobijaju kapi neujednacene velicine, koje se
zatim veoma brzo suSe i sakupljaju u obliku praha. Analizom slika dobijenih pomocu skenirajuce
elektronske mikroskopije, doslo se do okvirne distribucije veli¢ina Cestica (slika 5.10).
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Slika 5.10. Raspodela veli¢ine Cestica inkapsulata ulja iz semenki jabuke
dobijenih tehnikom sprej susenja

Slika 5.11. SEM mikroskopske fotografije inkapsulata sa inkapsulisanim uljima semenki jabuke
dobijenih tehnikom sprej susenja:
A-ulje Ajdared;
B-ulje Sumatovka;
C-ulje Zlatni delises.
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5.6.3. Uticaj inkapsulacije na oksidativne karakteristike ulja

Oven ili Schaal test je koriS¢en za ispitivanje stepena zastitnog delovanja inkapsulata na ulje
semenki jabuke od procesa oksidacije. U tabeli 5.13 prikazane su vrednosti perioksidnog broja
neinkapsulisanog ulja i1 ulja ekstrahovanih iz inkapsulata, posle Oven testa, dobijenih metodama
elektrostatiCke ekstruzije i1 sprej suSenja. Takode, prikazan je procenat relativnog smanjenja
peroksidnog broja (Pbr) inkapsulata ulja, u odnosu na neinkapsulisano ulje, a kao referentna
vrednost uzet je Pbr ispitivanih ulja pre Oven testa.

Tabela 5.13. Rezultati Oven testa na ispitivanim uljima sa i bez inkapsulata

o . -
Pbr posle Oven testa (mmol/kg) 7o relativnog smanjenja

Pbr pre Pbr u inkapsulatima
ulje Oven testa i ]

. . . inkapsulat . inkapsulat

(mmol/kg) neinkapsulisano  inkapsulat Sprei- inkapsulat Sorei-

ulje el.ekstruzija prey el.ekstruzija prer

susenje suSenje
Ajdared 2,8 20,5+0,5%4 14,440,9*  15,2+1,1°4  29,842,7°C  25,943,5
Z.DeliSes 5,2 26,5+0,8B 20,2+1,1°8  22.4+0,8B  23,8+1,9® 15,5+0,5%8
Sumatovka 4,0 43,7+0,69¢ 39,3£0,9°€  41,4+1,1°C 10,1+0,8 5,341,294

Razli¢ita mala slova u eksponentima redova oznacavaju statistiCki znacajne razlike srednjih vrednosti u
razli¢itim periodima ispitivanja, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa. Razli¢ita velika slova u
eksponentima kolona oznacavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti izmedu uzoraka, na nivou p < 0,05, na
osnovu Tukey-evog HSD testa.

Rezultati pokazuju izrazit skok peroksidnog broja kod ulja Sumatovke, nakon Oven testa,
§to je primetno, i u inkapsulatima. Neinkapsulisano ulje semenki Ajdareda imalo je najmanje
povecanje peroksidnog broja na Oven testu. Kako bi rezultati iz tabele 5.13, Sto preciznije docarali
efekat oksidativne zastite ispitivanih ulja od strane inkapsulata, prikazani su u obliku grafikona
(barova) (slike 5.12 1 5.13).

inkapsulat sprej susenje

inkapsulat el ekstruzija
B iumatovka
B z.delifes
neinkapsulisano ulje W ajdarsd

ulje pre Owven testa

0 10 20 30 40 50
Pbr (mmol'kg)

Slika 5.12. Vrednosti peroksidnog broja (Pbr) inkapsuliranog i neinkapsulisanog ulja nakon
Oven testa u odnosu na Pbr ulja pre Oven testa
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Slika 5.13. Procenat relativnog smanjenja peroksidnog broja (Pbr) ulja u inkapsulatima

Inkapsulacija, donekle, stiti ulja od oksidacije. Pokazalo se da bolji efekat zastite, kod sva tri
ispitana ulja, imaju inkapsulati dobijeni elektrostatickom ekstruzijom, $to je jos jedna od prednosti
ove metode, u odnosu na inkapsulaciju sprej-susenjem. Cinjenica je da, ipak, inkapsulati ne mogu
zastiti, u ve¢oj meri, ulja koja su osetljiva na oksidaciju. Ovim ispitivanjem je postignuta osnovna
ideja, a to je, da se dobiju cvrsti inkapsulati, pogodni za tehnoloske postupke, koji pritom imaju i
zastitnu ulogu.

5.7. Rezultati ispitivanja hlebova obogacenih pogacom od iscedenih semenki jabuka
5.7.1. Analiza hemijskih karakteristika pogace od iscedenih semenki jabuka i obogaéenih hlebova

Hemijska analiza obezmaS$¢ene pogace od iscedenih semenki jabuka (nadalje - pogaca)
Ajdareda (A), Zlatnog Delidesa (D) i Sumatovke (S), kontrolnog uzorka hleba bez dodate pogace
(nadalje - kontrola) i obogacéenih hlebova u kojima je pSeni¢no brasno zamenjeno 5 % i 20 % sa
pogade A, D i S, prikazani su u tabeli 5.14.
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Tabela 5.14. Hemijska analiza pogace, kontrole i hlebova sa 5 % i 20 % dodate pogace

Uzorak Vlaga Pepeo Proteini Masti Ugljeni Rastvorljiva  Nerastvorlji Energetska
(%) (%) (%) (%) hidrati vlakna (%) va vlakna vrednost
% kJ/100,
. %) (kJ/100g)
6.7+ 44+ 351+ 11.8+ 1.26 + 340+ 6.6+ 1054 +
A
0.3f 0.2° 0.5¢ 0.1¢ 0.02? 0.6 1.1° 13%
. 8.2+ 4.0+ 377+ 122+ 23+ 28.6 £ 6.4 + 1139 +
pogaca S
0.3¢ 0.2° 0.5¢ 0.2¢ 0.1 0.6° 1.0° 8b
8.8+ 4.0+ 337+ 10.9 + 3.0+ 332+ 6.4+ 1025 +
D
0.3¢ 0.2° 0.4° 0.2¢ 0.12 0.7° 1.0° 15%
305+ 3.0+ 11.5+ 1.8+ 49.6 + 1.0+ 2.6+ 1082 +
kontrola
0.3¢ 0.2? 0.5° 0.1¢ 3.0° 0.4° 0.7% 702
299 + 29+ 124+ 23+ 479+ 23+ 24+ 1096 +
5% A
0.4¢ 0.2? 0.5° 0.1 2.9¢f 0.8° 0.6° 61%
317+ 3.1+ 15.6 £ 3.4+ 374+ 1.6+ 7.2+ 1014 +
20% A
0.3 0.25° 0.6° 0.2° 1.3%f 0.6 2.0 39*
. 321+ 3.0+ 12.8 + 23+ 452+ 1.9+ 2.8+ 1057 £
5% S
0.3% 0.2? 0.5° 0.1? 2.3b¢ 0.7° 0.8% 52
hleb
. 305+ 3.0+ 16.0 + 3.5+ 37.8+ 2.0+ 7.2+ 1033 +
20% S
0.3¢ 0.2? 0.6° 0.2° 1.6 0.7 1.9 44
327+ 32+ 125+ 22+ 439+ 2.6+ 29+ 1027 +
5% D
0.3% 0.3? 0.5° 0.1%¢ 2.1¢d 0.92 0.8 492
27.6 £ 32+ 153+ 3.4+ 42.6 + 2.1+ 5.8+ 1097+
20% D
0.3¢ 0.32 0.6" 0.2° 2.24 0.7% 1.6* 542

Razli¢ita mala slova u eksponentima kolona oznacavaju statisticki znac¢ajne razlike srednjih vrednosti izmedu
uzoraka, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa.

Nakon hemijske analize, uradena je analiza glavnih komponenata (Principal component
analysis — PCA) prezentovanih podataka. Na ovaj naCin se dobijaju linearne kombinacije
promenljivih koje se nazivaju glavne komponente (PC). Prva glavna komponenta (PC1) izrazava
najvecu varijabilnost, dok svaka slede¢a glavna komponenta (PC2, PC3...) predstavlja Sto je
moguce vecu preostalu varijabilnost.

U ovom istraZivanju se pokazalo da prve dve glavne komponente ¢ine 92,77 % ukupne
varijanse u okviru sedam promenljivih (parametri hemijske analize). Prva glavna komponenta ¢ini
78,08 %, a druga glavna komponenta 14,69 % ukupne varijanse (slika 5.14). Razmatrajuci
prikazanu Semu PCA kojom su predstavljeni analizirani podaci, sadrzaj masti (koji uc¢estvuje u 15,9
% ukupne varijanse, baziranoj na korelacijama), rastvorljivih vlakana (15,4 %), proteina (15,8 %) 1
pepela (15,1 %) pokazuju pozitivan odnos prema prvoj glavnoj komponenti (PC1), dok sadrzaj
vlage (15,6 %) 1 ugljenih hidrata (15,9 %), pokazuju negativan odnos prema prvoj glavnoj
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komponenti. Pozitivan odnos prema drugoj glavnoj komponenti (PC2), uocen je kod energetske
vrednosti (73,3 % ukupne varijanse), dok su negativan odnos pokazala nerastvorljiva vlakna (24,2
%) (slika 5.14).

2.0 - - - - s . - - .
energetska vrednost &
1.5 ° ]
5% A
o
1.0} kontrola
o
20%D
2 31 s%s °
o o masti _ rastvorliiva viakna
= 00 = proteini
& pepeo Al
&) o]
B 0.5
D
-1.0 : °
' 22% S nerastvorliva vlakna
-1.5 20% A
o
-2.0
-2 -1 0 1 2 3 4

PC 1: 78.08%

Slika 5.14. Raspodela glavnih komponenti (PC) zasnovana na analizi hemijskog kontrole i
obogacenih hlebova sa dodatkom 5 % 120 % pogace A, D i S

Prva glavna komponenta (PC1) objasnjava razlike u koriS¢enim uzorcima prema koli¢ini
dodavanja pogace od semena tri sorte jabuka. Uzorci pogate od semenki A, D i S, bili su bogati
lipidima, proteinima, pepelom i rastvorljivim vlaknima, dok su kontrolni uzorak, kao i obogaéeni
hlebovi sa dodatkom 5 % 1 20 % pogace, bili bogati ugljenim hidratima i vlagom.

Zahvaljujuéi visokom sadrZaju proteina, masti i hranljivih vlakana, poga¢e A, D i S ima
visoku hranljivu vrednost.

Ukupan sadrzaj hranljivih vlakana u pogacama se kretao izmedu 35-40,68 %, pri ¢emu su
dominantna rastvorljiva vlakna (28,64 — 34,04 %). Optimalan maseni odnos nerastvorljivih i
rastvorljivih hranljivih vlakana je 1:3, mada cesto dostize i do 1:9 (Han i sar., 2017). U ovom
istrazivanju, najmanji maseni odnos nerastvorljiva:rastvorljiva vlakna je bio 1:4,5 u pogaci S, dok je
kod druga dva uzorka obezmascene samlevene pogace ovaj odnos bio ve¢i 1:5 1 1:5,2 (pogaca A i
pogaca D, redom). Ovakav odnos nerastvorljivih i rastvorljivih vlakana uti¢e na apsorpciju vode i
varenje u ljudskom organizmu, a takode i na fizicke i hemijske karakteristike proizvoda. Visok
sadrzaj rastvorljivih vlakana je pozeljan jer su ova vlakna sklonija stvaranju gel-strukture, i mogu se
lako ubaciti u hranu, za razliku od nerastvorljivih vlakana koja uticu na peristaltiku i praznjenje
creva (Dai i Chau, 2017).

Ukupan sadrzaj hranljivih vlakana u pogaci S (35 %) smanjen je na radun povecanja udela
masti 1 proteina, za raziku od sadrzaja ukupnih vlakana u pogaci A (40,68 %), i pogaci D (39,56 %).
Prema tome, Cinjenica je da su sorte jabuka imale znacajan uticaj na sastav dobijenih pogaca.

Delimi¢na zamena pSenicnog brasna sa 5 % 1 20 % pogace, znaCajno utice na hemijski
sastav obogacenih hlebova. Moglo se uociti znacajno povecanje sadrzaja proteina i hranljivih
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vlakana. U uzorcima sa dodatkom 20 % pogace, zabeleZeno je znaCajno povecanje sadrZaja
proteina, i to za viSe od 30 % u odnosu na kontrolni uzorak. Ovaj podatak je u saglasnosti sa
saopStenim rezultatima za hleb u kome je pSeni¢no brasno zamenjeno brasnom iz kostica kajsije u
masenom udelu 24 % (Dhen i sar., 2018).

Sadrzaj rastvorljivih vlakana u obogacenim hlebovima je znacajno ve¢i u odnosu na
kontrolu (1,01 %), §to se posebno odnosi na hlebove u kojima je pSeni¢no brasno zamenjeno sa 5 %
pogace, i to, hlebovi sa 5 % pogace D (2,58 %), i 5% pogace A (2,27 %). Obogaceni hleb sa 5 %
pogace S (1,89 %) takode je imao veéi sadrzaj rastorljivih vlakana u odnosu na kontrolu, ali manji
od prethodno pomenutih obogaéenih hlebova, §to se objasnjava time da je poga¢a S siromasnija
rastvorljivim hranljivim vlaknima u odnosu na pogacu A i pogacu D.

Za razliku od obogacenih hlebova sa 5 % pogace, obogaceni hlebovi sa 20 % pogace imali
su znatno veci sadrzaj nerastvorljivih vlakana, u odnosu na kontrolu (2,57 %), posebno hlebovi sa
20 % pogade A (7,24 %) i 20% pogace S (7,19 %). Na osnovu prikazanih podataka, moze se
zakljuciti da hlebovi sa visokim udelom pogace, mogu biti odlican izvor nerastvorljivih hranljivih
vlakana, i mogu nositi nutritivou oznaku ,,bogati vlaknima“.

Smanjenje sadrzaja ugljenih hidrata je zapazeno kod svih obogacenih hlebova u kojima je
pSeni¢no brasno zamenjeno sa 20 % pogace, narocito hlebovi sa 20 % pogace A (37,38 %) 120 %
pogae S (37,81 %), u poredenju sa kontrolom koja sadrzi 49,6 % ugljenih hidrata, §to je u
saglasnosti sa niskom energetskom vrednosc¢u za iste obogacene hlebove (1014 kJ/100 g i 1033
kJ/100 g, redom), i ove vrednosti su niZze u odnosu na energetsku vrednost kontrole (1082 kJ/100 g).

5.7.2. Analiza boje

Vrsta brasna, koriS¢eni aditivi, temperatura i duzina pecenja, kao i uslovi i vreme
skladistenja hlebova, su neki od najznacajnijih faktora, koji uti¢u na boju kore i sredine hleba,
njihovu teksturu i ukus, i znacajno uti¢u na njihovu prihvatljivost od strane potrosaca (Kolleta i sar.,
2014; Rusinek i sar., 2020). Parametri boje L* (psihometrijska svetlost), a* (psihometrijski ton) i
b* (psihometrijska hroma) za koru i sredinu ispitivanih hlebova su prikazani u tabeli 5.15.

Tabela 5.15. Bojene karakteristike obogacenih hlebova i kontrolnog uzorka

BOJA SREDINE BOJA KORE
HLEB

Li* ar” br* AE1 Ly a” b2" AE2

kontrola 83.0+0.9? 3.240.42 7.3£1.02 0.0£0.0? 64.0+£2.0¢  16.5+£1.0% 27.3+1.4* 0.0£0.0?
5% A 82.2+1.3% 3.3+0.5% 6.7+0.8* 1.1£0.3° 62.7£1.5%d  16.2+1.2% 2274217 4.840.8°
20% A 76.5+1.6°  4.5£0.5*  6.5£1.0°  6.7£0.7¢  66.3£1.6%  13.7+£1.0°  23.2+1.8°  5.5+0.5"
5% S 81.3+0.8% 3.24+0.42 6.8+0.82 1.8+0.3P 71.2+1.5¢ 9.840.8° 14.5+£1.0>  16.2+0.2¢
20% S 79.0£1.3%  4.0+0.6%° 6.7+0.8* 4.1+0.4¢ 57.7+2.3% 18.8£1.22 26.2+£3.7* 7.1+0.54
5% D 82.5+1.2* 3.240.4* 6.2+1.22 1.2+0.4° 60.3£2.0%  19.0+1.4° 28.5+£2.7* 4.74+0.5°

20% D 72.8+1.5¢ 4.7+0.5¢ 5.7+0.8? 10.4£0.6° 5734274 16.8£1.9%  26342.1*  6.9+0.7%

Razli¢ita mala slova u eksponentima kolona oznacavaju staisticki znacajne razlike srednjih vrednosti izmedu
uzoraka, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa.
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Za analizu boje, takode je primenjena metoda analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve
glavne komponente Cine 75,95 % od ukupne varijanse za 8 promenljivih tj. ispitanih bojenih
karakteristika uzoraka. Pri tome, je u€esS¢e prve glavne komponente u ukupnoj varijansi (47,23 %),
dok je ucedée druge glavne komponente (28,72 %). Koordinate boje L2" (koja ima ucesée 15,3 %
ukupne varijanse, bazirane na korelacijama) i AE2" (8,1 % ukupne varijanse), pokazuju pozitivan
prema prvoj glavnoj komponenti, dok koordinate boje a2 (14,9 %), b2" (15,7 %), C2" (15,9 %) i
AC2 (16,6 %), pokazuju negativan odnos prema prvoj glavnoj komponenti. S’druge strane,
pozitivan odnos sa drugom glavnom komponentom imaju koordinate boje bi* (12,9 % ukupne
varijanse) i L1~ (25,1 %), dok negativan odnos prema drugoj glavnoj komponenti pokazuju
koordinate ai” (21,4 %), and AE1 (24,9 %). (slika 5.15).

Kontrola, kao i uzorci obogaéenih hlebova sa 5 % dodate pogace A, D i S su okarakterisani
visokim vrednostima koordinata boje Li" i b1, dok su uzorci sa 20 % dodate pogade A, D i S
pokazali visoke vrednosti bojenih koordinata ai* i AE1. U uzorcima hlebova sa 20 % dodate pogace
SiDi5 % dodate pogage D, uodavaju se visoke vrednosti bojenih koordinata a>" i b2", dok su
povisene vrednosti koordinata boje AEz i L>" uogene kod uzoraka hleba sa 5 % dodate pogace S.

Parametar razlike obojenosti AE (uzimajuéi u obzir kontrolni uzorak kao referentni),
pokazao je da postoji znacajan uticaj dodatka pogace na boju analiziranih hlebova. Dobijene AE
vrednosti su znatno nize od onih koje su saopstili Behir i sar. (2014), a koje se odnose na hleb u
kome je pSeni¢no brasno bilo delimi¢no zamenjeno hranljivim vlaknima iz jabuke (AE = 20,17 za
mrvice and AE = 10,23 za koru). Uzimajuéi u obzir da su sve razlike u boji ve¢e od 6 znacajne
(Ramirez-Navas 1 Rodriguez de Stouvenel, 2012), moglo bi se re¢i da dodatak pogace uslovljava
znacajne razlike u boji kore i sredine, vidljive golim okom kao slozena distribucija boja i
neravnomerno obojeni proizvodi (slika 5.16). Najveca uocena razlika boje kore hleba je sa 5 %
dodate pogace S.

32
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Slika 5.15. PCA raspodela promenljivih koje su bazirane na bojenim karakteristikama uzoraka
hlebova
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Posmatrajuci boju sredine, postoji blaga razlika izmedu kontrole i hlebova sa 5 % dodate
pogade A i S. Zna¢ajno smanjenje vrednosti koordinate L* je primeéeno kod svih hlebova sa 20 %
dodate pogace, kao i za koordinatu b* kod svih obogaéenih hlebova, a posebno se pad ove dve
koordinate odnosi na hleb sa 20% dodate pogace D (72,8 i 5,7, redom). Nasuprot ovim rezultatima,
primeéuje se znacajno povecanje vrednosti parametra a° za sve uzorke hleba sa 20 % dodate
pogace, a posebno sa 20 % pogace A (4,5) 1 20 % pogace D (4,7). Ovi rezultati boje sredine su
posledica boje brasna (Dhen i sar., 2018), a takode i originalne boje pogace, koja moze uticati na
boju sredine hleba (Bchir i sar., 2014).

Slika 5.16. Parc¢e kontrolnog uzorka i hlebova sa 5% i 20% dodate pogace D

Sto se tice boje kore, primecuje se znaéajno povecanje koordinate L* za uzorak hleba sa 5 %
dodate pogaée S (71,2) u odnosu na kontrolu (64,0) i smanjenje vrednosti koordinata a* and b* za
isti uzorak (9,8 i 14,5, redom). Uoceno je i znatno smanjenje vrednosti koordinate L" za hleb sa 20
% dodate pogac¢e S (57,7) i 20 % pogade D (57,3), u odnosu na kontrolu (64,0). Rezultati koji se
odnose na vrednost koordinate L* su o¢ekivani zbog visokog sadrzaja proteina kod uzoraka hleba sa
po 20 % dodate pogate D i 20 % dodate pogace S. Ove promene boje sredine uzrokovane su
reakcijom izmedu slobodne strane lanca aminokiseline u molekulu proteina i molekula ugljenih
hidrata tokom pecenja hleba (Martins Sara i sar., 2001).

5.7.3. Analiza sadrZaja ukupnih polifenola i antioksidativne aktivnosti

Obogaceni hlebovi imaju mnogo ve¢i antioksidativni potencijal i sadrzaj polifenola u
odnosu na kontrolu. Prose¢na vrednost sadrzaja ukupnih polifenola u obogac¢enim hlebovima sa 5 %
dodate pogace je 48,7 mg GAE/100 g, sto je 1,7 puta visa vrednost u odnosu na kontrolu. Prose¢na
vrednost sadrzaja ukupnih polifenola u oboga¢enim hlebovima sa 20 % dodate pogace je 86,1 mg
GAE/100 g, $to 2,9 puta visa vrednost u odnosu na kontrolu, i 1,8 puta visa vrednost od prosecne
vrednosti za obogacene hlebove sa 5 % dodate pogace (slika 5.17).
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Slika 5.17. Dijagram sadrzaj ukupnih polifenola (mg GAE/100g)
u kontroli 1 uzorcima obogacenih hlebova sa 5 % 1 20 % dodate pogace

DPPH vrednosti za obogaéene hlebove sa 5% dodate pogace se krecu u intervalu od 0,71 do
0,86 umol Trolox/g (prosek je 0,8 pmol Trolox/g), dok su za obogacene hlebove sa 20% dodate

pogace, DPPH

vrednosti se kretale u intervalu 1,18 — 1,83 pumol Trolox/g (prosek je 1,44 pmol

Trolox /g) (slika 5.18).
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Slika 5.18. Dijagram DPPH vrednosti (umol Trolox/g)
kontrole i uzoraka obogacenih hlebova sa 5 % 120 % dodate pogace
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Dobijeni rezultati za sadrzaj ukupnih polifenola i DPPH vrednost se savrseno podudaraju sa
podacima za p3eni¢ni hleb koje su saopstili Alvarez-Jubete i sar. (2010). Pogaca A i pogaca S su
pokazale da imaju najve¢i uticaj na DPPH vrednost i sadrzaj ukupnih polifenola obogacenih
hlebova, u odnosu na slabiji uticaj koji ima pogaca D. Ovaj uticaj je veéi sa povecanjem udela
dodate pogace, §to rezultuje najvecom koli¢inom ukupnih polifenola i najboljim DPPH testom za
obogaceni hleb sa 20 % pogace S (99,9 mg/100 g i 1,83 pmol Trolox/g, redom), a prati ga
obogaceni hleb sa 20 % pogace A (92,8 mg/100 g i 1,32 umol Trolox/g, redom). Obogaceni hlebovi
sa 20 % pogace S i 20 % pogade A se isti¢u po visokom sadrzaju proteina u kojima aminokiseline
mogu ucestvovati u interakcijama sa redukuju¢im Secerima i proizvodima oksidacije lipida
(Majardova reakcija neenzimatskog potamnjivanja).

Proizvodi Majardove reakcije in vitro pokazuju antioksidativnu aktivnost jer melanoidini,
kao konacni proizvodi Majardove reakcije, i furanov prsten, doprinose antioksidativnim
karakteristikama pecenih proizvoda od Zita (Shen i sar., 2018). Smatra se da postoji Citav niz faktora
(vrsta reaktanata, temperatura, pH, aktivnost vode, dostupnost kiseonika) koji snazno utiCu na
antioksidativnu aktivnost Majardovih proizvoda (Yu i sar. 2013), koji su odgovorni i za boju
hlebova.

5.7.4. Analiza teksturnih svojstava

Prosec¢na tvrdo¢a svih vrsta hleba testiranih prvog, treCeg i sedmog dana od pocetka
skladiStenja i promena svezine hlebova nakon sedam dana, kao posledica promene tvrdoce,
prikazane su u tabeli 5.16.

Tabela 5.16. Prosecne vrednosti tvrdoc¢e analiziranih uzoraka hleba u njutnima [N] dobijene na
Texture Analyser uredaju i promena svezine hleba (%) 7 dana nakon pecenja

Promena svezine

Vrsta hleba Tvrdoéa 1 (N) Tvrdoéa 3 (N) Tvrdoéa 7 (N) hleba nakon 7 dana

(%)

kontrola 4,10 £0,72* 4,14+ 0,61* 4,44 +0,27* 8.30
5% A 4,08 +0,81° 4,11 + 3,77 4,67 + 0,63 14.50
20 % A 5,88 +0,41° 6,04 +0,53° 6,42 + 0,65 9.20
5%S 4,55 +0,10° 4,62 +0,22° 5,07 £0,53% 11,40
20% S 5,47 + 0,04 5,53 + 0,05 5,73 +0,39% 4.75
5%D 4,49 + 0,15 4,67 +021° 5,48 + 0,74 22.05
20 % D 6,39 £0,21° 6,50 +0,39" 7,00 £ 0,59° 9.55

Razli¢ita mala slova u eksponentima kolona oznacavaju staisticki znacajne razlike srednjih vrednosti izmedu
uzoraka, na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-evog HSD testa.

Za analizu teksture, primenjena je i metoda analize glavnih komponenti (PCA). Prvim
dvema glavnim komponentama se moze objasniti 99,98 % ukupne varijanse u okviru 4 promenljive
(prosecna tvrdoca hlebova testirana prvog, tre¢eg i sedmog dana od pocetka skladiStenja i promena
svezine hlebova (%) 7 dana nakon pecenja). Tvrdo¢a nakon prvog dana skladistenja (koja ucestvuje
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sa 31,9 % ukupne varijanse, bazirane na korelacijama), tvrdoc¢a nakon tre¢eg dana skladistenja (31,7
% ukupne varijanse) i tvrdo¢a nakon sedmog dana skladiStenja (29,2 % ukupne varijanse) pokazali
su negativan odnos prema prvoj glavnoj komponenti. Promena u svezini hlebova nakon sedam dana
skladiStenja (89,0 % ukupne varijanse), pokazuje negativan odnos prema drugoj glavnoj
komponenti (slika 5.19).
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Slika 5.19. PCA raspodela promenljivih koje su bazirane na tvrdo¢i uzoraka hlebova
nakon prvog, tre¢eg i sedmog dana od pocetka skladiStenja kao i promeni svezine posle 7 dana

Prvom glavnom komponentom se objasnjavaju razlike u uzorcima na osnovu prosecne
tvrdo¢e hlebova testiranih nakon prvog, tre¢eg i sedmog dana od pocetka skladiStenja. ProseCna
tvrdo¢a u uzorcima hlebova se moze prikazati slede¢im redosledom: kontrola < 20 % S <20 % A <
20 % D, dok je promena svezine hlebova nakon sedam dana od pefenja prikazana ovim
redosledom: kontrola <5 % S <5% A <5%D.

Iako su uzorci sa 5 % dodate pogaCe pokazali bolju svezinu, u poredenju sa uzorcima sa 20
% dodate pogace, nakon sedam dana skladistenja, promena svezine hlebova, izrazena u procentima,
bila je uocljivija kod uzoraka sa 5 % dodate pogace (11,4 - 22,05 %), dok je kod uzoraka sa 20 %
dodate pogace bila primetna blaga promena svezine nakon sedam dana skladiStenja (4,75 — 9,55 %).
To govori da uzorci sa ve¢im udelom dodate pogace bolje zadrzavaju svezinu nakon sedam dana
skladistenja.

Pretpostavlja se da je veci sadrzaj hranljivih vlakana u uzorcima sa 20 % dodate pogace
uticao na bolje zadrzavanje svezine hleba, Sto bi se moglo potvrditi na osnovu zakljucaka
istrazivanja koje su saopstili Kurek i Wyrwisz (2015), da primena hranljivih vlakana u procesu
proizvodnje hleba dovodi do povecanja kapaciteta zadrzavanja ulja i vode, smanjenja sinereze,
modifikacije teksturnih svojstava, i produzenja roka trajanja hleba.

Uzorci hleba sa najvis§im procentom pogace imali su znatno veéi sadrzaj proteina u odnosu
na kontrolu, §to je rezultiralo debljim zidovima i ¢vr§¢om strukturom sredine hleba. Gluten iz
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pSeni¢nog braSna zadrzava meku strukturu hleba, jer je kretanje vode usporeno, a proteinska mreza
je rastegljiva (Baiano i sar., 2009).

5.7.5. Analiza senzornih svojstava

Uzorci obogacenih hlebova sa 5 % i 20 % dodate pogate A, D i S su senzorno analizirani, u

poredenju sa kontrolom, sedam dana nakon pecenja, Sto je prikazano pentogramima (slike 5.20 i
5.21).

— kontrola
5%
— 50%A

— AT

Slika 5.20. Rezultati senzorne analize obogacenih hlebova
sa 5 % dodate pogace u poredenju sa kontrolom

i kontrola
— 20%D
—— 20%A
— 20%S

Slika 5.21. Rezultati senzorne analize obogacenih hlebova
sa 20 % dodate pogace u poredenju sa kontrolom
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Na osnovu senzorne analize uzoraka hleba, primecuje se da testirani hlebovi imaju
ujednacen kvalitet i pripadaju kategoriji sa vrlo dobrim senzornim kvalitetom, $to je kvalitativno
izrazeno ocenama koje se krecu u intervalu od 3,22 (uzorak sa 20 % dodate pogace A) do 3,97
(uzorak sa 5 % dodate pogace S).

Delovi pogace su vidljivi na poprecnom preseku obogacenih hlebova i daju doprinos
njegovom interesantnom izgledu. OdliCan oblik 1 atraktivan izgled primecen je kod uzoraka
obogacenog hleba sa 20 % pogace D (Xm=4,56), i sa 20 % pogace A (Xm= 4,23).

Medu uzorcima obogaéenih hlebova sa 5 % dodate pogace, posebno se istiCe hleb obogacen
sa 5 % pogace S sa najboljom prose¢nom ocenom strukture (Xm = 4,19) i izgleda (Xm = 4,08) i,
generalno posmatrano, najboljom prosecnom ocenom senzornog kvaliteta u odnosu na sve ispitane
uzorke (Xm = 3,97). U uzorcima obogacenih hlebova sa 20 % dodate pogace, struktura sredine je
loSija. Suva, mrvicasta i kompaktna struktura sredine, kao i nepravilne pore, primecene su, u manjoj
meri, i kod uzoraka sa 5 % dodate pogace. Razlog za to verovatno leZi u sposobnosti pogace da
apsorbuje veliku koli¢inu vode i destabilizaciji matrice gluten-skrob u prisustvu vlakana iz pogace.

Hleb sa 5% pogace D je imao najbolju ocenu za zvakljivost (Xm = 4,19). Tokom duzeg
zvakanja, kada se pomesa sa pljuvackom, suvi izmrvljeni hleb stvarao je ose¢aj blagog grebanja
nepca tokom zvakanja i gutanja zalogaja, kao i delimi¢nog zaostajanja pogace u usnoj duplji, Sto
posebno dolazi do izrazaja u uzorcima hleba sa 20 % dodate pogace, §to je doprinelo nesto nizoj
oceni (od Xm= 3,15 za obogaceni hleb sa 20 % pogace A do Xm= 3,5 za obogaceni hleb sa 20 %
pogace D).

Aroma kontrole i obogacenih hlebova sa 5 % dodate pogace je bila neutralna (Xm = 3,54 za
uzorak sa 5% pogace D do Xm = 3,75 za uzorak sa 5 % pogace S) dok je njihov ukus bio vrlo dobar
(Xm = 3,54 za uzorak sa 5 % dodate pogate D do Xm = 3,96 za uzorak sa 5 % dodate pogace S).
Uzorci hleba sa 20 % pogace su se isticali po prijatnom mirisu, poput mirisa kola¢a, posebno hleb
sa 20 % dodate pogace D (Xm = 4,11), dok je ukus uzoraka hleba sa 20 % dodate A ili S podsec¢ao
na ukus badema i marcipana i bio je blago gorak, pa je ocenjen nizim ocenama (Xm = 2,96, za oba
uzorka).

Dobijeni rezultati ukazuju, pre svega, da se razlike u Zvakanju i aromi (mirisu i ukusu) mogu
pripisati prisustvu i koli¢ini pogace, kao 1 vrsti semenki jabuke. Generalno, dodavanje pogace
standardnom pSeni¢nom hlebu menja ocenjena senzorna svojstva. Pri tome, uzorci sa 20 % dodate
pogace znatno se razlikuju od kontrolnih, ali krajnji proizvod je znacajno obogacen proteinima i
vlaknima.
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6. ZAKLJUCAK

U prvom delu istrazivanja je izvrSena hemijska analiza semenki tri sorte jabuka, koje su

potom hladno cedene i dobijena su ulja kojima su ispitane fizicko-hemijske karakteristike.

1.

Na osnovu hemijske analize semenki tri sorte jabuka, dobijeni su podaci o sadrzaju vlage u
semenkama (7,55-8,69 %), Sto je od presudnog znacaja za njihovu manipulaciju u skladistu,
kao i tokom postupka prerade. Na osnovu sadrzaja ulja (20,6-24,4 %) 1 proteina (25,76-
29,47 %) nagovesten je potencijal semenki jabuka, ne samo kao alternativne uljarice, nego i
sirovine koja se moze dodavati drugim prehrambenim proizvodima, radi poboljSanja njihove
nutritivne vrednosti.

. Vrednosti za gustinu hladno cedenih ulja semenki jabuka (0,9317-0,9487 kg/l) su bile vise u

odnosu na gustinu nerafinisanih (sirovih) biljnih ulja, prema Pravilniku (2013). Sli¢no je i sa
vrednostima za indeks refrakcije (1,4731-1,4735). Ovi rezultati su nagovestili da se radi o
ulju sa visokim procentom nezasi¢enih masnih kiselina, kao i da su u uljima prisutne masne
kiseline dugog lanca. To su potvrdile vrednosti za jodni (121-129) i saponifikacioni broj ulja
(187-192).

. Kiselinski broj ispitivanih ulja je bio nizak (1,5-1,8 mg KOH/g ulja). U semenkama nije

doslo do znacajnog hidrolitickog razlaganja triacilglicerola na slobodne masne kiseline i
glicerol tokom perioda ¢uvanja do momenta hladnog cedenja. To se moglo i ocekivati, s
obzirom da su semenke imale nizak sadrzaj vlage.

. Masnokiselinski sastav govori o tome da ulja semenki jabuka pripadaju uljima linolnog tipa,

jer je sadrzaj polinezasi¢ene linolne kiseline bio najvisi (53,83-60,02 %). Sledeca, po
sadrzaju, je bila mononezasi¢ena oleinska kiselina (28,76-33,37 %). Ovo ulje se mozZe
smatrati visokovrednim, sa fizioloSkog i nutritivnog aspekta, zbog svih pozitivnih efekata
koje navedene masne kiseline imaju u organizmu.

. Od izomera tokoferola, najzastupljeniji je bio a-tokoferol (17,8-34,1 mg/100 g), koji €ini

75,5-76,3 % ukupnih tokoferola, a ulje sa najviSim sadrzajem, kako ovog izomera, tako i
ukupnih tokoferola, bilo je ulje semenki Ajdareda. Ulja semenki jabuka imaju znacajnu
biolosku vrednost jer, pored a-izomera, ulje semenki jabuka sadrzi B-tokoferol, koji je retko
prisutan u biljnim uljima. Medutim, reverzno faznom hromatografijom nije bilo moguce
razdvojiti B 1 y-tokoferol, i zato su rezultati sadrzaja - i y-tokoferola prikazani zbirno.

. Po sadrzaju ukupnih polifenola prednjacilo je ulje semenki Zlatnog Delisesa (3,81 mg/100

g), koje je imalo i najbolje vrednosti za antioksidativnu aktivnost prema DPPH (61,6 umol
TE/kg) i ABTS testu (68,2 pmol TE/kg). To je joS§ jedna potvrda Cinjenice da su polifenoli
veoma efikasni prirodni antioksidansi. Vrednosti antioksidativne aktivnosti za svako
pojedinac¢no ulje, dobijene DPPH 1 ABTS testom, su se dosta razlikovale, §to je Cest slucaj u
literaturi. Zbog toga je preporucljivo da se, prilikom ispitivanja antioksidativne aktivnosti
ulja, uvek koriste bar dve metode.

. Rezultati sadrzaja primarnih i sekundarnih produkata oksidacije, peroksidnog broja (2,8-5,2

mmol/kg), anisidinskog broja (0,61-0,65), konjugovanih diena (1,95 — 3,67) i konjugovanih
triena (0,39 — 0,75), govore da je re¢ o kvalitetnim uljima, u kojima nije doSlo do
oksidativnog kvarenja.

. Rezultati Rancimat testa su pokazali da ne postoje znacajne razlike u stabilnosti izmedu

ispitivanih uzoraka ulja prema oksidaciji (13,24-13,97 h). S druge strane, rezultati DSC testa
su pokazali znacajne razlike u odrzivosti ulja prema oksidaciji. Na rezultate ovog testa
najve¢i uticaj je imao sadrzaj linolne kiseline, kao dominantne masne kiselina ulja
semenki jabuke. Ulje Sumatovke je pokazalo najbolju odrzivost, pod uslovima izvodenja
ovog testa, 187,5°C, s obzirom da ima nizi sadrzaj linolne kiseline 53,83 %, u odnosu na
druga dva ulja. 97



To znaci da sastav masnih kiselina ulja, a posebno, prisustvo vece koli¢ine onih sa vise
dvostrukih veza, uti¢e na oksidativnu stabilnost ulja tokom perioda njegovog ¢uvanja.

U drugom delu istraZivanja, izvrSena je inkapsulacija ulja metodama elektrostaticke

ekstruzije i sprej-susenja.

1.

Dobijeni inkapsulati metodom elektrostaticke ekstruzije su imali bolji prinos i1 ve¢i sadrzaj
ulja, u odnosu na inkapsulate dobijene metodom sprej-suSenja. Po ovim parametrima,
posebno su se istakli inkapsulati ulja semenki Sumatovke (78,6 % 1 80 %, redom).

. Efikasnost inkapsulacije primenom obe metode je bila veoma visoka, Sto ulje semenki

jabuka ¢ini pogodnom komponentom za inkapsulaciju.

. Ispitivanja morfoloskih karakteristika inkapsulata dobijenih metodom elektrostaticke

ekstruzije, su pokazala da dobijeni inkapsulati imaju izduzen oblik. Druge morfoloske
karakteristike inkapsulata, kao $to su faktor sfericnosti i faktor skupljanja (usled susenja)
nisu uticali, u ve¢oj meri, na karakteristike inkapsulata. lako nisu imali sferi¢ni oblik,
inkapsulati na bazi Ca-alginata, dobijeni u ovom radu, su uspe$no zadrzali ulje, kako u
vlaznom, tako i u suvom stanju.

. Rezultati SEM analize povrSine inkapsulata, dobijenih metodom elektrostaticke ekstruzije su

pokazali da se, nakon suSenja, nisu pojavile vidljive pukotine, koje bi mogle negativno da
uticu na mehanicku stabilnost ¢estica kod manipulacije. S druge strane, odsustvo pukotina je
vazno za bolju zastitu aktivnih komponenti i ocuvanje hemijske stabilnosti inkapsulisanog
ulja.

. Ispitivanja morfoloSkih karakteristika inkapsulata dobijenih metodom sprej-susenja su

pokazala da su dobijene Cestice imale veliku varijabilnost veli¢ina, ¢ak i u okviru istog
uzorka, Sto je posledica neujednacene disperzije polazne emulzije komprimovanim
vazduhom. Vecina Cestica su imale dimenzije ispod 10 pum.

. Rezultati SEM analize su pokazale ociglednu razliku u veli¢inama cestica dobijenih

metodom sprej-susenja. Za sitnije Cestice je posebno zanimljivo bilo to S$to su pokazale
sklonost ka formiranju agregata, $to je, verovatno, posledica prisustva ulja koje je doprinelo
tome.

. Rezultati Oven testa su pokazali da inkapsulati samo donekle imaju zaStitnu ulogu od

procesa oksidacije. U tom pogledu, inkapsulati dobijeni elektrostatiCkom ekstruzijom su
imali nesto bolji zastitni efekat, u odnosu na inkapsulate dobijene sprej-susenjem. Vazno je
ista¢i da proces sprej suSenja, koji podrazumeva kratkotrajno izlaganje ulja povisenoj
temperature, nije doveo do negativnih oksidativnih efekata.

U trecem delu istrazivanja, ispitana je moguc¢nost dodavanja obezmascene mlevene pogace

od iscedenih semenki jabuka u pSeni¢no brasno za proizvodnju hleba, i to, kao delimi¢na zamena, u
udelima 5% i 20%, u odnosu na brasno. Na taj nacin su dobijeni specijalni obogaceni hlebovi, ¢ije
su karakteristike detaljno ispitane.

1.

Delimi¢na zamena pSeni¢nog brasna sa 5 % 1 20 % pogace, znacajno je uticala na hemijski
sastav obogacenih hlebova, pre svega, na povecanje sadrzaja proteina i hranljivih vlakana, u
odnosu na kontrolni uzorak. U uzorcima sa dodatkom 20 % pogace je utvrdeno povecanje
sadrzaja proteina za viSe od 30 % u odnosu na kontrolni uzorak. Kod hlebova sa 20 %
pogace primeéeno je znaCajno povecanje i sadrzaja nerastvorljivih vlakana, u odnosu na
kontrolni uzorak (2,57 %), te se ovi hlebovi mogu smatrati odlicnim izvorom nerastvorljivih
hranljivih vlakana i nositi nutritivnu oznaku ,,bogati vlaknima®.

. Dodatak pogace je znacajno uticao na boju sredine i kore obogacenih hlebova. Primeceno je

znatajno smanjenje vrednosti parametra b” kod svih obogacenih hlebova i smanjenje
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vrednosti parametra L* kod svih hlebova sa 20 % pogace. Jedino su porasle vrednosti
parametra a” za sve uzorke hleba sa 20 % pogace. Na boju sredine znacajno je uticala kako
boja brasna, tako i boja dodate pogace. Kod boje kore, znacajno su povecane vrednosti
parametra L za uzorak hleba obogaéenog sa 5 % pogace Sumatovke (71,2), u odnosu na
kontrolni uzorak (64,0). Istovremeno, primeceno je smanjenje vrednosti istog parametra za
hleb sa 20 % pogace Sumatovke (57,7) i 20 % pogace Zlatnog Delisesa (57,3), u odnosu na
kontrolni uzorak, §to je posledica visokog sadrzaja proteina, odnosno, reakcije izmedu
slobodne strane lanca aminokiseline u molekulu proteina i molekula ugljenih hidrata tokom
pecenja hleba.

3. Prosec¢na vrednost sadrzaja ukupnih polifenola u obogac¢enim hlebovima sa 5 % dodate
pogace je bila 1,7 puta visa vrednost u odnosu na kontrolni uzorak, dok je u obogaéenim
hlebovima sa 20 % dodate pogace bila 2,9 puta visa vrednost, u odnosu na kontrolni uzorak.
Sa porastom sadrzaja pogace u obogac¢enim hlebovima, rastao je i antoksidativni potencijal,
po kojem su se narogito istakli uzorci hleba sa 20 % dodate pogaée Sumatovke i Ajdareda,
koji su, u isto vreme, imali i visok sadrzZaj proteina. Visokom antioksidativnom potencijalu
ovih uzoraka, doprineli su i melanoidini, nastali kao produkt Majardovih reakcija tokom
pecenja hleba.

4. Uzorci hleba sa ve¢im udelom pogace su imali bolju svezinu nakon sedam dana skladiStenja,
Sto je posledica vece koli¢ine hranljivih vlakana u uzorcima obogacenog hleba sa 20 %
pogace. Naime, hranljiva vlakna omogucavaju bolje zadrzavanje vode, spreCavaju pojavu
sinereze 1 promenu teksturnih karakteristika hleba, ¢ime se produzava rok trajanja hleba.
Generalno gledano, uzorci hleba sa visokim sadrzajem pogace, imali su znatno veci sadrzaj
proteina u odnosu na kontrolni uzorak, $to je, u smislu teksturnih karakteristika obogacenih
hlebova, uticalo na ve¢u debljinu zidova i ¢vr$¢u strukturu sredine. Gluten iz pSeni¢nog
brasna je uticao na zadrZzavanje mekoce.

5. Na osnovu senzorne analize uzoraka hleba, primeceno je da su testirani hlebovi imali
ujednacen kvalitet i visoke ocene, i to, 3,22 za hlebove sa 5 % dodate pogace i 3,97 sa 20 %
dodate pogace. Delovi pogace su bili vidljivi na poprecnom preseku obogacenih hlebova, s$to
je dalo znaCajan doprinos njihovom atraktivnom izgledu, po ¢emu se posebno isticao
obogaceni hleb sa 20 % pogace dodate pogace Zlatnog DeliSesa. Uzorci hleba sa 5 % dodate
pogace Sumatovke imali su vrlo dobru strukturu i izgled popreénog preseka. Kod uzoraka sa
20 % dodate pogace, struktura je bila suva i mrvljiva, Sto je uticalo da, kada se pomesa sa
pljuvackom, suvi izmrvljeni hleb stvara osecaj blagog grebanja nepca tokom Zvakanja i
gutanja zalogaja, kao i delimi¢nog zaostajanja pogace u usnoj duplji. Aroma kontrolnog
uzorka i obogacenih hlebova sa 5 % dodate pogace je bila neutralna. Uzorci hleba sa 20 %
pogace su se posebno istakli po prijatnom mirisu na kolace, a posebno hleb sa 20 % dodate
pogace Zlatnog DeliSesa, dok je ukus uzoraka hleba sa 20 % dodate pogace Ajdareda i
Sumatovke podse¢ao na ukus badema i marcipana i bio je blago gorak.

Shodno uradenim ispitivanjima i rezultatima fizicko-hemijske karakterizacije ulja semenki
tri sorte jabuka, mogucnosti njihove inkapsulacije, kao i ispitanim karakteristikama obogacenih
hlebova sa obezma$¢enom pogacom od iscedenih semenki, konstatovano je da semenke jabuka
mogu imati svoju upotrebnu vrednost, u potpunosti, u prehrambenoj industriji. Na taj nacin, ne
samo da se smanjuje moguénost zagadenja zivotne sredine, nego i jabuka u industrijskoj preradi
dobija dodatnu vrednost.
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Skolske 2013/14. godine, upisao doktorske studije po novom nastavnom programu na
Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u Beogradu, Odsek za prehrambenu tehnologiju i polozio
sve ispite predvidene planom i programom.

Od 26.10.2009. godine pocinje sa radom na Visokoj tehni¢koj Skoli strukovnih studija u
Pozarevcu, na mestu saradnika u nastavi. U oktobru 2010. godine dobija zvanje predavaca.
Ucestvuje u izvodenju nastave na osnovnim i specijalistickim studijama na katedri za Prehrambenu
tehnologiju i nutricionizam.
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obpa3say usjase o aymopcmay

H3jaBa 0 ayTOpCTBY

HMNmMmennpesume ayTopa MWJIOII [TYPU'R

Bpoj unznekca TH 13/59

HNzjaBspyjem

J1a je IOKTOpCKa AucePTaIlHja Mo/l HACJIOBOM

MOI'YRHOCT MHCKOPUIITRELA CEMEHKU JABYKA KAO HVYCIIPOU3BOJA

IMPEXPAMBEHE MHAYCTPUIE

® pe3yjTaT COICTBEHOT UCTPAKUBAYKOT pazia;

e Ja [ucepTalyja y IeJIMHU HU y IeJIOBIMa HUje OmIa MpejiosKeHa 3a CTUIAkhe
ZIpyTe AUILJIOME IIPeMa CTY/IHjCKUM IIPOTPaMHMAa JPYTHX BUCOKOIIKOJICKUX
YCTaHOBA;

e J1a Cy pe3yJITaT! KOPEKTHO HaBe/IeHU U

e Jla HHCAM KPIIHUO/J1a ayTOPCKa IIPaBa ¥ KOPUCTHUO/J1a UHTEJIEKTYaTHY CBOJUHY
JIPYTUX JIUIIA.

ITorniuc ayropa

¥ beorpany, 22.3.2021.
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obpa3say usjase o uCMoOBEMHOCMU WMAMNAHe U eAeKMPOHCKe 8ep3uje doKmopckoe paoa

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIaHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
JOKTOPCKOT paja

Nmeunnpesumeayropa _ MWIOILI ITYPU'R
Bbpoj uHmekca TH 13/59

Crynujcku nporpam _ [TIPEXPAMBEHA TEXHOJIOTUJA

Hacios paga MOT'YRHOCT UCKOPUIITREEbA CEMEHKHU

JABYKA KAO HYCITPOU3BOJA ITPEXPAMBEHE

UHAYCTPUIE

Mentop _1. npod.np. BUJbAHA PABPEHOBUH u

2. npod. ap. BIAJANCIIAB PAIL

N3jaBspyjeM [1a je mITaMIiaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT Pajia MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO)]
Bep3HUjU KOjy caM IIpeiao/jia pajiu MoxXpamwrBama y JIMTITaIHOM PEeno3uTOPHjyMy
Yuusepaurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM fia ce o0jaBe MOjH JIUUHU IIO/IAITA BE3aHU 3a JOOUjame aKaIeMCKOT Ha3UBa
JIOKTOpA HayKa, Kao IITO Cy UMe U IMpe3uMe, TOIMHA U MECTO pOohema U AaTyM of0paHe
pana.

OBu JIMYHU TOZANM MOTYy ce OO0jaBUTH Ha MpPEXHUM CTpaHUIlaMa JUTUTATHE
OuOIMOTEKE, Y €JIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y IyOJInKaIujaMma YHuBepa3uTera y beorpany.

IToriuc ayropa

¥ beorpany, 22.3.2021.
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obpasay usjase o kopuwhery

N3JABA O KOPUIITREIDY

Omnamrthyjem YHuBepautercky Oubsmoreky ,CBerodap MapkoBuh® ga y AUTHTaIHA
peno3uTopujyM YHUBep3uTeTa y beorpasy yHece MOjy OKTOPCKY AHMCEpPTAIUjy IO
HAaCJIOBOM:

MOI'YRHOCT UCKOPUIITKhEHA CEMEHKH JABYKA KAO
HYCIIPOU3BOJA INPEXPAMBEHE
NHAYCTPUIE

KOja je MOoje ayTOPCKO 0.

Juceprarujy ca CBUM IPHJIO3UMa IIPefao/ja caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy IMOTOHOM
3a TPAjHO apXUBUPAHE.

Mojy IOKTOPCKY INCEPTAI]y MOXPambeHy Y JJUTUTaTHOM PEO3UTOPHUjyMy Y HUBEP3UTETA
y Beorpagy u [OCTymHYy y OTBOPEHOM IPHUCTYIly MOTY Jila KOPHICT€ CBH KOjU IOIITY]Y
onpenbe caap:kaHe y ojabpaHom Tuiy JmieHie KpearuBHe 3ajemuurie (Creative
Commons) 3a KOjy caM ce OJIJTy9H0/J1a.

L Aytopcrso (CCBY)

2, AytopcetBo — HekoMmepiujaaHo (CCBY-NC)

@ AyTtopcTBo — HekoMmepIujaiaHo — 6e3 mpepaza (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIUjaTHO — AestuTH o uctuM yesmoBuma (CC BY-NC-SA)
5. AyTopctBo — 6e3 mpepasia (CCBY-ND)

6. AytopcTBo — nenutu noa uctuM yesosuma (CC BY-SA)

(Mosumo 1a 3a0KPYKUTE CAMO jeHY O] IIIeCT TOHY ) e HUX
smneHny. Kparak onuvc JIUIEHITN je cacTaBHHU Ie0 OBE H3jaBe).

Iornuc ayropa

¥ beorpany, 22.3.2021.
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