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Hemijska i termalna analiza semena jagodastog voca

Rezime

Cilj ovog rada bio je da se ispitaju hemijske i termalne osobine i oksidativna stabilnost
ulja i brasna iz semena kupine (R. fruticosus L., sorta Cadanska bestrna) i maline (Rubus
idaeus L., sorta Vilamet). Analiziran je i uticaj sastava ulja (sadrzaj masnih kiselina) i
antioksidanata, koji su prirodno prisutni u uljima, na termalne osobine i oksidativnu
stabilnost ovih ulja. Odredeni su kineti¢ki parametri: energija aktivacije (Ea),
predeksponencijalni faktor (A) i konstanta brzine (k) procesa oksidacije ulja, u
izotermskim i neizotermskim uslovima, i analizirano je kako zastupljenost pojedinih

masnih kiselina u sastavu ulja uti¢e na njih.

Hemijskom analizom ispitivanih ulja odredeni su kiselinski, peroksidni, saponifikacioni
I jodni broj. Sadrzaj masnih kiselina u uljima odreden je pomoc¢u gasno-masene
hromatografije (GC/MS). Termalna analiza brasna i ulja iz semena maline i kupine, kao
i ¢istih masnih kiselina (palmitinske, stearinske, oleinske, linolne i linoleinske) izvrSena
je metodama diferencijalne skeniraju¢e kalorimetrije (DSC), modulovane diferencijalne
skenirajuce kalorimetrije (MDSC) i termogravimetrije (TG). Za izracunavanje kinetickih
parametara procesa oksidacije u neizotermskim uslovima kori§¢ene su Kissinger-
Akahira-Sunose (KAS) i Kissinger metode, dok je u izotermskim uslovima kori$¢ena

Integralna izokonverziona metoda za izotermske uslove.

Termalnom analizom braSna iz semena maline 1 kupine utvrdeno je da se fazni prelazi
triacilglicerola prisutnih u ispitivanim semenima odvijaju u temperaturskom opsegu od
oko -50 do 10 °C. Fazni prelazi udela nezasi¢enih molekula triacilglicerola desavaju se
na nizim temperaturama (-50 do -10 °C) od faznih prelaza udela zasi¢enih molekula
triacilglicerola (na oko 10 °C). Denaturacija proteina u semenima de$ava se na oko
46 °C, dok termo-oksidativno razlaganje organskih sastojaka semena (lipidi, proteini,

polisaharidi) pocinje na oko 210 °C.

Kiselinski broj, kao pokazatelj sadrzaja slobodnih masnih kiselina u sirovom ulju, je
manji kod ulja iz semena kupine (2,34 mg KOH/g) u odnosu na ulje iz semena maline
(6,44 mg KOH/g). Vrednosti jodnog broja (188,32 mg l./g za ulje iz semena kupine i
162,38 mg l2/g za ulje iz semena maline) ukazuju da su ova ulja visoko nezasi¢ena ulja,
dok vrednosti saponifikacionog broja (192,30 mg KOH/g za ulje iz semena kupine i

188,59 mg KOH/g za ulje iz semena maline) ukazuju na mogucénost koris¢enja ovih ulja
1]



u proizvodnji razli¢itih kozmeti¢kih proizvoda. Gasno-hromatografska merenja su
pokazala da je sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina oko 94-95 % u oba ulja, od toga
esencijalnih masnih kiselina (linolne i linoleinske) ima 80,95 % u ulju iz semena kupine

i 83,09 % u ulju iz semena maline.

Kod oba ulja je pri zagrevanju naden polimorfizam. Temperature topljenja stabilnog
polimorfnog oblika i kristalizacije, -21,29 i -66,32 °C, redom, ulja iz semena maline su
nize od istih temperatura, -19,03 i -61,36 °C, redom, kod ulja iz semena kupine. Razlog
je veéi sadrzaj linoleinske kiseline u ulju iz semena maline, jer povecanje broja
dvostrukih veza u molekulima masnih kiselina smanjuje temperature topljenja i
kristalizacije triacilglicerola. Iako su visoko nezasi¢ena, ulja iz semena maline i kupine
su oksidativno stabilnija od Cistih nezasi¢enih masnih kiselina. Razlog za to je $to se pri
ekstrakciji ulja, pored triacilglicerola, iz semena ekstrahuju i antioksidanti koji su

prirodno prisutni u semenu.

Vrednosti kinetickih parametara procesa oksidacije Ea, kos (k na 25 °C) i ko (k na
120 °C) ulja iz semena maline i kupine, za izotermske i neizotermske uslove, su:
Ea = 92-102 kd/mol, kzs = (4,50-16,64)x107 mint i kizo = (9,62-13,53)x10° min* za ulje
iz semena maline i Ea = 96-101 kJ/mol, kzs = (3,41-6,09)x10”" min? i ki = (6,68-
7,47)x10° min? za ulje iz semena kupine. Konstanta brzine oksidacije ulja iz semena
maline je oko 1,5 do 2 puta veéa od konstante brzine oksidacije ulja iz semena kupine,
S§to ukazuje da je ulje iz kupine oksidativno stabilnije. Razlog za to je veci sadrzaj
linoleinske masne kiseline u ulju iz semena maline, jer se ispitivanjem oksidativne
stabilnosti Cistth masnih kiselina pokazalo da su masne kiseline s veéim brojem

dvostrukih veza podlozZnije procesu oksidacije.

Kljucne reci: seme maline, seme kupine, brasno iz semena, ulje iz semena, termalna

analiza, DSC, MDSC, TG, oksidacija ulja, kineticki parametri oksidacije.
Naucna oblast: Fizicka hemija

UZa naucna oblast: Hemijska kinetika i termodinamika

UDK broj:



Chemical and thermal analysis of berry seeds

Summary

The objective of the present work was investigation of chemical and thermal properties
of blackberry (R. fruticosus L., Cadak Thornless cultivar) and raspberry (Rubus idaeus
L., Willamette cultivar) seed flours and oils, as well as oxidative stability of these berry
seed oils. The impact of fatty acid composition of examined berry seed oils on their
oxidative stability and thermal characteristics was analyzed, as well as the effect of
antioxidants, which are naturally present in oils, on their oxidative stability. Comparison
with the oxidative stability of pure fatty acids was performed. Also, the Kkinetic
parameters (activation energy, Ea, pre-exponential factor, A, and rate constant, k) related
to the oxidation process of analyzed oils were determined in isothermal and non-

isothermal conditions.

The acid, peroxide, saponification and iodine values in the oil samples were determined.
The fatty acid composition of the oils was determined by gas chromatography analysis.
Thermal analysis of blackberry and raspberry seed flours, oils and pure fatty acids
(palmitic, stearic, oleic, linoleic and linolenic acid) have been performed by differential
scanning calorimetry (DSC), modulated differential scanning calorimetry (MDSC) and
thermogravimetry (TG) methods. Kissinger-Akahira-Sunose (KAS) and Kissinger
methods were employed for kinetic computations for non-isothermal conditions, while

an integral isoconversional method was used for isothermal conditions.

In temperature region from about -50 to 10 °C phase transitions of triacylglycerols in
the examined berry seeds were detected. The phase transitions of the unsaturated
fraction of triacylglycerols happened at lower temperatures (-50 to -10 °C) than phase
transitions of saturated fraction of triacylglycerols (at about 10 °C). Denaturation of
proteins in berry seeds happened at about 46 °C, while thermo-oxidative decomposition
of organic components in berry seeds (proteins, lipids and polysaccharides) started at
about 210 °C.

Acid value, as an indicator of free fatty acids content in crude oils, is a lower for
blackberry seed oil (2.34 mg KOH/qg) than for raspberry seed oil (6,44 mg KOH/g). The
obtained iodine values of both berry seed oils (188.32 mg I./g for blackberry seed oil
and 162.38 mg l2/g for raspberry seed oil) suggest that examined oils are highly
unsaturated oils, while the saponification values (192.30 mg KOH/g for blackberry seed
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oil and 188.59 mg KOH/g for raspberry seed oil) suggest the use of the oils in the
production of different cosmetic products. Gas chromatography analysis showed that
examined berry seed oils contain about 94-95 % of unsaturated fatty acids. These oils
are rich in essential fatty acids (linoleic and linolenic acid); blackberry seed oil contains

80.95 %, while raspberry seed oil contains 83.09 % of essential fatty acids.

Polymorphism was detected during heating in both berry seed oils. Melting temperature
of stable polymorph and crystallization temperature (-21.29 and -66.32 °C, respectively)
of raspberry seed oil are lower than these temperatures (-19.03 and -61.36 °C,
respectively) for blackberry seed oil. The reason for this lies in a higher content of
linolenic acid in the raspberry than in blackberry seed oil. Namely, increasing the
number of double-bonds in fatty acids affects decrease of triacylglycerols melting and
crystallization temperatures. Despite the fact that these oils are highly unsaturated,
examined berry seed oils are more oxidatively stable compared to the pure unsaturated
fatty acids. The reason for this is that during the extraction of oils from the seeds, in

addition to triacylglycerols, antioxidants, naturally present in the seeds, were extracted.

Obtained kinetic parameters (Ea, kos (k at 25 °C) and kizo (k at 120 °C)) of the oxidation
process of berry seed oils, for isothermal and non-isothermal conditions, are: Ea= 92-
102 kJ/mol, kas= (4.50-16.64)x10”" min™ and kizo= (9.62-13.53)x10 min for raspberry
seed oil and Ea= 96-101 kJ/mol, kzs= (3.41-6.09)x10”" min? and kizo= (6.68-7.47)x1073
min for blackberry seed oil. The k of raspberry seed oil is about 1.5 to 2 times higher
than that of blackberry seed oil, which indicates that blackberry seed oil is more stable
in terms of oxidation. The reason for this is a higher content of linolenic acid in the
raspberry seed oil at the expense of linoleic acid, compared to the content of these fatty
acids in the blackberry seed oil. Namely, analysis of oxidative stability of pure fatty
acids showed that fatty acids, with a higher number of double-bonds in the molecule,

are more susceptible to the oxidation.

Key words: raspberry seed, blackberry seed, seed flour, seed oil, thermal analysis, DSC,
MDSC, TG, oxidation of oil, oxidation Kinetic parameters.

Scientific field: Physical Chemistry

Specialized scientific field: Chemical Kinetics and Thermodynamics

UDK number:

W
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1.UvOD

1.1. Jagodasto vocée, seme i ulje iz semena jagodastog voca

Kupina (Rubus fruticosus L.) i malina (Rubus idaeus L.) spadaju u grupu jagodastog
voca ili sitnog jagodastog voéa. U sistematici biljaka one zauzimaju mesto navedeno u

tabeli 1.

Tabela 1. Mesto maline i kupine u sistematici biljaka [1,2].

Odeljak Angiospermae (skrivenosemenjace)
Klasa Dicotyledones (dikotile)

Podklasa Rosidae (ruze)

Nadred Rosanae (ruze)
Red Rosales (ruze)
Familija Rosaceae (ruze)

Podfamilija | Rosaideae (jagodasto voce)

Rod Rubus (Tourn) L. (malina i kupina)

Rod Rubus L. sadrzi oko 750 vrsta, koje su podeljene na kupine i maline prema nacinu
odvajanja ploda od peteljke u toku berbe. Naime, kod maline se plod odvaja od srzi
(plodista), koja ostaje na biljci kad se plod ubere, tako da su ubrani plodovi maline sa
Supljinom u sredini, dok se kod kupine ubrani plodovi odvajaju od biljke u osnovi
plodista, tako da ukljucuju i srz u svom sastavu. | maline i kupine su rasprostranjene
Sirom sveta, jer uspevaju kako u tropskim tako 1 u umerenim i hladnim predelima, pa se
s pravom smatraju kosmopolitskim biljkama. Jos su stari Grci i Rimljani koristili biljke
i voce iz roda Rubus L. u medicini i u ishrani, kao sveze ili preradeno voce skupljeno u
divljini. Tokom 18. 1 19. veka neke vrsta malina i kupina se kultiviSu 1 po€inje njihovo
intenzivno uzgajanje [1-3]. Danas malina ima najve¢i privredni znacaj u grupi

1



jagodastog voca, $to potvrduju podaci o njenoj rasprostranjenosti i obimu proizvodnje.

U tabeli 2 prikazani su najveci proizvodaci malina u svetu.

Tabela 2. Proizvodnja maline u svetu u 2012. godini [4-6].

Zemlja Povrsina (ha) | Tone (1000t) | Vrednost (u hiljadama $ U.S.)
Poljska 11502 127,05 245850
Rusija 10521 133,00 257354
Srbija 8884 70,32 185910
SAD 3947 100,77 194999
Ukrajina 2023 30,30 58630
Azerbejdzan 1052 11,60 22445
Kanada 906 10,87 21033
Velika Britanija 654 15,58 29218
Bugarska 554 4,85 9384
Litvanija 526 0,15 4063

Kao $to se iz tabele 2 vidi Srbija se nalazi u samom vrhu liste zemalja po proizvodnji i

izvozu malina.

Maline i kupine imaju plodove koji su lepo obojeni, ukusni, mirisljavi i so¢ni. Oni u
sebi sadrze znacajan broj organskih i neorganskih jedinjenja, koja im daju visoku
hranljivu i lekovitu vrednost. Sadrzaj ovih sastojaka je razliit i zavisi od brojnih
Cinilaca, kao $to su: sorta, klimatski i ekoloSki uslovi pri gajenju, koli¢ina roda, stepen
zrelosti ploda i dr. U tabeli 3 prikazan je sastav maline i kupine, koji je dalo Americko

ministarstvo za poljoprivredu (United States Department of Agriculture).



Tabela 3. Sastav maline i kupine [7,8].

Malina (100g)

Kupina (100g)

Voda (g) 85,75 88,15
Energija (kcal) 52 43
Proteini (g) 1,20 1,39
Ukupni lipidi (g) 0,65 0,49
Ugljeni hidrati (iz razlike) 11,94 9,61
Vlakna (g) 6,5 5,3
Seéeri, ukupni (g) 4,42 4,88
Minerali

Kalcijum (mg) 25 29
Gvozde (mg) 0,69 0,62
Magnezijum (mg) 22 20
Fosfor (mg) 29 22
Kalijum (mg) 151 162
Natrijum (mg) 1 1
Cink (mg) 0,42 0,53
Vitamini

Vitamin C (mg) 26,2 21,0
Tiamin (mg) 0,032 0,020
Riboflavin (mg) 0,038 0,026
Niacin (mg) 0,598 0,646
Vitamin B6 (mg) 0,055 0,030
Folat (ug) 21 25
Vitamin A (ug) 2 11
Vitamin E (alfa tokoferol) (mg) 0,87 1,17
Vitamin K (ug) 7,8 19,8
Lipidi

Ukupne zasi¢ene masne kiseline (g) 0,019 0,014
Ukupne mononezasi¢ene masne kiseline (g) | 0,064 0,047
Ukupne polinezasi¢ene masne kiseline (g) | 0,375 0,280
Ukupne trans masne kiseline (g) 0,000 0,000
Holesterol (mg) 0 0




Kao $to se vidi plodovi maline i kupine u sebi najvise sadrze vodu (85-89 %). Bogati su
vitaminom C i mineralima kalijumom i kalcijumom. Blagotvorno dejstvo vitamina C na
ljudsko zdravlje je naSiroko poznato. On je pre svega jak antioksidant koji smanjuje
oksidativni stres u organizmu, snizava nivo holesterola u krvi, ja¢a imunoloski sistem i
povecava otpornost prema zaraznim bolestima. Kalijum i kalcijum su veoma bitni za
pravilno funkcionisanje organizma. Kalijum je jedan od glavnih unutar¢elijskih jona i
ucestvuje u odrzavanju Kiselo-bazne ravnoteze i osmotskog pritiska u ¢elijama i igra
vaznu ulogu u funkcionisanju ¢elijske membrane. Kalcijum ulazi u sastav kostiju, a ima
1 ulogu u zgrusavanju krvi, provodenju bioelektricnih impulsa, gréenju misica i dr.
Plodovi maline i kupine su, takode, bogati pektinima, koji mogu preventivno da deluju
na bolesti srca tako §to smanjuju visok nivo holesterola u krvi. Hrana bogata pektinima,
takode, moze blagotvorno da deluje na dijabeticare, tako S$to usporava oslobadanje
ugljenih hidrata u krvotok i na taj nacin odrzava nivo glukoze u krvi. Pored toga, maline
I kupine sadrze antioksidante i fitohemikalije (tokoferoli, B-karoten i elaginska kiselina)
koji smanjuju rizik od pojave nekih kancera tako §to deluju na slobodne radikale i
neutraliSu ih. Jagodasto voée je bogato fenolima, kao $to su fenolna kiselina, flavonoidi
I antocijanini, a utvrdeno je da ove komponente imaju antikancerogeno,

antiinflamatorno i antineurodegenerativno dejstvo [9-14].

Zbog ovih svojih odlika plodovi maline i kupine su jako pozeljni u ljudskoj ishrani, jer
svojim sastojcima blagotvorno i preventivno deluju na ljudsko zdravlje. Pored toga Sto
se u ishrani koriste kao svezi plodovi, ovo vo¢e moze da se preraduje na razli¢ite nacine
za dobijanje proizvoda koji su izuzetno traZeni na trziStu: sirup, vino, sok, slatko,
prirodni liker, kompot, dzem, marmelada, Zele, kandirano voce, sladoled i dr. Takode,
gledano sa ekonomske strane mnogo je isplativije izvoziti i prodavati gotove proizvode,

umesto sirovih plodova voca.

Pri preradi u prehrambenoj industriji kod najveceg broja biljaka koriste se celi plodovi.
Medutim za dobijanje nekih proizvoda koriste se samo odredeni delovi plodova,
uglavnom mesnati deo ploda (mezokarp), a njihovo seme se odbacuje kao nusproizvod.
Takvi proizvodi su uglavnom sokovi, dzemovi, koncentrati sokova, vina i dr. A
odbaceno seme se koristi kao jeftina stocna hrana ili se jednostavno baca. U poslednje

vreme dosta paznje se posvecuje §to boljem iskoriS¢avanju poljoprivrednih sirovina pri



njihovoj preradi u odgovarajuce prehrambene proizvode [15]. Zbog toga kao sirovine za
dobijanje novih proizvoda pocinju da se koriste nusproizvodi i otpad koji se javljaju u
procesu prerade. Na taj naCin Se pojeftinjuje proizvodnja i proSiruje se paleta
prehrambenih proizvoda. Kad je re¢ o malinama i kupinama pri njihovoj preradi u neke
od gore pomenutih proizvoda (sirup, vino, sok, marmelada, zele i dr.) kao nusproizvod
se javlja njihovo seme ¢ija bi moguéa upotreba kao nove sirovine povecala asortiman
proizvoda od jagodastog voca na trziStu, a samim tim i poboljSala ekonomiju prerade
ovog voca. Upotreba semena jagodastog voca je moguca, jer ono sadrzi bioloski vredne
sastojke kao $to su: elaginska kiselina, polifenoli, tokoferol, nezasi¢ene masne kiseline i

dr. Jedan od mogucéih proizvoda iz semena jagodastog voca jeste ulje [16].

1.2. Masti, oksidacija i polimorfizam

Masti i ulja su vazni sastojci u ljudskoj ishrani, kako u pogledu hranljivih vrednosti tako
i u pogledu organolepti¢kih svojstava (miris, ukus). Kako su dokazi o blagotvornom
dejstvu biljnih ulja na zdravlje ljudi sve dostupniji, tako 1 potrosaci sve vise koriste
biljna ulja u ishrani umesto zivotinjske masti. Jestiva ulja se uglavnom sastoje od
triglicerida, gde su tri masne kiseline esterifikacijom vezane za molekul glicerola.
Masne kiseline su komponente od zivotnog znacaja u ljudskoj ishrani, ne samo kao
izvor energije, ve¢ i kao gradivne jedinice u svim celijama, jer u obliku fosfolipida
ucestvuju u izgradnji ¢elijske membrane. One imaju veliku energetsku vrednost, oko
dva puta vecu u odnosu na proteine i ugljene hidrate. Klasifikuju se prema stepenu
zasi¢enja, pa tako zasi¢ene masne kiseline nemaju dvostruke veze u svom lancu, dok
monozasi¢ene (monounsaturated fatty acid, MUFA) imaju jednu dvostruku vezu u svom
lancu. Polinezasi¢ene (polyunsaturated fatty acid, PUFA) imaju dve ili vise dvostrukih
veza u svom lancu. Ulja iz semena sadrze masne kiseline razli¢itih duzina ugljeni¢énog
lanca, ali uglavnom se ti lanci sastoje od 16, 18 ili 20 C atoma. Dve masne kiseline koje
mogu da se nadu u biljnim uljima su esencijalne masne kiseline - linolna i linoleinska.
Ove masne Kiseline su, pored brojnih fitohemikalija (kao $to su tokoferoli, karotenoidi,
fenolna i polifenolna jedinjenja [17-19]) koje se takode nalaze u uljima dobijenim iz
razlicitih biljaka, od velikog znacaja u ljudskoj ishrani. Esencijalne masne kiseline su

polinezasi¢ene masne kiseline, koje u organizmu Coveka i Zivotinja ne mogu da se
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sintetisu, ali igraju vaznu ulogu u metabolickim procesima [17-23], pa stoga moraju da
se unose preko hrane. Pri nedostatku ovih masnih kiselina u organizmu, njihovo mesto
zauzimaju trans-masne kiseline, koje nastaju industrijskom preradom biljnih ulja, a
smatraju sa glavnim uzrokom pojave ateroskleroze. Zato su ulja bogata esencijalnim

masnim kiselinama veoma pozeljna u ishrani ¢oveka.

I linolna 1 linoleinska masna kiselina imaju po 18 C atoma u svom molekulu, s tim §to
linolna ima dve, a linoleinska tri dvostruke veze u svom ugljeni¢nom lancu (slika 1).
Kod linolne kiseline prva dvostruka veza nalazi se iza Sestog C atoma racunato sa metil
(CHs3) kraja ugljeni¢nog niza, pa je ona ®-6 masna kiselina, dok je linoleinska ®-3

masna kiselina.

CHg

Slika 1. Strukturna formula (A) linolne i (B) linoleinske masne kiseline.

Postojanje dvostrukih veza kod esencijalnih masnih kiselina ¢ini da su one osetljivije na
oksidaciju od zasi¢enih masnih kiselina, pa samim tim i ulja koja su bogata esencijalnim
masnim kiselinama su osetljivija od zasi¢enih ulja. Proces oksidacije polinezasi¢enih
masnih kiselina tokom skladiStenja i koriS¢enja veoma utice na kvalitet ulja i proizvoda
koji u sebi sadrze ulje. Pri oksidaciji dolazi do razlaganja hranljivih i stvaranja otrovnih
jedinjenja i ulje postaje neprijatnog mirisa i ukusa, stetno i opasno po zdravlje [16,24].
Hemijski mehanizmi kojima se objasnjava oksidacija jestivih ulja su: autooksidacija i

fotosenzitivna oksidacija [25].



1.2.1. Oksidacija masti i ulja

Poznato je da atomski kiseonik ima ukupno 8 elektrona, koji popunjavaju elektronske
orbitale, po Paulijevom principu isklju¢enja, na sledeéi nadin: 1s22s22p*. Posto su 2p
orbitale samo delimi¢no popunjene, one mogu da se popunjavaju na tri nacina,

rasporedivanjem elektrona u 2px, 2py i 2p; orbitalama, kao §to je prikazano na slici 2.

Slika 2. Elektronske konfiguracije 3P, D i 1S delimicno popunjenih 2p orbitala

atomskog kiseonika.

Prema prvom Hundovom pravilu konfiguracija osnovnog stanja odgovara onoj
popunjenosti orbitala koja daje najve¢u multipletnost, a multipletnost je data kao 2s + 1,
gde je s spin, koji kod elektrona moze da bude £1/2. Elektronska konfiguracija
oznacena sa °P (slika 2) ima multipletnost 3 (zato se ovo stanje naziva "triplet”), dok
druge dve konfiguracije, ozna¢ene sa D i S, imaju multipletnost 1 (zato se ova stanja
nazivaju "singlet"). Osnovno stanje atomskog kiseonika je P i u njemu atom kiseonika
ima dva nesparena elektrona (ponasa se kao "biradikal"). Prema drugom Hundovom
pravilu, za stanja ¢ije dve konfiguracije imaju istu multipletnost, konfiguracija s
najveéim orbitalnim ugaonim momentom (L) ima najmanju energiju. Konfiguracija ‘D
ima vec¢u L-vrednost i manju energiju od konfiguracije 1S, pa predstavlja prvo pobudeno
(ekscitovano) stanje atomskog kiseonika. Konfiguracija 'S je drugo pobudeno stanje

atomskog kiseonika.

Prisustvo dva nesparena elektrona daje P kiseoniku dva reaktivna mesta na kojima
mogu da se grade veze s drugim atomima ili molekulima. Zbog toga kiseonik u 3P
osnovnom stanju moze lako da reaguje sa vodonikovim atomom iz C-H veze ili iz
molekula koji sadrze vodonik ili da reaguje s molekulima Kkoji imaju nesparene

elektrone. Ipak, ove reakcije ne dozvoljava princip ofuvanja spina. Za razliku od 3P
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stanja (tripletno osnovno stanje), prvo pobudeno stanje atomskog kiseonika (*D) ima
praznu jednu 2p orbitalu, pa je pobudeni molekul elektrofilniji i sklon je gradenju veza

u tzv. adicionim reakcijama, kao Sto je slucaj u reakciji:
O (*D) + H,0 — H;0: 1)

Sli¢no je objasnjenje i za molekulski kiseonik. Dijagram molekulskih orbitala moze da

se napravi na osnovu teorije molekulskih orbitala, i prikazan je na slici 3.

A A Molekul A B Molekul
o* o*

Atom ’ @9 @n* . Atom Atom ’ @9 On* \ Atom
OO —=— OO OO®/ N WhOO®
2Px2—PyZPz‘\\\ @@c@ %2Pz 2Py 2Px m\\\ @G 42Pz 2Py 2Px

\ ,’ \ ,.'

@ o

28 “*-@--" 25 28 TR 28

o G
@ @““‘_:zzz N @z:::::"’@m:‘,::—.@
18 “‘*@-”" 18 15 ““@-’”’ 18

G o

Slika 3. Energetski dijagram za molekulski kiseonik (O2): (A) tripletno stanje, (B)
singletno stanje [26].

U molekulskom kiseoniku ima 16 elektrona koji mogu da se smeste u molekulske
orbitale dajuéi elektronsku konfiguraciju: (61s)%(6 15)%(02s)2(0" 25)2(02p)*(12p) (1 2p)%(5 2p).
Ovakva elektronska konfiguracija pokazuje da izmedu dva atoma kiseonika postoji
dvoguba veza i da su w2 orbitale samo do pola popunjene. Kao i kod atomskog
kiseonika, postoje tri razliCita stanja koja odgovaraju razli¢itom rasporedu ovih
elektrona. Ta stanja su oznadena sa X'y, Ag i 'X7g. Osnovno stanje molekulskog
kiseonika je tripletno stanje (3*g) i odgovara 3P stanju kod atomskog kiseonika. Zato je

1 molekulski kiseonik biradikal. Iako su termodinamicki veoma povoljne, mnoge



reakcije molekulskog kiseonika su veoma spore zbog pravila spinskog ogranicenja, Sto

je 1 eksperimentalno potvrdeno [27].

Reakcija oksidacije jestivih ulja moze da se odvija u prisustvu atmosferskog kiseonika,
koji je u tripletnom stanju (°02) i ona se objasnjava mehanizmom autooksidacije.
Tripletni kiseonik reaguje s lipidnim radikalima koji nastaju pri termolizi lipida, jer na
vi§im temperaturama dolazi do raskidanja kovalentnih veza unutar molekula masnih
kiselina. Nezasi¢ene masne kiseline homolizuju (cepaju se na dva radikala, pri ¢emu od
neutralnog molekula nastaju dva radikala sa po jednim elektronom iz raskinute veze) na
nizim temperaturama nego kod zasi¢enih masnih kiselina, §to ¢ini ulja bogata
nezasi¢enim masnim kiselinama podloznijim procesu oksidacije. Neposredna reakcija
atmosferskog kiseonika s nezasi¢enim kiselinama nije izvodljiva s termodinamicke
tacke gledista, jer je potrebna velika energija aktivacije (145-270 kJ/mol).
Fotosenzitivna oksidacija se odvija u prisustvu singletnog kiseonika (*02), koji je
elektrofilni molekul i neposredno reaguje s delovima molekula koji imaju veliku
elektronsku gustinu, kakvi su recimo dvostruke veze kod nezasi¢enih masnih kiselina.
Singletni kiseonik nastaje iz osnovnog stanja kiseonika pobudivanjem UV-zracenjem ili
kroz aktivaciju sudarima s hromoforama (konjugovani alkeni ili aromati¢ni molekuli) u
pobudenom stanju. Autooksidacija ulja je jako zavisna od temperature i s porastom
temperature brzina oksidacije se povecava [28,29], dok na fotosenzitivnu oksidaciju
temperatura ima mali uticaj a zraenje ima najveci uticaj [30,31]. Fotosenzitivna
oksidacija ulja moze da se svede na najmanju meru ako se za ¢uvanje ulja i proizvoda

koji u sebi sadrZe ulje koristi ambalaza koja ne propusta svetlost.

Autooksidacija masti je lancana reakcija slobodnih radikala koja se odvija kroz sledece

faze (R-lipidni alkil, In-inhibitor) [32]:
— Pocetak (inicijacija)
RH — Re, Re + O2 — RO>
— Prosirivanje (propagacija)
RO2¢ + RH — RO2H + Re

Re + O2 — RO>e



— Grananje
RO2H — RO- + «OH
RO+ + RH + O2 — ROH + RO2*
*OH + RH + O2 — H20 + RO2°
— ZavrSetak (terminacija)
InH + RO2¢ — In* + RO2H

Za pocetak procesa autooksidacije potrebno je da u sistemu nastane slobodni radikal, a
on u slu¢aju masti i ulja najlakSe nastaje uklanjanjem atoma vodonika iz molekula
masne kiseline, pri ¢emu nastaje lipidni alkil radikal. Toplota, prisustvo nekih metalnih
jona kao katalizatora ili ultraljubiasto zracenje mogu da ubrzaju nastanak slobodnih
radikala iz masnih kiselina [33]. Energija koja je potrebna za uklanjanje atoma vodonika
iz molekula masne kiseline zavisi od polozaja C atoma u molekulu kiseline za koji je

vezan taj vodonik. Na slici 4 prikazana je ta zavisnost [26].

100 kcal/mol 50 kcal/mol 73 kecal/mol

1 l l

C H3_(C H2)2_C H2_C H2_C H=CH—C HZ_CH:C H—CHQ_(CHz)S_COOH

Slika 4. Energija potrebna za uklanjanje atoma vodonika u zavisnosti od njegovog

polozaja u molekulu masne kiseline [26].

Vidi se da je najmanja energija potrebna za vodonik koji se nalazi na C atomu
smeStenom izmedu dve dvostruke veze, Sto ukazuje da su polinezasiCene masne

kiseline, kakve su i esencijalne, najosetljivije na proces autooksidacije.

Tokom procesa autooksidacije prvo nastaju peroksidi (primarni oksidacioni proizvodi)
koji se dalje razgraduju do manjih molekula kao §to su aldehidi, ketoni, alkoholi i

ugljovodonici (sekundarni oksidacioni proizvodi). Uzegao i neprijatan miris koji se
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ose¢a kod masti koje su oksidovale upravo potice od ovih jedinjenja. Na slici 5 je

prikazana oksidacija linolne masne kiseline do odgovarajuceg peroksida:

13 12 10 9 13 12 109

CH3(CHz), {CHZ);COOH  CH3(CHg)y (CH,};COOH

CHg(CHa)4 . (CHz);COOH  CHa(CHa)y . (CH5);COOH

CH;,(CHa), (CHz)7CO0H  CH3(CHa)y {CH;);COOH
i +205, He l +30,, He
OOH
CH3(CHg)4 {CH2)7CO0OH  CH4(CHy), {CH2)7CO0H

Slika 5. Sematski prikaz reakcije oksidacije linolne masne kiseline (18:2) [33].

Postoje razli¢ite metode pomocu kojih moze da se prati oksidacija lipida. Tako promene
u hemijskim, fizickim ili organoleptickim svojstvima masti i ulja koje nastaju tokom
procesa oksidacije mogu da posluze za procenu stepena oksidacije posmatranih lipida.
Tokom godina, sprovedena su mnogobrojna ispitivanja procesa oksidacije lipida
pomoc¢u Rancimat metode, odredivanjem peroksidnog broja, odredivanjem anizidne
vrednosti, pomoc¢u gasne hromatografije, spektrofotometrijskom i NMR analizom
[26,34]. Medutim, oksidacija ulja je egzotermna reakcija i tokom nje dolazi do

oslobadanja toplote koja moze da se meri primenom diferencijalne skenirajuce
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kalorimetrije (DSC). Ova metoda je jednostavna, ne zahteva puno vremena, kao ni
koris¢enje nekih otrovnih hemikalija, tako da DSC predstavlja metodu izbora za
rutinske analize u industriji ulja i masti [32,35-39]. U poslednje vreme DSC je jedna od

najcesce koris¢enih tehnika za odredivanje oksidativne stabilnosti razlicitih tipova ulja.

1.2.2. Polimorfizam masti i ulja

U mnogim prehrambenim proizvodima, tokom procesa prerade, vazna je mogucnost
kontrole kristalizacije lipida radi dobijanja kristalne faze Zeljenih odlika (broj, veli¢ina i
disperzija kristalnih Cestica, vrsta polimorfnog oblika). U najveéem broju namirnica,
kristalizacija molekula triacilglicerola (TAG) je ta koja najviSe uti¢e na zeljeni kvalitet
proizvoda, mada ponekad to moze da bude i kristalizacija nekih drugih lipida
(monoacilglicerola, diacilglicerola, fosfolipida i dr). Dobra kontrola Kkristalne
mikrostrukture vodi proizvodima Zeljenih teksturnih osobina i fizickih odlika. Takode,
kristalizacija se Cesto koristi da poboljsa odlike ulja tokom njihove prerade. Tako, pri
proizvodnji razli¢itih funkcionalnih masti, kristalizacija se koristi za frakcionisanje

(razdvajanje) na osnovu razlika u njihovoj temperaturi topljenja.

Postoji nekoliko aspekata u kristalizaciji lipida koji je ¢ine jedinstvenom u odnosu na
kristalizaciju drugih komponenata hrane (voda, Seceri, soli 1 dr.). Oni se odnose na
slozeni molekulski sastav prirodnih masti i ulja, kao i na orijentaciju molekula
triacilglicerola. Priblizno 98 % masti i ulja ¢ine molekuli triacilglicerola, dok ostala 2 %
¢ine viSe polarni lipidi kao $to su diacilgliceroli (DAG), monoacilgliceroli (MAG),
slobodne masne kiseline (free fatty acid, FFA), fosfolipidi, glikolipidi i dr. lako
molekuli TAG-a formiraju glavnu kristalnu fazu, beznacajne komponente (necistoce)
mogu da odigraju znacajnu ulogu u procesu kristalizacije, tako da npr. kod pre¢is¢enih
(rafinisanih) ulja kristalizacija moze da bude znacajno drugacija od kristalizacije

pocetnog neprecisc¢enog ulja.

Prirodne masti, takode, sadrze Siroki spektar molekula TAG-a. S obzirom da
triacilgliceroli u svom sastavu imaju tri molekula masnih kiselina koje su prikacene na
molekul glicerola, promene u duzini ugljeni¢nog lanca i stepenu nezasi¢enosti masnih

kiselina daju Siroki spektar komponenata. Priroda molekula TAG-a je takva da pri
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kristalizaciji oni mogu da grade razlicite oblike u kristalnoj resetki, Sto znaci da isti
molekul moze da kristaliSe u razliite kristalne oblike u zavisnosti od uslova
kristalizacije [40]. Ova pojava se naziva polimorfizam masti. Molekulska struktura
TAG-a 1 nekoliko spoljasnih cCinilaca kao Sto su temperatura, pritisak, brzina
kristalizacije i neCisto¢e uti¢u na polimorfizam [41]. Sve ovo ¢ini proces kristalizacije

prirodnih masti i ulja jako slozenim.

Molekuli TAG-a, zbog tri duga ugljeni¢na lanca masnih kiselina, prilikom pakovanja u
kristalnoj resetki najées¢e zauzimaju konfiguraciju ,,stolice ili ,,zvuéne viljuske (slika
6A). Pri slaganju ovih konfiguracijskih oblika u kristalu, triacilgliceroli mogu graditi
dvostruku ili trostruku strukturu ugljeni¢nih lanaca, kako je prikazano na slici 6B. U
dvostrukoj strukturi ugljeni¢nih lanaca parovi molekula TAG-a se preklapaju, dok se u

trostrukoj strukturi ne preklapaju.

Uopsteno, molekuli TAG-a sa tri zasicene masne kiseline u kristalu imaju dvostruku
strukturu ugljeniénih lanaca, dok molekuli TAG-a koji sadrze masne kiseline s
razli¢itom strukturom (duzina lanaca i zasic¢enje) imaju trostruku strukturu ugljeni¢nih
lanaca. Lutton [42] tvrdi da kad se masne kiselina u molekulu TAG-a razlikuju za vise
od cetiri C atoma, gradi se trostruka struktura ugljeni¢nih lanaca. Ova struktura je,
takode, primecena kod TAG molekula koji sadrze cis-nezasi¢ene masne kiseline, zato
§to kod njih dolazi do lomljenja ugljeni¢nog lanca [43]. Trans-nezasi¢ene masti se

ugraduju u kristalnu strukturu na isti nacin kao zasi¢ene masne kiseline.

Na osnovu subcelijske strukture jedini¢ne celije kristalne reSetke, polimorfni oblici
masti i ulja se najéesce jednostavno klasifikuju u tri kategorije, a, B’ i B (slika 6C) [41],
s porastom stabilnosti. a je najmanje stabilni oblik s najniZom temperaturom i toplotom
topljenja, dok je B najstabilniji oblik s najveCom temperaturom i toplotom topljenja.
Svaki polimorfni oblik ima razli¢ito rastojanje izmedu paralelnih acil grupa molekula
TAG-a, Sto se koristi za njihovo razlikovanje pomocu difraktograma, tabela 4. Na
osnovu jedinstvene konfiguracije molekula unutar kristalne resetke, svaki polimorf ima

razlicitu kristalografsku jedini¢nu ¢eliju.
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Slika 6. (A) Konfiguracija molekula TAG-a u kristalnoj resezki,; (B) Slaganje molekula
TAG-a u kristalnoj resetki; (C) Polimorfni oblici i odgovarajuce jedinicne celije

kristalne resetke [41].
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Tabela 4. Karakteristike polimorfnih oblika lipida na osnovu rendgenske analize, [44].

Polimorfni Jedini¢na Difrakcioni pikovi | Meduravansko rastojanje
oblik Celija (A)
a Heksagonalna Jedan intenzivan i 4,15
Sirok
B’ Ortorombi¢na Dva intenzivna 42138
B Triklini¢na Jedan intenzivan 4,6

Postoje dva tipa polimorfizma: enantiotropski i monotropski [45]. Enantiotropski
polimorfizam se karakteriSe ve¢im brojem stabilnih kristalnih oblika u datom
temperaturskom opsegu i prelazak iz jednog kristalnog oblika u drugi je reverzibilan
proces. Kod monotropskog polimorfizma postoji samo jedan stabilni kristalni oblik i
prelazak drugih kristalnih oblika u ovaj stabilni oblik je ireverzibilan proces. Lipidi
pokazuju monotropski polimorfizam, §to znaci da iz te¢nog stanja, hladenjem, oni mogu
da predu u bilo koji od tri polimorfna oblika, i obrnuto, sva tri polimorfna oblika mogu
direktno da predu u te¢no stanje zagrevanjem. Medutim, polimorfni oblici mogu
direktno da prelaze iz jednog u drugi oblik samo slede¢im redosledom a—f’—f [46].

Monotropski polimorfizam kod masti 1 ulja Sematski je prikazan na slici 7.

Te¢no stanje

A

Y

- 2
Ll

=}

\
=

\ 4

Temperatura

Slika 7. Monotropski polimorfizam kod lipida [47].
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Relativna stabilnost polimorfnih oblika, kao i1 pokretacka snaga za prelazak iz jednog u
drugi oblik na konstantnoj temperaturi i pritisku su odredeni njihovom Gibsovom
slobodnom energijom (G). Polimorfni oblik koji ima najnizu Gibsovu slobodnu energiju
je najstabilniji. Na slici 8 prikazan je odnos Gibsovih slobodnih energija razlicitih
polimorfnih oblika lipida. Kao §to se vidi, prelazak iz te€nog u ¢vrsto stanje (energetski
stabilnije) odvija se kroz nestabilno prelazno stanje, Sto zahteva prevazilaZenje
energetske barijere. Polimorfni oblik sa najmanjom slobodnom energijom topljenja
(AG), tj., najmanje stabilni oblik, takode, ima i najniZzu energetsku barijeru (AG*) za
prelazak (nastajanje) iz tecnog stanja. Zato se pri kristalizaciji u prehladenim
(subcooled) mastima nestabilni oblici prvi formiraju [41]. Pored toga, stabilni polimorfi

imaju vise temperature i toplote topljenja nego manje stabilni kristalni oblici.

- AG*(B)
AG*(B’)

AG*(a)
Y

Tecno stanje

AG(B) S S

Slika 8. Sematski prikaz Gibsovih slobodnih energija topljenja (AG) i aktivacije (AG*)
za tri polimorfna oblika (a, B’ i p) triacilglicerola [47].

Vrednosti Gibsove slobodne energije su najvece za a oblik (najmanja gustina pakovanja
u kristalu), srednje za B’ oblik 1 najmanje za B oblik (najveca gustina pakovanja u
kristalu). Prelazak nestabilnog polimorfa u stabilniji oblik moze da se postigne blagim

zagrevanjem masti iznad temperature topljenja manje stabilnog kristalnog oblika.
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Zagrevanje najpre dovodi do topljenja nestabilnog oblika, a odmah zatim i do
rekristalizacije u stabilniji oblik. Prelazak u stabilniji oblik moze da se odvija i direktno
(kao $to se vidi na slici 7), bez topljenja, tokom nekog vremenskog perioda. Razlika

izmedu polimorfa u Gibsovoj slobodnoj energiji je pokretacka snaga za ovaj prelazak

[43].

1.3. Metode termalne analize (DSC, MDSC, TG)

Pojam termalne analize (TA) odnosi se na pracenje promena bilo koje fizicke osobine
ispitivane supstance u toku njenog izlaganja odredenom toplotnom tretmanu uz strogu

kontrolu temperature. Fizicka svojstva koja se tom prilikom najcescée prate su:

e entalpija (i sa njom povezano svojstvo, toplotni kapacitet) — odgovarajuca

metoda termalne analize naziva se kalorimetrija.
e masa— metoda termalne analize je termogravimetrija (TG).

Kalorimetrija je primarna tehnika za odredivanje toplotnih osobina materijala i ona je
jedina metoda pomoc¢u koje neposredno moze da se meri entalpija procesa od interesa.
Kalorimetrija se ucestalo koristi u hemiji, biohemiji, biologiji Celije, biotehnologiji,
farmakologiji, kao i za ispitivanje nanomaterijala. Medu razli¢itim tipovima
kalorimetrije, diferencijalna skeniraju¢a kalorimatrija (DSC) je najpopularnija. DSC je
eksperimentalna tehnika koja meri energiju potrebnu za odrzavanje temperaturske
razlike §to blize nuli izmedu ispitivane supstance (S) i referentnog materijala (R), koji
su podvrgnuti identicnom temperaturskom programu (grejanje, hladenje, izotermalni
uslovi). Razlika u energiji potrebnoj za odrzavanje uzorka i referentnog materijala na
istoj temperaturi je mera energetskih promena u ispitivanom uzorku (u odnosu na
referentni materijal). Na slici 9 je prikazana Sema celije diferencijalnog skenirajuceg

kalorimetra.
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1 -

Inertni gas Termopar

Slika 9. Sema celiije diferencijalnog skenirajuceg kalorimetra [48].

Radi efikasnijeg ispitivanja i odredivanja termalnih svojstava razli¢itih tipova uzoraka,
razvijene su razlicite tehnike zasnovane na DSC metodi. Jedna od najcesée koris¢enih
tehnika jeste modulovana diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija (MDSC). Primenom
tradicionalne (standardne) DSC metode, meri se razlika u toplotnom toku izmedu
uzorka i referentnog materijala, koji se greju, hlade ili drze na stalnoj temperaturi, pri
¢emu se temperatura uvek menja linearno, brzinom (°C/min) koju zada eksperimentator.
Kao rezultat toga dobija se samo jedan signal (toplotni tok), koji je u stvari zbir svih
termalnih dogadaja nastalih u nekoj tacki temperature ili vremena tokom eksperimenta.
Za razliku od standardne DSC metode kod MDSC metode postoje istovremeno dve
brzine grejanja: linearna brzina grejanja koja pruza slicne podatke o uzorku kao
standardni DSC i sinusoidna ili modulovana brzina grejanja koja omogucava
istovremeno merenje i toplotnog kapaciteta uzorka. Za sinusoidni nadin grejanja
operator treba da unese modulacioni period (s) i amplitudu modulacije temperature
(x °C). Poboljsanje MDSC metode u odnosu na tradicionalnu DSC metodu ogleda se u
tome Sto se ovom metodom meri ukupni protok toplote (kao i standardnom DSC
metodom), ali i njegova komponenta toplotnog kapaciteta (reverzibilni toplotni tok) i iz

njihove razlike kineti¢ka komponenta (ireverzibilni toplotni tok) [49,50]. Zbog toga on
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ima moguénost da razdvoji slozene termalne prelaze i na taj nacin olakSava tumacenje
dobijenih rezultata. MDSC ne meri reverzibilnost ili ireverzibilnost prelaza. Naziv
"reverzibilni" je uzet zato Sto je pravi toplotni kapacitet (toplota povezana s povecanjem
ili smanjenjem temperature materijala) reverzibilan. Medutim, promene toplotnog
kapaciteta tokom prelaza gotovo nikad nisu reverzibilne. Tako, promene u
reverzibilnom signalu su povezane s promenom toplotnog kapaciteta, a one same mogu

da budu i reverzibilne i ireverzibilne [51].

DSC je posebno pogodna metoda za ispitivanje hrane jer ona tokom prerade Cesto biva
podvrgnuta hladenju ili grejanju. DSC je jednostavna tehnika za izvodenje i u najve¢em
broju slucajeva nikakva priprema uzoraka nije potrebna. Pri prouc¢avanju hrane pomocu
metoda termalne analize, mnoge fizickohemijske pojave mogu da se primete u
temperaturskom opsegu izmedu -100 i 300 °C. Ove termalne pojave mogu da budu
kako endotermne (topljenje, denaturacija, isparavanje) tako i egzotermne (kristalizacija,
oksidacija, fermentacija). Tipi¢ni uzorci hrane i podaci koji mogu da se dobiju iz njih

pomoc¢u DSC metode prikazani su u tabeli 5.

Tabela 5. Uzorci hrane i podaci koji mogu da se dobiju iz njih pomocéu DSC metode,
[52,53].

Vrsta uzorka Dobijeni podatak

Ulja i masti Temperatura pocetka topljenja/kristalizacije,

polimorfizam, oksidativna stabilnost
Skrob iz brasna i pirin¢a Retrogradacija*, zelatinizacija, staklasti prelaz (Tq)
Biljni prahovi Staklasti prelaz (Tg)

Paste i gelovi koji sadrze Specific¢na toplota (Cp), temperatura pocetka

polisaharide topljenja/kristalizacije

Proteini Denaturacija, agregacija

* Pojava ponovne kristalizacije viskoznog rastvora skroba pri hladenju.
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Termogravimetrija (TG) je metoda kojom se meri koli¢ina i brzina promene mase
ispitivane supstance kao funkcija temperature ili vremena u kontrolisanoj atmosferi.
Koristi se prvenstveno za odredivanje sastava uzorka, kao i za predvidanje njegove
termalne stabilnosti na temperaturama do 1000 °C. Tehnika moze da se Kkoristi za
karakterizaciju materijala koji pokazuju porast ili smanjenje mase usled razlaganja,
oksidacije, dehidratacija i dr. Iz dobijenih podataka mogu da se vrSe i kineticka
izratunavanja. Cesto se pri tumadenju i analizi TG rezultata koristi i derivativna kriva
po vremenu (temperaturi) (DTG). Na slici 10 je prikazana sema termogravimetrijskog

analizatora.

Fotodiode
Infracrveni detektor

Mera¢ pokreta

Krak vage =
Cange za tariranje f’L’C =

Platforma za uzorke

Termopar
=
Cance za uzorak
Peé ﬁﬁ
Izlazni ventil proto¢nog gasa

Grejac .

Pokretno postolje peci

Ulazno crevo proto¢nog gasa
Drza¢ za ¢ancice sa uzorkom

Slika 10. Sema termogravimetrijskog analizatora [54].

1.4. Sastav semena i ulja iz semena

Uopsteno, seme ima veoma raznolik i slozen hemijski sastav koji po hranljivoj
vrednosti moze da se grupise kao makronutritijenti, mikronutritijenti i druge
komponente (fitohemikalije kao §to su fenolni antioksidanti, elaginska kiselina, koji

mogu da imaju povoljno dejstvo na zdravlje).
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U makronutritijente sapadaju proteini, ugljeni hidrati, masti i dijetna vlakna (fiber).
Bushman i saradnici [16] su pokazali da seme crvene maline sadrzi 12,2 % proteina i
11-23 % ulja. Od svih makronutritijenata najve¢i znacaj ima ulje, odnosno masne
kiseline koje ulaze u njegov sastav. U ulju dobijenom iz semena maline i kupine najveci
udeo imaju nezasi¢ene masne kiseline (oko 95 %), od Cega su najviSe zastupljene

esencijalne masne kiseline, linolna i linoleinska (od 80 do 85 %) [55-59].

U poslednjih par decenija velika paznja je posveéena ispitivanju uticaja esencijalnih
masnih kiselina (o-3 1 ®-6) na zdravlje ljudi i sprecavanje (prevenciju) razlicitih bolesti.
Nedostatak ovih masnih kiselina u ishrani moze da izazove pojavu suve i grube koze,
ekceme i osip, slabu kosu i slabe nokte [32]. Ove masne kiseline su neophodne za
pravilan rad mozga i nervnog sistema, kao i za normalan rast i razvoj dece [60,61]. U
nedostatku esencijalnih masnih kiselina u ishrani rane sporije zaceljuju, javlja se
dijareja, anemija, a povecana je i stopa infekcija [62]. Pored toga $to je esencijalna,
smatra se da linolna kiselina deluje i na smanjenje LDL holesterola u krvi [63-67].
Pokazalo sa da povecani unos linolne kiseline smanjuje holesterol dva puta vise u
odnosu na oleinsku kiselinu [63]. Linoleinska kiselina takode deluje na smanjenje
holesterola, ali ne u toj meri kao linolna. Medutim, pokazano je da linoleinska kiselina
ima zastitnicko dejstvo na srce i kardiovaskularni sistem. Tako ona pozitivno deluje na
sréane aritmije, tromboze i upale, a §to se povezuje s njenim pretvaranjem u

dokozaheksaenoinsku (DHA) kiselinu u organizmu [67].

I linolna i linoleinska kiselina se in vivo pretvaraju u masne Kiseline s duzim
ugljeni¢nim lancem, koje u organizmu imaju odredene bioloske funkcije. Linolna se
pretvara u arahidonsku masnu kiselinu (20:4n-6), od koje dalje nastaju signalni molekuli
— eikosanoidi (prostaglandini, prostaciklin, tromboksan i leukotrieni), koji deluju kao
lokalni regulatori 1 za razliku od hormona ne sintetiSu se u zlezdama i ne prenose se
krvlju do mesta delovanja. Oni posreduju pri osetljivosti na bol, upalama, otocima i
agregaciji trombocita [68]. Linoleinska kiselina se pretvara u eikozapentaenoinsku
(EPA) (20:5n-3), i dalje u dokozaheksaenoinsku (DHA) (22:6n-3). Od EPA se dalje
sintetiSu prostanoidi i leukotrieni koji imaju anti-inflamatorno i anti-agregativno dejstvo
I mogu da uravnotezuju dejstvo eikosanoida. DHA se povezuje s mnogim povoljnim

delovanjima na zdravlje uklju¢ujué¢i smanjenje rizika od bolesti srca, kancera,
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hipertenzije i autoimunih bolesti [69—73]. Takode je pokazano da medusobni odnos ®-6
1 ®-3 masnih kiselina treba da bude $to manji, jer se na taj nacin smanjuje rizik od

pojave nekih bolesti [74].

Mikronutritijenti koji se nalaze u semenu su vitamini, provitamini i minerali [15]. U
mastima rastvorni (liposolubilni) vitamini, prvenstveno, vitamini E, K i provitamin A
nalaze se u uljima ekstrahovanim iz semena. Vitamin E se sastoji od tokoferola i
tokotrienola. Vitamin E prvenstveno deluje kao antioksidant, tako S$to neutraliSe
slobodne radikale i sprecava oksidaciju nezasi¢enih masnih kiselina [75]. Vitamin A,
kao retinol, nije naden u semenu, medutim njegovi prekursori -karoten i a-karoten
jesu. Vitamin A ima mnoge funkcije u organizmu, pre svega on je neophodan za
pravilno funkcionisanje vida, a deluje i kao hormon pri ekspresiji gena u jedru ¢elije
[76]. Vitamin A je takode neophodan u nerazvijenim ¢elijama epitela u plu¢ima, kozi,
traheji za njihov normalan razvoj. Vitamin A, kao retinol, je neophodan kako u muskim
tako i u Zzenskim reproduktivnim sistemima. On je ukljucen u razvoj kostiju i bitan je za
normalno funkcionisanje imunog sistema [77]. Drugi karoteniodi koji su nadeni u
semenu ukljucuju lutein, kriptoksantin i zeaksantin, a Svi oni mogu da imaju

antioksidativno dejstvo.

Antioksidanti su jedinjenja koja mogu da reaguju sa slobodnim radikalima i da sprece
oksidaciju drugih molekula. Mnoga epidemioloska ispitivanja su pokazala da su
antioksidanti prisutni u hrani povezani sa smanjenjem rizika od pojave nekih hroni¢nih
bolesti kao §to su bolesti srca, karcinomi i dijabetes [78-80]. Prirodni antioksidanti koji
se nalaze u jestivom ulju iz semena ukljucuju pored vitamina E i karotenoida, takode, i
fenolne i polifenolne kiseline, antocijanine i elaginsku kiseliinu. Fenolne komponente su
se pokazale kao moc¢ni antioksidanti [81]. Naglaseno je da polifenoli koji se nalaze u
crvenom vinu sprecavaju sréane bolesti koje nastaju usled oksidacije LDL holesterola
[81]. U tabeli 6 prikazan je literaturni pregled sadrzaja antioksiadanata (karotenoidi,

tokoferoli, polifenoli) u nekim biljnim uljima.
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Tabela 6. Sadrzaj antioksidanata u nekim biljnim uljima.

o Ukupni karotenoidi | Tokoferoli | Polifenoli
Vrsta ulja [literatura]

(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg)
Ulje iz semena maline [55,57,82,83] 39-41 1139-3600 | 178-205*
Ulje iz semena kupine [55,57,82] 32-34 1389-2054 | 227-306*

Suncokretovo ulje [18,19,84-86] 0,7 535-750 12**
Maslinovo ulje [17,18,86,87] 3,15-13,29 177-293 69-186**
Ulje iz semenki grozda [18,83,88] - 193-554 100-238*

*mg GAE/kg, GAE — ekvivalent galne kiseline;
**mg CAE/kg, CAE — ekvivalent kafeinske kiseline.

Iz tabele 6 se vidi da ulja dobijena ekstrakcijom iz semena maline i kupine sadrze
znacajno viSe tokoferola, polifenola i karotenoida u odnosu na komercijalna ulja
(sincokretovo, maslinovo, grozdano ulje). Daniel i saradnici [89] nalaze da elaginske
kiseline ima viSe u semenu crvene maline 1 kupine nego u nekom drugom vocu, a ona
pokazuje antioksidativnu i antriproliferativnu aktivnost u malim Zivotinjskim modelima
[90,91]. Juranié i saradnici [92] su testirali antiproliferativni uticaj vodenog ekstrakta iz
semena pet podvrsti malina na ljudske ¢elije kancera debelog creva. Vodeni ekstrakti su
pokazali inhibicioni efekat na proliferaciju ¢elija raka, a inhibicija je bila u korelaciji sa
koncentracijom elaginske kiseline. Godevac i saradnici [93] su pokazali da ekstrakt iz
semena kupine, kao i Ciste polifenolne komponente izolovane iz njega pokazuju
zastitnicki efekat na citogenetska oStecenja u ljudskim limfocitima. Ulje iz semena
maline je koriS¢eno kao sastavni deo nekih kozmetickih proizvoda koji imaju
antiinflamatorna svojstva, a pokazalo se da ono preventivno deluje i na gingivitis,
pojavu ekcema, osipa i drugih koznih bolesti. Takode moze da se Kkoristi kao losion za

zastitu od UV zracenja jer ga apsorbuje [83].
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Ove osobine i komponente semena c¢ine ulje hranljivo vrednim i primenljivim za
dobijanje nekih novih proizvoda koji ¢e povecati vrednost samog voca kao sirovine, ali i

prihode uzgajiva¢ima i prehrambenoj industriji.

1.5. Ispitivanje termalnih karakteristika i oksidativne stabilnosti ulja pomoéu

metoda termalne analize

U poslednjih 30 godina doSlo je do znacajnog razvoja 1 unapredenja u oblasti termalne
analize [94]. Brzi i stalni razvoj u analitickoj instrumentaciji vodio je znacajnom
poboljsanju osobina instrumenata. Sve to omogucilo je bolju karakterizaciju ulja i masti,
samim tim i bolje razumevanje ovih vaznih sastojaka hrane. Topljenje i kristalizacija,
dva najCeS¢e koriS¢ena fizicka procesa za karakterizaciju termalnih osobina ulja,
zahtevaju potros$nju ili oslobadanje toplote, tako da DSC predstavlja pogodnu tehniku za
odredivanje ovih fizickih karakteristika ulja. Shodno tome, DSC je dosta koris¢ena
tehnika za odredivanje termalnih karakteristika (temperatura i entalpija kristalizacije i
topljenja) razli¢itih vrsta ulja, kao i za pracenje pogorSanja kvaliteta ulja na osnovu

promena u termalnim osobinama ispitivanog ulja.

Znacajno razli¢ite temperature i toplote topljenja o, B’ i B Kristalnih oblika, razli¢itih
tipova triacilglicerola, su navedene u literaturi [95,96]. Hoffmann [97] razvrstava sve
TAG molekule u cetiri grupe na osnovu njihovog sadrzaja masnih kiselina: SSS, SSU,
SUU i UUU (S — zasi¢ena masna kiselina, U — nezasi¢ena masna kiselina). Za nas su od
posebnog interesa molekuli TAG-a koji mogu da se svrstaju u grupe SUU i UUU, jer se
na osnovu sadrZzaja masnih kiselina u uljima iz semena maline i kupine moZe
pretpostaviti da one preovladuju u ovim uljima. U tabeli 7 su prikazani rezultati koje su
Tolstorebrov i saradnici [98] dobili iz DSC krivih topljenja slede¢ih molekula TAG-a:
000, PPO, LnLnLn, OOLIi, OPO, LiLiP, LnOLn, OOP, OOLn (P-palmitinska, O-

oleinska, Li-linolna, Ln-linoleinska masna kiselina).
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Tabela 7. Termalne karakteristike nekih vrsta triacilglicerola [98].

Vrsta Polimorfizam, temperatura topljenja (°C) | Toplota  topljenja B
TAG-a kristalnog oblika (J/g)
000 0=-35,0 p=-156 B=1,5 113

PPO a=17,1 p’=27,9  PB=31,1 132,6

LnLnLn oa=-47,7 - p=-24,8 62,1

OOLi - - p=-17,2 76,5

OPO - - B=18,5 140,2

LiLiP - - p=-8,3 78,3

LnOLn - - p=-21,9 76,4

OOoP - - B=17,8 119,3

OOLn - - - 78.4

P-palmitinska, O-oleinska, Li-linolna, Ln-linoleinska masna kiselina.

Na osnovu ovih rezultata moze da se zakljuci da se pojedinacne vrste triacilglicerola
medusobno veoma razlikuju po svojim termalnim osobinama, kako u pogledu pojave
polimorfizma, tako i u temperaturama i entalpijama topljenja odgovarajucih kristalnih
oblika. Temperatura topljenja cistih triacilglicerola zavisi od stepena zasi¢enosti masnih
kiselina u njihovim molekulima. Triacilgliceroli s ve¢im stepenom nezasic¢enosti Se tope
na niZim temperaturama, a opadanje temperature topljenja pra¢eno je I Smanjenjem
entalpije topljenja [95,96]. Ovo je predvidljivo jer triacilgliceroli s ve¢im stepenom

zasi¢enosti zahtevaju vecu energiju pri topljenju.

Temperaturski opseg topljenja/kristalizacije i oblik pikova na DSC krivama pri
zagrevanju/hladenju ulja je rezultat polimorfizma ulja, termalne istorije uzorka i
termalnih procesa koji se odvijaju na bliskim temperaturama (dolazi do preklapanja

njihovih DSC signala) usled slozenog sastava ulja (veliki broj razli¢itih vrsta molekula
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TAG-a). Tako, npr. dva ili vise razli¢ita tipa molekula TAG-a mogu da se tope u
temperaturskim intervalima koji su medusobno bliski, usled ¢ega dolazi do njihovog
preklapanja, Sto se ogleda u pojavi Sirokog i sloZzenog pika (dva ili viSe maksimuma i
pojava ramena) na DSC krivi. Ukoliko se ulje sastoji od dve ili viSe frakcija molekula
TAG-a razlicitog stepena zasi¢enosti, onda na DSC krivama moze da se javi veci broj
razdvojenih pikova. Poreklo visestrukih pikova kod ulja potrebno je odrediti od slucaja
do slucaja, mada u skoro svim slucajevima najveéi endotermni/egzotermni pikovi na
DSC krivama odgovaraju topljenju/kristalizaciji najzastupljenije frakcije molekula
TAG-a u uljima. Zbog slozenosti DSC kriva pri topljenju/kristalizaciji ulja, u literaturi se
pri  karakterizaciji ulja pomoéu DSC metode uglavnhom navode pocetak
topljenja/kritalizacije (onset temperature, Tonmrc), zavrSetak topljenja/kristalizacije
(offset temperature, Tofrmic), temperaturski opseg topljenja/kristalizacije (4Tmrc) i
enatlpija topljenja/kristlizacije (Hmc). U tabelama 8 i 9 prikazani su ovi parametri za

ulja koji se mogu nadi u literaturi [99-102].

Zbog svog slozenog i jedinstvenog sastava (pre svega velike raznovrsnosti molekula
TAG-a, kao i njihove razli¢ite zastupljenosti), svako ulje ¢e pri topljenju/kristalizaciji
dati DSC krivu jedinstvenog izgleda, koja moze posluziti kao "otisak prsta" pri
identifikaciji tog ulja [99,100]. Tan i saradnici [100] nalaze da su dva parametra sa DSC
identifikaciju tipa ulja. Jedino ograni¢enje za koris¢enje DSC metode u tu svrhu je
zavisnost faznih prelaza od brzine grejanja, odnosno hladenja. Brzina grejanja
(hladenja) ima jak uticaj na Ton i Toft. Oni preporucuju kori§¢enje manjih brzina grejanja
(1 do 5 °C/min) jer se tad temperatursko kasnjenje (lag) (temperatura uzorka je uvek
niza od temperature Celije diferencijalnog skeniraju¢eg kalorimetra, jer je potrebno
odredeno vreme da se toplota prenese u uzorak) svodi na najmanju meru, ispitivani
sistem je blizi ravnoteznom stanju i DSC kriva ima bolju rezoluciju, pa dolazi do boljeg

razdvajanja pikova §to je jako bitno ako se vrsi identifikacija ulja [99].
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Tabela 8. Kristalizacija ulja (Tonc — temperatura pocetka kristalizacije, Tofrc —
temperatura zavrsetka kristalizacije, AT. — temperaturski opseg kristalizacije, He —

entalpija kristalizacije).

Vrsta ulja [literatura] Tonc (°C) | Totrc (°C) | ATc (°C) | He (I/9)
Ulje iz kokosa [99,100] 2,11 -11,78 13,90 -106,5
Ulje iz palme [99,100] 17,00 63,62 [80,62 |-929
Ulje iz palme kernel [99,100] | 4,39 -7,32 11,71 -104,0
Ulje iz kukuruza [100] -16,20 -85,71 69,51 -

Ulje iz kikirikija [100] -2,96 -85,37 [8242 |-

Ulje iz safranike [100] -19,56 -89,28 69,72 -

Ulje iz susama [100] -7,23 -85,78 78,56 -

Ulje iz soje [100] -14,13 -86,76 72,63 -

Ulje iz suncokreta [100] -15,53 -86,14 70,61 -

Ulje iz lesnika [100] 2382 | -8527 |6144 |-

Ulje iz oraha [100] -22,63 -82,55 59,92 -

Ulje iz semena grozda [100] | -18,84 -83,45 64,60 -

Ulje iz uljane repice [100] -20,33 -85,74 65,41 -

Ulje iz masline [100] -17,33 -86,22 68,89 -
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Tabela 9. Topljenje ulja (Tonm — temperatura pocetka topljenja, Toftm — temperatura
zavrSetka topljenja, ATy — temperaturski opseg topljenja, Hn — entalpija topljenja).

Vrsta ulja [literatura] Tonm (°C) | Tottm (°C) | 4Tm (°C) | Hm (J/9)
Ulje iz kokosa [99,100] -21,80 25,30 47,10 120,6
Ulje iz palme [99,100] -26,66 40,59 67,25 86,3
Ulje iz palme kernel [99,100] -25,56 28,98 54,54 114,1
Ulje iz kukuruza [100] -46,02 -4.21 41,31 -

Ulje iz kikirikija [100] -56,52 11,83 68,35 -

Ulje iz safranike [100] -48,36 -6,64 41,72 -

Ulje iz susama [100] -46,03 3,36 49,40 -

Ulje iz soje [100] -46,11 1,89 47,75 -

Ulje iz suncokreta [100] -46,79 -4.72 42 57 -

Ulje iz lenika [100] -19,99 -2,87 17,11 -

Ulje iz oraha [100] -48,20 -11,63 36,57 -
Ulje iz semena grozda [100] -48,70 -11,00 37,70 -

Ulje iz uljane repice [100] -34,69 -9,17 25,52 -

Ulje iz masline [100] -25,07 6,27 31,34 -

Ulje iz suncokreta, lanenog semena, | -60 9 69 70-94
masline, semena grozda [101]

Puter, maslac i poboljsano -30 50 80 120-150
ulje iz kokosa [101]

Ulje iz haringe [102] -83,3 22,9 106,2 41,8
Ulje iz skuse [102] -84,6 23,0 107,6 31,5
Ulje iz pastrmke [102] -92,6 13,7 106,3 32,5
Ulje iz lososa [102] -91,3 19,0 110,3 38,8
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Nekoliko grupa autora uspesno su pratili promenu kvaliteta ulja pomo¢u DSC metode
na osnovu promena u kristalizacionom piku. Tako, na primer, Gloria i Aguilera [103]
pomoc¢u DSC metode odreduju kvalitet tri razli¢ita ulja (ulje iz kikirikija, uljane repice i
suncokreta), koja su drzana 2, 4, 6, 8 1 10 h na temperaturi od 180 °C (temperatura
przenja). Oni su posmatrali promenu pika kristalizacije (polozaja maksimuma i oblika
pika, tj. temperature pika i entalpije) ovih ulja na DSC krivama u zavisnosti od vremena
grejanja. Utvrdili su da se s povecanjem vremena, maksimum pika pomera ka nizim
temperaturama, a da entalpija opada. Istovremeno su pratili i promene u boji,
viskoznosti i sadrzaju ukupnih polarnih komponenata u ulju (pokazatelji kvaliteta ulja) s
vremenom grejanja. Nasli su dobru vezu izmedu promena pika kristalizacije i drugih
pokazatelja kvaliteta na osnovu ¢ega su zakljucili da je DSC brza i pogodna metoda za

analizu kvaliteta ulja.

Sliénu studiju sproveli su i Tan i saradnici [104]. Oni su pratili oksidaciju tri razli¢ita
tipa ulja u zavisnosti od duzine grejanja ulja tako $to su posmatrali kako se menja
kristalizacioni pik (polozaj maksimuma i oblik pika, tj. temperatura maksimuma pika i
entalpija). PogorSanje kvaliteta ulja je istovremeno praceno i1 standardnim hemijskim
metodama (sadrzaj ukupnih polarnih komponenata, jodni broj, sadrzaj slobodnih masnih
kiselina, anizidna vrednost i peroksidni broj). Na osnovu sprovedene uporedne
statistiCke analize utvrdeno je da postoji dobra korelacija (p < 0,01) izmedu razultata
dobijenih na osnovu DSC metode i rezultata iz standardnih hemijskih metoda, pa su
zakljucili da je DSC jednostavna i pouzdana metoda za pracenje stepena oksidacije ulja

koje je prethodno drzano na relativno visokoj temperaturi.

Tan i saradnici [105] su, takode, ispitivali uticaj mikrotalasnog grejanja ulja pomoc¢u
DSC metode. Pri tom je vrSena procena pogorsanja kvaliteta ulja u zavisnosti od snage
mikrotalasnog zracenja i vremena izlaganja tom zracenju. Pratili su promene na DSC
krivama (polozaj maksimuma egzotermnih i endotermnih pikova) pri hladenju i grejanju
ulja koje je prethodno bilo, u razli¢itom rezimu, izloZeno mikrotalasnom zracenju.
Istovremeno je vrSena i hemijska analiza ulja (peroksidni broj, anizidna vrednost,
sadrzaj slobodnih masnih kiselina, jodni broj, odnos linolne i palmitinske kiseline). Na

osnovu statisticke uporedne analize, utvrdena je dobra korelacija izmedu DSC rezultata i
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rezultata hemijske analize, Sto ukazuje na to da DSC moze da se Koristi kao
instrumentalna tehnika, bez upotrebe nekih hemikalija, za pracenje oksidacije ulja

izlozenih mikrotalasnom zracenju.

Kvalitet i stabilnost biljnih ulja su glavni ¢inioci koji uti¢u na njihovu upotrebljivost i
vrednost. Oksidatvna stabilnost je jedan od najvaznijih pokazatelja kvaliteta biljnih ulja.
Uopsteno, vreme pre nego sto dode do naglog poveéanja brzine oksidacije ulja je mera
oksidativne stabilnosti i naziva se indukciono vreme [106]. Mnoge instrumentalne i
hemijske metode za procenu kvaliteta i stabilnosti ulja su bile predlagane proteklih
godina. Danas se oksidativna stabilnost ulja i masti najé¢esc¢e odreduje pomocu Rancimat
metode i Instrumenta za oksidativnu stabilnost. Kao rezultat obe ove metode daju indeks
oksidativne stabilnosti ulja (Oxidative Stability Index, OSI) [107-111]. Indeks
oksidativne stabilnosti je mera relativne otpornosti ulja i masti na oksidaciju. Odreduje
se tako Sto se 5 g ulja sipa u epruvetu koja se postavi u grejno telo na temperaturi od
110 °C 1 kroz koju se barbotira Cist suvi vazduh. Vazduh se posle prolaska kroz
zagrejanu epruvetu uvodi u drugu epruvetu napunjenu vodom, a u nju je uronjena
elektroda za merenje elektroprovodljivosti povezana s konduktometrom. Kad ulje po¢ne
da se oksiduje iz njega izlaze isparljive organske kiseline koje se rastvaraju u vodi i
povecavaju joj elektroprovodljivost. Iz grafika na ¢ijoj je ordinati elektroprovodljivost, a
na apscisi vreme zagrevanja, odreduje se prevojna tacka koja daje indeks oksidativne

stabilnosti [112].

Kako je oksidacija ulja egzotermna reakcija, DSC je metoda koja moze uspe$no da se
primeni za odredivanje oksidativne stabilnosti ulja. Cross [113] i Hassel [114] su 70-tih
godina proslog veka medu prvima ispitivali mogucnost koris¢enja DSC metode za
odredivanje oksidativne stabilnosti ulja i utvrdili da pomoc¢u nje oksidativna stabilnost
moze mnogo brze da se odredi nego pomocu nekih u to vreme korisé¢enih metoda. Tako
je, na primer, za odredivanje oksidativne stabilnosti pomoc¢u metode aktivnog kiseonika
(Active Oxygen Method (AOM)) bilo potrebno 14 dana, dok se to isto pomocéu DSC
metode uradi za manje od 4h. Od tada do danas mnogi istraziva¢i su ispitivali
oksidativnu stabilnost razli¢itih vrsta jestivog ulja i odredivali kineticke parametre
procesa oksidacije pomoc¢u DSC metode, kako u izotermskim tako i u neizotermskim
uslovima [24,32,35-37,39,104,115-132]. Takode su nasli dobru korelaciju s rezultatima
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dobijenim pomocu drugih metoda (Rancimat, OSI, peroksidni broj) kojima se odreduje
oksidativna stabilnost.

Na slici 11 su prikazane tipicne DSC krive oksidacije ulja u izotermskim (A) [129] i

neizotermskim uslovima (B) [131].
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Slika 11. Tipicne DSC krive oksidacije ulja u (A) izotermskim [129] (OIT — indukciono
vreme oksidacije) i (B) neizotermskim uslovima [131] (Ton — temperatura pocetka
oksidacije, Tp1 — temperatura maksimuma prvog pika, Tp2 — temperatura maksimuma

drugog pika).
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U izotermskim uslovima kao rezultat se dobija indukciono vreme oksidacije (Oxidation
Induction Time, OIT) u tacki preseka bazne linije i tangente na nagib egzotermnog pika.
U neizotermskim uslovima na DSC krivoj se javljaju dva egzotermna pika usled
oksidacije ulja i shodno tome mogu da se odrede tri karakteristicne tacke: temperatura
pocetka oksidacije (Oxidation Onset Temeprature, Ton) u tacki preseka bazne linije i
tangente na nagib prvog pika, temperatura maksimuma prvog pika (Tp1) | temperatura

maksimuma drugog pika (Tp2).

Ulkowski i saradnici [131] daju S$emu reakcionog mehanizma koja objasnjava oblik DSC

krive pri procesu oksidacije ulja u neizotermskim uslovima:

termo-oksidativno

autooksidacija razlaganje izvodi
LH+0,————»> LOOH+0,————» B
lipid prvi pik peroksid drugi pik

Iz Seme se vidi da prvi pik odgovara autooksidaciji ulja pri ¢emu se grade peroksidi, dok
drugi pik odgovara termo-oksidativnom razlaganju peroksida do krajnjih proizvoda

(aldehidi, ketoni, alkoholi, ugljovodonici).

DSC tehnika je takode uspeSno primenjivana i za dobijanje kinetickih parametara
procesa oksidacije razli¢itih tipova biljnih ulja. Prema uslovima u kojima se vrsi
oksidacija (izotermski ili neizotermski) razvijene su odgovarajue metode za
odredivanje kineti¢kih parametara procesa oksidacije (Ea, A, k) [133,134]. Medutim,
kako je oksidacija jestivih ulja veoma slozen proces (zbog slozenog sastava ulja) treba
naglasiti da na ovaj nain dobijeni kinetiCki parametri u stvari predstavljaju neke
usrednjene vrednosti celokupnog procesa oksidacije, a ne samo odredene reakcije
oksidacije. Izracunate vrednosti energije aktivacije predstavljaju ukupni efekat svih
energija aktivacije u sistemu tokom oksidacije, ukljucujuéi i intermedijere koji imaju
sopstvene vrednosti kinetickih parametara. U tabelama 10 i 11 prikazani su kineticki
parametri procesa oksidacije razli¢itih tipova ulja u izotermskim i neizoterskim

uslovima.
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Tabela 10. Rezultati ispitivanja procesa oksidacije ulja u izotermskim uslovima.

Vrsta ulja [literatura] OIT (min) k (min?) A (min?t) | Ea
120 °C 130 °C (kJ/mol)

Ulje iz uljane repice [135— 72,8 33-38,2 k100*=0,0035 | 1,2x108 64,4-83,4
137]

k 15020,0847
Ulje iz soje [39,129,135,136] | 63,1- 33,70- K 100=0,0047 | 2,7x10’ 51,3-80,8

65,55 35,2

k 12020,0153

k 15020,0734
Ulje iz suncokreta [39,135— 33,4- 17,2- k 100=0,0076 | 1,4x10%° 84,6-86,2
138] 70,50 33,34

k 12020,0142
Ulje iz canola [39,129] 126,41 61,67 k120=0,0079 | - 86,0
Ulje iz kokosa [39,129] 168,28 86,60 k120=0,0059 | - 86,9
Ulje iz semena 36,29 17,60 k 120=0,0276 | - 99,9
grozda [39,129]
Ulje iz susama [39,129] 251,70 139,37 k 120=0,0040 | - 88,8
Ulje iz palme [39,129] 273,36 138,22 k120=0,0035 | - 82,3-89,4
Ulje iz masline [39,138] 51,00-175 | 21,99-105 | - -
Ulje iz crne ribizle [138] 95 50 - - -
Ulje iz kukuruza 78-83,57 | 47,74-50 | k120=0,012 | 5,1x10% 77,5-98,6
[129,135,138]
Ulje iz $afranike 39,50-43 | 18-18,19 | k120=0,0253 | - 104,3
[39,129,138]
Ulje iz lanenog 50 21-23,1 - - -
semena [127,138]
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Tabela 10 (nastavak). Rezultati ispitivanja procesa oksidacije ulja u izotermskim

uslovima.

Vrsta ulja [literatura] OIT (min) k (min?) A(min?t) | Ea
120 °C 130 °C (kJ/mol)

Ulje iz kikirikija 67,36-68 | 39,36-54 | k120=0,0149 | - 99,1
[39,129,138]
Ulje iz pamuka [35] 92 42 - - -
Ulje iz pirinca [35] 72 36 - - -
Ulje iz B. purpurea [35] 269 99 - - -
Ulje iz buritija [32] 165 65 - - -
Ulje iz semena 25 7,5 - - -
Hevea brasiliensis-a [32]

* Broj u indeksu ozna¢ava temperaturu (°C) na kojoj je izraCunata konstanta brzine.

** OIT je indukciono vreme oksidacije.

Tabela 11. Rezultati ispitivanja procesa oksidacija ulja u neizotermalnim uslovima.

Vrsta ulja [literatura] Ea (kJ/mol) A (min’?) k (min™?)
Ulje iz kukuruza [139] Eao0n=69,5 Aon=1,25x108 -

Eapi=75,4 An=1,70x108
Ulje iz lanenog semena Eaon=132,7 Aor=1,15x10%° -
[139]

anp]_:?s,l Ap1=1,10X108
Linoleinska kiselina Eaon=65,0-70,4 | Aon=5,65x10° Kg0,0n=0,792
[37,131]

Ea,p1=78,9-80,1 Ap1=2,05X109 kgo,p1=0,013
Sojin lecitin [131] Eaon=97 Aon=2,44x101 -

anp1=141 Ap1=9,46X1015
Ulje iz slacice (mustard) | Ea0n=90,6 Aon=3,48x10° K223.0n=0,97
[120]

Ea,p1=88,5 Ap1=1,49X109 k223,p1=0,90
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Tabela 11 (nastavak). Rezultati ispitivanja procesa oksidacija ulja u neizotermalnim

uslovima.

Vrsta ulja [literatura]

E. (kJ/mol)

A (min7)

k (min?)

Ulje iz masline [123]

Palmitinska kiselina
[36,140]

Glicerol-tripalmitat
[36,140]

Etil-palmitat [36,140]
Stearinska kiselina

[36,140]

Glicerol-tristearat
[36,140]

Etil-stearat [36,140]

Oleinska kiselina [141]

Glicerol-trioleat [141]

Etil-oleat [141]

Linolna kiselina [141]

Glicerol-trilonolat [141]

Etol-linolat [141]

Linoleinska kiselina
[141]

Eaon=72-104

Eaon=125,3
Eop=115,8
Ea0n=108,0
Eap1=91,0

Eaon=124,5
Eap=131,3
Eaon=115,4
Eap=126,7
Eaon=117,8

Eaon=106,0
Eap1=99,1
Eaon=88,4
Eap1=74,5

Ea0n=91,8
Eap1=45,8
Eaon=95,0
Eap1=76,7
Eaon=72,0
Eap1=84,5
Eaon=74,3
Eap1=73,6
Eaon=76,4
Eap1=75,8
Eao0n=62,4
Eap1=66,8

Aon=3,37x10°8-
1,12x10%

Aon=4,16x10% st
Ap=7,82x10%0 5L
Aon=1,33x10%0 st
An=1,22x107 st

Aon=5,91x10 st
Ap=9,09x10 s
Aon=1,60x10 st
Ap=5,17x101 s
Aor=1,09x10%? 51

Aon=5,26x10° st
Ap=2,63x108 st
Aon=1,08x10 st
Ap=2,05x108 st

Aon=4,49x10%0 51
Ap=3,6x10% st
An=9,43x10%0 1
Ap=1,07x108 st
Aon=1,63x10° st
An=8,73x10° st
Aon=9,66x108 st
Ap=1,29x108 st
Aon=2,41x10° st
Ap=2,43x108 st
Aon=2,69x10% st
An=8,53x107 st

K120,0n=0,015-0,090

Ki60,0n=3,2x1073 51
Koop1=8,4X10% 571
Ki60.0n=1,2x1073 s
Ki60p1=1,3x10* s
Ki60,00=5,6x10* s
Ki60p1=1,3x10* s
Ki60,0n=1,9x1073 st
Ki60p1=2,7x10% 5!
K160,0n=6,7x1073 51

K160,0n=8,6x10* s
Ki60p1=2,9x10* st
Koo,0n=2,05x1072 s1
Kg0,p1=3,93x103 st

Kgo,0n=2,78x1073 5!
Kg0,p1=9,56x1073 5!
Koo.0n=2,02x1073 st
Kg0,p1=9,99x10% 5!
Ko0,0n=7,00x1072 s1
Keop1=6,11x107 st
Ko0,0n=2,00x1072 s1
Keop1=3,33x103 5L
Koo,0n=2,41x1072 s1
Keop1=2,98x103 5L
Koo,0n=2,77x1071 st
Koop1=2,19x1072 5L
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Tabela 11 (nastavak). Rezultati ispitivanja procesa oksidacija ulja u neizotermalnim

uslovima.

Vrsta ulja [literatura] Ea (kJ/mol) A (min?) k (min?)

Etil-linoleinat [141] Eaon=74,5 Aon=4,29x10° st Kg0,0n=8,25x1072 s’
Eap1=65,7 Ap1=3,14X107 st kgo,p1=1,09x10'2 st

Ulje iz semena pamuka Eap1=63,30 Ap=9,2x10° K204,p1=0,37

[24]

Ulje iz kukuruza [24] Eap1=77,78 Ap=2,4x108 K101,p1=0,43

Ulje iz uljane repice Eap1=88,45 Ap=7,6x10° Kis1,p1=0,51

(canola) [24]

Ulje iz Safranike [24] Eap=75,27 Ap=1,8x108 Kig2,01=0,44

Ulje iz suncokreta bogato | E.p1=86,57 Ap=1,8x10° K108,p1=0,47

oleinskom kiselinom [24]

Ulje iz soje [24] Eap1=79,66 Ap1=4,1X108 Ki91,,1=0,44

Ulje iz suncokreta Eap1=59,8-64,0 | Api=1,1x107 K173,1=0,38

[24,142]

Ulje iz uljane repice Eap1=62,3-73,4 | Ap=7,4x10%-4,4x10° -

[142]

*QOznaka on/pl u indeksima odnosi se na parametre dobijene iz Ton/Tpz.
**Broj u indeksu za k oznacava temperaturu (°C) na kojoj je izraCunata konstanta
brzine.

Na osnovu rezultata ispitivanja oksidativne stabilnosti i kineti¢kih parametara procesa
oksidacije razli¢itih vrsta ulja, kao 1 ¢istih masnih kiselina i njihovih estara pomocu
DSC metode, kako u izotermskim, tako i u neizotermskim uslovima, razli¢ite grupe
autora su dosle do sledecih zakljucaka:

e dobijeni kineti¢ki parametri pomo¢u DSC metode u izotermskim uslovima su

uporedivi sa onim dobijenim pomo¢u Rancimat metode [32,35,39,127,136].

e OIT vrednosti se smanjuju za pola kad se izotermska temperatura poveca za 10
°C [32,129].

36



Ea vrednosti procesa oksidacije strogo zavise od sadrzaja nezasi¢enih masnih

kiselina u uljima [121].

Ea vrednosti zasi¢enih masnih kiselina (C12-C1g) i njihovih estara dobijene u

izotermskim uslovima ne zavise od duzine ugljeni¢nog lanca [36,140].

konstanta brzine je mnogo pogodniji parametar za uporedivanje oksidativne
stabilnosti razlicitih lipidnih sistema nego Sto je to energija aktivacije, ali samo
na temperaturama koje su priblizne onima u eksperimentu, jer s promenom

temperature moze da dode do promene reakcionog mehanizma [130].

Ton vrednosti se smanjuju s poveéanjem udela nezasi¢enih masnih kiselina u

ulju, kod neizotermske oksidacije [122].

Ton nije samo zavisna od sadrzaja nezasi¢enih masnih kiselina u ulju, ve¢ i od

prisustva i koli¢ine aromati¢nih jedinjenja i njihovih alkil supstituenata [24,143].

DSC je je pogodna metoda za odredivanje efikasnosti vestackih antioksidanata,

pri ¢emu je definisana veli¢ina zastitni Cinilac (protective factor, PF) [124]:

PF:Ton,sa antioksidantom/ Ton,bez antioksidanta (2)

Vrednosti PF-a manje od 1 ukazuju da antioksidans ima prooksidativni uticaj na

dato ulje.

Postoji dobra korelacija izmedu rezultata dobijenih u izotermskim uslovima sa

onim dobijenim u neizotermskim uslovima [121].

1.6. Cilj rada

Tokom prerade i Cuvanja prehrambenih proizvoda mogu da nastupe promene u

sastojcima hrane (vitamini, lipidi, ugljeni hidrati i proteini). Takve promene vode

strukturnim i funkcionalnim promenama hrane na mikro i makromolekulskom nivou

koje mogu da uti¢u na fizi¢ka, organolepticka i hranljiva svojstva hrane. Kombinacija

slozenih struktura izgradenih od razlicitih bioloskih komponenata ¢ini da karakterizacija

namirnica predstavlja pravi izazov. Zbog velikih promena kako u sastavu tako i u

strukturi, mnoge biofizicke tehnike su koriS¢ene za karakterizaciju prehrambenih

proizvoda pre i posle njihove prerade radi sustinskog razumevanja uticaja prerade i

uslova skladistenja na kvalitet. Rezultati takvih istrazivanja mogu da budu Korisni za
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odredivanje najboljih uslova prerade i skladistenja hrane radi dobijanje namirnica

najboljeg kvaliteta.

Kako mnoge metode prerade hrane ukljucuju i termalni tretman (grejanje, hladenje,
zamrzavanje) prehrambenog materijala, termalna Kkarakterizacija prehrambenih
proizvoda i njihovih komponenti daje korisne podatke koji mogu da se povezu S
protokolom procesa prerade. Odredivanje termalnih karakteristika prehrambenih
sirovina (materijala), kao na primer specifi¢ni toplotni kapacitet u funkciji temperature,
je klju¢no za prorac¢un prenosa toplote i energetskog bilansa [144]. Takode, namirnice i
njihove komponente prolaze kroz konformacione promene i fazne prelaze tokom
prerade. Podaci dobijeni termalnom analizom mogu da posluze za procenu termalne i
termodinamicke stabilnosti razli¢itih faza radi pojednostavljenja procesa prerade i
skladistenja hrane. Termalne osobine hrane strogo zavise od sastava hrane. Zato je
odredivanje termalnih karakteristika glavnih sastojaka hrane (ugljeni hidrati, proteini,
lipidi) od velikog znacaja za razumevanje termalnih svojstava prehrambenih namirnica
kao celine.

Seme jagodastog voca je izvor veceg broja jedinjenja koja imaju bioaktivnu 1 hranljivu
vrednost [57]. Zbog toga se sve viSe iskazuje interes da se i seme jagodastog voca, koje
je inace nusproizvod pri proizvodnji razli¢itih proizvoda iz jagodastog voca, koristi za
proizvodnju razli¢itih proizvoda (brasno, ulje) koji nalaze primenu u farmaciji,
kozmetickoj industriji 1 za dobijanje zdrave hrane. I u semenu maline 1 kupine nalaze se
znacajne koli¢ine nekih bioloski vrednih komponenti (elaginska kiselina, elagitanini,
tokoferol, polifenoli, karotenoidi, nezasi¢ene masne kiseline 1 dr.). Da bi proizvodi iz
semena ovog voca mogli u potpunosti da se iskoriste, neophodno je da se ispitaju, ne
samo kvalitativni 1 kvantitativni sastav semena, ve¢ 1 promene koje mogu da nastanu u
njima pri razli¢itim uslovima u procesu proizvodnje 1 skladistenja. Gotovo svi procesi u
proizvodnji 1 preradi hrane obuhvataju i temperaturski tretman, ako ni zbog ¢ega drugog
onda zbog sterilizacije (pasterizacije). Poznato je da su bioloski vredna jedinjenja
(proteini, neki vitamini, nezasi¢ene masne kiseline 1 mnoga nezasi¢ena jedinjenja)
podlozna promenama ¢ak 1 pri relativno niskim temperaturama, a te promene mogu da
budu veoma znacajne (gubitak lako isparljivih jedinjenja, denaturacija proteina i
vitamina, termicko razlaganje nezasi¢enih jedinjenja i dr.) da u potpunosti promene

prirodu jedinjenja, ¢ime se gubi i bioloska vrednost, odnosno funkcija prvobitnog
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jedinjenja. Zbog toga je izbor metoda termalne analize pravo, ako ne i jedino resenje za

ovakvu vrstu ispitivanja.

U dosadasnjoj literaturi nema podataka o termalnoj analizi semena maline i kupine, a
nema ni podataka o kinetici procesa oksidacije ulja iz semena ovog voca. Postoji samo
podatak o oksidativnoj stabilnosti ulja iz semena crne maline. Zbog toga je cilj ove
disertacije termalna analiza semena maline i kupine, kao i ispitivanje oksidativne

stabilnosti ulja iz semena maline i kupine.

U okviru ove disertacije pomocu DSC metode odredi¢e se termalne karakteristike
semena, a potom i ulja iz semena maline i kupine (temperature i entalpije faznih
transformacija i ostalih promena koje nastaju tokom hladenja i grejanja). Takode,
pratiCe se proces oksidacije ulja iz njihovih semena, kako u izotermskim, tako i u
neizotermskim uslovima radi utvrdivanja njihove oksidativne stabilnosti i izraCunavanja
kinetickih parametara vezanih za proces oksidacije. Odredivanje kinetickih parametara
je bitno, jer omogucuje procenu stabilnosti ulja u uslovima skladiStenja, kao i
uporedivanje s nekim drugim uljima koja su ve¢ u komercijalnoj upotrebi. Analizirace
se uticaj zastupljenosti pojedinih nezasi¢enih masnih kiselina na oksidativnu stabilnost
samih ulja. IzvrSi¢e se uporedivanje kinetickih parametara dobijenih pri izotermskim
uslovima sa onim pri neizotermskim uslovima oksidacije i preporuci¢e se najbolja
metoda za ispitivanje oksidativne stabilnosti ovih ulja. Na osnovu dobijenih rezultata
ovih ispitivanja odredice se temperaturski opseg stabilnosti komponenti semena maline 1
kupine, $to je znaCajno za njithov termicki tretman tokom procesa prerade, kao 1 za

njihovu trajnost.
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2. EKSPERIMENTALNI DEO

2.1. Priprema brasna i ulja iz semena maline i kupine

Plodovi maline (Rubus idaeus L., sorta Vilamet) i kupine (R. fruticosus L., sorta
Cacanska bestrna), koji su ispitivani u okviru ove doktorske disertacije dobijeni su od
Instituta za vodarstvo u Cac¢ku, Srbija. Po dobijanju, sveZi plodovi su pakovani u
plasti¢ne kese i smrzavani na -20 °C i na toj temperaturi su skladisteni do upotrebe (0ko
mesec dana). Seme je dobijeno kao nusproizvod posle prerade plodova maline i kupine
u odgovarajuée proizvode (dZzem, Zele, Sok). Posle izdvajanja semena iz voéne pulpe,
ono je suseno na sobnoj temepraturi do stalnog sadrzaja vlage od 6-6,5 %. Neposredno
pre termalne analize seme je mleveno pomocu laboratorijskog mlina radi dobijanja

brasna.

Jedan deo tako dobijenog brasna koriséen je za dobijanje ulja (iz semena maline/kupine)
ekstrakcijom pomoc¢u heksana (Sigma—Aldrich, Missouri, USA) na slede¢i na¢in: 100 g
uzorka brasna je meSano 2 h na 4 °C u 1 | heksana. Posle toga se heksan pomoc¢u
vakuumske filtracije odvaja od uzorka i preostali uzorak se jo§ dva puta tretira na isti
nacin. Tako dobijena tri uzorka ekstrakta se na kraju pomesaju i u uslovima smanjenog
atmosferskog pritiska heksan se ukloni isparavanjem na 35 °C. Dobijena ulja (iz semena

maline/kupine) su ¢uvana na temperaturi od -20 °C do analize.

Posle ekstrakcije ulja iz brasna semena maline/kupine, dobijeni talog je dalje
ekstrahovan vodom radi izdvajanja iz semena komponenata rastvorljivih u vodi
(proteini). Vodeni ekstrakt je potom uparavan na sobnoj temperaturi do suvog ostatka,
koji je zatim analiziran pomo¢u DSC metode. Uzorak koji ostaje posle ekstrakcije
brasna heksanom i vodom (uglavnom sacinjen od polisaharida), u daljem tekstu ostatak,

susen je do konstantne mase i, takode, analiziran DSC metodom.

Ciste masne kiseline (palmitinska - 16:0, stearinska - 18:0, oleinska - 18:1, linolna -
18:2 i linoleinska - 18:3), koje su ispitivane u okviru ovog rada, kupljene su od Sigma-
Aldrich-a (Sigma—Aldrich, Missouri, USA) i njihova cistoa prema specifikaciji

proizvodaca bila je > 99 %.
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2.2. Hemijska analiza ulja iz semena maline i kupine

2.2.1. Fizickohemijska karakterizacija ulja iz semena maline i kupine

Kiselinski, peroksidni i saponifikacioni broj odredeni su pomoc¢u ISO standardnih
metoda [145-147], dok je za odredivanje jodnog broja koris¢ena Wijs metoda [148]

(Prilog B). Sva merenja vrSena su po tri puta.

2.2.2. Odredivanje sadrzaja masnih Kiselina u uljima iz semena maline i kupine

pomocu gasno-masene hromatografije (GC/MS)

SadrZaj masnih kiselina u ispitivanim uzorcima ulja odredivan je pomocu gasno-masene

hromatografije (GC/MS), posle transesterifikacije ulja.

Transesterifikacija ulja izvrSena je na sledec¢i nacin: u 6 ml metanola dodato je 36,2/30,0
mg ulja iz semena maline/kupine i kap koncentrovane sumporne kiseline. Tako dobijena
smesa je refluktovana 2 sata uz stalno mesanje. Po zavrSetku procesa transesterifikacije
kiselina je neutralisana dodatkom zasi¢enog rastvora kalijum-hidrogenkarbonata
(promena u pH vrednosti pracena je univerzalnim pH indikatorom). Posle neutralizacije
smesa je ekstrahovana heksanom (tri puta sa po 6 ml heksana). U dobijeni rastvor
heksana je dodat anhidrovani natrijum-sulfat, rastvor je proceden i uparen do suva.
Masa transesterifikovanog malinovog/kupinovog ulja je bila 40,7/33,1 mg. Od
dobijenog transesterifikovanog ulja je napravljen rastvor koncentracije oko 1 mg/ml i

potom je uradena GC/MS analiza.

Gasno hromatografska merenja izvrSena su na Agilent 7890A GC sistemu, koji je
opremljen 5975C MSD i FID detektorima, pri ¢emu je koris¢ena J&W 122-2362:
1721.45507 DB-23 kolona (60 m x 250 pm x 0,25 um). Kao nose¢i gas koriscen je
helijum sa protokom od 0,9 ml/min. Temperatura kolone je bila programirana na sledeci
nacin: prvo je na 50 °C drzana 1 minut, onda je brzinom 25 °C/min zagrejana do 175 °C
I na toj temperaturi drzana 0 minuta, a zatim brzinom 4 °C/min zagrejana do 235 °C i na

toj temperaturi drzana 5 minuta. Linija transfera je zagrejana na 240 °C, a temperatura
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FID detektora je bila 300 °C. El spektar masa (70 eV) je odredivan u m/z oblasti od 40-
500. Analiza je trajala 26 min.

2.3. Termalna analiza brasna i ulja iz semena maline i kupine

Sva merenja su izvrSena na diferencijalnom skeniraju¢em kalorimetru TA Instruments
DSC Q1000, Delaware, USA i termogravimetrijskom analizatoru TA Instruments TGA
Q500, Delaware, USA. Analiza podataka dobijenih termalnom analizom radena je
pomocu softvera TA Universal analysis 2000. Diferencijalni skeniraju¢i kalorimetar je
kalibrisan pomocu standarda indijuma visoke Ccistoce (tacka topljenja 156,60 °C,
entalpija topljenja 28,51 J/g). Termogravimetrijski analizator je za masu kalibrisan
pomocu standardnih tegova od 100 mg i 1 g, a za temperaturu pomoc¢u Ni na osnovu

njegove Kirijeve temperature (358 °C).

2.3.1. Termalna analiza brasSna iz semena maline i kupine

Za analizu brasna iz semena maline i kupine DSC metodom koriséeni su zatvoreni
aluminijumski ¢an¢i¢i. Uzorci brasna mase 50 £ 0,5 mg odmeravani su u
aluminijumske ¢anciée koji se potom zatvaraju pomoc¢u odgovarajucée prese i postavljaju
na platformu za uzorke u ¢eliji diferencijalnog skenirajuc¢eg kalorimetra. Kao referentni
¢anci¢ kori$cen je prazan zatvoren aluminijumski ¢anc¢i¢. Kroz éeliju diferencijalnog
skenirajuc¢eg kalorimetra se odrZzavao protok vazduha od 50 ml/min. Merenja su vrSena
u temperaturskom opsegu od -90 do 300 °C pod slede¢im temperaturskim rezimom:
uzorak brasna je odmah po zatvaranju celije diferencijalnog skeniraju¢eg kalorimetra
ohladen na -90 °C i drzan na ovoj temperaturi 5 min do uravnoteZenja, a potom je
brzinom od 5 °C/min grejan do 300 °C. Pod istim uslovima snimani su i osuseni vodeni
ekstrakti iz ispitivanih vrsta brasna, kao i ostatak iz ispitivanih vrsta brasna, posle
ekstrakcije heksanom i vodom. Na taj na¢in moze da se utvrdi od koje frakcije (uljane,
vodene ili ostatka) poticu termalni efekti koji se detektuju DSC analizom ispitivanih

vrsta brasna iz semena.
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Radi boljeg razdvajanja termalnih procesa na niskim temperaturama, brasna iz semena
maline i kupine su, takode, u temperaturskom opsegu od -50 do -10 °C snimana
brzinom od 2 °C/min. 1z dobijenih DSC krivih odredivane su karakteristi¢ne tacke:
temperatura pocetka termalnog procesa (onset temperature, Ton), temperatura zavrSetka
termalnog procesa (offset temperature, Tof) i temperatura maksimuma pika (Tp). Ton i
Toff odredivane su kao tacke preseka ekstrapolisane bazne linije i tangente na nagib

egzotermnog/endotermnog pika (slika 12).

Toplotni tok

Temperatura

Slika 12. Nacin odredivanja karakteristicnih tacaka (Ton — temperatura pocetka
procesa, Toff — temperatura zavrsetka procesa i Tp — temperatura maksimuma pika) na
piku DSC krive [149].

Ispitivanje termo-oksidativnog razlaganja brasna iz semena maline i kupine vrSeno je
pomocu termogravimetrijske analize. U tu svrhu uzorci braSna grejani su u
temperaturskom opsegu od 25 do 700 °C, u struji vazduha sa protokom od 60 ml/min.
Uzorci braSna mase 12,0 + 0,5 mg odmeravani su u ¢ancicu od platine i potom unoseni
u TG pe¢ pomocu autosamplera. Dobijene TG krive, kao i njihove derivativne krive
(DTG), koris¢ene su za analizu termalne stabilnosti brasna iz semena maline i kupine.

Temperatura pocetka (Ton) termo-oksidativnog razlaganja ispitivanih vrsta brasna
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odredivana je pomo¢u DTG krive (kao presek ekstrapolisane bazne linije i tangente na
nagib pika koji nastaje kao rezultat termalnog razlaganja). Ton je koris¢ena kao

pokazatelj otpornosti brasna na termo-oksidativno razlaganje.

2.3.2. Termalna analiza ulja iz semena maline i kupine

Za analizu ulja iz semena maline i kupine pomo¢u DSC metode korisc¢eni su otvoreni
aliminijumski ¢anci¢i. Uzorci ulja mase 3,0 + 0,3 mg odmeravani su u aluminijumske
¢anci¢e koji se potom pomocu autosampler-a postavljaju na platformu za uzorke u
¢eliji diferencijalnog skenirajuceg kalorimetra. Kao referentni ¢ancic¢ koriséen je prazan
otvoren aluminijumski ¢anci¢. Kroz ¢eliju diferencijalnog skeniraju¢eg kalorimetra se
odrzavao protok vazduha od 50 ml/min. Merenja su vrSena u temperaturskom opsegu od
-90 do 40 °C primenom slede¢eg temperaturskog rezima: uzorak ulja je po zatvaranju
¢elije diferencijalnog skenirajuceg kalorimetra uravnotezen na 40 °C a potom hladen do
-90 °C brzinom hladenja od 2 °C/min, na temperaturi od -90 °C je drzan 5 min radi
uravnotezenja, a potom je brzinom od 2 °C/min grejan nazad do 40 °C. Pri istim
uslovima snimane su i Ciste masne kiseline, radi odredivanja njihovih termalnih
karakteristika 1 ispitivanja uticaja njihove zastupljenosti u ispitivanim uljima na

termalne osobine ulja.

Tokom grejanja ispitivanih ulja koris¢en je modulovani DSC radi uspeSnijeg
razdvajanja termalnih procesa. Pri tom je koris¢ena modulaciona temperatura od
+ 0,5 °C sa periodom od 40,0 s. MDSC pomaze da se bolje razumeju procesi topljenja i
rekristalizacije, koji se odvijaju u uljima tokom njihovog grejanja. Kad su u pitanju ulja,
reverzni toplotni tok, koji se dobija kao jedan od signala MDSC metodom, ukazuje na
topljenje i staklasti prelaz u uljima, dok ireverzni toplotni tok ukazuje na rekristalizaciju
u uljima [98]. Uporedivanjem reverznog toplotnog toka sa ireverznim moze da se
razdvoji egzotermni rekristalizacioni pik od endotermnog pika topljenja ulja, kad se ova
dva preklapaju. Specificni toplotni kapacitet (Cp) oba ispitivana ulja odreden je u
temperaturskom opsegu od -90 do 40 °C pri brzini grejanja od 2 °C/min pomoc¢u MDSC
krivih.
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2.3.3. Odredivanje oksidativne stabilnosti ¢istih masnih kiselina i ulja iz semena

maline i kupine pomoéu DSC metode

Odredivanje oksidativne stabilnosti ¢istih masnih kiselina i ulja iz semena maline i
kupine pomo¢u DSC metode radeno je u izotermskim i neizotermskim uslovima, prema
ASTM metodama [150,151].

U neizotermskim uslovima ispitivani uzorak, mase 3,0 = 0,3 mg, se greje brzinom 10
°C/min u otvorenom aluminijumskom ¢anciéu, pri protoku kiseonika od 50 ml/min, od
40 °C do pocetka procesa oksidacije uzorka, $to se na DSC krivoj vidi pojavom
egzotermnog pika. Sa dobijene DSC krive odreduju se temperatura pocetka oksidacije

(Ton) | temperatura maksimuma pika (Tp).

U izotermskim uslovima ispitivani uzorak, mase 3,0 £ 0,3 mg, se greje brzinom 10
°C/min u otvorenom aluminijumskom ¢ancicu, pri protoku azota od 50 ml/min, do 120
°C, kada se u c¢eliju diferencijalnog skenirajuceg kalorimetra uvodi Kiseonik (protok 50
ml/min). Pod ovim uslovima uzorak se odrzava do pojave egzotermnog pika na DSC
krivoj, Sto ukazuje na pocetak procesa oksidacije ispitivanog uzorka. Sa dobijene DSC
krive odreduje se indukciono vreme oksidacije (OIT) uzorka i vreme maksimuma pika
(tp). OIT vrednosti su odredivane u tacki preseka ekstrapolisane bazne linije i tangente

na nagib egzotermnog pika oksidacije.

2.3.4. Odredivanje kinetickih parametara procesa oksidacije ulja iz semena maline

I kupine pomo¢u DSC metode

Odredivanje kineti¢kih parametara procesa oksidacije ulja iz semena maline i kupine
pomoc¢u DSC metode radeno je po uputstvima i preporukama za skupljanje kinetickih
podataka i sprovodenje kinetickih izracunavanja od strane ICTAC Kinetics Committee
[133,134] (Prilog A). Za snimanje uzoraka ulja pomo¢u DSC metode i ovde su koriséeni
otvoreni aliminijumski ¢anci¢i. Uzorci ulja mase 3,0 £ 0,3 mg odmeravani su u
aluminijumske ¢anciée koji se potom pomocu autosampler-a postavljaju na platformu za
uzorke u ¢eliji diferencijalnog skenirajuceg kalorimetra. Kao referentni ¢ancic¢ korisé¢en

je prazan otvoren aluminijumski c¢anci¢. Kroz c¢eliju diferencijalnog skenirajuceg
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kalorimetra se odrzavao protok kiseonika (Cistoce 99,95 %) od 50 ml/min. Tokom
procesa oksidacije ulja, zbog velikog viska kiseonika usled stalnog protoka, potrosnja
kiseonika se moze zanemariti. Takvi uslovi omogucavaju stvaranje peroksida nezavisno
od koncentracije kiseonika, Sto Cini autooksidaciju ulja reakcijom prvog reda. Ovo je
osnovna aproksimacija koja je koriS¢ena pri racunanju kinetickih parametra procesa
oksidacije: energije aktivacije, Ea (J/mol), predeksponencijalnog ili frekventnog faktora,
A (min) i reakcione konstante brzine, k (min™?). Odredivanje kineti¢kih parametara
procesa oksidacije ispitivanih ulja radeno je i u izotermskim i u neizotermskim

uslovima.

2.3.4.1. Odredivanje kinetickih parametara procesa oksidacije ulja iz semena

maline i kupine u neizotermskim uslovima

U neizotermskim uslovima ispitivana ulja su grejana sa Sest razli¢itih brzina grejanja, fi
(2,5, 7,5, 10, 15, 20 °C/min) s poc¢etkom od 40 °C do pocetka procesa oksidacije, §to se
na DSC krivoj pokazuje u vidu egzotermnog pika. 1z dobijenih DSC krivih odredivane
su karakteristicne tacke: temperatura pocetka procesa oksidacije (Ton) I temperatura

maksimuma pika (Tp).

Ton je temperatura u Kkojoj se moze smatrati da je stepen konverzije (o) procesa
oksidacije ulja priblizno isti (tezi nuli) za sve brzine grejanja. Stepen konverzije u
hemijskoj reakciji ili obim reakcije pojedine komponente koja ucestvuje u reakciji jeste
broj molova te komponente u datom vremenu podeljen brojem molova iste komponente
na pocetku reakcije (0 < a < 1). U termalnoj analizi stepen konverzije (o)) definiSe se kao
protok toplote u datom vremenu ili na datoj temperaturi podeljen protokom toplote u
vremenu ili na temperaturi na kojoj je signal protoka toplote dostigao svoj maksimum
[152]:

a = (signalo — signal)/(signalo — signaly) 3

gde su (signalo) i (signalf) pocetni i maksimalni signali protoka toplote, redom.
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Zbog toga je za racunanje kinetickih parametara procesa oksidacije ispitivanih ulja u
tacki Ton koris¢ena izokonverziona Kissinger-Akahira-Sunose (KAS) metoda [133]. Ova

metoda se zasniva na koris¢enju sledece jednacine:

In( g, /T2

on,i

y=a-(L/T

on,i

)+b 4)

gde je fi brzina grejanja (K/min), a Ton,i je temperatura pocetka oksidacije (K). Indeks i
se odnosi na razli¢ite brzine grejanja. Linearnom regresijom (In(8i/T%n,i)) u funkciji
1/Toni, iz nagiba i odseCka raunaju se energija aktivacije i predeksponencijalni faktor

za proces oksidacije ulja u tacki Ton prema slede¢im jednacinama:

a= _Ea,on /R (5)
b=In(A,,R/E,,,) (6)

gde su a i b nagib i odsecak iz jednacine (4), redom, R je univerzalna gasna konstanta
(8,314 J/molK), a A’on = Aon/g(a) (g(a) je integralni oblik reakcionog modela, a kako je
a=const. u Ton, takode je i g(a) konstanta). Dakle, na osnovu KAS metode energija
aktivacije se racuna po slede¢oj jednacini:

din(8 /Tan,)

aon = —RW (7)

Za raCunanje aktivacione energije i predeksponencijalnog faktora procesa oksidacije
ulja u maksimumu DSC pika, pomocu Tp, koriséena je Kissinger metoda [153], koja se

zasniva na slede¢oj jednacini:

| ﬂi _I APR f' Eavp 8)
2 )T e, () RT, (

gde je f'(a) = df (a)/da, a f(a) je diferencijalni oblik reakcionog modela. U slucaju

reakcije prvog reda, kakva je u ovom slucaju reakcija oksidacije ulja, f'(a) = —1, pa

jednacina (8) moze da se napise kao:
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: AR) E
In(ﬁz')zln[ : J— 2P 9)
T, E.. RT,;
Linearnom regresijom leve strane jednacine (In(Si/T?%,)) u funkciji od 1,/ T,; dobijaju se

nagib i odsecak iz kojih se dalje izracunavaju aktivaciona energija i predeksponencijalni

faktor procesa oksidacije u maksimumu pika.

Dobijene vrednosti energije aktivacije i predeksponencijalnog faktora mogu da se
iskoriste za izracunavanje konstante brzine procesa oksidacije ulja, pomocu Arenijusove

jednacine:

k=A-exp(—E, | RT) (10)

2.3.4.2. Odredivanje kinetickih parametara procesa oksidacije ulja iz semena

maline i kupine u izotermskim uslovima

U izotermskim uslovima uzorci ispitivanih ulja zagrevani su brzinom 10 °C/min u struji
azota (50 ml/min) do Zeljene temperature, T;i (110, 115, 120, 125, 130, 135, 140 i 145
°C). Zatim se u ¢eliju diferencijalnog skeniraju¢eg kalorimetra uvodi kiseonik (50
ml/min) i odrZava se temperatura Ti, pri cemu se meri vreme koje protekne do pocetka
oksidacije (Oxidation Induction Time, OIT), a na DSC krivoj se javlja egzotermni pik.
OIT vrednosti, u principu, predstavljaju vreme za koje proces oksidacije ulja, na
razli¢itim temperaturama Ti, postigne isti stepen konverzije (blizak nuli). Shodno tome,
za raCunanje aktivacione energije i predeksponencijalnog faktora na osnovu OIT
vrednosti kori§¢ena je integralna izokonverziona metoda za izotermske uslove [133].

Ona se zasniva na kori$¢enju sledece jednacine:

Int, . = In(Mj+i (11)
' A ) R,

gde je t,,i (min) vreme potrebno za postizanje datog stepena konverzije () na razli¢itim
temperaturama T; (K), g(a) je integralni oblik reakcionog modela (za o = const., g(a) je
takode konstanta), E.. I A, SU aktivaciona energija i predeksponencijalni faktor za dati
stepen konverzije, redom. Za OIT jednacina (11) moze da se napise:
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gde je kot = 1/OIT, a A'oir je proporcionalno sa Aot zbog konstantnog stepena
konverzije. Energija aktivacije i pre-eksponencijalni faktor mogu da se izraunaju iz
nagiba i odesecka, redom, prave dobijene linearnom regresijom Inkoiri u funkciji 1/T;,
pomoc¢u metode najmanjih kvadrata. U ovom slucaju nagib i odsec¢ak su —Eaor/R i

InA'orT, redom.

2.4, Statisticka analiza

Sva merenja i eksperimenti u okviru ovog rada su ponavljani po tri puta i dobijene
vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD (standardna devijacija). Svi dobijeni
podaci su podvrgnuti analizi varijanse (ANOVA) radi poredenja njihovih srednjih
vrednosti. ANOVA kao rezultat daje odgovor na to da li su sve ispitivane srednje
vrednosti medusobno jednake ili nisu. Kada je slucaj da se uporeduju dve srednje
vrednosti onda se ANOVA analizom dobija kompletan rezultat. Medutim, kad se
ANOVA koristi za analizu viSe od dve srednje vrednosti, u slucaju kad je rezultat da
srednje vrednosti nisu sve medusobno jednake, ne moze se znati da li je razlika
statisticki znaCajna izmedu svih ispitivanih srednjih vrednosti, ili samo izmedu
pojedinih (Sto znaci da u okviru ispitivaniih srednjih vrednosti neke od njih mogu biti
medusobno jednake, ali ne sve). Da bi se utvrdilo izmedu kojih srednjih vrednosti
postoji statistiCki znacajna razlika koris¢en je post-hoc Tukey-jev HSD (honestly
significant differences) test sa nivoom statistiCke znacajnosti od p < 0,05 i intervalom
poverenja od 95 %. Pomocu ovog testa utvrduje se da li su medusobne razlike izmedu
svih ispitivanih srednjih vrednosti statisticki znacajne ili ima srednjih vrednosti koje se
statisticki ne razlikuju znacajno. U skladu sa rezultatima ovog testa srednje vrednosti u
tabelama prikazane su sa slovima u indeksu. Srednje vrednosti sa razli¢itim slovom u
indeksu su medusobno razliCite sa statistickom zna¢ajnos$¢éu od p < 0,05. Ton, Tp i OIT
vrednosti su kori§¢ene za izraCunavanje kinetickih parametara (Ea, A, k). Linearna
regresiona analiza kinetickih podataka pri raCunanju kinetickih parametara vrSena je

pomocu softvera OriginPro 8.0.
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3. REZULTATI | DISKUSIJA

3.1. Termalna analiza brasna iz semena maline i kupine

Na slici 13 prikazane su DSC krive dobijene zagrevanjem brasna iz semena maline i
kupine (A), osusenih vodenih ekstrakata iz brasna (B) i ostataka iz brasna posle
ekstrakcije heksanom i vodom (C), u temperaturskom opsegu od -90 do 300 °C,

brzinom grejanja od 5 °C/min.

Na osnovu dobijenih DSC krivih jasno se vidi da su termalne osobine ispitivanih vrsta
brasna iz semena maline i kupine medusobno veoma sli¢ne. Kod oba brasna iz semena
(slika 13A) u temperaturskom opsegu od oko -50 do -10 °C javlja se slozen DSC signal,
koji je posledica odvijanja dva ili viSe termalna procesa na medusobno bliskim
temperaturama, pa se njihovi toplotni efekti preklapaju i daju slozen DSC signal.
Takode, kod oba uzorka se na oko (Tp) 10 °C javlja endotermni pik manjeg intenziteta.
Na DSC krivama vodenih ekstrakata iz ispitivanih brasna iz semena (slika 13B) i
ostataka brasna iz semena posle ekstrakcije heksanom i vodom (slika 13C), vidi se da
termalni procesi u temperaturskom intervalu od -50 do -10 °C i endotermni pik na oko
10 °C izostaju. Na osnovu toga moze da se zakljuci da oni nastaju usled faznih prelaza
frakcije koja je iz semena uklonjena ekstrakcijom heksanom. Ova frakcija predstavlja
ulja koja se nalaze u ispitivanom semenu [154—156]. Pri ispitivanju palminog ulja Tan i
saradnici [100] su na DSC krivi u fazi grejanja ulja dobili dva endotermna pika, od kojih
su pik na niZoj temperaturi pripisali topljenju triacilglicerola bogatih oleinskom
kiselinom (frakcija nezasi¢enih molekula TAG-a), a pik na vi$oj temperaturi topljenju
triacilglicerola bogatih stearinskim kiselinom (frakcija zasi¢enih molekula TAG-a).
Sli¢ne razultate (razdvojene endotermne pikove usled topljenja zasicene i nezasicene
frakcije molekula TAG-a) dobili su i Chatziantoniou i saradnici [157] pri topljenju
grckog devicanskog maslinovog ulja. Na osnovu toga moze da se zaklju¢i da fazni
prelazi u temperaturskom intervalu od -50 do -10 °C kod ispitivanog semena poti¢u od
frakcije nezasi¢enih molekula TAG-a, dok endotermni pik na oko 10 °C nastaje usled

topljenja frakcije zasi¢enih molekula TAG-a prisutnih u semenu maline i kupine.
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Slika 13. DSC krive pri grejanju (A) brasna iz semena maline (isprekidana linija) i kupine
(puna linija); (B) vodenih ekstrakata iz semena maline (isprekidana linija) i kupine (puna
linija), (strelicama su oznaceni endotermni pikovi nastali usled denaturacije proteina); (C)

ostataka brasna iz semena maline (isprekidana linija) i kupine (puna linija) posle

ekstrakcije heksanom i vodom; brzina grejanja 5 °C/min, protok vazduha 50 ml/min.
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Kako je iz literature poznato da su semena maline i kupine veoma bogata nezasi¢anim
masnim kiselinama [55-57], takode moze da se zaklju¢i da je frakcija zasi¢enih
molekula TAG-a prisutna u ovim semenima veoma mala, pa je shodno tome i termalni
efekat koji proisti¢e iz njihovih fazniih prelaza dosta manji u odnosu na efekat koji daje

nezasi¢ena frakcija molekula TAG-a prisutna u ispitivanim semenima.

U temperaturskom opsegu od oko 35 do 140 °C kod oba brasna se na DSC krivama
(slika 13A) javlja Sirok endotermni pik s maksimumom (Tp) na 91,22 °C za brasno iz
semena maline i na 92,89 °C za brasno iz semena kupine. Ovaj signal je posledica
isparavanja vode prisutne u ispitivanom semenu [158,159]. Na DSC krivama vodenih
ekstrakata iz semena maline i kupine (slika 13B), koji zbog rastvorljivosti proteina u
vodi, u stvari, predstavljaju proteinsku frakciju ispitivanih semena, pored S$irokih
endotermnih pikova sa Tp na 101,88 °C za malinu i 99,96 °C za kupinu, vide se i
endotermni pikovi manjeg intenziteta (oznaceni strelicama na slici 13B) sa Tp na
46,31 °C za malinu i 46,92 °C za kupinu. Cug i Lcard-Verniere [160] su nasli sli¢ne
endotermne pikove (izmedu 41 i 54 °C) na DSC krivama griza (11 % vlage), koje su
pripisali raskidanju slabo energetskih interakcija proteina, odnosno, denaturaciji
proteina prisutnih u grizu. Uzorci proteina iz suncokreta sa vlazno$¢u od 6 do 17 %,
takode, na DSC snimcima daju endotermni pik na oko 60 °C [161], dok proteini iz soje
pokazuju mali endotermni pik na oko 52 °C [158]. Na osnovu toga moze se zakljuciti da
endotermni pikovi na 46,31 °C za malinu i 46,92 °C za kupinu, nastaju usled
denaturacije proteina. Glavni razlog $to se ovi endotermni pikovi ne vide izdvojeni od
Sirokog endotermnog pika na DSC krivama brasna iz semena maline i kupine (Slika
13A) je relativno mala koncentracija proteina u semenima maline i kupine (oko 12 %)
[16]. Usled male koncentracije, a uz to i malog energetskog efekta denaturacije proteina
u odnosu na energetski efekat isparavanja vode prisutne u ispitivanim semenima [158],
endotermni pik denaturacije proteina je prekriven endotermnim pikom isparavanja vode.
U slucajevima vodenih ekstrakata, gde proteini iz semena ¢ine glavni udeo, usled
povecane koncentracije proteina energetski efekat njihove denaturacije postaje merljiv,
iako i dalje dosta manji u odnosu na energetski efekat isparavanja preostale vode (voda

vezana za proteine), sto se i vidi na dobijenim DSC krivama (slika 13B).
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Kad se uporede endotermni pikovi koji nastaju usled isparavanja vode iz brasna
ispitivanih semena (slika 13A) sa onima nastalim isparavanjem vode iz vodenih
ekstrakata (slika 13B), vidi se da se pikovi kod brasna zavrSavaju na nizim
temperaturama (Toff Oko 140 °C za oba brasna), dok temperatura zavrsetka pikova kod
vodenih ekstrakata ne moze da se odredi s dobrom ta¢no$¢u (gruba procena,
ekstrapolacijom bazne linije na pocetku DSC krive, Toft je oko 185 °C za oba vodena
ekstrakta), jer se endotermni pikovi nastavljaju na egzotermne. Razlog za to je
medudejstvo preostale vode i proteina u vodenim ekstraktima [158]. Usled tog
medudejstva, proteini jace ili slabije vezuju vodu za sebe, u zavisnosti od vrste
interakcije. Proteini, koji jaCe vezuju vodu, zadrZavaju je u uzorcima do veéih
temperatura pri zagrevanju uzoraka, $to dovodi do Sirenja endotermnih pikova

isparavanja vode ka ve¢im temperaturama.

S porastom temperature na DSC krivama oba brasna (slika 13A) javlja se egzotermni
proces s pocetkom na temperaturi (Ton) 0d 210 °C za oba uzorka. Ovaj egzotermni
proces odgovara termo-oksidativnom razlaganju ispitivanih uzoraka brasna, tokom
kojeg dolazi do razgradnje organskih sastojaka prisutnih u semenu maline i kupine
(lipidi, proteini i polisaharidi) [162-164]. Sa slike 13C, odnosno DSC krivih grejanja
ostataka ispitivanih brasna posle ekstrakcije heksanom i vodom, moze se videti da
termo-okisdativno razlaganje preostalih organskih sastojaka semena maline i kupine
(uglavnom polisaharida) pocinje na nesto viSoj temperaturi (Ton) Oko 225 °C. To
ukazuje da su ulja i proteini, od prisutnih organskih komponenata u ispitivanim

semenima, najpodlozniji termo-oksidativnom razlaganju.

Radi boljeg razdvajanja termalnih efekata koji se javljaju u temperaturskom opsegu od
-50 do -10 °C, a samim tim i preciznijeg odredivanja njihovih karakteristi¢nih tacaka
(Ton, Toff i Tp), ispitivana brasna su u ovom temperaturskom intervalu snimljena brzinom

grejanja od 2 °C/min, a odgovaraju¢e DSC krive su prikazane na slici 14.
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Slika 14. DSC krive pri grejanju brasna iz semena maline (isprekidana linija) i kupine

(puna linija), brzina grejanja 2 °C/min, protok vazduha 50 ml/min.

Na DSC krivama prikazanim na slici 14 vide se dva endotermna pika, s maksimumima
(Tp) na -43,16 i na -22,90 °C za brasno iz semena maline i na -41,46 i na -19,94 °C za
brasno iz semena kupine. Vidi se i jedan egzotermni pik, s maksimumom (T,) na
-40,35 °C za brasno iz semena maline i -38,55 °C za brasno iz semena kupine.
Endotermni pik na nizoj temperaturi i egzotermni pik poti¢u od polimorfizma ulja
prisutnih u ispitivanim semenima, o ¢emu ¢e viSe re¢i biti u poglavlju 3.3.1., dok
endotermni pik na vi$oj temperaturi potice od topljenja kristalnog oblika ulja [83]. Na
osnovu ovog endotermnog pika moze da se odredi da triacilgliceroli prisutni u semenu
maline i kupine poc¢inju da se tope na temperaturi (Ton) -26,44 i na -24,02 °C, a potpuno
prelaze u teCno stanje na temperaturi (Torr) -19,77 i1 na -15,99 °C, redom. Poznavanje
ovih temperatura je veoma vazno pri odredivanju uslova u kojima ¢e se skladistiti
malina i kupina, a samim tim i njihovo seme, tokom ¢uvanja do prerade u odgovarajucée
proizvode, jer je bitno da u toku skladiStenja triacilgliceroli prisutni u semenu budu u
vrstom stanju. Cvrsto stanje ograni¢ava pokretljivost molekula triacilglicerola i na taj
nacin ¢ini da su oni manje podlozni procesu oksidacije, kao i hidrolizi u prisustvu
enzima lipaze [82,98]. Smrznute plodove maline i kupine trebalo bi skladistiti na

temperaturama nizim od temperatura pocetka (Ton) topljenja triacilglicerola prisutnih u
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semenu maline i kupine, radi oCuvanja kvaliteta ulja prisutnog u ovom semenu, a

narocito kad je vreme skladistenja duze.
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Slika 15. TG/DTG krive brasna iz semena: (A) kupine; i (B) maline, brzina grejanja 5
°C/min, protok vazduha 60 ml/min.

Za ispitivanje termo-oksidativne stabilnosti brasna iz semena maline i kupine u
temperaturskom intervalu od 25 do 700 °C kori$¢ena je termogravimetrijska analiza. Na
slici 15 prikazane su dobijene TG krive i njihove diferencijine DTG krive pri brzini
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grejanja od 5 °C/min u atmosferi vazduha, za oba brasna, a u tabeli 12 su prikazani
rezultati dobijeni termogravimetrijskom analizom brasna iz semena maline i kupine.
Prvi gubitak mase odmah na poc¢etku TG krive, kod oba uzorka, predstavlja isparavanje
vode prisutne u semenima [163,165]. Uporedivanjem DSC krivih (slika 13A) sa TG
krivama vidi se da $iroki endotermni pik u temperaturskom opsegu od oko 35 do 140 °C
na DSC krivama odgovara gubitku vode na TG/DTG krivama. Takode, na TG/DTG
krivama se vidi da termo-oksidativno razlaganje oba brasna poc¢inje na oko 210 °C, $to

je u skladu s rezultatima dobijenim iz DSC krivih.

Tabela 12. Rezultati termogravimetrijske analize brasna iz semena maline i kupine.

Brasno iz semena Brasno iz semena
kupine maline
Vlaznost (%) 6,19 + 0,23 6,10 + 0,312
| stepen termo-oksidativnog
) 59,39 + 2,28? 63,04 + 2,49h°
razlaganja (%)
Il stepen termo-oksidativnog
) 32,99 + 1,432 29,36 + 2,02°
razlaganja (%)
Pepeo (na 700 °C) (%) 1,42 +0,122 1,49 + 0,262

Srednje vrednosti sa razli¢itim slovom u indeksu unutar istog reda su medusobno
razli¢ite sa statistiCkom znacajno$¢u od p < 0,05 prema ANOVA analizi, broj
ponavljanja: n = 3.

ANOVA analiza je pokazala da nema statisticki znacajne razlike izmedu vrednosti
sadrzaja vlage i pepela u braSnu iz semena kupine u odnosu na vrednosti ovih

parametara u brasnu iz semena maline.

Na osnovu oblika TG/DTG krivih oba uzorka moze da se zakljuc¢i da se termo-
oksidativno razlaganje brasna iz semena maline i kupine odvija kroz dva stupnja, jer
TG/DTG krive imaju dva stepena gubitka mase, koja odgovaraju razlaganju uzoraka.
Karakteristi¢ne tacke, pocetka (Ton) i zavrSetka (Toff) procesa, oba stupnja termo-

oksidativnog razlaganja odredene su iz DTG krivih. Sto se ti¢e termalne stabilnosti
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semena maline i kupine, prvi stupanj razlaganja je daleko vazniji, zato $to u toku ovog
stupnja dolazi do razgradnje organskih sastojaka prisutnin u semenima koji imaju
nutritivnu vrednost, kao §to su nezasi¢ene masne kiseline, proteini, polisaharidi i dr.
[164]. Prvi stupanj termo-oksidativnhog razlaganja oba brasna odvija se u
temperaturskom opsegu od 210 do 392 °C, dok se drugi stupanj odvija u opsegu od 392
do 490 °C za seme maline i od 392 do 513 °C za seme kupine. Ovaj drugi Stupanj
termo-oksidativnog razlaganja odgovara razgradnji zasi¢enih masnih kiselina i drugih
supstanci koje nastaju polimerizacijom proizvoda nastalih razlaganjem u prethodnoj fazi
[156,166].

3.2. Hemijska karakterizacija ulja iz semena maline i kupine

Prinos ulja posle ekstrakcija iz semena pomoc¢u heksana bio je 16-18 %, za oba semena.
To je u skladu s literaturnim podacima gde se ta vrednost krece od 11-23 %
[16,55,82,83]. Posle dobijanja ulja uradena je njegova fizickohemijska karakterizacija,
pri ¢emu su odredeni kiselinski, peroksidni, jodni i saponifikacioni broj. Dobijeni

rezultati su prikazani u tabeli 13.

Tabela 13. Fizicko-hemijske karakteristike ulja iz semena maline i kupine.

Parametar Ulje iz semena kupine | Ulje iz semena maline
Kiselinski broj (mg KOH/qg) 2,34 £ 0,08? 6,44 + 0,08°
Peroksidni broj (megqO2/kg) 5,21 +0,132 9,54 +0,27°

Jodni broj (mg 12/g) 188,32 + 0,43? 162,38 + 0,51°
Saponifikacioni broj (mg KOH/g) | 192,30 + 0,362 188,59 + 0,24°

Srednje vrednosti sa razli¢itim slovom u indeksu unutar istog reda su medusobno
razli¢ite sa statistickom znacajnos¢u od p < 0,05, prema ANOVA analizi, broj
ponavljanja: n = 3.

Na osnovu sprovedene ANOVA analize utvrdeno je da su vrednosti fizickohemijskih

parametara (Kiselinski, peroksidni, jodni i saponifikacioni broj) ulja iz semena kupine
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razli¢ite u odnosu na vrednosti ovih parametara dobijenih za ulje iz semena maline sa

statistickom znacajnos¢u od p < 0,05.

Kiselinski broj je najéeS$¢i parametar koji se koristi pri karakterizaciji nekog ulja ili
masti. On se definiSe kao koli¢ina kalijum-hidroksida, izrazena u mg, potrebna da se
neutraliSu organske kiseline prisutne u 1g ulja ili masti. Kiselinski broj je u stvari mera
slobodnih masnih kiselina prisutnih u ispitivanom ulju. Kvalitet sirovog ulja se Cesto
vrednuje prema sadrzaju slobodnih masnih kiselina, odnosno njegovoj kiselosti, zato $to
su slobodne masne kiseline podloznije procesu oksidacije, pa ¢e ulje s ve¢im sadrzajem
slobodnih masnih kiselina brze oksidovati, a samim tim i izgubiti na kvalitetu. Ovaj
parametar (kiselinski broj), takode, je i pokazatelj kako je seme iz kojeg su ova ulja
dobijena tretirano pre i za vreme ekstrakcije ulja iz njega, tj. ako mu je vrednost visoka
(prema Pravilniku o kvalitetu i drugim zahtevima za jestiva biljna ulja i masti iz 2013.
godine prihvatljiva vrednost kiselinskog broja za jestiva nerafinisana ulja je do 4,0 mg
KOH/g) to ukazuje na neodgovarajuée uslove skladistenja (npr. visoka temperatura i
relativna vlaznost), kao i procesa primenjenih u toku njegove prerade. Povecéanje
sadrzaja slobodnih masnih kiselina u uzorcima ulja ukazuje da je u toku skladistenja
doslo do hidrolize molekula triacilglicerola, koja se odvija pod dejstvom enzima lipaze
[82]. Zbog toga je neophodno da triacilgliceroli, koji se nalaze u semenima, budu u
¢vrstom stanju (smrznuti) tokom skladiStenja, kako bi se dejstvo enzima svelo na
najmanju meru. Kako je pokazano u poglavlju 3.1., triacilgliceroli prisutni u semenima
maline i kupine, poc¢inju da se tope na temperaturama iznad -26,44 i -24,02 °C, redom,
tako da je odredeni deo ulja u semenima u te¢nom stanju ako je temperatura skladiStenja
ve¢a od pomenutih temperatura i samim tim podlozniji su hidrolizi. Uzorci kupine i
maline, koriS¢eni u ovom radu, ¢uvani su mesec dana na -20 °C do upotrebe i to je
najverovatnije razlog Sto je vrednost kiselinskog broja za ulje iz semena maline veca od

dozvoljene (4,0 mg KOH/q).

Vrednosti kiselinskog broja za ulja iz semena maline i kupine, koje mogu da se nadu u
literaturi, razlikuju se od onih koje su dobijene u ovom radu. Vrednosti koje su dobili
Dimi¢ i saradnici [55,82] su vece za oba ulja u odnosu na vrednosti u ovom radu, dok su
Van Hoed i saradnici [59] dobili sli¢ne vrednosti za ulje iz kupine i manje vrednosti za
ulje iz maline u odnosu na vrednosti dobijene u ovom radu. Jedan od razloga za to moze

da bude sto sadrzaj slobodnih masnih kiselina moze da se menja u zavisnosti od sorte
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plodova iz kojih je ulje dobijeno. Drugi razlog, koji je i bitniji sa tehnoloskog gledista,

jesu uslovi skladistenja voca pre upotrebe, kao i vreme trajanja skladiStenja.

Dimi¢ i saradnici su Koristili iste sorte kupine i maline kao i sorte koje su koriS¢ene u
ovom radu. Medutim, oni su ¢uvali smrznute plodove maline i kupine (a samim tim i
njihovo seme) osam meseci do njihove upotrebe na temperaturi od -18 °C, dok su
plodovi maline i kupine, koji su kori$¢eni u ovom radu, ¢uvani na -20 °C jedan mesec
do upotrebe. U poglavlju 3.1. pokazano je da se triacilgliceroli prisutni u semenu maline
I kupine tope na temperaturama iznad -26,44 i -24,02 °C, redom. Na osnovu toga moze
da se zakljuci da je u semenu smrznutih plodova maline i kupine, koje su koristili Dimi¢
1 saradnici, kao i u plodovima koris¢enim u ovom radu, jedan deo triacilglicerola bio u
teCnom stanju tokom skladistenja. Razlog §to su Dimi¢ i saradnici dobili vece vrednosti
kiselinskog broja jeste u tome §to je period skladiStenja smrznutih plodova bio duzi
(osam meseci), pa su samim tim i molekuli triacilglicerola duze bili izlozeni dejstvu
enzima, odnosno hidrolizi. Van Hoed i saradnici Koristili su sorte maline i kupine

razli¢ite od onih u ovom radu, i pri tom su koristili sveze plodove.

Za procenu kvaliteta uzoraka ulja, takode, je vazno ispitati i njihovo oksidativno stanje,
jer je oksidacija ulja jedna od glavnih reakcija koja uti¢e na kvalitet ulja i proizvoda od
ulja. Proces oksidacije ulja moze da se podeli u dve faze: prva faza — nastajanje
hidroperoksida (primarni oksidacioni proizvodi) i druga faza - razlaganje
hidroperoksida do daljih proizvoda (sekundarni oksidacioni prizvodi), koji daju uzegao
ukus i miris oksidovanih ulja. Peroksidna vrednost, kao pokazatelj primarnih
oksidacionih proizvoda, je oko dva puta veca u ulju iz semena maline u odnosu na onu u
ulju iz semena kupine, §to ukazuje na to da je ulje iz semena kupine stabilnije u pogledu
oksidacije od ulja iz maline. O oksidativnoj stabilnosti ova dva ulja bi¢e vise reci u

poglavljima 3.3.2. i 3.3.3.

Vrednost jodnog broja je mera nezasi¢enosti masnih kiselina koje ulaze u sastav
molekula triacilglicerola i ona moze da se koristi za odredivanje tipa i porekla
ispitivanih ulja. Vrednosti jodnog broja dobijene za ulja iz semena maline i kupine su
relativno visoke (vrednosti za suncokretovo ulje, koje ima oko 70 % polinezasi¢enih
masnih kiselina, kre¢u se od 125 do 136 mg I>/g [167]), $to ukazuje na to da su ova ulja

visoko nezasi¢ena ulja, tj. bogata nezasi¢enim masnim kiselinama. Vrednost
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saponifikacionog broja predstavlja sadrzaj kalijum-hidroksida potrebnog za
saponifikaciju svih slobodnih i vezanih masnih kiselina u ispitivanom ulju. Vrednosti
saponifikacionog broja dobijene u ovom radu su slicne vrednostima koje su dobijali
drugi autori za ulje iz semena maline (191 — 211 mg KOH/g) [56,83]. Dobijene
vrednosti saponifikacionog broja ukazuju na mogucnost kori§éenja ispitivanih ulja u
proizvodnji tecnih sapuna, Sampona, krema za brijanje i drugih kozmetic¢kih proizvoda
[83].

Za analizu sastava ulja, odnosno, odredivanje procentualnog udela pojedinacnih masnih
kiselina koje ulaze u sastav ispitivanih ulja, kori§¢ena je gasno-masena hromatografija.
Na slici 16 su prikazani dobijeni hromatogrami, a u tabeli 14 rezultati dobijeni na

osnovu ovih hromatograma [168,169].
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Slika 16. Hromatogrami dobijeni GC-MS analizom ulja iz semena (A) maline i
(B) kupine.

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 14 moze da se zakljuci da su oba ispitivana ulja
visoko nezasi¢ena ulja, §to je u skladu s dobijenim vrednostima jodnog broja (tabela

13), na osnovu kojih je takode zakljuCeno da su ispitivana ulja visoko nezasi¢ena.
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Dobijeni udeo ukupnih nezasi¢enih masnih kiselina je u skladu s rezultatima koji mogu
da se nadu u literaturi (oko 95 %) [55-57]. Takode se vidi da od nezasi¢enih masnih
kiselina najviSe ima esencijalnih masnih kiselina (linolne i linoleinske) — 80,95 % u ulju
iz semena kupine 1 83,09 % u ulju iz semena maline. Ovako visok sadrzaj esencijalnih
masnih kiselina ¢ini ova ulja jako pozeljnim u ljudskoj ishrani, jer kao Sto je ranije
receno, nedostatak esencijalnih masnih kiselina u ishrani moze da bude uzrok razli¢itih

poremecaja u funkcionisanju organizma.

Tabela 14. Sadrzaj masnih kiselina (% w/w) u uljima iz semena maline i kupine.

o Ulje iz semena Ulje iz semena
Masne kiseline ) _
kupine (% w/w) maline (% w/w)

(16:0) Palmitinska 3,65+ 0,07% 3,47 £ 0,09?
(18:0) Stearinska 2,27 +0,04° 1,06 +0,03°
(18:1) Oleinska 12,53 + 0,14% 11,55 + 0,10°
(18:2) Linolna 66,33 £ 0,132 55,29 + 0,24°
(18:3) Linoleinska 14,62 + 0,322 27,80 £ 0,21°
Neidentifikovani metil estar sa 18 C atoma, | 0,60 + 0,01° 0,83 +0,01°
polozaj dvostruke veze nepoznat

Ukupno zasi¢ene masne kiseline 5,92 453

Ukupno nezasi¢ene masne kiseline 94,08 95,47

Srednje vrednosti sa razli¢itim slovom u indeksu unutar istog reda su medusobno
razliCite sa statistickom znacajno$¢u od p < 0,05 prema ANOVA analizi, broj
ponavljanja: n = 3.

ANOVA analiza je pokazala da se sadrzaj stearinske, oleinske, linolne i linoleinske
kiseline u ulju iz semena kupine razlikuje od sadrzaja ovih masnih kiselina u ulju iz
semena maline sa statistickom znacajnos$¢u od p < 0,05, dok je sadrzaj palmitinske

kiseline isti u oba ulja.

Jo§ jedan bitan parametar kad su u pitanju esencijalne masne Kkiseline jeste odnos
(m-6):(®-3) masnih kiselina. Neravnoteza, odnosno, manjak ®-3 masnih kiselina u
odnosu na koli¢inu ®-6 kiselina smatra se uzrokom razli¢itih bolesti, a danas se smatra

da je idealan odnos (w-6):(®-3) masnih kiselina 2:1 [71,170]. Poznato je iz literature
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[74,171] da je ovaj odnos u hrani u zapadno i severno evropskim zemljama oko 15, a u
SAD-u oko 16,7, ¢ime se objasnjava veliki broj obolelih od raka, kardiovaskularnih,
zapaljenskih i autoimunih bolesti u ovim zemljama. Na osnovu podataka datih u tabeli
14 vidi se da je odnos (w-6):(®-3) masnih kiselina oko 2:1 u ulju iz semena maline i oko
4:1 u ulju iz semena kupine, $to je jo§ jedan pokazatelj preventivnog i blagotvornog
dejstva ovih ulja na zdravlje ljudi, a naroCito ulja iz semena maline koje ima bas

preporucljiv 0dnos (0-6):(w-3) masnih kiselina.

3.3. Termalna analiza ulja iz semena maline i kupine

3.3.1. Termalne karakteristike ¢istih masnih kiselina i ulja iz semena maline i

kupine

Detaljno odredivanje karakteristika ulja iz semena maline i kupine vezanih za procese
njihovog topljenja i kristalizacije je jako bitno u industriji masti i ulja, kao i u
prehrambenoj tehnologiji pri prozvodnji proizvoda na bazi ulja. Na osnovu ovih
karakteristika odreduju se odgovarajuci parametri u procesu prerade ulja da bi se dobili

proizvodi naboljeg kvaliteta i Zeljenih fizickih osobina i teksture.

Radi sto boljeg razumevanja termalnih karakteristika ispitivanih ulja, pre njihove
analize ispitane su termalne karakteristike masnih kiselina koje ulaze u sastav ovih ulja.
Odredivanjem termalnih karakteristika ¢istih masnih kiselina moze da se utvrdi uticaj
njihove zastupljenosti u uljima na termalne karakteristike samih ulja. Na slici 17
prikazane su DSC krive dobijene snimanjem masnih kiselina pomo¢u DSC metode u

fazi hladenja (A) i fazi grejanja (B), brzina hladenja/grejanja bila je 2 °C/min.
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Slika 17. DSC krive masnih kiselina pri (A) hladenju i (B) grejanju, brzina

hladenja/grejanja 2 °CImin, protok vazduha 50 ml/min.

Sa dobijenih DSC krivih se vidi da sve ispitivane masne kiseline imaju ostre i jasno
definisane pikove koji odgovaraju faznim prelazima masnih kiselina pri njihovom
grejanju ili hladenju [172]. Jedino se kod oleinske kiseline, osim pikova koji odgovaraju
faznim prelazima ove kiseline, javlja jos jedan pik manjeg intenziteta na nizim

temperaturama, Sto ukazuje na to da se u oleinskoj kiselini u ¢vrstom stanju deSava jos
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neka promena, koja ima energetski efekat dosta manji u odnosu na energetski efekat
topljenja ili kristalizacije. Ovaj toplotni efekat pripisuje se polimorfnom prelazu ¢vrste
oleinske kiseline iz y u o oblik [173]. Polimorfni prelaz u ¢vrstom stanju karakteristi¢an
je i za neke druge cis-mononezasi¢ene masne Kiseline i dobro je opisan u literaturi
[174,175]. Ukratko, razlika izmedu dva polimorfna oblika ogleda se u konformacionoj
strukturi m-lanca (deo ugljeni¢nog lanca izmedu dvostruke veze i metilenskog kraja
molekula masne kiseline): uredena "all-trans™ struktura u y obliku naspram neuredene
(liquid-like) konformacione strukture u a obliku. A-lanac (deo ugljeni¢nog lanca izmedu
dvostruke veze i karboksilnog kraja molekula masne kiseline) ima uredenu "all-trans"
konformacionu strukturu u oba polimorfna oblika [176]. Pikovi koji odgovaraju faznim

prelazima oleinske kiseline u stvari predstavljaju topljenje/kristalizaciju a oblika.

Karakteristicne temperature faznih promena - kristalizacije i topljenja (Ton, Tp i Toff)
masnih kiselina, kao i vrednosti entalpija kristalizacije i topljenja odredene iz dobijenih

DSC krivih hladenja i grejanja, prikazane su u tabelama 15 i 16, redom.

Tabela 15. Karakteristicne temperature (Ton, Tp 1 Toff) 1 €ntalpija (Hm) topljenja masnih

kiselina.
Masna kiselina) Ton (°C) Tp (°C) Toft (°C) Hm (J/9)
Linoleinska ~ |-14,94 + 0,10°-12,73 + 0,07%-10,40 + 0,08%101,40 + 0,16°
Linolna -8,70 + 0,06 -7,33 + 0,09° -5,36 + 0,04°116,30 * 0,36¢
10,44 + 0,049 11,77 + 0,049 14,17 + 0,23%128,70 + 1,19¢
Oleinska
-9,6 +0,09° -7,27 +0,02° -5,41 +0,21° 25,11 +0,22°
Stearinska 68,34 + 0,469 69,01 + 0,43 70,97 + 0,237261,20 + 0,649
Palmitinska 60,92 + 0,57 62,45 + 0,58°| 65,24 + 0,96°232,90 + 2,49

Srednje vrednosti sa razli¢itim slovom u indeksu unutar iste kolone su medusobno
razli¢ite sa statistickom znacajno$¢u od p < 0,05, prema Tukey-evom testu, broj

ponavljanja: n = 3.
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Tabela 16. Karakteristicne temperature (Ton, Tp 1 Tof) 1 entalpija (Hc) kristalizacije

masnih kiselina.

Masna Kkiselina] Ton (°C) Tp (°C) Toff (°C) Hc (J/9)

Linoleinska  |-21,18 + 0,13%-21,82 + 0,197-23,17 + 0,07¢]-130,20 + 1,07°
Linolna -22.15 + 0,20°-22,55 + 0,13%-24,00 + 0,18"-151,60 + 0,86%
1,97 £0,02¢ |1,53+0,01¢ (0,41 +0,01¢ |-181,40 +1,20°
Oleinska
-8,78 +0,67¢ |-11,7 £ 0,11° |-14,74 + 0,199-23,46 + 0,32f

Stearinska 66,57 + 0,529 66,40 + 0,41f |64,64 + 0,159 |-415,60 + 4,32¢

Palmitinska  [60,28 + 0,36 |60,16 + 0,57¢ 58,59 + 0,551 |-358,80 + 1,98¢

Srednje vrednosti sa razli¢itim slovom u indeksu unutar iste kolone su medusobno
razliCite sa statistickom znacajno$¢u od p < 0,05, prema Tukey-evom testu, broj
ponavljanja: n = 3.

Post-hoc Tukey-jev HSD test je pokazao da se vrednosti karakteristi¢nih temparatura i
entalpija procesa kristalizacije i topljenja (Ton, Tp I Toff), odredene DSC metodom,
razlikuju izmedu svih iSpitanih masnih kiselina sa statistickom znacajnosc¢u od p < 0,05.
Ovaj rezultat ukazuje na to da struktura masnih kiselina (broj C atoma i broj dvostrukih

veza u molekulu) znacajno uti¢e na njihove termalne karakteristike.

Pikovi topljenja i kristalizacije ispitivanih masnih kiselina su uski, a iz njih odredene
karakteristi¢ne temperature (Ton, Tp I Toff) su medusobno jako bliske, pa je za analizu
zavisnosti termalnih karakteristika od vrste masnih kiselina dovoljno razmatrati samo
jednu karakteristi¢énu temperaturu i u ovom sluéaju to je Tp. Radi lakSeg uocavanja te
zavisnosti na slici 18 prikazano je kako se menja Ty (i kod topljenja i kod kristalizacije)

s vrstom masne kiseline.

Sa slike se jasno vidi da vrednosti temperatura topljenja i kristalizacije prate isti trend
kretanja u zavisnosti od strukture masnih kiselina, kao i da postoji veza izmedu

hemijske strukture masnih kiselina i njihovih temperatura topljenja/kristalizacije.
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Slika 18. Zavisnost Ty topljenja i kristalizacije od vrste masne kiseline.

Prva stvar koja je uocljiva sa slike 18 jeste da zasi¢ene masne kiseline imaju znacajno
vece temperature topljenja/kristalizacije u odnosu na nezasi¢ene masne kiseline. Razlog
za to je Sto nezasiene masne kiseline imaju linearnu strukturu (molekuli nezasi¢enih
masnih kiselina se zbog dvostruke veze savijaju), pa se prilikom kristalizacije gusce
pakuju i grade stabilniju kristalnu resetku i shodno tome tope se na viSim
temperaturama [172]. Temperature topljenja/kristalizacije zasi¢enih masnih kiselina
rastu s porastom duzine ugljeni¢nog lanca. To je, verovatno, zbog toga §to
medumolekulske disperzione sile rastu s porastom broja ugljenikovih atoma u lancu
[177]. Sto se tide nezasi¢anih masnih kiselina, poveéanje broja dvostrukih veza
smanjuje temperature topljenja/kristalizacije. Razlog tome je §to s povecanjem broja
dvostrukih veza, molekul masne kiseline sve viSe odstupa od linearne strukture, pa se

samim tim sve teze pakuje u kristalnoj resetki [172].

Na slici 19 prikazana je zavisnost apsolutnih vrednosti entalpija topljenja i kristalizacije

od vrste masne kiseline, odnosno od strukture masnih kiselina.
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Slika 19. Zavisnost apsolutnih vrednosti entalpija topljenja i kristalizacije od vrste

masne kiseline.

Sa slike 19 se vidi da je trend kretanja vrednosti entalpija topljenja/kristalizacije isti kao
i trend kretanja temperatura topljenja/kristalizacije u zavisnosti od strukture masnih
kiselina. Uopsteno, apsolutne vrednosti entalpija kod zasi¢enih masnih kiselina su vece
od vrednosti entalpija kod nezasi¢enih masnih kiselina. Takode, vrednosti entalpija kod
zasi¢enih masnih kiselina rastu s porastom broja ugljenikovih atoma u molekulu, a
vrednosti entalpija kod nezasi¢enih masnih Kiselina opadaju sa porastom broja

dvostrukih veza u molekulu.

DSC krive kristalizacije ulja iz semena maline i kupine dobijene pri brzini hladenja od
2 °C/min prikazane su na slici 20. Na obe krive moze da se vidi po jedan egzotermni
pik, koji odgovara procesu kristalizacije ispitivanih ulja. Zbog slozenog sastava ulja
(raznolikost molekula triacilglicerola), a samim tim i procesa kristalizacije, Sirina

kristalizacionih pikova ulja je ve¢a u odnosu na kristalizacione pikove ¢istih masnih
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kiselina. 1z ovih kristalizacionih pikova odredene su karakteristi¢éne temperature (Ton, Tp
I Totf) 1 entalpije procesa kristalizacije ispitivanih ulja. Dobijeni podaci su prikazani u

tabeli 17.

100 80 -60 40 20 0 20 40 60
Temperatura (°C)
Slika 20. DSC krive kristalizacije ulja iz semena maline (isprekidana linija) i kupine

(puna linija), brzina hladenja 2 °C/min, protok vazduha 50 ml/min.

Tabela 17. Temperature i entalpije kristalizacije ulja iz semena maline i kupine (Ton —

temperature pocetka prelaza, Tp — temperatura maksimuma pika prelaza i Tor —

temperature zavrSetka prelaza).

) Ulje iz semena Ulje iz semena
Fazni prelaz _ )
kupine maline

Ton | -57,02 +1,01° -60,56 + 0,98"
Kristalizacija (°C) Tp |-61,36+0,532 -66,32 + 0,84°

Torf | -66,57 + 1,182 -73,40 £ 1,11°
Entalpija  kristalizacije, A4H:
(J/9) -29,0£2,12 -25,1 + 2,5

Srednje vrednosti sa razli¢itim slovom u indeksu unutar istog reda su medusobno
razliCite sa statistickom znacajnos¢u od p < 0,05, prema ANOVA analizi, broj

ponavljanja: n = 3.
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Kad se uporede Tp vrednosti kristalizacije ulja sa T, vrednostima kristalizacije ¢istih
masnih kiselina vidi se da ulja kristaliSu na dosta nizim temperaturama (0ko 40 °C nizoj
temperaturi u odnosu na linoleinsku masnu kiselinu). Razlog tome je $to su ispitivana
ulja veoma bogata nezasi¢enim masnim kiselinama (85 %), a uz to je i najveci deo
masnih Kiselina u uljima vezan za molekul glicerola u obliku triacilglicerola. Oblici
molekula triacilglicerola su mnogo slozeniji od jednog molekula masne kiseline, pa se
shodno tome teze pakuju u kristalne reSetke. Takode, energije kristalnih resetki
ispitivanih ulja su nize u odnosu na energije kristalnih resetki ¢istih masnih kiselina §to

se vidi iz nizih vrednosti entalpije kristalizacije ulja.

Iz tabele 17 se, takode, vidi da ulje iz semena maline kristaliSe na oko 5 °C nizoj
temperaturi (Tp) u odnosu na ulje iz semena kupine [156]. Razlog za to lezi u veéem
sadrzaju linoleinske masne kiseline u ulju iz semena maline (Tabela 14). Povecanje
broja dvostrukin veza u molekulima masnih kiselina utice tako S$to smanjuje
temperaturu kristalizacije triacilglicerola [41]. Naime, gradenje kristala zavisi od
linearnosti molekula masnih kiselina koje ulaze u sastav triacilglicerola. Dvostruka veza
u cis-polozaju lomi linearnu strukturu ugljeni¢nog lanca masne kiseline, tako da $to se
viSe dvostrukih veza nalazi u molekulima masnih kiselina, to ¢e molekuli triacilglicerola
imati sloZeniji oblik, pa samim tim teze Ce se sloziti (spakovati) u kristalnu strukturu

[172].

Na slici 21 prikazane su MDSC krive dobijene pri topljenju ulja iz semena maline i
kupine pri brzini grejanja od 2 °C/min. Pored ukupnog toplotnog toka, kao signala,
prikazane su i njegove komponente — reverzibilni i ireverzibilni toplotni tok. Dobijene
MDSC krive imaju sli¢an oblik za oba ulja, §to ukazuje na to da se ispitivana ulja slicno
ponasaju pri faznim prelazima. Takode, moze da se vidi da ukupni toplotni tok sa
MDSC kriva oba ulja ima slican oblik sa DSC krivama brasna (slika 14) ispitivanih
semena u datom temperaturskom opsegu (-50 do -10 °C), §to jo§ jednom potvrduje da
slozen DSC signal u tom temperaturskom opsegu na DSC krivama brasna proizilaze iz
faznih prelaza ulja prisutnih u semenima. Sve karakteristi¢éne temperature (Ton, Tp | Toff)
koje se javljaju tokom procesa topljenja ispitivanih ulja, a koje su dobijene na osnovu
MDSC kriva prikazane su u tabeli 18 [156,166].
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Slika 21. MDSC krive pri grejanju (ukupni toplotni tok — puna linija, reverzni toplotni
tok — isprekidana linija, ireverzni toplotni tok — linija tacka linija) ulja iz semena
maline, brzina grejanja 2 °C/min, protok vazduha 50 ml/min, modulaciona amplituda
+ 0,5 °C na svakih 40 s.

Opseg topljenja ispitivanih ulja je dosta ve¢i u odnosu na opseg topljenja ¢istih masnih
kiselina. Razlog tome je ve¢ pomenuta sloZenost sastava ulja u odnosu na Ciste masne
kiseline. Sa MDSC krivih se vidi da se ispitivana ulja tope u temperaturskom opsegu od
oko -45 do -15 °C. U literaturi se srecu razli¢ite vrednosti temperaturskih opsega
topljenja u zavisnosti od vrsta ulja. Kaisersberger [101] je za cetiri biljna ulja
(suncokretovo, laneno, maslinovo i grozdano) naSao da se tope u intervalu od -60 do 9
°C, dok je za industrijski preradene masti (maslac, poboljsano ulje iz kokosa) nasao da
se tope u opsegu od -30 do 50 °C. Tolstorebrov i saradnici [98] su pokazali da se neka
od ribljih ulja (iz haringe, skuSe, pastrmke i1 lososa) tope u temperaturskom opsegu od

oko -92 do 23 °C.

Temperaturski opseg topljenja, kao i oblik DSC krivih topljenja ulja su rezultat slozenog
1 jedinstvenog sastava (udeo razli¢itth masnih kiselina) ulja dobijenih iz razli¢itih
izvora, ali 1 polimorfizma triacilglicerola, koji su glavni sastojci najvec¢eg broja masti i

ulja. Zapravo, ve¢ je receno da triacilgliceroli imaju sposobnost da prilikom hladenja
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kristaliSu u razli¢ite kristalne strukture, odnosno polimorfne oblike. Ukoliko ulje tokom
hladenja kristaliSe u neku od manje stabilnih kristalnih oblika (metastabilni oblik), onda
¢e tokom zagrevanja takvog ulja, odredena koli¢ina triacilglicerola da se otopi, dok ¢e
ostatak da se preuredi i prekristaliSe u stabilni kristalni oblik, koji se topi na viSim

temperaturama.

Tabela 18. Temperature i entalpije faznih prelaza, dobijene na osnovu MDSC kriva
grejanja ulja iz semena maline i kupine (Ton — temperature pocetka prelaza, Tp —

temperatura maksimuma pika prelaza i Toff — temperature zavrsetka prelaza).

) Ulje iz semena Ulje iz semena
Fazni prelaz ) _
kupine maline
Ton | -43,72 £ 0,56% -44,29 + 0,47°
Topljenje metastabilnog polimorfa
) Tp |-38,84+1,31° -39,36 + 0,99°
Toff | -36,76 + 1,03 -37,37 £ 1,01
Ton | -40,30 £ 0,63% -40,38 + 0,71°
Rekristalizacija (°C) Tp | -37,78 £ 0,58? -37,72 £ 0,63°
Toff | -35,57 +0,31° -35,66 + 0,28"
Ton | -22,52 +0,51° -25,56 + 0,62
Topljenje stabilnog polimorfa (°C) T, | -19,03 +0,48? -21,29 +0,73°
Totf | -15,79 + 0,287 -18,44 +0,51°
Entalpija topljenja, 4Hm (3/g) 72,4+ 3,72 63,9 +3,1°

Srednje vrednosti sa razli¢itim slovom u indeksu unutar istog reda su medusobno
razli¢ite sa statistickom znacajnos¢u od p < 0,05 prema ANOVA analizi, broj
ponavljanja: n = 3.

Ranije je reCeno da reverzni toplotni tok, kao deo ukupnog signala na MDSC krivoj,
pokazuje topljenje, dok ireverzni toplotni tok ukazuje na rekristalizaciju kad su u pitanju
ulja. Na krivama koje predstavljaju reverzni toplotni tok, kod oba ispitivana ulja, vide se
dva endotermna pika (slika 21). Endotermni pik na nizoj temperaturi, T, oko -39 °C za
oba ulja, predstavlja topljenje metastabilnog polimorfnog oblika, dok drugi, endotermni

pik na visoj temperaturi (Tp) -21,29 °C za ulje iz semena maline i -19,03 °C za ulje iz
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semena kupine odgovara topljenju stabilnog polimorfnog oblika. Egzotermni pik na
krivoj ireverznog toplotnog toka s maksimumom (Tp) na oko -38 °C (za oba ulja)
predstavlja rekristalizaciju otopljenog dela triacilglicerola u stabilni polimorfni oblik.
Sli¢ne rezultate dobili su i Kaisersberger [101] za ulja iz ¢i¢ka i semenki grozda, kao i

Tolstorebrov i saradnici [102] za neka riblja ulja (iz pastrmke i lososa).

Entalpija topljenja je, za oba ulja, raCunata integracijom pikova koji nastaju usled
topljenja stabilnog polimorfnog oblika na krivoj ukupnog toplotnog toka. Dobijene
vrednosti entalpija topljenja su u skladu s vrednostima koje su dobili Tan i Che Man
[178] za vrste palminih ulja s visokim stepenom nezasi¢enosti. Entalpija topljenja ulja iz
semena maline je manja u odnosu na entalpiju topljenja ulja iz semena kupine. Razlog
za to je veci sadrzaj linoleinske kiseline, koja ga ¢ini viSe nezasi¢enim uljem. Ovaj
zaklju€ak proizilazi iz ve¢ utvrdene Cinjenice da ulja s veéim stepenom nezasic¢enosti

zahtevaju manje energije pri procesu topljenja [178,179].

Kad se uporede vrednosti entalpija topljenja s vrednostima entalpija kristalizacije
(tabele 17 i 18), vidi se da su entalpije topljenja oko 2,5 puta vece kod oba ispitivana
ulja. To je najverovatnije zbog toga, Sto pri hladenju izvesna koli¢ina ulja ostaje u
te¢nom, pothladenom (supercooled) stanju, jer je rast kristala u uljima difuziono
ograni¢en proces. Kasnije tokom stajanja ulja 5 min na -90 °C, radi uravnotezavanja,
ovaj pothladeni deo ulja postepeno kristaliSe, tako da se pri topljenju ulja, u fazi
grejanja, javlja veca koli€ina ulja u kristalnoj fazi koja se topi, pa je i toplotni efekat

vec¢i na MDSC krivoj, a samim tim i izracunata entalpija topljenja ulja.

Na osnovu ANOVA analize utvrdeno je da se vrednosti temperatura i entalpija faznih
prelaza ulja iz semena kupine razlikuju od vrednosti ovih parametara za ulje iz semena
maline sa statistickom znac¢ajnosc¢u od p < 0,05. Ovaj rezultat ukazuje na to da razlika u
sadrzaju masnih kiselina izmedu dva ispitivana ulja ima znacajnog uticaja na njihove

termalne karakteristike.

Sa slika 20 i 21 se vidi da su DSC krive topljenja ulja slozenije u odnosu na DSC krive
kristalizacije ulja, u pogledu Sirine pikova i preklapanja termalnih procesa.
Najverovatniji razlog za to je Sto kristalizacija ulja zavisi samo od brzine hladenja
[180,181] i sastava ispitivanog ulja, dok je DSC profil topljenja ulja posledica dobro

poznate pojave, polimorfizma, koja strogo zavisi od termalne istorije uzoraka ulja [100].
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Na slici 22 prikazane su krive specificnih toplotnih kapaciteta (Cp) ispitivanih ulja u
¢vrstom (od -85 do -50 °C) i te¢nom (od -10 do 40 °C) stanju, kao i u oblasti faznih
prelaza (od -50 do -10 °C). Jasno se vidi da se specifi¢ni toplotni kapacitet, oba ulja, ne
menja znacajno kada su ulja u C¢vrstom ili U teCnom stanju. Vrednosti specifi¢nih
toplotnih kapaciteta se krecu od 0,75 do 1,00 J/(g-°C) u ¢vrstom i od 1,67 do 2,02
J/(g-°C) u te¢nom stanju za ulje iz semena maline, a za ulje iz semena kupine u ¢vrstom
od 1,53 do 2,06 J/(g-°C) 1 od 2,13 do 1,63 J/(g-°C) u tecnom stanju. Dobijene vrednosti
specifi¢nih toplotnih kapaciteta su sli¢ne sa vrednostima specifi¢nih toplotnih kapaciteta

nekih drugih biljnih ulja, koje mogu da se nadu u literaturi [116,128].
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Slika 22. Specificni toplotni kapacitet (Cp) ulja iz semena: (A) maline i (B) kupine u

funkciji temperature, dobijen pomocéu MDSC metode, brzina grejanja 2 °C/min, protok

vazduha 50 ml/min, modulaciona amplituda + 0,5 °C na svakih 40 s.

3.3.2. Oksidativna stabilnost ¢istih masnih kiselina i ulja iz semena maline i kupine

Odredivanje oksidativne stabilnosti ¢istih masnih kiselina i ulja iz semena maline i

kupine pomoc¢u DSC metode uradeno je u izotermskim i neizotermskim uslovima i
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dobijene DSC krive prikazane su na slici 23. Na slici je, takode, prikazan i nacin
odredivanja parametara oksidativne stabilnosti Ton | Tp U neizotermskim uslovima (A) i

OIT i tp u izotermskim uslovima (B).
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Slika 23. DSC krive oksidacije cistih masnih kiselina i ulja iz semena maline i kupine u:
(A) neizotermskim uslovima, brzina grejanja 10 °C/min, protok kiseonika 50 ml/min
(Ton — pocetak oksidacije, Tp — maksimum pika); (B) izotermskim uslovima, na
temperaturi od 120 °C, protok kiseonika 50 ml/min (OIT — indukciono vreme oksidacije,
tp — maksimum pika).
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Iz prikazanih rezultata se vidi da u neizotermskim uslovima sa DSC krivih mogu da se
odrede parametri oksidativne stabilnosti (Ton 1 Tp) svih ispitivanih uzoraka, dok u
izotermskim uslovima oba parametra (OIT i tp) mogu da se odrede samo za ulja, a za
nezasic¢ene masne kiseline samo tp. Kod zasi¢enih masnih kiselina ne moZze da se odredi

nijedan parametar oksidativne stabilnosti u izotermskim uslovima na 120 °C.

Nepostojanje indukcionog perioda procesa oksidacije u izotermskim uslovima kod
Cistih nezasi¢enih masnih kiselina ukazuje na to da oksidacija ovih masnih kiselina, na
120 °C, pocinje odmah posle uvodenja kiseonika u ¢eliju diferencijalnog skenirajuceg
kalorimetra. Takode, sa slike 23B se vidi da s porastom stepena zasi¢enosti masnih
kiselina (smanjene broja dvostrukih veza u molekulu) oksidacioni pik se Siri
(maksimum pika se pomera ka ve¢im vrednostima vremena), povrSina ispod
oksidacionog pika se smanjuje, tako da je kod oleinske kiseline jedva vidljiv. Kod
zasi¢enih masnih kiselina oksidacioni pik se ne javlja do 300-tog minuta. Razlog tome
moze da bude da se oksidacija zasi¢enih masnih kiselina odvija sporo pri ¢emu je

toplotni efekat vrlo mali i nije detektovan pri kori§¢enim eksperimentalnim uslovima.

U tabeli 19 prikazani su parametri oksidativne stabilnosti ocitani sa DSC Kkrivih
oksidacije Cistih masnih kiselina i ulja iz semena maline i kupine, u izotermskim i

neizotermskim uslovima.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe da se zaklju¢i da je za procenu oksidativne
stabilnosti ¢istih masnih kiselina najbolje koristiti DSC krive dobijene u neizotermskim
uslovima, jer parametri oksidativne stabilnosti ne mogu da se odrede u izotermskim
uslovima. Kad su u pitanju ispitivana ulja, oksidativna stabilnost moze uspe$no da se
odredi i u izotermskim i u neizotermskim uslovima. Prednost odredivanja u

neizotermskim uslovima je krac¢e vreme trajanja analize.
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maline i kupine u izotermskim i neizotermskim uslovima.

Tabela 19. Prametri oksidativne stabilnosti cistih masnih kiselina i ulja iz semena

Tip uzorka Neizotermski uslovi Izotermski uslovi

Ton (°C) Tp (°C) OIT (min) tp (Min)
Linoleinska 118,80 + 1,60° | 163,24 +1,72° | - 6,17 +2,04°
Linolna 130,83 + 1,93¢ | 165,95 +2,33" | - 21,47 + 2,20°
Oleinska 156,47 +2,90% | 194,01 + 3,04° | - 115,59 + 1,69
Palmitinska | 181,72 + 2,00% | 208,13 + 2,65 | - -
Stearinska 181,44 + 1,89% | 210,85 + 2,357 | - -
Ulje iz semena | 180,16 + 1,00* | 208,51 + 1,69 | 72,25 +2,79% | 114,69 + 1,24°
maline
EJJpe”'é semena | 186 37 + 2,95° | 216,94 + 3,14% | 138,27 +2,21° | 179,15 + 1,87¢

Srednje vrednosti sa razli¢itim slovom u indeksu unutar iste kolone su medusobno
razlicite sa statistickom znacajno$¢u od p < 0,05, prema Tukey-evom testu, broj
ponavljanja: n = 3.

Sproveden post-hoc Tukey-ev HSD test nad vrednostima dobijenim u neizotermskim
uslovima (Ton i Tp) je pokazao da se ove vrednosti statisticki zanacajno ne razlikuju
izmedu ulja iz semena maline i zasi¢enih masnih kiselina (palmitinske i stearinske), dok
su vrednosti ovih parametara za ulje iz semena kupine i nezasi¢enih masnih kiselina
(oleinske, linolne i linoleinske) statisticki znacajno razlicite. Takode, vrednosti dobijene
u izotermskim uslovima (OIT i tp) se statisticki znacajno razlikuju izmedu ulja iz
semena maline i ulja iz semena kupine. Vrednosti tp su statisticki znacajno razliCite i
izmedu nezasi¢enih masnih kiselina. Ovi rezultati statisticke analize ukazuju da
struktura masnih Kkiselina (stepen nezasi¢enosti), kao i njihova zastupljenost u

ispitivanim uljima znacajno uti¢e na oksidativnu stabilnost ulja.

Da bi se jasnije uvidelo kako struktura masnih kiselina uti¢e na njihovu oksidativnu

stabilnost, kao 1 da bi se uporedila oksidativna stabilnost ¢istih masnih kiselina sa
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oksidativnom stabilno$¢u ispitivanih ulja, gde su masne kiseline uglavnom vezane za
molekul glicerola, na slici 24 prikazano je kako se Ton Oksidacije menja u zavisnosti od

vrste masnih kiselina i ulja.
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Slika 24. Zavisnost Ton Oksidacije od vrste masne kiseline i ulja.

Sa grafika se vidi da zasi¢ene masne kiseline imaju veée vrednosti Ton U 0dnosu na
nezasi¢ene masne kiseline, Sto ukazuje na to da su nezasi¢ene masne kiseline podloZnije
oksidaciji. Kad su u pitanju nezasi¢ene masne kiseline, sa sSmanjenjem broja dvostrukih
veza u molekulu vrednosti Ton rastu, Sto zna¢i da sa smanjenjem nezasi¢enosti
oksidativna stabilnost ¢istih masnih kiselina raste, Sto je u skladu s literaturnim
podacima [139,141]. Ispitivane zasi¢ene masne kiseline imaju priblizno iste vrednosti
Ton, Sto ukazuje da duzina ugljeni¢nog lanca u molekulu masne kiseline ne utice

znacajno na oksidativnu stabilnost zasi¢enih masnih kiselina.

Kad se uporede vrednosti Ton dobijene za ispitivana ulja s vrednostima za Ciste masne
kiseline, vidi se da ulja imaju vrednosti sli¢ne vrednostima zasi¢enih masnih kiselina,
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Sto je neocekivano, jer se iz tabele 14 vidi da su ova ulja visoko nezasi¢ena (sadrze oko
85 % nezasicenih masnih kiselina). Dva su glavna razloga za to. Prvi razlog je taj Sto su
u uljima masne kiseline vezane za molekul glicerola u obliku triacilglicerola, §to ih ¢ini
stabilnijim pri dejstvu kiseonika. Drugi razlog, koji je sa nutricionisticke tacke i bitniji,
jeste taj Sto biljna ulja ne predstavljaju samo obi¢nu smeSu razli¢itth molekula
triacilglicerola, ve¢ u sebi sadrze i brojna druga liposolubilna jedinjenja (kakva su i
razli¢iti antioksidanti), koja se zajedno sa uljima ektrahuju iz njihovog izvora. U
literaturi [57,83] je poznato da su ulja iz semena maline i kupine jako bogata
antioksidantima, pa su stoga uprkos visokom sadrzaju nezasi¢enih masnih kiselina
relativno stabilna u pogledu oksidacije. Upravo i taj nedostatak antioksidanata kod ¢istih
masnih kiselina moZe da bude razlog za nepostojanje indukcionog perioda pri njihovoj

oksidaciji u izotermskim uslovima.

Na osnovu svega navedenog moze da se zakljuci da je pri proizvodnji funkcionalne
hrane mnogo bolje koristiti ulja iz semena maline i kupine, jer su bogata esencijalnim
masnim kiselina, s pozeljnim odnosom ®-6 i ®-3 masnih kiselina, nego dodavati ¢iste
esencijalne masne kiseline. Ulja iz semena maline 1 kupine pored visokog sadrzaja
esencijalnih masnih kiselina sadrze i znacajne koli¢ine prirodnih antioksidanata, koji
¢ine ova ulja dosta stabilnijim u odnosu na Ciste esencijalne masne kiseline, pa samim
tim ¢e 1 proizvodi kojima se dodaju u toku proizvodnje biti znacajno stabilniji nego kad

bi se dodavale Ciste esencijalne masne kiseline.

3.3.3. Kineti¢ki parametri (Ea, A i k) procesa oksidacije ulja iz semena maline i

kupine u izotermskim i neizotermskim uslovima

Odredivanje kinetickih parametara procesa oksidacije ulja iz semena maline i kupine je
bitno, jer na osnovu njih moze da Se izvrsi procena oksidativne stabilnosti ispitivanih
ulja u datim uslovima (npr. tokom skladiStenja, prerade, upotrebe za przenje). Kineticki
parametri odredeni su u izotermskim i neizotermskim uslovima [168,169,182-184], po

postupcima opisanim u poglavlju 2.3.4.1.
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Slika 25. (A) Neizotermska DSC kriva oksidacije ulja iz semena maline, brzina
grejanja 10 °C/min, protok kiseonika 50 ml/min (Ton — temperatura pocetka oksidacije,
Tp1 — temperatura maksimuma prvog pika i Tp2 — temperatura maksimuma drugog

pika); (B) uticaj brzine grejanja na Ton i Tpu.

Na slici 25A prikazana je tipicna DSC kriva procesa oksidacije ulja iz semena maline u
neizotermskim uslovima, s brzinom grejanja od 10 C/min. DSC krive oksidacije
ispitivanih ulja i na ostalim brzinama grejanja imaju isti oblik. I na ovim DSC krivama,
kao i na DSC krivama oksidacije drugih ulja, dostupnih u literaturi, mogu da se vide dva
egzotermna pika koja nastaju usled oksidacije ulja. Litwinienko i Kasprzycka-Guttman
[120] su pokazali da model sekvencijalnih reakcija sa autokatalitickim pocetkom
najbolje objaSnjava oblik DSC krivih koje nastaju usled oksidacije ulja. Ovaj model
ukazuje da je prvi pik na DSC krivoj nastao usled stvaranja hidroperoksida, dok drugi
pik nastaje kao rezultat razlaganja nastalih hidroperoksida do daljih proizvoda. Na
osnovu toga jasno je da pri odredivanju kinetickih parametara procesa oksidacije
ispitivanih ulja, radi procene njihove oksidativne stabilnosti, treba razmatrati samo

temperaturu pocetka oksidacije, Ton, I temperaturu maksimuma prvog pika, Tp1.

Na slici 25B prikazano je kako razli¢ite brzine grejanja uticu na DSC krive oksidacije
ispitivanih ulja, a samim tim i na vrednosti Ton | Tp1. Vidi se da ove vrednosti rastu s

porastom brzine grejanja. Razlog za to je Sto na nizim brzinama grejanja, primarni
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oksidacioni proizvodi (kao Sto su hidroperoksidi), koji nastaju u pocetnoj fazi procesa
oksidacije, odmah reaguju s viskom kiseoinika pri ¢emu nastaju molekuli s manjom
molekulskom masom, kao $to su aldehidi i kiseline (intermedijeri procesa oksidacije),
koji ostaju u rastvoru ulja, ubrzavajuéi proces razlaganja. S druge strane, pri ve¢im
brzinama grejanja, ovi intermedijarni proizvodi isparavaju iz ulja pre nego §to stignu da

reaguju dalje i na taj nac¢in pomeraju DSC signal ka ve¢im temperaturama [122].

Vrednosti Ton | Tp1 odredene iz DSC kriva, koje su dobijene zagrevanjem ulja pri

razli¢itim brzinama grejanja, prikazane su u tabeli 20, za oba ulja.

Tabela 20. Ton | Tp1 vrednosti za ulja iz semena maline i kupine, dobijene na razlicitim

brzinama grejanja, pi.

Brzina grejanja, | Ulje iz semena kupine Ulje iz semena maline

B (°C/min) Ton(°C) To(°C) Ton(°C) Tp(°C)

20 197,01 +3,15% | 236,57 + 4.48° | 190,90 + 4,15° | 229,07 + 3,63¢
15 192,99 + 3,30 | 225,44 + 3.28° | 185,35 + 2,95% | 218,28 + 4,35
10 186,37 + 2,95 | 216,94 + 3.14% | 180,16 + 1,00° | 208,51 + 1,69
7,5 182,28 +1,29% | 212,76 + 1.79% | 176,63 £ 2,62* | 205,40 + 3,622
5 173,38 £2,65° | 211,66 + 2.57* | 168,45 + 1,67° | 202,06 * 4,03°
2 162,16 +3,12° | 188,54 +5.04¢ | 156,18 +3,33¢ | 180,14 + 3,14°

Srednje vrednosti sa razli¢itim slovom u indeksu unutar iste kolone su medusobno
razli¢ite sa statistickom znacajno$¢u od p < 0,05, prema Tukey-evom testu, broj
ponavljanja: n = 3.

Na osnovu statisticke analize vrednosti Ton | Tp1 pomocu post-hoc Tukey-evog HSD testa
utvrdeno je da je razlika izmedu ovih vrednosti dobijenih na razli¢itim brzinama
grejanja statisticki znacajna za oba ispitivana ulja. Ovi rezultati ukazuju da brzina
grejanja znacajno utice na vrednosti Ton | Tp1 1 samim tim potvrduju validnost upotrebe

ovih parametara za kineticka izraCunavanja.
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Slika 26. Primena (A) KAS i (B) Kissinger-ove metoda za dobijanje kinetickih
parametara procesa oksidacije ulja iz semena maline i kupine u neizotermskim

uslovima.
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Na osnovu dobijenih Ton 1 Tp1 vrednosti izracunati su kineticki parametri procesa
oksidacije na pocetku i na polozaju maksimuma prvog pika, pomocu KAS metode i

Kissinger-ove metode, redom (slika 26). Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 21.

Tabela 21. Parametri linearne regresije dobijeni pomocu KAS metode za Ton i

Kissinger-ove metode za Tp1, za ulja iz semena maline i kupine.

Ulje iz semena kupine Ulje iz semena maline
Parametri

Ton Tpl Ton Tpl
a -12194 £ 499 | -10870 £ 1198 | -12301 + 410 | -10274 £ 943
b 16,60+ 1,10 |11,95+2,46 17,23+0,91 |11,11+1,97
R? 0,99 0,95 0,99 0,97
Ea* (kJ/mol) 101+4 90+ 10 102 +3 85+8
A* (x10° mint) | 19,7 0,17 37,3 0,69

* Eaon 1 A’on za Ton,

anp | Ap Za Tpl.

Kao $to moze da se vidi iz tabele 21, aktivacione enrgije izracunate pomocu Tp1 su nize
(za oba ulja) u odnosu na one dobijene pomocu Ton. OvVO ukazuje na to da se dve
razli¢ite reakcije, u okviru procesa oksidacije, odvijaju na pocetku i na maksimumu pika
DSC krive. To moze da se objasni pomoc¢u mehanizma autooksidacije, koja predstavlja
lan¢anu reakciju zapocéetu nastajanjem slobodnih radikala u uljnom sistemu [131]. U
pocetnom stupnju lancane reakcije, relativno veca energija je potrebna da bi se lancana
reakcija pokrenula, jer tada nastaju prvi slobodni radikali u sistemu. Kako proces
oksidacije ulja sa vremenom napreduje, dolazi do nagomilavanja slobodnih radikala u
uljnom sistemu, pa je sada dovoljna manja energija za dalje odvijanje oksidacije ulja.
Prema tome, moze da se zakljuci da oksidativna stabilnost ulja prvenstveno zavisi od
reakcije koja se odvija na pocetku (u Ton) DSC krive oksidacije (reakcija nastajanja
radikala). Shodno tome, u daljoj diskusiji, pri uporedivanju ovih rezultata s kinetickim
parametrima dobijenim u izotermalnim uslovima samo ¢e se razmatrati kineticki
parametri dobijeni pomocu Ton.
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Izotermske DSC krive oksidacije ulja iz semena maline i kupine prikazane su na slici
27. Na slici je prikazan i nacin na koji je odredivano indukciono vreme oksidacije
(OIT). Uticaj razli¢itih izotermskih temperatura na oksidaciju ispitivanih ulja je

ocigledan.

140 °C A

0,1 W/g
—

130°C 120°C

Exo ——

oIT
0 50 100 150 200 250
Vreme (min)
B 2o
140 °C = I
S
130°C 190 °C
T 110 °C
: /
>
84
— - oI

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Vreme (min)
Slika 27. 1zotermske DSC krive oksidacije ulja iz semena (A) maline i (B) kupine na
cetiri razlicite temperature (110, 120, 130, 140 °C), protok kiseonika 50 ml/min, OIT —

indukciono vreme oksidacije.

Vrednosti OIT odredene iz ovih krivih prikazane su u tabeli 22. Na osnovu dobijenih
rezultata moze da se vidi da s povecanjem izotermske temperature za 10 °C, OIT

vrednosti padaju na priblizno polovinu svoje prethodne vrednosti. To je u skladu sa Q1o
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zakonom, koji povezuje reakcionu brzinu s temperaturom [32]. Statisticki znacajna
razlika (p < 0,05) je utvrdena izmedu svih OIT vrednosti, na osnovu sprovedenog post-
hoc Tukey-evog HSD testa, $to ukazuje da temperatura znacajno uti¢e na dobijene OIT
vrednosti. Konstante brzina procesa oksidacije ispitivanih ulja u izotermskim uslovima
izraCunate su kao recipro¢ne vrednosti od OIT i one su takode prikazane u tabeli 22.
Vrednosti ovako izracunatih konstanti brzina rastu s povecanjem temperature. Dakle,

proces oksidacije ulja je brzi na viSim temperaturama.

Tabela 22. OIT vrednosti i konstante brzina oksidacije (koir=1/OIT) na osam razlicitih

temperatura (Ti) dobijene za ulja iz semena maline i kupine.

Ulje iz semena kupine Ulje iz semena maline
Ti (°C)

OIT (min) koit (10 min') | OIT (min) koit (10 min)
110 284,93 + 10,707 | 3,5 142,68 +2,92" | 7,0
115 192,35+9,13° |52 108,28 + 2,959 | 9,2
120 138,27 £2,219 | 7,2 72,25+2,79" | 13,8
125 90,45 +2,64° |11,1 55,54 +3,70° | 18,0
130 62,37 £3,85" | 16,0 42,98 +1,16% | 23,3
135 51,17 +4,37° | 19,5 23,91 +1,86° | 418
140 31,44 +2,03® |31,8 19,16 + 1,25 | 52,2
145 21,65+ 1,76* | 46,2 12,73+1,08° | 78,5

Srednje vrednosti sa razlicitim slovom u indeksu unutar iste kolone su medusobno
razli¢ite sa statistickom znacajno$¢u od p < 0,05, prema Tukey-evom testu, broj
ponavljanja: n = 3.

Aktivacione energije i predeksponencijalni faktori procesa oksidacije ulja u
izotermskim uslovima su izraunati iz nagiba i odseCka prave dobijene linearnom
regresijom Inkorr,i u funkciji od 1/T; (slika 28). Izracunate vrednosti su prikazane u
tabeli 23.
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Slika 28. Linearna regresija Inkor,i u funkciji 1/Ti za ulje iz semena maline (isprekidana

linija) i kupine (puna linija).

Tabela 23. Arenijusovi parametri odredeni za oksidaciju ulja iz semena maline i kupine

u neizotermskim uslovima (Inkoit vs.1/T;).

Parametri Ulje iz semena kupine | Ulje iz semena maline
a 24,63 £ 0,74 23,94+ 1,13

b -11605 + 298 -11099 + 453

R? 0,99 0,99

Eaorr (kJ/mol) 96 + 3 92+4

A’orr (x10¥min?) | 5,00 2,49

Na osnovu razlika u vrednostima aktivacionih energija ispitivanih ulja, kako u

izotermskim tako i u neizotermskim uslovima, nemoguce je da se ta¢no zakljuci koje od

ispitivanih ulja je oksidativno stabilnije, jer su dobijene vrednosti Ea medusobno

jednake u okviru eksperimentalne greske. Medutim, Thurgood i saradnici [130] su

istakli ranije, da aktivaciona energija ne bi trebalo da bude jedini parametar koji se
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razmatra pri uporedivanju oksidativnih stabilnosti razli¢itih lipidnih sistema i da je
konstanta brzine procesa oksidacije mnogo pogodniji prametar za to. Shodno tome, iz
dobijenih vrednosti aktivacionih energija i predeksponencijalnih faktora izraunate su
konstante brzina procesa oksidacije, u izotermskim i u neizotermskim uslovima, na 25
°C (kzs) 1 120 °C (k120) pomocu Arenijusove jednacine. Dobijeni rezultati prikazani su u

tabeli 24.

Tabela 24. Konstante brzine na 25 °C (kzs) i 120 °C (kiz0) procesa oksidacije ulja iz

semena maline i kupine, izracunate na osnovu Arenijusove jednacine.

Ulje iz semena maline Ulje iz semena kupine
Oksidacione
konstante brzina Neizotermski | Izotermski Neizotermski | lzotermski
uslovi uslovi uslovi uslovi
ks  (x107 min?t) | 3,41 6,09 4,50 16,64
ki2o™ (x10° min™) | 6,68 7,47 9,62 13,53

* Kon za neizotermske uslove;

kot za izotermske uslove.

Uporedivanjem dobijenih konstanti brzina, jasno se vidi da je oksidaciona konstanta
brzine ulja iz semena maline oko 1,5 do 2 puta veca u odnosu na oksidacionu konstantu
brzine ulja iz semena kupine, Sto ukazuje na to da je ulje iz kupine oksidativno
stabilnije. Razlog za to, verovatno, lezi u ve¢em sadrzaju linoleinske masne kiseline u
ulju iz maline (tabela 14), posto su Fatemi i Hammond [185] ranije pokazali da je

relativni odnos brzina autooksidacije linolnog i linoleinskog estra oko 1:2.

Takode, uporedivanjem konstanti brzina procesa oksidacije dobijenih za ulja iz semena
maline i kupine sa konstantama brzina oksidacije nekih komercijalnih ulja (maslinovo
ulje, k120=0,015-0,090 min [123] i suncokretovo ulje ki20=0,014 min’* [39]), koje mogu
da se nadu u literaturi, moze da se vidi da one imaju priblizno iste ili ¢ak i manje
vrednosti. Ovo je u suprotnosti sa ocekivanjima, jer su ulja iz semena maline i kupine
visoko nezasi¢ena ulja, pa bi shodno tome trebalo da budu i osetljivija na proces
oksidacije od pomenutih komercijalnih ulja. Razlog za to je najverovatnije u tome sto
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ulja iz semena maline i kupine imaju veoma visok sadrzaj tokoferola (ve¢i od 1000
mg/kg za oba ulja, tabela 6), a koji su poznati kao jedan od najefikasnijih prirodnih
antioksidanata. Tan i saradnici [129] su dobili sli¢ne rezultate za ulje iz susama, koje je
takode visoko nezasi¢eno ulje, ali sa veoma dobrom oksidativnom stabilno$¢u zbog

visokog sadrzaja antioksidanata (sesamol i sesaminol, zajedno sa tokoferolima).

Uporedivanjem Kkinetickih parametara (Ea, k25 i Ki2o), dobijenih u neizotermskim
uslovima, sa onima dobijenim u izotermskim uslovima, za oba ispitivana ulja (tabele 21,
23 1 24), vidi se da Ea i ki2o imaju priblizno iste vrednosti, dok su vrednosti za kos
dobijene u izotermskim uslovima vece od onih dobijenih u neizotermskim uslovima.
Ovo je verovatno zbog toga $to su kineti¢ki parametri procesa oksidacije ulja odredeni
na ovaj nacin, tj. podaci dobijeni na visokim temperaturama su kori$¢eni za odredivanje
kinetickih parametara na nizim temperaturama. Proces oksidacije ulja moze da se odvija
razliCitim reakcionim putevima na niskim i visokim temperaturama, zavisno od
reaktivnosti metalnih jona i antioksidanata prisutnih u ulju. Pored toga, i rastvorljivost
kiseonika u uljima se menja s porastom temperature [129]. Na osnovu ovih ¢injenica
moze da se zaklju¢i da DSC, u izotermskim i neizotermskim uslovima, moze da se
koristi za kvantitativno odredivanje oksidativne stabilnosti ulja na visokim
temperaturama (npr. tokom przenja), dok za predvidanje oksidativne stabilnosti ulja na
nizim temperaturama (npr. tokom skladiStenja na sobnoj temperaturi), mnogo je
pogodnija kvalitativna procena, kad se, recimo, uporeduju oksidativne stabilnost

razlic¢itih tipova ulja.
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4, ZAKLJUCCI

U ovoj tezi ispitivane su hemijske i termalne osobine brasna i ulja iz semena
maline i kupine, kao i oksidativna stabilnost ovih ulja u odnosu na oksidativnu
stabilnost ¢istih masnih kiselina (palmitinske, stearinske, oleinske, linolne i
linoleinske).

Termalna analiza brasna iz semena maline i kupine je pokazala da se fazni
prelazi udela nezasi¢enih molekula triacilglicerola, prisutnih u ispitivanim
semenima, odvijaju odvojeno i na nizim temperaturama (od -50 do -10 °C) od
faznih prelaza udela zasi¢enih molekula triacilglicerola (na oko 10 °C) kod oba
semena.

Utvrdeno je da se denaturacija proteina prisutnih u ovim semenima deSava na
oko 46 °C, dok termo-oksidativno razlaganje ispitivanih vrsta brasna pocinje na
temperaturi od oko 210 °C, pri ¢emu dolazi do razgradnje organskih sastojaka
semena (lipida, proteina i polisaharida).

Gasno-hromatografska merenja su pokazala da su ulja dobijena ekstrakcijom iz
semena maline i kupine visoko nezasi¢ena ulja (oko 95 % nezasi¢enih masnih
kiselina), pri ¢emu esencijalne masne kiseline (linolna i linoleinska) cCine
vecéinski udeo (81-83%). Odnos (m-6):(w-3) esencijalnih masnih kiselina krece
se oko 2:1 u ulju iz semena maline i oko 4:1 u ulju iz semena kupine.
Termalnom analizom je kod oba ulja u fazi grejanja detektovan polimorfizam.
Utvrdeno je da se zbog vecleg stepena nezasicenosti ulja iz semena maline
njegovi fazni prelazi (topljenje stabilnog polimorfnog oblika i kristalizacija)
odvijaju na nizim temperaturama od faznih prelaza ulja iz semena kupine.

Po prvi put su odredene entalpije topljenja i kristalizacije ulja iz semena maline i
kupine. Ove vrednosti su nize kod ulja iz semena maline zbog veceg stepena
nezasi¢enosti ovog ulja. Prvi put su odredeni 1 specifi¢ni toplotni kapaciteti ovih
ulja u ¢vrstom 1 te€nom stanju.

Pokazalo se da su, usled prisustva antioksidanata (koji se prirodno nalaze u
uljima iz semena maline i kupine), ova ulja, u pogledu oksidacije, znatno
stabilnija u odnosu na €iste nezasi¢ene masne kiseline, s obzirom na ¢injenicu da
su ova ulja visoko nezasi¢ena. Na osnovu toga zakljuCeno je da je pri
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proizvodnji funkcionalne (zdrave) hrane bolje koristiti ulja iz semena maline i
kupine nego Cciste (esencijalne) masne kiseline, jer su ova ulja bogata
esencijalnim masnim kiselinama, s pozeljnim odnosom ®-6 i ®-3 masnih
kiselina i s dobrom oksidativhom stabilno$cu.

Po prvi put su izracunati kineti¢ki parametri procesa oksidacije (Ea, K120 1 K2s)
ulja iz semena maline i kupine, za izotermske i neizotermske uslove. Izracunate
konstante brzina procesa oksidacije ulja iz semena maline su oko 1,5 do 2 puta
ve¢e od konstanti brzina procesa oksidacije ulja iz semena kupine, ¢ime je
utvrdeno da je ulje iz semena maline podloZnije procesu oksidacije. Razlog za to
je veci sadrzaj linoleinske kiseline u ulju iz semena maline, jer se ispitivanjem
oksidativne stabilnosti ¢istih masnih kiselina pokazalo da sa porastom stepena

nezasi¢enosti molekula masnih kiselina njihova oksidativna stabilnost opada.
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Prilog A

Metode za izra¢unavanje Kkineti¢kih parametara iz podataka termalne analize

Termalna analiza se odnosi na termalno stimulisane procese, odnosno na procese koji se
desavaju pri kontrolisanoj promeni temperature. Brzina ovih procesa zavisi od tri
promenljive: temperature (T), stepena konverzije («) i pritiska (P), pa jednacina za

njihovu brzinu uopsteno moze da se napise kao [133]:

S kM f@h(P) G
Zavisnost od pritiska, h(P), se zanemaruje u najvecem broju metoda za kineticka
izraCunavanja, koje Kkoriste podatke termalne analize, jer se pritisak odrzava
konstantnim (h(P) = comst) u toku eksperimenta. Kad je ovaj uslov zadovoljen

jednacina (P1) moze da se napiSe u slede¢em obliku:

da
ol k(T) f () (P2)

U ovom slucaju se dobija da brzina procesa zavisi od dve promenljive: temperature -
preko konstante brzine, k(T) i od stepena konverzije - preko reakcionog modela, f(a).
Jednacina (P2) opisuje brzinu procesa koji se odvija u jednom stupnju (single-step
process). Stepen konverzije, a, odreduje se eksperimentalno kao udeo od ukupne
promene fizickog svojstva koje se menja tokom ispitivanog procesa. Ako je, recimo, to
gubitak mase, onda je stepen konverzije udeo od ukupnog gubitka mase, a ako se tokom
procesa oslobada/apsorbuje toplota, onda je stepen konverzije udeo od ukupno
oslobodene/apsorbovane toplote [134]. Vrednosti stepena konverzije krec¢u se od 0 do 1,
pri ¢emu 0 oznacava da proces nije poceo, dok 1 da se proces zavrSio. Treba imati na
umu da fizicke osobine, koje se mere metodama termalne analize, ne mogu da se
direktno pripiSu odredenoj specifi¢noj reakciji molekula, tako da vrednosti a zapravo
oslikavaju napredovanje ukupnih promena koje se deSavaju tokom ispitivanog procesa.
Ako se utvrdi da se proces pokorava jednacini (P2), to ne mora da znac¢i da mehanizam
kojim se proces odvija uklju¢uje samo jedan stupanj. Vise je verovatno da mehanizam

procesa ukljucuje viSe stupnjeva, ali samo jedan od njih odreduje ukupnu kinetiku
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procesa [94] (na primer, u slu¢aju mehanizma koji ukljucuje dve uzastopne reakcije, od

kojih je prva reakcija znacajno sporija, pa ona odreduje ukupnu kinetiku procesa).

Temperaturska zavisnost, Kk(T), brzine procesa se uobiCajeno opisuje pomocu

Arenijusove jednacine:
k(T) = Aexp(ij (P3)
RT

gde su E i A kineti¢ki parametri, energija aktivacije i predeksponencijalni faktor, redom,
a R je univerzalna gasna konstanta. Pogodno je da se eksperimentralno odredeni
kineticki parametri nazivaju "efektivnim", "ukupnim™ ili "empirijskim" da bi se
naglasilo da njihove vrednosti mogu da se razlikuju od pravih (intrinsic) parametara
pojedinac¢nih stupnjeva procesa [152]. Uopsteno, efektivni kineticki parametri su
funkcija pravih kinetickih parametara pojedinacnih stupnjeva. Kombinovanjem

jednacine (P2) i (P3) dobija se:

(?j_t = Aexp( jf(a) (P4)

JednacCina (P4) predstavlja osnovu za diferencijalne metode za izrac¢unavanje kinetickih
parametara. U ovom obliku jednacina je primenljiva za bilo koji temperaturski program.
U metodama termalne analize temperatura se kontroliSe u skladu s programom koji
postavlja operator. Temperaturski program moze da bude izotermski, pri ¢emu je T =
const ili neizotermski pri ¢emu je T = T(t). Najcesce koriseni temperaturski program je

onaj pri kojem se temperatura menja linearno s vremenom:
dT
= — =const P5
B m (P5)
gde je S brzina grejanja. Kombinovanjem jednacine (P4) i (P5) dobija se:
ﬁ— = Aexp[ jf(a) (P6)

Integracijom jednacine (P4) dobija se:

‘ ~E
9(a) = j @ Al exp(ﬁjdt (P7)
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gde je g(a) integralni oblik reakcionog modela. Jednac¢ina (P7) predstavlja osnovu za
razvoj velikog broja integralnih metoda za izraCunavanje kinetickih parametara [133]. U
ovom obliku ona je primenljiva za bilo koji temperaturski program uvodenjem
zavisnosti T(t) umesto T. U uslovima konstantne brzine grejanja jednacina (P7) dobija
oblik:

9(a) = % ! exp(%)dT (P8)

Posto integral u jednacini (P8) nema analiticko reSenje, u literaturi je ponuden veci broj
pribliznih reSenja, iz kojih je proizaSao veliki broj pribliznih integralnih metoda za

izraGunavanje kinetickih parametara [133].

Sve izokonverzione metode vode poreklo od izokonverzionog principa kojim se tvrdi da
brzina reakcije pri stalnom stepenu konverzije zavisi samo od temperature [133]. Ovo
moze lako da se pokaze diferenciranjem logaritamskog oblika jednacine (P2) po T, pri

stalnom stepenu konverzije (a = const)

[Gln(da/dt)} _[alnk(T)} J{alnf(a)} (P9)
oTt || eTt |, oTt |,

o U supskriptu se odnosi na odredenu (stalnu) vrednost stepena konverzije. Posto je a =

const i f(a) je, takode, konstanta, pa jednacina (P9) postaje:

[M} __E (P10)
o7t ], R

Iz jednacine (P10) proizilazi da temperaturska zavisnost brzine procesa u odredenom
stepenu konverzije moZe da se koristi za odredivanje vrednosti energije aktivacije za
dati stepen konverzije bez prethodne pretpostavke ili odredivanja bilo kojeg oblika
reakcionog modela za ispitivani proces. Upravo zbog ovoga izokonverzione metode se
Cesto nazivaju i "model-free” metode. Da bi se dobila temperaturska zavisnost brzine
procesa za dati stepen konverzije potrebno je da se izvrsi serija snimanja s razli¢itim
temperaturskim programima. To je obicno serija sa nekoliko razli¢itih brzina grejanja

(neizotermski uslovi) ili na nekoliko razli¢itih stalnih temperatura (izotermski uslovi).
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Integralne izokonverzione metode se zanivaju na primeni jednac¢ine (P7) [133]. Integral
u jednaCini nema analiticko reSenje za proizvoljan temperaturski program, ali pri

izotermskim uslovima (T = const) njegovo resenje je:
g(a) = Aexp(ijt (P11)
RT

Jednostavnim preuredivanjem jednacine (P11) dobija se:

A, | RT,

a

Int,, =1In {M} + Lo (P12)

gde je t,; vreme potrebno da se postigne odredeni stepen konverzije na razli¢itim
temperaturama, Ti. Jednacina (P12) predstavlja integralnu izokonverzionu metodu za
izotermske uslove [129]. Vrednosti energija aktivacije za dati stepen konverzije E,

izraCunavaju se iz nagiba prave dobijene linearnom regresijom Int,; u funkciji 1/Ti.

Pri neizotermskim uslovima kad se Koristi konstantna brzina grejanja (f = const)
jednacina (P7) prelazi u (P8), za koju ne postoji analiticko reSenje. 1z tog razloga
razvijene su razlicite integralne izokonverzione metode (za neizotermske uslove), koje
se medusobno razlikuju po aproksimacijama koje su koriS¢ene za reSavanje integrala u

jednacini (P8). Najveci broj tih aproksimacija daje linearnu jednacinu opSteg oblika

[133]:
In{ﬂéJ:In( AR ]—C( E, ] (P13)
Ta,i g(a)Ea RTa,i

gde su B i C parametri koji zavise od tipa aproksimacije koja je kori§¢ena pri racunanju

temperaturskog integrala. Na primer, veoma gruba aproksimacija po Doyle-u daje
vrednosti B =0 i C = 1,052, tako da jednacina (P13) dobija oblik poznat pod nazivom
Ozawa-Flynn-Wall (OFW) [186,187] jednacina:

In(ﬂi)zln[gA“R J—1,052.( E, J (P14)

(2)E,

a,i

Gruba aproksimacija pri reSavanju temperaturskog integrala daje manje ta¢ne vrednosti

E.. Ta¢nija aproksimacija Murray-a i White-a daje vrednosti B = 2 i C = 1, $to daje
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jednacinu koja ja poznata pod nazivom Kissinger-Akahira-Sunose (KAS) [188]

In(i]zln[ AR H E, J (P15)
Ta2’i () Ea RTO[’i

KAS metoda u poredenju sa OFW metodom nudi znacajno povecanje tacnosti

jednacina:

izraCunatih vrednosti E,. Uporedno koris¢enje ove dve jednacine nema nikakvog smisla,
jer se ne dobijaju nikakvi kineticki podaci iz toga. Razlike u izracunatim vrednostima E,
pomocu ove dve metode posledica su razli¢ite taénosti metoda. Zbog veée tacnosti KAS
metode preporucljivo je da se ona koristiti za odredivanje kinetickih parametara nekog

procesa.

U uslovima maksimalne brzine procesa (maksimum pika na DSC ili TG krivoj) iz
jednacine (P4) izvodi se Kissinger-ova metoda [153], koja je jedna od najceSce
koriS¢enih metoda za izraCunavanje kinetickih parametara na osnovu temperatura

maksimuma pika. U tac¢ki maksimuma pika zadovoljen je slede¢i uslov [153]:

d’a | E,B -E, (daj
= A f! ex —
dt? {RTZJF » 1) IO[RT,, H dt

p

=0 (P16)
p
gde je f(a) = df(a)/da, a supskript p oznacava vrednosti temperatura u maksimumu
pika. Iz jednacine (P16) sledi [153]:

E.B

2
RT,

=-A,f '(ap)exp[;—_lipJ (P17)

p
Preuredivanjem jednacine (P17) dobija se:

n| 2 |—im|-2R¢ S P18
N1z TN T E (0"’)_F2Tp,i (P18)

p.i p

Linearnom regresijom leve strane jedna¢ine u funkciji od 1/Tm dobija se prava iz ¢ijeg
nagiba se izraCunava energija aktivacije. Primena Kissinger-ove metode ima jedno
ograni¢enje koje se ogleda u tome $to je za ta¢no odredivanje energije aktivacije

neophodno da f’(«) bude nezavisno od brzine grejanja. Striktna nezavisnost f’(a) javlja
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se kod reakcija prvog reda jer je u tom slucaju f’(a) = -1 i jednac¢ina (P18) dobija oblik

[133]:
In(ﬁzJ = In[— APRJ— S (P19)
T- E RT .
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Prilog B

Odredivanje sadrZaja slobodnih masnih Kiselina i kiselinskog broja [146]

Princip
U rastvoru masti slobodne masne kiseline se odreduju titracijom rastvorom NaOH.
Postupak

U erlenmajeru se izmeri 5 g uzorka (Cvrste masti se prethodno otope zagrevanjem u
vodenom kupatilu). Zatim se doda 25 ml smeSe etanola i etra (1:1 vol), koja je
prethodno neutralisana 0,1 M rastvorom NaOH uz fenolftalein (smesa etanol-etar mora
se prethodno neutralisati, jer etar moZe da reaguje kiselo, pa bi se jedan deo baze utroSio
na neutralizaciju kiselina iz etra). Sadrzaj se mucka do potpunog rastvaranja masti.
Zatim se doda 5 kapi fenolftaleina i vrsi titracija 0,1 M rastvorom NaOH do pojave
ruzicaste boje.

Sadrzaj slobodnih masnih kiselina se izrazava kao kiselinski broj. Kiselinski broj (mg
KOH/qg) predstavlja broj mg KOH koji je potreban za neutralizaciju masnih kiselina u 1

g masti ili ulja.

Odredivanje peroksidnog broja [147]

Princip
Peroksidi, koji nastaju u procesu oksidacije masti i ulja, u kiseloj sredini oksidisu jodid
u jod koji se zatim titruje rastvorom natrijum-tiosulfata uz skrob kao indikator:
RO2H + 2KI + 2CH3COOH «» RO + I + 2CHsCOOK + H.0  (P20)
I, + 2Na2S203 — 2Nal + NazS406 (P21)
Postupak

Oko 1 g masti ili ulja odmeri se u erlenmajer od 100 ml. Doda se 10 ml smeSe siréetne

kiseline i1 hloroforma (3:2), promeSa, a zatim se doda 1 0,2 ml zasi¢enog rastvora
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kalijum-jodida i mucka ta¢no 1 minut. Zatim se razblazi sa 20 ml vode, doda rastvor

skroba i vrsi titracija sa 0,01 M rastvorom NazS20:s.

Peroksidni broj (meqO2/kg) je broj mmol natrijum-tiosulfata, koji se utrosi na jod

osloboden iz kalijum-jodida dejstvom peroksida iz 1 kg masti.

Odredivanje saponifikacionog broja [145]

Princip

Saponifikacija masti i ulja se vr$i pomocu alkoholnog rastvora kalijum-hidroksida, a

viSak neutroSenih alkalija se titruje rastvorom hlorovodoni¢ne kiseline.

CH,—0—CO—R, CH,—OH R, — COOK
I I
CH—0—-CO—R, + 3KOH — CH—OH + R,—COOK (P22)
I I
CH,—0—CO—R, CH,—OH R, — COOK
Postupak

Izmeri se oko 2 g masti ili ulja u erlenmajer od 300 ml. Zatim se pipetom doda 25 ml
etanolnog rastvora KOH. Erlenmajer se spoji sa vazdu$nim kondenzatorom, stavi na
pescano kupatilo 1 kuva najmanje 1 h uz povremeno muckanje, dok saponifikacija ne
bude zavrSena. Istovremeno se uradi 1 slepa proba pod istim uslovima i na isti nacin,
samo bez ulja i masti. Posle zavrSene saponifikacije, bistrom vru¢em rastvoru doda se

0,5 ml indikatora i vrsi se titracija 0,5 M rastvorom HCI do promene boje.

Saponifikacioni broj (mg KOH/g) predstavlja broj mg KOH koji je potreban za potpunu
saponifikaciju (slobodnih i estarski vezanih) masnih kiselina u 1 g masti ili ulja.

Odredivanje jodnog broja [148]

Nezasi¢ene masne kiseline imaju osobinu da adiraju na svaku dvogubu vezu po jedan
molekul halogena. Prema tome, vrednost jodnog broja zavisi od sadrzaja nezasic¢enih

masnih kiselina i broja dvogubih veza u njima. Jodni broj je karakteristican za masti i
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ulja i predstavlja jedan od analitickih parametara za odredivanje identiteta i Cistoce
masti i ulja.

Princip

Odredena koli¢ina ispitivane masti ili ulja tretira se rastvorom jod-monobromida koji se
adira na dvogube veze masnih kiselina. Dodatkom kalijum-jodida iz neutrosene koli¢ine
jod-monobromida oslobada se odgovarajuca koli¢ina joda. Oslobodeni jod se titruje

rastvorom natrijum-tiosulfata:

R,—CH=CH—R,—COOH + IBr — R, — CH — CH — R, — COOH (P23)
o
IBr+KI — I, + KBr (P24)
I, + 2Na,S,0, — 2Nal + Na,S,0, (P25)
Postupak

U erlenmajer od 300 ml odmeri se oko 0,2 g masti ili ulja. Uzorak se rastvori sa 10-15
ml hloroforma i doda se 25 ml jod-monobromida. Dobro se promucka i ostavi u
erlenmajeru sa Slifovanim zatvaratem da stoji na tamnom mestu 30 minuta. Nakon
stajanja doda se 15 ml 10 % rastvora kalijum-jodida i oko 150 ml destilovane vode i vrsi
se titracija 0,1 M rastvorom natrijum-tiosulfata do svetlo Zute boje. Zatim se doda 1-2
ml rastvora skroba i produzi titracija do nestanka plave boje. Uporedo se radi slepa

proba na isti na¢in, samo bez masti ili ulja.

Jodni broj (mg l2/g) oznacava broj mg l2 koji se adira na nezasi¢ene masne kiseline u

1 g masti ili ulja.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNMoTnuncanu-a Hapko Muumh

6poj nHoekca 306/11

UsjaBrbyjem
a je [OKTOpCKa gucepTtaumja nog HacnoBom

Xemujcka n TepmarnHa aHanmsa cemeHa jarogactor Boha

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [a npegnioxeHa gucepTaumja y LenvHU HX y AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa
3a pobujakbe 6GuMNo koje gunnomMe npema CTyAujCKMM nporpamuma  Opyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a cy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [a HMCaM KpluMo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTMO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay,
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Mpunor 2.

UsjaBa 0 MICTOBETHOCTMU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Vme n npeanme aytopa Hapko Muuuh

bpoj nHaekca 306/11

Ctyavjcku nporpam

Hacnos paga XeMujcka 1 TepMmanHa aHanusa cemeHa jarogacrtor soha
MeHTOopKn ap JburbaHa [lamjaHosuh, ap BpaHucnas CrumoHoBMh
MoTnuncanw/a Hapko Muuuh

U3sjaBrbyjem Oa je wtamnaHa Bepsuja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNneKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepjao/na 3a objaBrbmBawe Ha noptany [AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTteTa y beorpany.

[osBorbaBam ga ce objaBe MoOjM NMYHM nojauM Be3aHu 3a gobujarbe akagemckor
3Bakba JOKTOpA Hayka, Kao LUTO Cy MMe W npes3ume, roguHa n Mecto poherwa n gatym
ogbpaHe paga.

OBM nnMyHM nogaum Mory ce oO6jaBUTM Ha MPEXHUMM CTpaHuuama aurvtanHe
ombnunoTeke, y enekTpoHCKOM KaTanory u 'y nybnukauvjama YHusepauteta y beorpagy.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay,
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Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnumoteky ,CseTtosap Mapkosvh® ga y Ourutantyu
penosvtopmnjym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTaumjy noa
HacnoBoMm:

XeMU|CKA M TEPMOAAHA AHOAM3A CEMEHA jaroAacTor Boha

Koja je Moje ayTopcKo geno.

OuncepTaumjy ca caum npunosmMma npegao/na cam y enekTpoHckomM dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxMBUpaHE.

Mojy OOKTOpCKY AncepTauujy noxpamweHy y [urutanHu penosvtopujym YHusepsuTeTa
y beorpagy mory ga kKopucTte CBUM KOju NOLWwTYjy ogpende cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyymo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMepLUKjanHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepUujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjarHO — AeNUTN NO4 UCTMM yCroBUMa
5. AytopcTtBo — 6€e3 npepage

6. AyTOopCcTBO — OenuTu nog UCTUM ycrioBumMma

(MonMmo ga 3aokpyxute camo jedHy O LecT NOoHyheHux nuueHuwu, Kpatak onuc
nueHUM AarT je Ha nonenuHu nucra).

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay,
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1. AytopctBo - [lo3BorbaBate yMHOXaBake, OUCTpMOyLM)y M jaBHO caoniiTaBare
Aena, n npepajge, ako ce HaBefe nMMme aytopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
unu gaesaoua nuueHue, Yak u 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja og CBUX
nUeHUMN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTpMOyLnjy 1 jaBHO
caonwtaesawe Jena, v rnpepage, ako ce HaBede VMMe ayTopa Ha HauumH ogpeheH of
CTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOMbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTte YMHOXaBahE,
ANCTpnbyunjy M jaBHO caonwiTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka WM
ynoTpebe gena y CBOM [eny, ako ce HaBede Mme aytopa Ha HauvH ogpeheH of
cTpaHe aytopa vnu aasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOrbaBa KoMepuwujarnHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM fULEHLOM ce orpaHuvaBa
Hajsehun o61M npaBa kopuwwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — Jenutn nog Uctum ycrosuma. [osBorbaBaTte
YMHOXaBake, AMCTpMbyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe gerna, v npepage, ako ce HaBede
MMe aytopa Ha HayuH ofdpefneH oA CcTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHLe U ako ce
npepaga Auctpubympa nog WCTOM MMM CAMYHOM nuvueHuom. OBa nuueHua He
[03BOSbaBa kKoMepuujanHy ynotpeby agena v npepaga.

5. AyTtopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTpUByLMjy M jaBHO
caonwrTaBawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosawa Unu ynotpebe gena y csom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wvnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Jo3BoSbaBa koMepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTopCcTBO - pfenutu nog wuCTUM ycnoBuMa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe,
ANCTpnbyuumjy 1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBege nMe aytopa Ha
HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa unvM JaBaoua nuueHue W ako ce npepaga
anctpnbympa nog WMCTOM wMnM  cnudHoM numueHuom. OBa nuvueHua [A03BOrbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codpTBEpCKMM nuueHuama,
O[HOCHO NunLeHuamMa OTBOPEeHOr Koaa.
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