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1. UvoD

Polisaharidna jedinjenja, polisaharidi, ¢ine najveéi deo biomase u prirodi pa stoga, pri
proizvodnji prehrambenih proizvoda iz sirovina prirodnog porekla, ¢esto zaostaju kao glavni
deo sporednih proizvoda. Polisaharidi predstavljaju polimerne lance koji su sastavljeni iz
monomernih jedinica razliitih ugljenih hidrata. Primena polisaharida u formulaciji
prehrambenih proizvoda je pre svega odredena njihovim funkcionalnim karakteristikama,
cenom ili Zeljenom strukturom proizvoda. Istrazivanja biopolimernih makromolekula na bazi
ugljenih hidrata su usmerena u najve¢oj meri ka definisanju izvora i karakterizaciji
makromolekula sa ciljem zamene postojecih sintetskih aditiva u hrani ,,prirodnim* sirovinama
jednakih funkcionalnih osobina. Brojna polisaharidna jedinjenja su pronasla primenu u
modifikaciji teksturalnih osobina i odrzivosti proizvoda ili inkapsulaciji bioaktivnih
komponenti proizvoda, medutim, za neke od istrazivanih polisaharida je ustanovljeno da mogu
da formiraju i stabilizuju emulzije razli¢itog tipa. Stabilizatori u vidu hidrokoloida na bazi
skroba, pektina ili vlaknastih polisaharida su na taj nacin dobili novu komercijalnu vrednost u
prehrambenoj industriji i povecali interesovanje za daljim istrazivanjima u oblasti ,,prirodnih*
aditiva.

Ipak, emuzije predstavljaju izrazito osetljive nestabilne koloidne sisteme ¢ije osobine u
vidu trajnosti, strukture i primene veoma zavise od sastava emulzije i vrste emulgatora
(stabilizatora). Veli¢ina i raspodela veli¢ine kapi emulzija i reoloske osobine predstavljaju jedne
od najbitnijih faktora koji uti¢u na pomenute karakteristike kako emulzija u prehrambenoj tako
i u farmaceutskoj industriji. U cilju uspesne primene polisaharidnih jedinjenja u formulaciji
emulzija, neophodno je jasno definisati sve parametre koji uticu na pomenute faktore
stabilizacije. Fizicko-hemijski sastav, struktura, konformacija i pokretiljivost stabilizatora u
rastvoru predstavljaju osnovne osobine koje uti¢u na proces formiranja emulzionih sistema.
Moguénost kombinovane primene vise razlicitih stabilizatora, sposobnih da pokazu specifi¢ne
funkcionalne karakteristike u sinergijskom dejstvu, dodatno otezava proces definisanja i
identifikacije primene polisaharidnih stabilizatora. Osim same prirode stabilizatora i sastava
emulzija, postupak proizvodnje emulzija, koji se naziva emulgovanje, ima veliki uticaj na
konacne osobine i ponasanje emulzija u razli¢itim tehnoloskim procesima. Upotreba razlicitih
tehnika emulgovanja znacajno utiCe na vrstu, energiju 1 intenzitet primenjenih sila
dispergovanja pri formiranju emulzije. Primenjene sile, koje za cilj imaju dispergovanje kapi
ulja/vode u emulzionom sistemu, utiu i na osobine prisutnih stabilizatora i menjaju njihovu

strukturu, konformaciju ili dostupnost odredenih funkcionalnih grupa stabilizatora.
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Stoga, u ovom radu su ispitana stabilizuju¢a svojstva tri razliita polisaharidna
stabilizatora: pektina Secerne repe, vlakana SeCerne repe i oktenilsukcinata maltodekstrina.
Karakterizacija tri polisaharida je obuhvatala ispitivanje fizicko-hemijskih i strukturalnih
0sobina, sa posebnim akcentom na definisanje prisutnih hidrofilnih i hidrofobnih funkcionalnih
grupa. Sprovedena su ispitivanja tenziometrijskih, viskozimetrijskih i konduktometrijskih
osobina vodenih rastvora navedenih polisaharida sa ciljem definisanja stabilizuju¢eg kapaciteta
i mogucih intra- i intermolekulskih interakcija. Primenom cetiri razlicite tehnike (ultrazvuc¢na
homogenizacija, visokopritisna homogenizacija, membransko emulgovanje i rotor-stator
homogenizacija) formirane su emulzije tipa ulje u vodi stabilizovane jednim ili kombinacijom
vise polisaharidnih stabilizatora. Dobijene emulzije su ispitane sa stanovista veli¢ine i raspodele
veli¢ine kapi, kriming indeksa i reoloskih karakteristika. Rezultatima ovog istrazivanja ¢e se
otvoriti prostor za dalji razvoj polisaharidnih stabilizatora i samim tim doprineti povecanju

trziSne i privredne vrednosti navedenih biopolimernih makromolekula.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. Definicija emulzija i opSti pojmovi

Emulzije kao visefazni sistemi, imaju veliku ulogu u hemijskoj, farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji. Sastoje se od dve ili viSe tecnih faza, koje su medusobno nemesljive
ali u emulziji stabilizovane upotrebom odgovarajucih jedinjenja - stabilizatora ili emulgatora.
Uloga stabilizatora odnosno emulgatora ogleda se u obezbedivanju stabilnosti i1 trajnosti
formiranog disperznog sistema. Tec¢na faza (na primer voda) u kojoj su dispergovane kapi druge
teCne faze zove se kontinualna faza ili disperzno sredstvo, a druga te¢na faza koja je
dispergovana u kontinualnoj fazi u obliku sitnih kapi (na primer ulje), naziva se diskontinualna
ili disperzna faza (Pakovi¢ 1985; McClements, 1999).

Dvofazne emulzije se, prema polarnosti kontinualne i disperzne faze, mogu podeliti na
dva tipa:

1. Emulzije tipa voda u ulju (V/U) — voda predstavlja disperznu fazu, a ulje disperzno
sredstvo odnosno kontinualnu fazu.

2. Emulzije tipa ulje u vodi (U/V) — ulje predstavlja disperznu fazu, a voda disperzno
sredstvo odnosno kontinualnu fazu (Slika 1).
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Slika 1. Tipovi emulzija: voda u ulju (levo) i ulje u vodi (desno).

S obzirom da su istraZivanja u okviru ovog rada obuhvatala samo emulzije tipa ulje u vodi, u

nastavku ¢e se pod pojmom emulzija podrazumevati U/V sistem, osim ako nije drugacije

naglaSeno.
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Emulzije predstavljaju termodinamicki nestabilne koloidne sisteme, koji imaju
konstantnu teznju da se vremenom razdvoje na poc¢etne komponente. Labilna struktura sistema
potice od razli¢itih fizicko-hemijskih osobina kontinualne i diskontinualne faze. Teznja
molekula jedne faze da redukuju dodirnu povrSinu sa molekulima druge faze potice od snaznih
privlacnih medumolekulskih sila izmedu pojedina¢nih molekula faza. Pored toga, mesanje ulja
1 vode znatno otezava i znac¢ajno manja gustina ulja, koje u polju sile zemljine teZe nastoji da

se izdvoji na povrsini vode (Doki¢, 2005; McClements, 2000).

Osnovne karakteristike emulzija su definisane fizicko-hemijskim parametrima kao §to
su: sastav emulzije (sadrzaj ulja, sadrzaj vode, koli¢ina i vrsta primenjenog emulgatora ili
stabilizatora), veliina i raspodela veli¢ine kapi emulzija i1 reoloske osobine emulzija. Osim
navedenih parametara, postupak proizvodnje emulzija, koji se naziva emulgovanje, u velikoj

meri uti¢e na konacne osobine i ponasanje emulzija u razli¢itim tehnoloSkim procesima (Doki¢-

Baucal, 2002).

Sadrzaj ulja, odnosno vode, u emulziji znac¢ajno utice kako na veli¢inu kapi tako i na
reoloSke osobine emulzija ali i na ponasanje dodatog stabilizatora ili emulgatora. Sa promenom
temperature ili pove¢anjem primenjenih sila smicanja, povecava se i uticaj sadrzaja ulja na
reoloska svojstva emulzije. Rastvorljivost, orijentacija i konformacija kao i pokretljivost
stabilizatora ili emulgatora veoma zavisi od odnosa koli¢ine ulja i vode (disperzne faze i
disperznog sredstva). Primena meSanih emulgatora i stabilizatora moZe da rezultira u velikim
strukturnim promenama u emulziji koje se ogledaju kroz viskozitet, veliinu 1 raspodelu
veli¢ine kapi emulzija kao i njihovoj stabilnosti uopste (Walstra, 1993; Doki¢-Baucal, 2002;
Krstonosi¢, 2010).

Veli¢ina kapi emulzije se opisuje njenim srednjim precnikom. Srednji pre¢nici kapi
emulzija se mogu odrediti razli¢itim merenjima i razli¢itim jednac¢inama, pa su tako u upotrebi
brojni prose¢ni pre¢nik (Number mean diamter, dn), povrSinski proseéni pre¢nik (eng. Sauter
mean diameter, ds2), zapreminski prosecni pre¢nik (eng. De Brouckere mean diameter, da3),

tezinski proseéni pre¢nik (Weighted mean diamter, dw), itd.

Osim veli¢ine kapi emulzija, raspodela veli¢ine kapi predstavlja jedan od najvaznijih
parametara kvaliteta emulzija i njihovih osobina i primene. Veli¢ina i raspodela veli¢ine kapi
emulzije predstavljaju parametre koji direktno ukazuju na stabilnost formiranog disperznog
sistema tokom vremena ili nakon odredenog tretmana. Tokom emulgovanja, promenu pre¢nika

kapi disperzne faze prati konstantna promena njene specifi¢ne povrsine, definisane kao ukupna
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povrsina disperzne faze u njenoj ukupnoj zapremini. Ove promene kao posledicu imaju razlicite

reoloske osobine dobijenih emulzija (Doki¢ i sar., 1999; McClements, 2000).

Reoloske osobine emulzija definisane su kroz brojne parametre koji su od izuzetnog
znacaja sa aspekta stabilnosti, primene i ponaSanja u razli¢itim tehnoloskim procesima. Zbog
svoje kompleksnosti sastava i mogucih interakcija u strukturi, realni sistemi poput emulzija su
izuzetno slozeni 1 njihova reoloSka ponaSanja vrlo ¢esto odstupaju od teorijskih zavisnosti i
reoloskih karakteristika pojedina¢nih komponenti (Doki¢, 2005; Yu i Gunasekaran, 2001).
Viskozitet emulzija, kao najvazniji faktor u reoloskim svojstvima, direktno zavisi od svih
gorenavedenih fizicko-hemijskih parametara i vrlo se lako menja sa promenom sastava, veli¢ine
I raspodele veli¢ine kapi ali i sa temperaturom i tipom primenjene tehnike emulgovanja. Od
viskoziteta emulzija direktno zavisi i stabilnost emulzija, otpor koalescenciji (pojava spajanja
vise kapi ulja), aglomeraciji i flokulaciji (pojava grupisanja kapi ulja), sedimentaciji i na kraju

inverziji faza (Pakovi¢ 1985).

2.1.1. Stabilnost emulzija

Poznavanje i kontrolisanje razli¢itih faktora koji imaju uticaj na stabilnost i razruSavanje
disperznog sistema je izuzetno vazno jer je u nekim slué¢ajevima neophodno proizvesti emulziju
koja je stabilna u duzem vremenskom periodu dok je u drugim slucajevima dovoljan sistem
kontrolisane 1 ograniCene stabilnosti. Stabilnost emulzije se kao pojam koristi u opisivanju
sposobnosti jedne emulzije da se odupre promenama svojih osobina u toku odredenog vremena.
Na slici 2. prikazani su razli¢iti fizicki mehanizmi koalescencije, flokulacije, sedimentacije,

kriminga i inverzije faza, koji su odgovorni za pojavu nestabilnosti emulzija.

Koalescenciia
Q o
o ® 0 O
@ oo o O
— (o) |0 o
‘6 ° o O
Flokulacija Kineticki Inverzija faza

stabilna
emulzija

Sedimentacija Kriming

Slika 2. Fizicki mehanizmi koji uticu na stabilnost emulzija.
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U sluc¢aju creaming-a i sedimentacije kapi emulzije ne menjaju svoj oblik i veli¢inu ve¢ se
jednostavno receno, redistribuiraju u prostoru i, uz primenjeno mesanje, mogu biti vraéene u
prvobitno stanje raspodele u emulziji. Flokulacija ili aglomeracija proizilaze iz pojave ucestalih
fizicko-hemijskih interakcija izmedu kapi emulzija ili njihovih stabilizatora i emulgatora.
Grupe kapi, odnosno flokule, ¢esto se ne mogu opet redistribuirati u rastvoru i shodno tome
mogu imati negativan efekat na kvalitet i trajnost emulzija a samim tim i proizvoda (supe,
sosevi). Zbog pomenutih interakcija, struktura flokula je postojana i pri razruSavanju interakcija
¢esto dolazi do promena na samom adsorpcionom sloju izmedu dve faze, a samim tim i do
pojave koalescencije. Koalescencija predstavlja proces suprotan procesu dispergovanja koji se
javlja i prilikom procesa emulgovanja i tokom skladiStenja emulzije. U toku procesa
emulgovanja, pri dejstvu sila koje dovode do deformacije i usitnjavanja kapi, dolazi i do
sudaranja novonastalih kapi §to moZe dovesti do pojave njihovog ponovnog spajanja, tj do
nepozeljne pojave koalescencije (Slika 3) (Pakovié, 1985; McClements, 2000; Tadros, 2004;
Sjobolm, 2005).

Slika 3. Slika emulzije pre i posle pojave koalescencije.

U zavisnosti od tipa emulzije, njenih osobina i primenjene tehnike emulgovanja, nakon
odredenog vremena dolazi do ravnoteznog stanja izmedu procesa dispergovanja i koalescencije.
Izuzetno jake sile smicanja kod nekih kapi uzrokuju usitnjavanje, a kod nekih koalescenciju. S
obzirom da se procesi kao Sto su adsorpcija emulgatora ili stabilizatora na povrsini kapi
emulzije, deformacija kapi, raspodela emulgatora i sudar kapi, odigravaju u milisekundama
tokom procesa izrade emulzija, izuzetno je tesko identifikovati sve fenomene prisutne na
granici faza. Tokom skladiStenja emulzija, brojni faktori uti¢u na pojavu koalescencije kao $to

su koli¢ina i priroda emulgatora, uspesnost procesa adsorpcije na granici faza u toku procesa
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emulgovanja, odnosa koli¢ine ulje/voda u emulziji, itd. Stoga, gotovo je nemoguce predvideti
kojom brzinom i kada ¢e poceti da odigrava proces koalescencije (Pakovi¢, 1985; Doki¢, 2005;

Taisine i sar., 1997).

2.1.2. Emulgatori i stabilizatori

Emulgatori koji se koriste u prehrambenoj industriji se razlikuju na osnovu lipo- i
hidrosolubilnosti, koeficienta razlivanja i povrSinske aktivnosti. Pod emulgatorima se
podrazumeva Sirok spektar hemijskih jedinjenja sposobnih da pokazu amfifilan karakter:
sapuni, amini, sulfati, estri masnih kiselina, proteini, itd. Sve sustinske osobine emulgatora
poticu od udela lipofilnih i1 hidrofilnih grupa u molekulu. Broj koji blize opisuje odnos
hidrofilnih i lipofilnih grupa naziva se HLB broj (engleski: Hydrophilic-Lipophilic Balance).
Nize HLB vrednosti ukazuju da emulgator ima veci udeo nepolarnih grupa (liposolubilnih), a
emulgatori sa ve¢im HLB vrednostima su hidrofilni sa ve¢im udelom polarnih grupa. Stoga,
upotreba emulgatora se moze podeliti i na osnovu vrednosti HLB broja. Emulgatori sa HLB
brojem u opsegu od 3-6 se koriste u proizvodnji emulzija vode u ulju, dok se emulgatori sa
HLB brojem izmedu 6-17 koriste kao sredstva za proizvodnju emulzija ulje u vodi. Deterdzenti
imaju HLB broj izmedu 13-15 a sredstva za poboljSanje kvasenja u opsegu od 7-9 (Pakovi¢,
1985).

Emulgatori tokom dispergovanja/emulgovanja imaju izuzetno veliku ulogu. Uloga i
efikasnost emulgatora zavisi od prirode 1 koncentracije emulgatora, a kao najvazniji uslov
postavlja se brzina kojom emulgator dospeva na grani¢nu povrsinu izmedu dve faze. Brzina i
ali i intenzitet smanjenja medupovrsinskog napona predstavljaju vazne osobine emulgatora koje
uticu na stabilnost i karakteristike formirane emulzije. Emulgator sposoban da se adsorbuje na
granici faza (Slika 4) sniZzava povrSinski napon 1 obrazuje zastitni film koji sprecava pojave
nestabilnosti emulzija pomenute u prethodnom poglavlju. Mehanizmom Gibs-Marangoni
efekta, koji se zasniva na prenosu mase u okviru grani¢nog sloja na osnovu gradijenta
povrSinskog napona, mozemo uspeSno objasniti stabilizaciju sitnih kapi ulja tokom
homogenizacije. Hidrofilni delovi molekula emulgatora se krecu prema grani¢noj povrsini kapi,
odrzavajuci nisku vrednost povrSinskog napona, ali molekuli sa sobom nose i deo polarnog
disperznog sredstva, koje ispunjava prostor izmedu kapi sprecavajuci koalescenciju. Na ovaj
nacin mozemo pretpostaviti uspesnost adsorpcije hidrosolubilnih emulgatora 1 formiranje sloja

dovoljne koncentracije na grani¢noj povrsini faza (Walstra i sar., 1997).
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Slika 4. PonaSanje emulgatora u emulziji tipa ulje u vodi.

Prisutan Gibs-Marangoni efekat deluje pozitivno na sprecavanje koalescencije emulzije
u toku procesa izrade ali nema znacajan uticaj na gotove emulzije kod kojih je adsorbovana
ravnoteZzna koncentracija emulgatora. Vazno je ista¢i da je za dobijanje stabilne emulzije
neophodno posti¢i minimalnu grani¢nu koncentraciju emulgatora u kontinualnoj fazi.
Povrsinski napon na granici faza linearno opada sa porastom koncentracije emulgatora do
postizanja grani¢ne koncentracije nakon koje je vrednost povrSinskog napona konstantna

(McClements, 1999; Krstonosic¢, 2010).

Stoga, mehanizam kojim se moze dostiéi stabilnost emulzija je najéesce adsorpcija, ali
postoje 1 drugi mehanizmi, kao $to je povecanje viskoziteta kontinualne faze pomocu

makromolekula (hidrokoloida) koji deluju kao stabilizatori (Dickinson, 2009).

Stabilizatori emulzija mogu biti pojedina¢na hemijska jedinjenja, ali i razne smese koje
daju stabilnost u duZem vremenskom intervalu i imaju viSe od jedne uloge u formiranom

proizvodu (Dickinson, 2003).

Glavna osobina koris¢ena u cilju razlikovanja stabilizatora od emulgatora ogleda se u
nacinu na koji stabilizuju disperziju. Emulgatori su po pravilu povrSinski aktivne materije
relativno malih molekulskih masa dok su stabilizatori uglavnom relativno veliki molekuli koji
stabilizuju disperziju povecanjem viskoziteta kontinualne faze (po pravilu vode). Medutim, ova
razlika nije uvek jasna jer neki stabilizatori pokazuju povrSinsku aktivnost dok neki emulgatori

znacajno povecavaju viskozitet disperznog sredstva u kome su rastvoreni (Doki¢, 2005).
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Pod pojmom stabilizatora se stoga najceS¢e podrazumevaju hidrokoloidi koji
obuhvataju Sirok spektar makromolekula od polisaharida ekstrahovanih iz biljaka ili
mikrobioiloskih izvora, preko biljnih guma i galaktomanana do biopolimera na bazi skroba ili
celuloze modifikovanih hemijskim ili enzimskim putem. Zbog svojih prirodnih osobina,
biokompatibilnosti, netoksi¢nosti i niske cene, nalaze Siroku upotrebu u farmaceutskoj,
kozmetickoj i prehrambenoj industriji (Dickinson, 2003; Doki¢ i sar, 2012; Agama-Acevedo i
Bello-Perez, 2017).

Osim rastvornih hidrokoloida, kao stabilizatori, mogu se koristiti i Cvrste Cestice
koloidnih veli¢ina. Ovakve Cestice, specificnih dimenzija, se mogu adsorbovati na grani¢noj
povrsini izmedu ulja i vode i tako stvoriti gusto pakovani film na povrsini disperzne faze. Na
ovaj nacin, Cestice formiraju &vrstu ,Jjusku®“ oko kapi emulzije i spreCavaju pojavu
koalescencije. Stabilizaciju emulzija ¢vrstim Cesticama je prvi istrazivao Pickering, pa su po

njemu i nazvane ,,Pickering* emulzije (Pickering, 1907; Lam i sar., 2014).

Neadsorbujuéi stabilizatori (najce$¢e polimeri), koji stabilizuju emulziju samo
povecavanjem viskoziteta disperznog sredstva, mogu izazvati i negativni efekat destabilizacije
emulzije deplecionom flokulacijom, kada koncentracija ovih stabilizatora prelazi nivo kriti¢éne
flokulacione koncentracije (KFK). Do ovog fenomena dolazi kada izmedu kapi diskontinualne
faze nema dovoljne koli¢ine polimera, pa se rastojanje izmedu kapi diskontinualne faze smanji
ispod vrednosti pre¢nika slobodnog molekula polimera. Tada dolazi do pojave lokalnog
gradijenta (osmotskog pritiska) koji uzrokuje privlacenje kapi disperzne faze i istiskivanje
kontinualne faze, koja se nalazi izmedu njih. Novostvorene flokule brze isplivavaju na povrsinu
od pojedinaénih kapi i dalje destabilizuju emulziju. KFK opada sa porastom molekulske mase
polimera i zapreminskog udela disperzne faze u emulziji. Medutim, ukoliko se koncentracija
neadsorbovanog polimera poveca iznad kriticne viskozitetne koncentracije (KVK) polimera,
dolazi do smanjenja separacije, jer emulzija ostaje stabilnija zbog povecanog viskoziteta
disperznog sredstva. U vecini slu€ajeva, osim pojedinih izuzetaka, KVK je visa od KFK

(McClements, 2000; Bai i sar., 2017a)

Na osnovu svega pomenutog, McClements (2000) je definisao Cetiri oblasti stabilnosti

emulzija sa neadsorbujuc¢im stabilizatorima:

1. Nestabilna — odsustvo flokulacije (c<KFK) sa niskim viskozitetom (c<KVK).
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2. lzrazito nestabilna — pored niskog viskoziteta (c<KVK) dolazi do pojave flokulacije
(c>KFK). Nizak viskozitet nije dovoljan da zaustavi isplivanje vecih flokula koje se
brze krecu.

3. Stabilna — odsustvo flokulacije (c<KFK) usled velikog viskoziteta (c>KVK) koji
onemogucava kretanje kapi.

4. Stabilna — pojava flokulacije (c>KFK) ali uz povecan viskozitet (¢c>KVK) nema

kretanja kapi.

2.2. Polisaharidni stabilizatori

Veliki broj identi¢nih monomera, kovalentno povezanih ¢ini jedan makromolekul ili,
kako se jo§ naziva, polimer. Polimeri predstavljaju krupne molekule, relativno velike
molekulske mase (preko 10000 Da). Prema stepenu polimerizacije (SP), tj, po broju monomera
u lancu Staudinger je podelio polimere na: niskomolekularne (SP<10), hemikoloidne (SP=10-
100), mezokoloidne (SP=100-500) i na kraju makromolekularne (SP>500). Takode, mogu se
klasifikovati na osnovu naelektrisanja na: polielektrolite (naelekstrisani polimeri) i nejonski

polimeri (nenaelektrisani polimeri) (Pakovi¢, 1985; Sun 2004).

Ukoliko su polimerni lanci sastavljeni od monomera iz klase ugljenih hidrata, nazivaju
se polisaharidi. Polisaharidi predstavljaju najve¢i deo biomase u prirodi. Preko 90% svih
ugljenih hidrata u prirordi se nalaze u obliku polisaharida. Polisaharidi koji su sastavljeni od
samo jedne vrste monosaharida se nazivaju homoglukani (celuloza, skrob) a u slu¢aju da su
sastavljeni od dva ili viSe monosaharida nazivaju se heteroglukani (hemiceluloza, pektin, guar
guma). Homoglukani su naj¢eS¢e linearni lanci dok su heteroglukani uglavnom razgranate
strukture. Strukturalna karakterizacija polisaharida se vr$i na osnovu: monosaharidnog sastava,
tipa veza, sekvence monosaharida, anomernih konfiguracija, prisustva i pozicije supstituisanih

grupa i stepena polimerizacije (BeMiller, 2018).

Primena odgovaraju¢ih polisaharida u formulaciji hrane odredena je specificnim
makromolekularnim i funkcionalnim karakteristikama, raspolozivoscu, strukturom proizvoda

ili cenom (Dickinson i Lorient, 2007).

Stalno rastuca potraznja za ,,prirodnim® proizvodima bez sinteti¢kih aditiva snazno
podrzava dalja istraZivanja u cilju uvodenja prirodnih sastojaka koji mogu zameniti sinteticke

aditive. Poslednjih decenija, sa povecanjem cena hrane, brojne studije se bave razli¢itim
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sporednim proizvodima, niskih cena, iz raznih poljoprivredno-prehrambenih industrija sa
ciliem da istraze i razrade moguce izvore specificnog materijala, ta¢nije odgovarajucih
biopolimernih makromolekula koji se mogu primeniti u ve¢ postoje¢im formulacijama hrane
(Gémez-Guillen i sar., 2011; Soronja-Simovi¢ i sar., 2016; Bai i sar., 2017a; Alipour i sar.,
2018; Karnik i Vicker, 2018).

Zaneke od istrazivanih stabilizatora na bazi biopolimera, kao $to su hidrokoloidi na bazi
skroba, pektina Secerne repe ili vlaknastih polisaharida, ustanovljeno je da mogu da formiraju i
stabilizuju emulzije u hrani i drugim proizvodima (Doki¢ i sar., 2008; Moschakis i sar., 2010;
Chen i sar., 2016; Agama-Acevedo i Bello-Perez, 2017; Bai i sar., 2017b; Zhai i sar., 2018).

2.2.1. Oktenil sukcinat skroba i maltodekstrina

Hidrokoloidi na bazi skroba su ve¢ godinama predmet intenzivnih istraZivanja i
ispitivanja, verovatno najbrojnijih i najintenzivnijin u odnosu na bilo koju drugu vrstu

biopolimera (Dokic i sar., 2008).

Da bi se zadovoljili zahtevi potroSaca za sirovinama prirodnog porekla ali i da se
istovremeno obezbede sve potrebne funkcionalne karakteristike biopolimera, predlozeno je
nekoliko modifikacija skroba (Doki¢ i sar., 1998; Hadnadev i sar., 2014; Fonseca-Florido i sar.,
2018).

Modifikacija skroba sa anhidridom ¢ilibarne kiseline je patentirana jo§ 1953.godine.
Ova modifikacija obuhvata esterifikaciju skroba oktenil sukcinat anhidridom na jednom od tri
ugljenikova atoma molekula glukoze (C2, C3 i C6) gde se po opisanom postupku dobijaju
oktenil sukcinati skroba. Proces esterifikacije odnosno supstitucije se odigrava u najve¢oj meri
na razgranatim lancima glukoze (amilopektin) a stepen supstitucije (DS vrednost —engl. degree
of substitution) iznosi od 1-3% i takvom skrobu je od strane nadleznih tela odobrena upotreba
u prehrambenim proizvodima (Caldwell i Wurzburg, 1953; Shorgen, 2000; Nilsson i
Bergenstihl, 2007; Varona, 2009).

Oktenil-sukcinatni skrobovi (OSAs) i maltodekstrini (OSAm) su prepoznati kao
posebno efikasni stabilizatori u proizvodnji U/V emulzija. Amfifilna priroda OSAm dobija se
uvodenjem hidrofobne (oktenilsukcinatne grupe) u strukturu skrobnih granula koja zatim
prolazi enzimsku hidrolizu radi proizvodnje manjih molekula, maltodekstrina, rastvorljivih u

hladnoj vodi. Osim hidrofobnosti, OSA grupa obezbeduje skrobu i osobine slabog elektrolita
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jer sadrzi karboksilnu grupu koja moze biti negativno naelektrisana. Dobijeni maltodekstrini su
u stanju da ispolje specifi¢ne povrsinski aktivne i stabilizujuce osobine. Kratki nizovi oktenil
sukcinata, koji su bo¢no vezani na lanac makromolekula, dovode skrob/maltodekstrin na
granicu faza U/V gde se hidrofobni delovi pozicioniraju u uljanoj fazi a dugi lanci amilopektina
u vodenoj fazi tako sprecavajuci flokulaciju i koalescenciju kapi mehanizmom sternih smetnji

(Nilsson i Bergenstédhl, 2007; Dokic¢ i sar., 2008; Hadnadev i sar., 2014; Li i sar., 2014 ).

Povecanje viskoziteta u kombinaciji sa aktivnoS¢u OSA skroba/maltodekstrina na
granici faza omogucava ovom makromolekulu da igra ulogu i stabilizatora i emulgatora u
emulzionim sistemima. Takode, vrlo mala koncentracija OSA skroba/maltodekstrina
neophodna za proizvodnju stabilne emulzije omogucava Siroku upotrebu u prehrambenoj i

farmaceutskoj industriji (Tesch, 2002; Modig, 2006).

Medutim, smanjenje molekulske mase skroba ima negativan uticaj na debljinu
formiranog povrSinskog sloja na granici faza, a time se gubi i prednost skroba kao
makromolekula. Zbog toga su neophodne dodatne studije koje imaju za cilj da umanje pomenuti
negativni efekat, kao §to je zakljuceno u dosadasnjim istrazivanjima (Agama-Acevedo i Bello-

Perez, 2017).

2.2.2. Pektin Secerne repe

U procesu proizvodnje Secera iz Secerne repe, osim glavnog proizvoda — kristalne saharoze,
dobijaju se 1 dva vazna sporedna proizvoda — izluZeni (ekstrahovani) rezanci Secerne repe i

tamni mrki sirup — melasa (Asadi, 2007).

Rezanci Secerne repe se prvenstveno koriste kao osnova hrane za zZivotinje, medutim, visok
sadrzaj pektina (20 do 30% suve materije ¢ini pektin), 1 relativno niska cena 1 laka dostupnost,

otvaraju nove nacine valorizacije ovog sporednog proizvoda (Lv i sar., 2013).

Pektin Secerne repe se po svojim fizicko-hemijskim karakteristikama znacajno razlikuje od
ostalih biljnih 1 komercijalnih pektina. Razgranata struktura, mnostvo bo¢nih lanaca, visok
sadrzaj acetil 1 metoksi grupa kao i sadrzaj fenolnih kiselina i proteina razlikuje ovu vrstu
pektina od ostalih biljnih pektina poput limunskog ili jabucnog. Vazno je napomenuti da
Secerna repa, za razliku od drugih biljnih izvora pektina, kod kojih u toku razvoja biljke 1

sazrevanja, dolazi do smanjenja koliCine pektina usled enzimskog omeksavanja ploda, sadrzi
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istu koli¢inu pektina i u nezrelom i u zrelom plodu (Marry et al., 2000; Funami 1 sar., 2009;

Morris i sar., 2010; Ochoa-Villarreal i sar, 2012; Ma i sar., 2013).

Strukturalne razlike pektina Se¢erne repe dovode i do funkcionalnih razlika pa tako, za razliku
od drugih biljnih pektina, pektin Secerne repe, izuzetno tesko formira gelove ¢ak i pri niskoj pH
vrednosi, prisustvu kalcijumovih jona ili u prisustvu visoke koncentracije Secera. Znacajno
smanjena geliraju¢a mo¢ potice od velikog broja bo¢nih lanaca, acetil grupa, kao i generalno
nize molekulske mase, u poredenju sa pektinima jabuke ili limuna. Visoko acetilovani pektin
SeCerne repe usled sternih smetnji spre¢ava formiranje jonskih unakrsnih veza, uz pomo¢
katjonskih dvovalentnih metala (npr. kalcijuma), izmedu lanaca galakturnoskih kiselina preko
slobodnih karboksilnih grupa. Modifikacijom ovakvog pektina, najcesée, tretmanom sa
zakiSeljenim metanolom, uklanjaju se bocne acetil grupe a postepeno se povecava stepen
metilesterifikacije, ali se istovremeno smanjuje broj molekula galakturonske kiseline i na taj
nacin se pospesuje upotreba pektina Se¢erne repe kao gelirajuceg sredstva (Funami i sar., 2009;

Patova i sar., 2014).

Ugljenohidratni lanci u pektinu $eéerne repe sastavljeni su od galakturonske kiseline (55%),
glukoze (20%), arabinoze (15%), galaktoze (5%), ksiloze (2%), ramnoze (1%), fruktoze (1%)
1 zanemarljive koli¢ine manoze. Struktura pektinskih polisaharida  ukljucuje
homogalakturonske (HG), ramnogalakturonske I (RG-I) i ramnogalakturonske Il (RG-I1) lance
U razgranatoj strukturi. Takode, odredeno je i prisustvo ksilogalakturonskog lanaca (KSGA).
Pektin Secerne repe sadrzi 7-8% metil i oko 7% acetil grupa (stepen acetilacije skoro 60%) kao
i malu koli¢inu (~0.5%) ferulne, hlorogene, p-kumarinske i ostalih fenolnih kiselina prisutnih
u repi. SadrZaj proteina u zavisnosti od proizvodnog procesa varira od 3% do 10% $to je slucaj
i kod ostalih polisahardnih stabilizatora poput gume akacije. Zbog svega navedenog pektin
Secerne repe se mnogo ¢esce u prehrambenoj industriji upotrebljava kao stabilizator emulzija,
nego kao gelirajuce sredstvo. U nekoliko prethodnih istrazivanja je zakljuceno da frakcije
pektina koje formiraju stabilne emulzije, odnosno one koje se adsorbuju na granici faza
ulje/voda, su bogatije proteinima, ¢ije prisustvo nije uobic¢ajno u pektinima jabuke ili limuna
(Funami i sar., 2007; Ochoa-Villarreal i sar, 2012; Lv i sar., 2013; Wicker i sar., 2014; Babbar
i sar., 2015; Chen, Fu i Luo, 2016; Bai i sar., 2017b).

Ipak, stabilizuju¢a svojstva pektina Secerne repe poti¢u od nekoliko strukturalnih cinioca
pektina. Emulgujuca efikasnost pre svega zavisi od hidrofobnih komponenata, posebno ferulne
kiseline i hidrofobnih delova proteina koji su prisutni u pektinu, a ne od ugljenohidratnih delova
pektina. Ove funkcionalne grupe omogucavaju adsorbciju pektina na povrSinu kapi ulja, tako
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Sto se vezuju za kapi ulja usled svoje delimi¢ne hidrofobnosti u odnosu na hidrofilni
ugljenohidratni lanac, i na taj nacin omogucavaju stvaranje emulzije. Medutim, u dosadasnjim
istrazivanjima nije uo¢ena snazna korelacija izmedu sadrzaja proteina i emulgujuce aktivnosti.
Tako da se moze zakljuciti da su dosadasnji literarni podaci prilicno neusaglaseni po pitanju
uloge proteina u emulgujucoj aktivnosti pektina Se¢erne repe. Takode, priroda proteina i
aminokiselinski sastav proteina, verovatno imaju uticaj na emulgujucu aktivnost i1 efikasnost
pektina Secerne repe. Osim proteina, stepen acetil esterifikacije utice na sveukupnu

hidrofobnost molekula (Funami i sar., 2009; Wicker i sar., 2014).

Emulgujuca stabilnost se pre svega pripisuje i dominantnom ugljenohidratnom delu, koji kroz
povecanje viskoziteta, sternih smetnji i elektrostati¢kih interakcija usporava procese flokulacije
i koalescencije kapi ulja. Povecanje viskoziteta rastvora upotrebom pektina Seéerne repe je
nekoliko puta intenzivnije, pri jednakim koncentracijama, u poredenju sa drugim

polisaharidnim stabilizatorima poput gume arabike (Lv i sar., 2013; Bai i sar., 2017D).

U praksi se stoga predlaze upotreba hidrokoloida kao $to je pektin Secerne repe u kombinaciji
sa drugim emulguju¢im agensima i stabilizatorima (McClements i sar., 2007; Wicker et al.,

2014).

2.2.3. Vlakna Seéerne repe

Industrija proizvodnje Seéera iz Secerne repe proizvodi vise od 107 tona ekstrahovanih rezanaca
Secerne repe samo u zapadnoj Evropi. Vlaknasti polisaharidni materijal predstavlja
najzastupljeniji i najobimniji sporedni proizvod u poljoprivredno-prehrambenoj industriji u

Evropi uopste (Dinand et al., 1996; Soronja-Simovié i sar., 2016).

Ekstrahovani rezanci Secerne repe se uglavnom koriste kao sto¢na hrana, ali u poslednjih
nekoliko decenija nau¢na i strucna javnost se intenzivnije bavi istrazivanjima u cilju njegove
razli¢ite primene, od upotrebe u ljudskoj ishrani do proizvodnje fermentabilnih Secera za
proizvodnju biogoriva. Najveca komercijalizacija ekstrahovanih rezanaca odnosno vlakana
Secerne repe u prehrambenoj industriji je izvrSena kroz ekstrakciju pektina Se¢erne repe, kao
vrednog emulzionog sredstva koji je pronasao veliko trziSte u poslednjim decenijama, $to je
opisano u prethodnom poglavlju (Leroux i sar., 2003; Gyura i sar., 2016; Soronja-Simovié i
sar., 2017; Maravic i sar., 2018).
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Medutim, istraziva¢i kao §to je Bergenstahl (1988) su jo$ pre nekoliko decenija istakli
sposobnost i ostalih polisaharida da deluju kao stabilizatori emulzija oblozenih surfaktantima,
kroz adsorpciju polisaharida na formiranoj medufaznoj povrsini kapi emulzije. Osim toga,
potencijalno prisustvo kompleksa proteina i polisaharida u vlaknima Secerne repe predlaze dalje

istrazivanje primenljivosti ovog sporednog proizvoda u oblasti emulzionih sistema (Dickinson,

2007).

Vlakna Seéerne repe u najvecoj meri ¢ine nerastvorljiva vlakna (62%) odnosno celuloza i
hemiceluloza a rastvorljiva vlakna (25%) poticu od sastava pektina SeCerne repe i dela
hemiceluloze rastvorljive u vodi. Osim sadrzaja polisaharida, prisutan je i znacajan udeo
proteina (9%) ¢iji sastav obuhvataju aminokiseline sa hidrofilnim i hidrofobnim funkcionalnim
grupama. S obzirom na nutritivna i funkcionalna svojstva, vazno je navesti 1 znacajan sastav
fenolnih kiselina u vlaknima Secerne repe od kojih se najveéim sastavom isti¢u ferulna, p-
kumarinska, hlorogena i gentizinska Kiselina (van der Poel, 1998; Sakac i sar., 2004; goronja-

Simovic¢ i sar., 2016; Maravic¢ i sar., 2018; Maravic i sar., 2019).

Uprkos svim pomenutim osobinama vlakana Secerne repe, njihova upotreba u proizvodnji
emulzija nije u velikoj meri ispitivana do sada. Osim nekoliko istrazivanja, koja su se bavila
pre svega dodatkom vlakana Secerne repe u specificne mesne proizvode u cilju zamene
odredene koli¢ine masti uz minimalne promene boje, teksture kao i ostalih senzorskih osobina
proizvoda, u nau¢noj bazi podataka nema detaljnijih istraZivanja stabilizuju¢ih svojstava
pomenutih vlakana. Agar i sar., (2016) su ispitivali efekat dodatka vlakana Secerne repe u
proizvodnji mesnih emulzija, u koli¢ini od 2 do 8g /100 g proizvoda, gde su ukazali na znacajno
povecanje viskoziteta i nenjutnovsko (pseudoplastino) proticanje dobijenog proizvoda.
Takode, zakljuCeno je da se dobijene emulzije mesa ponaSaju kao slabi gelovi

makromolekularnih disperzija (Javidipour i sar., 2005; Agar i sar., 2016).

Stoga, ostaje veliki prostor za istrazivanja o upotrebi vlakana Secerene repe u svom nativnom

obliku u proizvodnji emulzija i njihovoj stabilizaciji.

2.3. Tehnike proizvodnje emulzija

Tehnike mehani¢ke proizvodnje emulzija obuhvataju niz procesa u kojima se

unosenjem izvesne koli¢ine energije disperguju kapi diskontinualne faze, najcesce ulja, u vodi
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koja najcesce igra ulogu kontinualne faze. Prema obliku primenjene sile, energije i tehnike
izvodenja procesa dispergovanja, neke od najéesée korisé¢enih tehnika emulgovanja se mogu

podeliti na:

a) Homogenizaciju primenom rotor-stator tehnika,
b) Homogenizaciju visokopritisnim homogenizerom,
c) Ultrazvuénu homogenizaciju i

d) Membransko emulgovanje

2.3.1. Homogenizacija primenom rotor-stator tehnika

Homogenizeri na bazi rotor-stator tehnika predstavljaju masSine za intenzivno
usitnjavanje ¢vrstih Cestica ili te€nih faza, a jo$ se nazivaju 1,,dispergatori‘. Usitnjavanje se kod
ovakvih uredaja ostvaruje primenom jakih sila smicanja izmedu zubaca nazubljenog rotora 1
statora koji se nalaze na veoma bliskom rastojanju. Smesa kontinualne i diskontinualne faze se
proteruje kroz prostor izmedu zubaca, obrtanjem nazubljenog rotora, pri cemu dolazi do jake
turbulencije izazvane popre¢nim smicajnim silama i kao rezultat dolazi do intenzivnog
usitnjavanja kapi diskontinualne faze (npr. ulja) (Slika 5). Brzina obrtanja rotora moze da se
kre¢e od 2000 do 20000 o/min. U ovakvim uredajima formiraju se disperzije veoma malih
Cestica, 0,2-5 pm, ali ipak znatno vecih od velicina Cestica pravih koloidnih rastvora (Pakovi¢,

1985; Jafari i sar., 2008).

Slika 5. Prikaz glavnog dela uredaja za homogenizaciju na bazi rotor-stator tehnike.
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U rotor — stator dispergatorima, prosecna brzina smicanja (y) u razmaku izmedu rotora i statora,
od koje direktno zavise i prisutne smicajne sile, se moze izracunati jedna¢inom (1) ako su brzina

rotora i geometrija mesalice poznati:
y=n-D-N/6=K1-N (1)

gde su: D - spoljasnji pre¢nik rotora, & - Sirina razmaka izmedu rotora i statora, N — brzina

obrtanja rotora, Ky — konstanta smicanja.

Teoretski, u ovom slucaju, nema potrebe za eksperimentalnim podacima. Medutim, rezultati su
pokazali da K1 znac¢ajno zavisi od reoloskih svojstava te¢nosti pa je prema tome, neophodno i

eksperimentalno odredivanje (Pacek i sar., 2013).

Usled izuzetno velikih brzina obrtanja rotora, stoga i specificno velike koliine energije
oslobodene u disperziji tokom procesa emulgovanja, u ovakvim uredajima je neophodno
obezbediti hladenje, odnosno temperiranje, celog sistema u cilju sprecavanja nepozeljnih
termickih promena. Termicke promene tokom izrade emulzija rotor-stator tehnikom mogu
izazvati razne nutritivne, funkcionalne i tehni¢ke probleme. Visoke temperature disperznog
sistema mogu prouzrokovati denaturaciju ili strukturalnu promenu prisutnih bioaktivnih
jedinjenja. Takode, sa tehnicke strane uspeSnog izvodenja procesa emulgovanja, povecanje
temperature utice na smanjenje viskoziteta faza a samim tim i do manjih smicajnih sila u
prostoru gde dolazi do usitnjavanja kapi Sto moze rezultovati povecanjem precnika kapi

disperzne faze (DPakovi¢, 1985; Jafari i McClements, 2018).

Rotor-stator tehnika se u procesu proizvodnje emulzija koristi i kao predtretman, u proizvodnji
emulzija veoma sitnih kapi, nano- i koloidnih veli¢ina, ali i kao glavni proces emulgovanja koji
je do sada, u poredenju sa ostalim tehnikama emulgovanja, u najve¢oj meri komercijalizovan u

industrijskim postrojenjima (Pacek i sar, 2013).

Upotreba rotor-stator tehnike u proizvodnji emulzija sa stabilizatorima na bazi polisaharida je
istrazivana u proteklim decenijama. Studija sprovedena od strane Matos i sar. (2018) je
pokazala da se emulzije stabilizovane granulama skroba iz raznih biljnih izvora (kinoa, pirinac,
amarant) mogu uspesno dispergovati i stabilizovati tehnikom rotor-stator homogenizacije. U
ovoj studiji je varirana brzina obrtanja rotora od 6500 — 20000 o/min u cilju dobijanja uvek istih
pre¢nika kapi emulzije pri razli¢itim koli¢inama stabilizatora, emulgatora i odnosa kontinualne
I disperzne faze. Krstonosi¢ i sar., (2015) su pokazali da veli¢ina kapi emulzija dobijenih

homogenizacijom pri konstantnoj brzini obrtaja rotora (9500 o/min) direkino zavisi od
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koncentracije OSA modifikovanog skroba kao i1 koncentracije smese OSA skroba i dodatnog
polisaharidnog stabilizatora (ksantan gume). Pri izradi emulzija upotrebom OSA skroba i rotor
— stator homogenizera ne dolazi do prividnog povecanja srednjeg precnika kapi emulzija,
izazvanog formiranjem adsorpcionog sloja makromolekula na povrsini kapi emulzija, usled
izuzetnog malog udela debljine adsorpcionog sloja u ukupnom precniku ovako dobijenih kapi

za razliku od nekih drugih tehnika emulgovanja (Taherian i sar., 2006; Doki¢ i sar., 2012).

U dosadasnjim istrazivanjima sprovedenim sa ciljem ispitivanja stabilizuju¢eg svojstva pektina
Secerne repe homogenizacija rotor-stator tehnikom je prevashodno koriS¢ena kao predtretman
glavnom procesu dispergovanja upotrebom visokopritisne homogenizacije (Funami i sar, 2007;
Nakauma i sar., 2008 Chen, Fu i Luo, 2015, 2016).

Medutim, u brojnim studijama se moze pronaci i upotreba rotor-stator tehnike kao glavnog
procesa emulgovanja sa pektinom SeCerne repe. Williams i sar. (2005) su nakon prvih
istrazivanja ustanovili da pri homogenizaciji emulzija sa pektinom Secerne repe rotor-stator
tehnikom, optimalno vreme dispergovanja iznosi 4 minuta, pri brzini obrtanja rotora vecoj od
20000 o/min. Siew i Williams (2008) su upotrebom ove tehnike utvrdili da su kapi emulzija
dobijenih upotrebom pektina Secerne repe, manje od kapi emulzija dobijenih stabilizacijom
gumom arabikom pri jednakim koncentracijama hidrokoloida. Yancheva i sar. (2016) su duzim
procesom homogenizacije 1 manjim brojem obrtaja rotora ispitivali emulgujuéa svojstva

pektina ekstrahovanih iz rali¢itih biljnih izvora.

Rotor-stator tehnika je zbog svojih specificnih karakteristika nasla veliku upotrebu u formiranju
disperzija stabilizovanih vlaknastim polisaharidima i kompleksima na bazi vlakna-protein.
Kori$¢enjem ove tehnike, osim usitnjavanja disperzne faze (ulja), dolazi i do usitnjavanja samih
Cestica vlakana i boljeg efekta stabilizacije emulzija formiranim kompleksima vlakna-protein

(Diftis i Kiosseoglou, 2003; de Castro Santana i sar, 2012; Desplanques i sar., 2012).

Ispitivanja koja su sproveli de Castro Santana i sar. (2012) pokazuju veliki uticaj primenjene
tehnike emulgovanja pri izradi emulzija sa vlaknima kolagena, sa visokim sadrZajem proteina,
kao i glavne nedostatke rotor-stator tehnike u poredenju sa energetski intenzivnijim procesima
emulgovanja. Takode, pri upotrebi hidrokoloida na bazi vlakana i proteina i rotor-stator tehnike
emulgovanja, nije moguce proizvesti monodisperzne emulzije sa precnikom kapi manjim od 1
um usled znacajnog rasipanja mehanicke energije unesene u proces u obliku toplote (Anton,

Benoit i Saulnier, 2008; de Castro Santana i sar, 2012).
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2.3.2. Homogenizacija visokopritisnim homogenizerom

Visokopritisni homogenizeri (VPH) su specifi¢ni uredaji koji se primenjuju u Sirokom
spektru tehnologije ultra- i visokopritisne obrade hrane. VPH su se razvili daljim usavrSavanjem
postojeéih procesa homogenizacije poveéanjem energije koja se unosi u sistem u procesu
dispergovanja. Posebnom konstrukcijom uredaja, tretirani fluidi se prolaskom kroz zazor malih
dimenzija (2-30 um) izlazu pritiscima i do 400 MPa. Homogenizeri visokog pritiska obi¢no se
sastoje od pumpe visokog pritiska, uglavnom u obliku pumpe sa jednim ili tri klipa, koja se
moze elektricnim ili pneumatskim putem aktivirati, i jedinice (modula) za disperziju visokim
pritiskom. Homogenizeri su obi¢no opremljeni visokopritisnim i niskopritisnim ventilima.
Procesne karakteristike najviSe zavise od dizajna ventila (visina i oblik ventilskog razmaka,
geometrijskih karakteristika, dizajna igle i sediSta), ali i od fizi¢ko-hemijskih osobina fluida
(viskozitet, gustina). Podesavanjem razdaljine izmedu pomiéne igle (cilindri¢ni klip) i fiksnog
sedi$ta definiSe se primenjeni pritisak na tretirani uzorak. Jedinice za disperziju visokog pritiska
su podeljene na istostrujne (smer kretanja udarne igle i fluida) - radijalne i aksijalne ventilske
dispergatore i protivstrujne dispergatore (Slika 6). (Burgaud, Dickinson i Nelson, 1990; Schultz
i sar., 2004; Floury, 2004).

U slucaju visokopritisne homogenizacije (high pressure homogenization-HPH) u toku procesa
dispergovanja postizu se radni pritisci do 200 MPa, dok se u ultravisokopritisnoj
homogenizaciji (ultra high pressure homogenization-UHPH) postizu radni pritisci i do 350-
400 MPa. Radi poredenja, u primeni konvencionalnih tehnika homogenizacije ostvaruju se
pritisci od 12-25 MPa, koji nastaju prolaskom tretiranog fluida kroz otvore veli¢ina 250-300
pum (Floury, 2004; Schultz i sar., 2004).

SEDISTE

Slika 6. Tipovi VPH homogenizera: a) protivstrujni; b) istostrujni.
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Specificna koliCina energije unesene u dati sistem se najc¢esce izrazava kao Energetska gustina

Eg (J/m®) i racuna se po jednacini (2):
E,=P-V=Ap 2)

Gde je P — unos energije u emulziju (W), V — protok emulzije (m%s), Ap — pritisak

homogenizacije (Karbstein, 1994).

Tehnologija visokopritisne homogenizacije se primenjuje u prehrambenoj, kozmetickoj i
farmaceutskoj industriji u cilju formiranja stabilnih emulzija, modifikovanja reoloskih osobina
fluida, ekstrakcije razlicitih metabolita i dekompozicije ¢elija u cilju smanjivanja broja
mikroorganizama ili u cilju iskoriS¢enja sastavnih delova ¢elija (Floury, Desrumaux i Lardieres,

2000; Schultz i sar., 2004; Donsi i sar., 2010).

U dinamickim sistemima VPH, veoma je teSko rangirati uticaje razli¢itih fenomena koji dovode
do efekata homogenizacije i usitnjavanja Cestica i kapi disperzne faze jer pojave kavitacije,
smicanja i turbulencije mogu delovati istovremeno na Cestice koje se nalaze u specificnom
visokopritisnom sistemu. Medutim, ovakvo kretanje fluida koje dovodi do usitnjavanja kapi
disperzne faze, nekad dovodi nepozeljnih pojava, kao $to su pojave koalescencije ili
aglomeracije usled medusobnog sudaranja novoformiranih kapi u procesu izrade emulzija

(Kleinig i Middelberg, 1998; Diels i Michiels, 2006; Jafari i sar., 2008).

U dosadasnjim istrazivanjima koja su se bavila upotrebom polisaharidnih stabilizatora u izradi
emulzija, VPH su, u poredenju sa ostalim tehnikama emulgovanja, najvise koriS¢eni zbog
visoke efikasnosti i robusnosti u radu. U studiji koju su sproveli Tesch, Gerhards i Schubert
(2002) ispitivane su karakteristike emulzija dobijenih upotrebom OSA skroba pri razli¢itim
radnim pritiscima VPH. Pri promeni pritiska od 50 — 250 bara nisu primeéene znac¢ajne razlike
u veli¢ini kapi dobijenih emulzija pri jednakim koncentracijama, usled ograni¢enog efekta
stabilizacije ovakvog polisaharida 1 mogucih procesa koalescencije u toku homogenizacije.
Stoga, u vecini radova u kojima su ispitivane karakteristike skrobnih modifikata, primenjeni
pritisak nije prelazio 50 bara (MPa). Veli¢ina kapi dobijenih emulzija u dosadasnjim
istrazivanjima upotrebe VPH su bile u opsegu od 0,3 pm do 3 um (Drusch 1 Schwarz, 2006;
Nilsson i Bergenstahl, 2007; Agama-Acevedo i Bello-Perez, 2017).

Pri izradi emulzija sa pektinom Secerne repe VPH se pokazao kao izuzetno pogodna tehnika za
proizvodnju stabilnih emulzija. Kao 1 u slu¢aju OSA modifikovanog skroba, radni pritisak od

50 bara je koriS¢en u vecini studija. Promena radnog pritiska u opsegu koji odgovara
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visokopritisnoj homogenizaciji (50-150 bara) nije zna¢ajno doprineo promeni veli¢ine kapi
emulzija stabilizovanih pektinom $ecerne repe. Ipak, Bai i sar. (2017) su u svojoj studiji, u kojoj
radni pritisak odgovara opsegu ultravisokopritisne homogenizacije (<500 bara), pokazali da pri
upotrebi pektina Se¢erne repe dolazi do linearnog smanjenja precnika kapi sa 0.25 um do 0.18
um, pri povecanju radnog pritiska. S obzirom na dosadasnje studije, moze se zakljuciti da ne
dolazi do gubitka emulgujuéih svojstava funkcionalnih grupa u pektinu Seéerne repe, koje
prevashodno potic¢u od prisutnih proteina, pri znacajnom povecanju pritisaka homogenizera

(Funami i sar., 2007; Chen, Fu, Luo, 2016; Juttulapa i sar., 2017; Bai i sar., 2017Db).

Uticaj visokopritisne tehnike dispergovanja je ispitivan i pri upotrebi polisaharidnih
stabilizatora na bazi vlakana. de Castro Santana i sar. (2012) su u studiji isptivanja vlakana
kolagena zakljucili da emulzije proizvedene homogenizacijom pod visokim pritiskom imaju
visoku stabilnost, sa sli¢nim pre¢nikom kapi pri razli¢itim uslovima pritiska homogenizacije
(60 1 100 MPa), a jedine znacajne razlike su primeéene u reoloskim rezultatima. Pre¢nik kapi
emulzija stabilizovanih vlaknima kukuruza pokazuje negativnu linearnu zavisnost od poveéanja
radnog pritiska homogenizera, $to je u skladu sa rezultatima drugih hidrokoloida (guma arabika,
pektin Secerne repe). Upotreba celuloze 1 modifikovane celuloze, kao najpoznatijih vlaknastih
stabilizatora, u proizvodnji emulzija VPH je ispitivana proteklih decenija. Poveéanje radnog
pritiska VPH znacajno smanjuje viskozitet ovako dobijenih emulzija sa jednakim sadrzajem
celuloze. Ipak, razli¢ite studije su pokazale da fenomen ,,preterane obrade‘ emulzija (previsok
pritisak i temperatura, preveliki broj prolaza kroz VPH, itd.) dovodi do nepovoljnih rezultata
priupotrebi vlakana u izradi emulzija. Stoga, u cilju formiranja emulzija zeljenog pre¢nika kapi,
viskoziteta ali i funkcionalnih karakteristika, odnos koli¢ine vlakana i primenjenog pritiska

predstavlja najvazniji parametar (Schulz i Daniels, 2000; Floury i sar., 2003; Bai i sar., 2017b).

2.3.3. Ultrazvuéna homogenizacija

Ultrazvukom visoke snage moguce je uzrokovati fizicke promene na bioloskom
materijalu 1 omoguciti ubrzavanje pojedinih hemijskih reakcija. Svoju primenu je naSao u
inaktivaciji mikroorganizama i enzima, procesima emulgovanja i homogenizacije, ekstrakciji i
suSenju. Ultrazvucni talasi visokih frekvencija (preko 20000 Hz) nose veliku energiju i mogu
izazvati veoma velike oscilacije pritiska (i do nekoliko hiljada bara) usled kavitacije, i stoga se
mogu koristiti za raspr$ivanje ulja, boja, proteina i raznih hemijskih agenasa. Takode, ultrazvuk

se moze koristiti i u cilju razruSavanja strukture raznih sistema poput pena ili aerosola.
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Ultrazvu¢nim talasima se mogu modifikovati 1 strukture makromolekula u pravcu usitnjavanja

ili cepanja lanaca (Pakovi¢, 1985; Rezek Jambrak i sar., 2009).

Ultrazvucni homogenizer sastoji se uglavnom od tri komponente (Slika 7): generatora visoke
frekvencije, ¢ija snaga moze varirati, ultrazvu¢nog konvertora i funkcionalnog vrha — sonde,
koji se uranja u uzorak za homogenizaciju. Generator visoke frekvencije prvo transformise
standardni mreZni napon od 50-60 Hz u visokofrekventni napon od preko 20 kHz. Ako se ovaj
napon primeni na odgovarajuci oscilator unutar ultrazvu¢nog pretvaraca, on ¢e modifikovati
veli¢inu ovog oscilatora i1 oblikovati ga u skladu sa piezoelektricnim efektom, koji je poznat jo§
od 1880. godine. Na taj nacin, elektricna energija se pretvarac¢em transformise u mehanicke
vibracije. Vibracije iz pretvaraca se pojacavaju u sondi, koja emituje akusti¢nu energiju u fluid
i tako stvara talase pritiska u te¢nosti. Usled generisanja velike energije koja se unosi u sistem,
dolazi do povecanja temperature medijuma koji se tretira, pa je stoga veoma vazno obezbediti
odgovaraju¢e hladenje posude sa uzorkom, ukoliko je neophodno da temperatura bude
konstantna tokom procesa homogenizacije. Dostupnost i jednostavnost ultrazvu¢nih
homogenizatora olaks$ala je brzu tranziciju ove tehnologije iz laboratorije u potpuno operativne
komercijalne procese prehrambene industrije Sirom sveta (Pakovi¢, 1985; Patist 1 Bates, 2008;

Zisu i Chandrapala, 2015).
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ultrazvuéni konvertor

sonda

kompresja  kompresija  kompresija  kompresija

NANWANWAWAW
UYLy

ekspanzija ekspanzija

rastmehurau . “EEF y

formiranje mehura . St - nestabilnost me-implozija mehura

Slika 7. Princip rada i dejstva ultrazvuénog homogenizera.

Pri upotrebni ultrazvu¢nog homogenizera u proizvodnji emulzija, glavni fenomen koji dovodi
do usitnjavanja kapi disperzne faze je kavitacija. Zvucni talasi koji se emituju u disperzni sistem
se sastoje se iz naizmenicnih ciklusa ekspanzije 1 kompresije (Slika 7). Faza kompresije vrsi
pozitivan pritisak u sistemu, dok ekspanzija nastaje iz faze negativnog pritiska. Ta pojava stvara

milione mikroskopskih mehurica (Supljina) u disperznom sistemu tokom ekspanzionog ciklusa
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(faza negativnog pritiska) i potom implodira tokom faze kompresije. Upravo ovaj fenomen, koji
se naziva kavitacija, proizvodi snazne sile smicanja, uzrokujuci da se molekuli u disperznom
sistemu, intenzivno krecu. Intenzitet kojim se ove pojave odvijaju u tretiranom sistemu uveliko
zavisi od karakteristika tecne faze, koji ukljucuju napon pare, povrSinski napon, viskozitet i
gustinu, kao i bilo koju drugu osobinu koja se odnosi na broj atoma, jona, ili molekula prisutnih
u sistemu. Energija potrebna za formiranje kavitacinog mehura u tecnoj fazi je proporcionalna
povrSinskom naponu i naponu pare te¢ne faze. Sa povecanjem vrednosti povrSinskog napona
te¢nosti, potrebna je veca energija za formiranje mehura pa ¢e time biti veca i energija udarnog
talasa koji se proizvodi kada se mehor raspadne (implodira). Intenzitet ultrazvu¢ne snage se
obi¢no meri radnim ciklusom, koji se meri frekvencijom ciklusa (Campbell i Long, 1949;

Ramachandran i sar., 2006).

Ultrazvuéno emulgovanje se pokazalo kao efikasna tehnika u proizvodnji emulzija i
nanoemulzija stabilizovanih raznim polisaharidnim jedininjenjima. Abbas i sar., (2014) su
ispitivali stabilizaciju nanoemulzija upotrebom OSA modifikovanih skrobova u zavisnosti od
primenjenje snage ultrazvu¢nog homogenizera i vremena emulgovanja. Takode, zakljucili su
da se ultrazvu¢no emulgovanje moZze uspesno koristiti za pripremu nanoemulzija stabilizovanih
OSA skrobom na nizim temperaturama (40—45 °C), primenjenom snagom u opsegu od 400 -
850 W i vremenom emulgovanja od 4 do 7 minuta. Precnik kapi emulzija stabilizovanih OSA
modifikovanim skrobom dobijenih ultrazvuénim emulgovanjem se smanjuje sa povecanjem
primenjene snage. Medutim, smanjenje pre¢nika sa povecanjem snage je ogranic¢eno koli¢inom
i vrstom primenjenog OSA modifikovanog skroba kao i koli¢inom ulja (Abbas i sar., 2014;
Silva, Rosa i Meireles, 2015).

Emulgovanje ultrazvuénim talasima uz prisustvo pektina Secerne repe kao stabilizatora je
ispitivano u znacajno manjoj meri u poredenju sa brojem eksperimenata sa visokopritisnim
homogenizerom. Ma i sar., (2013) su pokazali znacajne razlike u stabilnosti emulzija,
formiranih ultrazvu¢nim talasima i stabilizovanih pektinom Secerne repe, u zavisnosti od na¢ina
ekstrakcije pektina i temperature skladiStenja emulzija. Homogenizacija ultrazvuc¢nim talasima
moze da uti¢e na znacajno pobolj$anje stabilnosti emulzija kod kojih su protein-polisaharid

kompleksi glavni nosioci stabilizuju¢eg svojstva biopolimera (Shamsara i sar., 2015).

Dea i Madden (1986) navode da je pektin Secerne repe bio povrsinski aktivniji od komercijalnih
visoko-metoksilnih ili nisko-metoksilnih pektina zbog izrazitijeg hidrofobnog karaktera
prisutnih acetil grupa, pa je stoga pokazao bolja stabilizujuca svojstva u proizvodnji finih U/V
emulzija ultrazvuénim emulgovanjem.
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Upotreba ultrazvucnog emulgovanja je ispitivana i na uzorcima U/V emulzija u kojima je ulogu
stabilizatora imala celuloza, hidroksipropilmetil celuloza (HPMC) ili neki drugi polisaharid na
bazi vlakana. Camino i sar. (2012) su ispitivali uticaj pH vrednosti na formiranje emulzija i
veli¢inu kapi dobijenih emulzija. U ovoj studiji su prikazani rezultati koji ukazuju da pri
upotrebi HPMC nema znacajne promene veli¢ine kapi u zavisnosti od pH vrednosti pri
formiranju emulzije ultrazvu¢nim homogenizerom u toku 20 minuta. Uniformna raspodela
energije i vreme ultrazvucne homogenizacije su izuzetno znacajni sa stanovista raspodele
veli¢ine kapi emulzija dobijenih koriS¢enjem celuloznih vlakana. PovrSina kapi ulja dobijenih
primenom ultrazvu¢nog homogenizera uslovljava dodatak dovoljne koli¢ine celuloznih vlakana
koja moze spreciti proces koalescencije nastalih kapi. Ipak, imajuci u vidu laku aglomeraciju i
povezivanje celuloznih molekula Van der Walsovim i vodoni¢nim vezama, prevelika koli¢ina
ovih vlakana moze negativno uticati na stabilnost ovako dobijene emulzije. Kalashnikova i sar.,
(2011) su utvrdili da je koli¢ina od 5,2 mg na 1 ml disperzne faze optimalna za proizvodnju
stabilnih emulzija ultrazvuénim emulgovanjem (Kalashnikova i sar., 2011; Rein, Khalfin i
Cohen, 2012).

2.3.4. Membransko emulgovanje

Membransko emulgovanje je veoma jednostavna tehnika formiranja emulzija koja
privlaéi sve vecu paznju u proteklih 20 godina zbog velikog potencijala primene u mnogim
oblastima prehrambene industrije. U poredenju sa konvencionalnim metodama dispergovanja,
kao Sto su rotor-stator sistemi i visokopritisna ili ultrazvu¢na homogenizacija, zasnovanim na
jakim silama smicanja, turbulenciji i kavitaciji, tehnika membranskog emulgovanja zahteva
znacajno manje energije da bi se proizvele kapi emulzije odgovarajuce veli¢ine (Okonogi i sar.,

1994; Joscelyne 1 Triagardh, 2000; Charcosset, Limayem i Fessi, 2004).

Sematski prikaz procesa membranskog emulgovanja je prikazan na slici 8. Disperzna
faza se potiskuje kroz pore membrane, dok se kontinualna faza kre¢e duz zida membrane. Po
izlazu iz kanala pore membrane, kapi disperzne faze rastu sve dok se ne dostigne odredena
kriti¢na veli¢ina. Ova kriti¢na veli¢ina je odredena balansom izmedu nekoliko sila: sile koju na
kap vrsi kontinualna faza koja tece, sile potiska kapi, sile medupovrSinskog napona na granici
faza i sile pogonskog pritiska koji pokrece disperznu fazu kroz sistem. Kap disperzne faze po
izlasku iz pora membrane ima tendenciju da formira sferni oblik pod dejstvom

medupovrsinskog napona, ali moze doci do izvesne distorzije oblika kapi u zavisnosti od brzine
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protoka kontinualne faze i kontaktnog ugla izmedu kapi i povrSine membrane. Konac¢na veli¢ina
i raspodela veli¢ine kapi ne odreduju se samo veli¢inom i raspodelom veli¢ine pora membrane,
vec i stepenom koalescencije, kako na povr§ini membrane tako i u formiranom disperznom

sistemu (Schroder, Behrend i Schubert,1998; Williams i sar., 1998).

re;

manometar | —| Vet e Kontinualna faza
»

¢
o % &% o N
¢

b )

@,

o m— &

o
y

L

diperzna
faza

kontinualna //
| faza / / / membrana
membrana // //‘ A ISP LS

mesaé

.—
°

N\

N
NN
S

N
N

disperzna faza

Slika 8. Sematski prikaz procesa membranskog emulgovanja.

Stoga, eksperimentalne studije koje su se bavile membranskim emulgovanjem su se uglavnhom
fokusirale na istraZivanja operativnih parametara procesa kao §to su tip 1 vrsta membrane,
poroznost i veli¢ina pora membrane, fluks membrane, transmembranski pritisak i vrsta
primenjenog emulgatora ili stabilizatora. Pazljivim izborom ovih parametara, proizvedene su
emulzije sa uskim raspodelama veli¢ine kapi emulzije, sa prosecnim veli¢inama kapi u rasponu
od 2 do 10 puta ve¢im od nominalnog precnika pora membrane. Medutim, nekoliko
ogranicavaju¢ih faktora usporavaju industrijsku komercijalizaciju ove tehnike. Jedan od
glavnih ogranic¢avajucih faktora u pogledu efikasne industrijske primene moze biti ¢esto nizak
fluks permeata disperzne faze kroz membranu, posebno u procesu proizvonje kapi
submikronske veli¢ine kao i izuzetno velike povr§ine membrane, a stoga i neophodnog prostora,
koji treba da zadovolji industrijske kapacitete proizvodnje emulzija (Joscelyne i Triagardh,

2000; Charcosset, Limayem i Fessi, 2004).

Membrane koje su koriS¢ene u svrhu membranskog emulgovanja se pre svega razliku po
materijalu od koga su izradene. KoriS¢eni materijali poti¢u od raznih polimera, staklenih ili
keramickih izvora. Brojna istrazivanja su napravljena pomocu tubularnih mikroporoznih

staklenih membrana (MPG, Asahi Glass Compani, Japan) i Shirasu poroznog stakla (SPG, SPG
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Technology Ltd.). Ove membrane imaju cilindri¢ne, medusobno povezane, ujednacene
mikropore. Takode, keramicke membrane (a-Al203, npr. Membraflow, Nemacka i Membralox,
SCT Francuska) i keramicke membrane sa viseslojnim nanosima (titanijum i cirkonijum oksid)
su koris¢ene u brojnim ispitivanjima emulgovanja membranama. Svi gore pomenuti tipovi
membrana mogu se koristiti u razli¢itim nominalnim veli¢inama pora, tipi¢no u rasponu od oko
0.05-14 pm, i u zavisnosti od materijala od koga su izradene, mogu se koristiti pri odredenim

pritiscima, temperaturama i protocima (Piacentini, Drioli i Giorno, 2014).

Proces membranskog emulgovanja sa polisaharidima kao stabilizatorima dobijenih emulzija je
u najmanjoj meri istrazen od svih tehnika emulgovanja. Li i sar. (2016) su koristili SPG
membrane razli¢itih veli¢ina pora (9, 2,5 i 1 pm) u studiji formiranja mikrokapsula
modifikovanim skrobom. Optimizacijom procesa uspeli su da formiraju mikrokapsule
kontrolisanih veli¢ina (0,7 pm, 1,7 um i 4,8 um) i relativno monodisperzne raspodele veli¢ina
Cestica. Kao tehnika u proizvodnji mikrokapsula sa maltodekstrinom kao nosadem i
stabilizatorom, membransko emulgovanje je pokazalo bolje rezultate u poredenju sa rotor-stator
tehnikom u pogledu izgleda i strukture dobijenih kapsula. Pri upotrebi OSA modifikovanih
skrobova u stabilizaciji V/U/V emulzija, metalnim membranama, veli¢ina formiranih kapi kao
i Sirina raspodele veli¢ina kapi se smanjuje kada se koncentracija OSA skroba povecava sa 2%
na 4%. Medutim dalje povecanje koncentracije nije omogucilo stvaranje emulzija uniformnih
veli¢ina, usled znacajnog povecanja viskoziteta kontinualne faze (Ramakrishnan i sar., 2013;

Pu, Wolf i Dragosavac, 2019).

Metodom formiranja premiks emulzija moguce je formirati stabilne viSeslojne omotace raznih
biopolimera (proteina, polisaharida) na medufaznoj povrSini U/V emulzija tehnikom
membranskog emulgovanja. Kompleks proteina i modifikovanih celuloznih vlakana formira
stabilan sloj na medufaznoj povrSini emulzija dobijenih propuStanjem disperzne faze kroz SPG
membrane sa porama prec¢nika 10 um. Ovakvi disperzni sistemi imaju dimenzije kapi emulzije
bliske dimenzijama pora membrane ali i prili¢no Siroku raspodelu veli¢ina dobijenih kapi

(Berendsen i sar., 2014).

Kawakatsu, Trdgdrdh i Trdgardh (2001) su istrazivali formiranje emulzija mikrokanalnom
tehnikom uz prisustvo pektina u kontinualnoj fazi. Dobijeni rezultati su ukazali da sa
povecanjem sadrzaja pektina od 0 do 2% dolazi do znacajnog rasta viskoziteta i pre¢nika kapi

dobijenih emulzija.
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Wang, Ma i Su (2005) su prvi ukazali na potencijal formiranja mikrokapsula (mikrosfera)
linearnim polisaharidom — hitozanom, upotrebom membranskog emulgovanja. U svojoj studiji
formirali su mikrosfere razli¢ite veli¢ine koriS¢enjem membrana razli¢itih dimenzija pora, i
definisali linearnu vezu izmedu pre¢nika mikrosfera i veli¢ine pora membrane. Najmanje

dobijene mikrosfere hitosana u ovoj studiji bile su pre¢nika 0,4 pm.
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3. CILJ RADA SA TEORIJSKIM POSTAVKAMA

Na osnovu dosadasnih ispitivanja iz oblasti upotrebe polisaharida kao stabilizatora
emulzionih sistema, formirani su zadaci i ciljevi ovog istrazivanja. Imajuéi u vidu trendove u
ishrani i veliku trzi$nu potraznju za prirodnim jedinjenjima koji mogu da zamene sve funkcije
sintetickih stabilizatora, kao i moguénost uticaja viSe kombinovanih stabilizatora na osobine
emulzija tipa ulje u vodi, odabrani polisaharidi, koji ¢e biti ispitivani u ovom istrazivanju, su:

pektin Secerne repe, vlakna Se¢erne repe i OSA maltodekstrin.

Kako bi se ispitali uticaji razli¢itih sila primenjenih u procesu formiranja emulzija,
proizvodnja emulzija stabilizovanih nekim od navedenih polisaharida bi¢e sprovedena sa Cetiri,
do sada najéeS¢e dostupne, tehnike emulgovanja: rotor-stator tehnikom, visokopritisnom

homogenizacijom, ultrazvuénom homogenizacijom i membranskim emulgovanjem.

Stabilizuju¢i efekat polisaharida ¢e se istraziti na nekoliko nivoa koncentracija i u
kombinaciji sa ostalim ispitivanim polisaharidima. Koncentracije koje ¢e biti koris¢ene u
procesu izrade emulzija kre¢u su u opsegu od 0,25 — 1,25% na masu emulzije. Pri navedenim
koncentracijama polisaharida, u dobijenim emulzijama ¢e biti ispitivane fizicke promene koje
imaju uticaj na reoloSke 1 disperzione osobine emulzija. Pretpostavlja se da razlicite
koncentracije polisaharida znacajno uti¢u na viskozitet 1 strukturu dobijenih emulzija kao 1 na

veli¢inu dobijenih kapi emulzija.

Posebno ¢e biti istrazeni i diskutovani mehanizmi stabilizacije emulzija upotrebom
vlakana Secerne repe kao i1 kombinacijom vlakana sa makromolekulima razli¢itih veli¢ina i
karakteristika: pektinom $eéerne repe i OSA maltodekstrinom. Nedostatak prethodnih studija
koje su se bavile emulzionim sistemima koji ukljucuju vlakna Secerne repe daje poseban znacaj
ovom istrazivanju. Pretpostavlja se da vlakna Secerne repe zbog svog specificnog sastava mogu
stabilizovati emulziju na viSe razli¢itih nacina: modifikacijom reoloskih osobina emulzija,

stabilizacijom ,,Pickering* efektom kao i emulgujucim sposobnostima prisutnih proteina.

Takode, nau¢ni znacaj se ogleda i u karakterizaciji mogucih interakcija i kombinovanog
dejstva pomenutih polisaharida na sisteme emulzija ulje u vodi. RazliCite vrste interakcija se
o¢ekuju u svim kombinacijama polisaharida usled mnostva funkcionalnih grupa prisutnih u
strukturi ovih biopolimera. Prema tome, moZe se o¢ekivati formiranje kompleksih adsorpcionih
slojeva na povrsini kapi ulja usled razli¢itih osobina OSA maltodekstrina, pektina i vlakana

SeCerne repe. Kako bi se uspeSno nadomestili prethodno definisani nedostaci samostalne
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upotrebe navedenih polisaharida, ispitivanje interakcija koje se javljaju izmedu polisaharida pri

izradi emulzija predstavlja jedan od najvaznijih doprinosa ovog istrazivanja.

Stoga, cilj istrazivanja obuhvata i utvrdivanje funkcionalnih karakteristika primenjenih
polisaharidnih jedinjenja pri samostalnoj ili kombinovanoj upotrebi kao osnov za njihovu
uspesnu valorizaciju u prehrambenim proizvodima kao S§to su emulzije tipa ulje u vodi.
Karakterizacija vodenih rastvora polisaharida, koji ¢e biti upotrebljeni u procesima
emulgovanja, obuhvata ispitivanje povrSinske aktivnosti na granici voda/vazduh,
konduktometrijska ispitivanja, veli¢inu makromolekula kao i ispitivanje ostalih fizi¢ko-

hemijskih osobina navedenih polisaharida.

Evaluaciom dobijenih rezultata dobi¢e se optimalni uslovi proizvodnje emulzija
odgovarajucih osobina (veli¢ina kapi, reoloskih osobina, stabilnosti, strukture) kao i rezultati
na osnovu Kkojih je moguée nastaviti istrazivanje sa posebnim akcentom na pojedine
komponente razliCitih polisaharida iz industrije Secera. Ocekivani rezultati sveobuhvatne
analize dobijenih emulzija i upotrebljenih polisaharida se takode mogu primeniti u cilju
modifikacije procesa proizvodnje prehrambenog proizvoda shodno Zeljenim karakteristikama i
karakteristikama odgovarajucih ispitivanih polisaharida. Pored toga, ovim istrazivanjima ce se
otvoriti prostor za dalji razvoj stabilizatora baziranih na polisaharidima sporednih proizvoda
industrije Secera. Na ovaj nalin, znacajno ¢e Se promeniti potencijal primene navedenih

biopolimera a samim tim i njihova privredna i trZiSna vrednost.

29



Nikola Maravié Doktorska disertacija

4. MATERIJALI I METODE

4.1. Materijali

Materijali koji su koriS¢eni u eksperimentalnoj izradi doktorske disertacije su:

- Komericijalno dostupno rafinisano kukuruzno ulje ,,Olitalia®, Italija

- Bidestilovana voda

- Pektin Secerne repe, visokometilovani i visokoacetilovani, Betapec RU 301, Herbstreith
& Fox KG, Nemacka

- Vlakna $eéerne repe, Fibrex®, Nordic Sugar A/S factory, Svedska

- Oktenil sukcinat maltodekstrin vostanog kukuruza, C¥*EmCap 12633, Cargill, SAD.

- Etanol 96%, Reahem, Srbija

- Natrijum-hidroksid, Centrohem, Srbija

- Hlorovodoni¢na Kiselina, Centrohem, Srbija

4.2. Metode

4.2.1. Fizicko-hemijski sastav pektina Seferne repe, vlakana Secerne repe i OSA

maltodekstrina

Fizi¢ko-hemijski sastav je odreden standardnim AOAC metodama za odredivanje sadrZaja
vode, proteina, ugljenih hidrata, masti, pepela kao i sadrzaja vlakana (AOAC Official Methods,
2005). Analiza sadrzaja fenolnih kiselina je odredena visokopritisnom te¢nom hromatografijom

koris¢enjem DAD detektora prema postupku opisanom u MisSan i sar. (2016).

4.2.2. FTIR analiza pektina Secerne repe, vlakana Secerne repe i OSA

maltodekstrina

Spektrofotometrijska analiza svih koriS¢enih polisaharida u cilju identifikacije prisutnih
hemijskih veza i grupa je izvedena na uredaju FTIR Spectrometer -ALPHA (Bruker, Nemacka)
infracrveni spektroskop sa ATR modulom sa opsegom merenja od 4000 do 400 cm ™. Dobijeni

podaci su obradeni upotrebom programskog paketa OPUS.
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4.2.3. Aminokiselinski sastav pektina Secerne repe i vlakana Seéerne repe

Sadrzaj aminokiselina u pektinu i vlaknima Secerne repe je odredivan u skladu sa EN ISO
13903/2005 metodom visokopritisne tecne hromatografije (HPLC- high pressure liquid
chromatopraphy) koja se koristi za analize sadrzaja aminokiselina (2005). Eksterni standard
smeSe aminokiselina omogucio je identifikaciju aminokiselina i koris¢en je za verifikaciju
rezultata HPLC analize (Tabela 1). Granica kvantifikacije (LoQ) je odredena analizom 10
injektovanih standardnih rastvora mesanih aminokiselina i izracunata kao desetostruka vrednost
relativne standardne devijacije 10 merenja. Za procenu ostalih parametara validacije,
pripremljeni su uzorci odgovarajuceg biopolimera (pektina ili vlakana Seéerne repe)
obogacenog dodavanjem referentnog standarda svake od aminokiselina na dva nivoa
koncentracije (5xLoQ i 10xLoQ). Odgovaraju¢i uzorci su pripremljeni i analizirani tokom dva
dana, od strane razli¢itih osoba, pod istim eksperimentalnim uslovima. Ponovljivost je izraZzena
kao standardna devijacija u okviru rezultata iste grupe uzoraka analiziranih pod uslovima
ponovljivosti (isti nivo koncentracije, ista osoba za pripremu uzorka, tokom jednog dana), dok
je unutarlaboratorijska reproduktivnost predstavljena kao standardna devijacija u okviru svih
analiziranih uzoraka i na razli¢itim nivoima koncentracije, od strane razli¢itih lica u razli¢itim

vremenskim intervalima (SRPS ISO 5725-5: 2011).

4.2.4. Priprema rastvora pektina Seferne repe

Rastvor pektina SeCerne repe koji je koriS¢en u procesu emulgovanja ili pri ispitivanju
karakteristika datog vodenog rastvora, je pripreman u normalnom sudu od 100 mL dodatkom
odredene mase praSkastog uzorka pektina i bidestilovane vode. Nakon odmeravanja zadate
mase pektina i bidestilovane vode, uzorak je homogenizovan magnetnom mesalicom u periodu
od 4 sata, na temperaturi od 30 °C, nakon Cega je skladiSten na temperaturi od 4 °C. Svi rastvori

pektina Secerne repe su pripremani 24h pre koriS¢enja u svrhe emulgovanja ili karakterizacije.
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Tabela 1. Validacija rezultata HPLC analize (ULR — Unutar laboratorijska reproduktivnost,

LoQ — granica kvantifikacije).

4.2.5.

LoQ | Tacnost | Ponovljivost | ULR
(9/1009) | (%) (%) (%)

Arginin 0,0089 106 0,111 0,141
Lizin 0,0074 104 0,185 0,196
Alanin 0,0045 105 0,084 0,094
Treonin 0,0061 106 0,157 0,182
Glicin 0,0038 105 0,075 0,082
Valin 0,0059 107 0,105 0,108
Serin 0,0053 103 0,251 0,289
Prolin 0,0058 103 0,290 0,309
Izoleucin 0,0067 106 0,072 0,079
Leucin 0,0067 105 0,193 0,222
Metionin 0,0076 102 0,191 0,218
Histidin 0,0080 105 0,130 0,142
Fenilalanin 0,0085 103 0,093 0,107
Glutaminska
kiselina 0,0075 104 0,771 0,791
Asparaginska
kiselina 0,0068 107 0,180 0,219
Cistein 0,0061 92 0,076 0,076
Tirozin 0,0092 102 0,067 0,073

Priprema rastvora OSA maltodektrina

Rastvor OSA maltodekstrina koji je koris¢en u procesu emulgovanja ili pri merenjima

karakteristika datog vodenog rastvora, je pripreman u normalnom sudu od 100 mL dodatkom

odredene mase praskastog uzorka OSA maltodekstrina i1 bidestilovane vode. Nakon

odmeravanja zadate mase OSA maltodekstrina i bidestilovane vode, uzorak je homogenizovan

magnetnom mesalicom u periodu od 4 sata, na temperaturi od 30 °C, nakon ¢ega je skladiSten

na temperaturi od 4 °C. Svi rastvori OSA maltodekstrina su pripremani 24h pre koris¢enja u

svrhe emulgovanja ili karakterizacije.
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4.2.6. Priprema rastvora vlakana Secerne repe

U cilju poboljsanja stabilizuju¢ih svojstava i potpunije homogenizacije u vodenom rastvoru,
veli¢ina estica vlakana $ecerne je modifikovana pre upotrebe. Cestice vlakana su samlevene u
kugli¢cnom mlinu (Retsch, Nemacka) u toku 30 minuta (400 obrtaja u minuti), da bi se raspodela
veli¢ine Cestica pomerila prema oblasti koloidnih veli¢ina (Hajnal, 2018). Nakon opisane
pripreme, dobijene Cestice su koriS¢ene za pripremu svih rastvora vlakana Secerne repe kao i za

pripremu emulzija stabilizovanih vlaknima Secerne repe.

Rastvor vlakana Secerne repe koji je koriS¢en u procesu emulgovanja ili pri merenjima
karakteristika datog vodenog rastvora, je pripreman u normalnom sudu od 100 mL dodatkog
odredene mase usitnjenih Cestica vlakana i bidestilovane vode. Nakon odmeravanja zadate mase
vlakana i bidestilovane vode, uzorak je homogenizovan magnetnom mesalicom u periodu od 4
sata, na temperaturi od 30 °C, nakon Cega je skladiSten na temperaturi od 4 °C. Svi rastvori

vlakana Secerne repe su pripremani 24h pre koriS¢enja u svrhe emulgovanja ili karakterizacije.

4.2.7. Odredivanje viskoziteta rastvora pektina Se¢erne repe, vlakana Seéerne repe

i OSA maltodekstrina

Merenje viskoziteta vodenih rastvora polisaharida je sprovedeno pomocu Ubbelohde-ovog
kapilarnog viskozimetra, pri konstantnoj temperaturi od 25 + 0.1 °C. Mereni uzorci su
pripremljeni u skladu sa prethodno opisanom procedurom za formulaciju rastvora polisaharida.
Gustina rastvora je merena direktno pomocu gustinometra Densito 30PX, Density Meter
(Mettler Toledo, SAD). Vreme isticanja rastvaraca i rastvora iz kapilare viskozimetra mereno
je najmanje tri puta i u radu je predstavljeno kao srednja vrednost merenja. Vrednosti isticanja
su izrazene u sekundama 1 potom su po dole navedenim jednacinama (3), (4), (5), (6) izraCunati

relativni (n,.,;), specifi¢ni (n5,) i unutrasnji ([n]) viskoziteti:

_ b1ty
Nret = Po-to (3)
Nsp = Nret — 1 (4)
= tim (%) ©)
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i i (222) g

gde p1 1 po predstavljaju gustinu ispitivanog rastvora i Cistog rastvora vode, respektivno,
odnosno t; i to predstavljaju vreme isticanja ispitivanog rastvora i ¢istog rastvora vode,
respektivno. Unutrasnji viskozitet ispitivanih polisaharida odredena je prema Huggins (5) i

Kraemer-ovoj jednacini (6):

4.2.8. Merenja konduktometrijskih osobina rastvora pektina Seéerne repe, vlakana

Secerne repe i OSA maltodekstrina

Sva konduktometrijska merenja su vrSena u vodenom kupatilu gde je temperatura uzorka
odrzavana na 25 + 0.1 °C. Pocetna koli¢ina uzorka u ¢asi koja se nalazila u vodenom kupatilu
je iznosila 20 mL. Uzorak je neprekidno homogenizovan magnetnom mesalicom u cilju
reprezentativnosti merenja. Pocetni (osnovni) uzorak je u merenjima konduktometrijskih
karakteristika samo jednog polisaharida bio bidestilovana voda, dok je u uzorcima gde je
ispitivana mogucnost interakcije viSe polisaharida i uticaj interakcija na specificnu
provodljivost, pocetni uzorak predstavljao 0,5% rastvor odredenog polisaharida (pektina

Secerne repe, vlakana Secerne repe ili OSA maltodekstrina).

U pocetni uzorak se pri svakom koraku (pojedinacnom merenju) mikropipetom unosio rastvor
odredenog polisaharida u koli¢ini od 500 - 1000 pL. Nakon dodatog rastvora polisaharida u
osnovni uzorak o€itavane su vrednosti specificne provodljivosti, izrazene u mS ili uS, nakon

uspostavljanja ravnoteZe u merenom rastvoru.

U konduktometrijskim merenjima gde je pocéetni uzorak predstavljao 0,5% rastvor polisaharida,
pored 500 puL 2% rastvora drugog polisaharida, u mereni uzorak je pri svakom koraku unoseno
1 500 pL 0,5% rastvora polisaharida koji se nalazio u pocetnom uzorku kako bi obezbedili

konstantne uslove sadrzaja osnovnog polisaharida.

4.2.9. Merenje povrSinskog napona rastvora pektina Secerne repe, vlakana
Secerne repe i OSA maltodekstrina

Odredivanje povrSinskog napona rastvora polisaharida je vr§eno pomocu digitalnog Kriiss Easy

Dyne tenziometra (Hamburg, Nemacka), metodom prstena po du Noiiy. Merenja na Kriiss Easy

Dyne tenziometru su automatska i srednja vrednost povrSinskog napona rastvora i standardna
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devijacija su racunati na osnovu najmanje 5 merenja. Sva merenja povrSinskog napona su
vr$ena u vodenom kupatilu gde je temperatura uzorka odrzavana na 25 + 0.1 °C. Dobijene

vrednosti povrSinskog napona su izrazene u mN/m.

4.2.10. Pripremaemulzija

Emulzije su pripremane koris¢enjem cetiri razli¢ite tehnike emulgovanja u cilju sveobuhvatne
analize stabilizujucih svojstava polisaharida industrije Secera. Sve proizvedene emulzije su
sadrzale 10% kukuruznog ulja i 90% vodenog rastvora polisaharida na ukupnu masu emulzije.
Sve ostale vrednosti koje su izrazene u % (procentima) odnose se na g/100mL, odnosno masu

rastvorene komponente u 100 mL rastvora.

a) Priprema emulzija rotor-stator tehnikom

Odmerena koli¢ina vodenog rastvora polisaharida, koji je pripremljen po postupku opisanom u
(3.2.2), (3.2.3.) i (3.2.4.) je postavljena u vodeno kupatilo gde je uzorak temperiran na 25+0.1
°C tokom celog procesa emulgovanja. Uzorak kukuruznog ulja, kori§¢enog u daljem procesu
kao disperzna faza, temperiran je zajedno sa vodenim rastvorima u vodenom kupatilu. Sa
dodatkom odgovaraju¢e koli¢ine kukurznog ulja zapoCet je proces emulgovanja i
homogenizacije dve faze. Sa ciljem homogenizacije uzoraka ulja i vodene faze i proizvodnje
emulzija, kori§c¢en je rotor-stator homogenizer Ultra-Turrax T25 basic sa disperznom glavom
S 25 N-18 G. Brzina obrtaja rotora je bila fiksna tokom celog procesa i iznosila je 6500 o/min.
Uzorak je homogenizovan u periodu od 10 minuta. Tako pripremljena emulzija je kori§¢ena za

dalja merenja.

b) Priprema emulzija tehnikom visokopritisne homogenizacije

Odmerena koli¢ina vodenog rastvora polisaharida, koji je pripremljen po postupku opisanom u
(3.2.2.), (3.2.3.) i1 (3.2.4.) postavljena je zajedno sa uzorkom kukuruznog ulja u vodeno kupatilo
gde je uzorak temperiran na 25+0.1 °C. Proces emulgovanja visokopritisnim homogenizerom

je obuhvatao dva koraka — predtretman i glavnu homogenizaciju.

Predtretman, odnosno priprema “grube” emulzije, sproveden je rotor-stator tehnikom po gore

navedenom postupku pri promenjenim uslovima (brzina obrtaja rotora 10000 o/min, sa
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ukupnim vremenom trajanja homogenizacije od 60 sekundi). Nakon ovog postupka dobijena je
emulzija ¢ije karakteristike nisu ispitivane ve¢ je celokupna koli¢ina dobijenog uzorka dalje

tretirana visokopritisnim homogenizerom.

Glavni tretman uzorka se odvijao u “FPG 11300:350” a ceo sistem se pokretao servisnim
modulom “FPG 113” (Stansted Fluid Power Ltd, Engleska). Radni pritisak visokopritisnog
homogenizera je iznosio 100 MPa u prvom stupnju i 10 MPa u drugom stupnju homogenizacije.
Pritisak je regulisan ventilima visokog i niskog pritiska. “Gruba” emulzija koja je dobijena
predtretmanom, transportovana je pumpom “BCSB 025-12 (Seepex, Nemacka) u glavni deo
uredaja za visokopritisnu homogenizaciju — jedinicu za dispergovanje, opremljenu kerami¢kom
iglom i keramickim sediStem, gde je jednostavnim suzavanjem prostora izmedu igle i sedista
modifikovan radni pritisak. Temperatura uzorka je pre ulaska u VPH iznosila 25 °C dok se
nakon tretmana visokim pritiskom temperatura uzorka povecala na 44 °C, zbog nemoguénosti
hladenja u samoj jedinici za dispergovanje. Tako dobijene emulzije su dalje ispitivane sa

stanovi$ta stabilnosti i fizi¢kih karakteristika.

C) Priprema emulzija ultrazvuénim homogenizerom

Odmerena koli¢ina vodenog rastvora polisaharida, koji je pripremljen po postupku opisanom u
(3.2.2.),(3.2.3.) i (3.2.4.) postavljena je zajedno sa uzorkom kukuruznog ulja u vodeno kupatilo
gde je uzorak temperiran na 25+0.1 °C. Proces emulgovanja ultrazvu¢nim homogenizerom je

obuhvatao dva koraka — predtretman i glavnu homogenizaciju.

Priprema “grube” emulzije, koja ¢e biti podvrgnuta dejstvu ultrazvucnih talasa u glavnom delu
procesa emulgovanja, je sprovedena rotor-stator tehnikom. U ovu svrhu koris¢en je “OV5
Homogenizer” (VELP Scientifica) pri brzini obrtanja rotora od 10000 o/min a sam proces
homogenizacije trajao je 2 minuta. Uzorak Kkoji je dobijen ovim postupkom nije ispitivan sa
stanoviSta karakterizacije emulzija ve¢ je celokupna koli¢ina odmah nakon predtretmana
(primarne homogenizacije) prebaena u posudu sa duplim dnom gde se odvijao proces
ultrazvucnog emulgovanja.

Proces emulgovanja ultrazvu¢nim talasima je sproveden uredajem ,,Hielscher UP200S*
(Hielscher Ultrasonics) pri maksimalnoj snazi od 200W. Sonda uredaja je uronjena u uzorak
koji se nalazio u staklenoj posudi koja je temperirana protokom hladne vode kroz plast suda.

Pocetna temperatura uzorka koji je tretiran ultrazvucnim talasima je iznosila 25 °C dok je

36



Nikola Maravié Doktorska disertacija

temperatura dobijene emulzije bila 30 °C. Proces emulgovanja ultrazvu¢nim homogenizerom

je trajao 7 minuta. Tako pripremljena emulzija ulja u vodi je koriséena za dalja ispitivanja.

d) Priprema emulzija membranskim emulgovanjem

Odmerena koli¢ina vodenog rastvora polisaharida, koji je pripremljen po postupku opisanom u
(3.2.2)),(3.2.3.) i (3.2.4.) postavljena je zajedno sa uzorkom kukuruznog ulja u vodeno kupatilo
gde je uzorak temperiran na 25+0.1 °C tokom celog procesa emulgovanja. Membransko
emulgovanje je sprovedeno uredajem ,,Internal pressure Type Micro Kit (MN-20)“ (SPG
Technology Ltd, Japan). Staklena membrana proizvoda¢a SPG Technology Ltd, veli¢ine pora
od 1 pm, je koriS¢ena u svim ekperimentima membranskog emulgovanja. Diskontinualna faza
(kukuruzno ulje), koja se nalazila u rezervoaru iznad membrane je potiskivana komprimovanim
azotom kroz aparaturu i na kraju kroz pore staklene membrane. Grani¢ni pritisak od 170 kPa je
obezbedio dovoljnu pogonsku silu za kretanje disperzne faze kroz cevi aparature i kontinualni
prolazak kapi ulja kroz pore staklene membrane. Membranski modul sa staklenom membranom
se nalazio uronjen u ¢asu sa uzorkom a radijalno kretanje kontinualne faze (vodeni rastvor
polisaharida) je obezbedeno meSanjem magnetnim meSacem na dnu suda pri 1200 obrtaja u
minuti. Proces emulgovanja je trajao izmedu 15 - 18 minuta a kraj emulgovanja je oznacilo
potpuno praznjenje suda sa kukuruznim uljem. Dobijena emulzija je koriS¢ena za dalja
ispitivanja.

Na kraju svakog eksperimenta, membrana je tretirana rastvorima NaOH i HCI kao i 96%
etanola, u cilju potpunog ¢iS¢enja pora membrane. Nakon ¢iS¢enja, ispitivan je fluks membrane
bidestilovanom vodom. Ukoliko vrednost fluksa membrane nakon procesa ¢iS¢enja nije

dostigao min 95% pocetne vrednosti fluksa, postupak ¢iS¢enja je ponovljen.

4.2.11. Merenje velicine i raspodele veli¢ine kapi dobijenih emulzija i Cestica

polisaharida

Velic¢ina 1 raspodela veli¢ine kapi emulzija, kao 1 ¢vrstih Cestica polisaharida, odredena je
uredajem ,,Mastersizer 2000, metodom difrakcije laserske svetlosti odnosno merenjem
intenziteta i1 rastojanja difrakcionih prstenova. ,,Mastersizer 2000 ¢ine optic¢ki instrument,
jedinice za dispergovanje te¢nih (Hydro 2000G) ili ¢vrstih (Scirocco 2000) uzoraka i ra¢unar

sa odgovaraju¢im programskim paketom. Uzorak cCestica, odnosno kapi emulzija,
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dispergovanih u odgovaraju¢em medijumu, prolazi kroz fokusirani snop svetlosti i rasejava
svetlost pod karakteristicnim prostornim uglovima. Veli¢ina Cestica je izraZzena Sauterovim

pre¢nikom (ds2) a raspodela veli¢ine je prikazana krivom raspodele.

4.2.12. Merenje zeta potencijala formiranih emulzija

Zeta potencijal dobijenih emulzija je odreden pomocu Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, UK). Emulzije su razblazene deset puta u bidestilovanoj vodi pre analize i pH je

podesen na 6,2. Sva merenja su sprovedena u tri ponavljanja.

4.2.13. OQOdredivanje reoloskih karakteristika emulzija

Reoloske karakteristike emulzija su ispitivane rotacionim viskozimetrom ,,HAAKE Rheo
Stress 600, Uzorak je temperiran na 25+0.1 °C tokom svih merenja. Sva merenja su
sprovedena priborom konus-plo¢a C60/1Ti sa rastojanjem konusa i plo¢e 0,052 mm, cilindrom
sa dvostrukim zazorom DGA41, ili koakcijalnim cilindrom Z20 DIN sa rastojanjem 4,2 mm.
Krive proticanja su formirane na sledeci nacin: brzina smicanja koja je delovala na uzorak se
postepeno povecavala od 0 do 100 s tokom 180 s, potom je uzorak narednih 180 s bio izlozen
konstantnoj brzini smicanja od 100 s i poslednjih 180 s se brzina smicanja smanjivala od 100
st do 0. Krive proticanja koje su snimane u toku procesa merenja obradene su programom

HAAKE Rheo Win 4 Data Manager.

4.2.14. Odredivanje kriming indeksa emulzija

Kriming indeks (CI — creaming index) predstavlja kvantitativni parameter koji ocenjuje pojavu
raslojavanja emulzije na sloj koji je bogat disperznom (uljanom) fazom 1 sloj osiromaSen
disperznom fazom. Praenje promena na uzorku, odnosno visini sloja, se vr§i na sobnoj
temperaturi u graduisanoj menzuri od 10 mL. Kriming indeks se izracunava jedna¢inom (7) a
na osnovu vizuelnog ocitavanja visine sloja, formiranog u donjem delu menzure u kojoj se

nalazi uzorak:

_ hs |
Cl =2=-100 )
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gde je Hs - visina sloja osiromasenog disperznom fazom a He - ukupna visina uzorka emulzije.

4.2.15. Plan eksperimenta i statisticka obrada podataka

Plan eksperimenta i opseg razli¢itih variranih parametara je formiran na osnovu dosadasnjih
naucnih rezultata iz oblasti istrazivanja. Metoda odzivne povrSine je korisS¢ena kao alat za
dizajniranje plana i evaluaciju eksperimenata koji su obuhvatali meSanje viSe razlicitih
stabilizatora — polisaharida na razli¢itim nivoima koncentracija. Ostali eksperimenti su
dizajnirani kao varijacija jednog parametra na viSe nivoa. Obrada podataka i regresiona analiza
je izvrSena programima: Design-Expert v.7 Trial, Statistica 12, Origin 9.1, Microsoft Excel,
Rheo Win 4.0, Mastersizer 2000, OPUS, Paint.
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

5.1. Karakterizacija pektina Seferne repe, vlakana Secerne repe i OSA

maltodekstrina

5.1.1. Fizi¢ko-hemijski sastav uzoraka polisaharida

Fizi¢ko-hemijski sastav praskastih uzoraka navedenih polisaharida je prikazan u tabeli 2. 1z
tabele 2. mozemo videti da se vlakna Secerne repe (VSR) kao i pektin Secerne repe (PSR) u
najvecoj meri (preko 80%) sastoje od prehrambenih vlakana, dok OSA maltodekstin (OSAm),

kao produkat hidrolize skroba, ne sadrzi vlakna, ve¢ samo vodorastvorne maltodekstrine.

Tabela 2. Fizi¢ko-hemijski sastav polisaharida kori§¢enih u stabilizaciji emulzija (PSR — pektin

Secerne repe, VSR — vlakna Secerne repe, OSAm — OSA maltodekstrin).

Parametar PSR VSR | OSAm

Vlaga (%) 8,72 6,69 7,7
Proteini (%) 4,39 9,71 0,35
Masti (%) 0,09 0,22 0,03
Ukupno vlakana (%) 86,33 80,04 0

Rastvorljiva vlakna | 86,31 40,72 0

(u vodi) (%)

Celuloza (%) 0 33 0
Pepeo (%) 0,95 3,93 0,74

Vlakna prisuthna u PSR gotovo kvantitavino predstavljaju rastvorljiva vlakna, odnosno
razgranati lanac poligalakturonske kiseline koji je dobro rastvorljiv u vodi. VSR u svom sastavu
sadrze rastvorljiva ali i nerastvorljiva vlakna. U vodi rastvorljiva vlakna poticu najve¢im delom
(2/3) od pektina a manjim delom (1/3) od hemiceluloznog molekula koji se samo delimi¢no
rastvara u vodi. Nerastvorljiva vlakna su kao §to je prikazano u tabeli 2. sastavljena uglavnom
od celuloze (33%), lignina kao i dela hemiceluloze nerastvorljivog u vodi. Sadrzaj masti je
oc¢ekivano mali u svim uzorcima (<0.5%), dok sadrzaj pepela varira od 3,93 do 0,74%. Znacajan
udeo proteina je prisutan u uzorcima PSR, 4,39%, odnosno u VSR, 9,71% . Imajuéi u vidu

dosadasnja istrazivanja koja su ukazala na znacajan uticaj vezanog proteinskog dela na
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emulgujuca svojstva biopolimera, neophodno je ispitati tacan aminokiselinski sastav prisutnih

proteina. Sadrzaj aminokiselina u uzorcima vlakana i pektina Secerne repe je prikazan u tabeli

3.

Tabela 3. Sadrzaj aminokiselina u uzorcima vlakana i pektina $ecerne repe (PSR — pektin

Secerne repe, VSR — vlakna Secerne repe).

Amino kiselina PSR | VSR
9/100g
Asparaginska
Kiselina 0,26 1,75
Treonin 0,15 0,33
2 | Serin 0,42 0,29
S | Glutaminska kiselina 0,33 1,20
2 | Cistein 0,04 0,08
Lizin 0,49 0,71
Histidin 0,19 0,27
Arginin 0,67 1,17
Prolin 0,38 0,96
Glicin 0,52 0,44
° Alanin 0,22 0,46
% Valin 0,06 0,36
S | Metionin 0,05 0,16
S | Izoleucin 011| 0,29
Leucin 0,09 0,46
Tirozin 0,36 0,51
Fenilalanin 0,05 0,27
Ukupno 4,39 9,71

S obzirom na znacajno vec¢i sadrZaj proteina u vlaknima Secerne repe u odnosu na uzorak
pektina, vrednosti apsolutnog sadrzaja pojedina¢nih aminokiselina su ocekivano vise u
vlaknima nego u pektinu Secerne repe. lako postoje znacajne razlike u vrednostima ukupnog
sastava aminokiselina, odnos hidrofilnih/lipofilnih aminokiselina je gotovo identiCan u
ispitivanim uzorcima, ¢ime je potvrdeno poreklo iz istog biljnog materijala. Kod oba uzorka je
sadrzaj hidrofilnih aminokiselina za nijansu veci, 60:40% sa najve¢im sadrzajem asparaginske
kiseline u vlaknima Secerne repe 1 arginina u pektinu Secerne repe. Prisustvo hidrofilnih 1
hidrofobnih grupa aminokiselina ukazuje na amfifilni karakter ovih proteina. Na osnovu
dobijenih rezultata moze se ocekivati da se proteinski delovi iz oba uzorka nadju na granici faza
u sistemima ulje/voda i da na taj nacin formiraju adsorpcioni sloj koji ¢e stabilizovati dobijenu

emulziju. Osim proteinskog dela molekula, pretpostavlja se da se amfifilan karakter vlaknima
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1 pektinu Sec¢erne repe daju i1 fenolne kiseline prisutne u njihovoj strukturi. Sadrzaj fenolnih

kiselina ovih polisaharida je prikazan u tabeli 4.

Tabela 4. Sadrzaj fenolnih kiselina u uzorcima vlakana Seéerne repe (VSR) i pektina Seéerne

Doktorska disertacija

repe (PSR).
Fenolna kiselina PSR | VSR
ma/g

Galna kiselina 0,070+0,014 | 0,047+0,003
Protokatehinska

kiselina 0,037+0,001 | 0,049+0,003
p-hidroksibenzoeva

kiselina 0,065+0,004 | 0,013+0,001
Vanilinska kiselina | 0,057+0,003 | 0,055+0,019
Kafena kiselina -10,035+£0,014
Sinapicna kiselina 1,160+0,093 | 1,972+0,107
Ferulna kiselina 4,590+0,027 | 2,558+0,086
Ukupno 5,979 4,774

Od prisutnih fenolnih kiselina, najveéi deo ¢ine ferulna i sinapi¢na kiselina u oba uzorka
polisaharida. Relativno veliki ukupan sadrzaj fenolnih kiselina naglasava veliki uticaj ovog dela
strukture ispitivanih polisaharida u procesima kao $to je emulgovanje, u kojima hidrofilnost,

odnosno hidrofobnost, funkcionalnih grupa igra presudnu ulogu.

S obzirom na fizi¢ko-hemijski sastav, OSA maltodekstrin osim vezane oktenil sukcinatne
grupe, ne sadrzi komponente koje mogu pokazati povrSinsku aktivnost na granici faza.
Substitucija oktenil sukcinatnom grupom u molekulu maltodekstrina je ograni¢ena na <3%
prema proizvodackoj specifikaciji, i kao takav OSA maltodekstrin se moze koristiti u
proizvodnji prehrambenih proizvoda (C*EmCap 12633, Cargill). Medutim, visok sadrzaj
maltodekstrina male DE vrednosti (DE<5) moze znacajno uticati na povecanje viskoziteta

kontinualne faze a samim tim i modifikovati stabilnost emulzije kao i sam proces emulgovanja.

5.1.2. FTIR spektar uzoraka polisaharida

Infracrvenom spektroskopijom uzoraka formirane su krive apsorbancije u zavisnosti od talasne
duzine spektra svetlosti. Dobijeni FTIR spektri su prikazani na slikama 9, 10, 11. Na osnovu
identifikacije dobijenih maksimuma prikazanih na slici, utvrdeno je da, u ispitivanim
sistemima, postoji veliki potencijal uspostavljanja intermolekularnih veza kako izmedu

molekula istih polisaharida tako i1 izmedu razli€itih polisaharida kori§¢enih u ovoj studiji.
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Na FTIR spektru uzorka pektina Sec¢erne repe (Slika 9) mogu se identifikovati razlicite
hidrofilne i1 hidrofobne grupe. S obzirom da je koriS¢eni pektin po svojoj prirodi
visokometilovan, prisustvo maksimuma na 2852 cm™ kao i maksimuma u delu spektra od 1373
do 1436 cm™ potvrdilo je prethodne pretpostavke o prisustvu metil grupa u razgranatoj strukturi
pektina Seéerne repe. Maksimum na 2923 cm™ predstavlja istezanje C-H veza koje poticu iz
metil grupa u metilovanom delu lanca poligalakturonske kiseline kao i iz metil grupa prisutnih
u aminokiselinama. Veoma $irok maksimum u oblasti oko 3350 cm™ ukazuje na prisustvo —OH
grupa koje znaCajno Sire maksimum u ovom predelu krive apsorbancije pa je stoga
identifikacija primarnih amida ili sekundarnih amina u ovom delu oblasti spektra znatno
otezana. Medutim, jasan ,,otisak* proteinskog ostatka, kao vaznog interaktivnog dela pektina
Sederne repe, je identifikovan maksimumima u predelu od 1142-1319 cm™ i 1507-1616 cm™.
Ovi maksimumi odgovaraju funkcionalnim grupama aminokiselina kao §to su lizin, serin,
glutaminska kiselina i arginin koje, kao $to je prikazano u rezultatima aminokiselinskog sastava,
imaju najveci udeo u strukturi prisutnih proteina pektina Se¢erne repe. Takode, sa stanovista
mogucénosti interakcije sa drugim polisaharidima, vazno je ista¢i maksimume na 1717 i 1733
cm™ koji predstavljaju vibracije C=0O veza iz estarski vezanih grupa. Kao 3to je prethodno
navedeno, pektin Secerne repe pored velikog broja metil grupa, sadrzi i izrazito visok broj
esterifikovanih delova pektinskog lanca, aromati¢nim 1 alifati¢nim ugljovodonicima, koji daju
ovom makromolekulu hidrofoban karakter. Maksimum na talasnoj duzini od 1635 cm™
predstavlja vibraciju —NH2 grupe Karakteristicne za arginin i lizin, dve najzastupljenije
hidrofilne aminokiseline u pektinu Secerne repe. Osim toga, prisutni maksimumi u predelu oko
1650 cm™ odgovaraju C=C dvostrukim vezama koje mogu poticati iz benzenovog prstena ili
fenolnih kiselina. Najintenzivniji maksimum na krivoj apsorbancije ovog uzorka, 1012 cm™,
oznacava C-O veze koje prevashodno ¢ine vezane —OH grupe za C atome u pektinskom lancu
(Stuart, 2004).
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Slika 9. FTIR spektar uzorka pektina Secerne repe.

FTIR spektar vlakana Secerne repe (slika 10) je u velikom delu sli¢an spektru pektina Secerne
repe. Medutim, moze se primetiti da mnogi maksimumi nisu naglaSeni kao u spektru pektina,
ve¢ su razvuceni 1 stoga je identifikacija otezana. Najintenzivniji maksimum apsorbancije je,
kao i kod pektina Seéerne repe, na talasnoj duzini od 1019 cm™ i predstavlja C-O veze iz
vezanih —OH grupa u monosaharidnim monomerima koji ¢ine celulozni, ili neki od prisutnih
polisaharidnih lanaca. Osim ovih C-O veza, na talasnoj duzini od 1234 cm™ identifikone su C-
O veze koje poticu iz karboksilnih grupa prisutnih u uzorku iz proteinskog ostatka ili pektinskog
lanca poligalakturonske kiseline. Maksimumi prisutni na talasnim duzinama od 1317 do 1368
cm? odgovaraju savijanju veza karakteristi¢nih funkcionalnih grupa, —OH i —CHs,
aminokiselina kao §to su leucin, izoleucin, serin 1 alanin. Ovaj deo spektra od 1000 do 1500 cm™
! koji najeesce predstavlja ,,fingerprint region, se u uzorcima pektina i vlakana Seéerne repe
gotovo poklapa ukazujuéi na veliku slicnost ovog biljnog materijala, prevashodno proteinskog
dela, ali 1 na Cinjenicu da vlakna Secerne repe sadrze znacajnu koli¢inu pektina (i do 30%).
Amino grupe iz primarnih amina pokazuju maksimum absorbancije na 1625 cm™ sto odgovara
boénim grupama arginina i lizina. Detektovani maksimum na 1735 cm™, predstavlja vibracije
C=0 iz estarskih veza koje su znacajno reaktivnije od C=0 veza iz karboksilne grupe. Metil

grupe su identifikovane maksimumima na 1421 cm™i 2893 cm™, a C-H veze iz prisutnih metil
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grupa su pokazale istezanje na talasnoj duzini od 2928 ecm™. Kao i kod pektina $eéerne repe
izuzetno $irok maksimum u oblasti oko 3300 cm™ ukazuje na prisustvo —OH grupa i brojnih

vodoni¢nih veza koje $ire maksimum u opsegu 3000 — 3500 cm™ (Stuart, 2004).
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Slika 10. FTIR spektar uzorka vlakana Secerne repe.

Za razliku od uzoraka pektina i vlakana Secerne repe, na FTIR spektru OSA maltodekstrina
(slika 11) se ne mogu uociti maksimumi koji odgovaraju proteinskom delu polisaharida Cije
odsustvo je potvrdeno i u hemijskom sastavu ovog polisaharida. Medutim, mogu se uociti
nativne hidrofilne kao i hidrofobne grupe koje poti¢u od OSA modifikacije maltodekstrina.
Karboksilne grupe u uzorku su identifikovane sa nekoliko maksimuma. C-O veze koje poticu
iz karboksilnih grupa su prikazane maksimumima na 928 cm™ i 1243 cm™. Veze C=0 koje
poti¢u iz karboksilnih grupa su obelezene na talasnoj duzini od 1647 cm™. Takode, vezane —
OH grupe iz karboksilne funkcionalne grupe su apsorbovale infracrveni spektar na 3276 cm™
sa najSirim maksimumom apsorbancije. Najintentzivniji maksimum na talasnoj duzini od 990
cm* odgovara —OH grupama prisutnim u lancu maltodekstrina kao najbrojnijim grupama u
ovom makromolekulu. Oktenil sukcinatna grupa, uvedena procesom modifikacije u strukturu

maltodekstrina, se moze identifikovati maksimumima na 1147 cm™, koji odgovara C-O vezama
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u strukturi anhidrida (OC-0O-CO), kao i estarskim vezama CO-O-C sa maksimumima
absorbancije u oblasti od 1077 do 1338 cm™. C=C veze iz molekula oktenila su na Krivoj
apsorbancije prikazane maksimumom oko 1647 cm™ pored dominantnog maksimuma
apsorbancije C=0 veze. Prisustvo tragova amina sa C-N vezama potvrdeno je na talasnoj duzini
od 1362 cm™*. Maksimum apsorbancije na 2924 cm™ u uzorku OSA maltodekstrina odgovara
asimetricnom razvlacenju C-H veza u metilenskoj grupi usled postojanja dvostruke veze u

neposrednoj blizini (Stuart, 2004).
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Slika 11. FTIR spektar uzorka OSA maltodekstrina.

5.1.3.Viskoziteti vodenih rastvora uzoraka polisaharida

Linearni polimeri i makromolekuli koji teZe linearnoj strukturi ponasaju se na specifi¢an nacin
u zavisnosti od odnosa njihovog viskoziteta prema njihovoj strukturi i konformaciji. U
razblazenim rastvorima, ovaj odnos najvise zavisi od zapremine "istisnute" tecnosti, tacnije
hidrodinamicke zapremine makromolekula dok se oni nalaze u konstantnom kontaktu u
rastvoru. Kod prili¢no razgranatih makromolekula kao 3to su PSR, VSR i OSAm, dolazi do
brojnih promena (viskoziteta, provodljivosti) sa pove¢anjem koncentracije u vodenom rastvoru,

koje oslikavaju strukturu i konformaciju makromolekula. Male promene sastava i koncentracije
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ovakvih polisaharida znacajno menjaju viskozne osobine sistema. Merenjem relativhog

viskoziteta vodenih rastvora formirane su krive prikazane na slici 12.

T T T T I
7 - —=— PSR i
= 1 —e— VSR

— 6-_ —4— OSAm .
5 —v— VPH VSR -
4 7] -
3 - i
2 |
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Slika 12. Zavisnost relativnog viskoziteta od koncentracije polisaharida (PSR — pektin $ecerne
repe, VSR — vlakna $eéerne repe, OSAm — oktenil sukcinat maltodekstrin, VSR VPH — vlakna

Secerne repe nakon visokopritisne homogenizacije).

Naslici 12. se uo¢ava da pri najnizim kori§¢enim koncentracijama (1 g/L) vrednosti viskoziteta
vodenih rastvora su priblizno jednake za sve ispitivane polisaharide. Medutim, do znacajne
promene dolazi ve¢ pri povecanju sadrzaja polisaharida na 2,5 g/L, gde najveéi porast
viskoziteta nastupa sa poveéanjem koncentracije PSR u vodenom rastvoru. Ovaj porast se
nastavlja i pri daljem poveéanju koncentracije PSR sa gotovo eksponencijalnim trendom i
maksimumom od 6,50, dostignutim pri koncentraciji od 10 g/L. Ovo povecanje se objas$njava
prisustvom velikog broja bo¢nih lanaca sastavljenih od monosaharida (arabinoze, galaktoze,
ksiloze, itd) kao 1 znacajne koli¢ine proteina vezanih za bo¢ne lance. Naime, pri povecanju
koncentracije pektina u vodenom rastvoru dolazi do izuzetno intenzivnog inter- i
intramolekulskog povezivanja lanaca pektina S$to se manifestuje kroz povecanje otpora
proticanju ovakvog rastvora. VSR i OSAm u vodenim rastvorima ne poveéavaju znacajnije
viskozitet, u poredenju sa PSR, u ispitivanoj oblasti koncentracije sa maksimalnom vrednos$¢u
od 1,28, odnosno 1,21 pri koli¢ini od 10 g/L. OSAm usled znac¢ajno manje veli¢ine molekula,
u poredenju sa ostalim ispitivanim polisaharidima, i dominantnih amilopektinskih razgranatih

lanaca u njegovom sastavu (imajuci u vidu da koris¢eni maltodekstrin poti¢e od vostanog
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kukuruza sa izuzetno malim sadrZzajem amiloze) nema mogucnost znaCajnijeg povecanja
viskoziteta vodenih rastvora u okviru koriS¢éenog opsega koncentracija. Niske koncentracije
relativno malog makromolekula ne favorizuju interakcije koje mogu znaCajno promeniti
osobine proticanja rastvora. VSR se u rastvoru ponasaju delimi¢no kao &vrste nerastvorne
Cestice a jednim delom se rastvaraju i povezuju pa stoga takva neuredena struktura, bez jakih

medumolekulskih veza, ne uti¢e znacajnije na viskozitet rastvora.

Ipak, VSR znadajno menjaju ponaSanje u sistemu nakon tretmana vodenog rastvora u
visokopritisnom homogenizeru. Nakon tretmana, moze se primetiti da je trend porasta
viskoziteta sli¢an trendu PSR ali sa neto nizim vrednostima relativnog viskoziteta vodenih
rastvora. Ova pojava povecanja viskoziteta se objaSnjava posledicama tretmana ovog
biopolimera (polisaharida) visokim pritiskom. Prvenstveno dolazi do usitnjavanja Cestica
nerastvornih vlakana kavitacijom i veoma jakim silama smicanja (rezultati ispitivanja veli¢ine
Cestica prikazani u podnaslovu 5.1.6.). Bolje pakovanje manjih Cestica znacajno utice na
povecanje viskoziteta pri jednakim koncentracijama polisaharida. Osim toga, pretpostavlja se
da tretman visokim pritiskom usled procesa istovremenog usitnjavanja i bolje ekstrakcije
vodom delimi¢no oslobada pektin Secerne repe iz Cestica vlakana koji po gore opisanom

principu modifikuje viskozitet vodene faze.

Na osnovu izracunatog specificnog viskoziteta (tabela 5) mogu se izra¢unati redukovani i
unutrasnji viskozitet koji iskljucuje faktor koncentracije i medudejstva u vodenom rastvoru pri
odredivanju frikcionih osobina datog polimera i omogucava odredivanje prosecne molekulske
mase polimera. Promena redukovanog viskoziteta sa pove¢anjem koncentracije polisaharida
moze biti uslovljena sa nekoliko faktora. Promena konformacije makromolekula, odnosno
formiranje micela ili aglomerata, znacajno menja zavisnost redukovanog viskoziteta od
koncentracije. Pored toga, orijentacija hidrofilnih i hidrofobnih grupa u molekulu polisaharida
utiCe na brzinu proticanja kontinualne faze. Na kraju, pojava medusobnog povezivanja
polisaharida razli¢itim fizickim i1 hemijskim vezama prividno menja oblik i nacin kretanja

samog polisaharida pa stoga i vrednost samog otpora proticanju.
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Tabela 5. Vrednosti relativnog, specifi¢nog i redukovanog viskoziteta ispitivanih polisaharida

u zavisnosti od koncentracija.

Relativni | Specificni | Redukovani | Relativni | Specificni | Redukovani
C (g/L) | viskozitet | viskozitet | viskozitet | viskozitet | viskozitet | viskozitet
Pektin Secerne repe Vlakna Secerne repe

10 6,4973 5,4973 5,4973 1,2773 0,2772 0,2772

7,5 4,3712 3,3712 4,4949 1,2163 0,2163 0,2884

5 2,9461 1,9461 3,8921 1,1188 0,1188 0,2375

2,5 1,8683 0,8683 3,4733 1,0661 0,0661 0,2643

1 1,3480 0,3479 3,4799 1,0210 0,0209 0,2097
OSA maltodekstrin VPH - Vlakna Secerne repe

10 1,2079 0,2078 0,2078 5,1483 4,1482 4,1483

7,5 1,1186 0,1186 0,1581 2,6074 1,6073 2,1431

5 1,0944 0,0944 0,1887 1,7875 0,7875 1,5750

2,5 1,0505 0,0505 0,2022 1,2437 0,2437 0,9748

1 1,0171 0,0171 0,1709 1,0673 0,0673 0,6733

Na slici 13. mozemo videti znacajno poveéanje vrednosti redukovanog viskoziteta sa porastom
koncentracije PSR i VPH VSR. S obzirom na prisustvo zna¢ajne koli¢ine razli¢itih hidrofilnih
i hidrofobnih grupa u lancima ovih polisaharida, kao i prisustva funkcionalnih grupa podloznih
promeni naelektrisanja, promena orijentacije ovih grupa sa povecanjem koncentracije je
uslovljena silama medusobnog privlacenja i odbijanja. Kada koncentracija polisaharida poraste
do kriticne koncentracije, dolazi do preraspodele hidrofilnih grupa i njihovog intenzivnijeg
kontakta sa molekulima rastvara¢a a time i do usporavanja kretanja molekula rastvaraca,
odnosno poveéanja vrednosti viskoziteta. Ova promena nagiba krive se moze videti i kod PSR
(2,5 g/L) i VPH VSR (7.5 g/L). Pored pomenutog, moZe se pretpostaviti i da je pri kriti¢noj
koncentraciji doslo do aglomeracije molekula polisaharida, povezivanjem lanaca vodoni¢nim
ili drugim vezama, ¢ime je zna¢ajno povecan otpor proticanju i povecana vrednost viskoziteta.
U slu¢aju VPH VSR ova kriti¢na koncentracija se dostize na zna¢ajno visoj vrednosti usled
prisustva velike koli¢ine u vodi nerastvornih polisaharida (celuloze, hemiceluloze, tabela 2)
odnosno znacajno manje koli¢ine rastvorljivih komponenata u ukupnoj masi uzorka. Na slici
13 prikazane su krive zavisnosti redukovanog viskoziteta VSR i OSAm. Promene redukovanog
viskoziteta kod uzoraka vodenih rastvora VSR i OSAm su veoma male sa porastom

koncentracije u ispitivanom opsegu i u proseku su za oko 10% vise kod VSR. Medutim, pri
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tako malim razlikama viskoziteta nije moguce izvesti jasne zakljuCke o karakteristikama
strukture ili konformacije polisaharada. S obzirom na izgled krive i poznavanjem hemijske
prirode uzorka, moze se pretpostaviti da je kritina micelarna koncentracija OSAm u predelu
nizih vrednosti koncentracija dok se kod vlakana Sec¢erne repe usled prisustva rigidnih Cestica
moze govoriti samo o kriticnoj aglomeracionoj koncentraciji. Stoga je neophodno izvrsiti
dodatna merenja drugacijim tehnikama (npr konduktometrijski) kako bi se okarakterisali uzorci

VSR i OSA.

T T T T T T T T T T T T T
—a— PSR A e VSR ‘
- 54 e VSR 3 031 [2—osAm s oG 1
e —a— 0SAm e . = :
= —v— VPH VSR - . -
4 i 021 ¢ A & i
] ., / — A7 } el
N — J
J 0.1
| ¥ 1
e 0,0 -
1 T i ¢ ? ! ‘ ’ ” "
— | C(g/L)
i e i [ ——
T T T T T
0 2 4 10
C(g/L)

Slika 13. Redukovani viskozitet (PSR — pektin §eéerne repe, VSR — vlakna $eéerne repe, OSAmM
— oktenil sukcinat maltodekstrin, VSR VPH — vlakna $ecerne repe nakon visokopritisne

homogenizacije).

Vrednost unutraS$njeg viskoziteta se raCuna graficki, ekstrapolacijom na nulu koncentracije,
tacnije odseCkom na y-osi, jednac¢inama po Huggins i Kraemer-u kao §to je prikazano na slici
14. Dobijene vrednosti unutrasnjeg viskoziteta su 300,14 L/g, 22,11 L/g i 17,97 L/g za VSR,
PSR, odnosno OSAm (slika 14).

Na osnovu merenja unutraSnjih viskoziteta i podataka objavljenih u drugim studijama, prosecna
molekulska masa (M) koriS¢enih polisaharida je izraCunata pomocu modifikovane

Staudingerove jednacine (Pakovi¢, 1985) (8):

[n]=K-M* (8)

gde su [n] - unutrasnji viskozitet, K i a - konstante karakteristicne za mereni polimer-rastvarac,

M — molekulska masa.
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Konstante K i a koje su koris¢ene za odredivanje prose¢ne molekulske mase PSR su K=0,3 i
a=0,613, dok su vrednosti konstanti K i a karakteristicne za OSA maltodekstrin iznosile
K=0,00305 i a=1 (Arslan, 1995; Doki¢, Jakovljevi¢ i Doki¢ Baucal, 1998).

Izraunate proseéne molekulske mase PSR i OSAm merenjem unutrasnjih viskoziteta bile su
78337 Da, odnosno 5892 Da. Rezultati koji se odnose na PSR su u skladu sa specifikacijom
proizvodaca (Herbstreith & Fox KG, Nemacka), ali ne i u skladu sa prethodno objavljenim
rezultatima koje su objavili Bai et al. (2017a), 417 kDa, koji su koristili metodu ,,size exclusion*

hromatografije (Arslan, 1995; Doki¢ i sar., 2008).
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Slika 14. Odredivanje unutrasnjeg viskoziteta pektina Secerne repe (@), vlakana Secerne repe

(b) i OSA maltodekstrina (c).

5.1.4. Specifi¢na provodljivost vodenih rastvora uzoraka polisaharida

Merenjem specificne provodljivosti vodenog rastvora nekog makromolekula u odredenom
opsegu koncentracija mozemo odrediti koncentraciju makromolekula pri kojoj dolazi do
formiranja micela u rastvoru ili drugih promena konformacije molekula. Koncentracija pri kojoj
je doslo do formiranja micela predstavlja tacku pri kojoj je doSlo do promene nagiba krive
(smanjenja nagiba) koja je do te tacke imala linearnu zavisnost specificne provodljivosti od
koncentracije. Do promene nagiba moze do¢i i delovanjem raznih faktora koji za rezultat imaju
smanjenje pokretljivosti makromolekula ili smanjenje broja funkcionalnih grupa koje nose
naelektrisanje (medumolekulsko povezivanje, promena konformacije makromolekula,
elektroliticka disocijacija, itd) (Pakovi¢, 1985). Krive zavisnosti specifi¢ne provodljivosti od

koncentracije tri vodena rastvora polisaharida su prikazane na slici 15.

Na ispitivanim uzorcima koji su predstavljeni krivama na slici 15. moze se uociti da promene
nagiba nisu drasti¢ne, kao §to je sluc¢aj kod malih povrSinski aktivnih molekula, ve¢ da je prelaz
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iz prve u drugu oblast linearnosti prili¢éno blag. Medutim, nakon fitovanja tacaka koje formiraju
krivu provodljivosti, ucrtani su linearni trendovi odredenih oblasti koncentracija (crvene linije)
i potom odredene kritiéne koncentracije pri kojima je doSlo do znacajnog odstupanja od

linearnog trenda.
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Slika 15. Krive zavisnosti specifi¢éne provodljivosti od koncentracije pektina Sec¢erne repe (a),

vlakana Secerne repe (b) i OSA maltodekstrina (c).

U uzorku PSR je na osnovu obrade rezultata utvrdeno da pri koncentraciji od 0,26% dolazi do
prvog odstupanja od linearnog toka krive. Opseg od 0,26 do 0,54% karakteriSe nelinearna
promena provodljivosti sa promenom koncentracije, dok druga oblast linearnosti pocinje od
0,54% pa do kraja ispitivanog podrudja. Usled specifi¢ne strukture PSR, koja ukljucuje
razgranati lanac poligalakturonske Kkiseline sa hidrofobnim i hidrofilnim funkcionalnim
grupama koje nisu grupisane i polarizovane na jednom kraju lanca, ne dolazi do formiranja
klasi¢nih molekularnih micela. MozZe se pretpostaviti da u oblasti od 0,26 — 0,54%, u samoj
strukturi PSR dolazi do promene konformacije usled teznje svake grupe da zauzeme poziciju
sa najmanjom energijom pri konstantnom rastu koncentracije polisaharida u rastvoru. Takode,
ova oblast promene koncentracije predstavlja oblast u kojoj dolazi do aglomeracije lanaca PSR

sa pocetkom u kriticnoj aglomeracionoj koncentraciji (KAK) od 0,26% pri kojoj se
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uspostavljaju medumolekularne veze izmedu lanaca PSR, odnosno njihovih funkcionalnih
grupa. Formiranje vodoni¢nih veza preko karboksilnih grupa prisutnih u lancima
poligalakturonske kiseline, kao i1 formiranje razli¢itth Van der Valsovih veza izmedu
funcionalnih grupa prisutnih aminokiselina u kojima je prisutno naelektrisanje pri datim
uslovima, se odvija kako izmedu lanaca dva makromolekula tako i u okviru jednog
makromolekulskog lanca. Takode, orijentacija prisutnih hidrofobnih grupa se stoga menja i
znacajno utice na usporavanje kretanja makromolekula u polarnom rastvaracu (vodi) i na taj
nacin uti¢e na smanjenje nagiba krive provodljivosti. Pri koncentraciji od 0,54% smatra se da
je doslo do kritiGnog zasi¢enja i da pri daljem dodatku PSR ne dolazi do konformacionih

promena u lancu ili do daljeg medusobnog povezivanja.

Za razliku od uzorka PSR, u uzorku VSR je veoma tesko odrediti koncentraciju pri kojoj dolazi
do promene nagiba linearnog rasta provodljivosti. Na osnovu fitovanja tacaka krive
provodljivosti, koncentracija od 0,30% je identifikovana kao pocetak odstupanja linearnog rasta
provodljivosti od koncentracije polisaharida. Nelinearni rast provodljivosti obuhvata malu
oblast izmedu 0,30% 1 0,46%. Dalji linearan rast provodljivosti do 1% vlakana Secerne repe ne
odstupa od uspostavljenog linearnog trenda. U poredenju sa PSR, oblast pri kojoj dolazi do
interakcija i promene konformacije makromolekula je uza iako VSR u svom sastavu imaju i
znacajnu koli¢inu pektina. Osim toga, na osnovu fizicko-hemijskog sastava i veceg sadrzaja
proteina u VSR, kao glavnih nosioca povriinski aktivnih i emulgujué¢ih osobina, moZe se
ocekivati da do medumolekulskih interakcija na nivou funkcionalnih grupa dode ranije, pri
nizim koncentracijama. Medutim, usled znacajno slabije dostupnosti funkcionalnih grupa (slika
9, FTIR spektri), kao 1 usled velike koli¢ine u vodi nerastvorljivih delova ovog biopolimera
(celuloze i delova hemiceluloze), pocetak konformacionih promena u rastvoru VSR je
identifikovan pri nesto visim koncentracijema. Takode, pri nizim koncentracijama VSR dolazi
do uspostavljanja ravnoteze u kompleksnom sistemu vodenog rastvora usled intenzivnijeg i
dominantnog uticaja rigidnih nerastvorljivih lanaca. Ovu pretpostavku potvrduje i ¢injenica da
ukoliko bi krive specifi¢ne provodljivosti prikazali u zavisnosti od sadrzaja proteina u vodenom
rastvoru, umesto apsolutnog sadrzaja PSR i VSR (tabela 2), ustanovili bi da se pomenute
promene de$avaju na znatno nizim koncentracijama proteina u uzorku PSR (0,011% i 0,024%)

u poredenju sa uzorkom VSR (0,025% i 0,045%).

Vodeni rastvor OSA maltodekstrina predstavlja mnogo jednostavniji sistem za ispitivanje
konduktometrijskih osobina ali ipak usled veli¢ine makromolekula nagla promena nagiba nije

lako vizuelno uo¢ljiva. Za razliku od PSR i VSR, u ovom uzorku se moze identifikovati jedna
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koncentracija pri kojoj dolazi do promene nagiba i zavrsetka jednog linearnog odnosno pocetka
drugog linearnog trenda rasta provodljivosti bez intermedijarne nelinearne zone. Jasna promena
nagiba linearnosti u jednoj tacki oznacava formiranje kompleksa u rastvoru i kriticnu micelarnu
koncentraciju (KMK). Ipak, micele formirane od strane OSAm makromolekula predstavljaju
nespecifiéne micele koje se mogu smatrati i agregatima makromolekula. U ispitivanom uzorku
OSAm, KMK iznosi 0,112%. Ova vrednost KMK-a je visa od vrednosti koju su prethodni
istrazivaci dobili pri ispitivanju OSA skroba (0,073%) Sto se moze smatrati posledicom

enzimske modifikacije skrobne granule i1 hidrolize do maltodekstrina (Krstonosi¢, 2010).

Interakcije izmedu razli¢itih polisaharida su ispitivane postepenim povecavanjem koncentracije
jednog polisaharida dok je koncentracija drugog polisaharida odrzavana na konstantnoj
vrednosti (0,5%) tokom celokupnog procesa merenja specifi¢ne provodljivosti. Koncentracija
od 0,5% je izabrana kao konstantna jer je u daljim eksperimentima emulgovanja predstavljala
minimalnu koncentraciju polisaharida pri kojoj su ispitivani uticaji medusobnih interakcija

stabilizatora. Na slici 16. prikazane su krive specifi¢ne provodljivosti sme$a PSR-OSAM i

a) 800 T T T T b) 800 T T T T
oo PSR + OSAm 0.5% Py PSR + VSR 0,5%
g 700 S 700 4
» 4 «g 4
=
790 = 600
u
- s
=80 ;-1 B 500 4 B
-
400 -
a 400
- o . =
300 4
o a 300 |
200
= 4 200 4 4
L o
100
100
0 T v T A T v T v T L T T v T v T v T v T v T
0,0 02 04 0.6 08 1.0 0,0 02 04 06 08 1.0
C (%PSR) C (%PSR)
c T T T T
) 800 —8— PSR
. ®  PSRVSR 0,5%
E 700 A PSR + OSAm 0.5% 4
7]
2 600
x

500
400
300 4
200 -
i,

100 4

0 T T v T v T T . T
0,0 02 04 06 08 1,0

C (%PSR)
Slika 16. Promena specifi¢ne provodljivosti smese pektina Seéerne repe (PSR) i OSA
maltodekstrina (a) i smeSe pektina i vlakana Seéerne repe (VSR) (b) u zavisnosti od
koncentracije pektina Secerne repe.
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PSR-VSR u zavisnosti od koncentracije PSR. Krive provodljivosti ne pokazuju velika
odstupanja od krive dobijene ispitivanjem vodenog rastvora PSR usled dominantnog uticaja
PSR na vrednosti specifiéne provodljivosti. Ipak, moze se primetiti da pri dodatku OSAm i
VSR dolazi do smanjenja nagiba krive usled medusobnih interakcija makromolekula (slika

16¢).

Koncentracija PSR, pre prve prelomne tacke, u kojoj dolazi do odstupanja krive od poéetnog
linearnog trenda (crvena linija) se oznac¢ava kao KAK, odnosno koncentracija nakon koje se u
sistemu, osim pojedina¢nih makromolekula PSR, nalaze i aglomerati PSR-OSAm i PSR-VSR.
Veée vrednosti specifi¢ne provodljivosti u predelu koncentracije PSR (slika 16¢) do prelomne
tacke predstavljaju rezultat kumulativne provodljivosti apsolutnih vrednosti dobijenih
ispitivanjem pojedinacnih vodenih rastvora polisaharida. Medutim, do odstupanja od ovog
trenda dolazi nakon prelomne ta¢ke PSR (0,41%), kada se vrednosti provodljivosti smesa PSR-
OSAm i PSR-VSR nalaze ispod krive provodljivosti &istog rastvora PSR. Stoga, u ovom
predelu se moze pretpostaviti da je doslo do znacajnih promena u konformaciji makromolekula
usled njihovog povezivanja i ugradivanja u prostorni matriks koji ima znacajno manju
pokretljivost. Osim toga, moZe se pretpostaviti da je usled povecanja koncentracija odredenih
funkcionalnih grupa a samim tim i njihovog medusobnog kontakta doSlo i do suzbijanja
disocijacije na odredenim delovima makromolekula $to je rezultovalo u smanjenju rasta ukupne
elektricne aktivnosti makromolekula. U predelu nakon druge prelomne tacke, dolazi do
ponovnog uspostavljanja linearnog trenda, odnosno do =zasi¢enja polisaharida 1 dalje

provodljivost raste linearnim trendom sa poveéanjem koncentracije PSR.

Na slici 17. prikazane su krive specifi¢ne provodljivosti smesa VSR-OSAm i VSR-PSR u
zavisnosti od koncentracije VSR. Povecanje ukupnih vrednosti provodljivosti, u odnosu na &ist
rastvor VSR, kod uzoraka vodenih rastvora VSR-OSAm i VSR-PSR predstavlja rezultat
kumulativne provodljivosti polisaharida koji se nalaze u rastvoru, pa se tako najveci skok
provodljivosti u odnosu na ¢&ist rastvor VSR moze primetiti kod uzorka sa 0,5% PSR (slika 17¢).
U uzorku smese VSR-OSAm (slika 17a) se mozZe primetiti blago smanjenje nagiba rastuée krive
provodljivosti sa povecanjem koncentracije VSR kao i jasan prestanak linearne zavisnosti
specifiéne provodljivosti od C (%VSR) (crvene linije) nakon dostizanja KAK. Ipak, ovo
smanjenje nagiba je znadajno manje nego kod uzorka PSR-OSAm §to ukazuje na razliitu vrstu
i manji uticaj uspostavljeninh VSR-OSAm interakcija. Manji uticaj se moZe objasniti drugacijom
prirodom veza koje se uspostavljaju u sistemu VSR-OSAm kao i znagajno veéim i rigidnijim
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lancima VSR. Stoga, za znadajniju promenu provodljivosti vodenog rastvora VSR je
neophodno specifi¢no vise OSAm molekula u poredenju sa rastvorom PSR. Nakon kratkog
nelinearnog podrudja i zasiéenja VSR OSAm makromolekulima, provodljivost nastavlja

ponovo da raste linearno.
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Slika 17. Promena specifine provodljivosti smese vlakana Secerne repe (VSR) i OSA
maltodekstrina (a) i smeSe vlakana i pektina Secerne repe (PSR) (b) u zavisnosti od

koncentracije vlakana Secerne repe.

U sistemu VSR-PSR dolazi do najznadajnije promene trenda rasta specifi¢ne provodljivosti a
samim tim 1 do najvece promene u konformaciji prisutnih makromolekula. Za razliku od ostalih
uzoraka, kod kojih pri povecanju koncentracije polisaharida dolazi do smanjenja rasta
specifi¢ne provodljivosti (smanjuje se nagib krive), u uzorku smese VSR-PSR dolazi do
suprotnog efekta. Sa povecanjem koncentacije VSR, pri konstantnoj koncentraciji PSR od
0,5%, dolazi do ubrzanog rasta specifi¢ne provodljivosti, gotovo eksponencijalnim karakterom.
Ova pojava ukazuje na formiranje strukture koja ima veci potencijal provodljivosti nakon
medusobnih interakcija. Pretpostavlja se da sa dodatkom VSR u rastvor koji sadrzi 0.5% PSR,
dolazi do intenzivnije elektroliticke disocijacije aktivnih grupa pomeranjem ravnoteze ka

formiranju naelektrisanja usled unosenja dodatne kolicine elektrolita u sistem. Kao bitan faktor
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u evaluaciji procesa povecanja provodljivosti treba napomenuti i aminokiselinski sastav VSR i
PSR kroz odnos sadrzaja hidrofilnih naelektrisanih aminokiselina. VSR imaju znagajno veéi
sadrzaj negativno naelektrisanih aminokiselina (asparaginska i glutaminska kiselina) dok je u
sastavu proteina PSR primetan veéi sadrzaj pozitivno naelektrisanih aminokiselina (lizin,
arginin, histidin) (tabela 3). Stoga, sa pove¢anjem koncentracije negativno naelektrisanih jona

u rastvoru koji poti¢u iz VSR dolazi do promene u konformaciji PSR, koji, kao u vodi

koncentraciju negativnih jona i time znacajno menja provodljivost smeSe. Jos jedan efekat koji
moze dovesti do povecanja provodljivosti je stvaranje makromolekularne ,,guzve* u kojoj se,
usled velikog afininteta VSR ka apsorpciji vode iz rastvora, poveéava efektivna koncentracija
PSR $to rezultira u intenzivnijem rastu specifiéne provodljivosti usled dominantnog uticaja

veée provodljivosti PSR (Mittal, Chowhan & Singh, 2015).

Promene specifiéne provodljivosti u sme$ama vodenog rastvora OSAm-VSR i OSAm-PSR u

zavisnosti od koncentracije OSAm prikazane su na slici 18.
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Slika 18. Promena specifi¢cne provodljivosti smeSe OSA maltodekstrina (OSAm) i vlakana
Seéerne repe (VSR) (a) i smeSe OSA maltodekstrina i pektina $eéerne repe (PSR) (b) u

zavisnosti od koncentracije OSA maltodekstrina.
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Merenjem specifiéne provodljivosti smese OSAm-VSR (slika 18a) moZe se primetiti
odstupanje od linearnog trenda rasta provodljivosti nakon dostizanja KAK. Prikazano
odstupanje predstavlja rezultat pocetka medumolekulske interakcije ova dva polisaharida.
Nakon dostizanja kriti¢ne koncentracije OSAm molekula (0,26%) pojava aglomerata sa VSR
traje do potpunog zasiéenja prisutnih VSR pri koncentraciji OSAm od 0,73%. Nakon
nelinearnog rasta i dostizanja koncentracije zasiéenja VSR, sistem opet podleZe linearnom rastu
na koji dalje uti¢e samo poveéanje koli¢ine OSAm molekula u rastvoru. U sistemu OSAm-PSR
(slika 18b), do pojave aglomerata dolazi na zna¢ajno nizim koncentracijama usled mnogo vece
reaktivnosti PSR koji je potpuno solvatisan u rastvoru. Medumolekulske interakcije po¢inju
veé pri koncentraciji od 0,10% OSAm molekula i traju do potpunog zasi¢enja lanca PSR
(0,43%). U odnosu na sve ispitivane smese, OSAm-PSR je pokazala najnizu KAK. S obzirom
na prethodno odredenu veli¢inu ovih makromolekula i raspolozivost funkcionalnih grupa, moze
se pretpostaviti da se OSAm molekuli ugraduju u strukturu pektina najverovatnije vodoni¢nim
vezama kao i sternim uvijanjem lanaca usled privla¢nih i odbojnih sila koje se javljaju u

formiranom matriksu (Krstonosi¢, Doki¢ & Milanovi¢, 2011).
5.15. Povrsinski napon vodenih rastvora uzoraka polisaharida

Merenjem povrsinskih napona metodom prstena po du Noiiy-u vodenih rastvora uzoraka PSR,
VSR, VPH VSR i OSAm formirane su krive zavisnosti povrinskog napona od koncentracije
polisaharida prikazane naslici 19. Svi primenjeni polisaharidi su pokazali povrSinsku aktivnost,
odnosno pozitivnu adsorpciju u grani¢énom sloju voda-vazduh. PovrSinska aktivnost ispitivanih
polisaharida, koja se ogleda u znacajnom padu vrednosti povrSinskog napona, se moze primetiti
ved pri izuzetno malim koncentracijama. Do koncentracije od 0,0019%, PSR, VSR, VPH VSR
i OSAm su redom snizili vrednost povr$inskog napona na 49 mN/n, 48 mN/m, 47,4 mN/m i
54,8 mN/m.
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Slika 19. Zavisnost promene povrSinskog napona vodenog rastvora polisaharida sa povecanjem
koncentracije (PSR — pektin $eéerne repe, VSR — vlakna Secerne repe, OSAm — oktenil sukcinat

maltodekstrin, VSR VPH — vlakna $ecerne repe nakon visokopritisne homogenizacije).

U narednom podruéju koncentracija od 0,0019-0,25% o¢igledno je da PSR pokazuje najvecu
aktivnost na grani¢noj povrsini voda-vazduh i najnizu dostignutu vrednost povrsinskog napona
od 42,6 mN/m pri koncentraciji od 0,25% dok VSR pokazuju najveéu povrsinsku aktivnost,
56,9 mN/m, pri najnizoj ispitivanoj koncentraciji. VSR, VPH VSR i OSAm u podrudju
koncentracija od 0,0019-0,25% pokazuju veoma bliske vrednosti povrSinskog napona a
minimalna vrednost koju dostizu iznosi 43,2 mN/m, 455 mN/m, odnosno 46,6 mN/m.
Pretpostavlja se da povrsinska aktivnost PSR, VSR i VPH VSR poti¢e od hidrofobnih
komponenata koji ¢ine ove biopolimere, posebno ferulne kiseline (tabela 4) i proteina (tabela 2
i 3), ali i od ukupnog stepena acetil esterifikacije lanaca polisaharida, kao §to je prethodno
opisano u delu 3.2. i1 3.3. PovrSinska aktivnost OSAm makromolekula potice od
oktenilsukcinatnog dela, koji predstavlja izrazito hidrofobni deo strukture OSAM
makromolekula (detaljnije opisano u delu 3.1.) i tezi da se adsorbuje na granici faza voda-

vazduh, odnosno da poveca koncentraciju OSAm u granicnom sloju.

5.1.6. Veli¢ina Cestica vlakana Seerne repe

S obzirom da se VSR u vodenom rastvoru najveéim delom nalaze u obliku nerastvornih Gestica,
neophodno je ispitati veli¢inu i raspodelu veli¢ine prisutnih Cestica. Nakon tretmana praskastog

uzorka vlakana Secerne repe u kugliénom mlinu, kao i tretmana vodenog rastvora VSR u
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visokopritisnom homogenizeru, dolazi do promene veli¢ine i raspodele velicine Cestica, §to je

prikazano na slici 20.
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Slika 20. Raspodela velicine Cestica vlakana Secerne repe nakon tretmana koloidnim mlinom

(a) 1 visokopritisnim homogenizerom (b).

VSR dobijena procesom usitnjavanja koloidnim mlinom imaju proseénu veli¢inu ¢estica (ds 2)
oko 15,5 um. Nakon procesa hidratacije u toku 24h srednji Sauterov pre¢nik Cestica se povecava
usled apsorpcije znacajne koli€¢ine vode iz rastvora i iznosi 23,1 pum. Na krivoj koja prikazuje
VSR nakon hidratacije (crvena linija) moZemo videti bimodalnu krivu raspodele veli¢ine
Cestica jer sitnije Cestice, sa veCom aktivnom povrSinom, podlezu efikasnijem procesu
hidratacije i bubrenja od krupnijih &estica. Nakon tretmana vodenog rastvora VSR u
visokopritisnom homogenizeru dolazi do znacajne promene veli¢ine a narocito raspodele
veli¢ine Cestica. Kao $to se moze videti na slici 18b, vlakna Se¢erne repe nakon tretmana na 100
MPa formiraju monomodalnu usku raspodelu, veoma uniformnih veli¢ina estica. Osim toga,
bitno je naglasiti da ovako dobijen rastvor VSR ne obrazuje talog, §to je slu¢aj kod vodenog
rastvora VSR pre VPH tretmana, ve¢ se nalazi u homogenom rastvoru koji ni nakon duzeg
vremena skladistenja (6 meseci) ne pokazuje promene u stabilnosti rastvora. Medutim, srednji
Sauterov pre¢nik ovako dobijenog rastvora VSR iznosi 26,3 pm §to je za oko 3 pm veée od

pocetnog uzorka netretiranog visokimpritiskom. Pri uslovima koji vladaju u VPH moze se
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pretpostaviti da je u rastvoru, sa istovremenim smanjenjem veliCina Cestica, formiran 1 veliki

broj aglomerata Gestica VSR koji uti¢e na specifi¢no poveéanje srednjeg izmerenog preénika.

5.2. Osobine emulzija dobijenih stabilizacijom pektinom i vlaknima Seéerne repe i

OSA maltodekstrinom

Svi eksperimenti i naknadna karakterizacija dobijenih emulzija odvijali su se prema unapred
odredenom planu eksperimenta. Eksperimenti izrade emulzija rotor-stator tehnikom (RS),
ultrazvu¢nim homogenizerom (UH) i membranskim emulgovanjem (ME) sprovedeni su prema
central-composite eksperimentalnom dizajnu metode odzivne povrSine. Statisticka analiza
zavisno promenjivih istakla je poseban uticaj ulaznih faktora i njihovih interakcija (Tabela 8).
Kao $to je prikazano, svi dobijeni modeli bili su statisticki znacajni (p <0,05) Sto ukazuje na
dobro uklapanje eksperimentalno dobijenih rezultata. U ekperimentima izrade emulzija
tretmanom visokopritisnim homogenizerom (VPH) nisu ispitivane medusobne interakcije PSR,
VSR i OSAm, te je stoga eksperimentalni dizajn obuhvatao 15 eksperimenata, odnosno 3
nezavisno promenjive (stabilizatora) na 5 nivoa koncentracija. Sa stanovista stabilnosti
emulzija u daljem tekstu bice ispitivani: veli¢ina kapi emulzija, reoloske karakteristike i

kriming.
5.2.1. Veli¢ina kapi emulzija

Da bi se u potpunosti procenili i opisali svi efekti razli¢itih stabilizatora (i njihovih mogucih
interakcija) na posmatrane karakteristike emulzija, pretpostavlja se i ilustruje nekoliko moguc¢ih

nacina stabilizacija emulzije (slika 21).

Slika 21. Tlustracija moguéih nacina stabilizacije emulzija polisaharidima industrije Secera
(OSAM — oktenil sukcinat maltodekstrin, VSR — vlakna $eéerne repe, PSR — pektin $eéerne

repe).
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Ilustrovani naéini stabilizacije emulzija obuhvataju sve eksperimente izrade U/V emulzija
sprovedene po uspostavljenom eksperimentalnom planu i predstavljaju rezultat kako pregleda
dosadasnjih ispitivanja tako i zakljuCaka izvedenih u toku izrade ove disertacije. Dobijeni

rezultati merenja veli¢ina kapi proizvedenih emulzija (ds2) prikazani su u Tabeli 6 i X2.

5.2.1.1. Uticaj primenjene tehnike emulgovanja

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 6. mozZe se zakljuciti da je uticaj primenjene tehnike
emulgovanja izuzetno znacajan sa stanoviSta veli¢ine kapi dobijenih emulzija. Najmanji
pre¢nici kapi emulzija su dobijeni upotrebom ultrazvu¢nog homogenizera dok su prosecno
najveée kapi emulzija proizvedene tehnikom membranskog emulgovanja. Veli¢ine kapi
emulzija dobijenih kori§¢enjem visokopritisnog homogenizera i rotor-stator tehnike su u
proseku sli¢ne ali se znacajno razlikuju pri upotrebi pojedinih stabilizatora. Na slici 22. prikazan
je uporedni pregled velicina kapi emulzija pri konstantnim uslovima koli¢ine i vrste

stabilizatora sa promenom tehnike emulgovanja.
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Tabela 6. Veli¢ine kapi emulzija dobijenih razli¢itim tehnikama emulgovanja (RS — rotor-

stator, UH — ultrazvuéni homogenizer, ME — membransko emulgovanje, VPH — visokopritisni

homogenizer).

PSR | VSR [o0sam | RS | uH | ME | VPH
(%) Precnik kapi (um)
0,25 0 0 - : : 48
0,5 0 0 6,6 044 | 288 6,1
0,75 0 0 - - - 7,5
1 0 0 49 041 | 332 5,6
1,25 0 0 - : : 3,3
0 0,25 0 - : : 11,9
0 0,5 0 6,5 18 30,3 10
0 0,75 0 - : : 12,5
0 1 0 7,6 203 | 418 | 388
0 1,25 0 - : : 39
0 0 0,25 - : : 5,1
0 0 0,5 73 032 | 264 5,2
0 0 0,75 - - - 3,3
0 0 1 5,9 031 | 14,2 3,4
0 0 1,25 - : : 3,7
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Slika 22. Pre¢nik kapi emulzija dobijenih razli¢itim tehnikama emulgovanja (RS — rotor-stator,

UH — ultrazvu¢ni homogenizer, ME — membransko emulgovanje, VPH — visokopritisni

homogenizer).
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5.2.1.2. Uticaj koncentracije pojedinacnog stabilizatora

Osim uticaja primenjene tehnike emulgovanja na veli¢inu kapi, odnosno na prose¢ni pre¢nik
kapi, mogu se primetiti i znacajne razlike u precnicima koje se javljaju pri promeni
koncentracije stabilizatora u emulziji. Pri izradi emulzija RS tehnikom dolazi do promene
trenda veli¢ine pre¢nika kapi od VSR<PSR<OSAm, pri koncentraciji stabilizatora od 0,5%, ka
PSR<OSAm<VSR sa poveéanjem koncentracije stabilizatora na 1% (slika 22). Do smanjenja
pre¢nika kapi, pri jednakim uslovima dispergovanja RS tehnikom, dolazi usled veée koli¢ine
dostupnih makromolekula (ve¢a koncentracija u rastvoru), koji samim tim imaju i ve¢i kapacitet
stabilizacije sa specifi¢no ve¢im brojem makromolekula adsorbovanih na povr$ini mehanicki
dispergovanih kapi ulja. Pomenuto smanjenje prec¢nika kapi je narocito izrazeno u uzorcima u
kojima se nalaze vodorastvorni PSR i OSAm koji su, zbog povoljnijih fizitko hemijskih
osobina (veli¢ina, molekulska masa, rastvorljivost, struktura), znatno pokretljiviju u rastvoru

pri kretanju rotora dispergatora, u poredenju sa VSR, i uspesnije se adsorbuju na granici faza.

Takode, razlike u vrednostima precnika kapi emulzija su jasno vidljive pri proizvodnji emulzija
membranskim emulgovanjem. Poveéanje koncentracije PSR i VSR imalo je nepovoljan uticaj
na emulziju sa primetnim porastom velicine pre¢nika kapi. Medutim, sa povec¢anjem koli¢ine
dodatog OSAm dolazi do smanjenja precnika za skoro 50%. Imaju¢i u vidu mehanizam
proizvodnje disperzije tehnikom ME (opisano u 2.3.4.), pretpostavlja se da sa povecanjem
koli¢ine PSR i VSR negativni uticaj rastuéeg viskoziteta kontinualne faze prevazilazi pozitivni
efekat povecanja koli¢ine stabilizatora. Sa povecanjem viskoziteta dolazi do smanjenja ugaone
brzine kontinualne faze, pri konstantnoj brzini obrtanja mesalice, pa se sila neophodna za
otkidanje kapi sa povr$ine membrane postize kasnije u odnosu na rastvor sa manjom koli¢inom
makromolekula. Ova pojava rezultuje vecim precnicima usled duZeg perioda rasta kapi pri
izlasku iz pore membrane. Osim toga, ve¢i viskozitet kontinualne faze negativno utie 1 na
brzinu kretanja stabilizatora u rastvoru u toku procesa emulgovanja. S obzirom da se formiranje
kapi ulja odvija samo u centralnom delu suda gde se nalazi membrana, prisutni stabilizator, pod
dejstvom koncentracionog gradijenta kao pogonske sile, mora da prede odredeni put u rastvoru
do povrSine membrane. Sa povecanjem viskoziteta produzava se 1 vreme koje je potrebno
molekulu da prede dati put (slika 8) i adsorbuje se na granici faza. Stoga, pretpostavlja se da
dolazi do koalescencije usled nedovoljne koli¢ine stabilizatora na povrsini formirane kapi

emulzije pa su i prosecni precnici kapi shodno tome veci.
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U eksperimentima u kojima je proces dispergovanja sproveden u visokopritisnom
homogenizeru uticaj koncentracije VSR na veli¢inu kapi se pokazao kao najznacajniji, dok su

uticaji poveéanja koncentracije PSR i OSAm veoma mali.

Medutim, uticaj PSR na raspodelu veli¢ine kapi se pokazao kao najznacajniji kao §to se moze

videti iz prikazane slike 23.
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Slika 23. Raspodela veli¢ine kapi emulzija stabilizovanih pektinom 3ecerne repe (PSR)

tehnikom visokopritisne homogenizacije.

Povecanje koncentracije PSR je zna¢ajno doprinelo pomeranju krive raspodele u oblast manjih
vrednosti prose¢nog pre¢nika. Veéa koli¢ina PSR u rastvoru zna¢ajno uti¢e na bolju stabilnost
emulzije tokom skladiStenja jer se povecanjem viskoziteta usporava proces koalescencije
dispergovanih kapi u formiranoj emulziji. Takode, veca koli¢ina raspolozivog makromolekula
omogucéava efikasnu pokrivenost veée ukupne povrSine svih kapi u emulziji i smanjenje
koalescencije kapi u VPH zbog brze adsorpcije molekula PSR na povriinu kapi pa je samim
tim moguce stabilizovati manje kapi formirane tretmanom visokim pritiskom. Ovaj efekat se
pojavljuje 1 u slucaju uzoraka sa OSAm makromolekulom ali sa zna¢ajno manjim uticajem na
konaénu raspodelu ukazujuéi na znadaj povisenog viskoziteta rastvora PSR. Za razliku od
uzoraka emulzija stabilizovanih sa PSR i OSAm kod kojih je sa pove¢anjem koncentracije
makromolekula do§lo do smanjenja pre¢nika kapi, u uzorku emulzije stabilizovane sa VSR
tehnikom VPH, primecuje se znacajan rast pre¢nika kapi sa poveéanjem koncentracije VSR.
Do ove pojave dolazi nakon postizanja kriticne koncentracije, odnosno koncentracije nakon
koje dolazi do znadajnog rasta veli¢ine kapi. Pri koncentracijama VSR ispod 1% preénik kapi
emulzija dobijenih tretmanom visokim pritiskom ne odstupa sa promenom koncentracije i
nalazi se u opsegu od 10-12,5 um. Medutim, pri koncentracijama od 1% i 1,25%, pre¢nik kapi

emulzija se povecavam priblizno tri puta i iznosi 38,8 um, odnosno 39 um. Izmereno povecanje
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predstavlja rezultat aglomeracije estica u slozenom sistemu ulje - VSR -voda. Pri postizanju
kriticne koncentracije, a pod uticajem ekstremnih uslova u visokopritisnom homogenizeru
(visok pritisak, poviSena temperatura), dolazi do formiranja intermolekularnih veza izmedu
Sestica VSR koje se medusobno priblizavaju pod uticajem uspostavljenih interakcija i formiraju
aglomerate. Formirani aglomerati se u toku merenja veli¢ine (metodom opisanom u 4.2.11)
ponasaju kao jedna Cestica sa znacajno ve¢im izmerenim precnikom od stvarnih prec¢nika kapi
stabilizovanih VSR koji ¢ine dati aglomerat (slika 21b). Dominantna pojava aglomeracije, a ne
koalescencije, se moze pretpostaviti na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem kriming
indeksa, u kojima se nakon 7 dana skladiStenja moZze primetiti odsustvo brzog raslojavanja ulja
i vode, a koje se moze ocekivati u emulzijama sa stvarnim pre¢nikom kapi ovog reda veli¢ine.
Takode, prisustvo aglomerata u disperziji se moze potvrditi i manjim dos) pre¢nikom (prosec¢an
pre¢nik Gestica koje ¢ine 50% zapremine uzorka) kod uzorka sa 1% VSR, koji iznosi 46,9 um
naspram 61,7 um u uzorku sa 0,25% VSR. Ova razlika ukazuje da se u uzorku sa 1% VSR, u
odnosu na uzorak sa 0,25% VSR, nalazi veéi broj sitnijih kapi emulzije ali i odredena koli¢ina
krupnijih aglomerata koji povecavaju vrednost prosecnog ds precnika. Pojava aglomerata u
emulzijama dobijenim koris¢enjem VPH je Cesta pojava i predstavlja jednu od poznatih mana

ove tehnike emulgovanja (Kohler i sar., 2010).

U uzorcima emulzija dobijenim koris¢enjem ultrazvuénog homogenizera, u kojima su izmereni
najmanji precnici kapi emulzija u poredenju sa ostalim tehnikama emulgovanja, ne dolazi do
znacajnih promena u veli¢ini kapi sa promenom koncentracije stabilizatora. Ovim rezultatom
je potvrdena pretpostavka da se upotrebom polisaharidnih stabilizatora mogu formirati emulzije
1zuzetne stabilnosti 1 submikronskih precnika kapi emulzija pri koncentraciji polisahrida ve¢ od
0,5%. Daljim povecavanjem koncentracije polisaharida ne dolazi do promene prec¢nika kapi
emulzija usled ograniene efikasnosti dispergovanja ulja pri kori§¢enim radnim parametrima

uredaja.

Rezultati eksperimenata u kojima je OSAm koriscen kao jedini stabilizator u procesu
emulgovanja (slika 21a) ukazuju na njegova dobra emulgujuca svojstva. Prosecan pre¢nik kapi
emulzija u eksperimentima u kojima je koris¢en samo OSAm se nalazi u opsegu od 0,31 um
(emulzije proizvedene ultrazvu¢nim homogenizerom) do 26,4 um (emulzije proizvedene
membranskim emulgovanjem). lako su u vecini uzoraka emulzija stabilizovanih OSAm
izmerene relativno nize vrednosti precnika kapi u odnosu na ostale polisaharide, pa se samim
tim mogla ocekivati 1 bolja svojstva datih emulzija, dobijene emulzije su pokazale manju

stabilnost od ostalih emulzija. Stavie, u uzorcima emulzija dobijenim tehnikama ME i RS, u
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kojima je koris¢en OSAm u koli¢ini od 0,5%, tanak sloj kukuruznog ulja je bio vidljiv na
povrsini emulzije ve¢ nakon 48 sati skladistenja, Sto ukazuje na visoku nestabilnost proizvedene

emulzije zbog nedovoljne koli¢ine OSAm i niske gustine formiranog povrsinskog sloja.

Osim navedenog, na veli¢inu kapi utiCe i brzina dezintegracije micela, jer se moze pretpostaviti
da su micele prisutne u kontinualnoj fazi u svim koris¢enim koncentracijama (KMK = 0,112%,
podnaslov 5.1.4.). Ipak, dobijene vrednosti pre¢nika kapi su znatno niZe u odnosu na rezultate
prethodnih istrazivaca u kojima je koris¢en OSA modifikovani skrob (Doki¢ i sar., 2008;
Timgren i sar., 2013). Pretpostavlja se da su manje kapi emulzija postignute kao rezultat bolje
prostorne organizacije OSAm molekula u procesu stabilizacije (veliina Cestica: OSAm <<
OSA skrob). Imajuéi u vidu veli¢inu makromolekula, potencijalno vise OSAm molekula se
adsorbuje na specifi¢éno vecoj povrsini kapi ulja sa manjim intermolekularnim smetnjama, i na
taj nacin spreCavaju koalescenciju formiranih kapi i druge faktore nestabilnosti (Agama-
Acevedo & Bello-Perez, 2017). Pozitivan efekat dodatka OSAm na stabilnost emulzije
potvrduje niska vrednost {-potencijala (Tabela 7) u svim eksperimentima gde je koris¢en OSAm
(ispitivane emulzije dobijene RS tehnikom). Prikazane vrednosti ukazuju na znatno vecu

adsorpciju OSAm molekula na granici faza ulje/voda u odnosu na PSR i VSR.

Rezultati dobijeni u eksperimentima gde je PSR koris¢en kao jedini stabilizator emulzija
potvrdili su veliki potencijal primene ovog sporednog proizvoda industrije Secera u oblasti
proizvodnje prehrambenih sistema baziranih na U/V emulzijama. Najmanji proseéni pre¢nik
kapi (0,41 pm) pri upotrebi PSR je ostvaren pri proizvodnji emulzija tehnikom UH dok je
najveci preénik kapi (33,2 um) formiran u emulzijama dobijenim ME. Pri upotrebi RS i VPH
tehnike emulgovanja, emulzije stabilizovane PSR su imale najmanje prose¢ne preénike kapi u
poredenju sa emulzijama dobijenim RS i VPH tehnikama stabilizovanim VSR i OSAm
makromolekulima.Osim toga, za razliku od emulzija stabilizovanih ostalim polisaharidima, ni
u jednom eksperimentu nije doslo do pojave raslojavanja uljane faze u toku skladistenja od 48h.
Stabilizacija emulzija PSR ima dvostruki efekat. Adsorpcijom proteinskog dela PSR, i drugih
grupa koji daju PSR amfifilan karakter, na granici faza obezbeduje se pokrivenost kapi ulja
primarnim omotatem koji spredava koalescenciju kapi. Potom, polisaharidni lanci PSR
formiraju relativno c¢vrst sloj iznad proteinskog omotaca i medusobnim umrezavanjem
formiraju stabilan matriks koji znacajno smanjuje mobilnost formiranih kapi emulzije
poveéanjem viskoziteta (slika 21¢). Takode, bitno je istaknuti pozitivan uticaj kombinacije PSR
i OSAm (slika 21g) na veli¢inu kapi formiranih emulzija. Kombinovana upotreba PSR i OSAm

je rezultovala najmanjim prosecnim preénikom kapi pri upotrebi UH u proizvodnji emulzija,
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kao i najnize vrednosti pre¢nika pri upotrebi tehnika RS i ME (osim eksperimenata RS: PSR

1% i ME: OSAm 1%) (tabela 6 i tabela 9).

Upotreba VSR u stabilizaciji emulzija rezultovalo je proizvodnjom proseénih pre¢nika kapi
emulzije od 1,8 do 41,8 pm. I u slucaju stabilizacije emulzija VSR najmanje kapi emulzija su
dobijene pri tretmanu disperzije ultrazvukom. lako su manje kapi dobijene u emulzijama koje
sadrze manju koli¢inu VSR (0.5%), u svim primenjenim tehnikama, zna¢ajno uza raspodela
veli¢ine kapi emulzija postignuta je sa povecanjem koncentracije VSR (1%). Takode, veéa
koncentracija VSR zna¢ajno je doprinela tranziciji bimodalnog prema monomodalnoj raspodeli

veli¢ine Cestica narocito u eksperimentima u kojima je koris¢ena RS tehnika (Slika 24).
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Slika 24. Raspodela veli¢ine kapi emulzija stabilizovanih vlaknima Secerne repe (VSR)

upotrebom rotor-stator tehnike.

Buduc¢i da se VSR uglavnom sastoje od vlakana koja su slabo rastvorljiva u vodi i koja imaju
tendenciju da se taloze u vodenom rastvoru, ali su takode u stanju da adsorbuju kapi ulja
(lipofilni delovi aminokiselina) na povrsini Cestica, moze do¢i do uspostavljanja ravnoteze
izmedu gravitacione sile koja izdvaja ulje na povrsini 1 sile taloZenja nerastvornih polisaharida.
Takode, na ovaj nadin, jedan deo nerastvornih VSR, ¢&ija tezina prevazilazi silu potiska
adsorbovanih kapi ulja, formira talog, dok druge Cestice (manje veli¢ine) sa vezanim kapima
ulja silom potiska formiraju sloj bogat uljanom fazom u gornjem delu suda. Povecani viskozitet
kontinualne faze indukovan dodatkom vece koli¢ine VSR takode je doprineo uzoj raspodeli
veli¢ine kapi. Prema tome, stabilizacija emulzije VSR u svim uzorcima mogla bi biti rezultat
formiranja gel-strukture (krem) hidratisanih elementarnih ¢inioca VSR (vlakna, pektin i
proteini) u koje su ugradene kapi kukuruznog ulja (slika 21b,c,d). Takode, fenomen stabilizacije
pripisuje se i visestrukoj adsorpciji kapi kukuruznog ulja na hidrofobne grupe &estica VSR, koji
poticu od aminokiselinskih (AA) hidrofobnih ostataka (Tabela 3). Sposobnost VSR da

hidrofobnim ostacima AA veze kapi uljane faze daje VSR amfifilni karakteru sli¢an PSR.
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Prisustvo i polarnih i nepolarnih delova u VSR naglasava jaku tendenciju adsorbovanja na
granici faza ulje/voda, a samim tim i uspeSnog formiranja stabilizujuceg sloja oko
dispergovanih kapi ulja. Relativno niska vrednost dobijenog ¢-potencijala uzoraka emulzija
stabilizovanih VSR, potvrdila je gore pomenutu pretpostavku (Tabela 7). Takvo ponasanje je
karakteristi¢no za komplekse polisaharida i proteina koji su u stanju da iskazu i stabilizujuce i
emulgujuce uloge (Dickinson, 2003). Stoga se moze zakljuéiti da su VSR stabilizovala emulziju
sa tri moguca scenarija: kapi kukuruznog ulja ugradene su u “skoljke” VSR (vece &estice) (slika
21b), “pickering” efektom najmanjih &estica VSR (slika 21c) (Binks, 2002; Pickering, 1907) i
emulgujuc¢im sposobnostima lipofilnih proteinskih delova na povr§ini VSR (19d). Uoéeni efekti
su istakli moguénosti primene VSR u prehrambenoj industriji kao agensa za stabilizaciju i
zeliranje ili zgu$njavanje koji mogu da usporavaju procese koji dovode do nestabilnosti

emulzije 1 istovremeno pruzaju funkcionalne benefite u ishrani.

Tabela 7. Zeta potencijal emulzija dobijenih rotor-stator tehnikom.

Pektin Vlakna OSA
Secerne repe | Secerne repe maltodekstrin C-potencijal

(%) (%) (%) (mV)
1 0 0 -21.93
0 1 0 -26.60
0 0 1 -15.17

0.5 0.5 0 -22.63
0 0.5 0.5 -15.70

0.5 0 0.5 -18.03
1 1 0 -18.37
0 1 1 -13.97
1 0 1 -13.93

5.2.1.3. Uticaj medusobnih interakcija stabilizatora
OSA maltodekstrin — Pektin Secerne repe

Uticaj interakcija dva ili viSe razli¢itih polisaharida se pokazao kao izuzetno znacajan u procesu
emulgovanja (tabela 8 i tabela 9). Kombinovani uticaj OSAm i PSR na karakteristike emulzija
ispitan je kroz central-composite eksperimentalni dizajn sa dva nivoa koncentracija
polisaharida (slika 25, tabela 9). Dobijene emulzije karakteriSu relativno niske vrednosti
pre¢nika kapi u rasponu od 0,3 pm do 31,7 um kao 1 visok nivo uniformnosti raspodele veli¢ine

kapi.
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Tabela 8. Statisticki uticaj ulaznih faktora i njihovih interakcija na dobijene zavisno promenjive
izrazen preko p — vrednosti (RS — rotor-stator, UH — ultrazvuéni homogenizer, ME —

membransko emulgovanje).

Pre¢nik kapi Kriming indeks
UH | ME RS UH | ME | RS
p-vrednost p-vrednost
Model 0,00012 | 0,0194% | 0,00472 | 0,0001% | 0,0129? | 0,01212
A-PSR (%) 0,0001% | 0,1916 | 0,7225 | 0,2909 | 0,5103 | 0,0370%
B-VSR (%) 0,0001% | 0,1204 | 0,0003% | 0,0001% | 0,0024% | 0,0002%
C-OSAm (%) 0,0001* | 0,0019? | 0,4307 | 0,0022% | 0,0360% | 0,9404
AB 0,0001% | 0,6335 | 0,0102% | 0,3447 0,0848° 0,1273
AC 0,0043% | 0,1736 | 0,1806 | 0,3619 | 0,1232 | 0,3828
BC 0,0002% | 0,7960 | 0,0416% 0,0725" | 0,0673" 0,2972
A2 0,5580 | 0,1838 | 0,9380 | 0,6402 | 0,5075 | 0,5422
B? 0,0534° | 0,5788 | 0,9604 | 0,1822 | 0,2890 | 0,1367
C? 0,1288 0,0707° 0,7625 | 0,5983 0,0853° 0,4709
Lack of Fit 0,5007 | 0,3520 | 0,3297 | 0,5740 | 0,4257 0,0633°

& Faktor statisti¢ki znacajan, p<0,05

b Faktor statisticki znacajan, p<0,10

Pozitivan efekat makromolekularne interakcije je naglaSen kroz visoku stabilnost dobijenih
emulzija ¢ak 1 na niZem nivou koncentracija polisaharida (0,5%), gde je veli¢ina i raspodela
veli¢ina kapi pokazala veoma male promene nakon 48 sati skladistenja. Pri upotrebi RS tehnike
dolazi do smanjenja veli¢ina kapi ulja sa istovremenim poveéavanjem koncentracija PSR i
OSAm. Najmanja vrednost pre¢nika kapi emulzija iznosi 5,2 um, koja ostvarena je pri koli¢ini
PSR i OSAm od 1%. Pri upotrebi kombinacije PSR i OSAm u izradi emulzija ME moZe se
primetiti ograniCen pozitivan uticaj usled izrazitog povecanja viskoziteta pri viSim
koncentracijama PSR. Pri konstantnoj koli¢ini OSAm, sa pove¢anjem koncentracije PSR preko
0,5% dolazi do povecanja prose¢nog prec¢nika kapi usled negativnog uticaja poviSenog
viskoziteta rastvora kao §to je prethodno opisano u delu pojedinaénog uticaja upotrebe PSR. U
eksperimentima dispergovanja uljane faze UH moZe se primetiti pozitivan uticaj zajednickog
delovanja PSR i OSAm. Znadajno intenzivnije smanjenje veli¢ine kapi emulzije (ilustrovano
ve¢im nagibom povrSine, slika 25) je primeceno u eksperimentima kombinovane upotrebe
PSR-OSAm u poredenju sa upotrebom pojedinaénih polisaharida. Pretpostavlja se da je
formiranje jakog makromolekularnog sloja na povr$ini kapi spre¢ilo mogucu koalescenciju

dispergovanih kapi ulja (Dickinson, 1988), zajedno sa znacajnim povecanjem viskoziteta
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izazvanog uglavnom uvodenjem PSR u formulaciju emulzija. Molekulske mase OSAm i PSR,
odredene u delu 5.1.3. , potvrduju pretpostavku da manji OSAm molekuli mogu biti upleteni u
,Supljine” veéih lanaca molekula PSR i kako sternim tako i hemijskim interakcijama formiraju

stabilan povrSinski sloj (slika 21g).

Tabela 9. Veli¢ine kapi emulzija dobijenih razli¢itim tehnikama emulgovanja i kombinacijom
viSe stabilizatora (RS — rotor-stator, UH — ultrazvu¢ni homogenizer, ME — membransko

emulgovanje, VPH — visokopritisni homogenizer).

PSR | VSR [osam | RS | uH | ME
(%) Precnik kapi (um)
0,5 0,5 0 8 1,24 29,1
1 1 0 7,6 1,47 43,2
0 0,5 0,5 5,9 1,27 18,7
0 1 1 8,5 1,48 27,5
0,5 0 0,5 59 0,3 15,2
1 0 1 5,2 0,32 31,7
0,5 0,5 0,5 7,8 0,93 28,3
0,5 0,5 0,5 7,3 0,71 25,5
0,5 0,5 0,5 6,7 0,8 21,1
1 0,5 0,5 7,7 0,45 28,1
0,5 1 0,5 7,1 1,91 25,2
0,5 0,5 1 7,3 0,73 24
1 1 0,5 10,1 0,96 27,5
0,5 1 1 9,3 1,18 251
0,5 1 8,3 0,38 31,2
1 1 9,6 0,82 26,6
0 0 8 0,71 41,7
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Slika 25. Kombinovani uticaj OSAm i PSR na veli¢inu pre¢nika kapi emulzija (OSAm — oktenil

sukcinat maltodekstrin, PSR — pektin $e¢erne repe, VSR — vlakna $eéerne repe).
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Sa uvodenjem VSR u formulaciju emulzije, formiranu RS tehnikom, dolazi do pojave obrnutog
trenda u kojem, pri konstantnom sadrzaju VSR od 1%, sa poveéavanjem koli¢ine OSAm i PSR
dolazi do rasta prose¢nog pre¢nika kapi (Tabela 9, slika 25). Ova pojava ukazuje na mogucu
interakciju izmedu molekula polisaharida koji pri povecanju koncentracija intenzivno formiraju
rastu¢i makromolekularni sloj na povrsini dispergovane kapi Sto moze rezultovati formiranjem
aglomerata kapi ulja kroz ,,bridging* efekat. Takode, formiranje izuzetno stabilnog matriksa
kao gel-strukture VSR pri procesu emulgovanja, znadajno usporava brzinu kretanja PSR i
OSAm, a samim tim i procesa adsorpcije, pa je proces koalescencije kapi dominantniji nad
procesom dispergovanja. Pomenuta pojava nije primeéena u eksperimentima formiranja
emulzija tehnikama UH i ME usled razli¢itih fenomena dispergovanja uljane faze. Pri
koriS¢enju UH do pojave dispergovanja kapi ulja dolazi ravnomerno u svim delovima suda pa
je uticaj brzine kretanja stabilizatora i predenog puta izuzetno mali. U ME je dominantan
negativni uticaj povecéanja viskoziteta pri poveéanju koncentracije PSR pa stoga nije moguée

detektovati ovu pojavu u datim eksperimentima.

Stoga, kombinovanom primenom PSR i OSAm u stabilizaciji emulzija, bez dodatka VSR,
formira se specificno snazniji makromolekularni sloj na povrSini kapi ulja koji ima osobine i
manjeg povrsinski aktivnog molekula sa sposobnos¢u brzog adsorbovanja na granici faza ali 1
znafajno veceg molekula stabilizatora koji obezbeduje dugotrajnu stabilnost emulzije.
Odgovarajuci pozitivni efekat kombinovanog stabilizacionog efekta OSAmM-PSR mogao bi se
dalje valorizovati u prethodno enkapsuliranim emulzionim sistemima prilagodenim za suSenje
rasprSivanjem ili drugim tehnikama brzog isparavanja vode, gde se u formulaciju mora uvesti

odgovarajuci prirodni nosac.
OSA maltodekstrin — Viakna Sec¢erne repe

Ispitivanjem kombinovanog uticaja makromolekula OSAm i VSR dobijene su vrednosti
prosecnog precnika kapi od 1,27 um do 27,5 um. Znacajne razlike u vrednostima precnika kapi
u okviru iste grupe eksperimenata (ista tehnika emulgovanja) ukazuje na statisticki znacajan
uticaj makromolekula i njihovih interakcija na dobijene vrednosti, koji je potvrden i niskim p-
vrednostima (Tabela 8). Snazan uticaj svojstava VSR u ukupnom uticaju OSAm-VSR odrazava
se u znacajno $iroj raspodeli veli¢ine kapi emulzija pri uvodenju VSR u koncentracijama veéim
od 0,5%, ali 1 zna€ajno boljoj stabilnosti emulzija. U eksperimentima u kojima je pored koli¢ine

od 0,5% OSAm (koja u samostalnom dodatku nije bila dovoljna da se spreci proces razdvajanja

74



Nikola Maravié Doktorska disertacija

faza), uvedena i koli¢ina VSR od 0,5%, dolazi do znadajnog pobolj$anja stabilnosti i do
spre¢avanja pojave sloja ulja na povrsini emulzije posle 48h. Stavise, ove emulzije su pokazale
optimalne ukupne karakteristike u smislu veli¢ine kapi, kriming indeksa, dugoro¢ne stabilnosti.
Pored toga, vrednost ¢-potencijala, odgovarajuce emulzije dobijene RS tehnikom, je zna¢ajno
niza u poredenju sa emulzijama gde su na istom nivou kombinovani VSR-PSR i PSR-OSAmM
(Tabela 7). Medutim, veée koli¢ine VSR, u kombinaciji sa OSAm, naglasavaju snazan uticaj
VSR na povecanje viskoziteta disperzije i formiranja gel strukture, ¢ime se smanjuje
pokretljivost OSAm makromolekula u toku procesa emulgovanja. Pa tako, sa povecanjem
koli¢ine VSR slabi pozitivan uticaj OSAm, kojeg odlikuje stabilizacija relativno malih kapi
emulzija, i kao rezultat se dobijaju veci proseéni precnici u poredenju sa eksperimentima gde
koli¢ina VSR ne prelazi 0,5% (Slika 26). Ipak, OSAm je zna¢ajno doprineo nizim vrednostima
prosecnih prec¢nika ve¢ pri koli€ini makromolekula od 0,5%, Sto je naroCito izraZzeno kod
eksperimenata ME. Vazno je napomenuti prisustvo male koli¢ine sedimenta koja se pojavila u
svim eksperimentima u kojima su se u formulaciji emulzija nalazili i OSAm i VSR. Moguce
objasnjenje za ovaj fenomen je formiranje matriksa VSR sa relativno malim kapima emulzije
sa primarnim tankim OSAm omotacem koji se nalazi unutar mreze vecih nerastvornih ¢estica
VSR, koje su se usled gravitacione sile istalozile na dnu suda. Sedimentacija kompleksa
polisaharida u proizvodnji U/V emulzija je prijavljena i u prethodnim studijama (Moschakis et
al., 2010).
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Slika 26. Kombinovani uticaj OSAm i VSR na veli¢inu pre¢nika kapi emulzija (OSAm —

oktenil sukcinat maltodekstrin, VSR — vlakna $e¢erne repe).
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Pektin secerne repe — Viakna Secerne repe

U eksperimentima ispitivanja kombinovanog uticaja PSR i VSR vrednosti prose¢nih pre¢nika
kapi su se kretale od 1,24 pm do 43,2 pm. Sa povecanjem koli¢ine stabilizatora ne dolazi do
znaajnih promena u veli¢inama kapi u okviru razli¢itih tehnika emulgovanja. Ipak, sa
povecanjem koliCine stabilizatora dolazi do znacajnog smanjenja uniformnosti veliine 1 Sire
krive raspodele veli¢ina kapi emulzija. Sirenje krive raspodele veli¢ina kapi emulzija sa
povecanjem sadrzaja PSR i VSR je najverovatnije rezultat zna¢ajnog povecanja viskoziteta i
jakih sternih smetnji u formiranju stabilnog omotaca oko kapi emulzija usled relativno velikih
molekulskih masa polisaharidnih molekula. Manje kapi emulzija formirane unutar matriksa
VSR nisu dovoljno stabilizovane i stoga su podlozne koalescenciji. Koncept ovakve
inkapsulacije kapi ulja slican je onom u eksperimentima u kojima su ispitivane interakcije
OSAmM-VSR. Medutim, znatno veéi molekuli PSR nisu u stanju da se ugrade u formiranu
strukturu VSR tako dobro kao relativno mali OSAm molekuli (slika 21h). Ovaj efekat se takode
kvantifikuje kroz relativno vece vrednosti {-potencijala u emulzijama u kojima su korisceni
zajedno PSR i VSR u poredenju sa emulzijama gde su PSR i VSR kombinovani sa manjim
makromolekulima OSAm (Tabela 7), ukazuju¢i na znatno manje prisustvo polisaharida na
granici faza. Kao §to se moze primetiti u eksperimentima gde je pored PSR i VSR, u istrazivani
sistem uveden OSAm (Slika 27), doslo je do znac¢ajnog smanjenja veli¢ine kapi, $to je najvise
izrazeno u eksperimenatima ME. Medutim, kod upotrebe RS tehnike, ovaj efekat je izrazen
samo u eksperimentima u kojima su najmanje dva faktora (PSR, VSR, OSAm) postavljena na
srednji nivo (0,5%), dok su drugi eksperimenti pokazali suprotan efekat dodatkom OSAm i
o¢iglednim povecanjem precnika kapi. Povecana koliina stabilizatora u rastvoru moze
nepovoljno da utice na veli¢inu kapi intenzivnijim formiranjem aglomerata makromolekula pre
adsorpcije na povrsinu kapi, nakon prelaska kritiéne aglomeracione koncentracije. Formiranjem
aglomerata makromolekulskih lanaca, PSR i VSR, pre procesa emulgovanja, zna¢ajno se
smanjuje potencijal za adsorpciju na granici faza usled specificno vec¢e molekulske mase
nastalog biopolimera. Na osnovu dobijenih rezultata veli¢ine kapi a i konduktometrijskih
ispitivanja (5.1.4.) moze se zakljuciti da OSAm stupa u slabije intermolekulske interakcije od
molekula PSR i VSR i time ostaje dostupan za proces adsorpcije na povrsini kapi. Takode,
moguce objasnjenje za ovaj efekat je o¢igledna kompeticija lipofilnih grupa PSR i VSR, koja
se odigrava u procesu adsorpcije na povrSinu kapi ulja. S obzirom da su proteinski ostaci u
najveéoj meri odgovorni za emulgujuéa svojstva i adsorpciju na grani¢noj povrsini PSR i VSR,
a imajuci u vidu znacajne razlike u polisaharidnom sastavu ovih makromolekula, pretpostavlja

se da dolazi do medusobnih interferencija pri procesu emulgovanja.
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Prikazane razlike u fizicko-hemijskom sastavu (tabela 2 i tabela 3) ukazuju na potencijalno
razlicite hemijske veze izmedu molekula proteina i polisaharida, te stoga drugacije
biopolimerne komplekse koji imaju stabilizaciona svojstva (Dickinson, 2008). Pored
pomenutih kompleksa, VSR sadrze i znacajnu koli¢inu celuloze i hemiceluloze koje nemaju
amfifilne karakteristike 1 na taj nacin jaCe inhibiraju emulgujuca svojstva relativno velikog
molekula PSR i proteinskog dela VSR, a manje relativno manjih molekula OSAm. Efekat
stabilizacije emulzije celulozom i hemicelulozom se ogleda kroz povecanje viskoziteta, kroz

"Pickering" efekat i formiranje ¢vrstog matriksa (,,8koljki®) kao $to je prethodno opisano.

5.2.2. Ispitivanje kriming indeksa emulzija

Rezultati ispitivanja kriming indeksa dobijenih emulzija su prikazani u Tabeli 10. Nize
vrednosti kriming indeksa ukazuju na vecu stabilnost dobijene emulzije. Dobijene vrednosti
predstavljaju rezultate o¢itavanja 24h nakon izrade emulzija, osim u sluc¢aju eksperimenata UH
u kojima nije doslo do vidljivog raslojavanja posle 24h, ni nakon 7 dana, pa su merenja izvrsena
30 dana nakon ultrazvuénog tretmana. Shodno prethodno diskutovanim veli¢inama kapi
emulzija, uzorci dobijeni upotrebom UH su se pokazali kao najstabilniji sa stanoviSta
gravitacionog razdvajanja, odnosno formiranja sloja bogatog i sloja siromasnog disperznom

fazom.

5.2.2.1. Uticaj primenjene tehnike emulgovanja

Kao $to se moze videti u tabeli 10 i slici 28, uticaj primenjene tehnike emulgovanja na kona¢nu
vrednost kriming indeksa je znacajno manji u odnosu na prethodno ispitivani uticaj na veli¢inu
kapi emulzija. Vrednosti kriming indeksa su se kretale u opsegu od 7% do 90% ukazujuéi na
jak uticaj promene operativnih parametara na fizicku stabilnost emulzija. Ipak, moze se
zakljuciti da su emulzije dobijene upotrebom UH pokazale daleko vec¢u fizi€ku stabilnost u
poredenju sa ostalim tehnikama jer je pojava kriminga bila odlozena za mnogo duzi vremenski
period. Razlog vece stabilnosti ovako dobijenih emulzija je manji pre¢nik kapi koji je, prema
Stoksovom zakonu znacajno smanjio terminalnu brzinu kretanja kapi ulja kroz vodenu fazu.
Osim toga, vec¢a gustina pakovanja sitnijih kapi ulja je takode doprinela sporijem razlaganju na
sloj krema (bogat kapima ulja) i seruma na dnu odmernog suda (bogat vodenom fazom) i samim

tim je doprinela homogenom izgledu formirane emulzije.
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Slika 28. Kriming indeks emulzija dobijenih razli¢itim tehnikama emulgovanja (RS — rotor-

stator, UH — ultrazvu¢ni homogenizer, ME — membransko emulgovanje, VPH — visokopritisni

homogenizer).
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Tabela 10. Kriming indeks emulzija dobijenih razli¢itim tehnikama emulgovanja (RS — rotor-
stator, UH — ultrazvu¢ni homogenizer, ME — membransko emulgovanje, VPH — visokopritisni

homogenizer).

PSR | VS8R | 0sAm | Rs UH | ME | VPH
(%) Kriming indeks (%)
0,25 0 0 - - - -
0,5 0 0 86 81 90 :
0,75 0 0 - : : :
1 0 0 86 84 82 :
1,25 0 0 - - - -
0 0,25 0 - : : 77
0 05 0 70 45 80 57
0 0,75 0 - : : 50
0 1 0 74 33 72 31
0 1,25 0 - : : 17
0 0 0,25 - : : :
0 0 0,5 90 77 87 :
0 0 0,75 - : : :
0 0 1 90 77 82 :
0 0 1,25 - : : :
0,5 0,5 0 75 52 80 :
1 0 74 52 76 :
0,5 0,5 54 58 80 :
0 1 1 60 7 80 :
0,5 0 0,5 82 78 87 :
1 0 1 88 74 88 :
0,5 05 05 75 50 74 :
0,5 0,5 0,5 78 56 80 :
0,5 0,5 0,5 78 43 76 :
1 0,5 0,5 82 59 74 :
0,5 1 0,5 68 38 74 :
0,5 0,5 1 78 43 90 :
1 1 0,5 80 24 85 :
0,5 1 1 72 26 85 :
0,5 1 84 40 88 :
1 1 72 15 85 :
0 0 90 90 90 :
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Pored emulzija dobijenih tretmanom ultrazvukom, zapazenu fizicku stabilnost, odnosno otpor
formiranju krem sloja na vrhu odmernog suda, pokazale su i emulzije dobijene tretmanom
visokim pritiskom kod kojih nakon 24h nije zapazena pojava kriminga osim u uzorcima

emulzija stabilizovanih VSR.
5.2.2.2. Uticaj koncetracije pojedina¢nog stabilizatora

Pri ispitivanju uticaja primene samo jednog stabilizatora u proizvodnji emulzija moze se
primetiti znacajna promena vrednosti konac¢nog kriming indeksa sa promenom vrste i
koncentracije primenjenog stabilizatora. Najnize vrednosti kriming indeksa su ostvarene u
emulzijama u kojima su VSR kori$¢ena za stabilizaciju sistema. Kao §to se moze videti u tabeli
10, sa poveéanjem koli¢ine VSR u emulziji, opada vrednost kriming indeksa, odnosno smanjuje
se visina sloja seruma na dnu odmernog suda. Ova pojava predstavlja rezultat formiranja
trodimenzionalne strukture slozenog biopolimera, kao §to je VSR, u sistemu U/V, koja
predstavlja glavni inhibitor kretanja formiranih kapi emulzije ka povrsini. Na ovaj naéin, iako
su kapi emulzije dobijene stabilizacijom VSR znacajno veée, njihovo kretanje u sistemu je
ograni¢eno sternim smetnjama prisutnih polisaharidnih lanaca VSR. Takode, formiranjem
strukture koja obuhvata kapi ulja, vezanu vodu, rastvorne i nerastvorne ¢estice polisaharida i
adsorbovane proteine na granici faza, dolazi do izrazitog povecanja viskoziteta koji nije bio
prisutan u vodenom rastvoru VSR. Postignuto povecanje viskoziteta pozitivno uti¢e na
stabilnost emulzija tokom skladistenja. Medutim, samo povecanje viskoziteta vodene faze, kao
$to je slucaj u vodenim rastvorima PSR, nije dovoljno da se postigne zadovoljavajuca fizicka
stabilnost i otpor formiranju nehomogene strukture emulzije. Slicno PSR, OSAm nije u stanju
da samostalno formira snaznu strukturu u ispitivanom sistemu pa se formirane kapi emulzija
zajedno sa adsorbovanim slojem OSAm relativno brzo pomeraju ka gornjem sloju odmernog

suda gde formiraju krem sloj.
5.2.2.3. Uticaj medusobnih interakcija stabilizatora

Uticaj interakcija polisaharida u emulziji je bio veoma znacajan u ispitivanju kriming indeksa
(Tabela 8). Najnize vrednosti kriming indeksa su ostvarene u eksperimentima u kojima su

koriS¢eni kombinovani polisaharidni stabilizatori.
Pektin Secerne repe - OSA maltodekstrin

Tustracija kombinovanog uticaja PSR i OSAm je prikazana na slici 29. Vrednosti kriming

indeksa u eksperimentima u kojima su korigéeni samo PSR i OSAm se kre¢u od 74% do 88%.
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Najnize vrednosti su dobijene dispergovanjem uljane faze UH-om, dok se vrednosti kriming

indeksa u ekperimentima koriS¢enja RS 1 ME tehnike ne razlikuju znacajno.

83



Doktorska disertacija

Nikola Maravic

A
&
N
&
g
S
5
=
g
<
2
&
S
Q
=

// 1.00
" ors

7

. é 5o.so

0.00 0.00

A: PSR (%)

)

C: OSAm (%

ULTRAZVUCNI HOMOGENIZER -

A: PSR (%)

0.00

.25

7

P

75.56
0.00

(%) 10

- / 0.50

1.00 1.00

Pocs.

—

t

0.75

(%)

C: OSAm

MEMBRANSKO EMULGOVANJE 4

A: PSR (%)

{
f
ftothigte o
eyt |
IS ]
AN T
eptaytotny te vy (-]
R
AT
ettrtnta iy,
L
Jneptey sy,
Oty

—

1.00

1.00

C: OSAM (%)

ULTRAZVUCNI HOMOGENIZER _

s

VSR 1%

)/7

0.00

0.26

C: OSAM (%)

in Secerne

.

(PSR — pekt

ija
t maltodekstrin).

indeks emulz

ing

.

ticaj PSR i OSAm na krim

Slika 29. Kombinovani u

Ina

, OSAm — oktenil sukc

J4

secerne repe

v

v

repe , VSR — vlakna

84



Nikola Maravié Doktorska disertacija

Medutim, mogu se primetiti razli¢iti trendovi poveéanja, odnosno smanjenja, vrednosti kriming
indeksa pri poredenju rezultata razli¢itih tehnika emulgovanja. U eksperimentima u kojima je
koriS¢ena RS tehnika i nekim eksperimentima ME, primetan je pad vrednosti kriming indeksa
sa smanjenjem koli¢ine OSAm. Suprotno toj pojavi, u eksperimentima proizvodnje emulzija
UH dolazi do smanjenja vrednosti kriming indeksa sa povec¢anjem koli¢ine OSAm u emulziji.
Ova pojava se moze objasniti fenomenom deplecione flokulacije do koje dolazi u slucaju
prevelike koli¢ine neadsorbovanog emulgatora koja se nalazi u emulziji. Naime, u
eksperimentima UH formirane kapi su izuzetno male, pa je ukupna povrsina na koju se mogu
adsorbavati prisutni stabilizatori veoma velika i celokupna koli¢ina oba stabilizatora se nalazi
u grani¢nom sloju. Smanjenje kriming indeksa sa povecanjem koli¢ine OSAm ukazuje da
postoji dodatni prostor za stabilizaciju emulzije odnosno za adsorpciju na povrsini kapi ulja i
da se u emulziji nalazi jako mala koli¢ina makromolekula koja nije adsorbovana. Sa druge
strane, u eksperimentima emulgovanja RS i ME, pri veéim sadrzajima OSAm i PSR, relativno
vece kapi proizvedene datim tehnikama ukazuju da je neophodna specifiéno manja koli¢ina
pomenutih stabilizatora, da pokriju celokupnu povrsinu disperzne faze. Pa tako, u emulziji
zaostaje veca koli¢ina neadsorbovanih polisaharida koji osmotskim pritiskom teze da vezu i
privuku vodu koja se nalazi u prostoru izmedu dve formirane kapi emulzije i na taj nacin
pozitivno uti¢u na spajanje kapi i njihovu flokulaciju i isplivavanje. Medutim, kada se u date
eksperimente uvede odredena koli¢ina VSR dolazi da smanjenja kriming indeksa za 50% i kao
Sto se moze videti u tabeli 10 znacajno niZe vrednosti kriming indeksa su ostvarene u
emulzijama u kojima su bila zastupljena sva tri stabilizatora u poredenju sa OSAmM-PSR
emulzijama. U datom sistemu sva tri polisaharida iskazuju svoje pozitvno dejstvo kroz veli¢inu
kapi emulzije (OSAm), povecanje viskoziteta (PSR) i formiranje trodimenzionalnog matriksa

(VSR), §to rezultuje u optimalnim kriming karakteristikama emulzija.
OSA maltodekstrin - Viakna secerne repe

Kombinovani uticaj OSAm i VSR nakon statisticke analize, metodom odzivne povriine, je
prikazan na slici 30. Vrednosti kriming indeksa u emulzijama koje su stabilizovane
kombinovanim kori§éenjem OSAm i VSR su se kretale u opsegu od 7% do 80%. U svim
eksperimentima ove grupe, bez obzira na primenjenu tehniku, se moze jasno videti smanjenje
kriming indeksa sa povecéanjem koli¢ine VSR uvedene u formulaciju emulzije. Istovremena
upotreba OSAm i VSR u stabilizaciji emulzija rezultovala je u najnizim vrednostima kriming
indeksa. Ova pojava se objasnjava dominantnim efektom VSR koji znalajno poveéava
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viskozitet formirane emulzije i gradi snazan matriks unutar koga mogu da se ugraduju sitnije
kapi stabilizovane OSAm makromolekulima znac¢ajno manjih molekulskih masa (slika 21f). Na
ovaj nacin se sprecava negativni uticaj pojave koalescencije unutar formirane trodimenzionalne
strukture VSR i pojave brzeg isplivavanja kapi usled veéih pre¢nika kapi (Stouksov zakon).
Stoga, gusto pakovanje kapi emulzije, pod uticajem interakcije OSAm-VSR, negativno utice
na brzinu kriminga povecanjem specifi¢ne koncentracije kapi u svim delovima emulzije,
smanjenjem precnika formiranih kapi i samim tim manjeg stepena aglomeracije i flokulacije.
Dodatno uvodenje PSR, pored OSAm i VSR, u formulaciju emulzije je negativno uticalo na
kriming osobine emulzije. Povecanje vrednosti kriming indeksa je primeceno kod svih
eksperimenata u kojima je pored OSAm i VSR, dodata i odredena koli¢ina PSR. PSR, kao
makromolekul sa nekoliko puta veCom molekulskom masom od OSAm, ali sa velikim
afinitetom za adsorpciju na granici faza, stabilizuje kapi emulzije sa specificno vecim
adsorpcionim slojem u odnosu na OSAm. Ovako stabilizovane kapi se teSko ugraduju u
strukturu VSR i mnogo lakse isplivavaju na povrsinu u poredenju sa kapima stabilizovanim

OSAmM makromolekulom.
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Slika 30. Kombinovani uticaj VSR i OSAm na kriming indeks emulzija (PSR — pektin $e¢erne

repe , VSR — vlakna $ecerne repe, OSAm — oktenil sukcinat maltodekstrin).
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Pektin secerne repe — Viakna secerne repe

Kroz ispitivanje uticaja istovremene upotrebe PSR i VSR nagla$ene su pozitivne i negativne
strane kombinovane upotrebe relativno velikih makromolekula kao stabilizatora emulzija. Pri
kombinovanoj upotrebi PSR i VSR mogu se primetiti sli¢ni trendovi razli¢itih intenziteta u
promeni kriming indeksa u zavisnosti od primenjene tehnike emulgovanja i koncentracije
stabilizatora. Sa poveéanjem sadrzaja VSR bez obzira na koli¢inu PSR koja se nalazi u sistemu,
dolazi do znacajnog pada vrednosti kriming indeksa (slika 31). Povecana stabilnost koja potice
od pozitivnog efekta trodimenzionalne strukture VSR je narodito izra’ena u uzorcima
dobijenim ultrazvu¢nom homogenizacijom u kojima se vrednost kriming indeksa smanjila sa
najveéim nagibom sa unosenjem 1% VSR u formulaciju emulzija. U eksperimentima pripreme
emulzija RS tehnikom, moZe se primetiti negativan uticaj dodatka PSR pri koli¢ini VSR od 1%,

koji je rezultovao u manjoj stabilnosti sistema sa pove¢anjem koli¢ine PSR.
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Ova pojava ukazuje na moguéu kompeticiju u procesu adsorpcije na grani¢noj povrsini izmedu
aktivnih mesta ova dva makromolekula usled nedovoljne ukupne povrsine dispergovanih kapi
ulja na koje bi se adsorbovali svi prisutni makromolekuli. Osim toga, povecanje koli¢ine kapi
stabilizovanih PSR, a koje se te§ko ugraduju u matriks VSR, umanjuju ukupan pozitivan efekat
prisutnih VSR na stabilnost emulzije. Takode, kao $to je prethodno diskutovano, pretpostavlja
se da neadsorbovani makromolekuli pospusuju proces aglomeracije i potom flokulacije §to se
odrazava na vrednosti kriming indeksa. Medutim, ova pojava negativnog uticaja PSR nije
primecena u eksperimentima ME. U eksperimentima ME, usled niske efikasnosti stabilizacije
dispergovanih kapi ulja relativno velikim makromolekulima (kao $to je prethodno opisano),
dominantna pojava koalescencije (i naknadne flokulacije takvih kapi) nastupa u
eksperimentima sa nizim sadrzajem stabilizatora. Stoga, svako povecanje koli¢ine VSR i PSR
pozitivno uti¢e na spre¢avanje koalescencije i brzog izdvajanja uljane faze na povrsini emulzija

pa je negativni efekat dodatka PSR uz VSR zanemarljivo mali.

5.2.3. Reoloske karakteristika emulzija
Ispitivanje reoloSkih karakteristika dobijenih emulzija je sprovedeno snimanjem Krivih
proticanja metodom histerzisne petlje. Uticaj primenjene tehnike emulgovanja pri konstantnim

sadrzajem odredenog polisaharidnog stabilizatora je prikazan na slikama 31, 32, 33.

5.2.3.1. Uticaj koncetracije pojedina¢nog stabilizatora

Krive proticanja uzoraka emulzija stabilizovanih OSAm (slika 32) ukazuju na relativno mali
uticaj promene tehnike emulgovanja na reoloske karakteristike ovako stabilizovanih emulzija
(krive proticanja). Kod svih uzoraka emulzija stabilizovanih samo OSAm je evidentan
pseudoplasti¢ni tip proticanja i veoma male vrednosti prividnog viskoziteta (pri 50 s:
UH=0,002 Pa-s, HPH=0,001 Pa-s, ME=0,004 Pa-s, RS=0,001 Pa-s). Dobijene vrednosti
ukazuju na slabu strukturaciju sistema koji se formira sa dodatkom 1% OSAm. Relativno mali
molekuli OSAm pri maksimalnoj koncentraciji od 1% nisu u stanju da formiraju snazniju
strukturu i da znacajno uticu na povecanje viskoziteta vodene faze, pa se od ovakve emulzije
ocekuje prilicno brzo raslojavanje koje primarno zavisi od veli¢ine dispergovanih i
stabilizovanih kapi emulzija a mnogo manje od strukture makromolekula. Dobijeni rezultati su

u saglasnosti sa prethodno izmerenim vrednostima relativnog viskoziteta kontinualne faze koja
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sadrzi OSAm u kojima je izmereno relativno malo povecanje viskoziteta sa dodatkom OSAm

u ispitivanom opsegu od 0,25-1,25%.
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Slika 32. Krive proticanja emulzija stabilizovanih sa 1% OSA maltodekstrina (OSAm) (RS —
rotor-stator, UH — ultrazvu¢ni homogenizer, ME — membransko emulgovanje, VPH —

visokopritisni homogenizer).
Dobijene krive su fitovane Ostwald-ovim reoloskim modelom proticanja po jednacini:
=K-y" (10)

gde su: t-napon smicanja (Pa), K (Pa-s")— indeks konzistencije koji je u direktnoj korelaciji sa

viskozitetom, n — stepen odstupanja od nenjutnovskog proticanja.

Vrednosti parametara Ostwald-ovog modela dobijenih fitovanjem krivih proticanja su
predstavljene u tabeli 11. Prikazane vrednosti ukazuju na najvecée razlike u eksperimentima
VPH i ME §to se moze videti i na slici 32. U uzorku emulzije dobijene ME je prisutna sloZenija
struktura u odnosu na emulzije dobijene VPH. Pojava tiksotropne petlje pri proticanju uzoraka
ME delimi¢no je i posledica polidisperznosti prisutnih kapi emulzija (Span = 8,550) za razliku
od mnogo uze raspodele velicine kapi uzorka dobijenog VPH (Span = 1,818). U emulzijama
formiranim ME, s obzirom na blage uslove emulgovanja sa stanovista primenjenih smicajnih
sila 1 temperature, struktura sistema zavisi prevashodno od efikasnosti stabilizacije, velicine
kapi 1 koli€ine prisutnog makromolekula. Prisustvo slabe gel strukture kvantifikovane kroz
pojavu tiksotropne petlje je primeceno i u emulzijama dobijem RS tehnikom emulgovanja. Za
razliku od uzoraka dobijenih ME i RS tehnikom, kod uzoraka dobijenih visokointenzivnim
dispergatorima nije se formirala snaznija struktura sa prisutnim OSAm jer su kapi emulzija bile

daleko manje ali 1 monodisperznije. Takode, svaka struktura formirana relativno malim OSAm
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makromolekulima se razruSava pod dejstvom izuzetno snaznih sila smicanja i kavitacije

indukovanih ovim tehnikama.

Tabela 11. Parametri K i n dobijeni fitovanjem krivih proticanja emulzija stabilizovanih OSAm

makromolekulom.

Tehnika emulgovanja K(Pa-s") n r
Ultrazvu¢no emulgovanje 0,00139 1,0820 | 0,95
Visokopritisna homogenizacija | 8,35-10° | 1,6470 | 0,91
Membransko emulgovanje 0,00768 | 0,8405 | 0,96
Rotor — stator tehnika 0,00453 | 0,8847 | 0,99

Krive proticanja emulzija stabilizovanih PSR su prikazane na slici 33. Za razliku od prethodno
diskutovanih emulzija stabilizovanih OSAm, u uzorcima emulzija PSR moZe se primetiti
znacajna razlika u formiranim krivama u zavisnosti od primenjene tehnike emulgovanja.

Dobijene krive su takode fitovane Ostwald-ovim reoloSkim modelom proticanja po jednacini

(10).
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Slika 33. Krive proticanja emulzija stabilizovanih sa 1% pektina $e¢erne repe (PSR) (RS —
rotor-stator, UH — ultrazvuéni homogenizer, ME — membransko emulgovanje, VPH —
visokopritisni homogenizer).
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Nakon fitovanja krivih proticanja i prikazanih rezultata (tabela 12) moze se zakljuciti da su svi
uzorci pokazali pseudoplasti¢an tip proticanja sa veoma slicnim reoloskim karakteristikama. Sa
povecanjem brzine smicanja dolazi do znacajnog povecanja napona smicanja kod svih uzoraka.
Takode, pri nizim brzinama smicanja dolazi do naglog pada viskoziteta uzoraka koji, u svim
ispitivanim slucajevima, veoma brzo dostize konstantnu vrednost i pri daljem povecanju brzine
smicanja ne dolazi do znacCajnije promene viskoziteta uzoraka. Ova pojava se moze objasniti
razruSavanjem dela aglomerata prisutnih u sistemu, koji doprinose viSim vrednostima

viskoziteta, medusobno vezanih slabim sekundarnim vezama, pri poCetnim brzinama smicanja

(Pal, 1996).

Tabela 12. Parametri K i n dobijeni fitovanjem krivih proticanja emulzija stabilizovanih PSR.

Tehnika emulgovanja K(Pa-s") n r
Ultrazvu¢no emulgovanje 0,01283 | 0,9165 | 0,99
Visokopritisna homogenizacija | 0,01070 | 0,8838 | 0,99
Membransko emulgovanje 0,01660 | 0,9487 | 0,99
Rotor — stator tehnika 0,01772 | 0,9353 | 0,99

Dobijeni rezultati ukazuju da sa primenom energetski intenzivnije tehnike emulgovanja dolazi
do pada viskoziteta emulzija stabilizovanih PSR. Imajuéi u vidu relativno jaku strukturu koja
se formira u vodenim rastvorima PSR, potvrdenu visokim vrednostima viskoziteta vodenih
rastvora PSR, pretpostavlja se da sa primenom velikih sila smicanja i kavitacije, koje se javljaju
u procesima VPH i UH, dolazi do delimi¢nog razruSavanja ovakve strukture i do smanjenja
ukupnog broja sekundarnih veza izmedu makromolekula PSR. Pretpostavlja se da do pojave
delimi¢nog razrusavanja strukture PSR ne dolazi u znadajnoj meri u uzorcima emulzija
dobijenih ME 1 RS tehnikama, u kojima je znac¢ajno manje energije uneto u sistem u procesu
emulgovanja. U uzorcima dobijenim ME i RS tehnikama viskozitet emulzija najvise zavisi
upravo od viskoziteta kontinualne faze a manje od relativno vecih prec¢nika kapi (u poredenju
sa uzorcima UH 1 VPH) ovako dobijenih emulzija, ¢iji efekat snizava vrednosti viskoziteta
emulzija. Medutim, efekat povecanja viskoziteta emulzija sa smanjenjem precnika kapi je
evidentan u poredenju rezultata visokointezivnih tehnika, UH i VPH. Znacajno nize vrednosti
prosecnih precnika kapi emulzija (tabela 6) dobijenih UH su doprinele viSim vrednostima

viskoziteta u poredenju sa rezultatima ispitivanja uzoraka VPH (Pal, 1996).
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Krive proticanja emulzija stabilizovanih VSR primenom razli¢itih tehnika emulgovanja su
prikazane na slici 35. Izuzetno znac¢ajan uticaj promene tehnike emulgovanja se prevashodno
ogledao u pojavi tiksotropnog proticanja kod uzoraka tretiranih ultrazvukom i visokim
pritiskom. Uzorci emulzija homogenizovani ultrazvukom i visokim pritiskom uz stabilizaciju
VSR, su pokazali prisustvo relativno snazne strukture u novoformiranom sistemu
kvantifikovane pojavom tiksotropne petlje pri proticanju. Kao $to je prethodno opisano,
pretpostavlja se da VSR formiraju slozenu trodimenzionalnu strukturu u sistemu ulje/voda. U
takvom sistemu, koli¢ina dispergovanih kapi ulja koja ¢e se uspesno ugraditi u postojecu
strukturu u velikoj meri zavisi od pre¢nika datih kapi usled slabe rastvorljivosti velikog dela

VSR kao i generalno slabije pokretljivosti VSR u rastvoru, u poredenju sa PSR i OSAm.
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Slika 34. Krive proticanja emulzija stabilizovanih sa 1% vlakana $e¢erne repe (VSR) (RS —
rotor-stator, UH — ultrazvu¢ni homogenizer, ME — membransko emulgovanje, VPH —

visokopritisni homogenizer).

Kao $to se moze videti na slici 34, emulzije sa kapima manjeg pre¢nika (UH) grade snaZniju
strukturu, odnosno kapi su bolje “upakovane” u matriks VSR i samim tim je energija
tiksotropne petlje znac¢ajno veca. Pri veéim brzinama smicanja dolazi do razruSavanja ove
strukture, a postupak razruSavanja se nastavlja, sa manjim intenzitetom, i posle perioda
relaksacije od 180s, odnosno tokom perioda smanjivanja brzine smicanja do nulte vrednosti
ukazujuci na osobine “sporooporavljajuc¢eg” sistema. Na osnovu Krivih prikazanih na slici 34,
prividni viskozitet u uzorcima stabilizovanim samo VSR najvise zavisi od veli¢ine kapi
emulzije, pa tako emulzije sa najmanjim precnikom kapi pokazuju najvece vrednosti
viskoziteta. Emulzije stabilizovane VSR pokazuju najveée povecéanje vrednosti viskoziteta u

odnosu na vodeni rastvor istog stabilizatora. Izrazito povecanje viskoziteta uzorka nakon
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procesa dispergovanja kapi ulja ukazuje na znacajan proces strukturiranja i fizicko-hemijskih
promena u ispitivanom sistemu u kome znacajnu ulogu imaju i molekuli ulja. U toku procesa
stabilizacije kapi ulja, formira se struktura u kojoj molekuli ulja, vezani za hidrofobna mesta
VSR (proteinske grupe, fenolne kiseline), aktivno u¢estvuju u orijentaciji i konformaciji kao i
medusobnom povezivanju prisutnih polisaharida i proteina, rezultuju¢i u karakteristi¢noj gel

strukturi dobijenih emulzija.

5.2.3.2. Uticaj medusobnih interakcija stabilizatora

Kroz krive proticanja prikazane na slici 35. ilustruje se kombinovani uticaj OSAm i PSR sa
VSR sa stanovista reoloskih osobina dobijenih emulzija. Reoloske osobine emulzija
stabilizovanih PSR i VSR pokazuju veliki uticaj dodatka PSR u svim dobijenim uzorcima. U
eksperimentima manje intenzivnih tehnika, ME i RS, dominantan uticaj PSR se ogleda u
znacajnom povecéanju vrednosti napona smicanja, a samim tim i vrednosti prividnog viskoziteta
emulzija, sa pove¢anjem brzine smicanja. U datim eksperimentima ME i RS, u kojima je mala
koli¢ina energije uvedena u sistem, struktura emulzije i njene reoloSke osobine najvise zavise
od povedéanja viskoziteta indukovanog dodatkom PSR, dok je uticaj procesa strukturiranja
zajedno sa VSR daleko manji. Medutim, sa poveéanjem koli¢ine energije uvedene u sistem,
(eksperimenti UH) dolazi do pojave znacajnog strukturiranja emulzija PSR i VSR i do pojave
tiksotropne petlje pri proticanju. Za razliku od eksperimenata u kojima su samo VSR kori§¢ena
za stabilizaciju emulzija, pri kombinovanoj upotrebi PSR i VSR ne dolazi do konstantnog
razruSavanja strukture sistema sa povecavanjem brzina smicanja. Nakon postignutog prinosnog
napona neophodnog za proticanje ovakvog gel sistema, pri nizim brzinama smicanja ne dolazi
do znaajne promene napona smicanja. Sa daljim povecavanjem brzine smicanja dolazi do

povecanja napona smicanja, odnosno do daljeg strukturiranja sistema.
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Slika 35. Krive proticanja emulzija stabilizovanih kombinacijom 1% vlakana $ecerne repe i 1%
pektina Secerne repe (PSR) ili 1% OSA maltodekstrina (OSAm) (RS — rotor-stator, UH —

ultrazvuéni homogenizer, ME — membransko emulgovanje).

Karakteristi¢na tiksotropna petlja kod uzoraka emulzija dobijenih UH se stoga mozZe podeliti
na dva segmenta. Prvi segment obuhvata razruSavanja strukture sistema do brzine smicanja od
50 o/s. Usled usmerenog kretanja polisaharida, dolazi do razrusavanja trodimenzionalne
strukture formirane prevashodno od strane VSR i opadanja vrednosti napona smicanja. Drugi
segment predstavlja opseg brzina smicanja od 50 — 100 o/s kada se iz razrugene strukture VSR
oslobada PSR koji svojim dominantim uticajem pri vi§im brzinama smicanja poveéava
vrednosti napona smicanja. Nakon perioda relaksacije, sa smanjivanjem brzine smicanja, dolazi
do ocekivanog linearnog opadanja vrednosti napona smicanja uz blago razruSavanje
uspostavljene strukture emulzije kao i u prethodno diskutovanim slucajevima.

Emulzije u kojima su dispergovane kapi ulja stabilizovane kombinacijom OSAm i VSR su
takode pokazale reoloske karakteristike koje su karakteristicne za gel strukture. Tiksotropni tip
proticanja je evidentan u emulzijama proizvedenim RS i UH tehnikama. U skladu sa prethodno
diskutovanim rezultatima, povrSina tiksotropne petlje, odnosno energija neophodna za
razruSavanje uspostavljene strukture, je najviSa u emulzijama dobijenim UH. Emulzije

proizvedene UH i RS tehnikama, koje su sadrzale po 0,5% OSAm i VSR, nakon postizanja
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prinosnog napona (slika 36), nisu pokazale pojavu razrusavanja strukture sistema,
kvantifikovane kao pad vrednosti napona smicanja, u ispitivanom opsegu brzina smicanja
ukazuju¢i na dobru stabilnost uspostavljene strukture. Ovi rezultati potvrduju prethodnu
pretpostavku da se relativno manji makromolekuli OSAm uspesno ugraduju u
trodimenzionalnu strukturu VSR i pritom stabilizuju celokupnan sistem oéuvanjem integriteta
formiranih kapi emulzije. Cinjenica da pri proticanju ne dolazi do razrusavanja, veé zajednickog
proticanja celokupne strukture ukazuje i na postojanje medusobnih interakcija ili sekundarnih
veza izmedu VSR i OSAm, koje spredavaju negativni uticaj primenjenih smicajnih sila na

strukturu sistema.
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Slika 36. Krive proticanja emulzija stabilizovanih kombinacijom 0,5 % vlakana Secerne repe
(VSR) i 0,5% OSA maltodekstrina (OSAm) (RS — rotor-stator, UH — ultrazvuéni homogenizer,

ME — membransko emulgovanje).

Uticaj kombinacije PSR i OSAm na reoloske osobine dobijenih emulzija je prikazan kroz krive
proticanja na slici 37. Mogu se primetiti male razlike u izgledu krivih proticanja sa promenom
primenjene tehnike emulogavanja. Ipak, na osnovu prikazanih rezultata dominantan uticaj PSR
u reoloskom ponasanju ovako stabilizovanih uzoraka emulzija je evidentant. Male razlike u
formiranoj strukturi nastaju u toku procesa emulgovanja 1 najviSe zavise od intenziteta
primenjenih sila smicanja. Dodatkom OSAm u formulaciju emulzija, pored PSR, poveéavaju
se vrednosti napona smicanja sa brzinom smicanja u svim uzorcima, u poredenju sa emulzijama
stabilizovanim samo PSR. Osim toga, u emulzijama je primeéena i pojava tiksotropne petlje,

ali sa veoma malim razlikama vrednosti napona smicanja uzlazne i silazne krive proticanja.
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Slika 37. Krive proticanja emulzija stabilizovanih kombinacijom 1% pektina Secerne repe
(PSR) i 1% OSA maltodekstrina (OSAm) (RS — rotor-stator, UH — ultrazvuéni homogenizer,

ME — membransko emulgovanje).

Znac¢ajno manje povrsine tiksotropne petlje, u poredenju sa emulzijama koje sadrze VSR,
ukazuju na generalno jednostavniju strukturu koja se formirala u emulzionom sistemu PSR-
OSAm. Ocigledno najveca povrsina tiksotropne petlje je prisutna u uzorku dobijenom ME.
Strukturu emulzije dobijenu ME karakteriSe visok stepen polidisperznosti velicine kapi, u
poredenju sa uzorcima dobijenim RS i UH tehnikom. Usled vece polidisperznosti uzorka
dobijenog ME (Span = 4,470), formirana struktura pokazuje izrazenije gel osobine, u odnosnu
na mnogo monodisperznije emulzije dobijene RS (Span = 1,671) i UH (Span = 2,321)
tehnikom. Uzorak emulzije dobijene UH, sa zna¢ajno sitnijim kapima u poredenju sa uzorcima
emulzija dobijenuh tehnikama RS 1 ME, o€ekivano pokazaje najniZe vrednosti ofitanog napona
smicanja kao rezultat relativno slabijeg otpora proticanju monodisperznih kapi izuzetno malih

veli¢ina (Tabela 6).
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6. ZAKLJUCAK

Istrazivanjima sprovedenim u okviru ove disertacije definisane su fundamentalne
emulgujuce, odnosno stabilizujuce osobine tri polisaharidna jedinjenja. Kroz ispitivanje uticaja
pektina Secerne repe, vlakana Secerne repe i OSA maltodekstrina na disperzione i reoloske
osobine emulzionih sistema tipa ulje u vodi primenom razli¢itih tehnika emulgovanja
(ultrazvuéna homogenizacija, visokopritisna homogenizacija, membransko emulgovanje i
rotor-stator tehnika) utvrdena su osnovna saznanja o proizvodnji emulzija stabilizovanih
navedenim polisaharidima koja se mogu primeniti u realnim industrijskim sistemima i budu¢im

istrazivanjima.
Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su slede¢i zakljucci:

1. Karakterizacijom fizi¢ko-hemijskih osobina PSR i VSR utvrdeno je prisustvo
hidrofilnih i hidrofobnih grupa amino- i fenolnih kiselina, u okviru proteinskog
dela, $to ukazuje na moguénost amfifilnog karaktera i sposobnost da se nadu na
granici faza u sistemima ulje/voda.

2. Snimanjem FTIR spektra uzoraka PSR, VSR i OSAm i identifikacijom dobijenih
maksimuma potvrden je veliki potencijal uspostavljanja inter- i intramolekularnih
veza navedenih polisaharida prisutnim funkcionalnim grupama kako u
polisaharidnom lancu tako i u proteinskom delu makromolekula.

3. Viskozimetrijskim ispitivanjima je utvrdeno da primenjeni polisaharidi pokazuju
razli¢iti otpor proticanju sa povecanjem koncentracije u vodenom rastvoru, gde
vodeni rastvor PSR pokazuje znatno vise vrednosti viskoziteta (i do 6 puta vise) od
VSR i OSAm.

4. Nakon tretmana visokim pritiskom, relativni viskozitet vodenog rastvora VSR se
povecao za preko 400% usled usitnjavanja Cestica i delimi¢ne ekstrakcije u
prisutnog PSR u vodeni rastvor.

5. Merenjem unutrainjeg viskoziteta izradunata je molekulska masa PSR i OSAm
koje iznose 78337 Da i 5892 Da, respektivno.

6. Postojanje interakcija izmedu ispitivanih polisaharida u vodenim rastvorima je
utvrdeno konduktometrijskim merenjima. Rast specificne provodljivosti vodenog
rastvora jednog ili viSe polisaharida sa pove¢anjem koncentracije u rastvoru se

blago smanjuje kod svih uzoraka osim u slu¢aju rastvora VSR-PSR.
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10.

11.

12.

13.

14.

Sa poveéanjem koncentracije VSR, pri konstantnoj koli¢ini PSR u rastvoru (0,5%),
dolazi do gotovo eksponencijalnog rasta specifi¢ne provodljivosti rastvora usled
efekta makromolekularne “guzve” i intenzivnije elektroliticke disocijacije izazvane
medusobnim interakcijama polisaharida.

Povrsinska aktivnost ispitivanih polisaharida je potvrdena tenziometrijskim
merenjima. Pri koncentraciji od 0,5% u vodenom rastvoru, PSR, VSR, VPH VSR i
OSAm su snizili vrednost povrSinskog napona na 44 mN/n, 43,2 mN/m, 42,2 mN/m
i 50,2 mN/m, respektivno.

Uticaj primenjene tehnike emulgovanja je izuzetno znacajan sa stanovista veli¢ine
kapi emulzija i reoloskih karakteristika dok je na kriming indeks promena tehnike
emulgovanja imala mnogo manji uticaj.

Najmanji prosecni prec¢nici kapi emulzija su ostvareni upotrebom ultrazvuénog
emulgovanja a najveci koriS¢enjem membranskog emulgovanja. Prose¢ni precnici
kapi dobijenih viskopritisnom i rotor-stator homogenizacijom su veoma sli¢ni ali
se znac¢ajno razlikuju pri upotrebi pojedinih stabilizatora.

Najnize vrednosti kriming indeksa su izmerene u emulzijama u kojima je koris¢eno
viSe od jednog polisaharidnog stabilizatora.

Poveéanje koli¢ine VSR je imalo najveéi uticaj na smanjenje vrednosti kriming
indeksa i na formiranje snaznije strukture (trodimenzionalnog matriksa) emulzija.
Uticaj interakcija primenjenih polisaharida na proces emulgovanja se pokazao kao
veoma znacajan sa najvecim uticajem na strukturu sistema i reoloske osobine.
Pojava tiksotropnog proticanja je odlikovala gotovo sve emulzije u ¢ijem sastavu

su se nalazila VSR.
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