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role was to increase the content of
omega-fatty acids in animal nutrition,
especially a-linolenic acid (ALA). Flax
seed, as the holder of the functional
properties, and sunflower meal, as an
adsorbent of linseed oil during
extrusion, were used for the production
of functional feed compound.
Independent  extrusion  parameters
studied in the experiment were:
extruder screw speed (240, 360 and 590
rpm), loading capacity (16, 24 and 32
kg/h), the moisture content of the
starting material (7, 11.5 and 16 % ) and
the total die opening’s area (19.8, 39.6
and 59.4 mm?2). Dependent variables
(responses) of the produced feed
compound were: HCN content in co-
extrudate, ALA content, the content of
free fatty acids (FFA) and energy
consumption.

Response surface methodology (RSM)
was applied in order to model
mathematical dependence between
co-extrudate characteristics and the
independent process parameters. The
experiments were designed according to
Box-Behnken's design (BBD) with four




factors, each at three levels.
Second-order polynomial equation was
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Commercial carvacrol (200 mg/100g of
co-extrudate), vitamin E (135 mg/100 g
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Doktorska disertacija

Dusica Colovié¢

1. UVOD

Savremena tehnologija hrane za Zivotinje podrazumeva mnogo viSe od
proizvodnje hrane na osnovu stadardnih receptura koje bi zadovoljile osnovne
nutritivne zahteve Zivotinja. U pitanju je kompleksan proces pronalaZenja novih hraniva
i nacina proizvodnje koji bi hrani za Zivotinje, pored osnovne, dale dodatnu fiziolosku
funkciju unapredenja opSteg stanja Zivotinjskog organizma. Ovakvo shvatanje hrane
proizaslo je iz mnogobrojnih nauc¢nih potvrda da se kroz ishranu mogu modifikovati

specificne funkcije organizma, zdravstveno stanje i razvoj Zivotinje.

Razvoj funkcionalne hrane za Zivotinje je specifican izazov za naucnike, Kkoji
zahteva interdiciplinaran pristup i saradnju izmedu naucnih institucija razlicitih oblasti
izucavanja. Pre svega, neophodno je odlicno poznavanje karakteristika i kvaliteta
sirovina koje se u ovakvoj proizvodnji koriste. Pocetna faza u razvoju funkcionalnog
hraniva, ili hrane jeste identifikacija specificne i potencijalno poZeljne osobine jedne, ili
nekoliko komponenata. Sa druge strane, pouzdano se mora znati da li ista komponenta
ima neZeljene efekte, odnosno kako se oni eventualno mogu ukloniti. Sve ovo pripada
oblasti fundamentalnih istraZivanja, ciji rezultat treba da bude bolje razumevanje

delovanja pojedinih aktivnih komponenata na Zivotinjski organizam.

Laneno seme ve¢ dugi niz godina privlaci izuzetnu paznju, kako u ishrani ljudi,
tako i u ishrani Zivotinja, zbog svog specificnog i sa nutritivnog aspekta poZeljnog
masnokiselinskog sastava. Poznato je da ova uljarica sadrZi oko 50 % esencijalne
a-linolenske omega-3 masne kiseline (ALA). Ova karakteristika ¢ini ga izuzetno
zanimljivom sirovinom za proizvodnju funkcionalnih hraniva, koja bi povecala unos
esencijalnih masnih kiselina u organizam Zivotinja, a samim tim i promenila
masnokiselinski sastav lipida mesa i drugih animalnih proizvoda. Osnovna prepreka
koja se u upotrebi lanenog semena kao hraniva javlja je prisustvo antinutritivnih
materija - cijanogenih glikozida. Pomenuta jedinjenja pod dejstvom enzima
B-glukozidaze oslobadaju cijanovodoni¢nu kiselinu (HCN), koja izaziva trovanja,
neuropatije, pankreati¢ni dijabetes i druga oboljenja, a u prekomernim koli¢inama ima
letalan efekat. Da bi se laneno seme pre upotrebe detoksifikovalo i smanjila koli¢ina
oslobodenje HCN u organizmu, najceS¢e se primenjuju toplotni tretmani kao S$to su

autoklaviranje, peletiranje, ekstrudiranje ili mikrotalasno pecenje. Od svih navedenih



Doktorska disertacija

Dusica Colovié¢

postupaka, ekstrudiranje se namece kao najpogodnije u proizvodnji hrane za Zivotinje iz
nekoliko razloga, a pre svega jer omogucava tretiranje velike koli¢ine materijala u

kratkom vremenskom periodu, uz istovremeno postizanje Zeljene detoksifikacije.

Ekstudiranje moZe da se objasni kao potiskivanje materijala u praskastoj formi da
protice kroz cev ekstrudera, pri ¢emu dolazi do smicanja, trenja i zagrevanja materijala.
Pod dejstvom pomenutih sila, materijal postaje plastican, tako da se po izlasku kroz
matricu ekstrudera dobija kompaktan proizvod, promenjenih fizickih i hemijskih
karakteristika. Ovaj nacin obrade materijala se naziva HTST (High Temperature Short
Time) proces, tokom kojeg se sirovine izlaZu visokim temperaturama u kratkom
vremenskom periodu. Na taj nacin, postiZe se redukcija i inaktivacija antinutritivnih
materija i povecava svarljivost hraniva usled delimi¢ne denaturacije proteina i

Zelatinizacije skroba, bez znacajnog smanjenja hranljive vrednosti tretiranog materijala.

Primena procesa ekstruzije radi inaktivacije antinutritivnih materija u hranivima
je dobro poznata i veoma rasprostranjena. Sezdesetih godina dvadesetog veka u SAD
pocela je masovna upotreba ektrudera upravo radi termicke inaktivacije tripsin-
inhibitora u soji. Pored primenjene toplote, dokazno je da se sa povecanjem vlaznosti
materijala intenzivira efikasnost detoksifikacije tokom ekstrudiranja, Sto vazi i za

tretiranje lanenog semena.

lako ekstrudiranje nema veliki uticaj na sadrZaj i sastav masti, on nije
zanemarljiv. Ukoliko se masti ekstrudiraju u kombinaciji sa ugljenim hidratima i
proteinima, pri niskom sadrZaju vlage (manje od 20 %) i poviSenim temperaturama
(vise od 150 °C), formiraju se kompleksi mast-ugljeni hidrati i mast-proteini. Kada se
govori o masnokiselinskom sastavu ekstrudirane hrane, neophodno je obratiti paznju na
promene kod polinezasi¢enih masnih kiselina dugih lanaca, koje su visoko reaktivne i
podloZzne degradaciji. Ekstrudirani proizvodi generalno nisu podlozni enzimatskim
pocesima kvarenja, Sto je najc¢eSce posledica hidrolize, ili oksidativnih promena. Glavni
uzrocnici kvarenja su slobodne masne Kiseline, jer su osetljivije na oksidaciju od

triglicerida, a pored toga pokazuju i osobine promotora oksidacije lipida.

Pravilno podeSavanje parametara ekstrudiranja veoma je vaZno, kako bi se
postigli Zeljeni efekti procesa i izbegli gubici hranljive vrednosti proizvoda. Neki od

najznacajnijih parametara ekstrudiranja su brzina obrtanja puza ekstrudera, povrsina i
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geometrija otvora na matrici, kapacitet punjenja ekstrudera, pritisak i temperatura u
cevi, itd. U zavisnosti od konstrukcije uredaja, na ekstruderu se moZe podeSavati
nekoliko procesnih parametara istovremeno. S obzirom na kompleksnost procesa,
optimizacija ekstrudiranja empirijskim putem je izuzetno obiman i komplikovan posao,
vremenski veoma zahtevan. Zbog toga se u istrazivanjima sve ceS¢e koriste razliCiti
oblici matematickog modelovanja, koji smanjuju broj eksperimenata, uz istovremeno
dobijanje dovoljne koli¢ine podataka, pomoc¢u kojih se mogu objasniti uzro¢no
posledicne veze izmedu nezavisno promenljivih parametara procesa i zavisnih

karakteristika dobijenog proizvoda.

Cilj ovog rada bio je da se ispita uticaj procesnih parametara ekstrudiranja
(brzine obrtanja puZa, kapaciteta punjenja ekstrudera, ukupne povrSina otvora na
matrici i vlaznosti polaznog materijala) na kvalitet ko-ekstrudata lanenog semena i
suncokretove sa¢me, u svrhu dobijanja funkcionalnog hraniva sa povecanim sadrzajem
omega-3 masnih kiselina. Od karakteristika ko-ekstrudata, posebna pazZnja bila je
posvecena masnoj fazi, to jest njenom masnokiselinskom sastavu i sadrzZaju slobodnih
masnih kiselina, ali i stepenu redukcije antinutritivnih materija lanenog semena -
cijanogenih glikozida. Jo§ jedan segment ispitivanja bila je potrosnja energije u toku
ekstrudiranja. Za modelovanje procesa primenjen je postupak odzivne povrSine, a
potom su utvrdeni optimalni parametri procesa, pri kojima bi se dobile Zeljene
karakteristike proizvoda. Drugi cilj eksperimenta bio je da se ispita odrzivost ovakvog
funkcionalnog hraniva na bazi hemijskih promena, oksidativne, i mikrobioloske

stabilnosti ko-ekstrudata.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Funkcionalna hraniva i hrana za Zivotinje

Jasno i precizno definisanje sastava hrane, bilo da je u pitanju hrana za ljude, ili
Zivotinje, predstavlja veliki izazov za prehrambene tehnologe. Zajedno sa promenom
Zivotnog stila, menja se i hrana, Sto za sobom povlaci upotrebu novih sirovina koje se
koriste u njenoj proizvodnji. Vrlo ¢esto, ovakve promene produ neopazZeno od strane
potroSaca, ali naucnici koji su odgovorni za odredivanje nutritivne vrednosti i sastava
hrane ne mogu ih ignorisati. Industrija hrane za Zivotinje, poljoprivredni prizvodaci, a

sada i potrosaci, sve ucestalije pokazuju interes za funkcionalnom hranom i hranivima.

Sam termin ,funkcionalna hrana“ prvi put je upotrebljen u Japanu osamdesetih
godina proslog veka, a odnosio se na namirnice ,pojacane” odredenom komponentom
koja poseduje pozitivne fizioloske efekte (Hardy, 2000; Stanton et al, 2005). Preciznu
definiciju funkcionalne hrane prvi je dao Roberfroid. Po njemu, to je hrana slicna
konvencionalnoj po izgledu, sa tendencijom da postane deo uobicajene svakodnevne
ishrane, ali modifikovana tako da obavlja i specificnu fiziolosku funkciju, pored
prostog zadovoljenja nutritivnih potreba (Roberfroid, 1999). Jednostavnije receno,
funkcionalna hrana je ona koja obezbeduje zdravstvenu dobit, pored osnovne nutritivne.
Nastala je iz Zelje da se prvobitno ljudima, a potom i Zivotinjama obezbedi dodatna
korist, unapredivanjem standardnih karakteristika namirnica. Njihovom upotrebom
mogu se poboljSati dostupnost i ukus ve¢ postojecih proizvoda, a pored toga mogu se i

samostalno konzumirati (Roberfroid, 1999).

[ako funkcionalna hrana nudi potencijalne povoljnosti, neophodno je razmotriti
sve faktore, pre nego Sto se sastav hrane za Zivotinje promeni. Mnoge od komponenata
koje se smatraju funkcionalno poZeljnim poznate su nutricionistima, ali sve njihove
karakteristike joS uvek nisu u potpunosti odredene. Uprkos Cinjenici da je prehrambena
tehnologija napredovala do tacke gde se promene u proizvodnji izvode vrlo jednostavno
i gotovo svakodnevno, sasvim je opravdan i razuman argument da i dalje ne znamo
dovoljno o svim ulogama koje dijetetske komponente imaju, a tu se narocito misli na one

koje nisu tradicionalne (Spence, 2006). Da bi se izbeglo eventualno nerazumevanje uloge
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funkcionalnih komponenata, ili potencijalno bioaktivnih hraniva i dodataka, sastavljanje

recepture za funkcionalnu hranu zahteva pazljiv i temeljan pristup.

JoS jedna od opasnosti koja se javlja je prekomerna konzumacija i moguce
toksicno dejstvo funkcionalnih hraniva. Promena recepture moZe sa jedne strane
doprineti povecanom unosu pozeljnih sastojaka, ali sa druge strane postoji mogucnost
redukovanja raznovrsnosti upotrebljavanog hraniva. Ako funkcionalna hrana
obezbeduje sve neophodne nutrijente, potrosaci bi vrlo lako mogli da se oslone samo na
njih, ¢ime bi ishrana postala daleko neraznovrsnija, a to opet ima negativan efekat na

peristaltiku creva i pravilno funkcionisanje organa za varenje (Spence, 2006).
Najcesce upotrebljavane tehnologije u razvoju funkcionalne hrane su:

1) PoboljSanje tradicionalnih tehnika uzgoja i proizvodnje biljaka i Zivotinja. Dobar
primer za to je kontrolisana ishrana koka nosilja, kako bi se dobila jaja sa smanjenim

sadrzajem holesterola (Ting et al., 2011; Ogasahara et al., 1991).

2) Mesanje fizioloski aktivnih komponenata sa tradicionalnom hranom. Ovo je
uobicajena i najceS¢a metoda u industriji hrane za Zivotinje, tokom koje se Koristi
tradicionalna tehnologija proizvodnje, ali se menja sastav hrane, kako bi se inkorporirale
fizioloSki aktivhe komponente. Tako je danas vrlo rasprostranjeno dodavanje biljnih
ekstrakata, ili esencijalnih ulja za koje je utvrdeno da pozitivno uticu na svarljivost
dijetetskih vlakana kod preZivara (Hart et al, 2008), ili da efikasno zamenjuju

antibiotike i promotore rasta (Vieira et al., 2008).

3) Matriks inZenjering. Ovo je tip prehrambenog inZenjeringa koji se zasniva na primeni
poznate kompozicije, strukture i sli¢nih karakteristika hrane, uz promenu parametara
procesa, radi usavrSavanja pojedinih senzornih i/ili funkcionalnih osobina
prehrambenih proizvoda. Primeri matriks inZenjeringa cesti su pri ekstrudiranju,

tostiranju, pecenju, itd (Fito et al., 2001).

4) ,PojaCavanje hrane”. Ovaj tip proizvodnje funkcionalne hrane je jedan od najstarijih i
podrazumeva vesStaCko povecavanje koncentracije ve¢ prisutne komponente u hrani,
kako bi se intenziviralo njeno dejstvo tokom konzumacije. Primer za takozvano
pojacavanje hrane za zivotinje je dodatak rastvora uree u hranu za junad na bazi

kukuruza (Judkins et al., 1991).
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Funkcionalna hrana se poslednjih godina u uzgoju Zivotinja primenjuje vrlo
intenzivno, a cilj je uglavnom poboljSanje zdravlja i opSteg stanja organizma Zivotinja,
bolja konverzija hrane i brzi rast jedinki, ili promena hemijskog sastava i nutritivne

vrednosti animalnih proizvoda koji su namenjeni prehrambenoj industriji.

Upotreba razlicitih fitogenih aditiva veoma je rasprostranjena u ishrani tovnih
pili¢a. Uglavnom se koriste kao zamena za antibiotike i kao promotori rasta, medutim,
novija ispitivanja pokazuju da ovi funkcionalni dodaci mogu poboljsati kvalitet pileceg
mesa. Hu i saradnici su u eksperimentima na brojlerima dodali u smesu 1 % aditiva na
bazi kineskih biljaka eucommia i bark, Sto je povecalo kapacitet zadrZzavanja vode u
kuvanja mesa (Hu et al, 2005). Nedavna ispitivanja dodatka antioksidanasa u hranu za
pilice dokazala su da ova jedinjenja ne samo da redukuju oksidativni stres, ve¢ mogu da
ublaZe negativne efekte poviSene temperature okoline u toku uzgoja tovnih pili¢a (Tuzcu

et al, 2008; Wang et al, 2008).

Kada je re€ o ishrani svinja, funkcionalna hrana je takode preteZno zasnovana na
dodatku razlicitih fitogenih aditiva, sa slicnom funkcijom kao kod tovnih pili¢a. Pored
toga, poznata je upotreba nesvarljivih oligosaharida kao funkcionalnih dodataka hrani
za prasad. Nekolicina autora pokazala je da jedinjenja ove grupe, frukto-oligosaharidi i
trans-galakto-oligosaharidi pozitivno uti¢u na prinos i konverziju hrane kod prasadi, kao

i da redukuju pojavu dijareje (Katta et al., 1993).

U ishrani riba fukcionalna hrana je preteZzno usmerena ka poboljSanju
zdravstvenog statusa i brZzem rastu ribe. Tacchi i saradnici su u svojim ispitivanjima
dokazali da je funkcionalna hrana za pastrmke koja je sadrZala probiotike, nukleotide,
vitamin C i E znacajno izmenila bioloSke procese u jetri ispitivanih riba. Ovakva hrana

poboljsala je prinos i pokazala pozitivan uticaj na imuni sistem riba (Tacchi et al., 2011).

Polje razvoja funkcionalne hrane gotovo da je neograniceno. Faktori koji
usporavaju eventualni napredak su ekonomska dobit, spremnost potroSaca da prihvate
novi proizvod i za njega plate vecu cenu, ali i ograni¢ena masta prehrambenih tehnologa
i nutricionista. Kada je u pitanju ishrana Zivotinja, prepreka u vidu prihvacenosti od
strane potroSaca je manja, jer Zivotinje nemaju svesnu sumnju i strah od nepoznate i

naizgled neobine namirnice. Stoga je oblast proizvodnje hrane za Zivotinje do
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odredenog stepena pogodnija za razvoj funkcionalnih suplemenata, koji bi potom mogli

da se primene u ljudskoj ishrani, ako bi dali pozitivne rezultate.

2.2 Laneno seme kao hranivo sa funkcionalnim karakteristikama

Lan je jednogodisnja, ili dvogodisnja biljka, jedno od najkorisnijih krmiva koje se
u komercijane svrhe uzgaja u viSe od trideset zemalja Sirom sveta (Karlovi¢ et Andric,
1996; Gabiana, 2005; Dimié¢, 2005). Zapravo, njegovo latinsko ime (Linum usitatissimum)
u prevodu na srpski jezik znaci “najkorisniji”. lako se u pocetku, pre oko tri hiljade
godina, uzgajao uglavnom u medicinske svrhe i zbog vlakana od kojih se izradivalo
laneno platno, danas se prvenstveno Kkoristi laneno ulje, bilo da je u pitanju
prehrambena, ili hemijska industrija (Pordevi¢ et Dini¢, 2011; Bhatty, 1990). Seme lana je
jajastog oblika (Slika 2.1), spljoSteno i mrke boje (Dimic, 2005). Predstavlja bogat izvor
ulja, jer ga u proseku sadrzi oko 40 %, u ¢ijem sastavu su ¢ak i preko 70 % nezasi¢ene
masne Kiseline. Pomenuti visok sadrZaj nezasi¢enih masnih Kiselina ¢ini laneno ulje
pogodnom sirovinom za proizvodnju Sirokog spektra proizvoda (Matheson, 1976; Daun
et al., 2003; Flax Council of Canada, 2011). Osim velike koli¢ine ulja, sadrzi jo$ i oko 7 - 9
% vlage, 2,50 - 4 % sirovog pepela, oko 20 - 30 % sirovih proteinai 12 - 20 % sirovih
vlakana (Ivanov et al., 2012c; Daun et al., 2003; Karlovic¢ et Andri¢, 1996).

Slika 2.1 Laneno seme i cvet lana

Laneno seme se ¢esto dodaje u hranu za Zivotinje (goveda, svinje, Zivinu i ribe),

kao zamena za neku drugu uljaricuy, ili njenu sa¢mu, ¢ime se menja masnokiselinski
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sastav masne faze mesa i mleka, a preko njega povecava i unos esencijalnih masnih
kiselina u ljudski organizam. Dobro je poznato da meso u Sirem smislu predstavlja bogat
izvor masti u ishrani ¢oveka. U brojnim radovima, potvrden je pozitivan uticaj lanenog
semena na masnokiselinski sastav mesa gajenih Zivotinja. Ono pre svega povecava
koli¢inu a-linolenske kiseline (ALA) prisutne u mesu i mleku (Guillevic et al.,, 2009;
Bryhni et al, 2002; Larsen et al., 2012), a koliko ¢e to povecanje biti, zavisi od vrste

Zivotinje i koli¢ine lanenog semena dodatog tokom ishrane.

S obzirom na visok sadrZaj ulja, laneno seme se u ishani krava i goveda koristi
kao izvor masnoce. Sadrzaj masti u ishrani ovih Zivotinja ogranicen je na maksimalno
5 % na suvu materiju (s.m.). Prema tome, maksimalna koli¢ina lanenog semena u ishrani
goveda i krava ne bi trebala da prelazi 12-14 % (s.m.), u zavisnosti od hemijskog sastava
upotrebljene sirovine (Byers et Schelling, 1988). Lan se moZe posmatrati i kao
alternativni izvor proteina u ishrani prezivara, ali u ograni¢enim koli¢inama, zbog
visokog sadrzaja ulja (Lardy et Anderson, 1999). Kada se dodaje u hranu mle¢nim
kravama u koli¢inama do 8 % (s.m.), nisu zabeleZene promene u prinosu mleka, kao ni u
koli¢ini utrosene hrane (Ward et al, 2002). Medutim, ista grupa autora zakljucila je da
prekomerne koli¢ine lanenog semena u ishrani mle¢nih krava menjaju hemijski sastav
mleka, smanjuju¢i mu sadrZaj proteina. Utvrdeno je takode da seme koje je tretirano
nekim postupkom (tostiranjem, ekstrudiranjem, i sl.) pokazuje vecu efikasnost u
pogledu prinosa mesa, nego netretirano seme (Maddock et al, 2004). Lan pokazuje
blagotvorno dejstvo na zdravlje hranjenih goveda. U svojim ispitivanjima na tek
odbijenoj teladi, Drouillard i saradnici su zapazili smanjen broj mladuncadi zaraZenih
respiratornim oboljenjima u grupi kojoj je dodavan lan u hranu (Drouillard et al., 2002),
dok je druga grupa naucnika potvrdila poboljsan imunitet kod volova (Farren et al.,
2002).

Svinje su monogastricne Zivotinje, pa se ALA kod njih ne hidrogenizuje u tankom
crevu, kao Sto je to slucaj kod preZivara, kod kojih ova esencijalna masna kiselina
dospeva u burag gde joj se redukuje broj nezasi¢enih veza pod dejstvom buraznih
bakterija. (Scollan et al., 2001). Stoga je i koli¢ina ALA dostupne za absorpciju veca, a
razlike u masnokiselinskom sastavu mesa u odnosu na standardno hranjene svinje
izraZenija, nego kada se porede goveda hranjena lanenim semenom i kontrolnom

dijetom. U isharni najmladih kategorija, preporucuje se da koli¢ina lanenog semena ne
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prelazi 3 %. Vece koli¢ine imaju negativan uticaj na rast mladuncadi zbog prisutnih
cijanogenih glikozida i mucilage, ili kako se kod nas naziva biljne sluzi, s obzirom da
mlad organizam jo$ uvek nije razvio mehanizme kojima bi prevazi$ao njihove negativne
efekte (Newkirk, 2008). Koli¢ina lanenog semena u ishrani odraslih svinja ne bi trebalo
da prelazi 15 % (Htoo et al, 2008), a prema nekim autorima ¢ak ni 10 % zbog
negativnog uticaja na senzorne karakteristike mesa (Judrez et al, 2011). Utvrdeno je da
pri ovim koli¢inama svinjsko meso nije pogodno za konzumaciju, jer se javljaju izraZen
miris i ukus na ribu, smanjena oksidativna stabilnosti i pove¢ana meko¢a masnog tkiva
(Judrez et al., 2011; Cannata et al., 2010). Iako nije u potpunosti dokazano, smatra se da
je uzrocnik riblje arome 1-penten-3-on, jedinjenje koje se formira tokom zagrevanja i
termicke obrade mesa. (Hall et al,, 2006). Primena lanenog semena u koli¢inama do 10-
15 % ne pokazuje negativan uticaj na prinos mesa, kao ni na njegov senzorni kvalitet, uz

istovremeno poboljSanje sastava masnih kiselina lipida mesa.

S obzirom na dokazano blagotvorno dejstvo po zdravlje ljudi i Zivotinja, laneno
seme se Cesto dodaje u hranu za krmace iz medicinskih razloga. Ono poseduje
fitoestrogene koji pozitivnho uti¢u na produktivnost krmaca i zdravlje novorodene
prasadi (Newkirk, 2008). Dokazano je da primena lanenog semena u ishrani krmaca
smanjuje procenat smrtnosti tek rodene prasadi, povecava njihovu masu i skracuje
vremenski period dojenja mladuncadi (Lawrence et al., 2004). Dalja istraZivanja u ovom
pravcu su svakako neophodna, ali se prema dosadasnjim podacima pouzdano moze reci
da primena do 5 % mlevenog lanenog semena u ishrani ima dugotrajne pozitivne efekte

po zdravlje i produktivnost krmaca (Newkirk, 2008).

Laneno seme se primenjuje i u ishrani peradi, prvenstveno da bi se dobili meso i
jaja sa povecanim sadrZajem omega-3 masnih kiselina. U ishrani koka nosilja, moZe se
dodavati kao izvor energije, ili kao izvor proteina. Svarljivost proteina lana je slabija
nego kod sojine sacme, pa je neophodno voditi ra¢una o aminokiselinskom sastavu
kompletne smeSe. Upotreba lanene saCme ograniCena je na 3 % kod mladih jedinki,
odnosno na 10 % kod odraslih nosilja, zbog prisustva mucilage - biljne sluzi, neskrobnog
polisaharida koji ima potencijalno antinutritivno dejstvo na Zivinu (Newkirk, 2008).
Zbog svega navedenog, kod koka nosilja se dodatak lana u ishranu preporucuje tek
nakon dostizanja polne zrelosti. Umerenim doziranjem lanenog semena u okviru

sugerisanih granica, ne javljaju se negativni efekti u razvoju peradi, dok se istovremeno
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dobijaju jaja obogacena pre svega ALA. Bean i Leeson su u svojim ispitivanjima u smesu
za koke nosilje na bazi sojine sa¢me i kukuruza dodavali 10 % lanenog semena u periodu
od tri nedelje nakon dvadeset osam nedelja starosti Zivotinja. Ovakva dijeta nije imala
nikakav negativan uticaj na prinos jaja, ili razvoj samih ptica. Jedina promena koja je
registrovana bila je izmenjen masnokiselinski sastav jaja i to skoro 10 puta veci sadrzaj
ALA i oko 2 puta ve¢i sadrZaj dokosaheksaenske kiseline (DHA) (Bean et Leeson, 2003).
Jo$ bolje rezultate dala je primena lanenog ulja, koje je, na Zalost, slabo dostupno i
neisplativo u proizvodnji hrane za Zivotinje, zbog Cega je upotreba lanenog semena
daleko zastupljenija. Dodatak 5 % lanenog ulja u smeSu, povecao je sadrzaj ALA u jajima

sa 6,3 % na 40,2 %, a dodatak od 10 %, na 48,3 % (Grobas et al., 2001).

U ishrani brojlera, upotreba lanene sacme takode mora biti u okviru ve¢
navedenih granica koje su iste kao za koke nosilje, na prvom mestu zbog prisutne biljne
sluzi. Naime, ovaj neskrobni polisaharid smanjuje viskozitet unete hrane u crevima
brojlera, zbog Cega je slabija i absorpcija hranljivih materija. Drugi razlog za usporen
rast brojlera mogao bi biti prisutni linatin (antivitamin B6), ali se njegovo negativno
dejstvo vrlo lako prevazilazi dodatkom povecane koli¢ine vitamina B6 u hranu i on ne
predstavlja sustinski problem (Newkirk, 2008; Eastwood, 2008). Dodatak lanenog
semena u hranu za brojlere moZe biti i bez ikakvih negativnih posledica na rast Zivotinja

i senzorne karakteristike mesa, ukoliko koli¢ina lana ne prelazi 3-5 % (Newkirk, 2008).

Kao Sto je to slucaj kod goveda i svinja, ishrana Zivine na bazi lana ima
blagotvorno dejstvo i na njeno zdravstveno stanje. Potvrdeno je da dodatak lanenog
semena u hranu za brojlere, narocito u samlevenom obliku, sprecava razvoj protozoe
Eimeria tenella, uzro¢nika kokcidioze (Allen et al., 1997). Ovaj parazit se razvija u
pretezno anaerobnoj sredini i veoma je osetljiv na oksidativni stres. Unosom hrane
bogate nezasi¢enim masnim kiselinama, smanjuje se sadrzaj vitamina E i karotenoida u
plazmi Celija taknog creva, Sto izaziva oksidativni stres i inhibira razvoj Eimeria tenella.
Medutim, Eimeria maxima, takode izaziva¢ kokcidioze, koja se razvija u srediSnjem i
donjem delu tankog creva, otpornija je na oksidativni stres, pa ishrana na bazi lanenog

semena nema nikakav uticaj na njeno suzbijanje (Allen et al., 1997).
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2.2.1. Laneno ulje

Laneno ulje spada u grupu “dobro suSivih ulja” zbog veoma visokog jodnog broja
(168 - 204 g/ 100 g). Kada je sirovo, ima tamno Zutu boju i jak, specifican miris i ukus
(Dimi¢, 2005). Ovo ulje je dobro poznato kao jedno od najnezasicenijih biljnih ulja sa
izuzetno visokim sadrzajem ALA, ¢iji je udeo u ukupnim masnim kiselinama vise od 50
% (Gunstone, 2001). Okvirni udeli masnih kiselina u lanenom ulju prikazani su graficki
na Slici 2.2. ALA je prekursor eikosapentaenske (EPA) i dokosaheksaenske kiseline
(DHA), omega-3 polinezasi¢enih masnih kiselina, odgovornih za pravilan razvoj mozga
kod dece, otpornost na razlicite alergije, autoimune bolesti, kardiovaskularne probleme i
upalne procese (Sierra et al., 2008). U prilog kvalitetu lanenog ulja ide i €injenica da je
Nacionalni institut za ispitivanje kancera Sjedinjenih Americkih DrZava proglasio lan za
jednu od Sest biljaka koja se preporucuje kao funkcionalni dodatak hrani u prevenciji
pojave karcinoma (Oomah, 2001). Laneno ulje u velikim dozama sniZzava nivo
triglicerida, Sto je dokazano u nekoliko razli¢itih medicinskih studija. Poznato je da
inhibira pokretaCe zapaljenskih procesa u organizmu, ¢ak i kada se koristi u pripremi
hrane u domacinstvu. Stoga se moze upotrebljavati u razvoju novih anti-inflamatornih
terapija, sa ili bez dodatka lekova, narocito u slucajevima lecenja specificnih grupa

bolesnika (Oomah, 2001).

Mononezasicene masne
kiseline R

Omega B —e

Zasicene masne

kiseline . A2 *;—/J/)
«——0Omega 3

Slika 2.2 Masnokiselinski sastav lanenog ulja (Flax council of Canada, 2008)
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Laneno ulje sacinjava 95 - 98 % neutralnih lipida (triglicerida), a tacan odnos
neutralnih i polarnih lipida (fosfolipida i glikolipida) uslovljen je sortom, lokalitetom
uzgoja i periodom Zetve. Masnokiselinski sastav ulja u lanenom semenu zavisi od uslova
u kojima je biljka uzgajana, Sto se narocito odnosi na sastav nezasi¢enih masnih kiselina.
Rani i kasni mrazevi, previsoke temperature i suSa imaju odlucujuci uticaj na kvalitet
semena. Ukoliko je zrno nedozrelo i oSteCeno mrazom, imace znacajno nizi sadrzaj ulja,
tamnije boje. OSteCena zrna pokazuju veci sadrzaj palmitinske, linolne i ALA, a manji
sadrzaj oleinske kiseline, od zdravih i celih zrna (Sediqi, 2012; Hall et al.,, 2006). Sastav
masnih kiselina lanenog ulja sa razlicitih geografskih podrucja (% m/m) dobijenog

hladnim presovanjem semena dat je u Tabeli 2.1.

Tabela 2.1 Masnokiselinski sastav lanenog ulja razli¢itog geografskog porekla

Masna Kkiselina Geografsko poreklo
Francuska Kanada Srbija, sorta Olin
(Sauvant et al, 2000) (Bean et Leeson, 2002)  (Dimi¢, 2005)

C14:0 (miristinska kiselina) 0,10 - -

C 16:0 (palmitinska kiselina) 6,40 5,61 4 -7

C16:1 (palmitoleinska kiselina) (0,10 0,06 -

C18:0 (stearinska kiselina) 3,40 3,15 2-5

C18:1 (oleinska kiselina) 18,70 18,50 12-34

C18:2 n-6 (linolna kiselina) 14,70 14,44 17 - 24

C18:3 n-3 (a-linolenska kiselina) 54,20 57,11 35-60

Zbog specificnog masnokiselinskog sastava i visoke nezasi¢enosti, ulje lana je
veoma osetljivo na oksidaciju i polimerizaciju (Gunstone, 2001). U svrhu zastite od
hemijskih promena, u hranu koja sadrZi laneno seme, bilo da je u pitanju ljudska, ili
zivotinjska, dodaju se i razli¢ita polifenolna jedinjenja i biljni ekstrakti koji pokazuju
antioksidativno dejstvo. Michotte et al. (2011) su u svom radu ispitivali mogucnost
stabilizacije lanenog ulja dodatkom cetiri fenolne komponente: miricetina, katehina,
genisteina i kafeinske kiseline. Takode je poznato da se u istu svrhu koriste vitamin E,
ekstrakti ruzmarina, grozda, citrusa i kadifice (Gladine et al., 2007; Gobert et al., 2009),
kao i askorbil palmitat, limunska kiselina, askorbinska kiselina, etoksil glikol i smese

pomenutih jedinjenja (Rudnik et al., 2001).

12



Doktorska disertacija

Dusica Colovié¢

2.2.2 Proteini lanenog semena

Kako je ranije pomenuto, lan sadrzi izmedu 20 i 30 % proteina na ukupnu masu
uzorka, Sto ga Cini dobrim izvorom ovih nutrijenata. Proteini lana su sli¢ni proteinima
drugih uljarskih kultura, narocito soje, u pogledu hidrofobnosti, sekundarne strukture i
povrSinskih osobina. Strukturno su viSe lipoliti¢ni od proteina soje, Sto je posledica
njihovog povezivanja sa polisaharidima. Takode je dokazano da poseduju izraZeniji
aterogeni efekat nego Sto je to slucaj kod soje, zbog niZe vrednosti odnosa lizin/arginin

(Ayad, 2010).

Molekulska struktura im je veoma heterogena. Utvrdeno je prisustvo globulina
(linina), albumina (konlinina), glutenina i prolamina. Oko 20 % ukupnih proteina
sacinjavaju albumini i proteini niZih molekulskih masa, a 80 % cine globulini i proteini
viSih molekulskih masa. Sadrze i relativno visok nivo aspartamske i glutaminske kiseline
i arginina, Sto ukazuje na visok sadrzaj amida. Zanimljivo je da se proteinima lana
pripisuju antioksidativna dejstva zbog poviSenog sadrzaja cisetina i metionina (oko
3,9 % zbirno) za koje se smatra da pospesuju stabilnost DNK tokom deobe celija i
smanjuju rizik od pojedinih tipova karcinoma debelog creva (Ayad, 2010). Najprisutnija
aminokiselina u proteinima lana je glutamin, sa 19,3 % od ukupnog sadrzaja proteina,
zatim slede arginin (10,8 %), asparagin (10,3 %), leucin (6,6 %), fenilalanin (5,6 %),
glicin (5,5 %), serin (5,4%), valin (5,3 %), izoleucin (4,9 %), treonin i alanin (4,6 %), lizin
(3,9 %), itd (Sauvant et al., 2000).

2.2.3 Tokoferoli, polifenoli i lignani

Tokoferoli su izuzetno znacajni prirodni antioksidansi rastvorljivi u mastima, a u
lanu su prisutni u znatnim koli¢inama. Njihova uloga u lanenom semenu je da zaStite
polinezasi¢ene masne Kkiseline celijskog zida od oksidacije. Isto tako, oni odrzavaju
selenijum koji Stiti tkivo od oksidativnog oStecenja, u redukovanom obliku, povecavajuci
mu na taj nacin antioksidativni potencijal. Ukupan sadrZaj tokoferola iz devet razlicitih
sorti lana uzgajanih na trinaest lokacija Sirom sveta iznosio je izmedu 4 i 5 mg/ g ulja, a
razlike u sadrZaju pripisane su prvenstveno lokalitetu uzgajanja. Najzastupljeniji je y -
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tokoferol koji ¢ini preko 80 % ukupno prisutnih tokoferola. Ljuska semena sadrzi oko
26 % tokoferola semena. Odnos «, y i 6 - tokoferola u ljusci semena iznosi 17:61:22, dok
je u jezru taj odnos 1:94:5. U novije vreme uvrdeno je prisutvo jedinjenja
plastohromanol - 8 (18-26 mg/100 g lanenog ulja), koji poseduje dvostruko vece

antioksidativno dejstvo od a - tokoferola (Oomah et Mazza, 2000).

Polifenolne komponente su Siroko rasprostranjene u biljnom svetu. Laneno seme
narocito je bogato trans-ferulinskim (46 %), trans-sinapinskim (36 %), p-kumarinskim
(7,5 %) i trans-kafeinskim (6,5 %) derivatima fenolne kiseline (Dabrowski and Sosulski,
1984). Ovim jedinjenjima pripisuje se prirodna antioksidativna aktivnost lana

(Amarowicz et al., 1994).

Lignani su jedinjenja slicna estrogenu, pa se nazivaju i biljnim hormonima.
Poznato je da ih ima u mnogim biljkama, ali se lan izdvaja po daleko najviSem sadrzaju
ovih jedinjenja u ¢itavoj flori (Kuijsten et al., 2005). Postoje dva osnovna tipa lignana u
lanenom semenu koji se uglavnom nalaze u semenjaci. U intestinalnom traktu sisara
konvertuju se pod dejstvom bakterija u dva tipa lignanskih molekula, enterodiol i
enterolakton, koji imaju sposobnost imitacije aktivnosti endogenih hormona (Sicilia et

al,, 2003).

2.2.4 Cijanogeni glikozidi

Cijanogeni glikozidi hemijski se mogu definisati kao a-hidroksinitrili i
predstavljaju sekundarne metabolite biljaka. Prekursori cijanogenih glikozida su
razli¢ite L - amino kiseline (Vetter, 2000). Njihova uloga u biljkama je pre svega zaStita
od insekata i drugih Zivotinja, a takode se smatraju rezervama azota (Ganjewala et al,
2010). Cijanogeni glikozidi u lanenom semenu su linamarin, § - gentiobioza aceton
cijanohidrin (linustatin) i - gentobioza metietil ketoncijanohidrin (neolinustatin),

prikazani na Slici 2.3.
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Linamarin Linustatin Neolinustatin
(a) (b) (c)

Slika 2.3 Hemijska struktura linamarina (a), linustatina (b) i neolinustatina (c)

Pomenuta jedinjenja predstavljaju osnovno ogranicenje u primeni lana i lanene sa¢me u
ishrani Zivotinja. Razlog tome leZi u njihovoj toksi¢nosti, usled oslobadanja HCN pod
dejstvom enzima [ - glukozidaze (oksinitrilaze), prema mehanizmu prikazanom

hemijskom jednac¢inom 1 (Wu et al., 2008).

R R R

| ; ksilnitrilaza
B - glukozidaza o .
Rj—(—({—0Glc = 1 C=—0H == R C==0+ HCN (1)

CN CN

Dokazano je da je akutno trovanje HCN i njenim solima izazvano direktnom
inhibicijom enzima citohrom oksidaze, poslednje oksidaze u respiratornom lancu, Sto
dovodi do nedostatka kiseonika u ¢elijama, koji moZe biti fatalan. Konstantna izloZenost
cijanidima uzrokuje neuropatije, pankreati¢ni dijabetes i hipotiroidizam, kako kod ljudi,
tako i kod Zivotinja. Ova jedinjenja povezuju se sa pojavom nekoliko tipova degeneracija

centralnog nervnog sistema (Soto-Blanco et Gorniak, 2004).

Prema postoje¢im podacima, granice toleranije pojedinih Zivotinja prema
unoSenju HCN i cijanida (izraZeno u mg HCN ekvivalenata/ kg mase jedinke na dan) su
sledece: svinje - 2,9 mg HCN/ kg na dan, Zivina - 2,8 mg HCN/ kg na dan, preZivari - 0,25
mg HCN/ kg na dan, konji - 0,4 mg/ kg na dan (EFSA, 2006). Pravilnik o kvalitetu hrane

za Zivotinje Republike Srbije 4/2010, ¢lan 99, propisuje maksimalan dozvoljeni sadrzaj
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HCN i za laneno seme iznosi 250 mg HCN/ kg semena, dok je za lanenu sa¢mu i lanenu
pogacu granica 350 mg HCN/ kg (Pravilnik o kvalitetu hrane za Zivotinje, 2010). U
Evropskoj Uniji, Regulativa Evropske komisije broj 1334/2008, aneks III direktive
88/388 dozvoljava slede¢e maksimalne kolicine HCN u hrani i pi¢u kojima se dodaju
arome, ili komponente aromati¢nog karaktera: 1 mg/kg u hrani, 1 mg/kg u picu, sa
izuzetkom od 50 mg/kg kod leSnika, marcipana i njima sli¢nih proizvoda, 35 mg/kg u
alkohonim pi¢ima i 5 mg/kg u konzervisanim koStuniCavim plodovima. Podaci o
ogranicenju sadrzaja HCN u lanu kao hrani za Zivotinje u Evropskoj Uniji nisu definisani
(EEC, 2008).

Danas je poznato nekoliko konvecionalnih metoda za odredivanje sadrzaja HCN, a
posledi¢no i cijanogenih glikozida u hrani i biljnom materijalu. Pregledni rad Ganjewala i
saradnika iz 2010. godine daje opsSti uvid u kvalitativne i kvantitativne metode za
odredivanje cijanogenih glikozida, od kojih su pomenute samo neke: alkalna ili kisela
titracija (AOAC, 2000), direktno odredivanje cijanida potenciometrijskim biosenzorima
(Keusgen et al, 2004), tetna hromatografija kombinovana sa tandem masenom
spektrometrijom (Franks et al, 2005), gasno-hromatografska analiza (Bacala and
Barthet, 2007), denzitometrijska metoda (Brimer and Molgaard, 1986), metoda sa
kitovima pikratnog papira i direktno odradivanje sa pikratnim papirom (AOAC, 2000;
Hidayat et al., 2000), itd.

Da bi se laneno seme pre upotrebe detoksifikovalo i smanjila koli¢ina
oslobodenje HCN u organizmu, najceS¢e se primenjuju toplotni tretmani kao Sto su
autoklaviranje, peletiranje, ekstrudiranje ili mikrotalasno pecenje (Feng et al,, 2003; Wu
et al, 2008). Cijanogeni glikozidi i B-glukozidaza su u neosSte¢enom semenu razdvojeni,
usled Cega ne dolazi do prirodnog oslobadanja HCN iz semena lana. Tek nakon Zvakanja i
varenja u organizmu Zzivotinje ili ¢oveka enzimska reakcija postaje moguca, usled
naruSavanja strukture semena i kontakta izmedu supstrata i enzima. Zbog toga se lan
obavezno podvrgava razlic¢itim tretmanima, kako bi se lako isparljiva HCN oslobodila
pre unoSenja u Ziv organizam, ali i sprecila dalja hidroliza zaostalih cijanogenih glikozida

deaktivacijom glukozidaze (Feng et al, 2003).

Prema nekim istrazivnjima, suvo zagrevanje lanenog semena se ne preporucuje,
posto se detoksifikacija zasniva iskljucivo na deaktivaciji glukozidaze. Ovim postupkom

se sadrzaj oslobodene HCN nedovoljno sniZava, jer i pored deaktivacije biljnog enzima,
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moZe do¢i do nakadnog formiranja kiseline pod dejstvom enzima crevne mikroflore na
zaostale cijanogene glikozide. Peletiranje lanenog semena takode se smatra
neadekvatnim, jer se ne postiZzu dovoljno visoke temperature u procesu, zbog velikog
sadrZaja ulja u materijalu, Sto smanjuje frikciju i trenje u uredaju. Da bi se pomenute
poteSkoce prevaziSle, preporucuje se prethodno kondicioniranje materijala. PoviSena
temperatura i vlaga polazne sirovine podstiCu i ubrzavaju reakciju hidrolize, rezultujuci

intenzivnijim ukanjanjem HCN (Feng et al.,, 2003).

Autoklaviranje pokazalo je daleko bolje rezultate, jer se visoke temperature
primenjuju u prisustvu pare. PoviSeni pritisak koji se uspostavlja u autoklavu razara
cijanogene glikozide, S$to znacajno pospeSuje redukciju HCN. Dakle, tokom
autoklaviranja se ne odvija samo inaktivacija enzima, ve¢ i razaranje supstrata
neophodnog za reakciju hidrolize. Mikrotalasno zagrevanje takode je dalo dobre
rezultate, zbog visokih temperatura koje se postizu za veoma kratko vreme. Formirana
HCN trenutno isparava, Sto ubrzava reakciju hidrolize usled smanjenja koncentracije
nastalog proizvoda. Interakcija mikrotalasa i tretiranog materijala uzrokuje
reorganizaciju nosilaca naelektirsanja u molekulima, $to indukuje intenzivno formiranje
HCN. Nakon odredenog vremena, i sam enzim se deaktivira, ¢cime se onemogucava dalja
hidroliza ve¢ drasti¢no redukovane koli¢ine prisutnih cijanogenih glikozida (Feng et al,

2003; Ivanov et al., 2012c).

Ekstrudiranje lanenog semena smatra se pogodnim za uklanjanje HCN iz
materijala, jer se u postupku kombinuje nekoliko razlic¢itih uticaja: usitnjavanje,
meSanje, zagrevanje pod visokim pritiskom u prisustvu vlage, frikcija i smicanje.
Usitnjavanje materijala uz istovremeno zagrevanje u prisustvu vlage ubrzava proces
hidrolize i formiranje HCN. Nakon opadanja radnog pritiska po izlasku materijala iz cevi
ekstrudera, nastala kiselina naglo isparava zajedno sa vodom. Istovremeno, visoki
pritisak u cevi ekstrudera razara molekule cijanogenih glikozida onemogucavajuci na taj

nacin oslobadanje HCN (Wu et al., 2008).
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2.2.5 Mucilage - biljna sluz, tripsin-inhibitori i linatin

Semenjaca lana pretezno je izgradena od neskrobnog polisaharida koji se naziva
mucilage, ili biljna sluz. To je glutenski ugljeni hidrat, rastvorljiv u vodi, koji predstavlja
smeSu neutralnih arabinoksilana i kiselih polisaharida na bazi ramnoze (Ziolkovska,
2012). Odnos ove dve frakcije zavisi od porekla lana i kre¢e se u Sirokom opsegu.
Utvrdeno je da je osnovni polisaharid mucliage lanenog semena (oko 75 %) neutralni
polimer molekulske mase oko 1,2 x 106 g/mol, dok su preostale dve frakcije supstance
slicne pektinskim, izgradene od uronske Kkiseline, galaktoze i ramnoze (Warr et al,
2003). Na osnovu hemijskog sastava biljne sluzi moZe se re¢i da je u pitanju hidrokoloid,
koji pokazuje c¢itav niz prednosti kada se u prehrambenoj industriji kombinuje sa
drugim hidrokoloidima. Prema nekim literaturnim podacima ¢ak poseduje blagotvorno
dejstvo u sprecavanju pojave dijabetesa, konorarnih oboljenja i pojedinih tipova
karcinoma, narocito karcinoma debelog creva i rektuma (Jenkins et al, 1999; Oomah,
2001). Ipak, upotreba biljne sluzi i dalje nije Siroko rasprostranjena, zbog ograni¢enih

podataka o njenim strukturnim i funkcionalnim osobinama (Ziolkovska, 2012).

Kada se posmatra ishrana Zivotinja, visok sadrzaj biljne sluzi u hrani za brojlere
redukuje dostupnost nutrijenata usled povecavanja viskoziteta u gastro-intestinalnom
traktu, Sto dovodi do opadanja telesne mase Zivotinje i redukcije u prinosu (Alzueta et
al, 2003). Sa druge strane, ispituje se eventualno dejstvo biljne sluzi kao prebiotika u
ishrani svinja, jer je u nekoliko istraZivanja utvrdeno da hrana bazirana na lanenom
semenu povecava populaciju laktobacila u crevima monogastri¢nih Zivotinja, ¢ime se
pospesuje njihovo varenje (Bhatty, 1993).

Tripsin inhibitori su antinutritivne komponente lana, koje sa tripsinom formiraju
nesvarljivi kompleks i na taj naCin onemogucavaju njegovu aktivnost, smanjuju¢i mu
koncentraciju u tankom crevu. Da bi kompezovao nedostatak enzima, pankreas Zivotinje
luc¢i vecu kolic¢inu tripsina, Sto dovodi do povecane potraZnje za proteinima u hrani
(Green et al.,, 1972). Kako je pokazano u radu Bhatty-ja iz 1993. godine, aktivnost tripsin
inhibitora u lanu je daleko niza nego u drugim hranivima koja ga sadrZe, tako da se
eventualni negativni efekti na rast Zivotinja usled ishrane lanom nikako ne mogu

pripisati ovom jedinjenju.
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Linatin se naziva jo$ i antivitamin B6, a predstavlja dipeptid serina i glutamina.
Negativan efekat linatina javlja se u ishrani brojlera. Poznato je da se i kod mladih svinja
pri upotrebi lanene saéme mogu javiti simptomi nedostatka vitamina B6 u vidu gubitka
apetita, anemije, loSih performansi i nervnih poremecaja. Kod odraslih svinja smetnje su
primecene tek pri sadrZaju lana u hrani ve¢em od 30%. S obzirom da su koli¢ine koje se
upotrebljavaju uvek daleko manje, prisustvo antivitamina B6 se moZe zanemariti.
Problem se lako moZe prevazici i dodavanjem vece koli¢ine vitamina B6 u hranu (A4yad,

2010; Wu et al.,, 2008; Eastwood, 2008).

2.3 Problem oksidacije tokom skladiStenja hraniva bogatog mastima

Znacaj masti u ishrani Zivotinja je izuzetno veliki. Ova jedinjenja imaju razlicite
uloge, ali su prevashodno neophodna kao energetske rezerve, jer daju oko 2,25 puta vise
energije nego skrob. U Zivotinjskom organizmu, lipidi osim kao tipiCna energetska
jedinjenja, sluZe kao strukturni materijal koji €ini deo grade tkiva, naroCito nervnog
sistema, zatim za snabdevanje organizma esencijalnim masnim kiselinama, a ne sme se

izostaviti ni funkcija nosioca liposolubilnih vitamina (Milosavljevi¢, 1978).

Problem koji se vrlo Cesto javlja prilikom skladistelja hraniva bogatog mastima
jeste oksidacija lipida, narocito ukoliko se radi o hranivu bogatom nezasi¢enim masnim
kiselinama. Nezasicene masne Kkiseline predstavljaju najpogodniji medijum za oksidaciju
u hrani. Osim pogorsanja nutritivnog kvaliteta i senzornih karakteristika hrane, lipidna
oksidacija (ili autooksidacija) uzrokuje stvaranje visokoreaktivnih produkata, koji imaju

negativan uticaj na zdravlje i razvoj Zivotinja koje ih konzumiraju (Laguerre et al., 2007).

Oksidacija lipida je lancana rekcija koja se odigrava u tri faze, postepenim
delovanjem kiseonika na masti i ulja. U prvoj, inicijalnoj fazi, dolazi do formiranja
alkilnog slobodnog radikala iz nezasi¢ene masne kiseline, uklanjanjem vodonika. Potom,
kiseonik iz vazduha reaguje sa alkil radikalom, pri ¢emu se formira peroksidni radikal.
Peroksidni radikali imaju sposobnost da reaguju sa vodonikom iz drugih jedinjenja,
stvarajuc¢i pri tome hidroperokside, koji se potom ponovo raspadaju na peroksidne

radikale (Halliwell et Gutteridge, 2007). Ova faza reakcije naziva se faza propagacije.
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Poslednja faza autooksidacije lipida, terminacija, podrazumeva povezivanje dva

slobodna radikala, koji potom formiraju ne-radikalsko jedinjenje. Celokupna reakcija

prikazana je na Slici 2.4.

Inicijacija

Propagacija

Terminacija

CH;-(CH,);-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-(CH,)s-COOH

|\ =

CH;-(CH,);-CH,-CH=CH-CH-CH=CH-CH,-(CH,)s-COOH
[ ]

l

CH;-(CH,);-CH,-CH-CH=CH-CH=CH-CH,-(CH,)s-COOH

102

CHj;-(CH;)3-CH,-CH-CH=CH-CH=CH-CH,-(CH,)s-COOH

|
0

0 -

Alkil radikal

Peroksidni radikal

CH;-(CH,);-CH,-CH-CH=CH-CH=CH-CH,-(CH,):-COOH Hidroperoksid
|
O
i }
0]
H
CH;-(CH,)3-CH,-CH-CH=CH-CH=CH-CH,-(CH,)s-COOH Oksi radlikal
|
O
CH;-(CH,)3-CH; » + CH-CH=CH-CH=CH-CH,-(CH;)s-COOH

| 5 I

CHj;-(CH;)5-CH;

Slika 2.4 Mehanizam lipidne oksidacije (Smith et al, 2007)
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Lipidna oksidacija moZe se spreciti, ili barem usporiti dodatkom jedinjenja
poznatih pod nazivom antioksidansi. Ove supstance imaju sposobnost da suzbiju dejstvo
slobodnih radikala i sprece njihovu negativnu oksidativnu aktivnost reagujuci sa njima,
Cime se onemogucavaju aktivacija kiseonika i lancane oksidativne reakcije sa
konstituentima Celija Zivog organizma, ili komponentama hrane. Da bi bili pogodni za
upotrebu, moraju biti lako dostupni, stabilni i selektivni, reaguju¢i samo sa slobodnim
radikalima. Mnogobrojne studije pokazale su da su egzogeni antioksidansi, narocito oni
uneti putem hrane, esenijalni za suprotstavljanje organizma oksidativnom stresu

(Laguerre et al., 2007).

Dejstvo antioksidanasa ispoljava se na dva nacina. Prvi podrazumeva zaStitu
lipida od inicijatora oksidativnih reakcija, a drugi usporavanje faze propagacije. U prvom
slucaju, antioksidansi sprecavaju nastajanje reaktivnih oksidativnih formacija (O2*, 102,
itd.), ili ih vezuju za sebe, onemogucavajuci pocetak lipidne oksidacije. U drugom slucaju,
antioksidansi prekidaju lan¢anu reakciju u fazi propagacije, ili je indirektno zaustavljaju.
Treba imati na umu da se ovi mehanizmi u prirodi prepli¢u i da nije moguce jasno

napraviti granice izmedu nacina delovanja antioksidanasa (Laguerre et al., 2007).

Prema poreklu nastanka, antioksidansi se mogu podeliti na sinteticke i prirodne.
0Od sintetickih antioksidanasa, najceS¢e se upotrebljavaju butil-hidroksianisol (BHA),
butil-hidroksitoluen (BHT), propil-galat (PG), terc-butil-hidrohinon (TBHQ) i vitamin E
(a-tokoferol). Sa upotrebom ovih jedinjenja treba biti oprezan, jer pojedina istraZivanja
pokazuju da BHA i BHT mogu biti toksi¢ni (Sherwin, 1990; Wanasundara et Shahidi,
1998). Stoga se sve cCeSc¢e pribegava upotrebi prirodnih antioksidanasa, uglavnom

biljnog porekla.

Delovi biljaka, ili njihovi proizvodi koristili su se od davnina u ishrani ljudi i
zZivotinja radi poboljsanja arome hrane, kao i u medicinske svrhe u cilju prevencije, ili
lecenja od razlicitih oboljenja. Poznato je da su joS stari Grci i Rimljani upotrebljavali
terpentin, dok je u Egiptu, Indoneziji i Persiji pre viSe od dve hiljade godina bila
razvijena destilacija, kao metoda proizvodnje eteri¢nih ulja (Negi, 2012; Burt, 2004).
Poslednjih godina brojna istrazivanja bave se izolacijom bioaktivnih supstanci iz biljaka,
za koje je poznato da imaju antioksidatvno, antimikrobno, ili neko drugo blagotvorno
dejstvo. NajceSce se primenjuju postupci ekstrakcije, destilacije i neSto rede fermentacije

(Burt, 2004). Bilo da su u pitanju biljni ekstrakti, esencijalna ulja, ili organske kiseline,

21



Doktorska disertacija

Dusica Colovic¢

ovakvi prirodni proizvodi predstavljaju dobru alternativu vestackim preparatima i
pronalaze sve Siru primenu u procesu proizvodnje hrane za Zivotinje, pre svega radi

povecanja bezbednosti hrane.

2.3.1 Antioksidativno dejstvo vitamina E

Vitamin E je zajednicko ima za grupu liposolubilnih jedinjenja, a prisutan je u
gotovo svim hranivima biljnog porekla. Sac¢injavaju ga tokoferoli i tokotrienoli, a detaljne
analize vitamina E utvrdile su da njegova aktivnost potice od Cetiri tokoferola (o, 3, Y i 0)

i Cetiri tokotrienola (takode «, 8, y i 6), prikazanih na Slici 2.5.

OKA/L/\/I\/\)\

a-tokotriencl

a-tokoferol

H
o}
p-tokofercl
HO
Q
y-tokoferol
HmA)\/\)\/VL H
Q
S-tokofercl &-toketrisnol

Slika 2.5 Prirodne forme izomera tokoferola i tokotrienola (Brigelius-Flohe, 1999)

a-tokoferol je u prirodi daleko najc¢eS¢i od pomenutih jedinjenja i poseduje
najvecu biolosku aktivnost (Brigelius-Flohe, 1999). Najznacajnija, a prema nekim

naucnicima i jedina funkcija vitamina E, jeste sprecavanje i usporavanje oksidacije
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lipida, Sto je narocito bitno kada se govori o bioaktivnim lipidima, ili hrani (Traber et

Atkinson, 2007).

Zbog svoje hemijske strukture, tokoferoli su u stanju da doniraju jedan vodonikov
atom iz hidroksilne grupe na Sestom ugljenikovom atomu prstena peroksidnim
radikalima. Ovom reakcijom, umesto reaktivnih hidroperoksida i oksi radikala, nastaju
tokoferil radikali (Slika 2.6), koji su stabilniji i manje reaktivni, zbog rezonantne
strukture (Choe et Min, 2006). Tokoferil slobodni radikali mogu da reaguju sa slobodnim
peroksidnim radikalima u fazi terminacije, Sto prakti¢no znaci da bi mogli spreciti
reakciju dva slobodna peroksidna radikala sa nezasi¢enim masnim kiselinama (Oral et
al, 2006). Na taj nacin, tokoferoli uticu na oksidativnu stabilnost lipida, Sto je dokazano
u eksperimentima sa razli¢itim uljima biljnog i Zivotinjskog porekla (Jung et Min, 1990;

Wagner et Elmadfa, 2000; Kulds et Ackman, 2001).

HsC

Slika 2.6 a-tokoferol i a-tokoferil slobodni radikal (Oral et al., 2006)

Dobro je poznato antioksidativno dejstvo a-tokoferola u suncokretovom ulju
(Marinova et al., 2008; RiZner et al., 2000; Carelli et al., 2005) sojinom (Steel et al., 2005),
lanenom (Wagner et Elmadfa, 2000), ili maslinovom ulju (Nissiotis et Tasioula-Margari,
2002). Zuta i saradnici su u svojim ispitivanjima o uticaju a-tokoferola na ulje skuse
dosli do zakljucaka da je ovo jedinjenje pri niZim koncentracijama (50 i 100 mg/ kg)
efikasno antioksidativno sredstvo i da sprecava autooksidaciju skuSinog ulja, dok mu je

u ve¢im koncentracijama (>250 mg/ kg) aktivnost daleko niza (Zuta et al., 2007).
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Antioksidativna aktivnost tokoferola nije ograni¢ena samo na reakcije sa
slobodnim radikalima. Nekoliko studija pokazuje da su ova jedinjenja u stanju da ,ugase“
singletni kiseonik 102, koji je takode uzrocnik lipidne oksidacije (Warner, 2005).
Tokoferoli uklanjaju 10 fizickim ili hemijskim procesima. Fizi¢ki proces podrazumeva
deaktivaciju putem mehanizma razmene naelektrisanja (Kaiser et al., 1990), dok
hemijska deaktivacija predstavlja reakciju izmedu tokoferola i 102, pri ¢emu nastaju

oksidacioni produkti tokoferola (jednacina 2).

TOH + 102 — TOOH + ostali produkti oksidacije (2)

Udeo fizicke deaktivacije 10; visestruko je vec¢i od udela hemijske deaktivacije, koja

iznosi svega 0,1 do 1,5% fizicke deaktivacije (Di Mascio et al., 1990; Kaiser et al., 1990).

Vitamin E je relativno otporan na toplotu i prema kiselinama, a neotporan je
prema alkalijama, ultraljubicastoj svetlosti i kiseoniku. U anaerobnim uslovima se ne
razlaZze ni pri zagrevanju do 200 °C. Nedostatak vitamina E u hrani za Zivotinje
manifestuje se na razliCite nacine. Avitaminoze se najcesce javljaju kod svinja i Zivine, a
ispoljavaju se u vidu nekroze jetre, gubitka dlake, odnosno perja, degeneracije embriona,
smanjene nosivosti, itd. Encefalomalacija, ili takozvana bolest ,ludih pili¢a“ je, na primer,
posledica nedostakta vitamina E u hrani za Zivotinje. Dodatkom sinteti¢kog vitamina E,

pojava ove bolesti se uspesSno sprecava (Kolarski, 1995).

2.3.2 Karvakrol kao bioloski aktivno jedinjenje

Kao Sto je veC receno, upotreba prirodnih antioksidanasa u hrani za ljude i
Zivotinje danas se izuzetno favorizuje, zbog nepostojanja negativnih sporednih efekata.
Koliko ¢e neko jedinjenje biti adekvatan antioksidans, u mnogome zavisi od lipidnog
substrata na koji se primenjuje. Pozicioni izomeri takode vrlo ¢esto pokazuju razlicito

antioksidativno dejstvo (Marinova et Yanishlieva, 1996; Marinova et Yanishlieva, 1998).
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Karvakrol je jedna od osnovnih komponenti ulja oregana sa dokazanim
antioksidativnim, antibakterijskim, antifungalnim i insekticidalnim dejstvom (Burt,
2004; Chami et al., 2005; Panella et al., 2005; Tampieri et al., 2005; Liolios et al., 2009).
Takode ga ima u timijanu, majoranu, mirodiji, kimu, ruzmarinu i crnom biberu (Suhaj et
al, 2006). Hemijsko ime karvakrola je 2-metil-5-(1-metiletil) fenol (C10H140) i spada u
grupu fenolnih jedinjenja sa jednom hidroksilnom grupom na prstenu (Slika 2.7)

(Bakkali et al., 2008).

7N

Slika 2.7 Hemijska struktura karvakrola (Bakkali et al, 2008)

Mnogobrojne studije bavile su se ispitivanjem antioksidativnog dejstva
karvakrola, a prikazani su zanimjlivi rezultati. Prema navodima pojedinih autora,
izraZena antioksidativna aktivnost raznih esencijalnih ulja poti¢e upravo od prisutnih
fenola - karvakrola i timola (Baratta et al., 1998; Laguori et al, 1993). Druga grupa
naucnika dokazala je da je karvakrol efikasan u sprecavanju autooksidacije sala pri
koncentraciji od 0,1% i temperaturi od 35°C (Lagouri et al., 1993). Tepe i saranici u
svojim ispitivanjima takode zakljucuju da snazna antioksidativna aktivnost timijana
potiCe od prisutnih karvakrola i timola, a sli¢ne zakljucke iznose i Kulisi¢ i saradnici u
ispitivanjima oregano ulja (Tepe et al., 2005; Kulisi¢ et al., 2004). Lagouri i saradnici su
ispitivali uticaj esencijalnih ulja divljeg oregana iz Gr¢ke na usporavanje oksidacije sala
koje je skladisteno pri temperturi od 35°C. Antioksidativno dejstvo esencijalnih ulja

ponovo je pripisano timolu i karvakrolu (Lagouri et al., 1993).

Medutim, Marinova i Yanishlieva su 1992. godine izvele eksperiment sa dodatkom
karvakrola u suncokretovo ulje i preciS¢ene trigliceride sala, u koncentracijama od 0,02
do 0,2 % i na temperaturi od 100 °C. Utvrdile su da je antioksidativho dejstvo
karvakrola u ovom slucaju, bilo relativno nisko. Isti autori su u eksperimentima iz 1999.

godine utvrdili da karvakrol pokazuje slabija antioksidativna dejstva od timola u

25



Doktorska disertacija

Dusica Colovié¢

supstratima kao Sto su suncokretovo ulje i salo, pri temperaturi od 22°C. Aeschbach i
saradnici su 1994. godine ustanovili da karvakrol inhibira nastajanje peroksida
lipozomnih fosfolipida, ali da njegova aktivnost zavisi od primenjene koncentracije

(Aeschbach et al., 1994).

Pored antioksidativnog, dobro je poznato i antimikrobno dejstvo karvakrola.
TaCan mehanizam delovanja ovog jedinjenja na mikroorganizme jo$ uvek nije poznat, ali
veCina naucnih studija ukazuje na to da je njegova aktivnost zasnovana na razaranju
¢elijskih membrana mikroorganizama. Dokazano je da karvakrol razgraduje spoljasnje
membrane gram negativnih bakretija, oslobadajuci lipopolisaharide i povecavajuci
propustljivost citoplazmatske membrane na ATP (adenozin trifosfat) (Helander et al.,
1998; Inamuco, 2012). Zahvaljujuc¢i odgovarajucoj hidrofobnosti, karvakrol se akumulira
u Celijskim membranama, a slobodna hidroksilna grupa na fenolnom prstenu
omogucava mu da razmenjuje protone sa membranom, narusavajuci joj strukturu i
izazivaju¢i odumiranje ¢elija (Arfa et al,, 2006). Studije sa B. Cereus takode su pokazale
da karvakrol rastvara dvoslojnu fosfolipidnu ¢elijsku membranu, uklapajuc¢i se izmedu
lanaca masnih kiselina (Ultee et al., 2002). Pored smanjene koncentracije ATP molekula,
uoceno je i smanjenje koncentracije jona kalijuma unutar celije, Sto sve ukazuje na to da
karvakrol formira kanale kroz ¢elijsku membranu, odvajaju¢i masnokiselinske lance od

fosfolipida (Ultee et al, 2002).

Jo$ jedna znacajna karakteristika karvakrola je inhibicija produkcije toksina od
strane mikroorganizama. Karvakrol je sposoban da spreci nastajanje diareala, toksina
koji luci B. Cereus (Ultee et Smid, 2001). Postoje dva tumacenja inhibicije nastajanja
toksina. Prema prvom, toksin koji nastaje u bakteriji ne moze da se izluci u spoljaSnjost
zbog nedostatka ATP molekula unutar celije. Drugo tumacenje kaze da bakterija sa
oStec¢enim celijskim zidom tros$i svu energiju na odrzavanje Zivotnih funkcija, zbog cega

prestaje da luci toksine (Ultee et Smid, 2001).

U protekloj deceniji, primena aromaticnih biljaka, esencijalnih ulja i biljnih
ekstrakata postala je narocito interesantna u ishrani zivotinja, prvobitno jer je utvrdeno
da ovi preparati mogu efikasno zameniti antibiotike i promotore rasta, a potom i zbog
drugih pozitivnih efekata (Vieira et al., 2008). Preparati se uglavnom koriste u uzgoju
sisara i prezivara, ali je od skoro pocela upotreba i u ishrani riba (Giannenas et al., 2012).

Kada je re¢ o akvakulturama, potencijal fitogenih aditiva ne ogleda se samo u zameni
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antibiotika kao promotora rasta, ve¢ se moZe prosiriti i na druge znacajne oblasti, kao
Sto su kontrola bolesti, otpornost riba, ili poboljSanje kvaliteta i oksidativne stabilnosti

ribjlih filea tokom skladisStenja (Jian et Wu, 2003; Gatlin III et Bai, 1992).

Upotreba karvakrola kao dodatka hrani za Zivotinje ispitana je u mnogim
ogledima i na razlic¢itim Zivotinjama. Dokazano je da karvakrol uspesSno redukuje broj
laktobacila u gastro-intestinalnom traktu svinja i na taj nain odrzava mikrofloru
crevnog trakta na optimalnom nivou, Sto kod svinja cesto predstavlja problem (Michiels
et al, 2007). U ishrani brojlera, dodatak biljnih ekstrakata na bazi karvakrola povecava
prinos, kroz smanjeni unos hrane uz istovremeno povecanje telesne mase Zivotinja
(Mountzouris et al., 2011). Michiels i saradnici uocili su da je duZina crevnih resica u
tankom crevu brojlera hranjenih smeSom sa dodatkom karvakrola vec¢a i da se ukupna

absorpcija u tankom crevu povecava za vise od 90 % (Michiels et al., 2010).

Kada je reC o ishrani preZivara, literaturni podaci ukazuju na to da karvakrol ima
vrlo skroman uticaj na rast i prinos jagnjadi (Chaves et al., 2008). Takode, utvrdeno je da
ne poseduje znacajno antimikrobno dejstvo na njihovu crevnu mikrofloru (Bampidis et
al., 2005). Upotreba karvakrola u ishrani bikova nije pokazala evidentan uticaj na
koli¢inu nastalih isparljivih masnih kiselina, kao krajnjih produkata mikrobioloske
fermentacije u buragu. Ovo ukazuje na to karvakrol ne utiCe na promene u
fermentativnim procesima kod preZvara, pa samim tim ni na ukupnu koli¢inu energije

koja se oslobada putem unete hrane (Busquet et al.,, 2005).

S druge strane, primena karvakrola u ishrani pastrmki dala je zadovoljavajuce
rezultate pri koncentraciji od 1 g/kg hrane za ribe. U ovom slucaju, rezultati su bili
vidljivi ne samo kroz poboljSane proizvodne performanse, ve¢ i kroz antioksidativno
dejstvo karvakrola i pozitivan uticaj na urodeni imunitet pastrmki (Giannenas et al.,

2012).
U iscrpnim in vivo istraZivanjima uticaja esencijalnog ulja timijana na
laboratorijske pacove, sa akcentom na karvakrol, Akkol i saradnici dokazali su da ovo

jedinjenje poseduje ne samo antioksidativno dejstvo, ve¢ i da snizava nivo holesterola u

krvi i Stiti jetru od degenerativnih promena (Akkol et al., 2009).
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2.4 Proces ekstrudiranja i njegova primena u tehnologiji hrane za Zivotinje

Tehnologija ekstrudiranja prisutna je u razli¢itim granama industrije ve¢ dugi niz
godina. Sama rec ,ekstrudiranje” znaci oblikovanje mekih i plasticnih materijala pomoc¢u
puza, koji potiskuje masu da ,tece” kroz otvore, ili matrice. Pri tome se mogu menjati
jedan, ili viSe parametara procesa u razli¢itim fazama obrade materijala, Sto rezultuje
razli¢itim karakteristikama dobijenog proizvoda (Riaz, 2000; Guerrero et al.,, 2012).
Termicka obrada tretiranog materijala odvija se u cevi ekstrudera u kojoj se nalaze
jedan, ili dva puZa (Moscicki et Zuilichem, 2011). Temperature unutar ekstrudera mogu
da iznose preko 100 °C, ali visok pritisak koji vlada u cevi onemogucava isparavanje
vode iz vlazne prehrambene sirovine. Potiskivanjem kroz specifi¢ni otvor i izlaskom iz
polja visokog pritiska, voda iz mase naglo isparava, usled Cega dolazi do Sirenja
tretiranog materijala u manjoj, ili ve¢oj meri. U nastavku procesa, on se dalje hladi,

ocvrscava i skuplja, kako je prikazano na Slici 2.8 (Riaz, 2007).

puz maftrica
nukleacija

ekspanzija

Lw.l.\kci ja

Sirenje cestica skupljanje cestica

Slika 2.8 Ekspanzija i naknadno oc¢vrSéavanje Cestica

Proces ekstrudiranja prvi put se spominje 1797. godine u Engleskoj, kada ga je
Joseph Braham primenio za proizvodnju sapuna, pasti i mase za crep, upotrebom rucne
piStolj-prese (Riaz, 2000). Ubrzo nakon Sto se upotreba jednopuznog ekstrudera rasirila
u proizvodnji plasti¢nih masa, krenula je i primena u proizvodnji hrane. Prvi dvopuzni
ekstruder razvijen je sredinom tridesetih godina dvadesetog veka i bio je namenjen

prehrambenoj industriji (Moscicki et Zuilichem, 2011). Savremeni dizajn ovih uredaja je
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naglo povecao stepen njihove zastupljenosti u proizvodnji hrane za ljude i Zivotinje.
Danas se koriste za kuvanje, oblikovanje, meSanje i teksturiranje, pod uslovima koji
obezbeduju visok kvalitet i produktivnost, a smanjuju troskove proizvodnje (Riaz,
2000). Jednostavan i jeftin maSinski ekstruder prvobitno je razvijen u SAD Sesdesetih
godina dvadesetog veka, a primenjivan je na farmama za kuvanje sojinog zrna i hrane za
Zivotinje dobijene od cerealija. Glavni razlog za obradu sojinog semena bila je termicka
inaktivacija tripsin-inhibitora (inhibitor rasta). Samo deceniju kasnije, dizajnirani su
ekstruderi za upotrebu u prehrambenoj industriji, koji se danas koriste i u slabije
razvijenim zemljama.

Podela ekstrudera moZe se izvrSiti na osnovu tri Kriterijuma (Moscicki et

Zuilichem, 2011).

1) Prema nacinu oslobadanja toplote tokom obrade materijala, ekstruderi se
dele na:
e Autogene - izvor toplote je frikcija Cestica materijala izazvana
obrtanjem puza pri velikim brzinama
e Izotermicke - spoljasnji izvor toplote
e Politropske - izvor toplote je kombinovan
2) Prema koli¢ini mehanicke energije koja se generisSe, ekstruderi se dele na:
e Niskopritisne ekstrudere kod kojih su sile smicanja relativno
ogranicene i niske
e Visokopritisne ekstudere kod kojih se javljaju izuzetno jake sile
smicanja i oslobada se velika koli¢ina mehanicke energije.
3) Prema konstrukciji cevi ekstrudera i puZza, ekstruderi se dele na:
e Uniformne sa integrisanim telom

e Sapovezanim odvojenim segmentima.

Principijelna prednost ekstrudiranja nad tradicionalnim metodama proizvodnje
hrane za Zivotinje ogleda se prvenstveno u znatno $iroj primenljivosti na razlicite
sirovine (Riaz, 2000). Minimalne promene u sastojcima i uslovima rada uredaja,
znacajno uti¢u na rezultujuce karakteristike proizvoda (Van Zuilichem, 1992). Veoma
jednostavno se mogu dobiti razliCiti oblici i forme, Sto se ovolikom lako¢om ne postiZe ni
u jednoj drugoj tehnologiji (Karwe, 2003). Ekstruderi rade pri relativno niskom sadrZaju
vlage, ¢ime se Stedi energija potrebna za suSenje proizvoda. Prostor potreban za
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obavljanje svih operacija je znatno manji, nego kod tradicionalnih sistema za termicku
obradu. Takode su manji i troskovi eksploatacije uredaja. Usteda u sirovom materijalu
iznosi oko 19 %, radnoj snazi 14 %, a kapitalnim investicijama 44 %. S obzirom da je
ekstrudiranje kratkotrajan tretman visokom temperaturom (HTST - High Temperature-
Short Time), degradacija nutrijenata svedena je na minimum, a delimi¢cnom
denaturacijom proteina i Zelatinizacijom skroba povecava se svarljivost hrane. Veoma je
vazno spomenuti i da su nusprodukti i gubici tokom procesa gotovo zanemarljivi, Sto je,
posmatrano sa strane zaStite Zivotne sredine i regulacije prerade otpadnih materija,
narocito bitno. Rezultati koji se dobijaju u laboratorijskim uslovima i pilot postrojenjima
reproduktibilni su na industrijske uslove proizvodnje, ¢ime je proces ugradnje i
pokretanja u fabrikama pojednostavljen (Riaz, 2000; Riaz, 2007).

Uobicajeni postupak proizvodnje ekstrudirane hrane prikazan je na Slici 2.9.

2

1 - silosi, 2 - pneumatski konvejer, 3 - usipni ko3, 4 - mes3alica, & - vaga za sirovine, B - kondicioner,
7 - ekstruder, 8 - noZevi, 9 - sunica, 10 - sito, 11 - vakkum kouter, 12 - silos za gotov proizvod,
13 - pakerica

Slika 2.9 TehnoloSki dijagram procesa proizvodnje ekstrudirane hrane (Moscicki et

Zuilichem, 2011)
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2.4.1 Jednopuzni ekstruderi

Kao Sto je ranije ve¢ spomenuto, jednopuzni ekstruderi su relativno jednostavne
konstrukcije, prikazane na slici 2.10. Vrlo su rasprostranjeni u prehrambenoj industriji
sa oko 70 % zastupljenosti (Karwe, 2003). Ovi uredaji meSaju, kuvaju, kompresuju,
gnjece, ,tope” i plasticiziraju obradivani materijal, da bi ga na kraju cevi prisilili da pod
pritiskom izlazi u spoljasnju sredinu, kroz male otvore na matrici ekstrudera (Moscicki
et Zuilichem, 2011). Matrice ekstrudera konstruisane su tako da daju Zeljeni oblik
obradenoj i osuSenoj masi, ili da je samo rasprSe. PoZeljno je da se termolabilne
komponente, kao $to su arome i vitamini, ubrizgavaju neposredno pre matrice (Slika
2.10), kako bi se umanjio uticaj toplote i smicanja i izbegli ve¢i gubici (Riaz, 2007; Riaz,

2000).

prijemni kos

——

voda/ para  arome/ boje

omotaé za cov EI-’.strll{IeA  rotirajuéi puz
zagrevanje/ hladenje % matrica |

[
motor & \\ A "
| ) | \
zona”’ i -
. Lo zona kuvanja  zona visokog pritiska
Zona transporta mesanja {smicanje) viskozna masa
Zelatinizacija
rotacioni puz plastifikacija
smicanfe

Slika 2.10 Sema osnovnih delova jednopuZnog ekstrudera sa mestom dodatka

termolabilnih komponenti (Wang et al, 2008)

JednopuZni ekstruder se mozZe podeliti u tri zone (Slika 2.12): zonu punjenja, ili
transporta, zonu gnjecenja, koju safinjavaju zona mesanja i zona kuvanja, i poslednju,
zonu visokog pritiska. U prvoj zoni ekstruder se preko usipnog koSa puni sirovim
materijalom, koji se obrtanjem puza transportuje ka zoni gnjecenja. U njoj se tretirana

smesa sabija, a najveci deo mehanicke energije prelazi u toplotnu, Sto izaziva zagrevanje
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materijala. Dolazi do Zelatinizacije skroba i masa postaje povezanija. Daljim kretanjem,
materijal dospeva u zonu visokog pritiska, nakon koje se gura kroz otvore matrice i
ekspanduje (Muntean et al., 2003).

Vecina jednopuznih ekstrudera poseduje puZ c¢iji je korak navoja konstantne
duZine (Karwe, 2003). Neophodan uslov za pravilno kretanje materijala kroz cev
jednopuznog ekstrudera je odgovaraju¢i kapacitet punjenja i protok materijala, koji
onemogucava lepljenje materijala na povrSinu puza. Kod ekstrudera namenjenih
prehrambenoj industriji efekat slepljivanja je smanjen, ili potpuno izbegnut pomocu
zazora unutar cevi (longitudinalni, ili spiralni zazori), koji uzrokuju pojavu frikcije
izmedu Cestica obradivane smeSe i zidova cevi ekstrudera. Uloga ovih zazora je da
povecaju otpor uvrtanju Cestica materijala i da usmere njihovo Kkretanje ka izlazu.
Princip delovanja zazora je sledeci: Sto je frikcija izrazenija, manje je uvrtanje Cestica
oko sopstvene ose i smesa se lakSe transportuje napred (Moscicki et Zuilichem, 2011).

Jedna od najbitnijih karakteristika jednopuznog ekstrudera je odnos duZine cevi
ekstrudera i njenog precnika (L/D). Na osnovu ovog odnosa, ekstruderi se mogu podeliti
na ekstrudere niskog stepena smicanja (5-8), ekstrudere srednjeg stepena smicanja
(4-12) i ekstrudere visokog stepena smicanja (10-20) (Muntean et al., 2012). Druga
bitna karakteristika je stepen komresije, koji predstavlja odnos izmedu maksimalne i
minimalne Sirine kanala izmedu puZa ekstrudera i zidova cevi. Ovaj stepen se u
prehrambenoj industriji uglavnom krece izmedu 1 i 3 (Karwe, 2003).

JednopuZzni ekstruderi se uglavnom koriste za proizvodnju relativno ,lakih“
proizvoda, male gustine, kao $to su kukuruzni ili pirincani ekstrudati, koje karakterise
visok koeficijent frikcije. Ovakvi ekstrudati mogu se dobiti ¢ak i pri pritiscima oko 15-20
MPa, a za njihovu proizvodnju dovoljna je upotreba najjednostavnijih autogenih
jednopuZznih ekstrudera, sa niskim odnosom L/D od oko 4-6. Nedostatak jednopuznih
ekstrudera je slabo meSanje materijala, zbog cega je neophodno prethodno
homogenizovanje svih komponenti u mesalici. Ovi uredaju pokazuju ograni¢enu
efikasnosti kod obrade viSekomponentnih smesa, pa se ne preporucuje mesanje viSe od
dve sirovine (Moscicki et Zuilichem, 2011).

Kod upotrebe jednopuznih ekstrudera veoma je vazno obratiti paznju na vlagu
sirovog materijala i veliCinu njegovih Cestica, koje moraju biti homogene kako bi se

omogucilo pravilno funkcionisanje ekstrudera i sprecilo njegovo blokiranje, odnosno
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naglo ponovno kretanje. Samo u slucaju homogene smeSe dobice se konsantan Zeljeni
kvalitet ekstrudata. Blokiranje nekoliko otvora na matrici ekstrudera uzrokuje naglo
povecavanje pritiska i pojavu snazZnog povratnog toka materijala, a ponekad cak i
potpunu blokadu uredaja. Plasticizirani materijal u unutraSnjosti ekstrudera moze
izazvati trajna oSteenja uredaja po ponovnom pokretanju ekstrudera (Moscicki et
Zuilichem, 2011).

Ono o Cemu je takode potrebno voditi racuna pri upotrebi jednopuZnih
ekstrudera je intenzivno hladenje cevi ekstrudera, Sto naglo sniZava temperaturu i
pojacava sile frikcije u materijalu. Sa padom temerature u ekstruderu, povecava se
viskozitet materijala, pa je veoma bitno uskladiti reZim hladenja ekstrudera sa Zeljenim

kvalitetom ekstrudata (Moscicki et Zuilichem, 2011).

2.4.2 Kriti¢ni faktori pri procesu ekstrudiranja

Unutar cevi ekstrudera odvijaju se specificne hemijske promene, koje u
kombnaciji sa raznorodnim sastavom namirnica, predstavljaju poseban izazov za
prehrambene naucnike. Mada je ekstrudiranje hrane preneSeno iz tehnologije
proizvodnje sintetskih polimera, plastika je znatno homogenija, pa se tokom njene
obrade ne nailazi na veCe probleme. S druge strane, oblikovanje i vodenje procesa
ekstrudiranja hrane mora uzeti u obzir prirodne varijacije materijala u sadrzaju vlage,
skroba i proteina, kao i eksperimentalne promene. Osnovne hemijske promene koje se
javljaju tokom ekstrudiranja su: cepanje molekula, rekombinacija molekulskih
fragmenata i termicka degradacija, dok su fiziCcko-hemijske promene: sjedinjavanje
manjih molekula, gubitak prirodne strukture i gubitak pri izlasku iz matrice. Sastav
ekstrudirane hrane menja se i usled materijalnih gubitaka, kao Sto su isticanje ulja, ili
isparavanje vode i drugih isparljivih komponenti, pri izlasku iz matrice (Riaz, 2007).

Parametri ekstrudiranja se mogu podeliti na primarne i sekundarne, koji su
odredeni primarnim. U primarne faktore spadaju:

e Temperatura cevi
e (Geometrija matrice

e Model ekstrudera
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e Sastav materijala

e VlaZnost materijala

e VeliCina Cestica materijala
e Stepen napunjenosti cevi
e Konfiguracija puza

e Brzina obrtanja puza

U sekundarne faktore spadaju:
e Temperatura produkta
e Pritisak

e Specificna mehanicka energija.

Ovi faktori uticu na viskozitet hrane unutar cevi, vreme zadrzavanja materijala u
ekstruderu i primenjeno smicanje. Razlike u sastavu obradivanog materijala i njegova
prethodna obrada, takode su vazni uzrocnici promena u eksperimentu.

Tip upotrebljenog ekstrudera znacajno utice na hemijske reakcije. Veci
ekstruderi imaju duZe cevi i relativno dugo vreme zadrZavanja materijala, u odnosu na
male laboratorijske i stone ekstrudere. Manji ekstruderi zahtevaju srazmerno manju
koli¢inu materijala, s obzirom na kraéi period prolaska kroz cev, Sto je prednost u
istrazivackom radu, jer je time omogucena upotreba sastojaka dostupnih samo u malim

koli¢inama (Riaz, 2000).

2.4.3 Promena fizicko-hemijskih karakteristika sirovina u postupku ekstrudiranja

U tehnologiji ekstrudiranja hrane za ljude i Zivotinje, osnovnu koli¢inu tretiranog
materijala Cine sirovine biljnog porekla. Posmatrano sa strane promena koje se tokom
procesa deSavaju, najznacajnije grupe jedinjenja su: skrob, proteini, mast, ugljeni hidrati,
vlakna (celuloza), vitamini i fitogeni sastojci (Schaaft Tehnologie GmbH, 1995).

U zavisnosti od konstrukcije samog uredaja (suvi, vlazni, jednopuzni, ili dvopuzni

ekstruder), na obradivanoj masi se deSavaju slede¢e promene (Riaz, 2007):

e Aglomeracija - sastojci se sabijaju i povezuju u odvojene komadice.

e Degasiranje - sastojci se oslobadaju gasnih , dzepova“.
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Dehidratacija - tokom normalne ekstruzije dolazi do gubitka vlage, a
koli¢ina varira od 4 do 7 % u odnosu na pocetni sadrzaj, pri proizvodnji
hrane za Zivotinje.

Ekspanzija - podeSavanjem parametara ekstrudiranja moZe se regulisati
gustina dobijenog proizvoda (Sto je narocito bitno kod hrane za ribu, jer
odreduje da li ¢e materijal plutati na povrsini vode, ili potonuti).
Zelatinizacija - termicka obrada tokom ekstrudiranja ubrzava
Zelatinizaciju skroba, nezavisno od njegovog porekla.

Mlevenje - prilikom prolaska kroz cev ekstrudera, sastojci se mogu usitniti
do odredenog stepena.

Homogenizacija - nepoZeljni sastojci se restruktuiraju do prikladnijih i
Mesanje - razlicitost dostupnih puZeva za sve vrste ekstrudera omogucéava
dobro meSanje za sve odnose dodatih komponenata.

Pasterizacija i sterilizacija - usled primene poviSenih temperatura,
materijal se moZe pasterizovati, ili sterilizovati.

Denaturacija proteina - proteini Zivotinjskog i biljnog porekla se pri
Oblikovanje - jednostavnom promenom matrice na kraju cevi ekstrudera,
lako se mogu dobiti proizvodi najrazli¢itijih oblika.

Smicanje - specijalni oblici cevi ekstrudera obezbeduju Zeljeno smicanje,
Sto je od narocitog znacaja u proizvodnji hrane za Zivotinje.

Promena teksture - tokom ekstrudiranja menja se tekstura, kako sa
fizickog, tako i sa hemijskog aspekta.

Termicka obrada - postize se Zeljeni efekat kuvanja.

Sjedinjavanje - odabirom polaznih sirovina u razli¢itim odnosima, utice se
na karakteristike konafnog proizvoda, koji nakon tretmana postaje

jedinstvena masa.
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2.4.4 Uticaj ekstrudiranja na masti

Ekstruzija uglavnom nema veliki uticaj na masti, ali masti imaju znacajnu fizicku
funkciju u procesu ekstrudiranja, s obzirom da kao lubrikanti ogranicavaju ekspanziju
ekstrudata. Pri poveanom sadrzaju masti, obrtni momenat puZnice ekstrudera opada,
jer masti i ulja smanjuju frikciju u cevi, pa se smanjuje i ekspanzija proizvoda, usled
nedovoljno razvijenog pritiska tokom procesa (Riaz, 2000). Proizvodu se istovremeno
smanjuje nasipna masa, kao i brzina tonjenja, koja je izuzetno znacajna karakteristika
ekstrudirane hrane za ribe (Colovic et al., 2011). Ovo se naro¢ito de$ava ukoliko se lipidi
ne dodaju pazljivo i postepeno pre ekstrudiranja, ili na samom pocetku procesa, jer
dolazi do raslojavanja ulja i efekta podmazivanja. Pri temperaturama ekstrudiranja svi
lipidi prelaze u tec¢no stanje i neophodno je dispergovati ih u vidu sitnih kapljica, Cije
dimenzije ne prelaze 1um (Ilo et al, 2000). Ukoliko se doda prevelika koli¢cina masne
faze, kapljice ulja oblepi¢e biopolimere (Guy, 1994). Generalno, dodatak oko 0,5 %
biljnog ulja u smesSu na bazi cerealija znacajno sniZava unos specificne mehanicke
energije, ukoliko se ostali parametri odrzavaju na konstantnom nivou. Gubitak unosa
mehanicke energije snizi¢e temperaturu ekstrudiranog materijala, ali ¢e povecati

pritisak na matricu ekstrudera (Ilo et al., 2000).

Hemijske promene lipidne komponente u ekstrudiranom materijalu nisu izrazite,
ali se ne mogu ni zanemariti. Generalno je utvrdeno da u toku procesa ekstrudiranja
dolazi do slabe oksidacije masne faze zbog poviSenih temperatura i dejstva razlicitih sila
u procesu (Ilo et al, 2000). Rao i Arzt su ispitivali lipidnu oksidaciju smeSe na bazi
kukuruza tokom ekstrudiranja pri temperaturama od 115 do 175 °C. Sa porastom
temerature ekstrudiranja, rastao je i peroksidni broj dobijenog ko-ekstrudata zbog
ubrzane oksidacije masti pod dejstvom visoke temperature. Isti naucnici su ispitivali
stabilnosti proizvoda skladiStenog pri temperaturi od 37 °C i utvrdili da ekstrudati
proizvedeni pri viSim temperaturama imaju slabiju oksidativnu stabilnost od onih koji
su proizvedeni pri nizim temperaturama (Rao et Arzt, 1989). Sa druge strane, Alvarez i
saradnici utvrdili su da ekstrudiranje smeSe na bazi mesa pri temperaturama od 71 do
115 °C nema uticaj na porast peroksidnod broja u ekstrudatu (Alvarez et al., 1990).
MoZe se zakljuciti da je primenjena temperatura veoma bitan faktor koji odreduje brzinu

nastajanja peroksida i dugih produkata oksidacije masti tokom ekstrudiranja.
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Jo$ jedan razlog zbog Cega su ekstrudati podloZni oksidaciji tokom skladistenja
jeste njihova fizicka forma. Za ekstrudirani materijal karakteristicna je porozna
struktura sa mnostvom Supljina, Sto povecava kontaktnu povrsinu izmedu proizvoda i
kiseonika i omogucava prodiranje Kkiseonika u samu unutraSnjost ekstrudata
(Zademowski et al., 1997). Na taj nacin, oksidacija se ne odvija samo na spoljasnjoj
povrSini granule, ve¢ ravnomerno u citavoj njenoj zapremini. Pored toga, ne treba
zaboraviti da ekstrudiranje redukuje koncentraciju prirodno prisutnih antioksidanasa u
tretiranom materijalu, koji spadaju u nestabilna i lako reaktivna jedinjenja (Zademowski
et al, 1999). Da bi se sprecila oksidativna uzZeglost u toku skladiStenja, proizvodima se
Cesto dodaju razli¢iti antioksidansi, kao Sto su BHA, BHT, etoksikvin, meSavina
tokoferola, ili fero acetat, u koli¢ini od 0,2 % ukupnog sadrzaja masti u sirovini.
Limunska i askorbinska Kkiselina naj¢es¢e se dodaju u koli¢ini od oko 0,01 % kao

promotori antioksidanasa, koji potpomazu njihovo dejstvo (Riaz, 2000).

Kada se ispituje masnokiselinski sastav ekstrudirane hrane, neophodno je
obratiti paZnju na promene kod polinezasi¢enih masnih kiselina dugih lanaca, koje su
visoko reaktivne i podloZnije degradaciji. Takode, Zadernowski i saradnici su u svojim
eksperimentima sa jecmom pokazali da ekstrudiranje moze uticati na cis-trans pozicionu

izomerizaciju dvostrukih veza (Zadernowski et al., 1999).

Ekstrudirani proizvodi generalno nisu podlozni ezimatskom kvarenju. Ono je
najcesce posledica hidrolize, ili oksidativnih promena. Glavni uzrocnici su slobodne
masne Kkiseline, jer su osetljivije na oksidaciju od triglicerida (Riaz, 2000; Nawar, 1998;
Warho et al.,, 2011). Proces hidrolitickih promena lipida tokom ekstrudiranja takode je
moguce zaustaviti primenom visokih temperatura (oko 120 °C), vlage materijala od oko
20 % i slabijim dejstvom mehanickih sila. Pod ovakvim uslovima uspesno se deaktivira
enzim lipoksigenaza i spreCava hidroliza lipida. Sa daljim poviSenjem temperature i

sadrZaja vlage u materijalu, deaktivacija enzima je intenzivnija (/lo et al., 2000).

Stvaranje kompleksa izmedu lipida i amilozne frakcije skroba veoma je vaZzna
reakcija koja se odvija tokom ekstrudiranja, jer uti¢e na formiranje strukture
proizvedenog ekstrudata i na njegovu teksturu. Ovoj reakciji naroCito su podloZni
monogliceridi, slobodne masne kiseline i njihovi estri. Zbog toga se pomenuta jedinjenja
Cesto upotrebljavaju kao emulgatori, koji menjaju viskozitet obradivane mase.

Primenom visokih temperatura tokom ekstrudiranja, kompleksi lipida i amiloze se
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razlazu, da bi se ponovo formirali tokom hladenja ekstrudata (Guy, 1994). Kapacitet
formiranja amilozno-lipidnih kompleksa zavisi od prisutnog skroba u tretiranom
materijalu, pa prekomerno dodavanje lipida u smeSu ne izaziva efekat daljeg

emulgovanja, ve¢ dolazi do pojave lubrikacije.

Ukoliko se masti ekstrudiraju u kombinaciji sa ugljenim hidratima i proteinima,
pri niskom sadrzaju vlage (manje od 20 %) i poviSenim temperaturama (viSe od 150 °C),
formiraju se kompleksi lipidi-ugljeni hidrati i lipidi-proteini, ¢ime im se smanjuje
rastvorljivost u etru. Posebno su reaktivni polarni lipidi i slobodne masne kiseline. Ovo
se mora uzeti u obzir pri odredivanju sadrZaja ukupnih masti ekstrudiranih proizvoda,
naroCito ukoliko se primenjuje kisela hidroliza. Stvaranje kompleksa je poZeljno sa
nutritivnog aspekta, jer se poboljSavaju tekstura i ukus proizvoda. Naime, stvara se
utisak manje koli¢ine masnoce, nego Sto je zaista prisutno, a da se pri tome ne utice na

svarljivost proizvoda. (Riaz, 2007; Woodroofe, 1993).

U procesu ekstrudiranja, prisutni lipidi mogu da deluju kao plastifikatori, koji
povecavaju poKkretljivost polimernih molekula, snizavajuci viskozitet biopolimera, a time
i temperaturu njihovog topljenja i temperaturu prelaska u staklastu formu. Smanjeni
viskozitet uzrokuje slabije smicanje, Sto dalje negativno utice na formiranje strukture
biopolimera. Pravilnim dodavanjem lipida u smeSe, mogu se kontrolisati funkcionalne

karakteristike ekstrudata i prelazak mehanicke energije u toplotnu (Ilo et al., 2000).

Nije samo koli¢ina dodate masti znacajna za proces ekstrudiranja, vec¢ i sirovina iz
koje je dobijena, kao i mesto na kojem se inkorporira u proces. Utvrdeno je da mast koja
je kao komponenta neke druge sirovine dodata u smesu, ima manji uticaj na ekspanziju,
nego mast koja je naknadno dodata u preciS¢enom obliku. Zagrevanje masti na
temperaturu od 40 do 60 °C pre sitnjenja i meSanja u skladu sa prethodnim
proracunima, umanjuje promene viskoziteta mase usled temperature, potpomaze
termicku obradu i redukuje negativne efekte na ekspanziju (Riaz, 2007). Kao izvori
lipida koriste se salo, loj, Zivinska mast, razli¢ite uljarice i biljna ulja, ulje morskih

plodova, kao i meSavine svega navedenog (Riaz, 2000).

Pri odabiru sirovine, masti imaju prednost nad uljima, jer onemogucavaju
isticanje i migraciju masnih komponenti u gotovim proizvodima. Monogliceridi i

emulgatori (npr. lecitin) dodati u koli¢ini od 0,5 % do 1,0 % takode redukuju migraciju,
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izgradnjom kompleksa sa amilozom i proteinima, ¢ime se smanjuje lepljivost ekstrudata

(Riaz, 2007).

2.4.5 Problem ekstrudiranja uljarica i upotreba suncokretove sacme u cilju

prevazilazenja problema

Kao Sto je vec receno, veliki problem prilikom ekstrudiranja sirovina bogatih
mastima predstavljaju lubrikacija i ograni¢ena ekspanzija proizvedenog ekstrudata. Jo$S
jedan nedosatak koji se javlja jeste cedenje ulja, ¢ime se menja nutritivni sastav
proizvedenog ekstrudata, Sto je slucaj i sa ekstrudiranjem lanenog semena (Ivanov et al.,
2012b). Da bi se pomenuti problem prevaziSao, uljaricama se ¢esto dodaje jos jedna
sirovina, uglavnom proteinska komponenta, koja pokazuje dobru sposobnost adsorbcije
ulja. U literaturi su poznati primeri ko-ekstruzije lanenog semena sa sirovinama bogatim
proteinima, a kao dodatna komponenta uglavnom se koristio grasak (Judrez et al., 2010;

Htoo et al.,, 2008; Thacker et al., 2004).

Suncokret je nasa najvaZznija uljarica, tako da je suncokretova sa¢ma jedno od
najrasprostanjenijih i najceSc¢e korisS¢enih hraniva u Srbiji. Suncokretova satma (Slika
2.11) se u ishrani Zivotinja uglavnom Kkoristi zbog bogatog sadrZaja proteina, ali ona
takode sadrzi i znacajne koli¢ine ugljenih hidrata. U Srbiji, sadrzaj sirovih proteina
konvencionalne suncokretove sa¢me varira u granicama izmedu 33 i 37 %, dok sadrzaj
sirove celuloze varira od 18 do 23 %. Kao $to se moZe primetiti, koli¢ine ova dva
nutrijenta su u inverznom odnosu. Odgovaraju¢om preradom moZze da se proizvede i
satma sa viSe od 44 % sirovih proteina, Sto joj omogucava uporedivost sa sojinom
satmom. Takode, aminokiselinski sastav ta dva hraniva je komplementaran (Delic et al,
1992; Vilamide et San Juan, 1998; Dordevi¢ et Dini¢, 2011). S obzirom da je dobijena kao
nusproizvod proizvodnje suncokretovog ulja, pokazuje dobru mo¢ upijanja masti, pa se
namece kao dodatna komponenta u reSavanju navedenog problema prilikom
ekstrudiranja uljarica. Ako se poredi mo¢ absorpcije vode i masti, visokoproteinska
suncokretova sacma (43,6 % sirovih proteina) ima slabiju mo¢ upijanja vode od sojine
saCme (2,00:2.68 cm3/g) i vecu mo¢ upijanja masti (2,05:1,30 cm3/g) (Levic et al., 2005;
Levic¢ et Sredanovic, 2012).
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Slika 2.11 Suncokretove sa¢me razli¢itog kvaliteta

Pored izraZzene sposobnosti vezivanja masti, ovo hranivo pokazuje cCitav niz
drugih prednosti u ishrani Zivotinja. U odnosu na druge uljane satme, vitamini B grupe
su daleko najzastupljeniji u suncokretovoj satmi, a smatra se da je, posle sto¢nog kvasca,
ona najbogatiji izvor ovih vitamina u ishrani Zivotinja. U odnosu na sojinu sa¢mu, sadrzi
znatno vece koli¢ine tiamina (33:3 mg/kg), niacina (240:30 mg/kg) i biotina (1:0,35
mg/kg). Sto se ti¢e mineralnog sastava, suncokretova sa¢ma u poredenju sa sojinom
sadrzi znatno vecle koli¢ine fosfora (1:0,6 %), magnezijuma (0,50:0,26 %), joda
(0,70:0,15 mg/kg) i selena (0,70:0,10 mg/kg), a dva puta manju koli¢inu kalijuma
(1,1:2,1 %) (Levi¢, 1995).

Skrob koji sadrZi je skoro potpuno svarljiv (od 90 do 100 %) i usvojiv u ishrani
monogastri¢nih Zivotinja. Ipak, s obzirom na nizak sadrzaj u satmi, ne doprinosi mnogo
njenom ukupnom energetskom potencijalu. Nivo slabo svarljivih, neskrobnih
polisaharida i lignina u suncokretovoj satmi daleko je visi, Sto joj smanjuje hranljivu
vrednost. Velika koli¢ina lignina kojeg ima u suncokretovoj ljuski ¢ini sac¢mu
rezizstentnom na bakterijsku degradaciju u gastrointestinalnom traktu Zivotinja. Da bi
se usvojivost suncokretove saCme povecala, u hranivo se Cesto dodaju egzogeni enzimi,
ili se veStacki stvaraju uslovi za bolju svarljivost i absorpciju u digestivnom traktu.
Pomenuti postupci daju najbolje rezultate kada se primenjuju u ishrani nepreZzivara, jer
oni prirodno ne poseduju endogeni enzimski sistem sposoban da razgradi strukturne
polisaharide. Enzimski preparati pokazuju visoku specificnost u pogledu uslova u kome
deluju (pH vrednost i temperatura), kao i u pogledu supstrata na koji deluju, pa ih je
potrebno paZljivo odabrati. Takode se moraju uzeti u obzir fizioloSke karkteristike same

Zivotinje i karakteristike sirovina i aditiva u obroku. Enzimi moraju biti stabilni i aktivni
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pri normalnim vrednostima pH i temperature u digestivnom traktu Zivotinje. Vrlo Cesto,
hranivo se pre dodatka enzimskih preparata podvrgava razli¢itim predtretmanima, kao
Sto su usitnjavnje i razaranje parom, razli¢iti kiseli, bazni i oksidativni tretmani, ili
bioloSki postupci. Cilj ovih postupaka je smanjenje kristalnosti celuloze i ostalih
neskrobnih polisaharida, uklanjanje lignina, povecanje dostupne povrSine i razaranje
Celijskih zidova, da bi se na taj nacin povecala efikasnost dejstva enzima (Levi¢ et

Sredanovié, 2012).

Od antinutritivnih materija, u suncokretovoj sa¢mi identifikovane su hlorogenska
i kafena kiselina, ali su njihove koncentracije ispod toksi¢nih, pa ne predstavljaju
problem u ishrani Zivotinja. U nekim literaturnim navodima postoje podaci o Stethom
dejstvu antinutritivnih faktora suncokretove sacme u ishrani svinja. Medutim, smatra se
da su u pomenutim istrazZivanjima upotrebljavane sa¢me losijeg kvaliteta, pa negativan
uticaj potic¢e od visokog sadrzZaja suncokretove ljuske, a ne od antinutritivnih faktora,

kako je ranije pretpostavljano (Levi¢, 1995; Senkoylu et Dale, 1999).

Negativna karakteristika suncokretove sacme, sa aspekta ishrane Zivotinja, je
mali procenat lizina i visok udeo sirovih vlakana iz ljuske, kao i nedovoljno riboflavina,
dok holina gotovo da uopste ne sadrZi. Sve navedeno predstavlja ogranicavajuci faktor u
ishrani neprezivara. (Pordevi¢ et Dini¢, 2011; Pordevi¢ et al,, 2009). Najvecu hranljivu
vrednost ima sa¢ma od oljuStenog suncokretovog semena, koja sadrzi preko 50 %

proteina i ispod 8 % celuloze.

Sacma suncokreta se prema c¢lanu 17 Pravilnika o kvalitetu hrane za Zivotinje
4/2010 moze podeliti u cetiri klase kvaliteta (Pravilnik o kvalitetu hrane za Zivotinje,
2010). Prva klasa sadrzi minimalno 42% sirovih proteina i maksimalno 12% sirove
celuloze, a dobija se prosejavanjem standardne suncokretove satme. Ovim postupkom
se od 100 kg semena dobija oko 15 kg satme prve klase (Levi¢ et al, 1990). Pre
prosejavanja, sacma se melje u specijalnim mlinovima sa kuglama kako bi se usitnilo
jezgro, a da se pritom ljuska minimalno osteti. Kao ostatak nakon prosejavanja dobija se
hranivo sa 24 % sirovih proteinai 33 % sirove celuloze, koje se svrstava u suncokretovu
sa¢mu IV klase kvaliteta (minimalno 20 % sirovih proteina i maksimalno 34 % celuloze).
Ovakvo hranivo preporucuje se isklju¢vo za ishranu preZivara. Presovanjem i

ekstrakcijom delimi¢no oljuStenog zrna suncokreta dobija se sa¢ma II klase kvaliteta,
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koja prema Pravilniku mora da sadrZi minimalno 33 % sirovih proteina i maksimalno
21 % sirove celuloze, dok sa¢ma III klase kvaliteta pored zadovoljenja ovih kriterijuma,
moZe da sadrzi i do 8 % masti, Sto nije dozvoljeno za suncokretovu sa¢mu II klase

(maksimalan sadrzaj masti je 2 %).

2.4.6 Uticaj ekstrudiranja na prirodne toksine

Jedna od najznacajnijih prednosti ekstrudiranja nad drugim procesima obrade
sirovina je redukcija prirodnih toksina i antinutrijenata koji se nalaze u hrani za
Zivotinje. Ova jedinjenja izazivaju trovanja, ili redukuju upotrebljivost nutrijenata. lako
neka od njih imaju blagotvorne efekte na odrastao organizam, kod mladuncadi mogu da
izazovu retardiranost i zaostatak u razvoju. Obi¢no se nekoliko prirodnih toksina
istovremeno unistava, Sto olakSava i ubrzava postupak. Tako se, na primer, inhibitori
lecitina i a-amilaze potpuno uniStavaju pri ekstrudiranju zrnevlja, osim pri temperaturi
od 140 °Ci vlaznosti od 30 % (Riaz, 2000).

Verovatno najrasprostranjenije jedinjenje ove grupe je tripsin-inhibitor, koji se
nalazi u leguminozama, a reaguje sa enzimom varenja proteina kod Zivotinja. Dugotrajna
konzumacija ovog jedinjenja vodi do nesrazmernosti u rastu i hipertrofije pankreasa, jer
telo na njegovo prisustvo reaguje produkcijom veceg sadrzaja enzima. Da bi se
omogucila nesmetana upotreba leguminoza u ishrani Zivotinja, ove sirovine se najcesce
ekstrudiraju, uz kondicioniranje vodenom parom (Van den Hout et al., 1998). Tokom
ekstrudiranja, kako je ranije ve¢ objaSnjeno, generiSe se toplota usled dejstva
mehanickih sila, koja se prenosi konvekcijom kroz c¢itavu cev ekstrudera. PoviSena
temperatura, vlaga prisutna u materijalu i intenzivne sile smicanja koje se javljaju usled
velike brzine obrtanja puza, inaktiviraju dejstvo prisutnog tripsin inhibitora i na taj
nacin detoksifikuju tretirani materijal. Sile smicanja deluju na inaktivaciju enzima
njegovom fizickom deformacijom, pri ¢emu mu se narusava sekundarna, ili tercijerna
struktura, a nekada c¢ak i osnovni proteinski lanac. Smatra se da je ve¢ raskidanje
nekovalentnih interakcija izmedu reaktivnih grupa u enzimu dovoljno za njegovu

inaktivaciju (Van den Hout et al., 1998).
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Lektini (fitohemaglutinini) su glikoproteini koji se specificno i povratno vezuju za
odgovarajuce ugljene hidrate, ili druge glikoproteine. Ova jedinjenja koja su u
leguminozama prisutna u znacajnim koli¢inama, pokazuju ¢itav niz znacajnih pozitivnih
dejstava, ali takode i negativan uticaj na Zivotinjski organizam, koji se ogleda u inhibiciji
proteaze (Silva et al, 2012). Lektini se smatraju odgovornim za aglutinaciju
membranskih receptora u crevima (Eys et al., 2004). Primena parnog kondicioniranja i
ekstrudiranja pri temperaturi od 145 °C i viSe, dali su dobre rezultate u eliminaciji
fitohemaglutininske aktivnosti, koja je pokazatelj prisutnih lektina u sirovini (Kelkar et
al, 2012). Smatra se da je inaktivacija lektina posledica poviSenih temeratura uz

mehanicki tretman sirovine tokom ekstrudiranja.

Sa¢ma od pamukovog semena je nusproizvod ekstrakcije pamukovog ulja i u sebi
sadrzi od 41 do 44 % proteina, ali je, i pored visokog sadrzaja proteina, upotreba ovog
hraniva je prilicno ograniCena zbog prisutne toksi¢ne supstance - gosipola. Prisustvo
ovog jedinjenja u hrani za Zivinu povezuje se sa loSim performansama rasta i pove¢anom
stopom mortaliteta kod pili¢a. Ekstrudiranje se preporucuje kao jednostavan i efikasan
nac¢in za kontrolisano postizanje visokih temperatura i uspeSnu redukciju slobodnog
gosipola, uz dodatak lizina (Henry et al., 2001). Slobodan gosipol se lako vezuje za lizin
pri visokim temperaturama, ¢ime se mu smanjuje koncentracija koja moZe biti reaktivna

u organizmu pilica.

Cijanogeni glikozidi, kako je ve¢ napred recCeno, predstavljaju antinutritivne
faktore lanenog semena i za njihovu redukciju i inaktivaciju potrebna je primena
termickog tretmana uz prisustvo vlage, ili vodene pare. Ekstrudiranje lanenog semena
smatra se pogodnim za uklanjanje HCN iz materijala, jer se u postupku kombinuje
nekoliko razli¢itih uticaja: usitnjavanje, meSanje, zagrevanje pod visokim pritiskom u
prisustvu vlage, frikcija i smicanje. Usitnjavanje materijala uz istovremeno zagrevanje u
prisustvu vlage ubrzava proces hidrolize i formiranje HCN. Nakon opadanja radnog
pritiska po izlasku materijala iz cevi ekstrudera, nastala kiselina naglo isparava zajedno
sa vodom. Istovremeno visoki pritisak u cevi ekstrudera razara molekule cijanogenih

glikozida onemogucavajuci na taj nacin oslobadanje HCN (Wu et al., 2008).

JoS jedan znacajan aspekat tic¢e se alergena u hrani. [ako ekstrudiranje ne moze
eliminisati sve alergenske proteine, razvoj procesa vodi u ovom smeru. Upotreba puza

sa diskovima za gnjeCenje obezbeduje uniStavanje navedenih komponenti pri relativno
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niskim temperaturama, izazivaju¢i denaturaciju, prvenstveno povecanjem primenjenog
smicanja. PoviSenje temperature takode smanjuje sadrzaj alergena, ali promene u

koli¢ini napojne mase i brzini obrtanja puZa nisu dale uspeha (Riaz, 2000).

2.4.7 Uticaj ekstrudiranja na proteine

Proteinski sastojci su jedni od najznacajnijih konstituenata ekstrudirane hrane za
Zivotinje i u vecini slucajeva ¢ine od 20 do 75 % obradivane smeSe. Njihova vaznost ne
ogleda se samo u doprinosu nutritivnoj vrednosti, ve¢ i u funkcionalnim
karakteristikama, kao Sto su absorpcija vode, elasticnost i vezivnost (Riaz, 2007).
Izlaganje proteina konstantnim uslovima poviSene temperature, pritiska i mehanickog
dejstva sile smicanja tokom ekstrudiranja, prevodi ih u denaturisano stanje, smanjujuci
pri tome njihovu rastvorljivost (Harper, 1989). U procesu ekstrudiranja, proteini se
razlazu i potom ponovo povezuju disulfidnim vezama, vodoni¢nim vezama i
nekovalentnim interakcijama, pri ¢emu nastaju vlaknaste strukture u ekstrudatu
(Guerrero et al., 2012). Medutim, Zang i saradnici su u svojim eksperimentima pokazali
da se ekstrudiranjem frakcija proteina soje sa vrlo malim sadrZajem glicerola dobijaju
izuzetno krti ekstrudati koji ne poseduju vlaknastu strukturu. Stoga su naucnici su
zakljucili da je za pokretljivost i ponovo vezivanje proteinskih lanaca neophodno
prisustvo dovoljne koli¢ine glicerola (Zang et al, 2001). Nakon raskidanja prvobitnih
veza u proteinima, nove orijentacije lanaca proteina i njihovo povezivanje
intermolekularnim vezama uzrokuju formiranje stabilne trodimenzionalne proteinske
mreZze.

Veoma cesto je u proizvodnji hrane za Zivotinje poZeljno paZljivo denaturisati
protein ekstruzijom, jer umereno raskidanje proteinske strukture poboljSava svarljivost.
Drugi proteinski sastojci, opet, inhibiraju normalnu svarljivost ili smanjuju Zivotni vek
proizvoda. Primer za to je ureaza sojinog zrna, nepozeljan enzim koji se lako inaktivira
ekstruzijom. Slika 2.12 prikazuje promenu rastvorljivosti i stepen denaturacije proteina

u zavisnosti od temperature ekstrudiranja.

44



Doktorska disertacija

Dusica Colovié¢

rastvorljivost proteina
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» rastucatemperatura ekstrudiranja

Slika 2.12 Zavisnost rastvorljivosti i stepena denaturacije proteina od temperature

ekstrudiranja

Pri ekstruziji materijala bogatih proteinima u prisustvu redukuju¢ih Secera,
interakcijom pomenutih komponenata, formiraju se produkti Maillard-ove reakcije, Sto
utice na smanjenje nutritivne vrednosti finalnog produkta. Veéi sadrzaj vlage pri
ekstrudiranju, kao i manji sadrZaj redukujuc¢ih Secera, smanjuje opasnost od ove pojave
(Woodroofe, 1993).

Lizin je daleko najreaktivnija amino kiselina u granulama cerealija, zbog cega je
njegovo oCuvanje u ekstrudiranim proizvodima specijalno vazan zadatak. Dokazano je
da porast sadrzaja vlage sa 13 na 18 % pri 200 °C moZe drasti¢no da smanji degradaciju
lizina. Pod oS$trijim uslovima procesa, prisutnost ostalih aminokiselina, kao $to su cistin,
arginin i histidin, smanjuje se u finalnoj masi. Sa druge strane, analiticki podaci pokazuju
da je metionin vrlo postojan na Sirok spektar uslova kondicioniranja.

Sa stanovista ekstruzije, postoje dve forme proteina koje bi trebalo razmatrati:
denaturisani i nedenaturisani proteini. Denaturisani proteini su u pripremnoj fazi
izloZeni kuvanju do stepena pri kojem se neki od aminokiselinskih lanaca cepaju do
pojedinac¢nih aminokiselina, ili do krac¢ih lanaca (mesni obrok, riblji obrok, ekstrahovani
sojin obrok). Ovi proteini nisu u moguc¢nosti da Zelatiniziraju tokom ekstruzije, tako da
ne doprinose vezivnim osobinama smeSe sirovih materijala.

Nedenturisani proteini su oni koji prethodno nisu bili tretirani toplotom, ili na
neki drugi nacin. Njihovi aminokiselinski lanci su neoSteceni i pod odredenim uslovima
ekstruzije, formiraju gelove na isti nacin kao i skrob. PonaSaju se kao vezivni materijal,

pa se prakticno mogu koristiti samostalno kao jedini sastojak za dobijanje teksturisanih
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biljnih proteina. Nedenaturisani protein u kompleksu sa skrobom moZe da formira
stabilan proizvod u odnosu na vodu. Ipak, ukoliko su uslovi ekstruzije preostri,
nedenaturisani protein ¢e proci kroz stanje gela i vratiti se u inertno stanje denaturisan.

Sirovine koji sadrZe proteine dele se na biljne i Zivotinjske. U izvore biljnih
proteina ubrajaju se seme uljarica, kao Sto je sojino, i gluten iz pSenicne, ili kukuruzne
klice. IzraZzene funkcionalne karakteristike biljnih proteina zahtevaju da se sa
povecanjem njihovog udela u sirovinama, povecava i sadrZaj vlage. Generalno, biljni
proteini poseduju sledece osobine (Riaz, 2007):

1) Visok indeks rastvorljivog azota i visok indeks proteinske disperzibilnosti

2) Odlicna sposobnost absorpcije vode i vezivne karakteristike

3) Neka ograni¢enja u profilu amino kiselina, koja mogu zahtevati dodatak

specifi¢nih esencijalnih aminokiselina
4) Niska cena
5) Proteinski sastojci mogu sadrZzati i znacajnu koli¢inu masti, koja je dobar izvor
energije

6) Doprinose zaguSenju matrice usled nakupljanja materijala

Animalni proteini strukturno ne doprinose ekstrudiranoj masi, s obzirom da ne
ekspanduju, niti se kombinuju i povezuju sa ostalim sastojcima na nacin na koji to rade
skrobovi, ili biljni proteini. Ovo je na prvom mestu posledica visokog stepena termicke
obrade kojoj se podvrgavaju u pripremnoj fazi. U poslednje vreme, inovacije u obradi
sirovina proizvele su proteine sa visokim indeksom rastvorljivosti, Cinec¢i ih tako

korisnim sastojcima sa aspekta funkcionalnih osobina.

2.5 Eksperimentalni dizajn i metoda odzivne povrsine

Prilikom ispitivanja nekog sistema, njegovog razvoja i optimizacije, neophodno je
izvesti mnogobrojne eksperimente, bilo da je u pitanju laboratorija, pilot postrojenje,
industrijski pogon, ili klinicko istrazivanje. S obzirom na veliki obim posla koji prethodi
dobijanju bilo kakvog prakticno upotrebljivog rezultata, povecanje efikasnosti
istraZivanja je od izuzetne vazZnosti. Jedan od nacina da se to postigne jeste primena

statistickih matematickih metoda, ili dizajniranje eksperimenta. Eksperimentalni dizajn
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moZe da se definiSe kao planirani pristup nekom nau¢nom problemu, sa ciljem da se
odredi uzroc¢no-posledi¢na veza izmedu zavisnih i nezavisnih parametara nekog
procesa. Njegova osnovna svrha je da se prikupi maksimalna koli¢ina relevantnih
podataka, uz minimalan utroSak vremena i eksploataciju uredaja i sirovina.
Eksperimentalni dizajn trebalo bi da bude $to jednostavniji i konzistentniji, a da pritom
ispunjava zahteve postavljenog problema (Lazi¢, 2004).

Danas je poznat citav niz razlicitih tipova eksperimentalnog planiranja, kao Sto
su: centralni kompozitni dizajn (CCD), centralni kompozitni rotacioni dizajn (CCRD),
centralni kompozitni ortogonalni dizajn (CCOD), potpuni eksperimentalni dizajn,
Doehlert-ove matrice (DM), Box - Behnken-ov dizajn (BBD) i mnogi drugi (Lazi¢, 2004;
Ferreira et al, 2007; Batmaz et Dokuz, 2002). Koji ¢e od pomenutih biti primenjen u
planiranju eksperimenta, zavisi od cilja istrazivanja. Tako se, na primer, jednostavan
komparativni dizajn primenjuje u pocetnim istrazivanjima i ispitivanju uticaja samo
jednog faktora na jednu zavisnu veli¢inu procesa. Za utvrdivanje osnovnih interakcija i
dobijanje regresionog modela (polinoma) prvog reda, preporucuje se potpuni
eksperimentalni dizajn (Lazi¢, 2004; Batmaz et Dokuz, 2002). Kada je krajnji cilj
istraZivanja optimizacija nekog postupka, onda je za opisivanje uzroc¢no-posledi¢nih
veza izmedu nezavisno i zavisno promenljivih veli¢ina procesa neophodno primeniti
polinome drugog reda. U tom slucaju, najcesce se uoptrebljavaju CCD, CCRD, DM i BBD, a
svaki od posmatranih nezavisnih parametara (faktora) mora imati tri, ili pet nivoa
vrednosti, Sto zavisi od konkretnog dizajna (Lazié, 2004; Batmaz et Dokuz, 2002;

Ferreira et al, 2007; del Castillo, 2007).

Jedna od prednosti BBD nad ostalim tipovima dizajna je ta da ne sadrzi
kombinacije parametara u kojima su svi faktori na svojim najvisim, ili najniZim nivoima.
Zbog toga je ovaj tip dizajna podesan za izbegavanje ekstremnih uslova rada, pod kojima
se Cesto dobijaju nezadovoljavajuci rezultati sa velikim odstupanjima (Ferreira et al.,
2007). U Tabeli 2.2 uporedene su efikasnosti razliCitih tipova eksperimentalnog dizajna,
pri ¢emu je efikasnost definisana kao odnos broja koeficijenata u matematickom modelu

i broja neophodnih eksperimenata.
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Tabela 2.2 Efikanost razlicitih tipova eksperimentalnog dizajna (Ferreira et al., 2007)

Broj Broj eksperimenta (f) bez Efikasnost (p/f)
Faktor Kkoeficijenat ponavljanja u centralnoj tacki
i(k) a(p) CCD DM BBD CCD DM BBD
2 6 9 7 - 067 086 -
3 10 15 13 13 0,67 0,77 0,77
4 15 25 21 25 0,60 0,71 0,60
5 21 43 31 41 049 0,68 0,61
6 28 77 43 61 0,6 0,65 0,46
7 36 143 57 85 0,25 0,63 042
8 45 273 73 113 0,16 0,62 0,40

Metoda odzivne povrsine (RSM - Response Surface Methodology) predstavlja
jednostavan i Siroko upotrebljavan postupak ispitivanja odnosa izmedu nezavisnih
parametara procesa i razli¢itih karakteristika dobijenog proizvoda, ili zavisnih veli¢ina
procesa. U danaSnje vreme postala je najceS¢e upotrebljavana tehnika za razvijanje
razli¢itih matematickih modela. Metoda predstavlja empirijsku statisticku tehniku koja
se primenjuje za regresionu analizu podataka dobijenih u eksperimentima, reSavanjem
sistema jednacina. Svaka od dobijenih jednacina predstavlja po jednu funkciju odziva
(zavisno promenljivu veli¢inu koju Zelimo da ispitamo). Ove funkcije mogu se graficki

prikazati kao odzivne povrsine, po ¢emu je metoda i dobila ime (del Castillo, 2007).

Protekli niz godina, RSM se u kombinaciji sa razli¢itim eksperimentalnim
dizajnima uspesno primenjuje u optimizaciji parametara ekstrudiranja. Mnogobrojni su
primeri optimizacije ekstrudiranja primenom ove metode u proizvodnji razlic¢itih
dvokomponentnih smesa, kao Sto su jeCam - groZzdana komina (Altan et al, 2008),
kukuruz - soja (Pérez et al., 2008), soja - indijski krompir (Iwe et al, 2004), brasno
pirin¢a - amarantus (Ilo et Berghofer, 1999), pektin - proteini soje (Bueno et al., 2009),
itd. Metoda se pokazala pogodnom za modelovanje procesa ekstrudiranja cerealija i

skroba (Vainionpdd, 1991, 1995; El-Dash et al., 1983), zatim Zitarica i njihovih produkata
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(Zang et al., 2011; Guha et al., 2003; Reyes-Moreno et al., 2003), kao i u proizvodnji brze
hrane (Yagci et Gogiis, 2008; Pansawat et al., 2008).

BBD spada u grupu rotacionih, ili pribliZno rotacionih tipova dizajna drugog reda,
a baziran je na nepotpunom faktorskom dizajnu na tri nivoa. Za tri faktora, ovaj tip
eksperimentalnog dizajna moze se graficki predstaviti kao kocka sa centralnom tackom i
srediSnjim tackama na ivicama (Slika 2.13 a), ili kao tri ukrStena 22 faktorska dizajna sa

centralnom tackom (Slika 2.13 b) (Ferreira et al., 2007).

s

% X,

a) b)
Slika 2.13 Graficko predstavljanje Box-Behnken dizajna (Ferreira et al, 2007)

Broj tretmana neophodan za primenu BBD definisan je kao:
N=2xkx k—1 +C, (3)

gde je N - broj tretmana, k - broj faktora (nezavisnih parametara procesa), a C, - broj

cetralnih tacaka.

Dizajn se smatra nepotpunim jer se ne variraju sve nezavisno promenljive

istovremeno, pri svakom tretmanu, vec se formiraju takozvani ,blokovi“, ¢iji izgled zavisi

od broja faktora (nezavisno promenljivih).

RSM uglavnom se fokusira na probleme u kojima se posmatra samo jedan odziv,
odnosno jedna zavisno promenljiva karakteristika. Medutim, prilikom razvijanja nekog
proizvoda ili procesa, mnogo CeSce je neophodno uskladiti nekoliko odziva, kako bi se
dobilo najbolje reSenje, posmatrano sa razliCitih aspekata (Jeong et Kim, 2009). U

literaturi se ovakav problem uglavnom naziva “problem viSestrukih odziva” (Khuri,
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1996). Kada se govori o procesima sa nekoliko odziva, postavljeni cilj se najceS¢e resava

kroz sledece tri faze (Costa, 2011):

e Prikupljanje podataka - eksperimentalno se dobijaju podaci, koji se
sakupljaju i obraduju, kako bi se utvrdilo koji od njih ima statisticki
znacajan uticaj na ispitivane veli¢ine procesa.

e Izrada modela - pronalaze se kvadratne jednacine koje opisuju ispitivane
kvalitativne karakteristke kao funkcije kontrolnih faktora (nezavisno
promenljivih).

e Optimizacija - modeli se ispituju kako bi se utvrdili nivoi nezavisno

promenljivih parametara pri kojima ¢e se posti¢i optimalni uslovi sistema.
Optimizacija problema viSetrukih odziva se moZe predstaviti izrazom 4:

Optimizacija 1(x), y2(x),... yi(x)}
Predmet XEQ (4)

Gde je: yi(x) i-ti odredeni model odziva, a () je opseg merenja (Jeong et Kim, 2009).

Postoji nekoliko nacina za optimizaciju, a jedan od najc¢es¢e upotrebljavanih je
takozvani postupak ,poZeljne funkcije“ (desirability function) (Deringer, 1994; Jeong et
Kim, 2009). U pomenutom pristupu, koji je prvi put predstavio Harrington joS 1965.
godine, svaki utvrdeni odziv se transformiSe u vrednost koja se naziva pojedina¢na
“pozeljna funkcija” i moZe se kretati izmedu 0 i 1. Sto je vrednost bliZa 1, to je funkcija
poZeljnija. Kombinacijom pojedinacnih poZeljnih funkcija dobija se ukupna poZeljna
funkcija, ¢ija vrednost opet treba da bude Sto bliZze 1. Na osnovu nje se pronalazi
kompromisno reSenje za zadovoljavanje viSestrukih kriterijuma, koji su vrlo Cesto u
suprotnosti jedni sa drugima (Trautmann et Weihs, 2006; Jeong et Kim, 2009). S obzirom
da nemaju svi odzivi jednak znacaj u optimizaciji, svakom od njih se dodeljuje prioritet,
od kojeg Ce zavisiti i optimalne vrednosti parametara. Najmanje znacajnom odzivu
dodeljuje se vrednost prioriteta 1, a najznacajnijem 5. Ukupna poZeljna funkcija imace
vrednost 1 samo u slucaju da svaka pojedinacna poZeljna funkcija ima maksimalnu
vrednost. Kada makar jedna pojedinacna funkcija ima vrednost 0, tada ¢e i ukupna
poZeljna funkcija imati vrednost 0, odnosno nemoguce je posti¢i optimizaciju procesa

(Costa, 2011).
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3. MATERIJAL 1 METODE

Eksperimentalni deo doktorske disertacije u potpunosti je uraden na Nau¢nom
institutu za prehrambene tehnologije u Novom Sadu, Univerziteta u Novom Sadu.
Procesi mlevenja sirovina, ko-ekstruzije i hladenja nakon proizvodnje ko-ekstrudiranog
hraniva izvedeni su u pilot postrojenju za proizvodnju hrane za Zivotinje. Hemijske
analize sirovina i proizvedenog hraniva uradene su u hemijskoj, a mikrobioloska
ispitivanja u mikrobioloskoj laboratoriji Nau¢nog instituta za prehrambene tehnologije u
Novom Sadu. Instrumentalne analize uzoraka izvedene su na odeljenju mikroanalitike u
okviru objedinjene laboratorije Nau¢nog instituta za prehrambene tehnologije u Novom
Sadu. Postupak skladistenja ko-ekstrudata pri Kkontrolisanim uslovima relativne
vlaZnosti vazduha i temperature sproveden je u okviru fizicke laboratorije Istrazivackog
centra za tehnologiju hrane za Zivotinje i animalnih proizvoda Naucnog instituta za
prehrambene tehnologije u Novom Sadu. Na osnovu eksperimentalnih podataka
formirani su matematicki modeli, koji opisuju uticaj variranih parametara procesa na
kvalitet dobijenog funkcionalnog hraniva i utvrdene su oksidativne i mikrobioloske

promene ispitivanog ko-ekstrudata u toku skladiStenja.

3.1. Materijal

Sirovine koje su koriS¢ene u proizvodnji funkcionalnog hraniva su laneno seme i
suncokretova sa¢ma. Upotrebljeno laneno seme je autohtone sorte ,Ljupko”, Centra za
poljoprivredna i tehnoloska istrazivanja iz Zajecara. Proizvedeno je u opStini Zajecar,
atar sela Veliki Izvor u dolini reke Beli Timok. Tip zemljiSta na kojem je lan uzgajan je
podzol. Suncokretova sa¢ma koriS¢ena u eksperimentu je nabavljena iz uljare ,Victoria
0il“ a.d. iz Sida. Iz proizvodnog procesa uzeta je saéma sa oko 38 % proteina, racunato
na suvu materiju. Sa¢ma je upotrebljena u cilju sprecavanja isticanja lanenog ulja, kao
visokokvalitetnog nutritivnog sastojka, prilikom ekstrudiranja.

Radi produzenja odrzivosti proizvedenog funkcionalnog hraniva, samlevenom
ko-ekstrudatu su u toku skladistenja dodavani komercijalni preparati karvakrol i

vitamin E, sa poznatim antioksidativnim i antimikrobnim dejstvom.
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Primenjeni vitamin E bio je u obliku praha, pod komercijalnim nazivom Lutavit

E50 proizvodaca BASF Corporation, sledec¢ih karakteristika:

e Izgled: prah, adsorens na bazi koloidne silike
e SadrZaj: minimum 50 % vitamin E acetata

e Rastvorljivost: nerastvorljiv u vodi

e Gubitak pri suSenju: maksimalno 5 %

e Velic¢ina Cestica < 0,84 mm

e Nasipna masa: 0,45 - 0,60 g/cm3

Upotrebljeni karvakrol, proizvodaca Food Base Kft. (G6d6116, Madarska) imao je

sledecée karakteristike:

e Hemijska formula: C1oH140

e Molekulska masa: 150,22 g/mol

e Izgled: bezbojna do bledoZuta prozirna te¢nost
e Temperatura kljucanja: 238 °C

e Temperatura paljenja: 85 °C

e Gustina: 0,9650 - 0,9800 g/cm3

e Rastvorljivost: u alkoholima

3.2 Tehnoloski postupak ekstrudiranja

Postupak ko-ekstrudiranja lanenog semena i suncokretove satme u cilju
dobijanja funkcionalnog hraniva izveden je u pilot postrojenju za proizvodnju hrane za
Zivotinje Istrazivackog centra za tehnologiju hrane za Zivotinje i animalnih proizvoda u
okviru Naué¢nog instituta za prehrambene tehnologije u Novom Sadu. Sematski prikaz

linije proizvodnje dat je na Slici 3.1
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mesanje lanenog

E:!e:::éesmena semena | ekstrudiranje hladenje
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dodavanje vode do
zeljene vlainosti
materijala

Slika 3.1 Sematski prikaz linije za proizvodnju funkcionalnog hraniva

Za mlevenje lanenog semena upotrebljen je laboratorijski mlin ¢ekic¢ar sa Cetiri
¢ekica u svakom od Cetiri postojeca reda (ukupno Sesnaest Cekica), Tip 11, proizvodaca

»ABC InZenjering” (Pancevo, Srbija), sa sledeéim karakteristikama (Slika 3.2):

e snaga motora - 2,2 kW

e kapacitet - 200 kg materijala/ h

e frekvencija - 50 Hz

e broj obrtaja motora - 2880 o/ min.
e precniksita-31cm

e duZinajednog ceki¢a - 10 cm.

U eksperimentima je upotrebljeno sito precnika otvora od 4 mm. PokuSana je i
upotreba sita sa otvorima manjih prec¢nika, ali je zbog velike koli¢ine ulja u lanenom

semenu to bilo nemoguce.

Slika 3.2 Laboratorijski mlin ¢eki¢ar
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Mesanje materijala izvedeno je u dvoosovinskoj lopatastoj mesalici - parnom
kondicioneru, model SLHSJ0.2 ,Muyang“ (Kina), sa duplim zidovima (plaStom),
rezervoarom za doziranje tecnosti i vodovima za doziranje pare i vode. Svaka osovina na
sebi sadrZi Cetrnaest lopatica. Postupak parnog kondicioniranja u ovom eksperimentu
nije koriScen, jer u tom slucaju ne bi bilo moguce precizno podesiti Zeljenu vlaZnost
materijala. Zbog toga je smeSi, preko rezervoara za doziranje tecnosti, postepeno

dodavana voda. Karakteristike mesalice su sledece:

e snaga motora - 2,2 kW

e Kkapacitet - 100 kg materijala/ Sarzi
e frekvencija - 50 Hz

e tezina meSalice - 720 kg

e vreme meSanja-90s

¢ koeficijent varijacije smeSe nakon mesSanja-CV <5 %

Samlevene sirovine u odnosu 50:50 meSane su bez dodatka vode 45 s, nakon ¢ega
je postepeno dozirana odgovarajuca koli¢ina vode i meSanje je nastavljeno jos 45 s.

Nakon mesSanja, pristupilo se ekstrudiranju materijala na uredaju ekstruder/
ekspander OEE 8, AMANDUS KAHL GmbH & Co. KG iz Nemacke (Slika 3.3), sledec¢ih
tehnickih karakteristika:

e maksimalan kapacitet - 100 kg/h

¢ maksimalna brzina obrtanja puza ekstrudera - 600 o/min.
e snaga motora- 11 kW

e snaga dozirnog sistema - 0,37 kW

e odnos duzine i precnika cevi ekstrudera (L/D) - 8,5:1

Ukupna koliCina ekstrudiranog materijala iznosila iznosila je 378 kg. Ekstrudirano je

14 kg smeSe po tretmanu, od ¢ega je za dalje analize uzeto 2 kg ko-ekstrudata.
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Slika 3.3 Ekstruder upotrebljen u eksperimentu

Brzina obrtanja puZa ekstrudera, kapacitet napunjenosti cevi ekstrudera, tj.
brzina protoka materijala kroz ekstruder i ukupna povrSina otvora na matrici
podesavani su na osnovu vrednosti dobijenih eksperimentalnim dizajnom.

Utrosena energija tokom ekstrudiranja pracena je na digitalnom displeju
ekstrudera. Kako je na uredaju moguce ocitati samo procenat iskoriS¢enja snage motora,

potrosnja energije izracunata je na sledeci nacin (5):

Iskoris je motora (%) * Snaga  motora (kW
Potrosnja  energije  (KWh % )= skoriscen ) (0) g . (kW) x10 (5)
Kapacitet punjenja ( %)

Potrosnja energije izraZena je kao srednja vrednost deset uzastopnih merenja.
Temperature koje su postizane tokom ekstrudiranja, merene su kontaktnim

termometrima izradenim u Centru za mikroelektronske tehnologije i monokristale

(IHTM, Beograd), na Cetiri mesta kao na Slici 3.4. Izmerene temperature izraZene su kao

srednja vrednost deset uzastopnih merenja.

55



Doktorska disertacija

Dusica Colovic¢

Usipni kos
pu; t#Wt3t2 t1

I T
%

‘*‘iﬁﬂ’%\ ‘5\ i *-\ \

) 7)) 0,

Osovina puza Cev ekstrudera
ekstrudera

Slika 3.4 Tacke merenja temperature u cevi ekstrudera

Dobijeni ko-ekstrudat je doziran uz pomo¢ vibrodozera u vibro susnicu/hladnjak
(model FB 500x200, “Amandus Kahl”, Nemacka), gde je hladen 10 minuta pri
temperaturi od 25 °C i protoku materijala od 18 kg/h (Slika 3.5).
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Slika 3.5 Vibro suSnica/hladnjak

3.3 Osnovne hemijske analize sirovina i ko-ekstrudata

VlaZnost materijala odredena je prema AOAC 950.46 metodi, suSenjem na
temperaturi od 103 = 2 °C u suSnici, do konstantne mase (AOAC, 2000). Za utvrdivanje
sadrZaja sirovih proteina upotrebljena je Kjeldalova titrimetrijska metoda (SI. list SFR],
br. 15/87), a sadrzaj sirovog pepela odreden je po AOAC 942.05 metodi (AOAC, 2000).
Ukupna koli€ina sirovih vlakana odredena je metodom AOAC 978.10 (AOAC, 2000).
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Ukupan sadrzaj masti odreden je na uredaju za ekstrakciju masti, prema
proceduri proizvodaca (Soxtec System HT, model 1043 Extraction unit, ,Foss Tecator
AB*, Svedska) i u skladu sa metodom AOCS Ba 3-38 (AOCS, 2001) i Pravilnikom o
metodama uzimanja uzoraka i metodama fizickih, hemijskih i mikrobioloskih analiza

stoCne hrane (Sl. list SFR], br. 15/87).

Sadrzaj kalcijuma i fosfora u lanenom semenu koje je upotrebljeno za
proizvodnju ko-ekstrudata odreden je prema metodama Sl. list SFR], br. 15/87. Sadrzaj
gvozda, magnezijuma, mangana, kalijuma i cinka odreden je u skladu sa metodom SPRS

ISO 6869:2004.

Indeks rastvorljivosti azota (NSI — Nitrogen Solubility Index) odreden je u skladu

sa JUS ISO E.N8.001:2000.

Kiselost masne faze ko-ekstrudata odredena je standardnom metodom
alkalimetrijske titracije JUS E.K8.026/1991, (Dimi¢ et Turkulov, 2000), nakon hladne
ekstrakcije masne faze. Hladna ekstrakcija masne faze iz uzoraka izvedena je pomocu
smeSe dietiletar/ etanol (95 % vol) u odnosu 1:1. Pre ekstrakcije, uzorci su fino
samleveni u laboratorijskom mlinu sa hladenjem (FOSS Knifetec™ 1095, Tecator
technology, Denmark). Ekstrakcija se izvodila u trajanju od 24 sata, uz blago muckanje.
Nakon filtritanja ekstrakta, rastvarac je uklonjen uparavanjem u vakuum uparivacu.
Kiselost je izraZena je kao sadrzaj slobodnih masnih kiselina (SMK) u ko-ekstrudatu i
predstavlja maseni procenat slobodnih masnih kiselina u masnoj fazi ko-ekstrudata,
racunato na oleinsku masnu kiselinu (C 18:1), u skladu sa JUS ISO 729:1992.

Svi uzorci su inertizovani u struji azota i ¢uvani u sterilnim vredicama za

uzorkovanje u zamrzivacu na temperaturi od -20 °C do momenta izvodenja analiza.

3.4 Odredivanje sadrZaja cijanogenih glikozida preko sadrzaja cijanovodonicne

Kiseline u uzorcima

Sadrzaj HCN u uzorcima lanenog semena i ko-ekstrudata lan-suncokretova saCma
odreden je alkalnom titracijom sa srebro nitratom (AgNOs3), prema zvanicnoj AOAC
metodi broj 915.03, sekcija b (AOAC, 2000), koja se preporucuje za biljne toksine.
Dvadeset grama samlevenog uzorka izmereno je u Kjeldalovu tikvicu u koju je potom

57



Doktorska disertacija

Dusica Colovié¢

dodato 200 ml vode radi hidrolize uzorka i oslobadanja HCN. Prema originalnoj metod,i,
ovako pripremljen uzorak trebalo bi da se hidrolizuje od 2 do 4 sata u tikvici koja je
direktno povezana sa aparaturom za destilaciju vodenom parom. S obzirom da je
primeceno da 4 sata nije dovoljno za potpunu hidrolizu, metoda je modifikovana tako da
su uzorci ostavljani da odstoje najmanje 8 - 10 sati u hermeticki zatvorenoj tikvici, koja
se neposredno pred destilaciju otvarala i brzo prikljucivala na ve¢ pripremljenu

aparaturu za destilaciju.

Zadnji kraj destilacionog hladnjaka uranja se u erlenmajer zapremine 500 ml,
prethodno napunjen sa 20 ml vodenog rastvora NaOH (0,5g u 20 ml vode) u koji se
sakuplja oko 150 do 160 ml destilata. Potom se destilat razblazuje vodom do zapremine
od 250 ml, iz ¢ega je uziman alikvot od 100 ml koji se prebacuje u manji erlenmajer (250
ml), gde je destilatu dodato 8 ml 6M amonijum hidroksida i 2 ml 5 % rastvora kalijum
jodida. Na isti nacin pripremana je i slepa proba. Analit je titrisan 0,02 molarnim
rastvorom AgNO3 pomo¢u mikrobirete. Zavrsna tacka titracije lako se uocavala, narocito

naspram tamne podloge, kao svetlo, blago, ali trajno zamucenje.

Kako srebro iz AgNOs u reakciji sa HCN postaje dvovalentno, sadrZaj

cijanovodonicne Kiseline izracunavan je preko jednacine 6:

razblazenj e y 1000

X =CX(V~V,)xX5b4x (6)

alikvot m

Gde je: X - sadrZaj cijanovodonicne kiseline u uzorku (mg/kg uzorka)
m - masa uzorka (g)
C - koncentracija AgNO3 (mol/I)
V - zapremina utrosenog standardnog rastvora AgNO3 (ml) za titraciju destilata
Vo - zapremina utroSenog standardnog rastvora AgNOs (ml) za titraciju slepe
probe
Stepen uklanjanja HCN iz uzoraka (%) nakon ekstrudiranja izracunat je preko

jednacine 7:

L _ sadrzaj HCN  nakon ekstrudira nja
% uklanjanja HCN =(1- ) X100
sadrzaj HCN u netretiran om  materijalu (7)

58



Doktorska disertacija

Dusica Colovié¢

3.5 Odredivanje sastava masnih Kiselina u uzorcima

Za analizu masnokiselinskog sastava, masti su se iz uzoraka ekstrahovale
superkriticnom ekstrakcijom sa CO2 na FAT analyzer-u 2000 (Leco Corporation, USA).
Kao fluidni rastvaraC koriS¢en je superkriti¢ni CO2, Cistoe 99,995 % i konstantnog
protoka od 2 1/min. Infuzorijska zemlja sastava: do 54 % kristalne silike, manje od 50 %
kristobalita i manje od 4 % kvarcnog peska, upotrebljena je kao adsorbens za vezivanje

tragova vode iz uzoraka, a dodavana je direktno u uzorak u koli¢ini od 2g/g uzorka.

S obzirom na to da proizvodac nije razvio metodu za ekstrakciju masti iz lanenog
semena, pre analize uzoraka pristupilo se optimizaciji parametara procesa, prilagodenih
ovoj vrsti uzoraka. Za ekstrakciju masti iz lanenog semena utvrdeni su slede¢i optimalni

parametri (Ivanov et al,, 2012a):

e Ekstrakcioni pritisak, pe= 62,05 MPa
e Vreme dinamicke ekstrakcije, DET = 45 minuta
e Zapremina dodatog etanola kao ko-rastvarca, Ve = 1 ml

e Temperatura Celije i promenljivog toplotnog restriktora = 100 °C

Isti uslovi ekstrakcije primenjeni su i na ko-ekstrudat lan-suncokretova sa¢ma,
jer se pokazalo da daju zadovoljavajuce rezultate. Ektrakcija je izvedena pod uslovima i
prema postupku opisanim u radu Ivanov et al. (2012a). Ovako dobijeni ekstrakti dalje su

upotrebljavani za pripremu metil-estara masnih kiselina i masnokiselinsku analizu.

Metil-estri masnih kiselina pripremani su metodom po Veresbaranjiju kao
preporuenom za ovaj tip uzoraka, u procesu transmetilacije sa 14 % metanolnim
rastvorom bortrifluorida (Karlovi¢ et Andri¢, 1996). Kao rastvara¢ upotrebljen je
n-heptan, a za inertizaciju i oslobadanje metil estara masnih kiselina od ostataka

rastvaraca primenjivano je uparavanje u struji azota.

Pripremljeni uzorci analizirani su na gasnom hromatografu (GC) Agilent 7890A
system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) sa plameno-jonizuju¢im detektorom

(FID - Flame lonization Detector) i autoinjektuju¢im sistemom za tec¢nosti, na kapilarnoj
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koloni od meSane silike DB-WAX 30 m, 0,25 mm, 0,50 um. Kao gas nosac upotrebljen je
helijum cistoce 99,9997 vol %, pri protoku od 1,5 ml/min i pritisku od 1,092 bara.
Uzorci su ubrizgavani u kolonu u takozvanom split reZmu, €iji je odnos iznosio 30:1.
Primenjeni temperaturni reZim prikazan je na Slici 3.6. Ukupno vreme jedne analize

iznosilo je 41,311 minuta.

Rate Value Hold Time Run Time
C/min T min min
b onid) 4 iE
Ramp 1 25 155 5
Ramp 2 3 205 35 23533
Ramp 3 5 230 15 41.311
*

Slika 3.6 Temperaturni rezim rada GC-FID pri analizi sastava masnih kiselina uzoraka

Pikovi metil estara masnih kiselina identifikovani su poredenjem retencionih
vremena iz uzoraka sa retencionim vremenima iz standarda “Supelco 37 component
fatty acid methyl ester mix” kao i sa internim podacima dobijenim u prethodnim

ispitivanjima masnih kiselina na gasnom hromatografu sa masenim detektorom.

Dobijeni rezultati izraZavani su kao masa pojedinacne masne kiseline, ili grupe

masnih kiselina (g) u 100 g masnih kiselina iz uzorka, tj. kao relativni maseni sadrzaji.

3.6 Eksperimentalni plan i statisticka obrada podataka

U eksperimentu je primenjen BBD pre svega kako bi se izbegli ekstremni uslovi
rada uredaja. Izgled blokova ovog dizajna za Cetiri faktora, koliko je u eksperimentu

varirano, prikazan je u tabeli 3.1 (del Castillo, 2007).
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Tabela 3.1 Box-Behnken-ov dizajn za Cetiri faktora (nezavisno promenljive)

X1 Xz X3 X4

*+] *1 0 0
0 0 +1 +1
0 0 0 0
0 +1 +1 0
+1 0 0 +1
0 0 0 0
*+] +1

+1 +1
0 0 0 0

Kao Sto se moZe primetiti, kompletan eksperiment sastoji se iz tri bloka od po
osam tretmana. Ako se svakom bloku doda po jedna cetralna tacka, svaki od njih postaje
ortogonalnan u odnosu na ostale, a ukupan broj tretmana iznosi 27.

BBD se upotrebljava za fitovanje kvadratnih polinoma, pa je model odzivne

povrSine predstavljen jednac¢inom 8 (del Castillo, 2007, Lazié, 2004):

Y= biXi+ bii Xlzl+ bUXl]+b0 (8)

Gde je:Y - odzivna funkcija
X; - procesni parametri
b; - linearni koeficijenti
b;; - kvadratni koeficijenti
b;; - koeficijenti interakcije

b, - odsecak

Broj parametara koji se na osnovu dobijenih podataka iz eksperimenta mogu

izraCunati iznosi 15, prema jednacini 9 (del Castillo, 2007):
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p=k+1 xX(k+2)/2 9

Gde je: p - broj parametara polinoma drugog reda.

[spitivani faktori ekstrudiranja (nezavisni parametri procesa) i njihovi nivoi prikazani su

u tabeli 3.2.

Tabela 3.2 Vrednosti nivoa ispitivanih faktora ekstrudiranja

Nivoi ispitivanih faktora

-1 0 +1
Faktor Simbol (nizak nivo) (srednji nivo) (visok nivo)
Vlaga polaznog materijala (%) X1 7 11,5 16,0
Brzina obrtanja puZnice (o/min) Xz 240 390 540
Kapacitet punjenja (kg/h) X3 16 24 32
Povrs$ina otvora matrice (mm?2) X4 19,8 39,6 59,4

Za statisticku obradu podataka upotrebljen je program STATISITICA, version 10.
Znacajnost uticaja svakog od faktora kao i njihovih interakcija odredivana je poredenjem
t-vrednosti i p-vrednosti za svaki od koeficijenata u regresionoj jednacini, dok je
znacajnost samog modela odredena pomocu njegove F-vrednosti i p-vrednosti. Procenat
ukupnih varijacija koje se mogu objasniti empirijskim modelom je opisan pomocu
koeficijenta determinacije (R?). Smatra se da je poklapanje eksperimentalnih podataka
sa predloZenim modelom dobro ukoliko R2 prelazi 0,80 (Myers et al., 1995). Grani¢na t-
vrednost za primenjeni eksperimentalni dizajn iznosi 1,78, a F-vrednost 2,6169 (Lazic,
2004; NIST/SEMATECH 2012). Statisticki znaCajnim su se smatrale vrednosti vece od
grani¢nih. PovrSine odziva crtane su tako S$to su dva parametra odrZavana na
konstantnoj vrednosti iz centra plana, dok su preostala dva parametra varirana.

Za optimizaciju parametara, odnosno faktora koriS¢ena je modifikovana
Harringtonova metoda pozeljene (trazene) funkcije, a radena je u softerskom paketu
DESIGN-EXPERT 8.1. Relativna greSka modela za svaki od odziva izracunata je preko

jednacine:

Relativna greska = A?x x 100 (%) (10)
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Gde je: Ax - razlika izmedu izracunate i izmerene vrednosti odziva

X - izmerena vrednost odziva

Za poredenje srednjih vrednosti merenih parametara u toku procesa skladiStenja
upotrebljen je Tuckey HSD test. Statisticki znacajnom razlikom izmedu srednjih
vrednosti posmatranih veli¢ina smatrana je ona za koju je p-vrednost bila jednaka, ili

manja od 0,05.

3.7 Skladistenje funkcionalnog hraniva pri kontrolisanim uslovima relativne

vlaZnosti vazduha i temperature; hemijske i mikrobioloske analize

Nakon proizvodnje ko-ekstrudata, pristupilo se ispitivanju njegove odrZivosti. U
tu svrhu uzorci su skladiSteni u klima komori proizvodaca Binder (Tuttlingen, Nemacka)
sa mogucnosc¢u kontrolisanog podeSavanja temperature, relativne vlaznosti i cirkulacije
vazduha. Za pracenje odrzivosti proizvoda primenjen je modifikovan Schaal-oven test,
koji se uobicajeno upotrebljava za ubrzano ispitivanje stabilnosti masti i ulja, kao i
prehrambenih proizvoda koji ih u vecoj koli€ini sadrze (Nawar, 1998). Temperatura
skladiStenja je odrZavana na 63 * 2 °C, a modifikacija metode sastoji se u podeSavanju
relativne vlaznosti vazduha na konstantnu vrednost od 40 %, Sto klasi¢nom metodom
nije propisano. Ovolika vlaznost vazduha odabrana je na osnovu relativne vlaznosti koja
je u trenutku postavljanja uzoraka u klima komoru izmerena u prostoriji pomocu
digitalnog manometra proizvodaca Cole-Palmer (USA). Cirkulacija vazduha podesSena je
na 100 %. Uzorci su smesSteni u klima komoru u staklenkama zapremine 350 ml,
napunjenim do polovine i poklopcem blago naslonjenim na ivice staklenke, kako bi se

omogucio kontakt uzorka sa vazduhom.

U cilju ispitivanja uticaja antioksidanasa na oksidativnu stabilnost proizvoda,
uzorcima su dodavani komercijalni preparati karvakrol, vitamin E i smeSa ova dva
antioksidansa. Pre dodatka antioksidanasa, ko-ekstrudat je samleven na laboratorijskom
mlinu sa hladenjem (Foss knifetec 1095, Denmark) .Vitamin E je dodavan u koli¢ini od
135 mg/100 g ko-ekstrudata tako Sto je prvobitno pomeSan sa manjom koli¢inom

samlevenog ko-ekstrudata, a zatim je ta smeSa pomeSana sa ostatkom materijala.

63



Doktorska disertacija

Dusica Colovié¢

Karvakrol je dodavan u koli¢ini od 200 mg/100 g ko-ekstrudata u mesalici sa
mlaznicama za dodavanje tecnosti, kapaciteta 6 dm3 (Forberg, Norveska). Dobijeni
rezultati uporedeni su sa ispitivanjima kontrolnog uzorka koji nije sadrzao dodatake. Za

pracenje oksidativnih i hemijskih promena ko-ekstrudata, odredivani su:

e peroksidni broj,
e Kkiselost

e promene u sastavu masnih kiselina uzoraka.

Kako je poznato da karvakrol pokazuje i izrazito antimikrobno dejstvo, pracene
su i mikrobioloSke promene na svim uzorcima tokom skladiStenja pod navedenim

uslovima. Sva ispitivanja izvedena su u tri ponavljanja.

Hladna ekstrakcija masne faze iz uzoraka izvedena je pomocu izo-oktana za dalje
odredivanje peroksidnog broja, odnosno pomoc¢u smese dietiletar/ etanol (95% vol) u
odnosu 1:1, za dalje odredivanje kiselosti masne faze. Kiselost masne faze ko-ekstrudata
odredena je prema napred ve¢ pomenutoj proceduri u skladu sa JUS E.K8.026/1991, a
peroksidni broj kao pokazatelj stepena oksidacije ko-ekstrudata, po metodi SRPS ISO
3960:2001, tj. putem jodometrijske titracije (Dimi¢ et Turkulov, 2000). Ispitivanje
sastava masnih kiselina funkcionalnog hraniva tokom skladisStenja izvedena je po vec
opisanoj proceduri. Za ova ispitivanja celokupan sadrzaj uzorka ko-ekstrudata iz jedne
staklenke (100 g) je promeSan i prebacen u sterilnu vrecicu, inertizovan u struji azota i

¢uvan na temperaturi od -20°C do momenta izvodenja analiza.

[spitivanje ukupnog broja mikroorganizama izvrseno je u skladu sa SRPS EN ISO
4833:2008, horizontalnom metodom za odredivanje mikroorganizama - tehnika
brojanja kolonija. Prisustvo koagulaza pozitivnih stafilokoka ispitivano je prema SRPS
EN ISO 6888-1:2009, horizontalnom metodom za odredivanje koagulaza pozitivnih
stafilokoka (Staphylococcus aureus i druge vrste) - deo 1, tehnika upotrebom agara po
berd Parkeru. Za utvrdivanje prisustva Clostridium perfringens primenjena je tehnika
brojanja kolonija, prema SRPS EN ISO 7973:2008, a za detekciju Salmonella spp.
upotrebljena je horizontalna metoda za otkrivanje Salmonella spp, SRPS EN ISO
6579:2008. Ukupan broj kvasaca i plesni utvrden je prema ISO 21527-2, primenom

horizontalne metode za odredivanje kvasaca i plesni - deo 2.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 Hemijski i masnokiselinski sastav polaznih sirovina

Procesu ekstrudiranja prethodilo je ispitivanje hemijskog sastava sirovina. U
tabeli 4.1 dat je hemijski i mineralni sastav lanenog semena upotrebljavanog u
eksperimentu. Kao Sto se iz rezultata moZe videti, pored visokog sadrzaja ulja, laneno
seme sadrzi i znatnu koli¢inu proteina - 22,52 % (racunato na suvu materiju), Sto je viSe
nego kod semena suncokreta i uljane repice (Sauvant et al., 2000). Takode, sadrzi manje
sirovih vlakana (6,55 %) od ove dve uljarice. Ako se posmatra mineralni sastav, seme je
bogato kalijumom (7006 mg/kg) i magnezijumom (1832,98 mg/kg). Bhatty i
Cherdkiatgumchai (1990) ¢ak smatraju da je unos od 100 g lanenog semena dnevno,

dovoljan da ¢ovekov organizam zadovolji svoje potrebe za ovim mineralima.

Tabela 4.1 Hemijski i mineralni sastav lanenog semena upotrebljenog u
eksperimentima

Standardna

Sadrzaj (% s.m.) devijacija (SD)

Proteini 22,52 +0,01
Pepeo 3,79 +0,02
Sirova vlakna 6,55 +0,01
Ulje 37,62 +0,21
Mineralni sastav

Kalcijum 0,40 % +0,02
Fosfor 0,58 % + 0,09
Gvozde 62,53 mg/kg +0,43
Magnezijum 1832,98 mg/kg 0,65
Mangan 20,99 mg/kg +0,23
Kalijum 7006 mg/kg +0,95
Cink 69,18 mg/kg +0,13

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri merenja

Tabela 4.2 prikazuje hemijski sastav suncokretove sa¢me koriS¢ene u prizvodnji

funkcionalnog hraniva kao adsorbens lanenog ulja. Prema svim parametrima, od kojih je
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narocito znacajan sadrZaj proteina (38,46 % na s.m., odnosno 36,32 % na ukupnu masu),
ova suncokretova satma spada u grupu sacme drugog kvaliteta (Pravilnik o kvalitetu

hrane za Zivotinje, 2010) i moZe se re¢i da ima relativno visok sadrzaj proteina.

Tabela 4.2 Hemijski sastav suncokretove sa¢me upotrebljene u eksperimentima

Sadrzaj Standardna devijacija
(% s.m.) (SD)

Proteini 38,46 +0,01

Pepeo 6,65 +0,01

Sirova vlakna 12,09 +0,08

Ulje 1,98 +0,01

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri merenja

Pored osnovnog hemijskog, odreden je i masnokiselinski sastav polaznih
sirovina, Sto je prikazano u tabeli 4.3. Iz rezultata se vidi da je upotrebljeno laneno seme
izuzetno bogato esencijalnom ALA, omega-3 (n-3) masnom kiselinom, sa preko 50 %
zastupljenosti u ukupnim masnim kiselinama (50,31 %). Sa druge strane suncokretova
saCma sadrzi svega 0,3 % ove masne Kkiseline, dok je daleko zastupljenija linolna
omega-6 (n-6) masna kiselina (63,15 %). Suncokretova sama se u smeSu za
proizvodnju hraniva dodavala prvenstveno kao adsorbens ulja lanenog semena, buduci
da njen ukupan sadrzaj ulja u suvoj materiji iznosi samo 1,98 %. Stoga suncokretova

satma zanemarljivo malo uti¢e na sastav masnih kiselina u funkcionalnom hranivu.

Laneno seme, uz visok sadrZaj ALA, odlikuje i povoljan odnos n-6 i n-3 masnih
kiselina, koji je iznosio 0,34. Smatra se da je savremena ljudska ishrana neuravnoteZena,
Sto podrazumeva unoSenje nedovoljnih koli¢ina n-3 masnih kiselina (n-6/n-3 odnos
iznosi izmedu 20:1 i 15:1). Preporucena vrednost ovog odnosa mora biti sniZena barem

na nivo od 4:1 (FAO, 2008; Scollan et al, 2006).
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Tabela 4.3 Masnokiselinski sastav ulja ekstrahovanog iz lanenog semena i suncokretove

satme

Udeo masne kiseline (%) u ukupnim masnim

Masna kiselina kiselinama
Laneno seme Suncokretova sacma

C14:0 (miristinska) 0,04 £ 0,03 0,2+0,01
C16:0 (palmitinska) 5,30 0,06 5,98 +0,03
C16:1 (palmitoleinska) 0,08 +0,01 0,4+0,01
(C18:0 (stearinska) 4,31 +0,02 4,28 +0,03
C18:1 n9 (oleinska) 23,02 +0,10 25,69 £ 0,09
C18:2 n6 (linolna) 16,94 + 0,13 63,15+0,11
C18:3 n3 (a-linolenska) 50,31 +0,11 0,3+0,02
SFA 9,65 10,64
MUFA 23,10 26,09
PUFA 67,25 63,45
PUFA/SFA 6,97 5,96

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri merenja * SD; SFA - zasicene MK, MUFA-

mononezasi¢ene MK, PUFA-polinezasi¢cene MK

Na slikama 4.1 i 4.2 prikazani su gasni hromatogrami ekstrahovanog ulja iz
lanenog semena i suncokretove saCme, gde se takode jasno moZe videti razlika u
njihovom masnokiselinskom sastavu. Na slici 4.1 daleko je najdominantniji poslednji pik,
koji predstavlja odziv ALA (C18:3, n-3), dok na slici 4.2 najvec¢u povrsinu zahvata pik
linolne kiseline (C18:2, n-6).

C16:0

C18:3n3

C18:1

C18:2 n6

00140 € 16:1 [\

T T T T T T T
10 12 14 18 18 20 2 min

Slika 4.1 Gasni hromatogram sastava masnih kiselina lanenog semena
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C18:2 n6

] C16:0 _
1007 € 14:0 C16:1 c180 A C18:3 n3

T ! ! ! T T T T T T T T T T T T T T T T T
12 14 16 18 20 22 min

Slika 4.2 Gasni hromatogram sastava masnih kiselina suncokretove satme

Analizama sastava masnih kiselina, utvrdeno je da je laneno seme pogodno za

proizvodnju funkcionalnog hraniva sa pove¢anim sadrzajem omega-3 masnih kiselina.

4.2 Uticaj variranih parametara procesa na sadrzaj HCN i redukciju cijanogenih

glikozida u dobijenom ko-ekstrudatu

Prisustvo cijanogenih glikozida, antinutritivnih materija lanenog semena, osnovni
je razlog zbog Cega se ono podvrgava nekom termickom tretmanu pre upotrebe u
ishrani Zivotinja. SadrZaj cijanogenih glikozida se, kao Sto je ve¢ reCeno, odreduje na
osnovu sadrzaja HCN u hranivu. U tabeli 4.4 prikazana je promena sadrzaja HCN u
ko-ekstrudatu u zavisnosti od parametara procesa Cije su vrednosti varirane prema
eksperimentalnom dizajnu. U tabeli 4.5 prikazani su koeficijenti regresione jednaCine za
sadrzaj HCN u ekstrudiranom hranivu, kao rezultati fitovanja modelovanog odziva sa

polinomom drugog reda (jednacina 14).
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Tabela 4.4 Promena sadrzaja HCN u ekstrudiranom hranivu u zavisnosti od

primenjenih uslova ekstrudiranja

Uslovi ekstrudiranja

Vlaga Brzina Kapacitet Ukupna povrsSina Sadrzaj HCN
materijala obrtanjapuza  punjenja otvora matrice (mg/kg)
(%) (o/min) (kg/h) (mm?)
11,5 240 32 39,6 98,46
11,5 540 32 39,6 80,01
11,5 240 16 39,6 84,13
11,5 540 16 39,6 72,58
11,5 390 24 39,6 53,52
11,5 390 24 39,6 53,22
11,5 390 24 39,6 53,78
16 390 24 19,8 96,62
16 240 24 39,6 94,65
16 540 24 39,6 92,65
16 390 32 39,6 83,69
16 390 16 39,6 97,00
16 390 24 59,4 91,43
11,5 390 16 19,8 30,33
11,5 390 32 19,8 39,94
11,5 540 24 19,8 40,85
11,5 240 24 19,8 77,32
11,5 390 16 59,4 25,42
11,5 390 32 59,4 64,69
11,5 240 24 59,4 94,96
11,5 540 24 59,4 49,36
7 390 24 19,8 94,59
7 240 24 39,6 126,00
7 540 24 39,6 96,61
7 390 32 39,6 97,10
7 390 16 39,6 50,99
7 390 24 59,4 96,04

U regresionoj jednacini koja opisuje sadrzaj HCN u ko-ekstrudatu (jednacina 11),
najvecu znacajnost (p = 0,0002) pokazuje kvadratni uticaj vlage materijala (b:7), a nakon
njega linearni Clan istog parametra (b;), za koji je p = 0,011. Ovakav rezultat je oCekivan
i u potpunosti se slaze sa podacima prikazanim u literaturi. Koliko je prisustvo vlage

znacajno za uklanjanje cijanogenih glikozida iz materijala, govori i ¢injenica da se prema
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pojedinim istraZivanjima, suvo zagrevanje lanenog semena ne preporucuje, jer se
detoksifikacija zasniva prvenstveno na deaktivaciji B-glukozidaze, $to ne podrazumeva

trajno uklanjanje HCN iz materijala (Majak et al., 1990).

Y, = 278,99 — 32,91X; — 0,73X, + 7,79X5 + 0,52X, + 0,01X, X, — 0,41X, X5 —
0,01X1X4 - 0,01X2X3 - 0,001X2X4 + 0,05X3X4 + 1,71X11 + 0,001X22 - 0,03X33 -
0,01X,, (11)

Gde je: Y; - sadrZzaj HCN u ko-ekstrudatu (mg/kg)
X,- vlaga polaznog materijala (%)
X, - brzina obrtanja puza ekstrudera (o/min)
X;3- kapacitet punjenja ekstrudera(kg/h)

X,- ukupna povrsina otvora na matrici (mm?)

Tabela 4.5 Koeficijenti regresione jednacine za modelovani odziv sadrZaja HCN u

ko-ekstrudatu

Koeficijenti Vrednost p - vrednost t — vrednost
Odsecak

bo 278,9902 0,140051 1,58018
Linearni

b1 -32,9112 0,011968 -2,95785
b2 -0,7329 0,049626 -2,18301
b3 7,7966 0,262877 1,17476
b4 0,5182 0,830027 0,21940
Interakcije

b1z 0,0101 0,405832 0,86153
b3 -0,4126 0,086215 -1,86901
b14 -0,0186 0,838062 -0,20886
bz3 -0,0062 0,363972 -0,94363
bz4 -0,0008 0,778876 -0,28718
b34 0,0468 0,369247 0,93293
Kvadratni

b1 1,7173 0,000283 5,05220
b2z 0,0009 0,009928 3,05840
bss -0,0290 0,792309 -0,26925
bas -0,0120 0,507505 -0,68312
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U cilju lakSeg poredenja znacajnosti pojedinih koeficijenata u regresionoj
jednacini, na slici 4.3 prikazani su udeli (frakcije) t-vrednosti svakog pojedina¢nog

koeficijenta u najvecoj t-vrednosti u posmatranoj korelaciji.

Veliku znacajnost (p = 0,009) pokazao je i kvadratni uticaj brzine obrtanja puZza
ekstrudera (bzz), kao i linearni uticaj (b2) ovog parameta (p = 0,04). Za interakciju vlage
materijala i kapaciteta punjenja (b:3) moZe se reci da pokazuje tendenciju znacajnosti,
jer je t-vrednost ovog koeficijenta (1,87) veca od grani¢ne (1,78) (Lazié, 2004), ali
p-vrednost nije manja od 0,05 (Tabela 4.5 i slika 4.3).
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Slika 4.3 Znacajnost regresionih koeficijenata u korelaciji sadrZaja HCN u ko-ekstrudatu

tokom ekstrudiranja.

Slike 4.4a, 4.4b i 4.4c prikazuju promene sadrzaja HCN u ko-ekstrudatu pri
konstantnim vrednostima polazne vlage materijala. Kao Sto se sa sva tri grafika moze
videti, pri konstantnim vrednostima polazne vlage materijala, sa povecanjem
temperature u cevi ekstrudera, dolazi da redukcije cijanogenih glikozida, Sto se

registruje smanjenjem sadrzaja HCN u hranivu.
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Slika 4.4 Promene sadrzaja HCN u ko-ekstrudatu u zavisnosti od postignute
temperature ekstrudiranja pri konstantnim vrednostima polazne vlage materijala od

7% (a),11,5% (b)i16 % (c)
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Na slikama 4.5, 4.6 i 4.7 prikazani su uticaji variranih procesnih parametara na
sadrzaj HCN u ko-ekstrudatu. Sa slike 4.5a, jasno se primecuje da je sadrZzaj HCN u
ekstrudiranom materijalu bio najvisi (126 mg/kg) pri najniZem sadrzaju vlage polaznog
materijala (7 %), iako je brzina obrtanja puZza takode niska bila $to je uslovljavalo i nizu
temperaturu, pritisak i sile smicanja i frikcije. Pri niskim brzinama obrtanja puza
material se duZe zadrzavao u cevi ekstrudera, a postignute temperature bile su dovoljne
za ubrzavanje reakcije hidrolize cijanogenih glikozida. Medutim, moZe se zakljuciti da je
uticaj vlage materijala na sadrzaj cijanogenih glikozida izraZeniji od uticaja brzine
obrtanja puza. PoviSena temperatura, a narocito vlaga podstiCu i ubrzavaju reakciju
hidrolize cijanogenih glikozida iz kojih se oslobada HCN, koja, opet, pod dejstvom
poviSene temperature isparava iz tretiranog materijala (Feng et al, 2003). Zbog toga nije
dovoljno obezbediti samo zagrevanje materijala kako bi se laneno seme detoksifikovalo,
ve¢ je od izuzetnog znacaja da u supstratu bude prisutna i odgovarajuca koli¢ina vode. S
obzirom da su u ekstruderu tokom tretiranja materijala postignute temperature od
preko 115 °C, doSlo je do isparavanja HCN i njenog nepovratnog uklanjanja iz

ko-ekstrudata. Na taj nacin sprecena je ponovna sinteza cijanogenih glikozida nakon

ekstrudiranja.
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Slika 4.5 Uticaj vlage materijala i brzine obrtanja puZza (a), odnosno kapaciteta punjenja

ekstrudera (b) na sadrzaj HCN u ko-ekstrudatu
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Na istom grafiku vidi se da sa daljim povecanjem vlage od 11,5 % do 16 % sadrZaj
HCN u tretiranom materijalu pocinje vrlo blago da raste, pri konstantnoj brzini obrtanja
puza, uz konstantne centralne vrednosti kapaciteta punjenja i povrSine otvora na
matrici. Povec¢ana vlaga materijala, nakon odredenog nivoa, uti¢e na bolju protocnost
smesSe kroz cev ekstrudera, jer se smanjuje viskozitet materijala usled ¢ega se masa, pri
jednakoj brzini obrtanja puZa krace zadrZava u ekstruderu. Samim tim je i dejstvo
enzima, kao i drugih uticaja na materijal krace, pa je redukcija cijanogenih glikozida

nesto slabijeg inenziteta.

Slika 4.5b prikazuje uticaj vlage materijala i kapaciteta punjenja ekstrudera na
sadrzaj HCN, pri konstantnim centralnim vrednostima brzine obrtanja puza i povrsine
otvora na matrici. Najveci sadrzaj HCN zapaza se pri uslovima najmanje vlage materijala
i najveceg kapaciteta punjenja ekstrudera. Uticaj vlage na hidrolizu cijanogenih glikozida
je ve¢ ranije objasSnjen. Visok kapacitet punjenja pri konsatntoj brzni obrtanja puza
uzrokovao je brzi prolazak materijala kroz cev ekstrudera i kratkotrajno izlaganje
termickom tretmanu i dejstvu sila u ekstruderu, zbog cega je i redukcija HCN slabija.
Drugo objasnjenje za ovakav uticaj kapaciteta punjenja na sadrzaj HCN dato je u radu
Wu i saradnika, prema kojima se sa povecanjem Kkapaciteta punjenja, povecava i
optereCenje puza ekstrudera materijalom u jednakom vremenskom intervalu. Na taj
nacin se smanjuje meSanje materijala u cevi ekstrudera, pa se ostvaruje losiji kontakt
izmedu cijanogenih glikozida i B-gulozidaze koja se prirodno nalazi u semenu lana.
Aktivnost enzima je u tom slu€aju manjeg intenziteta, jer nema kontakta sa supstratom,

paje i oslobadanje HCN slabije izrazeno (Wu et al., 2008).

Na Slici 4.6 a vidi se da je sadrZzaj HCN u ko-ekstrudatu najmanji pri najniZim
vrednostima kapaciteta punjenja ekstrudera i srediSnjim vrednostima brzine obrtanja
puza ekstrudera, uz konstantne sredisnje vrednosti preostala dva parametra. U ovakvim
uslovima, ispitivani parametri su uskladeni tako da se ostvaruje dovoljna temperatura u
cevi ekstrudera za postizanje redukcije cijanogenih glikozida, uz istovremeno dovoljno
dugo zadrzavanje materijala u ekstruderu i mogucénost reakcije izmedu enzima i
supstrata. Pri povecanju brzine obrtanja puza do vrednosti od oko 415 o/min, smanjenje
sadrzaja HCN je intenzivnije, usled pojacanog mesSanja materijala, Sto rezultuje boljim

kontaktom cijanogenih glikozida sa B-glukozidazom, kako je objasnjeno u radu Wu et al.,
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2008. Daljim povectavanjem brzine obrtanja puZa, materijal se nedovoljno dugo zadrZava
u ekstruderu i redukcija HCN blago opada.
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Slika 4.6 Uticaj kapaciteta punjenja i brzine obrtanja puza (a), odnosno ukupne povrsine

otvora na matrici (b) na sadrzaj HCN u ko-ekstrudatu

Na Slici 4.6b primecuje se da je najveci sadrzaj HCN u ko-estrudatu, pri fiksiranim
srediSnjim vrednostima vlage materijala i brzine obrtanja puza, izmeren pri uslovima
najvece ukupne povrsine otvora na matrici i najveceg kapaciteta punjenja, uz konstantne
srediSnje vrednosti preostala dva parametra u oba slufaja zbog brzog prolaska

materijala kroz cev ekstrudera i nedovoljno dugog izlaganja procesu ekstrudiranja.

Slike 4.7a i b opisuju prvenstveno uticaj ukupne povrsine otvora na matrici na
sadrZaj HCN u ko-ekstrudatu, uz konstantne srediSnje vrednosti preostala dva nezavisno
promenljiva parametra ekstrudiranja. Kako se sa oba grafika moZe videti, uticaj ukupne
povrsine otvora na matrici slabije je izraZen od uticaja vlage materijala i brzine obrtanja
puza ekstrudera, jer se pri konstantnim vrednostima ova dva parametra, sadrzaj HCN
neznatno promenio. Zakljucak potvrduju i p- odnosno t-vrednosti pomenutog faktora iz
tabele 4.5 na osnovu kojih se moZe uociti slaba znacajnost i linearnog i kvadratnog

uticaja ukupne povrsine otvora na matrci na sadrzaj HCN u ekstrudiranom hranivu.
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Slika 4.7 Uticaj ukupne povrSine otvora na matrici i vlage materijala (a), odnosno brzine

obrtanja puZa (b) na sadrZaj HCN u ko-ekstrudatu.

Maksimalan stepen uklanjanja HCN iznosio je 86,56 % i tada je prisutna koli¢ina
HCN u ko-ekstrudatu smanjena sa poSetnih 189,12 mg/kg na 25,42 mg/kg, a minimalan
33,38 %, (koli¢ina HCN u ko-ekstrudatu bila je 126 mg/kg).

4.3 Uticaj variranih parametara procesa na masnokiselinski sastav

dobijenog ko-ekstrudata i sadrzaj esencijalne a-linolenske Kiseline

Cilj proizvodnje funkcionalnog hraniva bio je da se poboljSa masnokiselinski
sastav hrane za Zivotinje, pre svega kroz povecan udeo esencijalne omega-3 kiseline,
ALA. Sadrzaj ulja polazne smeSe iznosio je 21,77 % s.m., a sastav masnih Kkiselina

neekstrudirane smese lanenog semena i suncokretove saCme dat je u tabeli 4.6.

Ako se uporede tabele 4.3 i 4.6 vidi se da je masnokiselinski sastav polazne smese
gotovo isti kao i masnokiselinski sastav lanenog semena, usled vrlo male koli¢ine

prisutnog ulja u suncokterovoj sa¢mi.
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Tabela 4.6 Masnokiselinski sastav polazne smese

o Udeo masne kiseline (%) u
Masna Kkiselina _ o
ukupnim masnim kiselinama

C 14:0 0,04 + 0,01
C16:0 5,70 + 0,04
C16:1 0,07 0,01
C18:0 4,30 + 0,02
C18:1 n9 24,11 +0,11
C18:2 n6 16,66 + 0,08
C18:3 n3 49,12 + 0,12
SFA 10,04
MUFA 24,18

PUFA 65,78
PUFA/SFA 6,65

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri merenja

Polinezasi¢ene masne kiseline, kakva je ALA sa tri dvostruke veze, veoma su
podloZzne dejstvu slobodnih radikala, koji reaguju sa njihovim dvostrukim vezama
(Schnitzer et al., 2007). Zbog toga je bilo veoma vazno ispitati na koji nacin proces
ekstrudiranja utiCe na promenu sadrzaja ALA u proizvedenom ko-ekstrudatu. U tabeli
4.7 prikazan je kompletan masnokiselinski sastav ko-ekstrudata u svim probama

ekstrudiranja.
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Tabela 4.7 Masnokiselinski sastav ko-ekstrudata dobijenog pod razli¢itim uslovima ekstrudiranja

Uslovi ekstrudiranja Sastav masnih kiselina (% u ukupnim masnim kiselinama)
Vlaga Brzina obrtanja Kapacitet punjenja  Ukupna povrsSina
materijala (%) puza (o/min) (kg/h) otvora matrice (mm?) C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1n9 C18:2n6 (18:3n3

11,5 240 32 39,6 0,04 5,97 0,09 4,92 25,87 15,33 47,78
11,5 540 32 39,6 0,07 571 0,09 4,64 25,26 15,12 49,10
11,5 540 16 39,6 0,05 591 0,09 4,99 25,78 15,21 47,97
11,5 240 16 39,6 0,04 591 0,08 4,90 25,84 15,28 47,96
11,5 390 24 39,6 0,05 5,86 0,09 4,70 25,35 15,17 48,78
11,5 390 24 39,6 0,05 5,86 0,10 4,76 25,35 15,17 48,71
11,5 390 24 39,6 0,05 5,86 0,10 4,67 25,39 15,17 48,76
16 390 24 19,8 0,08 5,70 0,08 4,73 26,06 15,27 48,08
16 240 24 39,6 0,06 5,95 0,10 4,79 27,23 15,19 46,68
16 540 24 39,6 0,09 5,48 0,40 5,01 27,30 14,96 46,76
16 390 32 39,6 0,06 5,77 0,06 4,92 26,09 15,14 47,97
16 390 16 39,6 0,05 5,80 0,06 5,00 26,20 15,08 47,81
16 390 24 59,4 0,04 5,66 0,06 5,01 26,05 15,23 47,94
11,5 390 16 19,8 0,04 5,78 0,08 4,86 25,88 15,22 48,14
11,5 390 32 19,8 0,04 5,97 0,09 4,86 25,75 15,24 48,06
11,5 540 24 19,8 0,05 6,12 0,11 512 25,81 15,34 47,45
11,5 240 24 19,8 0,04 6,02 0,08 4,90 25,86 15,34 47,75
11,5 390 16 59,4 0,05 5,95 0,08 4,87 25,52 15,14 48,38
11,5 390 32 59,4 0,04 5,93 0,08 4,89 25,49 15,13 48,43
11,5 240 24 59,4 0,05 6,03 0,09 4,88 25,96 15,20 47,79
11,5 540 24 59,4 0,05 6,05 0,09 4,84 25,31 15,09 48,58
7 390 24 19,8 0,13 6,33 0,21 4,55 27,25 15,21 46,32
7 240 24 39,6 0,04 5,95 0,07 4,88 26,88 15,07 47,07
7 540 24 39,6 0,03 6,36 0,18 5,30 27,70 15,04 45,39
7 390 32 39,6 0,05 5,84 0,06 4,76 2591 15,29 48,09
7 390 16 39,6 0,08 5,95 0,08 4,89 26,02 15,23 47,75
7 390 24 59,4 0,08 5,84 0,14 4,78 25,48 15,48 48,20
Polazna smesSa 0,04 5,70 0,07 4,30 24,11 16,66 49,12
Srednja standardna devijacija za pojedinacne masne kiseline +0,02 014 0,01 0,11 +0,21 +0,13 +0,28

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri merenja za svaki uzorak
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Tabela 4.8 daje pregled koeficijenata regresione jednacine 12 za odziv sadrzaja ALA (u

ukupnim masnim kiselinama) u ekstrudiranom materijalu.

Y, = 38,51 + 1,29X; + 0,01X, — 0,14X; + 0,08X, + 0,001X, X, — 0,001X, X5 —
0,006X, + 0,0001X,X5 + 0,001X3X, — 0,05X,; + 0,001X55 — 0,001X,, (12)

Gde je: Y, — sadrzaj ALA u ekstrudiranom materijalu (%)

Tabela 4.8 Koeficijenti regresione jednacine za modelovani odziv sadrZaja a-linolenske

kiseline u ukupnim masnim kiselinama

Koeficijenti Vrednost p - vrednost t - vrednost
Odsecak

bo 38,50942 0,000026 6,58730
Linearni

b1 1,29162 0,004335 3,50584
b2 0,01089 0,346513 0,97983
b3 -0,14213 0,529944 -0,64679
b4 0,08303 0,309304 1,06163
Interakcije

b1z 0,00065 0,122461 1,66166
b1z -0,00126 0,865976 -0,17243
b14 -0,00567 0,079011 -1,91949
bz3 0,00027 0,235864 1,24792
b24 0,00009 0,323900 1,02872
b34 0,00020 0,908003 0,11802
Kvadratni

b1 -0,05411 0,000428 -4,80765
b2z -0,00004 0,003685 -3,59418
b33 0,00119 0,744419 0,33363
bss -0,00055 0,365852 -0,93980

U regresionoj jednacini (jednacina 12) koja opisuje promenu sadrzaja ALA tokom
procesa ekstrudiranja, najznacajniji je slobodan €lan. To znaci da i pored promena koje
se javljaju u sadrzaju ALA, njene vrednosti ne odstupaju drasticno jedne od drugih.

Najveci, kako kvadratni (p = 0,0004), tako i linearni uticaj (p = 0,004) na sadrzaj ALA u
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ko-ekstrudatu imala je vlaga materijala. Veliku znacajnost (p = 0,003) uticaja pokazao je
kvadratni ¢lan brzine obrtanja puZa ekstrudera, a tendenciju znacajnosti imala je
interakcija izmedu vlage materijala i ukupne povrSine otvora na matrici (p = 0,07,

t =-1,919). Slika 4.8 graficki prikazuje znacajnost pojedinih koeficijenata jednacine.
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Slika 4.8 Znacajnost regresionih koeficijenata u korelaciji sadrzaja a-linolenske kiseline

u ukupni masnim kiselinama ko-ekstrudata tokom ekstrudiranja

Na slikama 4.9, 4.10 i 4.11 prikazani su uticaji parametara ekstrudiranja na
promenu sadrzaja ALA u ko-ekstrudatu. Slika 4.9 objasnjava promenu posmatranog
odziva u zavisnosti od kapaciteta punjenja i ukupne povrsine otvora na matrici (4.9a),
odnosno vlage materijala (4.9b), pri konstantnim centralnim vrednostima preostala dva
nezavisna parametra ekstrudiranja. Najvec¢i sadrzaj ALA izmeren je primenom matrice
sa najvecom ukupnom povrSinom otvora, bez obzira na kapacitet punjenja ekstrudera.
Ovo se moze objasniti brzim prolaskom materijala kroz cev ekstrudera, tako da je i
dejstvo poviSene temperature, pritiska i sile frikcije kraée trajalo (oko 30 s), pa nije

doslo do oStecenja nezasi¢enih masnih kiselina i njihove degradacije.
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Slika 4.9 Uticaj kapaciteta punjena ekstrudera i ukupne povrsine otvora na matrici (a)

odnosno vlage polaznog materijala (b) na sadrzaj a-linolenske kiseline u ukupnim

masnim kiselnama dobijenog ko-ekstrudata

Takode se moZe primetiti da je promena sadrZaja posmatrane kiseline sa
promenom kapaciteta punjenja bila neznatna, bez obzira na ukupnu povrsinu otvora na
matrici (4.9a). Prema ovome, kapacitet punjenja ekstrudera nema znacajan uticaj na
promenu sadrZaja ALA, Sto potvrduju visoke p - vrednosti njegovog linearnog i
kvadratnog ¢lana u jednacini (p = 0,52 i p = 0,74, redom), kao i niske t - vrednosti
(t=-0,641it=0,33). Isti zakljutak moZe se izvesti i ako se posmatra grafik 4.9b, gde se
opet vide minimalne promene u sadrZaju posmatrane masne kiseline sa promenom

kapaciteta punjenja, a pri konstantnoj vlagi materijala.

Sa slike 4.10a vidi se da je najnizi sadrzaj ALA izmeren pri najmanjoj ukupnoj
povrSini otvora matrice i najve¢im vrednostima brzine obrtanja puza, kada su druga dva
parametra ekstrudiranja fiksirana na svojim centralnim vrednostima. Kao $to je ranije
veC receno, pri najve¢im brzinama obrtanja puza, sile smicanja, trenja i frikcije, kao i
pritisak i tempratura su najintenzivniji, Sto sve utice na raskidanje dvostrukih veza i
degradaciju nestabilne i reaktivne ALA. Mala povrsSina otvora na matrici uticala je na

nakupljanje materijala u cevi ekstrudera, zbog oteZanog prolaska kroz matricu. Ovo
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nakupljanje takode izaziva povecanje pritiska i temperature u cevi ekstrudera, a
posredno i smanjenje sadrZaja ALA.

Ly RS
Loy e TELERS

(a) (b)

Slika 4.10 Uticaj brzine obrtanja puZa i ukupne povrSine otvora na matrici (a), odnosno

vlage polaznog materijala (b) na sadrZaj a-linolenske kiseline u ukupnim masnim
kiselnama dobijenog ko-ekstrudata

Slika 4.10b prikazuje uticaj brzine obrtanja puza i vlage na sadrzaj ALA u
ko-ekstrudatu, pri konstantnim srediSnjim vrednostima kapaciteta punjenja ekstrudera i
ukupne povrsine otvora na matrici. Sa grafika se jasno vidi da su maksimalne vrednosti
ALA izmerene pri srednjim vrednostima brzine obrtanja puza i vlage materijala. Pri
minimalnim, odnosno maksimalnim vrednostima parametara ekstrudiranja, doslo je do
razlaganja ALA, zbog ekstremnih uslova ekstrudiranja i prevelike vlage materijala koja

takode naruSava masnokiselinsku strukturu usled pojac¢anog dejstva enzima (16 %).
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Slika 4.11 Uticaj ukupne povrSine otvora matrice i vlage polaznog materijala (a)
odnosno kapaciteta punjenja ekstrudera i brzine obrtanja puza (b) na sadrzaj ALA u

ukupnim masnim kiselinama dobijenog ko-ekstrudata

Ukoliko se posmatra slika 4.11a, vidi se da je degradacija ALA (najmanji izmereni
sadrZaj) pri konstantnim srediSnjim uslovima brzine obrtanja puZa i kapaciteta punjenja
ekstrudera, najizraZenija pri najmanjoj ukupnoj povrsini otvora matrice i najniZoj vlagi
materijala. Kao i ranije, ovo se moZe objasniti poviSenim temperaturama usled niske
vlage i poviSenim pritiskom, zbog teZeg prolaska materijala kroz otvore na matrici. Na
slici 4.11b uocava se da je ¢e se najnizi sadrZzaj ALA posti¢i pri najve¢im vrednostima
brzine obrtanja puZa i pri vrednosti kapaciteta punjenja od oko 20 kg/h, ukoliko se
preostala dva parametra ekstrudiranja odZavaju konstantnim na svojim srediSnjim
nivoima. Najvis$i sadrzaj ALA izmeren je pri srediSnjim vrednostima brzine obrtanja
puza, uz maksimalne i minimalne vrednosti kapaciteta punjenja ekstrudera. Ipak u

takvim uslovima, kapacitet punjenja ima slabije izraZen uticaj na sadrzaj ALA, Sto se vidi
sa grafika 4.11b.

lako je proces ekstrudiranja statisticki znacajno (p < 0,00001, R2=0,82) uticao na
smanjenje sadrZzaja ALA u ukupnim masnim kiselinama (Tabela 4.7), realno se sadrZaj
ALA maksimalno smanjio za svega 3,71 % (Tabela 4.7). Ako se zna da je sadrzaj ALA u

polaznom materijalu iznosio 49,12 % u ukupnim masnim kiselinama, ovo smanjenje je
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relativno malo, Sto je jedna od najznacajnijih prednosti procesa ekstrudiranja nad
drugim termickim tretmanima. Ono obezbeduje dobro ocuvanje esencijalnih masnih
kiselina, zbog kratkotrajnog zadrzavanja materijala u cevi ekstrudera. Sa smanjenjem
sadrZaja ALA, primeceno je povecavanje sadrzaja mononezasi¢enih masnih kiselina sa

25,35 % na 27,88 % (Tabela 4.7).

4.4 Uticaj variranih parametara procesa na sarzaj slobodnih masnih kiselina u

dobijenom ko-ekstrudatu

Kako su slobodne masne Kkiseline izuzetno reaktivne i podloZnije oksidaciji od
masnih kiselina vezanih u trigliceridima, bilo je neophodno ispitati da li i na koji nacin
proces ekstrudiranja uti¢e na njihov sadrzaj u ko-ekstrudatu. U tabeli 4.9 prikazani su
rezultati promene SMK u ko-ekstrudatu usled variranja nezavisno promenljivih
parametara procesa. U tabeli 4.10 dati su koeficijenti regresione jednacine (jednacina

13) koja opisuje promenu SMK u toku ekstrudiranja.
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Tabela 4.9 Promena SMK u masnoj fazi ekstrudiranog hraniva u zavisnosti od

primenjenih uslova ekstrudiranja

Uslovi ekstrudiranja

Vlaga Brzina Kapacitet Ukupna povrsina SMK (% oleinske
materijala obrtanjapuza  punjenja otvora matrice kiseline)
(%) (o/min) (kg/h) (mm?)

11,5 240 32 39,6 3,35
11,5 540 32 39,6 3,19
11,5 240 16 39,6 3,16
11,5 540 16 39,6 3,38
11,5 390 24 39,6 3,32
11,5 390 24 39,6 3,31
11,5 390 24 39,6 3,35
16 390 24 19,8 3,46
16 240 24 39,6 3,16
16 540 24 39,6 3,31
16 390 32 39,6 5,80
16 390 16 39,6 3,98
16 390 24 59,4 5,29
11,5 390 16 19,8 3,04
11,5 390 32 19,8 3,18
11,5 540 24 19,8 3,24
11,5 240 24 19,8 3,27
11,5 390 16 59,4 3,34
11,5 390 32 59,4 3,28
11,5 240 24 59,4 3,47
11,5 540 24 59,4 3,25
7 390 24 19,8 7,70
7 240 24 39,6 8,27
7 540 24 39,6 8,25
7 390 32 39,6 6,54
7 390 16 39,6 7,78
7 390 24 59,4 6,64
Polazna smeSa 1,41

Yy = 33,08 — 4,13X; + 0,001X, — 0,25X5 — 1,18X, + 0,0001X, X, + 0,02X, X5 +
0,16X,X, — 0,0003X,X, — 0,006X5X, + 0,126X;; + 0,0005X 35 — 0,07X,, (13)
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Gde je: Y;- SMK u masnoj fazi ko-ekstrudata (% oleinske kiseline)

Tabela 4.10 Koeficijenti regresione jednacine za modelovani odziv SMK u masnoj fazi

ko-ekstrudata

Koeficijenti Vrednost p - vrednost t - vrednost
Odsecak

bo 33,07947 0,000410 4,83340
Linearni

b1 -4,13162 0,000001 -9,57925
b2 0,00128 0,923369 0,09823
b3 -0,25537 0,340488 -0,99262
b4 -1,17633 0,528645 -0,64887
Interakcije

b1z 0,00006 0,893301 0,13700
bis 0,02122 0,028988 2,47945
b1s 0,16010 0,037492 2,33843
bz3 0,00001 0,965387 0,04431
b24 -0,00030 0,887075 -0,14506
b34 -0,00590 0,880859 -0,15311
Kvadratni

b1 0,12626 0,000001 9,58249
b2z -0,00000 0,836753 -0,21057
b33 0,00053 0,900536 0,12765
bas -0,07319 0,788516 -0,27430

Slika 4.12 graficki prikazuje znacajnosti uticaja pojedinih parametara procesa na
merenu vrednost. Kako se u tabeli 4.10 i sa slike 4.12 moZe videti, daleko najveci znacaj
u promeni SMK tokom ekstrudiranja imali su linearni i kvadratni uticaji vlage prisutne u
ekstrudiranom materijalu. U oba slucaja je p = 0,000001. Znacajan uticaj pokazuju
interakcije vlage materijala sa kapacitetom punjenja ekstrudera i povrSinom otvora na
matrici.

Do povecavanja SMK u toku ekstrudiranja dolazi usled raskidanja veza izmedu
masnih kiselina i glicerola u trigliceridima. Dejstvom lipaze, lipoksigenaze i drugih
enzima, zbog mesSanja materijala i boljeg kontakta izmedu supstrata i enzima, dolazi do
oslobadanja masnih kiselina Sto povecava Kkiselost tretiranog materijala. Prilikom

industrijske obrade uljarica i cerealija, kao Sto je slucaj sa ekstrudiranjem, kada je
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sadrzaj vlage u sirovinama visok, njen dalji porast uz dejstvo ostalih faktora, utice na
sniZavanje enzimatske aktivnosti. Enzim lipaza moze biti izuzetno termostabilan i
otporan na spoljasnje uticaje i teSko ga je inaktivirati, Sto zavisi pre svega od njegovog
porekla. Tako se lipoliticka aktivnost lipaze heljde zaustavlja tek na temperaturi od
120 °C pri tretmanu od minimalno 7 sekundi, a smatra se da se ve¢ina endogenih lipaza
uljarica potpuno inaktivira na oko 100 °C pri tretmanu od nekoliko minuta. Optimalni
uslovi aktivnosti ovog enzima u suncokretovom semenu su relativno visoka temperatura
od 50 °C i pH vrednost 7,5 uz vreme inkubacije od 5 minuta, $to ukazuje na njegovu
aktivnost i pri poviSenim temperaturama (Pahoja et al, 2002). Zhu i saradnici su
ispitivali dejstvo sadrZaja vlage i temperature prilikom ekstrudiranja hrane za Zivotinje
na aktivnost lipoksigenaze i zabeleZili da se njeno dejstvo sniZavalo sa porastom

temperature i vlage materijala tokom procesa (Zhu et al., 1996).

Pod odgovaraju¢im uslovima ekstrudiranja dejstvo enzima se moze inaktivirati,
Sto zaustavlja ili barem usporava oslobadanje masnih kiselina. Uslovi koji ovo
omogucavaju su temperature od oko 120 °C, slabo dejstvo sila smicanja materijala i
vlaznost od 20 % i viSe (Meister et al, 1994). U ovom eksperimentu vlaga je, u poredenju
sa ostalim nezavisno promenljivim parametrima procesa, imala daleko najznacajniji
uticaj na promenu SMK. Inaktivacija enzima se intenzivirala sa porastom vrednosti ovog

parametra sa 7 % na 16 %.

Kada se pogleda slika 4.12, jasno se vidi da je uticaj vlage materijala (b;1i b17) na
SMK znatno izrazeniji i znacajniji u poredenju sa svim ostalim parametrima
ekstrudiranja. Nivo znacajnosti za ova dva Koeficijenta na slici 4.12 iznosi oko 100 %,
dok je prvi sledeci uticaj interakcije vlage materijala i kapaciteta punjenja ekstrudera sa

svega oko 25 % (ne racunajuci slobodan ¢lan).
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Slika 4.12 Znacajnost regresionih koeficijenata u korelaciji sadrZaja slobodnih masnih

kiselina u ko-ekstrudatu tokom ekstrudiranja

Na slici 4.13 prikazani su uticaji vlage materijala i brzine obrtanja puZza
ekstrudera (4.13a), odnosno kapaciteta punjenja ekstrudera (4.13b) na SMK u
ko-ekstrudatu, uz konstantne srediSnje vrednosti preostala dva parametra
ekstrudiranja. Kako se sa slike 4.13a vidi, smanjivanjem sadrZaja vlage, povecava se
sadrzaj SMK i obrnuto. Kao Sto je ranije ve¢ objasnjeno, povecana vlaga materijala
inaktivira dejstvo enzima lipaze, usled Cega se masne Kkiseline teZe i manje izraZeno
oslobadaju iz triglicerida, pa je i SMK niZi. NajniZa SMK vrednost zabeleZena je pri vlagi
materijala od oko 13 %, nakon cega SMK ponovo blago raste. Ovo se objaSnjava
sniZavanjem temperature pri visokim sadrZajima vlage. Naime, iako je vlaZnost
materijala u ovom slucaju visoka Sto pogoduje inaktivaciji enzima, temperatura u
ekstruderu je opala, Sto opet pozitivno utice na porast SMK, pa je zbog toga i SMK
vrednost blago skocila. Sa slike se takode vidi da je uticaj brzine obrtanja puza u odnosu
na vlagu materijala prakticno zanemarljiv, jer je pri bilo kojoj konstantnoj vrednosti

vlage materijala, za razlicite brzine obrtanja puza SMK prakti¢no nepromenjen.
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Slika 4.13 Uticaj vlage polaznog materijala i brzine obrtanja puZza (a) odnosno

kapaciteta punjenja ekstrudera (b) na sadrzaj slobodnih masnih kiselina

Kada se posmatra slika 4.13b, mogu se izvesti sli¢ni zakljucci, s tim da je uticaj
kapaciteta punjenja ekstrudera bio nesto izraZeniji, nego uticaj brzine obrtanja puza.
Najvise vrednosti SMK izmerene su pri najmanjim sadrZajima vlage materijala (7 %) i

najmanjem kapacitetu punjenja (16 kg/h).

Na slici 4.14a prikazan je uticaj vlage materijala i ukupne povrSine otvora na
matrici na SMK u ko-ekstrudatu, uz konstantne centralne vrednosti brzine obrtanja puza
ekstrudera i kapaciteta punjenja. JoS jednom, najviSe vrednosti SMK izmerene su pri
najnizim vrednostima vlage, ali i najvecoj ukupnoj povrSini otvora na matrici
(59,4 mm?2). Sa povecanjem povrSine otvora na matrici, postizane su niZe temperature u
cevi ekstrudera, zbog Cega je inaktivacija enzima bila slabije izraZena, pa je i vrednost
SMK visa. Ovaj uticaj ukupne povrSine otvora najbolje se primecuje pri viSim
vrednostima vlage materijala, kada je u jednom trenutku (vlaga preko 13 %),
temperature pocela da opada zbog dvojakog uticaja vlage materijala i povec¢ane povrSine

otvora na matrici, Sto je rezultovalo porastom SMK.
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Slika 4.14 Uticaj vlage polaznog materijala i ukupne povrSine otvora na matrici (a)

odnosno kapaciteta punjenja ekstrudera i brzine obrtanja puza (b) na sadrZaj slobodnih
masnih kiselina

Slika 4.14b objasnjava uticaj kapaciteta punjenja i brzine obrtanja puZa
ekstrudera na SMK kada su vlaga materijala i povrSina otvora na matrici odrzavane na
svojim sredi$njim vrednostima. Ono Sto se moZe uociti na slici, jeste veoma mali nagib
povrSine koja opisuje zajednicki uticaj pomenuta dva parametra, Sto znaci da su se
vrednosti SMK pri promeni ova dva parametra uz fiksiranu vlagu materijala i ukupnu
povrSinu otvora na matrici veoma malo menjale i nisu statisticki znacajne. Ovo je i
oCekivano, s obzirom na izraCunate znacajnosti pomenutih parametara u regresionoj

jednacini za posmatrani odziv. Maksimalan SMK izmeren je pri srediSnjim vrednostima

brzine obrtanja puZza ekstrudera i kapaciteta punjenja.

Slike 4.15a i 4.15b pokazuju isti trend, pre svega da zajednicki uticaji ukupne
povrSine otvora na matrici sa brzinom obrtanja puza i kapacitetom punjenja ekstrudera

nisu statisticki znacajne, $to potvrduju niske p-vrednosti u tabeli 4.7.
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Slika 4.15 Uticaj brzine obrtanja puza i ukupne povrSine otvora na matrici (a)

kapaciteta punjenja ekstrudera i ukupne povrSine otvora na matrici (b) na sadrzaj

slobodnih masnih kiselina

4.5 Uticaj variranih parametara procesa na potroSnju energije tokom

ektrudiranja

Potrosnje energije u ogledu se kretala izmedu 117 kWh/t i 295,44 kWh/t, u
zavinosti od primenjenih parametara ekstrudiranja. U tabeli 4.11 prikazani su rezultati

potrosnje energije u zavisnosti od primenjenih parametara (jednacina 14).
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Tabela 4.11 Potrosnja energije tokom ekstrudiranja u zavisnosti od primenjenih

nezavisno promenljivih parametara

Uslovi ekstrudiranja

Vlaga Brzina Kapacitet Ukupna povrsSina PotroSnja
materijala obrtanjapuza  punjenja otvora matrice  energije (kWh/t)
(%) (o/min) (kg/h) (mm?)
11,5 240 32 39,6 162,96
11,5 540 32 39,6 170,91
11,5 240 16 39,6 241,69
11,5 540 16 39,6 274,19
11,5 390 24 39,6 223,72
11,5 390 24 39,6 223,25
11,5 390 24 39,6 223,27
16 390 24 19,8 160,28
16 240 24 39,6 217,57
16 540 24 39,6 166,88
16 390 32 39,6 121,28
16 390 16 39,6 145,45
16 390 24 59,4 117,00
11,5 390 16 19,8 173,29
11,5 390 32 19,8 150,97
11,5 540 24 19,8 267,63
11,5 240 24 19,8 238,96
11,5 390 16 59,4 165,72
11,5 390 32 59,4 150,24
11,5 240 24 59,4 182,60
11,5 540 24 59,4 200,04
7 390 24 19,8 181,61
7 240 24 39,6 222,80
7 540 24 39,6 295,45
7 390 32 39,6 168,78
7 390 16 39,6 181,36
7 390 24 59,4 175,76

Svi parametri ekstrudiranja imali su statistiCki znacajan uticaj na potroSnju
energije, bilo da su u pitanju linearni, ili kvadratni ¢lanovi, Sto se moZe videti iz tabele
4.12. Odsecak (slobodan c¢lan) u jednacini nije imao statisticki znacajan uticaj na

ispitivani odziv, iako mu je t-vrednost bila veca od grani¢ne (t = 1,83). Medutim, drugi

92



Doktorska disertacija

Dusica Colovié¢

kriterijum statisticke znacajnosti (p < 0,05) nije bio ispunjen, pa se moZe smatrati da je

ovaj €lan jednacine pokazao tendenciju znacajnosti.

Y, = —362,032 — 0,57X; + 28,05X, + 56,45 + 4,70X, — 0,004X, X, — 0,046X, X5 +
0,001X1X4 - 0,08X2X3 + 0,02X2X4 - 0,105X3X4, + 0,002X11 - 0,605X22 - 1,65X33 -
0,063X 4, (14)

Gde je: Y,- potroSnja energije tokom ekstrudiranja (kWh/t)

Tabela 4.12 Koeficijenti regresione jednacine za modelovani odziv potrosSnje energije

tokom ekstrudiranja

Koeficijenti Vrednost p - vrednost t - vrednost
Odsecak

bo -362,032 0,109866 -1,72661
Linearni

b1 -0,572 0,185371 -1,40502
b2 28,055 0,005729 3,35483
b3 56,450 0,002214 3,87343
b4 4,705 0,124952 3,87343
Interakcije

b1z -0,004 0,645851 -0,47134
b1z -0,046 0,011556 -2,97672
b14 0,001 0,742778 0,33586
b2z -0,080 0,784586 -0,27955
b24 0,020 0,754167 0,32041
b34 -0,105 0,384093 -0,90340
Kvadratni

b1 0,002 0,001885 3,96258
b2z -0,605 0,001037 -4,29736
b33 -1,654 0,003052 -3,69717
bas -0,063 0,016544 -2,78345

Na slici 4.16, graficki su prikazane znacajnosti svih koeficijenata regresione
jednacine za potro$nju energije u procesu ekstrudiranja. Kao Sto se vidi na slici, najvecu

znacajnost pokazao je kvadratni uticaj brzine obrtanja puZa ekstrudera (p = 0,001), a
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potom slede kvadratni uticaj vlage materijala (p = 0,0018) i linearni uticaj kapaciteta
punjenja ekstrudera (p = 0,002). Veliku znacajnost pokazali su jo$ i kvadratni uticaji
kapaciteta punjenja ekstrudera (p=0,003) i vlage materijala (p = 0,016), kao i
interakcija izmedu vlage materijala i kapaciteta punjenja ekstrudera (p = 0,011).
Najmanju znacajonst u regresionoj jednacini pokazale su interakcije brzine obrtanja

puza sa kapacitetom punjenja ekstrudera (p=0,78), odnosno vlagom materijala

(p = 0,75).
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Slika 4.16 Znacajnost regresionih koeficijenata u korelaciji potros$nje energije tokom

ekstrudiranja

Na slikama 4.17, 4.18 i 4.19 prikazani su uticaji promenljivih parametara
ekstrudiranja na potrosSnju energije u procesu. Kako se vidi na slici 4.17a, najveca
potroSnja energije postignuta je pri uslovima maksimalne brZine obrtanja puZa i
srediSnjim vrednostima kapaciteta punjenja ekstrudera (295,44 kWh/t). Povecavanje
potroSnje energije sa povetanjem brzine obrtanja puZa moZe se objasniti na sledeci
nacin. Ukoliko je kapacitet punjenja konstantan, u cev ekstrudera ¢e u istim vremenskim
intervalima dospevati jednaka masa materijala, te da bi se taj materijal brZze obrtao,

potrebna je veca koli¢ina energije, nego pri manjim brzinama obrtanja puZza.
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Kada se posmatra promena potro$nje energije sa poveanjem kapaciteta punjenja
pri konstantnoj brzini obrtanja puza, primecuje se da se sa povetanjem Kkapaciteta
punjenja do vrednosti od 24 kg/h postiZu maksimalne potro$nje energije. Ovo se
objaSnjava povecCavanjem zbijenosti Cestica materijala u prostoru izmedu navoja na
puzu ekstrudera, Sto povecava otpor obrtanju puza i zahteva viSe mehanicke energije za
pokretanje materijala u cevi ekstrudera (Liang et al.,, 2002). Drugi razlog za povecanu
potroSnju energije moZe biti nagomilavanje materijala ispred matrice i stvaranje
plasticne mase, koja se opire prolasku kroz otvore na matrici. Daljim povecavanjem
kapaciteta punjenja preko 24 kg/h potrosnja energije po masi materijala se postepeno
smanjuje Sto se moZe objasniti povecanjem pritiska materijala na matricu ekstrudera i

lakSim prolaskom kroz otvore, usled Cega se potroSnja energije smanjuje. Tako je
najmanja potrosnja energije postignuta pri brzini obrtanja puZa od oko 380 o/min i

kapacitetu punjenja od 32 kg/h, uz konstantne srediSnje vrednosti povrSine otvora na
matrici i polazne vlage materijala.
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Slika 4.17 Uticaj brzine obrtanja puZa i kapaciteta punjenja ekstrudera (a), odnosno

vlage materijala na potrosnju energije u procesu ekstrudiranja (b)
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Na slici 4.17b jasno se vidi da potroSnja energije raste sa povecanjem brzine
obrtanja puza. Maksimalna potro$nja energije izmerena je pri najvecoj brzini obrtanja
puZa i najniZoj vlagi materijala. Sa porastom vlage materijala, potrosnja energije je
opadala zbog olakSanog protoka materijala kroz cev ekstrudera. Ista zapazanja izneli su
u svom radu Guerrero i saradnici, koji su ispitivali ekstrudiranje proteina soje sa
Zelatinom i Se€erima pri niskom sadrZaju vlage. Voda u materijalu igra znacajnu ulogu u
prenosu toplote tokom ekstrudiranja. PoviSen sadrzaj vlage olakSava prenos toplote
kroz Citavu masu tretiranog materijala, usled Cega dolazi do smanjenja njegovog

viskoziteta, pa je potrebno upotrebiti manju silu za prolazak materijala kroz otvore na

matrici. Istovremeno dolazi do pada intenziteta sile trenja i frikcije izmedu obradivane
smese, puza i cevi ekstrudera (Guerrero et al., 2012).

L) Shbieus dugonod
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Slika 4.18 Uticaj ukupne povrsSine otvora na matrici i brzine obrtanja puza (a), odnosno

kapaciteta punjenja ekstrudera na potrosnju energije u procesu ekstrudiranja (b)

Slika 4.18a prikazuje uticaje ukupne povrsine otvora na matrici i brzne obrtanja
puzZa na potroSnju energije tokom ekstrudiranja. Minimalna potroSnja energije
postignita je pri najvecoj ukupnoj povrsini otvora na matrici i vrednostima brzine
obrtanja puZa od oko 300 o/min, uz konstantne centralne vrednosti preostala dva

parametra. Sa povecanjem ukupne povrSine otvora na matrici olakSava se prolazak
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materijala kroz matricu, pa je samim tim i potros$nja energije manja. Uticaj brzine
obrtanja puZza, prethodno je ve¢ objasnjen.

Na slici 4.18b vidi se da je najmanja potroSnja energije postignuta pri najvecoj
povrSini otvora na matrici i najve¢em kapacitetu punjenja, uz konstantne srednje
vrednosti polazne vlage materijala i brzine obrtanja puza. Pri ovakvim uslovima, otpor
prolasku materijala kroz matricu bio je najmanji, jer se material nije nagomilavao
neposreno pred matricu. Zbog velikog kapaciteta punjenja materijala i povrSine otvora
na matrici, material je brzo prolazio kroz ekstruder. Stoga je izmerena potroSnja

energije po masi materijala pri pomenutim uslovima iznosila svega 150,23 kWh/t.

Na slici 4.19a, evidentno je da je najmanja potroSnja energije postignuta pri
najvecoj ukupnoj povrSini otvora matrice i maksimalnoj vlagi materijala (16 %).
Potros$nja energije pri ovim uslovima uz fiksirane srednje vrednosti brzine obrtanja puza
i kapaciteta punjenja ekstudera iznosila je 117 kWh/t Sto je najniza izmerena vrednost u
eksperimentu. Sa manjim vrednostima ukupne povrSine otvora na matrici i vlage

materijala, utroSena energija je rasla do vrednosti od oko 220 kWh/t. Ukupna povrsina
otvora na matrici ima slabiji uticaj na potrosnju energije od vlage materijala (tabela 4.10,

slika 4.16), pa je i nagib povrSine (slika 4.19a) veci sa promenom vlage materijala, pri

konstantnoj povrSini otvora na matrici, nego u obrnutom slucaju.
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Slika 4.19 Uticaj vlage materijala i ukupne povrSine otvora na matrici (a), odnosno

kapaciteta punjenja ekstrudera na potroSnju energije u procesu ekstrudiranja (b)
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Slika 4.19b prikazuje smanjenje potrosSnje energije sa povecanjem vlage
materijala. Takode se vidi da povecanje kapaciteta do vrednosti od 24 kg/h povecava
potrosnju energije. Kako je ve¢ opisano, usled sabijanja cestica materijala u prostoru
izmedu navoja na puZu ekstrudera i nagomilavanja materijala neposredno ispred
matrice, povecava se i potroSnja energije. Kasniji pad potroSnje energije sa daljim
poveCavanjem kapaciteta punjenja objaSnjava se lakSim polaskom materijala kroz
matricu i odsustvom nagomilavanja materijala u prostoru ispred matrice, zbog cega

materijal brZe izlazi iz ekstrudera, pa se i potrosnja energije smanjuje.

4.6 Uticaj variranih parametara procesa na promenu radne temperature u cevi

ekstrudera i indeks rastvorljivosti azota ko-ekstrudata

4.6.1 Promena temperature

Tokom 27 tretmana pri kojima su parametri ekstrudiranja menjani prema
predvidenom eksperimentalnom dizajnu, registrovane su sledeée temperature u Cetiri
tacke u kojima su merenja izvrSena, pri ¢emu je temperatura t; merena na neposredno

ispred matrice, a t4 u taCki najudaljenijoj od matrice (Slika 3.4):

e t; - temperatura se kretala u opsegu od 52,82 do 116,02 °C
e t - temperatura se kretala u opsegu od 41,06 do 74,05 °C
e t3-temperatura se kretala u opsegu od 31,04 do 56,41 °C

e t4-temperatura se kretala u opsegu od 28,94 do 49,06 °C.

Promena temperatura u cevi ekstrudera tokom razlic¢itih tretmana prikazana je u tabeli

4.13.
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Tabela 4.13 Promena temperatura u cevi ekstrudera u zavisnosti od primenjenih

uslova ekstrudiranja

Uslovi ekstrudiranja

Vlaga Brzina Kapacitet Ukupna povrsSina ¢ 6 6 &
materijala obrtanja puZa punjenja otvora matrice

(%) (o/min) (kg/h)  (mm?)

11,5 240 32 39,6 57,52 41,76 34,63 31,32
11,5 540 32 39,6 73,33 48,08 38,02 32,1
11,5 240 16 39,6 71,38 48,03 36,80 31,52
11,5 540 16 39,6 73,94 48,12 37,13 31,96
11,5 390 24 39,6 75,18 4998 39,06 28,94
11,5 390 24 39,6 74,03 48,23 38,64 30,58
11,5 390 24 39,6 74,60 48,46 38,95 30,75
16 390 24 19,8 53,16 41,06 34,20 29,85
16 240 24 39,6 63,80 46,08 3582 26,46
16 540 24 39,6 68,54 47,03 36,52 31,19
16 390 32 39,6 58,99 44,10 35,02 34,47
16 390 16 39,6 52,82 38,24 31,04 3347
16 390 24 59,4 70,23 47,08 36,69 34,12
11,5 390 16 19,8 82,50 55,55 43,26 32,77
11,5 390 32 19,8 79,18 54,30 39,98 39,16
11,5 540 24 19,8 79,16 54,14 41,35 31,18
11,5 240 24 19,8 78,00 52,59 39,87 30,46
11,5 390 16 59,4 84,93 58,14 49,66 32,47
11,5 390 32 59,4 70,38 46,72 35,87 48,05
11,5 240 24 59,4 67,75 46,49 3580 47,31
11,5 540 24 59,4 76,53 50,78 39,86 49,06
7 390 24 19,8 113,14 72,21 55,29 48,01
7 240 24 39,6 104,51 65,32 52,51 54,5
7 540 24 39,6 114,39 72,75 56,42 47,49
7 390 32 39,6 111,18 71,37 54,91 31,32
7 390 16 39,6 116,02 74,05 62,03 32,1
7 390 24 59,4 109,81 69,28 54,90 31,52

Kao Sto se moze videti, temperature u tacki 4, najudaljenijoj od matrice na izlazu iz
ekstrudera, bile su najniZe, dok su temperature merene neposredno iza matrice, u tacki
1, bile najviSe. Temperature u tacki 4 postepeno su rasle. Od tacke 4 do tacke 1, promene
temperature bile su sve naglije i nepravilnije, Sto se objasnjava nakupljanjem materijala

neposredno pred matricu. Usled nakupljanja, povecava se pritisak u cevi ekstrudera, Sto
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utice na skok temperature. Nakon naglog prolaska materijala kroz matricu ekstrudera,
pritisak opada i temperatura se nepravilno sniZava. MoZe se re¢i da su iz spomenutog
razloga, uslovi ekstrudiranja neposredno pred izlazak materijala iz cevi ekstrudera (t1)

bili nestabilniji nego u tacki 4.

Na slikama 4.20 i 4.21 prikazani su uticaji Cetiri nezavisna parametra koji su

tokom ekstrudiranja varirani, na temperaturu u cevi ekstrudera, merenu u tacki 1.

60
55
50
45
40
35

30

Ukupna povrsina otvora na matrici (mm?)
Kapacitet punjenja (kg/h)

I > 100
20 Il < 100
Il <90
[1<80
8 10 12 14 16 <70
" I <60 .. Il <60
Vlaga materijala (%) Vlaga materijala (%)

a) b)

Slika 4.20 Uticaj vlage materijala i ukupne povrSine otvora na matrici (a), odnosno

kapaciteta punjenja (b) na promenu temperature u cevi ekstrudera

Prema dobijenim rezultatima, ocigledno je da je sa porastom sadrZaja vlage u
materijalu, temperatura ekstrudiranja opadala (Slika 4.20a i b), zbog sniZavanja
viskoziteta materijala i njegovog brzeg prolaska kroz cev ekstrudera. Isti trend prikazan
je i u radu Abecassisa i saradnika. Prema njihovim rezultatima, povecana vlaga
materijala narocito sniZava temperaturu pri izlasku materijala iz cevi ekstrudera, dok je

uticaj bio nesto slabiji na pocetku ekstrudera (Abecassis et al., 1994).

Najnize temperature u cevi ekstrudera postignute su pri najviSim sadrzajima
vlage od 16 % i najmanjem kapacitetu punjenja ekstrudera. U tom slucaju, materijal se
kratko zadrzavao u cevi ekstrudera i lako je prolazio kroz matricu, jer nije dolazilo do

nakupljanja i sabijanja materijala. Stoga je i izmerena temperatura bila niska.
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Slika 4.21 Uticaj brzine obrtanja puZa i ukupne povrsSine otvora na matrici (a), odnosno

kapaciteta punjenja (b) na promenu temperature u cevi ekstrudera

S druge strane, pove¢anjem brzine obrtanja puZa ekstrudera temperatura je rasla,
Sto je bilo i ocekivano (Slika 4.21). Naime, sa porastom brzine obrtanja puZa,
intenziviraju se sile smicanja, torzije, frikcije i pritiska, sSto sve dovodi do skoka radne
temperature u ekstruderu. Iste rezultate su u svojim ispitivanjima procesa ekstrudiranja
paste prikazali su Abecassis i saradnici. Njihovi rezultati potvrduju da povecana brzina
obrtanja puza intenzivira mehanicke sile u cevi ekstrudera, Sto povecava temperaturu
ekstrudiranja (Abecassis et al., 1994). Autori takode naglaSavaju izrazit uticaj veli¢ine
otvora matrice na teperaturu u ekstruderu i zaklju¢uju da redukcija velicne otvora na
matrici utiCe na porast temperature, Sto se poklapa sa rezultatima u naSem
eksperimentu. Ako se posmatra grafik 4.21a, vidi se da temperatura u cevi ekstrudera
opada sa povecanjem ukupne povrsSine otvora na matrici. Razlog za to je laksi prolazak
materijala kroz matricu, usled ¢ega pritisak u cevi ekstrudera opada, a sa njim i
temperatura. VeliCina otvora na matrici direktno utiCe na pritisak u cevi ekstrudera i na

temperaturu ekstrudiranja (Abecassis et al., 1994; Ivanov et al., 2012b).

Sa slike 4.21b vidi se da je najviSa temeratura u cevi ekstrudera postignuta pri
maksimalnoj brzini obrtanja puza i srednjim vrednostima kapaciteta punjenja
ekstrudera od 24 - 26 kg/h. Do ovih vrednosti, povecanje kapaciteta punjenja
ekstrudera intenzivira pritisak u cevi, sile smicanja, trenja i frikcije, zbog cega i

temperatura raste. Medutim, istovremeno se i ubrzava prolazak materijala kroz cev
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ekstrudera, Sto znaci da ¢e tretirana smesa biti izlagana dejstvu pomenutih sila kraci
vremenski period. Nakon nivoa od 24 - 26 kg/h, uticaj brzine prolaska materijala kroz
cev na temperaturu je izraZenija, nego uticaj pomenutih sila ¢ije se dejstvo pojacalo, pa
je temperatura ponovo pocela da opada. NajniZa temperatura u cevi ekstrudera, uz
fiksirane srednje vrednosti vlage materijala i povrSine otvora na matrici, izmerena je pri
naniZoj brzini obrtanja puZa ekstrudera i najviSim vrednostima kapaciteta punjenja i u

tacki t; iznosila je 57,52 °C.

4.6.2 Promena indeksa rastvorljivosti azota

Indeks rastovrljivosti azota (NSI - Nitrogen Solubility Index), koji se koristi kao
merilo kvaliteta biljnih proteina u hrani za Zivotinje (Riaz, 2000), u ovom eksperimetnu
se kretao izmedu 16,54 % i 29,64 %. NSI vrednost netretirane smesSe suncokretove
saCme i lanenog semena iznosila je 29,64 %. Sa porastom temperature ekstrudiranja,
NSI vrednost je opadala, Sto se moZe primetiti na slici 4.22. Prikazane NSI vrednosti
predstavljaju srednje vrednosti tri merenja za svaki od 27 tretmana u eksperimentu.
Ovakva promena NSI je u saglasnosti sa podacima iz literature. PoviSena temperatura
izaziva denaturaciju proteina, ¢ime se smanjuje njihova rastvorljivost, $to se detektuje

kao sniZzavanje NSI vrednosti (Van Eys et al., 2004; Zayas, 1997).
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Slika 4.22 Zavisnost NSI vrednosti od porasta teprature
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Pri brzini obrtanja puZa od 540 o/min i vlaZnosti polaznog materijala od 7 %,
izmeren NSI iznosio je 16,54 %. Ovo je bila i najniZa vrednost NSI u eksperimentu. Vlaga
materijala nije direktno uticala na NSI, jer sama vlaga bez dodatnih faktora nema
znacajan uticaj na rastvorljivost proteina (Lam-Sdnchez et al, 1985), pa time ni na NSI
tretiranog ko-ekstrudata. Medutim, pri najniZzem sadrzaju vlage u materijalu, postizane
su najviSe temperature ekstrudiranja, Sto je uticalo i na opadanje NSI proizvedenog

hraniva.

Sa porastom temperature u tacki 1 koja je se nalazi na samom izlasku iz cevi
ekstrudera (Slika 4.22) od 52,85 °C do 57,52 °C, NSI je opao sa 29,64 na 29,41 %, ali ne
statisti¢ki znacajno (p > 0,05), sto vodi do zakljucka da pri ovim temperaturama nije
doSlo do intenzive degadacije proteina. U opsegu temperatura izmedu 68,54 °C i
84,93 °C, NSI je statisticki znacajno (p < 0,05) i kontinualno opadao od 26,95 do 21,93 %.
U opsegu temperatura izmedu 84,93 °C i 104,10 °C, degradacija proteina se stabilizovala
(NSI se kretao izmedu 21,93 i 20,93 %), da bi nakon ove temperature ponovo drasticno

opao sa 20,93 % na 16,54 %, pri temperaturi od 116,02 °C.

U literaturi nisu pronadeni podaci o optimalnim NSI vrednostima za laneno seme,
suncokretovu sa¢mu, ili njihove proizvode. Medutim, prema rezultatima za termicki
tretiranu sojinu sa¢mu koje su prikazali Chang et al. 1987 godine, optimalna vrednost
NSI iznosila bi 25,1 % (Chang et al., 1987). Autori u svom radu upozoravaju da bi
pregrevanje sojine saCme uticalo na razaranje esencijalnih amino kiselina, narocito

lizina i arginine, $to bi se moglo primeniti i na laneno seme.

4.7 Optimizacija procesa ekstrudiranja

Postupak odzivnih povrsina je u ovom eksperimentu upotrebljen kako bi se, kao
konacan rezultat, optimizovao proces ekstrudiranja smeSe lanenog semena i
suncokretove sa¢me. Cilj optimizacije bio je proizvodnja funkcionalnog hraniva sa

zadovoljavajuc¢im kvalitativnim karakteristikama, uz $to manju potros$nju energije.

Za optimizaciju procesa ekstrudiranja, odabrani u sledeci odzivi:
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e Sadrzaj cijanovodonic¢ne kiseline u ko-ekstrudatu (HCN)

e Sadrzaj a-linolenske kiseline u ko-ekstrudatu (ALA)

e Sadrzaj slobodnih masnih kiselina kao pokazatelj kiselosti masne faze
ko-ekstrudata (SMK)

e Potrosnja energije (E)

lako to vrlo Cesto predstavlja problem, u ovom radu su, na osnovu prikupljenih
podataka, uspesSno razvijeni modeli koji su se dobro uklopili sa eksperimentalnim
rezultatima. U tabeli 4.14 prikazani su rezultati analize varijanse modelovanih odziva.
Da bi se za model moglo re¢i da dobro predvida eksperimentalne podatke, F-vrednost za
svaki od odziva ne sme biti niZa od granicne, koja za primenjeni eksperimentalni dizajn
iznosi 2,6169. U slucaju svih razvijenih modela za ovaj eksperiment, pomenuti uslov je

ispunjen, $to znaci da svaki od modela dobro predvida eksperimentalne podatke.

Tabela 4.14 Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva

Poreklo

Odziv Rezidual Model

DF SS MS DF SS MS F-vrednost p-vrednost R?

HCN 12 3032,20 252,69 15 1675049 1116699 44,18303 <0,000001 0,82
ALA 12 3,32 0,277 15 61810,2 4120,681 14874,09 <0,000001 0,82
SMK 12 43,44 3,62 15 9014,888 600,9925 166,0185 <0,000001 0,95

E 12 5150 429,20 15 1051505 70100,34 123,3264 <0,000001 0,90

Vrednosti koeficijenta determinacije (R%) su takode relativno visoke, Sto ukazuje
na dobro uklapanje eksperimentalnih rezultata u polinom drugog reda. Niske
p-vrednosti dobijene za sve odzive ukazuju da je model polinoma drugog reda znacajan

pri nivou znacajnosti od 95 % (p < 0.05).

Na osnovu pozeljnih vrednosti odabranih odziva, bilo je potrebno odrediti
odgovarajucu vlagu materijala, brzinu obrtanja puZa ekstrudera, kapacitet punjenja
ekstrudera i ukupnu povrsSinu otvora na matrici, pri kojima bi odzivi dostigli svoje

maksimalne, odnosno minimalne vrednosti, u zavisnosti potrebe. Pri optimizaciji je
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odabrana ona kombinacija promenljivih parametara, uz koje je ukupna poZzeljna funckija

bila Sto vec¢a. Ukupna pozljena funkcija moZe da ima vrednosti od 0 do 1.

Svakom od pojedinacnih odziva dodeljen je faktor znacajnosti ili prioritet,
rangiran od 1 do 5. U tabeli 4.15 prikazani su rezultati optimizacije ekstrudiranja uz
razliite dodeljene znacajnosti odziva, kako bi se bolje objasnio sam postupak
optimizacije.

Kada bi se svakom od odziva dodelila jednaka znacajnost (prioritet) 3, vidi se da
bi uslovi ekstrudiranja bili vrlo bliski svojim najviSim nivoima postavljenim u
eksperimentalnom dizajnu, osim vlage polaznog materijala. U slucaju da najvecu
znacajnost dodelimo sadrZaju ALA u ko-ekstrudatu (5), pri ¢emu zanemarimo potro$nju
energije (1), vidimo da bi ukupna povrSina otvora na matrici bila maksimalna
(59,40 mm?), kapacitet punjenja ekstrudera bi trebao da bude najmanji (16 kg/h), dok bi
vlaga materijala trebalo da iznosi 11,77 %. Sa druge strane, ukoliko bismo kao
najznacajniju posmatrali potros$nju energije i dodelili joj znacajnost 5, uz najmanju
znacajnost sadrzaja HCN (1), vidimo da bi kapacitet punjenja i ukupna povrsina otvora
matrice trebali da budu podeSeni na svoje najviSe nivoe, uz brzinu obrtanja puza od

469,45 o/min i vlagu materijala od 12,25 %.

Tabela 4.15 Rezultati optimizacije procesa ekstrudiranja uz razli¢ite znacajnosti odziva

Faktori znatajnosti Vlaga Brzina Kapacitet Ukupna Ukupna

materijala obrtanjapuza punjenja  povrSinaotvora poZeljna

HCN ALA SMK E (%) (0o/min) (kg/h) matrice (mm2)  funkcija
3 3 3 3 12,23 458,75 31,76 59,16 0,89
5 3 3 1 11,69 400,23 16 59,40 0,90
3 5 3 1 11,77 396,77 16 59,40 0,90
1 3 3 5 12,25 469,45 32 58,60 0,96

U postavljenom eksperimentu, fakori znacajnosti su dodeljeni pojedina¢nim

odzivima na nacin koji je prikazan u tabeli 4.16. Pri dodeli prioriteta odzivima vodilo se
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racuna o cilju proizvodnje funkcionalnog hraniva, njegovom nutritivnom kvalitetu,

bezbednosti upotrebe u ishrani Zivotinja i utrosenoj energiji u procesu proizvodnje.

Jedan od osnovnih razloga primene ekstrudiranja za proizvodnju predstavljenog
funkcionalnog hraniva bio je redukcija cijanogenih glikozida, koja je pracena preko
sadrzaja HCN u ko-ekstrudatu. Stoga je pri optimizaciji bilo poZeljno da sadrzaj HCN ima
minimalnu vrednost. Funkcionalno hranivo proizvedeno je u svrhu povecanja sadrzaja

omega-3 masnih kiselina, pa je poZeljan bio maksimalan sadrzaj a-linolenske kiseline.

Dobro je poznato da su slobodne masne kiseline reaktivnije od onih koje su
vezane u trigliceridima i da lakSe podleZu okidacionim procesima. S obzirom da je
proces lipidne oksidacije nepoZeljan i da negativno utiCe na kvalitet i organoleptcke
osobine proizvedenog ko-ekstrudata, prilikom optimizacije procesa tezilo se da sadrzaj
slobodnih masnih kiselina bude minimalan. UtroSak energije tokom ekstrudiranja je pri

optimizaciji takode postavljen na minimalan nivo.

U tabeli 4.16 date su i optimalne vrednosti promenljivih parametara procesa

ekstrudiranja.

Tabela 4.16 Rezultati optimizacije procesa ekstrudiranja na osnovu odabrane

znacanjosti odziva

. ) Ukupna
Odzivi Brzina . v
Vlaga obrtania Kapacitet povrSina Ukupna
materijala uia] punjenja  otvora poZeljna
E ALA SMK HCN (%) puz (kg/h)  matrice funkcija
(o/min)
(mm?)
Faktor
znacajnosti 4 3 4 5
13,39 417,41 32 19,80 0,89
Ciljana . . .
min. max. min. min.
vrednost

Sadrzaju a-linolenske kiseline dodeljen je faktor znacajnosti 3, jer je gubitak ove
omega-3 masne kiseline tokom ekpserimenta maksimalno iznosio svega 3,71 % (razlika
izmedu najviSeg i najnizeg sadrZaja ALA u proizvedenim ko-ekstrudatima). Na osnovu
toga, zakljuceno je da ¢e i pri srednjem nivou faktora znacajnosti, sadrzaj ALA biti

dovoljno visok.
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Na slikama 4.23 i 4.24 je prikazana zavisnost ukupne poZeljne funkcije od
vrednosti parametara ekstrudiranja. Na slici 4.23 se moze videti da je vrednost ukupne
poZeljne funkcije maksimalna (0,89) pri optimalnoj brzni obrtanja puza od
417,41 0/min i vlagi materijala od 13,39 % (slika 4.23a), odnosno optimalnom
kapacitetu punjenja od 32 kg/h (4.23b). Na slici 4.24a moze se videti da je vrednost
ukupne pozeljne funkcije najvec¢a pri najmanjoj ukupnoj povrsSini otvora na matrici

(19,80 mm?2), Sto je ujedno i optimalna ukupna povrsina otvora na matrici.
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Slika 4.23 Zavisnost ukupne poZeljne funkcije od vrednosti parametara ekstrudiranja:

vlage materijala i brzine obrtanja puZa (a), odnosno vlage materijala i kapaciteta

punjenja (b)
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Pozeljnost

Prediction 0.885

19.80 29.70 39.60 49.50 59.40

Ukupna povrsina otvora na matrici (mm2)

(@)
Pozeljnost

Prediction 0.885

7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00

Vlaga materijala (%)

(b)

Slika 4.24 Zavisnost ukupne poZeljne funkcije od vrednosti parametara ekstrudiranja:

brzine obtanja puZa i ukupne povrsSine otvora matrice (a), odnosno vlage materijala i

kapaciteta punjenja (b)
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U tabeli 4.17 prikazane su predvidene vrednosti odziva na osnovu odabranih
optimalnih parametara procesa ekstrudiranja. Potom su optimalni parametri prakti¢no
primenjeni u proizvodnji funkcionalnog hraniva i izmerene su realne vrednosti odziva

upotrebljenih u optimizaciji (tabela 4.17).

Tabela 4.17 Predvidene i izmerene vrednosti odziva pri odabranim opitmalnim

uslovima ekstrudiranja

Potrosnja

0, 0,

HCN (mg/kg) ALA (%) SMK (%) energije (kWh/t)
Predvidene vrednosti 43,48 48,51 3,04 135,63

Izmerene vrednosti 45,01 48,43 3,28 137,03

Stepen uklanjanja HCN u funkcionalnom hranivu ekstrudiranom pod optimalnim
uslovima iznosio je 76,20 %. Ukoliko se u izrazu za izracunavanje stepena uklanjanja
HCN umesto izmerene, upotrebi predvidena vrednost HCN, stepen uklanjanja iznosice
76,97 %, Sto znaci da relativna greSka modela u ovom slucaju iznosi 1,01 %. Za
potro$nju energije, relativna greska modela iznosi 1,39 %, za sadrzaj ALA 0,16 %, a za

SMK vrednost 7,31 %.

Ko-ekstrudat dobijen pod optimalnim uslovima imao je osnovni hemijski sastav

dat u tabeli 4.18, a njegov izgled prikazan je na slici 4.25.

Tabela 4.18 Osnovni hemijski sastav proizvedenog ko-ekstrudata

Sadrzaj Standardna devijacija
(% s.m.) (SD)

Proteini 30,31 +0,01

Mast 20,57 +0,01

Pepeo 5,09 +0,02

Sirova vlakna 10,12 +0,09

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri merenja

Prema hemijskom sastavu proizvedenog ko-ekstrudata, vidi se da ovo hranivo po svom
sadrzaju proteina (30,31 % s.m., odnosno 28,53 % na ukupnu masu uzorka) moze
parirati sa¢mi od delimi¢no oljustenog semena suncokreta II kvaliteta (Pravilnik o

kvalitetu hrane za Zivotinje 2010). Hranivo poseduje visok sadrzaj masti (20,57 % s.m.),
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pa se moZe posmatrati istovremeno i kao izvor proteina i kao izvor energije u ishrani

Zivotinja.

Slika 4.25 Izgled proizvedenog ko-ekstrudata

U tabeli 4.19 uporedeni su masnokiselinski sastavi netretirane smeSe lanenog

semena i suncokretove sacme i ko-ekstrudata proizvedenog pri optimalnim uslovima.

Tabela 4.19 Masnokiselinski sastav netretirane smeSe i ko-ekstrudata dobijenog pri

optimalnim uslovima

Masna Udeo masne kiseline (%) u ukupnim masnim kiselinama

kiselina Netretirana smesa Ko-ekstrudat
C 14:0 0,04 + 0,01 0,04 +0,02
C16:0 5,70 £ 0,04 593+0,01
Cle:1 0,07 £0,01 0,08 +0,01
C18:0 4,30 £ 0,02 4,89 + 0,04
C18:1n9 24,11+ 0,11 25,49 +0,11
C18:2 n6 16,66 = 0,08 15,13 £ 0,09
C18:3 n3 49,12 + 0,12 48,43 + 0,10
SFA 10,04 10,86
MUFA 24,18 25,57
PUFA 65,78 63,56
PUFA/SFA 6,65 5,85

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri merenja + SD
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Kako se vidi iz dobijenih rezultata, sadrzaj ALA nakon ekstrudiranja se smanjio za
0,69 % u odnosu na netretiranu smesu sirovina, a ova razlika nije bila statisticki
znacajna (p = 0,11). Isto se moZe primetiti i za omega-6 linolnu kiselinu (C18:2 n6). Dok
se sadrZaj pomenute dve masne kiseline nakon ekstrudiranja smanjio, sadrzaj oleinske

kiseline se povecao za 1,38 %.

Uticaj ekstrudiranja na masnokiselinski sastav tretiranog materijala nije mnogo
obradivan u literaturi. Nekoliko literaturnih navoda pokazuje da je promena sastava
masnih kiselina u sirovinama nakon ekstrudiranja neznatna. Wicklud i Mangus su
ekstrudirali ovseno brasno upotrebljavaju¢i dvopuzni ekstruder pri razlic¢itim
temperaturama i sadrZajima vlage u materijalu. Zakljucili su da je proces ekstrudiranja
znacajno uticao na raspodelu palmitinske, oleinske i linolne kiseline u ekstraktima
dobijenim primenom razliCitih postupaka (ekstrakcija u dietil etru ili u smesi
hloroforma, metanola i vodom zasi¢enog butanola), ali se kompletan sastav masnih

kiselina u samom uzorku nije znacajno promenio (Wicklud et Mangus, 1997).

Optimizacijom procesa ekstrudiranja dobijeno je hranivo sa funkcionalnim
karakteristikama, koje se moze upotrebljavati u ishrani Zivotinja u cilju povecanja
sadrzaja n-3 masnih kiselina u hrani za Zivotinje, a posredno i u animalnim proizvodima.
Pri optimizovanim uslovima, sadrzaj HCN u ko-ekstrudatu sniZen je na nivo bezbedan po
zdravlje Zivotinja, pa njegova upotreba ne bi predstavljala potencijalnu opasnost.
Koli¢ina hraniva koja bi se u ishrani Zivotinja mogla upotrebljavati, zavisi od vrste
Zivotinje, kao i od njene starosti. Prema jo$ neobjavljenim rezultatima IstraZivackog
centra za tehnologiju hrane za Zivotinje i proizvode animalnog porekla, Nau¢nog insituta
za prehrambene tehnologije u Novom Sadu, u ishrani brojlera bezbedno se moze
upotrebljavati do 10 % ko-ekstrudata. Preporucuje se da se sa dodatkom ko-ekstrudata
pocne najranije u smesu za tov pili¢a II. U ishrani tovnih svinja, ne preporucuje se
dodatak ko-ekstrudata u koli¢inama ve¢im od 10%, kao ni u ishrani najmladih
kategorija. Sa dodatkom ko-ekstrudata dovoljno je poceti u zavrsnoj fazi tova, odnosno

kod jedinki mase od 60 do 100 kg.

112



Doktorska disertacija

Dusica Colovié¢

4.8 Ispitivanje skladiSne stabilnosti proizvedenog ko-ekstrudata

4.8.1 Promene peroksidnog broja i kiselosti ko-ekstrudata u periodu

skladistenja

S obzirom da je sadrzZaj masti u dobijenom ko-ekstrudatu iznosio 20,57 % (s.m.),
najznacajniji parametri odrzivosti ovog proizvoda bili su oni koji ukazuju na stabilnost
masne faze. Zbog toga se prilikom skladiStenja ko-ekstrudata u klima komori pratila
promena peroksidnog broja, kao merilo prisustva primarnih produkata lipidne
oksidacije (peroksida i hidroperoksida), uz istovremeno svakodnevno beleZenje
promene kiselosti proizvoda, to jest SMK. Drugi parametar meren je kako bi se utvrdilo
da li dolazi do oslobadanja masnih kiselina iz triglicerida u proizvodu. Slobodne masne
kiseline pokazuju izuzetnu reaktivnost, pa je cilj je bio da se ispita da li neka od dodatih
komponenti ima uticaj i na promenu sadrZzaja SMK tokom skladiStenja, pored

antioksidativnog dejstva.

U tabeli 4.20 prikazana je promena peroksidnog broja u uzorcima ko-ekstrudata
sa i bez dodatih antioksidanasa u toku skladiStenja. NajviSa vrednost peroksidnog broja
u toku skladiStenja izmerena je kod kontrolnog uzorka i iznosila je 46,32 mmol/kg
masne faze (m.f.). Kontrolni uzorak, uzorak sa dodatkom karvakrola i dodatkom smeSe
karvakrola i vitamina E, pokazuju nagli skok peroksidnog broja cCetvrtog dana
skladiStenja. Kod uzorka sa dodatkom vitamina E, nagli skok pocCinje cetvrtog dana
skladiStenja, ali se maksimalna vrednost peroksidnog broja (36,55 mmol/kg m.f.) belezi
petog dana.

Antioksidansi vitamin E, karvakrol, kao i njihova smeSa dodati su uzorcima ne bi
li se ispitalo njihovo antioksidativno dejstvo na ovaj specifican proizvod. Poznato je da
antioksidativno dejstvo istog jedinjenja moZe biti razli¢ito u zavisnosti od supstrata na
koji je primenjeno. Kao $to se sa slike moZe videti, najniZa vrednost peroksidnog broja u
maksimumu izmerena je kod uzorka sa dodatkom vitamina E (36,55 H202/kg m.f.), Sto
vodi do zakljucka da je vitamin E pokazao bolje antioksidativno dejstvo od karvakrola

(maksimalna vrednost peroksidnog broja je 38,18 mmol/kg m.f.). Isto tako, uzorak sa
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dodatkom vitamina E dostiZe najviSu vednost peroksidnog broja petog dana, Sto

pokazuje da je proces oksidacije masti u ovom uzorku usporen u odnosu na ostale.

Tabela 4.20 Promena peroksidnog broja u uzorcima tokom skladiStenja u klima komori

Uzorak
Dan Kontrola Kontrola+ Kontrola + Kontrola + vitamin E
skladistenja karvakrol vitamin E + karvakrol
0 0,92 0,92 0,92 0,92
1 1,3 0,93 0,92 0,94
2 4,57 4,81 2,53 4,41
3 5,58 5,88 4,2 6,59
4 46,32 38,18 17,02 40,84
5 16,95 13,18 36,55 24,69
6 1,54 3,57 14,66 3,05
7 1,76 3,89 1,92 3,06
8 2,05 4,12 2,14 3,31
9 2,69 4,48 2,27 3,46
10 2,23 2,67 2,41 3,62
11 1,89 2,08 2,65 3,99
12 1,64 1,87 2,91 4,12
13 1,66 1,91 2,5 4,01

Nakon postignutih maksimalnih vrednosti, peroksidni broj u svim ispitivanim
uzorcima opada. Ova pojava se objasSnjava na slede¢i nacin. Primarni produkti
oksidacije su nestabilna jedinjenja, vrlo podloZzna daljoj oksidaciji, tj. razgradnji do
sekundarnih produkata, kao Sto su aldehidi, ketoni, niZi alkoholi, itd, jedinjenja koja
daju neprijatan, uzZegao miris, karakteristican za oksidovanu mast (Shaidi, 2002, Nawar,

1998). Stoga Ce, nakon odredenog vremena, do¢i do pada peroksidnog broja, Sto
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oznaCava momenat kada razlaganje primarnih produkata (formiranje sekundarnih

proizvoda oksidacije) postane viSestruko brZe od njihovog nastajanja.

U tabeli 4.21 prikazane su statisticke znacajnosti razlika vrednosti peroksidnog
broja izmedu uzoraka u okviru istog dana skladistenja. Iz tabele se moze videti da je
peroksidni broj s