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1. Uvod



Doktorska disertacija Vanja Seregelj

Naucna istrazivanja u oblasti hrane daju brojne dokaze koji podrzavaju stav da je ishrana
glavna promenljiva determinanta hroni¢nih oboljenja. lako koncept pozitivnog uticaja ishrane na
zdravlje ¢oveka datira jo$ iz petog veka pre nove ere, kada je Hipokrat rekao: "Neka vam hrana
bude lek, a lek vasa hrana", zahtevi potrosaca kada su u pitanju prehrambeni proizvodi znac¢ajno
su se promenili tokom poslednje decenije. Prema izveStaju Svetske zdravstvene organizacije
(eng. World Health Organization, u daljem tekstu WHO) 71% smrtnih slucajeva godisnje
uzrokovano je bolestima novog doba, kao §to su gojaznost, dijabetes, kancer, kardiovaskularna i
respiratorna oboljenja. Procenjuje se da je 80% slucajeva navedenih oboljenja moguée izbeci
promenom ishrane, $to je dovelo i do poveéanja zdravstvene svesti potrosaa u pravcu
interesovanja za hranom koja doprinosi zdravijem stilu zivota. Medutim, moderan nacin Zivota
namece hranu koja se brzo i lako priprema i koja najceSée, osim zadovoljenja osnovnih
nutritivnih i energetskih potreba, ne obezbeduje unapredenje zdravlja i fizicke sposobnosti. 1z tih
razloga, proizvodnja funkcionalne hrane ima izvanredan potencijal i predstavlja temelj razvoja
savremene prehrambene industrije Sirom sveta.

Sa druge strane, Sirenje prehrambene industrije dovodi do stvaranja velike koli¢ine
otpadnog materijala ili specificnog sporednog proizvoda sa visokim sadrzajem bioaktivnih
jedinjenja. Generisanje ovakve vrste sporednog proizvoda predstavlja znacajan ekoloski problem
i ekonomski deficit. Stoga, njihova valorizacija u ekonomski isplative proizvode podrzana je u
okviru koncepta "bioekonomija”, a jedan od nacina je proizvodnja funkcionalnih sastojaka
namenjenih prehrambenoj industriji. U Srbiji, a i u svetu, preraduje se znacajna koli¢ina
Sargarepe, a zaostali sporedni proizvod odlikuje bogat sadrzaj karotenoida.

Znacaj krotenoida ogleda se u razlic¢itim bioloskim funkcijama koje poseduju, od kojih su
naistaknutija provitaminska i antioksidativna aktivnost. Za navedene aktivnosti odgovorna je
hemijska struktura karotenoida, koju karakteriSe poliizoprenski C40 ugljovodoni¢ni lanac sa
nizom dvostrukih veza u centralnom delu molekula. Ovakav konjugovani sistem omogucava
delokalizaciju elektrona duZz ¢itavog polienskog lanca, $to karotenoidima ne daje samo hemijsku
reaktivnost, ve¢ i pigmentaciju. Poslednjih godina, posebna paznja je usmerena i na potencijalni
toksikoloski rizik od upotrebe sintetskih boja, zbog ¢ega se prehrambena industrija sve Cesce
opredeljuje za primenu prirodnih karotenoida kao aditiva za hranu.

Pored navedenih osobina, polienska struktura je uzrok nestabilnosti karotenoida, S$to

podrazumeva mogucénost njihove oksidacije, ciklizacije i izomerizacije. Faktori koji potpomazu
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navedene reakcije jesu kiseonik, svetlost, toplota, vlaga, pH sredine, prisustvo enzima, te tokom
procesa prerade, pakovanja i skladiStenja karotenoidi mogu izgubiti svoja bioloska svojstva i
boju. Savremeni trend prehrambene industrije namece oCuvanje stabilnosti bioaktivnih jedinjenja
kao kriticnu ta¢ku za njihovu implementaciju u funkcionalnu hranu. Tehnologija koja predstavlja
efikasan pristup zastiti osetljivih jedinjenja, kojim se osigurava njihova stabilnost i odrzivost u
hrani, jeste inkapsulacija. Medu mnogobrojnim tehnikama inkapsulacije, suSenje u struji toplog
vazduha, liofilizacija i elektrostaticka ekstruzija su se izdvojile kao jednostavne, precizne i
isplative metode za dobijanje inkapsulata odgovaraju¢ih organoleptickih 1 bioaktivnih
karakteristika. Tehnikama inkapsulacije se takode postize i kontrolisano oslobadanje bioaktivnih
jedinjenja, maskiranje neprijatnih mirisa ili ukusa, 1 spreCavanje dejstva gastrointestinalnog
trakta. Osim toga, obogacivanjem hrane inkapsuliranim jedinjenjima kao S§to su karotenoidi,
moze se obezbediti atraktivnija boja, aroma i tekstura prehrambenog proizvoda.

Pregledom dosadaS$nje dostupne literature ustanovljeno je da postoje navodi o
inkapsulaciji karotenoida iz sporednih proizvoda prerade voca i povréa, ali nisu objavljeni podaci
0 mogucnostima inkapsulacije karotenoida iz uljanog ekstrakta sporednog proizvoda prerade
Sargarepe. Takode, primena inkapsuliranih karotenoida u funkcionalnoj hrani nije dovoljno
prou€avana, naroCito kada su u pitanju proizvodi poput testenine i jogurta. Osim pomenutog,
veoma je mali broj nauc¢nih radova koji su se bavili istrazivanjem svih aspekata kvaliteta
testenine i jogurta sa inkapsuliranim karotenoidima, koji pored nutritivnog i funkcionalnog

profila ukljucuju 1 senzorsku ocenu ovako dobijenih proizvoda.



2. Clljevi istraZivanja
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Osnovni cilj ove doktorske disertacije je dobijanje funkcionalnih sastojaka, odnosno
inkapsulata karotenoida iz sporednog proizvoda prerade Sargarepe i njihova primena u
funkcionalnoj hrani. Narocita paznja poklonjena je modifikacijama proizvoda koji su u velikoj
meri zastupljeni u ishrani stanovni$tva, a to su testenina i jogurt. Realizacija ovako postavljenog

osnovnog cilja doktorske disertacije zahteva ispunjenje sledecih specifi¢nih ciljeva:

N
@ Ekstrakcija sporednog proizvoda prerade sargarepe

Optimizacija inkapsulacije Kkarotenoida iz ekstrakta sporednog
proizvoda prerade Sargarepe freeze i spray drying tehnikama

A Primena inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe u
proizvodnji testenine

Inkapsulacija karotenoida iz ekstrakta sporednog proizvoda prerade
sargarepe tehnikom elektrostaticke ekstruzije

Primena inkapsulata sporednog proizvoda prerade sSargarepe u
proizvodnji jogurta

Ocekuje se da ¢e rezultati postavljenih ciljeva ove doktorske disertacije biti od velikog
znacaja za prehrambenu industriju sa aspekta dobijanja proizvoda poboljSanog nutritivnog,
funkcionalnog i senzorskog kvaliteta. Inkapsulirani karotenoidi, kao funkcionalni dodaci, zbog
svojih specificnih organoleptickih svojstava mogu biti od velikog znacaja za proizvodace
prehrambenih proizvoda, ali i same potroSace, koji nastoje da se upotreba vestackih boja zameni
prirodnim bojama sa bioaktivnim delovanjem. Stoga, dobijeni rezultati ukazace na Siroku paletu
mogucnosti primene inkapsuliranih karotenoida u funkcionalnoj hrani. U okviru ovog koncepta,
prehrambena industrija bi mogla pronaci interes i u osnovnoj sirovini za izolovanje ovih

jedinjenja, s obzirom da se radi o sporednom proizvodu njihove prerade.



3. Pregled literature



3.1. FUNKCIONALNA HRANA
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3.1.1. Pojam i razvoj koncepta funkcionane hrane

Pojam funkcionalne hrane prvi put je upotrebljen 1988. godine u Japanu i odnosio se na
prehrambene proizvode obogacene komponentama koje povoljno deluju na specificne funkcije
organizma. Ministarstvo zdravlja Japana, 1991. godine uvelo, je pravilo za odobravanje
specifi¢ne kategorije zdrave hrane pod nazivom Foods for Specified Health Use (FOSHU). Da bi
proizvod dobio FOSHU status, neophodno je postojanje nauc¢nih dokaza o zdravstvenom ili
fizoloSkom dejstvu finalnog proizvoda. Japan je danas jedina drzava koja zakonom kategoriSe
funkcionalnu hranu i reguliSe upotrebu zdravstvenih izjava za ovu grupu proizvoda (Roberfroid,
2002).

Znacaj proizvodnje funkcionalne hrane sagledan kroz porast cene zdravstvene zastite,
zelje za unapredenjem kvaliteta zivota, razvoj novih tehnologija i ekonomski potencijal
prehrambene industrije, vrlo brzo su prepoznale zemlje Evrope i SAD (Roberfroid, 2000b). U
vecini tih zemalja nema zakonskih regulativa ni univerzalne definicije funkcionalne hrane, zbog
Cega funkcionalna hrana predstavlja koncept, a ne specifi¢cnu grupu prehrambenih proizvoda
(Coppens i sar. 2006; Stanton i sar. 2005). Nekoliko organizacija je predlozilo definicije za ovu
kategoriju hrane. Prema definiciji americke Akademije nauka (Food and Nutrition Board) iz
1994. godine, u grupu funkcionalnih namirnica spadaju prehrambeni proizvodi sa potencijalno
povoljnim delovanjem na zdravlje, ukljucujuci i svaku izmenjenu namirnicu ili sastojak hrane
koji mogu obezbediti zdravstveni efekat van okvira onog koji ima tradicionalna namirnica iste
vrste (Hasler, 2002). Naredne godine je International Food Information Council Foundation
(IFIC), jednostavnom definicijom predstavila funkcionalnu hranu kao hranu koja moze
obezbediti i zdravstvenu dobrobit.

U cilju dobijanja zvani¢ne defincije funkcionalne hrane, Evropska komisija je preko
akcije pod nazivom Functional Food Science in Europe (FUFOSE), koordinisane od strane
International Life Science Institute (ILSI), 1999. godine usvojila koncenzus o konceptu
funkcionalne hrane poznat kao “Scientific Concepts of Functional Foods”. Prema ovom
konceptu, funkcionalna hrana definiSe se na slede¢i naCin: "Hrana se moze smatrati
funkcionalnom ukoliko je na zadovoljavajuéi nacin pokazala povoljno dejstvo na jednu ili vise
ciljanih funkcija u organizmu osim zadovoljenja osnovnih nutritivnih potreba, na nacin koji je

relevantan za unapredenje zdravlja i opSteg stanja organizma i/ili smanjuje rizik od oboljenja".
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Takode je istaknuto da koli¢ina i forma unetog funkcionalnog proizvoda mora biti kao 1 kod
proizvoda u redovnoj ishrani. To znaci da takav proizvod ne moze biti u obliku tablete ili
kapsule, ve¢ isklju¢ivo u obliku konvencionalnog prehrambenog proizvoda (Consensus
Document, 1999; Roberfroid, 2000b). Nasuprot tome, od 2001. godine FOSHU proizvodi mogu
da budu i u formi tablete ili kapsule (Ohama i sar. 2006).

S obzirom na to da vecina zemalja funkcionalnu hranu posmatra kao koncept, a ne kao
posebnu kategoriju hrane, zakonske regulative koje se odnose na ovakve proizvode su brojne i
zavise prvenstveno od tipa prehrambenog proizvoda. U SAD, Federalna administracija za hranu i
lekove (eng. Food and drug administration, u daljem tekstu FDA), funkcionalnu hranu regulise
kao konvencionalnu hranu ili kao dijetetske suplemente (Ellwood i sar. 2010). Da bi neka
namirnica dobila status funkcionalne hrane, neophodno je da bude podrzana zdravstvenom
izjavom (eng. Health claims ili disease-specific claims) autorizovanom od strane FDA, kao i
izjavom o odnosu strukture i funkcije (eng. Structure and function claims), koja mora biti istinita
ali ne i odobrena od strane FDA (Mileti¢ i sar. 2008). Evropska unija hranu definiSe kao
konvencionalnu hranu, modifikovanu hranu, hranu za specijalnu namenu i medicinsku hranu
(Goldberg, 2012). Zbog toga proizvodaci u Evropi mogu koristiti dve vrste izjava: nutritivne i/ili
zdravstvene izjave. Nutritivne se odnose na nutritivni sastav namirnica i energetsku vrednost,
dok se zdravstvene izjave odnose na hranu koja ima sposobnost da spreci, reguliSe ili leci
(Bragazzi i sar. 2017).

U Republici Srbiji takode ne postoji posebna zakonska regulativa i nacionalni konsenzus
za ovu grupu namirnica. Neke od njih mogu se svrstati u dijetetske proizvode prema Pravilniku o
zdravstvenoj ispravnosti dijetetskih proizvoda (Sluzbeni glasnik RS br. 7/17). Pravilnikom o
dijetetskim suplementima se blize odreduje kategorija namirnica sa zdravstvenom izjavom i
prema njemu je zdravstvena izjava bilo koja izjava kojom se tvrdi da postoji neka veza izmedu
namirnice ili njenih sastojaka i zdravlja. Funkcionalna hrana, kao i hrana uopste, mora biti pre
svega bezbedna po svim osobinama definisanim u postoje¢em zakonodavstvu, a potom i ispuniti
dopunski zahtev — funkcionalnost, tj. opravdanost odredene zdravstvene izjave (Kwak i Jukes,
2001; Grunert, 2005). Stoga je bilo potrebno ustanoviti proceduru za razvoj ovakve hrane, koja
podrazumeva identifikovanje odredenih zdravstvenih aspekata u hrani; razumevanje mehanizama
bioaktivnih komponenti prisutnih u hrani i na¢ina njihovog delovanja na organizam; sprovodenje

in vitro i in vivo klini¢kih ispitivanja; i, kona¢no, definisanje zdravstvene izjave (Saarela, 2011).
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KoriS¢enje zdravstvene izjave u Republici Srbiji moguée je jedino ako se ona bazira na
dokazanim, opS$te prihva¢enim naucnim ¢injenicama, na postojanju podataka koji opravdavaju
upotrebu takve izjave i ukoliko je ista odobrena od Ministarstva nadleznog za poslove zdravlja

(Pravilnik o zdravstvenoj ispravnosti dijetetskih proizvoda, 2017).

3.1.2. Proizvodnja i trziSte funkcionane hrane

Nosioci funkcionalnosti prehrambenog proizvoda su funkcionalna jedinjenja koja se
mogu nad¢i u njegovom sastavu, i za koje je naucnim istrazivanjima utvdeno da, u koli¢inama u
kojima su prisutne u namirnici, doprinose postizanju optimalnog zdravstvenog stanja i
snizavanju rizika od razli¢itih oboljenja. Stoga, uvodenje koncepta funkionalne hrane u praksu
vezuje se za oObogaCivanje proizvoda ili nekih njegovih komponenata funkcionalnim
jedinjenjima, kao S§to su prehrambena vlakna, polifenoli, karotenoidi, masne kiseline, biljni
steroli, prebiotici, probiotici, fitoestrogeni, proteini, vitamini i minerali (Kapsak, 2011). Noviji
pravci razvoja funkcionalnih proizvoda podrazumevaju kombinovanje viSe postupaka uvodenja
funkcionalnih sastojaka, uz istovremeno eliminisanje i/ili smanjivanje koli¢ine sastojaka sa
Stetnim dejstvom, ¢ime se postizu visestruki blagotvorni efekti po zdravlje ljudi (Sloan, 2004). S
tim u vezi, podela funkcionalnih proizvoda se moze izvrsiti sa aspekta njithovog delovanja 1
nacina na koji je postignuta funkcionanost (slika 1).

Razvoj funkcionalnih proizvoda podrazumeva tri pravca: (1) otkrivanje funkcionalnih
svojstava tradicionalnih proizvoda, (2) pronalazenje adekvatnog matriksa za njihovo
inkorporiranje i dizajniranje novih proizvoda, (3) odredivanje bioraspolozivosti funkcionalne
komponente i njene potencijalne promene tokom pripreme proizvoda (Kotilainen i sar. 2006;
Siro i sar. 2008). Implementacija koncepta funkcionalne hrane u praksi je slozen i skup postupak,
kome prethode klinicke studije o ispravnosti i efikasnosti proizvoda u cilju dobijanja
zdravstvenih izjava koje predstavljaju prate¢u dokumentaciju za ovu vrstu hrane. Konacan ishod
ovog koncepta je postizanje prepoznatljivosti i prihvatljivosti od strane potrosaca, te polje
funkcionalne hrane predstavlja izazov za naucnu javnost, zakonodavnu praksu, prehrambenu i

farmaceutsku industriju.
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FUNKCIONALNI PROIZVODI

PODELA NA OSNOVU NACINA PODELA NA OSNOVU NACINA NA

DELOVANJA

PROIZVODI KOJI
POBOLJSAVAJU
KVALITET ZIVOTA

»wAdd good to your life

(Prebiotici i probiotici)

PROIZVODI SPECIJALNO
KREIRANI U CILJU
SMANJENJA
ZDRAVSTVENIH RIZIKA

(Proizvodi obogaceni vitaminima, mineralima

KOJI JE POSTIGNUTA
FUNKCIONALNOST

PRIRODNI PROIZVODI

»Natural products*
(Ovas — B-glukan)

POBOLJSANI PROIZVODI

» Fortified products*

(Jaja sa povecanim sadrzajem omega-3-masnih
kiselina)

OBOGACENI PROIZVODI

wEnriched products*
(Margarin obogacen biljnim sterolima)

i antioksidantima)

IZMENJENI PROIZVODI
wAltered products*

(Dijetetska vlakna u mesnim proizvodima)

PROIZVODI KOJI
OLAKSAVAJU ZIVOT

UNAPREDENE SIROVINE

wEnhanced commodities*

(Voce i povrée sa povecanim sadrzajem vitamina)

wMakes your life easier*

(Specijalna grupa potrosaca sa intokerancijom
na gluten i laktozu)

Slika 1. Podela funkcionalnih proizvoda (Siro i sar. 2008; Kotilainen i sar. 2006; Spence, 2006)

Sto se tice perspektive proizvodnje i razvoja novih funkcionalnih proizvoda, 21. vek se
smatra vekom revolucije u ovoj oblasti. Trziste funkcionalne hrane je u stalnom porastu, a novi
proizvodi nailaze na sve veéu potraznju i prihvatljivost od strane potroSaca (Hasler, 2002).
Vazno je napomenuti da uspeh te revolucije lezi i u edukaciji. Razvoj informacionih tehnologija i
brojni Casopisi koji se bave ishranom omogudéili su dostupnost velikom broju podataka i
podizanje svesti o znacaju hrane i njenom uticaju na zdravlje (Bornkessel i sar. 2014; Alexander
i sar. 2015).

Trziste funkcionalne hrane je veoma raznovrsno i neravnomerno rasporedeno u razli¢itim
regionima sveta. Kako u vecini zemalja ne postoji zakonska regulativa koja definise
funkcionalnu hranu, prilicno je tesko izvrSiti procenu globalnog trzista ovih proizvoda

(Kotilainen i sar. 2006). Medutim, dostupni podaci ukazuju da su Severna Amerika, Evropa i
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Japan tri najveca trziSta funkcionalne hrane, koji uéestvuju sa preko 90% u ukupnoj prodaji
funkcionalnih proizvoda (Siro i sar. 2008). Prve procene vrednosti globalnog trziSta funkcionalne
hrane bile su izmedu 33 i 61 milijarde US$. Prema podacima statisticke agencije Statista, trziSte
funkcionalne hrane u 2020. godini dostiglo je vrednost od 188,56 milijardi US$, dok se za 2025.
godinu predvida procena od 275,77 milijardi US$ (Statista, 2019). U Republici Srbiji nema

zvani¢nih informacija o vrednosti trzista funkcionalnih proizvoda (Stojanovi¢ i Barjolle, 2012).

3.1.3. Funkcionalne komponente

Funkcionalne komponente su potencijalno Kkorisni sastojci hrane, veoma raznolike
strukture, sa dokazanim pozitivnim zdravstvenim efektima, koji su posledica njihove bioloske 1
fizioloSke aktivnosti. Rezultati brojnih epidemioloskih, in vivo i in vitro, i klini¢kih studija
ukazali su na pozitivnu ulogu voca, povréa, zitarica i drugih jestivih biljaka u prevenciji i leCenju
mnogih hroni¢nih oboljenja (Hasler, 2002; Liu, 2003). Steinmetz i Potter (1991) su u biljkama
identifikovali viSe desetina klasa bioloski aktivnih supstanci, danas poznatih kao
"fitohemikalije”. Po definiciji, fitohemikalije su sekundarni metaboliti biljaka ili bioaktivne
nenutritivne komponente biljnog porekla, koje nisu esencijalne, ali se njihovim svakodnevnim
unosom postizu zdravstveni benefiti (Liu, 2004). Najvaznija dejstva koja ispoljavaju
fitohemikalije su: antioksidativna aktivnost, modulacija enzima koji u€estvuju u detoksikaciji,
spreCavanje agregacije trombocita, promene u metabolizmu holesterola, redukcija krvnog
pritiska, kontrola koncentracije steroidnih hormona i endokrinog metabolizma, antibakterijsko i
antivirusno dejstvo. lako je najveci broj funkcionalnih komponenti bijnog porekla, potencijalnu
ulogu u unapredenju zdravlja poseduje i nekoliko fizioloski aktivnih komponenti animalnog
porekla. U tabeli 1 dat je pregled do sada poznatih funkcionalnih komponenata koje se
primenjuju u proizvodnji funkcionalne hrane, njihovi najznacajniji izvori 1 potencijalni efekat na

zdravlje ljudi.
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Tabela 1. Funkcionalne komponente (IFIC, 2009)

Komponenta Potencijani zdravstveni efekat
Karotenoidi
B-karoten Sargarepa, bundeva, slatki neutraliSe slobodne radikale; podstice ¢elijsku
krompir, dinja antioksidativnu zastitu; provitamin vitamina A
. . kelj, spana¢, kukuruz, limun, ) o o
Lutein, zeaksantin . doprinose zdravlju ociju i ocuvanju vida
Jaja
Likopen paradajz, lubenica, grejpfrut doprinose o¢uvanju zdravlja prostate
Polifenolna jedinjenja
Flavonoidi
S bobicasto voce, visnje, crno podsticu ¢elijsku antioksidativnu zastitu, doprinose
Antocijanini
grozde ocuvanju funkcije mozga

Flavanoli - katehini,
¢aj, kakao, Cokolada, jabuke,

epikatehini, epigaokatehin, y doprinose ocuvanju zdravlja srca
. grozde
procijanidini
Flavanoni — hesperetin, ) neutralise slobodne radikale; podstice ¢elijsku
. . citrusno voce o )
naringenin antioksidativnu zastitu;
Flavonoli — kvercetin, ) ] ] ) neutraliSe slobodne radikale; podstice ¢elijsku
. crni luk, jabuke, ¢aj, brokoli S )
kempferol, miricetin antioksidativnu zastitu;

o brusnica, kakao, jabuke, jagode, ) ) o )
Proantocijanidini ) o doprinose ocuvanju zdravlja urinarnog trakta i srca
grozde, vino, kikiriki, cimet

Fenolne kiseline
Kafena kiselina, ferulna jabuke, kruske, citrusno voce, podsticu ¢elijsku antioksidativnu zastitu; doprinose

kiselina pojedino povrce, kafa ocuvanju zdravlja o€iju i srca

Izotiocijanati

. . . podstice ¢elijsku antioksidativnu zastitu;
ST kelj, brokoli, prokelj, kupus, ren ) L )
unapreduje detoksikaciju organizma

Sulfidi/Tioli

Dialil sulfid, alil metil beli luk, crni luk, praziluk unapreduju detoksikaciju organizma; doprinose

trisulfid ocuvanju zdravlja srca i imunog sistema
unapreduju detoksikaciju organizma; doprinose

Ditioltioni lisnato povrée

ocuvanju imunog sistema

13
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Izoflavoni — daidzein,
genistein

Lignani

zrno soje, proizvodi od soje

lan, raz, pojedino povrée

doprinose ocuvanju zdravlja kostiju, mozga, i

imunog sistema

doprinose ocuvanju zdravlja srca i imunog sistema

Slobodni stanoli/steroli

Stanol/estri stanola

kukuruz, soja, p$enica,
obogacdena hrana i pice

obogacdeni namazi

mogu smanjiti rizik od kardiovaskularnih oboljenja

mogu smanjiti rizik od kardiovaskularnih oboljenja

Seéerni alkoholi — ksilitol,

sorbitol, mannitol, laktitol

Pojedine Zvakace gume, drugi

prilozi hrani

mogu smanjiti rizik od zubnog karijesa

Inulin, frukto-oligosaharidi,

polidekstroza

integralne Zitarice, crni luk,
pojedino voce, beli lik, med,

praziluk

doprinose poboljsanju gastro-intestinalog zdravlja i

apsorpciju kalcijuma

Kvasac, Lactobacillus,
Bifidobacteria, ostali
specifi¢ni sojevi korisnih

bakterija

odredeni jogurti i drugi mle¢ni
proizvodi sa kulturama,

nemle¢ni prilozi hrani

doprinose poboljs$anju gastro-intestinalog zdravlja i

imuniteta; dejstvo u zavisnosti od soja

Nerastvorljiva vlakna

B-glukan

Rastvorljiva vlakna

pSeni¢ne mekinje, kukuruzne
mekinje, kora voca

ovsene mekinje i prekrupa,
ovseno brasno, je¢am, raz
grasak, pasulj, jabuke, citrusno

voce

doprinose o¢uvanju zdravlja digestivnog trakta;

mogu smanjiti rizik od nekih vrsta kancera
mogu smanjiti rizik od kardiovaskularnih oboljenja

mogu smanjiti rizik od kardiovaskularnih oboljenja

i od nekih vrsta kancera

B1 (Tiamin)

B2 (Riboflavin)

iznutrice, mleko, jaja,
Sargarepa, slatki krompir,

spanac
socivo, grasak, smedi pirinac

krto meso, jaja, zeleno lisnato

povrée
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doprinosi o¢uvanju vida, imunog sistema i zdravlja

kostiju; moze doprineti integritetu celije

doprinosi o¢uvanju vida, imunog sistema i
zdravlja kostiju; doprinosi integritetu Celije
doprinosi o¢uvanju mentalnih funkcija; pomaze

regulaciju metabolizma
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B3 (Niacin)

B5 (Pantotenska Kiselina)

B6 (Piridoksin)

B9 (Folat)

B12 (Kobalamin)

mlecni proizvodi, svinjsko
meso, kos§tunjavo voce, jaja
iznutrice, jastog, zrno soje,
so¢ivo

pasulj, kostunjavo voce,
leguminioze, riba, meso,
integralne zitarice

pasulj, leguminioze, citrusno

voce, zeleno lisnato povrée
jaja, svinjsko meso, mleko

jetra, losos, mlecni proizvodi,

podstice rast ¢elija; pomaze regulaciju

metabolizma

pomaze regulaciju metabolizma i sintezu hormona

doprinosi ouvanju zdravlja imunog sistema;

pomaze regulaciju metabolizma

moze smanyjiti rizik kod Zena od radanja deteta sa
oste¢enjem mozga ili kicmene mozdine
doprinosi o¢uvanju mentalnih funkcija; pomaze
regulaciju metabolizma i stvaranje krvnih zrnaca

pomaze regulaciju metabolizma i hormonalnog

Biotin o ) )
jaja, ostrige sistema
guava, biber, kivi, citrusno neutraliSe slobodne radikale; doprinosi o¢uvanju
c voce, jagode imunog sistema i zdravlja kostiju
pomaze regulaciju kalcijuma i fosfora; doprinosi
D riba, obogacena hrana i pice zdravlju kostiju i imunog sistema; pomaze rast
celija
neutraliSe slobodne radikale; doprinosi o¢uvanju
E seme suncokreta, badem, lesnik
zdravlja srca i imunog sistema
Kalcijum sardine, spanaé, jogurt, doprinosi o¢uvanju zdravlja kostiju; moze smanjiti
niskomasni mleéni proizvodi, rizik od osteoporoze
obogacéena hrana i pice
. spana¢, semenke bundeve, doprinosi o¢uvanju normalne muskulature i
Magnezijum . . - . . .
integralni hleb i Zitarice nervnih funkcija, zdravlju imunog sistema i kostiju
krompir, niskomasni mle¢ni
" proizvodi, integralni hleb i doprinosi o¢uvanju zdravlja srca; moze smanjiti
Kalijum zitarice, citrusni sokovi, pasulj,  rizik od visokog pritiska i infarkta
banana
- riba, crveno meso, zrnevlje, beli  neutrali$e slobodne radikale; moze doprineti

luk, jetra, jaja
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3.2.1. Generisanje sporednih proizvoda prehrambene industrije

Prehrambena industrija je jedna od vodecih privrednih grana, sa dugom tradicijom i
velikim znacajem za celokupnu privredu kako Srbije, tako 1 velikog broja zemalja Sirom sveta.
Medutim, razvoj prehrambene industrije dovodi do stvaranja velike koli¢ine otpadnog materijala
ili specificnog sporednog proizvoda, Cije iskoriS¢enje predstavlja imperativ sa socijalnog,
ckoloskog i ekonomskog aspekta (Lin i sar. 2009). Prema definiciji Direktive Evropskog
parlamenta, prehrambeni otpad predstavlja biorazgradivi materijal (biootpad) koji podleze
anaerobnoj i aerobnoj fermentaciji (Directive 2008/98/EC, 2008). Odlaganje ovakve vrste
biootpada predstavlja znacajan ekoloski problem, s obzirom na to da su zbog visokog sadrzaja
vode i aktivnih enzima podlozni mikrobioloskoj razgradnji i autooksidaciji, uz nekontrolisanu
potroS$nju kiseonika i emisiju gasova sa efektom staklene baste (Ndubuisi Ezejiofor 1 sar. 2014).
Sa druge strane, ovaj problem karakteriSe 1 ekonomski deficit, gde se pored hrane i
poljoprivrednih inputa tokom proizvodnje hrane gube i resursi poput energije i vode (Galanakis,
2015).

Prema podacima Organizacije za hranu i poljoprivredu (eng. Food and Agriculture
Organisation, u daljem tekstu FAO) duz lanca snabdevanja prehrambenim proizvodima u svetu
zaostaje odnosno ne iskoristi se tre¢ina proizvedene hrane, §to iznosi oko 1,3 milijarde tona na
godisSnjem nivou. U okviru Evropske unije, prema izvesStaju Evropske komisije (2017), isti
problem doseze vrednost od 90 miliona tona na godiSnjem nivou, od ¢ega 39% potice iz
prehrambene industrije (European Comission, 2017). lako prema zakonskim propisima Evropske
unije ove materije imaju status otpada, u prehrambenoj industriji se koristi termin "sporedni
proizvod". Sporedni proizvodi prehrambene industrije, koji nastaju u razlic¢itim tehnoloskim
fazama, mogu biti biljnog ili Zivotinjskog porekla i ¢ine ih sporedni proizvodi prerade: (1) voca i
povrca — trop, pulpa, kora, peteljke, pokozica, semenje, kostice; (2) krtolastog povréa — ljuska
krompira, odbaceni krompir, sok i trop krompira, krompirova dzibra; (3) uljarica i leguminoza —
ljuske, delovi zrna, satme i pogace (suncokretova, sojina saéma); (4) zitarica — ljuske, Klice,
mekinje, stocno brasno, kukuruzni gluten; (5) Secerne repe — listovi, rezanci Secerne repe, pulpa
SecCerne trske, melasa; (6) sporedni proizvodi u industriji vina — komina grozda, vinski talog,
semenke i peteljke vinove loze, (7) sporedni proizvodi u industriji piva (sladne klice, pivski

treber, pivski kvasac; (8) sporedni proizvodi mesnopreradivacke industrije — koza, krv, dlaka,
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rogovi, kosti, kopita, iznutrice, masnoca; (9) ribe i morskih plodova — kosti, glave, ikra, iznutrice,
oklop, krljust, (10) mleka — surutka, (11) jaja — ljuska (Maslovari¢, 2017).

Porast broja stanovnika u svetu iziskuje intenziviranje poljoprivredne proizvodnje i
industrijske prerade hrane, Sto dalje rezultira porastom volumena prehrambenog otpada. Prema
procenama FAO (2011) do 2050. godine broj stanovnika u svetu ¢e dosti¢i 9,1 milijardi, usled
Cega Ce biti neophodno da se i proizvodnja poljoprivredno-prehrambenih proizvoda poveca za
60% u odnosu na prosek iz perioda prethodnih deset godina, $to ukazuje na znacaj ovog
problema (FAO, 2011).

Lanac snabdevanja prehrambenim proizvodima zapocinje primarnom poljoprivrednom
fazom, potom ukljucuje razliCite aspekte proizvodnje, prerade, distribucije, maloprodaje, 1
zavrSava se potrosnjom domacdinstva. Koli¢ina izgubljene hrane duz lanca snabdevanja
prehrambenim proizvodima kod nekih proizvoda dostize i do 46%, a procena gubitaka hrane

razliitog porekla u razli¢itim fazama proizvodnje 1 upotrebe je prikazana na slici 2 (Caldeira 1

sar. 2019).

Meso NN _E— B o3y

S
Riba [ — Q. 51%

i
Mleéni proizvodi [N I — @ 5%
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Povrée . e Q‘ a6%
Krompir [ Se—— @ 22%

‘. Ty
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0.0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

M Primarna proizvodnja [l Razli¢iti aspekti proizvodnje i prerade [l Distribucija i maloprodaja | Potrosnja jestivih delova

Potro$nja nejestivih delova l Prehrambeni otpad M Hrana dostupna za konzumiranje

Slika 2. Gubici pojedinih vrsta hrane u ukupnom lancu snabdevanja prehrambenim proizvodima;
Procenat prehrambenog otpada u odnosu na hranu dostupnu za konzumiranje
(Caldeira i sar. 2019)
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Zabrinjavaju¢i podatak je i da su ukupni gubici nerazvijenih zemalja i zemalja u razvoju
gotovo izjednaCeni sa gubicima razvijenih zemalja, Sto je posledica klimatskih uslova,
neadekvatne opreme, nezadovoljavajucih sanitarnih uslova, logistike i infrastrukture, kao i nivoa
edukacije i nepostojanja svesti o moguénostima iskoris¢enja (FAO, 2011). Zapazeno je da u
razvijenim zemljama preko 40% gubitka nastaje u finalnoj fazi, tj. u toku prodaje i potrosnje. Sa
druge strane, u nerazvijenim zemljama i zemljama u razvoju, najvise hrane se izgubi u poc¢etnim
I srednjim fazama lanca snabdevanja hranom, u tzv. post-harvest fazi i prilikom prerade
(Gustavsson i sar. 2011).

Prevenciji ovog ekolosko- i socio-ekonomskog problema trebalo bi se pristupiti na
razliCite nacine. Na primer, kod razvijenih zemalja je neophodno podizanje svesti o0 uticaju
bacene hrane na sve aspekte drustva i time promeniti navike potrosaca. ReSavanje problema u
nerazvijenim zemljama se zasniva na investiranju u proizvodnu tehniku, infrastrukturu,
kapacitete za skladiStenje i preradu, kao i u edukaciji svih aktera u lancu snabdevanja hranom.
Poslednjih decenija, na resavanju globalnog problema bacanja hrane rade stru¢njaci razlicitih
profila, gde iskoris¢enje otpada prehrambene industrije uz primenu savremenih tehnoloskih

procesa 1 rezultata naucnih istraZivanja, predstavlja jedan od vaznijih pristupa.

3.2.2. Mogucnosti iskoriS¢enja sporednih proizvoda prehrambene industrije

Pristup Evropske unije u upravljanju biootpadom temelji se na "hijerarhiji otpada”, koja
postavlja prioritete u politici upravljanja otpadom, kao i prioritete u upravljanju otpadom na
operativnom nivou (Directive 2008/98/EC on waste). Na samom vrhu ove hijerarhije jeste
minimizacija ili prevencija stvaranja otpada, zatim ponovna upotreba, reciklaza, iskoriS¢enje u
ishrani ljudi i zivotinja, kompostiranje, dobijanje energije iz otpada, i deponovanje. Odlaganje
otpada na deponijama predstavlja najmanje prihvatljivo reSenje, ne samo sa ekoloSkog aspekta u
pogledu ugroZavanja Zivotne sredine, ve¢ i sa ekonomskog aspekta i troSkova koje ovaj nacin
uklanjanja otpada iziskuje (Frewer i Gremmen, 2007).

Poslednjih godina zapaZa se sve veéi broj nauc¢ne literature i studija koji se odnose na
sporedne proizvode prehrambene industrije, ispitivanje novih metoda i1 nacina njihovog
iskoriS¢enja. Sporedni proizvodi prehrambene industrije predstavljaju znacajan izvor nutritivnih i

bioaktivnih jedinjenja, kao Sto su proteini, polisaharidi, vitamini, minerali, dijetetska vlakna,
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polifenoli, karotenoidi, aromati¢na jedinjenja, itd. (Frewer i Gremmen, 2007). Stoga, valorizacija
ovih sporednih proizvoda kao izvora jedinjenja visoke vrednosti, sve viSe dobija na znacaju, S$to
ujedno predstavlja i potencijalno reSenje za ocuvanje zivotne sredine i prirodnih resursa.

Sporedni proizvodi industrijske prerade voca i povréa, kao Sto su komina grozda, pulpa
citrusa, trop jabuke, kora i pulpa Sargarepe, trop paradajza, trop cvekle, predstavljaju bogat izvor
dijetetskih vlakana i polifenolnih jedinjenja i zaostaju upravo u onom delu biljnog materijala koji
se, nakon prerade, tretira kao otpad (O'Shea i sar. 2012). Dokazana funkcionalna svojstva i
bogatstvo bioaktivnim jedinjenjima, glavne su odlike sporednih proizvoda industrijske prerade
voca 1 povréa, Sto ukazuje na viSestruku dobrobit njihove valorizacije. Mnogi proizvodi nastali
tim putem predstavljaju i bogat izvor prirodnih pigmenata, karotenoida. Ovi pigmenti se mogu
koristiti kao zamena sintetskim prehrambenim bojama, doprinose¢i razvoju prirodnih i
kvalitetnih proizvoda, sa pozitivnim efektom na zdravlje. Moguénost iskoriS¢enja sporednih
proizvoda prerade voca i povrca je naroéito znacajna zbog niske cene sirovina, ali i potencijalne
proizvodnje novih funkcionalnih proizvoda, koji su, kako je ve¢ navedeno, trend savremene
prehrambene industrije.

Kako se industrijski pristup ¢esto ne poklapa sa nau¢nim, prehrambena industrija se ne
upusta u problematiku koriS¢enja i1 prerade sporednih proizvoda bez razvijenih metodologija 1
ujednacenosti  kvaliteta sirovina (Kalusevi¢, 2017). Manipulacija sporednim proizvodima
prehrambene industrije je komplikovana sa vise aspekata, od mikrobioloskog, zbog neadekvatne
bioloske stabilnosti 1 rizika od kontaminacije, do prakticnog, gde visok sadrzaj vode ima
znaajan uticaj na troSkove transporta. Takode, sporedni proizvodi od hrane sa visokim
sadrZzajem masti 1 ulja podlezu oksidaciji, $to dalje uzrokuje njihovo kvarenje (Russ i Meyer-
Pittroff, 2004). Tema ove doktorske disertacije 1 istrazivanja u okviru iste, izmedu ostalog su
usmerena na prevazilazenje navedenih kompikacija u cilju priblizavanja nau¢nog i industrijskog
pristupa ka valorizaciji sporednih proizvoda prehrambene industrije. U skladu sa tim, prvi korak
je stabilizacija ovih proizvoda, smanjenje mogucnosti njihove razgradnje i kvarenja, smanjenje
troSkova transporta, stabilnost tokom dugog perioda skladiStenja, i na kraju jednostavno

doziranje  prilikom uklju¢ivanja u  formulaciju novih  prehrambenih  proizvoda.
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3.3.1. Sargarepa — opis biljke, zna¢aj i upotreba

Sargarepa (Daucus carota) je dvogodinja povrtarska biljka iz porodice Apiaceae. Pored
kupusa, paradajza, luka, zelene salate, paprike, graska, boranije i krastavca, Sargarepa je svrstana
u red vodecih povrtarskih useva, sa godiSnjom proizvodnjom preko 37 miliona tona. Prvobitno
se koristila u medicinske svrhe, nakon ¢ega se njena upotreba prosirila i postala sastavni deo
ljudske ishrane. Prema literaturnim podacima, Sargarepa poti¢e sa podru¢ja Avganistana. U
periodu od 10. do 12. veka gajenje Sargarepe prosirilo se na mediteranski region, a zatim u 14. i
15. veku preko Evrope i Kine, i do Japana. Koren prvih kultivisanih $argarepa je bio zute i
ljubicaste boje. Tokom 17. veka prvi put se pojavila narandzasta Sargarepa, koja je zahvaljujuci
visokom sadrzaju provitamina A postala dominantna u svetu (Arscott i Tanumihardjo, 2010). U

Srbiju je dospela iz Madarske, pa otuda i nosi naziv Sargarepa (madarski Sargarepa — Zuta repa).

Slika 3. Razlicite sorte Sargarepe (Daucus carota)
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Sargarepa se gaji zbog zadebljalog korena Koji, u zavisnosti od sorte i uslova gajenja,
moze biti razli¢itog oblika, veli¢ine i boje (slika 3). Na osnovu porekla, razlikuje se isto¢no ili
azijsko (var. atrorubens) i zapadno (var. sativus) gajena Sargarpa (Kammerer i sar. 2004b).
Sargarepa koja rano cveta i ima ljubigasto-crveni ili Zuti koren karakteristi¢na je za Aziju, dok je
Sargarepa poreklom sa zapada belog, Zutog, crvenog ili narandzastog korena i ima manju
sklonost ka cvetanju. Narandzasta Sargarepa ima visok sadrzaj a- i B-karotena, a ujedno je i
najvazniji izvor provitamina A. Zuta boja Sargarepe poti¢e od luteina koji ima kljuénu ulogu u
prevenciji makularne degeneracije. Crvena boja Sargarepe potice od visokog sadrzaja likopena,
dok ljubicasta boja potice od visokog sadrzaja antocijana. Kultivari bele boje imaju mali sadrzaj
pigmenata. Koren Sargarepe moze biti koniCan, sferi¢an ili cilindri¢an, Sto je prvenstveno
odredeno genotipom i klimatskim uslovima tokom rasta korena (Rosenfeld i sar. 1998a) (slika
4). Prema Petzoldtu (2008) temperatura tla izmedu 15,5 °C i 21,1 °C omoguéava razvoj
kvalitetnog korenja, sude¢i po obliku i duzini. Joubert i sar. (1994) su izvestili da temperatura
ispod 15 °C podsticu tanke, duge, konusne Siljaste korene. Sa druge strane, temperatura iznad
25 °C menja oblik korena, te su vrhovi korena Sargarepe viSe loptasti a manje cilindri¢ni
(Rosenfeld i sar. 1998a).

PETELJKA — \

STEM (STABLJIKA) —

HIPOKOTIL —
- FLOEM

KAMBLJUM

SKLADISNIDEO KORENA — PERIDERM

L BOCNI KOREN
BOCNE
NERAVNINE
KORENA

KOREN

Slika 4. Sematski prikaz popreénog preseka Sargarepe
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Nakon nicanja Sargarepe moze se uociti razlika izmedu korena i hipokotila. Hipokotil je
na prvi pogled deblji, i ne nosi bo¢ne korene. Listovi i koren se obrazuju istovremeno. U pocetku
vegetacije brze rastu listovi (do pojave 3-4 lista), a zatim koren. Koren je prvobitno vretnast, a
potom dolazi do zadebljanja i postizanja oblika tipicnog za sortu. Na zadebljalom korenu se
razlikuje glava koja nosi lisnu rozetu, vrat korena - srednji deo bez listova i korenovih dlacica, i
pravi koren obrastao korenovim dlacicama. Na korenu se razlikuju spoljas$nje plutno tkivo,
Supljikavo, lako propustljivo za vodu, zatim najkvalitetniji deo korena - floem, sloj aktivnih
¢elija kambijuma, i unutra$nji deo korena - ksilem. Druge godine, iz glave korena raste
razgranato, cvetno stablo, visine od 50-180 cm. Broj grana je vrlo razli¢it, i javljaju se kao
primarne, sekundarne i tercijalne. Na vrhovima grana formiraju se cvasti, slozeni Stitovi, sa
mnostvom prostih Stitova koji imaju od 10-60 dvopolnih cvetova bele boje.

Sargarepa se jede kao sirovo povrée, ali je i sastavni deo mnogih kuvanih jela. Takode,
Sargarepa je znacajna sirovina u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. Koren 1 list se koriste 1
kao sto¢na hrana, naroCito plemenitih rasa konja, ovaca, koza i kuni¢a. Shodno tome, zbog
raznolike potroSnje i prepoznavanja Sargarepe kao vaznog izvora jedinjenja za unapredenje
zdravlja, svetska proizvodnja u poslednjih 10 godina neprestano raste. Prema FAO, Sargarepa 1
repa se uzgajaju na oko 1,15 miliona hektara Sirom sveta, proizvode¢i oko 43 miliona tona za
ljudsku upotrebu. Povecanje svetske proizvodnje Sargarepe i repe od 2007. do 2017. godine
iznosi 28,75%, kao §to je prikazano na slici 5. Trenutno je Azija kontinent sa najvecom
proizvodnjom, sa 27,57 miliona tona, dajuci doprinos od 64,37% svetskoj proizvodnji Sargarepe i
repe. Slede je Evropa (21,49%), Severna 1 Juzna Amerika (8,47%) 1 Afrika (4,80%). Najnizu
proizvodnju imaju Okeanija, Australija i Novi Zeland S$to ¢ini priblizno 1,77% svetske
proizvodnje (FAOSTAT, 2017).

U 2017. Godini, Kina je rangirana kao zemlja sa najve¢om proizvodnjom Sargarepe 1
repe, sa obradivom povrsinom od 403 hiljade hektara i proizvodnjom od 20,27 miliona tona. Ovi
prinosi Cine priblizno 47,33% svetske godisnje proizvodnje, nakon cega sledi Uzbekistan
(5,25%), Rusija (4,22%) i ostale zemlje predstavljene na slici 6. Generalno, prvih deset
rangiranih zemalja ¢ini 70,9% ukupne svetske proizvodnje Sargarepe i repe, sa rastu¢im trendom

produktivnosti svake sezone.
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3.3.2. Nutritivni i funkcionalni profil Sargarepe

Tokom rasta i razvoja Sargarepe, na kvalitet se moze uticati od setve pa do berbe, i to
opstim Ciniocima, kao $to su izbor sorte 1 klimatski uslovi (svetlost, temperatura, padavine), ili
¢iniocima u sistemu proizvodnje (organska ili konvencionalna proizvodnja), dubrenje i zastita
useva (Seljasen i sar., 2013). Kvalitet korena Sargarepe zavisi i od uslova ¢uvanja, te hemijski
sastav moze varirati i unutar iste sorte. Nutritivne i funkcionalne komponente, kako medusobnim
odnosom, tako i koli¢inom, formiraju organolepticka, hranljiva i bioloSka svojstva proizvoda.

Nutritivne karakteristike Sargarepe ogledaju se u visokom sadrzaju vode (do 86,5%),
ugljenih hidrata (do 10,5%), vlakana (do 2,8%), masti (do 0,2%) i proteina (do 0,9%).
Energetska vrednost S$argarepe je 41 kcal, odnosno 173 kJ. Sargarepa nije jedna od
visokokaloricnih namirnica, ali predstavlja deo ishrane koja ljudski organizam snabdeva
mineralima, vitaminima i drugim fitohemikalijama zna¢ajnim za ocuvanje zdravlja ljudi (Arscott
I Tanumihardjo, 2010). Najveé¢i deo mineranih materija ¢ini kalijum (240 mg/100 g). Prema
Odboru za hranu i nutricionizam Instituta za medicinu SAD, preporuen dnevni unos (eng.
Recommended Dietary Allowance, u daljem tekstu RDA) za kalijum iznosi 2000 mg/dan, §to
ukazuje na znacaj zastupljenosti Sargarepe u svakodnevnoj ishrani. Znacaj kalijuma se ogleda u
odrzavanju baznosti krvi, a takode se smatra da pozitivno deluje na radnu sposobnost organizma,
otpornost prema infekcijama, na pravilan rad srca i nervnog sistema (Gopalan i sar. 1991). Pored
kalijuma, Sargarepa je dobar izvor natrijuma (40 mg/100 g), kalcijuma (34 mg/100 g), fosfora
(25 mg/100 g), magnezijuma (9 mg/100 g), gvozda (0,4 mg/100 g) i cinka (0,2 mg/100 g). Od
vitamina sadrzi znacajne koli¢ine vitamina C (4 mg/100 g), niacina (0,2 mg/100 g), tiamina (0,04
mg/100 g) i riboflavina (0,02 mg/100 g) (Holland i sar. 1991).

Osim navedenih nutritivnih svojstava, Sargarepa poseduje i1 funkcionalna svojstva,
zahvaljujuéi prisustvu jedinjenja sa antioksidativnim delovanjem. Naucna istrazivanja potvrduju
da su mnoga bioloSka i farmakoloSka svojstva Sargarepe vezana za antioksidativno delovanje
polifenola (Balasundram i sar. 2006). Sargarepu karakterise prisustvo fenolnih kiselina, medu
kojima dominira hlorogenska kiselina i ¢ini do 80% ukupnih polifenola, dok se u manjim
koncentracijama nalaze kafena, ferulna i p-hidroksi benzoeva kiselina (Soltoft i sar. 2010; Sun i
sar. 2009). Ishrana bogata hlorogenskom kiselinom igra znacajnu ulogu u sprecavanju razli¢itih

bolesti povezanih sa oksidativnim stresom. Hlorogenska kiselina pokazuje inhibitorno dejstvo u
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procesu karcinogeneze, posebno u slucaju kancera jetre i debelog creva (Cho i sar. 2010), deluje
u prevenciji oksidativnog stresa in vivo (Tanaka i sar. 1993; Shahidi i Chandrasekara, 2010), kao
i u slucaju kardiovaskularnih oboljenja, snizavajuci nivo ukupnog holesterola (Lin i sar. 2020).
lako kora, odnosno periderm, ¢ini samo 11% ukupne tezine Sargarepe, najve¢i sadrzaj
polifenolnih jedinjenja se nalazi upravo u ovom delu biljke (54,1% ukupnih polofenola), nakon
cega slede floem (39,5%) 1 ksilem (6,4%). Medutim, sadrzaj polifenola znatno varira u zavisnosti
od sorte Sargarepe. Prema Alasalvar i sar. (2005), ljubicasta sorta Sargarepe ima 2,9 puta veci
sadrzaj polifenola (102 mg/100g) u odnosu na narandzastu (34,8 mg/100g).

Biljke iz familje Apiaceae karakteriSe prisustvo alifaticnih poliacetilena, a u biljnim
vrstama koje su zastupljene u ishrani su prisutni ve¢inom C17 poliacetileni tipa falkarinola. U
svezoj Sargarepi identifikovano je 12 poliacetilena, od kojih su najdominantniji falkarinol (16-84
mg/kg), falkarindiol (8-40 mg/kg) i falkarindiol-3-acetat (8-27 mg/kg) (Czepa i Hofmann, 2004).
Poliacetileni su nestabilni 1 do njihovog razlaganja dolazi na poviSenoj temperaturi, prilikom
izlaganja UV svetlosti i promenama pH sredine. Primenom NIR-FT-Raman spektroskopije
uoceno je da su u svezem korenu Sargarepe falkarinol, falkarindiol i falkarindiol-3-acetat
vec¢inom lokalizovani u parenhimu 1 floemu. Smatra se da je za nepozeljnu gor€inu Sargarepe
odgovoran falkarindiol, ¢ija je koncentracija najvisa u floemu (Baranska i sar. 2005). Prilikom
obrade Sargarepe, poput ljustenja ili kuvanja, dolazi do znacajnog sniZenja sadrzaja poliacetilena
(Tiwari i sar. 2013). Alifati¢ni poliacetileni tipa falkarinola pokazuju niz bioloskih aktivnosti, od
kojih su najznacajnija antikancerogena i antiinflamatorna svojstva. Takode, falkarinol i
falkarindiol pokazuju antifugalnu i antimikrobnu aktivnost (Christensen i Brandt, 2006).

Koren Sargarepe predstavlja jedan od najvaznijih izvora B-karotena, i obezbeduje oko
17% potreba ukupnih B-karotena u ishrani ljudi (Alasalvar i sar. 2001). Takode, B-karoten ¢ini
75% ukupnih karotenoida u Sargarepi, a prisutni su i a-karoten (23%), lutein (1,9%), kao i B-
kriptoksantin, likopen i zeaksantim u tragovima (Soltoft i sar. 2011). Sargarepu poreklom iz
Evrope karakteriSe bogatiji sadrzaj karotenoida u poredenju sa sortama koje poticu iz Azije, dok
neke savremenije sorte sadrze i do 20% viSe karotenoida (Baranski i sar. 2012). Prema Koch i
Goldman (2005) najve¢i sadrzaj karotenoida se nalazi u floemu korena Sargarepe. Prosecan
sadrzaj karotenoida u korenu Sargarepe iznosi od 16-38 mg/100 g sveze mase (Mustafa i sar.

2012). Studije ¢iji je fokus na Sargarepi, odnosno karotenoidima koji su zastupljeni u korenu, u
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prvi plan istiCu antioksidativni potencijal i povoljan efekat na zdravlje (Ahmad i sar. 2019; da
Silva Dias, 2014).

3.3.3. Sporedni proizvodi prerade Sargarepe

Primarna prerada Sargarepe zapocinje ¢iS¢enjem i odvajanjem liSéa od jestivog dela
korena. Nakon toga vrSi se pranje, kako bi se sa korena odstranile mehanicka, hemijska i
bioloska necisto¢a, a potom inspekcija plodova sa ciljem uklanjanja stranih primesa i plodova
neodgovarajuéeg kvaliteta (loSe opranih, osStecenih, trulih). OpSte je poznato, a i naucno
dokazano, da lis¢e Sargarepe, koje se prilikom primarne prerade Sargarepe tretira kao otpad,
predstavlja bogat izvor vitamina i minerala (Pereira i sar. 2003; Goneim i sar. 2011). Stoga,
prema nacelima hijerarhije upravljanja otpadom, lis¢e Sargarepe se svrstava u red sporednih
proizvoda Cija se valorizacija u pogledu izolovanja bioaktivnih jedinjenja smatra veoma
znadajnom. Sargarepa se moze koristiti kao sveza u vidu salate, ili kuvana kao varivo i kao
sastavni deo mmnogih jela. Od velikog znacaja je 1 upotreba preradenih oblika Sargarepe,
konzervirana (kisela), dehidrirana (seckana kao zacin), ili kroz proizvode kao $to su sokovi 1
drugi napici, sosevi, dzem, itd. (slika 7). U toku pripreme navedenih proizvoda od Sargarepe
zaostaje znacajna koli¢ina biootpada (kora, pulpa, trop), koja moZze da €ini 1 do 50% mase sveze
preradene sirovine (Bao 1 Chang, 1994). Budu¢i da Sargarepa obiluje karotenoidima i predstavlja
jedan od najvaznijih izvora [-karotena, valorizacija nastalih sporednih proizvoda prilikom njene
prerade, u pravcu dobijanja novih funkcionalnih sastojaka i1 proizvoda sa dodatom vrednos$cu,

bila je osnovna ideja ove doktorske disertacije.
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Slika 7. Proizvodi i sporedni proizvodi prerade Sargarepe

Jedan od nacina prerade Sargarepe je proizvodnja soka, kako zbog prijatnog ukusa i
atraktivne boje, tako i zbog bogatog sadrzaja jedinjenja sa antioksidativnim delovanjem (Walde i
sar. 1992). Prema Pravilniku o vo¢nim sokovima i odredenim srodnim proizvodima namenjenim
za ljudsku upotrebu (Sluzbeni glasnik RS br. 103/18), voéni sok se definiSe kao proizvod koji
nije fermentisao, ali moze da fermentiSe, a koji se dobija od jestivih delova jedne ili viSe vrsta
vo¢a pomesanih zajedno, koje je zdravo, zrelo, sveze ili ohladeno, odnosno zamrznuto. Boja,
aroma i ukus vocénog soka treba da bude karakteristiCan za vrstu voc¢a od koga je voéni sok
proizveden. Sok mozZe biti kaSast, mutan ili bistar. Koncentrovan sok moze kasnije biti
rekonstituisan vodom koja je pogodna za odrzavanje osnovnog sastava i faktora kvaliteta soka.

Od sargarepe se proizvode dve vrste soka, mutni i kasasti. Konvencionalna proizvodnja soka od
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Sargarepe podrazumeva mehanicko presovanje sirovine, pri ¢emu dolazi do izdvajanja mutnog
soka i sporednog proizvoda bogatog karotenoidima. Kako su karoteni nerastvorljivi u vodi,
prilikom izdvajanja soka znacajna koli¢ina zaostaje u ¢elijama Sargarepe, a prema Bohm 1 sar.
(1999) ta koli¢ina doseze i do 80%. U novije vreme, problem niskog prinosa soka od Sargarepe,
kao i samih karotenoida, reSava se razli¢itim enzimskim tretmanima (Reiter i sar. 2003), ali i
pored toga, koli¢ina i hemijski sastav sporednih proizvoda koji zaostaju nisu zanemarljivi.
Proizvodnja sokova od voca i povréa predstavlja jednu od vodecih i perspektivnijih
industrija u svetu. U ukupnoj proizvodnji preradevina od voca i povréa u nasoj zemlji najveci
udeo (81,5%) imaju sokovi (Luka¢ Bulatovi¢, 2010). U Srbiji se godiSnje proizvodi oko 230
miliona litara soka, §to nas svrstava u ozbiljne proizvodace u regionu. Imajucu u vidu podatke o
sadrzaju funkcionalnih jedinjenja, koja nakon cedenja soka zaostaju, pojavio se znacajan interes
za njihovim iskoris¢enjem od strane prehrambene industrije, nau¢nika, ali i samih potroSaca.
Detaljnim pregledom literature ustanovljeno je da postoje brojni radovi koji se odnose na
ispitivanje sadrzaja ukupnih karotenoida u sporednim proizvodima prerade Sargarepe. Singh 1
sar. (2006) navode da, u zavisnosti od uslova prerade, sadrzaj karotenoida koji zaostaje moze
iznositi 1 do 2 g/kg suve materije. Prilikom prerade korenastog povréa najceSce se koristi
predtretman blansiranjem. Blansiranje predstavlja toplotni tretman koji se izvodi toplom vodom
ili vodenom parom, i ima znatan uticaj na aktivnost enzima. Prema Bao i Chang (1994), nakon
prerade neblan$irane Sargarepe sadrzaj a- i -karotena koji zaostaje iznosi 17%, dok sporedni
proizvodi prerade blanSirane Sargarepe sadrze od 31 do 35% zaostalih karotenoida. BlanSiranje
moZze imati negativan uticaj na hranljive materije kao $to su vitamini i jedinjenja koji su relativno
nestabilna prilikom izlaganja toplotnim tretmanima (Prochasha i sar. 2000), zbog Cega se
preporucuje snizavanje temperature pri izvodenju ovog tretmana (Song i sar. 2003). Generalno,
razliCite tehnike pripreme proizvoda od Sargarepe, kao i metode ekstrakcije karotenoida iz
nastalih sporednih proizvoda, doprinose znacajnoj varijabilnosti u prijavljenim rezultatima.
Tabela 2 prikazuje neke od poznatih rezultata koji se odnose na sadrzaj individualnih i ukupnih

karotenoida sporednih proizvoda prerade Sargarepe.
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Tabela 2. Literaturni podaci o sadrzaju ukupnih i individualnih karotenoida u sporednim

proizvodima prerade Sargarepe

Sporedni
proizvod SadrZaj ukl.lpmh ao-Karoten  p-Karoten Lutein  p-kriptoksantin 12V
prerade karotenoida podataka
Sargarepe
de Andrade
Kora 205,6 pg/g 67,6 ng/g 127,8 ng/g 8,4 ng/g - Limai sar.
(2019)
Hiranvarach
Kora 219-289,2 mg/100 g - 1;09?13327 - - atisar.
(2014)
Yu i sar.
Trop 11,90-15,97 mg/g - - - - (2018)
Trop 78,66-120,14 mg/100 g 33,57-42,97 43,50-74,91  0,15-0,54 1,06-1,72 Borowska i
' ' mg/100 g mg/100 g mg/100 g mg/100 g sar. (2017)
Trop 28,51 mg/100 g : - - - Jalgaonia |
' sar. (2018)
Nagarajaiah
Trop 5456 ng/100 g 607 ng/100 g i Prakash,
) i i (2015)
Trop 5.84-10,84 mg/100 g 186,01-633,57 Alam i sar.
' ' - ng/100 g - - (2013)
6,83-15,81 Hernandez-
Trop 65,74-92,64 mg/100 g i mg/100 g i i Ortega i sar.
(2013)
2,2-4,2 8,1-19,3 Mustafa i
Trop -
mg/100 g mg/100 g - - sar. (2012)
Shyamala i
Pulpa 4 mg/100 g - 3,92 mg/100 g - - Jamuna,
(2010)

Sadrzaj proteina 1 masti u suvoj materiji sporednog proizvoda prerade Sargarepe nije

znacajan. Prema Kumari i Grewal (2007) sadrzaj proteina iznosi 0,7%, a sadrzaj masti 1,3%.

Rezultati istrazivanja Nagarajaiah i Prakash (2015) pokazali su ve¢i sadrzaj proteina, i iznosio je

6,5%. Prema podacima koje navode Sharoba i sar. (2013), udeo proteina u suvoj materiji

sporednog proizvoda prerade Sargarepe iznosi 10,06%, dok je udeo masti 1,75%. U pogledu

mikroelemenata, sporedni proizvod prerade Sargarepe, u suvoj materiji, sadrzi najviSe gvozda

(30,5 mg/qg), cinka (29,4 mg/g), kalijuma (18,6 mg/g), mangana (10,8 mg/g), bakra (4,0 mg/g),
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natrijuma (3,2 mg/g), kalcijuma (3,0 mg/g), fosfora (1,8 mg/g) i magnezijuma (1,1 mg/qg)
(Tanska i sar. 2007).

Pored karotenoida, sporedni proizvodi prerade Sargarepe predstavljaju i bogat izvor
dijetetskih vlakana. Dijetetska vlakna su prepoznata kao vazan sastojak pravilne ishrane, a
definiSu se kao sastojci biljnih ¢elija koji ne podlezu digestiji od strane digestivnih enzima
ljudskog organizma. Prema rastvorljivosti u vodi, dijetetska vlakna se uobi¢ajeno klasifikuju u
dve kategorije: nerastvorljiva i rastvorljiva dijetetska vlakna (Esposito i sar. 2005). Rastvorljiva
dijetetska vlakna imaju sposobnost formiranja viskoznih gelova, lako prolaze kroz tanko crevo,
fermentiSu u debelom crevu, i1 sastoje se od pektina, guma, fruktana i biljnih sluzi. Sa druge
strane, nerastvorljiva dijetetska vlakna &ine celuloza, hemiceluloza i1 lignin. U istraZivanju
Sharoba i sar. (2013) sadrzaj ukupnih dijetetskih vlakana, na bazi suve materije, iznosio je
69,85%, sa ve¢im udelom nerastvorljivih vlakana (45,12%) u odnosu na ona koja se rastvaraju u
vodi (24,3%). Prema podacima Nawirska i Kwasniewska (2005), dijetetska vlakna sporednog
proizvoda prerade Sargarepe (na bazi suve materije) ¢ine pektin (3,88%), hemiceluloza (12,3%),
celuloza (51,6%) i lignin (32,1%).

Sadrzaj vlage u sporednom proizvodu Sargarepe, koji zaostaje nakon proizvodnje soka,
krece se u opsegu od 85-90% (Aglawe i Bobade, 2018). Sporedni proizvodi koji sadrze koli¢inu
vlage u datom opsegu brzo podleZzu kvarenju, a skladiStenje i manipulacija materijalom ovakvih
razmera su otezani. Da bi se stvorili uslovi za mogucénost valorizacije ovakvog sporednog
proizvoda, pre svega je potrebno izvrsiti njegovo konzervisanje, tj. prevodenje u oblik u kojem
se moze Cuvati i Koristiti u duzem vremenskom periodu. SuSenje predstavlja jedan od
najzastupljenijih nacina konzervisanja hrane, pri ¢emu se, u vecoj ili manjoj meri, uklanja voda
1z materijala, smanjuje aktivnost preostale vode i enzima, sprecava razvoj mikroorganizama, kao
1 hemijski procesi koji dovode do kvarenja hrane. Osim toga, suSenjem se postiZe 1 smanjenje
mase 1 zapremine hrane, ¢ime se smanjuju troskovi pakovanja i transporta, i olakSavaju
tehnoloSke operacije poput mlevenja i meSanja u daljim procesima prerade (Maslovari¢, 2017).
Neke od najées¢e primenjivanih metoda su konvektivno suSenje, mikrotalasno suSenje, susenje
infracrvenim zracima i liofilizacija (Wu i sar. 2017; Ly i Zhang, 2017; Upadhyay i sar. 2008).

U istrazivanjima koja su se odnosila na upotrebu osusenog sporednog proizvoda prerade
Sargarepe, sadrzaj vlage je bio od 2,5 do 11% (Sharoba i sar. 2013; Jagaonkar i sar. 2017;
Kumari i Grewal, 2007; Aglawe i Bobade, 2018, Nagarajaiah i Prakash, 2015). Ovi sporedni
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proizvodi mogu biti supstrat za izolovanje bioaktivnih jedinjenja koja se dalje mogu Koristiti kao
funkcionalni aditivi u hrani.

Osuseni sporedni proizvodi prerade Sargarepe se mogu i direktno dodavati u prehrambene
proizvode i na taj nacin doprineti poboljSanju njihovog nutritivnog, funkcionalnog ili senzorskog
kvaliteta. U nekoliko istrazivanja ispitani su efekti upotrebe sporednih proizvoda prerade
Sargarepe kao izvora funkcionalnih jedinjenja u pripremi pekarskih proizvoda (Kumar i Kumar,
2011; Hernandes-Ortega i sar. 2013; Sharma i sar. 2017; Aglawe i Bobade, 2018). Rezultati
istrazivanja koje su sproveli Hernandes-Ortega i sar. (2013) pokazali su da se u pripremi keksa
pSenicno brasno moze supstituisati sa 30% osuSenog i samlevenog sporednog proizvoda prerade
Sargarepe, pri cemu se dobija proizvod sa povecanim sadrzajem dijetetskih vlakana, karotenoida
i polifenola, poboljsane antioksidativne aktivnosti i senzorskog kvaliteta. Gayas i sar. (2012)
ispitivali su mogucnost pripreme biskvita sa sadrzajem osuSenog sporednog proizvoda prerade
Sargarepe u nivou od 5%, 1 zakljucili unapredenje nutritivnog, funkcionalnog i tehnoloskog
kvaliteta proizvoda. Sporedni proizvod prerade Sargarepe je uspe$no inkorporiran i u druge
prehrambene proizvode, poput ekstrudiranih snek proizvoda (Kumar i sar. 2010a; Kumar i sar.
2010b), hleba (Kumar i Kumar, 2012), kobasica (Yadav i sar. 2018), sladoleda (Hassan i Brakat,
2018), dzema (Ullah i sar. 2018) itd.
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3.4.1. Karotenoidi — osnovne odlike i klasifikacija

Karotenoidi su prirodni pigmenti zute, narandzaste ili crvene boje, odgovorni za boju
voca, povrca, cveca, kao 1 za boju nekih insekata, ptica i riba. Samo biljke, bakterije, gljive i alge
mogu sintetisati karotenoide, dok ih ljudi i zivotinje u svoj organizam unose hranom (Stahl i
Sies, 2003). Danas je poznato da je u prirodi prisutno oko 800 karotenoida, a ishranom,
konzumiranjem voca i povréa, u humani organizam se unosi oko 40 karotenoida (Omayma i
Abdel Nasser, 2013). Zbog velike zastupljenosti, strukturne raznolikosti, razli¢itih funkcija i
delovanja, karotenoidi su u fokusu brojnih nauénih istrazivanja dugi niz godina.

Najvaznija uloga karotenoida u prirodi je da ucestvuju u procesima fotosinteze.
Karotenoidi biljaka nalaze se u hloroplastima gde su vezani za proteine, odnosno nalaze se u
obliku hromoproteina. Smatra se da karotenoidi u fotosintezi imaju zaStitnu ulogu, odnosno §tite
hlorofil od fotodestrukcije kratkim svetlosnim talasima (ispod 400 nm). Takode, smatra se da
karotenoidi u fotosintezi imaju i pomoé¢nu ulogu u prenosenju kiseonika ili transformaciji i
prenosenju energije u fotohemijskim reakcijama (LajSi¢ i Gruji¢-Injac, 1998). Zastitna uloga
karotenoida ogleda se i u signalizaciji i adaptaciji biljaka na promene u okruZenju, poput
privlacenja opraSivaca i disperznih agenasa, ili odbijanja biljojeda. Karotenoidi imaju kljué¢nu
ulogu u definisanju parametara za procenjivanje kvaliteta voca 1 povréa. Ova jedinjenja su
zastupljena i u nekim nefotosintetskim bakterijama i kvascima, gde mogu da ispolje zastitnu
funkciju protiv nastanka oStecenja, kao posledice uticaja kiseonika 1 svetlosti.

Karotenoide karakteriSe trodimenzionani oblik, koji je vazan za odredivanje njihovih
funkcija. Osnovna molekulska struktura veéine karotenoida sastoji se od poliizoprenskog C40
ugljovodoni¢nog lanca, sa nizom konjugovanih dvostrukih veza, koje Cine centralni deo
molekula. Ovakav konjugovani sistem omogucava efikasnu delokalizaciju elektrona duz ¢itavog
polienskog lanca, S$to karotenoidima ne daje samo specifican molekulski oblik, ve¢ i
pigmentaciju, sposobnost apsorpcije svetlosti i hemijsku reaktivnost. Krajevi molekula
karotenoida mogu biti otvoreni (acikli¢ni) i ciklizovani (alicikli¢ni i aromati¢ni) (Dutta i sar.
2005).

Pored nabrojanih osobina, polienska struktura je i uzrok nestabinosti karotenoida, pod
kojim se podrazumeva moguc¢nost njihove oksidacije, ciklizacije 1 izomerizacije. Teoretski,

svaka dvostruka veza u polienskom lancu moze biti u dva geometrijska oblika (cis/trans).
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Izomerizacijom moze da nastane veliki broj izomera, ali se u prirodi ne sre¢u svi. U prirodi
prevladavaju karotenoidi u stabilnijem trans-obliku, dok se cis-izomeri pojavljuju u malom broju
(Rodriguez-Amaya, 2001). Toplota, svetlost i kiseline su faktori koji potpomazu izomerizaciju iz
uobicajene trans-konfiguracije u cis-konfiguraciju, S§to dovodi do promene boje i bioloske
dejstvom svetlosti, toplote, metala, enzima i peroksida, a inhibira se antioksidatima, kao $to su
tokoferoli i askorbinska kiseina. Prilikom pripreme i ¢uvanja hrane prisutni su svi navedeni
faktori koji podsti¢u izomerizaciju i oksidaciju karotenoida, odnosno njihovu degradaciju i
gubitak aktivnosti. Degradacija karotenoida je povezana i sa razvojem nepozeljne promene
arome u hrani, kao na primer kod suSene Sargarepe i pahuljica od slatkog krompira (Falconer i
sar. 1964).

Karotenoidi su dobili ime prema kristalima (B-karoten) koje je Wachenroder 1831.
godine izolovao iz Sargarepe i nazvao ih "karoten". Nekoliko godina kasnije, ta¢nije 1837.
godine, Svedski hemicar Berzelius izolovao je iz jesenjeg lis¢a polarnije pigmente Zute boje 1
nazvao ih ksantofilima. Prema tome, karotenoidi se mogu klasifikovati u dve grupe: karotene -
koji su ¢isti ugljovodonici rastvorljivi u nepolarnim rastvara¢ima, i ksantofili — oksidacioni
proizvodi karotenoida koji sadrZe kiseonik u ugljovodoni¢nom lancu, rastvorljivi u polarnim
rastvara¢ima. Karotenoidi su izuzetno hidrofobne supstance, koje se vrlo tesko ili uopste ne
rastvaraju u vodi. Stoga, karotenoidi se nalaze u hidrofobnim podru¢jima u ¢elijama, kao §to su
unutrasnji delovi membrane, dok im povezanost sa proteinima omogucuje pristup vodenoj
sredini (Britton, 1995). Sargarepa je povrée koje se smatra jednim od najvaznijih izvora
karotenoida, i karakteriSe je prisustvo tri karotena (a-karoten, -karoten, likopen) i tri ksantofila
(lutein, zeaksantin i B-kriptoksantin). Prema Padovani i Amaya-Farfan (2006), ova jedinjenja su
identifikovana u humanoj plazmi i tkivima, zbog ¢ega su svrstana medu najvaznije karotenoide
sa aspekta ishrane ljudi. Na slici 8 predstavljene su hemijske strukture navedenih karotenoida,
kao 1 razli¢ite vrste voca i povréa u kojim obiluju, dok ¢e njihova uloga u zdravlju i primena u

prehrambenoj industriji biti predstavljene u narednim poglavljima.
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Slika 8. Hemijske strukture i najvazniji izvori karotenoida

3.4.2. Bioraspolozivost karotenoida u humanom organizmu

Proucavanjem bioloske aktivnosti komponenti koje se unose ishranom, a samim tim i
karotenoida, ustanovljeno je da su njihova bioiskoristivost i bioraspolozivost u organizmu vazni
parametri za doprinos u prevenciji i terapiji razli¢itih patoloSkih stanja. Sa prehrambene tacke

gledista, bioiskoristivost se odnosi na udeo hranljivih sastojaka ili bioaktivnih jedinjenja
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dostupnih za upotrebu u fizioloskim funkcijama. Kada su u pitanju definicije bioiskoristivosti 1
bioraspolozivosti, nailazi se na mnoge nejasnoce, zbog ¢ega se ovi izrazi Cesto koriste kao
sinonim. Bioraspolozivost je koncept koji se moze definisati kao koli¢ina ili frakcija koja se
oslobada iz matriksa hrane u gastrointestinalni trakt, te postaje dostupna za apsorpciju. U ovo su
ukljucene gastrointestinalne transformacije hrane u materijal spreman za asimilaciju i apsorpciju
u celije crevnog epitela, i na kraju za presistemski metabolizam. Dakle, bioaktivnost ukljucuje
sve procese vezane za put kojim se bioaktivno jedinjenje transportuje do zeljenog tkiva, nacin na
koji ostvaruje interakciju sa biomolekulima, metabolizam i biotransformaciju koju potom
prolazi, te na kraju fizioloSki odgovor koji uzrokuje. Bioaktivha komponenta moZze biti
podvrgnuta raznim modifikacijama tokom gastri¢ne i intestinalne digestije, kao i tokom prvog
prolaska kroz jetru, S$to je od velikog znacaja kod odredivanja njene potencijalne zdravstvene
koristi. Iz tih razloga, in vitro studije simulacije gastrointestinalne digestije danas predstavljaju
kljucan faktor u razvoju funkcionalne hrane (Fernandez-Garcia i sar. 2009).

Apsorpcija karotenoida u humanom organizmu je vrlo promenljiva i uslovljena brojnim
faktorima kao $to su: hemijska struktura, udeo karotenoida koji se unosi tokom obroka, matriks
hrane koji predstavlja izvor karotenoida, udeo dijetetskih vlakana u datom matriksu, udeo lipida
koji se unosi zajedno sa karotenoidima, medusobna interakcija izmedu razli¢itih karotenoida 1
karotenoida sa drugim nutritivnim sastojcima, udeo belancevina, udeo ksantofila i hlorofila,
veliCina Cestica hrane, kao 1 genetski ¢inioci.

Pojedini autori ukazali su na vecu bioraspolozivost Cis-izomera karotenoida u odnosu na
trans-izomere, $to moZze biti rezultat njihove vece rastvorljivosti u meSovitim micelama, lakse
ugradnje u hilomikrone i manjoj sklonosti ka medusobnim interakcijama. Koncentracija Ccis-
izomera u proizvodima od Sargarepe povecava se njenom termickom obradom, a stepen
izomerizacije je u direktnoj vezi sa jainom 1 trajanjem ovog tretmana. Tako karotenoidi iz
Sargarepe koja je prethodno podvrgnuta nekom termickom tretmanu, se lakSe apsorbuju od
karotenoida iz sveze cedenog soka (Levin i Mokaby, 1995; West i Castenmiller, 1998; Reboul,
2019).

Bioraspolozivost karotenoida u velikoj meri zavisi 1 od prate¢ih komponenti koje Cine
matriks hrane. Lipidi iz hrane igraju vaznu ulogu u rastvaranju karotenoida, pri ¢emu olakSavaju
njihovu apsorpciju u sluznicu tankog creva. Vrsta ulja (npr. maslinovo, suncokretovo) ne uti¢e na

bioraspolozivost, ali moze imati uticaj na antioksidativnu aktivnost karotenoida u plazmi (Lee i
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sar. 2000). Sa druge strane, razliiti tipovi dijetetskih vlakana mogu smanjiti bioraspolozivost
karotenoida. Dijetetska vlakna smanjuju bioraspolozivost makronutrijenata, posebno lipida, i na
taj nac¢in mogu uticati na apsorpciju karotenoida rastvorljivih u lipidima (Yonekura i Nagao,
2009). Interakcija izmedu karotenoida odigrava se u razli¢itim fazama procesa apsorpcije, a
naroCito je izraZena pri visokim koncentracijama ovih jedinjenja. Iako ovi mehanizmi do sada
nisu dovoljno ispitani, smatra se da karotenoidi antagonoizuju apsorpciju jedni drugih. Na
primer, Prince i sar. (1991) ukazali su na smanjenje udela likopena u plazmi nakon uzimanja
visokih doza B-karotena.

Apsorpcija karotenoida u celije crevnog epitela uslovljena je njihovim prethodnim
rastvaranjem u Zeluda¢noj te¢nosti. Nakon oslobadanja karotenoida iz matriksa hrane neophodno
je njihovo rasprsivanje u zeludac¢noj tecnosti, §to je Cesto ograni¢eno zbog izrazite hidrofobnosti
ovih molekula (Yonekura i Nagao, 2007). U tom slucaju, lipidi iz hrane olakSavaju rasprsivanje
karotenoida, tako Sto se prvo rastvaraju u lipidima prisutnim u hrani, a potom rasprsuju u obliku
emulzije u Zeludacnu te¢nost. Razgradnja lipida iz hrane u emulziji vr$i se uz pomo¢ lipolitickih
enzima i Zuci, te se karotenoidi na kraju rastvaraju u mesovitoj miceli (Kotake-Nara i Nagao,
2011). Mesovita micela se sastoji od fosfolipida, holesterola, slobodnih masnih kiselina,
monoacilglicerola i Zu¢nih soli (Reboul, 2013). Smatra se da rastvoreni karotenoidi u mesovitoj
miceli postaju dostupni za unos u Celije crevnog epitela. 1z sluznice tankog creva do krvotoka
karotenoidi se prenose hilomikronima. Transport karotenoida u plazmu se odvija isklju¢ivo
preko lipoproteina, a lipofilni karotenoidi kao Sto su B-karoten i likopen smeStaju se unutar
hidrofobnog jezgra lipoproteina. Ovi karotenoidi se u krvnoj plazmi pojavljuju najpre u
frakcijama lipoproteina vrlo niske gustine (eng. very low density lipoprotein, u daljem tekstu
VLDL) i hilomikron frakcijama, a kasnije u lipoproteine niske gustine (eng. low density
lipoprotein, u daljem tekstu LDL) i frakcijama lipoproteina visoke gustine (eng. high density
lipoprotein, u daljem tekstu HDL). 1z ovih razloga, karotenoidi su u organizmu skoncentrisani

prvenstveno u onim tkivima koji imaju veliki broj LDL receptora, a to su jetra, bubrezi i testisi.
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3.4.3. Uloga karotenoida u zdravlju ljudi

Karotenoidi u¢estvuju u mnogim bioloski vaznim funkcijama u humanom organizmu, od
kojih su najznacajnije provitaminska i antioksidativna aktivnost (Kadian i Garg, 2012; Stahl i
Sies, 2003). Rezultati velikog broja studija ukazali su i na direktnu vezu izmedu ishrane bogate
karotenoidima i smanjenja rizika od mnogih hroni¢nih oboljenja (Nicolle i sar. 2003; Zhang i
Hamauzu, 2004; Sun i sar. 2009; Li i sar. 2014). Preventivni i terapijski efekti karotenoida mogu
biti povezani sa viSe Celijskih 1 molekularnih mehanizama, kao Sto su aktivnost uklanjanja
slobodnih radikala, inhibicija abnormalne proliferacije celija, podsticanje intercelijske
komunikacije, poboljSanje imunoloskog odgovora, modulacija metabolizma kancerogenih

supstanci, itd. (Padovani i Amaya-Farfan, 2006).

3.4.3.1. Provitaminska aktivnost karotenoida

Provitaminska aktivnost je nastanak vitamina A (retinola) iz karotenoida koji sadrzi bar
jedan B-jononski prsten. p-Karoten, a-karoten i p-kriptoksantin, koje telo konvertuje u vitamin
A, nazivaju se joS 1 "provitamin A" karotenoidi. Ovi karotenoidi se enzimskim putem,
delovanjem karoten-dioksigenaze, prevode u intestinalnom traktu u retinal, i na kraju u retinol
koji se skladisti u jetri. S obzirom da B-karoten sadrzi dva B-jononska prstena, ovaj karotenoid
poseduje 100% provitaminsku aktivnost, pri ¢emu nastaju dva molekula vitamina A (slika 9).
Medutim, konverzija karotenoida u vitamin A spada u procese ograni¢enog karaktera, te se
obi¢no od ukupne koli¢ine samo jedna treCina unetih karotenoida prevede u vitamin A.
Nedostatak PB-jononskog prstena i povecanje koli¢ine cis-izomera dovodi do odsustva
provitaminske aktivnosti. Vitamin A ima zna¢ajnu ulogu u organizmu, $to je posledica njegovog
vezivanja za specificne nuklearne receptore, te tako uticu na sintezu vaznih proteina. Vazan je i
za kontrolu rasta i razvoja epitelnog tkiva, ucestvuje u stvaranju pigmenta rodopsina koji se
nalazi u retini oka, doprinosi boljoj funkciji oka i akomodaciji pri promeni jafine svetla. U
skladu sa tim, nedostaci ovog vitamina mogu uzrokovati razli¢ite poremecaje, od oftamoloskih

pa do pojedinih dermatoloskih oboljenja.
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Slika 9. Konverzija B-karotena u vitamin A (retinol)

3.4.3.2. Antioksidativna aktivnost karotenoida

Antioksidanti su, po definiciji, molekuli sposobni da uspore ili ¢ak neutraliSu delovanje
slobodnih radikala 1 drugih oksidanata, tako $to sami bivaju oksidisani. Slobodni radikali su
nestabilni, hemijski veoma reaktivni atomi ili molekuli sa jednim ili viSe nesparenih elektrona, i
sa izrazenom tendencijom da taj nedostatak nadomeste oduzimajuci elektrone bioloski vaznim
molekulima, menjajuéi na taj nacin njihovu strukturu i hemijske osobine. Povecana produkcija
slobodnih radikala i/ili smanjena antioksidativna zaStita organizma dovodi do o$tecenja tkiva i
razliitih oboljenja. Dakle, ukoliko postoji genetska predispozicija ili izlaganje spoljasnjim
faktorima koji deluju stresno (dim cigarete, sunceva svetlost, zagadenje, itd.) ravnoteza izmedu
slobodnih radikala i antioksidanata moze biti narusena. Ovakvo stanje naziva se oksidativni stres,
koji je uzrok ili prateci faktor u patologiji mnogih oboljenja (Halliwell i Gutteridge, 2006).

U odbrambenim reakcijama, karotenoidi su ukljuc¢eni u deaktiviranje dve reaktivne vrste
kiseonika (ROS), singletnog kiseonika (*O,) i peroksil radikala (ROO") (Stahl i Sies, 2003).

Antioksidativni potencijal karotenoida u bioloSkim sistemima zavisi od brojnih faktora, medu
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kojima su najistaknutiji: (1) struktura molekula i fizicke osobine karotenoida, (2) orjentacija i
mesto delovanja karotenoida u ¢eliji, (3) koncentracija karotenoida, (4) sinergisticko delovanje
karotenoida sa drugim antioksidantima, (5) parcijalni pritisak kiseonika (Britton, 1995; Young i
Lowe, 2001).

Reaktivni oblici kiseonika koji nastaju u humanom organizmu uzrokuju oksidativna
oStecenja bioloski vaznih molekula kao Sto su DNA, belanc¢evine, ugljeni hidrati i lipidi. Smatra
se da karotenoidi $tite navedene biomolekule od oste¢enja mehanizmom koji se zasniva na
fizickom "gaSenju" 'O, pri Gemu je neophodno da se ostvari bliska interakcija izmedu ovih
molekula. Fizi¢ko "gasenje" 'O, ukljutuje direktnu razmenu energije izmedu karotenoida i 0.
0, predstavlja pobudeno, ekscitirano stanje molekula, ¢ija se energija prenosi na molekul
karotenoida, dajuci kiseonik u osnovnom stanju i tripletni pobudeni karotenoid. Dalje, pobudeni
molekul karotenoida se vraca u svoje osnovno stanje, rasipajuci svoju energiju u interakciji sa
okolnim rastvara¢em. Efikasnost karotenoida u fizickom "gaSenju" ove reaktivne vrste je
povezana sa brojem konjugovanih dvostrukih veza prisutnin u molekulu. Na antioksidativnu
aktivnost uticu i strukturne karakteristike molekula (veli¢ina i oblik molekula, priroda, polozaj i
broj supstituenata) i fizicke osobine (agregati, monomeri, cis- ili trans- konfiguracije). Znacajnu
sposobnost "gasenja" 'O, pokazuju o-karoten, B-karoten, zeaksantin i B-kriptoksantin, a najvecu
efikasnost fizickog "gaSenja" 0, poseduje likopen (Stahl i Sies, 2003). Nasuprot fizickom
"gaSenju", hemijske reakcije izmedu 10, i karotenoida su od manjeg znacaja, pri ¢emu moze doci
do destrukcije molekula karotenoida (Young i Lowe, 2001).

Pod oksidativnim uslovima u organizmu nastaju razlicite radikalske vrste, pri ¢emu su
karotenoidi pokazali najefikasniju aktivnost prema peroksil radikalima. Vezivanjem ovih vrsta
karotenoidi prekidaju slobodnoradikalsku reakciju lipidne oksidacije. Zahvaljuju¢i lipofilnosti 1
sposobnosti karotenoida da vezuju peroksil radikale, smatra se da imaju vaznu ulogu u zastiti
¢elijskih membrana i lipoproteina od oksidativnog oStecenja.

Vecina rezultata vezanih za antioksidativni potencijal karotenoida prema razli¢itim ROS,
dobijena su kao rezultat in vitro ispitivanja. Medutim, in vivo uslovi, kao $to su koncentracija
karotenoida i heterogeni sastav vecéine tkiva, kompleksniji su od uslova karakteristi¢nih za in
vitro ispitivanja. U in vivo uslovima, karotenoidi su prisutni u znacajno nizim koncentracijama i
u obliku kompleksa sa lipoproteinom koji se nalazi u tkivima, zbog ¢ega je veoma vazno da u

takvim uslovima karotenoidi budu inkorporirani u tkivo na tacno odredenom mestu 1 u
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odgovarajucoj koncentraciji u odnosu na oksidujuc¢i agens i molekul koji treba da Stite (Seabra i
Pedrosa, 2010).

Koncentracija karotenoida ima znacajan uticaj na njihovo antioksidativno delovanje. Pri
visokim koncentracijama karotenoida ili njihovih oksidacionih proizvoda, moze do¢i do
prooksidativnog delovanja ovih molekula. Istrazivanje mogucih prooksidativnih svojstava
karotenoida zapocelo je kao posledica sprovodenja studija koje su pokazale porast, a ne
smanjenje pojave kancera pluca kod ljudi koji su koristili B-karoten kao dodatak ishrani (Palozza,
1998). Pored koncentracije, parcijalni pritisak kiseonika je takode vazna determinanta koja
odreduje antioksidativni/prooksidativni ucinak karotenoida. Prema Burton i Ingold (1984) B-
karoten pokazuje antioksidativno delovanje pri niskom parcijalnom pritisku, dok pri vi§im
vrednostima parcijalnog pritiska, usled autooksidacije, dolazi do prooksidativnog delovanja. U
humanom organizmu, parcijalni pritisak kiseonika u razli¢itim tkivima se znacajno razlikuje
(npr. pluéna alveola - 100 mm Hg, venska krv - 40 mm Hg, tkiva 5 - 15 mm Hg) te se u skladu sa
tim 1 karotenoidi ponaSaju drugacije u razli¢itim delovima organizma. Stoga, karotenoidi ne
moraju nuzno ispoljavati prooksidativnu aktivnost, ve¢ samo mogu biti manje efikasni
antioksidanti, npr. u plu¢ima u odnosu na druga tkiva (Palozza i Krinsky, 1992).

Antioksidativna aktivnost karotenoida je vazna i sa aspekta sinergistickog delovanja sa
drugim antioksidantima. Truscott (1996) je predloZio mehanizam interakcije vitamina C i
vitamina E sa B-karotenom, pri ¢emu molekul karotenoida regeneriSe vitamin E prenosom
elektrona na tokoferol radikal katjon i nastaje karotenoid katjon radikal. U prisustvu vitamina C,
karotenoid katjon radikal moZe biti preveden u neradikalski oblik. Takode, redukcijom
karotenoid katjon radikala vitamin E regeneriSe karotenoid.

Istrazivanjima koja su sprovedena na ulju crvene palme pokazano je da karotenoidi
predstavljaju primarni supstrat lipidnim radikalima, pri ¢emu ih tokoferoli/tokotrienoli mogu
regenerisati. Kao vazan rezultat, predstavljeno je da sinergisticki efekat zavisi od vrste
antioksidanta i1 njihove koncentracije u datom sistemu. U homogenom rastvoru metil estra
linoleinske kiseline i u oksidaciji metil estra linoleinske kiseline indukovane azo-inicijatorom,
likopen je pokazao sinergisticko delovanje sa vitaminom E, §to se ne moze reci i za [-karoten

(Shi i sar. 2007). Takode je zabelezeno i sinergisticko delovanje izmedu samih karotenoida.
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3.4.3.3. Uloga karotenoida u prevenciji i terapiji razlicitih oboljenja

Antiproliferatvna aktivnost karotenoida ispitana je u brojnim studijama na zivotinjama,
pri cemu je utvrdeno njihovo protektivno delovanje u vidu smanjenja broja kancerogenih celija
ili njihovog rasta. Van-Bremeen i Pajkovi¢ (2008) su naveli da karotenoidi prisutni u Sargarepi
ispoljavaju antikancerogeno dejstvo kod razli¢itih organa, od koze, grla, dojke, pluéa, grlica
materice, beSike i debelog creva. Zgheib i sar. (2014) istrazivali su uticaj ekstrakta Sargarepe na
pokretljivost i invaziju karcinoma pluéa, koze, dojke i glioblastoma. Kao rezultat, primeéeno je
izrazito smanjenje pokretljivosti i invazije Cetiri linije kancerogenih celija, kao i povecanje
adhezije ovih ¢elija, Sto je istaklo ekstrakt Sargarepe kao potencijalnog agensa u terapiji
navedenih oboljenja. Karotenoidi prisutni u Sargarepi takode su predlozeni kao efikasna sredstva
za lecenje leukemije. Zaini 1 sar. (2011) su ispitivali uticaj ekstrakta soka od Sargarepe na celije
mijeloidne i limfoidne leukemije, kao i na mati¢ne celije hematopoeze. In vitro analiza
sprovedena je u toku 72h, nakon cega je primecéeno da ekstrakt soka Sagarepe poseduje
sposobnost indukovanja apoptoze u ¢elijskim linijama leukemije i inhibiciju napredovanja kroz
¢elijski ciklus. Citotoksicni efekat ekstrakta ulja Sargarepe na akutne mijeloidne celije takode je
potvrden u studiji Tawil i sar. (2015).

Ishrana bogata karotenoidima povezuje se i sa smanjenim rizikom od kardiovaskularnih
bolesti, zbog povecane sposobnosti karotenoida da vezuju molekule kao §to je holesterol, a
samim tim 1 njegove biodostupnosti u organizmu. Razli¢ite studije navele su nekoliko
mehanizama po kojima bioaktivna jedinjenja Sargarepe doprinose kardioprotektivnim efektima,
ukljucujuéi aktivaciju limfocita, inhibiciju proliferacije celija, antoksidativno delovanje,
antiinflamatorno delovanje, sniZavanje indeksa telesne mase, sniZavanje krvnog pritiska 1
triglicerida, modlulaciju enzimske aktivnosti itd. Nicolle i sar. (2003) proucavali su uticaj
cetvoronedeljne ishrane miSeva liofiliziranom Sargarepom na metabolizam lipida i oksidativni
stres, gde je primeceno znacajno smanjenje holesterola (-41%) i triglicerida (-49%). Takode je
povecana ukupna fekalna ekskrecija neutralnih sterola koji inhibiraju apsorpciju holesterola u
digestivnom sistemu. Konzumiranje $argarepe doprinelo je i povecanju nivoa vtamina E u srcu
kod miSeva, Sto sugeriSe na vecu zastitu ovog tkiva. Razli¢ite sorte Sargarepe pokazale su i

antitrombotske aktivnosti u in vivo i in vitro studijama (Yamamoto i sar. 2008).
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Pojedine biljne vrste tradicionalno se koriste u terapiji dijabetesa, Sto se moze pripisati
visokom sadrzaju fenolnih jedinjenja, karotenoida i dijetetskih vlakana. Mehanizam se moze
objasniti smanjenjem intestinalne apsorpcije ugljenih hidrata, modulaciji enzima ukljuc¢enih u
metabolizam glukoze, poboljSanju funkcije B-¢elija 1 aktivnosti insulina, stimulacijom sekrecije
insulina, kao i antioksidativnim i antiinflamatornim karakteristikama koje poseduju (Bahadoran i
sar. 2013). Ispitivanja su pokazala znacajnu vezu izmedu "provitamin A" karotenoida i statusa
dijabetesa (Montonen i sar. 2004).

Izlozenost koze ultraviolethom (UV) zradenju dovodi do pojave opekotina,
fotoosetljivosti, preranog starenja i povecanog rizika od karcinoma. Izlozenost UV zracenju je
povezana i sa nastankom ROS 1 slobodnih radikala. Smanjenje koncentracije karotenoida u kozi
nakon UV-zraCenja rezultat je njihovog protektivnog delovanja u odbrani od reaktivnih
kiseonikovih vrsta, pobudenih usled delovanja navedenih zraka (Stahl i Sies, 2012).

Oko je organ koji je stalno izlozeno radijaciji, atmosferskom kiseoniku, hemijskim
materijama iz okruZenja, ali 1 fiziCkim oSte¢enjima. Stoga je oksidativni stres jedan od
najznacajnijih mehanizama nastanka mnogih bolesti oka kao sto su katarakta, glaukom, uveitis,
retrolentalna fibroplazija, staracka degeneracija zute mrlje, kao 1 razli¢ite forme retinopatija. Za
tkiva oka, najznacajniji hidrosolubilni antioksidanti su vitamin C 1 glutation, zahvaljujuci
njihovom redoks potencijalu, dok u najznacajnije liposolubilne antioksidante spadaju vitamin E,
retinoidi i karotenoidi, uglavnom lutein i zeaksantin koji se akumuliraju u makuli i odgovorni su
za njenu Zutu boju. Razli¢ite studije pokazale su da osobe koje uzimaju B-karoten, vitamine C i E
i zink preko hrane imaju manji rizik za nastanak bolesti oka u starijem dobu, u odnosu na osobe
koje ne uzimaju vitaminsku suplementaciju (Colak, 2012).

U naucnoj literaturi zastupljen je veliki broj radova koji ukazuju na ¢injenicu da povecani
unos karotenoida putem ishrane ima preventivno dejstvo i na gastrointestinalna oboljenja
(Agbaje i sar. 2017; Chandra i sar. 2015), bolesti jetre (Elvira-Torales i sar. 2019), bubrega
(Browne i sar. 2019) itd. Vazno je uociti da rezultati dosadasnjih epidemioloskih istrazivanja o
zdravstvenom znacaju karotenoida isti¢u 1 mogucnost doprinosa ostalih sastojaka koji ¢ine biljnu
sirovinu putem sinergistickog delovanja. Ovi rezultati predstavljaju potporu preporukama o
zastupljenosti voca i povréa u svakodnevnoj ishrani, ali i prehrambenoj i farmaceutskoj industriji
pri iskoriS¢enju ovakvih sirovina bogatih bioaktivnim jedinjenjima koja doprinose prevenciji i

terapiji mnogih oboljenja.
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Ekstrakcija predstavlja prvi korak u valorizaciji ciljnih bioaktivnih jedinjenja iz odabrane
sirovine, u ovom slucaju karotenoida iz sporednog proizvoda prerade Sargarepe. Postoji Sirok
spektar tehnika koje se mogu koristi u ove svrhe, od tradicionalnih do savremenih, i svaku od
njih karakteriSe niz prednosti i nedostataka. Osnovni zahtev koji bi ekstrakcija trebala da ispuni
jeste maksimalan prinos ciljne grupe jedinjenja, uz $to manje naruSavanje njihove aktivnosti. S
obzirom na hemijsku prirodu karotenoida, o¢uvanje njihove aktivnosti se smatra jednom od
kriti¢nih tac¢aka kada se pristupa izboru ekstrakcione metode. Pored toga, na izbor ekstrakcione
metode utice kvalitet proizvoda koji se ocekuje, kao i svrha njegove dalje primene. Brojni faktori
utiCu na efikasnost ekstrakcije, medu kojima su najznacajniji rastvara¢, metoda ekstrakcije,
temperatura, duZina trajanja procesa ekstrakcije, stepen usitnjenosti biljnog materijala 1 pH
ekstragensa (Stalikas, 2007).

Odabir rastvaraca se vrsi na osnovu hemijske prirode jedne ili grupe komponenata koje se
ekstrahuju. Za potrebe valorizacije, odnosno ekstrakcije bioaktivnih jedinjenja koriste se
znacajne koli¢ine rastvaraca, od kojih je veéina opasna po zdravlje ljudi i okolinu. Jo§ 1991.
godine, americ¢ki nau¢nik Pol Anastas naglasio je potrebu za smanjenjem S$tetnih rastvaraca kroz
specifican program nazvan "zelena hemija" (eng. Green chemistry), a nekoliko godina kasnije
utvrdio principe iste (Anastas i Warner, 1998). Zelena ekstrakcija je zamisljena kao koncept
kojim se S§tite 1 zivotna sredina i zdravlje ljudi i samim tim podsti¢e kompetitivnost medu
industrijama za implementacijom ekoloski 1 ekonomski prihvatljivih inovativnih metoda (Vladic,
2017). Danas je taj koncept uveliko izaSao iz akademskih krugova, S§to se moze zakljuciti i po
tome $to je zakonodavstvo Evropske Unije na polju zastite okoline za period 2010-2050. godine
stavku o smanjenju kori$¢enja opasnih rastvaraca stavilo medu prioritete (Kalusevi¢, 2016).

Tradicionalne metode ekstrakcije podrazumevaju ekstrakciju Cvrsto-te¢no, maceraciju,
maceraciju uz kontinuirano meSanje, perkolaciju, digestiju, Soxhlet ekstrakciju. Navedene
metode karakteriSe dugo vreme ekstrakcije, mali prinos, nedovoljna selektivnost, potreba za
naknadnim procesuiranjem i pre€iS¢avanjem, degradacija termolabilnih komponenti, upotreba
rastvaraca koji su S$tetni za Zivotnu sredinu, kao 1 moguénost njihovog zaostajanja u finalnom
proizvodu. Navedeni nedostaci, ali i sam koncept “zelene hemije", nametnuli su potrebu za
razvojem i implementacijom novih tehnologija, kao Sto su ultrazvucna ekstrakcija, ekstrakcija uz

pomo¢ mikrotalasa, superkriticna ekstrakcija (Khoddami i sar. 2013).
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Jedna od obecavajucih alternativa tradicionalnim metodama ekstrakcije karotenoida je
upotreba jestivih biljnih ulja kao "zelenih" rastvaraca. Prednost biljnih ulja za ekstrakciju
karotenoida ogleda se u postizanju visokog prinosa ovih jedinjenja s obzirom na njihovu
lipofilnost, ali i zbog barijerne uloge ulja protiv kiseonika usled ¢ega se usporava vreme
oksidacije i1 razgradnja ekstrakta karotenoida. Takode, u zavisnosti od hemijskog sastava ulja,
profila masnih kiselina i tokoferola, njihova konzumacija moze predstavljati dobrobit za zdravlje
ljudi. Mnogi naucnici su do sada proucavali i optimizovali ovakav vid ekstrakcije karotenoida iz
razlicitih izvora. Tako je Anderson (1975) razvio postupak za ekstrakciju karotenoida iz
sporednog proizvoda prerade Skampa uz primenu sojinog ulja kao ekstragensa. U iste svrhe,
Sachindra i Mahendrakar (2005) su proucavali moguénost primene razli¢itih vrsta biljnih ulja
(suncokretovo, orahovo, sojino, kokosovo ulje, ulje pirinéanih mekinja 1 sladice), pri ¢emu su
optimizovali proces ekstrakcije uzimajuci u obzir odnos sporednog proizvoda prerade Skampa 1
ulja, temperaturu i vreme. Li 1 sar. (2013) su ispitivali moguénost primene suncokretovog ulja za
ekstrakciju karotenoida iz sveZe Sargarepe uz primenu ultrazvuéne metode. Suncokretovo i
sojino ulje su takode ispitani kao potencijalni ekstragensi za valorizaciju karotenoida iz kore
pomorandze (Goula 1 sar. 2017). Medutim, relativno visoka viskoznost biljnog ulja predstavlja
ograniavajuci faktor za njihovu efikasnu primenu u procesu ekstrakcije. Generalno, tokom
postupka ekstrakcije, visoka viskoznost rastvarata obi¢no je povezana sa pogorSanom
migracijom rastvaraca kroz matricu, $to utice na efikasnost ekstrakcije. Prema dostupnoj naucnoj
literaturi, najve¢i zabeleZeni prinosi karotenoida bili su sa suncokretovim uljem kao
ekstragensom.

Uprkos velikom potencijalu primene ekstrakata bogatih karotenoidima u prehrambenoyj,
ali 1 u farmaceutskoj 1 kozmetickoj industriji, njihova upotreba nailazi na niz ograni¢enja koja
proizilaze iz njihove relativne nestabilnosti u prisustvu kiseonika, svetlosti, toplote, vlage,
enzima itd. Iz tih razloga, stabilizacija karotenoida je danas jedna od glavnih tema istraZivanja.
Pored toga, reSavanje problema slabe apsorpcije karotenoida nakon oralne primene i povecanje
njihove bioraspoloZivosti je takode od velikog znacaja za njihovu primenu u ovim industrijskim

granama.

48



3.6. INKAPSULACIJA KAROTENOIDA



Doktorska disertacija Vanja Seregelj

3.6.1. Pojam i cilj inkapsulacije

Savremeni trend prehrambene industrije namece ocuvanje stabilnosti bioaktivnih
jedinjenja kao kriti¢nu tacku za njihovu implementaciju u razlicite proizvode, pa i funkcionalnu
hranu. Kako je ve¢ naglaSeno, mnoga bioaktivna jedinjenja su osetljiva na razlicite faktore poput
kiseonika, svetlosti, temperature, vlage i pH vrednosti sredine, te tokom procesa prerade,
pakovanja 1 skladiStenja mogu izgubiti svoja bioloska svojstva. Pored toga, nakon konzumiranja
hrane, bioaktivne komponente su u organizmu podvrgnute brzom metabolizmu u
gastrointestinalnom traktu i metabolizmu prvog prolaza, §to dovodi do transformacije hemijske
strukture 1 promene bioaktivnosti. Buduéi da su bioaktivna jedinjenja nosioci povoljnog dejstva
funkcionalne hrane, zadatak koji se postavlja proizvoda¢ima je da obezbede zastitni mehanizam
koji ¢e o€uvati bioloska svojstva aktivnih komponenti do konzumiranja, i omoguciti njihovo
delovanje na ciljanom mestu u organizmu. Tehnika koja ispunjava navedene zahteve i doprinosi
ocuvanju stabilnosti i kontrolisano otpustanje aktivnih komponenti, jeste inkapsulacija (Nedovié¢
i1 sar. 2011; Nedovi¢ i sar. 2013).

Inkapsulacija se moze definisati kao proces "hvatanja" ili "pakovanja" aktivne
komponente unutar odredenih materijala, tzv. nosaca, ili formiranja fizicke barijere - zastitnog
omotaca izmedu okolne sredine i aktivne komponente u cilju njene zastite (Nedovi¢ i sar. 2011;
Nedovi¢ i sar. 2013). Finalni produkt inkapsulacije ¢ini sistem aktivna komponenta/nosac, koji
se naziva jo$ i inkapsulat (Thies, 2005; Zuidam, i Shimoni, 2010). Medutim, inkapsulacija
predstavlja daleko $iri pojam, gde se u zavisnosti od odabira nosaca i tehnike inkapsulacije mogu
dobiti ¢estice razligitog oblika i veli¢ine. Veligina &estica se kreée izmedu 11 1000 pm. Cestice
pre¢nika manjeg od navedenog su nanokapsule (<1 um), a ve¢e su makrokapsule (>1000 pum)
(Fang i sar. 2010; Levi¢ i sar. 2014). Razliciti oblici Cestica inkapsulata podrazumevaju
formiranje: (a) Cestica sa viSeslojnim zidom, (b) Cestica sa viSe jezgara, (c) proste sfere i (d)

Cestica nepravilnog oblika (slika 10).
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Nosad j‘,osﬁf
Supljina
Aktivna i : /
komponenta N
Aktivna
komponenta
a) b) c) d)

Slika 10. Razli¢iti tipovi Cestica inkapsulata: a) ¢estica sa viSeslojnim zidom, b) Cestica sa viSe

jezgara, c) proste sfere i d) Cestica nepravilnog oblika (Correa-Filho i sar. 2019)

Primenom inkapsulacije mogu se postici brojne prednosti (Salevi¢ i sar. 2018; Fang 1 sar.

2010; Zuidam i Shimoni, 2010; Nedovi¢ i sar. 2011; Nedovi¢ i sar. 2013):

e stabilizacija aktivne komponente i ocuvanje funkcionalnosti tokom procesa prerade,
skladiStenja i konzumiranja;

e smanjenje stope degradacije aktivhe komponente uzrokovane dejstvom razlictih
nepovoljnih spoljasnjih faktora (kiseonik, pH, svetlost, vlaga, toplota) tokom procesa
proizvodnje, pakovanja, Cuvanja, ili reakcijom sa drugim komponentama proizvoda;

e postizanje kontrolisanog otpusStanja aktvne komponente na ciljanom mestu i u pravo
vreme;

e maskiranje nezeljenog ukusa;

e prakti¢nije rukovanje aktivnom komponentom (npr. prevodenje te¢nih biljnih ekstrakata
u Cvrste Cestice);

e postizanje adekvatne koncentracje i uniformne raspodele aktivne komponente;

e stvaranje vizuelnih i teksturnih efekata.
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Zahvaljujuci nizu navedenih prednosti inkapsulacije, ova tehnika je nasla Siroku primenu u
razli¢itim oblastima nauke i industrije. Primena inkapsulacije u prehrambenoj industriji najcesce
podrazumeva zastitu osetljivih materija od drugih komponenata prisutnih u proizvodu,
spreCavanje gubitka nutritivnih svojstava proizvoda ili ¢ak dodatak nutritivnih materija nakon
zavrSenog procesa proizvodnje (Petrovi¢, 2010). U inkapsuliranom obliku mogu se koristiti i
brojni aditivi, kao S$to su su arome, konzervansi, boje, zasladivaCi, enzimi, vitamini i
antioksidanti. U oblasti fermentacija, inkapsulacija se koristi za inkapsulaciju ¢elija kvasca u
procesima proizvodnje piva, bioetanola i prirodnih aroma (Levié¢, 2014). Poseban segment ove
tehnologije jeste inkapsulacija ¢éelija probiotika, gde je cilj dodatna stabilizacija i odrzavanje
visokog broja aktivnih celija (Manojlovi¢ i sar. 2010). Takode, kontrolisano otpustanje
inkapsulirane materije obezbeduje stabilnost prehrambenih proizvoda i1 duze zadrzavanje
njegovih senzornih i nutritivnih svojstava. Pored prehrambene industrije, inkapsulacija je nasla
Siroku primenu i u drugim oblastima, kao Sto su medicina, biotehnologija, poljoprivreda,
hemijska industrija, tekstilna industrija, farmaceutska i kozmeti¢ka industrija (Wandrey i sar.

2010).

3.6.2. Nosaci za inkapsulaciju

Materijali koji se mogu primeniti kao nosaci bioaktivnih jedinjenja u procesima
inkapsulacije su brojni i njihova primena zavisi od vrste jedinjenja koja se inkapsuliraju, kao i od
proizvoda i procesa u kome ¢e se dobijeni inkapsulat koristiti. Nosaci bioaktivnih jedinjenja
namenjenih za primenu u prehrambenoj industriji moraju da zadovolje stroge Kriterijume
bezbednosti i da budu deo GRAS liste (eng. Generally Recognized as Safe). Svojstva materijala
kao S$to su dobra kompatibilnost sa aktivnom komponentom, dobro formiranje filma,
biorazgradivost, cena 1 dostupnost su takode vazni kada se pristupa izboru nosafa aktivne
komponente (Levi¢, 2014; Wandrey i sar. 2010; Zuidam i Shimoni, 2010).

Izbor odgovaraju¢eg materijala nosaca aktivne komponente definiSe fizicko-hemijske
karakteristike inkapsulata, i u tu svrhu se mogu Koristiti polimeri prirodnog, polusintetskog i
sintetskog porekla. NajceS¢e koriS¢eni materijali za inkapsulaciju bioaktivnih jedinjenja u
prehrambenoj industriji su skrob, celuloza i njihovi derivati, pektini, gume, karagenan i alginati.

Cesta je i upotreba polisaharida mikrobnog i animalnog porekla, kao $to su dekstran, hitozan,
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ksantan 1 gelan (KaluSevi¢, 2017). Ovi prirodni polimeri ispunjavaju prethodno navedene
zahteve za materijale nosaca aktivnih komponenti, sa izuzetkom u pogledu losih
medupovrsinskih  svojstava. Medutim, ovaj nedostatak se moze prevazi¢i hemijskim
modifikacijama u cilju poboljSanja povrSinske aktivnosti, ili se mogu kombinovati dva ili vise
materijala. Ovakav pristup omogucava da se postignu Zeljeni rezultati kombinovanjem poZeljnih
svojstava razli¢itih materijala (Levi¢, 2014). Tokom prethodnih godina, znacajno je poraslo
interesovanje za proteine kao nosace aktivnih komponenti, zahvaljujuéi njihovoj povrsinskoj
aktivnosti, emulgujué¢im i geliraju¢im svojstvima, kao i sposobnosti za stvaranje filma. Proteinski
nosaci su podlozni enzimskoj degradaciji u digestivnom traktu, §to moze da se iskoristi u razvoju
sistema sa kontrolisanim oslobadanjem (Kali¢, 2020). Neki od naj¢esce primenjivanih proteina
za potrebe inkapsulacije su gluten, kazein, proteini surutke i Zelatin (Wandrey i sar. 2010).
Lipidni materijali se takode koriste u procesima inkapsulacije, a najrasprostranjeniji su masne
kiseline i alkoholi, voskovi, gliceridi i fosfolipidi (Zuidam i Shimoni, 2010). Od sintetickih
materijala, koji su se istakli dobrim svojstvima kada je u pitanju formiranje filmova,
najznacajniji su polivinil pirolidon (PVP) i polivinil alkohol (PVA) (Wandrey i sar. 2010). S
obzirom da su u ovoj disertaciji koris¢eni samo neki od pomenutih nosaca, u daljem tekstu bice
predstavljene njihove detaljnije karakteristike.

Maltodekstrini su oligosaharidi proizvedeni kiselinskom ili enzimskom hidrolizom
skroba i sastoje se od D-glukoznih jedinica povezanih a (1—4) glikozidim vezama. Kao sirovine
za proizvodnju maltodekstrina primarno se koriste kukuruzni i krompirov skrob, ali se mogu
proizvesti 1 od pirinanog skroba i1 skroba tapioke. Ovi proizvodi se razlikuju po dekstroznom
ekvivalentu (DE) koji predstavlja meru stepena hidrolize skroba i obrnuto je proporcionalan
njihovoj molekulskoj masi. Maltodekstrini razli¢ite DE vrednosti pokazuju razli€ite fizicko-
hemijske karakteristike, gde sa porastom DE vrednosti rastu higroskopnost, rastvorljivost,
osmotske osobine, dok smanjivanjem DE vrednosti raste viskozitet, kohezivnost i sprecavanje
nastanka krupnih kristala u procesima Kkristalizacije (Wang i Wang, 2000). Osobine
maltodekstrina u velikoj meri zavise od nacdina i uslova hidrolize, kao i botanickog porekla
skroba, te se mogu uociti slucajevi da maltodekstrini sa istom DE vrednoS¢u poseduju razlicita
svojstva.

Pored veoma rasprostranjene upotrebe u prehrambenoj industriji, maltodekstrini se

svrstavaju medu najée$¢e primenjivane nosace za inkapsulaciju bioaktivnih jedinjenja. Razlozi
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ove Siroke upotrebe su niska higroskopnost 1 viskoznost, dobra rastvorljivost u vodi, neutralan
ukus 1 miris, te niska cena 1 dostupnost Sirom sveta. Utvrdeno je da maltodekstrin ima sposobnost
stvaranja filma i modifikovanja povrsinske lepljivosti, Sto ga klasifikuje u efikasne nosace za
inkapsulaciju razli¢itih jedinjenja. Neke od potencijalnin mana maltodekstrina su niska
sposobnost stvaranja emuzija, formiranje kristalne strukture pri izlaganju gotovog proizvoda
visokoj temperaturi i dalje naru$avanje strukturnog integriteta zida Cestica, S§to rezultira
aglomeracijom ili formiranjem pogace. Dodatno, moze do¢i do otpustanja aktivne supstance i
degradacije/oksidacije tokom skladiStenja (Goula i Adamopoulos, 2008; Nadeem i sar. 2011;
Caliskan i Dirim, 2016). Navedene nedostatke moguce je eliminisati/smanjiti kombinacijom
maltodekstrina sa drugim nosac¢ima.

U poslednjih nekoliko godina objavljena su brojna istrazivanja na temu inkapsulacije
karotenoida iz razli¢itih izvora, gde je maltodekstrin potvrdio svoje dobre karakteristike nosaca.
Neki od primera su inkapsulacija ekstrakta Cili paprika (Guadarrama-Lezama i sar. 2014), ulja
¢ia semenki (Us-Medina i sar. 2018), tamarilo soka (Ramakishnan i sar. 2018), koncentrata
paradajza (Souza i sar. 2018), biomase Dunaliella salina zelenih algi (Mohammad i Ghasemi,
2016), ekstrakta slatkog krompira (Grabowski i sar. 2008), ekstrakta Sargarepe (Wagner i
Warthesen, 1995), lubenice (Quek i sar. 2007) itd.

Inulin je prirodni heteropolisaharid i proizvod biljaka kao $to su crni i beli luk, cikorija,
artiCoka i banana. Za komercijalnu upotrebu proizvodi se iz korena cikorije (Cichorium intybus
L.) i jerusalimske arti¢oke (Helianthus tuberosus L.), koji prose¢no sadrze 15-20% inulina.
Pripada grupi dijetetskih vlakana poznatih kao fruktani. Osnovni polisaharidni niz inulina je
polifruktozan, koji je nastao uspostavljanjem B (2—1) glikozidnih veza, dok su na krajevima
niza vezani ostaci D-glukoze (Stojanovi¢ i sar. 2012). Medusobno se razlikuju prema stepenu
polimerizacije (SP), a inulin proizveden iz korena cikorije obi¢no ima SP izmedu 3 1 60.

Prema FDA, inulin zadovoljava GRAS standard (Agnihotri i sar. 2004). Zahvaljujuéi
pogodnim tehnoloskim karakteristikama, u prehrambenoj industriji inulin se moZe koristiti kao
zamena za Secer, mast 1 brasno. Neutralnog je do blago slatkog ukusa, a poseduje ~10% slatkoce
saharoze. Zbog svoje selektivne stimulacije rasta crevnih bifidobakterija inulin ispoljava
prebiotsko delovanje, te ima Siroku primenu u industriji funkcionalne hrane i dijetetskih
proizvoda. Cesto se kategorizuje i kao probiotik, s obzirom da se smatra formom rastvorljivih

dijetetskih vlakana. ZnacCaj inulina se ogleda i u poboljSanju apsorpcije nutritivno vaznih
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minerala, naro¢ito kalcijuma i magnezijuma (Sturm i sar. 2019). Takode, inulin minimalno utice
na povecanje nivoa Secera u krvi, 1 za razliku od fruktoze ne povecava nivo trigicerida, Sto ga
¢ini generalno prihvatjivim za dijabeti¢are (Barros Fernandes i sar. 2013).

Poveéan je interes za upotrebom inulina kao nosaca za inkapsulaciju bioaktivnih
jedinjenja osetljivih na promene ili degradaciju duz gastrointestinalnog trakta, buduci da se
njegovo otpustanje odvija samo u intestinalnom traktu, gde se i apsorbuje. Do danas je ispitana
upotreba inulina kao nosaca karotenoida iz ekstrakta tropa paradajza (Correa-Filho i sar. 2019),
soka narandze (Saavedra-Leos i sar. 2014), ulja pistaca (Poyrazoglu i sar. 2017) itd.

Proteini surutke spadaju u nutritivno najvrednije proteine zahvaljujuci sastavu koji
karakteriSe veliki udeo esencijalnih aminokiselina i visoka bioraspolozivost u organizmu. Naime,
surutka predstavlja glavni sporedni proizvod industrije mleka koja nastaje u procesima
proizvodnje sira i kazeina, pri cemu se svega 10-20% mleka iskoristi za njihovo dobijanje, a 80-
90% mleka otpada na surutku.

Proteini surutke, kao i njihovi fragmenti, pokazuju raznovrsna bioaktivna (antimikrobna,
antikancerogena, imunostimulativna, antihipertenzivna, antioksidativna, itd.) i dobra tehnoloska
svojstva u pogledu rastvorljivosti, sposobnosti emulgovanja i Zeliranja (Madureira i sar. 2007;
Tavares i Malcata, 2013, Kruni¢, 2017). B-Laktoglobulin je najzastupljeniji protein surutke sa
udelom od 50-60%. Aminokiseline sadrzane u ovom proteinu imaju nekoliko vaznih funkcija,
koje se ogledaju u pozitivnom delovanju na razvoj misi¢a, visokom nivou cisteina koji podstice
sintezu vaznog antioksidanta - glutationa, pozitivno uti¢e na rast probiotickih Kkultura
Bifidobacterium i Lactobacillus u crevima te pokazuje prebioticka svojstva, i uti¢e na imunitet
vezivanjem retinske kiseline ¢iji je pozitivan uticaj na proliferaciju limfocita i aktivnost T-Celija
dokazan in vitro (Kruni¢, 2017; Marshall, 2004). a-Laktalbumin je drugi po vaznosti protein
surutke sa ukupnim udelom od 20%. Po aminokiselinskom sastavu najsli¢niji je proteinima u
humanom mleku. Deluje kao prebiotik stimuliSu¢i rast "dobrih" bakterija, podsti¢e stvaranje
antigena, deluje stimulativno na B-limfocite i T ¢elije, poseduje antimikrobnu, antikancerogenu i
antihipertenzivnu aktivnost. a-Laktalbumin pozitivno deluje i na stres usled velike koncentracije
triptofana, aminokiseline koja ucestvuje u sintezi serotonina, poznatog kao hormona srece
(Marcus i sar. 2005).

Zbog navedenih karakteristika, proteini surutke su nasli primenu u funkcionalnoj hrani i u

procesima inkapsulacije, kao nosa¢i mnogih bioaktivnih jedinjenja, narocito karotenoida.
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Pogodne karakteristike proteina surutke kao nosaca karotenoida potvrdene su od strane mnogih
autora, pri inkapsulaciji ekstrakta morske heljde (Mihalcea i sar. 2017), ulja iz kore gorke dinje
(Chuyen i sar. 2019), ekstrakta sporednoog proizvoda prerade crvene paprika (Vuli¢ i sar. 2019),
ekstrakta Sargarepe (Seregelj i sar. 2016), ekstrakta kore pomorandze (El-Messery i sar. 2019),
ekstrakta kore mandarine (Hu i sar. 2019), kurkume (Huggett i sar. 2018) itd.

Alginati su prirodni linearni polisaharidi rastvorni u vodi, i sastoje se od ostataka [-D-
manuronske i a-L-guluronske kiseline vezanih (1—4) glikozidnim vezama. Najzastupljeniji i
komercijalno najznacajniji alginat se dobija iz smedih morskih algi familije Phaeophyceae, ali ga
u znacajnim koli¢inama mogu sintetisati i neke bakterijske vrste iz roda Pseudomonas i
Azotobacter u kontinualnim kulturama na glukozi i fruktozi kao izvorima ugljenika (Nedovic,
1999; Donati i Paoletti, 2009). Molekulska masa alginata se kre¢e izmedu 20 000 i 240 000, sto
kao i zastupljenost manuronske i guluronske kiseline u njihovoj gradi, varira u zavisnosti od
vrste algi iz kojih se dobijaju (Suri i sar. 2013). Ovo je narocito znacajno sa aspekta njihove
primene, s obzirom da alginati razli¢ite strukture formiraju hidrogelove razlicitih karakteristika
(Tonessen i Karlsen, 2002). Svojstvo formiranja hidrogelova u prisustvu odredenih katjona
predstavlja najznacajniju odliku alginata, zbog Cega se smatra jednim od najSire ispitivanih i
koriS¢enih biomaterijala u razli¢itim oblastima. Naime, alginati ispoljavaju specifi¢an afinitet
prema katjonima, i to prema sledeéem poretku: Ph?* > Cu®* = Ba®* > Sr* > Cd** > Ca** > zn** >
Co* > Ni**. U tom slucaju, alginati se koriste kao gelovi ili sfere u koje se ugraduju aktivne
komponente. Narogito je ispitana moguénost primene Ca?* jona za dobijanje ovakvih gelova s
obzirom na njihovu netoksi¢nost i znatno pravilniji, sferi¢an oblik Ca-alginatnih mikrocestica u
odnosu na mikrocestice izradene primenom drugih geliraju¢ih jona. Alginatne Cestice koje se
dobijaju mogu biti u rasponu veli¢ina od 100 um do 3 mm. Prirpemom ovih Cestica eliminiSe se
upotreba organskih rastvarata 1 visokih temperatura koje smanjuju aktivnost bioaktivnih
jedinjenja. Difuzione karakteristike alginatnih Cestica, veli¢ina njihovih pora i raspodela pora
gela bitne su kada se alginat koristi za inkapsulaciju aktivnih komponenti. Koncentracija Ca**
jona u medijumu za geliranje je jedan od parametara koji ima veliki uticaj na poroznost i
stabilnost Ca-alginatnih mikrocestica (Morch i sar. 2006).

Alginska kiselina i Na-alginat imaju GRAS status, zbog ¢ega je u Evropi dozvoljena
njihova primena kao aditiva u hrani, i prepoznaju se pod brojem E 401 (Rowe i sar. 2009).

Najvise se upotrebljava u farmaceutskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji. U literaturi
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skorijeg datuma su ispitane potencijalne primene alginata kao nosaca karotenoida izolovanih iz
grejpfruta (Aguirre Calvo i sar. 2017), Kaboca bundeve (Mulyadi i sar. 2017), spiruline
(Dulinski i sar. 2020), sargarepe (Ariahu i sar. 2020) itd.

3.6.3. Tehnike inkapsulacije

Inkapsulacione tehnike koje su nasle svoju primenu u prehrambenoj industriji su brojne, 1
variraju od jednostavnih postupaka, koji podrazumevaju mesSanje aktivne komponente i nosaca,
pa do slozenih postupaka polimerizacije. S obzirom na brojnost i raznovrsnost postupaka
inkapsulacije, ne moze se izdvojiti jedinstvena i opste prihvaéena klasifikacija istih. Medutim,
prema Thies (2005) procesi inkapsulacije se mogu podeliti na hemijske i mehanicke, ali postoje 1
postupci koji se ne mogu svrstati ni u jednu od navedenih grupa.

U hemijske procese inkapsulacije spadaju: (1) kompleksna koacervacija; (2)
polimer/polimer inkompatibilnost; (3) polimerizacija na povrSini te¢no-te¢no i te¢no-cvrsto
sistema; (4) in situ polimerizacija; (5) formiranje Cestica otparavanjem rastvaraca i (6) ekstruzija
sa potopljenom diznom. U navedenim procesima formiranje zastitnog sloja omotaca oko aktivne
komponente se odvija u rastvoru, zbog €ega je vazno posti¢i dobru stabilnost emulzije/disperzije
(Levic, 2014).

Mehanic¢ki postupci obuhvataju: (1) suSenje rasprSivanjem; (2) inkapsulacija u
fluidizovanom sloju; (3) centrifugalna ekstruzija; (4) ekstruzija pomocu rortiraju¢eg diska; (5)
polimerizacija na te¢noj/gas ili ¢vrstoj/gas povrsini i (6) ekstruzija pod pritiskom. Navedene
metode se baziraju na disperziji pripremljenog rastvora za inkapsulaciju mehani¢kim procesima i
naknadnim geliranjem dobijenih Cestica (Levi¢, 2014; Thies, 2005).

Susenje rasprSivanjem, ili suSenje u struji toplog vazduha, jedna je od najstarijih i
naj¢eS¢e primenjivanih metoda inkapsulacije u prehrambenoj industriji, zahvaljujuéi nizu
prednosti koje je odlikuju. Alternativa sprej susenju, kada se inkapsuliraju jedinjenja koja brzo
podlezu degradaciji usled izlaganja visokim temperaturama, jeste liofilizacija. Liofilizacija se
takode koristi i kao naknadno, odnosno finalno susenje prethodno inkapsuliranih bioaktivnih
jedinjenja nekom drugom tehnikom. Poslednjih godina, elektrostaticka ekstruzija se izdvojila kao
jednostavna, precizna i isplativa metoda za dobijanje Cestica odgovarajuéih karakteristika za

primenu u prehrambenoj industriji, ali i mnogim drugim granama industrije. U nastavku
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poglavlja ¢e biti dat detaljan prikaz ove tri tehnike, s obzirom da su upravo one kori§¢ene u

eksperimentalnom delu doktorske disertacije.
3.6.3.1. SusSenje u struji toplog vazduha

Susenje u struji toplog vaduha ili spray drying tehnika zasniva se na emulgovanju ili
dispergovanju materijala koji se Zeli inkapsulirati u rastvoru nosaca, koji se potom rasprsuje u
komori za suSenje u struji toplog vazduha uz pomo¢ specijalne dizne pod pritiskom vazduha ili
pomocu rotacionog atomizera (slika 11). U toku ovog procesa dolazi do naglog isparavanja
rastvaraCa, najces¢e vode, i dobijanja Cvrstih Cestica u vidu praha, koje u ovom sluéaju
predstavljaju inkapsulat. U zavisnosti od procesnih parametara, odnosno od Karakteristika
rastvora (viskozitet i povrSinski napon), temperature na ulazu (Inlet), temperature na izlazu
(Outlet), brzine protoka napojne smese i brzine rasprsivanja, moguce je dobiti Cestice sfernog

oblika veli¢ine od 10 do 100 pm (Nedovi¢ i sar. 2013; Zuidam i Shimoni, 2010).
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Slika 11. Sematski prikaz spray drying tehnike (Dobry i sar. 2009)
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Prilikom inkapsulacije bioaktivnih jedinjenja spray drying tehnikom, kao nosaci najc¢esce
se koriste maltodesktrin, guma arabika, skrob, surutka u prahu, Zelatin, ali i razli¢ite meSavine
ovih nosaca. Vrsta nosaca se bira u zavisnosti od aktivne komponente koja se inkapsulira i od
zeljenih karakteristika finalnog proizvoda. Karakteristike odgovaraju¢eg nosaa su dobra
rastvorljivost u vodi, dobra emulguju¢a svojstva, dobra sposobnost stvaranja filma, i nizak
viskozitet pri poviSenim temperaturama. U zavisnosti od interakcije aktivnhe komponente i
nosaca, pored svih navedenih procesnih parametara, moze se postici efikasnost inkapsulacije i do
99% (Burges i Hickey, 2007; Park i Yeo, 2007).

Osnovne prednosti spray drying tehnike inkapsulacije, koje je ¢ine jednom od
najprimenjenijih i najpouzdanijih metoda u razli¢itim oblastima, jesu jednostavnost,
ekonomicnost, veliki kapacitet proizvodnje i moguénost primene u komercijalne svrhe. Finalni
proizvod koji se dobija odlikuje visok kvalitet i mikrobioloSka stabilnost, kao i moguénost
standardizacije kvaliteta i osobina proizvoda u pogledu sadrzaja aktivnih komponenti, sadrzaja
vlage, nasipne gustine, veli¢ine Cestica i drugih fizicko-hemijskih svojstava praha. Sa druge
strane, nedostaci kada je u pitanju inkapsulacija spray drying tehnikom ogledaju se u
ograni¢enom izboru nosaca koji nisu izrazito viskozni, kao 1 aktivnih komponenti koje je moguce
inkapsulirati. Ovo se narocito odnosi na komponente koje su osetjive na povisenu temperaturu.
Spray drying tehnika je najées¢e primenjivani postupak za inkapsulaciju ulja, etarskih ulja, bijnih

ekstrakata, vitamina, aroma i drugih bioloski aktivnih jedinjenja (Dias i sar. 2017).

3.6.3.2. Liofilizacija

Liofilizacija ili freeze drying tehnika se zasniva na uklanjanju rastvaraca na niskim
temperaturama (ispod tacke mrznjenja rastvarata) i1 pod vakuumom, pri ¢emu aktivna
komponenta biva zarobljena 1 inkapsulirana unutar strukture nosaa. Kod ove tehnike
inkapsulacije, smesa aktivne komponente i rastvora nosaca (najées¢e vodenog) u prvoj fazi se
podvrgava procesu zamrzavanja na temperaturi od -90 °C do -40 °C, te se pod vakuumom i na

odgovarajucoj temperaturi vr$i direktno otparavanje rastvaraca sublimacijom (slika 12).
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Slika 12. Sematski prikaz procesa liofiizacije (Kalusevi¢, 2017)

U poslednjih nekoliko godina, liofilizacija je prepoznata kao znaCajna tehnika za
inkapsulaciju termolabilnih prirodnih pigmenata poput antocijana, betalaina i karotenoida, ali i
drugih bioaktivnih jedinjenja (Kaluevié, 2017; Tumbas Saponjac i sar. 2016; Seregelj i sar.
2017; Chiu i sar. 2007; Rodriguez i sar. 2016). Posebno polje primene liofilizacije je
inkapsulacija zivih ¢elija, odnosno bakterija, osetljivih na razliite faktore spoljasnje sredine.

Osnovne prednosti liofilizacije su dobijanje inkapsulata visokog kvaliteta 1 mikrobioloske
stabilnosti, odrzavanje strukture, boje, arome, sa minimalnim gubicima aktivnih komponenti. S
obzirom da se ovaj proces susenja izvodi pod vakuumom, da zahteva primenu niskih temperatura
1 dugog vremenskog perioda, liofilizacija se smatra neekonomi¢nom tehnikom u poredenju sa

spray drying metodom (Zuidam i Shimoni, 2010).
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3.6.3.3. Elektrostaticka ekstruzija

Elektrostaticka ekstruzija je tehnika koja se se zasniva na primeni elektrostaticke sile koja
deluje na povrSinu meniskusa rastvora polimera na vrhu igle/kapilare, usled ¢ega dolazi do
generisanja velikog broja kapljica, koje formiraju mikrocestice u tzv. rastvoru za geliranje
(CaCly) (Manojlovi¢ i sar. 2008; Kosti¢ i sar. 2012). Na slici 13 prikazana je aparatura za

izvodenje metode elektrostaticke ekstruzije.

Pumpa
Rastvor
polimera
Generator
gla/kapila visokog napona
e
m e

Rastvor za
geliranje/sakuplj
cU"Jj(L Cestica

Mikrocestic

Slika 13. Aparatura za izvodenje metode elektrostaticke ekstruzije (Kosti¢ i sar. 2012)

Veli¢ina i uniformnost dobijenih mikrocestica zavise pre svega od fizickih karakteristika
rastvora polimera, pre¢nika igle, rastojanje izmedu igle i rastvora za geliranje, protoka te¢nosti i
primenjenog napona (Nedovi¢, 1999; Nedovi¢ i sar. 2001, Kosti¢ i sar. 2012). Kada se govori o
karakteristikama rastvora polimera, viskozitet predstavlja jedan od najvaznijih reoloskih
parametara koji uti¢u na formiranje Cestica pri elektrostatickoj ekstruziji, Sto je posebno izrazeno
na primeru ekstruzije Na-alginata i dobijanju Ca-alginatnih estica (Levié¢, 2014). Sa povecanjem

koncentracije alginata u rastvoru raste i viskozitet samih rastvora, §to dovodi do oteZavanja
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procesa ekstruzije. Pri relativno malim koncentracijama alginata (do 2%) mogu se pri odredenim
protocima dobiti uniformne Cestice sfernog oblika sa pre¢nicima manjim od 100 um. Medutim,
sa povecanjem koncentracije alginata, raste i viskozitet rastvora $to dovodi do formiranja
izduzenih tj. Cestica nepravilnog oblika (Nedovic i sar. 2006).

Jedna od prednosti ove tehnike jeste mogucnost inkapsulacije termolabilnih materija, jer
ne zahteva primenu visokih temperatura i izvodi se pod blagim uslovima bez upotrebe organskih
rastvaraca koji bi mogli da inhibiraju aktivnost bioloski aktivnih jedinjenja (Prusse i sar. 2008).
U poslednje dve decenije, znacajno mesto u inkapsulaciji zauzela je upravo ekstruziona tehnika
usled relativno jednostavne proizvodnje mikrocestica (Manojlovi¢ i sar. 2008; Kosti¢ i sar.
2012). Siroko se primenjuje u razli¢itim oblastima farmacije, biotehnologije, biomedicine i
prehrambene tehnologije, gde je naroCito znaCajna u oblasti inkapsulacije aroma, biljnih

ekstrakata itd.

3.6.4. Inkapsulacija karotenoida izolovanih iz razlicitih biljnih izvora i

njihovih sporednih proizvoda prerade

Prema literaturnim podacima prikazanim u tabeli 3, moze se zakljuciti da je inkapsulacija
karotenoida izolovanih iz razli¢itih biljnih izvora, kao 1 njihovih sporednih proizvoda veoma
aktuelna tema medu istraziva¢ima. Moguénosti iskoriS¢enja sporednih proizvoda prerade
prehrambene industrije predmet su istrazivanja dugi niz godina, ali se tek u poslednjih par ulazu
napori da se takve komponente inkapsuliraju radi dalje primene. U ove svrhe ispitana je
mogucnost primene razliCitih nosaca 1 tehnika inkapsulacje, koji su takode predstavljeni u tabeli
3. Primeri i dokazi uspes$ne primene inkapsuliranih karotenoida u prehrambenim industriji su
dodatak istih u sladoled (de Lima i sar., 2016), jogurt (Toniazzo i sar., 2014), hleb (Rutz i sar.,
2016), testeninu (Durante i sar., 2019) itd. Takode, ovakvi inkapsulati nasli su primenu i u
kozmetickoj 1 farmaceutskoj industriji, naroc¢ito kao sastojci topikalnih preparata (Casanova i

Santos, 2015).
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Tabela 3. Literaturni podaci o primerima inkapsulacije karotenoida iz razli¢itih biljnih izvora i

njihovih sporednih proivoda

lzvor karotenoida

Tehnika inkapsulacje

Izvor podataka

Maltodekstrin
Guma arabika

Emulzifikacija

Kora palme breskve Zelatin ) Ordofiez-Santos i sar. (2018)
2 . Spray drying
Secer u prahu
Lecitin
Sporedni proizvod Spray drying

. Proteini surutke
prerade crvene paprike

Freeze drying

Seregelj i sar. (2019)

Zelatin Emulzifikacija
Poli(y-glutaminska) J Chiu i sar. (2007)
Trop paradajza kiselina
Saharoza . Shu i sar. (2006);
Zelatin ST Cyry Ranveer i sar. (2015)
L juska paradajza Zein Elektrospining Horuz i Belibagli (2018)

Guma arabika

Kora gorke dinje Proteini surutke

Spray drying

Chuyen i sar. (2019)

Gorka dinja Maltodekstrin

Spray drying

Kha i sar. (2010);
Angkananon i Anantawa
(2015)

Slatki krompir Maltodekstrin Spray drying Grabowski i sar. (2008)
; Guma arabika . .
Paprika i e Spray drying Rascon i sar. (2011)
Alginat
Grejpfrut Seéeri i Freeze drying Aguirre Calvo i sar. (2017)
galaktomanani
Smede alge Maltodekstrin Freeze drying Indrawati i sar. (2015)
e Guma arabika . Guadarrama-Lezama i sar.
cili Maltodekstrin Spray drying (2014)
Paradajz B-ciklodekstrin Freeze drying Nunes i Mercadante (2007)
Lubenica Maltodekstrin Spray drying Quek i sar. (2007)
B Maltodekstrin y
Sargarepa Proteini soje Freeze drying Seregelj i sar. (2017)
Proteini surutke
- Guma arabika : f ]
Kora melinja Proteini surutke Spray drying Siregar i Margareta (2019)
Trop dinje e Emulzifikacija de Oliveira Cavalcant

Proteini surutke

Medeiros i sar. (2019)
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Probudena svest potrosaca o dobrobiti koje mogu imati od hrane koju konzumiraju,
doprinela je razvoju funkcionalne hrane sa Sirokim asortimanom raspolozivih bioaktivnih
jedinjenja, kao i nac¢ina njihove aplikacije, sa ciljem da obezbede nutritivni i zdravstveni kvalitet
proizvoda. Poslednjih godina, posebna paznja usmerena je na potencijalni toksikoloski rizik od
upotrebe pojedinih sintetskih boja, Sto izmedu ostalog predstavlja kljuéni pokreta¢ rasta na
trziStu karotenoida (Husain i sar., 2006). Trziste karotenoida u 2019. godini dostiglo je vrednost
od 1,5 milijardi USS$, dok se za 2026. godinu predvida procena od 2 milijarde USS. Prema
navedenoj statistici, Evropa je predstavljena kao najunosnija regija za trziste karotenoida (Slika

14).

[ Visoka potrosnja
Srednja potrosnja

I Niska potrosnja
Slika 14. Globalno trziste karotenoida iz 2019. godine

U toku razvoja funkcionalne hrane koja sadrzi inkapsulirana bioaktivna jedinjenja, izbor
samih sastojaka i procesa proizvodnje tradicionalno se zashivao na empirijskom pristupu.
Ubbink i Kruger (2006) su sugerisali da je alternativni koncept upotreba takozvanog “retro-
dizajnerskog" pristupa, koji se oslanja na temeljno razumevanje potrebnih performansi sastojka u
slozenom okruzenju hrane. Ovaj pristup obuhvata razumevanje efekta procesa prerade 1 fizi¢ko-
hemijskih promena koji utiu na stabilnost i oslobadanje inkapsuliranih sastojaka. Glavni
pokazatelj da li je sistem za inkapsulaciju prilagoden svojoj primeni u finalnom prehrambenom

proizvodu, jeste njegovo prihvatanje od strane potrosaca i trzista. Put od koncepta do prihvatanja
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funkcionalnog proizvoda od strane potrosaca saéinjen je od velikog broja faza, a samim tim i
izazova, §to zahteva doprinos naucnih istrazivaca, tehnologa 1 nutricionista (Jones i Jev, 2007).
Mogu¢énosti primene inkapsuliranih karotenoida u prehrambenim proizvodima su brojne,
a u toku izrade ove doktorske disertacije narocita paznja poklonjena je modifikacijama proizvoda
koji su najzastupljeniji u ishrani stanovniStva. Zastupljenost testenine u ishrani Sirom sveta se
neprekidno povecava, prvenstveno zbog jednostavne i brze pripreme, lake svarljivosti, prijatnih
senzorskih osobina, jednostavnog skladiStenja, dugog roka trajanja i ekonomske prihvatljivosti.
Medutim, testeniCarke proizvode, kao i druge proizvode na bazi Zzita, karakteriSe ograni¢en
sadrzaj proteina i drugih esencijalnih konstituenata hrane, zbog ¢ega predstavljaju realnu osnovu
za dodatak bioloSki aktivnih jedinjenja, koji ¢e uticati na poboljSanje njihovih nutritivnih 1
funkcionalnih karakteristika. Sa druge strane, popularnost funkcionalne hrane najvise je izrazena
u domenu proizvodnje fermentisanih mle¢nih proizvoda. Fermentisanom mleku mogu se dodati
razlicite supstance u cilju poboljSanja konzistencije, bioloske vrednosti, ukusa, mirisa, izgleda, 1
dr. Prema medunarodnoj klasifikaciji (FAO-WHO), navedeni dodaci pripadaju aditivima, te je
zbog pomenutog stava potrosa¢a u ovom radu ispitna moguénost proizvodnje i senzorska

prihvatljivost jogurta sa dodatkom inkapsuliranih karotenoida prirodnog porekla.

3.7.1. Primena inkapsuliranih karotenoida u proizvodnji testenine

Savremeni trend proizvodnje funkcionalne hrane namecée poboljSanje kvaliteta
prehrambenih proizvoda, ukljucujuéi i testeninu, ¢ija je vaZznost gotovo izjednacena sa vaznoScéu
hleba. Prema Pravilniku o kvalitetu Zzita, mlinskih i pekarskih proizvoda, testenina i brzo
smrznutih testa (Sluzbeni glasnik RS br. 68/16 1 56/18) testenine se definiSu kao proizvodi
dobijeni meSanjem i oblikovanjem pSeni¢ne krupice ili namenskog brasna sa vodom - obic¢na
testenina, ili meSanjem i oblikovanjem osnovnih sirovina uz korisé¢enje nekih dodatnih sirovina -
testenina sa dodacima.

Nutritivna vrednost testenine zavisi od sastojaka koji se koriste za njenu pripremu, ali se
generalno smatra snabdevacem ugljenim hidratima. S tim u vezi, testenina je proizvod male
prehrambene vrednosti, bogat skrobom, ali siromasan u pogledu proteina i drugih esencijalnih
nutrijenata. Takode, nutritivni kvalitet testenine se znacajno menja tokom kuvanja, 1 u vecini

slucajeva oko 20% njenih pocetnih energetskih materija prelazi u vodu od kuvanja, zajedno sa
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mineralnim materijama, aminokiselinama 1 vitaminima. Kori§¢enjem nutritivno vrednih sirovina
u proizvodnji testenine moze se dobiti proizvod poboljSanog nutritivnog kvaliteta i
odgovarajucih senzorskih karakteristika (Poji¢ i sar. 2014).

Novi trendovi u proizvodnji testenine podrazumevaju dodavanje razli¢itih komponenti u
zames testa, sve u cilju unapredenja nutritivne vrednosti proizvoda, poboljSanja ukusa ili
postizanja atraktivnijeg izgleda i boje testenine. Dodavanje ovih sastojaka moze pozitivno uticati
na teksturna svojstva kuvane testenine, ali isto tako mogu narusiti integritet skrobno-proteinske
mreze i kvalitet testenine, te ovo polje tehnologije predstavlja pravi izazov za prehrambenu
industriju.

Na osnovu dostupne literature moze se zakljuciti da je veliki broj istraZzivanja bio
usmeren proizvodnji testenine obogacene proteinima. U tu svrhu koristili su se proteini surutke,
proteinski izolati i koncentrati pasulja, proteinski izolati kvasca i izolati soje, ali i brasna
razliCitih Zita, pseudozita ili mahunarki bogatih proteinima (Skrobot, 2016; Petitot 1 sar. 2010;
Sudha i Leelavathi, 2011; Zhao i sar. 2005; Chillo i sar. 2008a; Wood, 2009; Chillo i sar. 2008b).

Velika paznja je poklonjena i istrazivanjima koja su imala za cilj da ostvare povecanje
sadrzaja prehrambenih vlakana, minerala ili vitamina u testenini, kao 1 obezbedivanje ujednacene
zute boje, svojstvene ovoj vrsti proizvoda, dodatkom pigmenata iz razli¢itih biljnih izvora.
Takode, u istraZivanjima novijih datuma mogu se pronaci i testenine obogacene inkapsuliranim
bioaktivnim jedinjenjima, Sto wukazuje da je prehrambenoj industriji finalni kvalitet
funkcionalnog proizvoda, 1 obezbedivanje niza prednosti uslovljene inkapsulacionim tehnikama,
od izuzetne vaznosti. Primer jedne takve studije predstavljena je od strane Durante i sar. (2019)
koji su ispitivali dodatak ulja bundeve ili inkapsuliranog ulja bundeve sa a-ciklodekstrinom u
formulaciju Spageta, 1 dobili proizvode sa povefanim sadrzajem fitosterola, skvalena,
karotenoida, tokoferola i nezasi¢enih masnih kiselina. Inkorporiranjem inkapsuliranog ulja
bundeve povecao se sadrzaj prehrambenih vlakana u ovoj vrsti testenine, kao i stabilnost
navedenih bioaktivnih jedinjenja tokom procesa proizvodnje. Negativna strana ukljucivanja
bundevinog ulja u formulaciju testenine, odrazila se na teksturne karakteristike kao S$to su
lepljivost 1 Cvrstina, ali je ipak senzorna ocena bila zadovoljavajuca za oba uzorka Spageta. Sa
druge strane, Zen i sar. (2019) su ispitivali moguénost proizvodnje zelene testenine, dodatkom
inkapsulirane spiruline osnovnoj formulaciji proizvoda. Uprkos percepcije zelenih tackica i

neujednacene boje, potrosaci su dali pozitivnu ocenu 1 prihvatljivost testenine obogacene
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mikroalgama. Inkapsulacija je i u ovom radu potvrdila pozitivan uticaj na zaStitu
antioksidativnog kapaciteta mikroalgi, a sa tim i njihovu potencijalnu primenu kao aditiva u
funkcionalnoj hrani. Na tehnoloske parametre kvaliteta kuvane testenine nije uticalo
obogacivanje testenine inkapsuliranom spirulinom. Kao krajnji rezultat, Zen i sar. (2019)
sugerisali su dodatne studije za procenu bioraspolozivosti inkapsuliranih bioaktivnih sastojaka

spiruline nakon gutanja hrane.

3.7.2. Primena inkapsuliranih karotenoida u proizvodnji jogurta

Dobijanje Sirokog asortimana fermentisanih mle¢nih proizvoda sa pove¢anim nutritivnim
i funkcionalnim svojstvima, jedan je od glavnih pravaca istrazivanja i u tehnologiji mleka i
mle¢nih proizvoda. Prema Pravilniku o kvalitetu proizvoda od mleka i starter kultura (SI.
glasnik, br. 34/14) navodi se da se u fermentisane proizvode od mleka ubrajaju jogurt, kiselo
mleko, fermentisani proizvodi od mleka sa probiotskim bakterijama, kefir i drugo. Jogurt je
prema navedenom Pravilniku definisan kao proizvod dobijen fermentacijom mleka delovanjem
simbiotske kulture Streptococcus thermophilus i Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, i
predstavlja najzastupljeniji fermentisani mlecni proizvod na trzistu.

Jedan od najizraZenijih trendova kada su u pitanju fermentisana mleka jeste nagla
ekspanzija takozvanih "pogodnih™ proizvoda koji mogu da predstavljaju ceo obrok, a odlikuju se
lako¢om rukovanja pri ¢emu se Stedi energija i vreme. Ovde spadaju brojne "drink" forme
jogurta u plasticnim bocicama, proizvodi u automatima i "drive in" restoranima (Ili¢i¢, 2010).
Tokom poslednje dve decenije doSlo je do znaCajnog povecanja popularnosti jogurta usled
dodatka probiotskih bakterija, koje dovode do poboljSanja nutritivnog 1 fizioloSkog kvaliteta
ovog prehrambenog proizvoda. Najnovije varijante jogurta pored probiotika sadrze i prebiotike
(inulin, oligofruktoza i dr.) koji stimuliSu rast i vijabilnost prisutnih startera. Takode, razvijene su
1 "specijalne" vrste jogurta inkorporiranjem funkcionalnih dodataka iz razli¢itog voca, povréa 1
Zitarica, namenjene ciljanim grupama potrosaca kao Sto su deca, sportsti, osobe starije dobi, ili
proizvodi namenjeni Zenskoj populaciji (Gregurek 1 Tonkovi¢, 2008; Obradovi¢, 2008).
Lansiranje novih vrsta proizvoda za specijalne namene obezbedilo je ogroman napredak u
savremenom razvoju tehnologije fermentisanih mlecnih napitaka sa funkcionalnim

karakteristikama, zbog Cega je dalji razvoj tehnologije ove grupe proizvoda opravdan i1 sa
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ekonomskog i sa zdravstvenog aspekta. Do danas, brojna istrazivanja su dokumentovala
prednosti razvoja ovakvih proizvoda, a neki od njih su funkcionalni jogurt od jagode obogacen
klijjancima pSenice (Gahruie i sar. 2019), jogurt obogaéen sporednim proizvodom koji zaostaje
nakon przenja kafe (Bertolino i sar. 2019), jogurt obogacen ekstraktom sporednog proizvoda
prerade paprike (Seregelj i sar. 2019), jogurt obogacen ekstraktom sporednog proizvoda prerade
jagode (Ivanov i Dimitrova, 2019), jogurt obogacen ekstraktom kore jabuke (Ahmad i sar. 2020),
jogurt obogacéen ekstraktom kore crvene bodljikave kruske (Hernandez-Carranza i sar. 2019),
jogurt obogacen pektinom izolovanim iz kore citrusa (Arioui i sar. 2017), itd. U navedenim
radovima se moze uociti trend iskoriS¢enja sporednih proizvoda prehrambene industrije kao
izvora funkcionalnih sastojaka i njihove potencijalne primene u proizvodnji funkcionalnih
proizvoda iz grupe fermentisanih mle¢nih napitaka. Ovakav pristup proizvodnje jogurta, pored
nesumnjivog unapredenja nutritivnog i zdravstvenog kvaliteta, obezbeduje i znacajan napredak
sa tehnoloSkog aspekta, naroCito u pogledu kvaliteta, trajnosti, stabinosti i senzorskih
karakteristika.

Inkapsulacija, kao tehnologija od izuzetne vaznosti za prehrambenu industriju, nasla je
Svoju primenu i u proizvodnji jogurta tako Sto se koristi za zaStitu probiotskih bakterija i
funkcionalnih jedinjenja kojim se vrSi njihovo obogacivanje (Borgogna i sar. 2010; Nedovi¢ 1
sar. 2016). U naucnoj literaturi dokumentovana su i istraZivanja o potencijalnoj primeni
inkapsuliranih karotenoida u proizvodnji jogurta, u cilju dobijanja proizvoda sa provitaminskim i
antioksidativnim karakteristikama. U studiji Rutz i sar. (2016) sinteticki B-karoten i palmino ulje
inkapsulirani su smeSom hitozana i karboksimetilceluloze kao nosa¢a metodom koacervacije,
kao i smeSom hitozana i Na-tripolifosfata metodom jonskog geliranja. Dobijeni inkapsulati
inkorporirani su u prehrambene sisteme kao $to su jogurt 1 hleb, pri ¢emu se postigla bolja
bioraspolozivost B-karotena u intestinalnom traktu. Toniazzo i sar. (2014) ispitivali su
mogucnost inkapsulacije B-karotena u lipozome, stabilizovanih ksantanom i guar gumom. U
ovom radu, lipozomi sa B-karotenom dobijeni su spray drying metodom, nakon ¢ega je ispitana
njihova potencijalna primena kao prehrambene boje u proizvodnji jogurta. Na osnovu fizicko-
hemijskih karakteristika dobijenog proizvoda, pre svega boje i teksture, potvrdena je prednost
primene ovih lipozoma kao funkcionalnog dodatka za postizanje crvene boje jogurta, kao i

brojnih zdravstvenih efekata.
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Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije uraden je u Laboratorijama za Organsku
hemiju, Hemiju hrane i Hemiju prirodnih proizvoda Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu,
Univerziteta u Novom Sadu. U okviru ovih laboratorija odradena je ekstrakcija sporednog
proizvoda prerade Sargarepe, liofilizacija, spektrofotometrijske metode odredivanja sadrzaja
ukupnih karotenoida, antioksidativne i farmakoloske aktivnosti, kao i deo fizicko-hemijske
karakterizacije inkapsulata. Mikrobioloske analize uzoraka realizovane su u Laboratoriji za
Mikrobiologiju na Tehnoloskom fakultetu u Novom Sadu, Univerziteta u Novom Sadu.
Liofilizacija inkapsulata sprovedena je i na Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu.
Susenje u struji toplog vazduha, elektrostaticka ekstruzija, mikroskopska i spektroskopska
analiza realizovane su na Poljoprivrednom fakultetu u Beogradu, Univerziteta u Beogradu.
Proizvodnja testenine sprovedena je u pilot postrojenju Instituta za istrazivanja u poljoprivredi i
agroekonomiji (CREA) u Sant Andelu Lodidijanu, Italija. HPLC analiza testenine uradena je na
Departmanu za nauku o hrani, ishrani i zastiti Zivotne sredine (DEFENS) Univerziteta u Milanu,
Italija. Proizvodnja jogurta sprovedena je u mlekari "Dana" sa sedistem u Vrbasu. Gasna
hromatografija, instrumentalno merenje parametara boje, kvalitet kuvane testenine, nutritivni
profil testenine i senzorska analiza dobijenih funkcionalnih proizvoda u okviru ove disertacije
Uradeni su u laboratorijama Naucnog instituta za prehrambene tehnologije u Novom Sadu,

Univerziteta u Novom Sadu.
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4.1. Materijali

4.1.1. Sirovine

Sporedni proizvod prerade Sargarepe dobijen je sa proizvodne linije sokova fabrike
"Nectar", Backa Palanka, Srbija (slika 15). Biljni materijal je liofiliziran (Alpha 2-4 LSC, Martin

Christ, Osterode, Nemacka) i do upotrebe ¢uvan na -20 °C.

Slika 15. Sporedni proizvod prerade Sargarepe, "Nectar", Backa Palanka, Srbija

Suncokretovo ulje koje je koris¢eno za ekstrakciju karotenoida iz biljnog materijala
kupljeno je u lokalnom supermarketu, a proizvod je kompanije za proizvodnju jestivog ulja
"Dijamant”, Zrenjanin, Srbija.

Kao nosaéi za inkapsulaciju ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe korisceni
su maltodekstrin (Battery Nutrition Limited, London), proteini surutke (Olimp Laboratories,
Debica, Poljska), inulin (Elephant Pharma, Beograd, Srbija) i natrijum alginat (Carl Roth,
Karlsruhe, Nemacka).

Za proizvodnju testenine koriS¢ena je krupica durum pSenice (Triticum durum) —

semolina (Molino Pagani, Borghetto Lodigiano, Italija).
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Sveze kravlje mleko koje je koriS¢eno za proizvodnju jogurta dobijeno je sa farme u
okviru preduzeca "Sava Kovacevi¢", Vrbas, Srbija. Proces fermentacije je izveden koriS¢enjem

komercijalne kulture Thermophilic Yo-Flex® (Christian Hansen, Hoersholm, Danska).

4.1.2. Hemikalije i reagensi

Najveci broj specificnih hemikalija i reagenasa koriS¢enih u eksperimentima nabavljen je
od proizvodaca Sigma-Aldrich Chemicals (Steinheim, Nemacka) i to: standardi i reagensi za
kvantifikaciju i kvalifikaciju ukupnog sadrzaja karotenoida i tokoferola, enzimi za in vitro
simuliranu gastrointestinalnu digestiju (amilaza, pepsin, pankreatin), 50% bor(l1l)-fluorid,
linolna kiselina, kao i a-glukozidaza, 4-nitrofenil a-D-glukopiranozid i natrijum diklofenak koji
su koris¢eni za procenu antihiperglinemijske i antiinflamatorne aktivnosti. Gvozde(III) hlorid je
proizvod kompanije JT Baker (Deventer, Holandija). Mikrobioloske podloge nabavljene su od
proizvodaca Himedia, Mumbai, India. Svi drugi upotrebljeni reagensi i hemikalije u
eksperimentalnom radu bili su analiticke Gistoée, proizvedeni u Lach-Ner (Brno, Ceska
Republika). Destilovana voda je proizvedena koriS¢enjem sistema za pre¢iSc¢avanje vode -

destilatora DESA 0081 Water Still (POBEL, Madrid, Spanija).

4.2. Metode

4.2.1. Ekstrakcija sporednog proizvoda prerade sargarpe

Liofilizirani sporedni proizvod prerade Sargarepe ekstrahovan je suncokretovim uljem u
odnosu 1:2 (m/V), mesanjem u blenderu u toku 30 min na 5000 o/min (B80OE, Gorenje, Velenje,
Slovenia). Nakon toga izvrSeno je centrifugiranje u toku 10 min na 4000 o/min (Lace 24, Colo
Lab Ekperts, Novo Mesto, Slovenija) a potom odvajanje supernatanta. Dobijeni uljani ekstrakt

Cuvan je na temperaturi od -20 °C do dalje upotrebe.
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4.2.2. Inkapsulacija ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe

4.2.2.1. Optimizacija inkapsulacije ekstrakta sporednog proizvoda prerade

sargarepe freeze i spray drying tehnikama

Za optimizaciju smese nosaca za inkapsulaciju ekstrakta sporednog proizvoda prerade
Sargarepe freeze i spray drying tehnikama kori$¢ena je metoda odzivnih povrSina (eng. Response
Surface Methodology, u daljem tekstu RSM). Usvojeni eksperimentani model bio je Simplex
Centroid Mixture Design gde su nezavisno promenljive, odnosno udeli ispitivanih nosaca
karotenoida iz ekstrakta — maltodekstrina (MD), proteina surutke (PS) i inulina (IN) varirani na
Cetiri nivoa sa jednom ponovljenom tackom. Kompletan model sastojao se od osam
eksperimenata, odnosno formulacija (tabela 4). Kao zavisno promenljive prac¢eni su ukupan
sadrzaj karotenoida (TCar), efikasnost inkapsulacije (EI) 1 antioksidativna aktivnost odredena -
karoten metodom (AAgcg). Za odabir optimalnih inkapsulata (za obe tehnike inkaspulacije;
freeze i spray drying) koji ¢e dalje biti ispitivani u radu, izvrSena je optimizacija vise odziva

(engl. multi-response).

Tabela 4. Simplex Centroid Mixture eksperimentalni plan formulacija nosaca za inkapsulaciju

ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe freeze i spray drying tehnikama

Nezavisno promenljive

Formulacija nosaca

1 05 0 05
2 0 1 0
3 0,33 0,33 0,33
4 0 05 05
5 1 0 0
6 0 1 0
7 05 05 0
8 0 0 1

A — maltodekstrin; B — proteini surutke; C —inulin
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Formulacije nosaca definisane eksperimentalnim dizajnom pripremljene su njihovim
mesanjem sa vodom zagrejanom na 60 °C, do potpune hidratacije nosaca i hladenja rastvora do
25 °C. U slucaju freeze drying tehnike odnos nosaca i vode bio je 1:2 (m/V), dok je u slucaju
spray drying tehnike ovaj odnos iznosio 1:8 (m/V). Prilikom pripreme inkapsulata spray drying
tehnikom neophodno je povecati zapreminu vode za rastvaranje nosaca kako bi se ostvario
zadovoljavaju¢i protok kroz sistem za suSenje. Priprema emulzija za inkapsulaciju
podrazumevala je meSanje pripremenjenih rastvora forumulacija nosaca sa ekstraktom sporednog
proizvoda prerade Sargarepe i emulgatora Tween 80 u toku 5 min Ultraturrax-om na 11000 o/min
(Ultra-Turrax® T25, Ika-Labortechnik, Staufen, Nemacka). Predvideni odnos nosaca i ekstrakta
za inkapsulaciju je 5:3 (m/V), dok se emulgator dodaje u koncentraciji od 0,02%.

Za suSenje inkapsulata liofilizacijom, odnosno freeze drying tehnikom, koris¢en je
laboratorijski liofilizator model Alpha 2-4 LSC proizvodac¢a Martin Christ (Osterode am Harc,
Nemacka) (Slika 16a). Pripremljene emulzije za inkapsulaciju su zamrznute na -80 °C u uredaju
za dubinsko zamrzavanje (Snijders Labs, Tilburg, Holandija). Momenat izjednacavanja
temperature uzorka i grejanja je bio indikator da nema preostalog leda za sumblimaciju, odnosno
da je proces liofilizacije zavrSen.

Za susenje inkapsulata u struji toplog vazduha, odnosno spray drying tehnikom, koris¢en
je laboratorijski spray dryer Buchii mini B-290 (Flavil, Svajcarska) (slika 16b). Ulazna
temperatura je bila 130 °C, a izlazna 65 + 2 °C, protok vazduha iznosio je 600 L/h, a protok

tecnosti 8 ml/min.

Slika 16. a) Freeze dryer, Alpha 2-4 LSC ; b) Spray dryer, Buchii mini B-290
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4.2.2.2. Inkapsulacija ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe

tehnikom elektrostati¢ke ekstruzije

Inkapsulacija ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe tehnikom elektrostaticke
ekstruzije sprovedena je uz koris¢enje 2% m/V rastvora natrijum alginata kao nosaca, koji je
pripremljen rastvaranjem polimera u destilovanoj vodi uz mesanje na magnetnoj mesalici na
sobnoj temperaturi. Neposredno pre same inkapsulacije vrSena je priprema smeSe natrijum
alginat/ekstrakt. Maseni udeo ekstrakta u rastvoru alginata bio je 25%. Emulzija natrijum
alginata i ekstrakta homogenizovana je mesanjem pri 10000 o/min u toku 5 min (Ultra-Turrax®
T25, Ika-Labortechnik, Staufen, Nemacka).

Ekstruzija smeSe za inkapsulaciju vrSena je kroz pozitivno naelektrisanu iglu sa otvorom
od 0,7 mm od nerdajuceg Celika. Protok smeSe (40 ml/h) za inkapsulaciju je kontrolisan Spric
pumpom (model 11, Harvard Appair, Cambridge, MA, SAD). Vodeni rastvor kalcijum hlorida
(15 mg/ml) je koris¢en za geliranje (dobijanje Ca-alginata) pri ¢emu je rastvor spojen sa (-)
konekcijom na generator napona. Elektrostaticki potencijal (3 kV) formiran je elektrostati¢kim
sistemom za inkapsulaciju (VAR V1 Nisco Encapsulation Unit, Cirih, Svajcarska) (slika 17).
Rastojanje izmedu vrha igle 1 povrSine rastvora za geliranje je bilo podeSeno na 2,5 cm. Nakon
inkapsulacije, dobijene Cestice su ostavljene u rastvoru kalcijum hlorida 60 min, kako bi se
proces geliranja zavrsio. Cestice su potom ispirane destilovanom vodom, filtrirane i osusene

tehnikom liofilizacije. Liofilizirane Cestice Cuvane su na -20 °C do dalje upotrebe.

Slika 17. Elektrostaticki sistem za inkapsulaciju, VAR V1 Nisco Encapsulation Unit
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4.2.3. Primena inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe u

funkcionalnoj hrani

4.2.3.1. Primena inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe u

proizvodnji testenine

Proizvodnja testenine sprovedena je u pilot postrojenju Instituta za istrazivanja u
poljoprivredi i agroekonomiji (Sant Andelo Lodidiano, Italija) na jednopuznom ekstruderu (Ital
past Mac 30 Pasta Maker Extruder, Parma, Italija) (slika 18). Proizvedena je testenina od krupice
durum psenice — semoline, koja je u eksperimentima koriS¢ena kao kontrolni uzorak, i testenina
u kojima je semolina supstituisana u nivou od 10 i 20% optimalnim inkapsulatima sporednog
proizvoda prerade Sargarepe dobijenim freeze drying (FDI) i spray drying (SDI) tehnikama.

Formulacije uzoraka testenine kori§¢enih za dalja ispitivanja prikazane su u tabeli 5.

Slika 18. Proizvodnja testenine u pilot postrojenju Instituta za istrazivanja u poljoprivredi i

agroekonomiji (Sant Andelo Lodidiano, Italija)
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Tabela 5. Formulacije testenine i oznake uzoraka

Sirovina (g/100 g) Kontrola  10% FDI  20% FDI  10% SDI  20% SDI
Semolina 100 90 80 90 80
FDI - 10 20 - -
SDI - - - 10 20
Voda 32 32 32 32 32

Homogenizacija semoline, odnosno semoline i inkapsulata i neophodne koli¢ine vode da

bi se postigla vlaznost testa od 32%, sprovedena je u trajanju od 2,5 min i 50 o/min na sobnoj

temperaturi, nakon ¢ega je meSanje nastavljeno u ekstruzijskom rezervoaru pod vakuumom u

toku 1 min i 30 o/min, a potom ekstrudiranje testa pod pritiskom od 80 atm. Na izlaznom otvoru

puza ekstrudera montirana je bronzana matrica sa odgovaraju¢im otvorima i nozem koji je

omogucio oblikovanje testa u odgovarajuci oblik, karakteristi¢an za kratko secenu testeninu.

Ekstrudirana vlaZna testenina je rasprostirana na drvene ramove sa perforiranom podlogom

("lese") a potom podvrgnuta predsusenju (slika 19).

Slika 19. Susenje testenine rasporedene po lesama
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Cilj predsusenja je da se vlaga iz testenine intenzivno izdvoji i spreéi slepljivanje
testenine koja je po izlasku iz ekstrudera topla, vlazna i lepljiva. Nakon rasporedivanja testenine
po lesama, lese se postavljaju na nosaCe i smeStaju u suSnicu sa rezimom niske temperature
suSenja (60 °C). SuSenje testenine izvrseno je u toku 17 h, pri konstantnoj vlaznosti od 75%.
Nakon suSenja testenina je ohladena na temperaturi od 25 °C u toku 6 h, a potom pakovana i

¢uvana do daljeg analiziranja. Pre analize uzorci testenine su samleveni u laboratorijskom mlinu.

4.2.3.2. Primena inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe u

proizvodnji jogurta

Proizvodnja jogurta od svezeg kravljeg mleka realizovana je u mlekari "Dana" sa
sediStem u Vrbasu. Proces fermentacije je izveden koris¢enjem komercijalne kulture
Thermophilic Yo-Flex® (Christian Hansen, Hoersholm, Danska) prema preporuci proizvodaca.
Kada su parametri rada oznacili kraj procesa fermentacije, izvrSen je postupak obogacivanja i
pakovanja jogurta. Obogacivanje jogurta vrSeno je dodatkom inkapsulata sporednog proizvoda
prerade Sargarepe dobijenim tehnikom elektrostaticke ekstruzije, pre procesa pakovanja, u
koncentracijama od 2,5 i 5% (m/m) (slika 20). Obogaceni uzorci jogurta, kao i kontrolni uzorak,
upakovani su u ¢ase od 2,5 dcl (180 g) i oznaceni kao "kontrola", "2,5%" i "5%", a potom
skladiSteni na temperaturi od 4 °C i analizirani u toku propisanog perioda skladisStenja od 28

dana.

Slika 20. Proizvodnja jogurta u mlekari "Dana" (Vrbas)
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4.2.4. In vitro simulirana gastrointestinalna digestija

Simulirana gastrointestinalna digestija sprovedena je prema standardizovanoj metodi za
staticki model in vitro digestivnog sistema, poznat kao InfoGest, sa izvesnim modifikacijama
(Mineskus i sar. 2014). Infogest staticki model obuhvatao je tri faze digestije — digestija u

ustima, Zelucu i intestinalnom traktu (slika 21).

Digestija u ustima
Simulirana pljuvana te¢nost —
Salivarna o-amilaza
pH 7; 2 min; 37 °C

Digestija u Zelucu
Simulirana Zeludacna te¢nost P
Pepsin

pH 3; 2h; 37 °C

Digestija u intestinalnom traktu
Simulirana intestinalna te¢nost
Pankreatin

pH 7; 2h, 37 °C

Slika 20. Faze in vitro simulirane gastrointestinalne digestije

Simulirane teCnosti za sve tri faze digestije, odnosno pljuvacna, Zeludacna i intestinalna
teCnost pripremljene su u koncentraciji od 1,25% upotrebom osnovnih rastvora elektrolita 1 vode
prema datom protokolu u tabeli 6. Koli¢ine su izraCunate za finalnu zapreminu od 500 ml za
svaku simuliranu digestivnu tec¢nost. Pre upotrebe sve hemikalije i reagense je neophodno

zagrejati na 37 °C. PodeSavanje pH izvrSeno je 1 M HCl i 1 M NaOH.
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Tabela 6. Priprema osnovnih rastvora digestivnih te¢nosti

Simulirana Simulirana Simulirana
Osnovna NI o v = 7 . q =
Komponenta . pljuvacéna teCnost Zeludacna teCnost intestinalna teCnost
koncentracija
pH 7 pH 3 pH 7
KCI 37,3 15,1 6,9 6,8
KH,PO, 68 3,7 0,9 0,8
NaHCO; 84 6,8 12,5 42,5
NaCl 117 - 11,8 9,6
MgCIQ(HzO)G 30,5 0,5 0,4 1,1
(NH4),CO; 48 0,06 0,5 )
Podesavanje pH
1 M NaOH - - - -
1M HCI - 0,09 1,3 0,7

Digestija u ustima: Mastifikacija hrane, u ovom slu¢aju inkapsulata ekstrakta sporednog
proizvoda prerade Sargarepe, kuvane testenine (prethodno usitnjene u laboratorijskom mlinu) i
jogurta, simulirana je meSanjem uzorka i simulirane pljuvacne te¢nosti u odnosu 1:1 (m/V).
Nakon $to je postignuta konzistencija uzoraka nalik pasti, dodat je rastvor salivarne a-amilaze
(pripremljena u simuliranoj pljuvacnoj tecnosti) da se postigne aktivnost od 75 U/ml u finalnoj
smesi, potom kalcijum hlorid da se postigne koncentracija od 0,75 mM i potrebna koli¢ina vode
za razblazivanje osnovnog rastvora simulirane pljuvaéne tec¢nosti (1% koncentrat). Ovako
pripremljeni uzorci su inkubirani na 37 °C u toku 2 min uz stalno meSanje.

Digestija u Zelucu: Bolus dobijen nakon simulirane digestije u ustima pomeSa se sa
simuliranom Zeluda¢nom tec¢nosti u odnosu 1:1 (V/V), a potom podesi pH na 3 dodavanjem
prethodno definisane zapremine HCI. Dodaje se rastvor pepsina (pripremljen u simuliranoj
zeludac¢noj teCnosti) tako da se postigne aktivnost od 2000 U/ml u finanoj smesi, kalcijum hlorid
da se postigne finalna koncentracija od 0,15 mM i potrebna koli¢ina vode za razblaZivanje
osnovnog rastvora simulirane Zeludacne tecnosti (1% koncentrat). Dobijene smese su inkubirane
na 37 °C u toku 2h uz stalno meSanje. Tokom inkubacije neophodno je pratiti pH i po potrebi
podesiti na 3.

Digestija u intestinalnom traktu: Zeluda¢ni himus dobijen nakon simulirane digestije
pomesa se sa simuliranom intestinalnom tecnosti u odnosu 1:1 (V/V) i podesi na 7 dodavanjem

definisane zapremine NaOH. Potom se dodaje rastvor pankreatina (pripremljen u simuliranoj
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intestinalnoj te¢nosti) da se postigne aktivnost od 100 U/ml u finalnoj smesi, kalcijum hlorid da
se postigne koncentracija od 0,6 mM 1 potrebna koli¢ina vode za razblazivanje osnovnog
rastvora simulirane intestinalne tec¢nosti (1x koncentrat). IzvrSena je inkubacija na 37 °C u toku
2h uz stalno mesanje. Tokom inkubacije neophodno je pratiti pH 1 po potrebi podesiti na 7.

Uzorci su nakon simulirane gastrointestinalne digestije zamrznuti na -80 °C u uredaju za
dubinsko zamrzavanje a potom liofilizirani. Osuseni digestati Cuvani su u tamnim posudama na
temperaturi od -20 °C do dalje upotrebe. Digestirani uzorci analizirani su u pogledu
antioksidativne, antihiperglikemijske i antiinflamatorne aktivnosti.

4.2.5. Karakterizacija ekstrakta, inkapsulata i funkcionalnih proizvoda sa

inkapsulatima sporednog proizvoda prerade Sargarepe

4.2.5.1. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih karotenoida

Sadrzaj ukupnih karotenoida (Car) odreden je spektrofotometrijski prema metodi Nagata
1 Yamashita (1992). U otvore mikrotitar plo¢a odmereno je 250 pul uzorka i ekstragensa (slepa
proba) nakon ¢ega su ocitane apsorbance na talasnim duzinama od 663 nm, 645 nm, 505 nm 1

453 nm. Ukupan sadrzaj karotenoida (Car) odreden je na osnovu sledece jednacine:

Car (mg/lOO mI) =0,216Ag53 — 1,22A645 — 0,304A505 + 0,452 A 453

gde su Asgss, Asss, Asos | Aysy apsorbance izmerene na 663 nm, 645 nm, 505 nm i 453 nm.
Ukupan sadrzaj karotenoida (Car) izraZen je kao mg ekvivalenta B-karotena po 100 g uzorka (mg
[-karotena/100 g).

Priprema uzoraka za analizu: Uzorci za analizu bili su ekstrakt, inkapsulati i jogurt
obogacen inkapsulatima sporednog proizvoda prerade Sargarepe.

Ekstrakcija karotenoida iz wuljanog ekstrakta izvrSena je uz primenu smeSe
metanol:dihlormetan (50:50 V/V) meSanjem na vorteksu u odnosu 1:5 (m/V) u toku 1 min.

Inkapsulati dobijeni freeze 1 spray drying tehnikama ekstrahovani su smeSom

metanol:dihlormetan (50:50 V/V) meSanjem u odnosu 1:7,5 (m/V) na vorteksu u toku 1 min, a
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potom na utrazvu¢nom kupatilu u toku 7 min. Nakon centrifugiranja na 12000 o/min u toku 10
min supernatanti su odvojeni, a postupak ponovljen jo§ dva puta. Odvojeni supernatanti su
spojeni, profiltrirani kroz Spric filter 0,45 pm (Chromafil Xtra PTFE-45/13, Macherey-Nagel,
Nemacka) i dalje analizirani.

Sadrzaj karotenoida u inkapsulatu koji je dobijen tehnikom elektrostaticke ekstruzije
odreden je nakon rastvaranja liofiliziranih Cestica inkapsulata u 2% m/V rastvoru natrijum-
citrata. Homogenizacija inkapsulata i rastvora natrijum-citrata u odnosu 1:7 (m/V) izvrSena je uz
mesanje na vortexu do potpunog rastvaranja i dezintegracije Cestica, nakon ¢ega su karotenoidi
ekstrahovani uz primenu heksana kao ekstragensa.

Sadrzaj karotenoida u obogaéenim uzorcima jogurta odreden je prema proceduri Seregelj
1 sar. (2019). Uzorak jogurta ekstrahovan je smeSom metanola i hloroforma (75:25 V/V) u
odnosu (1:5 m/V) primenom ultrazvuka u toku 20 min, a potom je izvrSeno centrifugiranje u
trajanju od 10 min. Supernatant bogat karotenoidima je odvojen, a postupak ponovljen do
potpunog iscrpljenja uzorka. Odvojeni supernatanti su spojeni i profiltrirani kroz Spric filter 0,45

um (Chromafil Xtra PTFE-45/13, Macherey-Nagel, Nemacka) pre analiziranja.

4.2.5.2. HPLC kvalitativna i kvantitativna analiza sadrZaja karotenoida

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza karotenoida u uzrocima izvrSena je teCnom
hromatografijom visoke rezolucije (engl. High Perfomance Liquid Chromatography - HPLC)
prema metodi Hidalgo i sar. (2006) pod slede¢im uslovima rada: kolona Grace-Vydac
201TP54C18, 250 x 4.6 mm, 5 mm (Hesperia, Kalifornija, SAD); pretkolona Vydac
201TP54C18, 7,5 x 4,6 mm, 5mm (Grace, Deerfield, Ilinois, SAD); mobilna faza
metanol:tetrahidrofuran (95:5, V/V) stabilizovan sa 0,1% BHT (butilhidroksitoluen); protok 1
ml/min; pumpa Waters 510 (Millipore, Milford, Masacusets, SAD). Karotenoidi su detektovani
na 445 nm, koriste¢i Waters 996 fotodiodni detektor (eng. Photodiode array detector)
(Millipore, Milford, Masacusets, SAD) kontrolisan softverom Millenium 32 Chromatography
Manager (Waters Chromatography Division, Millipore, Milford). KoriS¢eni opseg talasnih
duzina bio je 200-600 nm. Na osnovu dobijenih hromatograma i kalibracionih dijagrama

standardnih rastvora karotenoida izraCunate su koncentracije identifikovanih karotenoida
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(mg/kg). U ovom slucaju, karoteni (a-karoten, B-karoten i cis-p-karoten) su kvantifikovaani
koris¢enjem standardne krive p-karotena.

Priprema uzoraka za analizu: Uzorci za analizu bili su suncokretovo ulje, ekstrakt, FDI
i SDI inkapsulati, semolina i uzorci nekuvane i kuvane testenine.

Ekstrakcija karotenoda iz suncokretovog ulja i uljanog ekstrakta sporednog proizvoda
prerade Sargarepe sprovedena je smeSom rastvaraca - metanol:dihlormetan (50:50 V/V),
mesSanjem u odnosu 1:5 (m/V) na vorteksu u toku 1 min.

Ekstrakcija karotenoida iz FDI i SDI inkapsulata, semoline i uzoraka kuvane i nekuvane
testenine zasnivala se na prethodnoj saponifikaciji uzoraka, prema proceduri koju su opisali
Kurilic i Juvik (1999) sa manjim modifikacijama. U odmerenu masa uzorka (0,5 g) dodato je 2,5
ml etanola sa 6% m/V pirogalola, 1 ml 95% m/V etanola, 1 ml 1% m/V NaCl i 1 ml 60% m/V
KOH. Nakon propustanja azota u toku 1 min, uzorci su homogenizovani na vorteksu u toku 1
min, te na ultrazvu¢nom kupatilu u toku 2 min, a potom inkubirani u vodenom kupatilu na 70 °C
u toku 45 min, pri ¢emu je na svakih 10 min vrS§ena homogenizacija uzoraka na vorteksu. Po
zavrSetku inkubiranja uzorci su ohladeni i pomeSani sa 7,5 ml 1% m/V NaCl i 15 ml smeSe
heksana i etilacetata (90:10 V/V). Nakon homogenizacije na vorteksu u toku 1 min i
centrifugiranja uzoraka u roku 5 min, supernatanti se odvoje u balon a postupak ekstrakcije
ponovi sa 15 ml smeSe heksana 1 etilacetata (90:10 V/V). Spojeni supernatanti su upareni uz
pomo¢ vakuum uparivaca Biichi Rotavapor R-200 (Biichi Labortechnik, Flawil, Svajcarska), a
suvi ostatak rastvoren u 2 ml ekstragensa, odnosno smesi metanola i dihlormetana (50:50 V/V).

Svi uzorci, neposredno pred HPLC analizu, su profiltrirani kroz Spric filter 0,45 um
(Chromafil Xtra PTFE-45/13, Macherey-Nagel, Nemacka).

4.2.5.3. HPLC kvalitativna i kvantitativna analiza sadrZaja tokoferola

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza tokoferola i tokotrienola u uzrocima izvrSena je
HPLC metodom opisanom od strane Hidalgo 1 Brandolini (2010) pod slede¢im uslovima rada:
kolona Alltima SI, 250 x 4.6 mm, 5 mm (Alltech Associates Inc., Deerfield, Ilinois, SAD);
pretkolona Alltima SI, 7,5 x 4,6 mm, Smm (Alltech Associates Inc., Deerfield, Ilinois, SAD);
mobilna faza heksan:etilacetat:siréetna kiselina (97,3:1,8:0,9 V/V/V); protok 1,6 ml/min; pumpa
L-2130 Elite LaChrom (VWR, Hitachi, Japan); fluorescentni detektor (eng. Fluorimetric
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detector) Jasco 821 FP Intelligent Spectrofluorometer (Japan) na talasnim duzinama ekscitacije -
emisije od 290 i 330 nm; konekcija sa Hitachi D-7500 integratorom (Merck, Darmstat,
Nemacka). Na osnovu dobijenih hromatograma i kalibracionih dijagrama standardnih rastvora
tokoferola i tokotrienola, izracunate su koncentracije identifikovanih jedinjenja a rezultati su
izrazeni u mg/kg uzorka.

Priprema uzoraka za analizu: Uzorci za analizu bili su suncokretovo ulje, ekstrakt, FDI
i SDI inkapsulati, semolina i uzorci nekuvane i kuvane testenine.

Svi uzroci su pripremljeni prema proceduri opisanoj u delu 4.2.5.2., a kao ekstragens za
ekstraciju tokoferola koris¢ena je smeSa heksana i izopropanola (90:10 V/V). Dobijeni ekstrakti
pre HPLC analize su profiltrirani kroz Spric filter 0,45 um (Chromafil Xtra PTFE-45/13,
Macherey-Nagel, Nemacka).

4.2.5.4. HPLC kvantitativna analiza furozina

Sadrzaj furozina u ispitivanim uzorcima je odreden primenom HPLC metode po Resmini
i Pellegrino (1990) sa hromatografskim uslovima opisanim kod Hidalgo i sar. (1995). Za analizu
koris¢en je tecni hromatograf Millipore Waters (Milford, Masacusets, SAD). Detekcija furozina
izvrSena je na C8 koloni (250 mm x 4,6 mm, Alltech, Bolonja, Italija). Kao mobilna faza
koriS¢en je sistem rastvaraca: A (0,4% siréetna kiselina) 1 B (0,3% kalijum-hlorid u rastvaracu
A). Brzina protoka je bila 1,2 ml/min. Primenjen je slede¢i gradijent elucije: pocetno Stanje do
2% za 13,5 minuta; od 2% do 50% u 7 minuta; 50% za 1 minut; od 50% do 2% u 1,5 minuta i
2% za 10 minuta. Detekcija je izvrSena na talasnoj duzini od 280 nm, a injektovana zapremina
uzorka je bila 20 pl.

Priprema uzoraka za analizu: Uzorci za analizu bili su FDI i SDI inkapsulati, semolina
i nekuvana testenina.

U 0,4 g uzorka dodato je 8 ml 8 N HCI. Nakon propustanja azota u toku 1 min, epruvete
sa uzorcima su zatvorene i temperirane na 110 °C u toku 23h. Nakon toga, uzorci su profiltriran
kroz 0,45 um PTFE S$pric filter (Chromafil Xtra PTFE-45/13, Macherey-Nagel, Nemacka).
Zapremina filtrata od 0,5 ml je podvrgnuta ekstrakciji na CEvrstoj fazi. Furozin je eluiran

upotrebom 3 ml 3 N HCI.
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4.2.5.5. Odrdivanje sadrzaja masnih kiselina metodom gasne hromatografije
(GC-FID)

Suncokretovo ulje 1 ekstrakt sporednog proizvoda Sargarepe podvrgnuti su
transesterifikaciji u prisustvu bor(l11)-fluorida (BF3) prema proceduri opisanoj od strane Karlovi¢
1 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. Gasno-
hromatografska analiza metil-estara masnih kiselina (FAMES) je izvr$ena na GC uredaju Agilent
7890A sa plameno jonizuju¢im detektorom (eng. Flame ionization detector - FID) i
autoinjektujué¢im sistemom za tecnosti, na kapilarnoj koloni od mesane silike (Supelco SP-2560
Capillary GC Column 100 m x 0.25 mm, d = 0,20 um). Kao gas nosa¢ upotrebljen je helijum
Cistoce 99,9997 vol%, pri protoku od 1,26 ml/min. Uzorci su ubrizgavani u kolonu u takozvanom
split rezmu, ¢iji je odnos iznosio 30:1. Pikovi metil estara masnih kiselina identifikovani su
poredenjem retencionih vremena iz uzoraka sa retencionim vremenima smeSe standarda
"Supelco 37 component FAME mix™ (Supelco, Bellefonte, SAD) kao i sa internim podacima
dobijenim u prethodnim ispitivanjima masnih kiselina na gasnom hromatografu sa masenim
detektorom. Koli¢ina pojedinih masnih kiselina dobijena je poredenjem povrSine pikova uzorka
sa povrSinama pikova standarda masnih kiselina poznate koncentracije uz primenu korekcionih
faktora (MAFF, 1998). SadrZzaj masnih kiselina izraZzen je kao maseni udeo pojedine masne

kiseline.

4.2.5.6. Odredivanje nutritivnih karakteristika

Sadrzaj sirovih proteina, masti, ukupnih ugljenih hidrata, sirove celuloze, skroba, vlage 1
pepela odreden je prema metodama propisanim u Pravilniku o metodima fizi¢kih i hemijskih
analiza za kontrolu kvaliteta zita, mlinskih i pekarskih proizvoda, testenina i brzo smrznutih testa
(Sluzbeni list SFRJ, br. 74/88). Sadrzaj sirovih proteina odreden je metodom po Kjeldahl-u (za
inkapsulate i1 semolinu kori$¢en je faktor 5,7, dok je za testeninu koriS¢en faktor 6,25). Sadrzaj

masti u testenini je odreden metodom po Weibull-Stoldt-u, sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata po

86



Doktorska disertacija Vanja Seregelj

Lufle Schoorl-u, sadrzaj sirove celuloze po Weender-u i sadrzaj skroba po Ewers-u. Sadrzaj

vlage 1 pepela u uzorcima testenenine odreden je gravimetrijski.

4.2.5.7. Odredivanje antioksidativne aktivnosti -karoten metodom

Antioksidativna aktivnost (AAgcs) uzoraka odredena je na osnovu oksidativne
degradacije B-karotena u emulziji B-karoten-linolna kiselina, spektrofotometrijskom metodom
prema proceduri Al-Saikhan i sar. (1995) koja je prilagodena za mikrotitar plocu sa 96 otvora.

Priprema emulzije B-karotena i linolne kiseline podrazumevala je rastvaranje 1 mg -
karotena u 10 ml hloroforma. Alikvot od 3 ml rastvora B-karotena pomesan je sa 40 mg linolne
kiseline 1 400 mg Tween 40. Dobijena smesSa je potom uparena na rotacionom vakuum uparivacu
na 40 °C u cilju uklanjanja hloroforma, nakon ¢ega je u porcijama dodato 100 ml 50% V/V
vodonik-peroksida (H20,) do postizanja homogene emulzije. Emulzija linolne kiseline za slepu
probu pripreljena je na isti nacin, ali bez dodatka rastvora B-karotena. U otvor mikrotitar ploce
dodato je 190 pl emulzije B-karotena i linolne kiseline i 10 pl ispitivanog ekstrakta. Kontrola je
pripremljena sa 10 pl ekstragensa i 190 pl emulzije B-karotena i linolne kiseline. Inicijalne
apsorbance su oc¢itane odmah po zavrSetku pripreme reakcionih smesa na 470 nm, nakon ¢ega su
su podvrgnute inkubaciji na 45°C u toku 180 minuta i oCitavanju finalnih apsorbanci. Brzina

degradacije B-karotena u uzorku je izra¢unata je upotrebom jednacine:
Brzina degradacije f-karotena u uzorku = In(a/b) x 1/t
gde su: In - prirodni log, a - vrednost inicijalne apsorbance na 470 nm, b - vrednost finalne
apsorbance na 470 nm, i t - vreme (180 min).
% Inhibicije u odnosu na kontrolu, izra¢unat je upotrebom jednacine:

% Inhibicije = ((vk - vu)/vk) x 100

gde su: vk - brzina degradacije B-karotena u kontrolnom uzorku i v, - brzina degradacije p-

karotena u ispitivanom uzorku.
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Za izradu kalibracione krive je koriS¢en troloks, a rezultati su izrazeni kao umol troloks
ekvivalenta (TE) po 100 g uzorka (umol TE/100 g).

Priprema uzoraka za analizu: Uzorci za analizu bili su suncokretovo ulje, ekstrakt,
inkapsulati, kuvani uzorci testenine i uzorci jogurta.

Priprema uzoraka suncokretovog ulja, ekstrakta i inkapsulata dobijenog tehnikom
elektrostati¢ke ekstruzije izvrseno je prema proceduri opisanoj u delu 4.2.5.1.

Ostali uzorci su bili podvrgnuti in vitro simuliranoj gastrointestinalnoj digestiji, i nakon
liofilizacije ekstrahovani su smeSom metanola i dihlormetana (50:50 V/V) meSanjem na vorteksu
u odnosu 1:7,5 (m/V) u toku 1 min, a potom na ultrazvuku u toku 7 min. Nakon centrifugiranja
na 12000 o/min u toku 10 min supernatanti su odvojeni, a postupak ponovljen jo§ jednom.
Odvojeni supernatanti su spojeni, profiltrirani kroz Spric filter 0,45 um (Chromafil Xtra PTFE-
45/13, Macherey-Nagel, Nemacka) i analizirani.

4.2.5.8. Odredivanje redukcione sposobnosti

Metodom po Oyaizu (1986), podeSenoj za mikrotitar plocu sa 96 otvora, odredena je
redukciona sposobnost (RP), koja se zasniva na pracenju redukcione sposobnosti ispitivanog
uzorka za transformaciju Fe**—Fe®".

Pomesano je 75 pl rastvora uzorka ili 75 pl ekstragensa (slepa proba), 75 pl natrijum-
fosfatnog pufera pH 6,6 i 75 ul 1% m/V kalijum-fericijanida. Rastvori su temperirani u vodenom
kupatilu 20 min na 50 °C. Prohladeni su, a zatim je u rastvore dodato 75 ul 10% m/V
trihlorsiréetne kiseline. Potom su rastvori centrifugirani na 3000 o/min u toku 10 min. Nakon
centrifugiranja, u 50 pl pazljivo odvojenog supernatanta dodato je 50 pl destilovane vode 1 10 pl
0,1% m/V ferihlorida. Apsorbance su izmerene odmah na talasnoj duzini od 700 nm. Za izradu
kalibracione krive je koriS¢en troloks kao standardni antioksidant, a rezultati su izrazeni kao
umol troloks ekvivalenta (TE) po 100 g uzorka (umol TE/100 g).

Priprema uzoraka za analizu: Uzorci za analizu bili su suncokretovo ulje, ekstrakt,

inkapsulati, kuvani uzorci testenine i uzorci jogurta, a njihova priprema je opisana u delu 4.2.5.7.
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4.2.5.9. Odredivanje antihiperglikemijske aktivnosti

Potencijal inhibicije o-glukozidaze (AHgA) je odreden spektrofotometrijski prema
metodi Tumbas Saponjac i sar. (2014). Neophodni rastvori i reagensi za ovaj test su: 10 mM
kalijum-fosfatni pufer pH 7, 2 mM rastvor supstrata (4-nitrofenil a-D-glukopiranozid) u puferu,
uzorci rastvoreni u puferu i enzim (a-glukozidaza) rastvorena u puferu. Priprema enzima
podrazumevala je rastvaranje 1,35 mg a-glukozidaze u 1 ml pufera, nakon Cega je odmeren
alikvot od 40 pl u posudu od 10 ml i dopunjeno do crte.

Reakcione smeSe su pripremljene u otvorima mikrotitar plo¢a na slede¢i nacin: 100 pl
supstrata je pomesano sa 20 pl uzorka i 100 pl rastvora enzima. Apsorbanca 4-nitrofenola
oslobodenog iz 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozida izmerena je na 405 nm, pre i nakon inkubacije
od 10 min na 37 °C i uporedena sa kontrolnom apsorbancom, za izraCunavanje potencijala

inhibicije. AHgA (%) je izraCunat na osnovu jednacine:

AHgA (%) = (AAxontrole = AAuyzorka) / AAxontrole X 100

gde su AAyontrole 1 AAyzorka Tazlike apsorbanci reakcione smese kontrole 1 sa uzorkom pre dejstva
enzima i nakon 10 minuta inkubacije sa enzimom.

Slepa proba kontrole se sastojala od 100 pl supstrata i 120 pl pufera, kontrola od 100 pl
supstrata, 20 pl pufera i 100 pl enzima, slepa proba za uzorak od 100 pl supstrata, 20 ul uzorka 1
100 pl pufera.

Priprema uzoraka za analizu: Uzorci za analizu bili su suncokretovo ulje, ekstrakt,
inkapsulati, kuvani uzorci testenine i uzorci jogurta, a njihova priprema je opisana u delu 4.2.5.7.
Dobijeni ekstrakti prema opisanoj proceduri su upareni u struji azota, a potom rastvoreni u

puferu u odnosu 1:10 m/V meSanjem na vorteksu u toku 1 min.

4.2.5.10. Odredivanje antiinflamatorne aktivnosti

In vitro procena antiinflamatornih karakteristika uzoraka sprovedena je testom

denaturacije proteina. Denaturacija proteina tkiva je jedan od dobro dokumentovanih uzroka
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inflamatornih bolesti 1 artritisa. Proizvodnja auto antigena u pojedinim artriticnim bolestima
moze biti usled denaturacije proteina in vivo. Stoga, jedinjenja koja mogu spreciti denaturaciju
proteina mogu biti korisna za razvoj antiinflamatornih lekova (Dei i sar., 2011 i Chandra i sar.,
2012).

Reakciona smesa (5 ml) se sastojala od 0,2 ml albumina jaja (od svezeg jajeta kokoske),
2,8 ml fosfatnog pufera pH 6,4 1 2 ml ekstrakta uzorka. Sli¢ni volumen (2 ml) destilovane vode
sluzio je kao kontrola. SmeSe su potom inkubirane na 37 £ 2 °C u Buchi inkubatoru (Grejno
kupatilo B-491, Svajcarska) 15 min, a nakon toga zagrevane na 70 °C tokom 5 min. Posle
hladenja, njihova apsorpcija je merena na 660 nm na ¢itacu mikrotitar plo¢a Multiscan GO
(Thermo Fisher Scientific Inc., Valtam, MA, SAD). Procenat inhibicije denaturacije proteina

(AIA) je izracunat na osnovu sledece formule:

AlA (%) = (Axontrole - Auzorka) / Akontrole X 100

gde su Axontrole | Auzorka apsorbance reakcione smese kontrole i uzorka. Natrijum diklofenak u
koncentraciji od 20 mg/ml je koriS¢en kao referentni lek 1 tretiran isto u cilju odredivanja
apsorbancije i antiinflamatorne aktivnosti.

Priprema uzoraka za analizu: Uzorci za analizu bili su suncokretovo ulje, ekstrakt,

inkapsulati, kuvani uzorci testenine i uzorci jogurta, a njihova priprema je opisana u delu 4.2.5.7.

4.2.5.11. Odredivanje efikasnosti inkapsulacije karotenoida

Za inkapsulate dobijene freeze i spray drying tehnikama efikasnost inkapsulacije
karotenoida odredena je prema modifikovanoj metodi Barbosa i sar. (2005). Odredivanje
ukupnih karotenoida (TCar) izvrSeno je homogenizacijom 0,25 g inkapsulata sa 5 ml 0,2 M
fosfatnog pufera u toku 1 min na vortex-u u cCilju razbijanja kapsula, pra¢eno iscrpnom
ekstrakcijom karotenoida dihlormetanom na ultrazvu¢nom kupatilu u toku 5 min i
centrifugiranjem na 4000 o/min u toku 10 min. Odvojeni supernatanti su spojeni, profiltrirani
kroz S$pric filter 0,45 um (Chromafil Xtra PTFE-45/13, Macherey-Nagel, Nemacka) i dalje
analizirani. Odredivanje povrsSinskih karotenoida (SCar) izvrSeno je homogenizacijom 0,1 g

inkapsulata sa 1 ml dihlormetana na vortex-u u toku 20 s, praceno centrifugiranjem na 4000
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o/min u toku 5 min. Odvojeni supernatanti su profiltrirani kroz $pric filter 0,45 um (Chromafil
Xtra PTFE-45/13, Macherey-Nagel, Nemacka) i dalje analizirani. Metodom opisanom u
poglavlju 3.2.4.1. odreden je sadrzaj ukupnih karotenoida u celom inkapsulatu (TCar) i na
povrSini inkapsulata (SCar), a rezultati su izrazeni kao mg P-karotena/100 g inkapsulata.

Efikasnost inkapsulacije EI izracunata je na osnovu jednacine:

El (%) = ((TCar-SCar)/TCar) x 100

Za inkapsulat dobijen tehnikom elektrostaticke ekstruzije efikasnost inkapsulacije

karotenoida izracunata je na osnovu jednacine:

El (%) = C:arinkapsuIat/(:arekstrakt x 100

gde su Carinkapsulat - sadrzaj karotenoida u inkapsulatu odreden prema protokolu u poglavlju

4.2.5.1. a Carestrakt — inicijalna koli¢ina karotenoida.

4.2.5.12. Odredivanje boje

Boja ekstrakta, inkapsulata, ispitivanih uzoraka testenine i jogurta odredena je upotrebom
kolorimetra Minolta Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta Sensing Inc., Osaka, Japan) (slika
22). Za merenja je koris¢eno D—65 osvetljenje i standardni ugao posmatranja od 2°. Pre merenja
izvrSena je kalibracija standardom bele boje. Boja ekstrakta i jogurta izmerena je u stakenoj
kiveti sa duzinom puta svetlosti od 10 mm (CM-A98) montiranoj na nosa¢ za merenje boje
te¢nih uzoraka (CR-A505). Boja inkapsulata izmerena je koris¢enjem nastavka za granulirane
materijale (CR-AS50), dok je boja testenine odredena uz primenu odgovarajuceg nastavka CR-

A33b sa staklenom zastitom prilagodenog za merenje ovakve vrste uzoraka.
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Slika 21. Instrumentalno merenje boje: a) merni instrument Minolta Chroma Meter CR-400; b)
nastavak za merenje boje te¢nih uzoraka (CR-A505, CM-A98); c) nastavak za merenje
granuliranih materijala (CR-AS50); d) nastavak sa staklenom zastitom (CR-A33b)

Rezultati su izrazeni prema CIE Lab sistemu boja (slika 23), gde su koordinate definisane
na slede¢i nacin: L* je koordinata svetloce boje (gde 0 oznacava crno, a 100 belo), a* je udeo
crvene/zelene boje (gde a* > 0 oznacava crvenu i a* < 0 oznacava zelenu boju), i b* je udeo
zute/plave boje (gde b* > 0 oznacava Zutu 1 b* < 0 oznaava plavu boju). Parametar C* se
definise kao chroma ili zasi¢ec¢enost boje, dok se parametar H ili h® definise kao hue angle ili

nijansa, i meri ugaonu rotaciju.

L=100 White
(White) By

Green
-a*

L=0
(Black) Black

Slika 22. Prikaz CIE Lab sistema boja
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Imajuéi u vidu mogucée promene boje tokom skladistenja ili finalne pripreme proizvoda, u
okviru ove disertacije odredeni su parametri boje ekstrakta i inkapsulata nakon perioda
skladistenja od 180 dana u svetlim i tamnim uslovima (25 °C), parametri boje kuvane i nekuvane
testenine, kao i parametri boje jogurta nakon perioda skladiStenja od 28 dana (4 °C). Varijacije u
boji (AE) nastale usled skladiStenja ili pripreme proizvoda, odredene su prema formuli Jaros i

Rohm (2001):
AE* = (AL¥* + Aa** + Ab*?)"?
4.2.5.13. Mikroskopska analiza inkapsulata

Morfologija uzoraka inkapsulata ispitivana je skeniraju¢im elektronskim mikroskopom
(SEM) uz prethodno nanosenje zlata. Ispitivanja su vrSena na Jeol JSM-6390LV uredaju (Tokio,
Japan), a nanosenje zlata pomocu Baltec SCD 005. Odredivanje dimenzija, pre¢nika i sferi¢nosti
hidrogel 1 liofiliziranih cCestica inkapsulata dobijenih tehnikom elektrostaticke ekstruzije,
sprovedeno je binokularnim mikroskopom Nikon SMZ18 (Japan) opremljenim kamerom (Nikon
DS-Filc) i softverom za merenje (Nikon NIS-Elements D4.30).

4.2.5.14. FTIR i Raman spektroskopska analiza ekstrakta i inkapsulata

Analiza spektara ekstrakta 1 inkapsulata vrSena je na infracrvenom spektrometru sa
Furijevom transformacijom (FTIR) IRAffiniti-1 (Shimadzu, Japan). Spektri su snimljeni u
spektralnom opsegu 4000-500 cm™, sa rezolucijom od 4 cm™. Cvrsti uzorci su kompresovani u
pelete sa kalijum-bromidom, dok je uljani ekstrakt sporednog proizvoda prerade Sargarepe
analiziran na povrS$ini prazne pelete kalijum-bromida.

Raman spektri ekstrakta i inkapsulata snimljeni su XploRA Raman spektrometrom
(Horiba Jobin Yvon) pod slede¢im uslovima: laser na 785 nm (snaga smanjena na 25%); reSetka
od 1800 gr/mm; objektiv mikroskopa za velike radne udaljenosti (uvecanje x 50). Spektri su
izgladeni (Savitzky-Golay filter sa 10 tacaka i polinomskom funkciom drugog reda) 1 korigovani

osnovnom linijom pomocu softvera Spectragryph.
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4.2.5.15. Odredivanje aktivnosti vode inkapsulata

Aktivnost vode ili a, vrednost je izraCunata pomoc¢u a, — metra LabSwiftawmeter

Novasina (Svajcarska) na 25 °C.

4.2.5.16. Odredivanje sadrzaja vlage u inkapsulatima

Sadrzaj vlage u inkapsulatima je odreden gravimetrijskim postupkom, na osnovu gubitka

suSenjem (105 °C, 3 h), koji propisuje Ph. Jug. IV.

4.2.5.17. Odredivanje higroskopnosti inkapsulata

Higroskopnost je odredena prema metodi opisanoj u studiji od strane autora Cai i Corke
(2000), sa izvesnim modifikacijama. Uzorak inkapsulata (priblizno 1 g) se prenese u Petrijevu
Solju 1 postavi u eksikator u kome su prethodno postignuti uslovi: temparatura 23 °C i relativna
vlaznost 70% (Sto se obezbeduje pomocu rastvora natrijum-hlorida). Higroskopnost je izrazena

kao gram apsorbovane vode po 100 g inkapsulata nakon sedam dana.

4.2.5.18. Odredivanje prinosa inkapsulata

Prinos inkapsulata se izrazava kao procenat mase finalnog praha dobijenog u procesu

suSenja u odnosu na masu ¢vrste materije prethodno utvrdene u napojnoj smesi.
4.2.5.19. Odredivanje rastvorljivosti inkapsulata

Rastvorljivost inkapsulata je izraCunata nakon S$to je masa uzorka rastvorena u
destilovanoj vodi u odnosu 1:100 (m/V) uz konstantno mesanje 30 minuta od 150 o/min, nakon

Cega je svaki uzorak centrifugiran brzinom 4000 o/min (EBA 21, Hettich Zentrifugen, Tutlingen,

Nemacka) u toku 5 minuta. Supernatant je susen u su$nici na 105 °C do konstantne mase.
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Dobijena 1 po¢etna masa uzorka su posluzile za izraCunavanje rastvorljivosti inkapsulata koja je

izrazena procentualno.

4.2.5.20. Odredivanje raspodele veli¢ine ¢estica inkapsulata

Raspodela veli¢ina Cestica inkapsulata odredena je metodom difrakcije laserske svetlosti.
Laserska difraktometrija se bazira na Cinjenici da je prostorni raspored difraktovane svetlosti
funkcija veli¢ine Cestica uzorka koji se analizira. Generalno, laserska difraktometrija meri
intenzitete i rastojanja difrakcionih prstenova (prostorne uglove i pravac upadne svetlosti).
Merenja su ostvarena pomocu uredaja Mastersizer 2000, Malvern Instruments (Velika Britanija).
Uredaj c¢ine optic¢ki instrument, jedinica za dispergovanje uzorka Hydro 2000G i raunar sa
odgovaraju¢im programskim paketom. Uzorak Cestica prolazi kroz fokusirani snop svetlosti 1
rasejava svetlost pod karakteristi¢nim prostornim uglovima. Mastersizer 2000 koristi dva izvora
svetlosti, HeNe laser je izvor crvene svetlosti talasne duzine 633 nm, i smeSten je u osu
instrumenta. Drugi izvor svetlosti, koji nije u osi, je LED koji emituje plavu svetlost talasne
duzine 455 nm. Opseg veliCina Cestica koje se mogu izmeriti instrumentom je od 0,02 do 2000

pm.

4.2.5.21. Odredivanje nasipne i tapkane gustine

Odredivanje nasipne i tapkane gustine izvrSeno je prema proceduri koju propisuje
Evropska farmakopeja (European Pharmacopeia 8.0).

Nasipna gustina je odredena nakon $to je masa uzorka (10 g) podeljena sa oc¢itanom
zapreminom koju je uzorak zauzeo u menzuri od 100 ml. Vrednost nasipne gustine je izrazena
kao masa inkapsulata po ml (g/ml).

Tapkana gustina je izracunata nakon manuelnog tapkanja istih uzoraka i to 10, 250 1 500
puta. Vrednost tapkane gustine je odredena iz odnosa mase uzoraka i zapremine nakon 500
tapkanja, ukoliko razlika izmedu V2501 Vsop nije bila veca od 2 ml. Vrednost tapkane gustine je

izrazena kao masa inkapsulata po ml (g/ml).
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4.2.5.22. Odredivanje kompresibilnosti inkapsulata

Kompresibilnost inkapsulata je izrazena na dva nafina i to preko indeksa

kompresibilnosti i Hausnerovog odnosa. Jednacine za izracunavanje su sledece:

Indeks kompresibilnosti (%) = (nasipna gustina — tapkana gustina)/nasipna gustina x 100

Hausnerov odnos = nasipna gustina/tapkana gustina

Klasifikacija proto¢nosti i kohezivnosti inkapsulata na osnovu Indeksa kompresibilnosti i

Hausnerovog odnosa izvrSena je prema podacima iz tabele 7 (Jinapong i sar. 2008).

Tabela 7. Klasifikacija proto¢nosti i kohezivnosti inkapsulata

Indeks kompresibilnosti (%0) Protocnost

<15 Veoma dobra
15-20 Dobra
20-35 Zadovoljavajuca
35-45 Losa

> 45 Veoma losa

<172 Niska
12-14 Srednja

>14 Visoka

4.2.5.23. Odredivanje oksidativne stabilnosti ekstrakta i inkapsulata

Oksidativna stabilnost ekstrakta i inkapsulata je ispitana odredivanjem indukcionog
perioda na aparatu Metrohm Rancimat 670 standardnom metodom (SRPS EN ISO 6886:2017).
Metoda se bazira na ubrzanom kvarenju ulja pri poviSenim temperaturama i produvavanju
vazduha kroz uzorak, pri ¢emu se odreduje otpornost ulja prema oksidaciji. Indukcioni period,
izrazen u satima (h), se odreduje konduktometrijski, automatskim registrovanjem provodljivosti

u funkciji vremena, usled izdvajanja nizemolekularnih isparljivih kiselina, produkata oksidacije
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ulja pri definisanim uslovima. Temperatura zagrevanja je iznosila 100, odnosno 110 °C, a protok
vazduha 18-20 I/h.

4.2.5.24. Odredivanje optimalnog vremena kuvanja testenine

Testenine su kuvane u skladu sa uputstvom koje je propisano u Pravilniku o metodama
fizickih 1 hemijskih analiza za kontrolu kvaliteta zita, mlinskih i pekarskih proizvoda, testenina 1
brzo smrznutih testa (Sluzbeni list SFRJ, br. 74/88). Odmereno je 100 g testenine u stavljeno u 1
1 kljucale vode u koju je dodato 5 g kuhinjske soli. U momentu stavljanja testenine u vodu
zapoceto je merenje vremena kuvanja. Testenina se kuvala na temperaturi na kojoj je voda
umereno kljucala u posudi sa poklopcem kako bi se sprecio gubitak vode isparavanjem, uz
povremeno mesSanje i pracenje nestanka farinoznog brasnenog sloja. Nivo farinoznog sloja je
proveravan pritikanjem komada testenine izmedu dve plasticne ploce, a u trenutku kada je
utvrden nestanak ovog sloja o€itano je vreme kuvanja testenine koje predstavlja optimalno vreme

kuvanja.

4.2.5.25. Odredivanje procenta raskuvavanja testenine

Kuvane testenine su ocedene od vode od kuvanja i isprane sa 500 ml mlake vode 1
ostavljene da se ocede. Voda od kuvanja i ispiranja su sakupljene (voda od cedenja) i izmerena je
njihova zapremina (C, ml). Alikvot od 100 ml je odmeren u staklenu laboratorijsku ¢aSu poznate
mase 1 ostavljen da ispari do suva, a potom je ostatak osuSen na 130 °C u trajanju od 90 min.
Suvi ostatak (S0) je preracunat na sadrzaj suve materije u uzorku testenine. Procenat

raskuvavanja izaCunat je prema sledecoj formuli (Sluzbeni list SFRJ, br. 52/95):
Procenat raskuvavanja (%) = [C (So-K)]/(100-V)
gde je: C — zapremina vode od cedenja (ml); So — masa suvog ostatka od 100 ml vode od cedenja

(9); K — korekcija za kuhinjsku so (g), K=(4,7-100)/C, na bazi 61% vode u soli); V — vlaga

testenine.
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Prema procentu raskuvavanja, kvalitet kuvane testenine ocenjuje se slede¢im opisnim
ocenama (Kaluderski i Filipovi¢, 1990): do 6 - testenina ima vrlo dobre osobine kuvanja, 6 do 8
- testenina ima dobre osobine kuvanja, 8 do 10 - testenina ima zadovoljavajuce osobine kuvanja,
10 do 12 - testenina ima slabe osobine kuvanja, preko 12 - testenina ima nezadovoljavajuce

osobine kuvanja.

4.2.5.26. Odredivanje koeficijenta povecanja zapremine testenine

Koeficijent poveéanja zapremine testenine izracunat je po slede¢oj formuli (Sluzbeni list

SFRJ, br. 52/95):

Koeficijent povecanja zapremine = A/B

gde je: A - zapremina nekuvane testenine (ml) odredena merenjem promene zapremine vode u
menzuri nakon dodavanja 100 g nekuvane testenine; B - zapremina kuvane testenine (ml)
odredena merenjem promene zapremine vode u menzuri nakon dodavanja 100 g kuvane

testenine.

4.2.5.27. Odredivanje koli¢ine apsorbovane vode tokom kuvanja testenine
Koli¢ina vode apsorbovane tokom kuvanja odredena je po sledecoj formuli (Sluzbeni list
SFRJ, br. 52/95):
Apsorpcija vode (%) = [(M—M,)/M;] x 100

gde je: Mg . masa kuvane testenine (g) odredena merenjem mase testenine nakon kuvanja i
cedenja tokom 1 minute; M, - masa nekuvane testenine (g) odnosno masa testenine odmerena za
kuvanje (100 g).
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4.2.5.28. Odredivanje lepljivosti testenine

Za potrebe odredivanja lepljivosti testenine primenjen je test kompresije, sa mernom
¢elijom od 30 kg, uz primenu mernog pribora (HDP/PFS). Lepljivost kuvane testenine odredena
je 10 minuta nakon njihovog cedenja koje je usledilo posle kuvanja i ispiranja testenine.
Odredivanje lepljivosti kuvane testenine sprovedeno je prilagodavanjem postojeceg protokola iz
softverskog paketa (Exponent Stable Micro Systems, version 6.0):

Parametri testa: merenje sile kompresijom; brzina sonde pre testa - 2,5 mm/s; brzina sonde
tokom testa - 1,5 mm/s; brzina sonde nakon testa - 10,0 mm/s; sila kompresije - 1000 g; vreme
kompresije - 3 s; sila okidanja - 20 g.

4.2.5.29. MikrobioloSke analize

Mikrobioloski profil ekstrakta, inkapsulata, testenine i jogurta odreden je prema ISO
standardizovanim metodama. Sa ciljem otkrivanja patogena i drugih mikroorganizama koji se
prenose hranom, ispitano je prisustvo Salmonella spp. (SRPS EN ISO 6579-1:2017) i Listeria
monocytogenes (SRPS EN ISO 11290-1:2017), Staphylococcus aureus (SRPS EN ISO 6888-
1:2008), Enterobacteriaceae (SRPS EN ISO 21528-2:2017). U uzorcima je odreden broj
aerobnih mezofilnih bakterija (SRPS ISO 4833-1:2013) i kvasaca i plesni (SRPS ISO 21527-
2:2009). Broj bakterija mle¢ne kiseline (Lactobacillus delbrueckki subsp. bulgaris) odreden je
prema 1SO 7889:2003. Broj streptokoka (Streptococcus thermophilus) odreden je na M17 agaru
pri aerobnim uslovima na 30 °C tokom 72 h. Broj aerobnih sporogenih bakterija nakon

termickog tretmana uzorka (Smin, 100 °C) odreden je na PCA agaru na 30 °C tokom 72 h.

4.2.5.30. Senzorska analiza

Ukupna dopadljivost proizvoda i1 dopadljivost pojedinacnih senzorskih svojstava,
odnosno boja nekuvane testenine, ukus, aroma i tekstura kuvane testenine, kao i, boja, tekstura,
ukus 1 aroma jogurta, ocenjeni su od strane panela polutreniranih ocenjivaca (4 muskarca, 11
Zena, starosti od 23 do 45 godina) uz primenu hedonske skale sa 9 kategorija, pri ¢emu je 1 =

izuzetno mi se ne dopada, 5 = niti mi se dopada, niti mi se ne dopada, 9 = izuzetno mi se dopada.
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Smatra se da proizvod ima prihvatljiva senzorska svojstva za potroSace, ukoliko je srednja ocena

ukupne prihvatljivosti ve¢a od 5 (niti mi se dopada, niti mi se ne dopada).
4.2.5.31. Statisticka analiza

Svi eksperimenti su izvedeni u dovoljnom broju ponavljanja (tri i vise), a rezultati su
izrazeni kao aritmetiCka sredina + standardna devijacija. Utvrdivanje statisticke znacajnosti
razlika izmedu aritmetickih sredina sprovedeno je primenom analize varijanse (ANOVA) 1
Tukey HSD (Honest Significant Difference) testa viSestrukih poredenja sa pragom znacajnosti
0,05. Svi podaci su obradeni statisticki pomocu softverskog paketa STATISTICA 10.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, SAD).

Optimizacija formulacije nosaca ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe
sprovedena je primenom Simplex Centroid dizajna smeSe kao eksperimentalnog plana, a
optimalan odnos nosac¢a — maltodekstrina, inulina i proteina surutke utvrdena je "multi-response”
optimizacijom u softverskom paketu DESIGN-EXPERT 10.0 (Stat-Ease, Minneapolis, Inc.,
USA).

Kinetika  odrzivosti  mlecno-kiselinskih ~ bakterija  prou¢avana je  pomocu
Cetvoroparametarskog sigmoidnog matematickog modela (eng. Four Parameter Logistic
Regression function) koji predstavlja pogodan model za bioloSke uzorke (Romano 1 sar., 2007) 1

moze se zapisati kao jednacina:

y=d+ 1‘%,,
gde je: y(t) - broj odrzivih ¢elija ili vrednost pH tokom procesa; a - dobijena minimalna vrednost
(blizu t = 0); d - maksimalna vrednost koja se mogla dobiti (t =); ¢ - tatka pregiba (tacka na
krivoj u obliku slova S izmedu a i d) i b - Hill-ov nagib krive (nagib krive u tacki c).

Analiza glavnih komponenti (eng. principal component analysis — PCA) sprovedena je na
pojedinim podacima u cilju vizuelizacije korelativnih odnosa izmedu odabranih promenljivih i
ispitivanih uzoraka, primenom softvera StatSoft Statistica i softvera XLSTAT (Addinsoft, 2013.
NY, SAD).
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5.1. Ekstrakcija sporednog proizvoda prerade §argarepe

Sporedni proizvod prerade Sargarepe predstavlja bogat izvor karotenoida, i prva faza
njegove valorizacije podrazumevala je ekstrakciju ovih jedinjenja. Kako kvalitet finalnog
proizvoda, u ovom sluc¢aju funkcionalne hrane, zavisi od kvaliteta ekstrakta, koji se koristi za
obogacivanje, u ovoj fazi eksperimentalnog dela cilj je bio posti¢i visoku koncentraciju
karotenoida primenom rastvaraca koji je u skladu sa principima "zelene™ hemije. Ekstrakcija
lipofilnih jedinjenja, kao §to su karotenoidi, predstavlja veliki izazov sa aspekta “zelene™ hemije,
s obzirom na mali broj nepolarnih rastvarac¢a okarakterisanih kao GRAS. Tradicionalne metode
ekstrakcije ovih jedinjenja podrazumevaju primenu organskih rastvaraca poput heksana, petrol
etra ili tetrahidrofurana (Saini i Keum, 2018). Medutim, ni jedan od navedenih rastvaraca nije
deo GRAS liste. Alternativa tradicionalnim metodama ekstrakcije jeste upotreba biljnih ulja za
ekstrakciju karotenoida, Cije usvajanje i primenu u ove svrhe prati ekoloska i ekonomska
dimenzija odrzivog razvoja.

Moguénost primene biljnih ulja za ekstrakciju karotenoida ispitana je od strane grupe
istrazivaca (Purohit i Gogate, 2015; Goula i sar. 2017; Baria i sar. 2019; da Silva i sar. 2020),
koji su u tu svrhu koristili kokosovo, suncokretovo, sojino i laneno ulje. Kada je u pitanju
upotreba biljnih ulja u ove svrhe, ograni¢avajuci faktor predstavlja njihova relativno visoka
viskoznost koja je uzrok otezane migracije rastvarata kroz materijal koji se ekstrahuje, i
posledi¢no smanjenje efikasnosti ekstrakcije. U navedenim studijama, najveci prinosi ostvareni
su primenom suncokretovog ulja. Suncokret predstavlja jednu od najznacajnijih uljarica u nasoj
zemlji, i njegovo ulje se Siroko koristi u svakodnevnoj pripremi hrane usled dobrih fizicko-
hemijskih i nutritivnih karakteristika.

Sporedni proizvod prerade Sargarepe podlozan je nekontrolisanoj fermentaciji i kvarenju
usled visokog sadrzaja vlage i fermentabilnih SecCera (glukoze, fruktoze i saharoze). Iz tih
razloga, procesom liofilizacije izvrSeno je njegovo suSenje (konzervisanje) u ciju Cuvanja i
upotrebe u duZzem vremenskom periodu. Nakon susenja, sporedni proizvod prerade Sargarepe

ekstrahovan je klasi¢cnom metodom suncokretovim uljem kao ekstragensom (slika 24).

102



Doktorska disertacija Vanja Seregel]

Dobijeni ekstrakt okarakterisan je u pogledu sadrzaja bioaktivnih jedinjenja, bioloske

aktivnosti, odrzivosti tokom perioda skladistenja, parametara boje i mikrobioloske ispravnosti.

Slika 23. Ekstrakcija sporednog proizvoda prerade Sargarepe

5.1.1. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u suncokretovom ulju i ekstraktu

sporednog proizvoda prerade Sargarepe

Sadrzaji najvaznijih bioaktivnih jedinjenja u suncokretovom ulju i ekstraktu sporednog
proizvoda prerade Sargarepe predstavljeni su u tabeli 8. Sadrzaj karotenoida, tokoferola i
tokotrienola, odredeni su HPLC metodom, dok je sadrzaj masnih kiselina odreden metodom
gasne hromatografije.

Prisustvo karotenoida u suncokretovom ulju nije detektovano. Dobijeni rezultat je u
skladu sa prethodno objavljenim literaturnim podacima, u kojima je navedeno odsustvo
karotenoida u suncokretovom, grozdanom i susamovom ulju (Rafalowski i sar. 2008). Prisustvo
karotenoida u biljnim uljima je od velikog znaaja, ne samo zbog provitaminske uloge i
prevencije brojnih hroni¢nih obojenja, ve¢ i zbog njihovih prirodnih antioksidativnih svojstava.
Iz tih razloga, suncokretovo ulje se smatra medijumom c¢ije je obogacivanje karotenoidima

pozZeljno.
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Tabela 8. Sadrzaj karotenoida (mg/kg), tokoferola (mg/kg) i masnih kiselina (%) u

suncokretovom ulju i ekstraktu sporednog proizvoda prerade Sargarepe

Sadrzaj Suncokretovo ulje Ekstrakt

Karotenoidi (mg/kg)

a-karoten nd® 13,97 + 1,49°
p-karoten nd® 40,10 + 4,27°
cis-p-karoten nd? 6,56 % 0,70"
Ukupan sadrzaj karotenoida nd? 60,63"
Tokoferoli (mg/kg)

a-tokoferol 559,40 + 6,69° 488,80 + 4,19
B-tokoferol 22,80 + 1,54° 21,10+ 0,63*
v-tokoferol 4,90 +0,12% 4,80+ 0,01%
Ukupan sadrzaj tokoferola 587,10° 514,70%
Masne Kiseline (%)

C 16:0 (Palmitinska) 5,84 +0,13° 5,95+0,12°
C 16:1 (Palmitoleinska) 0,07 +0,01° 0,08 £0,01°
C 18:0 (Stearinska) 3,47 + 0,06 3,21 + 0,04
C 18:1n9c (Oleinska) 35,84 +0,24% 36,42+ 0,112
C 18:2n6¢ (Linolna) 54,78 £ 0,33% 54,33 + 0,26
Mononezasi¢ene masne Kiseline 35,912 36,52
Nezasi¢ene masne kiseline 54,782 54,332
Zasi¢ene masne Kiseline 9,31° 9,16°

nd — nije detektovano

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

Sadrzaj ukupnih karotenoida u uljanom ekstraktu sporednog proizvoda prerade Sargarepe

iznosio je 60,63 mg/kg. Dominantan karotenoid detektovan u ekstraktu je P-karoten (40,10
mg/kg), zatim a-karoten (13,97 mg/kg) i cis-p-karoten (6,56 mg/kg). U literaturi postoje pojedine

studije koje su ispitivale efekat primene ultrazvucénih talasa na efikasnost ekstrakcije karotenoida
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iz Sargarepe uz primenu suncokretovog ulja kao ekstragensa. Ovim postupkom, za ostvarivanje
najveéeg prinosa B-karotena (99,94 mg/100g) da Silva i sar. (2020) predlozili su sledece
procesne varijable: temperatura - 60°C; vreme - 60 minuta; odnos ulja i Sargarepe - 30 ml/g. Sa
druge strane, Li i sar. (2013) su za ostvarivanje najveceg prinosa [-karotena (334,75 mg/l)
predlozili nizu temperaturu i kra¢e vreme procesa (temperatura - 40 °C; vreme - 20 minuta;
odnos Sargarepe i ulja - 2:10; jadina ultrazvuka - 22,5 W/cm?). Radi procene efikasnosti
ekstrakcije karotenoida iz Sargarepe suncokretovim uljem, isti autori su ispitivali prinos -
karotena nakon ekstrakcije Sargarepe organskim rastvaratem. Uz primenu heksana kao
organskog rastvaraca, nesto manji prinos p-karotena (321,35 mg/l) ostvaren je za vreme
ekstrakcije od 60 minuta, i time potvrden potencijal primene suncokretovog ulja kao "zelenog™
ekstragensa u prehrambenoj industriji.

U toku preliminarnih ispitivanja, u poredenju sa klasicnom metodom, primena
ultrazvucne ekstrakcije u ovom slucaju nije pokazala znacajne razlike u prinosu karotenoida iz
sporednog proizvoda prerade Sargarepe (rezultati nisu prikazani). Takode, ukoliko se uporedi
sadrzaj B-karotena u prethodno navedenim studijama sa sadrzajem koji je ostvaren u toku ovog
istrazivanja, zapazaju se znacajne, ali oCekivane razlike, s obzirom da je valorizovana sirovina
sporedni proizvod prehrambene industrije.

Tokoferoli 1 tokotrienoli su komponente od posebnog znacaja, koje se kao antioksidanti
prirodno javljaju u svim jestivim uljima. U zavisnosti od poloZaja metil grupe na hromanolnom
prstenu, tokoferoli 1 tokotrienoli se klasifikuju u pojedinacna jedinjenja oznafena grékim
prefiksima o, B, vy, 6. Od svih tokoferola, a-tokoferol ima aktivnost vitamina E, te se upravo
njegova koli¢ina uzima u obzir pri odredivanju koli¢ine ovog vitamina. Prisustvo ovih
antioksidanata u biljnim uljima je od vitalnog znacaja i u pogledu stabilnosti polinezasi¢enih
masnih kiselina prema oksidativnom kvarenju, a samim tim i prema odrzivosti ulja (in vitro).
Antioksidativna aktivnost tokoferola zasniva se na elektron-donorskim osobinama hromanolnog
prstena, gde pri otpuStanju H atoma dolazi do njegovog vezivanja za peroksil radikal (ROO")
molekula nezasi¢ene masne kiseline, a potom nastanka hidroperoksida (ROOH) 1 tokoferil
radikala (TO"). Nastali tokoferil radikal reaguje sa drugim peroksil radikalom ili tokoferil
radikalom formiraju¢i stabilnije proizvode. U ovom slucaju, tokotrienoli poseduju jaci
antioksidativni efekat na oksidaciju lipida od tokoferola. Prema Shaidi i Zhong (2005),

antioksidativna aktivnost tokoferola moze se predstaviti slede¢im poretkom: 6 >y > B > .
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Svojstva tokoferola u pogledu zastite nezasi¢enih masnih kiselina od oksidacije podjednako su
znacajna i u bioloskim sistemima (in vivo) (Brigelius-Flohé i Traber, 1999). Prema Ryan i sar.
(2007) tokoferoli deluju kao "skevendzeri" (hvataci) lipidnih peroksil radikala, te se njihova
zastupljenost u hrani dovodi u direktnu vezu sa smanjenim mortalitetom od kardiovaskularnih i
kancerogenih oboljenja (Tucker i Townsend, 2005).

Ukupan sadrzaj tokoferola u ispitivanom suncokretovom ulju iznosi 587,1 mg/kg.
Najzastupljeniji izomer bio je a-tokoferol, koji predstavlja 95,28% vrednosti ukupnih tokoferola.
Pored a-tokoferola, prisutne su i male koli¢ine B-tokoferola (3,88%) i y-tokoferola (0,84%).
Tokotrienoli nisu detektovani u suncokretovom ulju. Znaéajno visi sadrzaj a-tokoferola u
komercijanom suncokretovom ulju prijavljen je od strane da Silva i sar. (2020) i iznosio je
149,76 mg/100 g, dok su su Zaunschirm i sar. (2018) zabelezili sadrzaj o- i y-tokoferola u
suncokretovom ulju sa vrednostima od 788,0 i 35,7 mg/kg. Ayerdi Gotor i sar. (2015) su prijavii
ukupan sadrzaj tokoferola u suncokretovom ulju izmedu 303,8 1 1187,9 mg/kg za razlicite
komercijalne sorte uzgajane Sirom Francuske. Rezultati njihove studije bili su jasan pokazatelj da
sadrzaj tokoferola zavisi od genotipa i klimatskih uslov gajenja suncokreta, kao 1 to da je sadrzaj
tokoferola u velikoj korelaciji sa brojem suncanih dana.

Sadrzaj ukupnih tokoferola u uljanom ekstraktu sporednog proizvoda prerade Sargarepe
iznosi 514,7 mg/kg. U odnosu na suncokretovo ulje, nisu zabeleZzene znacajne razlike u
sadrzajima B- 1 y-tokoferola, dok je sadrzaj a-tokoferola smanjen za 12,62%. Smanjenje sadrzaja
a-tokoferola nakon obogacéivanja suncokokretovog ulja B-karotenom iz Sargarepe takode je
prijavljeno od strane da Silva i sar. (2020). Pretpostavlja se da je zagrevanje tokom procesa
ekstrakcije uticalo na prinos a-tokoferola usled njegove male oksidativne stabilnosti, dok su - i
y-tokoferol otporniji na oksidaciju i pokazuju ve¢u antioksidativnu aktivnost.

Pri razmatranju bioaktivnih jedinjenja jestivih biljnih ulja, od posebne vaznosti je sastav 1
sadrzaj masnih kiselina, s obzirom da organizmu obezbeduju najvecu koli¢inu energije. Osim
toga, pojedine masne kiseline imaju esencijalnu ulogu u pravilnom funkcionisanju organizma, a
mogu da deluju 1 protektivno kod razlicitih zdravstvenih poremecaja. Poredenjem sastava,
odnosno sadrZaja masnih kiselina, nisu zabeleZene znacajane razlike izmedu suncokretovog ulja 1
dobijenog ekstrakta. Rezultati pokazuju da su u navedenim uzorcima najzastupljenije nezasic¢ene
masne kiseline (~54,5%), zatim mononezasi¢ene masne kiseline (~36,5%) i zasi¢ene masne

kiseline (~9%). Najzastupljenije masne kiseline u suncokretovom ulju i dobijenom ekstraktu su
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linolna i oleinska Kiselina; 54,78% linolne i 35,84% oleinske kod suncokretovog ulja, odnosno
54,33% linolne i 36,42% oleinske kiseline kod ekstrakta. U sastavu masnih kiselina
suncokretovog ulja i ekstrakta prisutne su i palmitinska (5,84%, odnosno 5,95%), stearinska
(3,47%, odnosno 3,21%) i palmitoleinska kiselina u tragovima. Prema navedenim rezultatima
moze se zakljuciti da suncokretovo ulje pripada grupi jestivih ulja oleinsko-linolnog tipa, Sto je u
skladu sa literaturnim podacima. Prema Panda i sar. (2016) komercijalno suncokretovo ulje
sadrzi oko 90% nezasi¢enih masnih kiselina (linolna i oleinska), a preostalih 10% ¢ine zasi¢ene
masne kiseline (palmitinska i stearinska). Na sastav masnih kiselina uti¢e raznolikost izmedu
vrsta, zivotna sredina i uslovi rasta suncokreta. Tokom ispitivanja suncokreta gajenih u regionu
istocnog Mediterana, Akkaya (2016) je izvestio da visoke temperature i nize koli¢ine kiSe tokom
vremena sazrevanja semena povecavaju sadrzaj oleinske kiseline. Visok sadrzaj oleinske kiseline
doprinosi otpornosti ulja na visoke temperature i oksidaciju, §to je povoljno jer prehrambena

industrija zahteva visokokvalitetna biljna ulja.

5.1.2. Antioksidativna i farmakolos$ka aktivnost suncokretovog ulja i ekstrakta

sporednog proizvoda prerade Sargarepe

Ostecenje celija indukovano porastom broja slobodnih radikala, odnosno pojavom
oksidativnog stresa, manifestuje se peroksidacijom membranskih i unutarcelijskih lipida,
oksidativnim oS$teCenjem membranskih i unutaréelijskih proteina, kao i molekula nukleinskih
kiselina. Sva pomenuta oStecenja, pojedinacno i zajedno, naruSavaju integritet ¢elija, i kao takva
su povezana sa razvojem nekih bolesti, ali i sa starenjem (Finkel, 2003). Poznato je da funkciju
uklanjanja i inaktiviranja slobodnih radikala u organizmu vrsi sistem antioksidativne zastite.
Endogeni antioksidativni sistemi (enzimi superoksid-dismutaza - SOD, katalaza - CAT i enzimi
glutation redoks ciklusa) imaju presudnu funkciju u borbi protiv oksidativnog stresa, ali se ne
moze zanemariti 1 znacaj antioksidanata koji se unose hranom. S obzirom na ogranicenja iz
bezbednosnih razloga kada je u pitanju upotreba sintetickih antioksidanata, prirodni antioksidanti
dobijeni iz biljnih materijala 1 njihovih sporednih proizvoda privlae sve vece intersovanje
prehrambene industrije, kao i samih potroSaca (Shahidi i Ambigaipalan, 2015). Konstatacije

autora Ju i sar. (2010) i Li i sar. (2007) su da lipofilni antioksidanti (karotenoidi, tokoferoli i
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masne kiseline), izolovani iz razliCitih izvora, poseduju brojne bioloske aktivnosti i na taj nacin
doprinose poboljsanju zdravlja ljudi.

Za odredivanje efikasnosti karotenoida kao antioksidanata i mehanizma njihovog
delovanja, koristi se Sirok spektar eksperimentalnih metoda, od jednostavnih
spektrofotometrijskih antioksidativnih testova, preko bioloski relevantnijih baziranih na ¢elijama,
do kompleksnijih 1 najpreciznijih koji ukljucuju zivotinjske modele i klinicke studije na ljudima.
Pri razmatranju bioloske aktivnosti prirodnih komponenti i proizvoda, treba imati u vidu da
ekstrakti predstavljaju kompleksne meSavine razli¢itih jedinjenja, te bioloski efekat koji
ispoljavaju moze biti rezultat sinergije svih molekula ili pak delovanja samo onih
najdominantnijih. U ovakvim sistemima, koncept sinergizma je od velikog znacaja, pa je za
procenu bioloske aktivnosti neophodno ispitati uticaj ekstrakta, a ne samo njegovih pojedinacnih

komponenti (Vladi¢, 2017).

Tabela 9. Antioksidativna i farmakoloSka aktivnost suncokretovog ulja i ekstrakta sporednog

proizvoda prerade Sargarepe

Aktivnost Suncokretovo ulje Ekstrakt

Antioksidativna aktivnost (umol TE/100 g)

p-karoten metoda (AAgcs) 31,69 + 2,82° 159,54 + 6,95°
Redukciona sposobnost (RP) 11,16 £ 0,17° 30,04 +1,51°
Farmakoloska aktivnost (% inhibicije)

Antihiperglikemijska aktivnost (AHgA) 41,32 +1,03° 49,01 +1,23°
Antiinfamatorna aktivnost (AlA) 34,72 +0,84° 53,28 + 0,96

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

Antioksidativna aktivnost suncokretovog ulja i ekstrakta sporednog proizvoda prerade
Sargarepe odredena je spektrofotometrijskim testovima, od kojih je jedan zasnovan na
potencijalu inhibicije lipidne peroksidacije (B-karoten metoda), a drugi na transferu elektrona
(redukciona sposobnost). Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 9. Naime, antioksidant reaguje u

zavisnosti od svoje hemijske prirode, §to za rezultat ima dobijanje razli¢itih vrednosti aktivnosti

108



Doktorska disertacija Vanja Seregelj

za svaki od primenjenih testova. Kako dobijene vrednosti ¢esto mogu biti u slaboj korelaciji,
potrebno je izvesti viSe razliCitih testova da bi se sa sa sigurnos¢u mogla utvrditi antioksidativna
aktivnost ispitivanog jedinjenja ili uzorka.

B-Karoten metoda (AAscg) za procenu antioksidativne aktivnosti uzoraka, zasniva se na
oksidativnoj degradaciji p-karotena u emulziji B-karoten-linolna kiselina. Do oksidacije f-
karotena dolazi tokom slobodnoradikalske reakcije sa radikalima karakteristicnim za oksidaciju
lipida, prilikom ¢ega -karoten gubi dvostruke veze. Dodatkom antioksidanta u sistem sprecava
se apstrakcija vodonika iz dialilnih metilenskih grupa linolne kiseline, ¢ime se indirektno
spreCava oksidacija P-karotena. Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuiti da je
obogacivanje suncokretovog ulja karotenoidima iz sporednog proizvoda prerade Sargarepe
znacajno uticalo na proces inhibicije lipidne peroksidacije, te se AAgcg povecala sa 31,69 pmol
TE/100 g na 159,54 umol TE/100 g ekstrakta. Kao $to je ve¢ napomenuto, a-tokoferol se smatra
efikasnim antioksidantom u hidrofobnom okruZenju, sa izraZenom sposobno$¢u da stabilizuje
slobodne radikale i transformiSe perokside u stabilne proizvode, zaustavljajuci na taj nacin tok
lanCane reakcije. Prema Fiedor i Burda (2014), B-karoten i a-tokoferol mogu delovati
sinergistiCki kao efikasni "hvataci" radikala. Isti autori su izvestili da je inhibicija lipidne
peroksidacije, kao rezultat zajedni¢kog delovanja ova dva antioksidanta, ve¢a od zbira njihovih
pojedinacnih aktivnosti, ¢ime je potvrden znacaj njihovog sinergistickog delovanja. Prisustvo
karotenoida u ekstraktima paradajza (Guil-Guerrero, 2009) i zelenih mikroalgi Spirulina
platensis (Mendiola i sar. 2007; Santoyo i sar. 2006), Chlorella vulgaris (Rodrigez-Garcia i Guil-
Guerrero, 2008), Nannochloropsis gaditana (Millao i Uquiche, 2016) takode je pokazalo uticaj
na ostvarene AAgcg vrednosti u lipidnom model sistemu, odnosno emulziji 3-karoten-linolna
kiselina.

Redukciona sposobnost (RP), odnosno sposobnost doniranja elektrona antioksidanata ili
ekstrakata koji ih sadrze, moze da posluzi kao znacajan indikator njihove aktivnosti. Jedinjenja
sa redukcionom sposobnoséu, kao elektron donori prekidaju lanac radikalskih reakcija
konvertovanjem slobodnih radikala u neradikalske proizvode (Ayoub i sar. 2016). Prisustvo
antioksidanata u ispitivanim ekstraktima izazivaju redukciju Fe** u Fe®* jon, §to se, u zavisnosti
od njihove aktivnosti, moze uociti promenom zute boje reakcione smeSe u razliCite nijanse
zelene i plave. RP ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe (30,04 pmol TE/100 Q)

znacajno je veca u odnosu na suncokretovo ulje (11,16 umol TE/100 g). Navedeni rezultati su u
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skladu sa rezutatima Muller i sar. (2011), koji su pokazali da vecéina karotenoida poseduje
sposobnost redukcije gvozde(Il)-hlorida, kao i1 to da neki od njih poseduju vecu redukcionu
sposobnost od a-tokoferola. Redukciona sposobnost karotenoida je u znacajnoj korelaciji sa
brojem konjugovanih dvostrukih veza u molekulu. Prema navedenim autorima, od svih ispitanih
karotenoida najvecu redukcionu sposobnost pokazao je likopen.

Sve veci broj epidemioloskih istrazivanja pokazuju da ishrana bogata namirnicama sa
visokim sadrzajem bioaktivnih jedinjenja i visokim antioksidativnim potencijalom moze imati
ulogu u smanjenju rizika od nastajanja brojnih oboljenja. S tim u vezi, upotreba funkcionalnih
namirnica i njihovih bioaktivnih komponenti se smatra novim pristupom u prevenciji i leCenju
dijabetesa 1 prate¢ih komplikacija (Bahadoran i sar. 2013; Katalini¢ i sar. 2010). Dijabetes
mellitus predstavlja metaboli¢ku bolest koju karakteriSe hiperglikemija uslovljena poremecajem
u sekreciji insulina, poremecéajem u njegovom dejstvu, ili prisustvo oba poremecaja (American
Diabetes Association, 2010). Prakti¢no, svaki oblik dijabetesa je izazvan smanjenom
koncentracijom insulina u krvi (nedostatak insulina) 1 smanjenom osetljivos¢u perifernih tkiva na
insulin (periferna insulinska rezistencija). Kontrola hiperglikemije je od sustinskog znacaja u
strategiji leCenja dijabetesa. Jedan od glavnih pristupa za uspostavljanje kontrole nad
postprandijalnom  hiperglikemijom je sprecavanje apsorpcije  ugljenih hidrata u
gastrointestinalnom traktu nakon uzimanja hrane, $to se postiZze inhibicijom hidrolizujuéih
enzima kao $to su a-glukozidaza i a-amilaza (Kwon i sar. 2006). a-Glukozidaza je enzim koji se
nalazi u intestinalnom traktu coveka i ukljucen je u zavr$ni korak digestije ugljenih hidrata
(razgradnju skroba i disaharida do glukoze), dok je a-amilaza uklju¢ena u razgradnju
dugolancanih ugljenih hidrata (Nair i sar. 2013). Sinteticki lekovi koji deluju kao inhibitori a-
glukozidaze (npr. akarboza, registrovana kao Glucobay®, Bayer AG), poseduju niz neZeljenih
efekata, Sto je dovelo do intenziviranja u istrazivanju alternativnih lekova sa minimalnim
nuspojavama. U tom svetlu, posebno su se istakli inhibitori ovih enzima iz prirodnih izvora,
odnosno ekstrakata razli¢itih biljnih vrsta, vo¢a i povréa, koji pored efikasnosti poseduju i1
prednosti u pogledu pristupac¢nosti, bezbednosti i prihvatljivosti od strane potrosaca.

Potencijal inhibitornog efekta (AHgQA) suncokretovog ulja i ekstrakta sporednog
proizvoda prerade Sargarepe na a-glukozidazu, odreden je u in vitro eksperimentalnim uslovima
a dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 9. Za oba uzorka odredeno je da poseduju aktivnost

inhibicije prema a-glukozidazi veéu od 40% (suncokretovo ulje AHgA=41,32%; ekstrakt
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sporednog proizvoda prerade Sargarepe AHgA=49,01%). Kao rezultat dugogodiSnjeg
istrazivanja u okviru potencijalnog inhibitornog efekta konstituenata hrane na a-glukozidazu,
mnogi naucnici su potvrdili aktivnost nezasi¢enih masnih kiselina, prisutnih u uljaricama, prema
ovom enzimu (Mehmood i sar. 2008; Teng i Chen, 2017). U studijama navedenih autora je
takode istaknuto da nezasi¢ene masne kiseline, koje se mogu naci u uljanoj komponenti gljiva,
biljaka i zivotinja, poseduju izraZzenu efikasnost u kontroli Secera u krvi, a samim tim i potencijal
za prevenciju dijabetesa. Sa druge strane, Javadi i sar. (2014) su objavili znacajnu aktivnost
inhibicije a-tokoferola prema a-glukozidazi. Nakon klinickog ispitivanja pacijenata sa
dijabetesom tipa II, grupa istrazivaca potvrdila je korisne efekte oralne suplementacije ovim
vitaminom u visokim dozama, kako u regulaciji hiperglikemije, tako i u poremecajima koji
obi¢no prate ovo oboljenje (Darko i sar. 2002; Liu i sar. 2006; Regensteiner i sar. 2003).
Izlozenost hroni¢noj hiperglikemiji moze uzrokovati mikrovaskularne komplikacije u retini,
bubregu ili perifernim nervima, ali i makrovaskularne komplikacije kao $to su infarkt miokarda,
mozdani udar i bolest perifernih arterija (Egan i Dinneen, 2014). U skladu sa prethodno
navedenim ¢injenicama mogu se objasniti i male razlike u AHgA ispitivanih uzoraka, s obzirom
da medu njima nisu detektovane znacajne razlike u sadrzaju masnih kiselina i a-tokoferola. U
naucnoj literaturi se takode mogu naci izvestaji koji podrzavaju koncept valorizacije sporednih
proizvoda razli¢itih biljnih vrsta i njihovu potencijalnu upotrebu u prehrambenoj industriji kao
funkcionalnih dodataka ishrani i/ili u farmaceutskoj industriji za dobijanje antihiperglikemijskih
terapeutskih sredstava. Neki od primera ekstrakata sporednih proizvoda, koji poseduju aktivnost
inhibicije prema a-glukozidazi, su ekstrakti kore Cajevca (Wang i sar. 2012), pulpe i kore
patlidzana (Kwon i sar. 2008) 1 ljuske Sipka (Cam i Icyer, 2013).

Inflamacija je slozeni bioloSki odgovor organizma na unutrasnje i spoljaSnje Stetne
stimuluse kao $to su patogeni, mrtve ¢elije, poremec¢aj metabolizma, fizicka oStecenja 1 druge
iritirajuce materije. Ova reakcija predstavlja odgovor tela koja ima za cilj da zastiti organizam
putem uklanjanja Stetnog stimulusa i zapocinjanja procesa ozdravljenja tkiva. To se pokrece
oslobadanjem hemijskih medijatora iz oStecenog tkiva, npr. citokina, Koji pojacavaju simptome
same upale (dolazi do poviSenja telesne temperature, bola, stvaranja edema, itd.). U vecini
slucajeva je potrebno ublaziti simptome imunog odgovora, te se u tu svrhu primenjuju
antiinflamatorni lekovi. Nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAID) deluju upravo tako Sto

smanjuju produkciju hemijskih medijatora, ali njihova klinicka upotreba je ograni¢ena zbog niza
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nezeljenih efekata poput osStecenja gastrointestinalnog trakta 1 bubrega, kao i povecanog rizika od
kardiovaskularnih tegoba (Guinoiseau et al. 2013). Stoga, broj istrazivanja u pravcu odredivanja
protivupalnog delovanja komponenti iz prirodnih izvora znatno se povecao poslednjih godina.

U ovoj doktorskoj disertaciji, test denaturacije proteina, odnosno albumina iz jaja,
sproveden je u cilju in vitro procene antiinflamatorne aktivnosti (AlA) suncokretovog ulja i
ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe. Denaturacija proteina tkiva je jedan od dobro
dokumentovanih uzroka inflamatornih bolesti i bolesti artritisa, s obzirom da proizvodnja
autoantigena u pojedinim bolestima artritisa moze biti posledica denaturacije proteina in Vivo
(Umpathi 1 sar. 2010). Prema podacima prikazanim u tabeli 9, odredena aktivnost inhibicije
denaturacije proteina za suncokretovo ulje 1 ekstrakt sporednog proizvoda prerade Sargarepe je
34,72%, odnosno 53,28%. Kao referentni lek ili pozitivna kontrola, u ovom slu¢aju koriscen je
natrijum diklofenak, a koji je pri koncentraciji od 20 mg/ml ispoljio AIA od 77,47%. Ve¢ je
dokazano da konvencionalni NSAID, kao $to su fenilbutazon i indometazin, ne deluju samo
inhibicijom proizvodnje endogenog prostaglandina blokiranjem enzima ciklooksigenaze (COX)
veé 1 spreCavanjem denaturacije proteina (Ullah i sar. 2014). Gunathilake i sar. (2018) ispitivali
su antiinflamatorno delovanje ekstrakata Sest razlic¢itih vrsta lisnatog povréa, i to Cassia
auriculata, Passiflora edulis, Sesbania grandiflora, Olax zeylanica, Gymnema lactiferum,
Centella asiatica, koji su se istakli po sadrzaju polifenola, karotenoida i antioksidativne
aktivnosti. U koncentracionom opsegu od 25-100 ug/ml ispitivane vrste lisnatog povrca pokazale
su AIA od 36-75%. Ekstrakt listova C. auriculata ispoljio je znacajno visi nivo inhibicije
denaturacije proteina u odnosu na ostale proucavane vrste u istoj studiji, dok je ekstrakt listova
C. asiatica pokazao najnizu antiinflamatornu aktivnost. Kompletan poredak AIA ispitivanih
ekstrakata lisnatog povréa je: C. auriculata > P. edulis > O. zeylanica > G. lactiferum > S.
grandiflora > C. asiatica. Dodatno, dobijene vrednosti AIA su ispitivane u korelaciji sa
vrednostima sadrzaja bioaktivnih jedinjenja, a u cilju procene korelacionih odnosa analiziran je
Pirsonov koeficijent korelacije (r). Rezultati korelacione studije navedenih autora, sugerisu
visoke vrednosti korelacije sa flavonoidima (r=0,842), fenolima (r=0.741), ali i sa karotenoidima
(r=0.735).
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5.1.3. Odrzivost Kkarotenoida u ekstraktu sporednog proizvoda prerade

Sargarepe tokom perioda skladiStenja

Svetlost, pored temperature i prisustva kiseonika, predstavlja znacajan faktor koji se
uzima u obzir u procesu oksidacije uljanih ekstrakata tokom skladiStenja, narocito ako sadrze
fotoosetljiva jedinjenja poput karotenoida. Prema Caponio i sar. (2005), istraZivanje o izmenama
kroz koje ovakvi ekstrakti prolaze tokom roka trajanja, kao 1 uporedivanjem promena koje se

javljaju tokom skladiStenja u uslovima svelosti i tame, mogu pruziti korisne informacije.
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Slika 24. Retencija karotenoida tokom perioda skladistenja (180 dana) ekstrakta sporednog

proizvoda prerade Sargarepe u svetlim i tamnim uslovima

Stubici oznaceni razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3)

Radi procene odrzivosti karotenoida, ekstrakt sporednog proizvoda prerade Sargarepe
skladisten je na sobnoj temperaturi (25 °C) u trajanju od 180 dana u svetlim uslovima (uslovima
dnevne svetlosti) 1 u tamnim uslovima. Tokom perioda skladiStenja ekstrakta,
spektrofotometrijskom metodom pracen je sadrzaj karotenoida svakih 30 dana, a rezultati su

prikazani kao retencija ovih pigmenata za dati period (slika 25).
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Statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05) u retenciji karotenoida ekstrakta sporednog
proizvoda prerade Sargarepe skladiStenog u uslovima dnevne svetlosti i1 uslovima bez prisustva
iste, zabelezene su nakon 60 dana skladiStenja, i takav trend je zadrzan sve do kraja ispitivanog
perioda. Svetli uslovi skladistenja ekstrakta u velikoj meri su uticali na sadrzaj karotenoida, te je
nakon 180 dana zabelezeno smanjenje sadrzaja ovih jedinjenja za viSe od 50%. U slucaju
skladiStenja ekstrakta u tamnim uslovima, tokom ispitivanog perioda sadrzaj karotenoida se
smanjio za ~30%. Takode, navedenim rezultatima svedoCe i izraCunate vrednosti kineti¢kih
parametara, odnosno brzina degradacije (k) i vreme poluzivota (ty2) karotenoida u ispitivanom

ekstraktu sporednog proizvoda prerade Sargarepe (tabela 10).

Tabela 10. Vrednosti brzine degradacije (k) i vremena poluzivota (t1) karotenoida tokom
perioda skladistenja (180 dana) ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe u svetlim i

tamnim uslovima

Ekstrakt 180 Ekstrakt 180
Parametar . ! . .
svetli uslovi tamni uslovi
Brzina degradacije - k (dan™) 0,0048 0,0022
Vreme poluZivota - t1; (dan) 144,41 315,07
R? 0,99 0,99

Smanjenje sadrzaja karotenoida tokom skladiStenja u saglasnosti je sa rezultatima drugih
istraziva¢a. Vacca i sar. (2006) su proucavali promene u parametrima kvaliteta i sadrzaja
karotenoida ekstra devicanskog maslinovog ulja, izlozenih svetlosti i tami tokom skladiStenja u
periodu od 18 meseci. Analiza podataka pokazala je da su svi ispitivani parametri pretrpeli
znacajne promene tokom skladistenja, dok su se za period od osam meseci karotenoidi smanjili
za 30%. Sto se tice ekspozicije, skladiitenje u mraku dalo je bolje rezultate u o¢uvanju kvaliteta

ulja.
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5.1.4. Boja ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe

U prehrambenoj industriji, najéesée koriS¢en sistem boja je CIE Lab sistem. Stoga, boja
ispitivanih uzoraka ekstrakta (pre i nakon perioda skladistenja) izrazena je preko L*, a* i b*
vrednosti, kao i preko vrednosti ugla boje (h°) i hrome (C*) (tabela 11). Vrednost h® predstavlja
polozaj odredene boje u tocku boja, pri ¢emu je crvenoljubicasta na uglu od 0° odnosno 360°,
zuta na 90°, plavozelena na 180° i plava na 270°. Vrednost C* predstavlja zasi¢enost boje

uzorka, pri ¢emu visoke vrednosti ukazuju na tzv. zive boje.

Tabela 11. CIE Lab hromatski parametri ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe pre

skladistenja (Ekstrakt) i nakon 180 dana skladistenja (Ekstrakt 1g0)

Ekstrakt 180 Ekstrakt 180
CIE Lab Ekstrakt . ! . _
svetli uslovi tamni uslovi
L* 53,19 + 0,09° 64,00 + 0,00° 57,61 +0,01°
a* 16,66 = 0,05° -8,01 +0,03° 6,85 + 0,05°
b* 62,50 + 0,22° 47,54 +0,01° 69,55 + 0,03°
C* 64,68 + 0,23° 4821+ 0,01° 69,89 + 0,03°
he 75,08 + 0,012 99,57 + 0,03° 84,37 + 0,05°

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

Na osnovu prikazanih rezultata moZe se uoc€iti da u ispitivanom uzorku dominira
narandzasta boja (visoke a* i1 b* vrednosti; a*=16,66 1 b*=62,50), koju odrazavaju prisutni
pigmenti u sporednom proizvodu prerade Sargarepe. Svi parametri, pocev od osvetljenosti, preko
boje, do nijanse, znacajno su se menjali tokom perioda skladiStenja od 180 dana, a prisustvo,
odnosno odsustvo dnevne svetlosti tokom navedenog perioda pokazao se kao znacajan faktor u
determinisanju nastalih promena. Za izrazavanje promene u boji, koja je nastala usled razli¢itih
uslova 1 perioda skladiStenja, koriS¢ena je veli¢ina AE, a dobijeni rezultati su prikazani na slici
26.
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Prema Francis 1 Clydesdale (1975) nastala razlika u boji se moze definisati kao ona koja
nije uocljiva ljudskim okom (AE < 1), nije znacajna za ljudsko oko (1 < AE < 3) ili je razlika
tolika da je uocljiva ljudskim okom (AE > 3). Schldpher (2002) predlaze preciznije definisane
granice u vidljivosti postojecih razlika u boji. Prema ovom autoru, razlika u boji se moze
definisati kao ona koja se ne vidi ljudskim okom (AE < 0,2), razlika u boji koja se ne primecuje
ljudskim okom (AE = 0,2—-1), razlika u boji koja se vidi ljudskim okom (AE = 1-3), razlika u boji
koja se dobro vidi (AE = 3-6) i oCigledna odstupanja boje (AE > 6).

AE

@ Ekstrakt - svetli uslovi  Ekstrakt - tamni uslovi

Slika 25. Ukupna razlika boje AE nakon 180 dana skladiStenja ekstrakta sporednog proizvoda

prerade Sargarepe u svetlim i tamnim uslovima

Stubiéi oznaceni razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3)

Rezultati parametra AE jasno sugeriSu promene u granicama vidljivosti golim okom (AE
> 3), kako za uslove skladiStenja ekstrakta u prisustvu i bez prisustva dnevne svetlosti. Medutim,
statisticki izrazenije promene vezuju se za ekstrakt koji je skladiSten u uslovima dnevne svetlosti,
Sto se moze korelirati sa rezultatima iz prethodnog poglavlja, odnosno odrzivosti karotenoida
tokom perioda skladiStenja. Osvetljenost ovog uzorka (L*) bila je znacajno niZza u odnosu na
inicijalni ekstrakt, kao i1 vrednosti parametara koji ukazuju na udeo crvene (a*) i zute boje (b*).
Posledice promene ovih parametara, a pre svega parametra a*, uticale su na promene vrednosti

h° i C*, koje kao takve sugeriSu Zute nijanse umerenijeg intenziteta. Sa druge strane, nakon 180
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dana skladistenja ekstrakta u tamnim uslovima, nije dosSlo do statisticki znacajnih (p < 0,05)
promena parametara L*, b* 1 C*, dok se intenzitet crvene boje (a*) znacajno smanjio, a ugao

boje (h°) pomerio ka zutim nijansama.

5.1.5. Mikrobioloski profil ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe

U skladu sa postavljenim ciljevima disertacije, podatak od izuzetnog znacaja, pre
prelaska na slede¢u fazu rada, bila je mikrobioloska ispravnost pripremljenog ekstrakta
sporednog proizvoda prerade Sargarepe. Kao $to moze da se vidi u tabeli 12, mikrobioloski
profil ovog ekstrakta obuhvatio je niz testiranih parametara koji mogu ukazati na postojanje
mikrobioloske kontaminacije, kao i stepen higijene procesa proizvodnje istog. Dobijeni rezultati
su poredeni sa Kriterijumima definisanim u Vodic¢u za mikrobioloske kriterijume hrane (2011).
Utvrdene vrednosti svih testiranih parametara mikrobioloske bezbednosti ekstrakta su u skladu
sa dobrom laboratorijskom praksom, s obzirom da nije bilo prisutne kontaminacije. 1z dobijenih
rezultata se moze zakljuciti da je testirani ekstrakt prihvatljiv za dalju upotrebu sa
mikrobioloskog aspekta, te da je kreiranje daljeg procesa pra¢enja mikrobioloske bezbednosti

proizvodnje ciljanog prehrambenog proizvoda sa dodatkom ovog ekstrakta olakSano.

Tabela 12. Mikrobioloski profil ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe

Parametar Ekstrakt

Aerobne mezofilne bakterije (log CFU/g)" <1
Enterobacteriaceae (log CFU/g)* <1
Lactobacillus delbrueckki subsp. bulgaris (log CFU/qg) <1
Streptococcus thermophilus (log CFU/Q) <1
Kvasci i plesni (log CFU/g)" <1

! Dozvoljena vrednost je do 1 log CFU/g
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5.2. Optimizacija inkapsulacije karotenoida iz ekstrakta sporednog

proizvoda prerade Sargarepe freeze i spray drying tehnikama

Izuzetan nutritivni 1 funkcionalni profil ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe,
kao 1 ogranicena stabilnost prisutnih jedinjenja u formi ekstrakta, bili su osnov ideje o njihovoj
stabilizaciji tehnikama inkapsulacije pre uklju¢ivanja u finalni prehrambeni proizvod. U mnogim
tehnoloskim procesima optimizacija je postala neizbezan korak za postizanje maksimalnog
kvaliteta proizvoda. Konkretno, razvoj novih prehrambenih proizvoda iziskuje mnogobrojne
probne eksperimente, kako na laboratorijskom nivou, tako i u pilot postrojenjima ili
industrijskim pogonima. S obzirom na obim posla i utroSak resursa koji prethode dobijanju
rezultata primenljivih u praksi, povecanje efikasnosti istrazivanja je od izuzetnog znacaja za
prehrambenu industriju. U cilju prevazilazenja navedenih ogranicenja i unapredenja postupka za
formulisanje novog proizvoda, razvijene su razli¢ite matematicke i statisticke tehnike zasnovane
na dizajniranju eksperimenta.

Eksperimentalni dizajn definiSe se kao planirani pristup nekom nau¢nom problemu, sa
ciljem da se odredi uzro¢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 utro$ak vremena, eksploataciju uredaja i sirovina (Colovi¢, 2014).

Metoda odzivne povrsine (eng. Response Surface Methodology - RSM) spada u naj¢esce
kori§¢ene postupke statisticki planiranih eksperimenata (Myers i Montgomery, 1995). Postupak
odzivne povrsine prvi su opisali Box i Wilson (1951), a moze se definisati kao empirijska
statisticka tehnika primenjena za regresionu analizu podataka dobijenih iz adekvatno planiranih
eksperimenata simultanim reSavanjem sistema jednacina (Allen, 2006; Myers i Montgomery,
1995). Svaka od jednadina naziva se funkcija odziva, a njen geometrijski prikaz se naziva
odzivna povrsina (Brereton, 2003).

RSM se u kombinaciji sa razli¢itim eksperimentalnim dizajnima uspe$no primenjuje u
optimizaciji parametara inkapsulacije, u cilju dobijanja funkcionalnih dodataka sa moguc¢nosc¢u
primene u funkcionalnoj hrani. U nau¢noj literaturi prisutni su mnogobrojni primeri, kako sa
aspekta optimizacije procesnih parametara inkapsulacije (Kha i sar. 2014; Chuyen i sar. 2019),

tako i sa aspekta optimizacije odnosa sastojaka u formulaciji (Davidov-Pardo i sar. 2013; Cano-
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Higuita i sar. 2015). RSM se uglavnom fokusira na probleme u kojima se posmatra samo jedan
odziv, odnosno jedna zavisno promenljiva karakteristika (Colovié, 2014). Medutim, prilikom
razvijanja nekog proizvoda ili procesa, kako bi se dobilo adekvatno reSenje posmatrano sa
razli¢itih aspekata, neophodno je uskladiti viSe odziva istovremeno (Jeong i Kim, 2009). U
literaturi se ovakav problem uglavnom naziva "problem viSestrukih odziva" ili "muti-response”.
Kada se govori o "multi-response” studijama, postavljeni cilj se naj¢eS¢e reSava kroz sledece

faze (Bezerra i sar. 2008):

(1) 1zbor nezavisnih promenljivih sa glavnim uticajem na ispitivani sistem,
(2) 1zbor eksperimentalnog dizajna i izvodenje eksperimenata,

(3) Matematicko-statisti¢ki tretman eksperimentalnih rezultata,

(4) Provera adekvatnosti modela,

(5) Verifikacija slaganja modela sa predvidenim vrednostima i

(6) Definisanje optimalnih vrednosti za sve ispitivane promenljive.

UspeSan proces inkapsulacije oslanja se na postizanje visokog sadrzaja 1 efikasnosti
inkapsulacije ciljanih jedinjenja, ¢ime se obezbeduju njihova funkcionalna svojstva u finalnom
proizvodu. Primena metode odzivne povrSine (RSM) u formulaciji funkcionalnih dodataka na
bazi inkapsuliranih karotenoida iz ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe omogudila je
uvodenje kriterijuma po kojima je optimizacija sprovedena. Odabirom Simplex Centroid dizajna
smese kao eksperimentalnog plana, udeli ispitivanih nosaca karotenoida — maltodekstrina (MD),
proteina surutke (PS) i inulina (IN), kao nezavisno promenljive, varirani su na ¢etiri nivoa sa
jednom ponovljenom ta¢kom, dajuc¢i ukupno osam eksprimenata — formulacija. Kao zavisno
promenljive, odnosno odzivi, praceni Su ukupan sadrzaj karotenoida (TCar), efikasnost
inkapsulacije (El) i antioksidativna aktivnost odredena B-karoten metodom (AAgcgs). Rezultati
dobijeni primenom pomenutog eksperimentalnog plana dati su u tabeli 13. Isti model je
primenjen za definisanje optimalne smeSe nosaca za inkapsulaciju ekstrakta sporednog proizvoda
prerade sargarepe freeze drying tehnikom, odnosno tehnikom liofilizacije, i spray drying
tehnikom, odnosno susenjem u struji toplog vazduha, a izlgedi dobijednih formulacija prikazani

su na slikama 27 i 28.
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Slika 26. Izgled razli¢itih formulacija inkapsulata ekstrakta sporednog proizvoda prerade

Sargarepe dobijenih freeze drying tehnikom

Slika 27. Izgled razli¢itih formulacija inkapsulata ekstrakta sporednog proizvoda prerade

Sargarepe dobijenih spray drying tehnikom
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Tabela 13. Simplex Centroid eksperimentani dizajn i vrednosti dobijenih odziva za razli¢ite
formulacije nosaca ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih a) freeze drying

tehnikom i b) spray drying tehnikom

Formulacija Nezavisno promenljive Zavisno promenljive — odzivi

nosaca

a) Freeze drying

1 0,5 0 0,5 1,13 +0,14% 15,00+ 0,82° 65,89 + 1,50
2 0 1 0 1,35+ 0,10° 54,03+3,32° 69,43 +2,76°
3 033 033 0,33 1,01 £0,17" 4789+1,17° 52,41 +1,73°
4 0 0,5 0,5 0,94 +0,03° 59,77 +3,52" 50,88 +0,88"
5 1 0 0 0,68 +0,07° 0 + 0,00° 37,94 + 1,12°
6 0 1 0 1,30 +0,12% 56,14+ 1,58 69,85+ 3,10°
7 0,5 0,5 0 1,00 + 0,06 21,59 +3,29° 49,63+ 1,21™
8 0 0 1 0,99 +0,10™ 21,80+4,81°  48,52+1,52°
b) Spray drying
1 0,5 0 0,5 0,62 + 0,05 3,56+0,01° 32,85+ 1,54
2 0 1 0 0,69 + 0,08° 65,81+0,32° 32,42+ 1,31°
3 033 033 033 0,58 + 0,01° 36,00+ 0,41% 27,42+ 0,89°
4 0 0,5 0,5 0,93 +0,02° 49,87+0,21° 41,90+ 1,13
5 1 0 0 0,35 + 0,10° 0 £ 0.00? 12,44 + 1,90°
6 0 1 0 0,68 £ 0,03 62,97+ 0,54 31,45+ 1,30°
7 0,5 0,5 0 0,71 £ 0,04° 29,64 +0,31° 37,07+ 1,25°
8 0 0 1 0,42 + 0,09° 0 + 0.00° 20,04 + 0,51

A — maltodekstrin; B — proteini surutke; C — inulin;
TCar — ukupan sadrzaj karotenoida (mg p-karotena/100 g); El — efikasnost inkapsulacije (%);
AAgcg - antioksidativna aktivnost odredena p-karoten metodom (umol TE/100 g).
Za svaku tehniku inkapsulacije, vrednosti u istoj koloni oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno

(p < 0,05) razlikuju; Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).
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U cilju lakSeg sagledavanja uticaja primenjenih nosaca na ispitivane parametre (odzive),

dobijeni rezultati prikazani su 1 graficki na slici 29.
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Slika 28. Odzivne povrsine za TCar - ukupan sadrzaj karotenoida (mg p-karotena/100 g), El —
efikasnost inkapsulacije (%) i AAgcg - antioksidativna aktivnost odredena -karoten metodom
(umol TE/100 g), kao funkcije formulacije nosaca ekstrakta sporednog proizvoda prerade
Sargarepe (A-maltodekstrin, B-proteini surutke, C-inulin) dobijenih

freeze and spray drying tehnikama

5.2.1. Uticaj primenjenih nosaca na ispitivane parametere - odzive

Na osnovu prikazanih rezultata (tabela 13; slika 29) moze se zakljuciti da, pored uticaja
primenjenih nosaca na ispitivane parametre (TCar, EI, AAgcs) znacajan uticaj ima i tehnika
suSenja ovih inkapsulata. Ukupan sadrzaj karotenoida (TCar) u inkapsulatima dobijenim freeze
drying tehnikom bilo je u opsegu od 0,68 do 1,35 mg B-karotena/100 g, pri ¢emu je najmanji
sadrzaj pokazala formulacija 5 (nosa¢ - maltodekstrin), a najve¢i sadrzaj formulacija 2 (nosac -
proteini surutke). Sa druge strane, opseg TCar u inkapsulatima dobijenim spray drying tehnikom

bio je od 0,35 do 0,93 mg B-karotena/100 g, a najvecem sadrzaju doprinela je binarna smesa

122



Doktorska disertacija Vanja Seregelj

nosaca, odnosno smesa proteina surutke i inulina (formulacija 4). Takode, formulacija 5, koja se
odnosi na primenu ¢istog maltodekstrina kao nosaca, i za spray drying tehniku je pokazala
najnizu vrednost TCar. LoSem potencijalu maltodekstrina za inkapsulaciju karotenoida svedoce i
rezultati efikasnosti inkapsulacije (EI), na osnovu kojih zaklju¢ujemo prisustvo ovih jedinjenja
samo na povrSini Cestica. Prema Cano-Higuita i sar. (2015), ¢ist maltodekstrin poseduje nisku
povrsinsku aktivnost, §to je i uzrok slabe sposobnosti inkapsulacije bioaktivnih jedinjenja.
Medutim, u kombinaciji sa materijalima koji imaju izrazene sposobnosti emulgovanja,
maltodekstrin moze pokazati veoma dobre rezultate. Navedene vrednosti opsega TCar znacajno
su nize ukoliko se uporede sa dobijenim vrednostima za freeze drying tehniku. Ovo se moze
objasniti rasprS§ivanjem emuzije u sitne kapljice, pri ¢emu se povecava specificna povrsina koja
biva direktno izloZena visokoj temperaturi. U slucaju liofilizacije, pripremljena emulzija nosaca i
aktivne komponente se susi direktno, bez prethodne atomizacije i izlaganja toploti (Saikia i sar.
2015). Najvise vrednosti EI karotenoida postignute su primenom proteina surutke kao nosaca
(formulacija 2 i 6) i smeSom proteina surutke i inulina (formulacija 4), §to se odnosi na obe
tehnike inkapsulacije. Sto se ti¢e antioksidativne aktivnosti (AAgcg) proizvedenih inkapsulata
obema tehnikama, dobijene vrednosti bile su u korelaciji sa TCar. Korelaciju izmedu sadrzaja
karotenoida i inhibicije lipidne peroksidacije u lipidnom model sistemu, odnosno emulziji -

karoten-linolna kiselina, potvrdili su i Hanachi i Naghavi (2016), kao i Hidalgo i sar. (2019).

5.2.2. Provera modela

U cilju procene adekvatnosti postavljenih fitovanih modela koriS¢ena je analiza varijanse
(ANOVA) i deskriptivna statistika, a dobijeni rezultati za sve modelovane odzive dati su u tabeli
14. Dobijeni rezultati su opisani primenom linearnog modela, a koeficijenti regresionih
jednacina, koji odgovaraju ispitivanim promenljivim, su dobijeni koris¢enjem metode najmanjih
kvadrata. Jednacine kojima je moguce predvideti vrednosti ispitivanih odziva u primenjenom
eksperimentalnom domenu su date u tabeli 15.

Od statistickih parametara koji sluze za procenu adekvatnosti modela, prikazani su:
rezidual, lack of fit vrednost, p-vrednost, koeficijent determinacije (R?) i korigovani koeficijent
determinacije (Adj-R?). Lack of fit vrednost poredi rezidualnu gresku sa "Cistom"

eksperimentalnom greSkom izra¢unatom iz ponavljanja u izabranoj tacki, pri ¢emu ukoliko je
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lack of fit znacajna (p < 0,05), odabrani model nije adekvatan. Kako su sve vrednosti lack of fit
vece od 0,05, moze se zakljuiti da nema znacajnog nedostatka u fitovanju, kao i to da su
predlozeni regresioni modeli za sve odzive adekvatni. Koeficijent determinacije, kao jedan od
statistiCkih kriterijuma, pokazuje koliki je deo varijacija zavisne promenljive objasnjen
regresionim modelom, a njegova vrednost kreée se u opsegu 0 < R?< 1. Za sve ispitivane odzive
dobijena je vrednost R? > 0,8, odnosno vise od 80% varijacija ispitivanih odziva se moZe
objasniti predloZzenim regresionim jednacinama. Prema Joglekar i May (1987), kriterijum
prihvatljivosti postavljenih fitovanih modela je vrednost R? > 0,8, te moZemo reéi da je isti
zadovoljen.

Prema dobijenim podacima iz tabele 15, moZe se uociti da je za obe tehnike
inkapsulacije, a posebno za freeze drying tehniku, interakcija parametara AC (maltodekstrin +
inulin) doprinela povecanju vrednosti TCar i AAgcs. Medutim, u sluc¢aju EI za obe tehnike
inkapsulacije, dobijeni rezultati opisani su primenom linearnog modela, prikazujuéi pozitivan i
relevantan uticaj parametra B, odnosno proteina surutke. Interakcija parametara BC (proteini
surutke + inulin) imala je pozitivan uticaj na inkapsulate dobijene spray drying tehnikom, dok se
u slucaju freeze drying tehnike ova kombinacija pokazala kao negativna. Interakcija sva tri
ispitivana parametra ABC (maltodekstrin + proteini surutke + inulin) bila je znacajna samo za

spray drying tehniku.

Tabela 14. Jednacine modela koje predvidaju vrednosti odziva u ispitanom eksperimentalnom

domenu

Freeze drying

TCar = 0.68A+1.33B+0.99C-0.04AB+1.15AC-0.90BC
El = 0.5A+59.2B+33.3C
AAgcs = 37.9A+69.6B+48.5C-16.6AB+90.6AC-31.5BC-117.4ABC

TCar = 0.35A+0.69B+0.42C+0.77AB+0.94AC+1.51BC-7.09ABC
El =0.6A+67.9B+8.7C
AAgcs = 12.4A+31.9B+20.0C+59.5AB+66.4AC+63.7BC-408.3ABC
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Tabela 15. Analiza varijanse (ANOVA) fitovanja polinomnim modelom drugog reda

TCar

a) Freeze drying

=

df Suma kvadrata df Suma kvadrata df

AABcB

Suma kvadrata

Model 5 0,0628** 2 1428,8* 6 154,5*
Linearna smesa 2 0,1010** 2 1428,8* 2 220,3**
AB 1 0,0001 1 12,6
AC 1 0,0631** 1 342,3**
BC 1 0,0419* 1 45,1*
ABC 1 11,6
Rezidual 2 0,0008 5 141,7

Lack of fit 1 0,0003 4 176,6

p-vrednost 1 0,0013 1 2,2 1 0,1
R 1,00 0,80 1,00
Adj-R? 0,98 0,72 1,00
b) Spray drying

Model 6 0,0379* 2 2462,6** 6 103,2
Linearna smesa 2 0,0454* 2 2462,6** 2 104,1*
AB 1 0,0269* 1 161,1*
AC 1 0,0368* 1 183,9*
BC 1 0,1036* 1 184,2*
ABC 1 0,0425* 1 140,8*
Rezidual 5 3

Lack of fit 4 90,6

p-vrednost 1 0,0001 1 4,0 1 0,5
R? 1,00 0,93 1,00
Adj-R? 1,00 0,90 0,99

* znacajan (p < 0,05); ** visoko znacajan (p < 0,01); A — maltodekstrin; B — proteini surutke; C — inulin;

TCar — ukupan sadrzaj karotenoida (mg p-karotena/100 g); El — efikasnost inkapsulacije (%);

AAgcg - antioksidativna aktivnost odredena p-karoten metodom (umol TE/100 g);
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5.2.3. Odabir optimalne formulacije nosaca za inkapsulaciju karotenoida iz

ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe

Postupak optimizacije podrazumeva odabir optimalnih vrednosti nezavisno promenljivih
veli¢ina sa ciljem postizanja zeljenog izlaza, odnosno odziva. U cilju odabira optimalnih
formulacija nosaca za inkapsulaciju karotenoida iz ekstrakta sporednog proizvoda prerade
Sargarepe freeze i spray drying tehnikama, odnosno inkapsulata koji ¢e dalje biti ispitivani,
koriS¢ena je optimizacija viSe odziva ili tzv. "muti-response” studija. Ovom optimizacijom se u
obzir uzimaju tri odziva istovremeno, a kao Kriterijumi su postavljene maksimalne vrednosti za
TCar, EI i AAgcs. Rezultati "muti-response” optimizacije prikazani su u tabeli 16, kao i

predvidene i dobijene vrednosti odziva.
Tabela 16. Rezultati "muti-response" optimizacije forumulacije nosaca ekstrakta sporednog

proizvoda prerade Sargarepe za inkapsulaciju a) freeze drying tehnikom i b) spray drying

tehnikom

Predvidene vrednosti  Predvidene vrednosti Dobijene vrednosti zavisno

nezavisno promenljivih  zavisno promenljivih promenljivih - odzivi

A B C TCar = AABCB TCar = AABCB

a) Freeze drying
0 1 0 1,33 59,21 69,64 131+£0,02 63,69+3,69 70,06+5,13

b) Spray drying
0 0,71 0,29 092 50,74 4158 0,87+0,01 53,78+1,26 41,234+2,69

A — maltodekstrin; B — proteini surutke; C — inulin;
TCar — ukupan sadrzaj karotenoida (mg p-karotena/100 g); El — efikasnost inkapsulacije (%);
AAgcs - antioksidativna aktivnost odredena f-karoten metodom (umol TE/100 g).

Za freeze drying tehniku inkapsulacije, formulacija nosaca koja se sastoji od 100%

proteina surutke daje optimalni uzorak u skladu sa postavljenim kriterijumima. Predvidene

vrednosti TCar, EI i AAgcg bile su 1,33 mg B-karotena/100 g, 59,21% i 69,64 umol TE/100 g.
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Za spray drying tehniku, kao najprikladnija forumulacija nosaca izdvojena je smesa od 71%
proteina surutke 1 29% inulina. Predvidene vrednosti za dobijeni optimalni uzorak su: TCar=0,92
mg [3-karotena/100 g, EI=50,74% i AAgcs=41,58 umol TE/100 g.

Finalni korak u primeni RSM optimizacije jeste eksperimentalna provera predvidenih
vrednosti modelovanih odziva za proizvoljno odabrane kombinacije nezavisno promenljivih. U
skladu sa tim, postupak provere predvidenih vrednosti ispitivanih odziva (TCar, EI i AAgcg)
sproveden je na optimalnoj formulaciji inkapsulata dobijenog freeze drying tehnikom (FDI) i
optimalnoj formulaciji inkapsulata dobijenog spray drying tehnikom (SDI). S obzirom da se svi
dobijeni rezultati nalaze unutar intervala poverenja od 95%, slaganje dobijenih rezultata sa
predvidenim vrednostima se moze definisati kao zadovoljavajuce.

Kao sto je prethodno naglaseno, priroda nosaca aktivne komponente predstavlja jedan od
najuticajnih faktora na efikasnost inkapsulacije, ali i na druge fizicko-hemijske Kkarakteristike
proizvoda. U ovom sluc¢aju, visok udeo laktoze u proteinu surutke doprinosi povecanju brzine
ocvrScavanja kapsula tokom procesa suSenja, pri ¢emu kapljice uljanog ekstrakta bivaju
"zarobljene" u suvoj matrici (Bylaite i sar. 2001). Stavise, adsorbovanjem na povrsini ulje/voda,
ili pak vezivanjem, zarobljavanjem ili stvaranjem neke vrste prevlake preko aktivne materije,
proteini formiraju tzv. omotac koji je neophodan za zastitu inkapsuliranih bioaktivnih jedinjenja.
Profil funkcionalnosti materijala nosaca koji su optimalni za suSenje rasprSivanjem u struji
toplog vazduha ukljucuje efikasnu emulzifikaciju, §to nije bilo moguce posti¢i sa visokim
udelom inulina u formulaciji. Iz tog razloga, nize vrednosti efikasnosti inkapsulacije su
prime¢ene u ogledima sa visokim koncentracijama ugljenih hidrata u formulaciji nosaca.
Dobijeni rezultati predstavljaju jos jednu potvrdu u nizu, da se ugljeni hidrati ne preporucuju kao
nosaci bioaktivnih jedinjenja bez prisustva nekog povrsinski aktivnog sastojka, s obzirom da kao
pojedina¢ne komponente ne poseduju svojstvo emulgovanja. Medutim, uklju¢ivanje nekog dela
ugljenih hidrata u formulaciju nosata moZe poboljSati svojstva inkapsulata tokom procesa
susSenja, $to je bio slucaj u ovoj studiji, ali i u mnogim drugim ogledima prikazanim u nau¢noj
literaturi (Sheu i Rosenberg, 1995; Kagami i sar. 2003; de Barros Fernandes i sar. 2013).
PoboljSanje ovih karakteristika se takode moze objasniti formiranjem "kore" oko kapljica

emulzije u kontaktu sa toplim vazduhom.
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5.3. Karakterizacija inkapsulata sporednog proizvoda prerade

Sargarepe dobijenih freeze i spray drying tehnikama

5.3.1. Morfoloske karakteristike inkapsulata sporednog proizvoda prerade

Sargarepe

Morfoloske karakteristike optimalnih inkapsulata ekstrakta sporednog proizvoda prerade
Sargarepe analizirane su skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM) pod razlicitim

uvecanjima, a dobijeni rezultati prikazani su na slici 30.
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Slika 29. SEM mikrografije inkapsulata dobijenog freeze drying tehnikom (FDI) sa uvec¢anjem
od a) 190 i b) 400, i optimalnog inkapsulata dobijenog spray drying tehnikom (SDI) sa
uvecanjem od ¢) 190 i d) 1500
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Rezultati mikroskopske analize pokazuju da se inkapsulati dobijeni freeze and spray
drying tehnikama sastoje od Cestica nepravilne strukture, razlicite veli¢ine i poroznosti. Pored
toga, obe tehnike inkapsulacije su dale Cestice koje su grupisane u agregate razli¢itih dimenzija,
Sto se moze objasniti prisustvom dela neinkapsuliranog uljanog ekstrakta na povrSinama Cestica.
Prema Moayyedi i sar. (2019), nepravilnosti u vidu udubljenja ili bora na povrsini uzoraka
dobijenih freeze drying metodom, posledica su temperature smrzavanja i niske temperature
susenja. Sa druge strane, formiranje konkaviteta na povSinama Cestica inkapsulata osusSenog
spray drying tehnikom, pripisuje se skupljanju ¢estica usled naglog gubitka vlage nakon hladenja
(Silva i sar. 2013). Veoma sliéne SEM mikrografije inkapsulata uljanih ekstrakata razli¢itog
porekla (moringa, kora i jestivi deo gorke dinje, ¢ia, suncokret) objavljene su od strane brojnih
autora (Us-Medina i sar. 2018; Premi i Sharma, 2017; Chuyen i sar. 2019; Kha i sar. 2014; Le
Priol i sar. 2019).

5.3.2. FTIR 1 Raman spektroskopska analiza inkapsulata sporednog

proizvoda prerade Sargarepe

FTIR analiza je koriS¢ena za karakterizaciju dobijenih optimalnih inkapsulata u cilju
identifikacije i analize potencijalnih funkcionalnih grupa izmedu nosaca i ekstrakta sporednog
proizvoda prerade Sargarepe. Na slici 31a dati su rezultati FTIR spektroskopske analize, gde su
pod 1 i 2 prikazani spektri nosaca inulina i proteina surutke, zatim pod 3 spektar ekstrakta
sporednog proizvoda prerade Sargarepe, dok su pod 4 i 5 prikazani spektri optimalnih inkapsulata
dobijenih freeze i spray drying tehnikama.

Na osnovu dobijenih spektara moZze se zakljuciti da trake koje se pripisuju karotenoidima,
kao aktivnim komponentama ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe, odgovaraju pre
svega trakama iz ekstracionog medijuma, odnosno suncokretovog ulja. Isti trend se moze
primetiti 1 kod spektara ispitivanih optimalnih inkapsulata. Medutim, nakon inkapsulacije, trake
koje se odnose na ekstrakt sporednog proizvoda prerade Sargarepe preklopljene su trakama koje
poticu od proteina surutke, kao dominantnog nosa¢a u ovima inkapsulatima. S obzirom na
hemijska svojstva nosaca 1 ekstrakta 1 dobijenih rezultata FTIR analize, smatra se da su ova
jedinjenja formirala fizicku smeSu unutar inkapsulata, bez znacajnih hemijskih interakcija. Ovo

moze ukazivati na dobar odnos nosaca i ekstrakta za inkapsulaciju, Sto posledi¢no dovodi do
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formiranja zadovoljavajuée zastite oko karotenoida iz ekstrakta sporednog proizvoda prerade
Sargarepe.

Raman spektroskopska analiza upotrebljena je za procenu efikasnosti inkapsulacije
analizom povrSinski vezanog ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe (slika 31b). S
obzirom da suncokretovo ulje, inulin i proteini surutke dominiraju u optimalnim formulacijama,
njihove trake sluzile su kao "markeri" za razlikovanje traka koje poti¢u od ekstrakta sporednog
proizvoda prerade Sargarepe. Na osnovu prikazanih rezultata, moze se uociti da trake koje poticu
od inulina i proteina surutke, jasno razdvajaju ova dva nosaca od ekstrakta sporednog proizvoda
prerade Sargarepe, u kom dominiraju trake koje poti¢u od suncokretovog ulja. Prema Camorani i
sar. (2015) trake na 1157 cm™ i 1525 cm™ u spektru 3, koji se odnosi na ekstrakt sporednog
proizvoda prerade Sargarepe, posledica su prisustva karotenoida. Traka na ~1008 cm™, takode
karakteristi¢na za karotenoide, u ovom slucaju je verovatno prekrivena spektrima suncokretovog
ulja, ili u slucaju inkapsulata spektrima proteina surutke na ~1006 cm™, u blizini polozaja
fenilalanin trake (Zhao i sar. 2004). Raman analizom su kod oba optimalna inkapsulata jasno
potvrdene trake karakteristi¢ne za ekstrakt, odnosno aktivne komponente, sto ukazuje na njihovu
prisutnost na povrsini inkapsulata. Ovakvi rezultati su ocekivani, s obzirom je prethodno utvrden

sadrZaj povrsinskih karotenoida, prilikom odredivanja efikasnosti inkapsulacije istih.

Transmittance/a.u.
Raman Intensity/a.u.
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Slika 30. a) FTIR i b) Raman spektri inulina (1), proteina surutke (2), ekstrakta sporednog
proizvoda prerade Sargarepe (3), FDI (4) 1 SDI (5) inkapsulata
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5.3.3. Fizicke karakteristike inkapsulata sporednog proizvoda prerade

Sargarepe

U okviru fizickih karakteristika inkapsulata ispitivani su parametri kvaliteta vazni za
njihovu prakti¢nu primenu kao prahova, s obzirom da je takva forma krajnji rezultat procesa
inkapsulacije. U pitanju su, pre svega, vrednosti aktivnosti vode, sadrzaja vlage i higroskopnosti,
kao glavne determinante za stabilnost i mikrobiolosku aktivnost inkapsulata. Na svim
proizvodnim nivoima poZzeljan je maksimalan prinos uz odgovaraju¢i kvalitet finalnog
proizvoda. U cilju poredenja ekonomske opravdanosti koris¢enja tehnika inkapsulacije, procena
efikasnosti suSenja u pogledu prinosa inkapsulata je od izuzetnog znacaja kada su u pitanju
procesi liofilizacije 1 suSenja u struji toplog vazduha. Rastvorljivost u vodi je takode znacajan
parametar u karakterizaciji praskastih formi, s obzirom da se u prehrambenoj industriji
inkapsulat sa visokim indeksom rastvaranja smatra proizvodom Zeljenih karkateristika. Rezultati

navedenih parametara predstavljeni su u tabeli 17.

Tabela 17. Aktivnost vode, sadrzaj vlage, higroskopnost, prinos i rastvorljivost inkapsulata
sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze drying (FDI) i spray drying tehnikama
(SDI)

Karakteristika FDI SDI
Aktivnost vode 0,18 + 0,00 0,16 + 0,00°
Sadrzaj vlage (%) 4,05 +0,03" 3,35+0,01°
Higroskopnost (Gyege/100g) 2,10+ 0,01° 8,45+0,11°
Prinos inkapsulata (%) 98,32 +2,56" 75,61 + 3,48°
Rastvorljivost (%) 58,72+ 0,27° 56,79 + 0,98°

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

Aktivnost vode (aw vrednost) definiSe se kao koli¢ina slobodne vode, odnosno kao donja
granica slobodne vode za rast mikroorganizama i biohemijske reakcije u hrani. U osnovi, aw

vrednosti ispod 0,6 smatraju se mikrobioloski stabilnim, dok vrednosti od 0,2 do 0,4 osiguravaju
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stabilnost prehrambenog proizvoda od tamnjenja i hidroliticke reakcije, lipidne oksidacije,
autooksidacije i enzimske aktivnosti. Za FDI i SDI inkapsulate, zabeleZene su ekstremno niske
aw vrednosti (manje od 0,2) na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da predstavljaju mikrobioloski
stabilne sastojke sa mogu¢nos$¢u primene u razli¢itim prehrambenim proizvodima. Pored aw
vrednosti, u oblasti nauke o bezbednosti hrane, sadrzaj vlage je takode bitna karakteristika koja
uti¢e na mikrobiolosku stabilnost, reoloske 1 morfoloske karakteristike dobijenih inkapsulata.
Sadrzaj vlage predstavlja sastav vode u sistemu, i u direktoj je vezi sa efikasno$¢éu suSenja. U
sistemima kao $to su inkapsulati biljnih ekstrakata pozeljan je mali sadrzaj vlage, §to osigurava
produzeno vreme trajanja i stabilnosti ekstrakata sa smanjenom moguc¢no$éu mikrobioloske
kontaminacije tokom skladistenja i manipulacijom istih. Prema Ramakrishnan i sar. (2018) niska
aw vrednost i1 nizak sadrzaj vlage takode doprinose sprecavanju pojave aglomeracije i pojave
poznate kao caking (sjedinjavanje Cestica/pojava "pogace" usled lepljivosti). U dobijenim
inkapsulatima vrednosti sadrzaja vlage su manji od 5%, §to je u okviru opsega kojima se
ispunjava zahtev kvaliteta za ovu vrstu proizvoda. Ukoliko uporedimo dobijene rezultate sa
aspekta primenjene tehnike, moze se videti da su niZze vrednosti navedenih parametara
zabeleZzene za inkapsulat dobijen spray drying tehnikom. Dobijeni rezultati su u skladu sa
rezultatima objavljenim od strane Quispe-Condori i sar. (2011) i Caliskan i Dirim (2016), koji
upucuju da je pri visokoj ulaznoj temperaturi, kao u slucaju spray drying tehnike, brzina prenosa
toplote veca i pruza pokretacku silu za isparavanje vlage. Tengse i sar. (2017) su takode dosili do
zakljucka da viSa ulazna temperatura moze smanjiti relativnu vlaznost vazduha koji se ubrizgava
u komoru za suSenje i ubrzava prenos toplote izmedu vazduha i napojne smeSe, Sto rezultira
nizim sadrZajem vlage u dobijenom proizvodu.

Higroskopnost se definiSe kao sposobnost materijala da apsorbuje vlagu iz okolne
sredine. Budu¢i da je mobilnost vode glavni pokreta¢ enzimskih 1 hemijskih reakcija, Sto
rezultira pogorSanjem kvaliteta i promenom fizi¢kih svojstava inkapsulata, higroskopnost je
vazan faktor za predvidanje njihove stabilnosti. Niske vrednosti higroskopnosti smatraju se
poZeljnom karakteristikom inkapsulata, s obzirom da se visoka higroskopnost povezuje sa ve¢om
tendencijom ka vezivanju vode i pojavom lepljivosti (Tonon i sar. 2008). Prema Nurhadi i sar.
(2012) praskaste forme koje imaju higroskopnost manju od 20% su zadovoljavajuceg kvaliteta 1
smatraju se nehigroskopnim. Kako su dobijene vrednosti ispod navedene granice, nakon sedam

dana skladiStenja inkapsulata u eksikatoru u uslovima relativne vlaznosti od 75%, moglo se
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konstatovati da su oba uzorka nehigroskopna. Inkapsulat dobijen freeze drying tehnikom, tokom
ispitivanog vremenskog perioda pokazao je higroskopnost u vrednosti od 2,10 g04e/100 g, dok je
inkapsulat dobijen spray drying metodom pokazao Cetiri puta ve¢u vrednost (8,45 gyvode/100 Q),
Sto ukazuje na njegov ja¢i kapacitet za privlaéenje molekula vode u kontaktu sa okolnom
sredinom. Prema de Souza i sar. (2015) temperatura suSenja ima znacajan uticaj na
higroskopnost, te inkapsulati dobijeni na veéim temperaturama poseduju vece vrednosti s
obzirom da se u takvim uslovima dobijaju poroznije Cestice pri ¢emu je olakSana apsorpcija
vode. Dobijeni rezultati istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije su u skladu sa navedenom
konstatacijom. Takode, dobijeni rezultati su u skladu i sa konstatacijom predstavljenom od strane
Mishra i sar. (2014) i Caparino i sar. (2012), koji su izvestili da je higroskopnost praha u
korelaciji sa njegovim sastavom, odnosno vrstom nosaca. Optimalna smesa nosaca za SDI, za
razliku od FDI, u svom sastavu sadrzi i inulin, koji je uticao na higroskopnost uzorka zbog
visokog afiniteta inulina prema vodi, zasnovanog na prisustvu velikog broja hidrofilnih grupa.
Slic¢an zakljucak objavljen je i u studiji Barros Fernandes i sar. (2014). Sa druge strane, pojedini
autori ukazuju na korelaciju izmedu izmedu sadrzaja vlage i higroskopnosti praha (Santana i sar.
2013; Tonon i sar. 2008). Medutim, ova korelacija nije potvrdena od strane drugih autora
(Ahmed i sar. 2010; Bicudo i sar. 2015), te iz tog razloga ne moze biti generalizovana.

Freeze drying tehnikom ostvaren je oko 20% veci prinos inkapsulata u odnosu na spray
drying tehniku. Iako pruza mnogobrojne prednosti, visoka cena suSenja, kao osnovna mana
liofilizacije, limitira njenu Siroku primenu. Kada je u pitanju spray drying tehnika, kao najces¢i
problem izdvaja se lepljivost tokom susenja i zaostajanje na zidovima komore za susenje.
Lepljivost se moze definisati fenomenima poznatim kao kohezija i adhezija. Kohezija je pojava
lepljivosti izmedu Cestica, dok je adhezija pojava lepljivosti izmedu Cestica 1 zida komore za
susenje ili ciklona (Vladi¢, 2017). Efikasna proizvodnja inkapsulata spray drying tehnikom, u
pogledu onemogucéivanja pojave lepljivosti tokom susenja, ostvaruje se odabirom odgovarajuceg
nosaca. Prema literaturnim podacima, animalni proteini su dali dobre rezultate, i u sluc¢aju kada
se koriste sami i kada se kombinuju sa ugljenim hidratima (Seregelj i sar. 2019; Hugget i sar.
2018; Rodea-Gonzales i sar. 2012; Escalona-Garcia i sar. 2016). Medutim, i medu animalnim
proteinima postoje izvesne razlike u efikasnosti susenja i prinosa koji se ostvaruje. Nu Ton i sar.
(2016) su ispitivali efikasnost razliCitih proteinskih nosaca za inkapsulaciju ulja semena

rambutana spray drying tehnikom. Primenom natrijum kazeinata i Zelatina u ove svrhe ostvaren
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je nizak prinos inkapsulata (25,6-28,5%), dok je sa proteinima surutke zabeleZen prinos od
72,5%. To donekle moze biti objaSnjeno visokim viskozitetom emulzije koji je odlika nosaca
poput natrijum kazeinata i zelatina. Sa druge strane, proteini surutke poseduju dobre osobine
emulgovanja i formiranje filma, kao i nisku viskoznost, §to je doprinelo boljim rezultatima u
pogledu prinosa inkapsulata. Naime, ovaj rezultat je u skladu sa prinosom koji je ostvaren za SDI
optimalni inkapsulat. Efikasnost suSenja veca od 50% navodi se kao kriterijum uspeSnog susenja
u laboratorijskim uslovima, te se dobijeni rezultati mogu smatrati dobrim prinosom za obe
tehnike.

Indeks rastvorljivosti je fizicka karakteristika inkapsulata koja predstavlja sposobnost
njegovog rastvaranja u vodi. Dobijeni inkapsulati ekstrakta sporednog proizvoda prerade
Sargarepe imaju relatvno visoku vrednost indeksa rastvorljivosti u vodi, $to iznosi oko 55%.
Morfologija inkapsulata ima veliki uticaj na rastvorljivost, te se smatra da je kod uzoraka
kompaktnije strukture, bez pukotina i praznina, otezano prodiranje vode, a samim tim i
rastvaranje. Ovakva struktura se obi¢no povezuje sa inkapsulatima na bazi proteinskih nosaca,
¢ime se objasnjavaju nize vrednosti rastvorljivosti ukoliko se uporede, na primer, sa
ugljenohidratnim nosac¢ima (Kalusevic, 2016).

Veli¢ina cCestica 1 njihova distribucija predstavljaju veoma bitne karakteristike
inkapsulata, koje uticu na svojstva i performanse intermedijarnih i finalnih proizvoda. Takode, u
velikoj meri mogu uticati na prirodu i efikasnost proizvodnog procesa (Chan i sar. 2008).
Razli¢ite studije istakle su znaCaj veliCine Cestica kada se koriste inkapsulirana bioaktivna
jedinjenja u funkcionalnoj hrani. U nekim slu€ajevima, Cestice ve¢ih dimenzija u funkcionalnoj
hrani mogu biti nepoZeljne zbog neugodnog osecaja u ustima, dok u drugim mogu biti poZeljene,
odnosno kada je cilj dobijanje proizvoda sa vidljivim elementima. Sa druge strane, smanjenje
veli¢ine Cestica bioaktivnih jedinjenja moZe poboljsati njthovu biodostupnost, svojstva isporuke,
rastvorljivost, a samim tim i biolosku aktivnost (Shegokar i Muller, 2010). Polidisperznost,
odnosno uniformnost cCestica je joS jedan parametar znacajan za kinetiku oslobadanja
inkapsuliranih sastojaka, s obzirom da Cestice iste veli¢ine pokazuju istu brzinu oslobadanja
(Ramos, 2011). Raspodela velic¢ina Cestica inkapsulata ekstrakta sporednog proizvoda prerade
Sargarepe odredena je pomoc¢u uredaja Mastersizer 2000 metodom laserske difrakcije, a dobijeni

rezultati prikazani su na slici 32.
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Slika 31. Raspodela veli¢ine Cestica inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe
dobijenih a) freeze drying i b) spray drying tehnikama
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Na osnovu prikazanih rezultata mogu se uvideti znacajne razlike u veli¢inama cestica
inkapsulata, koje poticu od primenjenih tehnika suSenja. Srednji pre¢nik Cestica FDI inkapsulata
iznosi 195,98 um. Takode, rezultati merenja raspodele velic¢ine Cestica pokazuju da 10% cestica
ima precnik manji od 46,33 um, 50% cestica manji precnik od 118,61 pm, a 90% cestica ima
precnik manji od 465,98 um. Srednji precnik Cestica SDI inkapsulata iznosi 20,94 um, na osnovu
cega se moze zakljuciti da su Cestice ovog uzorka znatno manje od FDI inkapsulata. Raspodela
veli¢ina Cestica za SDI uzorak pokazuje da 10% cestica ima pre¢nik manji od 7,12 pum, 50%
Cestica ima manji pre¢nik od 13,23 pum, dok 90% cestica ima precnik manji od 54,52 pm. Vece
dimenzije liofiliziranih Cestica mogu se objasniti niskom temperaturom procesa i nedostatkom
snage za razbijanje smrznutih kapljica, odnosno za promenu povrsine tokom suSenja (Chen i sar.
2012). U literaturi se mogu nac¢i podaci i da od razli¢itih metoda i brzine smrzavanja uzorka
zavise veli¢ina kristala leda, a samim tim i veli¢ina Cestica i moguénost njihove agregacije.
Prema Abdelwahed i sar. (2006), $to su kristali leda manji, njihova specifi¢na povrsina je veca, a
mehanicko naprezanje koje pri tome nastaje je manje. Manji kristali leda uzrok su manje
mogucénosti agregacije Cestica koja se moze dogoditi tokom mehani¢kog naprezanja. Medutim,
kada se uopsteno diskutuje o liofiliziranim inkapsulatima, veli¢ina Cestica nije od presudnog
znacaja, jer se ona Cesto reguliSe naknadim usitnjavanjem ili mlevenjem (Kalusevi¢, 2016). Sa
druge strane, spray drying tehnika se smatra pogodnom metodom za proizvodnju malih i
uniformnih Cestica, s obzirom da prolaze kroz sistem za rasprSivanje pre ulaska u komoru za
suSenje (Correia i sar. 2017).

Inkapsulati sporednog proizvoda prerade Sargarepe okarakterisani su i u pogledu nasipne
1 tapkane gustine, na osnovu cega su izrazeni indeks kompresibilnosti, Hausnerov odnos i
protocne karakteristike za ispitivane uzorke. Poznavanje tih karakteristika je od fundamentalnog
znaCaja sa aspekta daljeg procesuiranja, skladiStenja, pakovanja i transporta. Rezultati ovih
analiza prikazani su u tabeli 18.

Znacajno vece vrednosti nasipne i tapkane gustine odredene su za uzorak koji je dobijen
tehnikom suSenja u struji toplog vazduha. Slucaj nizih vrednosti nasipne i1 tapkane gustine
inkapsulata, kada je u pitanju tehnika liofilizacije, zabelezZen je i u studijama KalusSevié¢ (2016) i
Calin-Sanchez i sar. (2013). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je inkapsulat
dobijen tehnikom suSenja u struji toplog vazduha znatno pogodniji sa tehnoloSkog aspekta.

Navedeni rezultat se mozZe objasniti manjom veli¢inom cestica inkapsulata dobijenih ovom
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tehnikom. Sli¢na opaZanja predstavljena su u studijama Caliskan i Dirim (2016) i Seregel; i sar.
(2019). Pored toga, moze se re¢i da i1 sastav optimalne smeSe ima znacajan uticaj na nasipnu
gustinu inkapsulata. Optimalna smeSa nosaca za SDI uzorak, pored proteina surutke sadrzi i udeo
inulina, ¢ije je smeStanje u prostorima izmedu Cestica lakSe zbog manjih dimenzija koje ga
karakteriSu. SliCan zaklju¢ak su objavili i Barros-Fernandes i sar. (2013) koji su ispitivali
fizicko-hemijske karakteristike inkapsulata etarskog ulja ruzmarina dobijenog spray drying
tehnikom uz primenu meSavine proteina surutke i inulina kao nosaca. Prema njima, sa

povecanjem udela inulina u smesi povecavale su se i vrednosti nasipne i tapkane gustine.

Tabela 18. Nasipna i tapkana gustina, Indeks kompresibilnosti, Hausnerov odnos i svojstvo
proticanja inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze drying (FDI) i
spray drying tehnikama (SDI)

Karakteristika FDI SDI
Nasipna gustina (g/ml) 0,26 + 0,02° 0,34 + 0,06"
Tapkana gustina (g/ml) 0,38 +0,04° 0,49 + 0,05"
Indeks kompresibilnosti (%6) 31,58 + 0,05° 30,61 +0,07°
Hausnerov odnos 1,46 + 0,05 1,44 +0,07°
Proto¢nost Zadovoljavajuca Zadovoljavajuca
Kohezivnost Visoka Visok

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

Indeks kompresibilnosti ili Carr index, predstavlja parametar za kategorizaciju
inkapsulata prema svojstvu proticanja. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da oba
inkapsulata spadaju u kategoriju zadovoljavajuée proto¢nosti. Sto se tiGe svojstva kohezivnosti,
kategorisanih na osnovu vrednosti Hausnerovog odnosa, inkapsulati ekstrakta sporednog

proizvoda prerade Sargarepe svrstani su u kategoriju visoke kohezivnosti Cestica.
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5.3.4. Oksidativna stabilnost inkapsulata sporednog proizvoda prerade

Sargarepe

Oksidativna stabilnost ili odrzivost proizvoda na bazi biljnih ulja predstavlja vreme za
koje se ona mogu sacuvati od intenzivnog procesa autooksidacije. Kvarenje biljnih ulja
uzrokovano oksidativnim procesom je najéeS¢i tip kvarenja, a predstavlja proces oksidacije
nezasi¢enog ugljovodoni¢nog lanca masnih kiselina. Poznavanje stabilnosti ili odrzivosti
ovakvih proizvoda je od izuzetnog znacaja, kako bi se moglo unapred odrediti vreme bez bitnih
promena kvaliteta. Proizvodi autooksidacje u malim koli¢inama daju uljima neprijatan miris i
ukus, te na taj nacin naruSavaju senzorska svojstva proizvoda. Danas se u praksi za odredivanje
oksidativne stabilnosti ulja najc¢es¢e primenjuje test ubrzane oksidacije ulja poznat kao Rancimat
test. Rancimat test temelji se na ubrzanom kvarenju ulja pri povisenim temperaturama uz
konstantno produvavanje vazduha, pri ¢emu se indukcioni period odreduje na osnovu koli¢ine
izdvojenih kratkolancanih isparljivih organskih kiselina. Indukcioni period (vreme u satima)
ukazuje na otpornost ulja prema oksidaciji. Sto je indukcioni period duZi, to je i odrzivost ulja
veca. Rezultati odredivanja indukcionog perioda na bazi Rancimat testa za uzorke optimalnih

inkapsulata uljanog ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe predstavljeni su u tabeli 19.

Tabela 19. Oksidativna stabilnost (h) ekstrakta i inkapsulata sporednog proizvoda prerade

Sargarepe dobijenih freeze drying (FDI) i spray drying tehnikama (SDI)

Temperatura Ekstrakt FDI SDI
Indukcioni period
100 °C 6,10 + 0,03° 8,55+ 0,40° 7,10 + 0,30°
110 °C 3,00 + 0,03° 425+0,21° 3,50 +0,10°

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).
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Indukcioni period ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe pri 100 °C iznosio je
6,10 h, dok je pri uslovima od 110 °C indukcioni period iznosio 3,00 h. Prema objavljenim
literaturnim podacima, ulje se moze smatrati stabilnim ako ima najmanje 6 h indukcionog
vremena, te se moze zakljuciti da je uljani ekstrakt sporednog proizvoda prerade Sargarepe u
skladu sa navedenim propisima (EH141112, 2003).

Sa druge strane, duzi indukcioni period odreden je kod optimalnih inkapsulata, $to
potvrduje uspesnost postupka inkapsulacije ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe.
Ukoliko izvr§imo komparaciju optimalnih uzoraka, inkapsulacijom eckstrakta freeze drying
tehnikom povecan je indukcioni period za ~30%, dok je nakon inkapsulacije ekstrakta spray
drying tehnikom zabeleZeno poveéanje za ~15%. Sturm i sar. (2019) su takode objavili sli¢na
zapazanja o znacajnijem povecanju indukcionog perioda nakon inkapsulacije neparafinisanog
propolisa freeze drying tehnikom. Osim primenjene tehnike, na oksidativnu stabilnost
inkapsuliranih ekstrakata veliki uticaj pokazuju i primenjeni nosaci aktivnih komponenti. Tome
svedoci istrazivanje Lim 1 sar. (2012) koji su ispitivali oksidativnu stabilnost inkapsuliranog ulja
semena pitaje spray drying tehnikom. U zavisnosti od primenjenog nosaca za inkapsulaciju ovog

ulja zabeleZene su vrednosti indukcionog perioda od 5,20 do 38 h.

5.3.5. Odrzivost karotenoida inkapsulata sporednog proizvoda prerade

Sargarepe

Kao $to je opisano u poglavlju 5.1.3. za ispitivanje odrzivosti karotenoida u ekstraktu
sporednog proizvoda prerade Sargarepe, na isti nacin procenjena je i odrzivost karotenoida nakon
inkapsulacije ekstrakta freeze i spray drying tehnikama pod optimalnim uslovima. Rezultati
retencije karotenoida tokom 180 dana skladistenja FDI i SDI optimalnih inkapsulata u svetlim i
tamnim uslovima prikazani su na slici 33, dok su kineticki parametri u pogledu brzine

degradacije (k) i vremena poluzivota (t32) dati u tabeli 20.
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Slika 32. Retencija karotenoida tokom perioda skladiStenja (180 dana) inkapsulata sporednog
proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze drying (FDI) i spray drying tehnikama (SDI) u

svetlim i tamnim uslovima

Stubici oznaceni razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3)

Tabela 20. Vrednosti brzine degradacije (k) i vremena poluzivota (ty;) karotenoida tokom
perioda skladistenja (180 dana) inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih
freeze drying (FDI) i spray drying tehnikama (SDI) u svetlim i tamnim uslovima

FDI FDI SDI SDI
Parametar

svetli uslovi tamni uslovi svetli uslovi tamni uslovi

Brzina degradacije

4 0,0026 0,0016 0,0017 0,0011
- k (dan™)
Vreme poluZzivota
266,60 433,22 407,73 630,13
- ty» (dan)
R’ 0,94 0,91 0,96 0,93
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Dobijeni rezultati pokazuju da je nakon perioda od 180 dana, retencija karotenoida veca
kod SDI optimalnog inkapsulata, a odnosi se 1 na svetle 1 na tamne uslove skladiStenja. Tokom
navedenog perioda, najveca retencija karotenoida zabelezena je za SDI uzorak koji je skladiSten
u tamnim uslovima (82%), dok je najmanju retenciju pokazao FDI uzorak skladisten u uslovima
dnevne svetlosti (65%). Medutim, ukoliko se uporedi retencija ovih pigmenata pre inkapsulacije
(u ekstraktu, poglavlje 5.1.3.) i nakon inkapsulacije, moze se potvrditi zaStitni efekat obe tehnike,
odnosno i freeze i spray drying inkapsulacije.

Monicka i sar. (2017) su ispitivali stabilnost karotenoida iz pulpe bundeve inkapsuliranih
na maltodekstrinu i smesi maltodekstrina i gume arabike spray drying tehnikom. Tokom perioda
skladiStenja od 60 dana u tamnim uslovima, zabeleZena je retencija karotenoida od 82,07% za
inkapsulat gde je kao nosac upotrebljena smesa maltodekstrina i gume arabike, dok je manja
retencija ostvarena u slucaju inkapsulacije karotenoida sa Cistim maltodekstrinom (70,74%).
Premi i Sharma (2017) su takode potvrdili efikasnost spray drying tehnike tokom ispitivanja

stabilnosti skladiStenja inkapsuliranog ulja moringe (Moringa olifera).

5.3.6. Boja inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe

Boja je fizicka, ali ujedno 1 senzorna karakteristika koja u velikoj meri doprinosi
prihvatljivosti proizvoda od strane potrosaca. Postojanost, odnosno stabilnost boje je znacajan
parametar kvaliteta prehrambenih proizvoda, te se ovo svojstvo proverava u gotovo svim fazama
tehnoloSkog postupka proizvodnje, skladiStenja i prodaje. Boja uzoraka inkapsulata uslovljena je
bojom ekstrakta sporednog proizvoda prerade sargarepe, a dobijene L*, a* i b* vrednosti, kao i
vrednosti ugla boje (h°) i hrome (C*) za FDI i SDI inkapsulate prikazane su u tabeli 21.

FDI inkapsulat karakteriSe manja osvetljenost (L*=82,44) 1 ve¢i intenzitet zute boje
(b*=37,72) u poredenju sa SDI inkapsulatom (L*=89,04; b*=24,90). Tamniju boju i izraZeniju
zutu nijansu FDI inkapsulata potvrduje i visa vrednost hrome (C*=37,72), §to se moZe objasniti
vec¢im sadrzajem karotenoida na povrs$ini inkapsulata dobijenog ovom tehnikom. Takode, razlike
u boji mogu biti uslovljene i razlikama u veli¢inama cestica, s obzirom da manje Cestice u
slu¢aju SDI inkapsulata, doprinose povecanju osvetljenja i smanjenju intenziteta Zute boje.
Generalno, dobijeni rezultati su ocekivani, jer se 1 medu literaturnim podacima cesto nalaze

takve razlike L* vrednosti inkapsulata dobijenih freeze i spray drying tehnikama. Jedan od

141



Doktorska disertacija Vanja Seregelj

primera je rezultat istrazivanja Ogrodowska i sar. (2019) koji su ispitivali uticaj navedenih
tehnika suSenja na kvalitet inkapsuliranih bio ulja. Sli¢ne rezultate objavili su 1 autori koji su
istrazivali inkapsulaciju ekstrakta pulpe manga (Sharma i sar. 2013) i ulja semena bundeve
(Ogrodowska i sar. 2017).

Tabela 21. CIE Lab hromatski parametri inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe

dobijenih freeze drying (FDI) i spray drying tehnikama (SDI)

CIE Lab FDI SDI
L* 82,44 + (0,03 89,04 + 0,00°
a* 0,10 + 0,03° 2,12+0,01°
b* 37,72 +0,07° 24,90 + 0,05°
C* 37,72 + 0,04° 24,99 + 0,05°
h° 90,15 + 0,04° 94,86 + 0,01°

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

U tabeli 22 dati su i CIE Lab parametri nakon 180 dana skladiStenja inkapsulata
sporednog proizvoda prerade Sargarepe u svetlim i tamnim uslovima, a na slici 34 je prikazana
ukupna promena boje AE. Tokom perioda skladiStenja inkapsulata u svetlim i u tamnim
uslovima, doslo je do znacajnih promena, narocito u pogledu L* parametra. [ako se o¢ekivalo da
¢e L* vrednost tokom perioda skladiStenja da raste, zabeleZzeno je smanjenja osvetljenosti
ispitivanih inkapsulata. Sto se ti¢e parametra b*, zapaZa se smanjenje vrednosti tokom perioda
od 180 dana, $to je u skladu sa retencijom karotenoida u ovim inkapsulatima. Medutim, iako je
doslo do niza navedenih promena u CIE Lab parametrima, vrednosti ugla boje (h°) i dalje

sugeriSu Zute nijanse FDI i SDI inkapsulata.
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Tabela 22. CIE Lab hromatski parametri inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe
dobijenih freeze drying (FDI) i spray drying tehnikama (SDI) nakon 180 dana skladiStenja u

svetlim i tamnim uslovima

CIE Lab FDl1go FDl1go SDl1go SDl1go
svetli uslovi tamni uslovi svetli uslovi tamni uslovi
L* 67,96 + 0,32° 66,22 + 0,07° 68,67 + 0,14° 70,60 + 0,07°
= -0,41 +0,01° -0,29 + 0,01° -0,49 + 0,04° -0,93+0,01°
b* 17,39 + 0,06" 23,37 + 0,27 10,01 + 0,11° 12,80 + 0,13
c 17,40 + 0,07 23,37 + 0,26 10,03 + 0,10° 12,84 +0,12°
h° 91,37 + 0,03 90,71+ 0,01° 92,82 + 0,24 94,18 + 0,06"

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

® FDI - svetli uslovi

@ SDI - svetli uslovi

@ FDI - tamni uslovi

4 SDI - tamni uslovi

Slika 33. Ukupna razlika boje AE nakon 180 dana skladiStenja inkapsulata sporednog proizvoda

prerade Sargarepe dobijenih freeze drying (FDI) i spray drying tehnikama (SDI) nakon 180 dana

skladiStenja u svetlim i tamnim uslovima

Stubici oznaceni razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3)
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5.3.7. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u inkapsulatima sporednog proizvoda

prerade Sargarepe

Sadrzaji bioaktivnih jedinjenja u inkapsulatima sporednog proizvoda prerade Sargarepe
predstavljeni su u tabeli 23. Sadrzaj karotenoida, tokoferola i tokotrienola, odredeni su HPLC

metodom, dok je sadrzaj proteina odreden metodom po Kjeldalu.

Tabela 23. Sadrzaj karotenoida (mg/kg), tokoferola (mg/kg) i proteina (mg/100 g) u
inkapsulatima sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze drying (FDI) i spray
drying tehnikama (SDI)

Sadriaj FDI SDI ‘
Karotenoidi (mg/kg)
a-karoten 6,49 £ 0,42° 5,90 £0,27°
B-karoten 17,70 + 1,04 16,22 + 0,50°
cis-p-karoten 3,83 +0,68° 3,91 +0,28°
Ukupan sadrzZaj karotenoida 28,02 +2,14" 26,03 + 1,05°

Tokoferoli (mg/kg)

a-tokoferol 229,65+ 0,27° 216,24 +5,91°
p-tokoferol 10,06 £ 0,60° 8,99 +0,52°
y-tokoferol 4,27 +0,24° 2,89 + 0,30°%
Ukupan sadrzaj tokoferola 243,98 + 0,,56b 228,13 £ 5,09°
Proteini (mg/100 g) 42,51+ 0,03 31,32 £ 0,02°

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju;,

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

U FDI inkpsulatu odreden je ukupan sadrzaj karotenoida od 28,02 mg/kg, pri cemu je -
karoten prisutan u najvecoj koncentraciji (17,70 mg/kg), potom a-karoten (6,49 mg/kg) i cis-p-
karoten (3,83 mg/kg). SDI uzorak karakteriSe neSto nizi sadrzaj karotenoida i iznosi 26,04
mg/kg, odnosno 16,22 mg/kg B-karotena, 5,90 mg/kg a-karotena i 3,91 mg/kg cis-p-karotena.
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Ukupan sadrzaj tokoferola u FDI i SDI inkapsulatima iznosio je 243,98 mg/kg, odnosno 228,13
mg/kg. a-Tokoferol je detektovan kao najdominantniji homolog u ispitivanim uzorcima, sa
ukupnim sadrzajem od 94%, a preostalih 6% odnosili su se na p-tokoferol (4%) i y-tokoferol
(2%).

Basu i del Vecchio (2001) su takode ispitivali moguénost dobijanja funkcionalnih
dodataka u vidu inkapsulata, koji bi uklju¢ivanjem u razli¢ite prehrambene proizvode doprineli
povecanju sadrzaja karotenoida i1 tokoferola. Navedeni cilj su ostvarili inkapsulacijom ulja
kanole sa a-ciklodekstrinom. Funkcionalne dodatke bogate ovim jedinjenjima prijavili su i
Durante i sar. (2020), kao rezultat ispitivanja inkapsulacije ulja paradajza sa ciklodekstrinima.
Takode, Chuyen i sar. (2019) su predstavili znacajne rezultate kada je re¢ o dobijanju inkapsulata
sa visokim sadrzajem karotenoida i tokoferola. U tu svrhu, sproveli su optimizaciju procesnih
parametara spray drying tehnike za inkapsulaciju ulja kore gorke dinje sa proteinima surutke.

Shodno primenjenim nosafima, sadrzaj proteina u ispitivanim inkapsulatima je bio
ocekivano visok. Kako je Cist protein optimalan nosa¢ za inkapsulaciju ekstrakta sporednog
proizvoda prerade Sargarepe freeze drying tehnikom, za ovaj inkapsulat odreden je visi sadrzaj
proteina, u odnosu na inkapsulat dobijen spray drying tehnikom gde je udeo proteina surutke
71%. Stoga, ukupan sadrZaj proteina odreden u FDI i SDI inkapsulatima iznosi 42,51 i 31,32
mg/100 g. Proteini surutke spadaju u nutritivno najvrednije proteine zahvaljujuci sastavu koji
karakteriSe veliki udeo esencijalnih aminokiselina i visoka bioraspolozivost u organizmu. Naime,
pored toga Sto imaju ulogu nosaca bioaktivnih jedinjenja, proteini surutke poseduju brojna
biaoktivna svojstva zbog ¢ega su nasli primenu u funkcionalnoj hrani, a narocito u proizvodima
koje odlikuje nizak sadrzaj proteina. B-Laktoglobulin je najzastupljeniji protein surutke sa
udelom od 50-60%, a njegov znacaj se ogleda u pozitivnom delovanju na razvoj misi¢a, visokom
nivou cisteina koji podstie sintezu vaznog antioksidanta - glutationa, pozitivno uti¢e na rast
probiotickih kultura Bifidobacterium i Lactobacillus u crevima te pokazuje prebioticka svojstva,
1 utice na imunitet vezivanjem retinske kiseline ¢iji je pozitivan uticaj na proliferaciju limfocita i
aktivnost T-celija dokazan in vitro (Kruni¢, 2017). a-Laktalbumin je drugi po vaznosti protein
surutke sa ukupnim udelom od 20%. Deluje kao prebiotik stimuliSu¢i rast "dobrih™ bakterija,
podstice stvaranje antigena, deluje stimulativno na B-limfocite i T ¢elije, poseduje antimikrobnu,

antikancerogenu i antihipertenzivnu aktivnost. a-Laktalbumin pozitivno deluje i na stres usled
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velike koncentracije triptofana, aminokiseline koja u€estvuje u sintezi serotonina, poznatog kao

hormona sre¢e (Marcus i sar. 2005).

5.3.8. Sadrzaj furozina u inkapsulatima sporednog proizvoda prerade

Sargarepe

Maillard-ove reakcije ili reakcije neenzimskog tamnjenja su hemijske reakcije koje se
odigravaju izmedu aminokiselina i redukujucih $ecera kod temperaturno tretirane i uskladiStene
hrane, i pradene su stvaranjem konstituenata prepoznatljive arome, zutih, crvenih i mrkih
pigmenata. Furozin je jedinjenje koje se formira hidrolizom Amadori jedinjenja, nastalih kao
intermedijernih proizvoda tokom Maillardovih reakcija, i predstavlja indeks osteé¢enja izazvanih
toplotom u prehrambenim proizvodima.

Sadrzaj furozina u optimalnim inkapsulatima sporednog proizvoda prerade Sargarepe
pratio je sadrzaj proteina u njima, a dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 24. Visoke vrednosti
furozina su posledica prisustva proteina surutke, ¢ija priprema zahteva razliite termicke
tretmane. Prema Hidalgo i sar. (2019), visi sadrzaj aminokiselina stimuiSe Maillardovu reakciju 1

stvaranje ovih pigmenata, ¢ime se moze objasniti visi sadrzaj furozina u FDI inkapsulatu.

Tabela 24. Sadrzaj furozina u optimalnim inkapsulatima sporednog proizvoda prerade Sargarepe

dobijenih freeze drying (FDI) i spray drying tehnikama (SDI)

Sadrzaj FDI SDI
Furozin (mg/100 g proteina) 487,03+ 9,52° 407,21 +4,11°

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).
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5.3.9. Antioksidativna i farmakoloS§ka aktivnost inkapsulata sporednog

proizvoda prerade Sargarepe

Bioaktivnost inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe U pogledu
antioksidativne i farmakoloske aktivnosti prikazana je u tabeli 25. Odredivanje bioaktivnosti in
Vvitro ne odrazava u potpunosti fizioloske uslove u ¢eliji, odnosno, ne uzima u obzir biolosku
dostupnost i metabolizam bioaktivnih jedinjenja. 1z tih razloga, uzorci su podvrgnuti in vitro
simuliranoj gastrointestinalnoj digestiji, nakon c¢ega je odredena bioaktivnost kroz razlicite

testove.

Tabela 25. Antioksidativna i farmakoloska aktivnost inkapsulata sporednog proizvoda prerade

sargarepe dobijenih freeze drying (FDI) i spray drying tehnikama (SDI)

Aktivnost FDI SDI

Antioksidativna aktivnost (umolTE/100 g)

B-karoten metoda (AAgcg) 70,11 + 3,02° 43,28 + 2,96°
Redukciona sposobnost (RP) 12,86 + 0,03° 10,19 +0,87°
Farmakoloska aktivnost (% inhibicije)

Antihiperglikemijska aktivnost (AHgA) 32,14+ 1,66° 27,21+ 0,93
Antiinfamatorna aktivnost (AlA) 41,58 + 1,95 21,07 £ 0,48

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

Varenje je sloZen proces pri ¢emu se hrana razlaze na nutrijente neophodne za energiju,
rast 1 obnavljanje Celija. U toku varenja, hrana se pre svega mehanicki usitnjava, nakon Cega
dolazi do enzimske hidrolize makromolekula, odnosno makronutrijenata, i oslobadanja manjih
molekula tj. mikronutrijenata, koji putem apsorpcije dospevaju u krvotok. Mehanicka
dezintegracija hrane se odvija uglavnom u ustima i Zelucu, dok se u tankom 1 debelom crevu
odigrava enzimska razgradnja i apsorpcija nutrijenata i vode. U idealnim okolnostima, digestija

hrane bi trebala da se proucava in vivo na ljudima, medutim, ovo je ¢esto tehnicki neizvodljivo,
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neinventivno i eticki upitno. Poslednjih godina razvila se potreba za in vitro sistemima koji
simuliraju in vivo uslove. U tu svrhu, prvo su uvedeni stati¢ki modeli, a potom i dinamicki in
vitro digestivni sistemi. Interesovanje nau¢ne zajednice za ovakav vid istrazivanja belezi
znacajan napredak u poslednje dve decenije. Ono oko ¢ega se naucnici slazu je da dobar in vitro
digestivni sistem treba da obezbedi u kratkom vremenskom periodu precizne rezultate i tako
posluzi kao brzo sredstvo za procenu karaktersitika hrane. Pored toga, vazna je mogucnost
poredenja rezultata razliCitih laboratorija, §to je vremenom uslovilo standardizaciju in vitro
digestivnih sistema. U okviru ove disertacije, sprovedena je upravo jedna takva standardizovana
metoda za staticki model in vitro digestivnog sistema, nazvan InfoGest, prema istoimenoj
internacionalnoj mreZi koja se bavi istrazivanja na polju in vitro digestivnih sistema.

InfoGest staticki model obuhvatao je digestiju u ustima, Zelucu i crevima. Digestija u
ustima simulirana je meSanjem ispitivanog uzorka sa simuliranom pljuvackom i a-amilazom u
trajanju od dve minute na temperaturi od 37 C°. Nakon toga je sledila faza varenja u zelucu, gde
je bilo najvaznije ispravno definisanje pH (pH 3), s obzirom da je u in vivo uslovima pH
promenljiv i zavisi od puferskog kapaciteta hrane. U cilju oponaSanja realnih uslova, vreme
simulirane digestije u Zelucu bilo je 2h uz prisustvo pepsina kao enzima. Digestija u crevima je
bila poslednja, a ujedno i najsloZenija faza, u kojoj je pH podesen na 7, a Zeludacni efluent
izlozen delovanju pankreatina u trajanju od 2h. Nakon zavrSene simulirane in vitro
gastrointstinalne digestije odredena je bioaktivnost ispitivanih uzoraka, koja oznacava transport
nutrijenata ili bioaktivne komponente i njihovo usvajanje od strane cijnog tkiva, komunikaciju sa
biomolekulima, njihovu biotransformaciju u toku metabolizma i izazivanje fizioloskih odgovora.

1z tabele 25 moze se zakljuciti da oba inkapsulata poseduju znacajna bioloska svojstva
nakon in vitro simulirane gastrointestinalne digestije, $to ukazuje na moguénost njihove primene
kao funkcionalnih dodataka u razli¢itim prehrambenim proizvodima. Kao $to je ve¢ naglaseno,
smatra se da je sinergisticko delovanje a-tokoferola i B-karotena odgovorno za dobijene rezultate
ukupne antioksidativne aktivnosti FDI i SDI inkapsulata. Inhibicija aktivnosti a-glukozidaze
inkapsulatima sporednog proizvoda Sargarepe nudi potencijal za dijabeticare tipa II da kontrolisu
glikemiju putem ishrane i dijetetskih sredstava. Antiinflamatorno delovanje ovih funkcionalnih
dodataka je takode potvrdeno metodom antidenaturacije albumina iz jaja. Ipak, treba napomenuti
da navedeni funkcionalni dodaci nisu lek u suzbijanju bolesti i ne mogu da mu budu zamena, ali

su dobra zastita od njih.

148



Doktorska disertacija Vanja Seregelj

5.4. Primena inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe u

proizvodnji testenine

Savremeni trend proizvodnje funkcionalne hrane namece poboljSanje kvaliteta
prehrambenih proizvoda, ukljucujuéi i testeninu, ¢ija je vaznost gotovo izjednacena sa vaznoscéu
hleba. Testenicarski proizvodi naboljeg kvaliteta dobijaju se od krupice tvrde pSenice (Triticum
durum) - semoline, koja obezbeduje dobra teksturna svojstva, odrzivost kvaliteta pri kuvanju i
intenzivnu Zutu boju testenine, koja potice od karotenoida prisutnih u durum pSenici. Medutim, u
nasoj zemlji, zbog nedostatka durum pSenice i njene znatno vise cene, za proizvodnju testenine
obi¢no se koristi brasno ili krupica meke pSenice (Triticum aestivum spp. vulgare). Kako bi se
postigao bolji kvalitet i Zuta boja testenine, u ovakve proizvode se dodaju jaja ili prehrambene
boje. Imajuci u vidu ¢injenicu da je testenina, na bazi obe vrste pSenice, siromasna proteinima i
esencijalnim aminokiselinama, vitaminima i mineralima, kao i nauc¢na saznanja o korelaciji
izmedu toksicnosti i upotrebe vestackih boja za hranu, sve veéi broj istrazivanja posvecéen je
kreiranju formulacija testenina sa poboljSanim nutritivnim i funkcionalnim svojstvima.

Krajnji cilj istraZivanja u okviru ove disertacije bio je definisanje sirovinskog sastava i
postupka proizvodnje testenine sa dodatim karotenoidima u formi inkapsulata, koji bi
zahvaljujuéi fizioloskom efektu pruzili novu zdravstvenu dimenziju gotovog proizvoda. Paleta
testeniCarskih proizvoda prisutnih na trzi$tu ukazuje na nepostojanje proizvoda ove vrste, §to se
moze i opravdati niskom stabilno$¢u karotenoida i njihovoj sklonosti ka degradaciji tokom
procesa proizvodnje i izlaganju visokoj temperaturi prilikom suSenja proizvoda, kao i tokom
pripreme, onosno kuvanja testenine. Stoga, od velikog znacaja je bilo pronaéi adekvatne nacine
stabilizacije karotenoida koji bi omogucili njihovu primenu u cilju poboljsanja nutritivnog
kvaliteta i zdravstvene efikasnosti proizvoda. Koris¢enje inkapsulata sporednog proizvoda
prerade Sargarepe dobijenih freeze drying i spray drying tehnikama kao finkcionalnih dodataka
predstavljaju novinu u proizvodnji testenine, gde je bitno odrediti nivo supstitucije u formulaciji,
Sto je ograni¢eno tehnoloskim kvalitetom i senzorskim profilom krajnjeg proizvoda. Proizvedeni
uzorci su: testenina na bazi semoline kao kontrolni uzorak, testenina obogacena sa 10 i 20% FDI
inkapsulata (10% FDI; 20% FDI) i testenina obogacéena sa 10 i 20% SDI inkapsulata (10% SDI;
20% SDI) (slika 35).
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10% SDI 20% SDI

Slika 34. Testenina na bazi semoline (kontrola) obogacena sa 10 i 20% optimalnih inkapsulata
sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze drying tehnikom (10% FDI; 20% FDI) i
spray drying tehnikom (10% SDI; 20% SDI)
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5.4.1. Sadrzaj proteina i bioaktivnih jedinjenja u osnovnoj sirovini testenine -

krupica durum pSenice (semolina)

Medu najvaznije aspekte kvaliteta durum pSenice ubrajaju se sadrzaj i kvalitet proteina,
pri ¢emu sadrzaj proteina ima veci uticaj na finalni kvalitet testenine (Pagani i sar. 2007). U
poredenju sa ostalim vrstama pSenice, durum pSenica ima veéi udeo proteina i krece se od 9 do
18 g/100 g (Shewry i sar. 2002). Kako bi se dobila testenina Zeljenog kvaliteta, krupica bi trebala
da sadrzi najmanje 11% proteina. Tvrda pSenica sa visokim sadrZzajem proteina daje krupicu
uniformne veli¢ine Cestica i sa smanjenim udelom skroba. Od krupice tvrde pSenice sa vecim
sadrzajem proteina proizvodi se testenina koja je Cvrsta i elasti¢na, i koja tokom kuvanja dobro
bubri, uz minimalne gubitke organske materije, a ostaje ¢vrsta do trenutka serviranja i ne lepi se.
Sa druge strane, testenina napravljena od krupice sa niskim sadrzajem proteina je veoma lomljiva
i ima malu ¢vrstocu, gubici organske materije tokom kuvanja su uvecéani, a kuvana testenina se
lepi (Skrobot, 2016).

Sadrzaj proteina u ispitivanom uzorku krupice durum pSenice, odnosno semoline,
odreden je metodom po Kjeldalu, i iznosi 11,41 mg/100 g (tabela 26). Visi sadrzaj proteina u
uzorku durum pSenice (12,6 g/100 g) zabelezen je u studiji Brandolini i sar. (2015). Sadrzaj
proteina u pSeni¢nom zrnu uslovljen je kako genetskim, tako i faktorima Zivotne sredine (Hadzi-
Taskovi¢ Sukalovié i sar. 2013). Takode, vazno je napomenuti da sadrzaji proteina, ugljenih
hidrata, mineralnih materija, vitamina i antioksidativnih fitonutrijenata znatno variraju izmedu
razli¢itih frakcija zrna pSenice (Liyana-Pathirana i Shahidi, 2007). U skladu sa tim, funkcionalna
i nutritivna svojstva raznih tipova brasna su razliite, kao i njihova podobnost za razlicite
prehrambene proizvode.

Sa aspekta kvaliteta durum pSenice sadrzaj karotenoida predstavlja bitan indikator, s
obzirom da intenzivna Zuta boja krupice potice upravo od visokog sadrzaja karotenoida prisutnih
u zrnu pSenice. Prema Moore i sar. (2005) sadrzaj ukupnih karotenoida u zrnu durum pSenice se
kre¢e od 0,8 do 2,7 pg/g. Glavni karotenoid durum pSenice je ksantofil lutein, koji ¢ini od 86-
94% ukupnih karotenoida (Abdel-Aal i sar. 2007; Digesu i sar. 2009). Karotenoidi kao §to su
zeaksantin, a-karoten, -karoten i B-kriptoksantin su prisutni u manjim koli¢inama, i krecu se od
3-5% ukupnih karotenoida (Panfili i sar. 2004; Fratianni i sar. 2005; Abdel-Aal i sar. 2007;

Digesu i sar. 2009). Tokom prerade, odnosno mlevenja pSenice, smanjuje se sadrzaj karotenoida,
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s obzirom da se u najve¢im koli¢inama nalaze u aleuronskim slojevima, klicama 1 semenu, koji
se preradom odstranjuju. Tokom mlevenja, lutein pokazuje visoku stabilnost i biva ouvan u
velikoj meri, §to nije slucaj i sa B-karotenom (Borreli i sar. 2008).

Sadrzaj ukupnih karotenoida u ispitivanom uzorku krupice durum pSenice je 5,13 mg/kg,
Sto je znatno viSe u odnosu na zabeleZen sadrzaj ukupnih karotenoida u istraZzivanjima Morre 1
sar. (2005) i Durante i sar. (2019). Kao $to je prikazano u tabeli 26, lutein je dominantan
karotenoid i ¢ini 95% ukupnih karotenoida ispitivane krupice tvrde pSenice, dok preostalih 5%
¢ini zeaksantin. Navedeni udeli odredenih karotenoida su u skladu sa tvrdnjama Abdel-Aal i sar.

(2007), kao i Digesu i sar. (2009) .

Tabela 26. Sadrzaj proteina (mg/100 g), karotenoida (mg/kg) i tokoferola (mg/kg) u krupici

durum psenice (semolina)

Sadrzaj Semolina

Proteini (mg/100 g) 11,41 £ 0,00

Karotenoidi (mg/kg)

Lutein 4,85+ 0,04
Zeaksantin 0,28 £ 0,00
Ukupan sadrzaj karotenoida 5,13 £ 0,04

Tokoferoli (mg/kg)

a-tokoferol 3,54 +£0,02
a-tokotrienol 4,06+ 0,12
p-tokoferol 0,44 +£0,11
B-tokotrienol 25,43 + 0,44
Ukupan sadrzaj tokoferola 33,47+ 0,47

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

Ve¢i udeo navedenih pigmenata predstavlja i veéi intenzitet Zute boje dobijene krupice,
ali Zuta boja krupice ne rezultira uvek i zutom bojom proizvedene testenine. Tokom procesa
proizvodnje testenine dolazi do degradacije pigmenata, $to je rezultat oksidativnih reakcija koje

ukljucuju peroksidaciju nezasi¢enih masnih kiselina lipooksigenazom, dok polifenol oksidaza i
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peroksidaza doprinose stvaranju nepozejne smede boje tokom susenja testenine. Iz tih razloga,
pozeljan je nizi sadrzaj enzima u sirovini (Hidalgo i sar. 2010.; Fu i sar. 2013.). Hidalgo i sar.
(2010.) utvrdili su da je gubitak karotenoidnih pigmenata manji prilikom upotrebe vakuuma
tokom mesanja, a samim tim limitirane dostupnosti kiseonika i aktivnosti lipooksigenaze.

Zrno durum pSenice odlikuje 1 bogat sadrzaj tokoferola i tokotrienola. Prema Lampi 1 sar.
(2010) koncentracija ukupnih tokoferola 1 tokotrienola u pSeni¢cnom zrnu ima vrednost od 27,6 1
79,7 ug/g. U okviru ove disertacije, B-tokotrienol je odreden kao dominantan tokol u krupici
durum psenice (25,4 mg/kg), zatim a-tokotrienol (4,1 mg/kg), a-tokoferol (3,5 mg/kg), i B-
tokoferol (0,4 mg/kg). Slican profil tokoferola 1 tokotrienola izvestili su Laddomada i sar. (2015).
Isti autori su izvestili da sadrzaj B-tokotrienola znacajano varira izmedu razli¢itih sorti tvrde
pSenice, dok drugi tokoli, osim S$to su manje zastupljeni, pokazuju manje varijacije medu
uzorcima. Sa druge strane, Durante i sar. (2019) su objavili prisustvo a-tokoferola (0,85 mg/100
g), y-tokoferola (0,30 mg/100 g) i a-tokotrienola (0,57 mg/100 g) u ispitivanom uzorku Vertola

semoline.
5.4.2. Sadrzaj furozina u krupici durum pSenice (semolina)

Za durum semolinu, koja je koriS§¢ena u formulaciji za proizvodnju testenina u okviru

doktorske disertacije, odreden je sadrzaj furozina od 7,32 mg/100 g proteina (tabela 27).

Tabela 27. Sadrzaj furozina u krupici durum psenice (semolina)

Sadrzaj Semolina

Furozin (mg/100 g proteina) 7,32 + 1,30

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

Hidalgo 1 Brandolini (2011) ispitivali su sadrzaj furozina u razli¢itim tipovima pSeni¢nog
brasna, odnosno brasna od tvrde durum psenice (Creso), meke pSenice (Blasco, Pagani i Eureka),
kao 1 einkorn pSenice (Monlis, Sal9830 1 L92). Dobijene vrednosti za sadrzaj furozina kod
navedenih sorti pSenice kretale su se od 3,5 do 14,8 mg/100 g proteina. Brasna od einkorn,

odnosno jednozrne pSenice, pokazala su mali sadrzaj furozina (u proseku 5,5 = 1,32 mg/100 g
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proteina), dok su brasna od poliploidne pSenice pokazala Sire varijacije i viSe srednje vrednosti
(brasna od meke pSenica - 7,7 = 4,41 mg/100 g proteina; Creso - 12,5 + 2,06 mg/100 g proteina).
Guerra-Hernandez i sar. (1999) su odredili sadrzaj furozina od 13,7 mg/100 g proteina u
pSenicnom brasnu koje se koristi za pripremu hrane za bebe, dok istrazivanje Resmini i
Pellegrino (1990) ukazuje na nize vrednosti furozina, i to 1-3 mg/100 g proteina za brasno od
meke pSenice i 3-9 mg/100 g proteina za brasno od tvrde durum pSenice. Navedene razlike se
mogu pripisati uslovima suSenja, mlevenja i skladiStenja brasna, Sto naglaSavaju i visoke
vrednosti furozina brasna meke pSenice ¢ija su zrna prethodno susena na 60-141 °C (oko 48

mg/100 g proteina) (Rufian-Henares i sar. 2009).

5.4.3. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u nekuvanoj i kuvanoj testenini

Supstitucija dela semoline inkapsulatima sporednog proizvoda prerade Sargarepe,
uopsteno gledano, doprinela je znacajnom (p < 0,05) povecanju sadrzaja ispitivanih bioaktivnih
jedinjenja, karotenoida i1 tokoferola. Poveéanje sadrzaja navedenih jedinjenja pratio je trend
povecanja udela inkapsulata u formulaciji testenine (tabela 28).

Sadrzaj ukupnih karotenoida iznosio je 6,09 i 6,38 mg/kg za uzorke nekuvane testenine
sa udelom inkapsulata od 10%, Sto predstavlja 56,15%, odnosno 63,59% veéi sadrzaj
karotenoida u odnosu na kontrolni uzorak. Sa druge strane, za udeo inkapsulata od 20% u
formulaciji testenine odreden je sadrzaj karotenoida od 7,77 i 8,53 mg/kg, odnosno 99,23% i
118,72% veci sadrzaj u odnosu na kontrolni uzorak testenine. Takode, ukoliko se uporedi sadrzaj
karotenoida sa stanoviSta dodatih inkapsulata u formulaciju testenine, supstitucija semoline sa
FDI inkapsulatom rezultirala je vis$im vrednostima u oba slu¢aja. Ovakav rezultat je i o¢ekivan, s
obzirom da je viSi sadrzaj karotenoida odreden upravo za ovu vrstu inkapsulata.

Lutein i zaeksantin su prisutni u svim uzorcima testenine, a potiu iz osnovne sirovine za
njihovu proizvodnju - semoline. Supstitucija dela semoline FDI i SDI inkapsulatima obezbedila
je da se u proizvedenoj testenini detektuju i karotenoidi koji nisu prisutni u kontrolnom uzorku.
U obogacenoj testenini FDI i SDI inkapsulatima, uvecan sadrzaj karotenoida posledica je
prisustva inkapsuliranog ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe, bogatog pre svega -
karotenom, a-karotenom i cis-p-karotenom. Takode, sadrzaj ksantofila, Iuteina i zeaksantina, u

uzorcima proizvedene testenine u direktnoj je vezi sa nivoom supstitucije semoline, te se uocava
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trend smanjenja sadrZaja ovih jedinjenja uklju¢ivanjem inkapsulata kao funkcionalnog dodataka

u formulaciju.

Tabela 28. Sadrzaj karotenoida (mg/kg) i tokoferola (mg/kg) u nekuvanim uzorcima testenine;
Testenina na bazi semoline (kontrola), testenina na bazi semoline obogaéena sa 10 i 20%
optimalnih inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze drying tehnikom
(10% FDI; 20% FDI) i spray drying tehnikom (10% SDI; 20% SDI)

Kontrola 10% FDI 20% FDI 10% SDI 20% SDI

Sadrzaj

Karotenoidi (mg/kg)

a-karoten nd? 0,74+0,01°  1,24+0,05° 0,58+0,01° 1,00+0,09°
p-karoten nd? 1,71+0,05°  329+025° 143+0,00° 2,67+031°
cis-p-karoten nd® 0,62+0,05°  1,11£0,01° 051+0,04° 1,05+0,12°
Lutein 3,61 0419  3,17+0,05° 2,78+0,14* 338+0,21° 2,92 +0,04°
Zeaksantin 0,29+0,10°  0,14+0,03°  0,12+0,01* 0,19+0,02° 0,14+ 0,03"
Ukupan sadrzaj a b g b .
carotensida 3,90+031°  6,38+0,03° 853+044" 6,09+040° 7,77+0,59
Tokoferoli (mg/kg)

a-tokoferol 3914026 18,55+0,57° 4050+ 0,20 20,13+0,51° 36,89 + 1,00°
p-tokoferol 2,54+0,42° 450+0,06° 497+0,79° 3,17+030° 4,87+ 0,40
y-tokoferol nd? nd? nd® nd® nd®
a-tokotrienol 3,67+0,32°  2,38+0,13°  2,38+0,10° 2,80+0,00° 223+0,07°
p-tokotrienol 23,44+ 1,46° 19,07+£0,30*° 19,37+0,43° 20,43+0,47° 19,34 +0,38"
Ukupan sadrZaj 33,56+ 1,81° 44,50 +£0,69° 67,22+1,12° 4653+0,68" 63,34 +1,04°

tokoferola

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju,

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

Obogacivanje testenine sa 10% FDI, odnosno 10% SDI rezultiralo je povecanjem
sadrzaja ukupnih tokoferola za 32,62%, odnosno 38,65% u odnosu na kontrolni uzorak, dok je sa

udelom ovih inkapsulata u nivou od 20% sadrzaj ukupnih tokoferola povecan za 100,29%,

155



Doktorska disertacija Vanja Seregelj

odnosno 88,74% (tabela 28). Ovom porastu najvise su doprineli a- i p-tokoferol iz
inkapsuliranog uljanog ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe.

U naucnoj literaturi postoje brojna istrazivanja koja su se bavila ispitivanjem uticaja
razli¢itih aditiva biljnog porekla na povecanje sadrzaja prehrambenih vlakana, minerala,
vitamina i antioksidanata u testeni¢arskim proizvodima.

Adengunwa 1 sar. (2012) su pripremali nudle obogaéene osuSenom i sprasenom
Sargarepom u nivou od 10%, a ukupan sadrzaj karotenoida iznosio je 1,8 mg/100 g nudli. Isti
autori su izvestili da su oc¢ekivane vrednosti sadrzaja karotenoida bile znatno vece, kao i to da je
degradiranje ovih jedinjenja posledica procesnih parametara proizvodnje nudli.

Dalla Costa i sar. (2016) su ispitivali uticaj supstitucije dela brasna meke pSenice (T.
aestivum) brasnom sporednog proizvoda prerade Sargarepe u formulaciji testenine, na povecanje
sadrzaja pojedina¢nih i ukupnih karotenoida. U navedenim uzorcima identifikovani su lutein,
zeaksantin, kriptoksantin, a-karoten, B-kKaroten i retinol, koji poti¢u iz brasna sporednog
proizvoda prerade Sargarepe, s obzirom da u kontrolnom uzorku testenine nisu detektovani
karotenoidi. Sadrzaj ukupnih karotenoida u nekuvanim uzorcima kretao se od 87,25 pg/100 g
testenine za udeo brasna sporednog proizvoda prerade Sargarepe od 10%, do 172,82 pg/100 g
testenine za udeo od 20%.

Padalino i sar. (2017) ispitivali su uticaj dodatka ljuske paradajza na povecanje sadrZzaja
karotenoida 1 dijetetskih vlakana u S$pagetama. Njihovi rezultati su pokazali da se sadrzaj
likopena povecao od 0,032 mg/100 g Spageta (kontrola) do 1,12 mg/100 g Spageta (Spagete sa
15% brasna ljuske paradajza), dok se sadrzaj B-karotena povecao od 4,04 mg/100 g Spageta
(kontrola) do 13,36 mg/100 g Spageta (Spagete sa 15% brasna ljuske paradajza).

Lucas-Gonzales 1 sar. (2020) pratili su povecanje ukupnog sadrzaja karotenoida u
Spagetama proizvedenim supstitucijom dela semoline braSnom sporednog proizvoda japanske
jabuke, koji zaostaje nakon cedenja soka. Ukupan sadrzaj karotenoida, izrazen kao mg a-
karotena/100 g Spageta, kretao se od 1,37 (kontrola) do 4,49 za udeo brasna sporednog proizvoda
japanske jabuke od 6%. Iako u ovoj studiji nisu odredivani pojedinacni karotenoidi, navedeni
autori smatraju da povecanju ukupnog sadrzaja karotenoida doprinose PB-kriptoksantin 1 [-
karoten iz japanske jabuke.

Iako se radi o malom broju, u istrazivanjima novijih datuma mogu se pronaci i primeri

testenine obogacene inkapsuliranim bioaktivnim jedinjenjima, Sto ukazuje da je prehrambenoj
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industriji finalni kvalitet funkcionalnog proizvoda, i obezbedivanje niza prednosti uslovljene
inkapsulacionim tehnikama, od izuzetne vaznosti.

Primer jedne takve studije predstavljena je od strane Durante i sar. (2019) koji su
ispitivali dodatak ulja bundeve ili inkapsuliranog ulja bundeve sa a-ciklodekstrinom u
formulaciju Spageta, 1 dobili proizvode sa povecanim sadrzajem fitosterola, skvalena,
karotenoida, tokoferola i nezasi¢enih masnih kiselina. Inkorporiranjem inkapsuliranog ulja
bundeve povecao se sadrzaj prehrambenih vlakana u ovoj vrsti testenine, kao i stabilnost
navedenih bioaktivnih jedinjenja tokom procesa proizvodnje.

Sa druge strane, Zen 1 sar. (2019) su ispitivali moguénost proizvodnje zelene testenine,
dodatkom inkapsulirane spiruline osnovnoj formulaciji proizvoda. Inkapsulacija je i u ovom radu
potvrdila pozitivan uticaj na zastitu antioksidativnog kapaciteta mikroalgi, a sa tim i njihovu
potencijalnu primenu kao aditiva u funkcionalnoj hrani.

Kuvanje testenine dovelo je do sniZenja sadrzaja bioaktivnih jedinjenja, a dobijeni profil
za sve ispitivane uzorke prikazan je u tabeli 29. Takode, radi boljeg sagledavanja potencijalne
primene inkapsulata dobijenih razli¢itim tehnikama suSenja u proizvodnji testenine sa
poboljSanim nutritivnim 1 funkcionalnim karakteristikama, rezultati su izraZeni 1 kao procenat
smanjenja, odnosno gubitka karotenoida i tokoferola nakon kuvanja (slika 36). Na oshovu
prikazanih rezultata mogu se uociti znacajno veci gubici karotenoida u uzorcima testenine sa FDI
inkapsulatima (22,49% za 10% FDI testeninu i 18,40% za 20% FDI testeninu), u odnosu na
uzorke obogacene sa SDI inkapsulatima (2,30% za 10% SDI testeninu 1 11,84% za 20% SDI
testeninu). S obzirom da je u prethodnom poglavlju navedeno da inkapsulat dobijen freeze drying
tehnikom (FDI) poseduje veéi sadrzaj povrSinski vezanih karotenoida od inkapsulata koji je
dobijen spray drying tehnikom (SDI), moZe se objasniti njihovo lak$e otpuStanje tokom kuvanja
testenine, a samim tim i krajnji procenat gubitka ovih jedinjenja. Kada je re¢ o tokoferolima,
zabelezen je gubitak od 3,91 1 7,46% za 10% SDI i 10% FDI testeninu, dok su za 20% SDI 1
20% FDI testeninu ove vrednosti bile vece, odnosno 12,171 11,23%.

U studiji Durante i sar. (2019), nakon kuvanja testenine obogacene liofiliziranim
inkapsulatima ulja bundeve i1 a-ciklodekstrina takode je zabelezen gubitak karotenoida od
23,08%, dok je sadrzaj tokoferola ostao nepromenjen. Sa druge strane, Tainara de Moares i sar.
(2015) su ispitivali mogucnost obogacivanja testenine osusenim sporednim proizvodom prerade

pomorandze, prate¢i funkcionalne i1 tehnoloSke karakteristike proizvoda. Znacajno vecéi gubici
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karotenoida su zabaleZeni nakon kuvanja ovih uzoraka, odnosno od 77,21 do 82,22%, u
zavisnosti od udela osusenog funkcionalnog dodatka. Iz navedenih rezultata moze se jasno videti
znacaj inkapsulacije bioaktivnih jedinjenja pre inkorporiranja u proizvode koji se podvrgavaju

termickoj obradi.

Tabela 29. Sadrzaj karotenoida (mg/kg) i tokoferola (mg/kg) u kuvanim uzorcima testenine;
Testenina na bazi semoline (kontrola), testenina na bazi semoline obogaéena sa 10 i 20%
optimalnih inkapsulata sporednog proizvod prerade Sargarepe dobijenih freeze drying tehnikom
(10% FDI; 20% FDI) i spray drying tehnikom (10% SDI; 20% SDI)

Kontrola 10% FDI 20% FDI 10% SDI 20% SDI

Sadrzaj

Karotenoidi (mg/kg)

o-karoten nd? 0,50+0,01°  0,86+0,06°  0,56+0,05°  0,80=0,13°
p-karoten nd? 1,17+0,00°  228+0,30°  1,37+0,20°  2,13+0,16°
cis-p-karoten nd® 0,52+0,03°  1,04+0,10°  0,46+0,02° 0,94 +0,08°
Lutein 3,63+£0,22°  3,08+0,07°° 266+020° 341+033* 285+0,19®
Zeaksantin 0,18+0,01°  0,13+0,02°  0,12+£0,02*  0,16+0,01°  0,12+0,02°
Ukupan sadrzaj . b . b .
carotensida 3,81+0,23%  541+0,09 6,96 + 0,67 5,95 + 0,62 6,85 = 0,59
Tokoferoli (mg/kg)

a-tokoferol 2,92+0,09° 1691+1,.88 31,79+128  19,31+0,07° 32,99 +2,34°
p-tokoferol 2,67+1,55 2,63+0,17°  4,00+0,74°  244+0,05  2,59+0,61°
y-tokoferol nd® nd® nd? nd® nd®
a-tokotrienol 297+0,11° 225+0,27°  1,91+0,04*  272+0,08°  2,02+0,24°
p-tokotrienol 21,41 +£0,97° 19,40 +0,34® 1928+0,27" 20,25+0,02°° 18,03 +0,47°
Ukupan sadrZaj 29,97+ 0,38 41,18 +1,97° 5967+171° 4471+0,22° 5563+243°

tokoferola

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju,

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).
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Na osnovu prikazanog profila iz tabele 29, moZze se zakljuciti da kuvani uzorci testenine
obogeceni sa 10% FDI sadrze 41,99% viSe karotenoida 1 37,40% vise tokoferola u odnosu na
kontrolni uzorak, dok kuvana 10% SDI testenina sadrzi 56,17% viSe karotenoida 1 49,18% vise
tokoferola. Sto se ti¢e kuvane 20% FDI testenine, sadrzaji karotenoida i tokoferola su visi za
82,68% 1 99,10%, a kod kuvane 20% SDI testenine zabeleZeni su visi sadrZaji ovih jedinjenja za

79,79% i 85,62% u odnosu na kontrolni uzorak testenine.

a)
Gubitak karotenoida kuvanjem (%0)
1550 11,84
10 5
9 22,49 1—1—'\ |
8 | 2,30
: |
6 2,31
_§0 )
B8 ey I
3 I
2
1
0
Kontrola 10%FDI 20%FDI 10%SDI 20%SDI
m Nekuvana testenina i Kuvana testenina
b)
Gubitak tokoferola kuvanjem (%o)
80 12,17
70
60

S0 10,70

l_'l_\
f_‘_|
%40
£30
20
10
0

Kontrola 10%FDI 20%FDI 10%SDI 20%SDI

M Nekuvana testenina i Kuvana testenina

Slika 35. Gubitak a) karotenoida i b) tokoferola kuvanjem testenine
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5.4.4. Sadrzaj furozina u nekuvanoj testenini

Uprkos niskom sadrzaju furozina u semolini, nakon proizvodnje kontrolne testenine,
njegov sadrzaj se povecao na 75,61 mg/100 g proteina (tabela 30). Prema Brandoini i sar. (2018),
prisustvo furozina u suvoj testenini je dokumentovano od strane brojnih istrazivaca, kao i to da
se njegov sadrzaj moze dovesti u vezu sa uslovima suSenja proizvoda. Medutim, sa povecanjem
udela optimalnih inkapsulata sporednog prozvoda prerade Sargarepe zapaza se 1 povecanje
sadrzaja furozina u ispitivanim uzorcima testenine. Uzorci obogaceni SDI inkapsulatom pokazali
su nizi sadrzaj furozina (10% SDI=220,00 mg/100 g proteina; 20% SDI=386,62 mg/100 g
proteina) u odnosu na testeninu obogacenu FDI inkapsulatom (10% FDI=304,01 mg/100 g
proteina; 20% FDI=425,53 mg/100 g proteina). Kao §to je slucaj sa samim inkapsulatima, ovo
povecanje koli¢ine furozina kod uzoraka obogaéenih FDI inkapsulatom objasnjava se
poveéanjem sadrzaja proteina koji poticu od nosaca primenjenog za inkapsulaciju karotenoida.
Rezultati ispitivanja Gallegos-Infante i sar. (2010) takode potvrduju poveéanje sadrzaja furozina
u pasti nakon dodatka brasna od pasulja. Giannetti i sar. (2013) su prijavili sadrzaj furozina u
opsegu od 45 do 209 mg/100 g proteina u uzorcima domace testenine, dok je u uzorcima
industrijski proizvedene testenine sadrzaj furozina dostigao vrednosti od 390 do 562 mg/100 g
proteina. Ovi rezultati se slazu i sa rezultatima drugih autora (Tirelli, 1998; De Noni i Pagani,
2010) koji su korelirali koncentracije furozina u rasponu od 400 do 700 mg/100 g proteina sa

visokim uslovima susenja testenine (> 75 °C).

Tabela 30. Sadrzaj furozina u nekuvanim uzorcima testenine na bazi semoline (kontrola),
testenine na bazi semoline obogacene sa 10 i 20% optimalnih inkapsulata sporednog proizvoda
prerade Sargarepe dobijenih freeze drying tehnikom (10% FDI; 20% FDI) i spray drying
tehnikom (10% SDI; 20% SDI)

Sadrzaj Kontrola 10% FDI 20% FDI 10% SDI 20% SDI

Furozin (mg/100 g)
75,61+ 8,50° 304,01 +£12,50° 425,53 +16,32° 220,00+ 17,65° 386,62 + 4,66°

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju;,

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).
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5.4.5. Antioksidativna i farmakoloska aktivnost kuvane testenine

U tabeli 31 prikazana je bioaktivnost kuvanih uzoraka testenine na bazi semoline
(kontrola) i testenine na bazi semoline obogacene inkapsulatima sporednog proizvoda prerade
Sargarepe. Bioaktivnost je odredena kroz razliCite testove nakon $to su uzorci bili podvrgnuti in
vitro simuliranoj gastrointestinalnoj digestiji, pri ¢emu su definisana antioksidativna,

antihiperglikemijska i antiinflamatorna svojstva testenine.

Tabela 31. Antioksidativna i farmakoloska aktivnost kuvanih i digestiranih uzoraka testenine;
Testenina na bazi semoline (kontrola), testenina na bazi semoline obogacena sa 10 i 20%
optimalnih inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze drying tehnikom
(10% FDI; 20% FDI) i spray drying tehnikom (10% SDI; 20% SDI)

Aktivnost Kontrola 10% FDI 20% FDI 10% SDI 20% SDI

Antioksidativna aktivnost (umol TE/100 g)

B-karoten metoda
(AABCB)

9,78 +1,31° 19,89 £0,69° 2633+0,12° 17,70+0,27° 24,79 +0.07°

Redukciona . . . b §
4,84+ 0,03 6,23 + 0,36 8,61 0,04 591+0,19 7,11 +0,02
sposobnost (RP)

Farmakoloska aktivnost (% inhibicije)
Antihiperglikemijska . ¢ . . d
] 16,15+£0,58° 20,03 +0,11 26,60 = 0,63 17,36 £0,98° 23,97 £0,04
aktivnost (AHgA)

Antiinfamatorna

) 10,12+£0,97*  19,75+023°  2541+0,15° 13,66+ 1,06° 20,01 +£0,31°
aktivnost (AlA)

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

Prema svim ispitivanim parametrima antioksidativne, farmakoloske i antiproliferativne
aktivnosti, dodatkom inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe u formulaciju testenine
postignut je znaCajan pomak u funkcionalnim svojstvima u odnosu na kontrolni uzorak.
Antioksidativna aktivnost kontrolne testenine (AAgcs=9,78 pumol TE/100 g; RP=4,84 pmol
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TE/100 g) dostigla je vece vrednosti nakon obogacivanja formulacije sa 10 i 20% FDI (AAgcs 0d
19,89 i 26,33 umol TE/100 g; RP od 6,23 i 8,61 pmol TE/100 g) kao i sa 10 i 20% SDI (AAgcs od
17,70 i 24,79 umol TE/100 g; RP od 5,91 i 7,11 pumolTE/100g). Povecanje antioksidativne
aktivnosti testenine nakon obogacivanja testenine lipofilnim antioksidantima, kao S§to su
karotenoidi i tokoferoli potvrdeno je i u radovima Durante i sar. (2019), Laus i sar. (2017) i
Padalino i sar. (2017). Potencijal ispitivanih uzoraka da inhibiraju a-glukozidazu raste sa nivoom
supstitucije semoline FDI i SDI inkapsulatima, a najveca aktivnost je primec¢ena kod 20% FDI
testenine (26,60%), a potom 20% SDI (23,97%). Antiinflamatorna aktivnost takode prati trend
povecanja udela inkapsulata u testenini, a najviSe zabelezene vrednosti su 25,41% (20% FDI) 1
20,01% (20% SDI).

Kako u ovom slu¢aju bioaktivnost zavisi od apsorpcije lipofilnih nutrijenata, odnosno
karotenoida i tokoferola, neophodno je njihovo oslobadanje iz matrice hrane, a potom prenos u
emulgovane kapljice masti u Zelucu i njihovo naknadno uklju¢ivanje u mesSane micele zajedno sa
proizvodima lipolize u tankom crevu. Micelarizacija je proces koji zavisi od adekvatne sekrecije
7uci 1 pankreasa, jer se meSane micele formiraju delovanjem soli Zuénih kiselina, fosfolipida 1
produkata hidrolize prehrambenih proizvoda. Poslednjih godina sprovedena su mnoga
istrazivanja na temu biodostupnosti karotenoida i tokoferola iz voca 1 povr¢a, a sa druge strane,
zabeleZen je veoma mali broj ovih istraZivanja za jedinjenja kao Sto su tokoferoli. Trenutni fokus
naucnih istrazivanja je proSirivanje znanja o bioloSkoj dostupnosti ovih jedinjenja iz proizvoda
na bazi zita, gde se svrstava izmedu ostalog i testenina. Dosada$nja saznanja sugeriSu loSiju
biodostupnost karotenoida i tokoferola iz testenine u poredenju sa voéem i povréem, §to je
posledica njihovog ukljuéivanja u slozenu mrezu proteina i skroba. U navedenim studijama
preovladuje misljenje da ksantofili (lutein 1 zeaksantin), prisutni u testenini na bazi durum
pSenice, imaju veéu biodostupnost od karotena i tokoferola, s obzirom da predstavljaju jedinjenja
sa -OH grupama koje doprinose njihovoj solubilizaciji na povrsini fosfolipidnih kapljica masti a
time 1 olakSanom prenosu u same micele. Medutim, prema Werner i Bohm (2011) izvesna
koli¢ina karotenoida oslobada se iz matrice hrane enzimima mikroflore debelog creva, $to ih €ini
dostupnim za apsorpciju u ovom delu digestivnog trakta. Pored toga, dokazano je i da
neapsorbovani karotenoidi 1 tokoferoli mogu imati vaznu wulogu u zaStiti samog
gastrointestinalnog trakta od oksidativnih ostecenja, Cime se smanjuje ucestalost upale 1 pojave

kancera (Halliwell i sar. 2000).
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5.4.6. Mikrobioloski profil testenine

U tabeli 32 prikazani su rezultati mikrobioloskog profila ispitivanih uzoraka testenine.
Kontrolni uzorak, kao i uzorci testenine sa inkapsulatima sporednog proizvoda prerade

Sargarepe, sa mikrobioloskog stanovista su bezbedni za konzumiranje.

Tabela 32. Mikrobioloski profil testenine

Parametar Kontrola 10% FDI  20% FDI  10% SDI  20% SDI
Aerobne sporogene bakterije
L 1,20 1,20 1,30 1,00 1,40

(log CFU/qg)
Enterobacteriaceae

<1 <1 <1 <1 <1
(log CFU/g)?
Staphylococcus aureus

<1 <1 <1 <1 <1
(log CFU/g)*
Salmonella spp.

nd nd nd nd nd
(d/ind)*u25¢g
Kvasci i plesni

<1 <1 <1 <1 <1

(log CFU/qg)

! Dozvoljena vrednost je do 2 log CFU/g; “ Dozvoljena vrednost je do 1 log CFU/g; ° ne sme biti
detektovan; nd — nije detektovana

Utvrden broj aerobnih sporogenih bakterija u ispitivanim uzorcima je ispod 2 log CFU/qg,
Sto je u okviru propisanih granica za ovu vrstu prehrambenog proizvoda, preporu¢enim od strane
vodica za mikrobioloske kriterijume za hranu (2011). Mikroorganizmi kao $§to su
Enterobacteriaceae i Staphylococcus aureus bili su ispod granice detekcije, a Salmonella nije
detektovana u ispitivanim uzorcima testenine. S obzirom na to da je Salmonella spp. patogen koji
se prenosi hranom, a Staphylococcus aureus je sastavni deo normalne flore ljudske koze, nosa i
sluznice, moZe se zakljuciti da je tokom procesa proizvodnje testenine ostvaren odgovarajuci
nivo higijene. Takode, na osnovu prikazanih rezultata ne mogu se uociti znacajne razlike u broju

ispitivanih mikroorganizma izmedu kontrolnog uzorka testenine i testenine obogac¢ene FDI 1 SDI
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inkapsulatima. Moze se zakljuciti da ukljucivanje inkapsulata kao funkcionalnih dodataka u

formulaciju testenine ne uti¢e na promene mikrobioloskog profila iste.

5.4.7. Boja nekuvane i kuvane testenine

Rezultati odredivanja parametara boje nekuvanih uzoraka testenine prikazani su u tabeli
33. Ukljucivanje inkapsuliranog ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe u formulaciju
testenine rezultiralo je dobijanjem proizvoda sa ve¢im udelom crvene boje (vece vrednosti a*) i
ve¢im udelom zute boje (vece vrednosti b*) u odnosu na kontrolni uzorak. Promene u boji
testenine nastale dodatkom ovih inkapsulata odrazavaju sastav karotenoida u sporednom
proizvodu prerade Sargarepe. Vrednost parametra b* kontrolnog uzorka (b*=36,88) sugeriSe na
zute tonove testenine, koji su posledica prisutnih ksantofila u semolini. Dodatkom FDI
inkapsulata u formulaciju testenine, za nivo supstitucije od 10%, odnosno 20% zabelezene su
vrednosti parametra b* od 39,50, odnosno 44,95. Isti trend je primecen i za parametar a*, koji je
za navedene uzorke iznosio 0,44 (10% FDI) i 2,63 (20% FDI). Sa druge strane, dodatkom SDI
inkapsulata nije uoc€en trend rasta vrednosti parametra b* u odnosu na kontrolni uzorak testenine:
b*=34,46 (10% SDI) 1 b*=36,84 (20% SDI), dok je parametar a* pokazao viSe vrednosti:
a*=0,11 (10% SDI) i a*=1,73 (20% SDI). Ovakav rezultat posledica je niskog intenziteta Zute
boje ove vrste inkapsulata, $to je posledica spray drying tehnike suSenja i manje veli¢ine Cestica.

Razlika u boji testenina dobijenih supstitucijom dela semoline inkapsulatima sporednog
proizvoda prerade $argarepe se dobro vidi i golim okom, o ¢emu svedoce vrednosti za parametar

AE (AE > 3 za sve ispitivane uzorke; slika 37) (Schlépher, 2002).

Tabela 33. Boja nekuvanih uzoraka testenine

CIE Lab Kontrola 10% FDI 20% FDI 10% SDI 20% SDI
L* 56,97 +0,82% 5842+0,84" 5953+246" 6521+1,39° 67,20+ 1,86°
a* -1,26+£0,35%  044+0,25°  2,63+037°  0,11+0,21° 1,73 +0,50°
b* 36,88+ 1,36° 39,50 +0,90° 4495+228" 3446+135 36,84+1,51°

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 10).
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Slika 36. Ukupna razlika boje AE nekuvane testenine na bazi semoline obogacene sa 10 i1 20%
optimalnih inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze drying tehnikom
(10% FDI; 20% FDI) i spray drying tehnikom (10% SDI; 20% SDI)

u odnosu na kontrolni uzorak
Stubici oznaceni razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 10)
Proces kuvanja testenine znacajno je uticao na povecanje svetloce ispitivanih uzoraka
(L*), ali i na smanjenje intenziteta crvenih (a*) i zutih tonova (b*). Rezultati odredivanja

parametara boje kuvanih uzoraka testenine prikazani su u tabeli 34.

Tabela 34. Boja kuvanih uzoraka testenine

CIE Lab Kontrola 10%FDI 20%FDI 10%SDI 20%SDI
L* 74,86 + 1,54 76,79+ 127° 76,80+ 1,54° 7531+131" 76,81 + 1,49
a* -485+0,14°  -346+0,20° -0,99+041° -382+0,25" -1,34+0,63°
b* 24,06 +2,10° 24,79+ 1,66° 27,81+121° 3032+2,54° 30,75+ 1,73°

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 10).
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Razlika u boji kuvanih uzoraka testenine obogacene inkapsulatima sporednog proizvoda
prerade Sargarepe u odnosu na kontrolni uzorak, takode je vidljiva golim okom (AE > 3), Sto se

moze videti iz prilozenih rezultata na slici 38.

AE
—
N &~ 0 O = =
fnpd
— =

S =N W R

10% FDI 20% FDI 10% SDI 20% SDI

Slika 37. Ukupna razlika boje AE kuvane testenine na bazi semoline obogacene sa 10 i 20%
optimalnih inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze drying tehnikom
(10% FDI; 20% FDI) i spray drying tehnikom (10% SDI; 20% SDI)

u odnosu na kontrolni uzorak
Stubici oznaceni razlicitim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 10)

5.4.8. Kvalitet kuvane testenine

Tokom kuvanja testenine dolazi do formiranja kompleksne porozne strukture proteinske
mreze sa zarobljenim granulama skroba, koja kao takva omogucava razmenu ¢vrstih materija i
vode. Vazno je ista¢i da se apsorpcija vode od strane proteina i skroba ne odvija istom brzinom,
kao 1 to da dominacija jednog od ova dva fenomena definiSe ponaSanje testenine tokom kuvanja i
njen finalni kvalitet. Naime, hidratacija proteina zapocinje u kontaktu sa vodom, pri ¢emu dolazi
do poveCanja zapremine i1 naprezanja testenine, kao 1 stvaranja pukotina na povrSini 1 u
unutra$njosti testenine. Apsorpcija vode kroz proteinski matriks stvara difuzioni gradijent, koji

se formira od povrSine ka centralnom delu testenine, a tokom njegovog nastanka dolazi do

166



Doktorska disertacija Vanja Seregelj

bubrenja i Zelatinizacije skroba (Skrobot, 2016). U slu¢aju kada je fenomen koagulacije proteina
dominantan, kao rezultat nastaje snazan proteinski matriks sa inkorporiranim granulama skroba
kroz koji voda sporo prodire i zelatinizacija se odvija postepeno. Kao rezultat dobija se testenina
vrlo dobrog kvaliteta. Sa druge strane, ukoliko se bubrenje i solubilizacija skroba odvijaju brze,
amiloza ¢e se osloboditi u vodu od kuvanja, a amilopektin ¢e zaostati na povrSini testenine i
povecace njenu lepljivost. U ovom slucaju, kao rezultat se dobija testenina loseg kvaliteta
(Bustos i sar. 2015; Skrobot, 2016).

Na tehnoloski kvalitet testenine u najve¢oj meri uticu kvalitet osnovne sirovine, dodatak
drugih sirovina i procesni parametri. S obzirom da je jedan od ciljeva doktorske disertacije
definisanje nivoa supstitucije semoline inkapsulatima sporednog proizvoda prerade Sargarepe u
odnosu na tehnoloski kvalitet finalnog proizvoda, procenjeni su parametri koji definiSu kvalitet
kuvane testenine. U tu svrhu odredeni su pre svega optimalno vreme kuvanja, procenat
raskuvavanja, koeficijent poveéanje zapremine, koli¢ina apsorbovane vode i lepljivost (tabela
35).

Na osnovu prikazanih rezultata iz tabele 35, primecuje se da se optimalno vreme kuvanja
testenine povecalo usled dodatka inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe u
formulaciju testenine sa 13 minuta na 14, odnosno 15 minuta, u zavisnosti od primenjenog nivoa
supstitucije. Moze se zakljuciti da je povecanje optimalnog vremena kuvanja testenine u direktoj
vezi sa povecanjem sadrzaja proteina u ispitivanim uzorcima. Kaur i sar. (2012) objavili su sli¢na
zapazanja o uticaju dodatih proteina iz biljnih izvora u formulaciju testenine na produzetak
optimalnog vremena kuvanja. Oh i sar. (1985) su takode potvrdili da se optimalno vreme kuvanja
nudli linearno povecava sa sadrzajem proteina. Obogacivanje formulacije testenine proteinima
jestivih insekata, kao §to su popci, takode je rezultiralo povecanjem optimalnog vremena kuvanja
za +1 minut, u zavisnosti od nivoa supstitucije proteinskim prahom (Duda i sar. 2019).

Procenat raskuvavanja testenine svrstava se medu vazne parametre za definisanje njenog
kvaliteta, a ukazuje na gubitak Cvrste materije tokom kuvanja testenine. Udeo inkapsulata
sporednog proizvoda prerade Sargarepe pokazao se kao znacajan faktor pri odredivanju gubitka
¢vrste materije tokom kuvanja. Prema Larrosa 1 sar. (2016) manji gubitak ¢vrste materije tokom
kuvanja ukazuje na bolji kvaitet testenine. Naime, Bustos i sar. (2011) smatraju da je testenina od
krupice durum pSenice zadovoljavajuéeg kvaliteta ukoliko gubici Evrste materije prilikom

kuvanja nisu ve¢i od 7-8%, pa se moze zakljuc€iti da su ispitivani uzorci testenine prihvatljivi sa
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stanoviSta ovog parametra (3,50-4,61%). Pagani 1 sar. (1989) su zakljucili da kvalitet i koli¢ina
proteina uti¢u na formiranje kompaktnije mreze proteina koja bolje zadrzava Cvrste materije
tokom kuvanja. Manji procenat raskuvavanja obogacéene testenine na bazi semoline su odredili 1
slede¢i autori: Fradique i sar. (2013) nakon supstitucije dela semoline (0,5, 1 i 2%) mikroalgama
Isochrysis galbana i Diacronema vlkianum; Wood (2009) nakon supstitucije dela semoline (10,
15, 20, 25 1 30%) brasnom od leblebija; Li 1 sar. (2012) nakon supstitucije dela pSeni¢nog brasna
sa visokim sadrzajem proteina (1, 2 1 3%) zelenim ¢ajem u prahu; Duda i sar. (2019) nakon

supstitucije dela semoline (5, 10 i 15%) proteinima insekata

Tabela 35. Parametri kvaliteta kuvane testenine na bazi semoline obogacene sa 10 i 20%
optimalnih inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze drying tehnikom
(10% FDI; 20% FDI) i spray drying tehnikom (10% SDI; 20% SDI) u odnosu na kontrolni

uzorak

Parametar kvaliteta Kontrola 10% FDI 20% FDI 10% SDI 20% SDI

Optimalno vreme b b
o 13 14 15° 14 15°
kuvanja (min)
Procenat raskuvavanja y b b
% 461+0,01° 383+0,11*° 4,44+0,03° 3,50+0,12° 4.21+0,26
0

Koeficijent povecéanja . .
3,00+£0,1°  3,00+0,1°  3,00+0,1° 2,71 0,1 2,86+ 0,0

zapremine
Apsorpcija vode 5 5
1441+£1,1° 1369+1,6 1373+ 1,2 1269+ 1,3*  128,6+1,3°
(%)
Lepljivost (g) 77,40+9,04° 3,16+0,66° 2,48+0,15° 41,90+3,58" 2,32+0,38

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

Prema Dick i Youngs (1988) zapremina visokokvalitetne tesenine se trostruko povecava
nakon kuvanja. Vrednosti koeficijenta povecanja zapremine za ispitivane uzorke testenine krecu
se od 2,7 (10% SDI) do 3 (kontrola, 10% FDI i 20% FDI), §to ukazuje na zadovoljenje

kriterijuma datog parametra kvaliteta.
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Apsorpcija vode tokom kuvanja testenine u direktnoj je korelaciji sa bubrenjem i
zelatinizacijom skroba. Prema Bustos i1 sar. (2015) postavljeni kriterijumi za apsorpciju vode,
koji se odnose na tradicionalnu durum testeninu, su u intervalu od 150-200 g/100 g testenine. Na
osnovu prikazanih rezultata u tabeli 35 moze se zakljuciti da je apsorpcija vode proizvedenih
uzoraka testenine ispod preporucenog opsega. Moze se zakljuciti 1 da se supstitucija semoline
inkapsulatima sporednog proizvoda prerade Sargarepe pokazala kao statisticki znacajan
parametar, pri ¢emu se uvida pad indeksa apsorpcije vode kod svih obogadenih uzoraka. Sli¢na
zapazanja objavili su Ramya i sar. (2015), Desai i sar. (2018), i Yousif i sar. (2003), uz
objasnjenje da sa povecanjem sadrZaja proteina i formirane proteinske mreze dolazi do
smanjenja sadrzaja i slabije dostupnosti skroba. Takode, smanjenje apsorpcije vode za uzorke
testenine obogacene SDI inkapsulatom moze se objasniti karakteristikama inulina, koji se pored
proteina surutke nalazi u optimalnoj smes$i nosaca ekstrakta. Budu¢i da je inulin izuzetno
hidrofilan, smatra se da u konkurenciji sa skrobom poseduje ve¢i afinitet vezivanja vode, $to
dalje rezultira smanjenjem bubrenja skroba (Tudorica i sar. 2002).

Jos jedan parametar kvaliteta kuvane testenine koji predstavlja direktnu vezu sa udelom i
zelatinizacijom skroba, jeste lepljivost. Na osnovu prikazanih rezultata u tabeli 35 moze se
primetiti da je obogacivanje testenine FDI 1 SDI inkapsulatima znacajno doprinelo smanjenju
lepljivosti, nezavisno od nivoa supstitucije semoline ovim inkapsulatima. Ispitujuci teksturne
osobine obogacene testenine braSnom leblebija, Wood (2009) je ukazao da visi sadrZaj proteina u
formulaciji smanjuje lepljivost Spageta. Prema Lamacchia i sar. (2007) formiranje snazne
proteinske mreze sprecava prodiranje vode do granula skroba, njihovo ispiranje, te izlazak
amiloze iz strukture, Sto direktno utiCe na smanjenje lepljivosti testenine. Takode, polaze¢i od
¢injenice da su navedeni inkapsulati nosa¢i uljanog ekstrakta sporednog proizvoda prerade
Sargarepe, lipofilna priroda aktivnih materija moze dodatno potkrepiti smanjenje lepljivosti

obogacenih uzoraka testenine.

5.4.9. Senzorska ocena testenine

Ukupna dopadljivost proizvoda, kao i dopadljivost pojedinacnih senzorskih svojstava,
boja nekuvane testenine, ukus, aroma i tekstura kuvane testenine, ocenjeni su od strane panela

polutreniranih ocenjivaca (4 muskarca, 11 Zzena, starosti od 23 do 45 godina) uz primenu
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hedonske skale sa 9 kategorija, pri ¢emu je 1 = izuzetno mi se ne dopada, 5 = niti mi se dopada,
niti mi se ne dopada, 9 = izuzetno mi se dopada. Smatra se da testenina ima prihvatljiva
senzorska svojstva za potrosace, ukoliko je srednja ocena ukupne prihvatljivosti veca od 5 (niti

mi se dopada, niti mi se ne dopada). Rezultati testa dopadljivosti prikazani su u tabeli 36.

Tabela 36. Senzorska ocena testenine na bazi semoline obogacene sa 10 i 20% optimalnih

inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze drying tehnikom (10% FDI,
20% FDI) i spray drying tehnikom (10% SDI; 20% SDI) u odnosu na kontrolni uzorak.

Parametar Kontrola 10% FDI 20% FDI 10% SDI 20% SDI
Ukupna dopadljivost 6,86+ 135" 7,43+0,79° 286+1,58 6,29+1,60° 1,86+ 0,90°
Boja nekuvane testenine 7,14 £ 0,69 7,71 +£0,95° 529+243" 386+1,57° 286+ 1,07
Tekstura 743+ 1,13 6,57+1,40° 329+0,49° 6,29+1,38" 3,43+0,98
Ukus 6,71 +0,76° 7,14+0,69° 243+1,40° 7,00+0,82° 2,14+1,07°
Aroma 6,57+ 1,13°  6,86+1,07° 229+150*° 6,86+1,35" 1,86=+1,07°

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 15).

Sagledavaju¢i rezultate senzorske analize, zakljuCuje se da razli¢iti udeli inkapsulata
sporednog proizvoda prerade Sargarepe predstavljaju statisti¢ki znacajan faktor u ocenjivanju
ispitivanih uzoraka testetnine. Statisticka analiza je pokazala da panelisti preferiraju testeninu sa
manjim sadrzajem inkapsulata, odnosno testeninu sa 10% FDI i 10% SDI. Zanimljivo je da su
kod 10% FDI testenine, svi ispitivani parametri, osim teksture, ocenjeni bolje od kontrolnog
uzorka testenine. Testenina sa 10% SDI ocenjena je bolje u pogledu ukusa i arome, dok se
negativan uticaj SDI inkapsulata na ostale parametre moze pripisati parametrima boje. Testenina
sa 20% FDI, odnosno 20% SDI, ocenjena je znatno loSije u pogledu svih testiranih atributa, Sto
je verovatno posledica velike koli¢ine inkapsuliranog uljanog ekstrakta u ovakvoj vrsti
proizvoda.

Rezultati senzorke analize ispitivanih uzoraka testenine prikazani su i pomoc¢u "pauk"
dijagrama (slika 39). Kod ovog tipa dijagrama multivarijantni podaci su prikazani na

dvodimenzionalnom grafiku koji ima onoliko osa koliko ima promenljivih, a uglovi izmedu osa
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su jednaki. Duzine osa odgovaraju opsegu merenja, pri ¢emu vrednost u centru odgovara
najmanjoj veli¢ini, a vrednosti u uglu osa odgovaraju maksimalnoj veli¢ini promenljive. Svako
senzorsko svojstvo predstavljeno je na jednoj osi, a vrednosti za razli¢ita svojstva istog uzorka

spojene su linijjom. Mana ovakvog prikaza rezutata je ta Sto se ne prikazuji statisti¢i parametri.

Ukupna
dopadljivost
8

Boja nekuvane

Aroma .
testenine

Ukus Tekstura

=—=Kontrola =—=10% FDI 20% FDI 10% SDI 20% SDI

Slika 38. Senzorska ocena testenine uz primenu testa dopadljivosti

5.4.10. Nutritivni profil testenine

Kako je postavljeni cilj ove disertacije podrazumevao proizvodnju testenine sa
poboljsanim funkcionalnim 1 nutritivnim svojstvima, u kontrolnom uzorku testenine i uzorcima
koji su prema senzorskim svojstvima ocenjeni kao prihvatljivi za potroSace (10% FDI i 10%
SDI), odreden je sadrzaj makronutrijenata, odnosno proteina, masti i ugljenih hidrata.
Supstitucija dela semoline (10%) inkapsulatima sporednog proizvoda prerade Sargarepe odrazila
se na promene sadrzaja svih ispitivanih makronutrijenata, te su dobijeni proizvodi sa povecanim

sadrzajem proteina, masti 1 celuloze, 1 smanjenim sadrzajem ukupnih ugljenih hidrata i skroba.
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Povecanje sadrzaja proteina rezultat je ukljucivanja proteina surutke u formulaciju, dok je
povecéanje sadrzaja masti uzrokovano inkapsuliranim uljanim ekstraktom sporednog proizvoda

prerade Sargarepe.

Tabela 37. Hemijski sastav (g/100 g) testenine na bazi semoline (kontrola) i testenine obogacene
sa 10% optimalnih inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze drying i
spray drying tehnikom (10% FDI; 10% SDI)

Parametar Kontrola 10%FDlI 10%SDI
Sirovi proteini 13,84 16,86 15,53
Masti 0,79 4,13 4,32
Ukupni ugljeni hidrati 4,24 3,18 3,39
Sirova celuloza 0,19 0,25 0,25
Skrob 65,57 59,31 59,02
Vlaga 9,63 9,81 9,60
Pepeo 0,84 0,91 0,87

Sa nutritivne tacke gledista, testenina predstavlja proizvod kog odlikuje oskudan sadrzaj
proteina. Iz tog razloga, veliki broj istrazivanja je usmeren ka proizvodnji testenine obogacene
proteinima, pri ¢emu su se koristila brasna razli¢itih vrsta zita, pseudoZita ili mahunarki, ili pak
izolati i koncentrati proteina surutke, soje, pasulja i graska (Skrobot, 2016; Petitot i sar. 2010;
Sudha i Leelavathi, 2012; Zhao i sar. 2005; Chillo i sar. 2008a; Wood, 2009; Chillo i sar. 2008Db).
Sto se tice sadrzaja masti, osim §to su znaajne za podmirivanje energetskih potreba organizma,
veoma su vazan deo svakodnevne izbalansirane ishrane. Ukoliko se pogleda sadrzaj masnih
kiselina koji poti¢e iz inkapsuliranog ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe, i
¢injenica da linolna kiselina, koja je najzastupljenija u ovom slucaju, poseduje brojne bioloske
funkcije, moze se re¢i da primenjeni koncept obogacivanja testenine i sa ovog aspekta doprinosi
pobojsanju kvaliteta proizvoda. Naime, mnoge studije upravo linolnu kiselinu povezuju sa
smanjenjem rizika od sr¢anih obojenja, s obzirom da dokazano uti¢u na porast HDL cestica i

snizavaju nivo triglicerida u krvi (Kesavulu i sar. 2002).
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Sumiranjem dobijenih rezultata u okviru postavljenog cilja za dobijanje novog
funkcionalnog proizvoda, testenina na bazi semoline sa pove¢anim sadrzajem karotenoida se
moze svrstati u grupu "testenina sa dodacima" (Pravilnik o kvalitetu zita, mlinskih i pekarskih
proizvoda i testenina (Sluzbeni glasnik RS br. 68/16 i 56/18, ¢lan 58). Na osnovu preporucenih
RDA vrednosti za karotenoide (Biesalski i sar. 1997), konzumacijom jedne porcije testenine (85
g) sa 10% FDI optimalnog inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe moze se
obezbediti 23% preporuc¢enog dnevnog unosa, dok se konzumacijom porcije testenine sa 10%
SDI optimalnog inkapsulata moze obezbediti 25% preporuc¢enog dnevnog unosa karotenoida.

Uzimajuéi u obzir peporu¢ene RDA vrednosti za vitamin E (a-tokoferol) (EFSA, 2015a),
konzumiranjem porcije 10% FDI testenine moZe se obezbediti 9,6% preporu¢enog dnevnog
unosa, dok konzumiranje porcije 10% SDI testenine moze obezbediti 10,93% preporucenog
dnevnog unosa ovog vitamina. Generalno, ukljuc¢ivanjem ispitivanih inkapsulata kao
funkcionalnih dodataka u formulaciju testenine postigao se znacajan pomak u funkcionalnim i
nutritivnim svojstvima, pri ¢emu se dobio proizvod koji moze da parira komercijalno dostupnim

proizvodima namenjenim populaciji koja tezi zdravijem stilu Zivota.
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5.5. Inkapsulacija karotenoida iz ekstrakta sporednog proizvoda

prerade Sargarepe tehnikom elektrostaticke ekstruzije

U poslednje dve decenije, znacajno mesto u proizvodnji mikrocCestica sa inkapsuliranim
bioaktivnim materijalom zauzele su ekstruzione tehnike usled relativno jednostavnog i
ekonomicnog postupka proizvodnje. Elektrostaticka ekstruzija kao metoda za inkapsulaciju
Siroko se primenjuje u razli¢itim oblastima biotehnologije, farmaceutske, kozmeticke i
prehrambene tehnologije. Tehnika elektrostaticke ekstruzije se zasniva na primeni elektrostaticke
sile koja deluje na povrSinu meniskusa rastvora polimera na vrhu igle/kapilare, usled ¢ega dolazi
do generisanja velikog broja kapljica, koje formiraju mikrocestice u tzv. rastvoru za
o¢vrs¢avanje. Osnovna prednost ove metode nad klasicnom ekstruzijom je kontrola veli¢ine
Cestica 1 dobijanje Cestica zeljenog prec¢nika. Kod elektrostaticke ekstruzije veli¢ina Cestica zavisi
od viSe faktora: fiziCkih karakteristika rastvora polimera, protoka kojim se rastvor potiskuje,
precnika igle, rastojanja izmedu igle i rastvora i primenjenog napona. Karakteristike materijala
koji se koriste kao nosaci u procesu inkapsulacije imaju najveci uticaj na svojstva inkapsulirane
aktivne komponente. Za inkapsulaciju se koriste biorazgradivi materijali koji omogucavaju
formiranje zaStitnog sloja izmedu unutrasnje faze inkapsulata i okruZenja. Svojstva materijala
kao $to su dobra kompatibilnost sa aktivnim sastojkom, dobro formiranje filmova, kontrolisano
propustanje gasova i1 vodene pare su svakako medu najvaznijim koje materijal nosaca treba da
poseduje.

U ovom poglavlju su predstavljeni rezultati inkapsulacije ekstrakta sporednog proizvoda
prerade Sargarepe uz koriS¢enje Ca-alginata kao nosaca. Stvaranje gela Ca-alginata je vrSeno
izmenom jona Na' iz alginata jonima Ca®" iz rastvora za geliranje. U okviru preliminarnih
istrazivanja (rezultati nisu prikazani) odredeni su parametri za dobijanje Cestica zeljene veli¢ine 1
karakteristika, a to su: maseni udeo ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe - 25%;
protok smese za inkapsulaciju - 40 ml/h; napon - 3 kV; promer igle - 0,7 mm; rastojanje izmedu
vrha igle i povrSine rastvora za geliranje - 2,5 cm. Zavrsna faza pripreme Cestica je bila njihovo
susenje metodom liofilizacije, a izgled hidrogel i liofiliziranih Cestica predstavljen je na slici 40.
Dobijene Cestice su dalje analizirane u svojstvu dimenzije i morfologije, hemijskih svojstava,

efikasnosti inkapsulacije, bioaktivnosti i odrzivosti karotenoida tokom skladiStenja.
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Slika 39. Izgled hidrogel i liofiliziranih Cestica inkapsulata sporednog proizvoda prerade

Sargarepe dobijenog tehnikom elektrostaticke ekstruzije

5.6. Karakterizacija inkapsulata sporednog proizvoda prerade

Sargarepe dobijenog tehnikom elektrostaticke ekstruzije

5.6.1. Analiza veli¢ine hidrogel i liofiliziranih Cestica inkapsulata sporednog

proizvoda prerade Sargarepe

OsusSena forma inkapsulata ovog tipa je poZeljna prilikom potencijalne primene u
prehrambenim proizvodima, te je u ovoj fazi istrazivanja ispitivan uticaj suSenja na veli¢inu
Cestica. Iako se liofilizacija kategorise kao skup postupak, ova metoda se smatra pogodnom zbog
mogucnosti o¢uvanja termolabilnih jedinjenja kao S§to su karotenoidi iz sporednog proizvoda
prerade Sargarepe, a samim tim i ocuvanje njihovih nutritivnih i1 bioaktivnih svojstava.
Konvencionalne metode suSenja (npr. suSenje u susnici) svrstavaju se u industrijski isplativije
metode, ali usled visokih temperatura, osim dehidratacije materijala, dolazi i do promena u
kvalitetu i kvantitetu bioaktivnih jedinjenja. Takode, promene mogu biti i u pogledu
organolepti¢kih svojstava, pa je zbog pojave lepljivosti, higroskopnosti i aglomeracije Cestica
primena ovih inkapsulata ograni¢ena u prehrambenim proizvodima.
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Analiza veli¢ine hidrogel 1 liofiliziranih Cestica inkapsulata ekstrakta sporednog
proizvoda prerade Sargarepe sprovedena je binokularnim mikroskopom. Merenja veliine Cestica

su predstavljena u Sest prikaza za hidrogel (1-6) i Sest prikaza za liofilizirane Cestice inkapsulata

(7-12) (slika 41), dok je prosecna veli¢ina analiziranih Cestica prikazana na slici 42.

Slika 40. Izgled hidrogel (1-6) i liofiliziranih (7-12) ¢estica inkapsulata ekstrakta sporednog

proizvoda prerade Sargarepe dobijenog tehnikom elektrostaticke ekstruzije
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Slika 41. Raspodela srednjih vrednosti pre¢nika hidrogel (1-6) i liofiliziranih Cestica (7-12)

inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe

U ovom istrazivanju, nakon liofilizacije veli¢ina Cestica je redukovana za oko 20%.
Prose¢na veli¢ina hidrogel Cestica je u rasponu od 185,80 pum do 192,08 pm, dok su
odgovarajuce veli¢ine liofiliziranih Cestica bile u rasponu od 148,65 um do 162,45 pum (tabela
38).

Tabela 38. Prosecna veli¢ina i faktor sferi¢nosti hidrogel i liofiliziranih Cestica inkapsulata

sporednog proizvoda prerade Sargarepe

Veli¢ina i oblik Hidrogel cestice Liofilizirane cCestice
Prosecna veli¢ina cestica (um) 188,15 + 2,20° 154,36 + 5,22°
Faktor sferi¢nosti 0,01 + 0,00 0,01 +0,00*

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 6).

Za utvrdivanje odstupanja od sfernog oblika Cestica koriS¢en je faktor sferi¢nosti; nulta
vrednost ukazuje na savrSenu sferu, dok veée vrednosti ovog faktora ukazuju na vece

deformacije u obliku (Kokina i sar. 2019). Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 38, moze se
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zakljuciti da su sve dobijene hidrogel Cestice imale sferni oblik. Nakon sublimacije vode iz
matrice hidrogela, sferi¢nost Cestica ostaje i dalje nepromenjena, Sto ukazuje da je dodata
zapremina ekstrakata sporednog proizvoda prerade Sargarepe pogodna za stabilizaciju ovom
tehnikom inkapsulacije. Ocigledno je da u ovom slucaju uljani ekstrakt deluje kao punioc,
sprecavajuc¢i lomljenje kapsula nakon liofilizacije, pa je upotreba emulgatora i stabilizatora

nepotrebna.

5.6.2. Morfoloske karakteristike inkapsulata sporednog proizvoda prerade

Sargarepe

Proucavanje morfoloskih karakteristika dobijenih estica na bazi alginata je od velikog
znacaja, S obzirom da povrSinska morfologija sistema, zajedno sa njegovom unutrasnjom
strukturom, u velikoj meri uti¢e, ako ne i predodreduje njihovu potencijalnu primenu.
Morfoloske karakteristike liofiliziranih Cestica inkapsulata ekstrakta sporednog proizvoda
prerade Sargarepe analizirane su skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM) pod razlicitim
uvecéanjima, a dobijeni rezultati prikazani su na slici 43.

SEM mikrografije sugeriSu da, usled povecanja zapremine vode nakon kristalizacije,
liofilizacija hidrogel cCestica vodi do stvaranja porozne povrSinske strukture i pukotina.
Preciznije, usled gubitka vlage moze do¢i do stvaranja Supljina u strukturi hidrogela Sto je
praceno kontrakcijom mreze gela, deformacijom sfericnog oblika i smanjenja veli¢ine. Uprkos
navedenim nedostacima, na osnovu dostupnih literaturnih podataka moze se zakljuciti da je
primenjeni postupak optimalan za suSenje proizvedenih Ccestica tehnikom elektrostaticke
ekstruzije. Naime, susenje primenom visokih temperatura u slu¢aju hidrogelova, zbog visokog
sadrzaja vlage praceno je naglim isparavanjem velike koli¢ine vode, §to dovodi do mnogo
intenzivnije deformacije oblika i izraZzene poroznosti ¢estica. Ovo je potvrdeno istrazivanjem od
strane Smrdel i sar. (2008) u okviru kog su poredene tri metode susenja Ca-alginatnih Cestica:
liofiizacija, susenje u fluid bed uredaju i suSenje na sobnoj temperaturi. U navedenom radu je
pokazano da su uslovi susenja u velikoj meri uticali na oblik i morfologiju Cestica, ukljucujuci
povrSinsku i unutra$nju strukturu cestica. Liofilizirane Cestice su bile najvece po velicini,
odnosno ostale su gotovo nepromenjene veli¢ine kao 1 pre susenja. Medutim, rezultati su takode

pokazali da liofilizacija dovodi i do pojave pora na mestima gde su se nalazili kristali leda, koji
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je naglo sublimovao, te nije bilo dovoljno vremena da se matriks Cestica kontrahuje i zatvori
nastale pore. U okviru preostale dve metode susenja gubitak vlage odvijao se znatno sporije, pa
se 1 matriks Cestica postepeno kontrahovao, dovode¢i do smanjenja veliCine Cestica i vece

deformacije sferi¢nog oblika. Na SEM mikrografijama nije primecena agregacija ¢estica.

X55

10kV X150 100pm 10kV X400 50um

Slika 42. SEM mikrografije liofiliziranih Cestica inkapsulata sporednog proizvoda prerade
Sargarepe dobijenog tehnikom elektrostaticke ekstruzije sa uvecanjem

od a) 43, b) 55, ¢) 155 i d) 400

5.6.3. FTIR i Raman spektroskopska analiza liofilizirinah ¢estica inkapsulata

sporednog proizvoda prerade Sargarepe

Na slici 44a dati su rezultati FTIR spektroskopske analize, gde su izlozeni spektri
ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe i njegove inkapsulirane forme tehnikom

elektrostatiCke ekstruzije. Spektar koji se odnosi na ispitivani ekstrakt prikazuje trake koje poticu
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od suncokretovog ulja, dok spektar inkapsuliranog ekstrakta pored ovih traka poseduje Siroku
traku na oko 3500 cm™ koja potiGe najverovatnije od -OH grupa alginatnog nosaca. Trake koje
poticu od alginata preklapaju se sa trakama iz lipidne faze (tj. ulja i ekstrahovanih karotenoida)
zbog relativno niskog sadrzaja alginata u formulaciji kapsula. Rezultati FTIR analize ne sugeriSu
jaku interakciju izmedu alginata i smeSe ulje/karotenoidi, S§to ukazuje da nakon formiranja
kapsula Ca-alginata ove dve faze najverovatnije ostaju razdvojene.

Rezultati Raman spektroskopske analize predstavljeni su na slici 44b. Ramanov spektar
ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe pokazuje izraZene trake na 1155 cm™ i 1523
cm’™. Ove trake su bliske trakama koje su u literaturi opisane kao karakteristi¢ne za karotenoide i
poti¢u od istezanja i C=C vibracija u ravni (1155 cm™) i istezanja C=C vibracija (1523 cm™)
(Schulz i Baranska, 2007). Nakon inkapsulacije, prisustvo suncokretovog ulja i ekstrahovanih
karotenoida na povrsini ¢estica Ca-alginata mogu se uociti uz pomo¢ karakteristi¢nih traka. Ovi
rezultati su ocekivani, uzimajuc¢i u obzir koli¢inu dodatog ulja, kao i ¢injenicu da kapsule nisu

dodatno isprane organskim rastvara¢em za uklanjanje povrSinski prisutnog ulja.

1155
1523

Transmittance/a.u.
Raman Intensity/a.u.

T T T y T y T g T y T v T g T Y T Y T d
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 50 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Wavenumber/cm'™ Raman shift/cm’

Slika 43. a) FTIR i b) Raman spektri ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe (1) |

inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargerepe tehnikom elektrostaticke ekstruzije (2)
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5.6.4. Efikasnost inkapsulacije karotenoida i njihova odrzivost tokom

skladiStenja

Generalno, da bi metoda inkapsulacije bila uspe$na mora se obratiti paznja na dostizanje i
zadrzavanje visokog sadrzaja materijala U jezgru, ¢ime se osiguravaju njegova funkcionalna
svojstva u kona¢nom proizvodu. Efikasnost inkapsulacije je parametar koji se smatra klju¢nim
korakom u karakterizaciji kvaliteta inkapsulata i odgovara procentu koncentracije inkapsuliranog
jedinjenja po ukupnoj koncentraciji dodatog jedinjenja (Couvreur i sar. 2002). Ukupan sadrzaj
karotenoida u dobijenim liofiliziranim ¢esticama inkapsulata sporednog proizvoda prerade
Sargarepe odreden je spektrofotometrijskom metodom i iznosi 3,65 mg B-karotena na 100 g
Cestica, dok je efikasnost inkapsulacije iznosila 72,63% (tabela 39). Stabilnost inkapsuliranih
jedinjenja tokom perioda skladiStenja se mora uzeti u obzir prilikom definisanja uspesnosti
procesa inkapsulacije, te je u tu svrhu pracena retencija karotenoida u liofiliziranim ¢esticama
inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe tokom perioda skladistenja od 90 dana na

sobnoj temperaturi (25 = 5 °C) u boci od tamnog stakla.

Tabela 39. Ukupan sadrzaj karotenoida (mg P-karotena/100 g), efikasnost inkapsulacije (%) i

retencija karotenoida (%) u inkapsulatu sporednog proizvoda prerade Sargarepe

Parametar Inkapsulat

Ukupan sadrzaj karotenoida 3,65+ 0,02
Efikasnost inkapsulacije 72,63 +£0,31

Odrzivost karotenoida tokom skladiStenja

30 dana 93,11+ 1,10
60 dana 89,65+ 0,91
90 dana 81,54+ 1,73

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).
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Posle ispitivanog perioda skladiStenja na sobnoj temperaturi, zadrzavanje sadrzaja
karotenoida inkapsuliranog u alginatnim ¢esticama iznosilo je vise od 80% od pocetne kolicine.
Ovi rezultati su pokazali da je alginatna matrica poboljsala stabilnost karotenoida obezbedujuci
fizicku barijeru koja ogranicava difuziju Kiseonika, prooksidanata ili slobodnih radikala u jezgro
Cestice gde mogu da stupe u interakciju sa karotenoidima (Zhang i sar. 2016). Na osnovu
prikazanih rezultata, moze se zakljuéiti da je elektrostati¢ka ekstruzija jo$ jedna u nizu dobrih
strategija za dobijanje inkapsulata sa visokim sadrzajem stabilnih karotenoida, spremnim za
upotrebu ili njihovo uklju¢ivanje u slede¢i tehnoloski proces.

Sliéni rezultati objavljeni su od strane Calvo i Santagapita (2017) koji su poredili
efikasnost inkapsulacije likopena (ekstrahovanog iz ljubicastog grejpfruta maslinovim uljem) u
odnosu na primenjeni nosac, tj. alginat, trehalozu i hitozan. U ovom istrazivanju, najveca
efikasnost inkapsulacije likopena zabeleZena je primenom hitozana (> 80%), dok je za alginat 1
trehalozu odredena vrednost od ~70%. Sa druge strane, u studiji Lin 1 sar. (2016), koji su
ispitivali inkapsulaciju astaksantina tehnikom elektrostaticke ekstruzije, optimizacijom
forumlacije emulzije (koncentracija aginata, koncentracija CaCl, i Tween 20), brzine i vremena
mesSanja emulzije, kao 1 veli¢ine igle, postignuta je efikasnost inkapsulacije ovog jedinjenja od
100%. S obzirom na zavidne rezultate efikasnosti inkapsulacije i stabilizacije bioaktivnih
jedinjenja koje moZe obezbediti ova tehnika inkapsulacije, preporucuje se njihovo ukljucivanje u
razli¢ite funkcionalne prehrambene proizvode, od mle¢nih proizvoda do poslastica, grickalica i

bombona.

5.6.5. Antioksidativna i farmakoloSka aktivnost inkapsulata sporednog

proizvoda prerade Sargarepe

U cilju utvrdivanja potencijalnog bioloskog efekta ovog specificnog sastojka, primenjeni
su testovi koji ukljuCuju antioksidativnu aktivnost (antioksidativni kapacitet izbeljivanja B-
karotena i redukciona sposobnost), antihiperglikemijsku i antiinflamatornu aktivnost, a dobijeni
rezultati prikazani su tabeli 40. Rezultati pokazuju da je antioksidativna aktivnost odredena [3-
karoten metodom bila veca (73,68 umol TE/100 g) od redukcione mo¢i, koja se zasniva na
mehanizmu redukcije jona gvozda (20,19 umol TE/100 g). Liofilizirane Cestice inkapsulata

sporednog proizvoda prerade Sargarepe su pokazale vrednost AHgA od 26,87%. Coyne i sar.
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(2005) i Ford i sar. (1999) su potvrdili da su serumski karotenoidi u obrnutoj korelaciji sa
dijabetesom tipa 2 1 naruSenim metabolizmom glukoze. Pored toga, Ylonen i sar. (2003) takode
su utvrdili da unos karotenoida u ishrani smanjuje koncentraciju glukoze u plazmi. Rezultati AIA
dobijenih Cestica inkapsulata pokazuju inhibiciju denaturacije proteina u nivou od 21,36%, §to
ukazuje na potencijal inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenog metodom

elektrostati¢ke ekstruzije za njihovo ukljucenje u ljudsku ishranu.

Tabela 40. Antioksidativna i farmakoloska aktivnost liofilizirinah Cestica inkapsulata ekstrakta

sporednog proizvoda prerade Sargarepe

Aktivnost Inkapsulat

Antioksidativna aktivnost (nmolTE/100g)
B-karoten metoda (AAgcs) 73,68 +2,11
Redukciona sposobnost (RP) 20,19 £ 1,67

Farmakoloska aktivnost (% inhibicije)
Antihiperglikemijska aktivnost (AHgA) 26,87 + 0,97
Antiinfamatorna aktivnost (AlA) 21,36 + 0,06

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

5.7. Primena inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe u

proizvodnji jogurta

Fermentisani mlecni proizvodi predstavljaju veoma raznovrsnu grupu proizvoda.
Blagotvorna svojstva jogurta ucinila su ovaj mlecni proizvod Siroko rasprostranjenim Sirom
sveta. Zbog dobrih senzornih osobina, lake svarljivosti i odgovarajucih dijetetskih svojstava,
proizvodnja i potro$nja ove grupe proizvoda je poslednjih godina u velikom porastu. Prema
Pravilniku o kvalitetu proizvoda od mleka i starter kultura (SI. glasnik, br. 34/14) navodi se da se
u fermentisane proizvode od mleka ubrajaju jogurt, kiselo mleko, fermentisani proizvodi od

mleka sa probiotskim bakterijama, kefir i drugo. Jogurt je prema navedenom Pravilniku definisan
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kao proizvod dobijen fermentacijom mleka delovanjem simbiotske kulture Streptococcus
thermophilus i Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Ovaj mle¢ni fermentisani proizvod
ima viSestruku ulogu u ljudskom zdravlju jer obezbeduje veliku koli¢inu prirodnih hranljivih
sastojaka 1 poboljsava mikrofloru probiotickim sojevima i drugim mle¢no-kiselinskim
bakterijama (MKB). Mollakhalili Meybodi i sar. (2020) su potvrdili da upotreba jogurta dovodi
do tolerancije na patogene i poboljSava imuni sistem, apsorpciju laktoze i osnovnih minerala.

Naucni fokus na polju fermentisanih mle¢nih proizvoda postepeno se usmeravao na
obogacivanje jogurta razli¢itim bioaktivnim komponentama kako bi se obezbedio proizvod sa
boljim hranljivim, senzornim, fizicko-hemijskim i reoloskim svojstvima u poredenju sa
tradicionalnim proizvodima. Jogurt je pogodan matriks za obogacivanje razli¢itim bioaktivnim
jedinjenjima. Danas trziste hrane daje Sirok spektar formulacija jogurta pripremljenih uz dodatak
specifi¢nih aditiva kao $to su boje i antioksidanti. Medutim, kao $to je ve¢ naglaseno, zabrinutost
potrosaca za bezbednost, kada je u pitanju primena vestackih boja i aditiva u prehrambenim
proizvodima, podstaklo je razvoj i primenu onih na prirodnoj bazi.

Prema standardima Codex Alimentarius za mleko i mle¢ne proizvode, koje su kreirale
Organizacija za hranu i poljoprivredu (FAQO) i Svetska zdravstvena organizacija (WHO),
nemlecni, nekarakteristi¢ni sastojci mogu biti prisutni u maksimalnom udelu od 50% (m/m)
finalnog proizvoda. Sa tim u vezi, u cilju definisanja novog potencijalnog funkcionalnog
proizvoda, izvrSeno je obogacivanje jogurta prethodno inkapsuliranim karotenoidima sporednog
proizvoda prerade Sargarepe tehnikom elektrostaticke ekstruzije, u nivou od 2,5 1 5%. Izgled
obogacenih uzoraka jogurta liofiliziranim Cesticama inkapsulata predstavljen je na slici 45.
Dobijeni uzorci okarakterisani su u pogledu ukupnog sadrzaja karotenoida i bioaktivnih
svojstava, parametara boje, mikrobioloSke ispravnosti, zatim kinetike vijabilnosti mle¢no-
kiselinskih bakterija, pH vrednosti i sadrzaja karotenoida, kao i senzorke prihvatljivosti

obogacenog jogurta.
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Jogurt obogacen sa 2,5% Jogurt obogacen sa 5%
inkapsulata inkapsulata

Slika 44. Jogurt obogacen sa 2,5% i 5% liofiliziranih Cestica inkapsulata sporednog proizvoda

prerade Sargarepe

5.7.1. Ukupan sadrzaj karotenoida, antioksidativna i farmakoloSka aktivnost

jogurta

Na osnovu kvalitativne analize uzoraka jogurta zabeleZen je porast sadrzaja karotenoida u
uzorcima sa ve¢im udelom liofiliziranih Cestica inkapsulata sporednog proizvoda prerade
Sargarepe (slika 46). Iz epidemioloskih studija se moze zakljuciti da treba obezbediti nivo -
karotena u plazmi od 0,4 mmol/l kako bi se iskoristio preventivni zdravstveni potencijal. To se
moze posti¢i sa unosom f-karotena od 2—4 mg/dan (Biesalski i sar. 1997). Uzimajuéi u obzir
nivoe B-karotena prisutnih u uzorcima obogacenog jogurta, jedna Solja jogurta (180 g) sa 2,5%
liofiiziranih Cestica inkapsulata moze da ispuni 8% datog zahteva, dok caSa jogurta sa 5%
liofiiziranih Cestica inkapsulata ispunjava 16% dnevne potrebe za [3-karotenom.

Bioaktivnost ispitanih uzoraka jogurta, u smislu antioksidativnih, antihiperglikemijskih i
antiinflamatornih aktivnosti, proucavana je nakon in vitro simuliranog gastrointestinalnog

varenja primenom InfoGest statickog modela, a dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 41.
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Tabela 41. Antioksidativna i farmakoloSka aktivnost komercijalnog jogurta (kontrola) i jogurta

obogacenog inkapsulatom sporednog proizvoda prerade Sargarepe u nivou od 2,5% 1 5%.

Aktivnost Kontrola

Antioksidativna aktivnost (umolTE/100g)
B-karoten metoda (AAgcs) 0,00 + 0,00° 4,21 +0,03° 9,36 +0,01°
Redukciona sposobnost (RP) 0,00 + 0,00 1,69 +0,01° 3,11 +£0,04°

Farmakoloska aktivnost (% inhibicije)
Antihiperglikemijska aktivnost (AHgA) 4,36 +0,01° 11,26+ 0,01° 13,91 +0,23°
Antiinfamatorna aktivnost (AIA) 0,00 + 0,00 10,13 + 0,06° 15,27 + 0,07°

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju;

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

Ispitivani kontrolni tj. komercijalni jogurt nije sadrzao karotenoide. Mnogi autori su
otkrili da obogacivanje jogurta lipofilnim antioksidantima kao §to su karotenoidi, omogucava
poboljsanje njegovih antioksidativnih svojstava (Gad i sar. 2015; Patel i sar. 2019), §to takode
potvrduju i dobijeni rezultati.

U naucnoj literaturi dokumentovana su 1 istrazivanja o potencijalnoj primeni
inkapsuliranih karotenoida u proizvodnji jogurta u cilju dobijanja proizvoda sa provitaminskim i
antioksidativnim karakteristikama. U studiji Rutz i sar. (2016) sinteticki B-karoten i pamino ulje
inkapsulirani su sa smeSom hitozana i karboksimetilceluloze kao nosac¢a metodom koacervacije,
kao i smeSom hitozana i Na-tripolifosfata metodom jonskog geliranja. Dobijeni inkapsulati
inkorporirani su u prehrambene sisteme kao $to su jogurt i hleb, pri ¢emu se postigla bolja
bioraspolozivost B-karotena u intestinalnom traktu. Toniazzo i sar. (2014) ispitivali su
mogucnost inkapsulacije B-karotena u lipozome, stabilizovanih ksantanom i guar gumom.
Lipozomi sa B-karotenom dobijeni su spray drying metodom, nakon cega je ispitana njihova
potencijalna primena kao prehrambene boje u proizvodnji jogurta. Na osnovu fizi¢ko-hemijskih
karakteristika dobijenog proizvoda, pre svega boje i teksture, potvrdena je prednost primene ovih
lipozoma kao funkcionalnog dodatka za postizanje crvene boje jogurta, kao i brojnih

zdravstvenih efekata.
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5.7.2. Boja jogurta

Na osnovu prikazanih vrednosti parametara L*, a* i b* u tabeli 42, mogu se uociti
znacajne razlike (P < 0,05) izmedu pocetnih vrednosti b* kontrolnog jogurta i obogacenih
uzoraka. Dobijeni rezultati su u skladu sa povecanjem zute/narandzaste boje jogurta, smanjujuci
tendenciju ka beloj vizuelizaciji na kontrolnom jogurtu. Uzimajuci u obzir strukturu liofiliziranih
Cestica inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenog metodom elektrostaticke
ekstruzije, koje nisu rastvorene u medijumu jogurta, L* parametri su visoki za sve uzorke i krecu
se u rasponu od 79,22 do 79,32%. Stavise, nakon perioda skladistenja od 28 dana na temperature
od 4 °C, primecena je veca zastupljenost Zute boje za obogacene uzorke jogurta, §to je direktno
uticalo i na promene vrednosti L* i a*. Ovi rezultati su u korelaciji sa oslobadanjem dela
karotenoida iz liofiliziranih Cestica inkapsulata u medijum jogurta tokom perioda skladiStenja.
Vece promene primeéene su kod jogurta obogacenog sa 5% inkapsulata (vec¢i AE; AE=5,69), §to

se oc¢ekivalo posto je u jogurt dodata vec¢a koncentracije ukupnih karotenoida.

Tabela 42. CIE Lab hromatski parametri kontrolnog jogurta i obogac¢enog jogurta sa 2,5 i 5%
liofiliziranih Cestica inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe izmereni prvog dana i

nakon 28 dana skladiStenja

CIE Lab

Kontrola

Prvi dan skladistenja

L* 79,32+ 0,01° 79,28+ 0,04 79,11+ 0,03
a* -2,91 + 0,06 -2,89 + 0,01° -2,83£0,0°

b* 7,92 +0,04° 8,01 + 0,01° 8,03 + 0,01°
Nakon 28 dana skladistenja

L* 78,43+0,02*  77,83+0,03° 76,01+ 0,01°
a* -1,94 +0,01° -0,93 + 0,01° -0,56 + 0,01°
b* 8,06 + 0,02° 11,80+ 0,01° 12,23+ 0,02°
AE 1,32 +0,01° 4,51 +0,01° 5,69 + 0,01°

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju,

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).
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5.7.3. MikrobiolosSki profil liofiliziranih cestica inkapsulata sporednog

proizvoda prerade Sargarepe i jogurta

Mikrobioloski profil alginata kao nosaca, inkapsulata sporednog proizvoda prerade
Sargarepe i jogurta predstavljen je u tabeli 43. Na pocetku eksperimenta kontrolni jogurt je
testiran u skladu sa 1SO standardima sa ciljem otkrivanja patogena i drugih mikroorganizama
koji se prenose hranom.

Na osnovu prikazanih rezultata, porede¢i sa kriterijumima definisanim u Vodi¢u za
mikrobioloske kriterijume za hranu (2011), moze se zakljuciti da je sa mikrobioloskog aspekta
inkapsulat bio prikladan za dalju primenu, odnosno higijena tokom procesa inkapsulacije je bila
na zadovoljavaju¢em nivou uz dobru laboratorijsku praksu. Takode, kontrolni jogurt je imao
odgovaraju¢i mikrobioloski profil za potencijalnu konzumaciju, s obzirom da nije primeceno

prisustvo ispitivanih mikroorganizama nakon procesa fermentacije i pakovanja.

Tabela 43. Mikrobioloski profil alginata, inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe i

jogurta
Parametar Alginat  Inkapsulat  Jogurt
Aerobne mezofilne bakterije (log CFU/g)" <1 <1 <1
Sporogene bakterije (log CFU/g) <1 <1 -*
Enterobacteriaceae (log CFU/g)" <1 <1 <1
Lactobacillus delbrueckki subsp. bulgaris (log CFU/g) <1 <1 9,24
Streptococcus thermophilus (log CFU/Qg) <1 <1 9,65
Listeria monocytogenes (d/nd)® u 25g uzorka - - nd
Staphylococcus aureus (log CFU/g)* - - <1
Salmonella spp. (d/nd)?u 25g uzorka - - nd
Kvasci i plesni (log CFU/g)* <1 <1 <1

! Dozvoljena vrednost je dol log CFU/g; “ne sme biti detektovan; * analiza nije naznacena za vrstu
uzorka; nd - nije detektovana; Dozvoljene vrednosti odnose se na ispitani ili slican proizvod, odnosno

dominantnu komponentu
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5.7.4. Kineticka studija vijabilnosti mle¢no-Kkiselinskih bakterija, pH vrednosti

I karotenoida

Proces fermentacije jogurta moze da obezbedi odgovaraju¢u koncentraciju vijabilnih
mlecno-kiselinskih bakterija, ali je odrzavanje njihove vijabilnosti tokom perioda skladistenja od
posebnog znacaja (Mollakhalili Meybodi i sar. 2020). Prema Mollakhalili Meybodi i sar. (2020)
vijabilnost ovih bakterija u jogurtu moze biti pod uticajem komponenata hrane kao Sto su
bioaktivne komponente, faktora povezanih sa procesom proizvodnje, kao i mikrobioloske
kontaminacije. Iz tih razloga, vijabilnost mlecno-kiselinskih bakterija je pracena tokom perioda
skladiStenja od 28 dana na 4 °C (slika 46). Definisanje kinetickih modela je uradeno uzimajuéi u
obzir brojnost ciljanih bakterija, ali i pH vrednosti jogurta i sadrzaja karotenoida.

Kao $to je prikazano na slici 46, u okvirima kinetickih modela koji su formirani na
osnovu eksperimentalnih podataka postoje razlike izmedu kontrolnog i uzoraka jogurta koji su
obogaceni karotenoidima. Naime, eksperimentalni rezultati vijabilnosti mle¢no-kiselinskih
bakterija (Streptococcus thermophilus i Lactobacillus delbrueckki subsp. bulgaris), pH vrednosti
jogurta, kao i sadrzaj B-karotena tokom perioda skladiStenja, koris¢eni su za definisanje
kineti¢kih parametara i prilagodavanje kinetickih modela. Svi ispitani parametri su u funkciji
perioda skladistenja, ukljucujuéi eksperimentalne podatke i definisane karakteristike krive
kinetickih modela. Pored toga, u tabeli 44 su sumirani koeficijenti regresije kineti¢kih modela,
koji objasnjavaju trendove (brzinu i intenzitet) ispitivanih procesa.

Na pocetku perioda skladiStenja, brojnost Streptococcus thermophilus i Lactobacillus
delbrueckki subsp. bulgaris je bio iznad 9,5 log CFU/ml, dok je pH vrednost jogurta bila 4,4.
Brojnost MKB kulture u oba obogacena jogurta se nije promenio u poredenju sa kontrolnim
uzorkom, S§to sugeriSe da dodavanje inkapsuliranih karotenoida primarno nije uticalo na
vijabilnost fermentacione kulture. Prikazane krive za ispitivane parametre (slike 46a i 46b) imaju
opadaju¢i trend, koji je bio ocekivan zbog Cinjenice da su prethodne studije Mani-Lopez i sar.
(2014) ukazale na moguc¢nost smanjenja odrzivosti u rasponu izmedu 7% i 33% tokom perioda
skladistenja. Prema dobijenim kinetickim modelima (Slike 46a i 46b, tabela 44), statisticki
izraCunata brojnost mle¢no-kiselinskih bakterija dobro se uklapa sa eksperimentalnim podacima.
Za predlozeni model uzoraka obogacenog jogurta, svi koeficijenti determinacije bili su ve¢i od

0,92. Na kraju perioda skladiStenja za obogaceni jogurt sa 2,5% inkapsulata, brojnost S.
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thermophilus i L. delbrueckki subsp. bulgaris je bio 8,08, odnosno 7,83 log CFU/g, dok je jogurt
obogacen 5% inkapsulata sadrzao 7,81, odnosno 7,71 log CFU/g. Od velikog znacaja je naglasiti
da su dobijene vrednosti iznad preporucenog terapijskog minimuma od 6 log CFU/g za

zdravstveno poboljSavajuéi efekat jogurta (Senadeera i sar. 2018).

,_.
<

10

|

O
1
L ]
9

° .

o]

Brojnost S. thermophilus,
log CFU/g
i

Brojnost L. delbrueckii
subsp. bulgaris, log CFU/g

~]
~]

7 14 21 28

0 7 14 21 28 0
Period skladistenja (dani) a) Period skladiStenja (dani) b)
4.6 0.4
g 8
r 23
S &
% ® ® § 0
g £&
B 44 g5 027
> S g
z 58
4.3 g5 0.17
S
=
E
4.2 , , , = 0009 . < O O
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Period skladistenja (dani) c) Period skladistenja (dani) d)

— Kontrola 2,5% — 5% <+ Kontrola © 2,5% < 5%

Slika 45. Kineticka studija vijabilnosti bakterija, pH vrednosti i sadrzaja karotenoida tokom
perioda skladiStenja: a) Streptococcus thermophilus; b) Lactobacillus delbrueckki subsp.

bulgaris; c¢) pracenje pH vrednosti; g) pracenje ukupnog sadrzaja karotenoida
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Pocetne vrednosti pH obe vrste obogacenog jogurta u poredenju sa kontrolnim uzorkom
su imale nizu pocetnu vrednost. UocCeno je da su kineticki parametri za jogurt sa 2,5%
inkapsulata blago izmenjeni nakon 14 dana skladiStenja u odnosnu na kontrolni jogurt, dok je
jogurt koji sadrzi 5% inkapsulata zadrzao sli¢an kineticki model kao kontrolni uzorak. Prema
dobijenom kinetickom modelu za pH vrednosti, statisticki izraCunata koncentracija pH vrednosti
jogurta dobro se uklapala sa eksperimentalnim podacima sa svim koeficijentima determinacije
veéim od 0,893.

Kineti¢ki modeli sadrZzaja karotenoida u ispitivanim uzorcima jogurta predstavljeni su na
slici 46d. Za dobijene modele, koeficijenti determinacije su bili 1,000, 0,586 i 0,993 za kontrolni
uzorak, jogurt sa 2,5% jogurt sa 5% inkapsulata. Sadrzaj karotenoida u oboga¢enom jogurtu bio
je neznatno promenjen tokom perioda skladiStenja, uoCavaju¢i opadajuce trendove za oba
testirana jogurta (slika 46d). Ovi rezultati su u korelaciji sa svojstvima boje uzoraka (videti
potpoglavlje 5.7.2.).

Tabela 44. Koeficijent regresije vijabilnosti MKB, pH vrednosti i ukupnog sadrzaja karotenoida

tokom perioda skladistenja

Vijabilnost
Ukupan sadrzaj

o L.delbrueckki subsp. _ .
Koeficijent S. thermophilus karotenoida

I ES

Kontrola 2,5% 5,0% Kontrola 2,5% 5,0% Kontrola 2,5% 5,0% Kontrola 2,5% 5,0%

d 7,328 1,280 2557 7,487 0,698 -1,868 4,948 5,000 4,454 0,000 0,130 0,161
a 9,613 9,937 9,602 9,645 9,608 9,461 4,398 4,275 4,285 0,000 0,160 0,320
c 25,731 53,986 101,603 15,443 60,287 51,954 78,458 40,423 22,043 0,100 7,190 26,675
b 2,899 1,798 0,867 3,853 2,133 2942 1,009 3,407 1,877 0,100 25,945 1,490

Dobra korelacija izmedu eksperimentalnih merenja i rezultata izraCunatih prema
kineti¢ckim modelima prikazana je u tabeli 45. Predstavljeni Cetvoroparametarski sigmoidni
matematicki model (za MKB vijabilnost i pH vrednosti tokom predvidenog perioda skladiStenja)
se moze definisati kao jednostavan, robusan i tacan (svi koeficijenti utvrdivanja veéi od 0,832).

Matematicki modeli imali su zanemarljiv nedostatak u pogledu fitovanja, Sto znaci da su svi
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modeli predstavili podatke na zadovoljavaju¢i nagin. Visok r® je indikator da je uradunata

varijacija i da su se podaci na zadovoljavajuci nac¢in uklopili u predloZeni model.

Tabela 45. Test korelacije eksperimentalnin merenja i rezultata predvidenih predlozenim

modelom tokom perioda skladistenja

RMSE MBE MPE r Skew Kurt SD Var.
Lactobacillus delbrueckki subsp. bulgari

Kontrola 0,140 0,216 0,000 1974 0832 -0,619 -0,572 0,237 0,056
2,5% 0,065 0,136 -0,003 1,297 0969 0,197 -1,154 0,149 0,022
5,0% 0,099 0,182 0,006 1934 0925 -0,166 -1,748 0,199 0,040

Streptococcus thermophilus

Kontrola 0,005 0,041 0,000 0,417 0997 0,214 -1,831 0,045 0,002
2,5% 0,025 0,091 -0,003 0831 0972 0483 0,010 0,099 0,010
5,0% 0,088 0,171 -0,002 1,717 0920 -0,653 -1,007 0,187 0,035

pH vrednost

Kontrola 0,000 0,012 0,000 0,234 0950 -0,314 -0,217 0,013 0,000
2,5% 0,001 0,020 0,000 0,433 0,893 0,274 -2,064 0,022 0,000
5,0% 0,000 0,004 0,000 0,096 0988 0,003 -2,457 0,005 0,000

v e .

Ukupan sadrzaj karotenoida

Kontrola 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2,5% 0,000 0,012 0,000 5253 0,586 0,000 2500 0,000 0,013
5,0% 0,000 0,003 0,000 0,823 0,993 -0,614 0,512 0,000 0,003

%~ redukovan chi-kvadrat; RMSE —greska srednjeg kvadrata; MBE — srednja greska bias-a; MPE —
srednja procentualna greska; r* — koeficijent determinacije; Skew. — eng. skewedness; Kurt. — eng.

kurtosis; SD — standardna devijacija; Var. — varijansa.

Takode, moze se zakljuciti da dodatak inkapsuliranih karotenoida nije pokazao statisticki
znacajnu razliku u vijabilnosti MKB tokom celokupnog perioda skladiStenja. Oba obogacena
jogurta, kao 1 kontrolni jogurt, nisu se promenili tokom 28 dana na 4 °C sa mikrobioloskog

aspekta, ali jesu zbog delovanja oslobadenih karotenoida. Naime, blage promene boje i pH
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vrednosti u poslednjih 7 dana perioda skladistenja sugeriSu da bi rok upotrebe obogacenih
jogurta trebao biti 21 dan na 4 °C.

Analiza glavnih komponenti (eng. principal component analysis, u daljem tekstu PCA)
sprovedena je na predstavljenim podacima u cilju vizuelizacije korelativnih odnosa izmedu
posmatranih parametara i ispitivanih uzoraka. Sa dijagrama se vidi da je PCA analizom dobijen
model koji se sastojao od dve glavne komponente pri ¢emu je objasnjeno vise od 70% ukupne
varijanse, a koje su uzete u obzir prema Kaiserovom Kkriterijumu (Kaiser, 1960). Prva glavna
komponenta (PC1) je objasnila 54,34% ukupne varijanse, dok je druga glavna komponenta
(PC2) objasnila 35,21%. Biplot dijagram (slika 47) pokazuje da su Streptococcus thermophilus i
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus imale najvec¢i pozitivan uticaj na PC1, objasnjavajuci
33,0%, odnosno 30,3% varijanse, dok su pH vrednost (19,0%) i jogurt (15,7%) imali najveci
negativan uticaj na PC1. Sa druge strane, pH vrednost je imala glavni pozitivan uticaj na PC2
pokazujuci 23,8% varijanse, dok su jogurt (21,6%) 1 liofilizirane Cestice inkapsulata sporednog
proizvoda prerade Sargarepe (48,2%) imale najveéi negativan uticaj. Generalno, na pocetku
skladiStenja vrsta MKB kulture uticala je na kvalitet ispitivanih uzoraka, dok su uticaji pH

vrednosti 1 jogurta bili izraZeniji na kraju perioda skladiStenja.
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2 28 21 7
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Slika 46. PCA biplot dijagram obogacenog jogurta liofiliziranim ¢esticama inkapsulata

sporednog proizvoda prerade Sargarepe
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5.7.5. Senzorska ocena jogurta

U cilju procene senzorskih karakteristika obogacenih jogurta inkapsulatom sporednog
proizvoda prerade Sargarepe u odnosu na komercijalni jogurt (kontrolni uzorak), sporoveden je
test dopadljivosti uz primenu hedonske skale sa 9 kategorija. Ukupna dopadljivost, boja, ukus,
aroma i tekstura jogurta ocenjeni su od strane panela polutreniranih ocenjivaca (4 muskarca, 11
zena, starosti od 23 do 45 godina). Na osnovu primenjene skale, smatra se da jogurt ima
prihvatljiva senzorska svojstva za potroSace ukoliko je srednja ocena ukupne prihvatljivosti veéa
od 5 (niti mi se dopada, niti mi se ne dopada). Rezultati testa dopadljivosti prikazani su u tabeli

46, dok je "pauk” dijagram prikazan na slici 48.

Tabela 46. Senzorska ocena obogacenog jogurta sa 2,5 i 5% liofiliziranih Cestica inkapsulata

sporednog proizvoda prerade Sargarepe u odnosu na komercijalni jogurt (kontrola)

Parametar Kontrola 2,5% 5%
Ukupna dopadljivost 7,77 +0,53° 7,92 + 0,65 7,79 + 0,58
Boja 6,96 + 0,93 8,03 +1,21° 8,01 + 1,96
Tekstura 7,82 + 1,46° 6,34 + 0,87 5,99 +0,75°
Ukus 6,91 +0,30° 7,97 +£0,52° 7,83 +£1,63°
Aroma 744+ 1,11° 8,06+ 1,78 7,74 £ 1,01%

Vrednosti u istom redu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno (P < 0,05) razlikuju,

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 15).

Na osnovu prikazanih rezultata, moze se =zakljuciti da je obogacivanje jogurta
liofiliziranim cCesticama inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe imalo pozitivan
uticaj na ukupnu dopadljivost, boju, aromu i ukus u odnosu na komercijalni jogurt, odnosno
kontrolni uzorak. Negativan uticaj obogacivanja odrazio se na teksturne osobine jogurta, Sto se
moze pripisati veli¢ini Cestica inkapsulata. Moghaddas Kia i sar. (2017) takode su naveli da su
senzorske karakteristike proizvoda, a narocito tekstura, u znacajnoj korelaciji sa veli¢inom
Cestica inkapsulata kojim se obogacuje namirnica. Sa druge strane, Krasaekoopt i Tandhanskul

(2008) zabelezili su bolje rezultate senzorske analize za jogurt na bazi jagode koji je obogacen
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alginatnim Cesticama sa inkapsuliranim probioticima, gde su zrnastu teksturu poistovetili sa

komadi¢ima voca koji se ¢esto nalaze u obogacenim jogurtima.
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Slika 47. Senzorska ocena jogurta uz primenu testa dopadljivosti
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U okviru ove disertacije sprovedena su ispitivanja primene klasicne metode ekstrakcije za
valorizaciju karotenoida iz sporednog proizvoda prerade Sargarepe, primenom rastvaraca koji je
u skladu sa principima “zelene" hemije. U nastavku istrazivanja izvrSena je inkapsulacija
dobijenog ekstrakta razi¢itim tehnikama - freeze drying ili liofilizacija, spray drying ili susenje u
struji toplog vazduha i elektrostaticka ekstruzija. U okviru fizicko-hemijskih karakteristika
ispitani su parametri kvaliteta koji su znac¢ajni za njihovu primenu kao funkcionalnih dodataka u
prehrambenim proizvodima. U zavrSnom delu rada sprovedeno je ispitivanje primene
inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe u proizvodnji testenine i1 jogurta sa
poboljsanim nutritivnim i funkcionalnim svojstvima, kao i ispitivanje senzorske prihvatljivosti

dobijenih proizvoda.

Na osnhovu dobijenih rezultata karakterizacije ekstrakta sporednog proizvoda prerade

Sargarepe mogu se izvesti slededi zakljucci:

e Liofilizirani sporedni proizvod prerade Sargarepe ekstrahovan je klasicnom metodom uz
primenu suncokretovog ulja kao ekstragensa. Sadrzaj ukupnih karotenoida u ekstraktu
iznosio je 60,63 mg/kg, a najdominantniji karotenoid je f-karoten (40,10 mg/kg). Ukupan
sadrzaj tokoferola u ekstraktu iznosio je 514,70 mg/kg, a najzastupljeniji izomer bio je
a-tokoferol (488,80 mg/kg). Od masnih kiselina najzastupljenije su linolna (~54,5%) i
oleinska kiselina (36%), zatim palmitinska (~ 3,3%), stearinska (~5,9%) i palmitoleinska
u tragovima.

o Ekstrakt sporednog proizvoda prerade Sargarepe pokazao je izraZeniju antioksidativnu i
farmakolosku aktivnost u odnosu na suncokretovo ulje, ¢ime je potvrdena efikasnost
karotenoida kao antioksidanata, ali i njihovog sinergistickog delovanja sa tokoferolima.
Antioksidativna aktivnost ekstrakta odredena [-karoten metodom i redukciona
sposobnost iznosile su 159,54 i1 30,04 pmolTE/100 g, dok su antihipergikemijska
aktivnost i antiinflamatorna aktivnost imale vrednost od 49,01 i 53,28%.

e Tokom perioda skladiStenja ekstrakta na sobnoj temperaturi (25 °C) u trajanju od 180
dana u tamnim uslovima (bez uticaja dnevne svetlosti) spektrofotometrijskom metodom
utvrdena je retencija karotenoida ~70%, dok je pri skladiStenju u svetlim uslovima

(uslovima dnevne svetlosti) zabelezeno smanjenje ovih jedinjenja za vise od 50%.
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Navedenim rezultatima svedoce i izraCunate vrednosti kinetiCkih parametara, odnosno
brzine degradacije (k) i vreme poluzivota (t1/,).

CIE Lab hromatski parametri sugeriSu da u ispitivanom ekstraktu dominira narandzasta
boja (a*=16,66; b*=62,50), koju uslovljavaju prisutni pigmenti u sporednom proizvodu
prerade Sargarepe. Nakon perioda skladiStenja od 180 dana uoCene su promene u
granicama vidljivosti golim okom (AE > 3), a statisticki izrazenije promene zabelezene
su za ekstrakt koji je skladiSten u svetlim uslovima.

Rezultati mikrobioloSkog profila su potvrdili ispravnost pripremljenog ekstrakta u skladu

sa dobrom laboratorijskom praksom, odnosno njegovu prihvatljivost za dalju upotrebu.

Na osnovu dobijenih rezultata optimizacije inkapsulacije karotenoida iz sporednog

proizvoda prerade Sargarepe freeze i spray drying tehnikama mogu se izvesti slededi zakljucci:

Za dobijanje optimalnih inkapsulata, za obe tehnike inkapsulacije, kori$¢ena je
optimizacija viSe odziva ili "multi-response™ optimizacija. Za freeze drying tehniku
inkapsulacije, formulacija nosaca koja se sastoji od 100% proteina surutke daje optimalni
uzorak u skladu sa postavljenim kriterijumima, odnosno najve¢im sadrzajem karotenoida,
najvec¢om efikasnoS¢u karotenoida i najve¢om antioksidativnom aktivno$¢u Za spray
drying tehniku, kao najprikladnija formulacija nosaca izdvojila se smesa od 71% proteina
surutke i 29% inulina.

Proverom predvidenih vrednosti ispitivanih odziva na optimalnim inkapsulatima
dobijenim freeze drying (FDI) i spray drying tehnikom (SDI), potvrdeno slaganje
dobijenih rezultata unutar poverenja od 95%.

Na osnovu dobijenih rezultata karakterizacije optimalnih inkapsulata sporednog proizvoda

prerade Sargarepe dobijenih freeze i spray drying tehnikama mogu se izvesti sledeci zakljucci:

Rezultati ispitivanja morfoloskih karakteristika pokazali su da se FDI 1 SDI inkapsulati
sastoje od Cestica nepravilne strukture, razliite veli¢ine 1 poroznosti. Pored toga, obe
tehnike inkapsulacije su dale Cestice koje su grupisane u agregate razlicitih dimenzija, §to

je posledica neinkapsuliranog uljanog ekstrakta na njihovim povr§inama.
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e Za oba inkapsulata, FTIR spektroskopska analiza pokazala je da nema znacajnih
hemijskih interakcija izmedu aktivne komponente, odnosno ekstrakta i nosaca, Sto
ukazuje da su ova jedinjenja formirala fizicku smeS$u unutar inkapsulata. Raman
spektroskopskom analizom su potvrdene trake karakteristicne za ekstrakt, odnosno
aktivne komponente, $to ukazuje na njegovu prisutnost na povrsini inkapsulata.

e UFDI i SDI inkapsulatima zabelezene su izuzetno niske vrednosti aktivnosti vode (manje
od 0,2), te je jedan od zakljuCaka da predstavljaju mikrobioloske stabilne sastojke sa
mogucénoscu primene u razli¢itim prehrambenim proizvodima. Takode, odreden sadrzaj
vlage u navedenim uzorcima je manji od 5%, Sto je u okviru opsega kojim se ispunjava
zahtev kvaliteta za ovu vrstu proizvoda. Nakon sedam dana skladiStenja inkapsulata u
uslovima relativne vlaznosti od 75%, utvrdena je nehigroskopna priroda oba inkapsulata.
Ispitivane fizi¢ke karakteristike inkapsulata su prihvatljive sa aspekta primene.

e Freeze drying tehnikom ostvaren je oko 20% veéi prinos inkapsulata u odnosu na spray
drying tehniku, ali se generalno moze zakljuciti da se dobijeni rezultati za obe tehnike
mogu smatrati dobrim prinosom. FDI i SDI inkapsulati pokazuju i visoke vrednosti
indeksa rastvorljivosti u vodi (oko 55%).

e Analiza raspodele veli¢ine Cestica pokazala je znaCajne razlike izmedu dobijenih
inkapsulata, koje poticu od primenjenih tehnika suSenja. Freeze drying tehnika daje
inkapsulate ve¢ih dimenzija, sa utvrdenim srednjim pre¢nikom od 195,98 um, dok se
spray drying tehnika smatra pogodnom metodom za proizvodnju manjih Cestica, s
obzirom da prolaze kroz sistem za rasprSivanje (srednji precnik - 20,94 pm).

e Znacajno vece vrednosti nasipne i tapkane gustine odredene su za SDI uzorak, te je
inkapsulat dobijen ovom tehnikom pogodniji sa tehnoloskog aspekta. U pogledu indeksa
kompresibilnosti i Hausnerovog odnosa, oba inkapsulata spadaju u kategoriju
zadovoljavajuée protocnosti i visoke kohezivnosti.

e Rezultati odredivanja oksidativne stabilnosti na bazi Rancimat testa potvrdili su duzi
indukcioni period za FDI i SDI inkapsulate u odnosu na ekstrakt sporednog proizvoda
prerade Sargarepe.

e Tokom perioda skladiStenja inkapsulata na sobnoj temperaturi (25 °C), u trajanju od 180

dana, u svetlim i tamnim uslovima, najveca retencija karotenoida zabelezena je za SDI
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inkapsulat koji je skladiSten u tamnim uslovima (82%), dok je najmanju retenciju
pokazao FDI inkapsulat skladiSten u uslovima dnevne svetlosti (65%).

Boja inkapsulata uslovljena je bojom ekstrakta sporednog proizvoda prerade Sargarepe.
Kod FDI inkapsulata izrazenija je zuta boja (b*=37,72) u poredenju sa SDI inkapsulatom
(b*=24,90). Nakon perioda skladistenja od 180 dana zabelezene su znacajne promene u
CIE Lab parametrima, $to je u skladu i sa retencijom karotenoida u ovim inkapsulatima.
Sadrzaj karotenoida (28,02 mg/kg), tokoferola (243,98 mg/kg), proteina (425,51 mg/100
g) 1 furozina (487,03 mg/100 g proteina) bio je visi u FDI inkapsulatu. Nesto nizi sadrZaji
odredeni su kod SDI inkapsulata, odnosno 26,03 mg/kg karotenoida, 228,13 mg/kg
tokoferola, 31,32 mg/100 g proteina i 407,21 mg/100 g proteina.

Kada je re¢ o antioksidativnoj i farmakoloskoj aktivnosti, nakon in vitro simulirane

gastroinestinalne digestije znacajno vise vrednosti zabelezene su za FDI uzorak.

Na osnovu dobijenih rezultata karakterizacije testenine obogacene inkapsulatima

sporednog proizvoda prerade Sargarepe dobijenih freeze i spray drying tehnikama mogu se

izvesti slededi zakljucci:

Supstitucija dela krupice durum psenice (semoline) inkapsulatima sporednog proizvoda
prerade Sargarepe, odrazila se na promene sadrzaja gotovo svih ispitivanih jedinjenja.
Porast udela inkapsulata sporednog proizvoda prerade Sargarepe u formulaciji testenine
doprineo je povecanju sadrzaja karotenoida, tokoferola i furozina. Pored jedinjenja koja
su prisutna u inkapsulatima, u svim uzorcima testenine detektovano je prisustvo luteina i
zeaksantina, kao i a- i B-tokotrienola koji su poti¢u od durum psenice.

Sadrzaj ukupnih karotenoida za uzorke nekuvane testenine sa udelom FDI 1 SDI
inkapsulata od 10% povecan je za 56,15% 1 63,59%, dok je za udeo ovih inkapsulata od
20% odreden 99,23%, odnosno 118,72% veéi sadrzaj u odnosu na kontrolni uzorak.
Obogacivanje testenine sa 10% FDI, odnosno 10% SDI rezultiralo je povecanjem
sadrzaja ukupnih tokoferola za 32,62%, odnosno 38,65%, dok je sa udelom ovih
inkapsulata u nivou od 20% sadrzaj ukupnih tokoferola povec¢an za 100,29%, odnosno

88,74%
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e Tokom kuvanja testenine sadrzaj ukupnih karotenoida smanjio se u opsegu od 2,30% do
22,49%, pri cemu su veéi gubici zabelezeni za uzorke testenine obogacene FDI
inkapsulatima. Vec¢i gubici karotenoida kod ovih uzoraka koreliraju sa prisustvom ovih
jedinjenja na povrsini inkapsulata. Gubitak tokoferola tokom kuvanja testenine bio je u
opsegu od 3,91% do 12,17%.

e Rezultati antioksidativne i1 farmakoloske aktivnosti kuvanih i digestiranih uzoraka
testenine ukazuju da se sa povecanjem udela inkapsulata u formulacijama povecava i
antioksidativna, antihiperglikemijska i antiinflamatorna efikasnost.

e Tokom procesa proizvodnje testenine ostvaren je zadovoljavajuci nivo higijene. Takode,
nisu uocene znacajne razlike u broju ispitivanih mikroorganizama izmedu kontrolnog
uzorka testenine 1 obogacenih uzoraka, na osnovu ¢ega se zakljucuje da je ukljucivanje
inkapsulata kao funkcionalnih dodataka bezbedno sa mikrobioloSkog stanovista.

e Instrumentalnim odredivanjem boje ustanovljeno je da obogaceni uzorci testenine imaju
veéi udeo crvene boje (vise vrednosti a*) i vec¢i udeo Zute boje (viSe vrednosti b*), a
razlike u boji nastale usled supstitucije dela semoline inkapsulatima sporednog proizvoda
prerade Sargarepe vidljive su golim okom. Kuvane testenine su svetlije, sa Smanjenim
intenzitetom crvenih i zutih tonova u odnosu na nekuvane uzorke.

e Supstitucija dela semoline FDI i SDI inkapsulatima doprinosi promenama u kvalitetu
kuvanih testenina, koje se ogledaju u povecanju vremena kuvanja testenine, smanjenju
procenta raskuvavanja testenina, smanjenju sposobnosti apsorpcije vode i lepljivosti, u
odnosu na kontrolni uzorak. Promene koeficijenta povecanja zapremine zabeleZena je
samo kod uzoraka obogac¢enih SDI inkapsulatom.

e Na osnovu rezultata senzorske ocene testenine, uz primenu panela polutreniranih
ocenjivaca, moze se zakljuciti da je bolji senzorski kvalitet postignut kod testenine
obogacene sa 10% FDI 1 10% SDI inkapsulata. Kada je u pitanju testenina sa 10% FDI
inkapsulata, svi ispitivani parametri osim teksture su ocenjeni bolje od kontrolnog uzorka,
dok je testenina sa 10% SDI ocenjena bolje u pogledu ukusa i arome.

e Testenina boljeg senzorskog kvaliteta imala je veci sadrzaj makronutrijenata (proteina,
masti i celuloze) u odnosu na kontrolnu testeninu.

e Na osnovu preporuc¢enih RDA vrednosti za karotenoide, konzumacijom jedne porcije

testenine (85 g) sa 10% FDI optimalnog inkapsulata sporednog proizvoda prerade
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Sargarepe moze se obezbediti 23% preporucenog dnevnog unosa, dok se konzumacijom
porcije testenine sa 10% SDI optimalnog inkapsulata moze obezbediti 25% preporuc¢enog
dnevnog unosa karotenoida. Uzimajuéi u obzir peporuc¢ene RDA vrednosti za vitamin E
(a-tokoferol), konzumiranjem porcije 10% FDI testenine moze se obezbediti 9,6%
preporucenog dnevnog unosa, dok konzumiranje porcije 10% SDI testenine moZe

obezbediti 10,93% preporucenog dnevnog unosa ovog vitamina.

Na osnovu dobijenih rezultata karakterizacije inkapsulata sporednog proizvoda prerade

Sargarepe dobijenog tehnikom elektrostaticke ekstruzije mogu se izvesti sledeci zakljucci:

e Rezultati mikroskopske analize hidrogel i1 liofiliziranih Cestica inkapsulata ekstrakta
sporednog proizvoda prerade Sargarepe ukazali su na redukciju veliine Cestica za oko
20% nakon procesa suSenja, kao i to da su sve dobijene Cestice imale sferni oblik. Na
SEM mikrografijama se ne uocava agregacija Cestica, dok su primetne pukotine i izrazena
porozna povrsinska struktura Cestica.

e FTIR spektroskopska analiza pokazala je da ne postoji jaka interakcija izmedu alginata i
smese ulje/karotenoidi, odnosno da nakon formiranja kapsula Ca-alginata ove dve faze
najverovatnije ostaju razdvojene. Raman spektroskopskom analizom potvrdeno je
prisustvo suncokretovog ulja i ekstrahovanih karotenoida na povrsini Cestica Ca-alginata.

e Za dobijeni inkapsulat odredeni su ukupan sadrzaj karotenoida od 3,65 mg -
karotena/100g, efikasnost inkapsulacije od 72,63% i retencija karotenoida od 81,54%
nakon perioda skladiStenja od 90 dana na sobnoj temperaturi (25 + 5°C).

e Antioksidativna aktivnost odredena [-karoten metodom i redukciona sposobnost
inkapsulata iznosile su 73,68 1 20,19 umol TE/100 g, dok su vrednosti

antihipreglikemijske i antiinflamatorne aktivnosti inkapsulata bile 26,87% i 21,36%.
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Na osnovu dobijenih rezultata karakterizacije jogurta obogacéenog inkapsulatom

sporednog proizvoda prerade Sargarepe mogu se izvesti slededi zakljucci:

U odnosu na kontrolni uzorak, uzorci obogac¢enog jogurta pokazali su poboljsana
antioksidativna, antihiperglikemijska i antiinflamatorna svojstva, prouc¢avana nakon in
vitro simuliranog gastrointestinalnog varenja.

Instrumentalnim merenjem parametara boje uocene su znacajne razlike izmedu pocetnih
vrednosti parametra b* kontrolnog jogurta i obogacenih uzoraka. Nakon perioda
skladistenja od 28 dana, primecena je veca zastupljenost zute boje za obogacene uzorke
jogurta, $to je direktno uticalo i na promene vrednosti L* i a*. Ovi rezultati su u korelaciji
sa oslobadanjem karotenoida iz inkapsulata u medijumu jogurta tokom perioda
skladistenja.

Higijena tokom procesa inkapsulacije je bila na zadovoljavaju¢em nivou uz dobru
laboratorisku praksu. Mikrobioloski profil kontrolnog jogurta je bio odgovarajuéi za
konzumaciju, s obzirom da prisustvo kontaminenata nije primefeno nakon procesa
fermentacije i pakovanja jogurta.

Dodatak inkapsuliranih karotenoida nije pokazao statisticki znac¢ajan uticaj na vijabilnost
mle¢no-kiselinskih bakterija tokom celokupnog perioda skladiStenja. Dobijene vrednosti
broja mlecno-kiselinskih bakterija (Streptococcus thermophilus i Lactobacillus
delbreuckki subsp. bulgaris) su iznad preporu¢enog minimuma od 6 log CFU/ml za
zdravstveno poboljSavajuéi efekat jogurta.

Jogurt obogacen inkapsulatom (2,5 i 5%), kao i kontrolni jogurt, nisu se promenili tokom
28 dana skladistenja na 4 °C sa mikrobioloskog aspekta, dok su primetne promene
uzrokovane oslobadanjem karotenoida iz inkapsulata i promenom pH vrednosti. Blage
promene boje i pH u poslednjih 7 dana perioda skladistenja sugeriSu da bi rok upotrebe
obogacenog jogurta trebao biti 21 dan na 4 °C.

Na osnovu kinetickih studija vijabilnosti mle¢no-kiselinskih bakterija, pH vrednosti i
ukupnog sadrzaja karotenoida utvrdena je mikrobioloska i fizicko-hemijska stabilnost
obogacenog jogurta tokom celokupnog perioda skladistenja.

Na osnovu senzorskih ocena jogurta od strane panela polutreniranih ocenjivaca,

obogacivanje jogurta inkapsulatom sporednog proizvoda prerade Sargarepe imalo je
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pozitivan uticaj na ukupnu dopadljivost, aromu i ukus u odnosu na komercijalni jogurt.
Negativan uticaj obogacivanja odrazio se na teksturne osobine jogurta.

e Na osnovu preporuc¢enih RDA vrednosti za karotenoide, konzumiranjem jedne case
jogurta (180 g) sa 2,5% inkapsulata moze se obezbediti 8% datog zahteva, dok casa

jogurta sa 5% inkapsulata ispunjava 16% dnevnih potreba za karotenoidima.
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Osaj Obpaszay uunu cacmasHu 0eo OOKMOPCKe oucepmayuje, O0OHOCHO
OOKMOPCKO2 YMEeMHU4YKo2 npojekma Koju ce dpanu ma Yuueepzumemy y Hogom
Caoy. llonymwen Obpazay ykopuyumu usza meKcma OOKMOpCKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmd.

ILman Tpermana mojgaraka

HNukancyJMpann KapoTeHOMIH W3 CHOPEIHOTr TNPOM3BOJAAa TMpepaje Iiaprapene Yy
(pYHKIMOHAJIHOj XpaHH

a) Yuusep3uter y Hoom Cany, Texnomomku ¢akynrer Hosu Cax, naGopatopuje Ha
npeameruma  Oprancka Xemuja, XemHja XpaHe, XeMHja NPHUPOJHHX  IPOU3BOJA,
Muxkpobuosioryja.

0) YuuBep3utrer y Mmunany, JlemapTMan 3a HayKy O XpaHM, 3alUTUTH XUBOTHE CpPEAMHE U
Hytputnonusmy (Ie®@EHC), Munano, Uranuja.

B) CaBeT 3a WCTpakWBama y TOJBONPHBPEIU W aHanu3y arpapae ckonomuje (Llpea) -
UCTPa)XKMBAUYKO OJIEJbEH-E 3 CENIeKLHU]y KUTapula u yHamnpehewe OmbHUX copTtu, CanT AHbeno
Jlopuhuano, Utanwmja.

r) Hayunu uncTutyT 32 npexpamOeHne texHosoruje, YHusepsurer y Hopom Cany.

UctpaxkuBama oOyxBaheHa OBOM JOKTOPCKOM JucepTanujoM (uHaHCHpaHa Cy OJf CTpaHe
MuHucTapcTBa TPOCBETE, HAyKe M TEXHOJOMIKOT pa3Boja Pemybmuke CpOuje, Kpo3 mpojekar
“Pa3Boj mpou3BoJa W aauTMBa 04 Boha M moBpha ca BHUCOKMM caJpkajeM OHOaKTHMBHHX
jenumerma”

EBunennmonu Opoj npojekra: TP 31044

1.1 Bpcra crynuje

Ykpamko onucamu mun cmyouje y oksupy koje ce nooayu npukyneajy
JIoKTOpCKa Jucepraimja

1.2 Bpcre nonaraka

a) KBAaHTUTATHBHH
0) KBaJTMTaTUBHU

1.3. HaumH npuKynspama moaTaka

a) aHKeTe, YIIUTHUIU, TECTOBU

0) KIIMHUYKE MPOIIEHE, MEAUIIMHCKH 3aliCH, €JIeKTPOHCKH 3/JpaBCTBEHHU 3aMUCH
B) TCHOTUIIOBH: HABECTH BPCTY
') aIMUHUCTPATUBHU MOJAIN: HABECTHU BPCTY




) Y30pIld TKUBA: HABECTU BPCTY CIIOPEIHU [TPOU3BOJI IPEepaJie Iiaprapene

h) cuumum, Qororpaduje: HaBectu BpcTy dortorpaduje ypehaja, UCOUTHBAHH y30pIU U
MUKPOCKOTICKH MPUKAa3 HCIIUTUBAHUX Y30paKa

€) TeKCT, HaBECTH BPCTY JUTeparypa

’K) Marna, HaBeCTU BPCTY
3) ocTaso: onucaTi Web caapxaj

1.3 ®opmar nomataka, ynotpeOspeHe cKajie, KOJIMIMHA IMoAaTaKka

1.3.1 Ynotpebsbenu codptBep u popmaT 1aTOTEKe:

a) Excel dajm, maroreka .XxIs
b) SPSS bajn, natoreka
c) PDF ¢ajn, maroreka
d) Tekct ¢aji, natroreka .doc

e) JPG ¢ajn, naroreka .jpeq

) Ocrano, natoreka craructruku codreep Statistica 10.0; Design-Expert 10.0

1.3.2. bpoj 3anuca (ko1 KBAHTUTATUBHUX I10/1aTaKa)

a) Opoj Bapujabmau BEIUKHU Opoj
0) Opoj Mepemwa (MCIIUTaHUKa, TIPOIIEHA, CHUMaKa U CJ1.) BEJIMKHU Opo]

1.3.3. IloHOBJbEHA MEpEma

a) na
0) HE

VKonuko je OATOBOp Aa, OATOBOPUTH HA cneneha nurama:

a)  BPEMEHCKHM pa3Mak M3MeJljy MOHOBJHEHUX Mepa je u3Mel)ly HEKOJIMKO MHUHYTa U HEKOJIUKO
JaHa

0) Bapujabie Koje ce BHIlE MyTa Mepe OJIHOCE Ce Ha CBE EKCIEpHMEHTAaTHe aHaau3e (YKymaH
caapxaj KapoTeHOWJa, ToKodeposia, aHTHOKCHIATHBHA aKTUBHOCT, (HapMaKoJOIIKa aKTUBHOCT

UTIL.)

B)  HOBE Bep3Hje (ajiioBa KOju caJpke NOHOBJbEHA MEPEHA Cy UMEHOBAaHE Kao

Hamnowmewne:

Ha nu ghopmamu u cogpmeep omozyhasajy demerve u 0yeopouny 8aruoHocm nooamaxa?
a)/la
0)He
Axo je 002080p He, 0bpaznodxcumu




2.1 Metonosoruja 3a NpuKyIJbamke/TCHEPHUCAkhE T0IaTaka

2.1.1. Y okBUpY KOT UCTPAXXKUBAYKOT HAIPTA Cy MOJALU NPUKYIIJbEHU?

@) eKCIICPUMEHT, HAaBECTH THUIl XEMU]CKa aHAIHM3a

0) KopemanuoHO HCTpakuBame, HaBectn Tum Simplex Centroid Mixture ekcrnepumeHTaIHN
musajH, Principal component analysis — PCA analiza

II) aHaJM3a TEKCTa, HABCCTH THUII TyMaudekhe JOOM]CHUX pe3yliTtara, u3Boherme 3akibydaka u
nopeheme ca TUTEpaTypHUM I101alMa

1) OCTajo0, HABECTH IIITa

2.1.2 Hagecmu e6pcme MepHux UHCMpPYMEHAma uiu cmanoapoe nooamaxa cneyupuuuux 3da
o0peheny HayuHy OUCYUnIUHy (aKko nocmoje).

JlaGoparopujcku nrodumimszarop, moaen Alpha 2-4 LSC

Cupej cymay Biichi mini B-290

Enexrpocrarnuku cucreM 3a nukancynamujy, VAR V1 Nisco Encapsulation Unit
Ital past Mac 30 Pasta Maker Extruder

Cuekrpodoromerap, Multiscan GO

O6pana nogaraka cratuctuuku codraep Statistica 10.0. u Design-Expert 10.0

2.2 KBanureT nojaTaka u CTaHIapau

2.2.1. Tperman HenocTajyhux nojaraka
a) Jla mu maTpuia canpxu Hepoctajyhe nmogatke? a He
AKo je oroBOp Aa, OJrOBOPUTH Ha ciefieha nurama:

a)  Konuku je 6poj HemocTajyhux nmomaraka?
06) [la nu ce KOpUCHHUKY MaTpHIIle penopyyyje 3amena Heaoctajyhux nmogaraka? /la He
B) AKO je OAroBOp Ja, HaBECTH CYrecTHje 3a TpeTMaH 3aMeHe HeaocTajyhux mojaraka

2.2.2. Ha xoju HauuH je KOHTPOJUCAH KBAJIUTET noaaraka? OnucaTu

KBanguTer mojaraka ie KOHTPOJHMCAH TIPpUMCHOM pPAa3JHYUTHX CTATHCTHYKHX TCCTOBA U
02163HI/IBaH>eM CKCTPEMHHUX BPEAHOCTH.

2.2.3. Ha xoju Ha4uH je U3BpIIeHA KOHTPOJIAa yHOCA NI0JjaTaKka y MaTpuIry?

[TopehemeM moOMjeHUX pe3VviaTaTa MCTPAKHBAKA Ca JUTEPATYPHUM MOJAIMMA W3BPIIEHA j€
KOHTPOJIA VHOCA OJATAKa V MATPULLY.




3.1.TpermaH u yyBame nojiaTaka

3.1.1. Ilooayu he bumu oenonosanu y Penosumopujym Yuusepzumema Hosu Cao.
3.1.2. URL adpeca HakHaJIHO
3.1.3. DOl

3.1.4. Jla nu he nooayu bumu y omeoperom npucmyny?

a) MHa
0)  Ha, anu nocie embapea xoju he mpajamu 0o
6) He

Axo je 002060p He, Hasecmu paznoz

3.1.5. Ilooayu nehe bumu denonosanu y penozumopujym, anu he oumu yysamnu.

Obpasznoorcerve

3.2 Meramonany 1 JOKyMEHTAIH]ja MolaTaKa

3.2.1. Koju crangapn 3a meranoaarke he OUTu nmpuMereH?

3.2.1. HaBectu meTamoiaTke Ha OCHOBY KOJHX CY ITOAAIN JICTTOHOBAHH Y PETIO3UTOPH]YM.

Axo je nompebno, Hagecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe nooamaxa, aHaiumuixe u
npoyeodypanme ungopmayuje, UXo80 Kooupare, oemasshe onuce sapujadbnu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u CTaHAap/IH 32 YyBamkE MMOIaTaka

3.3.1. Mo xor nepuoza he momamy OUTH YyBaHH y PETIO3UTOPHjyMY?
3.3.2. Jla nmu he momauu 6utH nenonosanu nopn mudpom? Ja He
3.3.3. Jla 1 he mmdpa 6utn nocrynHa ogpehenom kpyry ucrpaxkupaya? Ja He

3.3.4. la mu ce moaany Mopajy YKIOHHUTH U3 OTBOPEHOT NMPHUCTYIIA OCIe U3BECHOT BpeMeHa?
a He

OO6pa3znoxutu

OBgaj ogesbak MOPA OuTH MONYHEH aKo Ballld MOAALN YKIbYUY]Y JIMYHE MOJIATKE KOJU C€ OJHOCE
Ha YYECHUKE y MCTpaXKuBamy. 3a Jpyra HCTpakuBama Tpeba Takole pasMOTPUTH 3alUTHTY U

CUTYPHOCT MOJjaTaKa.




4.1 ®opmalHU CTaHIAPAM 3a CUTYPHOCT MH(OpMalnja/moaaTaka
HcTpakuBaun KOju CIIPOBOJE HMCIUTHBAama C JbyAMMa MOpajy Ja c€ MPHUAPKaBajy 3akoHa O
3allITUTU IToJaTaKa O JUYHOCTHU

(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o_licnosti.html) u oarosapajyher

HHCTUTYHHMOHAJIHOT KOACKCA O aKaJEMCKOM UHTCTPUTETY.

4.1.2. la nu je uctpakuBame o100peHo o ctpane etuuke komucuje? la He
Axo je onrosop /la, HaBeCTH 1aTyM M HAa3UB €THUYKE KOMHCH]E KOja je 000pHIIa HCTPaKUBAIHE

4.1.2. Jla mu moany ykJbydyjy JIMYHE TIOJaTKe yUecHHUKa y uctpaxuBamy? Jla He
AXo0 je OoaroBop ja, HaBeOUTE Ha KOjU HAYUH CTE€ OCHTYPAJIH IOBEPJEUBOCT U CUTYPHOCT
uHpOpMaIrja Be3aHUX 3a HCITUTAHUKE:

a)  Ilomanm HUCY Y OTBOPEHOM MPHUCTYITY
6) Ilomauu cy aHOHUMHU3UpPAHU
n) Ocrano, HaBecTH mTa

5.1. ITooayu he 6umu

a) jasno docmynmu
6) docmynHu camo YCKoM Kpy2y ucmpaxcusaua y oopelheHoj Hayunoj ooracmu
y) 3ameopenu

AKo cy nodayu 0OCmynHu camo YCKOM Kpyey UCmpaicusaid, Hagecmu noo Kojum yCilo8uma mMozy
0a ux Kopucme:

AKo cy nodayu 0ocmynHu camo ycKom Kpy2y UCMpadcueayd, Hagecmu Ha Koju HauuH Mo2y
NPUCMYRUMU ROOAYUMA.

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxkynmenu nooayu Oumu apxusupaHu.

6.1. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy 61dcHuKa (aymopa) nooamaxa

Bama Illeperess, Vanjaseregelj@tf.uns.ac.rs

6.2. Hasecmu ume u npe3ume u mejn aopecy ocobe Koja o0paicasa Mampuyy ¢ nooayuma

Bama Illeperess, Vanjaseregelj@tf.uns.ac.rs



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

6.3. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe xkoja omocyhyje npucmyn nooayuma opyeum
ucmpaxcueayuma

Bama Illeperess, Vanjaseregelj@tf.uns.ac.rs
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